
中华实验和临床感染病杂志(电子版) 2013年6月 第7卷 第3期 Chin J Exp Clin Infect Dis (Electronic Edition), June 2013, Vol. 7, No. 3·  336  ·

· 基础论著 ·
小鼠侵袭性肺曲霉菌病模型的建立 

陈海龙    宫立众    郭建巍    黄友章    陈晓平    李莉    赵德峰    刘毅    沈建良

1随着广谱抗菌药物和免疫抑制剂在临床中的大

量使用，器官移植和创伤性诊疗操作的广泛开展，真

菌感染的发生率逐年提高，已经成为严重威胁生命的
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感染性疾病之一[1-2]。相当部分血液病患者由于粒细

胞缺乏时间过长、化疗剂量的增大、骨髓移植后免疫

抑制剂和激素使用的增多，导致真菌感染的风险显

著增大，尤其是曲霉菌的感染，目前已经成为发病

率最高的真菌感染[3]，而最常见的感染位置为肺部。

为深入开展侵袭性肺曲霉菌病（invasive pulmonary 
aspergillosis，IPA）的基础和临床研究，本研究建立

【摘要】   目的    建立小鼠侵袭性肺曲霉菌病（IPA）的动物模型。方法    将90只小鼠随机分为5

组，模型组：于接种前4天和接种前1天腹腔注射环磷酰胺200 mg/kg，通过鼻腔吸入浓度为1 × 1011/L

烟曲霉菌孢子悬液40 µl。非环磷酰胺对照组：除以0.9%氯化钠注射液（NS）代替环磷酰胺外，其余

操作同模型组。环磷酰胺对照组：以NS代替烟曲霉菌滴鼻，其余操作同模型组。空白对照组：用NS

代替环磷酰胺行腹腔注射，以NS代替烟曲霉菌孢子，其余操作同模型组。重组人粒细胞集落刺激因

子（G-CSF）组：在模型组基础上，接种真菌孢子1天后皮下注射G-CSF 20 µg•kg-1•d-1。通过肺组织病

理、肺组织真菌培养和血清半乳甘露聚糖测定（GM试验）等确定肺侵袭性曲霉菌病模型是否构建成

功。结果    肺曲霉菌培养、血清GM试验和病理切片等结果均表明，模型组和G-CSF组均发生了IPA，

其余各组均无IPA发生。结论    成功建立了小鼠肺曲霉菌模型。
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【Abstract】   Objictive    To establish a model of invasive pulmonary aspergillosis (IPA) in mouse. 

Mehtods   Total of 90 mouse were divided into 5 groups randomly. Mouse in model group received 

cyclophosphamide (intraperitoneal 200 mg/kg, 4 th day and 1 st day before inoculation) and aspergillus A. 

fumigatus conidia suspension (intranasal 40 µl/mice, 1 × 1011/L). Mouse in non-immunosuppressant control group 

received normal saline instead of cyclophosphamide and other procedures were the same as the  model  group. 

Mouse in immunosuppressant control group received normal saline instead of A. fumigatus conidia suspension 

and other procedures were the same as the model group. Mouse in normal saline control group received normal 

saline instead of cyclophosphamide and normal saline instead of A. fumigatus conidia suspension. Mouse in G-CSF 

group were given at dose of 20 µg•kg-1•d-1 from 1st day and other procedures were the same as the model group. 

Pathologic examination, culture of the lungs of mice and GM-test were conducted to determine whether the IPA 

model was successfully establish. Results    IPA was confirmed in all mice in the model group and the G-CSF 

group 5 days after inoculation of A. fumigatus conidia based on pathologic examination and culture of lung tissue 

and GM-test. No-IPA was found in the non-immunosuppressant control group, the immunosuppressant control 

group and the normal saline control group. Conclusions    The IPA model in mouse was successfully constructrued.
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了肺侵袭性曲霉菌病的动物模型，报道如下。

材料与方法

一、实验材料

1. 烟曲霉菌的获得、培养和孢子悬液的制备：从

1例急性白血病骨髓移植后患者肺部侵袭性真菌感染

肺泡灌洗液分离培养出的经过形态和GM试验证实的

烟曲霉菌菌株。另一菌株于北京大学第一医院皮肤科

李若愚教授实验室保存。传代后接种于沙保罗培养基

斜面上，30℃孵箱内生长7～10 d，以0.9%氯化钠注射

液冲洗、接种针轻刮斜面收获成熟孢子，400目筛过

滤去掉菌丝和培养基残渣，生理盐水洗涤，用血细胞

计数板计数，调整孢子浓度为1 × 1011/L备用。

2. 实验药品：环磷酰胺（江苏恒瑞医药股份有

限公司，产品批号：10120721），重组人粒细胞刺激

因子注射液（G-CSF，惠尔血，麒麟鲲鹏中国生物药

物有限公司生产，产品批号：20090254），注射用亚

胺培南西司他丁钠（默沙东，产品批号：100604）。 
二、方法

1. 实验动物饲养及分组：选取4周龄昆明种小

鼠共90只，体重（20 ± 2）g，购自军事医学科学

院实验动物所，饲养于海军总医院动物实验中心，

清洁级环境，标准饲养，自由饮水。

90只小鼠随机分为5组，模型组（第1组）：于接种

前4天和接种前1天分别腹腔注射环磷酰胺200 mg/kg，通

过鼻腔吸入浓度为1 × 1011/L烟曲霉菌孢子悬液40 µl。
非环磷酰胺对照组（第2组）：除未用环磷酰胺外，其

余操作同模型组。环磷酰胺对照组（第3组）：以0.9%
氯化钠注射液代替烟曲霉菌滴鼻外，其余操作同模型

组。空白对照组（第4组）：用0.9%氯化钠注射液代替

环磷酰胺行腹腔注射，以0.9%氯化钠注射液代替烟曲

霉菌孢子滴鼻，其余操作同模型组。重组人粒细胞集

落刺激因子组（第5组）：在模型组基础上，皮下注射

G-CSF，20 µg•kg-1•d-1。实验重复3次，每次、每组6只
小鼠，前2次用本院患者肺泡灌洗液中培养出来的曲霉

菌，第3次换用北京大学第一医院的菌种。

各组小鼠均在鼻腔吸入孢子后腹腔注射亚胺培

南/西司他丁钠200 mg/kg预防细菌感染，1次/8 h，连

续2 d，共6次。

2. 白细胞计数：小鼠接种前4天和前1天，接种

孢子后3天和5天分别剪尾取血20 µl，常规血细胞计

数仪行白细胞计数。

3 .  半乳甘露聚糖（G M）试验：每组第 5
～7天，股动脉放血后取血清，采用E L I S A法

（BIO-RAD公司产品），曲霉菌酶免检测试剂盒

（PlateliaTM Aspergillus EIA）行GM检测，按说明书

操作并根据试剂盒提供的标准阈值血清及换算公式

计算出吸收度指数（I），即被检血清的GM值，吸

收光度（A）指数（I）= A被检血清/A标准血清均值。

4. 肺组织真菌培养：所有动物每天至少观察1
次至第14天，第1～14天死亡的动物均在无菌条件

下将肺整体取出，左肺置于福尔马林液中固定，右

肺取出加入5 ml 0.9%氯化钠注射液，漂洗后，通过

300目筛，制成悬液，加入0.9%氯化钠注射液1 ml稀
释后，取0.2 ml接种于沙保罗斜面，30℃、4 d后观

察培养结果。将濒死的小鼠及第15天仍存活的小鼠

麻醉，于无菌条件下将肺取出，其余操作同上述。

5. 肺病理检查：小鼠左肺福尔马林固定，石蜡

包埋切片，苏木静-伊红（HE）染色，光镜下观察。

三、统计学处理

采用SPSS 16.0软件进行统计学分析，各组计量

资料采用 x ± s表示，组间均数比较采用t检验，以

P＜ 0.05为差异具有统计学意义。

结        果

一、实验动物的一般状况

第1、3、5组动物，注射环磷酰胺后，可见毛发

光泽差、脱毛。吸入孢子后第2天部分小鼠即精神萎

靡、活动减少、饮水和进食减少，出现呼吸困难，

体重减轻直至死亡，第1、5组动物第5天开始出现死

亡，存活天数平均为7 d，第3组动物吸入孢子后第7
天后开始恢复，直至14 d时尚未死亡。第14 d时，第

1组小鼠全部死亡，第2、4组小鼠存活天数均超过

14 d，第3组小鼠死亡1只，第5组小鼠全部死亡。

二、实验动物白细胞计数的变化

接种前小鼠白细胞计数为（6.23 ± 0.36）× 
109/L，注射环磷酰胺后白细胞计数下降，接种前1
天降至（2.53 ± 0.14）× 109/L，接种当天白细胞

计数为（0.93 ± 0.06）× 109/L，接种后3 d、7 d、
10 d和14 d，白细胞计数分别为（1.53 ± 0.17）× 
109/L、（4.60 ± 0.31）× 109/L、（6.59 ± 0.36）
× 109/L和（7.26 ± 0.30）× 109/L。接种孢子时，

小鼠白细胞计数处于最低水平，7 d后白细胞计数基

本恢复正常，符合实验要求。

三、肺组织培养

第1组可见烟曲霉菌生长，制成湿片于显微镜可

见大量的分生孢子（图1）。第5组组织培养镜下观察

结果同第1组。第2、3、4组均未见烟曲霉菌生长。
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四、血清半乳甘露聚糖的测定

第1组、第2组、第3组、第4组、第5组的血清

半乳甘露聚糖测定（GM）值分别为3.64 ± 0.39、
0.31 ± 0.05、0.33 ± 0.04、0.31 ± 0.05和3.90 ± 
0.36，第1组的GM试验显著高于第2、3、4组，

95%CI分别为3.13～3.52、3.12～3.50、3.13～3.52
和－0.45～－0.07， P均＜ 0.05。第5组GM值显著

高于第1组，P = 0.009；第2组与第3、第4组之间差

异并不显著，P分别为0.867和0.990，第5组GM显著

高于第2、第3、第4组，95%CI 分别为3.40～3.78、
3.38～3.77和3.39～3.78，P均＜ 0.05。

五、病理学结果

第1组、第5组小鼠肺坏死组织内，可见大量菌

丝生长（图2），第2、3、4组未见出血和坏死，亦

未见霉菌菌丝。

注：小鼠肺组织内可见坏死和大量真菌生长（HE染色， 400 ×）

图2    小鼠肺组织的镜下观察

讨        论

小鼠给予环磷酰胺后，白细胞和粒细胞计数水

平均下降，此时呼吸道吸入真菌孢子，吸入后7 d
左右几乎全部死亡，血中GM水平显著升高，肺组

织悬液可培养出真菌，病理切片可见坏死和真菌菌

丝，提示小鼠罹患侵袭性肺曲霉菌病。相反，未用

免疫抑制剂吸入真菌孢子，或用免疫抑制剂不吸入

孢子的小鼠均未发生死亡，均未出现血GM水平的

升高，肺组织悬液未培养出真菌，切片亦未发现炎

症和真菌菌丝，提示对照组均未发展为侵袭性曲霉

菌病，模型组和2个对照组小鼠的综合情况提示本

实验成功构建了小鼠肺侵袭性曲霉菌病，重复性良

好。

曲霉菌孢子在自然界中广泛存在，每人每天都

要吸入一定量的烟曲霉孢子，吸入的孢子是否引发

疾病，主要取决于曲霉菌孢子的致病力和机体的抵

抗力，两方面综合作用的结果决定是否发病，健康

人吸入的曲霉菌孢子很少发病，是由于该菌被机体

固有免疫机制有效清除。但当机体的抵抗力降低，

不能有效清除曲霉菌孢子时，就导致侵袭性曲霉菌

病。机体抵抗力降低主要见于中性粒细胞减少、造

血干细胞移植、血液系统恶性肿瘤、获得性免疫缺

陷综合征、器官移植后长期免疫抑制剂使用等。本

实验中，给予免疫抑制剂和吸入孢子的小鼠发生侵

袭性肺曲霉菌病（IPA），给予免疫抑制剂不吸入

曲霉菌孢子或不给予免疫抑制剂而吸入曲霉菌孢子

的小鼠均不发病，提示抵抗力的降低和吸入曲霉菌

孢子是IPA发生的重要致病因素。腹腔注射环磷酰

胺后出现骨髓毒性作用，造成一定时间的白细胞减

少/粒细胞缺乏，极易感染其他病原菌，导致实验动

物因感染其他病原菌死亡，建立模型失败，因此，

本研究在动物模型中加用了广谱抗菌药物，避免了

其他病原菌感染所导致的死亡。

临床上，尽管IPA的发病率明显增加，但与其

他感染性疾病的发生率相比仍然较低，临床上很难

收集到足够的病例进行研究，因此很多研究仍只能

通过动物实验进行[4-5]。建立动物模型，为寻找曲霉

病的致病因子、阐述IPA的发病机制、评价和验证

诊断方法、预防治疗、评价治疗效果和药物疗效等

提供了基础。目前用于建立IPA动物模型的动物有

大鼠、小鼠、兔和豚鼠等，但仍以小鼠为多[6-8]。

半乳甘露聚糖是广泛存在于曲霉菌和青霉菌

细胞壁的一类多糖，是现在临床检测曲霉菌抗原的

常用实验方法。曲霉菌抗原阳性结果可早于临床表

现、痰培养、痰涂片和影像学发现病灶的时间[9-10]，

GM水平的动态监测，还可协助判断真菌的播散程

度、治疗反应和预后[11-12]。因此，GM检测广泛应用

于临床曲霉菌病的诊断和治疗效果的判断。在本研

究发现实验组和G-CSF组小鼠均可见血中GM水平显

著高于几个对照组，提示GM的水平测定可用于诊

断侵袭性曲霉菌病。G-CSF组的GM水平显著高于实

验组，可能的解释是使用G-CSF后，粒细胞的功能

注：显微镜下可见大量分生孢子、顶囊和分生孢子梗

图1    小鼠肺组织培养湿片
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增强，吞噬和杀伤曲霉菌的能力增强，曲霉菌的破

坏增多，导致血中GM水平升高。
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