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犬细小病毒的分离与鉴定
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　　[摘　要 ]　从临床表现体温升高、呕吐、血样腹泻、脱水等疑似细小病毒 (Can ine Parvovirus, CPV ) 感染的病犬

中, 采取粪样 8 份。应用狗肾传代细胞 (M DCK)增毒, 其中 6 号病料 (CPV 6)在M DCK 细胞上产生脱落、变形、游离

等细胞病变, 且细胞感染性试验发现, CPV 6 对M DCK 的感染性强于对猫肾传代细胞 (CR FK) 的感染性; 核酸型试

验证明, CPV 6 毒株的代谢可被 52溴脱氧尿核苷 (FUDR )所抑制, 其核酸属于DNA 型; 所分离的病毒培养物能凝集

猪、猴、马、猫的红细胞, 凝集效价达 26～ 28, 并能被已知犬细小病毒阳性血清所抑制, 但不能凝集牛、犬、绵羊、兔、

小鼠和鸡的红细胞; 电镜观察病毒粒子外观呈圆形或六边形, 直径约 20～ 23 nm ; 该病毒耐酸、耐热、耐乙醚; 动物致

病性试验表明, 经口服 1 mL , 试验组幼犬第 7 天发病, 采集病犬粪样做 HA 试验为阳性反应, 其凝集猪红细胞的特

性能被犬细小病毒阳性血清所抑制。
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　　犬细小病毒 (CPV )感染是犬的一种急性出血性

肠炎或以急性心肌炎为主要表现的传染病[1 ]。1977

年, 美国人 Eugster 从 1 条患出血性肠炎的病犬粪

便中首先发现了犬细小病毒颗粒, 当时美国许多地

方的犬暴发了急性腹泻。随后, 该病毒在加拿大、澳

大利亚及欧洲某些国家被证实[2～ 4 ]。1979 年以来,

在我国北京、南京、上海、哈尔滨、长春、南昌、昆明等

地的军、警犬场和实验动物场犬群中也不断流行一

种以出血性腹泻为特征的传染病, 幼犬发病率高达

90% 以上, 致死率达 30%～ 100% , 造成巨大损失,

给我国军警犬业及民间的养犬业带来严重威胁。

1982 年 10 月, 我国报道在暴发传染性出血性腹泻

的病犬粪便提取物中发现细小病毒颗粒, 其大小和

形态结构具有典型的细小病毒特征, 从而首次证实

该病在我国的存在[5, 6 ]。随后, 在我国各地陆续有本

病发生的报道。

该病在全国的流行对养犬业造成极大危害, 已

成为犬的一种重要的传染病。因此, 该病的防治亦成

为我国养犬业所面临的一个严重问题。实用、准确而

迅速的病原分离鉴定已成为预防和治疗该病的重要

措施。在世界范围内, 迄今人们已建立了多种用于犬

细小病毒分离鉴定的方法, 但在我国, 由于最近几年

该病才在各省频繁发生, 故对该病的病原分离鉴定

的方法研究还不多, 虽也建立了某些快速、敏感和特

异的检测方法, 但还不适合兽医临床应用和推

广[7～ 9 ]。本文通过试验证明了辽宁某地区犬细小病

毒的存在和流行, 以期为兽医临床工作者提供判断

依据, 建立一种简便、经济、实用而可靠的病原分离

鉴定方法。现将试验结果报道如下。

1　材料与方法

1. 1　材　料

　　被检病料　从沈阳某犬场临床表现有体温升

高、呕吐、血样腹泻、脱水等症状的疑似犬细小病毒

的病例中, 采集粪样 8 份。

材　料　CPV 阳性血清 (血凝抑制效价为

212 )、CPV 弱毒苗 (定名为A 2CPV )、狗肾传代细胞

(M DCK) 和猫肾传代细胞 (CR FK) 由长春解放军农

牧大学犬病研究中心提供。

红细胞　分别采集猪、马、猴、猫、牛、绵羊、兔、

犬、小鼠和鸡抗凝的血液, 洗涤后配成 0. 5% 红细胞

悬液备用。

试验动物　从某养犬场购回 6 只 1. 5 月龄同

窝、未免疫幼犬, CPV H I 抗体均小于 21, 观察饲养 4
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d, 每天测体温 2 次, 无任何异常, 供本试验用。

仪　器　96 孔V 型微量血凝板由上海实验仪

器一厂生产。

细胞培养液　M EM 生长液先用M EM 粉 (美

国 Gibco 公司产品)按说明配成基础培养液, 使用时

按需要量配制, 每 100 mL 基础培养液中加入 150

mL öL 犊牛血清 (自制) 10 mL , 30 göL 谷氨酰胺 1

mL , 各 10 000 IU ömL 青霉素、链霉素混合液 1 mL ,

用 70 göL 碳酸氢钠溶液调 pH 至 7. 2。M EM 维持

液加 20 mL öL 犊牛血清 10 mL , 其余成分同生长

液。

含毒细胞培养物　在M DCK 细胞上增毒 3～ 5

d, 冻融 3 次, 3 000 röm in 离心 20 m in, 取上清液。

稀释液　浓度为 15 mmo lömL , pH 值分别为

6. 4, 7. 0, 7. 2 的 PBS 液购自 Sigm a 公司。

消化液　2. 5 göL 胰酶H ankπs 液 (胰酶 2. 5 g,

H ankπs 液 1 000 mL , 将胰酶溶于H ankπs 液中, 过滤

除菌, 分装于瓶中, - 20 ℃冰箱中保存备用)。

1. 2　病毒分离

1. 2. 1　病料处理　将采集的病料放入含组织培养

液的试管内, 迅速带回实验室, 将 Earle 氏液稀释 10

倍, 加青霉素、链霉素各 1 000 IU ömL , 以 3 000

röm in离心 30 m in, 取上清液置- 40 ℃冰箱保存备

用。

1. 2. 2　细胞培养和增毒　用含 150 mL öL 犊牛血

清的M EM 生长液培养M DCK 细胞, 待长满单层后

遗弃生长液, 消化、传代, 同步接种已处理的病料样

品, 分离培养物 0. 2～ 0. 3 mL ö瓶, 加入 5～ 10 mL

生长液, 置于 37 ℃, 50 mL öL CO 2 培养箱中培养,

第 2 天换液, 待细胞长满单层后换成含 20 mL öL 犊

牛血清的M EM 维持液, 继续培养 3～ 4 d, 观察细胞

病变, 待细胞病变 (脱落、变形、游离等) 达 80% 以上

时冻融 3 次, 以 3 000 röm in 离心 20 m in, 收集上清

毒液, 置- 40 ℃冰箱保存, 同时取样进行HA 和H I

试验, 检测有无病毒增殖。

1. 2. 3　分离物判定　用 5 mL öL 的醛化猪红细胞

微量血凝抑制试验测定培养物的血凝效价和血凝抑

制效价, 以 HA 效价大于 24 且可被标准的CPV 阳

性血清抑制者判为分离阳性; 反之, 如果接毒后连续

3 次传代培养, 其培养物HA 效价仍为阴性者判为

分离阴性。

1. 2. 4　细胞感染性试验　分别用犬肾传代细胞和

猫肾传代细胞测定病料样品的半数细胞感染量

(TC ID 50) , 同时, 以A 2CPV 作对照测定分离毒株对

上述 2 种细胞株的感染性。

1. 3　病毒鉴定

1. 3. 1　血凝试验 (HA ) 　参考文献 [ 1, 10 ]的方法

进行。

1. 3. 2　血凝抑制试验 (H I) 　参考文献[ 1, 10 ]的方

法进行。

1. 3. 3　红细胞凝集对比试验　采用微量法, 分别用

pH 6. 4 和 7. 2 的 PBS 液, 在 4 ℃条件下测定分离毒

(CPV 6) 对猪、猴、猫、马、犬和鸡红细胞的 HA 效

价, 同时以A 2CPV 作对照。

1. 3. 4　电镜观察　 (1)粪样电镜观察。将CPV 6 粪

样经氯仿处理后进行低速离心, 取其上层液, 用 40

göL 磷钨酸负染后于电镜下放大 60 000 倍观察, 并

与犬瘟热病毒、犬腺病毒、犬冠状病毒形态进行比

较。(2)分离病毒细胞培养物电镜观察。将CPV 6 分

离病毒细胞培养物冻融 3 次, 离心, 取其上清液, 用

40 göL 磷钨酸负染, 电镜下放大 60 000 倍, 观察病

毒粒子形态。

1. 3. 5　核酸型鉴定试验　用加 52溴脱氧尿核苷

(FUDR )至 100 m göL 的培养液, 测定CPV 6 对犬肾

传代细胞的半数细胞感染量 (TC ID 50) , 同时以不加

FUDR 的培养液作对照, 利用 FUDR 对CPV 6 的生

长抑制作用鉴定该病毒的核酸类型。

1. 3. 6　对乙醚、酸、热的抵抗力试验　将 CPV 6 细

胞培养物按以下 3 种方法处理: (1)用 0. 1 mo löL 盐

酸调 pH 至 3. 0, 37 ℃作用 2 h, 再用 100 göL 的

N aHCO 3 调 pH 至 7. 2; (2) 加乙醚至 200 mL öL , 4

℃作用 24 h, 充分挥发, 除去乙醚; (3) 56 ℃水浴作

用 1 h。然后分别用犬肾传代细胞测定经上述 3 种方

法处理后的培养物的 TC ID 50, 同时以未作任何处理

的原病毒细胞培养物作对照, 检测该病毒对酸、热和

乙醚的抵抗力。

1. 3. 7　动物感染试验　将供试幼犬分成 3 组, 每组

2 只, 试验组动物各口服分离细胞培养病毒 1 mL ;

对照 1 组动物各口服细胞培养液 1 mL ; 对照 2 组动

物各口服分离细胞培养病毒 1 mL 后, 于第 2 天各

肌肉注射阳性血清 10 mL。在感染后分开饲养, 每天

观察临床表现, 每天测体温 2 次。

2　结果与分析

2. 1　病毒分离结果

　　6 号病料 (CPV 6)接种于M DCK 上, 5 d 后可见

特征病变: 细胞脱落、游离、变形、皱缩。用该培养物

作血凝试验, 其血凝效价为 26～ 28, 再做血凝抑制试
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验, 其凝集动物红细胞的作用可被CPV 阳性血清所

抑制。故初步认为 6 号病料中含有CPV。

2. 2　细胞感染性试验结果

CPV 6 对M DCK 和 CR FK 细胞株的感染性

(TC ID 50ö0. 1 mL )分别为 10- 4. 1和 10- 3. 7, 与A 2CPV

对 2 种细胞株的感染性 (分别为 10- 4. 2和 10- 3. 8) 一

致; CPV 6 和 A 2CPV 对M DCK 的感染性均比对

CR FK 的感染性强。

2. 3　病毒鉴定结果

2. 3. 1　分离物血凝试验　有资料表明[10 ] , CPV 可

凝集猪、猴、马、猫等动物的红细胞。本试验进行了

CPV 对牛、绵羊、兔、犬、小鼠和鸡的红细胞凝集试

验。试验结果表明, CPV 6 培养物能较好地凝集猪、

猴、马和猫的红细胞, 血凝效价分别为 2256, 2256, 232

和 232, 并且凝集猪、猴红细胞的效果比凝集马、猫红

细胞的效果好, 而不能凝集牛、犬、绵羊、兔、小鼠和

鸡的红细胞。

2. 3. 2　CPV 6 血凝抑制试验　CPV 6 培养物能凝

集猪、猴、马和猫的红细胞, 用已知CPV 阳性血清可

抑制其血凝作用, 其H I 效价分别为 25×10, 25×10,

24×10 和 24×10。结果表明, CPV 6 培养物不但能凝

集猪、猴、马和猫的红细胞, 而且能被CPV 阳性血清

规律性抑制。

2. 3. 3　红细胞凝集对比试验　由分离物血凝试验

结果 (表 1) 可见, CPV 6 株的血凝性与A 2CPV 一

致, 在 4 ℃条件下可凝集猪、猴、猫、马的红细胞, 对

pH 的要求也不严格。
表 1　血凝对比试验结果

T able 1　R esu lts of HA contrast test

红细胞种类
Red blood cell

CPV 6 A 2CPV

pH 6. 4 pH 7. 2 pH 6. 4 pH 7. 2

猪 Sw ine 2256 2256 2256 2256

猴M onkey 2256 2256 2256 2256

猫 Cat 232 232 232 232

马 Ho rse 232 232 232 232

狗 Dog 0 0 0 0

鸡 Ch ick 0 0 0 0

2. 3. 4　电镜观察结果　在电镜下可见粪样中的病

毒粒子外观呈圆形或六边形, 直径为 23 nm , 多数为

实心, 少数为空心, 表面无囊膜, 有子粒, 病毒粒子呈

聚集状态; 分离病毒细胞培养物在电镜下可见大小

均一、呈散在状态的病毒粒子 (形态同上)。CPV 与

其他几种病毒的形态比较见图 1。

图 1　4 种犬病毒的电镜形态比较 (×60 000)

F ig. 1　Comparison of 4 k inds of viruses in shape by T EM (×60 000)

2. 3. 5　核酸型鉴定结果　加 FUDR 后 CPV 6 对

M DCK 的 TC ID 50 为 10- 1. 5, 较 不 加 FUDR 的

(10- 4. 5)低 3 个对数, 说明CPV 6 的代谢可被 FUDR

所抑制, 故其核酸类型属于DNA 型。

2. 3. 6　对乙醚、酸、热的抵抗力试验　CPV 6 细胞

培养物经乙醚、酸、热处理后, 对犬肾传代细胞的

TC ID 50 分别为 10- 4. 0, 10- 3. 9 和 10- 3. 8, 与处理前

(10- 4. 1) 的差数均小于 1 个对数, 说明该病毒耐酸、

耐热、耐乙醚, 与CPV 的特性一致。

2. 3. 7　动物感染试验结果　用细胞分离病毒感染
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健康犬 6 d 后, 试验组 2 只幼犬先后发病。第 7 天试

验组 1 只幼犬开始发病, 临床表现为精神不振、食欲

减退、呕吐, 发热, 次日发病幼犬精神高度沉郁, 食欲

废绝, 剧烈呕吐、腹泻, 排出暗红色、有强烈腥臭味的

粪便, 严重脱水, 体温稍高, 第 9 天死亡。剖检病死幼

犬发现: 肠道粘膜出血、脱落, 心脏肿大、发炎, 其他

器官无特征性变化。另 1 只试验幼犬第 8 天发病, 第

11 天死亡, 临床表现及解剖所见同前只试验幼犬。2

组对照幼犬临床上无任何异常。采集病犬粪样做

HA 试验为阳性反应, HA 效价为 26; 做 H I 试验, 其

凝集猪红细胞的作用被抑制, H I 效价为 25×10。

3　讨　论

随着分子病毒学的发展, 核酸探针和 PCR 技术

已开始试用于CPV 的分离鉴定和科研[1, 3, 11 ]。与实

验室分离鉴定CPV 感染的常规方法相比, 核酸探针

和 PCR 鉴定技术更迅速、更敏感, 但由于其技术性

要求高, 仪器、试剂昂贵等因素, 目前还难以在兽医

临床及基层单位推广使用。免疫电镜在鉴定CPV 上

虽不失为敏感和可靠的方法[12 ] , 但在日常应用中是

不实际的[8 ]。因此, 血凝和血凝抑制试验便在犬细小

病毒鉴定的临床应用上显示出独特的价值, 因其主

要优点是经济、简便、可靠, 速度也较快, 故适用于基

层对CPV 分离鉴定和流行病学调查。

正常犬粪便CPV HA 阴性, 含有犬瘟热病毒、

犬腺病毒、犬轮状病毒或冠状病毒的粪样也无特异

性 CPV HA 活性, 但粪便中的其他微生物、细胞病

变物质或非特异性凝集素会干扰血凝试验[10, 13, 14 ]。

因而需要同时进行血凝抑制试验才会排除假阳性结

果。

测定CPV 6 毒株对M DCK 和CR FK 敏感性的

结果显示, 应用 CR FK 进行的 CPV 分离试验不及

应用M DCK 进行的CPV 分离试验敏感。这与前人

的研究结果[13 ] , 即对CPV 老抗原型增殖来说, 猫肾

细胞比犬肾细胞更敏感不相符。其原因需作进一步

的研究。

电镜下观察处理的粪样, 在该病的初期常可见

大小均一、呈散在状态的病毒粒子, 而在该病的末

期, 病毒粒子呈聚集状态。这可能与病毒粒子的感染

力有关。

在动物感染试验中, 本试验设计了 2 组对照, 其

中的 1 组是在口服 CPV 6 细胞培养物后注射 CPV

阳性血清。目的是了解犬体内 CPV 阳性血清对

CPV 6 的中和能力, 并为今后临床制备高免血清用

于本病的特异性治疗提供依据。

本研究发现, CPV 凝集猪等红细胞的HA 滴度

受 pH 值影响, 但在pH 6. 4～ 7. 2 影响不大, pH 6. 8

时红细胞凝集最好。对CPV 能凝集的几种动物红细

胞来说, 同种动物不同个体的红细胞也影响HA 试

验结果[15 ]。实践证明, 并非同种动物不同个体的红

细胞均有CPV 的血凝受体。红细胞能与CPV 发生

凝集反应的动物中, 猪红细胞易发生自凝现象, 根据

有关资料[1, 3 ] , 对猪红细胞经醛化处理后能很好地解

决这个问题。

4　结　论

1)分离到的地方毒株能在特定的细胞上引起细

胞致病作用, 其细胞培养物能凝集猪、猴、马、猫的红

细胞, 且这种凝集作用能被特异血清所抑制。同时进

行电镜观察, 可看到粪样和细胞培养物中病毒颗粒

形态。

2) 动物感染试验表明, 分离的犬细小病毒为强

致病力毒株, 通过口腔感染途径, 成功地复制出了犬

细小病毒感染的急性病例, 与国内外报道的犬细小

病毒的特性相一致, 从而首次证明沈阳地区流行的

以血样腹泻、呕吐、发热、脱水等为特征的犬病是由

犬细小病毒感染引起的。

3)血凝和血凝抑制试验是诊断犬细小病毒病和

犬细小病毒鉴定的一种经济、简便、快速、可靠的方

法, 本试验首次为该方法在军、警犬饲养的基层单位

推广使用提供了可靠的资料。

4) 感染了细小病毒的犬在出现临床症状前 3～

4 d 开始排毒, 根据这一特点, 可以用HA 和 H I 试

验对犬进行CPV 病情监测和早期诊断, 为及早预防

和治疗CPV 感染提供依据。
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Iso la t ion and iden t if ica t ion of can ine parvoviru s
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Abstract: E igh t feces specim en s of dogs w h ich have seem ingly been infected by can ine parvoviru s

(CPV ) acco rd ing to the clin ica l sign s such as fevering, vom it ing, b loody diarrhea and dehydrat ion etc. w ere

co llected and p ro lifera ted by u sing M DCK. It w as found that the N o. 6 specim en (CPV 6) cau sed M DCK to

have given som e patho logica l changes of desquam ation,m etamo rph ism and dissocia t ion etc. T he infect ion a2
b ility of CPV 6 to M DCK w as stronger than that of CPV 6 to CR FK by cellu lar infect ion test. T he

m etabo lism of CPV 6 can be inh ib ited by FUDR and it w as a k ind of DNA viru s. It w as also found that

CPV 6 cu ltu ring m edium can agglu t ina te the red b lood cells of p igs,monkeys, ho rses and cats. T he dilu ter of

HA is in the range of 26 to 28. A nd the red b lood cells of bovines, can ines, sheep , rabb its, m ice and chook s

canno t be agglu t ina ted by the CPV 6 cu ltu ring m edium. T he appearance of CPV is ro tundity o r hexagon un2
der t ran sm ission electron m icro scope (T EM ) and its d iam eter is abou t 20- 23 nm. It can w ith stand acid,

heat and ether. T he pup s in the test group em bodied CPV infect ion on the 7th day after they have taken 1

mL of CPV 6 cu ltu ring m edium in the test of on sogenet icity. T he feces specim en of tho se sick pup s w as po s2
it ive in the test of HA , and their agglu t ina t ing p ig red b lood cells can be inh ib ited in the test of H I.

Key words: can ine parvoviru s; iso la t ion; iden t if ica t ion
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