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摘一 ：用猫肾传代细胞从发病虎的病 料中分到了一 株杯状病毒杖子样病毒。藩病毒大 小为 35～39 

nm、无囊膜、在胞浆中病毒前体呈品格状排列．抗乙醚、不能被 5-IUDR所抑制，能被来挥于标准疫 

苗的猫传染性鼻．结膜炎病毒(或杯状病毒 Feline calicivirua．FCV)抗血清所中和．人工感染猫出现 

典型的 FCV感染症状 。RT．PCR能 扩增 出与设 计值 相 符的 电诛 带．PCR产物 直接 潮 序 结果 与 

Genebank发表的 FCV序列比较 ．具有较高的同源性 。系统鉴定证 明所分离的这株病毒为 FCV 强 

毒株．从老虎中丹到 FCV在世界上 尚属首砍报道 。 ． 

关t调： ；誊苎 竺生兰．干毛 } 崭 掰 燕两龟 中圈分类号
： 醢52．6596 r文献标_ifl码：A 文章蛐号；1003一I512S(2000l04—0373—06 

猫杯状病 毒感染，是猫的一种多发性 口腔和呼吸道疾病 ．又称为猫传染性 鼻．结膜炎。因 

毒株的毒力和动物 的抵抗 力不同．症状差别很大，单独 FCV不引起猫严重的致死性疾病．主要 

引起猫口腔或上呼吸道感染．有些毒株会导致肺炎．但混合感染时往往会加重病情。该病发病 

率较高，但死亡率较低。自1957年 Fastier等首次分离到 FCV以后，人们又从世界上许多国 

家和地区的猫和澳大利亚的猎豹中分到 FCV，Dowson等研制了 FCV的灭活和弱毒疫苗，并 

常和猫瘟热疫苗联合作为猫的二联苗Ll J。M．J Carter等已测得 FCV的全基因序列 J。目 

前认为，FCV呈世界性分布．并可能感染所有的猫科动物。 

1997年 lO月间．广西某野生动物养殖场国家一级保护动物东北虎和华南虎大批发病 死 

亡。临床表现发烧、厌食、鼻炎 、腹泻和急性死亡症状，在作病源检查中．除了用虎的实质脏器和 

血液接种小鼠检出锥虫外，用猫 肾细胞还分到了一株杯状病毒样病 毒(TECV9710)；1998年 5 

月问．该养殖场 又发生了一次小规模的流行．有六只虎发病 ．其中 4只幼虎 2只大虎，临床表现 

口角溃烂，流涎，鼻炎、发烧、厌食症状，有 2幼虎死亡，从死亡虎的脏器中又分到了一株杯状病 

毒样病毒(TFCV9805)，为此我们对其进行了系统鉴定，经生物学、理化学、病毒核酸的 PCR 
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分析，证 明所分离 的这二 株杯 状病 毒均 为猫 传染性 鼻一结膜炎病 毒(猫杯 状病 毒 Feline cali 

civit'us，FCV)的强毒株，从老虎 中分到 FCV在世界上尚属首次报导，现报告如下 ： 

1 材料与方法 

1．1 痛■分离 

1．1．1 样品 与处理 ；取发病虎的 口挺和死亡虎的畅内容物．用 MEM 液制成 1：10的乳荆．经 3IHI【】r／rain离心 

10 min取上清 ．经 300 nxqtl鞭孔蜷膜 过蜷后．置 一30℃冰柜待分 离。 

1．1．2 细胞 与培养 ：所用的 FSI细胞从中国兽药监察 所引进，按常规消化传代．37℃静置培养 

1．1．3 分离 与判定 ；在 F81细赡传代的同时．接培养诫量的 1／10接入待分离的样 品，于 37℃静置培养 4～5 

d．每天观察检查有无细胞病变。如无病盔则于培养的第4--5天收取上请．细胞继续按常规传代培养，至第5 

代仍无病变时判为分离阴性 +停止分离，如出现病变 则冻融 3次收毒．放 一30℃持鉴定。 

1．2 常规病 毒学鉴定 

1 2．1 形态学观察；用 TFCV9710株的第 4代培养物(TFCV9710—4)单层接种 FSI细胞瓶．37℃静置培捧， 

特出现 典型的细赡病变后 ．将 其中 1瓶经 一30℃／37℃ 冻融 3次．收毒．以 5 000 rpm 离心 10rain，取 上{肯以 

0 5％磷钨酸负染作电锋 负染观察；男一瓶 收上滑．细 胞用无菌细胞刮子刮下+以戊二醛与饿酸 暇固 定，FS12 

环氧树脂包埋 、切片 ．染色 作电镜超徽结构观察。 

1．2．2 病毒理化学特性试验：取TFCV9710—4培养物 60ml，分戚6瓶．第 1瓶于50℃水浴作川30rain；筇2 

瓶加 20％乙醚振蒂 10min放 4℃过夜后．无菌挥发除去全部乙醚；第 3瓶先用 0．1md／[ HCI渊 pH至3．0． 

于4℃作用2 h后，用0．1md／[ NaOH调 pH至7．2；第4瓶也是用 0．1md／LHCI调pH至5．0 P4℃作JlI2 

h后：再用0．1In0l／LNaOH调 pH至 7．2；第 5瓶加 5一夹脱氧尿棱苷(5-1UDR)至每毫升 50 1 4℃作用 12 

h 第 6舡不处理作 为正常对照。然后分别用 FSI测定这 6瓶 TFCV9710—4的 TCIDsa。 

1 2．3 细赡敏感谱试验：用 TFCV9710—4接种 F81、CRFK、Veto、M1X；K、BHK-21与鸡胚 戚纤雏细赡 

(CEF)，于 37℃静 置培养 4—5 d．每天观察 CPE．并以 CPE为感染指标．计算各细赡培养物的 TC[Ds。。 

1．2．4 红细赡血凝谱试验 用 pH7．4的 l5mmottIJ PnS(古0．25md／t 葡萄糖、0，5％免血清)将睬鼠、猪、鹏、 

狞、免、猫 、羊、鼠和人“ 受红细赡分别配戚 0．5％的悬渣．分别 与 4℃和 37℃进行徽量 血凝试骑捌 定弼 1份 

TFCV9710—4的 HA被价，以 50％以上红 细赡凝集爿为凝集阳性。 

1．2．5 交叉中和试验 ：栗用固定病毒稀释血清法，用 F81细 胞在徽置细胞培养扳中进行。用维持液将免抗 

TFLW9710—4株毒和免抗 FCV疫苗标准毒株(F9株)的灭活血清作 8--2O48倍的话释，分别 与肆置的古 100 

Tctr~的 TFCV9710—4和疫苗标准毒株(TCtOso为 l0。。 ／0．1m1)混合 ，于 37℃感作 2 h，接 ^长成单 层的 

传代细赡。以第 4天的缩赡病变为感染指标．按 Reed-Mueneeh法计算各血清对 2十病毒 株的 50％中和终点稀 

释度．以连行 2十病毒株的抗原关系分析。 

1．2．6 易感猫摩染试验：取鼻一结膜炎中和抗体小于l：2的家猫 6且．分为3组，每组2只，第 1、2组分别纶口 

鼻和肌内接种 TFCV9710—4和 "I'F~V9805—4各 5mL，第 3组 2只作为正常对照，嘶赢饲 养观．寮 14 d，缸 天 

检查其体沮、呼暇、精神、食教与粪尿性状和采血作白细胞检查．于试验的第 l4天全部钳杀作病理解翻学与组 

织学 检查。 

l，3 RT-PL'R方法的t立与捡翻 

1．3．1 总 RNA的提 取 ：按照 Chomczy~ski＆ Sacchi|98"／年 发 表的方法H J，分 别从接 种 TFCV9710—4和 

TFL'Vg810—4 4 h的 FSI细胞中用硫氰酸聪 、酚、氯仿提取总 RNA 

1．3．2 cDNA 的合 成 (模 板 制备 )：FCV 的棱酸 为单股 、正链 线性 RNA．报据 已发衷 的 FCV 的棱 苷 酸 序 

列 ，按照 引物设计的 原 嘲，在 FCV ORF2的棱 苷 酸序 列之 间．合成 其 负链 引物 l(5’TCC'I CC,(X3AATt2t 

CCAGTGTA 3 )，在反转录酶作用下反 转录合成 eDNA。 
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1．3 3 PCR引物台成 ：在编码衣壳蛋 白基因的两端(ORF2)，选择阿段保守区域的 20十碱基序刊作为引物序 

列，合成 上辨 引物 且(5 CATTTCGACTTTAACCAAGA 3 )．Pf2R的 下游 引物仍为合成 cDNA的 口I物 I。扩增 

的棱苷 酸长度 为 500 bp左右。 

1 3．4 PCR扩增试 验和涮序 ：按 Salki等所介绍 的方法_日J，合成的引物 I与引物 Ⅱ，进行 DNA的 PCR扩增 和 

琼脂精凝皎电泳琨察。PCR产物在大连宝生物公司进行测序。 

2 试验结果 

2．1 病毒分离结果 

应用 1781细胞带毒传代的方法，先后从处理 的样品中分离到 了二株病毒，细胞常在 24～ 

48 h出现病变，细胞肿胀变园，折光性增强，里散在鱼籽样(见图 1，2)。 

囤 1 正常 I绸瞳(×4删 ) 

Fig．1 NormalfdlneIdndt~edl(×4O0) 

囤 2 接毒后 24--48 h出现细胞病奄．鲴赡莲渐 变园接 

圈籀．聚租或葡萄粒状(x4UO) 

Fi 2 The vin~es multilly 24— 48 h in fdln~kklnt,y 

edl Irtmluoe c~ thic e|fe啦  k堆n 1y ． 

m~mding and au rt~ tion of ccdk in dum娜 ． 

2 2 病毒形态学观察结果 

用培养物上清作电镜负染观察．没有囊膜，直径大小为 35-39 nm(见图 3)。 

取接毒的细胞作电镜超微结构观察．结果在其细胞浆中．见有星品格状排列的 FCV病毒 

撵颗粒 (见图 4)。 

2．3 理化特性试验结果 

TFCV9710—4在 FS1细胞上的半数细胞感染 量为 10 TCID~0／mL．丽经 5o℃、20％己 

醚、pH3．0和 pH5．0和 5-IUDR处理 后，再测定其 TCID~，除用 50℃处理失去感 染性 、pH3．0 

处理与不经处理的原毒相比均大于 10‘TCIDso／mL．其余均小于或等于 10“TCID
．a。／mL，说明 

该毒株能抵抗乙醚 、对 pH3不稳定、对 pH5稳定、在 50℃经 30min能够被 灭活，不能被 DNA 

合成抑制剂 5-IUDR所抑制，符合无囊膜 、棱酸型为 RNA的杯状病毒特点。 

2．4 细胞t感谱试验结果 

用TFCW9710—4接种 FS1、CRFK、Vero、MDCK、BHK-21与鸡胚成纤维细胞(CEF)后． 

以 CPE为感染指标，通过计算各细胞培养物的 TCID 表明，来源于猫的细胞 1781和 CRFK最 

敏感，来源于狗和猴的细胞仅能有限生长 而来源于鸡胚、措的细胞不能感染。 
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旧 3 培养物上清 电镜 负染．该病 毒粒子呈立体对 

称，苷径太小为 35 39 ．无囊膜(×80．000) 

Fig．3 The vlrus~ a negatively stained and ob— 

served n electron mlctoscopy．The viru~s apear eU— 

Mc~ymmetry-noaenve／oped-35～ 39 11111 in di~me- 

t ×80．0(m 

2，5 红细胞血凝谱试验结果 

圈4 接毒的细胞电镜超微结构观察．其细帕浆 中 _可见 

芑品格状排列的 FCV病毒前悻(×80，0o0) 

Fig 4 Thin-ruction eleet~n microscopy． Tht viru~s 

particles日啪 r a crystalline array in feline kiddney cell × 

80．∞ 0 

采用微量血凝法测定的红细胞对TFCV9710—4的HA效价，结果均，J辛 1：2．表明不凝 
集 以上红 细胞 。 

2 6 交叉中和试验 

表 1结果说 明分得的病毒 TFCV9710—4株与 FCV疫苗标准毒株在抗原性上关系密切。 

裹 l 府毒交叉中和试 验结粜 

T8Me I The㈣ lf n neufra J T跖 |f册 fe ‘ 

2．7 易感猫感染试验结果 

对 1O只鼻一结膜 炎易感的家猫．无论 是经 口鼻接种 还是经肌 肉接 种 TFCV9710—4或 

TFCV9805—4．在接种 2～5天后猫均 出现鼻炎 、口角溃烂、流涎、眼炎 、发烧、厌食 、贫血、清瘦 

等症状．取病猫的血接种下一代猫．也能出现同样症状．对照猫正常。捕杀后病理解剖学与组 

织学检查呈现出典型的鼻炎、口炎、有 4其出现肺炎病变。 

2．8 PCR扩增试验结果 

按 Saiki等所介绍的方法 J，合成 的 cDNA模板和引物 I与引物 Ⅱ进行 PCR扩增，结果 

TFCV9710—4和 TFCV9805—4的 PCR产物经琼脂糖凝胶 电泳均显示一大小为 500 bp左右 

的电泳带，与设计的理论值相符。(见图 5) 

2．9 核苷酸序列测定和比较结果 

TFCV9710—4株的 PCR产物，经纯化后在大连宝生物公 司进行测序，用 Goldkey软件对 

测得的序列与 Genebank中发表的序列进行同源性分析 ．两者的同源性达 87％(详 见另文) 
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3 讨论 

根据从老虎病料 中分到的该病毒在 电镜下 的形 态，和对猫细胞敏感性、对热 、酸 、乙醚、5一 

磺脱氧尿核苷的特性 ，以及中和试验和对猫接种后出现的典型猫传染性鼻结膜炎症状，等生物 

学 、理化学系统鉴定证明：该病毒为猫传染性鼻一结膜炎病毒。 

图 5 电竦显示一太小为 500 bp左右 的电诛带(右侧 )。左侧 为 

DNA分子量 Marker(DNALadder、从下刊 上为 l 500 bp、10[H]hp． 

900 bp．800 hp．700 hp．600 hp．500 hp．400 bp) 

F 8 Fjectmnph。 the PCR Products was around 500 hp 

fRight)I eh is Marker(DNA Ladder、[mm Under herin be l500 

hp．1000 hp．900 bp．800 hp．700 bp，600 hp．500 bp、400 bp) 

利用 RT PCR技术．根 据 已发表的 FCV核苷 酸序列，按照引物设计 的原则，在 FCV的 

ORF2的核苷酸序列之间．合成其负链引物 I，反转录合成 eDNA作为 PCR的模板，引物 l同 

时也是 PCR的下游引物．上游引物 Ⅱ也在 FCV 的 ORF2的核苷酸序列之 间，扩增 的 FCV 的 

核苷酸设计长度为 500 bp．实际扩增结果与设计值相同．序列测定和比较进一步表明了我们所 

分离的病毒为猫传染性鼻 结膜炎病毒。 

1997年 10月间，在老虎 第一次发病作病原检查时．在虎的实质眭器和血液 中发现 了锥 

虫，经我所寄生虫研究室王祥生等[ 研究 已证实为伊 氏锥虫．我们还分到 了一株猫传染性 鼻一 

结膜炎病毒．资料报导伊 氏锥虫感染动物很广[I ]，也能引起老虎感染．但症状不严重．也 不 

会引起老虎急性暴发死亡。猫传染性鼻．结膜 炎病毒感染，因毒株 的毒 力和 动物 的抵抗 力不 

同．症状差别很大，单独 FCV感染不引起成年猫严重的致死性疾病，主要引起猫 口腔或上呼吸 

遭感染，有些毒株会导致肺炎，但混合感染 时往往 会加重病情 ，使死亡率提高。从 1997年 10 

月间发病情况看，发病较急死亡较 多，这可能是 由于伊 氏锥虫与 FCV混合感染，FCV 加重 了 

疾病所致。 

研究表明我 国老虎之间也存在猫传染性鼻．结膜炎病毒，并对老虎的健康造成了极大的威 

胁，现流行于我国老虎之间的 FCV与国外报导的 FCV亲缘性如何 ．能否用国外的 FCV弱毒 

苗来预防我国老虎间的．FCV，尚需进一步研究。从交叉中和试验的结果来看，国外的 F9疫苗 

株有希望用来预防我国老虎之间的 FCV感染。为保护我国珍贵华南虎和东北虎资源 ．迫切需 

要对该病的病原、诊断 、免疫加以研究，以控制和消灭 FCV在我国传播和流行 。 
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Study on the Feline Caticivirus Infected Tiger 

FAN Quan—shui‘一，XIA Xian．zhu‘，OlU Wei ．HUANG Geng ，HE Hong．bin’， 

ZHANG Jian．bin4，QIAO Jun ，YU Chun‘，LI Jin—zhong‘，W U Yin—lian。， 

ZHOU Xiao-huan ，YIN Zhen 

(The VeterinaryInstitute，Uniwersity ofAgriculture and Animal Science．Changchun 130062，China) 

(The Medical Institute，Kumning 650032．Chl Ⅱ) 

(The,Northeastern Agricutture University．Harbin 150030．China) 

(The Shenzhen wild Ⅱnimat zoo．Shenzhen 51800．China) 

(The Tatimu Agricldture University．Talimu 843300，China) 

Abstraet：A virus strain 1ike-caliciviros was isolated from organs of tiger with feline kidney(FK) 

eel1．The viruses were nonenveloped，35～39 nm in diameter．multiplied in cytoplasm and put in 

crystal order．The viruses multipied easily in feline kidney cell cultures and produced cytopathie 

effects(CPE)．Viros cross-neutralization(VN)showed that the virus is closely relation with 

standard vaccine virus strain．Felines irifected with FK cel1 cultures viruses clinically appeared 

FCV signs．The RT-PCR amplified product around 540 bp which was the same as result of De— 

signed The PCR products were directly sequenced．The gene sequences were compared with 

FCV strains extracted from the Gerfl3ank database and showed  87％ identity．Systematical identi- 

fication has proved that the virose isolated is feline calicivirus of tiger This is the first report of 

feline calicivirus infea ted tiger in China． 

Key word：Tiger；Feline；Feline caliciviros 
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