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提 要 从树鼢肾细胞培养物中分离出 3株病毒．嗜在对敲分裂期的 TL细胞上复莉，产生细胞病 

变和血凝素抗原，能凝集豚鼠和小鼠红细晦。交互血凝抑制实验表明 3捧病毒同属一十血清型。 

免疫酶染色显示抗原首先出现于细晦核。电镜观察负染标本病毒形态近似 圆形和六 形．无胞 

膜．直径约 30 Elm。血清学检查大多数树嗣血清中舍有该病毒抗体。证明是树晌的一种潜在病毒。 

初步鉴定为类 细小病毒。 

关键母l一 蓝 类一细小病毒，病毒分离 ●’ 

细小病毒(Parvovirus)广泛存在于各种属实验动物中，导致持续性隐性感染或各种临床疾 

病，致病性和危害性极大。并且能垂直传播，抵御外界环境能力强，给防治工作带来困难，所以 

愈来愈受到兽医学家、动物病毒学家的关注。树晌的病毒国内外已有所研究【1-4]．但尚未见到 

唇细小病毒的，我们从树晌肾细胞培养物中分离到3株类．细小病毒．本文作一初步报道。 

材料和方法 
t 动物 树晌捕白云南省中部椽劝等县．饲养于实验室动物房内。翩备树鞠肺(TI )和肾(TK)细晦采用幼 

年至成年动物的组织⋯。 

2 树嗣类一细小病毒(TupaiaParvo—likeⅥn ．简称 TPI』vI病毒液的镧备 1]PLv(血凝素滴度 1：32～1：128) 

接种于对数分裂期的 TL细胞单层(或细胞悬液)病毒接种量为维持液的 1／lo。第 3～4天换液一次，第 8～ 

l4天细胞轻度病变(CPE)或无明显 CPE。但有低滴度(I：2)的血凝素(HA)，将细晦消化传代．细胞 2 d长成单 

层，3-4 d出现 CPE和 HA，待 CPE和 HA达高峰时收获(一般在 4—6 d．HA可达 1：128～1：256)。此病毒液 

用于 下各种实验。 

3 lrPLV免疫血清的制备 用本所SPEC57／BL和 BALB／C小鼠。免疫用抗原为 Pvur活病毒液．HA浦度 

I：128--I：256．免疫剂量 为0 2mL／ip。问隔 I周 I扶共4次．末次免疫后7d处死采血。血清血凝押{|I(HI)浦 

度 1舯 ～I：160 

4 血清抗体捡查 H【实验用 4个 HA单位，1 5％豚鼠红细晦．在室温进行 免疫酶染色法(1EA)用 TPLv 

感染的Tl，细胞，CPE、HA阳性时收获细胞涂片．冷丙酮固定。第二抗体用 SPA-酶。 

5 电镜现寨 舍高滴度 HA的 PvI』T病毒液．经超遘离心浓缩，负染．透射电镜观察。 

结 果 
1 树嗣类．细小病毒的发现 

在制备和使用 TK细胞培养物的过程中，某些第二代的TK细胞培养物长成致密单层时 

出现圆形细胞病变，迅即全部脱落。将这些培养物转种 TL细胞，培养 7～14 d．部分细胞管细 
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胞出现退行性变，细胞面拉开，有圆形和不整形细胞，培养液能凝集豚鼠和小鼠红细胞，共获得 

3株病毒，分别名为TK16、TK20和 TK21。 

2 生物学特性 

2．1 培养特性 在 TK细胞上(无论细胞原含有病毒或用病毒液转种)部分细胞管(瓶)可出 

现一些圆形细胞病变或无明显细胞病变，迅即全部脱落，呈散在的悬浮细胞。培养液无可测出 

的 HA。在TL细胞上，接种 TPLv病毒液后，37℃培养 7～14 d，约半数的细胞管(瓶)出现 

CPE和 HA．无CPE的培养物也可测出低滴度 HA。延长培养时间，因细胞 自然退变未能获高 

滴度病毒。上述出现 CPE和 HA的细胞培养物(培养液和刮下或消化下来的细胞)再接种 TL 

传代的细胞悬液中，细胞长成单层．至7～14 d出现 CPE，HA可达 1：128。另外，上述无 CPE 

而有低滴度 HA的细胞培养物，按常规消化传代．培养2～4 d．细胞长成单层并出现轻度 CPE 

和低滴度 HA，至 5～6 dCPE加重，HA可达 1：32--l：128。以上情况显示 PVLT嗜对教分裂 

期细胞。 

2．2 血凝试验 PvLT感染的TL细胞培养液能凝集豚鼠和小鼠红细胞(室温和 4℃)，滴度 

相近。不凝集人“O”型、鸡、大鼠和树购本身红细胞。HA在 TL细胞培养液中的出现早于 

CPE．并随 CPE的加重 HA滴度上升。 

2．3 免疫酶染色检查 11 L，v感染 TL细胞后细胞内病毒抗原的出现情况 TPLV感染 TL 

细胞后 11 d，无CPE，HA1：20阳性．消化细胞，接种小玻片，2 d细胞长成单层，收获玻片．4 d 

CP * ，HA1：16阳性，4 d再收获玻片。检查结果，2 d的玻片只有少数细胞核染成棕色，胞 

浆无色，而 4 d的玻片刚见有些细胞只核内着色，有些核和浆均着色，有些 只是胞浆内有色。 

表明病毒抗原先出现于核内，然后往外排出而形成各种抗原存在的形式(图 1)。 

图 1 TPl v在TL细胞内抗原存在的形式 IE染色(x4∞) 

Fig 1 Anfig~ ofTPlJv appearedin cells哐 mam(x 400) 

2．4 电镜检查 检查丁2株 TPLv(TK16和 TK21)的培养演的负染样品，均显示共同的形 

态学特征，见到直径约 30 nm、无包膜的近似圆形病毒颗粒(图2)，有些显示有角，其中一颗典 

型六角形。 
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图2 T PlJv负橐最射电镜图象(×2OO0O0) 

F 2 TPLV negative s诅m EM(X 2ooooo) 

3 TPLv交互 HI实验 

TK16和TK20分别免疫小鼠获得的免疫血清与 3株 TPLV和大鼠细小病毒KRV和H一1 

株交互 HI实验的结果(见表 1)，表明3株 TPLV为同一血清型，与大鼠细小病毒无交互反应。 

4 树韵TPLv血清抗体的检查 

树晌的血清采自从野外捕获到实验室 l周内者，部分为在实验室饲养一段时间。HI实验 

共检查了 78份标本，其中 27份同时用 lEA法进行检查，结果见表 2。两种方法均检出树嗣血 

清普遍含有 TPLv抗体，说明 TPLv为树莉的潜在病毒。 

表 1 TK TK ．TK2。和KRV、H 1的抗厢相互关幕 

Table 1 Relatiol~hip amol~ TKlhlTK20，TK7,I-and KRV．H- 

*抗体清度的倒 敷 R p— 】of~tibody titers 

衰2 树嗣 TPLv■；l抗体的拴查 

Table 2 Detection of TPI，V serI_Ⅲ ~ tJlmdy in tupaia 
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电镜负染标本显示 TPLv无包膜，近似圆形或六角形．直径约 30 nm。PVLT嗜在 TL对 

数分裂期细胞上复制，产生 HA，能凝集豚鼠和小鼠红细胞。病毒抗原首先出现于细胞核，说 

明 PVLT在核内复制。以上这些特性均为细小病毒属的病毒所具有，故初步鉴定 Pvur为类 
一 细小病毒。细小病毒分布广．各种动物均有其本种属的细小病毒．有不同的致病性。例如：殉 

细小病毒引起狗肠炎，成为狗最常见而又危害大的疾病。猫细小病毒引起猫泛白细胞减少症， 

发生全身症状，死亡率高。大、小鼠的细小病毒常为潜在感染的病毒。本属病毒因能垂直传 

播，常引起不孕、胚胎死亡、畸形等种种危害。PvLT对树嗣的致病性和危害性问题，尚待进一 

步观察。 
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Preliminm3／ Report of Parvovirus—like Virus in 

Tupaia belangeri(Tree Shrew) 

W u Xiaoxian Jiang Hong Tu Xinming eL al 

(1nslitute of L口￡ ， u ，Animal Science，CAMS 

Faculty Laf~oratoryAnimalScience，PUMC，]Jeijing 100021) 

Three viruses were isolated from the kidney cell culture of Tupaia bd．angeri(troe shrew)． 

They would like tO replicate in mitosis of TL cells， tO produce CPE and hemagglutinin and tO 

hemaggulate the erythrocytes of guinea pig and mouse．The v ru5es belong tO one seNlnl type by 

hemagglutination inhibition test．The virus antigen appeared first at the nuclei by immunoenzy— 

marie stain The morphology of the virus was similar tO round and hexagonal without capsule，di． 

ameter 30 nm by negative stain under electron microscope．M ost number of sera in tree s~ews 

appeared the  virus antibody by．semlogieal assay．It waS pmved that the virus waS a la~nt virus in 

tree shrews and identified preliminarily a5 parvo—hke virus． 

Key words Parvovirus；Tupaia belangeri，Viralisolation 
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