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【摘  要】  目的  使用血清学方法和PCR方法对北京地区实验小鼠多瘤病毒（POLY）感染情况进行初步调查和评估分析。方法 对2011-2012年度我中心收检的不同实验动物生产设施的SPF级、清洁级小鼠血清130份、不同实验动物使用机构实验小鼠血清67份，共197份样品进行POLY病毒血清学检测；根据多瘤病毒保守序列设计引物，应用PCR方法检测不同动物生产设施的SPF级、清洁级小鼠的80份肠内容物样品是否存在POLY病毒。结果  抽检的2011-2012年度实验动物生产设施的SPF级、清洁级小鼠血清130份未检出POLY病毒抗体；实验动物使用机构实验小鼠血清样品检出POLY病毒抗体7/67阳性。使用的PCR方法检测实验动物生产设施不同级别的80份小鼠肠内容物未检出POLY病毒核酸。结论 北京地区实验动物饲养机构的实验动物基本排除POLY病毒的潜在污染，实验动物使用机构中实验用动物仍然存POLY病毒的潜在污染。实验动物生产设施对各级别实验动物应每年度至少进行一次全项病毒检测，以便更客观的了解实验动物质量；实验动物使用机构应对如何加强实验中动物的质量控制问题加以关注。
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[Abstract]  Objective to evaluate the prevalence of mice Polyoma Virus in laboratory mice in Beijing by PCR and Serology tests. Method: IFA method was used to test 197 mice sera which were selected from the submitted samples to out monitoring center during 2011-2012. In the 197 samples, 130 sera were from those breeding facilities; and 67 sera were from those experimental facilities.  A  POLY virus specific primer pair was used in PCR to detect POLY virus from intestines contents of 80 mice which were from breeding facilities. Result: 130 sera from breeding facilities were negative for Polyoma Virus; there were 7/67 POLY virus positive samples from those experimental facilities. A 272bp Polyoma Virus specific amplification can be detected in experimental infected mice. There were no specific amplification in the 80 samples from breeding facilities. Conclusion: the POLY virus pollution were not detectable by the current serological and PCR methods in breeding facilities in the past 2 years: the prevalence of mice Polyoma Virus in experimental facilities can not be neglected. An annual surveillance including POLY virus is necessary not only in productive facilities, but also those experimental facilities.
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小鼠多瘤病毒(Polyoma Virus，POLY)可存在于实验鼠群和野生鼠群中，为中国实验动物国家标准《实验动物 微生物等级及监测》（GB14922.2-2011）中SPF级小鼠必要时需排除的病原。自然条件下，小鼠感染多瘤病毒呈隐形或亚临床感染[1、2、3]。这种隐性感染不仅对实验动物本身造成危害，对科研工作亦造成潜在干扰。
上世纪九十年代有报道说我国普通小鼠群众多瘤病毒抗体阳性率为39.3%~41.2%[4]。2001年实验动物国家标准修订后至2009年，我中心承检的样品没有对POLY病毒进行检测的需求。2010年至2012年三年间检测的三千余份样品中仅有90余份样品对该病毒提出了检测要求，血清学检测结果为阴性。那么，到底POLY病毒在实验小鼠群中是否存在感染情况呢？只有对该病毒进行系统监测，才能确定感染是否存在。基于上述原因，本实验选用PCR方法、IFA方法对我中心2011-2012年承检的部分小鼠肠内容物样品以及血清样品分别进行了POLY病毒病原学、血清学回顾性调查。     
1. 材料和方法
1.1 材料：

多瘤病毒引自ATCC（VR-252）；小鼠胚胎成纤维细胞（ME）为本实验室自行制备；DNA提取试剂盒：Wizard Genomic DNA Purification Kit（Promega，A1120）；DNA扩增试剂盒：TaKaRa Ex Taq® (TaKaRa：DRR001A) 
实验样品：①血清学样品：2011-2012年度我中心收检的小鼠血清样品抽样197份，其中130份来自四家实验动物生产设施（SPF级80份，清洁级50份），67份来自两家实验动物使用机构(A使用机构27份、B使用机构40份)；②病原学样品：2011-2012年度收集的来自四家实验动物生产设施的小鼠肠内容物样品80份（SPF级40份、清洁级40份）。遗憾的是，因为是回顾性调查，未能收集实验动物使用机构动物肠内容物样品；③POLY感染实验收集的样品：POLY病毒感染动物肝脏组织、肾脏组织、肠内容物及血清样品。说明：用于病毒核酸检测的样品同时收集了血清，这些血清样品包含在用于血清学实验的来自实验动物生产设施的130份血清样品内。
1.2 方法：
1.2.1 POLY感染实验样品制备：
为确保本次实验可靠有效，在进行POLY病毒感染情况调查前，本实验室进行了POLY病毒感染小鼠实验用以作为本次筛查工作的系统对照。方法如下：1日龄SPF级ICR乳鼠一窝。脑内接种POLY病毒，21日后于生物安全柜内以无菌方式取血、肝脏、肾及肠内容物。组织样品加适量DMEM高糖培养基研磨，制备10％肝脏组织及肾组织悬液；收集的肠内容物样品移至含有DMEM培养基的1.5ml离心管中，以振荡器充分混匀后，高速离心，收集上清液，上述组织样品用于病毒核酸检测。收集血清，灭活后用于血清学实验。动物使用得到中国医学科学院医学实验动物研究所实验动物实验和管理委员会的许可（ILAS-VL-2011-006）。

1.2.2 血清学检测：

按照中华人民共和国国家标准 GB/T14926.42-2001 (实验动物细菌学检测 标本采集)中方法制备血清样品；依照中华人民共和国国家标准 GB/T14926.29-2001 “多瘤病毒检测方法”制备检测抗原破片；按照中华人民共和国国家标准GB/T14926.52-2001免疫荧光检测方法（IFA法）进行POLY病毒抗体检测。
1.2.3 病原学检测

实验感染小鼠的肝肾组织、肠内容物样品及SPF级、清洁级小鼠肠内容物样品80份，以病毒DNA提取试剂盒提取病毒DNA；用病毒DNA扩增试剂盒扩增上述核酸样品；扩增产物进行电泳分析，测序比对。
1.2.3.1 样品中POLY病毒DNA提取：

按照试剂盒说明书提取病毒DNA；根据文献中引物序列[5]，合成引物。引物序列为PRVF：5’－ TGATGCCAGGTGCCTAGTAC －3’；PRVR：5’－ CATCGTGTAGTGGACTGTGG －3’。扩增产物为272bp的片段。
1.2.3.2 样品中POLY病毒DNA扩增：
按照说明书进行实验。反应条件参照文献[5]为：94℃ 5min；94℃ 15s，57℃ 15s，72℃ 30s，40个循环；72℃延伸5min；4℃。扩增产物于1.5% 琼脂糖凝胶电泳。 
2. 结果
2.1 血清学检测结果
2011-2012年度承检的不同动物生产设施的SPF级、清洁级小鼠血清共130份未检出POLY病毒抗体；实验动物使用机构小鼠血清样品POLY病毒抗体7/67阳性，IFA法测得体效价一份为为1:40、两份为1:20、其余四份为1:10。实验感染小鼠的血清样本POLY病毒抗体为阳性，抗体效价为1:128。结果见表1。
2.2 病原学检测结果

2.2.1 PCR扩增小鼠多瘤病毒特异序列。  

使用POLY病毒特异引物对实验室感染小鼠的肝、肾和肠内容物提取的病毒核酸样品进行了扩增，在250至500bp间出现目的条带（图1）。经北京华大基因研究中心测序，结果表明该序列为POLY病毒特异扩增。与GenBank中小鼠多瘤病毒基因核苷酸序列比较，同源性几乎达100％（图2）。
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图1 POLY病毒PCR电泳结果
Fig．1 The results of the polyoma virus PCR.

注：样品1来源于感染乳鼠肝组织；样品2来源于感染乳鼠肾组织；样品3来源于感染乳鼠肠内容物；样品4为水，作为扩增体系的系统对照.；样品5为DNAmarker，分子量标准为DL2000。
2.2.2 以PCR方法检测实验小鼠肠内容物样品中的POLY病毒核酸：   
使用30pgPOLY病毒核酸做阳性质控，可有效扩增出POLY病毒特异条带；80份SPF级、清洁级小鼠肠内容物病毒核酸样品经检测，未见目的条带，全部为阴性。
表1 IFA、PCR检测结果

Tab.1 The results of IFA , PCR test 
	样品来源

    Source of samples
检测方法及结果

Detection resuhs
	实验动物生产设施
Breeding facilities
	实验动物使用机构
Experimental facilities
	感染动物
POLY - Infection animals

	IFA
	0/130阳性
	A机构：2/27阳性
	B机构：5/40阳性
	阳性

	PCR
	0/80阳性
	/
	阳性


3. 讨论  
POLY病毒是中国实验动物国家标准《实验动物 微生物等级及监测》（GB14922.2-2011）中SPF级小鼠“必要时”需排除的病原，所以2001年实验动物国家标准修订后至今本中心承检的数万份小鼠血清样品鲜有对该病毒有检测要求，2010-2012年三年间仅有检测要求的近百份样品POLY病毒抗体为阴性。出现阴性结果的原因除了动物本身真的未感染POLY病毒，也有可能会因为：免疫功能健全的处于疾病感染初期、一过性感染或隐性感染的动物，其产生的抗体不足以检出；受检动物为某些基因工程小鼠或免疫缺陷小鼠（这些动物存在免疫功能不健全的情况）等，不能真实反映动物感染病原的真实状况。所以本实验通过血清学、病原学两种方法来取长补短，对不同级别实验小鼠样品进行初步检测，在检测前还进行了POLY病毒感染实验，以确证本次实验可靠有效。
本次调查，实验动物繁育设施送检的130份SPF级、清洁级小鼠血清未检出POLY病毒抗体，80份肠内容物样品未检出POLY病毒核酸；实验动物使用机构实验小鼠血清样品检出POLY病毒抗体7/67阳性；感染实验小鼠POLY病毒抗体及病毒核酸检测均为阳性。
通过以上结果可以初步判断，北京地区实验动物生产设施的实验动物质量得到较好的控制，基本排除了POLY病毒的污染；实验动物使用机构中实验用动物仍然存在POLY病毒潜在污染。
由此，笔者建议实验动物生产设施对各级别实验动物应每年度至少进行一次全项病毒检测，必要时进行病毒核酸检测；实验动物使用机构应对如何加强实验中动物的质量控制问题加以关注。因为新的或已从种群中净化出去的病原体有可能因为与人类接触或由野生鼠重新带入，被这类病原感染的风险依然存在[6]。所以，只有建立并执行全面的实验动物健康监测制度，才能保证科研结果的科学性。另外，需要说明的是，由于本次实验样本量有限，只能对POLY病毒在北京地区的感染情况做初步分析。希望能对我国其他地区实验动物POLY病毒感染情况调查提供参考依据。
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