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　 　 【摘要】 　 目的　 了解小鼠脑脊髓炎病毒（ＴＭＥＶ）自然感染情况，探究人工感染 ＴＭＥＶ 小鼠体内各脏器组织中

病毒分布及血清抗体变化。 方法 　 采用酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）和荧光定量 ＲＴ⁃ＰＣＲ（ｑＲＴ⁃ＰＣＲ）检测方法对

２０１０ 年 ～ ２０１５ 年广东地区采集的 ＳＰＦ 级小鼠、开放环境饲养的小鼠以及野生褐家鼠临床样本进行 ＴＭＥＶ 检测。
３６ 只 ＩＣＲ 小鼠经脑内接种 ＴＭＥＶ ＢｅＡｎ 病毒，每天观察动物的临床症状，在接种第 ０、３、７、１０、１７、２１、３１、３９、４６ 天每

个时间点分别对 ３ 只动物安乐死，剖检并取血清和组织脏器样本进行 ＴＭＥＶ 检测。 结果　 ＳＰＦ 级小鼠 ＴＭＥＶ 抗体

阳性率为 ５􀆰 ２９％ （ｎ ＝ ２８３４），核酸阳性率为 ２７􀆰 ２７％ （ｎ ＝ ４５７）；开放环境饲养的小鼠的抗体和核酸阳性率分别为

７１􀆰 ９５％ （ｎ ＝ ８２）和 ５３􀆰 ６６％ （ｎ ＝ ８２）；野生褐家鼠中核酸阳性率为 ２５􀆰 ９３％ （ｎ ＝ ２７）。 ＴＭＥＶ 阳性小鼠中仅有两只

小鼠表现有明显的临床症状。 盲肠内容物、粪便和脑是 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测的最佳选择样本。 ＩＣＲ 小鼠脑内接种 ＴＭＥＶ
ＢｅＡｎ 病毒后第 ３ ｄ 可在脑、心脏、肝脏、肺脏和胃中检测到病毒核酸，脾脏、肾脏和盲肠中未检测到病毒核酸。 肝

脏、心脏、肺脏和胃中的病毒在接种后第 １０ 天已完全清除，脑中的病毒一直持续存在到第 ４６ 天试验结束。 小鼠感

染后第 ７ 天可以检测到抗体，随后抗体水平逐渐升高，接种后 １７ ｄ 抗体阳性率达 １００％ ，并一直到 ４６ ｄ 都可以维持

较高的抗体水平。 人工感染小鼠呈隐性感染，临床上并未表现明显症状和眼观病理变化。 结论　 广东地区实验小

鼠和野生褐家鼠均存在 ＴＭＥＶ 感染，且感染率较高。 小鼠接种 ＴＭＥＶ ＢｅＡｎ 毒株后呈隐性感染，感染小鼠第 ７ 天可

以产生抗体且持续存在。 病毒在感染小鼠肝脏、心脏、肺脏和胃中短时间存在，而在脑中长期存在。 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 与

ＥＬＩＳＡ 两种检测方法具有较好的一致性，ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测方法可作为实验动物国家标准的有力补充。
【关键词】 　 小鼠脑脊髓炎病毒（ＴＭＥＶ）；感染；检测
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ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ａｓ ａ ｐｏｗｅｒｆｕｌ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｎａｔｉｏｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄ ｏｆ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌｓ．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ｔｈｅｉｌｅｒ’ｓ ｍｕｒｉｎｅ ｅｎｃｅｐｈａｌｏｍｙｅｌｉｔｉｓ ｖｉｒｕｓ （ＴＭＥＶ）；Ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ；Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ； ＰＣＲ； ＥＬＩＳＡ； Ｍｉｃｅ； Ｒａｔｓ

　 　 小 鼠 脑 脊 髓 炎 病 毒 （ Ｔｈｅｉｌｅｒ ’ ｓ ｍｕｒｉｎｅ
ｅｎｃｅｐｈａｌｏｍｙｅｌｉｔｉｓ ｖｉｒｕｓ，ＴＭＥＶ）属于微 ＲＮＡ 病毒科，
心病毒属，核酸为负链单股 ＲＮＡ。 该病毒主要侵害

小鼠中枢神经系统，多数呈隐性感染，感染小鼠不

表现临床症状，有时表现脑脊髓炎和后肢麻痹等症

状［１］。 根据神经毒力不同 ＴＭＥＶ 分为两个亚群：第
一亚群由高毒力毒株组成，以 ＧＤＶＩＩ 株和 ＦＡ 株为

代表，可引起急性致命性脑炎；第二亚群为低毒力

毒株，如 ＢｅＡｎ 株和 ＤＡ 株，可引起持续性中枢神经

系统感染，导致单核细胞浸润和脱髓鞘［２，３］。 ＴＭＥＶ
感染小鼠引起的脱髓鞘疾病与人多发性硬化症

（ＭＳ）在免疫学和组织病理学方面类似，是研究 ＭＳ
的理想动物感染模型［４］。

ＴＭＥＶ 呈世界范围流行，是目前实验小鼠中最

常见的一种病毒之一。 我国小鼠群的 ＴＭＥＶ 感染

率较高，上世纪 ９０ 年代报道普通小鼠群中感染率达

８ ～ ３５％ ［１］， ２０１４ 年王翠娥等报道实验小鼠中抗体

阳性率为 １５􀆰 １％ （ｎ ＝ ３２５） ［５］。 ＴＭＥＶ 感染不仅对

实验动物本身造成危害，对科研工作也造成潜在干

扰，因此，ＴＭＥＶ 是实验动物国家标准《实验动物微

生物学等级及监测》（ＧＢ１４９２２􀆰 ２ － ２０１１）中 ＳＰＦ 级

小鼠需要排除的病原［６］。

本研究采用酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）和荧光

定量 ＲＴ⁃ＰＣＲ（ｑＲＴ⁃ＰＣＲ）两种检测方法对 ２０１０ 年

～ ２０１５ 年广东地区实验小鼠 ＴＭＥＶ 流行情况进行

调查，并通过脑内接种 ＴＭＥＶ 感染实验小鼠，对病

毒和抗体在人工感染小鼠体内消长规律进行研究，
为该病毒的监测、防控及检测方法的应用提供参考

依据。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 病毒和细胞

ＴＭＥＶ ＢｅＡｎ 毒株 （ＡＴＣＣ ＶＲ⁃９９５） 和 ＢＨＫ⁃２１
细胞（ＡＴＣＣ ＣＣＬ⁃１０）购自美国典型微生物菌种保藏

中心。 复苏 ＢＨＫ⁃２１ 细胞，细胞在含 １０％ 胎牛血清

（浙江天杭生物科技有限公司）ＤＭＥＭ 高糖培养液

（Ｇｉｂｃｏ 公司，美国）培养 ３ ｄ ～ 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 ＴＭＥＶ 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 ｄ ～ 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 ３ 次后，３ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ３０ ｍｉｎ 去
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除细胞碎片，留上清即为收获的 ＴＭＥＶ 病毒液，传
代 ３ 次，收获的病毒液用 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 对病毒拷贝数进

行定量。
１􀆰 ２　 实验动物

３６ 只，雌性，３ 周龄，ＳＰＦ 级 ＩＣＲ 小鼠购于北京

维通利华实验动物有限公司（生产许可证号：ＳＣＸＫ
（ 京 ） ２０１２ － ０００１ ）， （ 质 量 合 格 证 号：
１１４００７００１２１３８３），动物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 （使用许可证号：
ＳＹＸＫ（粤）２０１２ － ０１２２），实行光照 ／黑暗各 １２ ｈ 昼

夜循环，自由进食及饮水。 动物实验开展通过广东

省实验动物监测所动物使用和管理委员会审批（ Ｉ⁃
ＩＡＣＵＣ２０１５００３）。 所有小鼠经 ＥＬＩＳＡ 检测确定为

ＴＭＥＶ 抗体阴性。
１􀆰 ３　 临床样本

临床样本来源包括：（１）２０１０ 年 ～ ２０１５ 年广东

地区监督检测抽检和委托送检的 ＳＰＦ 级活体小鼠、
小鼠血清或小鼠粪便，共计 ２８３４ 份。 （２）２０１４ 年广

州市两个开放环境中饲养的小鼠 ８２ 只。 （３）在其

中一家开放设施附近捕获的野生褐家鼠 ２７ 只。 无

菌采集活体小鼠和野生褐家鼠的血清和盲肠内容

物， － ２０℃保存，血清用于抗体检测，盲肠内容物和

粪便用于核酸检测。
１􀆰 ４　 人工感染试验

２７ 只 ＩＣＲ 小鼠接种前禁食不禁水过夜，取浓度

为 １􀆰 ０ × １０８ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 的病毒液，脑内注射病毒液

２０ μＬ ／只。 动物接种病毒后，连续观察 ４６ ｄ，每天观

察动物的外观、行为活动、饮食和精神状态等。 在

接种的第 ０ 天取 ３ 只动物，以及感染后第 ３、７、１０、
１７、２１、３１、３９、４６ 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，置 － ２０℃冰箱待测抗体。 随

后，小鼠脱颈椎安乐死，剖检，快速采集心脏、肝脏、
脾脏、肺脏、肾脏、脑、胃和盲肠及内容物等样本，置
－ ２０℃冰箱待测病毒核酸。 ９ 只 ＩＣＲ 小鼠单独饲养

作为哨兵鼠，在第 １０、２１ 和 ３１ 天各取 ３ 只哨兵鼠进

行抗体和核酸检测。
１􀆰 ５　 血清抗体检测

小鼠血清采用 ＴＭＥＶ ＥＬＩＳＡ 抗体检测试剂盒

（美国 ＸｐｒｅｓｓＢｉｏ 公司）进行检测，具体操作步骤按

试剂盒说明书进行。
１􀆰 ６　 病毒核酸检测

１􀆰 ６􀆰 １　 样本处理和总 ＲＮＡ 抽提：每个组织和粪便

样本取 ０􀆰 ２ ｇ，加入 ６００ μＬ 的 ＰＢＳ 缓冲液，再加入 ６
～８ 粒氧化锆研磨珠，于 ＨｅｒｏｓＢｉｏ ＴＬ２０２０ 高通量组

织研磨仪（北京鼎昊源科技有限公司）上研磨 ３ ｍｉｎ
～ ５ ｍｉｎ，将研磨后匀浆液 １０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０
ｍｉｎ，取 ２００ μＬ 上清液用核酸抽提试剂盒（ＴＩＡＮａｍｐ
Ｖｉｒａｌ ＲＮＡ Ｋｉｔ，天根公司）抽提总 ＲＮＡ，使用 ＤＥＰＣ
水将总 ＲＮＡ 的浓度调整到 １０ ｎｇ ／ μＬ。
１􀆰 ６􀆰 ２　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ：ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测参照本实验室建立

检 测 方 法 进 行 操 作［７］， 略 有 改 动。 使 用

ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ （ Ｐｅｒｆｅｃｔ Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ ）
（Ｔａｋａｒａ 公司，大连）将总 ＲＮＡ 进行反转录，得到的

ｃＤＮＡ 采用 Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ （Ｐｒｏｂｅ ｑＰＣＲ） （Ｔａｋａｒａ
公司，大连）进行荧光定量 ＰＣＲ 扩增。 反应体系为：
２ × Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ １０ μＬ、ＴＭＥＶ 检测上下游引物终

浓度均为 ０􀆰 ５ μｍｏｌ ／ Ｌ，探针终浓度 ０􀆰 ４ μｍｏｌ ／ Ｌ，
ｃＤＮＡ 模板 ２ μＬ，加 ＲＮａｓｅ Ｆｒｅｅ ｄＨ２Ｏ 至 ２０ μＬ。 反

应条件为：９５℃ ３０ ｓ，一个循环；９５℃ ５ ｓ，６０℃ ３４ ｓ，
４５ 个循环，６０℃延伸结束后收集荧光。 采用 ＴＭＥＶ
质粒标准品作为参照对样本中的病毒拷贝数进行

定量检测。
１􀆰 ７　 数据处理及统计分析

采用 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 软件和 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｍ ５ 软件进

行数据处理及统计分析，两种方法检测结果比较采

用配对计数资料 ＭｃＮｅｍａｒ 法进行一致性检验，用
Ｋａｐｐａ 值进行评价。

２　 结果

２􀆰 １　 小鼠自然感染调查结果

２􀆰 １􀆰 １　 抗体检测结果：抗体检测结果见表 １，从表

中可知 ２０１０ 年 ～ ２０１５ 年广东地区 ＳＰＦ 级小鼠

ＴＭＥＶ 抗体阳性率为 ５􀆰 ２９％ （ｎ ＝ ２８３４），而开放环

境中饲养小鼠的阳性率为 ７１􀆰 ９５％ （ｎ ＝ ８２）。
２􀆰 １􀆰 ２　 核酸检测结果：核酸检测结果见表 ２，从表

中可知 ２０１０ 年 ～ ２０１５ 年广东地区 ＳＰＦ 级小鼠

ＴＭＥＶ 核酸阳性率为 ２７􀆰 ３５％ （ｎ ＝ ４５７），开放环境

饲养小鼠的阳性率为 ５３􀆰 ６６％ （ｎ ＝ ８２），而开放设施

Ａ 附近捕获的野生褐家鼠阳性率为 ２５􀆰 ９３％ （ ｎ ＝
２７）。 用检测的上下游引物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 ８４ ｂｐ。 通过 Ｇｅｎｅｂａｎｋ 上的 Ｂｌａｓｔ 软件

进行序列比对，阳性样本的序列与 Ｇｅｎｅｂａｎｋ 上的

ＴＭＥＶ 毒株（登录号 ＥＵ７１８７３２）的同源性为 １００％ ，
证明临床样本为 ＴＭＥＶ 阳性样本。
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表 １　 小鼠 ＴＭＥＶ 抗体阳性率统计
Ｔａｂ． １　 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒａｔｅｓ ｏｆ ＴＭＥＶ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｃｅ

样本类型
Ｓａｍｐｌｅ ｔｙｐｅｓ

年份或设施
Ｙｅａｒ ｏｒ
ｆａｃｉｌｉｔｉｅｓ

样本数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ

ｓａｍｐｌｅｓ ｔｅｓｔｅｄ

阳性样本数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ

ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓａｍｐｌｅｓ

阳性率（％ ）
Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒａｔｅ

合计（％ ）
Ｔｏｔａｌ

ＳＰＦ 级小鼠
ＳＰＦ ｍｉｃｅ

２０１０ ４２２ ５０ １１􀆰 ８５
２０１１ ４４５ ３１ ６􀆰 ９７
２０１２ １９８ ８ ４􀆰 ０４
２０１３ ４４４ ２１ ４􀆰 ７３ ５􀆰 ２９
２０１４ ４４８ ２８ ６􀆰 ２５
２０１５ ８７７ １２ １􀆰 ３７

开放环境饲养小鼠
Ｍｉｃｅ ｒａｉｓｅｄ ｉｎ ｏｐｅｎ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ

设施 Ａ ５１ ５０ ９８􀆰 ０４
设施 Ｂ ３１ ９ ２９􀆰 ０３

７１􀆰 ９５

表 ２　 小鼠 ＴＭＥＶ 核酸阳性率统计
Ｔａｂ． ２　 Ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒａｔｅｓ ｏｆ ＴＭＥＶ ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ ｉｎ ｍｉｃｅ

样本类型
Ｓａｍｐｌｅ ｔｙｐｅｓ

年份或设施
Ｙｅａｒ ｏｒ ｆａｃｉｌｉｔｉｅｓ

样本数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ

ｓａｍｐｌｅｓ ｔｅｓｔｅｄ

阳性样本数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ

ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓａｍｐｌｅｓ

阳性率（％ ）
Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒａｔｅ

合计（％ ）
Ｔｏｔａｌ

ＳＰＦ 级小鼠
ＳＰＦ ｍｉｃｅ

２０１０ １１６ ４９ ４２􀆰 ２４
２０１１ ８０ ３８ ４７􀆰 ５０
２０１２ １５ ７ ４６􀆰 ６７
２０１３ １０６ １２ １１􀆰 ３２
２０１４ １１１ １２ １０􀆰 ８１
２０１５ ２９ ７ ２４􀆰 １４

２７􀆰 ３５

开放环境饲养小鼠
Ｍｉｃｅ ｒａｉｓｅｄ ｉｎ ｏｐｅｎ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ

设施 Ａ ５１ ３６ ７０􀆰 ５９
设施 Ｂ ３１ ８ ２５􀆰 ８１

５３􀆰 ６６

野生褐家鼠
ｗｉｌｅ Ｒａｔｔｕｓ ｎｏｒｖｅｇｉｃｕｓ ／ ２７ ７ ２５􀆰 ９３ ２５􀆰 ９３

２􀆰 １􀆰 ３ 　 ＥＬＩＳＡ 和 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 方法比较：采用 ＥＬＩＳＡ
和 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 两种方法对其中一个设施的小鼠进行 ６
年的跟踪检测，该设施 ＴＭＥＶ 抗体阳性率和核酸阳

性率分别为 ３４􀆰 ３３％和 ３５􀆰 ３２％ （ｎ ＝ ２０１），结果见图

１。 采用配对计数资料 ＭｃＮｅｍａｒ 法进行一致性检

验，用 Ｋａｐｐａ 值进行评价，统计分析结果表明：以
ＥＬＩＳＡ 检测结果为标准，荧光定量 ＰＣＲ 结果与其比

较，差异无统计学意义（Ｐ ＝ ０􀆰 ８６８），说明两种方法

诊断 ＴＭＥＶ 感染结果一致。 两种检测方法吻合系

数 Ｋａｐｐａ ＝ ０􀆰 ６０５（Ｐ ＝ ０􀆰 ０００），说明两种检测方法具

有较好的一致性（表 ３）。 此外，回顾调查发现该设

施检出的 ＴＭＥＶ 阳性鼠中有 ２ 只小鼠有明显的临床

症状，其中一只表现为后肢瘫痪，另一只表现为头

歪向一侧，并伴有转圈行为，两只小鼠均排除其他

病原感染。
２􀆰 １􀆰 ４　 ＴＭＥＶ 病毒在自然感染小鼠主要脏器中的

分布：应用 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 方法对 １６ 只自然感染小鼠粪

便、盲肠内容物、脑、脾脏、肝脏、心脏、肺脏、肾脏和

胃等主要脏器进行检测，查看 ＴＭＥＶ 病毒在小鼠体

内的分布情况，分析哪些样本是该方法的最佳检测

样本。 结果发现粪便和盲肠内容物中检出率最高，

其次是脑和肝脏，小鼠脾脏、心脏、肺脏、肾脏和胃

也可检出 ＴＭＥＶ 核酸，结果见表 ４。 因此在使用

ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 方法进行 ＴＭＥＶ 检测时，粪便、盲肠内容

物和脑是最佳的待检样本。
表 ３　 ＥＬＩＳＡ 与 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测小鼠临床样本结果比较
Ｔａｂ． ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＥＬＩＳＡ ａｎｄ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ

ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＴＭＥＶ ｉｎ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｐｅｃｉｍｅｎｓ

ＥＬＩＳＡ
ｑＲＴ⁃ＰＣＲ

＋ －
合计
Ｔｏｔａｌ

＋ ５２ １７ ６９
－ １９ １１３ １３２

合计 Ｔｏｔａｌ ７１ １３０ ２０１
注：“ ＋ ”表示阳性，“ － ”表示阴性。
Ｎｏｔｅ． “ ＋ ” ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒｅｓｕｌｔ，“ － ” ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｒｅｓｕｌｔ．

２􀆰 ２　 小鼠人工感染试验

２􀆰 ２􀆰 １　 临床观察：ＩＣＲ 小鼠接种 ＴＭＥＶ 后，外观、行
为、饮食和精神状态等都无明显变化，病理剖检无

明显眼观病理学变化，小鼠呈现隐性感染状态。
２􀆰 ２􀆰 ２　 血清抗体滴度变化：小鼠接种 ＴＭＥＶ 后第 ７
天开始产生抗体（Ａ 值≥０􀆰 ３ 为阳性），１７ ｄ 后抗体

阳性率达 １００％ （ｎ ＝ ３），抗体水平随着感染时间增

加逐渐升高，抗体水平在 ３９ ｄ 达到高峰，此后至 ４６
ｄ 可一直维持高水平（图 ２）。
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表 ４　 ＴＭＥＶ 病毒在自然感染小鼠脏器中的分布
Ｔａｂ． ４　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＴＭＥＶ ｆｒｏｍ ｏｒｇａｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｎａｔｕｒａｌｌｙ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｍｉｃｅ

器官
Ｏｒｇａｎｓ

粪便
Ｆｅｃｅｓ

盲肠内容物
Ｃｅｃａｌ

ｃｏｎｔｅｎｔｓ

脑
Ｂｒａｉｎ

脾脏
Ｓｐｌｅｅｎ

肝脏
Ｌｉｖｅｒ

心脏
Ｈｅａｒｔ

肺脏
Ｌｕｎｇ

肾脏
Ｋｉｄｎｅｙ

胃 Ｓ
ｔｏｍａｃｈ

感染率
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｐｏｓｉｔｉｖｅ
ｓａｍｐｌｅｓ ／ ｎｕｍｂｅｒ
ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ ｔｅｓｔｅｄ

１６ ／ １６ １６ ／ １６ １０ ／ １６ ３ ／ １６ ８ ／ １６ ２ ／ １６ ３ ／ １６ ２ ／ １６ ３ ／ １６

图 １　 ２０１０ ～ ２０１５ 年某设施 ＴＭＥＶ 感染情况

Ｆｉｇ． １　 Ｔｈｅ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＴＭＥＶ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＥＬＩＳＡ ａｎｄ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ ｉｎ ｏｎｅ ｆａｃｉｌｉｔｙ ｆｒｏｍ ２０１０ ｔｏ ２０１５

图 ２　 ＩＣＲ 小鼠接种 ＴＭＥＶ 后血清抗体测定（ｎ ＝ ３）
Ｆｉｇ． ２　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｔｉｂｏｄｙ ａｇａｉｎｓｔ ＴＭＥＶ ｉｎ

ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｍｉｃｅ （ｎ ＝ ３）

图 ３　 各组织脏器病毒载量（ｎ ＝ ３）
Ｆｉｇ． ３　 Ｖｉｒａｌ ｌｏａｄｓ ｏｆ ＴＭＥＶ ｉｎ ｏｒｇａｎｓ ａｎｄ ｔｉｓｓｕｅｓ （ｎ ＝ ３）

２􀆰 ２􀆰 ３　 病毒核酸检测结果：由图 ３ 可知，小鼠接种

病毒后第 ３ 天，在脑、心脏、肝脏、肺脏和胃中可检测

到病毒核酸，脾脏、肾脏、盲肠中未检测到病毒核

酸。 接种后第 ７ 天，肝脏中病毒消失，接种后第 １０

天，心脏、肺脏和胃中的病毒消失。 脑中的病毒一

直持续到第 ４６ 天试验结束，病毒载量呈递减趋势。
接种后第 ３ 天，各组织脏器的病毒载量高低依次为

脑、心脏、肺脏、胃和肝脏。
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３　 讨论

本研究通过对 ２０１０ 年 ～ ２０１５ 年广东地区实验

小鼠 ＴＭＥＶ 感染状况进行调查，结果发现 ＳＰＦ 级小

鼠 ＴＭＥＶ 抗体阳性率为 ５􀆰 ２９％ （ｎ ＝ ２８３４），核酸阳

性率为 ２７􀆰 ２７％ （ｎ ＝ ４５７），各年度均有检出，说明广

东地区实验小鼠存在 ＴＭＥＶ 感染，且感染率较高。
需要说明的是，本次检测试验中 ＳＰＦ 级小鼠核酸检

测一般在某一批次的动物抗体检测为阳性之后进

行，大部分批次中抗体阴性小鼠未再进行核酸检

测，因此，虽然核酸阳性数量（ｎ ＝ １２５）与抗体阳性

数量（ｎ ＝ １５０）差距不大，但是由于核酸检测的样本

总数（ ｎ ＝ ４５７） 小于抗体检测的样本总数 （ ｎ ＝
２８３４），得出的结果是 ＳＰＦ 级小鼠 ＴＭＥＶ 核酸阳性

率远大于抗体阳性率。 通过回顾性调查发现 ＴＭＥＶ
感染主要存在于实验动物使用设施，而且发生感染

的设施主要又来源于饲养基因工程小鼠的设施，这
些设施由于频繁引进基因工程小鼠，又未进行有效

的检验检疫，因此将病毒带入设施。 有两家实验小

鼠生产单位在 ２０１０ 年曾检测出 ＴＭＥＶ 感染，但通过

淘汰感染小鼠、净化环境设施和重新引种后清除了

ＴＭＥＶ 感染。 此外，开放环境饲养的小鼠的抗体和

核酸阳性率分别为 ７１􀆰 ９５％和 ５３􀆰 ６６％ ，远高于屏障

环境下饲养的小鼠。 已有的研究证明野生小家鼠

是 ＴＭＥＶ 的自然宿主［８］，本实验从其中一个开放环

境设施附近捕获的野生褐家鼠检出 ＴＭＥＶ 核酸，证
明野生褐家鼠也可以携带 ＴＭＥＶ 并将病毒传染给

实验小鼠。 目前，ＴＭＥＶ 只是国家标准中 ＳＰＦ 级小

鼠“必要时”需排除的病原，一些单位可能忽略了

ＴＭＥＶ 检测，鉴于上述调查结果，我们建议各小鼠生

产单位和使用单位应该重视 ＴＭＥＶ 的监测。
ＴＭＥＶ 属于肠道病毒，通过粪⁃口途径传播，本

研究原计划采用低毒力的 ＴＭＥＶ ＢｅＡｎ 毒株经口接

种方式模拟自然感染，但接种多次实验均未获成

功，后采用脑内接种方式才获成功。 人工感染试验

发现 ＩＣＲ 小鼠在感染低毒力 ＴＭＥＶ 毒株后呈隐性

感染，临床上并未表现明显症状和眼观病理变化。
已有的研究认为通过细胞适应的病毒经脑接种后，
病毒可以通过血脑屏障进入外周血循环，最终引起

病毒血症和内脏器官感染，其中肠道中的病毒可以

长期复制，而外神经系统器官中的病毒在接种后 ７
～ １４ ｄ 即被清除［９］。 本实验中小鼠接种病毒后只

在脑、心脏、肝脏、肺脏和胃中检测到病毒核酸，脾

脏、肾脏和盲肠中未检测到病毒核酸。 肝脏、心脏、
肺脏和胃中的病毒在接种后第 １０ 天已完全清除。
病毒在感染小鼠体内的分布与文献报道有一定差

异，造成这种差异的原因可能与接种的毒株有关。
由于本次人工感染试验研究中病毒不在肠道中复

制增殖，小鼠没有通过粪便排毒，进而感染哨兵鼠，
因此哨兵鼠的抗体和核酸检测均为阴性。 本实验

通过脑内接种方式进行 ＴＭＥＶ 人工感染试验，获得

了 ＴＭＥＶ 在小鼠体内各脏器组织中病毒分布及血

清抗体变化情况，为 ＴＭＥＶ 动物感染模型制作和评

价提供了参考。
目前实验动物国家标准中建议的 ＴＭＥＶ 检测

方法主要为血清抗体检测方法，如 ＥＬＩＳＡ 和间接免

疫荧光试验（ ＩＦＡ）方法等［１０］。 但血清学检测不适

合用于病毒早期感染和免疫缺陷小鼠的诊断，具有

一定局限性。 以 ＰＣＲ 为代表的分子生物学检测方

法可以用于病原的直接检测，具有快速、简便、灵
敏、特异等优点，已成为病毒感染诊断的重要手段。
本研究同时应用 ＥＬＩＳＡ 和 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 两种检测方法

对 ＴＭＥＶ 进行检测分析，自然感染试验中，对其中

一设施中的自然感染样本进行了 ６ 年跟踪比较检

测，结果发现两种检测方法具有较好的一致性，说
明两种检测方法均适用于 ＴＭＥＶ 感染的诊断。 此

外，从检测结果我们发现，在对部分动物个体进行

检测时两种检测方法存在一定差异，其中一个主要

原因与动物个体的抗原和抗体消长规律不一致有

关，人工感染试验结果也证明这一点；另外一个原

因可能与方法的灵敏度有关。 然而，在对动物群体

进行检测时，两种方法的检测结果一致性较高；而
且，两种方法的检测结果可以互为补充，防止阳性

动物漏检。 因此，在对动物群体进行 ＴＭＥＶ 监测

时，建议综合应用抗体和核酸两种方法同时进行检

测，更加有效地对动物健康状态进行评价。
应用 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 方法对 ＴＭＥＶ 自然感染小鼠的

盲肠内容物、粪便和主要脏器进行检测，结果发现

盲肠内容物、粪便和脑中 ＭＮＶ 阳性检出率高于其

他器官组织。 因此在使用 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 方 法 进 行

ＴＭＥＶ 检测时，盲肠内容物、粪便和脑是最佳的待检

样本。 人工感染试验中，小鼠接种 ＴＭＥＶ 后第 ７ 天

就可以检测到抗体，之后抗体水平逐渐升高，１７ ｄ
后抗体阳性率达 １００％ ，并一直到 ４６ ｄ 都可以维持

较高的抗体水平，说明 ７ ｄ ～ １７ ｄ 可作为早期抗体

检测时间点。 而应用 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测方法可在接种
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后第 ３ 天从多个脏器检出病毒核酸，证实 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ
可以应用于病毒早期感染诊断。 国内外研究人员

建立了多种 ＰＣＲ 检测技术应用于 ＴＭＥＶ 检测并取

得了较好的结果［７，１１ － １３］，本研究通过对 ＴＭＥＶ 自然

感染和人工感染临床样本进行综合检测分析，证实

ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 可以有效地应用于 ＴＭＥＶ 感染诊断，可以

作为实验动物国标补充检测方法。
（致谢：感谢本所的何丽芳在动物感染实验中

所做的工作。）
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