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猪感染流行性出血热病毒的流行病学

与 实 验 研 究

杨占清
` 刘运喜

` 彭佐林 ` 于晓敏 ` 乔正福 ` 吴钦永 ` 张 云2 陶 开华2
郭进清

,

摘要 为了解猪在流行性出血热 ( E H )F 疫区的流行病学意义
,

探讨猪的感染与人群发病的关

系
,

采用病原学
、

血清学和 P C R 技术对猪感染 E H F 病毒 ( E H F v )进行流行病学调查与实验研究
。

结果
:

猪不仅存在自然感染
.

而对 E H F v 敏感
,

随血液行播及多种脏器组织
,

在体内增殖并随排泄

物排出感染性病毒
。

作者认为猪具备作为 E H F 传染源的条件
。
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近年研究证实 E H F 宿 主动物有向经济

动物扩散趋势
,

有关猪的调查
,

仅从血清查出

E H F v 抗原与抗体 [ ` ]
。

鉴于猪是我国农村饲

养数量最多
、

分布最广的家畜之一
,

为了解猪

在 EH F 疫区的流行病学意义
,

探讨猪感染与

人群发病的关 系
,

1 9 8 6 年以来
,

我 们对猪感

染 EH F V 进行流行病学与实验研究
,

现将结

果报告如下
。

材料与方法

一
、

标本 来源
:

从山东省营南县和济南市

济南军区军事医学研究所 济南 2 5 0 0 14

南京军区军事医学研究所

解放军 54 8 71 部队医院

场或肉联厂采集猪血清
、

心
、

肝
、

脾
、

肺
、 ’

肾等

组织
,

以及猪尿
、

粪
、

唾液和圈内污物
,

置液氮

罐内备用
。

如遇孕或分娩母猪及仔猪采集血

清
,

并收集健康人
、

屠宰工人及饲养员血清
,

一 2 0℃备检
。

二
、

猪与人 E H F 发病关系调 查
:

调查密

切接触者 (均有 3 一 5 年以上屠宰史 )和从未

与猪接触者的隐性感染
,

以及养猪 户与未养

猪户 E H F 发病和养猪感染者的病 因
。

三
、

人工感染实验
:

1
.

实验动物
:

系 3 0 日龄 内仔猪
,

实验前

一周采血 2 次查 E H F V 抗原与抗体
,

均阴性

者用于实验
。

小 白鼠为昆明系乳 鼠 ( 3 日龄

内 )作病毒分离和制备感染材料
。
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2
.

E H F V 株和感染材料制备
:
R 2 2株由中

国预防医学科学院病毒学研究所提供
。

毒株

接种孚L鼠脑内
,

传至第 3 代
,

以鼠脑
“

柑 一姗
”

特异荧光者 ( IF A ) 用于制备感染材料
。

具体

做法
:

称取感染鼠脑无菌研磨
,

用细胞生长液

制成 10 % 悬液
,

冻融 3 次后
,

2 0 00 转 /分 20

分钟
,

取上清液
,

调 p H 7
.

2 一 7
.

6
, 一

30 ℃冰箱

冷冻后
,

移放液 氮罐内备用
。

并 以同法制备

正常鼠脑悬液作对照
。

3
.

动物分组与感染方式
:

依动物体重 从

小到大编号
,

采用随机数字表法分 4 组
,

每组

3 只动物
,

分别皮下
、

口腔和肺 内等 3 种部位

注射鼠脑悬液 (接种前先将 口 腔粘膜擦伤 )
,

每只接种 1
.

s m l
,

对 照组注射等量正常 鼠脑

悬液
,

隔离饲养
,

并定期测定体温和观察动物

的变化
。

4
.

病毒定位与排毒途径
:

仔猪人工感染

后
,

定期 采血
,

收集 新鲜 尿
、

粪
、

唾液
,

观 察

E H F V 抗原与抗体消长
。

定期宰杀取各种组

织检查病毒分布和病理变化
。

四
、

检测方法
:

1
.

E H FV 抗原与抗体检测
:

采用 R P H A

和 R P H I 或 H R P 一 S P A 法
,

组织 E H F V 抗原

检测用 I F A 法
。

成套试 剂和兔抗 E H F V 血

清购于南京军区军事 医学研究所
,

抗兔 烤G

荧光抗体由浙江省玉环生物试剂厂生产
。

同

时用 P e R 技术 [ 2 ]检测 E H F v 一 R N A
。

2
.

病毒分离
:

取 P C R 检 测 E H F V 抗原

阳性标本制成无菌滤液
,

分别接种乳 鼠脑和

v er o 一 E 6 细胞分离病毒和 ID S。定量测定
,

其

操作见文献 3[]
。

3
.

动物试验
:

取 E H F V 抗原阳性血
、

尿
、

粪和肺组织制成无菌滤液分别接种乳 鼠
,

每

份各 6 一 8 只
,

每只腹腔注射 0
.

2m l或脑内注

射 0
.

O Zm l
,

乳鼠由母 鼠哺养
,

二周剖取 鼠脑

或肺检查 E H F v 抗原
。

结 果

一
、

猪各 种 标本 E H F V 杭 原 阳性 率
:

从

10 种标本中检出 E H F V 抗原
,

其荧光强度均

在
“

++
”

以上
,

经双盲法检测结果一致 (附表 )
。

IF A 检出心
、

肺
、

肝
、

脾和 肾 E H F V 抗原阳性

者再用 P C R 检查均检出 E H F V 一 R N A
,

并分

离到病毒
。

二
、

E H F v 分离和 I D S。 沉
·

J定
:

心
、

肺
、

肝
、

脾
、 `

肾
、

血
、

尿
、

粪等各 3 份制成 无菌滤液 和

1 0
一 `一 10

’ 5不同稀释度滤液分别接种乳 鼠

和 v er 。 一 E 6 细胞
,

传 4 代后
,

除粪标本因污

染丢弃外
,

其余均分离到 E H F V
。

定量测定

结果见附表
。

附表 各种标本 E H F v 抗原
、

抗体检测及 E H F V 分离结果

标本名称 检测份数
E H FV 抗原

阳性数

E H F V 抗体

阳性数

E H F V 分离

份数

E H F v 分离

株数

E H F V ID 5 o

定量测定

10
一 2

10
一 5

10
一 3

10
一 4

10
一 4

10
一

5

10
一 2

l
,ú11,
一,一l一
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圈内污物

l 4

7
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0
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三
、

孕猪及乳猪杭原阳性率
:

从一头孕猪

血清及所产 7 只乳猪血清
、

尿
、

粪
、

唾液均检

出EH F v 抗原
。

乳猪上述标本抗原 阳性率

分别为 1 0 0 %
、

2 8
.

5 7 %
、

4
.

19 % 和 1 4
.

2 9 %
,

并从乳猪脾
、

肺
、 ’

肾和脑组织检 出 E H F v 抗

原
。

四
、

人工 感染
:

1
.

临床表现和病理学检查
:

接种仔猪全



2 2 0

部 感 染 成 功
。

其 感 染 后 体 温 仅个 别 达

4 0
.

3 ℃ (1一 2 天 )
。

感染第 6 天始仔猪食欲

减退
,

喜卧
,

活动减少
。

尿蛋白阴性
。

肺毛细

血管轻度扩张淤血
,

间质水肿
,

少数肺泡 内有

出血 ;肾小球毛细血管可见淤血
,

内皮细胞肿

胀
, ’

肾小管水肿 ; 肝细胞呈水样变性及气球样

变性
,

部分区域有出血
;
脾脏及大血管未见明

显异常
。

对照组各种组织正常
。

2
.

E H F V 在猪体 内的分布
:

仔猪人工感

染后 3 天肺
、

脾
、 ’

肾
、

脑和淋 巴结检 出 E H F V

抗原
,

至第 10 天均 阳性
,

第 20 天肺
、

脾仍检

出阳性
,

心
、

肝
、

大肠
、

小肠
、

胃
、

膀肤
、

肌肉
、

血

管未检出阳性
。

对照全部阴性
。

仔猪感染后

第 3 天始 从血
、

尿
、

粪
、

唾液检 出 E H F V 抗

原
,

第 10 天仍为阳性
,

检出阳性顺序是血 ~

尿 ~ 粪 ~ 唾液
。

从第 7 天血 清 检 出抗
一

E H F V 抗体
。

其抗体滴度逐渐上升
,

最高达

1 : 6 4 ( R P H I )
。

3
.

二次感染实验
:

取 E H F V 抗原阳性猪

血
、

尿
、

粪各 4 份和人工感染仔猪肺
、

血
、

尿各

1 份
,

分别接种乳鼠脑
,

每份接种 6 一 8 只
,

感

染后第 10 一 12 天即出现后肢瘫痪
、

萎缩
、

烦

燥等症状
,

2 周后处死取肺或脑组织检查
,

前

3 种 E H F V 抗原 阳性率分别为 33
.

33 % ( 8/

2 4 )
、

2 5
.

0 0 % ( 6 / 2 4 )
、

2 0
.

8 0 % ( 5 / 2 4 )
。

人工

感染仔猪标本接种乳 鼠脑和肺组织均检 出

E H F V 抗原
。

五
、

猪 E H F V 感染与人群发 病关系
:

1
.

密切接触者隐性感染
:

检测宰猪工人

2 5 6 人
,

饲养员 3 05 人和无接触史 2 85 人
,

抗

体阳性 率分 别 为 4
.

6 9 % ( 12 / 2 5 6 )
、

4
.

2 6 %

( 1 3 / 3 0 5 )和 1
.

4 0 % ( 4 / 2 8 5 )
。

有
、

无密 切接

触史间差异有显著性 (才
= 4

.

24
,

尸 < 0
.

05 )
,

其密切接触者隐性感染率与接触年限呈正相

关
。

2
.

猪带毒率与人群发病关系
:

猪肺和血

清 E H F V 抗原与抗体 阳性率均为高发区 >

中发区 > 低发区
,

非疫区为 0
,

带毒率与当地

)\ 群 E H F 发病 呈正相关 ( : = 0
.

89 )
。

1 2 3 4

户农村居民计 5 18 8 人近 2 年 E H F 发病 104

例
,

其 中养 猪 户和 未养 猪户 发病率分别为

2
.

1 1% ( 10 1 / 4 7 9 7 )和 0
.

7 7 % ( 3 / 3 9 1 )
。

养猪

户相对危险度为 2
.

7
。

3
.

危险因素调查
:

某部一名饲养员感染

E H F
,

经流行病学
、

临床和血清学确诊
。

病因

调查结果表明从该患者所饲养的猪血清与粪

污检出 E H F v 抗原
,

故认为本病例最可能为

直接接触 E H F V 抗原 阳性 猪排泄物污染物

经破损皮肤粘 膜或吸入污染尘埃而感染发

病
。

讨 论

关于动物传染源的条件
,

本研 究结果表

明
: ①猪对 E H F v 易感 ; ②感 染后病 原体能

在猪体内繁殖
,

并能经不同途径排出体外 ;③

排出的病原体具有感染力
;④猪数量 多

,

有一

定的自然感染率
,

与人有较密切的关 系
; ⑤猪

感染率与人群感染率
、

发病率的相关性
,

并有

自然感染的病例报告
。

从而证实猪具备作为

E H F 传染源 的条件
,

并对人间 E H F 传播和

自然疫源地的维持与演变起着不可忽视的作

用
,

应引起重视
。

在 自然条件下猪与 鼠极 易相互感染
,

猪

与鼠类在本病流行病学上并可能具有协同作

用
,

因此
,

在 E H F 防治工作中除做好灭鼠防

鼠外
,

还要不断加强对猪的管理和监测以及

对养猪
、

宰猪人员的个人防护工作
。

然而有

关猪排出感染性病毒导致人的感染主要途径

与条件以及猪与鼠和人之间的关系尚待进一

步研究
。
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