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虎血清 H5 亚型流感病毒抗体调查
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摘要:为查明我国圈养虎群中 H5 亚型流感病毒的流行情况,应用血凝抑制 (HI)方法检测了 1998 ～ 2009 年间
采集于哈尔滨、宜昌、桂林、唐山、上海和郑州等地的 309 份虎血清样品的 H5 亚型流感病毒抗体效价。结果发
现 1998 年 4 月至 2002 年 4 月采集的 20 份血清样品全部为 H5 亚型流感病毒 HI抗体阴性。在 2002 年 7 月至 2003
年 6 月采样于上海、唐山、哈尔滨的 34 只虎中,有 31 只曾出现过高热、抽搐和肺炎症状,其中 24 只虎的血清
样品 H5 亚型流感病毒 HI抗体呈阳性 (抗体效价 1 ∶ 10 ～ 1 ∶ 320),2 只无临床症状虎也为抗体阳性。对 2004 年随
机采集自哈尔滨的 220 份血清样品调查发现抗体阳性率可达 25 9% ,其中 28 只有临床高热与肺炎病史的虎中有
14 只抗体呈阳性 (抗体效价 1 ∶ 10 ～ 1 ∶ 80),其余无病史的 192 只虎中有 43 只抗体阳性。2009 年 8 月采集的 35 份
血清中仅有 3 份 H5 阳性,抗体阳性率下降为 8 6% 。上述结果表明 H5 亚型流感病毒能够感染虎并对圈养虎的
健康构成威胁,而且其公共卫生意义更值得关注。
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Serologic survey for antibodies to H5 subtype influenza A virus in tigers
GAO Yuwei1 ,ZHOU Ming2 ,LIU Dan 2 ,WANG Wei2 ,WANG Ligang2 ,YANG Songtao1 ,ZHU Xiao-
wen 1 ,HUANG Geng1 ,WANG Tiecheng1 ,XIA Xianzhu1

(1 The 11 th Institute,Academy of Mil itary Medical Sc iences,Changchun 130062,China)
(2 Heilong jiang Siberia Tiger Park,Harbin 150027,China)

Abstract:To explore the prevalence of the H5 subtype influenza A virus in captive tigers in China,the antibodies of 309
tigers’serum samples,which were collected from Harbin,Yichang,Guilin,Shanghai,Zhengzhou,and Tangshan between
1998 and 2009,were detected using the hemagglutination inhibition test (HI). All 20 samples collected from April of 1998
to April of 2002 were HI antibody negative. Among 24 of 31 samples collected from July of 2002 to June of 2003 whose
clinical signs such as fever and pneumonia were obvious,HI antibody were positive. Surprisingly,the antibody titers of
paired sera from two tigers without clinical signs also were HI antibody positive. Of 220 samples randomly collected in 2004
in Harbin,14 of 28 samples collected from tigers with clinical signs were HI antibody positive. In addition,we found that
43 samples collected from tigers without clinical signs also were positive with 1∶ 10 - 1 ∶ 80 antibody titers. In 2009,only 3
out of 43 samples were HI antibody positive. These results indicate that H5 subtype influenza virus have already acquired
the ability to infect tigers and pose a threat to captive tigers and public heath.
Key words:H5 subtype influenza A virus;Serologic survey;Tiger

  1997 年 “香港禽流感”暴发以来,H5N1 禽
流感病毒 一直 在东南 亚传 播和 流行 (Chen,
2009),并且逐渐引发了对哺乳动物的致病性
(Chen et al ,2004)。2003 年末禽流感疫情在禽类

中的大面积爆发导致了哺乳动物感染病例的大量出

现。到目前为止,除人类感染病例外,已发现了犬
科动物、猫科动物和鼬科动物的自然感染病例
(Thiry et al  ,2007;Beeler 2009;Reperant et al ,
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2009)。泰国在 2004 年报道了 H5N1 亚型禽流感病
毒对虎 (Panthera tigris)的致死性感染 (Keawcha-
roen et al ,2004),接下来发现有近 146 只虎感染
发病,发病虎临床常表现出高热、抽搐与肺炎等症
状 (Amonsin et al ,2006)。在国内,我们在 2002
年就曾发现流感病毒对虎的感染 (夏咸柱等,
2003),此后国内又有病例报道 (Mushtaq et al  ,
2008)。H5N1 亚型禽流感病毒对虎的感染表明,
该病毒已对其造成了很大的危害,而且病毒更有可
能通过在野生哺乳动物宿主体内的进一步适应而对

人类健康构成更大的威胁。目前还不了解 H5 亚型
流感在我国虎群中的发生和现状。为此,我们对
1998 年以来收集于哈尔滨、宜昌、桂林、南京、
唐山、上海和郑州等地圈养虎血清样品进行了 H5
亚型流感病毒抗体检测和分析,现报告如下。
1 材料与方法
1  1  病毒和细胞

检 测 用 毒 株 为 A / Tiger / Harbin / 01 / 2002
(H5N1)HAB / 01 的第四代 MDCK 细胞培养物,病
毒滴度为 10 6  1 TCID5 0 / mL, - 70 ℃保存备用。MD-
CK 细胞来源于中国兽药监察所。按常规传代培养。
1  2  血清样品

1998 年 4 月至 2009 年 8 月收集于桂林、上海、
哈尔滨、宜昌、唐山和郑州等地动物园的虎血清样
品共计 309 份。

所有血清均经56 ℃灭活30 min, - 70 ℃冰箱
保存。标准阳性血清为鸡 H5 亚型阳性血清,购自
哈尔滨兽医研究所。受体破坏酶 (RDE)购自 Sig-
ma-Aldrich。
1  3  红细胞

鸡红细胞采自健康 SPF 鸡,经稀释液洗涤、
离心 3 次,取红细胞泥按体积比用 PBS 稀释,配
制成 0 5%的红细胞悬液,4 ℃保存备用。
1  4  血凝抑制 (HI)抗体检测

按 WHO 标准方法将血清样品用受体破坏酶
(RDE)处理后 HI 检测 (WHO,2009)。同时设阳
性血清对照、PBS 对照和 4 单位病毒抗原对照。HI
检测阳性后再次进行 HI 试验,同时用未处理的血
清作为对照组。
2 结果
2  1  血清样品调查结果

血清样品采集于桂林、上海、哈尔滨、宜昌、

唐山和郑州等地动物园的圈养虎。309 份样品中有
250 份样品采集于健康虎,59份血清采集于临床曾
表现出高热、抽搐和肺炎等临床症状的虎。1998
和 1999 年采集于桂林和上海的虎血清样品均来源
于健康虎。2002 年 7 月采集于哈尔滨的 9 份样品
来源于确诊为流感病毒感染的发病虎,其中 1 份是
发病虎初期样品,另外 8 份是康复后虎的样品。
2003 年 2 月于哈尔滨某动物园表现高热和呼吸困
难的 6 只虎的血清样品,在发病后第 6 d 采集;
2002 年 12 月在宜昌采集 8 只虎的血清样品,该 8
只虎曾在 2002 年 9 月表现出高热和呼吸困难。来
源于桂林的血清样品与宜昌样品相似,为 2002 年
12 月初采集的 6 份康复虎血清。唐山某动物园的
两只虎在 2002 年 6 月出现高热、抽搐和肺炎等症
状,2002 年 7 月采集 2 份虎血清;郑州某动物园
的虎于 2003 年 6 月出现发热与腹泻等症状,采集
虎血清 3 份;2004 年为进一步了解哈尔滨某虎园
的流感流行情况,随机采集了 220 份康复虎与健康
虎的血清样品 (有 28 只虎曾表现有高热与肺炎等
临床症状),这些样品中有 5 只虎曾在 2002 年 7 月
发病并在康复后采集血清进行检测。2009 年 8 月
我们再次采集到哈尔滨某虎园的 35 只虎的血清样
品,这些虎均未表现过高热和肺炎等临床症状。另
外根据对各虎园的饲喂情况进行了调查,发现各虎
园常以鸡骨架、冻鲜鸡肉作为虎日常食物,其中哈
尔滨、郑州等地还有饲喂鸭肉的情况。
2 2  HI 抗体检测结果

应用 HI 方法对血清样品进行了检测,结果见
表 1。309 份虎血清样品中有 101 份血清样品 H5 亚
型流感病毒抗体阳性,效价为 1 ∶ 10 ～ 1∶ 320。检测
结果表明 1998 年 4 月至 2002 年 4 月采集的 20 份
血清样品全部为 H5 亚型流感病毒 HI 抗体阴性。
此后采集的样品开始出现 H5 亚型流感病毒的抗体
阳性,其中采集于临床表现出高热和呼吸困难等病
史虎的血清样品多为抗体阳性,在 2002 年 7 月至
2003 年 6 月采样于上海、唐山、哈尔滨的 34 只虎
中,有 31 只曾出现过高热、抽搐和肺炎症状,其
中 24 只虎的血清样品 H5 亚型流感病毒 HI 抗体呈
阳性 (抗体效价 1 ∶ 10 ～ 1 ∶ 320),2 只无临床症状
虎也为抗体阳性。对 2004 年随机采集自哈尔滨的
220 份血清样品调查发现抗体阳性率可达 25 9% ,
其中 28 只有临床高热与肺炎病史的虎中有 14 只抗
体呈阳性 (抗体效价 1 ∶ 10 ～ 1∶ 80),其余无病史的
192 只虎中有 43 只抗体阳性,说明 H5 亚型流感病
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毒可能对虎造成无症状感染。2009 年 8 月采集的
35 份血清中仅有 3 份 H5阳性,抗体阳性率下降为

8 6% 。

表 1  1998 至 2009 年虎血清样品 H5 亚型流感病毒抗体检测结果
Tabl e 1  HI antibody titers to H5 influenza virus in tigers between 1998 and 2009

采集时间 (年 /月)
Collected time (Year / Month)

地点

Location
样品 (份)
Sample

抗体滴度

Antibody titers
阳性样品 (份)
Postive sample

发病情况简介

Annotation
1998 /04 桂林 Guilin 2 - 0 健康虎

Normal tigers
1999 /05 上海 Shanghai 14 - 0 健康虎

Normal tigers
2002 /04 上海 Shanghai 4 - 0 健康虎

Normal tigers
2002 /07 唐山 Tangshan 2 1 ∶ 80 1 曾有临床症状

Clinical signs observed
2002 /07 哈尔滨 Harbin 9 1 ∶ 10 - 1 ∶ 160 8 曾有临床症状

Clinical signs observed
2002 /11 宜昌 Yichang 8 1 ∶ 10 - 1 ∶ 320 8 曾有临床症状

Clinical signs observed

20 2 /12 桂林 Guilin 6 1 ∶ 20 - 1 ∶ 160 5 3 只虎曾有临床症状
Clinical signs observed from 3 of 6 tigers

2003 /02 哈尔滨 Harbin 6 1 ∶ 10 3 临床症状后 6 d
Six day post of clinical signs observed

2003 /06 郑 州 Zheng-
zhou 3 1 ∶ 10 1 曾有临床症状

Clinical signs observed
2004 /02 哈尔滨 Harbin 220 1 ∶ 10 - 1 ∶ 80 57 28只虎曾有临床症状

Clinical signs observed from 28 of 220 tigers

2009 /08 哈尔滨 Harbin 35 1 ∶ 10 - 1 ∶ 40 3 健康虎

Normal tigers

  2004 年 2 月采样的 220 只虎中,有 5 只曾在
2002 年 7 采集过血清样品,对这 5 只虎的双份血
清样品的抗体效价进行比较,结果表明经过 19 个
月后,5 只虎体内仍有抗体,但滴度有所降低,检
测结果如表 2。

表 2  发病虎双份血清样品中 HI抗体变化情况
Table 2  Antibody tit ers in paired sera of tiger

编号

Sample
抗体滴度 Antibody titer

2002 年 7 月采集
Coll ected in July 2002

2004 年 2 月采集
Collected in Feb 2004

1 1 ∶ 80 1 ∶ 20
2 1 ∶ 40 1 ∶ 20
3 1 ∶ 20 1 ∶ 10
4 1 ∶ 20 1 ∶ 20
5 1 ∶ 80 1 ∶ 40

3 讨论
近年来,H5N1 亚型流感病毒感染野生和家养

哺乳动物的报道不断增多,包括猫科动物、犬科动
物、鼬 科 动 物 和 家 猪 等 (Keawcharoen et al ,
2004; Amonsin et al , 2006; Roberton et al ,
2006; Songserm et al , 2006; Songsermn et al ,
2006;Klopfleisch et al ,2007;Shi et al ,2008;
Zhu et al ,2008;Qi et al ,2009)。其中,猫科动
物受到的危害最为严重,2003 年 11 月在泰国的
Suphanburi动物园里有两只虎感染了 H5N1 型禽流
感而发病死亡 (Keawcharoen et al ,2004)。2004
年 10 月 11 日在泰国一个公园的圈养虎中暴发了
H5N1 型高致死性禽流感,其中 418 只虎中有 146
只高烧,并发展成严重肺炎。经初步调查证实:这
次感染与给虎喂了鸡肉有关 (Amonsin et al ,
2006)。在此之前数十年间极少有流感病毒感染猫
科动物的公开报道。在我国,2002 年夏咸柱等发
现了 H5 亚型流感病毒对圈养虎的致病性感染,此
后国内也出现了零星的报道,说明我国圈养大型猫
科动物可能也受到了 H5 亚型高致病性流感病毒的
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威胁 (夏咸柱等,2003;高玉伟等,2006;Mush-
taq et al ,2008)。本研究调查表明在桂林、宜昌、
唐山和哈尔滨等地的圈养虎体内均存在有 H5 亚型
流感病毒的 HI 抗体。2002 年至 2003 年表现过高
热与呼吸道症状的圈养虎抗体阳性率高达 77  4%
(24 / 31),在 2004 年 2 月对哈尔滨某虎园的进一步
调查发现,表现有高热与呼吸道症状的圈养虎抗体
阳性率仍达到 50% (14 / 28),上述数据说明,在
2002 年至 2004 年这一时间段内,H5 亚型流感病
毒对虎的感染较为普遍,严重威胁着虎群的健康。

回顾性调查表明,在 1998 年至 2002 年初收集
自上海和桂林的 20 份健康虎血清样品中未检测到
阳性抗体,在 2002 年 7 月后,开始检测到阳性抗
体。2004 年对哈尔滨某虎园的 220 份样品检测表
明,从未表现过临床症状的 192 只虎中有 43 只虎
抗体阳性,说明 H5 病毒也可能存在无症状感染。
综合上述结果,推测 H5 亚型流感病毒对虎的感染
可能源于 2002 年,此后在 2005 年上海再度发现了
H5N1 亚型流感病毒对虎的感染 (Mushtaq et al ,
2008)。对 2009 年 8 月采集血清样品的检测后发
现,35 份血清中仅有 3 份抗体阳性,抗体阳性率
下降为 8 6% ,说明随着我国禽流感控制措施的强
化,虎感染禽流感的比例也在下降。未表现过临床
症状的虎体内检测到抗体的现象的形成可能有两个

原因:一是 H5N1 亚型流感病毒毒株对哺乳动物个
体间的致病性存在差异,另一个是由于我们检测的
抗体是针对 HA 抗原,不排除有 H5N2 等低致病性
毒株感染的可能。关于该病的传染源,推测可能与
饲喂鸡有关。在背景调查中,我们发现各动物园常
给虎饲喂鸡骨架与冻鲜鸡肉。

抗体检测结果表明 H5 亚型流感病毒感染虎后
可诱导良好的免疫反应,部份虎体内抗体可达到1 ∶
320,而且对康复虎的双份血检测发现,历经 19 个
月后 HI 抗体仍存在,说明其抗体持续期较长,因
而以此病毒为抗原研制出相应的主动与被动免疫制

剂可能用于保护虎免受 H5 亚型流感病毒的威胁。
由于虎是珍贵的濒危动物,在血清样品收集上

存在着一定的困难,所以本次调查还不能全面反映
虎流感在全国范围内的流行情况。有必要进一步调
查研究,查明其流行情况并研究相应的防治措施。
Rimmelzwaan 等 (2006)指出, “猫科动物不仅是
禽流感的受害者,而且它们很可能又是禽流感的传
播者”。因此,我国虎流感病毒出现的情况及潜在
的公共卫生意义如何,都有必要进一步研究。阐明

流感病毒跨种感染虎的机制,评价病毒能否在哺乳
动物间水平传播,以及是否会进化为对哺乳动物更
具感染和致病力的病毒。
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