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摘要：目的 研究恒河猴BV感染率随季节变化的增长规律。方法 采用BV全病毒为抗原的ELISA试剂盒，对两批离乳后群养的54只恒河猴仔猴每月采血检测BV感染情况，连续检测13个月。结果 12月、1月、2月、3月、4月BV阳性猴数量相对增加较明显，其它月份BV阳性猴数量相对稳定。结论 BV的感染受季节影响，春、冬季BV的感染率相对较高，可在高发季节加强有关的预防措施或调控可改变的环境因素，降低BV的感染，提高猴群质量。
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The research on B virus positive ratio of rhesus macaque changing with seasons
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Abstract：Objective To investigate the B virus infection rates in rhesus macaques changing with seasons. Methods A whole B virus based ELISA kit was used to detect B virus antibodies of 54 weanling rhesus macaques for 13 consecutive months. Results In December, January, February, March and April, the number of B virus positive monkey was increased significantly, but the number was relatively stable in other months. Conclusion B virus infection is affected by the seasons, in spring and winter it is visible, suggesting that strengthen the precautions or regulate environmental factors in the seasons to reduce B virus infection and improve the monkeys quality.
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猴B病毒(Macacine herpesvirus 1, BV)属于疱疹病毒科(Herpetoviridae)，甲型疱疹病毒亚科(Cercopithecine herpesvirus)疱疹病毒属(Herpesvirus)，猕猴疱疹病毒(Herpesvirus simiae)，为人兽共患病病原，主要存在于亚洲尤其是印度系猕猴属(恒河猴、食蟹猴、豚尾猴等)动物中[1, 2]。在自然宿主猕猴中的感染率相当高，常见轻微的口、生殖器疱疹或呈无症状的潜伏感染[3]，类似于单纯疱疹病毒(Herpes simple virus, HSV)1型和2型感染患者的临床表现。猕猴通常在2~4岁性成熟期间被感染，随着年龄增长血清学抗体阳性比率逐渐增加，成年猴的BV阳性率达80%以上[4]。BV一旦感染猴，将长期潜伏在机体的三叉神经节和腰骶神经节[5]，不定期活化。母猴垂直传播给仔猴的几率极低[6]。BV属于第一类病原微生物，既是潜在的生物战剂，又是影响实验用猴质量及进出口的主要疾病，还是从业人员以及科研人员安全健康的重要威胁。人感染后，会出现严重的中枢神经系统症状，导致脑炎、脑脊髓炎，严重的呼吸麻痹甚至死亡，在未及时得到药物治疗的情况下病死率超过70%，幸存者会留下神经后遗症[7, 8]。
目前中国颁布实施的实验动物国家标准，已将BV列入普通级实验用猴应排除的病原微生物[9]。本文试图通过检测新生离乳恒河猴群养后的BV感染情况，了解BV在猴群中感染的季节变化规律，为深入了解BV的传播方式以及在病毒感染高发季节采取相应预防措施，降低BV的感染，建立BV阴性的高质量实验用猴群及对高危人群的防护提供基础资料。
1   材料和方法

1. 1 实验动物

某非人灵长类实验动物研究中心2010年7、8、9月三个月出生的15只恒河猴仔猴，5月龄后离乳置于一个饲养室群养(A组)；2011年3月、4月出生的39只恒河猴仔猴，5月龄后离乳置于另2个与A组相同条件的饲养室群养(其中一饲养室20只为B1组，另一饲养室19只为B2组)。在整个研究过程中，所有相关实验动物的操作方法均按照中国实验动物伦理和福利的要求进行。
1. 2 血清制备
仔猴离乳群养后每月初采血一次，经后肢内侧静脉取血1mL，4℃过夜，3500 r/min离心5 min；分离血清于1.5mL离心管，标记后56℃灭活30min；-30℃保存。
1.3 酶联免疫吸附法(ELISA) 

猴BV IgG抗体酶免检测试剂盒(96T)购自珠海经济特区海泰生物制药有限公司，为BV全病毒为抗原ELISA 试剂盒，用于检测血清中抗BV IgG抗体。操作方法参照说明书，用BIO-RAD 680型酶标仪(美国伯乐)读取数值。
1.4 结果判定
B病毒ELISA是通过测定免疫反应后的光密度值判断其阴、阳性。上述试剂盒的判定标准为：1)以空白孔调零，450 nm波长测定OD值，阴性对照OD值<0.15，临界对照OD值>0.15，阳性对照OD值>0.25，证明试验成立；2)阳性：样品OD值>临界对照OD值均值×1.15；3)可疑：临界对照OD值均值×0.85≤样品OD值≤临界对照OD值均值×1.15；4)阴性：样品OD值<临界对照OD值均值×0.85。
2   结果
2.1  A组15只群养恒河猴
A组恒河猴于2011年03月开始检测，此时有2只猴BV阳性，阳性率为13.3%；4、6、11月三个月和第二年的1月各增加一只BV阳性猴，5、7、8、9、10月五个月阳性猴数量没有增加，第二年的2月、3月BV阳性猴分别增加2只和3只。检测结果如表1所示，阳性率随月份变化的趋势见图1.1，相对阳性率随月份变化的趋势见图1.2。
表1 15只离乳恒河猴群养后BV13个月检测结果
Tab.1 Detection results of 15 weanling rhesus macaques for 13 months after group-housed
	时间(T)
	A组(15只)

	
	阳性猴(P)
	阴性猴(N)
	阳性率(R)
	相对阳性率(C)

	2011.03
	2
	13
	13.3%
	--

	2011.04
	3
	12
	20%
	50%

	2011.05
	3
	12
	20%
	0%

	2011.06
	4
	11
	26.7%
	33.3%

	2011.07
	4
	11
	26.7%
	0%

	2011.08
	4
	11
	26.7%
	0%

	2011.09
	4
	11
	26.7%
	0%

	2011.10
	4
	11
	26.7%
	0%

	2011.11
	5
	10
	33.3%
	25%

	2011.12
	5
	10
	33.3%
	0%

	2012.01
	6
	9
	40%
	20%

	2012.02
	8
	7
	53.3%
	33.3%

	2012.03
	11
	4
	73.3%
	37.5%


注：阳性率=本月阳性猴数量/本组猴数量×100%
相对阳性率=(本月阳性猴数量-上月阳性猴数量)/上月阳性猴数量×100%
Note: Positive ratio = the number of positive monkeys of this month / the number of monkeys in this group × 100%
Comparatively positive ratio = (the number of positive monkeys of this month - the number of positive monkeys of last month) / the number of positive monkeys of last month × 100%
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图1.1不同月份BV阳性率的发展趋势图

Fig. 1.1 The trends of BV positive ratio in different months
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图1.2相邻月份的BV相对阳性率变化趋势图

Fig. 1.2 The trends of BV comparatively positive ratio in adjacent months
2.2  B组(B1和B2) 39只群养恒河猴
B1和B2组恒河猴于2011年10月开始检测，两组的检测结果接近，开始BV阳性猴数量较少，阳性率比较低；10月、11月、12月至第二年的1月BV阳性猴数量增加较少，阳性率增长较慢，而相对阳性率很高，但不连续；第二年的2月至4月BV阳性猴数量增加较多，阳性率增长较快，相对阳性率较高而且连续；随后的几个月BV阳性猴数量增加较少，阳性率增长较慢，且相对阳性率很低；检测结果如表2所示，阳性率随月份变化的趋势见图2.1，相对阳性率随月份变化的趋势见图2.2。
表2 39只离乳恒河猴群养后BV13个月检测结果
Tab.2 Detection results of 39 weanling rhesus macaques for 13 months after group-housed
	时间(T)
	B1组(20只)
	B2组(19只)

	
	阳性猴(P)
	阴性猴(N)
	阳性率(R)
	相对阳性率(C)
	阳性猴(P)
	阴性猴(N)
	阳性率(R)
	相对阳性率(C)

	2011.10
	2
	18
	10%
	--
	1
	18
	5.3%
	--

	2011.11
	2
	18
	10%
	0
	2
	17
	10.5%
	100%

	2011.12
	3
	17
	15%
	50%
	2
	17
	10.5%
	0

	2012.01
	4
	16
	20%
	33.3%
	4
	15
	21.1%
	100%

	2012.02
	6
	14
	30%
	50%
	5
	14
	26.3%
	25%

	2012.03
	9
	11
	45%
	50%
	7
	12
	36.8%
	40%

	2012.04
	12
	8
	60%
	33.3%
	10
	9
	52.6%
	42.9%

	2012.05
	13
	7
	65%
	8.3%
	12
	7
	63.2%
	20%

	2012.06
	14
	6
	70%
	7.7%
	12
	7
	63.2%
	0

	2012.07
	14
	6
	70%
	0
	13
	6
	68.4%
	8.3%

	2012.08
	15
	5
	75%
	7.1%
	13
	6
	68.4%
	0

	2012.09
	15
	5
	75%
	0
	13
	6
	68.4%
	0

	2012.10
	16
	4
	80%
	6.7%
	14
	5
	73.7%
	7.7%
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图2.1不同月份BV阳性率的发展趋势图

Fig. 2.1 The trends of BV positive ratio in different months
[image: image4.png]120.00%
HH 100.00%

Xt

f

—— BIAHRS Bk %
—=—B2AH RS 1

80.00%
60.00%

22 40.00%

(C) 2000%
0.00%





图2.2相邻月份的BV相对阳性率变化趋势图

Fig. 2.2 The trends of BV comparatively positive ratio in adjacent months
3   讨论

1932年首次报道BV感染，某研究者被外表健康的恒河猴咬伤手，15天后死于进行性脑脊髓炎。Gay和Holden与Sabin和Wright两个研究小组从病人取样进行研究，结果证实将病人的神经组织接种于兔，可复制出类似的疾病，致病因子为疱疹病毒[10, 11]。迄今为止，虽然有50 多例被BV 感染的报道，但真正详细记载的只有26 例。BV感染还没有有效的疫苗或药物进行预防或治疗，在美国，Acyclovir, Valacyclovir, Famciclovir等抗病毒药物已经被用于B V感染的治疗，但是这3种药物还没有得到美国FDA正式批准[4]。

中国恒河猴作为主要的非人灵长类实验动物，不仅在我国的新药开发和疫苗研制中具有重要的作用，而且在世界各国科学研究，特别是HIV/AIDS的研究中有着不可替代的作用[12-14]。但实验动物的质量直接影响实验结果的可靠性和准确性，微生物感染状况及合格证书被作为课题申报、招标、科研成果审批等的基本条件[15]。我国猕猴资源比较丰富，每年都有一定数量的恒河猴、食蟹猴等出口欧美地区，同时也从东南亚地区进口一定数量的猕猴。而猕猴作为B病毒的天然宿主有很高的感染率，这对接触它们的相关人员的健康构成了潜在威胁。
从上述结果中可以看出，A、B两组12月至第二年4月BV阳性猴数量增加最多，相对阳性率也很明显，具有连续性和一致性，所以此阶段比较容易感染BV；其它月份BV阳性猴数量也在增加，但相对阳性率较低，阳性猴数量增加相对不明显，其中个别月份相对阳性率比较高，但不具有连续性和一致性，所以此阶段不容易感染BV；开始检测时阳性猴数量较少，所以相对阳性率非常明显。可见恒河猴仔猴离乳后随着年龄增长，BV感染率呈上升趋势，并呈现出一定的季节性变化规律，春、秋季是BV的易感阶段。在自然情况下猕猴通过唾液和生殖道等向外排毒，特别是在受到应激或者免疫抑制时[2, 16]。猕猴之间一般通过交配、咬伤或者抓伤等方式传播感染。季节变化是直接作用于病毒本身还是动物行为对BV感染造成影响，还需进一步研究。可针对影响因素，调整饲养管理，对条件允许的猕猴饲养基地，可以通过控制相关环境因素等手段，降低BV感染率，提高猴群质量。整体而言，在仔猴离乳后不到性成熟期的一年多时间里，BV阳性率就达到很高的水平。BV具有高度的危险性，这一现象值得猕猴饲养人员及实验研究人员在饲养管理及实验研究中多加关注。

本文通过恒河猴BV阳性率随季节变化的研究，对BV的传播和预防有了进一步的了解，希望对降低BV感染率有所帮助，逐步提高实验动物质量，建立BV阴性猴群。
参考文献：
[1] Estep RD, Messaoudi I, Wong SW. Simian herpesviruses and their risk to humans [J]. Vaccine, 2010, 28 (Suppl 2) : B78~84

[2] Elmore D, Eberle R. Monkey B virus (Cercopithecine herpesvirus 1) [J]. Comp Med, 2008; 58(1) : 11~21 

[3] Tregle R W, Loe C L, Earhart R H, et al. Cercopithecine herpesvirus 1 risk in a child bitten by a bonnet macaque monkey [J]. J Emermed, 2010, 26[Epub adead of print]

[4] Holmes GP, Chapman LE, Stewart JA, et al. Guidelines for the prevention and treatment of B-virus infections in exposed persons [J]. Clin Infect Dis, 1995,20(2): 421~439
[5] Cohen JI, Davenport DS, Stewart JA, et al. Recommendation for prevention of and therapy for exposure to B virus [J]. MAJOR ARTICLE, 2002, 35 :1191~1203

[6] Weigler B J. Biology of B virus in macaque and human hosts; a review. Clin Iect Dis, 1992. 14:555~567
[7] Tischer B K, Osterrieder N. Herpesviruses-A zoonotic threat [J]. Vet Microbiol, 2010,140(3-4):266~270
[8] Jennifer L H, Peter A B. B-virus (cercopithecine herpesvirus 1) infection in humans and macaques: potential for zoonnotic disease [J]. Emerg infect Dis, 2003,9(2):245~25-
[9] 中华人民共和国国家标准 GB 14922.2-2011，实验动物 微生物学等级及监测

[10] Sabin A B, Weight  A M. Acute ascending myelitis following a monkey bite, with isolation of a virus capable of reproducing the disease. J Exp Med, 1934, 59: 115~135
[11] Huss J L, Barry P A. B-virus (cercopithecine herpesvirus 1) infection in humans and macaques potential for zoonotic desease [J]. Emerginfect Dis, 2003, 9(2): 246~250

[12] Hessell AJ, Hangartner L, Hunter M, etal Fc receptor but not complement bingding is important in antibody protection against HIV [J]. Nature, 2007, 449 (7158): 101~104
[13] 魏强. 我国实验猕猴的研究及质量标准初探 [ J] . 中国比较医学杂志, 1996, 1: 10~12

[14] 乔红伟,佟巍，蒋虹,等. 两种HSV-1及猴B病毒相关抗体测定方法的比较 [J]. 中国比较医学杂志, 2010, 20(3): 57—60

[15] 粤科函字[1995]227号文件《关于在科研计划和科研成果管理中执行实验动物合格证制度的通知》
[16] 饶军华,刘晓明,王海英,等. B病毒感染的预防和治疗方法 [J]. 中国比较医学杂志, 2005, 15 (4) : 240
[基金项目]国家科技支撑计划“实验动物质量保证条件和认可评价关键技术研究与示范”(2011BAI15B03)；中央级公益性科研院所基本科研业务费专项资金项目(DWS201213)。


[作者简介]高进权(1985-)，男，硕士研究生，研究方向：动物学。 


[通讯作者]刘云波(1962-)，男，研究员，Email:yunboliu@126.com。





