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［摘　 要］ 　 为做好非洲马瘟疫苗的储备性研究，以更好应对我国周边地区非洲马瘟疫情传入风险，
对中国兽医微生物菌种保藏管理中心的一株 １ 型非洲马瘟病毒鼠脑组织毒进行了复壮和细胞适应

性培养，并对其病毒含量、特异性、对小鼠毒力等进行测定。 结果显示，该毒种在 Ｖｅｒｏ 细胞连续传代

至 Ｆ１０ 代后病变产生明显，病毒含量可稳定在 １０６． ５ ＴＣＩＤ５０ ／ ０． １ｍＬ 以上；对小鼠毒力表现稳定，细胞

适应毒也可达 １０６． ５ ＬＤ５０ ／ ０． １ｍＬ。 根据 ＯＩＥ 参考引物进行 ＲＴ － ＰＣＲ 鉴定，序列比对证实该毒株为

血清 １ 型，与泰国毒株 ＴＨＡ２０２０ ／ ０１ 拥有 ９９． ７％的同源性。 血清学试验结果表明，该毒株可被非洲

马瘟 １ 型特异性血清中和。 本研究获得了一株 Ｖｅｒｏ 细胞适应毒，可作为良好的疫苗毒株候选株，适
用于规模化生产，为疫苗储备奠定良好基础。
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　 　 非洲马瘟是由非洲马瘟病毒 （ Ａｆｒｉｃａｎ Ｈｏｒｓｅ
Ｓｉｃｋｎｅｓｓ Ｖｉｒｕｓ， ＡＨＳＶ）引起的以马属动物为主的非

接触性传染病，以发热、皮下水肿及脏器出血为主

要特征，临床上多表现为急性或亚急性，感染马匹

的致死率最高可达 ９５％ ，被 ＯＩＥ 列为必须上报的

动物传染病，同时也是我国一类疫病中唯一的马属

动物疫病［１］。 我国是 ＯＩＥ 认可的非洲马瘟无疫国，
历史上从未发生过非洲马瘟。 ２０２０ 年 ３ 月以来，泰
国和马来西亚相继暴发非洲马瘟疫情，已引起 ５００
多匹马匹死亡，这不仅是时隔 ６０ 年后亚洲地区再

次发生非洲马瘟疫情，也是在非洲大陆外首次出现

血清 １ 型 ＡＨＳＶ（ＡＨＳＶ － １）的流行［２ － ３］。 随着国

际贸易的深化和该疫情在东南亚地区的传播，非洲

马瘟传入我国的风险亦随之增大［４］。
为应对传入风险，２０２０ 年 ３ 月 ２８ 日海关总署

发布《关于泰国非洲马瘟传入的警示报通报》，４ 月

１ 日海关总署联合农业农村部发布《关于防止泰国

非洲马瘟传入我国的公告》 （２０２０ 年第 ４８ 号） ［５］，
同年 ９ 月 １１ 日，海关总署再次联合农业农村部发

布《关于防止马来西亚非洲马瘟传入我国的公告》
（２０２０ 年第 １０５ 号） ［６］。

２０２０ 年 ４ 月 ２２ 日，农业农村部办公厅专门印

发了《关于做好非洲马瘟防范工作的通知》 （农办

牧〔２０２０〕２２ 号），要求各单位积极做好相关技术储

备。 中国兽医药品监察所负责组织开展有关非洲

马瘟疫苗种毒匹配性分析，并组织具备条件企业紧

急生产、储备相应数量应急用疫苗［７］。 由于无特效

治疗性药物，疫苗免疫是目前防控非洲马瘟最有效

的方法。 常见的商品化 ＡＨＳＶ 疫苗包括弱毒活疫

苗和灭活疫苗。 近年来随着生物技术的不断进步，
新型疫苗如核酸疫苗、病毒样颗粒疫苗、亚单位疫

苗和活载体疫苗等的研发也取得了较大进展［８］。
虽然弱毒苗的使用存在着基因重组导致的遗

传变异或是毒力返强的隐患，但相对于灭活苗，弱
毒苗仍是目前防控非洲马瘟的生力军。 且相对于

多价苗，单价苗能提供更有效的免疫保护，特别对

于单一血清型病毒流行的地区，单价苗的应用更为

重要。 鉴于此，根据计划安排，我们对库存的一株 １
型非洲马瘟病毒疫苗株进行了扩繁和细胞适应性

研究，并对其病毒含量、特异性、对小鼠毒力等方面

做出初步鉴定。
１　 材　 料

１． １　 毒株　 ＡＨＳＶ － １（ＡＶ１３１１ 株）由中国兽医微

生物菌种保藏管理中心保存。
１． ２　 细胞　 非洲绿猴肾细胞（Ｖｅｒｏ）、仓鼠肾细胞

（ＢＨＫ －２１），由中国兽医微生物菌种保藏管理中心

保存并提供。
１． ３　 试剂 　 ＤＭＥＭ 培养液、胰酶、胎牛血清购自

Ｇｉｂｃｏ 公司；ＰＢＳ 溶液购自北京中海生物有限公司；
ＲＮＡ 提取试剂盒和 ＲＴ － ＰＣＲ 相关试剂购自 Ｔａｋａｒａ
公司；非洲马瘟 １ 型阳性血清引进自 ＯＩＥ 非洲马瘟

参考实验室 Ｐｉｒｂｒｉｇｈｔ 研究所。
１． ４　 实验动物　 昆明小鼠、豚鼠购自北京维通利

华有限公司。
２　 方　 法

２． １　 毒种复壮 　 取一支 ＡＨＳＶ － １（Ｍ３ 代，鼠脑

组织毒）用无血清 ＤＭＥＭ 培养基进行 １００ 倍稀释

后，经脑内接种 １８ ～ ２２ ｇ 小鼠，０． ０５ ｍＬ ／只，共接种

１８ 只，设接种生理盐水的阴性对照及不接种病毒

的空白对照各 ３ 只。 每日观察小鼠发病及死亡情

况。 及时解剖死亡小鼠并取其脑组织冻存。 试验

结束后，将所有死亡小鼠的脑组织取出研磨，保存

于 － ７０ ℃备用。
２． ２　 细胞适应及传代　 取 １ 支 ＡＨＳＶ － １（Ｍ３ 代，
鼠脑组织毒）用无血清 ＤＭＥＭ 培养基进行 １００ 倍

稀释，接种 ７５ ｃｍ２细胞瓶的 Ｖｅｒｏ 细胞，每瓶 １ ｍＬ，
３７ ℃孵育 １ ｈ 后，补加含 ２％ ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ 培养

基，置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２培养箱中培养。 每日观察，
无病变时每 １２０ ｈ 进行一次盲传，至出现 ８０％细胞

病变时收获，反复冻融三次后，再接种 Ｖｅｒｏ 细胞传

代。 收获的病毒液保存于 － ７０ ℃备用。
２． ３　 病毒含量测定　 用无血清 ＤＭＥＭ 培养基进行

１０ 倍系列稀释，取 １０ － ４、１０ － ５、１０ － ６、１０ － ７四个稀释

度接种 ９６ 孔板已长至良好单层的 Ｖｅｒｏ 细胞，每个

稀释度接种 ５ 孔，每孔 ０． １ ｍＬ，同时设正常细胞对

照组，置 ３７ ℃、５％ ＣＯ２培养箱中孵育 １２０ ｈ。 观察

到期后，逐个观察每孔细胞病变情况，按照 Ｒｅｅｄ －
Ｍｕｅｎｃｈ 法进行病毒含量计算。
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２． ４　 小鼠毒力测定　 用无血清 ＤＭＥＭ 培养基进行

１０ 倍系列稀释，取 １０ －５、１０ －６、１０ －７、１０ －８四个稀释度

脑内接种 １８ ～２２ ｇ 小鼠，每个稀释度接种 ５ 只，每只

接种 ０． １ ｍＬ。 连续观察 １４ ｄ 看是否出现死亡或神

经症状等，按照 Ｒｅｅｄ －Ｍｕｅｎｃｈ 法计算 ＬＤ５０。

２． ５　 特异性试验

２． ５． １ 　 ＰＣＲ 法 　 取 Ｆ２ 代的细胞扩繁毒，按照

Ｔａｋａｒａ 试剂盒说明书提取病毒 ＲＮＡ 并进行反转录

后，根据 ＯＩＥ 推荐的参考引物，进行 ＰＣＲ 扩增。 引

物序列（表 １）和扩增条件如下。

表 １　 ＡＨＳＶ －１ 通用型和血清分型检测引物序列

Ｔａｂ １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ｐｒｉｍｅｒｓ ａｎｄ ｔｙｐｅ － ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｉｍｅｒ

引物名称 上游引物（５ ｐｍｏｌ ／ μＬ） 下游引物（５ ｐｍｏｌ ／ μＬ）

通用型引物 Ｆ： ５’ － ＧＴＴ ＡＡＡ ＡＴＴ ＣＧＧ ＴＴＡ ＧＧＡ ＴＧ －３’ Ｒ： ５’ － ＧＴＡ ＡＧＴ ＧＴＡ ＴＴＣ ＧＧＴ ＡＴＴ ＧＡ －３’

ＡＨＳＶ － １ 分型引物 Ｆ： ５’ － ＧＴＴ ＴＡＡ ＴＴＣ ＡＣＣ ＡＴＧ ＧＣＧ ＴＣ － ３’ Ｒ： ５’ － ＴＧＴ ＴＴＧ ＧＣＧ ＡＴＡ ＣＡＴ ＣＧＴ Ａ － ３’

　 　 ９５ ℃ ５ ｍｉｎ 预热后进行如下 ３０ 个循环（９４ ℃
１ ｍｉｎ，５３ ℃ １ ｍｉｎ，７２ ℃ １ ｍｉｎ），７２ ℃ ８ ｍｉｎ，
４ ℃ ＋∞ 。 在确定分型为 ＡＨＳＶ － １ 型的毒株基础

上，扩增 ＶＰ７ 基因 ＰＣＲ 条件如下：９５ ℃ ５ ｍｉｎ 预热

后，进行如下 ３０ 个循环（９４ ℃ １ ｍｉｎ，５３ ℃１ ｍｉｎ，
７２ ℃ ２ ｍｉｎ），７２ ℃ ８ ｍｉｎ，４ ℃ ＋ ∞ 。 将条带正确

的 ＰＣＲ 产物送中美泰和有限公司进行测序。
２． ５． ２　 血清中和实验　 随机抽取 １ 支 Ｆ２５ 代细胞

适应毒，用细胞培养液稀释至 ２００ ＥＩＤ５０ ／ ０． １ｍＬ。
取 １ ｍＬ 与等体积倍比稀释的非洲马瘟 １ 型阳性血

清混合，３７ ℃作用 １ ｈ（期间振摇 １ 次），接种 ５ 孔

长成单层的 Ｖｅｒｏ 细胞，每孔 ０． １ ｍＬ，同时设置病毒

对照组和空白对照组。 置于 ３７ ℃孵育，观察记录

１２０ ｈ 内出现 ＣＰＥ 的孔数。
３　 结果与分析

３． １　 毒种复壮及细胞扩繁　 经脑内接种 ＡＨＳＶ －１
（Ｍ３ 代）的昆明小鼠，在接种后 ７２ ｈ 开始发病，主
要表现为精神沉郁，食欲减退，弓背，呼吸微弱且出

现明显的神经症状，剖检发现死亡及濒死小鼠脑组

织可见严重出血，９６ ｈ 后小鼠全部死亡。 收集死亡

小鼠脑组织，制备一批鼠源基础种毒，小鼠发病症

状和剖检情况见图 １。
病毒接种 Ｖｅｒｏ 细胞后盲传至第 ５ 代时，可在

接种后 １４４ ｈ 出现细胞病变，主要表现为细胞变圆、
皱缩，开始脱落（图 ２）。 自第 ６ 代开始，孵育 １２０ ｈ
后可出现细胞病变，继续传代至第 １０ 代后可稳定

在 ４８ ～ ７２ ｈ 内出现细胞病变。
３． ２　 病毒含量测定　 采用 Ｖｅｒｏ 细胞测定 ＡＨＳＶ －１
不同代次毒种的病毒含量，结果显示 Ｆ１０、Ｆ１５、Ｆ２０
代病毒含量分别为 １０６． ５、１０６． ５和 １０６． ８ ＴＣＩＤ５０ ／ ０． １ｍＬ，
符合《ＯＩＥ 陆生动物诊断试验与疫苗手册》中对非

洲马瘟疫苗病毒含量的要求。
３． ３　 对小鼠毒力测定结果 　 ＡＨＳＶ － １ 细胞扩繁

毒 Ｆ１０、Ｆ１５、Ｆ２０ 代对小鼠的半数致死量分别为

１０６． ５、１０６． ８和 １０６． ５ ＬＤ５０ ／ ０． １ｍＬ，鼠源基础种毒对小

鼠的半数致死量为 １０７． ８ ＬＤ５０ ／ ０． １ｍＬ。
３． ４　 特异性分析结果 　 根据群特异性引物，可
扩增得到约 ２２９ ｂｐ 的 ＡＨＳＶ － １ 型特异性条带

（图 ３），同时以该毒株为模版，扩增 ＶＰ７ 基因可得

到长度为 １１７９ ｂｐ 的条带 （图 ４）。 测序结果经

Ｂｌａｓｔ 比对发现，该毒株与 ＡＨＳＶ １１８０ 株（基因序列

号为 ＫＰ００９７１８）同源性达 ９９． ４７％ ，同为血清 １ 型，
与 ２０２０ 年泰国暴发的疫情病原核苷酸同源性可达

９６． ４７％ 。 血清学试验亦表明，该病毒可被非洲马

瘟 １ 型阳性血清完全中和，特异性良好。
４　 讨　 论

２０２２ 年 ３ 月 ３０ 日，ＯＩＥ 宣布我国浙江省杭州

市桐庐县为无规定马属动物疫病区，这对于提升我

国在全球动物卫生领域的影响力具有重要意义［９］，
也对我国防控非洲马瘟提出了更高要求。 因无特

效治疗性药物，疫苗免疫成为防控非洲马瘟最有效

的方法［１０ － １１］。
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Ａ． 脑内出血症状；Ｂ． 精神沉郁、弓背；

Ｃ． 强直等神经症状；Ｄ． 接种生理盐水对照

Ａ． Ｉｎｔｒａｃｅｒｅｂｒａｌ ｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ；Ｂ． Ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｈｕｎｃｈｂａｃｋｅｄ；

Ｃ． Ｍｕｓｃｌｅ Ｒｉｇｉｄｉｔｙ；Ｄ． Ｎｅｇａｔｉｖｅ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｗｉｔｈ ｓａｌｉｎｅ

图 １　 脑内接种小鼠临床症状

Ｆｉｇ １　 Ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｉｇｎｓ ｉｎ ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｍｉｃｅ

Ａ． Ｆ３ 代 ４８ ｈ Ｖｅｒｏ 细胞病变；Ｂ． Ｆ１０ 代 ４８ ｈ Ｖｅｒｏ 细胞病变；

Ｃ． Ｆ１５ 代 ４８ ｈ Ｖｅｒｏ 细胞病变；Ｄ． 正常细胞对照

Ａ． ４８ ｈ ＣＰＥ ｏｆ Ｆ３ － ｐａｓｓａｇｅ； Ｂ． ４８ ｈ ＣＰＥ ｏｆ Ｆ１０ － ｐａｓｓａｇｅ；

Ｃ． ４８ ｈ ＣＰＥ ｏｆ Ｆ１５ － ｐａｓｓａｇｅ； Ｄ． Ｎｏｒｍａｌ Ｃｏｎｔｒｏｌ

图 ２　 ＡＨＳＶ 在 Ｖｅｒｏ 细胞上引起的细胞病变（１０００ × ）

Ｆｉｇ ２　 ＣＰＥ ｉｎ Ｖｅｒｏ ｃｅｌｌ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ＡＨＳＶ

常见 ＡＨＳＶ 疫苗主要包括弱毒活疫苗和灭活

疫苗。 ２０ 世纪 ８０ 年代末，商品化灭活疫苗曾被广

泛用于西班牙、葡萄牙和摩洛哥等地的疫情防控，

但因生产成本高、安全风险大等原因，目前已停

产［１２］。 ＡＨＳＶ 弱毒苗研究始于 ２０ 世纪 ３０ 年代的

Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ； Ｓａｍｐｌｅ：ＡＶ１３１１ － Ｍ３ ／ Ｆ１０ ／ Ｆ１５ ／ Ｆ２０；

ＮＣ：Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ

图 ３　 分型 ＰＣＲ 电泳图

Ｆｉｇ ３　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｔｙｐｅ － ｓｐｅｃｉｆｉｃ

ｇｅｌ － ｂａｓｅｄ ＲＴ － ＰＣＲ

Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ； Ｓａｍｐｌｅ：ＡＶ１３１１ － Ｍ３ ／ Ｆ１０ ／ Ｆ１５ ／ Ｆ２０；

ＮＣ：Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ

图 ４　 ＶＰ７ 基因扩增 ＰＣＲ 电泳图

Ｆｉｇ ４　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｏｇｒａｍ ｏｆ ＶＰ７ － ｇｅｎｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

南非，通过将多株 ＡＨＳＶ 在小鼠脑内进行约 １００ 次

连续传代，成功获得嗜神经性人工致弱毒株，并利

用其制备了多价弱毒苗。 试验结果证明，这种嗜神

经性毒株制备的弱毒苗可诱导较高滴度的中和抗

体［８］。 ２０ 世纪 ６０ 年代之后，利用细胞培养的疫苗

毒逐渐取代了上述弱毒苗，并在中东及北非等地区

广泛应用。 ２０ 世纪 ９０ 年代，南非生产的两种 ４ 价

弱毒苗 （一种含 １、３、４、５ 型抗原，另一种含 ２、６、７、

８ 型抗原） 对非洲地区的非洲马瘟起到了有效的

防控作用。 然而，有报道称 ５ 型 ＡＨＳＶ 可对动物产

生不良影响甚至导致其死亡，因此基于安全考虑，

含５ 型病毒的弱毒苗于 ２０ 世纪 ９０ 年代初停止使

用。 南非 ＯＢＰ 公司生产的多价疫苗是最为经典的

非洲马瘟弱毒苗，多年来在南非等地广泛使用［１３］。

该弱毒苗由两种疫苗构成，即疫苗 Ｉ 和疫苗 ＩＩ。 疫

苗 Ｉ 含 １、３、４ 型抗原；疫苗 ＩＩ 含 ２、６、７、８ 型抗原，

·２１·
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免疫程序为用疫苗 Ｉ 对动物进行首免，３ 周后用疫

苗 ＩＩ 对其进行二免。 各国通常针对本国疫情流行

特点制定相关单价苗或多价苗的免疫策略，对于单

一血清型病毒流行的地区，单价苗的应用更为

重要［１４］。
ＡＨＳＶ 共有 ９ 个不同的血清型，之间存在一定

的交叉反应。 为做好紧急防控，此次疫苗种毒扩繁

和鉴定工作主要围绕 ＡＨＳＶ － １ 展开。 本试验所用

原始毒株为中监所老专家于 １９６０ 年代从国外引

进，年代久远，其来源背景和病毒活性等情况不是

很清楚，且引进毒均为鼠脑组织毒，不便于疫苗的

大规模生产。 我们经小鼠脑内接种复壮后，证明病

毒具有繁殖活性，且选用 １８ ～ ２２ ｇ 体重区间的小

鼠，潜伏期更短，出现症状更快。 在细胞驯化试验

中也采用了鼠源细胞 ＢＨＫ － ２１ 作为对比。 虽然病

毒在 ＢＨＫ － ２１ 细胞上的增殖速度较 Ｖｅｒｏ 细胞更

快，出现病变时间也更早，但考虑到 ＢＨＫ － ２１ 细胞

存在致瘤性问题，我们仍选择在 Ｖｅｒｏ 细胞上进行

病毒鉴定的后续研究。 不同代次病毒含量测定结

果表明，病毒含量随着代次增高趋于稳步提升，且
该 Ｖｅｒｏ 细胞适应毒对小鼠也能保有相应的毒力。

ＡＨＳＶ 属于呼肠孤病毒科，环状病毒属，其基

因组由 １０ 个双链 ＲＮＡ 片段组成，编码 ７ 种结构蛋

白（ＶＰ１ ～ ＶＰ７）和 ４ 种非结构蛋白（ＮＳ１、ＮＳ２、ＮＳ３
和 ＮＳ３ａ），其中 ＶＰ７ 是形成内衣壳的主要蛋白，相
对比较保守；ＶＰ２ 蛋白变异性最高，有 １５ 个抗原位

点，是主要的血清型特异性抗原。 ＲＴ － ＰＣＲ 检出

率高、特异性强，且快速便捷，是 ＯＩＥ 推荐的检测方

法［１５ － １６］。 赵文华等基于 ＡＨＳＶ Ｌ２ 片段设计了型

特异性引物，可对 ９ 个血清型进行分型，基于 Ｓ７ 片

段设计了 ２ 对引物，可检测出 ６ 种血清型（２、３、４、
７、８ 和 ９）的 ＡＨＳＶ［１７］。 此外，荧光定量 ＲＴ － ＰＣＲ
法也逐步建立，如赵文华等根据 ＶＰ７ 蛋白 ＯＲＦ 全

长建立的“三步法”，可对全部 ９ 个血清型扩增［１８］；
高志强等建立了 ＶＰ７ 蛋白和 ＮＳ２ 蛋白的双重

Ｔａｑｍａｎ荧光定量法，灵敏度更高，有效降低漏检

率［１９］。 本实验中，我们采用的是 ＯＩＥ 推荐的通用

型引物和自行设计的型特异性引物，建立了 ＡＨＳＶ

通用型及分型分子鉴别方法，经扩繁的鼠源毒和细

胞毒验证具有良好的敏感性和特异性，可用于毒种

的快速鉴别检验。 Ｎａｐａｗａｎ Ｂｕｎｐａｐｏｎｇ 等使用纳米

孔测序技术对 ８ 株 ２０２０ 年泰国分离株分析发现，
所有毒株在 ９５Ｖ，１６６Ｓ 和 ６６０Ｉ 位置都含有独特的

氨基酸，提示传入泰国的毒株为同一分支［２０］。 经

比对 ＶＰ７ 基因保守区域发现，该毒株与泰国疫情

毒株的 ＶＰ７ 蛋白只有一个氨基酸的差异，氨基酸

同源性达 ９９． ７％ ，可作为一株良好的疫苗毒株候

选株。
需要特别说明的是，因 ＡＨＳＶ 的特殊性，所有

试验均经主管部门审批后，严格在 ＡＢＳＬ － ３ 实验

室按照生物安全要求操作，严防病毒的泄漏或扩

散［２１］。 非洲马瘟虽不属于人兽共患病，但亦有报

道显示一种疫苗毒株可导致人的脑炎和视网膜

炎［２２］。 下一步拟按照《ＯＩＥ 陆生动物诊断试验与

疫苗手册》中关于疫苗毒种的要求，采用蚀斑技术

对该毒种进行克隆纯化，并评价其安全性与免疫原

性，以进一步完善生产用毒种的鉴定；同时开展

ＲＴ － ＰＣＲ 和 ＥＬＩＳＡ 抗体检测方法研究，为建立我

国高风险地区乃至整个亚太地区非洲马瘟快速预

警和监测机制提供技术支撑。
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