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革螨、恙螨传播肾综合征出血热病毒的

实验研究

张云朱进邓小昭吴光华张家驹周燕萍
疗钾 A

【摘要】 目的研究革螨、恙螭在肾综合征出血热病毒(h甘n。rrha埘c f吖er with ren亩syndmI耻

“兀ls，}积sV)传播中的媒介作用，方法 采集自然界鼠窝革螨及饲养繁殖的子代革螨和鼠体恙螨

幼虫以及从小黑板采集游离恙螨幼虫及饲养孵化的若虫．进行螨细胞培养分别观察螨细胞传播

盱RsV的作用。结果 发现螨细胞培养篇15 d和第20 d可从螨细胞内检测到旧RSV．其中
断RsV检出敷和荧光强度在革螨子4代、子3代和恙螨若虫均多于和强于子【代、于2代及恙螨幼
虫．结论单螨、恙螨对HFRSv的传播有一定的媒介作用，在维持旧RSv的自然循环中起重要作
用。

【关键词】革螨；恙螨；肾综合征出血热病毒
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肾综合征出血热(hernorrha画c fever with renal

syndⅫne，HFRs)是在我国广泛流行的严重自然疫

源性疾病，病毒通常分4型⋯。60年代以来我所通

过大量研究证明HFRs病毒(HFRsv)以鼠类为传

染源，并通过革螨、恙螨叮刺传播⋯。70年代和80

年代我所研究证明：革螨、恙螨能自然感染、叮刺传

播和经卵传递HFRsv【3’4 J。为进一步了解革螨、恙

螨在我国传播卜Ⅱ、RSV的媒介作用和体内HFRSv

的保存机理，我们在原有基础上作进一步研究。现

将结果报告如下。
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·论著·

1．革螨、恙螨来源：(1)革螨来源：于田RS流
行季节(10～¨月份)挖鼠窝捕鼠、收集窝草置布袋

中送实验室检出革螨；将鼠肺HFRsv抗原阳性和

阴性的鼠窝革螨分别分类，置饲养缸l匀饲养，以成

虫、卵和幼虫作为受检材料。(2)恙螨来源：于小盾

纤恙螨密度高峰的10月份，在陕西历年来HFRs发

病率及鼠带毒率高的户县化工厂，采用以下两法采

集恙螨：①鼠体采集：晚闾在野外布放鼠夹，次晨收

回。将从鼠体自行爬下的饱食恙螨幼虫置于饲养管

中饲养。鼠肺用间接免疫荧光法(1FAT)检测

HFRSv抗原，以HFRsv抗原阳性鼠所收集的饱食

幼虫，以及饲养出的若虫、成虫、卵、子代幼虫作为受

检材料。②小黑板采集：选择晴天，于lO：00至

16：00，将小黑板置放于野外草丛中，lO min后收回

检查。将饱食恙螨幼虫置于饲养管中饲养。以未食

幼虫、饱食幼虫、若虫、成虫、卵和子代幼虫作为受检
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材料。

2．HFRsv和HFRSv抗体：试验用HFRSv为

76．118株经乳鼠颅内传4代，以199培养液研磨发

病鼠脑制成10％(W／v)悬液，500 r／min离心15

min，取上清作为病毒液备用。HFRsV单克隆荧光

抗体(25—1)由中国预防医学科学院病毒学研究所研

制。

二、方法

1感染试验：将感染HFRsv发病症状典型的

乳鼠，分别放人未饱食的革螨、恙螨饲养管内任其叮

食4 h后，挑出革螨和恙螨置于另一饲养管内饲养。

2革螨、恙螨细胞内Ⅷ艰Sv观察：分别取鼠肺

HFRSv抗原阳性的鼠窝革螨、鼠体恙螨和鼠肺

盯Rsv抗原阴性的鼠窝革螨、鼠体恙螨经叮刺感
染HFRsv后发病的乳鼠，各200余只挑人经消毒

灭菌的饲养管内再饲养15 d。然后将螨挑人平皿

内，平皿口涂驱避剂以防螨外爬；将平皿置于距紫外

线灯管(30 w)37 cm处暴露垂直照射30 min；尔后

用199液洗3遍；再将螨悬浮于含1 ooO U／ml青霉

素、链霉素、20 u／n1I两性霉素B 2 m1的199液中，

置4℃冰箱继续灭菌6 h后取出，弃去液体；用无菌

眼科小剪反复剪碎螨体；每种螨加2 ml pH 7 2～

7．4 O．75％胰蛋白酶(Difc()1：250)，在37℃水浴中

进行消化；30 min后取出，以2 000 r／nlin离心15

商n，弃上清，将沉淀物悬于2 mI lO％牛血清199液

内，反复吹打，直至螨组织块成絮状为止；再用10％

牛血清199液离心洗涤3次，以排除螨体机械携带

Ⅷ?RSv的可能。每种螨可得细胞悬液约3～5 ml，

分别置于25 ml小方瓶中，37℃培养，细胞贴壁后，

换营养液．以后每4 d换一次维持液。第7～8 d传

代一次。观察HFRSv在螨细胞内感染情况。

3．革螨、恙螨细胞内HFRsv垂直传播观察：分

别取子l代、子2代、子3代、子4代革螨和恙螨若

虫、子代幼虫同上述方法2作革螨、恙螨单层细胞培

养观察。

4观察内容：①每天镜_F观察螨细胞贴壁生长

形态；②待螨细胞贴壁和生长良好后，每天刮取部分

螨细胞按常规方法进行特异性荧光检测；③在传第

2代时取螨贴壁细胞悬液，反复冻融3次、离心，取

上清接种vero-R细胞，分离HFRsv。

5判定螨体内HFRsv的指标：①螨贴壁细胞

胞浆内检测到卜Ⅱ?RSv的特异性荧光颗粒；②经

盯Rs病人恢复期血清和病毒免疫血清作用后可阻
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断其特异性荧光反应；③培养物重复接种VenR

细胞能分离出并可稳定传代的Ⅷ?Rsv。

6．螨细胞内HFRSv多聚酶链反应(PCR)检测

分析：①引物设计和合成；②HFRsV制备及RNA

提取；③逆转录PcR扩增反应；④pcR结果检测

等，参见文献∞J。

结 果

l螨细胞生长贴壁情况：螨细胞培养24 h镜检

细胞贴壁良好，细胞大小不等，15 d生长旺盛未见

病变，20 d有少量细胞脱落并有病变出现，25 d后

螨贴壁细胞全部脱落。

2．螨细胞内HFRsv观察：经培养第15、20 d各

用白金环刮取部分螨贴壁细胞按常规方法进行

HFRSv特异性荧光检测。结果：螨贴壁培养细胞

均数量不等见有特异荧光颗粒。荧光图像呈沙粒分

布于细胞浆内，少数呈块状。检测结果见表l。

表1 鼠肺断RSv抗原阳性、阴性的不同种螨
细胞内HFRSv检测结果

⋯ 鼠肺HFRsV 鼠肺HFRs、，

螨 种
聊

抗原阳性 抗原阴竹
^蝌

标本数检出数 标水数榆出数

格氏血厉螨 15 5 2 5 1

20 6 3 6 1

厩真厉螨 15 5 2 5 2

20 5 1 5 0

鼠铽毛厉螨 15 4 1 4 1

20 3 】 ’ l

巴氏厉埔 15 4 2 4 1

20 4 2 4 1

鼠体恙螨幼虫 15 4 2 4 0

20 4 l 4 l

游离恙螨幼虫 15 4 1 4 (】

20 4 2 4 1

3螨细胞垂直传播HFRsV观察：经培养第15

d和20 d的子1代、子2代、子3代、子4代革螨和

恙螨若虫、幼虫的单层贴壁细胞，按常规方法进行

HFRSv特异性荧光检测，其细胞胞浆内荧光图像

和卜述螨细胞类似均呈沙粒状分布于细胞浆内，少

数呈块状。检测结果见表2。

4．venE^细胞重复感染检测：将螨单层细胞

第19 d上清液接种ven巨细胞。接种后第4 d刮

取部分细胞进行特异性荧光染色，50％以上细胞胞

浆内有块状或点状荧光颗粒。venk细胞传至第

2代后．90％以上细胞浆内呈特异性荧光反应，经

HFRs病人血清作用可阻断其特异性荧光反应。用

5例HFRs病人双份血清测定，荧光抗体滴度均有4
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倍以上增长，证实分离出的病原因子为Ⅷ1RSv。

表2 不同代螨体内H盹0sV检测结果

梧氏血厉蝤厩真厉蜡鼠预毛厉螨 恙螨

婧种代数萋委{蟊_簪{蟊_硒{委_丐i1再
革螬1

盖螨幼虫

若虫

5．螨细胞内Ⅷ碾Sv PCR分析：各取格氏血厉

蜡、厩真厉螨、鼠颚毛厉螨、巴氏厉螨和游离恙螨20

d的细胞培养悬液提取HFRsv，核糖核酸(RNA)，

皋恪RNA模板分别进行逆转录、扩增检测。结果
除巴氏厉螨外其余4份标本均见有明显的RNA扩

增带。表明螨体细胞内有阳oRsv存在。

讨 论

螨媒在虫媒病毒中所起的媒介作用，不仅取决

于该种类的数量、生物学特性、与人的关系等，还取

决于对该病毒的易感性、传播性及经卵传递能力。

虫媒病毒如何在自然界长期保存，也是一个重要而

复杂的问题，一直受到流行病学工作者的关注。我

们通过大量的现场调查和实验研究观察，认识到

Ⅷ碾Sv在革螨、恙螨问传递对保存病毒有一定的

作用。

本研究用单层螨细胞培养法，取贴壁螨细胞按

常规方法进行特异性荧光检测细胞内Ⅻ?RSV，结

果在螨细胞培养第15 d和第20 d可从细胞内检测

到HFRSv。在螨细胞垂直传播的观察中发现，在

革螨的子1代、子2代、子3代和子4代及恙螨幼虫

和若虫细胞内均可检测到HFRSV。在革螨子3代

和子4代及恙螨若虫细胞内检出数和荧光颗粒强度

均高于和强于革螨子1代和子2代及恙螨幼虫。表

明HF雕Ⅳ在螨体细胞内垂直传播，并有增殖现象，

这一现象对该种病毒的自然循环和维持Ⅷ?RS疫

源地具有重要的流行病学意义。

此外，我们以前作革螨、恙螨自然感染、叮刺传

播和经卵传递试验中，将螨悬液接种VenR细胞，

均需要传3代后才观察到荧光颗粒；50％以上细胞

呈特异性荧光反应一般为4～5代后才出现。用

HFRSv阳性螨单层细胞接种vero—E6细胞培养，第

1代即观察到荧光阳性，第2代有90％以上细胞浆

内有特异性荧光反应。提示用HFRsV阳性螨单层

细胞培养物接种VenE6细胞分离HFRSv，可较直

接接种vero．R细胞早10 d分离出HFRSv并可提

高检出率。
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