
２０１９ 年 ３ 月

第 ２９ 卷　 第 ３ 期
中国比较医学杂志

ＣＨＩＮＥＳＥ ＪＯＵＲＮＡＬ ＯＦ ＣＯＭＰＡＲＡＴＩＶＥ ＭＥＤＩＣＩＮＥ
Ｍａｒｃｈꎬ ２０１９

Ｖｏｌ. ２９　 Ｎｏ. ３

李晓波ꎬ付瑞ꎬ王吉ꎬ等. 小鼠诺如病毒检测方法团体标准的编制 [Ｊ]. 中国比较医学杂志ꎬ ２０１９ꎬ ２９(３): ７９－８３.
Ｌｉ ＸＢꎬ Ｆｕ Ｒꎬ Ｗａｎｇ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ｇｒｏｕｐ ｓｔａｎｄａｒｄｓ ｏｎ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ ｆｏｒ ｍｕｒｉｎｅ ｎｏｒｏｖｉｒｕｓ [ Ｊ]. Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ
２０１９ꎬ ２９(３): ７９－８３.
ｄｏｉ: １０􀆰 ３９６９ / ｊ.ｉｓｓｎ.１６７１－７８５６􀆰 ２０１９􀆰 ０３􀆰 ０１３

[作者简介]李晓波(１９８０—)ꎬ男ꎬ副研究员ꎬ研究方向:实验动物病毒学ꎮ Ｅ￣ｍａｉｌ: ｌｉｘｉａｏｂｏ＠ ｎｉｆｄｃ.ｏｒｇ.ｃｎ
[通信作者]岳秉飞(１９６０—)ꎬ男ꎬ研究员ꎬ研究方向:实验动物学ꎮ Ｅ￣ｍａｉｌ: ｙ６７８４＠ １２６.ｃｏｍ

小鼠诺如病毒检测方法团体标准的编制

李晓波ꎬ付　 瑞ꎬ王　 吉ꎬ王淑菁ꎬ王莎莎ꎬ李　 威ꎬ秦　 骁ꎬ
黄宗文ꎬ贺争鸣ꎬ岳秉飞∗

(中国食品药品检定研究院实验动物资源研究所ꎬ北京　 １０２６２９)

　 　 【摘要】 　 随着生命科学的发展ꎬ对实验动物质量的要求也越来越高ꎬ实验动物标准的不断完善就变得尤为重

要ꎬ小鼠诺如病毒在实验小鼠中有很高的感染率ꎬ小鼠感染后不仅对动物本身造成危害ꎬ对实验结果也会产生较大

影响ꎮ 我国的实验动物国家标准目前还未将小鼠诺如病毒纳入常规检查项目ꎬ我们参考国内外小鼠诺如病毒的最

新研究成果及国外相关标准ꎬ编制了小鼠诺如病毒的团体标准ꎮ 本文介绍了小鼠诺如病毒检测方法团体标准编制

的背景、法律法规依据ꎬ对标准内容的设置进行了解释ꎮ 本标准的编制完善了实验动物相关标准ꎬ为推动实验动物

质量的提高ꎬ适应实验动物国际化发展的需求提供了技术支持ꎮ
【关键词】 　 实验动物ꎻ团体标准ꎻ小鼠诺如病毒
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　 　 小鼠诺如病毒在实验小鼠中有很高的感染率ꎬ
其对动物本身及实验结果均会产生较大影响ꎬ目前

我国还没有制定小鼠诺如病毒的相关标准ꎮ 中国

实验动物学会结合实际需求提出了小鼠诺如病毒

检测方法团体标准的研究和撰写ꎬ由中国食品药品

检定研究院和广东省实验动物监测所共同完成ꎮ
本文介绍了该标准编制的背景、法律法规依据ꎬ并
对标准内容的设置进行了解释ꎮ

１　 编制背景

２００３ 年 Ｋａｒｓｔ 等人通过脑内连续传代的方法ꎬ
从死亡的先天免疫缺陷小鼠(ＲＡＧ２－ / － / ＳＴＡＴ１－ / － )
体内分离得到一种新的病原体ꎬ经鉴定该病原体属

于杯状病毒科ꎬ诺如病毒属ꎬ命名为小鼠诺如病毒 １
型(ｍｕｒｉｎｅ ｎｏｒｏｖｉｒｕｓꎬＭＮＶ￣１)ꎮ 小鼠死于脑炎、脑膜

炎、肝炎以及肺炎等致死性感染[１]ꎮ 随后其他 ＭＮＶ
毒株相继被分离ꎬ这些新发现的毒株其病原特性与

原始分离株不尽相同[２]ꎮ
ＭＮＶ 在实验小鼠中有很高的感染率ꎮ 其作为

一种胃肠道病原体ꎬ主要通过粪口途径传播ꎬ也可

经呼吸道传播ꎬ小鼠经口感染 ＭＮＶ 后可持续通过

粪便向外排毒ꎬ排毒时间可达 ８ 周以上ꎬ病毒可在粪

便中及潮湿物体表面存活 ４０ ｄ 以上ꎬ同时各种品系

小鼠均易感ꎬ因此很容易在实验小鼠群体中形成爆

发流行ꎬ据称 ＭＮＶ 是目前实验小鼠中感染率最高

的病毒ꎬ其感染率是排在第二位的小鼠细小病毒的

１０ 倍[３]ꎮ Ｍａｓａａｋｉ 等于 ２００９ 年首次报道了 ＭＮＶ 在

日本的感染ꎬ其对来自 ６ 个实验小鼠种群的 ３７ 份小

鼠粪便样本进行检测ꎬ ＭＮＶ 阳性率为 ２２％ ( ８ /
３７) [４]ꎮ Ｋｉｍ 等对来自韩国的 １５ 个动物设施的 １１
个近交系或封闭群的 ７４５ 份小鼠血清调查表明ꎬ总
ＭＮＶ 抗体阳性率为 １５％(１１２ / ７４５)ꎬ其中包括内部

繁殖种群ꎬ外购动物及基因修饰动物[５]ꎮ Ｏｈｓｕｇｉ 对
来自日本和美国的 ２９ 个动物设施的 ９６ 只小鼠调查

表明ꎬ日本普通级小鼠和 ＳＰＦ 级小鼠中 ＭＮＶ 抗体

阳性率分别为 ６７􀆰 ３％(３７ / ５５)和 ３９􀆰 １％(９ / ２３)ꎻ美
国普通级小鼠阳性率为 ６２􀆰 ５％(１０ / １６)ꎬＳＰＦ 级小

鼠中未检出(０ / ２) [６]ꎮ Ｃｈａｒｌｅｓ Ｒｉｖｅｒ 对客户送检的

４２０００ 份小鼠血清中的 ＭＮＶ 进行检测发现其阳性

率为 ３２􀆰 ４％[３]ꎮ Ｍａｈｌｅｒ 等对来自西欧的 １００ 多个

动物设施中实验大、小鼠流行的 ２４ 种病毒及支原体

的检测显示ꎬ在众多病原体中ꎬＭＮＶ 是感染率最高

的病原体ꎬ阳性率为 ３１􀆰 ８％(２６７０ / ８３９４) [７]ꎮ 我国

ＭＮＶ 的感染情况也不容乐观ꎬ袁文于 ２０１０ 年首次

报道我国广东省实验小鼠 ＭＮＶ 感染率为 ３７􀆰 ３８
(７７ / ２０６)ꎬ且不同设施来源的病毒基因型有差

异[８]ꎮ 中国食品药品检定研究院对 ２０１４ 和 ２０１５ 年

来自全国 １７ 个实验动物生产和使用单位的实验小

鼠进行了 ＭＮＶ 的监测ꎬ结果显示 ＭＮＶ 抗体阳性率

为 １８􀆰 ３％(２０４ / １１１４)ꎬ核酸阳性率为 ３４􀆰 ８％(１８１ /
５２０) [９]ꎮ 有报道对北京地区的 ６００ 只小鼠检测显

示 ＭＮＶ 感染率为 １１􀆰 ６７％ꎬ阳性小鼠主要来自动物

实验设施(阳性率 ３０􀆰 ９４％)ꎬ而商品小鼠的感染率

仅为 ０􀆰 ２７％[１０]ꎮ
ＭＮＶ 的感染会对实验动物造成很大危害ꎮ

ＭＮＶ 感染会导致免疫缺陷小鼠 ( 如 Ｓｔａｔ１－ / － 和

ＩｆｎＲ－ / －小鼠)组织发生系统性病变ꎬ导致肝、脾、肺、
小肠等产生炎症和坏死[１１]ꎻ免疫功能正常小鼠感染

ＭＮＶ 后虽然大部分不表现临床症状ꎬ但有报道野生

型 １２９ 小鼠在感染 ＭＮＶ 后出现肝的轻到中度损伤ꎬ
小肠淋巴结生发中心增大ꎬ脾红髓增生ꎬ白髓活化

等病理改变[１２]ꎮ 很多研究通过免疫组化ꎬ免疫荧

光ꎬ原位杂交等方法证实 ＭＮＶ 能够感染不同组织

里的巨噬细胞和树突状细胞ꎬ包括肝、肺、肠系膜淋

巴结、腹膜、小肠、脾和主动脉等ꎬ说明不论免疫缺

陷小鼠还是正常小鼠均可能发生 ＭＮＶ 的全身性播

散[１３－１５]ꎮ 以上事实表明 ＭＮＶ 感染对小鼠组织的损

伤不容忽视ꎮ
ＭＮＶ 的感染会对实验结果产生较大影响ꎮ 随

着对 ＭＮＶ 研究的深入ꎬＭＮＶ 感染对实验的影响越

来越受到重视ꎬ一些研究表明 ＭＮＶ 感染会对实验

造成一定影响ꎬ严重的会导致结果出现偏离ꎮ Ｄｏｏｍ
等报道小鼠巨细胞病毒(ＭＣＭＶ)模型在同时感染

ＭＮＶ 后ꎬ虽然并不影响 ＭＣＭＶ 的感染滴度也没有

引起 ＭＣＭＶ 的再活化ꎬ但会导致 ＣＤ８＋ Ｔ 细胞对

ＭＣＭＶ 的免疫优势表位的应答减弱[１６]ꎮ Ｌｅｎｃｉｏｎｉ
等发现 ＭＮＶ 的急性感染可通过增强树突状细胞的

抗原递呈活性来改变肠炎小鼠模型的疾病进程ꎬ如
会加重 Ｍｄｒｌａ－ / － 小鼠细菌性肠炎的进程ꎬ 但对

Ｓｍａｄ３－ / －小鼠影响不大[１７－１８]ꎮ 还有报道发现 ＭＮＶ￣
１ 的感染会加重重复感染大肠杆菌小鼠模型的炎症

反应ꎬ导致其死亡率明显提高[１９]ꎮ 有趣的是在某些

动物模型中 ＭＮＶ 的感染会对动物起到保护作用ꎬ
Ｔｈｅｐａｕｔ 等报道 ＭＮＶ 的共感染会延长绿脓杆菌所致

急性肺损伤小鼠的存活期ꎬ减少体内促炎因子的产

生ꎬ但这也说明 ＭＮＶ 的感染会显著改变传统动物
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感染 模 型 的 实 验 参 数ꎬ 从 而 导 致 错 误 的 实 验

结果[２０]ꎮ
鉴于 ＭＮＶ 的上述特征ꎬ国际上的一些实验动

物权威监管和检测机构如欧盟实验动物科学联合

会(ＦＥＬＡＳＡ)、Ｃｈａｒｌｅｓ Ｒｉｖｅｒ 实验室、杰克逊实验室

等均将其列为实验小鼠的常规必检项目[２１]ꎬ遗憾的

是我国的实验动物国家标准和其他相关标准均不

包括 ＭＮＶꎬ为提高实验小鼠质量ꎬ适应我国目前实

验动物科学的发展水平和应用要求ꎬ与国际标准接

轨ꎬ亟需制定小鼠诺如病毒检测技术的相关标准ꎮ

２　 法规依据

质检总局、国家标准委、民政部于 ２０１７ 年底发

布的«团体标准管理规定(试行)»对团体标准的制

定、实施和监督进行了详细的规定[２２]ꎬ第三条对团

体标准进行了定义:“团体标准是依法成立的社会

团体为满足市场和创新需要ꎬ协调相关市场主体共

同制定的标准”ꎮ 小鼠诺如病毒检测方法团体标准

的制定均严格遵照该规定的要求执行ꎮ
«团体标准管理规定(试行)»第十三条“团体标

准的编写参照 ＧＢ / Ｔ １􀆰 １«标准化工作导则第 １ 部

分:标准的结构和编写»的规定执行”ꎮ 本标准的编

写也严格参照了本导则的规定进行ꎮ
本标准收集、整理了国内外有关组织、地方和

实验动物专业生产公司的实验小鼠诺如病毒检测

的先进标准ꎬ在研究分析质量标准和控制要求的异

同点后ꎬ在我国现有的实验小鼠目前微生物质量控

制研究基础之上制定ꎮ 在确定本标准各项指标时ꎬ
以国家科委第 ２ 号令«实验动物管理条例»和国家

科委与国家技术监督局联合颁发的«实验动物质量

管理办法»为依据ꎬ同时参考了国家标准«实验动物

微生物学等级及监测»、«实验动物 微生物学检测方

法»ꎬ以及国际公认的具有权威性的资料如 ＦＥＬＡＳＡ
及世界动物卫生组织(ＯＩＥ)等资料ꎬ使本标准的各

项指标与国际水平接轨ꎬ符合国家标准的要求ꎬ使
标准具有一定的可操作性ꎮ

３　 内容编制

３􀆰 １　 检测方法的设置

随着对 ＭＮＶ 研究的深入ꎬＭＮＶ 的检测方法也

越来越趋于成熟ꎬ目前已建立和应用的主要实验室

检测技术有病毒的分离和鉴定、免疫荧光法(ＩＦＡ)、
酶联免疫吸附试验 ( ＥＬＩＳＡ)、 聚合酶链式反应

(ＰＣＲ)及实时荧光 ＰＣＲ(ｑＰＣＲ)等ꎮ 单一的检测方

法都有其优缺点ꎬ考虑到既能检测 ＭＮＶ 抗原ꎬ又能

检测病毒抗体ꎬ我们参考了欧盟实验动物科学联合

会(ＦＥＬＡＳＡ)有关 ＭＮＶ 的检测技术[２１]ꎬ在本团体

标准中规定了病毒的分离培养、ＩＦＡ、ＥＬＩＳＡ、ＰＣＲ 及

ｑＰＣＲ 等检测方法ꎮ «团体标准管理规定(试行)»第
十条规定:“团体标准的技术要求不得低于强制性

标准的相关技术要求”ꎮ 列入本标准的检测方法主

要有两个来源ꎬ一是起草单位实验室建立并验证的

方法ꎬ列入本标准的大部分方法均来自于此ꎻ另一

部分是文献报道的方法ꎬ这些方法经起草单位实验

室验证其敏感性、特异性及稳定性等指标ꎬ选择指

标良好的方法列入本标准ꎮ 没有一种检测方法是

万能的ꎬ每种方法都有其优缺点及检测的局限性:
病毒的分离和鉴定多用于急性病例的确诊ꎬＩＦＡ 和

ＥＬＩＳＡ 主要用于检测 ＭＮＶ 抗体ꎬＥＬＩＳＡ 可用于大量

样本的筛查ꎬＩＦＡ 可做确认试验ꎮ ＰＣＲ 和实时荧光

ＰＣＲ 用于检测病毒核酸ꎬ准确快速ꎬ可在 ＭＮＶ 抗体

未出现阳转之前检测到抗原ꎬ并且适用于不产生抗

体的免疫缺陷动物中 ＭＮＶ 的检测ꎬ同时小鼠粪便

作为检测样本ꎬ取样方便ꎬ不需处死动物ꎬ符合实验

动物福利伦理的要求ꎬ因此目前应用较广泛ꎮ 这两

种方法相比ꎬＰＣＲ 方法操作简便ꎬ但实验操作较费

时ꎬ并且 ＰＣＲ 产物电泳步骤增加了交叉污染的风

险ꎻ荧光 ＰＣＲ 方法简便快捷ꎬ样品反应和结果观察

均在一个体系内完成ꎬ减少了交叉污染的机会ꎬ被
越来越多的广泛应用ꎬ但成本较高ꎮ 在实际应用

中ꎬ可根据各个实验室的检测需求和实验室的现有

条件ꎬ从中选用 １~２ 种方法应用即可ꎮ 各种检测方

法如果有合适的商品化试剂也可购买使用ꎬ但必须

对所购买的试剂进行质控验证ꎮ
３􀆰 ２　 抗原检测方法

３􀆰 ２􀆰 １　 病毒的分离培养[２３]

病毒的分离培养作为病毒感染检测的“金标

准”ꎬ列入了本团体标准ꎮ ＭＮＶ 是第一个能在体外

通过细胞进行分离培养的诺如病毒ꎬ本标准规定了

ＭＮＶ 用 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞进行分离培养的技术ꎬ
ＲＡＷ 细胞分离自白血病病毒诱发的小鼠淋巴瘤ꎬ属
小鼠巨噬细胞系ꎬ易于传代培养ꎬ感染 ＭＮＶ 后会产

生明显的细胞病变ꎬ目前已被广泛用于 ＭＮＶ 的体

外培养分离ꎮ
３􀆰 ２􀆰 ２　 核酸检测技术

(１)普通 ＰＣＲ 方法:目前荧光 ＰＣＲ 作为一种主
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流的核酸检测技术ꎬ比普通 ＰＣＲ 方法敏感性高 １ 至

２ 个数量级ꎬ且 ＰＣＲ 产物无需琼脂糖凝胶电泳ꎬ节
省了实验时间ꎬ并且减少了污染的几率ꎬ有着普通

ＰＣＲ 不能比拟的优势ꎬ但其仪器较贵ꎬ并且 ＰＣＲ 试

剂的合成费用较高ꎬ对一些还不具备荧光 ＰＣＲ 实验

条件实验室可采用成本较低的普通 ＰＣＲ 方法ꎮ 本

标准所列的 ＰＣＲ 方法包含单次 ＰＣＲ 和套氏 ＰＣＲ 两

种方法ꎬ单次 ＰＣＲ 相比套氏 ＰＣＲꎬＰＣＲ 进行一轮扩

增ꎬ所用时间短ꎬ但单次 ＰＣＲ 的敏感性不如套氏

ＰＣＲꎻ套氏 ＰＣＲ 敏感性高ꎬ但需要进行两轮扩增ꎬ第
２ 轮 ＰＣＲ 反应是以第 １ 轮的 ＰＣＲ 产物为模板ꎬ因而

增加了污染的几率ꎬ容易产生假阳性结果ꎮ 这两种

方法各有优缺点ꎬ可根据实际情况任选一种即可ꎮ
(２)荧光 ＰＣＲ:本标准所列的荧光 ＰＣＲ 方法包

含染料法[９]和探针法两种方法ꎬ均可用来定量检测

ＭＮＶꎮ 染料法是在 ＰＣＲ 反应体系中加入荧光染料ꎬ
利用荧光染料能特异的掺入 ＤＮＡ 双链从而发射荧

光信号ꎬ而单链 ＤＮＡ 则不会掺入结合的特点ꎬ荧光

信号的增加与 ＰＣＲ 产物的增加成正比ꎬ通过检查荧

光信号来判断是否有产物扩增ꎮ 探针法主要是采

用一条特异性探针ꎬ在其两端分别标记一个报告荧

光基团和一个淬灭荧光基团ꎮ 在探针完整时ꎬ报告

基团发射的荧光信号被淬灭基团吸收ꎻ而在有特异

ＰＣＲ 扩增时ꎬＴａｑ 酶的酶切活性将探针酶切降解ꎬ报
告基团和淬灭基团分离ꎬ淬灭作用消失ꎬ因而产生

荧光信号ꎮ 从原理来看ꎬ染料法不含特异探针ꎬ只
有一对特异性引物ꎬ其特异性会降低ꎬ因此结果判

定需要结合溶解曲线来进行ꎬ但染料法的敏感性高

于探针法ꎬ最低可检测到 １０ 拷贝 / μＬ ＭＮＶ 核酸ꎮ
两种方法也是各有优劣ꎬ同样可根据需要选择一种

方法即可ꎮ
３􀆰 ３　 抗体检测方法

３􀆰 ３􀆰 １　 ＥＬＩＳＡ
ＥＬＩＳＡ 方法由于其操作简便易行的特点ꎬ是目

前实验动物国家标准中检测病毒抗体的主流方法ꎬ
其操作步骤参考 ＧＢ / Ｔ １４９２６􀆰 ５０－２００１«实验动物

酶联免疫吸附试验»ꎮ 所用的检测抗原既可以是重

组抗原也可以是纯化的病毒抗原ꎬ无论是重组抗原

还是病毒抗原ꎬ都要求较高的纯度ꎮ
３􀆰 ３􀆰 ２　 ＩＦＡ

在 ＥＬＩＳＡ 检测为可疑结果的情况下(如 ＯＤ 值

处于临界值的情况)ꎬ可用 ＩＦＡ 进行确认实验ꎮ 本

标准规定了 ＭＮＶ 接种 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞的免疫荧光

检测方法ꎬ具体操作参照 ＧＢ / Ｔ１４９２６􀆰 ５２－２００１ «实
验动物 免疫荧光试验»ꎮ

４　 未来展望

实验动物被誉为生命科学研究中的“活天平”
和“活试剂”ꎬ实验动物质量关系到科学实验结果的

可靠性和准确性ꎬ从而影响药品质量评价和人民群

众的身体健康ꎬ因此对实验动物质量尤其是微生物

和寄生虫等的预防与控制ꎬ显得尤为紧迫和需要ꎮ
我国目前对实验小鼠的微生物监测主要参照

实验动物国家标准“ＧＢ １４９２２􀆰 ２－２０１１ 实验动物 微

生物学等级及监测”ꎬ其中对清洁级小鼠病毒规定

检测 ５ 项ꎬＳＰＦ 级小鼠在清洁级小鼠的基础上增加

６ 项ꎮ 国家标准的历次修订均未考虑将 ＭＮＶ 加入ꎬ
这也造成了国内大部分实验小鼠的 ＭＮＶ 感染情况

处于无监管状态ꎬ实际感染状况堪忧ꎬ对实验动物

的质量及实验结果造成的潜在影响不容忽视ꎮ
«团体标准管理规定(试行)»第二十五条“团体

标准实施效果良好ꎬ且符合国家标准、行业标准或

地方标准制定要求的ꎬ团体标准发布机构可以申请

转化为国家标准、行业标准或地方标准”ꎮ 本团体

标准在将来的实施和实践中也会不断的改进和提

高ꎬ随着实验动物科学的发展ꎬ实验动物质量标准

要求的越来越高ꎬ团体标准转化为国家标准或地方

标准势在必行ꎬ将成熟的经实践检验过的团体标准

转化为实验动物的国家标准ꎬ从而填补国家标准中

ＭＮＶ 检测的空白ꎬ也是促进我们的国家标准与国际

接轨ꎬ提高我国实验动物质量整体水平的必然要求ꎮ
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