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广州市2004年某野生动物市场动物
携带SARS—CoV监测
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·现场调查·

【摘要】 目的 了解广州市某野生动物市场动物携带严重急性呼吸综合征冠状病毒

(SARsCov)的动态变化，预测2004—2005年冬季当地发生动物源性SARS．的危险性。方法 在

SARS发病相关月份采集广州市某野生动物市场动物的肛拭子和咽拭子标本，使用实时荧光聚合酶

链反应(PCR)初筛，使用RT—PCR和序列分析方法核实。结果 在2004年1月5日广东省开始清除

野生动物行动前采集的31只动物(5只赤狐、20只猫、6只黄毛鼠)中，有8只动物sARSCoV检测阳

性(25．8％)，包括3只赤狐、4只猫、1只黄毛鼠。在2004年1月20日采集的119只动物(6只兔、13

只猫、46只原鸡、13只斑嘴鸭、10只灰雁、31只鹧鸪)中，仅1只灰雁的肛拭子检测阳性。2—11月份

采集的102只动物(14只灰雁、3只猫、5只兔、9只斑嘴鸭、2只鹧鸪、8只雉鸡、6只鸽、9只黄麂、19

只山猪、16只黄毛鼠、5只犬、1只水貂、3只山羊、2只绿孑L雀)中，仅4月份采集的1只山猪的肛拭子

标本阳性。11—12月份在广东省采集的22只果子狸标本均为阴性。结论 和SARs流行或出现散

发病例2003年5月、2004年1月5日某野生动物市场动物的sARSCoV的RT—PcR检测情况相比，

2004年1月20日至12月广州市某野生动物市场的动物携带sARsC0v的比例显著降低。11—12

月份采集的12只果子狸标本RT—PCR检测也为阴性。提示2004—2005年冬季发生动物源性SARS

CoV感染的危险性很小。

【关键词】冠状病毒，严重急性呼吸综合征；果子狸；野生动物市场
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【Abstract】 objective To study the prevalence of severe acute reSpiratory syndrome comnavirus

(SARSCoV)like virus in animals at a live animal market of Guanzhou in 2004 before and after culling of

wild animal action taken by the 10cal authority， in order to predict the re—emerging of SARS fr《蛐animal
originals in this region．1Ⅵethods Animals at live animal market were sampled for rectal and throat swabS

in triplicate．A single step realtime reverse transcription—polymerase chain reaction(RT—PCR)diagnostic kit

was perfomed for screening SARSCoV like virus，the manual nested RT—PCR and DNA sequencing were
perfomed{br∞nfimation．0nly specimens which tested positive for both of the N and P genes by nested
RT—PCR were scored as positive．R鹤ults In 31 animals sampled in January 5 2004 before culling of wild

animals at Guangdong Province，including 20 cats(Rzis mf“s)， 5 red fox(ⅦZ∞s口“z加s)and 6 Lesser
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rice field rats(Rn￡￡“5 z05∞)，8(25．8％)animals were teSted positive for SARSCoV like virus by RT—PCR

methods，of which4 cats，3 red fox and one LeSser rice field rats were included．However，two weeks after

culling of animals and disinfection of the market were implemented，in 119 animals Sampled in January 20

2004，including 6 rabbits(o，‘3肟fo正[zg“s c“咒ic“z“5)，13 cats，46 red jun91e fowl(G口zz“5 gnzz“s)，13 spotbiU

duck(A，z口s pz口之矿，1hy挖c^os)， 10 greylag g∞se(A押sPr 口咒58r)，31 Chinese francolin(．fi>乜札cZi咒“s

户锄fdd∞，z“s)，only rectal swab from one greylag g∞se was tested poSitive for SARSCoV like virus．

Furthemore' in 102 animals that including 14 greylag 900ses， 3 cats， 5 rabbits， 9 spotbill duck

(Anaspoecilorhyncha)，2 Chinese fran∞1in(．Fh咒czi咒“s户i咒f盘(Z∞咒“s)， 8 common pheasant(．P危a5in72“s

∞zc^ic“5)，6 pigeons，9 Chinese muntjac(M甜规finc“s，‘已P懈i)，19 wild boar(S“5 sc，‘o，a)，16 Lesser rice
fieldmts，5 dogs，1 mink(M“s越n口i50以)，3 goats，2 green peafowl(fk∞m“痂“s)sampled in April，
May，June，July，August and November，only rectal swab from one pig was tested p0Sitive．However，of

12 and 10 palm civets sampled in November and December including five of which had been at the 1ive

animals market for 2 da”，none of them was tested positive． Conclusion This findings revealed that

animals being sampled in April，May，June，July，August and November of 2004，only one rectal swab

from a pig was tested positive as SARSCbV 1ike virus。much lowere than the results from the previous

year，suggesting that the poSSibility of re—emerging of human infection from animal origins is 10w for the

winter of 2004—2005．

【Key words】G)ronavirus，severe acute respiratory sylldrome；P以g“m口如r伽￡a；Live animal market

2003年5月，管轶等⋯从深圳东门市场的果子

狸(Pag“77z口z口r可口￡口)、貉(』、蜘￡P，℃“￡已s乡roc3J0咒oid已s)
等动物检测分离到严重急性呼吸综合征冠状病毒

(SARS—CoV)，提示果子狸等野生动物是SARS—

CoV样病毒的重要宿主。一些研究使用聚合酶链

反应(PCR)等检测方法，发现可能携带SARS—CoV

的动物还包括鼬獾(MPzp肛如m05c砌抛)、猕猴

(M口∞f倪m“肠￡f盘)、铅色水蛇(E规^埘一5∥“m6∞)、

犬面果蝠(C如。声钯r“s s础i行z)、中国穿山甲(M口竹妇

地72d盘dnc芒yz口)、豸苗(Rzis c口￡“s)、鸽子(CDz“7”6口

zi口缸)等。发现果子狸、貉等动物是SARS—CoV的

宿主具有重要意义。因为随着经济的高速发展，珠

江三角洲地区对野生动物的需求不断增加，全国各

地饲养的野生动物大多销往广东省。广州市野生动

物市场是全国各种养殖野生动物的重要集散地，对

动物进行SARS—COV监测是有效控制SARS的关

键幢1。为了消除SARS的传染源，2003年5月广东

省将果子狸等清理出野生动物市场，8月下旬多种

野生动物重新进入市场∞J。2003年12月至2004

年1月在广州市出现新的SARS病例时，管轶等发

现野生动物市场的果子狸携带sARS—CoV的比例

很高，且S基因序列和从患者标本检测的S基因序

列高度同源Ho。这些研究结果直接导致了广东省开

展清除果子狸等野生动物的行动。我们于2004年

1月5日在清除果子狸等动物的行动开始前，以及

此后和SARS发病相关的月份，在广州市某野生动

物市场多次采集动物样本，进行SARS—CoV检

测”J，结果报道如下。

材料与方法

1．动物标本采集：使用病毒采样拭子采集动物

的肛门拭子和咽部拭子标本，一式3份，以备核实。

将采集标本拭子置于含1 m1病毒标本采集保存液的

带螺口冷冻管中，立即置于4℃保存。同时记录动

物的品种、来源、饲养方式等资料。对每个采集样品

的动物拍照，并剪取毛发，必要时进一步鉴定。动物

种类的选择取决于市场有无和摊主的配合程度。采

取随机方法选择动物个体。

2．SARS—CoV检测：对采集的动物肛拭子和咽

拭子标本进行病毒灭活处理，使用QIAamp viral

RNA mini kit提取病毒RNA核酸。将140肛l标本

中所提的RNA洗脱于60“1无RNA酶的蒸馏水中。

以上操作在生物安全3级实验室完成。使用深圳市

匹基生物工程股份有限公司研制的新型冠状病毒核

酸扩增(PCR)荧光检测试剂盒进行初筛，阳性标本

使用手工巢式RT—PCR复核，并分离扩增片段，进行

序列分析。匹基公司试剂盒的扩增引物和荧光探针

是根据SARS—CoV序列(AY27874)的p01基因区设

计的，反应体系中包括两组引物和探针，覆盖pol基

因的两个不同位点，扩增片段长度分别为192 bp和

151 bp。所用仪器为Roche Light Cycler荧光PCR

检测仪。按照说明书的规定判断结果：Ct值≤37为

阳性；无Ct值或Ct值为40判断为阴性；Ct值>37

的标本需要重复，重复的Ct值<40则判断为阳性，

否则为阴性№’71。巢式RT—PCR的扩增产物使用

1％琼脂糖凝胶电泳观察拍照。

3．DNA序列测定及分析：将巢式RT—PCR扩增
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的DNA片段进行琼脂糖凝胶电泳回收并纯化，标

本送国家人类基因组北京中心，利用3730A核酸自

动测序仪进行序列测定。每个PCR扩增片段均双

向测定4次，保证序列的准确性。利用DNASTAR

软件进行序列拼接，对碱基变异较大的位点进行重

复测序确证。所有序列均使用Meg赳ign软件进行

多序列比对和分析。

4．&螺S—Cov基因阳性标本的判定标准：对使
用匹基公司新型冠状病毒核酸扩增荧光检测试剂盒

初筛阳性的动物标本，进行SARS．CoV N、P基因的

手工RT—PCR检测，同时检测到N、P两个基因片段

的标本，判断为PCR检测阳性，并进行序列分析。

结 果

2004年1月5日广东省开始清除果子狸等野

生动物行动前，我们在广州市某野生动物市场采集

31只动物的标本，包括5只赤狐(沌z声酷口“z声酷)、
20只猫(&协∞￡“5)、6只黄毛鼠(Rn￡￡“5 zo卵口)，其

中8只动物的标本SARS—CoV RT．PCR检测阳性

(25．8％)。包括3只赤狐的咽拭子标本(阳性率

60％)、2只猫的肛拭子和咽拭子标本(20％)、1只黄

毛鼠的咽拭子标本(表1，图1)。所有检测的阳性标

本均进行了P和N基因的测序，序列和发表的

SARS—CoV序列一致。结果提示广州市某野生动物

市场的动物携带SARS—CoV的情况严重。
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注：①2003年度的动物检测情况为管轶等【lj报道。②2004年

4—12月份动物采集情况：4月份猫3只、绿孔雀(心∞m“fif“s)2
只、灰雁3只、斑嘴鸭3只、鸽3只、山猪5只、犬(c口n妇丘miz缸“s)5
只、水貂(M“s纠口谢∞n)1只、山羊3只；5月份灰雁3只、斑嘴鸭3
只、鸽3只、黄毛鼠4只、山猪2只、黄麂(M“n￡i口f“5 r∞zwi)3只、雉

鸡(PAⅡs缸”“s∞zc^if“s)6只；6月份灰雁3只、斑嘴鸭3只、黄毛鼠3

只、黄麂2只、山猪3只；7月份灰雁2只、山猪6只、黄麂2只、鹧鸪

2只、雉鸡2只；8月份灰雁3只、山猪3只、黄毛鼠9只、黄麂2只；

11月份兔5只、果子狸12只；12月份果子狸10只。1月5日和20

日采集动物的种类和数量见文中结果。③箭头为广东省开始加强管

理野生动物行动的日期。*深圳市动物市场；#广州市果子狸；

△深圳市果子狸

图1 2003—2004年广州市某野生动物市场

动物携带&幔§CoV监测

表1 2004年1月5日广州市某野生动物市场

采集动物标本&螺SCoV检测结果

注：+为SARS—CoV检测阳性；一为SARS—c0V检测阴性

广东省对野生动物进行清理和消毒后，于1月

20日我们在同一市场采集了119只动物的标本，包

括6只兔(o砂c￡o缸鲥5 c“咒ic“z“s)、13只猫、46只原

鸡(G口肌“s舭比“s)、13 只斑嘴鸭(A竹n5

p肠￡y砌v扎咖os)、10只灰雁(A咒sPr彻sPr)、31只鹧鸪

(Fm挖以i咒“s pi咒￡a矗m扎甜s)。除了1只灰雁的肛拭子

的RT—PCR检测阳性外，其余118只动物均为阴性

(图1)。另于4—8月和11月采集了各种动物102

只(图1)。除了4月份采集的l份山猪(S“s scro危)

的肛拭子标本RT—PCR检测阳性外，其余标本均为

阴性。

为了解2004—2005年冬季广东省野生动物市

场外可能存在的果子狸携带SARS—CoV的情况，我

们11月份在广州市采集了12只果子狸标本，其中

来自湖南省5只、湖北省4只、福建省3只，而来自

湖南省的5只果子狸曾在广州市某野生动物市场停

留2天。所有12只果子狸的肛拭子和咽拭子标本

的RT—PCR检测均为阴性。我们还于2004年11月

30日至12月2日在深圳市采集了10只果子狸标

本，其中来自陕西省4只、湖南省6只，RT．PCR检

测结果也为阴性。

讨 论

流行病学调查资料提示，果子狸是SARS—CoV

的重要宿主之一【8‘1引。果子狸携带的SARS—CoV有

可能传染给人H1|。2003—2004年冬季广州市发生

的4例&啵S患者中，第2例为经营果子狸餐馆的
服务员，第4例在发病前7天曾经在该餐馆就过餐，

第3例患者发病前也曾在经营果子狸的餐馆就过

餐。因此，提供果子狸服务的餐馆可能属于高危场

所u2。。调查发现，餐馆的果子狸是从野生动物市场
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购买的。我们认为，可能是某种目前还不明确的动

物把SARS—CoV带进了野生动物市场，感染了果子

狸。果子狸对SARSCoV非常敏感，病毒可在果子

狸体内迅速繁殖、传播、进化、排泄，感染其他动物。

野生动物市场可能被SARS—CoV严重污染，成为传

染源¨1。因此，对野生动物市场的动物进行长期监

测，有可能了解野生动物携带SARS．CoV情况，起到

疫情预警作用，即使是已经将果子狸等清除出市场

的情况下，仍存在其他动物把病毒带进市场的可

能性。

管轶等n1报道，2003年5月SARS流行期间在

深圳市某野生动物市场检测的25只野生动物中，有

5只使用RT—PCR方法检测到SARS—CoV(阳性率

20％)。该研究包括6只果子狸，其中2只RT—PCR

检测阴性，但分离到了SARS—CoV。果子狸携带

SARS．CoV可能具有季节性特点，5月份可能不是果

子狸SARS—CoV携带率最高的月份。这也许能够解

释，2003年5—7月份一些研究机构在对果子狸携带

SARS．CoV的调查中，为什么出现了截然不同的结

果。能够反映野生动物携带SARS。CoV的情况和发

生SARS关系的月份可能不是在5月份，而是11、

12、1月份。因为2002—2003年和2003—2004年冬

季，SARS早期病例均出现于12月份左右。2004年

1月5日，在广东省开始清理野生动物前，广州市某

野生动物市场动物的SARS—CoV PCR检测阳性率

为25．8％(共检测31只动物，不包括果子狸)。应该

说在消除果子狸等野生动物前采集的标本，能够反

映野生动物市场动物携带SARS—CoV的真实情况，

及其与发生SARS的关系。

广东省采取清除果子狸行动2周后，在2004年

1月20日至11月采集的223只动物中仅2只动物

的SARS—CoV RT—PCR检测阳性。2004年11—12

月份采集的22只果子狸的检测结果也为阴性。说

明加强野生动物管理对消除SARS—CoV的动物传

染源是有效的。虽然在该野生动物市场已经不能够

获得果子狸的标本，我们采集标本的种类和数量也

取决于市场有无，以及摊主的配合程度。但是，这些

标本应该在一定程度上反映市场是否仍然存在污染

或者污染的程度。

如果SARS发生和果子狸等野生动物携带

·87·

SARSCoV的状况有关，与2002—2003年、2003—

2004年发生SARS时的野生动物市场动物的

SARSCoV RT—PCR检测阳性率相比，2004—2005

年冬季发生动物源性SARS—CoV感染的危险性明

显降低。但我们的资料并不排除发生SARS病例的

可能性。应继续寻找&螺S—CoV的宿主动物，加强

野生动物市场和养殖场野生动物携带&堰S—CoV
的监测，特别应注意SARS—CoV的其他途径来源，

防患于未然u“。
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