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结核分枝杆菌中，由此可见，被检的患病犬、猫极有可能受到

非结核分枝杆菌的广泛感染。

布鲁氏菌血清学检测结果显示，泰州地区犬布鲁氏病的

阳性率为２．０１％，阳性犬感染的病原体主要是粗糙型。各年
龄段的犬均存在布鲁氏菌感染，主要由于幼犬在３月龄左右，
体质较差且是交易的高峰期，传染源主要来源于母犬、养殖场

和交易中心等，１２月龄左右是犬发情期，配种感染的可能性
较大，１２～２４月龄和２４～３６月龄也是犬繁殖盛期，带菌配种
交叉感染、垂直感染的风险较大。

针对江苏省泰州地区宠物人兽共患病的流行现状，应加

强防控措施研究，进一步建立和健全宠物管理的法律法规与

标准体系［７］，逐步实施系统性管理措施如宠物电子户口、强

制定点免疫、流浪宠物收容、定期科普教育等；应积极开展宠

物细菌病病原生态学、流行病学、新型疫苗及其他生物防治制

品等研究；此外，还应开展宠物病原细菌耐药性监测工作，规

范使用抗生素，积极开展抗生素替代品研究与应用。总的来

说，完善宠物细菌病的报告、监测与溯源体系，可以更加有效

地预防和控制人类疾病［８］。
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猪伪狂犬病病毒泰州株的分离鉴定
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（江苏农牧科技职业学院动物医学院，江苏泰州２２５３００）

　　摘要：从泰州市姜堰区某猪场发生的疑似伪狂犬病病猪中采集病料，接种 ＰＫ１５细胞，收取细胞病毒液并提取
ＤＮＡ，经 ＰＣＲ检测及间接免疫荧光鉴定，结果表明该分离株为猪伪狂犬病毒，命名为 ＴＡＩＺ１３０４１７。分离的病毒在
ＰＫ１５细胞上的生长滴度可以达到１０８．１２ＴＣＩＤ５０／ｍＬ。将该病毒接种家兔，家兔很快出现奇痒并最终死亡等伪狂犬

症状。
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　　伪狂犬病（ｐｓｅｕｄｏｒａｂｉｅｓ，ＰＲ）是由伪狂犬病病毒 （ｐｓｅｕｄ
ｏｒａｂｉｅｓｖｉｒｕｓ，ＰＲＶ）引起多种家畜和野生动物以发热、奇痒
（猪除外）和脑脊髓炎为主要症状的急性传染病［１］。以猪的

感染最为普遍，该病毒能引起母猪的繁殖障碍，主要表现为流

产、死胎、木乃伊胎等；新生仔猪发生感染时，死亡率可高达

１００％；此外，育肥猪感染往往致使其生长缓慢，种公猪感染则
导致精液品质下降甚至丧失种用价值［２］。伪狂犬病最早在

美国发现，我国于２０世纪４０年代末在猫中首次发现了该病

毒，６０年代初在猪群中也出现了该病毒流行。目前，该病在
我国广泛流行，严重威胁着猪群的健康，并造成了养猪业严重

的经济损失［３－４］。本研究对泰州市某猪场疑似伪狂犬病患猪

采集肝、肾及脾等组织病料，进行 ＰＲＶ的分离、鉴定，以期为
今后深入研究和科学地防控该病提供参考依据。

１　材料与方法

１．１　病料
疑似伪狂犬病病猪的肝、肾及脾等组织，于２０１３年４月

１７日采自泰州市姜堰区某猪场。将采集的病料研碎，按
１ｇ∶５ｍＬ加入无菌含双抗的 ＰＢＳ溶液，混匀，反复冻融 ３
次，离心取上清，用孔径０．２２μｍ滤器过滤后，－２０℃保存
备用。

１．２　试剂、细胞、阳性血清及家兔
基因组ＤＮＡ快速抽提试剂盒（动物）、ＴａｑＤＮＡ聚合酶、

ｄＮＴＰＭｉｘ、２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２及１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ均为上海生工
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生物工程有限公司产品，１００ｂｐＤＮＡＬａｄｄｅｒ和６×ＤＮＡ凝胶
载入染料（ＬｏａｄｉｎｇＤｙｅ）购自 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司。ＰＫ１５细胞由
江苏省动物流行病学研究中心保存。猪源抗ＰＲＶ阳性血清，
购自ＶＭＲＤ公司，羊抗猪 ＩｇＧ－ＦＩＴＣ，购自 ＳＡＮＴＮＣＲＵＺ公
司。胰酶细胞消化液，购自上海碧云天生物技术有限公司；新

生牛血清和ＤＭＥＭ培养基购自上海生工生物工程有限公司。
健康的家兔４只，购自江苏农牧科技职业学院农场。
１．３　引物的设计与合成

根据文献［５］方法，合成１对 ＰＲＶ引物，片段针对 ＰＲＶ
ｇＨ基因中的一段序列，扩增片段长３５５ｂｐ。引物序列为：上
游引物 ５′－ＧＣＧＴＧＴＡＣＴＧＣＧＡＣＴＧＣＧＴＧＴＴ－３′；下游引物
５′－ＣＧＡＣＣＴＧＧＣＧＴＴＴＡＴＴＡＡＣＣＧＡＧＡ－３′，由上海生工生物
工程有限公司合成。

１．４　病毒核酸的提取及ＰＣＲ
用基因组ＤＮＡ快速抽提试剂盒，按说明书上的操作方法

提取组织病料 ＤＮＡ。以提取的组织病料 ＤＮＡ为模板进行
ＰＣＲ扩增，ＰＣＲ采用５０μＬ反应体系：５μＬ１０×ｂｕｆｆｅｒ、３μＬ
２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２、１μＬ１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ、２０μｍｏｌ／Ｌ上下游
引物各１μＬ，用灭菌超纯水补足５０μＬ。反应条件为９４℃预
变性５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５４℃退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，３５
个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。用１５ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶电泳，在紫
外灯下观察电泳图谱，拍照记录结果。

１．５　病毒的分离
将上述“１．１”节处理的经 ＰＣＲ检测呈 ＰＲＶ阳性的病料

悬液接种于ＰＫ１５单层细胞上，３７℃孵育１ｈ后弃接种液，加
入含２％新生牛血清的 ＤＭＥＭ培养液，置于３７℃、５０ｍＬ／Ｌ
ＣＯ２培养箱，每日观察，盲传至细胞病变稳定、病变率达８０％
时收毒，对收获的病毒液ＰＣＲ检测ＰＲＶ。

１．６　病毒的ＩＦＡ鉴定

将分离毒接种至长满单层的 ＰＫ１５细胞，３７℃孵育１ｈ
后，吸取病毒液，ＰＢＳ洗涤２次，加入维持液于３７℃、５％ ＣＯ２
培养箱中培养７２ｈ；同时以未接种病毒的 ＰＫ１５细胞作为阴
性对照。待检细胞使用 ＰＢＳ洗涤 ３次，冰甲醇 ４℃固定
３０ｍｉｎ；ＰＢＳ洗涤３次，加入猪源抗ＰＲＶ阳性血清，３７℃孵育
１ｈ；ＰＢＳ洗涤３次，再加入 ＦＩＴＣ标记的羊抗猪抗体，３７℃孵

育１ｈ，ＰＢＳ洗涤 ３次后，置于 Ｏｌｙｍｐｕｓ倒置荧光显微镜下
观察。

１．７　病毒滴度测定
将病毒液稀释成１０－１～１０－１０，分别接种到９６孔培养板

中长成融合单层的ＰＫ１５细胞上，每个稀释度接种８孔，培养
板最后２列孔接种稀释液作对照，置于３７℃、５％ ＣＯ２的细
胞培养箱中培养，９６ｈ后观察细胞病变，按照 Ｒｅｅｄ－Ｍｕｅｎｃｈ
法计算病毒的ＴＣＩＤ５０。
１．８　家兔接种试验

用ＰＲＶ分离毒株腹侧皮下接种２只家兔，２ｍＬ／只；另取
２只作为阴性对照组，分别注射细胞维持液，２ｍＬ／只。试验
组和对照组隔离饲养，每日观察记录家兔的临床表现。

２　结果与分析

２．１　病料的ＰＣＲ检测
对疑似ＰＲＶ感染猪组织病料提取 ＤＮＡ，然后进行 ＰＣＲ

检测，扩增出片段大小为３５５ｂｐ的目的条带，与预期结果相
符（图１）。

２．２　病毒的分离
将ＰＲＶ阳性病料组织研磨液经０．２２μｍ细菌滤器过滤

后，接种至单层 ＰＫ１５细胞，２４ｈ后观察到了典型的细胞病
变，细胞聚集、变圆、脱落，有拉网现象（图２）。提取 ＤＮＡ做
ＰＣＲ检测，扩增出特异性目的片段（图１）。

２．３　ＩＦＡ鉴定
分离毒感染ＰＫ１５后，用猪源抗ＰＲＶ阳性血清和ＦＩＴＣ标

记的羊抗猪抗体做 ＩＦＡ检测。如图３所示，观察到了典型的

特异性绿色荧光，而未接种 ＰＲＶ的 ＰＫ１５细胞没有观察到任
何特异性荧光。结果表明该分离株为 ＰＲＶ，将其命名为
ＴＡＩＺ１３０４１７。
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２．４　病毒滴度
统计不同稀释度的分离毒在９６孔细胞板上 ＰＫ１５细胞

中出现的致细胞病变效应（ｃｙｔｏｐａｔｈｉｃｅｆｆｅｃｔ，ＣＰＥ），按 Ｒｅｅｄ－
Ｍｕｅｎｃｈ法测得分离毒滴度可达１０８．１２ＴＣＩＤ５０／ｍＬ。
２．５　家兔感染试验

２只试验组家兔在接种细胞病毒液后约４８ｈ表现奇痒症
状，不断啃咬腹侧注射部位，掉毛出血；接种后６２ｈ时出现角
弓反张而死亡。注射细胞维持液的对照组家兔观察７ｄ后均
无异常表现。死亡兔剖检可见脑膜充血、肺瘀血，并有大小不等

的出血斑点，气管环充、出血，肝瘀血肿大、有坏死灶等（图４）。

３　结论与讨论

ＰＲ是危害养猪业的重要传染病［６］，我国是一个养猪大

国，因而对该病病原的深入研究具有非常重要的意义。

ＰＣＲ技术是从分子水平对病毒进行诊断的一种方法，能
检出痕量病毒。ＰＣＲ具有快速、敏感、特异性强等优点，不仅
可以检测细胞培养的 ＰＲＶ，而且可以直接检测临床样品［７］。

本试验先对临床 ＰＲ可疑病猪采集病料进行 ＰＣＲ检测，检测
阳性后才接种到细胞，提高了细胞分离的成功率。

ＰＲＶ具有泛嗜性，能在许多细胞中增殖。猪的 ＰＫ－１５、
ＳＫ６、ＰＳ细胞，仓鼠的ＢＨＫ－２１，猴的Ｖｅｒｏ细胞、ＧＭＫ细胞和
兔的ＥＰ细胞等都能用于增殖该细胞，其中 ＰＲＶ对猪肾细胞
和兔肾细胞最为敏感，生产上常使用猪细胞系 ＰＫ－１５或
ＳＫ－１６细胞进行ＰＲＶ的培养。本试验选用 ＰＫ－１５细胞分
离培养，除了ＰＲＶ对其具有较强的敏感性外，该细胞还具有
易培养、增殖速度快等特点［８］。

ＩＦＡ是我国目前用于ＰＲ快速诊断的一种较好方法，该方
法具有特异性高，不与细小病毒、腺病毒、血凝性脑炎病毒及

肠道病毒发生交叉反应，以及敏感性较高等特点［９］。对本次

细胞病毒的鉴定采用了 ＩＦＡ方法，发现分离病毒感染 ＰＫ１５
后呈现明显的特异性绿色荧光，而未接种 ＰＲＶ的 ＰＫ１５细胞
没有观察到任何特异性荧光。

动物接种试验是ＰＲ常用的检测方法。将病料或分离的
病毒上清液皮下接种到家兔或小鼠，根据家兔或小鼠的临床

症状做出判定。若接种液中含有 ＰＲＶ，家兔会不停啃咬接种
部位，随即后肢麻痹，卧地不起，最后抽搐死亡；小鼠接种含有

ＰＲＶ的病料，也会出现神经症状，最后死亡。本试验使用学
校牧场饲养的健康家兔，接种细胞毒后３ｄ内发病死亡，观察
到典型的神经症状，且解剖见到明显的内脏病理变化。

本试验将ＰＣＲ检测后ＰＲＶ阳性的病料接种 ＰＫ１５细胞，
经ＩＦＡ鉴定、病毒滴度测定及家兔接种试验，结果成功分离出
一泰州株ＰＲＶ。该毒株的获得，为今后深入研究该病毒的分子
生物学特性及开发有效的免疫制剂提供了科学的参考依据。
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