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　 　 【摘要】 　 目的　 分析小鼠细小病毒（ＭＶＭ）在人工感染小鼠体内的分布规律、排毒和抗体变化，以及自然条

件下小鼠感染 ＭＶＭ 的情况。 方法　 对 ３３ 只 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠腹腔接种 ０􀆰 ２ ｍＬ ＭＶＭ 悬浮液，每天观察动物的外观、行
为、饮食和精神状态，在接种第 ０ ～ ６０ 天共 １２ 个时间点各对 ２ ～ ３ 只动物进行安乐死，并采取组织、粪便和血清样本

进行检测。 荧光定量 ＰＣＲ（ＱＰＣＲ）方法检测组织和粪便的病毒核酸，ＥＬＩＳＡ 方法检测血清抗体。 同时，采取 １００ 只

ＳＰＦ 小鼠、７６ 只开放饲养小鼠检测 ＭＶＭ 核酸，采取 １４６３ 只 ＳＰＦ 小鼠、８２ 只开放饲养小鼠检测 ＭＶＭ 抗体。 结果　
实验小鼠接种 ＭＶＭ 后外观、行为、饮食和精神状态未见异常，剖检无明显病变。 各组织在接种后都能检出病毒核

酸，并在接种后 ４ ～ ７ ｄ 达到峰值，且到 ６０ ｄ 仍可检出病毒核酸。 各组织间比较，病毒峰值最高的组织是肝，其次是

肾、脾、胃、心脏、肺、盲肠和脑。 粪便排毒在接种后 １１ ｄ 可达到峰值，之后迅速下降，但到 ６０ ｄ 还可检到。 血清抗

体在病毒接种后 ７ ｄ 开始产生，之后抗体效价逐渐升高，２１ ｄ 就可以达到 ３２ 倍左右，之后至 ６０ ｄ 一直处于 ６４ 倍左

右。 临床样本中，核酸检测 ＳＰＦ 小鼠未检出，开放饲养小鼠的检测阳性率为 １４􀆰 ５％ ，经过测序比较确认为 ＭＶＭ 病

毒感染；抗体检测 ＳＰＦ 小鼠有较低的检出率（０􀆰 ３％ ），开放饲养小鼠检出率为 ６８􀆰 ３％ 。 结论　 ＭＶＭ 感染小鼠后一

般呈隐性感染状态，可长期排毒，主要组织脏器、粪便、血清都能用于ＭＶＭ 的检测，实验小鼠感染ＭＶＭ 可以通过病

毒核酸和血清抗体检测方法进行病原检测。
【关键词】 　 小鼠细小病毒；人工感染；自然感染；临床特征
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　 　 细小病毒按其是否能够自主增殖分为腺联病毒

和自主性细小病毒，其中小鼠细小病毒（ｍｉｎｕｔｅ ｖｉｒｕｓ
ｏｆ ｍｉｃｅ，ＭＶＭ）就是一种自主性细小病毒，最初由

Ｃｒａｗｆｏｒｄ 从被污染的小鼠腺病毒种毒中首次分

离［１］，后来又相继从实验小鼠和野生小鼠从分离到

该病毒。 ＭＶＭ 在世界范围内广泛存在，欧洲、美国、
加拿大和澳大利亚等国家和地区都有相当高的感染

率，中国 １９９０ 年证实在普通小鼠群 ＭＶＭ 感染也相

当普遍［２］。
ＭＶＭ 在自然条件下常常呈隐性感染，临床上不

表现任何症状［３］。 在实验室条件下，ＭＶＭ 可感染小

鼠、大鼠和仓鼠，小鼠和大鼠一般无临床症状，而仓

鼠则可导致致死性感染［４］。 ＭＶＭ 感染小鼠后带毒

时间长，病毒在体内广泛分布，成为多个细胞系、白
血病和可移植肿瘤的常见污染物［５］，并可在细胞系

中形成持续性感染，可能会严重影响细胞生物学、肿
瘤学等方面的试验结果。

为验证在自然感染和人工接种条件下 ＭＶＭ 在

小鼠体内的抗原和抗体变化情况，本研究通过腹腔

接种 ＭＶＭ 的方式感染实验小鼠，对小鼠体内病毒

分布、排毒和抗体产生进行研究，并结合对小鼠临床

样本感染 ＭＶＭ 的检测，为该病原检测技术方法的

应用提供参考依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 病毒和细胞株

ＭＶＭ 标准株和 Ａ９ 细胞株购自美国典型菌种

保藏中心（毒株：ＡＴＣＣ ＶＲ⁃１３４６；细胞株：ＡＴＣＣ􀳏
ＣＣＬ１􀆰 ４ＴＭ）。 复苏 Ａ９ 细胞，１０％ 胎牛血清，ＤＭＥＭ
高糖培养液培养 ３ ～ ５ ｄ，待细胞长至单层，传代分

瓶，分瓶后待细胞长至 ８０％ ～ ９０％ 密度，弃去生长

液，加入 ５００ μＬ ＭＶＭ 病毒液于 ７５ ｃｍ２ 细胞瓶中，
３７℃、５％ ＣＯ２ 培养箱吸附 ｌ ｈ，弃去瓶中的病毒液加

入无血清的 ＤＭＥＭ 细胞维持液，３７℃、５％ ＣＯ２ 培养

箱培养 ３ ～ ５ ｄ，当细胞病变达“ ＋ ＋ ＋— ＋ ＋ ＋ ＋ ”
时，收获细胞培养病毒液， － ８０℃冻存，反复冻融三

次后，３５００ ｒ ／ ｍ 离心 ３０ ｍｉｎ 去除细胞碎片，留上清

即为收获的 ＭＶＭ 病毒裂解液，传代三次，收获的病

毒裂解上清液用 ＱＰＣＲ 对病毒拷贝数进行定量。
１􀆰 １􀆰 ２　 实验动物

３５ 只 ＳＰＦ 级 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠，雄性，３ 周龄，体重

１１ ～ １３ ｇ，购自于广东省实验动物中心［ＳＣＸＫ（粤）
２０１３ － ０００２］，饲养于广东省实验动物监测所二级生

物安全感染实验室内［ＳＹＸＫ（粤）２０１２ － ０１２２］，实
行光照 ／黑暗各 １２ ｈ 昼夜循环，自由进食及饮水。
１􀆰 １􀆰 ３　 临床样本

核酸检测临床样品包括 ＳＰＦ 小鼠和开放饲养

小鼠，ＳＰＦ 小鼠来源于 ２０１０ ～ ２０１４ 年本实验室收到

广东、湖北、北京、四川、云南和上海等各省市送检的

ＳＰＦ 级活体小鼠或小鼠粪便 １００ 份；开放饲养小鼠

为从广州周边地区收集的 ７６ 只 ＫＭ 小鼠和褐家鼠。
抗体检测临床样品包括成年 ＳＰＦ 小鼠和开放

饲养小鼠，ＳＰＦ 小鼠为 ２０１３ ～ ２０１５ 年之间广东省检

测的 １４６３ 只 ＳＰＦ 小鼠，包括 ＢＡＬＢ ／ ｃ、 Ｃ５７ＢＬ ／ ６、
ＫＭ、ＩＣＲ、ＢＡＬＢ ／ ｃ⁃ｎｕ、ＮＩＨ、１２９、Ｃ３Ｈ 等常规品系以

及多种基因工程小鼠；开放饲养小鼠为从广州周边

地区收集的两批共 ８２ 只开放饲养的 ＫＭ 小鼠。
１􀆰 １􀆰 ４　 主要试剂和仪器

ＤＮＡ 聚合酶购自大连宝生物公司，ＤＮＡ 抽提试

剂盒购自天根公司（ＴＩＡＮａｍｐ Ｇｅｎｏｍｉｃ ＤＮＡ Ｋｉｔ），
ＱＰＣＲ 试剂盒购自 Ｔａｋａｒａ （ Ｔａｑｍａｎ ＰＣＲ 试剂盒），
ＥＬＩＳＡ 抗体检测试剂盒购于 Ｅｘｐｒｅｓｓ Ｂｉｏ 公司，
ＤＭＥＭ 培养液购自 Ｇｉｂｃｏ 公司，其余试剂均为进口

５６
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或国产分析纯。 荧光定量 ＰＣＲ 仪为 ＡＢＩ 的 ７５００，酶
标仪为 Ｔｈｅｒｍｏ 的 Ｍｕｌｔｉｓｋａｎ ＧＯ。
１􀆰 １􀆰 ５　 引物

所用 ＭＶＭ ＱＰＣＲ 引物由上海英俊生物技术有

限公司合成，上游序列为：５’⁃ ＧＣＣＡＴＡＣＡＣＡＣＣＴＧ⁃
ＣＡＧＣＡＡＡ ⁃３’；下游序列为：５’⁃ ＴＧＧＹＧＡＴＧＣＴＡＴ⁃
ＧＧＴＴＧＧＴ ⁃３’；探针为：５’⁃ ＦＡＭ⁃ ＴＣＡＡＴＧＧＡＡＡ⁃
ＣＡＣＴＴＧＧＴＴＴＣＴＡＣＣＣＴＴＧＧＡ ⁃ＢＨＱ⁃１⁃３’。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 病毒接种、观察及取材

实验小鼠禁食不禁水过夜，共 ３３ 只小鼠每只

小鼠腹腔注射病毒悬浮液 ０􀆰 ２ ｍＬ（病毒含量为

１􀆰 ２ × １０７ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ）。 动物接种病毒后，连续观察

６０ ｄ，每天观察动物的外观、行为活动、饮食和精神

状态等。 并在感染前第 ０ 天取 ２ 只动物，感染后第

４、７、１１、１４、１８、２１、３２、３５、４６、５４、６０ 天时，随机各

取 ３ 只动物，每只小鼠腹腔注射 ０􀆰 １ ｍＬ ０􀆰 １％ 戊

巴比妥钠麻醉，然后摘眼球采血并制备血清，分别

置 － ２０℃待测抗体效价。 动物脱颈椎安乐死后快速

取出心脏、肝、脾、肺、肾、脑、胃和盲肠等置 － ２０℃待

测病毒核酸。 同时采取粪便样本，置 － ２０ ℃待测病

毒核酸。
临床样本中核酸检测样品无菌采集活体小鼠的

盲肠内容物或直接采集粪便，分别置 － ２０℃待检病

毒核酸；抗体检测样品则将小鼠麻醉后摘眼球采血

并分离血清，分别置 － ２０℃待检抗体。
１􀆰 ２􀆰 ２　 病毒核酸检测（ＱＰＣＲ）

每个组织和粪便样本取 ０􀆰 ２ ｇ，加入 ６００ μＬ 的

ＰＢＳ 缓冲液及加入适量氧化锆研磨珠，于研磨机上

研磨 ３ ～ ５ ｍｉｎ，将组织匀浆。 研磨后，１０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心 １０ ｍｉｎ，取 ２００ μＬ 上清按试剂盒说明抽提核酸

及 ＱＰＣＲ 检测。 本 ＱＰＣＲ 检测的灵敏度为 １００ 拷

贝，大于 １００ 拷贝的检测结果判为阳性；小于 １００ 拷

贝则判为阴性。
１􀆰 ２􀆰 ３　 血清抗体检测（ＥＬＩＳＡ）

试验开始前将试剂盒在室温平衡 ３０ ｍｉｎ 左右，
先将血清样本倍比稀释（临床样本不稀释，只检阴

阳性），再按试剂盒说明进行操作。 将检测结果为

阳性的最高血清稀释倍数作为样本的抗体效价 ／稀
释度。
１􀆰 ２􀆰 ４　 数据处理及统计分析

实验结束，所有数据采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｍ ５ 软件

进行处理及分析。

２　 结果

２􀆰 １　 临床观察

ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠接种 ＭＶＭ 后，外观、行为、饮食和

精神状态等都无明显变化，无明显病理学变化，总体

呈现隐性感染状态。
２􀆰 ２　 病毒核酸检测结果

２􀆰 ２􀆰 １　 组织

由图 １ 可知，小鼠接种病毒后各组织脏器均可

检测到病毒，除接种后 １８ ｄ 脑和盲肠低于 １００ 拷贝

外，其他各组织各时间点的病毒拷贝数都在 １００ 以

上。 各组织脏器的病毒载量都在 ４ ～ ７ ｄ 达到峰值，
之后病毒载量总体呈下降趋势，但还有所波动，肝和

脾在接种后 ３２ ～ ３５ ｄ 仍可达到较高水平（２ × １０４

ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 左右），其他组织脏器已经降到 １０００ ｃｏｐ⁃
ｉｅｓ ／ μＬ 左右。 到接种后 ６０ ｄ 各组织脏器还可以检

测到病毒，但其拷贝数相对峰值已经较低（３００ ｃｏｐ⁃
ｉｅｓ ／ μＬ 左右）。 各组织器官之间横向比较（图 ２），
病毒载量峰值最高的是肝（１􀆰 １０ × １０５ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ），
之后依次是肾（４􀆰 １３ × １０４ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ）、脾（２􀆰 ６３ ×
１０４ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ）、胃 （２􀆰 １４ × １０４ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ）、心脏

（１􀆰 ２３ × １０４ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ）、肺（１􀆰 ０９ × １０４ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ）、
盲肠（５􀆰 ０２ × １０３ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ）、脑（１􀆰 ７３ × １０３ ｃｏｐｉｅｓ ／
μＬ）。
２􀆰 ２􀆰 ２　 粪便

小鼠接种病毒后很快可以从粪便排毒，在第 １１
天粪便排毒可以达到峰值（１􀆰 ３７ × １０４ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ），
之后病毒载量迅速下降，并呈现 ３００ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 到

３８０６ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 的波动，到接种后 ６０ ｄ 排毒量降到

３９８ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ（图 ３）。
２􀆰 ３　 血清抗体变化

２􀆰 ３􀆰 １　 实验动物

小鼠接种 ＭＶＭ 后 ７ ｄ 就开始产生抗体，之后抗

体效价逐渐升高，２１ ｄ 抗体稀释度就可以达到 ３２ 倍

左右，之后至 ６０ ｄ 抗体稀释度一直处于 ６４ 倍左右

的水平，为便于计算，抗体稀释度用 ２ 的指数表示

（图 ４）。
２􀆰 ４　 小鼠 ＭＶＭ 临床样本检测

２􀆰 ４􀆰 １　 核酸检测

ＳＰＦ 小鼠未检测到 ＭＶＭ 核酸，而开放饲养小鼠

的检测阳性率为 １４􀆰 ５％ ，具体结果见表 １。 对其中

三份阳性样本进行测序验证，测序结果显示三个样

本扩增的基因序列相同，均为 ７３ ｂｐ（图 ５）。 通过

６６
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图 １　 各组织病毒载量（ｎ ＝ ３）
Ｆｉｇ． １　 Ｖｉｒａｌ ｌｏａｄｓ ｏｆ ＭＶＭ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ ｏｒｇａｎｓ ａｎｄ ｔｉｓｓｕｅｓ

注：Ａ ～ Ｈ 分别为：心脏、肝、脾、肺、肾、胃、脑、盲肠。

图 ２　 各组织病毒载量峰值（ｎ ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． Ａ⁃Ｈ： Ｈｅａｒｔ， ｌｉｖｅｒ， ｓｐｌｅｅｎ， ｌｕｎｇ， ｋｉｎｄｅｙ，

ｓｔｏｍａｃｈ， ｂｒａｉｎ， ｃｅｃｕｍ．

Ｆｉｇ． ２　 Ｖｉｒａｌ ｐｅａｋ ｌｏａｄｓ ｏｆ ＭＶＭ ｉｎ ｏｒｇａｎｓ ａｎｄ ｔｉｓｓｕｅｓ

表 １　 小鼠 ＭＶＭ 核酸阳性检出率统计
Ｔａｂ． １　 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒａｔｅｓ ｏｆ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｔｏ ＭＶＭ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｃｅ

样本类型
Ｓａｍｐｌｅ
ｔｙｐｅｓ

动物数
（Ｎ）

Ｎｕｍｂｅｒ

阳性动物数
Ｐｏｓｉｔｉｖｅ
ｎｕｍｂｅｒ

阳性率 ／ ％
Ｐｏｓｉｔｉｖｅ
ｒａｔｅ

ＳＰＦ 小鼠 ＳＰＦ ｍｉｃｅ １００ ０ ０
开放饲养小鼠

Ｍｉｃｅ ｉｎ ｏｐｅｎ ｈｏｕｓｉｎｇ ７６ １１ １４􀆰 ５

图 ３　 粪便病毒载量（ｎ ＝ ３）
Ｆｉｇ． ３　 Ｖｉｒａｌ ｌｏａｄ ｏｆ ＭＶＭ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ ｆｅｃｅｓ

Ｇｅｎｅｂａｎｋ 上的 Ｂｌａｓｔ 软件进行序列比对，阳性样本

的序 列 与 Ｇｅｎｅｂａｎｋ 上 的 ＭＶＭ 毒 株 （ 登 录 号

Ｊ０２２７５）的同源性为 １００％ ，证明临床样本为 ＭＶＭ
阳性样本。
２􀆰 ４􀆰 ２　 抗体检测

由表 ３ 可知，ＳＰＦ 小鼠有较低的抗体检测阳性

率（０􀆰 ３％ ），而开放饲养小鼠则有很高的检出率

（６８􀆰 ３％ ）。

７６
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图 ４　 接种 ＭＶＭ 后 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠的

血清抗体效价测定（ｎ ＝ ３）
Ｆｉｇ． ４　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ａｎｔｉｂｏｄｙ ａｇａｉｎｓｔ

ＭＶＭ ｉｎ ｔｈｅ ＢＡＬＢ ／ ｃ ｍｉｃｅ ａｆｔｅｒ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ

表 ３　 小鼠 ＭＶＭ 抗体阳性检出率统计

Ｔａｂ． ３　 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒａｔｅｓ ｏｆ ａｎｔｉｂｏｄｙ⁃ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ ｔｏ ＭＶＭ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｃｅ

样本类型
动物数（Ｎ）

Ｎｕｍｂｅｒ
阳性动物数

Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｎｕｍｂｅｒ
阳性率 ／ ％
Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒａｔｅ

ＳＰＦ 小鼠
ＳＰＦ ｍｉｃｅ １４６３ ４ ０􀆰 ３％

开放饲养小鼠
Ｍｉｃｅ ｉｎ ｏｐｅｎ ｈｏｕｓｉｎｇ ８２ ５６ ６８􀆰 ３

３　 讨论

ＭＶＭ 是一种单链 ＤＮＡ 病毒，其具有高度传染性、
广泛存在于实验鼠和野生鼠群中。 ＭＶＭ 可感染多种

组织和细胞，尤其倾向于感染和杀死肿瘤细胞［６］。
ＭＶＭ 感染小鼠后，可激活机体的免疫系统，尤其是 Ｔ、Ｂ
淋巴细胞的活性，因而可增强动物自发性和诱发性肿

瘤的能力，并可抑制小鼠移植瘤的生长［７ －８］。 因此在

使用小鼠从事肿瘤学方面的研究时，应特别注意排除

ＭＶＭ，否则将会严重地影响试验结果［５］。

图 ５　 阳性样本测序结果

Ｆｉｇ． ５　 Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓａｍｐｌｅｓ

　 　 本研究证实，ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠在感染 ＭＶＭ 后呈隐

性感染，临床上并未表现明显症状和病理变化，与文

献报道一致［３、５］。 动物心脏、肝、脾、肺、肾、脑、胃和

盲肠等组织脏器很快就能检出病毒载量，接种后 ４
～ ７ ｄ 达到峰值，之后病毒载量呈下降趋势，但至 ６０
ｄ 还可以检出病毒核酸，说明 ＭＶＭ 可侵袭小鼠的多

个组织脏器，且能长时间带毒。 在感染前期（５ 周

内），肝、肾、脾的病毒载量较高，尤其是肝、脾可以

维持较长时间的高病毒载量，适合于病毒核酸检测；
到感染后期，各组织脏器的病毒载量都已下降到较

低水平，但仍可用于病毒核酸检测。
小鼠接种 ＭＶＭ 后很快就可以从粪便排毒，排

毒量在第 １１ 天能达到峰值，相比组织峰值时间的 ４
～ ７ ｄ 有所延迟。 之后病毒载量呈下降趋势，但一

直到 ６０ ｄ 能可检出病毒核酸。 说明小鼠感染 ＭＶＭ
后可长期向外排毒，因此感染小鼠的粪便也可用于

病毒核酸检测。 小鼠接种 ＭＶＭ 后 ７ ｄ 就可以检测

到抗体，之后抗体逐渐升高，并一直到 ６０ ｄ 都可以

维持较高的抗体水平，说明血清 ＭＶＭ 抗体检测也

是一种有效的检测方法。
临床样品中，ＳＰＦ 小鼠的核酸检测率为 ０，而抗

体有较低的检出率（０􀆰 ３％ ），与之相比，开放饲养的

小鼠核酸和抗体检出率分别为 １４􀆰 ５％ 和 ６８􀆰 ３％ 。
相关报道也说明临床上小鼠 ＭＶＭ 有一定的检出

率，隋丽华等检测了 ３９０ 只 ＳＰＦ 小鼠，ＭＶＭ 抗体阳

性率为 ０􀆰 ５２％ ［９］；上海 ２０１０ ～ ２０１４ 年期间小鼠监

督和委托检测数据显示 ＭＶＭ 的抗体阳性率在

０􀆰 １％ ～０􀆰 ２％ 之间［１０］；巩薇用 ＰＣＲ 法检测小鼠自

身携带的细小病毒，ＭＶＭ 阳性率为 １６％ ［１１］。 王淑

菁等建立了 ＭＶＭ 荧光定量 ＰＣＲ 的检测方法［１２］，具
有特异、灵敏的优点。 因此，这两种检测方法在临床

上可以得到很好的应用。

８６
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本研究发现 ＭＶＭ 感染小鼠后在动物体内的分

布、排毒及血清抗体产生规律，并将核酸检测和抗体

检测在临床样品检测中进行应用，说明感染小鼠的

主要组织脏器、粪便、血清都能用于 ＭＶＭ 的检测，
同时病毒核酸载量、抗体水平与感染阶段密切相关。
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