
· 42 ·· 42 ·
海军军医大学学报　　2024 年 1 月第 45 卷第 1 期　　http://xuebao.smmu.edu.cn
Academic Journal of Naval Medical University, Jan. 2024, Vol. 45, No. 1

· 论 　著 ·

［收稿日期］ 2023-05-20    ［接受日期］ 2023-11-09
［作者简介］ 唐万达，硕士生. E-mail: 1908046645@qq.com

*通信作者（Corresponding author）. Tel: 021-81870990, E-mail: ljzhao13@163.com

DOI: 10.16781/j.CN31-2187/R.20230281

腹腔注射攻毒建立蜱媒脑炎病毒感染 BALB/c 小鼠模型
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海军军医大学（第二军医大学）海军医学系生物医学防护教研室，上海 200433

［摘要］ 目的 通过腹腔注射攻毒途径建立蜱媒脑炎病毒（TBEV）感染 BALB/c 小鼠模型，观察小鼠的感染

症状和病毒在小鼠体内的复制特征。方法  将 6 周龄雌性 BALB/c 小鼠随机分为未感染病毒对照组、1×103 空斑形

成单位（PFU）TBEV 感染组（以每只小鼠 1×103 PFU 的攻毒剂量经腹腔注射感染小鼠）、1×104 PFU TBEV 感染

组（以每只小鼠 1×104 PFU 的攻毒剂量经腹腔注射感染小鼠），观察小鼠的感染症状、体重变化与生存情况。通过

H-E 染色观察小鼠脑、脾的病理改变，采用免疫组织化学染色检测小鼠脑、脾中 TBEV 蛋白的表达，采用空斑试验检

测小鼠脑、脾中 TBEV 滴度的动态变化。结果 1×104 PFU TBEV 感染组小鼠于感染后第 6 天出现弓背、后肢瘫痪

等感染症状，1×103 PFU TBEV 感染组小鼠于感染后第 7 天出现上述症状。与未感染病毒对照组小鼠相比，1×104 
PFU TBEV 感染组小鼠从第 5 天、1×103 PFU TBEV 感染组小鼠从第 6 天开始体重明显降低，差异有统计学意义（P＜ 

0.05）。1×104 PFU TBEV 感染组小鼠第 7 天开始死亡、第 8 天全部死亡，1×103 PFU TBEV 感染组小鼠第 7 天开始

死亡、第 9 天全部死亡。H-E 染色结果显示，TBEV 感染后第 5 天、第 7 天小鼠大脑皮质仅出现少量神经元核固缩、

深染，未观察到炎症细胞浸润；TBEV 感染后第 5 天小鼠脾红髓轻度淤血、多见中性粒细胞，第 7 天中性粒细胞数量

增多。免疫组织化学染色结果显示，TBEV 感染后第 5 天小鼠脑与脾少量表达 TBEV 蛋白，第 7 天 TBEV 蛋白表达量

增加。1×103 PFU TBEV感染第 7天，小鼠脑内TBEV滴度高达（1.3±0.6）×105 PFU/mL，而脾中TBEV滴度为（1.3± 

0.6）×103 PFU/mL。结论 经腹腔注射攻毒成功建立了 TBEV 感染 BALB/c 小鼠模型，TBEV 可在小鼠体内增殖并

具致病性。
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Establishment of a BALB/c mouse model infected with tick-borne encephalitis virus via intraperitoneal injection
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［ Abstract ］ Objective To establish a BALB/c mouse model infected with tick-borne encephalitis virus (TBEV) via 
intraperitoneal injection, and observe the infection symptoms and replication characteristics of TBEV in mice. Methods Six-
week-old female BALB/c mice were randomly assigned (1∶1∶1) to control group, 1×103 plaque-forming unit (PFU) TBEV 
infected group (infected by intraperitoneal injection of 1×103 PFU per mouse), or 1×104 PFU TBEV infected group (infected 
by intraperitoneal injection of 1×104 PFU per mouse). The infection symptoms, body weight changes, and survival rates of 
the mice were monitored. The pathological changes in the brain and spleen of the mice were observed by hematoxylin-eosin 
(H-E) staining. The expression of TBEV protein in the brain and spleen of the mice was detected by immunohistochemistry. 
The dynamic changes of TBEV titers in the brain and spleen of the mice were detected by plaque assay. Results The infected 
mice developed arched back and hind limb paralysis on day 6 in the 1×104 PFU TBEV infected group and on day 7 in the 
1×103 PFU TBEV infected group. Compared with the control group, the body weight of mice was significantly decreased 
from day 5 in the 1×104 PFU TBEV infected group and from day 6 in the 1×103 PFU TBEV infected group (P＜0.05). The 
mice died from day 7 post-infection, and all died on day 8 in the 1×104 PFU TBEV infected group and on day 9 in the 1×103 
PFU TBEV infected group. The H-E staining results showed that on day 5 and 7 after TBEV infection, only a small amount of 
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neuronal nucleus pyknosis and deep staining were observed in the brain cortex of the mice, and no infiltration of inflammatory cells 
was observed. On day 5, the red pulp of spleen showed mild congestion and neutrophils; on day 7, neutrophils were increased. The 
immunohistochemical staining results showed that TBEV protein was expressed in the brain and spleen of mice on day 5 after TBEV 
infection, and was increased on day 7. On day 7 post-infection with 1×103 PFU TBEV, TBEV titers were (1.3±0.6)×105 PFU/mL 
in the brain of mice and (1.3±0.6)×103 PFU/mL in the spleen. Conclusion A BALB/c mouse model infected with TBEV has been 
successfully established by intraperitoneal injection, and TBEV can proliferate and be pathogenic in mice.

［ Key words ］ tick-borne encephalitis virus; BALB/c mice; intraperitoneal injection; infection; pathogenicity
［ Citation ］ TANG W, PENG H, ZHAO P, et al. Establishment of a BALB/c mouse model infected with tick-borne 

encephalitis virus via intraperitoneal injection［J］. Acad J Naval Med Univ, 2024, 45(1): 42-48. DOI: 10.16781/j.CN31-2187/
R.20230281.

蜱媒脑炎是以中枢神经系统病变为主要表现

的一种自然疫源性、病毒性疾病，在中欧和东欧的

许多地区其发病率远高于其他虫媒病毒感染性疾 
病［1-2］。蜱媒脑炎的病原体蜱媒脑炎病毒（tick-borne 
encephalitis virus，TBEV）是欧洲和亚洲北部最重要

的虫媒病毒，并且蜱媒脑炎的地理分布近年呈扩张

趋势，已传播到高海拔地区［3］。TBEV 主要通过蜱

叮咬传播，也可因误食未经消毒的 TBEV 污染乳制

品而感染［4］。在自然界，TBEV 的主要宿主是森林

中的小型哺乳动物和鸟类，但这些动物感染后一般

不发病，而是作为病毒的储存宿主［5］。TBEV 感染

人类可引起脑炎、脑膜炎、脑膜脑炎，并可伴永久

性后遗症，甚至导致死亡［6］。据报道，TBEV 在欧

洲和俄罗斯每年造成 1 万～1.3 万例感染者，而且感

染人数呈逐年增加趋势，是人类健康的潜在威胁［7］。

小动物模型不仅在研究 TBEV 致病机制和宿

主免疫应答方面发挥重要作用，而且是研发 TBEV
疫苗和抗病毒药物的必要工具。更经济、更可靠的

动物模型对于评估虫媒病毒感染性疾病疫苗和抗病

毒药物研发尤为重要。BALB/c 小鼠对多种病毒易

感，是开展病毒致病机制及免疫应答研究、抗病毒

药物研发和病毒疫苗评估的常用实验动物。本研究

将 TBEV 经腹腔注射途径感染 BALB/c 小鼠，考察

其在小鼠体内的复制增殖情况及对小鼠的致病性。

1 材料和方法

1.1 病毒、小鼠腹水和动物 TBEV 和 TBEV 免

疫小鼠的腹水由海军军医大学（第二军医大学）海

军医学系生物医学防护教研室保存，TBEV 的培养

和滴度测定参照文献［8］。6 周龄雌性 BALB/c 小

鼠购自上海灵畅生物科技有限公司［动物生产许可

证号：SCXK（沪）2018-0003］，体重为 15～17 g。

小鼠饲养与实验操作在海军军医大学（第二军医大

学）生物安全三级实验室进行，符合动物实验医学

研究伦理要求。

1.2 试剂 DMEM（美国 Invitrogen 公司），3% 过 
氧化氢溶液、中性树胶、无水乙醇、正丁醇和二甲

苯（国药集团化学试剂有限公司），4% 多聚甲醛

溶液（北京鼎国昌盛生物技术有限责任公司）；脱

蜡液、柠檬酸抗原修复液、苏木精染液、苏木精分

化液、苏木精返蓝液、H-E 染液、牛血清白蛋白、

HRP 标记的羊抗鼠 IgG 和 DAB 显色液（武汉塞维

尔生物科技有限公司）。

1.3 BALB/c 小鼠腹腔注射攻毒 BALB/c 小鼠用

电子天平（上海舜宇恒平科学仪器有限公司）称

量，根据体重按随机数字表法进行分组。将 15 只

小鼠分为未感染病毒对照组、1×103 空斑形成单

位（plaque-forming unit，PFU）TBEV 感 染 组 和

1×104 PFU TBEV 感染组，每组 5 只，用于观察小

鼠感染症状、体重变化和死亡情况；另将 12 只小

鼠分为未感染病毒对照组、1×103 PFU TBEV 感染

组，每组 6 只，用于组织学检测和病毒滴度测定。

病毒感染组小鼠分别按每只 1×103 或 1×104 PFU
的剂量腹腔注射 TBEV（用 DMEM 稀释），对照组

小鼠腹腔注射等体积 DMEM，每只 100 μL。
1.4 BALB/c 小鼠感染症状、体重变化和死亡情况 
观察 攻毒当天标记为第 0 天，之后每日观察 3 组

小鼠的表现，包括弓背、后肢瘫痪等感染症状及死

亡情况，并记录小鼠体重。

1.5 BALB/c 小鼠脑与脾样品收集及检测 分别于

攻毒后第 5 天、第 7 天取半数小鼠，在生物安全柜

（美国 ThermoFisher Scientific 公司）内处死。使

用手术器械（上海三友外科器材有限公司）解剖小

鼠，摘取脑与脾。脑与脾用 PBS 洗涤后，一部分用
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4% 多聚甲醛溶液固定，采用 H-E 染色分析组织病

理学变化，通过免疫组织化学染色检测 TBEV 蛋白

表达；一部分加入 PBS 用冷冻研磨仪（上海净信

实业发展有限公司）研磨，研磨样品经低温高速离

心机（美国 ThermoFisher Scientific 公司）离心，收

集上清液，采用空斑试验检测上清液病毒滴度。

1.5.1 H-E 染色 将 4% 多聚甲醛溶液固定的小

鼠脑与脾用脱水机（意大利 Diapath 公司）脱水处

理，在包埋机（武汉俊杰电子有限公司）内行石蜡

包埋，用病理切片机（上海徕卡仪器有限公司）切

片。石蜡组织切片在脱蜡液、无水乙醇、75% 乙

醇中脱蜡处理，水洗后加苏木精染液染色 5 min，
水洗，用苏木精分化液分化，水洗，再用苏木精返

蓝液返蓝，水洗。切片依次放入 85%、95% 乙醇溶

液梯度脱水各 5 min，放入 H-E 染液染色 5 min。 
在无水乙醇、二甲苯、中性树胶中脱水封片，

使用 Nikon DS-U3 成像系统（日本尼康公司）

观察、采集图像，使用全景切片扫描仪（匈牙利

3DHISTECH 公司）分析图像。

1.5.2 免疫组织化学染色 将小鼠脑与脾石蜡组

织切片在脱蜡液、无水乙醇中脱蜡处理并水洗，

在柠檬酸抗原修复液内修复抗原。切片经 PBS 洗

涤 3 次，加入 3% 过氧化氢溶液避光孵育 25 min，
用 PBS 洗涤 3 次，加入 3% 牛血清白蛋白溶液封闭

30 min。将 TBEV 免疫小鼠腹水（1 ︰ 500 稀释）

加至切片上，置于湿盒中，4 ℃冰箱孵育过夜。切

片经 PBS 洗涤 3 次，加入 HRP 标记的羊抗鼠 IgG
（1︰ 1 000稀释）孵育 50 min。用PBS洗涤 3次，

加入 DAB 显色液于显微镜下控制显色。切片用苏

木精染液复染 3 min 后水洗，苏木精分化液分化数

秒后水洗，苏木精返蓝液返蓝后水洗。切片依次

放入 75% 乙醇、85% 乙醇、无水乙醇、正丁醇、

二甲苯中脱水、透明，中性树胶封片，使用 Nikon 
DS-U3 成像系统采集图像。

1.5.3 空斑试验 参照文献［8］，小鼠脑与脾研磨

样品内的TBEV滴度在猪肾细胞PK-15（复旦大学基

础医学院病原生物学系叶荣研究员馈赠）上用空斑

试验测定。脑、脾样品稀释后加至长满的单层PK-15
细胞，吸附 3 h，加入 2%羧甲基纤维素钠覆盖液 
（3 mL/孔）培养 6 d，经 4%多聚甲醛溶液固定、1%
结晶紫染色，计数空斑，确定病毒滴度（PFU/mL）。

1.6 统计学处理 采用 GraphPad Prism 8.0 软件进

行数据分析。计量资料以 x±s 表示，用 Student t 检
验进行组间差异比较；计数资料以频数表示，绘制

生存曲线，用 log-rank 检验进行生存曲线比较。检

验水准（α）为 0.05。

2 结 果

2.1 攻毒 BALB/c 小鼠出现感染症状 在实验期

间，对照组小鼠无异常表现，体重逐渐增加，无死

亡。1×104 PFU TBEV 感染组小鼠从感染后第 6 天

开始出现弓背与后肢瘫痪症状，1×103 PFU TBEV
感染组小鼠于第 7 天出现上述感染症状；TBEV 感

染的两组小鼠活动迟缓，出现感染症状的小鼠数量

逐日增加，感染症状逐渐加重。

由图 1A 可见，1×104 PFU TBEV 感染组小鼠

体重从感染后第 3 天开始下降，与对照组小鼠相

比，小鼠体重于第 5～7 天明显降低（均P＜0.05）；

1×103 PFU TBEV 感染组小鼠体重从第 6 天开始下

降，第 7 天、第 8 天持续下降，与对照组相比差异

有统计学意义（均 P＜0.05）。由图 1B 可见，在感

染后第7天1×104 PFU TBEV感染组小鼠死亡4只、

1×103 PFU TBEV 感染组小鼠死亡 3 只，1×104 
PFU TBEV 感染组小鼠在第 8 天全部死亡、1×103 
PFU TBEV 感染组小鼠在第 9 天全部死亡。与对照

组小鼠相比，TBEV 感染的两组小鼠生存期缩短，

差异有统计学意义（均P＜0.01）。上述结果显示，

2 种剂量 TBEV 经腹腔注射攻毒 BALB/c 小鼠都出

现了感染症状，小鼠的体重及生存率均降低，并且

1×104 PFU TBEV 致病性较 1×103 PFU TBEV 致病

性强。

2.2 攻毒 BALB/c 小鼠脑与脾病理改变 由图 2
可见，1×103 PFU TBEV 感染后第 5 天和第 7 天，

小鼠大脑皮质仅出现少量神经元核固缩、深染，未

观察到炎症细胞浸润；感染后第 5 天脾红髓轻度

淤血、多见中性粒细胞，第 7 天中性粒细胞数量增

多。结果显示，TBEV 经腹腔注射攻毒 BALB/c 小

鼠脾组织病理改变较明显，表现为炎症反应；脑组

织仅表现为少量神经元核固缩。

2.3 攻 毒 BALB/c 小 鼠 脑 与 脾 中 TBEV 蛋 白 的 
表达 1×103 PFU TBEV 感染后第 5 天、第 7 天，

通过免疫组织化学染色检测病毒蛋白在 BALB/c 小

鼠脑与脾中的表达，棕黄色为阳性信号（TBEV 蛋

白）。由图 3 可见，对照组小鼠的脑、脾中均无
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TBEV 蛋白的表达，免疫组织化学染色结果为阴 
性；TBEV 感染组小鼠脑与脾中均检测到 TBEV 蛋

白，免疫组织化学染色结果为阳性。TBEV 感染后

第 5 天，小鼠脑内仅海马区出现极少量阳性信号，

且阳性信号较弱；第 7 天，在大脑皮质、海马、丘

脑、下丘脑等部位均可检测到 TBEV 蛋白，且为强

阳性信号。TBEV 感染后第 5 天，小鼠脾内部分区

域出现极少量阳性信号；第 7 天，出现阳性信号的

区域增大，阳性信号增强。TBEV 蛋白表达的检测

结果表明，病毒在 BALB/c 小鼠体内建立感染，表

现为 TBEV 蛋白在小鼠脾与脑中的表达随感染时间

延长呈增强趋势。

图 2 TBEV 感染 BALB/c 小鼠大脑皮质与脾红髓的病理改变（H-E 染色，200×）

Fig 2 Pathological changes in brain cortex and red pulp of spleen of TBEV-infected BALB/c mice (H-E staining, 200×)
BALB/c mice were infected with 1×103 PFU TBEV by intraperitoneal injection. Black arrows indicate neuronal pyknosis and blue 

arrows indicate neutrophils. TBEV: Tick-borne encephalitis virus; H-E: Hematoxylin-eosin; PFU: Plaque-forming unit.

2.4 攻毒 BALB/c 小鼠脑与脾内病毒滴度的动态 
变 化 1×103 PFU TBEV 感 染 后 第 5 天， 小 鼠

脑、脾内均可检测到 TBEV，但病毒滴度仅为 
（13±6）PFU/mL；感染后第 7 天，脾内病毒滴

度为（1.3±0.6）×103 PFU/mL，脑内病毒滴度达

（1.3±0.6）×105 PFU/mL，均高于第 5 天的病毒

滴度（均 P＜0.01）。小鼠脑、脾中病毒滴度的检

测结果与 TBEV 蛋白在 2 种组织中的动态表达趋势

一致，即随着感染时间的延长病毒在小鼠体内的复

制水平升高，结果提示攻毒后 TBEV 可在 BALB/c
小鼠脾和脑内复制增殖，并且在脑内大量增殖。

Day 5

Day 7

Brain Spleen
Brain Spleen

Day 5 after infection

Day 7 after infection

图 1 TBEV 感染 BALB/c 小鼠体重及生存率的变化

Fig 1 Changes in body weight and survival rate of BALB/c mice infected with TBEV
A: Changes in body weight of mice (n＝5, x±s); B: Survival curve of mice (n＝5). BALB/c mice were infected with 1×103 or 1×104 PFU 

TBEV by intraperitoneal injection. *P＜0.05, **P＜0.01 vs mock group. TBEV: Tick-borne encephalitis virus; PFU: Plaque-forming unit.
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3 讨 论

近年来，蜱媒病原体在自然疫源地之外新的地

理区域不断被发现，蜱媒传染病给人类健康带来了

新的挑战，必须提高应对这种公众健康威胁疾病的

监测、诊断、预防与治疗能力［9］。TBEV 是黄病毒

科黄病毒属病毒中最重要的蜱媒病原体，也是引起

人类神经系统病毒感染性疾病最常见的病原体之

一［10］。蜱媒脑炎发生的机制非常复杂，涉及宿主

（免疫应答和遗传背景）和病毒（分子遗传）等

多重因素，TBEV 在人类宿主中的神经致病机制已

在多种实验模型中被探讨［11］。目前尚无特异性针

对 TBEV 感染的抗病毒药物。尽管有蜱媒脑炎疫苗

可以应用，但许多地区疫苗接种率不高，并且有接

种后无保护作用的报道［12］。合适的动物模型对于

虫媒病毒疾病的疫苗与抗病毒药物研发及病毒致病

机制研究尤为关键［13］。本实验通过研究 1×103 和

1×104 PFU 攻毒剂量、腹腔注射攻毒途径对 TBEV
病毒感染 BALB/c 小鼠的影响及病毒在小鼠体内的

复制增殖情况与致病性，旨在为抗 TBEV 药物研发

提供小动物模型。

小鼠的品系、性别和周龄是决定其对病毒是

否易感的重要因素。BALB/c 小鼠和 C57BL/6 小

鼠均为 TBEV 研究常用的实验动物，并且多选用

6～10 周龄雌性小鼠，前者多被用于 TBEV 致病机

制、免疫应答和抗病毒药物研发等研究［14-15］，后

者常被用于TBEV 致病性和疫苗评估的研究［16-17］。

腹腔注射、皮下注射和颅内注射是 TBEV 动物实验

的常见攻毒方式，尤以前 2 种常用［16,18-19］。TBEV
攻毒剂量根据选取小鼠的品系、攻毒方式和毒株强

弱确定。

小鼠感染 TBEV 的发病症状评分标准为：无

症状（0 分），竖毛（1 分），活动缓慢或弓背（2
分），无力或轻度瘫痪（3 分），嗜睡、震颤、瘫

痪（4 分），死亡（5 分）［15］。此外，小鼠的体重

及生存情况也为常用的监测指标。本研究选择 6 周

龄雌性 BALB/c 小鼠作为实验动物，采用每只小鼠

1×103 PFU、1×104 PFU 剂量的 TBEV 经腹腔注射

图 3 TBEV 感染 BALB/c 小鼠脑（海马区域）与脾组织中 TBEV 蛋白的表达（免疫组织化学染色，400×）

Fig 3 Expression of TBEV protein in brain (hippocampus) and spleen of TBEV-infected BALB/c mice 

(immunohistochemical staining, 400×) 
BALB/c mice were infected with 1×103 PFU TBEV by intraperitoneal injection. TBEV: Tick-borne encephalitis virus; PFU: Plaque-

forming unit.

Mock

Day 5 after infection

Day 7 after infection

Brain Spleen
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途径攻毒。观察发现攻毒后小鼠活动迟缓，两组攻

毒小鼠均先后出现弓背、后肢瘫痪等典型感染症

状，且随感染时间的延长症状加重，小鼠陆续死亡；

与对照组小鼠相比，感染组小鼠的体重及生存率下

降。上述发现与文献报道的 TBEV 以腹腔注射感染

BALB/c 小鼠的症状［20-21］一致，表明病毒对小鼠具

有致病性，高剂量 TBEV 攻毒组（每只小鼠 1×104 
PFU TBEV）小鼠感染症状出现早、体重降低快、

死亡迅速，提示病毒攻毒剂量与致病性呈正相关。

通过 H-E 染色观察 TBEV 感染小鼠脑、脾病理变

化，发现仅脾组织呈炎症反应，脑组织只表现为神

经元核固缩，这可能与 TBEV 毒株、攻毒剂量、攻

毒方式有关。

本研究采用病毒蛋白表达与感染性病毒产量 
2 个指标反映 TBEV 在 BALB/c 小鼠体内的复制增

殖水平。通过免疫组织化学染色检测 TBEV 蛋白

在小鼠脑、脾中的动态表达，发现感染后第 5 天小

鼠脾、脑中有少量 TBEV 蛋白，至第 7 天 TBEV 蛋

白表达明显增强。空斑试验结果也证实，感染后

第 5 天 TBEV 滴度低，第 7 天滴度升高，并且脑内

病毒滴度远高于脾内病毒滴度。病毒蛋白表达水

平与病毒滴度升高趋势具有一致性。上述结果表

明，TBEV 在小鼠体内建立感染，可在脑、脾中复

制增殖并具有差异性。推测攻毒后，TBEV 在小鼠

脾内增殖水平低，但扩散至脑并在脑内大量增殖，

从而引发感染症状，这可解释感染后期小鼠出现后

肢瘫痪与死亡等神经致病性症状，也进一步证实了

TBEV 具有嗜神经性，其感染可引起以中枢神经系

统病变为特征的蜱媒脑炎。

综上所述，本研究通过对小鼠感染症状、体重

及生存率变化、脑与脾病理改变、TBEV 蛋白表达

和病毒滴度动态变化的解析，揭示了 TBEV 经腹腔

注射攻毒在 BALB/c 小鼠体内的感染症状特点和复

制增殖特征。
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