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提 要 

本文对分离自云南的森林脑炎病毒进行了动物敏感性研究，实验证阴云南森 林 脑 炎 

病毒对小白鼠有较强的致病 性，三 日龄乳鼠无论经脑 内、腹腔、皮下接种均 能 致 病、 死 

亡 ，但毒力较国 内森林脑炎病毒标准株低 ；三周龄小 白鼠经鼻腔接种亦能发 病 致 死a对 

乳大 白鼠、幼年豚鼠和金黄 色地 鼠能引起 发病或死亡 ，病 毒抗原 定 I=立主要 在脑组织。病 

理 检查表明感染的各种 动物骑组织均有 明显病变。此外，对鸡胚敏 感，能 引 起 BHKl-、 

Vero Vero—El等传代细胞及人胚肾 乳猪肾原代细胞的cPE。结果表明了云南森林脑炎 

病毒对细胞、动物 的致病佳与国内森林脑炎病毒标 准栋相似，仅毒 力稍低。 

美t词：病毒 森l林脑炎 敏感性试壁 

1989年我们从云南西部横断山脉海拔2 700—2900岽的原始混交林地区采集到的两组 

卵形硬蜱，以及一不 明热患者血中分离到三株森林脑炎病毒 ，从人及动物血清中查到病 

毒抗体，证实云南西部存在森林脑炎自然疫源地 ” 。云南西部地区属亚热 带 雨 林 气 

候，与东北地区在地理景现、 气候条件 和宿主媒介 均有较大差异， 为阐明云南森林脑 

炎病毒的生物学性状以及与国内标准株间的异同，进而为本病防治及实验室诊断提供科 

学依据，本文进行了病毒的毒力试验、动物感染范围和对细胞的致病性研究，结果报告 

如下。 

材 料 和 方 法 

一 、 扁毒：选用分离自云南卵形硬蜱 (T a、T 5 r]和不明热患者血液 (YH)的森 林 脑 巍病 

毒及国内森林脑炎标准株 (RSSE，哈尔滨医科大学公共卫生学院刘瑞璋教授馈赠 )。病毒 在 3 Ef 

龄小鼠脑内传代 ，有 规律发病 后濒 死前取脑供试。 

=、细囊：用传代细胞系盘黄色地鼠肾细胞 (BHKil)、绿猴肾细胞 (Vero、Yero—EI)及 

白蚁伊蚊 细胞 (c-／36)等；原代 细胞系乳猪 肾细胞 (SPK)、人胚 肾细胞 (HEK)、小 白鼠鼠胚 

纤维 母细胞 (MEF)、 幼兔睾丸细胞 (YRT)，常规 培养a 

兰 、动物：所 用动物均为本 所动物室提 供。 

本文~：1991年 9月 4日收到 1992年 3月25日修回。 

致谢：‘云南省大理州卫校病理室鲍铭晖同志协助制诈和检壹病理标本 
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四、毒力试验：选用3日龄小白鼠．经脑内 腹腔接种十倍系刊稀释的病毒悬液．连 续 观 察 

14天，按 Reed和 Mueneh法计算 LD1 0 

五 动物敏感试验 ：用 新鲜 的鼠脑病毒悬渍 (10 g／m1) 经脑内、腹腔 皮 下 接 种 动 

物 接 种剂量依动物 大小、接种途经而定。 每天观察．对发病灏死的动物进行解 剖 采 血．取 脏 

器做病理和拭原定位 硷查，血清做蹙光抗体检查。 对不发病的动物观察两个月，于观 察 中 期每 组 

选 2只动物处死取 肚器和血请 进行间接免疫荧光 检查【 。 

结 果 

一

、 动物敏感试验 

1． 毒力及发病情况 云南森林脑炎病毒经脑内、腹腔、皮下接种 3日龄小白鼠均 

寰 1．纛#脑炎情毒对乳小白_的毒力试噎 能引起发病死亡。潜伏期最早 3天， 

T~ble 1．T mn 1eZ[ml d。 e ⋯ g 平均 4天。症状为 离 乳、离 群、消 

” ““ed ； h RSSEV 瘦、抽搐和后肢瘫痪等。 3周龄小白 

接种途径 I⋯ u⋯ed më od 鼠经脑内、鼻腔接种病毒亦能发病死 

viru。m i。 脑内 腹腔 亡。毒力测定结果见表 1，云南毒 株 

： ：：：：：!：：! !：：：!：：：：：：：：! 剥小白鼠的脑内致病力较腹腔强，但 

6·∞ 6 比标准株的毒力低。 

：％ ∞ 2． 对各种动物的敏感性 选用 
RssE l0

．
33 D 。 大白鼠、豚鼠、金黄色地鼠、家兔、 

～ 树鼠甸及～周龄雏鸡经脑内，腹腔，皮 
‘ 。 “。‘ ⋯ 来做 下接种森林脑炎病毒的标准株和云南 

株。结果均能引起乳大白鼠、金黄色地鼠及幼豚鼠发病死亡，症状为 不 食、消 瘦、萎 

靡、耸毛及后肢瘫痪。树朐经脑内接种能发病，但腹腔和皮下接种则不能，个别树胸 于 

腹腔接种后二十余天出现后肢瘫痪 。雏鸡对森林脑炎病毒不敏感，但感染后两个月少 

数小鸡出现瘫痪a乳兔、成年豚鼠及大白鼠接种病毒后无发病，见表 2。此外 ，云南森 

林脑 炎病毒经羊膜腔、尿囊腔、尿囊膜和卵黄囊接种鸡胚均能 引起死亡。 

3． 抗原定位及血清抗体检测 用 IFAT检查感染动物脏器内抗原定位结果表 明， 

不同途径感染的动物脑组织内森林脑炎翕毒抗原显著高于其它脏器 (表 3)。各种发病 

濒死的动物早期血清无森林脑 炎病毒抗体，未发病动物于感染后两周的血清多数含有森 

林脑炎病毒抗体。 

／FAT检查鸡胚羊膜、卵黄囊膜、尿囊膜的森林脑炎病毒抗原均为阳性。 

4． 病理检查 所有感染动物的脑组织均出现明显的病理改变，主要为脑膜、脑实 

质血管扩张、充血，局灶性出血 ，神经细胞变性坏死，胶质细胞增生等。皮质、特别是 

白质和延髓可出现明显的坏死灶，脊髓轴索肿胀、弯曲、断裂。其次肺部病变 较 为 明 

显，出现间质性肺炎，代偿性肺气肿，其它脏器偶有轻微病变。病理改变的部位、轻重 

与病毒抗原的分布一致 (图 l一 2)。 
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’+；有急蛀症状。Acute lymptoml·̈ positive． 一I无症状口No _ ． 

0：无急性期症状，但感染 臂期出现摩痪。No-cnIt*7mplom，lu P- ‘I’‘j·i·pellflve ln 

h Ie pe rlod
．  

囊 3． 用 ]FAT■羹■肇硇■的抗一定位■■ 

Tible 3． The lutigen loeLted in or~lulsm of i~lmlh by IFAT 
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图 1． "V腹腔接种幼琢鼠的揸组织病变 血管周围辩巴细胞呈袖套状浸涠 (H．E．高倍 ) 

图 2． YHV脑内感染树胸 ·大脑坏死性基质溶解·神经细胞稻神经胶屏细胞坏甄 (H．E．商倍 )o 

图3． T E 7V感染sp＆细胞产生肟细胞病变：细胞堆聚、圆缩 断裂。 

图 4． YHV感染 BHK zI细胞产生的细胞 滴变：细胞圆缩．堆聚 脱落。 

四 5． RSSEV感染 HEK缅胞，胞浆内可见较强的特异性黄光。 

Fig 1． Ly PhO。Tte i round the br aiⅡ blood Te s 8e1 of you E qui口e自一pig infe eI ed with T 57 

RSSEV by i㈣t a ㈣rlt etl 

rjg 2． NC aⅡd eu rogll a veil Ⅲ r。9is； g ⋯ d yt。p14 smic maI rix lTolT 9{si。g in tbe brain 

of Tup al4 be]age ri hT iⅡ【r日t ce r r I YHV 

rj 3． CPE Of T57 RSSEV 0n SPK ee1] 

Fig 4． CPE 0f YH R$SEV 0n BHK一21 tel】 

Fig 5． The irBl a tigeⅡ loeated in HEK eelI bT 1rAT 

二、对细胞的致病变作用 

云南森林脑炎病毒能在 BHK-儿、Ve ro、Veto-Ee等传代细胞及人胚 肾、乳 猪 肾、 

鼠胚纤维母细胞上增殖，并产生细胞病变 (CPE)，cPE一般于感染后 48小时出现，第 

4天约75 的细胞出现CPE，病变以细胞圆缩、堆聚、脱落和断裂为主 (图 3— 4)。 

用IFAT检查细胞内的病毒抗原，可于细胞浆内看到较强的特异性 荧光 (图 5)。病毒 

不能使 Ce／3G、兔睾细胞产生 CPE(表 4)。 
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表 {． 彝#瞄ii}病毒对量胞的致掌i童作用和荧光磕查结果 

Table 4． CPE aⅡd IFAT of Y⋯ 4Ⅱ RSSEV 

讨 论 

研究结果表明，云南森林脑炎病毒对 3日龄至 3周龄小白鼠均有较强的致病力，故 

认为乳小白鼠是森林脑炎病毒分离和鉴定的首选动物。病毒从脑内、腹腔和皮下接种均 

能使乳大白鼠、幼豚鼠、金黄地鼠、树鼠甸、家兔和雏鸡等动物感染。比较大白鼠、幼年 

和成年豚鼠的发病情况，说明动物的发病率与动物年龄有关。随着年龄的增长，免疫系 

统日趋完善，抵抗、清除病毒的能力逐渐增强，发病率明显降低。本实验结果表明云南 

森林脑炎病毒对BHK_2I、Vero、Vero-E／、乳猪肾、人胚肾细胞及鸡胚等均 有较强的致 

病作用，可用于病毒分离、鉴定和有关实验研究。 

根据不同途径的感染动物脏器的病毒抗原定位及病理检查结果，病毒抗原和病变主 

要在脑组织，说明云南森林脑炎病毒为嗜神经病毒，对神经组织具有亲和力，并能在神 

经组织内繁殖，所以中枢神经系统是森林脑炎病毒的靶器官。 

交叉血抑试验和交叉中和试验结果表明，云南森林脑炎病毒与国内标准株为同一类 

病毒“” 。森林脑炎病毒属于披膜病毒科黄病毒属蜱传脑炎复合群。毒力试验、动物敏 

感试验及细胞致病变作用也表明云南毒株虽在毒力上比标准株稍弱，但其感染性和致病 

性与标准标是相似的。 
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Study on the Susceptibility of Animal to 

Yunnan RSSE Virus 

Huang W en··li Zi Deng··yun Hou Zong--liou 

(Y  ̈批I“ Ifl$““Ile of EP~demic DisfaSe 5 ControG DaLt B71000) 

In 1989。 3 strains of Yunnan RSSE virus were isolated from 2 groups 

of Ixodes Ovatus (T56。T57) and blood of ^ fema~。patient with fever of 

unknown infected with YHV。 T56v。 T57v by intracerebral， intr Peritonea】， 

nasal cavity and subcutaneous inoculation rexpectively．The incubation P eriod 

is 3——4 days．The 3 strains of virus souId nluItiply and caused death of 

ehicken embryo。 baby rat， young guinea-pig， golden hamster， tupaia belan- 

geri． After infection， the animals sh~wed anorexia， weak， thin。 ruffled 

fur and paralysis． The virus antigen have been demostrated in the brain 

tissue of animals by IFAT． The pathological changes of the brain tissues 

of the infected animals 2re hyperaemia． neuron deterioration and necrosis． 

The 3 strains of virus could readly multip ly tnd induce CPE in BHK一21。 

Veto。Vero—E6。SPK，HEK， MEF cells． 

Key w ordsI Russian spring—summer encephalitis virus Sensitiza— 

ti0n te st 
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