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复方中药对猪嗜血支原体感染预防作用的研究
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要!为研究复方中药对猪嗜血支原体"
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#感染的预防效果!将复方中药
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和强力霉素分别与
;F

<:(<

阳性血液在细胞培养液中进行培养!间隔
%0H

用
[

8>B

检测培养物中
;F<:(<

拷贝数&选取临床健康的
*6

日

龄仔猪进行
;F<:(<8>B

检测!将
6&

头
;F<:(<8>B

阳性仔猪随机分为
6

组!每组
%&

头!每组隔离饲养&三个复方

中药组采用拌料方式连续喂服
1"

!强力霉素组拌料喂服
6"

!对照组饲料中不添加任何药物&分别于用药前*用药

后第
%&

*

0&

*
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天前腔静脉采血!对血液
;F<:(<

拷贝数*红细胞
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活力*红细胞膜
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#活力*淋巴细胞"
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#增殖率*血清
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含量进行检测&结果显示!三种复方中药在体外培养

时均可极显著降低培养物中
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拷贝数"

M

#
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#'在仔猪预防试验中!与对照组和强力霉素组相比!复方中药
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可以极显著降低血液中
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#!提高红细胞
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活力与
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淋巴细胞增殖率"
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#'复方中药
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可以提高红细胞
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活力*
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活力与淋巴细胞增殖率"

M

#

&'&6

#!但无法长时间

抑制
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生长'复方中药
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可以极显著降低血液中
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拷贝数"

M

#
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#!显著提高红细胞
5M]

活力"

M
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#&结果说明$复方中药
&

对
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自然感染有良好的预防作用&
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猪嗜血支原体"
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#是一

种寄生于猪红细胞表面*血浆及骨髓内的微生物&

猪感染
;F<:(<

后!多数情况下不表现临床症状!呈

隐性感染'当机体抵抗力降低或严重感染时!可使红

细胞变形*裂解!引起猪发生以贫血*黄疸*发热等为

主要症状的疾病!称为猪附红细胞体病"
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感染及引起的猪附红细胞体

病在许多国家和地区均有报道!给养猪业造成巨大

经济损失&

目前!尚没有预防猪附红细胞体病的疫苗!对该

病的预防和控制主要使用强力霉素*四环素*土霉素

等抗生素类药物&但猪感染
;F<:(<

或患病后!由于

并发或继发的病原体不同!临床用药效果亦有差异!

不仅导致了
;F<:(<

的耐药性!且易引起药物残留和

影响食品安全&因此!需要研究有效预防
;F<:(<

感

染的中药制剂&

与西药相比!中药制剂不易产生耐药性!价格低

廉!且毒副作用小&猪附红细胞体病属温热症!且热

势偏盛!故本研究选取具有抗菌或抗病毒*清热解

毒*解表凉血*滋阴壮阳等作用的中药!按照,君臣佐

使-原则设计三种复方中药!将其添加于
;F<:(<

隐

性感染仔猪的基础日粮中!检测其预防效果!为临床

上合理选择预防
;F<:(<

感染药物提供依据&

#

!

材料与方法

#D#

!

复方中药组成及原则

选择具有杀菌或抗病毒作用的中药和清热解

毒*解表凉血*滋阴壮阳的中药!按照,君臣佐使-的

原则设计复方中药&

复方中药
&

$由黄芩*黄柏*黄连*大黄等组成&

以清三焦湿热*解气分血分之湿毒为原则&

复方中药
5

$由苦参*茵陈*砂仁*青蒿等组成&

以清湿热毒*散气分结*健脾截疟为原则&

复方中药
4

$由柴胡*丹皮*黄芪*黄连等组成&

以补气凉血*表里双解湿毒为原则&

#D!

!

动物选择及分组处理

于山西某养殖场随机选取
%&&

头
*6

日龄健康

仔猪!于前腔静脉无菌采
C]94

抗凝血液
0DP

!进

行
8>B

检测(

*

)

!筛选出
6&

头
;F<:(<

自然感染仔

猪!随机分为
6

组!每组
%&

头!在相同条件下进行隔

离饲养!其中复方中药
&

*复方中药
5

*复方中药
4

组采用拌料方式"药物含量为
0_

#连续服用
1"

!强

力霉素组拌料"药物含量为
&'&0_

#服用
6"

!对照

组喂服无任何药物的饲料&于喂服药物前
%

天和喂

服药物后第
%&

*

0&

*

*&

天分别进行无菌采血!每次前

腔静脉采
C]94

抗凝血
1DP

和非抗凝血
0DP

&

#D'

!

试验方法
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!

;F<:(<]R4

重组质粒
[

8>B

定量标准曲

线建立
!!

参考
4':'2?$D;<;=,

等(

)

)文献设计

;F<:(<

扩增引物!上游引物
7

$

6q!9249222!

942>9224>924!*q

!下 游 引 物
B

$

6q!2>9>!

>49>424>999>29>!*q

!由北京六合华大基因

科技股份有限公司合成!预计扩增
;F<:(<]R4

的

片段大小为
%61J

V

&使用
MD=

G

;

试剂盒提取
;F

<:(<

阳性血液
]R4

!进行普通
8>B

&将普通
8>B

扩增片段回收作为目的基因!与
V

C45̂ !9*

质粒载

体连接!转化
9<;-,%!9%

感受态细胞!挑选阳性克

隆细胞增菌培养!使用
MD=

G

;

质粒纯化试剂盒提取

重组质粒
]R4

!用核酸蛋白检测仪测定其浓度!将

其换算为
;F<:(<

拷贝数!作为检测
;F<:(<

拷贝数

的重组质粒标准品&将标准品
%&

倍递倍稀释!按照

a?;-A$7;,A

7

5̂ \B2<==-8>BZ$A

说明进行
[

8>B

!

制作
;F<:(<]R4

重组质粒绝对定量标准曲线&

%'*'0

!

药物对
;F<:(<

体外抑制试验
!!

将三种复

方中药分别用水煮法熬制!用
)&_

血清培养基配制

成一定浓度&在
0)

孔细胞培养板各孔中加入
;F

6&)
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阳性抗凝血
*&&

3

P

和含药物的培养基
%1&&

3

P

!使复方中药
&

*复方中药
5

*复方中药
4

*强力

霉素含量达
)&&&

3

G

1

DP

b%

!对照孔加不含药物的

培养基&将培养板置
*1 m 6_ >M

0

培养箱中培

养!分别于
&

*

%0

*

0)

*

*.

*

)(

和
.&H

各吸取
*

孔培养

物!用
MD=

G

;

试剂盒提取培养物
]R4

!进行
[

8>B

检测&依据
;F<:(<]R4

重组质粒标准曲线!计算

培养物中
;F<:(<

拷贝数&

%'*'*

!

猪血液中
;F<:(<

[

8>B

检测
!!

将采集的

血液样品!提取
]R4

!

%&&

3

P"L

0

M

洗脱
]R4

&取

0

3

P

基因组
]R4

作为扩增模板!进行
[

8>B

扩增!

依据
;F<:(<]R4

重组质粒标准曲线!计算血液中

;F<:(<

拷贝数&

%'*')

!

红细胞超氧化物歧化酶"

5M]

#活力测定
!

!

按照
5M]

测定试剂盒说明"南京建成#进行测定&

%'*'6

!

红细胞膜
498

酶活力测定
!!

按照超微

量
498

酶"

R;

c

Z

c

!498;,=

!

>;

0c

:

G

0c
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#

测定试剂盒说明"南京建成#进行测定&

%'*'.

!

淋巴细胞增殖能力测定
!!

在离心管中加

入
*DP

猪外周血液淋巴细胞分离液!沿管壁缓慢

加入
0DP

抗凝血&

0&&&<

1

D$-

b%

!离心
0&D$-

&

吸出白膜层"淋巴细胞#!洗涤
*

次!弃去上清&加入

含
%6_

胎牛血清的
B8:W!%.)&

重悬细胞!吹打均

匀后取样!用台盼蓝染色计数活细胞数"

$

/6_

#!调

整细胞浓度至
%k%&

.

1

DP

b%

!加入
/.

孔细胞培养板

中!每个样品设非特异性刺激
>#-4

"

6

3

G

1

DP

b%

#*

P85

"

%&

3

G

1

DP

b%

#和不加刺激物"

B8:W!%.)&

#

孔!每个样品设
)

个复孔&将培养板置于
6_ >M

0

培养箱!

*1{>

培养
)(H

&在培养结束前
)H

!每孔

加入
:99

"

6D

G

1

DP

b%

#!培养结束后每孔加入

]:5M

!充分溶解&用酶标仪在
61&-D

波长下测定

M]

值&淋巴细胞增殖能力用刺激指数"

5W

#表示&

5Wp

刺激孔
M]

值%对照孔
M]

值

%'*'1

!

血清
W

G

2

含量测定
!!

采用猪免疫球蛋白

2

"

W

G

2

#酶联免疫检测试剂盒"南京建成#进行测定&

%'*'(

!

统计分析
!!

结果用平均值
l

标准差"

S

b

l

<

#表示&用
5855

统计分析软件进行方差分析与
#

检验!并确定差异显著性&

M

#

&'&6

为差异显著!

M

#

&'&%

为差异极显著&

!

!

结
!

果

!D#

!

B-0/$0NR:

重组质粒
L

(K0

定量标准曲线

由质粒标准品的
B=;E!A$D=8>B

扩增标准曲线

"图
%

#可知曲线具有良好的线性关系!标准曲线的

'

0 为
&'//1

!

=

为
%&0'6_

!符合扩增动力学的要求

"

'

0

$

&'/(

趋近于
%

'

&'/

#

=

#

%'0

#&

图
#

!

0,1F7;.6,(K0

的标准曲线

C.

+

D#

!

<;1/91)92=)M,*41--1

>

4*)),2*6@./1;.*/

G

F1-6.9

!D!

!

药物体外
B-0/$0

感染抑制试验结果

将药物与
;F<:(<

作用不同时间后的培养物提

取
]R4

!进行
[

8>B

检测!依据重组质粒标准曲线!

计算培养物中
;F<:(<

拷贝数"图
0

#&结果显示!阴

性对照组在检测时间中
;F<:(<

拷贝数没有明显变

化'三种复方中药和强力霉素均随着药物与
;F<:(<

作用时间的延长!

;F<:(<

拷贝数不断减少!说明所

用药物在体外对
;F<:(<

均有一定的抑制或杀灭作

用&其抑制或杀灭程度依次为复方
&$

强力霉素
$

复方
5$

复方
4

&

每一簇柱子中!从左到右依次为用药
&

*

%0

*

0)

*

*.

*

)(

和

.&H

的数据&药物作用
%0

*

0)

*

*.

*

)(

和
.&H

的
;F<:(<

拷贝数分别与
&H

的
;F<:(<

拷贝数进行比较!

"

表示差

异显著"

M

#

&o&6

#'

""

表示差异极显著"

M

#

&'&%

#

W-=;@H@E?,A=<

!

@#E?D-,T<#DE=TAA#<$

G

HA"=-#A=";A;;A

&

!

%0

!

0)

!

*.

!

)(;-".&H#?<,;TA=<A<=;AD=-A'W-AH=,;D=

"<?

GG

<#?

V

!

@#

V

$=,#T;F<:(<%0

!

0)

!

*.

!

)(;-".&HI=<=

@#D

V

;<="I$AH&H

!

<=,

V

=@A$U=E

S

!

"

<=

V

<=,=-A,;,M

#

&o&6

'

""

<=

V

<=,=-A,;,M

#

&'&%

图
!

!

药物体外对
B-0/$0

拷贝数的影响

C.

+

D!

!

E3,),-=F;-*4;3,6,9.2./,*/B-0/$02*

G

.,-$'

7$C#6

.&)
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!D'

!

药物对血液中
B-0/$0

拷贝数的影响

根据血液
;F<:(<

[

8>B

检测结果!参照重组质

粒标准曲线!计算血液
;F<:(<

的拷贝数"图
*

#&由

于随机分组时各组中每头仔猪血液
;F<:(<

感染率

差异较大!导致用药前后各组所测血液
;F<:(<

拷贝

数误差较大!但用药前后每头仔猪血液
;F<:(<

拷贝

数的变化趋势基本一致&对照组血液
;F<:(<

拷贝

数在检测期间基本没有变化!用药组在给药后第
%&

天检测时!血液中
;F<:(<

几乎检测不到!在给药后第

*&

天检测时!复方中药
&

*复方中药
4

*强力霉素组数

值略有上升!但上升幅度较小!与用药前相比!差异均

极显著"

M

#

&'&%

#!但复方中药
5

组在给药后第
*&

天

检测时!血液中
;F<:(<

拷贝数恢复至用药前&

每一簇柱子中!从左到右依次为用药第
&

*

%&

*

0&

和
*&

天

的数据&在各试验组中用药后第
%&

*

0&

*

*&

天结果分别

与用药
&"

结果进行比较!

"

表示差异显著"

M

#

&o&6

#!

""

表示差异极显著"

M

#

&'&%

#&下图同

W-=;@H@E?,A=<

!

@#E?D-,T<#DE=TAA#<$

G

HA"=-#A=";A;;A

AH=&

!

%&AH

!

0&AH;-"*&AH";

S

;TA=<A<=;AD=-A'W-=;@H

G

<#?

V

!

AH=<=,?EA,#TAH=%&AH

!

0&AH;-"*&AH";

S

I=<=

@#D

V

;<="I$AH&"<=,?EA,

!

"

<=

V

<=,=-A,$

G

-$T$@;-A"$TT=<!

=-@=

"

M

#

&'&6

#!

" "

<=

V

<=,=-A=FA<=D=E

S

,$

G

-$T$@;-A

"$TT=<=-@=

"

M

#

&'&%

#

'9H=,;D=;,J=E#I

图
'

!

药物对血液中
B-0/$0

拷贝数的影响

C.

+

D'

!

E3,),-=F;-*4;3,6,9.2./,*/B-0/$02*

G

.,-./

@F**9

!D%

!

药物对红细胞
<UN

活力影响

在检测期间!随着用药后时间的延长!对照组红

细胞
5M]

活力值"图
)

#呈现下降趋势"

M

$

&'&6

#!

复方中药
&

*

5

*

4

组红细胞
5M]

活力值显著增加

"

M

#

&'&6

或
M

#

&o&%

#'强力霉素组红细胞
5M]

活

力值仅呈现上升趋势"

M

$

&'&6

#&

!DH

!

药物对红细胞膜
:E(

酶活力影响

对照组红细胞膜
498;,=

活力值"图
6

*图
.

#随

时间的增加呈现下降趋势!其中
>;

0c

:

G

0c

!498;,=

活力值显著下降"

M

#

&'&6

#&复方中药
&

*复方中

药
5

*强力霉素组
R;

c

Z

c

!498;,=

活力值呈现持

续上升!其中强力霉素组极显著增加"

M

#

&'&%

#!复

方中药
5

组显著增加"

M

#

&'&6

#!复方中药
&

组仅

有上升趋势"

M

$

&'&6

#'复方中药
4

组
R;

c

Z

c

!49!

8;,=

活力值出现了一过性上升!于给药后第
%&

天

极显著增加"

M

#

&'&%

#!但在给药后第
0&

天检测时

又开始显著下降!第
*&

天检测时恢复到了给药前的

水平&复方中药
&

*

5

组
>;

0c

:

G

0c

!498;,=

活力

值呈现上升趋势"

M

$

&'&6

#!复方中药
4

*强力霉素

组活力值分别于给药后第
%&

*

0&

天呈现上升!第
*&

天酶活力值又恢复至给药前的水平&

图
%

!

药物对红细胞
<UN

活力值的影响

C.

+

D%

!

E3,),-=F;-*4;3,6,9.2./,*/,)

>

;3)*2

>

;,-=

G

,)*[7

.9,9.-6=;1-,

图
H

!

药物对红细胞膜
R1

g

A

g

7:E(1-,

活力值的影响

C.

+

DH

!

E3,),-=F;-*4;3,6,9.2./,*/,)

>

;3)*2

>

;,6,67

@)1/,R1

g

A

g

7:E(1-,

1&)



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
)1

卷
!

图
$

!

药物对红细胞膜
K1

!g

?

+

!g

7:E(1-,

活力值的影响

C.

+

D$

!

E3,),-=F;-*4;3,6,9.2./,*/,)

>

;3)*2

>

;,6,67

@)1/,K1

!g

?

+

!g

7:E(1-,

!D$

!

药物对淋巴细胞增殖能力的影响

在检测期间!对照组
9

*

\

淋巴细胞刺激指数

"图
1

*图
(

#无明显变化!复方中药
&

*

5

组
9

*

\

淋

巴细胞刺激指数呈明显上升"

M

#

&'&6

或
M

#

&o&%

#!复方中药
4

*强力霉素组
9

*

\

淋巴细胞刺激

指数先上升后又下降&

图
&

!

药物对
E

淋巴细胞刺激指数的影响

C.

+

D&

!

E3,),-=F;-*4;3,6,9.2./,*/-;.6=F1;.*/./9,[*4

EF

>

6

G

3*2

>

;,

!D&

!

药物对血清
J

+

5

含量的影响

对照组血清
W

G

2

含量"图
/

#无明显变化!用药

组在用药后血清
W

G

2

含量均有所上升!其中复方中

药
&

组在用药后第
%&

天血清含量显著上升"

M

#

&o&6

#!复方中药
5

组在用药后第
0&

天血清含量极

图
I

!

药物对
X

淋巴细胞刺激指数的影响

C.

+

DI

!

E3,),-=F;-*4;3,6,9.2./,*/-;.6=F1;.*/./9,[*4

XF

>

6

G

3*2

>

;,

显著上升"

M

#

&o&%

#!复方中药
4

组和强力霉素组

在用药后第
%&

天血清含量极显著上升"

M

#

&'&%

#'

但在给药后第
*&

天时
W

G

2

含量下降!复方中药
&

*

复方中药
5

*强力霉素
*

组
W

G

2

含量均高于用药前

"

M

$

&'&6

#!复方中药
4

组却低于用药前"

M

$

&'&6

#&

图
Y

!

药物对血清
J

+

5

含量的影响

C.

+

DY

!

E3,),-=F;-*4;3,6,9.2./,*/-,)=62*/;,/;*4J

+

5

'

!

讨
!

论

'D#

!

药物体外对
B-0/$0

拷贝数的影响

在体外研究药物与
;F<:(<

作用后!

;F<:(<

拷

贝数的变化可以直观的反映药物对
;F<:(<

的作用

效果&本研究将药物与
;F<:(<

在细胞培养液中作

用不同时间后!用
[

8>B

定量测定
;F<:(<

拷贝数!

结果说明!复方中药
&

*

5

*

4

与强力霉素有同样的

(&)
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药效!随着作用时间的延长
;F<:(<

拷贝数逐渐降低!

说明药物在体外可以有效地抑制或杀灭
;F<:(<

&

'D!

!

药物对猪血液中
B-0/$0

拷贝数的影响

仔猪用药后!血液中
;F<:(<

拷贝数检测结果表

明!复方中药
&

*

5

*

4

与强力霉素可以有效地降低

;F<:(<

拷贝数!但停药后随着时间延长!

;F<:(<

拷

贝数不断增加!尤其是复方中药
5

在停药
0&"

左右

;F<:(<

拷贝数又恢复到原来水平!这说明所用复方

中药均有杀灭或抑制
;F<:(<

作用!停止用药后!由

于血药浓度的降低!

;F<:(<

又开始增殖!使血液中

;F<:(<

数量不断增加&

'D'

!

药物对红细胞相关指标的影响

;F<:(<

主要致病机制是
;F<:(<

附着于红细

胞!使红细胞膜发生变形!通透性增加!易发生溶血'

同时!

;F<:(<

改变红细胞膜抗原性!被自身免疫系

统视为异物!从而使宿主通过启动自身免疫防御机

制破坏红细胞(

6

)

&所以!本研究通过检测红细胞相

关指标变化说明复方中药对
;F<:(<

感染的预防作

用&

*'*'%

!

红细胞
5M]

!!

红细胞
5M]

主要作用是

通过催化阴离子自由基发生岐化反应生成二氧化碳

和水!消除自由基!从而阻止自由基的链锁反应!是

防止红细胞损伤的重要原因!在清除红细胞表面黏

附的抗原抗体复合物和血液病原过程中起重要作

用&李清艳等(

.

)

*韩惠瑛等(

1

)

*马海利等(

(

)研究证实

;F<:(<

自然感染仔猪红细胞
5M]

活力降低&本研

究所用复方中药均可增强红细胞
5M]

活性!提高红

细胞清除自由基的能力!平衡机体的氧化与抗氧化

能力&

*'*'0

!

红细胞
R;

c

Z

c

!498;,=

和
>;

0c

:

G

0c

!49!

8;,=

!!

498;,=

在细胞的物质转运*能量代谢*维

持细胞内外正常离子浓度等方面起着重要作用!机

体在缺氧及一些疾病状态下!

498;,=

活力会发生

一系列改变!马海利等(

(

)证实红细胞
498;,=

活力

随着
;F<:(<

感染强度的增加而降低&本研究证实

所用复方中药均可提高红细胞膜
R;

c

Z

c

!498;,=

和
>;

0c

:

G

0c

!498;,=

活力!对细胞膜内外紊乱的

离子起到良好的调节作用&

'D%

!

药物对免疫功能的影响

柴方红等(

/

)

*

Y'7'Q;@H;<

S

等(

%&

)证明仔猪感染

;F<:(<

或患附红细胞体病后!体液免疫水平和细胞

免疫水平均明显下降&本研究通过检测
9

淋巴细

胞增殖率*

\

淋巴细胞增殖率*血清
W

G

2

含量变化!

从细胞免疫与体液免疫方面说明复方中药对
;F

<:(<

感染的预防作用&

淋巴细胞转化能力的高低可反映机体的免疫功

能状态!常用淋巴细胞增殖率反应机体免疫能

力(

%%!%0

)

&本研究证明!复方中药均可使
9

*

\

淋巴细

胞增殖率升高!尤其是复方中药
&

与复方中药
5

能

够显著提高淋巴细胞增殖率!说明复方中药可以提

高仔猪的细胞免疫功能&

W

G

2

是血清免疫球蛋白的

主要成分!其含量高低可以反映机体的防御能力&

已证明复方制剂可以刺激机体产生免疫球蛋

白(

%*!%)

)

!本研究证明复方中药可以使血清中
W

G

2

含

量也出现了一过性增长!说明复方中药可以通过提

高机体免疫力!对抑制
;F<:(<

感染起到了一定的作

用&

%

!

结
!

论

三种复方中药在体外均有抑制或杀灭
;F<:(<

的作用'复方中药
&

可以显著降低血液中
;F<:(<

拷

贝数!提高红细胞
5M]

活力与
\

淋巴细胞增殖率'

复方中药
5

无法长时间抑制血液中
;F<:(<

生长!但

可以提高红细胞
5M]

活力*

R;

c

Z

c

!498;,=

活力

与淋巴细胞增殖率'复方中药
4

可以显著降低血液

中
;F<:(<

拷贝数!提高红细胞
5M]

活性&结果说

明!复方中药
&

对
;F<:(<

自然感染有良好的预防作

用&
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