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浅谈实验动物病毒检测实践中发现的问题
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　 【摘要】　实验动物病毒学检测项目、检测方法、检测频率等在实际应用中仍存在诸多问题。本文简要介绍国内外常用实验动物病毒检测的内容和方法。结合目前我国实验动物病毒检测实际工作中值得关注的问题提出建议。
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Analysis of Problems in Virological Quality Monitoring of Laboratory Animals 
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[Abstract]  There are many problems in Virological Quality Monitoring of laboratory Animals,for example, monitoring items test methods and samples, and frequency of monitoring. This article introduces briefly the health monitoring recommendation for virus detection of laboratory animals in China and foreign countries. In order to meet the needs for the development of the laboratory animal science, the author put forward some suggestions for the solution of problems in  virus detection of  laboratory animals in China.  
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实验动物病毒学检测是确保实验动物质量的有效措施之一，国外许多实验动物机构都建有自己的病毒学质量监测体系，我国实验动物病毒学检测技术和监测能力也不断发展，达到了一定的标准化水平[1]。然而随着科学研究不断发展，实验动物病毒检测工作的不断深入，发现实验动物病毒检测内容、检测方法、检测能力和检测试剂等仍存在诸多问题。本文以常用实验动物（包括大鼠、小鼠、猴以及实验用小型猪）为代表，介绍国内外实验动物病毒检测项目的异同。
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1. 实验动物病毒学检测检测内容的比较   

1.1  小鼠、大鼠病毒学检测内容比较
小鼠、大鼠在各种实验研究中用量最大，用途最多。许多国家和地区都建立了啮齿类实验动物的专门机构进行着实验动物和动物实验的各方面科学研究工作，并制定了啮齿类实验动物的病毒学控制标准[2-5] （表1）。
表1  SPF级啮齿类实验大鼠、小鼠病毒学标准对比

Tab. 1 Comaprison of virological standards for SPF rats and mice

	疾病和病原体
	中国实验动
物国家标准
National standards, China
	台北医学大学实
验动物研究中心
Taiwan University
	日本实验动物
中央研究所
Japan  Central Institute of Exp Animals
	Charles River Laboratories
	Taconic Laboratory

	小鼠肝炎病  Mouse hepatitis virus（MHV）
	●
	●
	●
	●
	●

	小鼠细小病毒 Minute virus of mice（MVM）
	●
	▲
	▲
	●
	●

	小鼠微小病毒 Mouse parvovirus（MPV）
	
	▲
	
	●
	●

	小鼠轮状病毒  Epizootic diarrhea of infant mice（EDIM）
	
	●
	●
	●
	●

	大鼠细小病毒RV株  Kilham’s rat virus（KRV）
	●
	●
	●
	●
	●

	大鼠冠状病毒  Rat coronavirus（RCV）
	●
	
	
	
	●

	大鼠微小病毒 Rat minute virus（RMV）
	
	
	
	
	●

	大鼠细小病毒  Rat parvovirus（RPV）
	
	
	
	●
	●

	唾液眼泪腺炎病毒 Sialodacryoadenitis virus（SDAV）
	●
	●
	●
	●
	●

	大鼠细小病毒H-1株 Toolan’s  H-1 parvovirus（TH1）
	●
	●
	●
	●
	●

	脑脊髓炎病毒 Encephalomyelitis virus（GD7）
	●
	▲
	▲
	●
	▲

	大鼠脑脊髓炎病毒 Rat theilovirus （RTV）
	
	
	
	●
	

	小鼠肺炎病毒 Pneumonia virus of mice（PVM）
	▲
	▲
	▲
	▲
	▲

	仙台病毒 Sendai virus（SEN）
	▲
	▲
	▲
	▲
	▲

	淋巴细胞性脉络丛脑膜炎病毒 

Lymphocytic choriomeningitis virus（LCMV）
	●
	●
	●
	▲
	●

	小鼠痘病毒 Ectromelia virus（ECTR）
	●
	●
	●
	●
	●

	汉坦病毒 Hantaan virus（HANT）
	▲
	●
	●
	▲
	▲

	小鼠胸腺病毒 Thymic virus of vice（MTLV）
	
	
	
	●
	

	小鼠腺病毒  Mouse adenovirus（Mad）
	●
	▲
	▲
	▲
	

	小鼠腺病毒FL株 Mouse adenovirus（MAV1）
	
	
	
	
	▲

	小鼠腺病毒K87株 Mouse adenovirus（MAV2）
	
	
	
	
	▲

	小鼠唾腺巨胞病毒  Mouse cytomegalovirus（MCMV）
	
	●
	●
	●
	●

	呼肠孤病毒Ⅲ  Respiratory enteric orphan virus III（REO3）
	▲
	▲
	▲
	▲
	▲

	K病毒 Mouse pneumonitis virus（KV）
	
	
	
	●
	

	乳酸脱氢酶病毒 

Lactic dehydrogenase elevating virus（LDHV）
	
	
	
	●
	●

	鼠诺沃克类病毒 Mouse norovirus（MNV）
	
	
	
	●
	●

	多瘤病毒  Polyoma virus（POLY）
	●
	
	
	●
	●

	胸腺病毒  Thymic virus（THY）
	
	
	
	
	●


注：●代表仅大鼠或小鼠检测；▲代表大鼠和小鼠都检测            

1.2  猴病毒检测内容比较[3,7,8] 
欧洲FELASA以及日本筑波灵长类动物研究中心对非人灵长类的病毒学检测都有较高的标准。特别是FELASA对常用的食蟹猴、恒河猴、绿猴、狒狒、松鼠猴、狨猴，也包括猩猩，都有自己特定的病毒学控制要求，值得我国参考（表2）。

表2  SPF级非人灵长类实验动物病毒学质量标准对比

Tab. 2 Comparison of virological standards for SPF non-human primate laboratory animals

	　病原体
	中国 China
	FELASA*
	日本**

Japan
	美国 USA

	猕猴疱疹病毒  Cercopithecine herpesvirus 1 (BV)
	●
	●
	　
	●

	甲型肝炎病毒  Hepatitis A virus (HBV) 
	　
	●
	　
	　

	乙型肝炎病毒  Hepatitis B virus (HAV)
	　
	　
	●
	　

	猴空泡病毒Simian vacuolating virus (SV 40)
	　
	　
	●
	●

	猴免疫缺陷病毒 Simian immunodeficiency virus (SIV)
	●
	●
	●
	●

	猴T细胞趋向性病毒Ⅰ型

Simian T-cell lymphotropic virus  (STLV-l)
	●
	●
	●
	●

	猴D型逆转录病毒
Simian retrovirus type D (SRV/D)
	●
	●
	●
	●

	猴泡沫病毒Simina foamy virus (SFV)
	　
	　
	　
	　

	猿猴出血热病毒 Simian hemorrhagic fever virus (SHFV)
	　
	　
	　
	　

	猴痘病毒 Monkey pox virus  (SPV)
	● 
	　
	●
	　

	黄热病病毒 Yellow fever virus 
	　
	　
	　
	　

	丝状病毒 Filovirus 
	　
	●***
	　
	　

	麻疹病毒 Measles virus (ML)
	　
	　
	●
	　

	猴巨细胞病毒 Simian cytomegalovirus (SCMV)
	　
	　
	●
	　

	猴EB病毒 Epstein-Barr virus (EBV)
	　
	　
	●
	　


*   FELASA对不同种类的非人灵长类有不同的病毒学质量控制标准，表中列出的是针对恒河猴的质量标准；在病原名称中列出但没有检测的病原是FELASA针对其他种类非人灵长类检测的内容。

**  日本筑波灵长类动物研究中心针对SPF食蟹猴的病毒学控制标准。

*** 若为Filovirus阳性， 则需进一步鉴定是马尔堡病毒(Marberg virus, MBV)还是埃博拉病毒(Ebola virus, EBV)

1.3  小型猪病毒检测内容比较 
我国生物医学科学事业的发展使实验用小型猪得到了越来越广泛的应用，因而对标准化的实验用猪提出了更高要求。我国目前尚无国家标准，北京、上海相继出台了小型猪的实验动物地方标准。台湾省规定SPF猪应排除的病毒仅为：Herpes virus (Aujeszky’s virus)、 Coronavirus (TGE)、PRRS virus。欧洲各国、瑞典和美国实验动物中心对于猪病毒健康监控内容也不尽相同[9] （表3）。

表3     SPF级小型猪病毒学质量标准对比

Tab. 3 Comparison of virological standards for SPF minipigs

	疾病和病原体
	国内
	中国台湾
	欧洲各国
	瑞典
	美国

	口蹄疫病毒

Foot-and-mouth disease virus ,FMDV
	●
	
	
	
	

	猪瘟病毒

Classical swine fever virus
	●
	
	
	
	

	乙型脑炎病毒

Japanese encephalitis virus, JEV
	●
	
	
	
	

	猪圆环病毒2型

Porcine circovirus type 2,PCV2
	●
	
	
	
	

	猪水泡病病毒

Swine vesicular disease virus, SVD
	●
	
	
	
	

	猪传染性胃肠炎病毒

Porcine transmissible gastroenteritis virus，TGEV
	●
	
	
	
	

	疱疹病毒

Herpes virus (Aujeszky’s virus)
	
	●
	
	
	

	伪狂犬病病毒

Morbus Aujeszky virus
	●
	
	●
	●
	●

	脑炎心肌炎病毒

Encephalomyocarditis virus
	
	
	●
	
	

	猪血凝性脑脊髓炎病毒

Hemagglutinating encephalomyelitis virus
	
	
	●
	●
	

	猪冠状病毒

Porcine coronaviruses
	
	●
	●
	
	

	猪巨细胞病毒

Porcine cytomegalovirus
	
	
	●
	
	

	猪流行性感冒病毒

Porcine influenza virus 
	
	
	●
	●
	

	猪细小病毒

Porcine parvovirus
	●
	
	●
	●
	

	猪繁殖和呼吸综合征病毒

Porcine reproductive and respiratory syndrome （PRRS） virus
	●
	●
	●
	
	

	猪轮状病毒

Porcine rotavirus
	
	
	●
	●
	

	传染性猪脑脊髓炎

Teschener disease
	
	
	●
	●
	


 以上举例介绍了大、小鼠，猴和小型猪的检测内容比较，其他实验动物也存在类似情况，应引起同样重视。

2 实验动物病毒检测方法    

实验室检查主要分为血清学诊断和病原学检查[10]，目前国内外实验动物病毒检测多采用血清学检测方法。由于方法简便快速，对仪器设备要求不高，测定成本低廉等优点，被广泛应用于实验动物病毒检测工作中。

2.1  国外检测方法

国外的方法包括MFIA(多重免疫荧光) [11,12]、ELISA(酶联免疫吸附试验)、IFA(间接免疫荧光试验)、HAI(血凝抑制验)、 Enzyme（serum chemical analysis of lactate dehydrogenase，乳酸脱氢酶血液生化分析方法）或CHEM（biochemical，生物化学方法）、WB(杂交免疫印迹试验)、PCR(聚合酶链反应)等方法。初次检测选多选用MFIA或ELISA，复检多选用IFA、HAI和PCR等方法[13,14]。

2.2  国内检测方法   

国内的方法包括ELISA、IFA、IEA(免疫酶染色实验)、HAI、PCR等方法。其中初次检测选多选用ELISA和IEA，复检多选用IFA和HAI等方法。

2.3  新方法的应用

环介导等温扩增技术（Loop-mediated isothermal amplification，LAMP）技术在病原微生物检测方面已有广泛应用[15]。日本专家FUKUDA等利用ALMP原理设计RT-ALMP成功检测了不同亚型的诺瓦克病毒[16]。基因芯片技术使得同时对成千上万的基因的检测成为可能。我国军事医学科学院军事兽医研究所已建立了麻疹病毒属病毒检测基因芯片检测方法，其特异性强，敏感性是PCR方法的100倍。

3 实验动物病毒学质量检测工作中发现的若干问题

3.1 为使我国实验动物标准尽快与国际接轨，现有检测标准应拓展更多项目

Taconic Laboratory与Charles River Laboratories对大鼠、小鼠病毒检测内容均达24种之多；日本筑波灵长类动物研究中心SPF食蟹猴检测病毒9种；欧洲小型猪病毒检测10种。我国微生物学、寄生虫学等级标准中对大鼠、小鼠病毒检测内容仅为15种；猴病毒检测5种；小型猪病毒检测9种。

Charles River Laboratories针对小鼠、大鼠都有LCMV病毒检测要求，而国内未将该检测项目列在大鼠病毒检测项目中。国内有文献报道在普通环境饲养的大鼠有LCMV抗体的检出[17]。鼠诺沃克病毒（MNV）也是人兽共患病病原，国外应用血清学方法检测，小鼠对该病毒有较高的感染率（北美32.64%、欧洲24.03%），我国也未将该病毒列入实验动物质量标准予以控制，这一情况应引起我们注意，并尽快建立监测方法，对我国实验动物MNV感染情况进行调查[18]。小鼠微小病毒（MPV）在北美及欧洲也有1.65%～3.64%的检出率，我国也未将其列入常规检测范围。

日本筑波灵长类动物研究中心针对SPF食蟹猴的病毒学检测内容达9种之多。从表2中可以看出，尽管FELASA对恒河猴的病毒学检测内容仅有6种，未列出的是FELASA针对不同种类非人灵长类实验动物有不同的病毒学质量标准。而我国没有针对不同种类非人灵长类实验动物的病毒学标准。 

从表3中可以看到，FELASA与我国制定的实验用小型猪地方（北京、上海）标准在病毒学标准上有较大差异。我国应参照标准化程度较高的国际标准，尽快建立适合我国国情以及能与国际接轨的国家标准。
3.2 应逐步将实验动物新资源纳入实验动物病毒学质量检测体系中

近年来实验动物资源的开发得到较快的发展，为实验动物新品种、品系的建立提供了有利条件，例如东方田鼠在抗血吸虫方面、雪貂在流感病毒研究方面、土拨鼠在鼠疫研究方面都显出良好的势头。研究由野生动物驯化培育的实验动物所携带的病毒以及这些病毒对其自身、其他动物和人的致病性，研究制定相关的病毒学标准和监测体系，并依据标准进行监测与评价，是实验动物化的前提。已有的实验动物质量标准和检测体系不能完全适应实验动物新资源开发利用的需求，质量标准滞后和检测手段不完善已成为制约实验动物新资源开发、标准化研究与推广利用的瓶颈，建立和制定新资源的质量标准和检测体系，是今后一段时期内的研究重点[6]。尽快制定相关质量标准、建立相应的质量检测技术、促进新资源的标准化是目前急需解决的问题[1]。

3.3 检测试剂的标准化及检测结果的质量控制   

我国实验动物病毒诊断试剂及检测方法尚未达到标准化要求，某些检测项目的检测方法尚未建立，直接影响检测工作质量以及检测工作的发展。尤其是病毒检测试剂制备所使用的毒株来源复杂，在一定程度上制约了检测试剂的标准化。以致由多个检测实验室制备的诊断试剂的质量存在差异，影响了检测工作进一步发展[10]。

为促进检测试剂的标准化，应在引进实验动物国际标准毒株及找到国内病毒流行株的基础上，借鉴发达国家检测试剂标准化的成功经验，尽快建立和完善我国实验动物病毒学检测标准化体系。参照医学临床实验室质量管理体系，结合实验动物质量检测特点，由国家级检测实验室发放统一的质控用标准品，开展实验室间的质量评价，提高我国实验动物质量检测结果的可比性。
3.4  检测方法的选择缺乏多样性    

选择合适的检测方法是保证实验动物质量评价的科学性和检测结果准确性的基础。病毒感染动物机体后，疾病病程具有明显的规律性，一般分为潜伏期、前驱期、临床明显期和转归期。因此，对病毒性疾病的诊断要根据疾病的不同阶段选用适当的检测技术。常规的实验动物病毒检测方法包括病原学诊断（例如病毒分离）、血清学检测（例如抗体检测）、变态反应诊断（例如结核菌素实验）和病理组织学诊断等。在实际工作中，通常仅采用血清学方法对动物进行健康检测，然而对于处于疾病感染初期的动物或免疫缺陷动物来说，检测结果则不能真实反映疾病感染的真实情况。只有采用几种方法联合应用，取长补短，才能提高检测结果的准确性和可靠性。

3.5 质量检测频率缺乏灵活性
Charles River实验室、Taconic则根据病原特性不同进行监测。有的病毒2～4周检测一次，有的每个季度检测一次，有的则半年或一年检测一次[13,14]。相比之下，我国实验动物病毒检测针对性不强，检测频次相对较少[19]。在根据不同病原的特性及时有效的掌握动物群中疾病的流行情况，及时诊断、发现并控制疾病的传播方面存在欠缺。因此，根据本地的感染谱、病原特性和检测方法的敏感性，调整监测计划，有目的的增加检测频率，既保证动物质量，又可节省经费，使检测工作在确保实验动物质量方面起到应有的作用[6]。
3.6 哨兵动物的正确使用

由于哨兵动物的成本低,在动物疫病监测中使用方便，操作性强，被发达国家普遍采用[20]。随着实验动物科学的发展，我国实验动物生产单位为加强对自由动物饲养环境设施和动物质量的自查，也已经把哨兵动物的使用作为自觉行为。然而，在哨兵动物的选择和使用方式上却存在一些问题（例如：哨兵动物种类、品系及大小的选择，在生产单位放置位置的选择以及饲养方式等[21]）。使哨兵动物不能真实反映特定环境中传染因子的存在状况，往往问题被发现时后果已经非常严重，造成了很大的经济损失[22]。

总之，加强质量检测，是保证实验动物标准化的重要举措，病毒学检测是实验动物质量控制的一项重要内容。随着中国对外交往日益增加，实验动物微生物学质量评价标准和检测方法必须尽快与国际取得一致，否则不仅会严重影响我国生物医学研究等领域与国际的交流，也将对实验动物产业化、动物进出口带来不利影响。

由此，为更好的适应实验动物产业的发展，为遵循整体性、全面性、连续性原则，首先，应参照其他国家对实验动物病毒控制要求，尽快实现与国际先进标准接轨，满足实验动物质量的国际化要求。其次，实验动物病毒学监测还要根据我国国情，根据实验动物种类、品系和级别的不同，并根据病原的不同以及病原的流行情况适时调整检测计划，增加检测力度和检测频率，最大限度的应用适合的检测手段，定期对动物的健康进行监测，完善实验动物质量检测档案。另外，我国实验动物病毒检测试剂及检测方法需尽快达到标准化要求，引进更为先进的实验动物病毒检测方法及检测手段，建立良好的实验动物检测实验室管理体系，提高检测结果的准确性，满足检测需要。实验动物病毒检测这项工作的完善，将在保证实验动物的健康、保证工作人员健康和生命安全、确保科研和检定工作的准确性方面起重要作用。 
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