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　　副猪嗜血杆菌病是由猪上呼吸道常在菌副猪嗜血杆菌
（Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓｐａｒａｓｕｉｓ，Ｈｐｓ）引起的一种猪细菌性传染病，该
病由德国专家格拉泽氏（Ｇｌａｓｓｅｒ）于１９１０年首次报道，故也被
称为猪格氏病（Ｇｌａｓｓｅｒｄｉｓｅａｓｅ）［１］。副猪嗜血杆菌病常见于
５～８周龄断奶后及保育阶段的猪，发病率约为１５％，病猪临
床主要表现为消瘦、发热、呼吸困难、咳嗽、跛行、共济失调等，

剖检病变主要为纤维素性胸膜炎、心包炎、关节炎、脑膜炎。

临床上该病多继发于猪圆环病毒病、猪繁殖与呼吸综合征或

与其混合感染，病死率可达５０％，对仔猪和青年猪构成了极
大威胁。随着世界养猪业的规模化、集约化发展，该病已成为

严重危害养猪业而备受关注的典型细菌性传染病之一［２－４］。

本试验结合临床病例开展了副猪嗜血杆菌病的动物流行病

学、病原学、病理学、分子生物学综合诊断实践，以期为养猪生

产中及时有效地诊断与监控该病提供可行方法。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　病料　无菌采集苏北地区某个体猪场疑似副猪嗜血
杆菌病病猪具有典型病变的心包液、胸膜积液、肺组织。

１．１．２　培养基与主要试剂　胰酪胨大豆琼脂培养基（ＴＳＡ－
ＹＥ）、胰蛋白胨大豆酵母肉汤培养基（ＴＳＢ－ＹＥ）为绍兴天恒
生物科技有限公司产品。烟酰胺腺嘌呤二核苷酸（ＮＡＤ）、微
量生化反应管、药敏纸片购自杭州微生物试剂公司。ＰＣＲ反
应试剂由宝生物（大连）有限公司提供，细菌 ＤＮＡ抽提试剂
盒为上海生工生物工程技术服务有限公司产品。

１．２　方法
１．２．１　流行病学调查　通过查看猪场养殖档案，掌握猪场的
免疫程序、消毒措施、用药情况、治疗效果等，约谈猪场工作人员

以了解猪群日龄、进场时间、发病时间、饮食情况、管理水平。深

入猪舍进行群体观察和个体检查，调查猪场周围环境及当地气候

变化，为副猪嗜血杆菌病的正确诊断提供流行病学依据。

１．２．２　临床症状观察　重点观察患猪的发育情况、呼吸状
态、行走姿态、体表颜色、关节形态等有无异常。

１．２．３　病理剖检　常规剖检病死猪，重点观察肝脏、脾脏、心
脏、肺脏、肾脏、淋巴结有无异常，胸腔有无积液、纤维素性渗

出物，关节有无积液。

１．２．４　细菌分离培养　无菌采集心包液、胸水、腹水及肺、脾
的病变组织，分别划线接种于添加ＮＡＤ的ＴＳＡ培养基、不添加
ＮＡＤ的ＴＳＡ及ＴＳＢ培养基，烛缸法３７℃下培养１８～２４ｈ。
１．２．５　组织触片镜检　无菌采集心血、胸水、腹水、肺组织制
作抹片或触片，革兰氏染色并镜检。

１．２．６　卫星现象观察　挑取分离菌纯培养物水平划线接种
于ＴＳＡ培养基，再挑取金黄色葡萄球菌于培养基中央垂直划
１条线，置于３７℃下培养４８ｈ，观察培养结果。
１．２．７　分离株生化试验　将分离菌株纯培养物分别接种于
预加入５μＬ０．０１％ ＮＡＤ的麦芽糖、葡萄糖、半乳糖、棉籽糖、
蜜二糖、Ｌ－阿拉伯糖、乳糖、蔗糖、木糖、果糖、核糖、吲哚、接
触酶、氧化酶、脲酶等微量生化反应管［５］，以烛缸法于３７℃下
培养４８ｈ，观察结果。
１．２．８　ＰＣＲ引物设计　根据文献［６］中的方法，按照副猪嗜
血杆菌１６ＳｒＲＮＡ的基因序列合成１对引物，目的基因片段大
小为８２２ｂｐ，由上海生工生物工程技术服务有限公司合成。
上游引物序列为：５′－ＧＴＧＡＴＧＡＧＧＡＡＧＧＧＴＧＧＴＧＴ－３′；下
游引物序列为：５′－ＧＧＣＴＴＣＧＴＣＡＣＣＣＴＣＴＧＴ－３′。
１．２．９　ＰＣＲ检测　ＰＣＲ反应体系共２５μＬ：上下游引物各
１．０μＬ（均为 １０ｐｍｏｌ／μＬ）、菌液 ２．０μＬ、ＭｇＣｌ２１．５μＬ
（２５ｍｍｏｌ／Ｌ）、缓冲液 ２．５μＬ（不含 Ｍｇ２＋）、ｄＮＴＰｓ混合物
２．０μＬ（２．０ｍｍｏｌ／Ｌ）、ＴａｑＤＮＡ聚合酶 １．５Ｕ，余量为超纯
水。ＰＣＲ反应条件为：９４℃ ５ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ，５４℃ １ｍｉｎ，
７２℃ １．５ｍｉｎ，３０个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。试验设有阴性
及阳性对照。对ＰＣＲ产物进行１．０％琼脂糖凝胶电泳检测。
１．２．１０　纸片扩散法药敏试验　取适量分离菌株的 ＴＳＢ纯
培养物，均匀涂布于含 ＮＡＤ的 ＴＳＡ固体培养基平板。将选
取的２０种药敏纸片贴于平板内，每皿贴 ５种，以烛缸法于
３７℃ 下培养４８ｈ，观察结果。抑菌圈直径大于１５ｍｍ为高
度敏感，小于１０ｍｍ为不敏感或耐药，两者间为中度敏感。

２　结果与分析

２．１　流行病学调查结果
该猪场饲养商品猪４００余头，多批次引进导致猪体质量
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大小不一。２０１５年３月进栏８０余头，从未接种过疫苗，阉割
约３ｄ后接种了猪瘟、口蹄疫疫苗，随即发病。病猪起初表现
为发热、厌食、皮肤发红，之后皮肤发紫、干裂起痂皮；５ｄ左
右波及全群，病猪体质量减轻，严重者体质量下降可达１５ｋｇ，
至送检时发病率达８０％以上，死亡率约为３５％。采用替米考
星、氟苯尼考等药物进行治疗，效果不明显。

２．２　临床症状
临床检查可见病猪被毛粗乱、精神沉郁、食欲不振或废

食、体温升高至４０℃以上，部分病猪腹泻或便秘。发病猪头

颈、腹下、尾部皮肤发红（图１），部分病猪的耳尖至耳背面、腹
下、臀部、尾部皮肤发绀或干裂起痂（图２），后肢关节肿大、瘫
痪、伏卧不走。病猪消瘦、频繁咳嗽，以腹式呼吸为主。

２．３　病理剖检变化
胸腔大量积液呈淡黄色，心包积液、扩张，心包壁层附着

纤维素性渗出物，形成“绒毛心”（图３）。肺脏广泛性肉变，
肺间质增宽，弹性变差（图４）。肿大的关节内有较多淡黄色
液体（图５）。肠系膜淋巴结肿大、出血、坏死。脾脏肿大，呈
暗红色（图６）。

２．４　细菌培养特性
添加ＮＡＤ的ＴＳＡ平板上形成的菌落呈针尖状，边缘齐整、

圆形隆起、光滑湿润、无色透明，直径约为１ｍｍ；未添加ＮＡＤ的
ＴＳＡ平板上不生长或生长不良。ＴＳＢ中含ＮＡＤ时，肉汤均匀浑
浊，反之则肉汤透明。可见，该菌株对ＮＤＡ具有依赖性。
２．５　分离菌株的形态特点

分离菌株革兰氏染色呈阴性，菌体散在或成双、成链，形

态不一。菌体细小，呈短小杆菌。

２．６　卫星现象
ＴＳＡ平板上可见金黄色葡萄球菌线两侧有透明的灰白色

露珠样菌落，距线越近菌落越大，距线越远菌落越小，呈典型

的“卫星现象”。分离菌株的生长对金黄色葡萄球菌产生的

ＮＡＤ（Ｖ因子）具有依赖性，符合副猪嗜血杆菌的生长特点。
２．７　分离菌株的生化特点

分离菌株的生化反应结果见表１。该结果符合副猪嗜血
杆菌的生化特性。

表１　分离菌株的生化反应结果

检测

项目

葡萄

糖

麦芽

糖

甘露

糖

鼠李

糖

乳

糖

木

糖

果

糖

蔗

糖

核

糖

阿拉

伯糖

半乳

糖

山梨

醇

甘露

醇

硫化

氢

鸟氨酸

脱羧酶

精氨酸

水解酶

氧化

酶

接触

酶

吲

哚

脲

酶

盐酸盐

还原试验

Ｖ．Ｐ．
试验

靛基

质

结果 ＋ ＋ ＋ － － － ＋ ＋ ＋ － ＋ － － － ＋ － － ＋ － － ＋ － －

　　注：“＋”、“－”分别表示阳性、阴性。

２．８　ＰＣＲ检测结果
以分离菌株的抽提ＤＮＡ为模板进行ＰＣＲ检测，得到副猪嗜

血杆菌目的基因片段，片段大小为８２２ｂｐ（图７），与预期结果相符。
２．９　药敏试验结果

分离菌株对头孢噻呋、头孢他啶、头孢唑啉、头孢噻吩、头

孢哌酮、头孢噻肟、头孢曲松高度敏感，对强力霉素、丁胺卡

那、安普霉素、红霉素、庆大霉素、四环素中度敏感，对青霉素

Ｇ、氨苄西林、链霉素、替米考星、氟苯尼考、复方新诺明、新霉
素均不敏感。

３　结论与讨论

副猪嗜血杆菌定居于猪上呼吸道，属于条件性致病菌，有

１５个以上血清型［７］。临床上须对患猪全身各病变部位广泛

采样，才能准确诊断该病。该猪场对仔猪群体阉割时不重视

—４３３— 江苏农业科学　２０１６年第４４卷第６期



櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄
消毒，阉割后几天内进行疫苗接种，造成仔猪抵抗力下降，进而

感染发病。该猪场引入的苗猪质量不一，混群饲养，给防疫造

成了很大困难，且发病时未及时隔离病猪，自行诊断用药，这不

仅是缺乏防疫意识的表现，也是使猪场发病率高达８０％的重
要原因。应执行自繁自养、全进全出制度，每购进一批苗猪必须

隔离饲养并观察一段时间，确认无传染性疫病、不携带病原后方

可混群饲养。进猪的首周内循序渐进更换饲料，加强饲养管理，

严格进行预防性消毒，减少应激因素，使猪充分适应新环境。待

猪完全适应并恢复正常生活后再进行阉割、接种等工作。

副猪嗜血杆菌病属于细菌性传染病，理论上诊断该病最

有效、最准确的方法为分离鉴定菌株。然而，副猪嗜血杆菌对

营养的要求较高［８］，故分离成功率一般不高；病猪是否用药

也有很大影响，使用过抗生素的病猪病原分离率较低；在实践

中，分离副猪嗜血杆菌的技术要求较高，耗时耗材。ＰＣＲ技
术具有快速、准确、灵敏度高、可靠性强的特点，在疫病诊断中

辅以ＰＣＲ检测可极大提高准确率。
临床治疗副猪嗜血杆菌病时，应避免盲目、超剂量、单一

长期用药，最好于发病早期进行药敏试验，选择高敏药物并全

群按疗程注射给药，避免治疗不彻底及过度治疗。如果药物

用足疗程仍不见效，应及时更换药物，西药无效时可尝试中药

治疗。临床用药要有整体观念，治疗副猪嗜血杆菌病时，采用

抗生素消灭细菌是手段，使猪康复是根本目的；因此，治疗时

须综合考虑抗菌、抗炎、抗过敏、退热、防脱水、维持机体水盐

平衡各个方面，以获得良好的临床效果。
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山瑞鳖小水体无沙养殖试验
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　　摘要：挑选体质量为８～１０ｇ的鳖苗５０只，人工设置（２８±１）℃的恒温条件，以棕榈片代替泥沙作为隐蔽物，营造
自然生态环境，用鱼肉和配合饲料拌合投喂，对山瑞鳖进行无沙养殖对比试验。养殖１年，收获山瑞鳖４８只，平均体
质量为１．５３ｋｇ，成活率为 ９６．０％，比有沙恒温养殖的平均体质量多 ０．９ｋｇ，提高 ７０．０％；成活率为 ８０．０％，提高
２００％；比有沙常温养殖的的平均体质量多０．４ｋｇ，提高２８２．５％，成活率为７５％，提高２８．０％，养殖效果显著。采取
棕榈片代替泥沙进行山瑞鳖无沙养殖，具有设施简易、水质易于调控、投喂方便、易于管理等优点，鳖苗摄食均匀，生长

快、成活率高，为城乡居民开展山瑞鳖的庭院养殖提供依据。
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　　山瑞鳖（Ｐａｌｅａｓｔｅｉｎｄａｃｈｎｅｒｉ）别称山瑞、瑞鱼，属龟鳖目鳖
科山瑞鳖属，是国家二级野生保护动物，主要分布于我国广西

壮族自治区、云南省、贵州省、广东省等南方山区，其中以广西

壮族自治区的自然分布量最多。山瑞鳖食性杂、个体大、产量

高、养殖效益高，是当前鳖类养殖的热门品种之一，已发展成

为广西壮族自治区特色养殖品种，年产值达３亿元，养殖前景
广阔。山瑞鳖栖息于泥沙中，具有喜静怕惊、好打斗的习性，

常因相互争夺食物和地盘引起斗咬；山瑞鳖属变温动物，具有

冬眠的习性，生长温度为２２～３１℃，最适水温２６～２９℃，水
温低于１５℃便进入冬眠［１］。目前，山瑞鳖的常规养殖方法是

在泥沙厚度１０ｃｍ的水池中放养鳖苗，保持水深５～３０ｃｍ，投
喂鱼糜和配合饲料，１０～１５ｄ换水１次，根据水质变化情况进
行换水。由于鳖苗躲在泥沙中，饥饿时才出来觅食，导致摄食

少、生长慢；由于温度低，饲料转化率低，１０ｇ左右的鳖苗养至
１ｋｇ的中鳖需要２～３年，养成５ｋｇ的商品需要５年；且水质
不易控制，常因细菌滋生诱发疾病，从８～１０ｇ的鳖苗养成
１ｋｇ的中鳖成活率不到７０％，制约了山瑞鳖养殖产业的发
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