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　 　 摘要：　 为评价坦布苏病毒（ＴＭＵＶ）对哺乳动物和人类健康的潜在危害，测定 ＴＭＵＶ 的增殖能力、神经毒力和

神经侵袭力，并对小鼠脑组织进行病理学观察和炎性细胞因子测定，研究 ＴＭＵＶ 对小鼠的神经致病力。 结果显示，
ＴＭＵＶ 可以在小鼠的脑内进行有效的复制；３ 日龄和 ３ 周龄的小鼠经脑内注射 ＴＭＵＶ 后，可以导致小鼠的发病和死

亡，其半致死剂量分别为 １×１００．５ ＥＬＤ５０和 １×１０２．５ ＥＬＤ５０； ３ 周龄的小鼠经腹腔注射 ＴＭＵＶ 后，同样可以引起小鼠的

死亡，并且可以在脑内检测到病毒；此外，ＴＭＵＶ 还在小鼠脑内引起了神经原的变性、炎性细胞的侵润和过度的炎

性细胞因子应答。 以上结果说明，ＴＭＵＶ 可以在小鼠脑内进行有效复制并导致强烈的炎性应答，对小鼠具有较强

的神经毒力和侵袭力。 因此应该加强 ＴＭＵＶ 的流行病学监测和防控，防止该病毒的跨种间传播。
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　 　 坦布苏病毒（Ｔｅｍｂｕｓｕ ｖｉｒｕｓ，ＴＭＵＶ）属于黄病

毒科（Ｆｌａｖｉｖｉｒｉｄａｅ），黄病毒属（Ｆｌａｖｉｖｉｒｕｓ），恩塔亚病

毒群（Ｎｔａｙａ ｖｉｒｕｓ ｇｒｏｕｐ），为单股正链 ＲＮＡ 病毒，具
有囊膜。 该病毒于 １９５５ 年首次分离于马来西亚吉
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隆坡地区的库蚊，随后又在马来西亚其他地区和泰

国的库蚊中分离到［１⁃５］。 ２０００ 年，在马来西亚霹雳

州实兆远地区的患病肉鸡中分离到 ＴＭＵＶ，这是首

次发现 ＴＭＵＶ 对家禽的致病性［６］。 ２０１０ 年春季，在
中国东部省份主要养鸭地区的鸭群中暴发了由

ＴＭＵＶ 引起的疫情，主要表现为种鸭、蛋鸭釆食量和

产蛋率迅速下降，肉鸭拉稀、神经症状和死亡，此次

疫情一直持续到 ２０１０ 年冬季［７⁃８］。 目前 ＴＭＵＶ 已成

为中国鸭群中的常见病原，给中国养鸭业造成了巨

大经济损失［９］。 据不完全统计，坦布苏病毒病仅

２０１０ 年造成的经济损失就达数十亿元。 对于

ＴＭＵＶ 的流行病学调查显示，ＴＭＵＶ 除了可以感染

鸭外还可以感染鸡和鹅，并且可以引起鸡和鹅的发

病［１０⁃１１］。 此外，在鸽子和麻雀等飞禽和野鸟体内也

分离到了 ＴＭＵＶ［１２⁃１３］，这提示 ＴＭＵＶ 的禽类宿主广

泛，或者其宿主范围正在不断扩大。 而对养殖场工

人的检查结果显示，在养殖工人的血清中存在

ＴＭＵＶ 的核酸和抗体［１４］，因此 ＴＭＵＶ 不仅可以感染

禽类还可以感染人。
坦布苏病毒所在的黄病毒属是一个很大的病毒

群，目前已发现的成员有 ７０ 多种，其中大多数病毒

可以感染蚊、虱等节肢动物，并通过这些中间宿主传

播给动物或人。 目前有多种黄病毒可以通过蚊虫叮

咬感染人类，并且引起人类的发病和死亡，例如登革

热病毒（ＤＥＮＶ）可以引起人类的登革热或者登革出

血热，日本脑炎病毒（ ＪＥＶ）可以引起人的流行性乙

型脑炎，西尼罗病毒（ＷＮＶ）可以引起人的西尼罗热

和西尼罗脑炎。 而对于 ＴＭＵＶ 的遗传进化分析显

示，该病毒也是一种蚊媒传播病毒［８］，并且在蚊子

体内也分离到了 ＴＭＵＶ［１５］，因此不排除 ＴＭＵＶ 经蚊

子叮咬感染人的可能。 而先前的研究结果显示，小
鼠是评价黄病毒对人类致病性的一个理想模型，对
人类高致病力的毒株一般对小鼠也表现出很强的神

经致病力和侵袭力，而对于人类致病力比较弱的疫

苗株对小鼠的神经致病力和侵袭力也比较弱［１６⁃２０］。
因此，本研究以小鼠为模型评价了 ＴＭＵＶ 跨种间传

播的危害及其潜在的公共卫生风险。

１　 材料与方法

１．１　 试验材料

坦布苏病毒（ＴＭＵＶ） ＪＳ８０４ 株由江苏省农业科

学院兽医研究所分离并保存［１０］。 ３ 日龄和 ３ 周龄

ＩＣＲ 雌性小鼠购自中国科学院上海实验动物中心。
ＴＭＵＶ ＪＳ８０４ 株的病毒含量用鸡胚半致死剂量

（ＥＬＤ５０）来表示。 将 ＴＭＵＶ 进行 １０ 倍系列稀释，每
个稀释度接种 ５ 个鸡胚，在 ３７ ℃孵育 １２０ ｈ，弃去

２４ ｈ 内的死亡鸡胚，记录 ２４ ～ １２０ ｈ 内的死亡鸡胚

数，通过 Ｒｅｅｄ⁃Ｍｕｅｎｃｈ 方法计算 ＥＬＤ５０。
１．２　 仪器和试剂

ＲＮＡ 提取试剂盒购自康宁公司，Ｔ７ 体外转录

试剂盒购自百奥迈科生物技术有限公司， Ｏｎｅ Ｓｔｅｐ
ＲＴ⁃ＰＣＲ Ｋｉｔ 购自宝生物工程（大连）有限公司，ＡＢＩ
７５００ Ｒｅａｌ⁃Ｔｉｍｅ ＰＣＲ Ｓｙｓｔｅｍ 购自美国 Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏ⁃
ｓｙｓｔｅｍｓ 公司。
１．３　 ＴＭＵＶ 在小鼠脑内的增殖能力测定

将 ＴＭＵＶ 通过脑内注射对 ３ 周龄小鼠进行感
染，感染剂量为每只 １×１０３ ＥＬＤ５０，感染后的第 １ ｄ、
第 ２ ｄ、第 ３ ｄ、第 ５ ｄ 取小鼠的脑组织，用本实验室

已经建立的 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 方法［２１］ 对小鼠脑组织内的
ＴＭＵＶ 滴度进行测定。 按照试剂盒（ＡｘｙＰｒｅｐＴＭ ｍｕｌ⁃
ｔｉｓｏｕｒｃｅ ｔｏｔａｌ ＲＮＡ ｍｉｎｉｐｒｅｐ ｋｉｔ）说明进行脑组织内病

毒核酸的提取，ＴＭＵＶ 的 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 测定引物见表 １。
１．４　 ＴＭＵＶ 对小鼠的神经毒力试验

将 ＴＭＵＶ 进行 １０ 倍系列稀释，通过脑内注射分

别对 ３ 日龄和 ３ 周龄小鼠进行攻毒，同时设 ＰＢＳ 注

射组为对照。 攻毒后每天观察小鼠的发病和死亡情

况，观察至第 １４ ｄ。
１．５　 ＴＭＵＶ 对小鼠的神经侵袭力试验

取 ２０ 只 ３ 周龄小鼠腹腔内注射 １×１０５ ＥＬＤ５０的

ＴＭＵＶ，在攻毒后的第 １ ｄ、第 ３ ｄ、第 ５ ｄ、第 ７ ｄ 各取

５ 只小鼠的脑组织，用 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 对脑内的 ＴＭＵＶ 进

行测定。 另外，将 ＴＭＵＶ 进行 １０ 倍系列稀释，通过

腹腔内注射对 ３ 周龄小鼠进行攻毒，同时设 ＰＢＳ 注

射组为对照。 攻毒后每天观察小鼠的发病和死亡情

况，观察至第 ２１ ｄ。
１．６　 组织病理学观察

将 ＴＭＵＶ 通过脑内注射对 ３ 周龄小鼠进行攻
毒，攻毒剂量为每只 １×１０３ ＥＬＤ５０，同时设 ＰＢＳ 注射

组为对照。 攻毒后的第 ４ ｄ，取小鼠的脑组织用 ４％
的多聚甲醛进行固定，按照常规方法进行石蜡切片

制备，经苏木素－伊红（ＨＥ）染色后置显微镜下观察

脑组织的病理变化。
１．７　 ＴＭＵＶ 在小鼠脑内引起的炎性细胞因子应答

测定

　 　 将 ＴＭＵＶ 通过脑内注射对 ３ 周龄小鼠进行攻
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毒，攻毒剂量为每只 １×１０３ ＥＬＤ５０，同时设 ＰＢＳ 注射

组为对照。 攻毒后的第 １ ｄ、第 ２ ｄ、第 ３ ｄ、第 ５ ｄ 用

ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 对小鼠脑内的炎性细胞因子 （ ＴＮＦ⁃α、
ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃８ 和 ＩＬ⁃１０）应答进行测定［２２⁃２３］。 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ
以 β⁃肌动蛋白基因 （ β⁃ａｃｔｉｎ） 为内参基因，根据

２－△△Ｃｔ法计算各个细胞因子基因的表达变化，所用

Ａ：对 ３ 日龄乳鼠的脑内攻毒；Ｂ：对 ３ 周龄小鼠的脑内攻毒；ＭＬＤ５０：小鼠的半致死剂量。

图 ２　 对小鼠的神经毒力测定结果

Ｆｉｇ．２　 Ｎｅｕｒｏｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ｏｆ ＴＭＵＶ ｉｎ ｍｉｃｅ

引物见表 １。

表 １　 用于 ＴＭＵＶ 和细胞因子 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 测定的引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｖｉｒａｌ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｙｔｏｋｉｎｅ ｅｘｐｒｅｓ⁃

ｓｉｏｎ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

　 引物名称 　 　 引物序列 （５′→３′） 参考文献

ＴＭＵＶ⁃ＮＳ２ＡＦ ＧＣＡＧＣＣＣＡＧＧＡＧＡＴＴＴＴＧＡＧ ［６］

ＴＭＵＶ⁃ＮＳ２ＡＲ ＣＴＡＡＣＧＣＡＡＣＧＣＣＡＡＧＣＡ

β⁃ａｃｔｉｎ⁃Ｆ ＡＧＡＧＧＧＡＡＡＴＣＧＴＧＣＧＴＧＡＣ ［１８］

β⁃ａｃｔｉｎ ⁃Ｒ ＣＡＡＴＡＧＴＧＡＴＧＡＣＣＴＧＧＣＣＧＴ

ＴＮＦ⁃α⁃Ｆ ＣＡＴＣＴＴＣＴＣＡＡＡＡＴＴＣＧＡＧＴＧＡＣＡＡ ［１８］

ＴＮＦ⁃α⁃Ｒ ＴＧＧＧＡＧＴＡＧＡＣＡＡＧＧＴＡＣＡＡＣＣＣ

ＩＬ⁃１β⁃Ｆ ＣＡＡＣＣＡＡＣＡＡＧＴＧＡＴＡＴＴＣＴＣＣＡＴＧ ［１８］

ＩＬ⁃１β⁃Ｒ ＧＡＴＣＣＡＣＡＣＴＣＴＣＣＡＧＣＴＧＣＡ

ＩＬ⁃８⁃Ｆ ＡＴＧＧＣＴＧＧＧＡＴＴＣＡＣＣＴＣＡＡ ［１９］

ＩＬ⁃８⁃Ｒ ＡＡＧＣＣＴＣＧＣＧＡＣＣＡＴＴＣＴＴ

ＩＬ⁃１０⁃Ｆ ＧＧＴＴＧＣＣＡＡＧＣＣＴＴＡＴＣＧＧＡ ［１８］

ＩＬ⁃１０⁃Ｒ ＡＣＣＴＧＣＴＣＣＡＣＴＧＣＣＴＴＧＣＴ

２　 结 果

２．１　 ＴＭＵＶ 在小鼠脑内的增殖能力

以 １×１０３ ＥＬＤ５０对 ３ 周龄的小鼠进行脑内攻毒，

然后测定其脑内的 ＴＭＵＶ 滴度。 结果（图 １）显示，
在攻毒后的第 １ ｄ ＴＭＵＶ 在小鼠脑内的增殖滴度为

１×１０６􀆰 １１拷贝，而到第 ３ ｄ 时病毒的滴度为 １×１０６􀆰 ６０拷

贝；在攻毒后的第 ５ ｄ ＴＭＵＶ 的增殖达到高峰，其滴度

为 １×１０８􀆰 ８７拷贝；到第 ７ ｄ 时，ＴＭＵＶ 在脑内仍然保持

比较高的滴度，其滴度为 １×１０８􀆰 ３０拷贝。 以上结果说

明，ＴＭＵＶ 在小鼠脑内具有比较强的增殖能力。

　 　 　 　 图 １　 小鼠脑内的增殖能力测定

Ｆｉｇ．１　 Ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＴＭＵＶ ｉｎ ｍｏｕｓｅ ｂｒａｉｎ

２．２　 ＴＭＵＶ 对小鼠的神经毒力

对 ３ 日龄乳鼠的脑内攻毒结果（图 ２）显示，攻
毒剂量为 １×１０３ ＥＬＤ５０时在攻毒后的第 ２ ｄ 即可引

起 ２０％的小鼠死亡，而到第 ３ ｄ 导致全部小鼠死亡；
攻毒剂量为 １×１０２ ＥＬＤ５０和 １×１０１ ＥＬＤ５０时，在攻毒

后的第 ３～４ ｄ 小鼠开始出现后肢瘫痪和死亡，在攻

毒后的第 ６ ～ ７ ｄ 小鼠全部死亡；攻毒剂量为 １×１００

ＥＬＤ５０时并未引起小鼠的神经症状或者死亡，因此

ＴＭＵＶ 对 ３ 日龄乳鼠的半致死剂量为 １ × １００．５

ＥＬＤ５０。 而对 ３ 周龄小鼠的脑内攻毒结果显示，以１×
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１０５ ＥＬＤ５０攻毒的小鼠在攻毒后的第 ６ ｄ 开始出现后

肢瘫痪和死亡，其死亡率为 ８０％，而在攻毒后的第 ７
ｄ 死亡率达到 １００％；以 １×１０４ ＥＬＤ５０和 １×１０３ ＥＬＤ５０

攻毒的小鼠在攻毒后的第 ８ ｄ 和第 ９ ｄ 死亡率也达

到了 １００％；以 １×１０２ ＥＬＤ５０攻毒的小鼠仅仅表现出

一过性的精神倦怠，并没有出现死亡，因此 ＴＭＵＶ
对 ３ 周龄小鼠的半致死剂量为 １×１０２．５ ＥＬＤ５０。 以上

结果说明，ＴＭＵＶ 对 ３ 日龄的乳鼠和 ３ 周龄小鼠均

具有很强的神经毒力。
２．３　 ＴＭＵＶ 对小鼠的神经侵袭力

对以 １×１０５ ＥＬＤ５０进行腹腔内攻毒的小鼠的脑

内病毒测定结果 （图 ３） 显示，在攻毒后的第 １ ｄ
ＴＭＵＶ 即可扩散到脑内，并且在第 ５ ～ ７ ｄ 增殖到较

高的滴度，这说明通过腹腔内注射 ＴＭＵＶ 也可以侵

害小鼠的中枢神经系统。 另外，当以 １×１０６ ＥＬＤ５０对

小鼠进行攻毒时可以引起小鼠 ２０％的死亡率；而当

以 １×１０４ ＥＬＤ５０和 １×１０５ ＥＬＤ５０对小鼠进行攻毒时，
虽不能引起小鼠的死亡，但却可以引起小鼠一过性

的精神萎靡，因此 ＴＭＵＶ 对小鼠具有一定的神经侵

袭力。
２．４　 病理学观察

以 １×１０３ ＥＬＤ５０对 ３ 周龄的小鼠进行脑内攻毒，
然后观察 ＴＭＵＶ 所引起的小鼠脑组织的病理学变化。
结果（图 ４）显示，ＴＭＵＶ 在攻毒后第 ４ ｄ 即可引起小

鼠脑内的神经元变性、坏死、炎性细胞侵润和出血，而
ＰＢＳ 注射并未引起小鼠脑组织的明显病理变化。

Ａ： 对 ３ 周龄小鼠的腹腔内攻毒；Ｂ：对 １×１０５ ＥＬＤ５０腹腔内攻毒的小鼠的脑内病毒含量测定。

图 ３　 对小鼠的神经侵袭力测定

Ｆｉｇ．３　 Ｎｅｕｒｏｉｎｖａｓｉｖｅｎｅｓｓ ｏｆ ＴＭＵＶ ｉｎ ｍｉｃｅ

细箭头：神经元变性、坏死；黑三角：炎性细胞侵润；粗箭头：出血。
图 ４　 脑组织的病理学观察（×４００）
Ｆｉｇ．４　 Ｔｈｅ ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ＴＭＵＶ⁃ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｍｏｕｓｅ ｂｒａｉｎ（×４００）

２．５　 细胞因子测定

对西尼罗病毒和登革热病毒等的研究结果显

示，过度的炎性细胞因子应答在黄病毒的致病过程

中发挥了关键作用，因此我们对 ＴＭＵＶ 引起的炎性
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细胞因子应答进行了测定。 结果（图 ５）显示，ＴＭＵＶ
在攻毒后的第 １ ｄ 即可以引起炎性细胞因子 ＴＮＦ⁃
α、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃８ 和 ＩＬ⁃１０ 的显著上调表达；到第 ３ ｄ、第
５ ｄ 时 ＴＮＦ⁃α 的上调表达倍数在 １５ 倍以上，ＩＬ⁃１β

的上调表达倍数在 ２８ 倍以上，ＩＬ⁃８ 的上调表达倍数

在 １１ 倍以上，ＩＬ⁃１０ 的上调表达倍数在 １４ 倍以上。
以上结果说明 ＴＭＵＶ 的感染可以引起小鼠脑内强

烈的细胞因子应答。

　 　 　 　 　 　 ＰＢＳ：磷酸盐缓冲液对照；∗表示差异达到显著水平（Ｐ＜０．０５）；∗∗表示差异达到极显著水平（Ｐ＜０．０１）。
图 ５　 小鼠脑内的炎性细胞因子应答

Ｆｉｇ．５　 Ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｙｔｏｋｉｎｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｉｎ ＴＭＵＶ⁃ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｍｏｕｓｅ ｂｒａｉｎ

３　 讨 论

中国在 ２０１０ 年首次出现鸭的 ＴＭＵＶ 疫情后，该
病毒在鸭群中迅速扩散，目前已发展为地方流行。
ＴＭＵＶ 除了感染鸭以外还可以感染鹅、鸡、鸽子、麻
雀和蚊子［１０⁃１３，１５］，该病毒的宿主范围正在不断扩大。
而令人担心的是在人的血清中也检测到了 ＴＭＵＶ
的抗体和核酸［１４］，所以不排除 ＴＭＵＶ 感染人的可

能。 因此，基于其他黄病毒 （ＷＮＶ、ＤＥＮＶ 和 ＪＥＶ
等）给人类健康所造成的严重危害，十分有必要开

展 ＴＭＵＶ 对哺乳动物和人的潜在致病性研究。
小鼠作为一种经典的动物模型已被许多学者用

于人类黄病毒的神经致病力评价［２０］，因此本研究也

以小鼠为模型对 ＴＭＵＶ 的神经致病力进行了评价。
对神经毒力的研究发现，ＴＭＵＶ 不仅可以在小鼠的

脑内进行有效复制，而且还可以引起小鼠的死亡，这
说明 ＴＭＵＶ 对小鼠具有很强的神经毒力。 而对神

经侵袭力的研究发现，ＴＭＵＶ 经腹腔注射后可以扩

散到小鼠的脑内，并且在攻毒剂量为 １×１０６ ＥＬＤ５０时

可以引起小鼠的死亡，这说明 ＴＭＵＶ 对小鼠同样具

有一定的神经侵袭力，存在 ＴＭＵＶ 经蚊虫叮咬进而

感染人类的可能。
细胞因子应答在病毒对宿主的致病过程中发挥

关键作用。 例如，Ｈ５Ｎ１ 高致病性禽流感病毒之所

以能引起人和小鼠的严重发病，均与其感染所诱发

的“细胞因子风暴”有关［２４⁃２５］；而 ＳＡＲＳ 冠状病毒感

染的一个严重后果就是引起了人体内的炎性细胞因

子的过度应答［２６］。 而我们的研究结果显示，ＴＭＵＶ
在感染后的第 １ ｄ 即可引起小鼠脑内促炎性细胞因

子 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃β 和 ＩＬ⁃８ 的显著应答，到第 ３ ｄ 和第 ５
ｄ 时达到比较高的水平。 先前的研究结果显示，
ＴＮＦ⁃α 的过度应答与 ＤＥＮＶ 诱发的登革出血热 ／登
革休克综合征 （ ＤＨＦ ／ ＤＳＳ） 密切相关［２７⁃２８］， 而在

ＷＮＶ 诱发脑炎的过程中同样也伴随着 ＴＮＦ⁃α 的过

度应答［２９⁃３０］。 ＩＬ⁃１β 是参与急性炎症反应的主要细

胞因子之一，可以促使炎性细胞向局部炎症部位的
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浸润［３１］，已被证实与 ＤＥＮＶ 感染和致病的严重程度

密切相关［３２］。 ＩＬ⁃８ 作为一种促炎性细胞因子与

ＪＥＶ 感染的预后不良密切相关［３３⁃３４］。 另外，我们发

现 ＴＭＵＶ 在诱发促炎性细胞因子过度应答的同时

也导致了小鼠脑内抗炎性细胞因子 ＩＬ⁃１０ 的高度应

答，这说明 ＴＭＵＶ 诱发了细胞因子应答的高度紊

乱。 对于 ＪＥＶ 的研究结果显示，ＪＥＶ 感染树突状细

胞后在诱发促炎性细胞因子应答的同时也同样导致

了 ＩＬ⁃１０ 的高度应答［３５］。 因此，ＴＭＵＶ 感染小鼠后

所诱发的脑内的炎性细胞因子应答与其他黄病毒具

有很大的相似性，但是对于 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃８ 和 ＩＬ⁃
１０ 在 ＴＭＵＶ 致病过程中的作用机理还需要进一步

的研究。
本研究系统评价了 ＴＭＵＶ 对小鼠的神经致病

力，为 ＴＭＵＶ 潜在的公共卫生风险评价提供了重要

的试验数据。 同时，我们对 ＴＭＵＶ 感染所引起的小

鼠脑组织的病理变化和炎性细胞因子应答也进行了

初步研究，这为阐明 ＴＭＵＶ 跨物种感染的致病机理

提供了研究基础。
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５２６刘青涛等：坦布苏病毒对小鼠的神经致病力




