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Isolation of Japanese Encephalitis Virus from 

Brain Tissues of Bat in Yunnan Province 

ZHANG Hai．1in，ZHANG Yun-zhi，HUANG W en-li， 

MI Zhu—qing．GONG He-qin，WANG Jing·1in 
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Abstract：In July1997，a strain(( 0)of virl~wasisolatedfⅫn 60 samples of brainttesuesofMurinaⅡ 

rata(Chi~ptera：Vespertilionidae)collected in Gengma o~mty，Yunnan province，Chim．Isolation of virus 

waS negative from 4 samples of braintissuesof Rouseuuslesdwnatdti(Chimptera：Ptesolmdidae)collected in 

( ngnu GB30 virus strain could regularly cause illness and death in suckling mioe，produced evident CPE in 

BHK21 ceils It agglutinated red blood cells of dove at pH5．75--7．4．1 iS virus has been identified serolo~一 

cally by hemagglutination inhibition and immunofluo~scent tests using Japanese encephalitis(JE)，dengue 

(Ⅸ )type 1，2，3．4，and chikungunya(amK)viruses moncdoml antibodies，and JE and sindbis(SIN) 

virusesimmune sel-a It showed specific reaction 协JE virus only and rio reactionwi出 DEN 1--4，cHIK and 

SIN viruses Thereforeit can beidentified as JE virus Thisisthefirst report ontheisolation of JE virusfrom 

[vfurina n“m船．The results showedthat bats are considered asthe reservoir and amplifier host 0f JE virus 

tr~ ission jn rffltul~ 
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摘要：为进一步阐明蝙螭 保存乙齄病毒中的作用．于1997年 7月．在云南省耿马县捕捉蝙蝠 64其，取齄组织作病 

毒分离．从一只盒管鼻蜗脑组织中分离出 1株病毒。该毒株能引起 BHK21细胞病变和乳鼠发病死亡．在 pH5 75～ 

7．4对能凝集鸽红血球．疑用单克隆抗体血凝抑制和免疫荧光试验鉴定，证实为乙型脑炎病毒。进一步证明蝙蝠在 

己型脑兜病毒保存和扩敬中具有重要作用。从金管鼻蝠体内分离出乙型脑炎病毒届国内外首次报遭。 
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流行性乙型脑炎(简称乙脑)是一种对人类健康 

危害较大的自然疫源性病毒病，掌握乙脑病毒在自 

然界的保存机制，对防治本病有重要意义。此前，我 

们曾从捕自云南景洪市的蝙蝠脑组织中分离出乙脑 

病毒n1，为进一步阐明蝙蝠在保存乙脑病毒中的作 

用，我们在云南耿马捕捉蝙蝠作病毒分离，结果报告 

如下。 

1 材料与方法 

1．1 标本采集 

于1997年 8月 20日至27日．在耿马县芒岗及 

盂定镇弄门下寨房屋顶棚、竹筒树洞及洞穴中捕捉 

收稿日期：2000 01 17．修1"I II JtJI：2000—1I)_l7 

基金项目：云南省卫生厅科研基金货肋课题(96012) 

作者简舟：张悔林(1952一)．孵．白族．云南剑 Ï藉，主任医师，主要研究方向为虫墚病毒及相关疾病。 
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蝙蝠，分类鉴定后，解剖取脑组织。分别放人塑料小 

管。液氮冻存待检。 

1．2 病毒分离 

分别将每份蝙蝠脑组织无菌研磨，加入 0．5％ 

乳蛋白 Hank’s液制成 1：10悬液，3 000 r／min离心 

30rain，上清液接种 BHK21细胞，逐 日观察细胞病 

变并盲传 3代。出现规律病变者。取细胞液脑腔接种 

乳小白鼠，观察乳鼠发病情况，有可疑发病者。取脑 

传代，如出现规律发病即行鉴定。 

1．3 病毒鉴定 

1．3、1 抗体 乙型脑炎病毒豚鼠免疫血清为中国 

药品生物制品检定所制品 乙脑病毒单克隆抗体 

(McAh)为第四军医大学微生物教研室制 品；登革 

(DEN)1、2、3和 4型病毒 McAb为美国耶鲁大学虫 

媒病毒研究室主任 Robert E．Shope教授惠赠；基孔 

肯雅(Chikungunya。CHIK)McAb和辛德毕斯(Sind— 

his．SIN)病毒免疫血清为本室自制；羊抗鼠荧光抗 

体为华美公司产品 

1．3．2 抗原 乙脑病毒抗原为本室制品。 

1．3．3 血凝抑制(HI)试验 采用微量法。在 96 

孔塑料板上测定。正式试验使用 8单位血凝索。免 

疫血清和 McAb用12．5％白陶土和鸽血球处理，血 

清从 1：20开始稀释，抗原和抗体室温作用 2 h，加 

0．5％鸽血球后 2 h判结果，以50％的血球凝集被抑 

制为终点。 

1．3．4 免疫荧光试验 采甩间接法。将分离株病 

毒悬液感染已长成单层的BHK21细胞，第5天将细 

胞吹下．滴于玻片。丙酮固定，分步加JE McAb和荧 

光抗体。PBS洗片。甘油封片。用OLYMPUS荧光显 

微镜检查。 

2 结果 

2．1 病毒分离 

共捕获蝙蝠 64只，其中金管鼻蝠(Murina a“一 

rata)60只，棕果蝠(Rousettus leschenaulti)4只。从 

一 只金管鼻蝠脑组织中分离到 1株病毒。编号为 

GB30。该毒株能引起BHK21细胞病变和乳鼠规律 

发病和死亡。GB30原始标本接种第一代 BHK21 

细胞出现轻微病变，传至第二和第三代的第 4～5天 

时约50％的细胞有病变，特征为细胞断裂、变圆和 

脱落等。取 GB30第三代感染细胞悬液脑腔接种乳 

鼠。于第 3～5天时被接种的 8只鼠先后发病和死 

亡。至第二和第三代均可引起乳鼠规律发病和死亡， 

潜伏期 3～4 d。症状为离乳、离群、蜷缩、嗜睡、弓 

背、震颤、行走不稳和后肢瘫痪等，具有典型的嗜神 

经病毒感染症状。发病后 12～24 h即死亡。用 

GB30第三代发病乳鼠脑悬液接种 10只8--10克小 

白鼠(3～4周龄断乳的小白鼠)。均能导致它们发病 

和死亡。 

2．2 病毒鉴定 

2、2．1 滤过试验 将 GB30株的第二代发病鼠脑 

悬液通过 EK滤板。滤液能引起乳鼠或 3～4周龄断 

乳小白鼠发病和死亡，表明新分离株为滤过性病毒。 

2．2．2 血凝特性 GB30的鼠脑蔗糖丙酮法抗原 

在pH5．75--7．4时能凝集鸽红血球(表 1)，表明该 

毒株的pH范围较宽。但最适为 pH6．2--6．4。 

寰 I G酤O毒株血簟 pH范圉谢定 

Table 1 DH range of hema~ lutination of GB30 virus strain 

血凝滴度 
Titer 

DH 

6．6 6．8 7．0 7．2 

}}l} }}l} {}l} ++ 

}}l} }}l} 卅 一 

}}l} }}l} 一 一 

}}l} 计 一 一 

一  一  一  

5 75 6．0 6．2 6．4 

．Tlf }}l} }}l} 

}}l} 

斗H Hl‘ }}l} 

}}l} 

斗H ．}l} }}l} 

十 卅 _lH }}l} 

一  一  +一 卅 

注：}}l}：l帅％红细胞凝集；抖+：75％红细胞凝集；什 50％红细齄凝集； ：25％红细胞凝集；一：红细帕不凝集 

Notes：{}l}：I1~1％ RBC agglutinalcd~抖+：75％ RBC雌 u6nated；H ：50％ RBC agg]utinatedl ：25％ RBC agglutinated；一 ：No aggluti~ted 

～ 二二 ⋯ Ⅲ⋯ _一 P R 
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2 2．3 血凝抑制试验 GB30毒株的抗原与乙脑 

病毒 McAb(2F2和2H4株)和乙脑豚鼠免疫血清发 

生高滴度的血凝抑制反应(1：640--1：256o)，与 CHIK 

McAb和SIN免疫血清(PeAb)无反应，见表2。 

寰 2 GB30囊毒血凝抑制试驻结果 

Table 2 R~uks of ma gg】uti【 d[m inhibiti~ tem of GB30 virus strain 

注：一：100％~t球凝集抑制；+}：5【1％m球凝集抑制；{H}：100％血球凝集。 

Not ：JI】lI％ RBC agg]utinali~l inhibited：h ：50％ RBC ag utination inhibited；廿仆：No inhibiti~  

2．2．4 免疫荧光试验 GB30病毒和二株已知乙 异荧光反应．而与 DEN1、2、3和 4型以及 CHIK病 

脑病毒与乙脑 McAb 2F2和 2H4均出现较强的特 毒 McAb无反应(表 3)。 

寰3 免疫荧光试验结果 

Tabk 3 Re~alts of immul~ofluoreeent t郫c 

精毒v-ru — 『_— 西 —— —— —— —— — 

≥¨ ：阳性 ；一：阴性 

≥ +一：Positive； 一：Negatlve 

以上试验证明，新分离的 GB30毒株为乙脑病 

毒。 

3 讨论 

国内外学者对乙脑长期宿主和流行预测进行了 

多方面探索．并认为蝙蝠在乙脑病毒保存和扩散中 

起重要作用“-61。张海林等⋯从采自景洪市的453 

只棕果蝠(Ro “ lesch lti)脑组织中分离出 3 

株乙脑病毒。袁庆虹等l5 从捕自宾川县的 53只棕 

果蝠脑组织中分离出 1株乙脑病毒．79只双色蹄蝠 

(Hipposideros bicolor)脑组织中分离到 3株乙脑病 

毒 本研究再次从云南蝙蝠中分离到该病毒，进一 

步证明了蝙蝠具有保存乙脑病毒的能力。 

国外文献报道从日本的两种蝙蝠(Miniop Ⅲ 

schreibersi和Rhinolophus cornutus)1 406只中分离 

到 24株乙脑病毒 J，随后．又从台湾两种蝙蝠 

(Hipposideros口．terasensis和Miniopterus ．^lig． 

inosus)中分离到 3株乙脑病毒 J。本次从金管鼻蝠 

体内分离出乙脑病毒在国内外尚属首次．为蝙蝠作 

为该病毒宿主的研究领域增加了新的内容。金管鼻 

蝠主要分布在我省西部地区"J，本次在耿马县调查 

发现．它主要栖息在居民区房屋瓦缝，屋檐缝隙、竹 

筒、树洞及岩洞中，与人居和蚊虫关系密切，而且在 

上述环境 申捕到 的蝙蝠大多为金管鼻蝠(占 93 

75％)，少数为棕果蝠(占6．25％)，表明金管鼻蝠在 

当地农村为常见蝙蝠种，对它的宿主作用应予重视。 

Motte 将乙脑病毒实验感染 3种蝙蝠，均能产 

生病毒血症。经口食人感染蚊虫或感染蚊虫带毒叮 

咬亦可gf起蝙蝠感染．蝙蝠还可带病毒越冬．复苏后 

又可产生病毒血症，扩散病毒。在实验室条件下．建 

立了该病毒的蚊一蝙蝠一蚊的传播循环。国外和我 

们的研究资料充分说明．蝙蝠在乙脑病毒保存和扩 

散中起重要作用。 
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加标本采集；中国科学院昆明动物研究所王应祥研 

究员和本所杨光荣副主任技师协助鉴定蝙蝠；中国 

药品生物制品检定所俞永新教授和贾丽丽老师惠赠 

乙脑豚鼠免疫血清；第四军医大学微生物教研室马 

文煜主任和肖毅老师惠赠乙脑单克隆抗体．美国耶 
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