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摘　要：为筛选对副猪嗜血杆菌易感的实验动物，对部分常用的不同品种、不同品系实验动物进行了副猪嗜血杆菌

致病性试验。用副猪嗜血杆菌血清型５型标准株（ＳｔｒａｉｎＮａｇａｓａｋｉ）培养物，以２×１０
８
～２×１０

１０ＣＦＵ的接种量，通

过腹腔感染ＳＰＦ级小鼠、大鼠、金黄地鼠、豚鼠以及清洁级豚鼠和兔。结果当接种量达到２×１０９ＣＦＵ时，ＳＰＦ豚

鼠、清洁级豚鼠和ＳＰＦ昆明小鼠出现死亡，在死亡豚鼠观察到典型的副猪嗜血杆菌病病理变化，而在死亡小鼠未

见。其它各实验动物在上述剂量范围内均未发病或死亡，感染７ｄ后剖检也未见任何异常。对死亡豚鼠和小鼠的

各个组织器官进行副猪嗜血杆菌分离，结果在豚鼠的大脑、心血、肺、肝和腹水中分离到了副猪嗜血杆菌。提示豚

鼠对副猪嗜血杆菌易感，可以做为建立副猪嗜血杆菌感染动物模型的候选实验动物。
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是猪Ｇｌａｓｓｅｒ’ｓ病的病原，引起仔猪的纤维素性多

发性浆膜炎、脑膜炎和关节炎［１］。也有报道ＨＰＳ能

引起幼猪肺炎，能导致幼猪突然死亡，具有高发病率

和高死亡率的特征［２］。目前，ＨＰＳ病已成为严重危

害世界养猪业的典型细菌性疾病之一。ＨＰＳ病原
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特性复杂，其致病机理和毒力因子至今尚不清楚。

而筛选出对 ＨＰＳ易感的实验动物，建立可靠、实用

和经济的动物模型可为开展这一工作打下基础。目

前国内对此病的报道多在病原分离鉴定、血清学调

查、诊断技术和疫苗研制方面，而有关 ＨＰＳ致病机

理方面的研究很少报道。作者用对猪具有致病性的

ＨＰＳ血清型５型标准株（ＳｔｒａｉｎＮａｇａｓａｋｉ），腹腔接

种常用的不同品种、不同品系实验动物，通过观察发

病或死亡情况和病理变化以及病原再分离，筛选出

对 ＨＰＳ最易感的实验动物，为 ＨＰＳ感染动物模型

的建立和致病机理研究奠定基础。

１　材料与方法

１１　培养基

　　ＴＳＢ液体培养基和ＴＳＡ平板，美国ＢＤ公司产

品。配制时分别加入终浓度为５％马血清、３％酵母

浸出液和０．０５％ＮＡＤ。

１２　犎犘犛菌株

　　Ｎａｇａｓａｋｉ菌株，由澳大利亚昆士兰动物研究所

ＰａｔＢｌａｃｋａｌｌ博士惠赠。

１３　实验动物

　　雄性 ＳＰＦ小鼠（生产许可证号：ＳＣＸＫ（甘）

２００５０００７）：昆明（ＫＭ）、ＮＩＨ、ＢＡＬＢ／ｃ 、Ｃ５７和

Ｃ３Ｈ品系，购自兰州大学医学部，体质量１８ｇ左右；

雄性 ＳＰＦ 大 鼠 （生 产 许 可 证 号：ＳＣＸＫ（甘）

２００５０００７）：ＳＤ和 Ｗｉｓｔａｒ品系，购自兰州大学医学

部，体质量２８０ｇ左右；雄性ＳＰＦ豚鼠和清洁级豚鼠

（生产许可证号：ＳＣＸＫ（甘）２００５０００７）：购自兰州大

学医学部，体质量２５０ｇ左右；雄性ＳＰＦ金黄地鼠

（生产许可证号：１４００５）：购自兰州生物制品所，体

质量１８０ｇ左右；清洁级雄性兔（生产许可证号：

ＳＹＸＫ（甘）２００４０００５）：新西兰和青紫蓝品系，购自

兰州兽医研究所，体质量１．３ｋｇ左右。所有实验动

物试验前用 ＨＰＳ血清型５型标准株间接血凝诊断

抗原检测，ＨＰＳ抗体为阴性。

１４　动物感染试验

　　将Ｎａｇａｓａｋｉ菌株接种含１０％马血清、３％酵母浸

出 液 和 ０．５％ＮＡＤ 的 ＴＳＢ 培 养 基，３７ ℃、１８０

ｒ·ｍｉｎ－１摇床培养１１ｈ，将培养物配制成２×１０８、２×

１０９和２×１０１０ＣＦＵ不同剂量，参照 Ｍｏｒｏｚｕｍｉ等报道

的方法［３］，腹腔感染上述不同品种、不同品系的实验

动物，每组均设对照，对照组腹腔注射灭菌生理盐

水。

１５　临床和病理观察

　　感染后临床观察７ｄ，记录实验动物的临床表

现；对死亡实验动物进行剖解，观察并记录各组织器

官的病变。取死亡豚鼠主要器官进行组织学观察，

并记录结果。

１６　细菌学检查

　　感染动物死亡后１０ｈ内，无菌取大脑、心血、

肺、肝、脾等组织接种ＴＳＡ平板进行 ＨＰＳ再分离，

并根据Ａｎｇｅｎ等人报道的方法
［４］，对分离到的细菌

进行ＰＣＲ鉴定。

２　结　果

２１　实验动物的感染试验

　　表１显示，在所有试验剂量下，除 ＫＭ 小鼠和

豚鼠外，其它品种的实验动物均存活。接种量为２

×１０９ＣＦＵ时，ＫＭ 小鼠４／１２死亡，ＳＰＦ豚鼠８／１２

死亡、清洁级豚鼠６／１２死亡；当接种量达２×１０１０

ＣＦＵ时，ＫＭ 小鼠的死亡率为３／１２，ＳＰＦ豚鼠和清

洁级豚鼠死亡率均为１２／１２。

２２　临床症状和剖检变化

　　腹腔接种２×１０
９ＣＦＵ时，部分小鼠６ｈ后出现

精神沉郁、震颤、背毛竖立和眼睛紧闭等症状。但除

ＫＭ小鼠在３０ｈ开始出现死亡外，其它品系的小鼠

在２４ｈ后上述症状全部消失。大鼠、金黄地鼠和兔

没有观察到任何明显的临床反应。ＳＰＦ豚鼠和清洁

级豚鼠１０ｈ内均出现精神沉郁、震颤、背毛竖立和相

互拥挤，在１４ｈ后试验组豚鼠出现死亡。腹腔接种２

×１０１０ＣＦＵ时，在４８ｈ内试验组豚鼠全部死亡。

　　对死亡小鼠和豚鼠进行剖检观察，小鼠均无任

何肉眼可见的病理变化。但在死亡豚鼠可观察到腹

腔纤维素性渗出和腹部皮下胶胨样渗出等明显病变

（图１和图２）。其它未死亡实验动物在接种后７ｄ

全部剖杀，剖检均未观察到肉眼可见病变。

　　组织学观察发现，死亡豚鼠肝细胞大量坏死，被

膜部分区域有明显的纤维蛋白和白细胞渗出，甚至

纤维蛋白和白细胞堆积成团。心外膜有大量中性细

胞及巨噬细胞浸润，血管扩张，血管壁有炎性反应，

说明 ＨＰＳ对豚鼠的血管也有一定的作用。脑组织、

脑膜能见到散在的红细胞和白细胞，出现了轻微的

炎性反应。其它组织（如肾脏、肺脏和脾脏）都出现

了不同程度的淤血。

２３　病原菌的分离与鉴定

　　对死亡小鼠和豚鼠各组织器官进行ＨＰＳ分离

９３１
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表１　犎犘犛对实验动物的感染试验结果

犜犪犫犾犲１　犚犲狊狌犾狋狊狅犳犲狓狆犲狉犻犿犲狀狋犪犾犻狀犳犲犮狋犻狅狀狅犳犎犘犛 只

实验动物

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌａｎｉｍａｌｓ

２×１０８ＣＦＵＨＰＳ ２×１０９ＣＦＵＨＰＳ ２×１０１０ＣＦＵＨＰＳ 对照组Ｃｏｎｔｒｏｌ

接种数 死亡数 接种数 死亡数 接种数 死亡数 接种数 死亡数

ＳＰＦ小鼠

ＳＰＦｍｉｃｅ

ＫＭ １２ ０ １２ ４ １２ ３ ６ ０

ＮＩＨ １２ ０ １２ ０ １２ ０ ６ ０

Ｃ５７ １２ ０ １２ ０ １２ ０ ６ ０

ＢＡＬＢ／ｃ １２ ０ １２ ０ １２ ０ ６ ０

Ｃ３Ｈ １２ ０ １２ ０ １２ ０ ６ ０

ＳＰＦ大鼠

ＳＰＦｒａｔ

ＳＤ １２ ０ １２ ０ １２ ０ ６ ０

Ｗｉｓｔａｒ １２ ０ １２ ０ １２ ０ ６ ０

兔

Ｒａｂｂｉｔ

新西兰 １２ ０ １２ ０ １２ ０ ６ ０

青紫蓝 １２ ０ １２ ０ １２ ０ ６ ０

豚鼠

Ｇｕｉｎｅａｐｉｇ

ＳＰＦ １２ ０ １２ ８ １２ １２ ６ ０

清洁级 １２ ０ １２ ６ １２ １２ ６ ０

ＳＰＦ金黄地鼠

ＳＰＦｓｙｒｉａｎｈａｍｓｔｅｒｓ
１２ ０ １２ ０ １２ ０ ６ ０

图１　腹腔浆液性纤维素渗出物

犉犻犵．１　犛犲狉狅犳狉犻犫狉犻狀狅狌狊犲狓狌犱犪狋犲犻狀犪犫犱狅犿犻狀犪犾犮犪狏犻狋狔

鉴定，结果见表２，死亡豚鼠各组织器官 ＨＰＳ再分

离率比死亡小鼠相应各组织器官普遍高；２种动物

心血和腹水 ＨＰＳ的分离率比其他病料高。死亡小

鼠的大脑和肝脏中未分离到 ＨＰＳ，但豚鼠大脑和肝

脏中都能分离到ＨＰＳ。对分离菌进行ＰＣＲ鉴定，

图２　皮下胶胨样浸出物

犉犻犵．２　犑犲犾犾狔犲狓狌犱犪狋犲犻狀狊狌犫犮狌狋犪狀犲狅狌狊狋犻狊狊狌犲

均扩增到１０９０ｂｐ的预期片段（图略），表明是ＨＰＳ。

３　讨　论

　　ＨＰＳ是猪群上呼吸道的一种常在定居菌，其能

够突破黏膜屏障并导致全身性感染，但其致病机理

表２　死亡豚鼠和小鼠不同脏器犎犘犛的分离结果

犜犪犫犾犲２　犐狊狅犾犪狋犻狅狀狅犳犎犘犛犳狉狅犿狏犪狉犻狅狌狊狊犻狋犲狊狅犳犱犲犪犱犵狌犻狀犲犪狆犻犵狊犪狀犱犿犻犮犲

组织 ＨＰＳ分离率　ＩｓｏｌａｔｉｏｎｒａｔｅｏｆＨＰＳｆｒｏｍｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓａｍｐｌｅｓ

大脑

Ｃｅｒｅｂｒｕｍ

心血

Ｈｅａｒｔｂｌｏｏｄ

肺

Ｌｕｎｇ

肝

Ｌｉｖｅｒ

腹水

Ｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｆｌｕｉｄ

小鼠

Ｍｉｃｅ

２×１０９ＣＦＵ ０／４ １／４ １／４ ０／４ ３／４

２×１０１０ＣＦＵ ０／２ ２／２ ０／２ ０／２ ２／２

豚鼠

Ｇｕｉｎｅａｐｉｇ

２×１０９ＣＦＵ ４／１３ １３／１３ １０／１３ １２／１３ １３／１３

２×１０１０ＣＦＵ ６／２４ ２４／２４ ２４／２４ ２２／２４ ２４／２４
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　１期 高鹏程等：副猪嗜血杆菌对部分常用实验动物的致病性试验

仍不清楚。ＨＰＳ人工接种本动物或实验动物进行

感染试验为阐明该病的致病机理和寻找毒力因子提

供了手段，因此建立有效的ＨＰＳ动物感染模型一直

是研究者十分关注的问题。但在普通条件下进行本

动物的感染试验，结果往往因本菌的早期定居特性

而不理想或重复性很差，研究者们利用剖腹产不喂

初乳（ＣＤＣＤ）猪
［５］和自然分娩后不喂初乳（ＮＦＣＤ）

猪［６］复制出了典型的 Ｇｌａｓｓｅｒ’ｓ病例，表明ＣＤＣＤ

和ＮＦＣＤ猪可作为理想的 ＨＰＳ致病性研究的动物

模型，但由于其对于实验条件的高要求和不易获得

性，使得在实际研究中极少采用。作者以常用的不

同品种、不同品系的实验动物为研究对象，通过腹腔

感染 ＨＰＳ血清型５型标准株后，观察了受试动物的

发病、死亡和病变情况，并对感染后各组织器官进行

了 ＨＰＳ再分离，从而较系统地评估了 ＨＰＳ对各种

常用实验动物的致病性。结果表明豚鼠是对 ＨＰＳ

较敏感的实验动物，且ＳＰＦ和清洁级豚鼠之间没有

差异，从试验的可操作性和经济方面考虑，可选用清

洁级豚鼠作为建立 ＨＰＳ感染动物模型的候选实验

动物，从而为下一步动物模型建立的研究打下基础。

　　在本试验中，ＫＭ 小鼠在接种剂量为２×１０
９

ＣＦＵ以上时也出现死亡，且能从死亡小鼠脏器中再

分离到 ＨＰＳ，表明 ＨＰＳ可对 ＫＭ 小鼠致病。但与

豚鼠相比较，其死亡情况不规律，如死亡率不高，随

着感染剂量升高死亡率反而下降等。且对死亡ＫＭ

小鼠剖检也未见明显病理变化。另外，其他４个品

系的小鼠均未出现死亡。这表明 ＫＭ 小鼠对 ＨＰＳ

的易感性较豚鼠弱。

　　ＨＰＳ主要引起仔猪的纤维素性多发性浆膜炎、

脑膜炎和关节炎。作者在死亡豚鼠观察到了与猪自

然感染 ＨＰＳ相同的病理变化，如在腹腔中有大量纤

维素性蛋白渗出物，肝脏被膜部分区域纤维蛋白渗

出，心血管扩张，脑组织、脑膜炎性反应等。而且从

死亡豚鼠的大脑中再分离到了 ＨＰＳ，提示 ＨＰＳ能

突破豚鼠的血脑屏障，这与已有报道 ＨＰＳ能突破

猪的血脑屏障引起典型细菌性脑膜炎
［７］一致，进一

步说明豚鼠更适合作为理想的建立 ＨＰＳ感染动物

模型的候选动物。

　　ＰＣＲ已成为实验室进行细菌快速鉴定的常用方

法，比常规生化试验鉴定方法快捷准确。本试验采用

了Ａｎｇｅｎ等于２００７年改进的ＨＰＳＰＣＲ方法
［４］对再

分离的ＨＰＳ进行鉴定，提高了结果的准确性。

　　在试验中还发现，培养时间对ＨＰＳ的活力和致

病力有很大影响，Ｎａｇａｓａｋｉ菌株在含马血清、鲜酵

母浸出液的ＴＳＢ培养基中３７℃、１８０ｒ·ｍｉｎ－１培

养１０～１２ｈ，对实验动物的致病力最强。这与国外

学者［８］报道的处于生长稳定期的 ＨＰＳ继续培养后

伴随有活力的显著下降的结果相一致。因此，在进

行 ＨＰＳ感染实验动物的研究中，ＨＰＳ的培养条件

控制是试验成功与否的关键之一。

　　总之，作者在国内首次较系统地进行了ＨＰＳ对

常用的不同品种、不同品系实验动物致病性的研究，

初步筛选出了对ＨＰＳ最易感的实验动物，为下一步

ＨＰＳ感染动物模型的建立和致病机理的研究奠定

了基础。
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