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摘要  综述了猪瘟病毒检测技术的研究现状,并对今后的研究趋势进行了展望。
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Abstract  This article summarized the progress onthe technolegy for detection hog chorera virus ,and discussed the research direction .
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  猪瘟病毒( Hog chorera virus ,HCV) 属黄病毒科( Flaviviri-

dae) 瘟病毒属( pestivirus ) , 其病毒子直径为40 ～50 nm, 有囊

膜,二十面体核衣壳被脂质层包围。该病毒的基因组是单股

正链 RNA, 包含在衣壳里 ,大约为12 .5 Kb[ 1] 。猪瘟( Hog chor-

era ,HC) 是由猪瘟病毒引起的一种高度接触性热性传染病 ,

以出血和发热为主要特征, 并引起妊娠母猪流产、胎儿畸变、

慢性营养性消耗、淋巴细胞和血小板减少等免疫系统受损、

继发或并发细菌或其他病毒感染等临床表现,呈急性或慢性

经过, 是一种对猪危害性极大的传染病[ 2] 。1984 年猪瘟被国

际动物卫生组织( OIE) 列为A 类动物传染病[ 3] 。因此猪瘟病

毒的检测技术历来为国际畜牧兽医界所重视,各国都投入了

大量的人力、物力 ,并取得了一定的进展,但现有的各种技术

均存在不同程度的缺点,有待于改进。笔者就猪瘟病毒的检

测技术研究进展进行概述,以期为猪瘟的快速诊断及最终控

制和消灭提供理论依据。

1  临床诊断

病猪体温变化明显, 迅速上升至41 ℃, 少数达42 ℃, 稽

留不退。病猪食欲不振,精神萎顿, 伏卧嗜睡,后肢无力。先

便秘后腹泻,以后交替发生, 粪便中混有粘液或血丝。发病

后期, 部分病猪有血尿、气喘等症状。急性结膜炎流出粘液

或脓性分泌物, 部分病猪上、下眼睑粘在一起。个别病猪有

磨牙、痉挛、脚交叉、站立不稳等神经症状。先天性猪瘟病毒

感染可造成流产、木乃伊胎、畸形、死胎, 或生产出有震颤症

状的弱仔猪以及外观正常但已被感染的仔猪。

病猪出现全身性出血 ,皮肤、粘膜、实质器官都有充血和

大小不等的出血点, 常在鼻端、耳、四肢内侧、腹下有出血斑

和出血点,指压不褪色。淋巴结外观充血肿胀, 切面周边出

血,呈红白相间的“大理石样”。脾脏不肿大 ,边缘发现楔状

梗死区。肾皮质色泽变淡,有点状出血。膀胱粘膜表现不同

程度的充血 , 粘膜上有针尖大小的出血点。扁桃体出现梗

死,随着细菌侵入发生化脓性炎症。肠道有不同程度的充血

和出血, 回肠末端、盲肠和结肠常有特征性的坏死和溃疡变

化, 呈纽扣状。根据以上临床症状、特征性病理变化, 可以进

行猪瘟的初步诊断, 但应与猪丹毒、猪副伤寒、猪肺疫、猪弓
�
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形体和链球菌病等进行区别。

2  实验室诊断

典型的猪瘟暴发 , 根据流行病学、临床症状和特征性病

理变化, 一般可作出猪瘟的初步诊断。但要确诊非典型猪

瘟, 尤其是仔猪表现的复杂症状, 难以根据临床症状作出诊

断, 必须借助实验室进行诊断。

2 .1  病毒分离 这是最经典和可靠的方法。取病猪的扁桃

体、脾脏、肾脏、淋巴结组织, 加双抗后磨成乳剂 , 过滤、离心

后取上清液,接种PK- 15、PK-2a、ST 等细胞进行病毒分离。再

将病毒回归到健康动物体内, 出现猪瘟的典型症状即可确

诊。该法特异性高, 可直接确诊,只是时间较长, 成本高。

2 .2  动物试验  取病猪的扁桃体、脾脏、肾脏、淋巴结等组

织( 扁桃体是分离病毒首选器官, 如采集不到扁桃体, 也可采

集脾脏、肾脏、淋巴结[ 3] ) , 剪碎、研磨 ,加生理盐水制成乳剂 ,

无菌处理后接种易感猪, 观察发病情况, 然后分离病毒。中

国兽医药品监察所建立了用家兔代替易感猪诊断猪瘟试验

的兔体免疫交互试验体系, 即将病料乳剂接种健康家兔,7 d

后用兔化猪瘟弱毒注射家兔,24 h 后每6 h 测体温1 次 ,连续

3 d。通过体温曲线确定家兔体内是否含有猪瘟病毒。若体

温反应正常, 则说明含有猪瘟病毒;若体温反应成定型热, 则

说明不含有猪瘟病毒[ 4] 。该方法特异性强 , 可用作初步诊

断, 但时间长、成本高, 且不能区分毒株。

2 .3 血清学检测技术

2 .3 .1 血清中和试验。通过血清中和试验可以检测出猪体

内的抗体 , 但大量使用猪瘟兔化弱毒疫苗后, 猪群中的猪瘟

抗体水平普遍较高, 所以应进行前后相关14 d 以上的双份

血清检测, 才能确定抗体滴度是否升高。目前最常用的方

法是免疫荧光中和试验、PAV 株中和试验。邵振华等利用免

疫荧光中和试验分别对70 日龄、5～6 月龄、7 月龄的65、34、

44 份猪瘟非免疫猪血清进行猪瘟母源抗体检测[ 5] 。结果发

现, 70 日龄猪的阳性率为52 .3 % ;至5～6 月龄, 全部转为阴

性。70 日龄和5～6 月龄猪的猪瘟兔体免疫交互试验的阳性

率分别为47 .5 %和42 .5 %。可见免疫荧光中和试验比猪瘟

兔体免疫交互试验检测猪瘟效果好。血清中和试验具有快

速、方便, 节省人力物力等优点, 但不能精确检测猪瘟抗体

水平滴度。

2 .3 .2 凝集性试验。

( 1) 直接血凝试验。李晓华等利用已知的血凝抗原检测
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未知的血清抗体[ 6] 。他们将抗原吸附( 致敏) 在红血球表面 ,

再与相应的抗体结合 , 红血球便出现凝集现象, 不仅肉眼可

见、直观性强, 而且反应的敏感性也大大提高。猪瘟血凝试

验有简便、价廉、特异性好等优点, 缺点是需时较长。

( 2) 间接血凝试验。李树春等将猪瘟兔化毒株细胞培养

物浓缩纯化后, 致敏由戊二醛鞣酸处理的健康绵羊红细胞 ,

制成冻干猪瘟间接血凝诊断液, 用以检测血清中的猪瘟抗

体效价[ 7] 。该法具有操作简单、无需特殊仪器设备、特异性

强且不与其他传染性血清发生交叉凝集和重复性好等优点 ,

缺点是耗时长、成本高。

2 .3 .3 荧光抗体技术。潘树德等用免疫荧光抗体诊断技术

及单克隆抗体纯化酶联免疫吸附试验诊断技术对怀疑为猪

瘟病毒感染猪进行了检测, 共检测5 份病料, 其中有2 份为

阳性, 阳性率为40 % ;用单克隆抗体纯化酶联免疫吸附试验

诊断技术检测40 头份猪瘟血清,发现所检测的血清样品中 ,

猪瘟弱毒抗体效价 OD 值较高, 有10 %的隐性瘟感染, 其强

毒抗体效价 OD 值大于0 .5 , 表明体内带有猪瘟病毒[ 8] 。

Robertson 等首次将荧光抗体( fluorescent antibody , FA) 运用于

猪瘟病料和组织培养物的检测, 可在病死猪扁桃体、脾、回肠

末端等器官的触片或冰冻组织切片中发现病毒抗原[ 9] ;他们

发现也可先将可疑病料乳剂经无菌处理后接种于细胞培养

物, 随后再用FA 检测出感染细胞中的猪瘟抗原。荧光抗体

检测方法具有快速、鉴别准确、可靠、分辨率高等优点, 但费

用昂贵( 需配备荧光显微镜) 、特异性差、主观性强( 需有经验

的检验员) , 同时难区分非特异性染色 ,特别是诊断中强毒。

2 .3 .4 酶联免疫吸附试验( ELISA) 。酶免疫分析技术是继荧

光技术后发展起来又一先进检测技术, 其基本原理是将特异

性反应系统、间接放大系统和显示系统结合起来, 用于检测

抗体或抗原[ 10] 。Shannon 等报道, 在猪瘟感染前病毒血症产

生时, 采其血清进行ELISA 检测猪瘟病毒, 可作早期诊断, 捕

获 ELISA 能够检测2 种不同猪瘟病毒株感染的病猪血液和

组织中的抗体[ 11] 。该法具有敏感性高、可大批量检测等优

点, 缺点是非特异性强,各试剂盒标准不一致, 相关性差。

2 .4 分子生物学检测技术

2 .4 .1  反转录 - 聚合酶链式反应( RT- PCR) 。它是以病毒

RNA 为模板进行反转录, 再以PCR 进行核酸扩增来检测猪

瘟病毒。罗廷荣等应用RT- PCR 对猪瘟诊断表明,RT- PCR 技

术可应用于临床诊断[ 12] 。赵耘等建立了套式 RT- PCR 与限

制性内切酶酶切相结合的区别猪瘟兔化弱毒疫苗株与猪瘟

病毒田间分离株的检测技术[ 13] 。李艳等建立了一种能区分

猪瘟病毒( Classical swine fever ,CSFV) 强毒和弱毒的反转录 -

复合套式聚合酶链式反应( RT-nPCR) 检测方法[ 14] 。Sand- Vik

等利用 RT- PCR 法对猪瘟病毒进行检测 , 发现该法具有检出

率高、特异性强等特点( 只需微量病料即可诊断) , 且具有生

物安全性,无散毒的危险, 但其费用较高[ 15 - 16] 。

2 .4 .2 核酸探针技术。这是在分子标记基础上以病毒RNA

基因组为模板制备探针, 在 c DNA 合成后进行 Southern- blot-

ting ,特异的核酸探针会在不同病毒基因组c DNA 上产生特异

的条带。Cruliere 等利用猪瘟病毒基因组 RNA 构建c DNA, 与

牛病毒性腹泻病毒进行序列分析, 合成了6 个探针, 按照它

们在病毒基因组的位置, 根据特异杂交带区分出了猪瘟病

毒、牛病毒性腹泻病毒以及绵羊边界病病毒[ 17 - 19] 。赵启祖

等研制了猪瘟病毒石门血毒P80核酸探针, 可检测病毒 RNA

的存在和对病毒RNA 进行定量检测,灵敏度达220 pg[ 20] 。核

酸探针技术特异性强、准确可靠, 可用于不同毒株的分离和

鉴定, 但诊断费用较高。

2 .4 .3  基因芯片检测技术。基因芯片指在一个很小的表面,

覆盖有成千上万的寡核苷酸,每个寡核苷酸都固定在芯片上的

特定位置,可以找到这个点, 每个寡核苷酸都能反映芯片上成

千上万拷贝互补信息。这种芯片用杂交反应检测由RT- PCR、

PCR、TMA ( Tran-scription- Mediated Amplification) 或NASBA( nucle-

ic acid sequence based amplification) 方法放大的样品核苷酸。基

因芯片包括cDNA 芯片、寡核苷酸芯片、基因组芯片, 主要目标

是用于DNA 序列的测定、病原检测、基因表达谱鉴定、基因突

变体的检测分析,以及基因组的功能研究等。

应用基因芯片可以依据一级结构序列数据测量每个基

因的转录水平, 检测序列的多态性。一方面 ,可对任何一个

提供的微生物基因组, 直接设计并制造基因芯片, 可以监控

微生物基因 ,预测病原核酸存在, 鉴定毒力相关基因和测定

药物的作用, 另一方面, 利用宿主基因芯片, 能够探测感染时

的宿主反应,描述分子变化。此外 ,该技术还可描述每种病

原菌宿主出现的特殊基因表达变化 ,是一种提供诊断、预测

临床处置传染病的新方法[ 21 - 22] 。

3  展望

( 1) 发展亚单位标记疫苗。虽然许多国家已消灭猪瘟 ,

但为做好突发疫情的监测, 发展亚单位标记疫苗, 建立鉴别

检测技术是未来研究的热点。如, 将传统的 C- 株疫苗某一基

因用相应的牛病毒性腹泻病毒的基因代替; 牛病毒性腹泻病

毒的E2 用猪瘟E2 基因代替, 或直接开发 DNA 疫苗进入宿

主细胞后表达E2 基因 ,或将E2 基因的突变删除等。

( 2) 开展替代兔体测毒法研究。目前我国猪瘟疫苗的效

力检验、疫苗病毒滴度的确定仍采用兔体测毒法。但兔体测

毒耗时、费力、价格昂贵, 且兔体个体敏感性差异大, 无法准

确对活体病毒量进行准确标定。因而开展替代兔体测毒法

的研究也是未来的一个研究方向。

( 3) 加强鉴别检测技术研究。由于现有的各种技术均存

在不同程度的缺点, 因此开展猪瘟病毒快速、方便、经济和可

区分强弱毒株的检测技术研究仍将是今后的一个研究趋势。

( 4) 开展抗原抗体相关检测方法标准化的制定。我国诊

断猪瘟抗原、抗体的方法较多, 但各方法之间的相关性研究

较少, 因而应加强开展抗原、抗体相关检测方法标准化的制

定也将是今后研究的一个趋势。
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粮常用原料中的磷含量及其生物学利用率, 可见常规原料

中,除了鱼粉和米糠中磷含量较高外, 其他都在1 % 以下, 且

1/ 2 以上是植酸磷,生物学利用率较低,而磷酸型酸化剂中的

磷含量和利用率要高得多。

图2 酸化剂产品中磷含量频率分布

  表1  我国仔猪日粮常用原料中的磷含量及其生物学利用率

原料
干物质

%

总磷

%

非植酸磷

N-phy-P∥%

相对效价

%
玉米 86 0 .27 0 .113   9～29

小麦 87 0 .38 0 .14 40～56

小麦麸 87 0 .93 0 .24 35

米糠 87 1 .43 0 .1 25

豆粕 89 0 .58 0 .21 36～39

鱼粉 90 3 .0 3 .0 100

血粉 88 0 .31 0 .31 92

乳清粉 94 0 .79 0 .79 76

玉米蛋白粉 90 0 .45 0 .17 14

玉米淀粉 99 0 .03 0 .01 25

磷酸氢钙 - 18 - 90

 注 :资料来源于《中国饲料成分及营养价值表( 2005 年第 16 版)》和文

献[ 2] 。

2 .3 日粮中添加高磷酸化剂对日粮钙磷比例的影响 一般

断奶仔猪日粮中总磷的含量为0 .8 % 左右 , 其中有效磷为

0 .55 % ,钙含量在0 .9 %左右, 钙磷比为1 .2～2 .0∶1 ,比较有利

于钙磷的吸收[ 3 - 4] 。加入高磷酸化剂后,必会提高日粮磷含

量, 影响正常钙磷比,如加入1 % 含磷为10 %的酸化剂, 其对

日粮可贡献0 .1 %的有效磷, 约相当于添加了0 .5 % 的磷酸氢

钙, 因此添加高磷酸化剂后可以适当减少磷酸氢钙的添加

量。而磷酸氢钙是仅次于蛋白质和能量饲料的第3 昂贵的

饲料原料,并且磷酸氢钙的系酸力也是比较大的( 69 mmol/

100 g 日粮) [ 5] , 适当降低其的添加量既可以降低饲料成本又

有利于降低日粮系酸力。

3  小结

酸化剂的应用已有很长的历史, 但人们历来重视研究酸

化剂对动物的保健促生长作用, 对酸化剂与日粮中各组分间

的互作研究较少。研究表明 , 酸化剂和日粮中的高铜、酶制

剂、益生素有协同作用, 有机酸类酸化剂还能和矿物元素络

合从而促进日粮中矿物元素的吸收。随着磷酸在酸化剂配

方中的大量应用, 引起了人们对酸化剂中磷含量的重视。研

究表明, 含有高磷的酸化剂能影响日粮钙磷比 ,如不做适当

调整, 将造成原料浪费, 甚至会影响动物对钙磷的吸收利用 ,

从而间接影响动物生产性能, 因此建议酸化剂生产企业生产

含磷酸的酸化剂时应表明磷含量, 以便于用户调整日粮

配方。
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