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犬副流感流行毒株的分离与鉴定
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摘　要: 目的　分离和鉴定犬副流感病毒. 方法　无菌抽取

病犬脑脊液, 接种到 Vero 细胞, 72 h 后收集培养液进行回归

动物试验, 并采用形态学观察、血凝特性、血球吸附试验以及

细胞敏感性、中和试验和交叉中和试验等方法进行系统鉴定.

结果　从病犬脑脊液中分离出一株 CPIV 流行毒株 ( CP IV-

XN 931) . 接种 Vero 细胞后, 出现明显的细胞病变作用, 对

Vero 和 MDCK 敏感,对 2. 5 mL·L - 1豚鼠红细胞具有显著的

吸附作用; 其超微结构具有副粘病毒的基本特点,中和抗体效

价和交叉中和抗体效价都高达 1024. 结论　成功分离犬副流

感病毒 CPIV-XN 931.
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Abstract: AIM　To iso late and t o ident ify canine par ainfluen-

za v irus ( CPIV ) . METHODS 　 The sick canine cer e-

bro spinalfluid ( CSF ) was used t o infect the Vero cell. Aft er

72 hrs, cult ur e medium w as co llected fo r the reversion anima l

test. M orpho lo g studa , hemagg lut ination( HA ) proper ty , ery-

thro cyte absorption, neutralizing and cr oss-neutr alizing tests

w ere per formed to identify t he virus. RESULTS　A CPIV

epidemic virus str ain w as isolated from t he sick canine CSF ,

named CPIV-XN931. A fter infecting the Vero cell, the

收稿日期: 2000-01-01;　修回日期: 2000-02-01

基金项目:国家火炬计划[火炬发( 1997) 109号]

作者简介: 金昌德( 1968-) , 男(朝鲜族 ) ,吉林省延吉市人.讲师,硕士

生( 导师施新猷) . T el. ( 029) 5252978　Em ail . jcd 6811@ pub. x aon-

line. com

cellular pathogenic effect ( CPE) could be observ ed obv iously.

T his vir us could absorb guinea pig red cells ( 2. 5 mL·L - 1)

str ong ly , and had the basic char act er o f parainfluenza v irus in

the ult rastr uct ur e. T he t iter of neutralized ant ibody and

cr oss-neutralized antibody a ll fell t o 1024. CONCLUSION　

T he isolated is a st rain o f CPIV-XN931.

0　引言

　　犬副流感是由犬副流感病毒 ( Canine parain-

f luenza v ir us, CPIV)引起的一种犬的接触性传染病.

通过皮内接种 CPIV,可导致犬发生咽炎、扁桃体炎和

支气管炎等病症. 我们从一只患后肢麻痹的病犬脑

脊髓液( CSF)中分离出一株 CPIV 流行毒株, 并对其

形态结构特征和生物学特性进行了系统鉴定.

1　材料和方法

1. 1　材料　CPIV-D008 标准毒株及其免疫血清购

自美国 Fo rt Dodge公司. CPIV-XN 931免疫血清由本

实验室自制. Vero , MA-104, IBRS, F-81, MDCK 及

Hela 等传代细胞均从美国 AT CC 购进. 6 w k CPIV

抗体阴性犬 30只购自非疫区.

1. 2　病毒分离

1. 2. 1　病料处理　无菌手术抽取 CSF, 置含 10 mL

·L
- 1犊牛血清和适量双抗的 Hank's 液中, 4℃过夜.

将样品用微型台式离心机以 3000 r·min- 1离心 30

m in, 除去杂质后用 0. 45 Lm 的滤膜过滤除菌, 滤液
置- 20℃冰箱.

1. 2. 2　细胞敏感性试验　处理好的样品用 Hank's

液按 1∶1, 1∶3, 1∶5, 1∶7和 1∶9稀释, 分别接种

于 V ero , MA-104, IBRS, F-81, MDCK 和 Hela 细胞,

于 37℃培养,进行动态观察. 分别收集 8～96 h细胞

培养液,备用.

1. 2. 3　回归动物试验　将 24 只 CPIV 抗体阴性仔

犬,人工饲养至 2 mo 时分为 8组,每组 3只. 试验组

a 和试验组 b 及对照组分别脑内接种 CSF 样品和

CPIV-XN 931 V ero 细胞培养液及 Hank's 液, 接种量

为 0. 5 mL/只. 接种后第 7 日处死犬, 分别取 CSF、
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血浆白细胞黄层、心、肝、肾等样品, 分别测病毒

TCID 50.

1. 3　红血球吸附试验　选用大鼠、豚鼠、犬和鸡红细

胞作为被感染细胞单层的吸附对象. 于接毒后 8～96

h,分别作红血球吸附试验 [ 1] .

1. 4　血凝特性　将鸡、猪、人“O”型、豚鼠、犬、绵羊

和家兔等动物的红血球, 用 pH 7. 5的 PBS 液稀释,

以 3000 r·min- 1离心、洗涤,重复 3次;再用 pH 7. 4

的 0. 015 mol·L
- 1
PBS 液制备 5 m l·L

- 1
红细胞悬

液,在 96孔 U 型微量反应板上进行 HA 试验
[ 1]
.

1. 5　中和试验　采取稀释血清-固定病毒的方法 [ 1]

在 U 型微量反应板上进行.

1. 6　电镜观察

1. 6. 1　负染色　收集 CPIV-XN 9 31感染的 Vero 细胞

培养物 10 mL 按常规方法
[ 2] , 用 20 g·L

- 1磷钨酸

( PTA)负染后电镜观察.

1. 6. 2　免疫电镜　收集 CPIV -XN 931感染的 Vero 细

胞培养物 5 mL, 加入 0. 1 mL 豚鼠抗 CPIV 高免血

清,振荡 1 min后于 37℃感作 60 m in, 以6000 g 离心

15 min,弃上清,用 1滴蒸镏水悬浮其沉淀,按常规法

负染色后电镜观察.

1. 7　交叉中和试验　采用固定病毒-稀释血清的方

法进行. 将 3种抗血清 2倍连续稀释, 与 3种病毒交

叉混合, 37℃感作 60 m in, 再接种 Vero 细胞单层, 培

养 6～8 d,观察 CPE.

2　结果

2. 1　CPIV 的分离　CSF 处理样品接种 Vero 细胞

单层培养 7 d时发现 1∶5, 1∶7和 1∶9稀释度出现

明显的 CPE .

2. 2　细胞敏感性　CPIV-XN 931毒株在 MDCK 和

Vero 细胞上引起较明显的 CPE, 而对 IBRS , MA -

104, F-81及 Hela细胞均不敏感.

2. 3　回归动物试验　CSF 和白细胞黄层的病毒效价

最高, T CID 50分别为 10
- 5
和 10

- 3
, 在 Vero 细胞上

CPE 明显,其余样品均未出现 CPE.

2. 4　红细胞吸附试验　犬、鼠、鸡和豚鼠红细胞对

CPIV-XN 931均有吸附作用,尤以豚鼠红细胞吸附能力

最强, 在接毒后 18 h 即出现吸附现象, 24 h后吸附作

用逐渐稳定.

2. 5　电镜观察

2. 5. 1　负染样品观察　在接种 CPIV 的 Vero 细胞

培养物中, 观察到形态多样、大小不等的病毒粒子.

当病毒粒子完整无损时,病毒体呈白色外观,并在其

表面上附有密集的纤突结构; 有的病毒粒子已破裂,

可以见到粒子内部螺旋对称的核衣壳. 丝状体比较

多见, 有的丝状体长达 800 nm 以上( F ig 1) .

2. 5. 2　免疫电镜观察 　CPIV 培养物与豚鼠抗

CPIV 高免血清( 50倍稀释)作用后,电镜未见大块的

抗原—抗体免疫复合物, 但能看到单个病毒粒子表面

吸附有抗体分子,其纤突加宽变厚, 呈现不规则的外

观, 个别病毒粒子已破裂, 核衣壳呈螺旋对称结构

( F ig 2) ;游离出来的病毒粒子核衣壳周围也附着有

抗体分子( F ig 3) .

图 1　犬副流感病毒丝状形态

Fig 1　Filar ifo rm figur e of canine parainfluenza v irus

图 2　破裂后的犬副流感病毒粒子内部可见螺旋对称的核衣壳结构

Fig 2　Helix nuclear capsid inside the canine par ainfluenza virus w as obser ved after the disruptiv e canine par ainfluenza v irus pa r-

ticles

图 3　犬副流感病毒粒子破裂后游离出来的核衣壳结构

Fig 3　Structur e of nuclea r capsid inside the canine par ainfluenza virus w as fr eed after the canine par ainfluenza v irus par ticles

broking

2. 6　血凝特性　CPIV-XN 931对鸡、猪、兔等动物的

红细胞均具有凝集作用,而随着该病毒传代次数的增

多, 其血凝性逐渐减弱, 甚至无规律.

2. 7　中和试验　中和抗体效价( SN)高达 2048.
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2. 8　交叉中和试验　CPIV-XN 931毒株与 CPIV-

D008株起交叉中和反应( Tab 1 ) .

表 1　CPIV-XN 931株与国际标准毒株交叉中和效价( SN )

Tab 1　The SN o f cro ss-neut ralization titer betw een CPIV-

XN 931 str ain and internat ional standard v irus str ain

Immun e serum
Virus type

CPIV-XN 931 CPIV-D008

CPIV-XN 931 2048 1024

CPIV-D008 1024 1024

3　讨论

　　作者采用 Baumgartner
[ 3]
和 Wagener 等

[ 4]
的方

法,从发病 7 d 的犬副流感病犬 CSF 中分离出一株

CPIV 流行毒株,复归动物后试验犬出现后肢麻痹、

抽搐等神经症状, 证明样品中确实有 CPIV 病毒存

在. 该毒株接种 Vero 细胞单层出现明显的细胞病变

作用;免疫电镜观察仅发现游离出来的核衣壳周围附

着有抗体分子,没有见到典型的抗原抗体桥连支架,

这可能与样品稀释倍数有关. 对 2. 5 mL·L- 1豚鼠

红细胞有较强的吸附能力. 负染样品观察证实该病

毒具有副粘病毒的基本结构特征;交叉中和试验结果

显示, CPIV-XN 931毒株与国外标准毒株 D-008具有

抗原同一性. 由此可知这次分离病毒是成功的.
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复方中药外敷治疗应力性骨膜炎的疗效
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0　引言　应力性骨膜炎是部队军事训练中的常见病、多发

病, 及时休息配合药物治疗是有效的治疗方法. 但在一般情况

下, 休息治疗势必影响部队日常训练, 为此, 探索有效治疗药

物、以减轻疼痛、促进愈合并使多数人能坚持军训, 是训练伤

防治研究的一个方向. 我们运用 10余种中草药配制的药膏外

敷治疗 63 例患腿, 有效率达 79. 5% ,显效率 42. 2% ,有较好的

止痛、消肿效果.

1　病例选择和治疗方法　1998-12 选驻陕某部新兵营战士在

进入体能训练 1, 2 mo 时的应力性骨膜炎、应力性骨折高发期

进行筛检治疗. 对全体新兵采取自报有下肢疼痛、行走障碍等

自觉症状的战士, 按应力性骨膜炎诊断标准确诊后, 外敷中

药, 1帖/ d, 逐日换药、记录疼痛症状, 5 d 为 1 疗程. 双侧痛者

左侧用自制复方中药治疗, 右侧用安慰剂作对照, 单侧痛者
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按就诊号, 单号用中药, 双号用安慰剂. 以压痛指数(用手指按

压疼痛部位,从略有疼痛到难以忍受分为 10 个等级, 由患者

自己确定疼痛等级)和自发痛指数(患者休息时主观感觉疼痛

的程度, 确定方法同压痛指数)作为评价指标.

所用中药复方的主要成分为牛膝、黄柏、川芎、生南星、地

骨皮、木通等 10 余味中草药磨成粉末过筛, 按一定比例混合,

用白酒、凡士林调成糊状, 贴于患处, 1 帖/ d, 5 帖为 1 疗程. 安

慰剂用无药性的淀粉和呈色物质调成糊状,作对照治疗.

2　结果　压痛指数 1～4 级为轻度压痛占 13. 3% , 5～8级为

中度压痛占 84. 5% , 9～10 级为重度压痛占 2. 2% . 治疗 5 d

后症状减轻为有效, 中药治疗组为 79. 5% , 安慰剂对照组为

58. 1% , 为避免主观心理因素干扰, 以压痛指数和自发痛指数

下降 4 以上为明显有效, 4 以下为无明显效果, 中药治疗组

42. 2% vs 安慰剂对照组 22. 3% , 经 V2 检验差别显著 (P <
0. 05) .

3　讨论　用我们配制的中药外敷可迅速减轻军事训练所致

应力性骨膜炎, 局部压痛和自发痛 ,尤其是次晨疼痛明显减

轻, 经 3～5 d 治疗后有明显的改善. 自发痛指数下降 1～3

者, 其压痛指数多数未下降, 可能是心理因素所致,压痛指数

下降 4 以上者, 自发痛指数都相应下降, 故以压痛指数下降 4

以上作为评价指标,中药治疗组显著有效率明显高于安慰剂

对照组. 该复方的药理作用可能与药物的活血化淤、止痛功能

有关. 安慰剂对照组有较高的有效率可能与患者应力性骨膜

炎症状不重 ,在减小训练强度时也能好转. 同时可能也有心理

作用所致. 患者如能及时休息结合中药外敷, 效果更显著. 该

药价廉( 0. 1 元/帖, 一疗程成本约 0. 5 元)、制作简便、营卫生

所即可自制 .
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