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摘要%大鼠细小病毒是一种 G>N病毒(存在多种血清型(分为不同毒株+ 该病毒可自然感染实验大鼠和野鼠(不同

毒株感染后临床症状不一+ 该病毒可对大鼠的组织或器官造成影响(导致大鼠生理生化参数改变(直接影响实验

结果+ 因此(对感染大鼠的筛选鉴定至关重要+ 本文旨在系统阐述大鼠细小病毒检测技术的研究情况(对比不同

的方法(提出了问题和展望(为实验动物质量控制提供帮助+

关键词%大鼠细小病毒,WE<=N,FAH,/IND
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!!实验动物是生命科学研究的基础和条件+ 其质
量直接影响实验结果的准确性和可靠性+ 实验动物
质量控制的核心是对实验动物携带的微生物和寄生
虫进行严格控制+

大鼠细小病毒!H39F3M‘6‘1MS*(HFa"属于细小
病毒科*细小病毒属(单链负链 G>N病毒(无囊膜(
具有多种血清型+ 该病毒存在于实验大鼠*野生大
鼠和自然环境中(严重危害实验大鼠健康(感染后可
造成动物死亡和种群繁殖率下降(造成环境污染+
大鼠排泄物和分泌物是主要的传染源+ 该病毒同时
会污染血清*细胞培养物*胚胎等生物样品(尤其是
该病毒某些毒株可以污染肿瘤细胞系(对肿瘤细胞
造成抑制+ 为控制该病毒传播(确保实验动物质量(
已建立了 HFa的多种检测方法+ 本文就目前大鼠

细小病毒检测方法进行综述+

/K大鼠细小病毒毒株分类

HFa分 为 三 个 血 清 型 包 括 HFaJ" ! H39
F3M‘6‘1MS*I+:Q""(dHa!d1O837H39a1MS*"和 VJ"
!I66O32)*VJ"" - ". + 根据我国实验动物微生物学检
测的规定 - &. ( =FY级实验大鼠须检测 HFa的 dHa
株和 VJ" 株+ 国外对 HFa分类与检测范围和我国
不 同( 美 国 查 尔 斯 河 实 验 室 ! A83MOQ*H1‘QM
E3T6M396M1Q*" - ). (指出 HFa病毒包括 HFaJ"(HFaJ&
!H39F3M‘6‘1MS*I+:Q&"(H[a!H39[12S9Qa1MS*"(
dHa(VJ"+ 欧洲实验动物学会联合会!YWEN=N" - (.

要求检测 dHa(H[a(HFa和 VJ"+ 具体见表 "+

表 /K不同国家和地区 !NL级实验大鼠 ?NI血清型的检测
@%J:-/K@"-!-G(:()#P%:H-F-PF#(&(R?NIR(G!NLG%F#&H#RR-G-&FP(+&FG#-Q%&HG-)#(&Q

大鼠细小病
毒毒株

中国实验动
物国家标准

A83MOQ*H1‘QM
E3T6M396M1Q*

欧洲实验动物学会联盟
!YWEN=N"

日本实验动物
中央研究所

台湾大学医学院
实验动物中心

dHa - - - - -
VJ" - - - - -
HFa - - -
H[a - -

!!注%-代表检测
>69Q%-*86-,Q9Q59162
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!!"%B% 年 d1O837和 cO1‘1QM- B.发现在大鼠肿瘤细
胞系中存在一种污染性物质(经分离发现该污染物
为病毒(并称为 d1O837M39‘1MS*!dHa"或 H39a1MS*
!Ha"+ "%?# 年 I66O32 等 - ?.总结前人研究(通过移
植人类肿瘤的无细胞!AQOOJPMQQ"游离成份(会导致
仓鼠出现病变(认为这种可滤过性因子是病毒引起
的(并从大鼠中分离该因子(移植到人肝癌细胞 "
!VW:J"" 中(最终鉴定为病毒(这种病毒称之为
I66O32 病毒(通常称之为 VJ"病毒+

"%%$ 年 \3OOJD66,M158 等 - ’.发现了一种新的大
鼠细小病毒 FHaJ"(通过克隆*G>N序列分析来与
其他细小病毒进行比对发现(FHaJ" 的编码衣壳蛋
白的 aF" 序列和其他细小病毒的 aF" 序列相似度
不超过 ?%f(这就解释了 FHaJ" 的抗原差异性+ 同
时(\3OOJD66,M158 进行抗体检测分析发现(其有别于
dHa和 VJ"不同的血清型(是第三种血清型+ &##&
年 L32 等 - $.发现了之前三种大鼠细小病毒不同的
H[a毒株(分别是 H[aJ"3(H[aJ"T(H[aJ"5(通过
基因组核苷酸序列分析和蛋白质氨基酸序列预测的
方法(发现三种 H[a毒株它们有着共同的启动子
和剪切区域(转录起始密码子和终止密码子(它们基
因序列的同源性约 %’f(氨基酸序列的相似性约
%Bf(H[a与 dHa和 VJ" 的基因序列差异性小(但
是与 FHaJ" 存在较大差异+ 通过 VN<试验发现(
H[a有着与 dHa*VJ" 和 HFaJ"不同的血清型+

5K大鼠细小病毒检测方法

5M/K毒株分离与鉴定
对疑似感染细小病毒的大鼠进行组织取材(取

材部位根据可能感染毒株的不同而不同+ 将取材的
组织进行培养(获取上清液(用滤膜过滤(滤过液接
种特定细胞进行培养(然后进行病毒检测(如动物回
归实验*分子生物学鉴定*血清学鉴定等+

国外一般采用 >\J)&( d细胞对 VJ" 毒株进行
分离培养 - %J"". (如 EQS58*等在研究如何高质量大规
模纯化生产 VJ" 毒株时(采用由 =a(# 转化的新生
儿肾细胞 >\J)&( d(来提高 VJ" 作为 G>N病毒的
复制扩增能力+ 对 dHa株一般采用 G[W[培养基
培养大鼠肾细胞 !>Hd细胞 " - "&J"). (dHa病毒在
>Hd细胞上会形成吞噬斑(所以可以通过病毒空斑
实验检测 dHa毒株+

刘先菊等 - "(J"B.分别建立了大鼠细小病毒 dHa

株和VJ"株的细胞培养方法+ 采用大鼠胶质瘤细胞
系!H39RO13O5QOOO12QA?"培养大鼠细小病毒 dHa和
VJ"(待细胞病变达到测定标准后(进行 Y<IA鉴定
所培养病毒的抗原(用 VN测定培养物上清效价(用
G>N测序鉴定所培养病毒(结果发现采用 A? 细胞
系可以大量培养 dHa和 VJ"+
5M5K血清学检测

血清学检测是诊断和鉴定病毒的重要方法之
一+ 我国实验动物标准规定了四种方法用于大鼠细
小病毒的检测 - &. %血凝抑制试验!V<"*免疫酶试验
!<WN"*免疫荧光试验 !<YN"*酶联免疫吸附试验
!WE<=N"+

吴小闲等 - "?.采用 V<方法检测大鼠细小病毒
Ha株!也称 dHa"和 VJ" 株(均发现存在阳性感染
的情况+ 贺争鸣等 - "’.采用 WE<=N*<WN和 V<这三
种方法进行比较(检测了大鼠细小病毒 Ha株(发现
WE<=N和 <WN在重复性和抗体阳性检出率方面均优
于 V<!*m#C#B"+ 王翠娥等 - "$.采用 WE<=N方法对
&#"& 年至 &#") 年国内 )? 家单位的大鼠和小鼠血
清进行病毒抗体检测(检测出来的阳性样品再用免
疫荧光试验!<YN"进行复检(大鼠细小病毒检测项
目按照查尔斯河实验室的检测项目进行(发现大鼠
细小病毒毒株 HFa*VJ"*dHa*H[a均呈阳性+ 李
晓波等 - "%.报道(在 "? 个实验动物质量检测实验室
进行比对中("( 个实验室采用 WE<=N(占 $’CBf()
个实验室采用 <YN方法(另有 " 个实验室同时采用
<YN和 WE<=N方法+ 目前(对大鼠细小病毒进行检
测的进口 WE<=N试剂盒一般采用 A83MOQ*H1‘QM*
\169Q58 IM3,12RF3M92QM**_:MQ**\16E1PQ=51Q25Q等公
司产品+ 国产 WE<=N大鼠细小病毒检测试剂盒主
要采用中国食品药品检定研究院产品+ 付瑞等 - &#.

建立了 VJ" 细小病毒抗体 WE<=N检测方法(经试验
发现与大鼠 dHa病毒有交叉反应+

不同国家或地区检测大鼠细小病毒毒株类型不
同(初检和复检的方法也有所差异+ 如美国查尔斯
河实验室的动物诊断研究服务部 - &".对近五年北美
地区和西欧!主要是法国"的大鼠和小鼠流行病学
情况进行研究+ 共收集了 B# 万份小鼠样品和 $ 万
份大鼠样品+ 采用血清学方法检测大鼠细小病毒
!病毒毒株为 dHa*H[a*VJ" 和 HFa"+ 初步检测
采用多重免疫荧光方法 ![SO91:OQ/Q, YOSM67Q9M15
<77S2Q26N**3+([Y<N"或 WE<=N(对于检测出的阳
性样品复检采用 <YN或 VN<(具体见表 &+

/"$/
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表 5K!NL级大鼠细小病毒血清学检测#查尔斯河实验室$

@%J:-5K@"-!-G(:()#P%:H-F-PF#(&(RG%FT%GU(U#G+QR(G

!NLG%F#&E"%G:-Q?#U-G;%J(G%F(G#-Q

毒株
方法

初次检验 复检
d1837M39‘1MS*!dHa(Ha" [Y<N;WE<=N <YN(VN<
H39712S9Q‘1MS*!H[a" [Y<N;WE<=N <YN
H39:3M‘6‘1MS*!HFa" [Y<N;WE<=N <YN
I66O32)*VJ" ‘1MS*!VJ"" [Y<N;WE<=N <YN(VN<

!![32bS2398 等 - &&.对印度 &? 个实验动物机构的
大鼠和小鼠进行了血清学调查(每个机构分别采集
B 份大鼠和 B 份小鼠血样(在 ")# 份大鼠血样中用
WE<=N方法检测大鼠细小病毒 dHa株和 HFa株(
发现 HFa感染率在 BC)$f(dHa无感染+ [5122Q*
等 - &).在 &##( 年到 &##% 年间从澳大利亚*新西兰和
新加坡等国家的大学*研究中心*科研机构获取 =FY

级的大鼠和小鼠(采用过量 Ac& 安乐死(在收集的
血清和组织样品中检测出大鼠细小病毒(毒株包括
VJ"(dHa(H[a和 HFa+ 检测方法为首先进行
WE<=N检测(对于 WE<=N检测结果不确定或可疑的(
再 用 <YN 进 行 重 测+ E132R等 - &(. * Q̂22QM和
HQK23SO9- &B.以及 =58662,QM73M. 等 - &?.对不同国家或
地区大鼠和小鼠进行病毒流行调查和血清学筛查(
均采用 WE<=N作为大鼠和小鼠细小病毒的首选检
测方法+

综上所述(国内外实验室在检测大鼠细小病毒
毒株种类上存在差异(但普遍采用血清学检测方法(
WE<=N使用最多+ 对于某些血清样品结果的不确定
性(通常采用 <YN或 VN<进行复检(以对检测结果
进行确认+
5M3K分子生物学检测

采用普通 FAH检测大鼠细小病毒(如 \Q**QO*Q2
等 - &’.采用 FAH技术来检测 VJ" 和 dHa毒株(通过
设计引物来扩增 VJ" 和 dHa编码衣壳蛋白的 aF

基因为目的片段+ L32 等 - &$.采用 FAH检测 HFa

和H[a病毒(设计引物分别扩增HFa的>= 区序列
和 H[a的 aF区序列目的基因+

除普通 FAH方法之外(我国学者还采用多重
FAH方法进行大鼠细小病毒的分子生物学检测+
李晓波等 - &%.建立对大鼠 VJ" 和 dHa毒株检测的双
重 FAH方法(分别设计特异性引物(扩增目的片段
是病毒的衣壳蛋白基因编码区!aF"(并确定 & 对引
物无交叉反应(实验结果发现能够高效检测大鼠细

小病毒的感染+ 饶丹等 - )#.根据大鼠细小病毒基因
特异性(采用双重 FAH的方法(来检测 VJ"*dHa*
H[a和 HFa四种大鼠细小病毒(在 aF& 基因筛选
一对用于特异扩增 HFa毒株的引物(在 >=" 基因设
计一对用于扩增 VJ"*dHa和 H[a的引物(敏感实
验表 明( 双 重 FAH 的 最 低 检 测 限 可 达 " ###
拷贝;%E+

以高通量测序方法为基础(可以进行不同毒株
的大鼠细小病毒检测+ 传统的基因测序技术采用
=32RQM法(存在成本高*耗时及测序样品受限等不利
因素(E1PQ=51Q25Q*公司发明了高通量测序技术又称
第二代测序技术 ! 2Q/9RQ2QM39162 *QKSQ2512R(>D="
可以对上百万 G>N分子进行测序检测+ 查尔斯河
实验室已经开展了商业化高通量试验&检测 G>N
病毒服务+ VuPOQM等 - )".针对啮齿类实验动物存在
的病毒*细菌的监控(开发出一种新的高通量多重
FAH分析方法( 称之为 MGaY!M6,Q29G>N ‘1MS*
P12,QM"(可以同时鉴定 &( 种大鼠和小鼠 G>N病毒
感染情况(其中大鼠细小病毒包括 VJ"*HFa*dHa
和 H[a+

ES712Q/液相芯片分析技术可进行多种微生物
和病毒的检测(其技术包括 /[NF技术和 /IND技
术+ /IND技术使用专有通用标签系统(易于进行
优化和核酸检测开发(ES712Q/公司所提供的基于
/IND技术的核酸检测(包括感染性疾病和基因检
测相关的临床诊断检测+ 如对多种肠道病原体和呼
吸道病毒均可以采用 /IND技术进行检测 - )&J)). + _S
等 - )(.发明一种阵列式 /IND检测方法(可同时检测
大鼠细小病毒 dHa*VJ"*HFa和 H[a(并对这四种
毒株予以区别(通过 /IND技术和常规 FAH技术检
查了 B# 个临床样品(结果显示高度一致+

3K结语

病毒分离培养和观察鉴定被认为是病原微生物
检测的0金标准1 !D6O, =932,3M,"(但缺点是检测周
期长(速度慢(对操作要求较高且成本也高+

血清学检测是现行的实验动物国家标准规定的
方法(目前各实验室普遍采用 WE<=N进行大鼠细小
病毒初筛(复检时用 <YN或 V<N进行+ 虽然 WE<=N
和 <YN检测敏感性好(但是由于大鼠细小病毒毒株
的非结构蛋白相对保守(导致抗体会产生交叉反应(
因此 WE<=N和 <YN检测的特异性较差(不易将不同

/&$/
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毒株的细小病毒区分开来+ V<N检测有一定特异
性(但由于其只针对抗体直接作用于不同毒株的血
细胞凝集素上(形成血凝抑制反应(因此敏感性
较低+

以 FAH为主的分子生物学技术具有高效*快
速*灵敏的优点(但该技术也存在有假阳性和假阴性
的缺点+ 目前该技术及衍生技术广泛应用于国内外
啮齿类实验动物病毒检测中+ 多重 FAH及液相芯
片分析技术等方法可以快速区分不同毒株的大鼠细
小病毒+

细小病毒是严重影响实验大鼠健康的病毒之
一(因此建立起灵敏*准确*操作方便的检测方法(是
准确检测和有效控制该病毒传播的重要手段+
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