
感染性疾病动物模
型与研究





感染性疾病与传染病

感染即为病原体与宿主之间相互作用
的过程，凡是由病原微生物引起的疾
病统称为感染性疾病。

其中感染性较强，可以引起宿主间相
互传播的疾病成为传染病。





21世纪人类同感染性疾病的斗争

新发传染病不断出现；

旧传染病复燃，抗药性增强；

重大传染病、感染性疾病多发国；

面临重大挑战；

艾滋病、结核病、乙型肝炎、SARS、手足口
病、禽流感、新型流感病毒……



病毒性疾病的威胁
• 新发传染病中50%以上为病毒性传染病

• 来势凶猛，席卷全球。

• 4000多种，有400种与人类疾病密切相关

• 埃博拉病毒、汉坦病毒、HIV、SARS、塞卡
病毒………





感染性疾病的预防*
• 消灭传染源（发病动物、疫源地、污染物）

• 切断传播途径（清洗、消毒、个人防护、
卫生管理）

• 增强易感动物的抵抗力（疫苗、药物、育
种等）



在早期，如何确定病毒性的病原是

某种疾病的病原体呢？



确定病毒性病原需要满足Koch定律

科赫定律6大要素：

能从患者中分离到病毒；

能在某种宿主细胞中培养；

病原具有滤过性；

在同一宿主种类或相关动物种类中能复制病毒；

在感染的动物体内能在分离到病毒；

能够检测到针对此病毒产生的特异性免疫反应；





科赫法则的缺陷：

（1）并不是所有的病毒感染都会产生
临床症状；

1893年发现有些霍乱带原者以及伤寒等案例并无任

何症状表现，未必能在不同个体产生相同表现。
小儿麻痹、疱疹、艾滋病、丙型肝炎都有类似发
现，甚至都认同小儿麻痹病毒只会对少数感染者
造成瘫痪。

（2）许多病毒还无法通过培养基分离
培养；

病毒学发展窒碍难行。目前，已有不少疾病证实为
某种病原体造成，却不能满足科赫提出的理论。



感染性疾病动物模型制备的关键*

（1）在感染的动物中能够分离到病毒；

（2）能检测到针对此病毒产生的特异性免疫反应；

（3）病原对动物的致病性：动物是否能被病原感染、

复制、模拟出全部或部分疾病特征；



• 并不是所有的病原都可以构建动物模型。
• 有些病原没有理想的动物模型。



病原没有理想的动物模型的原因？

病原的进化表现为：共生、机体损伤（疾病）、
病原不存活等情况。

病原：体外寄生感染、器官、组织内感染、细
胞内感染形式不同

感染机制不同，对宿主的特异性选择不同

病毒受体进化

动物遗传构成和生物学特性与人的差异

动物敏感性问题

大量不同种类的动物测试、筛选



第一节

感染性疾病模型制备原则



一、什么是感染性动物模型

以导致感染性疾病的病原感染动物，或

人工导入病原遗传物质，使动物发生与人类

相同疾病、部分疾病、部分疾病改变或者机

体对病原产生反应、为疾病系统研究、比较

医学研究以及抗病原药物和疫苗的研制、筛

选和评价提供的模型。



二.病原性动物模型的三个要素*

确切的病原

明确的动物

充分的实验室指标



三.病原性动物模型制备的原则

1.动物选择
种类

遗传分类

生物学特性

对感染性疾病的敏感性

新发感染性疾病病原不明时，可扩大到实验用动
物、经济动物、野生动物。



• 实验动物：

定向培育的动物，没有人遗传状
态的复杂性、环境条件完全不同、
病原致病性不同。但病原敏感性较
好，首选

• 经济动物：

环境条件类似人类生活环境，疾
病发生模式相近，但影响因素多，
标准化程度不高

• 野生动物：

最接近于自然，接触病原最多，
免疫系统强，对实验影响的不确定
因素多，往往带来生物安全等问题。



2.病原选择原则
活化状态的好病原

病原标准株

代表株

强势病原

活化状态

流行状态

采用生物学特性明确，经过鉴定的标准株进行模型感染，

以确保疾病模型保持最高的真实性。

轮状病毒标准株SA11
禽流感病毒H1N1 ，H5N9



3.疾病再现最大化原则
制备的感染性疾病动物模型能最大程度

的模拟疾病临床表现、疾病过程、病理生
理学变化、免疫学反应。

“全部模拟，部分体现”



4.标准化、规范化原则
动物

病原

实验控制

操作程序

标本处理

数据采集

检测指标

结果分析

统一、规范、标准化

重复性好、检测指标
稳定、利于客观公正、
真实有效、模型稳定



5.生物安全性原则
严格按照国家关于病原微生物相关规定进行。

实验室活动按照病原危害等级和防护要求进行。

病原污染

动物接触

污物扩散

样本采集

意外事件



四、感染性动物模型的规范化

模型稳定成熟后的各种要素应该达到统一、规范化和标准化。

“标尺、衡量器”

动物 ； 病原 ；实验控制； 操作程序；
标本处理； 数据采集；检测指标；
结果分析



1.对动物规范化要求

实验动物（标准化）回忆知识点

野生动物和经济动物（自然感染机会多，不确定因
素多）

实验前需检测动物是否有同类病原的感染情况，选
择阴性结果动物

动物种类，性别，年龄，体重，营养状态，健康状
况尽量一致，作为规范化模型的基础数据和结果分
析的依据。



2.对病原的规范化要求

（1）“标准株”“模式株”“代表株”

轮状病毒代表株SA‐11
流感病毒H5N1，H7N9

商品化的代表株：生物特性明确、来源清楚
（有权威机构的保存号）





（2）模型制备使用的病原致病性与活化状态
密切相关

• 大量制备同批次的病原，进行小包装储存，
保证不同时间制备的模型动物具有致病性
的一致性。

• 例如：病毒培养的细胞，同一来源，培养
代数一致，病毒感染量一致



3. 研究过程规范化

• 疾病观察

• 检测指标

• 检测时间点：覆盖整个疾病过程

• 病原检测方法：空斑法、免疫荧光等

• 免疫反应检测方法

• 对照(阴性对照、空白对照)
• 感染方式相同

• 感染剂量一致性：少量多次



4.传播途径研究规范化要求

• 严格按照单一途径感染，满足感染动物基
本要求，避免交叉途径感染。



5.感染剂量规范化要求

• 标准计量方法测定病原的剂量

如：病毒性病原体：TCID50 ; PFU/ml
细菌：菌数

病原体的稀释倍数？



6.动物模型临床研究规范化要求

• 表征观察、体征测定

• 设计评判标准：

• 动物精神状态

• 客观评价分值0‐10分
• 发热指标

eg：粪便样本形态观察，腹泻分值



7.感染病原学规范化要求

（1）病原来源

• 来自于患者或者动物的哪个部位

（2）检测指标：检测方法规范而全面，能够
检测到“活”的病毒。

• eg：经过细胞培养证实病毒存活（不是存

在，核酸）、体内复制，通过免疫荧光和
TCID50检测病毒滴度。



8.感染性疾病免疫学规范要求

动物感染病原后进行免疫学检测，动物模型成功的

关键：感染动物中必须能够检测到活性病原和诱导

的特异性免疫抗体，能够使动物产生免疫应答。

检测方法：ELISA、IFA等

检测到抗体是否能证明病原体已经感染了动物体？

 NO，排除经过体内途径的抗原免疫作用引起的免疫

反应。



9.感染性疾病的病理生理学规范化

特征性的病理改变：器官、组织、细胞，是否

引起炎性细胞，包涵体，坏死，细胞病变

缺乏特征性的病理改变：一般性出血，炎性细

胞浸润等（不成功）

感染性模型的成功：免疫组化、原位杂交等方

法证实病原的组织定位。



10.药物和疫苗研究的规范化要求

• 药物和疫苗的评价：成功的动物模型；

• 药物实验：体内实验：动物实验

• 体外实验：细胞

• 感染对照模型（疾病对照模型）

• 药物和疫苗通过什么机制发挥作用？

• 机体和病原在药物、疫苗的作用下，各自发生
了哪些变化？这些变化对机体和病原产生了怎
样的影响？



五、感染性模型的局限性

人源性病原体感染动物，与人的病程不

完全相同。研究结果需要进行慎重的对比研
究在外推到人类。



1.动物种类和等级限制

• 不同的遗传和生物学特性对病原体的感染
性表现不同，不同种属和品种品系的动物
个体差异影响模型一致性。

可感染小鼠、大鼠、猕猴、食蟹猴、雪貂等，但是
致病性在不同动物中有差异，国外推荐采用雪貂，
疾病过程与患者相似，但是雪貂在我国尚未实验动
物化，来源困难。



2.病原的生物学特性、来源等影响

• 标准株，地方毒株的毒力差异

• 病原培养条件、活性程度、微生物污染等
影响



3.方法学影响

感染途径不同病原毒力有差异

有些实验室毒株和自然感染的野毒株存在差异。

生物安全要求的实验室条件和普通实验室条件
毒力也存在差异

HIV灵长类模型安全级三级实验室不会出现后
期严重的复合感染情况。



4.动物和人体存在差异

• 病原在不同机体的表现不同。

• 人类在遗传背景、生理基础、生活环境与
动物都有区别。

• 尽量选择进化树与人类相近的动物



六、感染动物模型的制备步骤、方法*

1
• 筛选动物种类、确定敏感动物和标准方法

2 • 感染性病原体的定量

3
• 感染途径的选择（单一或者符合途径感染）

4
• 临床表现、病理生理指标、免疫学指标、特
异性病原检测

5
• 评价、明确模型类型、综合评价模型的应用
程度、范围和比较医学用途



案例分析1：消化系统模型
轮状病毒乳鼠模型建立与评价



轮状病毒（Rotavirus,  RV）

 导致 5 岁以下婴幼儿急性腹泻和死亡的重要病原；

 占儿科肠道感染病因的 50%以上。

 是引起婴幼儿腹泻的最主要病原，同时也可引起

肠外脏器损害，致病率及病死率均较高；

 但目前对其发病机制仍未完全清楚，也未能研制

出很满意的疫苗；



研究目标

建立 RV 感染的乳鼠动物模型，利用动

物模型研究轮状病毒腹泻及肠外脏器损伤

发病机制，为RV 疫苗研制及更好地防治 RV 

感染提供理论依据。



模型构建方法

1.病毒
• 以恒河猴胚肾细胞（MA‐104）培养猴 RV 
SA‐11，扩增，空斑实验确定病毒滴度。



2.实验动物与分组
• 用生后7 天清洁级昆明乳鼠；雌雄不拒。26 只乳
鼠随机分为实验组和对照组，每组 13 只，两组
乳鼠分别与母鼠同养并正常哺乳。

• 实验组每只乳鼠经口接种 0.1  ml 病毒培养细胞
冻融液（RV 含量为 3.75×107 PFU/ml），而对
照组每只乳鼠经口接种0.1  ml 正常无病毒对照
培养细胞冻融液。



3.观察指标
① 感染后 1～7 天，逐日观察

② 乳鼠活动状态、进食情况及皮毛光泽改变。

③ 逐日测量乳鼠体重。

④ 逐日记录腹泻严重程度按大便性状评分而定

4. 模型小鼠感染病毒检测
① 乳鼠大便中 RV 抗原检测

② 空斑实验滴定大便中 RV 滴度

③ 肠道组织显微组织病变观察



腹泻评分方法：
① 没有收集到大便不计分，
② 棕色成形大便 1 分，
③ 棕色软大便 2 分，
④ 黄色软大便 3 分，
⑤ 黄色水样便 4 分，
⑥ ≥2 分表示有腹泻，分值越高则腹泻越重。
• 每天每只乳鼠定时检查大便 1 次，记录实验组和对

照组每只乳鼠大便得分，每组总分数除以该组所收
集到的大便份数，所得的值代表该组乳鼠当天平均
腹泻严重程度度，该值越大表明该组乳鼠当日腹泻
越严重。

• 腹泻百分数：每天腹泻乳鼠只数占该组乳鼠总数百
分比



实验结果

1. 病毒接种后乳鼠反应
实验组乳鼠均出现不同程度的腹泻，且

活动减少，皮毛光泽差，哺乳情况尚可，
有的乳鼠可见腹胀，肛周有大便污染痕迹，
对照组乳鼠较接种前无改变。







2.体重动态变化
• RV 感染后 0～7 天实验组乳鼠体重与对照组相比，

虽然体重增长有一定程度落后，但统计分析表明，
各时间点实验组和对照组之间体重差别无统计学
意义（P 值均＞0.05）。





3.腹泻情况
① 接种 RV 后乳鼠腹泻潜伏期为 1～5 天，持续时间

为 1～5 天。

② 1～7 DPI 平均腹泻严重程度及腹泻百分数，3～4 
DPI 为腹泻高峰期，5～6 DPI腹泻好转，个别乳
鼠腹泻有反复，此后减轻，至第 8 天所有乳鼠均
无腹泻。

③ 对照组所有乳鼠均无腹泻表现。





4.ELISA 检测大便中 RV 抗原
• 实验组乳鼠 1～7  DPI 所收集的大便中 RV 抗原均
呈阳性。对照组全为阴性。

5. 空斑实验测定粪便中 RV 滴度
• 实验组 1～7  DPI 大便 RV 滴定结果依次为
3.75×103、6.25×103、1.25×104、5.00×104、
6.25×103、8.75×103、8.75×102 PFU/ml，如图
1‐7 所示，排毒情况与腹泻情况明显相关（R2＝
0.9458，P<0.05）。











结论

RV 感染昆明乳鼠动物模型建立成功。



案例分析2：
呼吸系统疾病模型

甲型流感病毒动物模型建立与评价



有包膜，单链分段RNA病毒

流行性感冒病毒





流感病毒分型

• 根据流感病毒的核蛋白(Nucleoprotein, NP）和膜
蛋白l(Matrix1,Ml)抗原性的不同,流感病毒分为A、
B、C和D四型,其中A型流感病毒又根据病毒表面
蛋白血凝素(Hemagglutinin,HA)和神经氨酸酶
(Neuraminidase,NA)的不同分为18种HA亚型和11种
NA亚型。

• A型流感病毒：人、哺乳动物、禽类
• B型流感病毒：人、海豹
• C型流感病毒：人、猪
• D型流感病毒：牛、猪（新发）



A型流感病毒概述
 1997年香港H5N1亚型高致病性禽流感事件

 2009年甲型H1N1流感大流行,
 2013年H7N9亚型禽流感感染人的事件。

A型流感病毒对公共卫生安全构成严重威胁。开展A型
流感病毒哺乳动物致病性分子基础的研究可为及时发
现新出现的高致病性流感病毒提供分子标记,增强对流
感病毒的监测能为,同时还可提升对流感病毒的认知。



A型流感小鼠模型的优势
目前最常用的流感病毒哺乳动物致病性分子基础研究模型是小
鼠。

 小鼠并非流感病毒的自然宿主,但在实验条件下,多种亚型流感
病毒均可感染小鼠。

 病毒能在小鼠肺脏等器官内复制。
 病毒可通过鼠肺连续传代, 获得致病性差异明显的模式病毒。
 鼻内接种后，肺脏内病毒复制
 H1N1，H3N2，H5N1，H7N7，H7N9，H9N2均成功在小鼠中复制

 容易操作、价格低、遗传背景清晰、对多种亚型流感病毒表现
出易感性和适于作为研究流感病毒哺乳动物致病机理的动物模
型

 流感病毒小鼠感染模型在抗流感药物和流感疫苗的研发方面也
发挥了重要作用。



为什么小鼠在实验条件下对人、禽流

感病毒都比较易感？



① 近交系和杂交系小鼠的呼吸道都表达a(2,3)交联唾液酸受体和a(2,6)交联

唾液酸受体这两种唾液酸受体;但数量并不相同,其中a(2,3)交联唾液酸

受体占有优势,

② 小鼠的品系不同,其唾液酸受体的分布也略有差别

 BALB/C小鼠的大部分器官(气管、肺、小脑、脾、肝和肾)都表达a(2,3)

交联唾液酸受体和a(2,6)交联唾液酸受体

 C57BL/6J小鼠的肺泡上皮口型细胞上则只表达a(2,3)交联唾液酸受体

 a(2,6)交联唾液酸受体结合偏嗜性的人流感病毒一般要经过在小鼠体内

的适应性传代才能获得在小鼠体内进行高效复制的能力。



① 不同毒株在小鼠的体内的致病性有高有低。

② 但无论是流感病毒野毒株还是流感病毒鼠适应株几乎

均不能在小鼠间进行有效的水平传播。

③ 小鼠并非流感的天然宿主、缺少人流感病毒的临床症

状(例如,小鼠感染多数流感病毒株后往往表现出体温

过低而非发热症状)、很难通过接触或非接触的方式在

小鼠间进行有效地传播及病毒对小鼠的致病性和在小

鼠体内复制的能力与小鼠的品系有关。

A型流感小鼠模型的缺点



实验设计及思路



① 2009年甲型H1N1流感病毒鼠适应株UI182
② MDCK细胞上进行病毒扩增
③ 鸡胚半数致死量/小鼠半数致死量实验
④ 滴鼻感染小鼠
⑤ 小鼠发病率、死亡率、组织特异性检测
⑥ 肺脏、鼻甲骨、脑、肠、肝脏、赃脏和肾脏病毒滴

度检测
⑦ 病毒在动物体内复制动力学实验
⑧ 模型动物分离到的病毒在细胞上的动力学实验



案例分析3 
幽门螺旋杆菌国内流行株动物模型

建立



在胃炎、胃溃疡、胃癌等疾病中的治病机制

研究主要方式是建立动物感染HP模型，模拟在人

体内的致病机制。

幽门螺旋杆菌
（Helicobacter pylori，HP）



毒 株

 1997年Lee等人从临床分离出幽口螺杆菌悉尼株

SS1，此菌株能有效的定植在实验动物胃中,并成

功的在实验动物胃中产生慢性炎症,萎缩性胃炎,

肠上皮化生及不典型增生等病理变化。

现在SS1菌株作为国际标准株,被广泛的应用到动

物建模中。



动物选择

用来建立幽门螺旋杆菌感染模型的动物种类有很

多,如沙鼠、小鼠、大鼠、脉鼠、猫、无菌猪、恒

河猴等,其中一些动物因价格贵、饲养条件高等原

因限制其在试验中的广泛应用。

目前蒙古沙鼠和小鼠较为常用。其中,蒙古沙鼠的

Hp感染模型能较好复制人类的胃中的行为模式,但

是蒙古沙鼠化有价格相对较高,饲养方法较复杂。



小鼠HP模型

最易建立并且容易饲养的动物模型为小鼠,尤其是

C57BI76及FVB小鼠,能够感染不同种类的Hp。

 BALB/C小鼠虽然负前菌量和C57BL/6差不多,但是其

感染后主要产生辅助性T细胞，对上皮的损伤较小。

现阶段SS1株感染的C57BI76小鼠己经成为标准的

HP动物模型。



HP动物模型研究现状

在国内,感染相关的动物模型的建立仍处于初级阶段,建

模成功率较低,动物模型多为SS1菌株感染C57BL/6小鼠

或者BALB/C小鼠

不同的菌株对于不同的宿主也会有不同的致病性,我国

致病性较强的菌株为vacASl、cagA、iceAl阳性的菌株。

若能建立一个我国流行菌株的标准动物模垫,对于我国

Hp相关消化道疾病的研究能够建立一个更好的研究平台。



实验目的

• HP阳性菌株为致病菌

• 选用无特殊病原体(SPF)的C57BIV6小鼠为
研究对象,来建立国内幽口螺杆菌流行株的
动物模型, 为进一步研究致病机制、药物
治疗、疫苗研究提供更好的动物模型和研
究平台。



实验材料-----菌株

• 幽口螺杆菌临床分离株六株,标记为标本1‐6,
分,别取自浙江堪内各地的慢性胃炎、胃溃

瘍、胃癌、十二指肠溃瘍等患者的胃黏膜
标本;胃镜下取胃黏膜标本1‐2块

• 先对临床分离的六株幽口螺杆菌行基因组
栓查,确认vacASl、cagA、iceAl阳性的致病株，
并进行培养扩增。



实验材料：实验动物
• 实验用SPF级C57BL/C小鼠,6周龄,体质量18-22g,均雄性,

自上海斯莱克实验动物有限责任公司,生产许可证号:SCXK 

(沪)2012-0002

• 取60只SPF级C57BL/6小鼠,随机分为对照组,模型组,毎组

30只。

• 对照组正常饲养,模型组经口灌服vacASl、cagA、iceAl阳

性的Hp临床分离株,每周一次,连续灌服5周,距末次灌胃后

5w,10w, 15w，20w, 25w, 30w分6批处死小鼠,毎批次5只。



• 实验动物给予毎笼六只,随化分配,笼其2周一次更换,包括

饮水和灭菌木屑垫料,不镑钢食盘每周更换一次。实验室

条件符合国家(GB14925-2001)标准,保持室温保持在21-

25°C,相对湿度40-60%,12小时光照和12小时暗室循环,噪

音小于60分贝。动物福利遵从动物福利法案,遵守实验动

物的使用及关怀指导原则。

• 实验过程接受动物管理会的监督。饲料为浙江省实验动物

中记提供的育成实验动物配合的,己经经过高温高压消毒

的饲料,饮水为高温灭菌后的纯净水



研究方法及步骤

1. H.pylori菌株

菌株的培养

HP的鉴定

菌液制备：细菌浓度为108CFU/mL,用PBS将
细菌浓度调至109CFU/mL备用。



2.实验前预处理：

• 两组小鼠灌胃前12小时禁食禁水后,对照组
仅喂1ml的PBS,模型组喂1ml含HP的PBS,接种
后禁食4小时。

• 毎周灌胃一次,连续灌胃5周。其余时间正常
进食饮水



3.实验动物的处理:
距末次灌服幽口螺杆菌菌液后5,10,15, 20, 
25,30wk分化分批各处死5只小鼠。处死前禁食
12小时,小鼠先给予眼球摘除取血,再颈椎脱白
处死。

处死后四肢固定,正中开腹取出全胃,沿大弯切
开,暴露胃黏膜,生理盐水冲洗干净。

先肉暇观察小鼠胃粘膜大体特征,然后分离出
胃黏膜组织,分成两部分,一部分组织行尿素酶
试验,另一部分组织用大头针铺平固定在事先
准备好的泡沫小片上,福尔马林常规固定,石蜡
包埋。









实验结果





讨 论
 对致病机制研究主要是建立其自身的动物模型，能够模拟人体相关疾病的发

生、发展及转归,并通过模型了解微生物的致病机理,对药物的疗效、抗原的免

疫保护性能及宿主对抗原的免疫应答反应进行评价。

 理想的动物模型应该很好地模拟人类在自然状悉下的感染和病变发展过程。

构建动物模型时所用动物并非级别越高越好,采用无菌动物、免疫缺陷动物等

构建感染动物模型存在着饲养条件苛刻、饲养成本高、实始操作受限、管理

难度大等缺陷。

 理想的动物模型,其动物选择必须满足以下条件:

① 动物来源充足,操作经济简单;

② 胃内没有同属细菌的定植和繁殖;

③ 能充分模拟人类感染HP的组织病理学特征;

④ 感染持续时间够长,易于开展长期或较长的时间观察；



⑤纯系动物,易控制各种处望因素;⑧模型可重复
性强,便于国际间对比和交流。最易建立并且容易
饲养的啮齿类动物模型为小鼠,小鼠己经成为目前
最广泛、最方便、最便宜并能为大多数实验室所
接受的是幽口螺杆菌动物模型。

本实验选用无特殊病原体的C57BI76小鼠建立模型,
获取方便,饲养控制条件较低,对疾病的模拟效能
较高。

实践中发现C57BL/6小鼠建立模型成功比率高,模
型较稳定,能很好的复制HP感染模式。

多次高浓度Hp的连续攻击能明显提高感染率。



在建立动物模型时,菌株的选择对模型构建更接近

临床有很大的影响。人类对HP普遍易感,是细菌的唯一自

然宿主,但是感染后的症状轻重却各不相同,表现出明显的

致病差异性,轻者长期无症状携带,重者可引起慢性胃溃瘍、

甚至肿瘤,这种现象和宿主的遗传易感性、HP菌株的基因

多态性和菌株的毒力等因素相关。



本堂课小结

掌握感染性动物模型的制备原则与制备要素

掌握感染性动物模型制备的方法。

通过阅读文献及查阅自行设计感染性动物模

型，撰写实验报告及实验方案，通过答辩形

式，优选最佳设计方案，为申请大学生创新

实验设计课题做准备。



课后思考题

• 1.如何预防传染病的发生？

• 2.感染性动物模型制备的步骤和方法？

• 3.感染性疾病动物模型制备的关键点？


