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猪传染性胸膜肺炎病料中 !"#$% 和 !&&’# 的 !"& 检测

刁有祥 丁家波 姜世金 崔治中" 陈本龙
（山东农业大学动物科技学院 泰安 $B0%02）

摘 要：应用 CDE 方法对从山东省不同地区采集的 $"# 份猪传染性胸膜肺炎肺脏和 0$" 份临床健康猪肺脏进行

CD’3$ 和 CEEF’ 的检测。结果显示，在传染性胸膜肺炎猪肺脏中，0B0 份为 CD’3$ 阳性，阳性率达 &BA"G；0%0 份样

品为 CEEF’ 阳性，阳性率达 !%G；其中，&2 份样品同时检出 CD’3$ 和 CEEF’，共感染阳性率达 $&A2G。而临床健康

猪肺组织中，$0 份样品 CD’3$ 检测结果为阳性，阳性率为 0&A2G；0$ 份样品 CEEF’ 检测结果阳性，阳性率为 =A&G，

CD’3$ 和 CEEF’ 共感染未检出。统计结果显示，传染性胸膜肺炎发病猪与临床健康猪 CD’3$、CEEF’ 及 CD’3$ 和

CEEF’ 共感染的阳性率差异极显著，传染性胸膜肺炎发病猪的肺脏中 CD’3$ 和 CEEF’ 的检出率明显高于临床健康

猪。上述检测结果提示，猪传染性胸膜肺炎的发生可能与 CD’3$ 和 CEEF’ 的感染和共感染有关。
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猪传染性胸膜肺炎（C(J97-. K).,J(K-.,5(-76）是

由胸 膜 肺 炎 放 线 杆 菌（ !"#$%&’("$))*+ ,)-*.&,%-*/&0
%$(-，ICC）引起的一种高度致死性的传染性呼吸道

病，以急性出血和慢性的纤维素性坏死性胸膜炎为

主要特征［0］。本病能使各日龄的猪感染和发病，0 L
! 月龄的幼龄猪最易感，死亡率 "G L #%G，在新引

进猪群多呈急性暴发，其发病率和死亡率常在 $%G
以上，最急性型的死亡率可高达 2%G L 0%%G。该

病在我国的发生呈逐年上升趋势，已成为危害养猪

业最严重的疾病之一，给我国养猪业造成严重的经

济损失［$ L !］。

猪胸膜肺炎放线杆菌可存在于健康猪的扁桃

体、鼻腔、气管中，当猪群抵抗力降低时，胸膜肺炎放

线杆菌迅速增殖［"］，而引起猪群发生传染性胸膜肺

炎。猪 CD’3$（猪圆环病毒 $ 型）和 CEEF’（猪呼吸

与繁殖综合征病毒）是我国近年来新发现的两种免

疫抑制性病毒，二者均可侵害免疫系统，导致猪的抵

抗力下降，而易继发其它疾病［&］。为了解猪传染性

胸膜肺炎病料中 CD’3$ 和 CEEF’ 的感染情况，我们

对从山东省不同地区采集的患传染性胸膜肺炎猪和

临床健康猪肺脏进行了 CD’3$ 和 CEEF’ 的检测，现

将结果报道如下。

( 材料和方法

()( 材料

()()( 病 料：从 山 东 省 不 同 地 区，未 经 CD’3$ 和

CEEF’ 灭活疫苗或弱毒疫苗免疫的养猪场，采集具

有呼吸困难、剖检变化表现为纤维素性胸膜炎和出

血性坏死性肺炎为特征的 0 L ! 月龄病死猪的肺脏，

按文献［0］的方法进行胸膜肺炎放线杆菌的分离鉴

定，对放线杆菌阳性病料进行 CEEF’ 和 CD’3$ 的检

测。相同日龄范围的临床健康猪肺脏也采自上述地

区的养猪场，按上述方法进行胸膜肺炎放线杆菌的

分离鉴定，对阴性病料进行 CEEF’ 和 CD’3$ 的检

测。

CEEF’ 和 CD’3$ 阳性猪肺脏是由本实验室经

CDE 检测和测序确定为阳性的病料；CEEF’ 和 CD’3
$ 阴性对照为 FCM 猪肺脏，由山东省医学科学院实

验动物中心提供。

()()% 仪器和试剂：CDE 仪（4KK.-<(JN）；电泳仪、凝

胶成像仪（O7(J6<）；P/I 回收试剂盒、反转录试剂

盒、1(2 P/I 聚合酶（"QR!S）、</1C、0% T CDE U,NN.J
（16V6E6）。

()()* CDE 引物：根据 W.-O6-X 已发表的序列，设

计引物序列如下：CD’3$ 上游引物 "Y3DWID1111I3
II1DDW3#Y；下 游 引 物 "Y3IIDIIW11W11DWD1I3#Y，



预期扩增的片段为 !"#$%。&’’() 上游引物 *+,-..,
-/0-0./.-.-/-0,1+；下游引物 *+,/00/.0//-0/,
0//0.0,1+，预期扩增的片段为 234$%，引物由上海

(56786 公司合成。

!"# 猪传染性胸膜肺炎肺脏中 $%&’# 的 $%( 检测

!"#"! 样品总 9:/ 的提取：取少量传染性胸膜肺

炎发病猪肺组织及 &0),# 阳性及阴性对照猪组织，

分别 加 入 ;<*=> 的 组 织 抽 提 缓 冲 液（3;;==8?@>
:50?，3;==8?@> .ABC·0? %D!<;，#*==8?@> E9./ %D!<;，

;<*F(9(），研磨离心后，取上清液。于每份样品中

加入蛋白酶 G *!>，*#H消化 #2I，而后加入等体积

的苯酚@氯仿@异戊醇（#*：#2：3）混和液，振荡均匀

3=B6。3#;;;A@=B6 离心 *=B6，将上清液转移至另一

个离心管中，加入 ;<*=> 氯仿，振荡摇匀，3#;;;A@=B6
离心 *=B6，将上清液转移至另一个离心管中，加入

3=> 的无水乙醇，J #;H #I，3#;;;A@=B6 离心 *=B6，

弃上清液，加入 3=> K;F的乙醇漂洗，3#;;;A@=B6 离

心 1=B6，将上清液弃去，自然干燥后，加入 *;!> 的

.E 缓冲液。

!"#"# &0’ 检测：*;!> &0’ 反应体系含 3; L &0’
$MNNOA *!>，3;==8?@> 的 P:.& 2!>，*Q@!> !"# 9:/ 酶

;<*!>，#*!=8?@> 上、下 游 引 物 各 3<*!>，模 板 9:/
3!>，PPD#R 1"<*!>。&0’ 反应条件：4*H *=B6；4*H

1;C，*2H 1;C，K#H #=B6，共 进 行 #! 个 循 环；K#H
3;=B6。然后取 *!> &0’ 产物进行琼脂糖凝胶电泳，

在凝胶成像仪中观察并记录结果。

!") 猪传染性胸膜肺炎肺脏中 $((*& 的 (+’$%(
检测

!")"! 样品总 ’:/ 的提取：按 05SAB=8T,32.U ’:/
提取试剂盒说明书进行。分别取研磨后的传染性胸

膜肺炎发病猪肺组织及 &’’() 阳性和阴性对照猪

肺组织各 3;=7，加入 3=> 的 05SAB=8T,32.U (8?MSB86，

然后充分混匀。1;;;A@=B6 离心 *=B6，除去溶液，加

入 3=> 9E&0 处理过的PPD#R，3#;;;A@=B6 离心 #=B6。

向沉淀中加入 ;<*=> -M56BPB6BM= 溶液，混匀，加入

;<*=> 水饱和的苯酚@氯仿@异戊醇（#* V #2 V 3）混合

液，3#;;;A@=B6 离心 *=B6。将上清移至新的微量离

心管中，加入等量的异丙醇，J #;H放置 1;=B6 后，

3#;;;A@=B6 离心 3;=B6。沉淀用 K;F 的冷乙醇清洗

3 次，经真空干燥后，溶于 9E&0 处理的 PPD#R。

!")"# ’.,&0’ 检 测： 按 .5G5’5 ’:/ &0’ GBS
（/U)）)OAW 1<; 说明书进行反转录。反应总体积

3;!>：U70?# #!>、3; L ’. XMNNOA 3<;!>、’:5CO YAOO

PPD#R 1<K*!>、3;==8?@> P:.& =BTSMAO 3!>、’:5CO B6,
IB$BS8A ;<#*!>、/U) ’OZOACO .A56C[AB%S5CO ;<*!>、

&’’() 下游引物 ;<*!>、肺脏提取总 ’:/ 3!>。将

上述反应物混合均匀后，2#H 3I，4*H *=B6 灭活反

转录酶。利用 ’. 产物建立 *;!> 的 &0’ 反应体系：

#<;!> 反 转 录 [9:/、#*!=8?@> 上、下 游 引 物 各

;<*!>、3<;!> 3;==8?@> 的 P:.&、*<;!> 3; L XMNNOA、
;<*!> !"# 9:/ 聚合酶、2;<*!> PPD#R。&0’ 反应条

件：42H *=B6；42H 2*C，**H 2*C，K#H ";C，共进行

#! 个循环；K#H 3;=B6。取 *!> &0’ 产物进行琼脂

糖凝胶电泳，凝胶成像仪中观察并记录结果。

!", $%( 产物的克隆和序列测定

为确定 &0’ 产物的特异性，按 9:/ 回收试剂盒

的方法，回收 &0),# 和 &’’() &0’ 扩增产物，并将

回收的 &0’ 产物分别与 %U9,3!,. 载体连接，转化

大肠杆菌 .-3，按常规方法鉴定克隆。随机挑取 2
份病料 &0),# 和 &’’() &0’ 扩增产物的阳性克隆，

进行序列测定与分析。

!"- 数据处理

对传染性胸膜肺炎病料中 &0),# 和 &’’() 及

共感 染 的 阳 性 数 与 临 床 健 康 猪 肺 脏 中 &0),# 和

&’’() 及共感染的阳性数进行方差分析，以确定差

异的显著性。

# 结果

#"! 病料检测结果

经细菌的分离鉴定，在具有纤维素性胸膜炎和

出血性坏死性肺炎为特征的肺脏中，#*1 份病料猪

胸膜肺炎放线杆菌阳性；在临床健康猪肺脏中，3#*
份猪胸膜肺炎放线杆菌阴性。

#"# $%( 产物的克隆和序列测定

&0),# 和 &’’() &0’ 产物经克隆、测序，结果 2
个 &0),# 扩增产物的序列之间及 2 个 &’’() 扩增

产物的序列之间同源性均非常高，介于 4K<#F \
44<1F之 间，&0),# 扩 增 产 物 的 序 列 与 已 发 表 的

&0),#相 关 区 域 的 核 苷 酸 序 列 同 源 性 均 高 于

4"F［K］；&’’() 扩增产物的序列与已发表的美洲株

相关区域的核苷酸序列同源性均高于 4*F［!］。表

明建立的 &0),# 和 &’’() 的 &0’ 检测方法可行。

#") 传染性胸膜肺炎猪肺脏及临床健康猪肺脏中

$%&’#、$((*& 及 $%&’# 和 $((*& 共感染的检测

#*1 份传染性胸膜肺炎猪肺脏和 3#* 份临床健

康猪肺脏经 &0’ 扩增，结果，#*1 份传染性胸膜肺炎

猪肺脏中，3K3 份 &0),# 阳性、3;3 份 &’’() 阳性，
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阳性率分别为 !"#$%和 &’%；其中，!( 份肺脏样品

同时检出 )*+,- 和 )../+，两者共感染的阳性率为

-!#(%。而在 0-$ 份临床健康猪肺脏中，-0 份检出

)*+,-、0- 份检出 )../+，阳性率分别为 0!#(% 和

1#!%；两者共感染的肺脏未检出。部分传染性胸膜

肺炎猪肺脏中 )*+,- 和 )../+ )*. 扩增结果见图

0,2、图 -,2；部 分 临 床 健 康 猪 肺 脏 中 )*+,- 和

)../+ )*. 扩增结果见图 0,3、图 -,3。

图 ! 部分猪传染性胸膜肺炎肺脏（"）及临床健康猪肺脏

（#）中 $%&’( 扩增结果

45670 89: )*. ;<=>5?5@;A5BC D:EF>A B? )*+,- G:A:@A:G 5C =;DAE B? =BD,

@5C: =>:FDB=C:F<BC5; >FC6E ;CG 5C @>5C5@;>>H 9:;>A9H =56 >FC6E

27 )BD@5C: =>:FDB=C:F<BC5; >FC6E；37 *>5C5@;>>H 9:;>A9H =56 >FC6E7 I7

JK-’’’ <;DL:D；0 M "，0- M 0!7 G:A:@A:G E;<=>:E；(，00# N:6;A5O: @BC,

ADB>；1，0’#)BE5A5O: @BCADB> 7

图 ( 部分猪胸膜肺炎肺脏（"）及临床健康猪肺脏（#）中

$))*& 的 $%) 扩增结果

4567- 89: )*. ;<=>5?5@;A5BC D:EF>A B? )../+ G:A:@A:G 5C =;DAE B? =BD,

@5C: =>:FDB=C:F<BC5; >FC6E ;CG 5C @>5C5@;>>H 9:;>A9H =56 >FC6E

27 )BD@5C: =>:FDB=C:F<BC5; >FC6E；37 *>5C5@;>>H 9:;>A9H =56 >FC6E7 I7

JK-’’’ <;DL:D；0 M 00，0! M -0# J:A:@A:G E;<=>:E；0-，0$# N:6;A5O:

@BCADB>；0P，0&#)BE5A5O: @BCADB> 7

(+, 数据处理结果

统计结果表明，传染性胸膜肺炎发病猪肺脏中

)*+,- 和 )../+ 阳性率及 )*+,-、)../+ 共感染的

阳性率明显高于临床健康猪肺脏中 )*+,-、)../+
阳性率及 )*+,- 和 )../+ 共感染的阳性率，差异极

显著（! Q ’#’0）。

- 讨论

猪胸膜肺炎放线杆菌是一种条件性致病菌，可

存在于正常猪的鼻、咽中，当饲养管理不良，猪群受

到应激而使机体抵抗力降低时，扁桃体内及上呼吸

道存在的胸膜肺炎放线杆菌迅速增殖，并且释放出

毒素而引起传染性胸膜肺炎的发生。近年来，随着

集约化养猪业的发展，由 )*+,- 和 )../+ 感染引起

的免疫抑制是造成机体抵抗力降低的主要因素［!］。

上述两种病毒感染猪后，侵害机体的免疫系统，尤其

是侵害肺泡巨噬细胞，造成呼吸系统的抵抗力下降，

使猪易继发感染胸膜肺炎放线杆菌、巴氏杆菌、支原

体、链球菌等［1 M 00］。

崔治中［!］对我国集约化养鸡场流行病学调查中

发现，我国鸡群中免疫抑制性病毒二重及多重感染

现象非常普遍。不仅造成明显的生长迟缓，特别重

要的是引起中枢免疫器官的严重萎缩，而易继发其

它疾病的发生。近年来，在集约化饲养猪群中的

)../+ 和 )*+,- 共 感 染 现 象 也 日 益 为 人 们 所 关

注［0-，0P］。我们对山东省不同地区采集的 -$P 份传染

性胸膜肺炎放线杆菌阳性猪肺脏和 0-$ 份临床健康

猪肺脏检测结果表明，发生传染性胸膜肺炎猪的肺

脏中 )*+,- 和 )../+ 的检出率明显高于临床健康

猪。该结果提示，猪传染性胸膜肺炎的发生可能与

)*+,- 和 )../+ 的感染有关，但三者之间的确切关

系有待进一步研究确定。随着我国集约化养猪业的

发展，免疫抑制性病毒的感染或共感染的现象会日

趋严重，将对我国养猪业造成严重影响。所以，我国

应加强对猪双重或多重免疫抑制性病毒共感染的研

究，以保护和促进我国养猪业的发展。
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《微生物学报》加入“万方数据”等数字化期刊群的声明

为适应我国信息化建设需要，扩大作者学术交流渠道，本刊已加入《中国学术期刊（光盘版）》和“中国期刊网”。如作者不

同意将文章编入该数据库，请在投稿时声明，否则本刊将视为同意收录。

另外，从 #$$# 年开始，凡被本刊录用的文章均统一纳入“万方数据———数字化期刊群”，进入因特网提供信息服务。有不

同意者，请事先声明。本刊所付稿酬包含刊物内容上网服务报酬，不再另付。

读者可上网查询浏览本刊内容，刊物网址：TDD?：aaC>CVW" ?7@A=FAP5L>" P=:" P<
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