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非洲猪瘟流行病学研究进展

陈晶 1，王晓虎 1，黄元 1，黄忠 1，向华 1，陈金平 2，康桦华 1*

（1. 广东省农业科学院动物卫生研究所 广东省畜禽疫病防治研究重点实验室

农业部兽用药物与诊断技术广东科学观测实验站，广东 广州，510640；
2. 广东省生物资源应用研究所，广东 广州 5102）

摘要：非洲猪瘟是一种由非洲猪瘟病毒引起的急性、出血性、接触性、高致病性的传染性疾

病。目前针对该病尚未有商品化的疫苗与有效的治疗措施，该病 1921年在肯尼亚首次报道，

其后在世界各地陆续被发现，2018年8月在中国首次报道后引起巨大的经济和社会损失。本

文根据多年来非洲猪瘟病毒流行病学研究的相关资料，从全球流行趋势，传染源及传播途径，

临床症状及防控策略等方面进行简要综述，以期为我国非洲猪瘟的防控提供参考。

关键词：非洲猪瘟； 非洲猪瘟病毒； 流行病学

中图分类号：S851.3 文献标识码：A 文章编码：1005⁃8567（2019）03⁃0001⁃04

Advances in Epidemiological Studies of African Swine Fever

CHEN Jing1，WANG Xiaohu1，HUANG Yuan1，
HUANG Zhong1，XIANG Hua1，CHEN Jinping2，KANG Huahua1*

（1.Institute of Animal Health，Guangdong Academy of Agricultural Sciences，Key Laboratory of Livestock Disease
Prevention of Guangdong Province，Scientific Observation and Experiment Station of Veterinary Drugs and Diagnostic

Techniques of Guangdong Province，Ministry of Agriculture，P.R.China，Guangzhou 510640，China；
2. College of Veterinary Medicine，South China Agricultural University，Guangzhou 510642，China）

Abstract：African Swine Fever is an acute，hemorrhagic，highly pathogenic infectious disease caused by African
Swine Fever virus. There are no preventive vaccines and treatments for this disease. The disease was in Kenya in 1921.
After being reported for the first time，it was discovered all over the world（including China）. Based on the relevant
data of African swine fever virus epidemiology research for many years，this paper reviews the global epidemic trends，
sources of infection and transmission routes，clinical symptoms and prevention and control strategies，in order to
provide a basis for the prevention and control of African swine fever in China.

Keywords：African swine fever； African swine fever virus； Epidemiology
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*通讯作者：康桦华（1979.9⁃），女，广东翁源，博士，助理研究员，研究方向：动物疫病防控。E⁃mail：534011491@qq.com

非洲猪瘟（African swine fever，ASF）由非洲猪

瘟病毒（African Swine Fever virus，ASFV）引起的一

种急性，热性，高致死性的传染疾病，被世界动物

卫生组织OIE定为A类疫病，在我国被列为一类疫

病［1］。ASFV是一个巨大的（大于200 nm），有包膜

的，具有线性基因组的二十面体双链DNA病毒，

不同的毒株有不同大小的基因组，一般在170 kbp~
193 kbp间，编码 150~200种蛋白［2⁃3］，且基因组末

·· 1



端具有重复序列［4⁃6］。
目前尚无防控非洲猪瘟的有效疫苗。我国长

期将非洲猪瘟列为重点防范的外来疫病，直至

2018年8月，ASF传入我国并迅速在多省发现，导

致生猪发病死亡，给我国养猪业带了巨大损失。

本文从全球流行趋势，传染源及传播途径，临床症

状及防控策略等方面进行综述，以期为我国非洲

猪瘟的防控提供参考。

1 全球流行趋势
1921年非洲猪瘟在肯尼亚被首次报道，ASF

在发现之初并没有被认为是一种新的病毒，而被

认为是猪瘟病毒的变异［7］。在随后的研究中科学

家发现，这种疾病在肯尼亚东部和南部地区的野

生动物，特别是疣猪中已经存在相当长一段时

间。在其后 30多年间，ASF在中西部地区被陆续

发现，但仅限于撒哈拉以南的非洲国家。1957年，

非洲猪瘟病毒以安哥拉为跳板，首次在欧洲国家

葡萄牙里斯本被发现，迅速被扑灭后，ASFV沉默

了两年，1960年同样的基因型再次出现在里斯本，

并且很快从欧洲的西南角⁃伊比利亚半岛蔓延到欧

洲的其他国家，如法国（1964 年），意大利（1967
年，1969年，1983年）［8⁃12］，马耳他（1978年）［13］，
比利时（1985年）［14⁃15］和荷兰（1986年）［16⁃18］，在此

期间，美洲部分国家也陆续发现ASFV，例如古巴

（1971年，1980年）［19］，巴西（1978年），多米尼加

共和国（1978年）［20］和海地（1979年）［12］。2007年，

非洲猪瘟（ASF）抵达格鲁吉亚的黑海港口［21］，科学

家分析，最可能的原因是黑海波蒂港一艘船对受

ASF感染的猪肉处理不当。随后，ASF蔓延到邻国

亚美尼亚、阿塞拜疆、伊朗等地［22］，直至传播到整

个高加索地区和俄罗斯联邦（RF），并逐渐成为地

方疫病［23，24］。2012年 7月及 2013年 6月非洲猪瘟

在乌克兰和白俄罗斯被发现［25］，2014年1月，立陶

宛报告了第一例野猪感染ASFV的病例，揭示了非

洲猪瘟已经抵达欧盟东部边界，同年 2月，ASF在

波兰被发现，紧接着是拉脱维亚和爱沙尼亚［26］。
在波兰和波罗的海三国范围内，ASF已经慢慢成为

野猪种群中普遍存在的地方病［27］，而家猪中的

ASF则得到了有效的控制［28］。2017~2018年，欧洲

的比利时，保加利亚，捷克共和国，匈牙利，摩尔

多瓦和罗马尼亚都陆续有野猪病例或家养猪病例

的发现，这是比利时时隔 33年后再次发现ASF病

例［29，30］。2018年8月3日，农业农村部根据中国动

物卫生流行病学中心（国家外来动物疫病研究中

心）确认，正式发布了发生在沈阳市省北新区的非

洲猪瘟疫情通报［31］。至此，非洲猪瘟首次传入中

国［32］。

2 传染源及传播途径
近年来，随着非洲猪瘟在世界感染范围的扩

大，对 ASF 传染源及传播途径有了深入的研究。

ASF流行病学被描述为包括四个个独立的流行病

学循环：“森林循环（sylvatic）”、“蜱⁃猪循环（tick⁃
pig）”、“猪⁃猪循环（domestic）”和“野猪⁃栖息地循

环”，涉及软蜱，野生非洲猪（主要是疣猪），家猪

和感染猪产品［29］。非洲猪瘟病毒是目前已知的唯

一一个虫媒DNA病毒，首次发现是由在疣猪巢穴

内生长的一种携带非洲猪瘟病毒的软蜱持续传播

所致［34］。
2.1 森林循环

森林循环是指ASFV在病毒的天然宿主（即疣

猪和软蜱）之间循环，而不会引起脊椎动物宿主中

发生疾病［35］。这是ASFV在东非和南非最初的传

播方式［36］。
2.2 蜱⁃猪传播

在蜱⁃猪循环中，病毒主要在家猪中传播，蜱

作为自然宿主，携带病毒在人类环境中存在［37］。
ASF在撒哈拉以南非洲的部分地区及上个世纪 60
年代和 70年代在伊比利亚半岛流行，主要是这一

循环发挥重要作用［38］。
2.3 猪⁃猪循环

感染 ASFV 的家猪、野猪及其肉制品、饲料制

品等，由于人类活动由一个地方长距离跨越到另

一个地方，是非洲猪瘟在全球流行的主要驱动因

素［39］，也是全球绝大多数 ASF 爆发的循环模

式［40］。ASFV经过感染猪通过血液，粪便，尿液、

唾液甚至是通过人类食用感染猪肉直接传播至易

感猪，也可能是通过饲料、设备、饲养人的衣服或

鞋类传播，或者是通过猪肉制品传播。

2.4 野猪⁃栖息地循环

这一传播方式是ASF在中欧和东欧流行病学

行业动态 非洲猪瘟流行病学研究进展⁃陈晶，等·· 2
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研究中发现的流行模式，其主角包括欧亚野猪

（Sus Scrofa）、野猪栖息地和它们的尸体［41］，指野猪

之间的直接传播和通过栖息地的间接传播。被

ASFV感染的野猪尸体对栖息地的污染为ASFV感

染新的动物提供了可能。这一传播取决于环境、

时间、季节和尸体的分解［42］。这种病毒环境的持

久性同时也受到寒冷潮湿的气候的影响［43］。

3 临床症状
非洲猪瘟病毒能感染野猪及家猪，引起发热，

全身性出血及高死亡率，潜伏期一般为 3~19天，

多为突发高热，体温可达40 ℃以上，皮肤发绀，部

分发病猪只有跛行、便秘或腹泻或便血等症状，病

死猪体表可见大块紫色瘀斑等，其临床症状与猪

瘟（CSF）相似。但脾脏极度肿大至 5~10倍，严重

梗死，质脆易碎，是ASF 与 CSF 的重要鉴别特征。

4 防控策略
截至2019年1月16日，我国发生了102起非洲

猪瘟疫情，其中有4起发生在屠宰场，2起是野猪或

二代野猪疫情，分布在24个省份、74个地市、84个区

县，多起疫情间无明显流行病学关联。从疫情的分

布看，全国非洲猪瘟疫情总体呈现点状散发态势，局

部地区存在集中发生的情况。由于目前尚无针对非

洲猪瘟的有效疫苗及治疗方案，预防和控制本病要

依靠尽早发现疑似症状、准确迅速的实验室诊断及实

施严格的扑灭和卫生防疫措施［30］。
禁止饲喂泔水，禁止疫区以及疫区与非疫区

间的猪只或猪产品运输；猪场员工访问其它猪场后

不可直接回到自己猪场，需要至少隔离 48 h［24］；对
人员、车辆、衣物等进行严格消毒，ASFV 有效的消

毒剂包括 0.3%甲醛、2%次氯酸钠、2%氢氧化钠、

3%邻苯基苯酚和碘化合物等，要彻底清除有机物

质（粪便、饲料等）；妥善处理病死猪尸体；发现疑似

病例立马上报兽医相关部门等，是目前防控非洲

猪瘟有效的措施。
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非洲猪瘟流行的背景下猪场生物安全管理

胡斌 1，何艺平 2，胡旭进 3，童雄 1，杜宗亮 4，孟繁明 1，李剑豪 1

（1.广东省农业科学院动物科学研究所，畜禽育种国家重点实验室，广东省动物育种与营养公

共实验室，广东省畜禽育种与营养研究重点实验室，广东 广州 510640
2.广州市畜牧研究所，广东 广州 510545

3. 金华市农业科学研究院，浙江 金华 321000
4. 清远市龙发种猪有限公司，广东 英德 513057）

摘要：2018年8月3日，非洲猪瘟首次在辽宁发现，并迅速蔓延。该病具有急性、高热、高

死率等特征，如何控制甚至净化国内非洲猪瘟，已成为整个产业亟需解决的问题。中国生猪

年出栏量占全球50% 以上，因散户、低生物安全小型猪场的存在以及规模化猪场在生物安全管

理上存在的欠缺和漏洞，我国猪场的生物安全管理水平亟待提高。本文通过介绍非洲猪瘟的

传播途径以及国外净化非洲猪瘟成功的案例，阐述非洲猪瘟的生物安全防疫管理，以供生猪

养殖企业借鉴。在政府部门的科学引导下，每个猪场都建立完善的生物安全管理体系，非洲

猪瘟必定能在中国得到有效的控制。

关键词：非洲猪瘟； 生物安全； 猪
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Biosecurity Management in Pig Farms Under the
Background of African Swine Fever Epidemic

Hu Bin1，He Yiping2，Hu Xunjing3，Tong Xiong1，Du Zongliang4，Meng Fanming1，Li Jianhao1

（1.Institute of Animal Science，Guangdong Academy of Agricultural Sciences.，State Key Laboratory of Livestock
and Poultry Breeding，Guangdong Public Laboratory of Animal Breeding and Nutrition，Guangdong Key Laboratory of

Animal Breeding and Nutrition. Guangdong Guangzhou 510640 China；
2.Guangzhou Science institute of animal husbandry, Guangzhou 510545 China

3.Jinhua Institute of Agricultural Sciences；
4.Qingyuan Longfa Pig Breeding Co. Ltd. Guangdong，Qingyuan 513057 China）

Abstract：African swine fever was first detected in Liaoning province on August 3，2018，and spread rapidly.
The disease has the characterisitics of acute，high fever and high mortality. How to control or even purify the African
swine fever has become an urgent problem for the whole industry. More than 50% of the world's annual yield pig in
China，but due to low biosecurity of small pig farms exist，and large⁃scale pig farms in the biosecurity management
also exists deficiencies and loopholes，to improve the level of biosecurity management are necessary. By introducing
the transmission of African swine fever and successful cases of purifying African swine fever abroad，this paper
expounds the biosecurity epidemic prevention management of African swine fever，which is used for reference by pig
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非洲猪瘟是由非洲猪瘟病毒（African Swine
Fever Virus，ASFV）引起猪的一种急性、热性、高度

接触性动物传染病，以高热和高死亡率为特征。

强毒株造成的急性感染，症状表现为高热、食欲减

退、昏睡、虚弱、卧地不起、腹泻和以及妊娠母畜流

产。感染猪的死亡通常出现在临床症状出现后的

7~10天［1］。自 20 世纪 20 年代在肯尼亚被首次发

现 直 到 1957 年 前 ，非 洲 猪 瘟（African Swine
Fever，ASF）的暴发一直局限于非洲，1957 年葡萄

牙报道了此病的发生，疫情得到了有效的控制和

扑灭。在 20 世纪 70 年代和 80 年代，非洲猪瘟传

入多个欧洲和美洲国家，在欧洲，包括荷兰、意大

利、法国、比利时、马耳他，在美洲，包括古巴、多米

尼加共和国、海地和巴西。尽管非洲猪瘟危害巨

大，但经过多年的努力，ASF已经在这些国家得到

了净化。直到2007年 6 月，ASF传入高加索地区，

同年 7月格鲁吉亚，8月亚美尼亚，11月俄罗斯，

2012 年乌克兰，2013 年白俄罗斯，2014年，波兰、

立陶宛、拉脱维亚和爱沙尼亚相继报道，2017年，

意大利、捷克共和国和罗马尼亚等暴发ASF。在我

国，2018年8月，于辽宁省沈阳市首次报道了ASF
疫情，存栏 383 头，发病 47 头，死亡 47 头［2］。之

后河南、江苏、浙江、安徽、黑龙江、内蒙古、吉林、天

津、山西、云南、湖南和贵州等 31个省（直辖市、自

治区）报道ASF疫情［3］。

1 病原体
ASFV是一种虫媒双链DNA病毒，拥有较大的

基因组（170⁃194 KB），含有 151 个开放性阅读框

（ORFs），可以编码150~200种蛋白质，其基因组变异

频繁，表现出明显的遗传多样性。是一种正二十面

体对称结构病毒，病毒直径200 nm，其中直径为70~
100 nm的DNA核心位于病毒中间，直径为172~191
nm的二十面体衣壳和含类脂的囊膜包裹着病毒外周。

共有22个基因型［5］和一个血清型［6］，其中血清型又

可以根据非洲猪瘟病毒的血细胞吸附特性划分为8个
血清组。本病病程短，病死率高，且无有效疫苗和治

疗药物，致死率可高达100%。

在自然条件下ASFV比较稳定，特别是在有机

物的环境中，存活的时间较长。在受污染的栏舍

内ASFV能保持传染性高达 1个月，在未煮熟的肉

片、香肠等肉制品中存活 3~6 个月。在常温条件

下，ASFV在在鲜肉和腌肉中存活140 d，在带骨肉

中可存活150 d［7］。所以，ASFV极具传染性和易传

播性，一旦感染，对养猪企业造成的危害巨大。

2 传播方式
了解非洲猪瘟病毒的传播途径，是防止其传

播的重要办法。非洲猪瘟病毒的传播主要途径有4
条［8］，包括：（1）森林循环：疣猪、野猪、软蜱之间的

传播；（2）野猪⁃栖息地循环：野猪、野猪制品、栖息

地之间的传播。（3）蜱⁃猪循环：家猪、软蜱之间的传

播；（4）家猪循环：家猪、猪肉制品之间的传播。研

究表明，野猪⁃栖息地循环、家猪循环两个为国内蔓

延的主要方式，家猪循环的主要传播因素有感染

的生猪运输，以及污染的泔水、肉制品等［9⁃10］。同

时猪群密度和人口密度对病毒的传播也起到了重

要的作用［11］。
有报道表明，鸟类也能作为蜱虫的传播途

径。葡萄牙暴发 ASF 后，在对发病猪进行了扑杀

的同时，对猪舍周围蜱虫栖息地进行检查和清除，

最终ASF在爆发5年后被彻底根除，证明了蜱虫能

长期保持感染的能力［12］。因此，确保猪舍没有鸟

类动物栖息地，是有效控制蜱虫的一个基本要

求。最新的研究发现，厩螫蝇（Stomoxys calcitrans）
也能够传播非洲猪瘟［13⁃14］，螫蝇采含有ASFV病毒

的血液后 0～72 h，在不同部位检测到 ASFV，这为

防控的非洲猪瘟又增加了防控难度。

3 实验室诊断
在实验室病原学检测方面，PCR 方法具有很

高的灵敏度和特异性，包括普通 PCR、荧光定量

PCR、多重 PCR、等温扩增技术［15］，重组酶聚合酶

扩增技术也可以作为检测非洲猪瘟病毒的有效方

行业动态 非洲猪瘟流行的背景下猪场生物安全管理⁃胡斌，等

farms. Under the scientific guidance of government departments，the biosecurity management system is established in every pig
farm，African swine fever will be effectively controlled in China.

Keywords：African swine fever； biosecurity； pig
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法，其敏感度高于等温扩增法［16］；另外血清学检

测，包括 ELISA 抗体检测、间接免疫荧光抗体试验

等［17］，也可运用于检测。常规的PCR分子生物学

技术可以在猪感染ASFV的早期检测到病毒核酸，

这样更简单、高效、成本低，对早期ASFV的检测具

有重要作用［18］。

4 国外净化情况
尽管非洲猪瘟危害巨大，很多国家采取了一系

列的净化措施和办法，通过多年的努力和探索，也从

中积累很多宝贵的经验和教训。西班牙和巴西作为

全球第三、第四生猪出栏国家，在非洲猪瘟净化方面

有非常成功的经验。西班牙采取了一系列措施，如：

将整个西班牙划分为“无疫情监测区”和“感染区”；建

设“流动兽医临床团队网络体系”；一旦确认出现 ASF，
可对所有感染群全面扑杀，并对周边猪只做样品调

查等，从首次发病到彻底根除用了 35 年时间，从实

施净化到根除用时10年［19］。巴西从首次发病到根除

才用了 7 年，在非洲猪瘟净化上采取了一系列有效

措施，如按全国生猪养殖的分布特点、猪肉企业的密

集程度等，区分不同风险程度，分地域进行控制和根

除；并建立疫情通报系统，接收、处理全国所有兽医

的疫情汇报；禁止感染区、风险区内的猪自由移动；彻

底清洗、消毒可能受到污染的交通工具、建筑及物品；

对有出血症状和繁殖障碍的猪、冷冻猪肉、屠宰场进

行检测等。巴西从制定根除计划到彻底根除非洲猪

瘟，只用了4 年时间［20］。而俄罗斯由于一系列原因，

如监测系统不完善、存在大量低生物安全水平的农场

等方面，在非洲猪瘟净化上未能获得成果［21］。

5 生物安全防控
5.1 人员管理

建立双层隔离区，任何进入猪场内的员工必

须通过两次隔离。个人在第一层隔离区，隔离 3
天。第一次隔离，采取衣物、手机、皮肤等物件表

面样本，送实验室进行PCR检测，监测呈ASFV阳

性的个人，不得进入第二层隔离区。进入第二层

隔离区，所有衣物、洗刷用品等都由场内消毒后统

一提供，不能穿戴私人衣服及携带私人物品进入

猪场，包括衣物、鞋帽、钱包等。如果带入必须用

品，如手机等，必须臭氧消毒24小时以上，并在消

毒后套上薄膜袋，且只能带入生活区。在第二层

隔离区，隔离 3 天，进入猪场前，必须再次通过

PCR检测，呈阴性才能进入猪场。

5.2 车辆管理

外来车辆不能进入猪场。虽然车辆可以通过

清洗、消毒等方式清除传染源，但难免会留下死

角，从而增加消毒不彻底带来的风险。如果猪场

的饲料加工车间在猪场附近，饲料场与猪场之间

必须设立隔离墙，对饲料车间进行隔离分区。场

内运输用饲料车，也严禁出隔离区。场内自用车

辆必须定期去除杂物、泡沫清洗剂浸泡、高压热水

冲洗、消毒、干燥等。如果有条件，进入猪场附近

的运输玉米车辆，在消毒后，也必须通过 PCR检

测，呈阴性才能进入饲料车间。

5.3 进出物资管理

猪场工作人员用餐，统一由外面煮熟后配

送。不购入新鲜食品、蔬菜等。这样可以避免由于

生蔬运输带入污染的危险性。存放饲料的仓库须

设立臭氧熏蒸点进行熏蒸消毒，直接运到仓库的

饲料要密闭消毒至少2 h后进入饲料车间。购入的

必须药品通过和员工一样的双层隔离验收才能进

入猪场。

5.4 饲料及原料进行风险评估

饲料传播途径具有传播范围广、速度快的特

点。猪场应该详细了解饲料的成分及其来源，对

供应商进行饲料风险评估，以避免污染的原料进

入猪场。评估内容包括原料来源和贮存，饲料生

产贮存运输过程中的生物安全风险防范控制。

ASFV在自然条件下十分稳定，OIE建议使用60 ℃
加热 20 min，或者 56 ℃加热 70 min以达到病毒的

灭活效果，有条件的猪场使用饲料原料自行高温

制粒，否则对原料进行核酸监测［22］。
5.5 水源及场内消毒管理

水源，作为一个重要的影响生物安全的因素，

往往被很多猪场所忽略。很多猪场的水源来自附

件的河流水、地下水等，而水质很多情况下都不能

保证其生物安全的达标，所以，猪场使用的水，必

须通过消毒等措施。漂白粉作为常用的猪场消毒

药，在饮水中加入 0.3~1.5 g/L 计量，可起杀菌作

用。同时，三氯异氯尿酸具有高效、广谱、安全等

特点，是一种极强的氯化剂和氧化剂，对饮水中细

非洲猪瘟流行的背景下猪场生物安全管理⁃胡斌，等 行业动态 ·· 7



菌、病毒、真菌、芽孢等都有杀灭作用，对球虫卵囊

也有一定杀灭作用（消毒计量为 4~6 mg/L）。有必

要取猪场用水送检，对水源质量进行评估，如硬

度、水中农药残留、酸碱度、重金属残留、是否含有

猪群易感染的细菌和病毒等，以确保所用水的安

全性［23］。
氢氧化钠1~2%浓度的水溶液，可以用来对猪

场地面、料槽等进行消毒。猪场内猪舍之间的道

路，可以铺洒生石灰。10%苯以及苯酚可以用于车

辆和相关设备的消毒。

5.6 有害生物管理

根据ASFV的传播途径，应该对猪场内或附近

的不利生物，包括野猪、鸟类、野生动物、蚊子、苍

蝇、蜱等，采取隔离在场外的措施。搜索附近是否

有野猪等啮齿类动物，对这些动物进行排查、迁移

等。非现代化猪场，通常由木头和石头建成，蜱可

以隐藏在这些材料中，检测场区是否有蜱的存在，

并定期喷洒杀蜱虫药物，确保场内无蜱虫的存在，

有条件的对场附近区域进行除蜱工作。对猪场内

部进行大扫除，主干道定期进行消毒工作，注意猪

舍环境卫生，必须清除猪舍内部的杂草或死角的

垃圾残留，不留消毒死角；定期灭鼠灭蚊蝇，不给

老鼠、苍蝇等留有生存的条件。猪场安装防虫网、

防鸟网，以防蚊虫和鸟类等进入到栏舍内，切断

ASFV的空中传播途径［24］。

6 小结
我国生猪出栏量庞大，是世界第一，占全球50%

以上，随着生产技术的提高，规模化猪场比例越来

越高，小散户数量在减少，但是数量依然比较大，2016
年，年出栏500头以下的猪场，占生猪产量的60%，

这种情况下，低生物安全的猪场是存在的。Cappai
S等［25］根据2011~2016 年期间在撒丁岛的家猪爆发

ASF数量，利用模型评估，发现生猪的非法贸易、数

量、移动、感染的野猪以及猪场的数量为最主要的生

物学风险因素。以散户为主的养殖模式，完善的生

物安全管理体系将是防控非洲猪瘟首要和有效的手

段，这需要从猪场建设、饲养管理、人员和物质流动

等方面加强管理；同时加强疫病监控，定期对饲料、

隔离区、人员携带物品等进行样本的PCR检测，以防

控未知的风险；加强一线员工生物安全的培训，提高

人员共同防疫的认识，让生物安全细节能落实到位。

西班牙颁布了非洲猪瘟根除计划，采取了一系列防

控措施，10年后成功根除了非洲猪瘟；俄罗斯，ASF
自2007年起流行 11 年，依然未能获得明显的效果，

而巴西则利用 7 年的时间根除了非洲猪瘟。这些事

例说明净化非洲猪瘟将是一个长期和艰巨的工作，

养猪企业要长期生存下去，只有严格执行各项生物

安全措施，才能在非洲猪瘟等疫病防控中获得胜利。
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鸡传染性法氏囊病病毒及疫苗的研究进展

朱思思，李永红

（广东永顺生物制药股份有限公司，广东 广州 511356）

摘要：鸡传染性法氏囊病（IBD）是由传染性法氏囊病病毒（IBDV）引起的急性、高度接触性

传染病，主要感染 3~6周龄雏鸡。自首次发现以来，它一直是家禽业经济损失的主要原因之

一。IBDV具有分段的双链RNA基因组，易发生遗传变异，产生与现有商品化疫苗的抗原性不

能完全匹配的流行毒株，从而导致免疫失败。因此迫切需要研发与临床流行毒株相匹配的新

型疫苗用于 IBD的防控。本文综述了该病毒当前流行病学和疫苗的研究进展，为 IBD的防控提

供参考。

关键词：传染性法氏囊病； 传染性法氏囊病毒； 疫苗
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Research Progress of Infectious Bursal Disease Virus and
Vaccine in Chicken

Zhu si si，Li yong hong
（Guangdong Winsun Bio⁃pharmaceutical Co.，Ltd.，Guangzhou 511356，China）

Abstract：Infectious bursal disease（IBD）is an acute，highly contagious infectious disease caused by infectious
bursal disease virus（IBDV），which main infect 3 to 6 weeks old chicks. Since first been discoveried，it is one of the
leading cause of financial loss in the poultry industry. IBDV has segmented double⁃stranded RNA genome，that prone
to genetic variation to produce epidemic strains that do not fully match the antigenicity of existing commercial vaccines
and leading to immune failure. Therefore，it is urgent to develop new vaccines that match the clinical epidemic strains
for the prevention and control of IBD. This article reviews the current epidemiology of the virus and the research
progress of vaccine，providing reference for prevention and control of IBD.
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传染性法氏囊病（IBD）是由一种禽类双链

RNA（dsRNA）病毒——传染性法氏囊病病毒

（IBDV）引起的疾病。这种病毒通过感染淋巴器官

法氏囊（Bursa of Fabricius，BF）组织内未成熟的B
淋巴细胞，诱导其凋亡并引起免疫抑制，进而导致

接种失败，增加机体对其他病原的易感性，引起继

发感染［1］，严重时可致使鸡死亡。一旦饲养地点受

到污染，病毒通过受感染粪便污染的饲料和水在禽

类之间进行有效水平传播，然而，没有垂直传播的

报道。自从 50 年前在美国首次发现经典毒株，

IBDV病毒已经扩散到整个世界并伴随着复杂的演

变，给养鸡业造成严重的经济损失。

1 IBDV基因组
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像所有双RNA病毒一样，IBDV包含两段双链

RNA。片段 A 包含两个部分重叠的开放阅读框

（ORF）。较大的ORF编码多聚蛋白（NH3⁃VP2⁃VP4⁃
VP3⁃COOH），其经过自催化分解成两种病毒结构

蛋白 pVP2 和 VP3，以及丝氨酸（S）蛋白酶 VP4［2］。
pVP2产物在病毒复制和衣壳组装过程中被进一步

加工成成熟的VP2［3］。另一个ORF编码非结构的

VP5蛋白［4］。研究表明，在支架蛋白VP3存在的情

况下，VP2蛋白形成三聚体构成病毒衣壳表面，每

个VP2蛋白氨基酸（aa）构成四个环：PBC（aa 219⁃
224）、PDE（aa 249⁃254）、PFG（aa 279⁃284）和 PHI
（aa 316⁃324）［5］。这些环末端的氨基酸经常发生变

化，因此基因组的这一区域被称为高变 VP2
（hvVP2）序列。VP2衣壳表面蛋白决定 IBDV的免

疫原性，hvVP2 氨基酸可直接用于免疫原性的鉴

定，VP5参与受感染细胞中病毒的传播［6］。片段B
编码的聚合酶（VP1）介导病毒RNA复制［7］。 VP1
晶体结构显示三个结构域：N⁃末端（aa 1⁃167），中心

聚合酶（aa 168⁃658）和C⁃末端（aa 659⁃878）区域［8］。

2 流行病学
从历史上看，IBDV进化的主要事件有：1957年

经典 IBDV的第一次爆发和 20世纪 80年代发现了

抗原的变异，以及 20世纪 80年代后期在美国和欧

洲检测到超强毒株（vvIBDV）。最近的一项全球

IBDV分子流行病学研究显示，所有主要家禽产区

都存在两种或多种可变致病性毒株，且 60%~76%
是具有不同程度变异的vvIBDV［9］。

vvIBDV抗原性虽与经典的 IBDV相似，但只有

部分减毒的经典疫苗株对其具有保护作用。从经

典毒株的脯氨酸到 vvIBDV的丙氨酸，VP2蛋白222
位氨基酸的突变表明这些病毒之间存在抗原差异，

因此，单克隆抗体被用于识别与经典毒株有抗原差

异的 vvIBDV。此外，有报道从接种过经典 IBDV疫

苗的鸡中分离出的 vvIBDV，其 254 位置（闭环 P
DE）上的甘氨酸（G）被一个 S残基代替，这表明此

氨基酸突变与疫苗接种失败有关［10］。接种过 IBDV
活疫苗（Del⁃E株）的鸡，在被254位含有S残基的毒

株攻击，也会发生严重的法氏囊病变，这说明 254
位含有S残基的毒株能逃逸Del⁃E株产生的中和抗

体［11］。

IBDV 之间的基因重组在进化中起着重要作

用。研究报告病毒 hvVP2的主要亲水峰A和B结

构域（环P BC和P HI）的突变导致大多数多次接种

过疫苗的家禽不被保护。 近年来，来自不同大陆

的 IBDV野外分离株在hvVP2的较小亲水峰结构域

（环PDE和PFG）处显示出交换。这些区域的单突

变或组合突变直接影响 IBDV 野外分离株的毒

力［9］。 研 究 显 示 ，vvIBDV VP2 中 第 253 位

（Q253H），第279位（D279N）和第284位（A284T）的

氨基酸被替换会导致毒力丧失［12］。而减毒 IBDV
毒株的 VP2 第 253（H253Q/N）或 249（R249Q）位置

处的单个氨基酸突变却会明显增加其毒力［13］。此

外，212（D212N）位置的氨基酸突变在最近分离的

vvIBDV株中是常见的，这可能影响VP2的结构并

因此影响病毒的抗原性［9］。
有研究指出在300份 IBDV分离株中有三分之

一未能与任何已知的在过去二十年中被用于 IBDV
鉴定的VP2单克隆抗体反应，这充分说明了 IBDV
的巨大进化［9］。

3 传统疫苗防控
疫苗接种是控制 IBD的最重要措施。雏鸡有

两种途径获得 IBDV抗体，一是通过种鸡接种疫苗

使雏鸡携带母源抗体产生免疫力，在雏鸡的B淋巴

细胞最容易受到 IBDV感染时，母源抗体将保护雏

鸡直到 3~4周龄［6］。二是通过接种如减毒活疫苗

或灭活疫苗使雏鸡产生主动免疫。接种减毒活疫

苗能诱导鸡群在较短时间内产生主动免疫，但由于

受母源抗体的干扰，致使免疫效果千差万别，有时

甚至导致免疫失败。中等毒力活疫苗虽能达到更

好的免疫效果，但又会引起法氏囊组织损伤，毒力

返强、残留毒力导致免疫抑制，以及参与新变异株

基因重组等一系列生物安全问题［14］。此外，由于

大多数商品化的 IBDV活疫苗都是基于经典毒株研

制的，对临床流行的 vvIBDV或变异毒株不能够完

全保护。与活疫苗相比，灭活疫苗安全性更高，但

免疫效果略低，需要反复多次加强免疫，这增加了

免疫成本［14］。
虽然母体免疫和主动免疫接种策略都是有效

的，但过去50多年 IBDV之间的抗原漂移和抗原变

异导致的抗原多样性，致使雏鸡在母源抗体较高时
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也有可能感染 IBDV并引起囊损伤。由于商业化

IBDV疫苗中可供选择的抗原种类有限，一些国家

的养殖户只能通过在农场分离这种突破母源抗体

的病毒变异株来制备成自家疫苗，再给种鸡接种，

使其雏鸡携带该变异株的母源抗体而受到保护。

然而自家疫苗从病毒分离、繁殖和灭活乳化都需要

大量时间，这使得养殖户难以跟上不断演变的

IBDV抗原漂移的速度。同时，有研究指出世界范

围内都存在的 IBDV新变异株具有地域性，这使研

发具有全球应用价值的 IBD疫苗难度加大［15］。

4 新疫苗开发
传统的减毒活疫苗和灭活疫苗多年来没有改

变，已经不能完全抵抗不断演变的 IBDV病毒，因此

迫切需要研究与流行毒株相匹配的新型疫苗。

4.1 亚单位疫苗

作为病毒衣壳蛋白，VP2携带负责诱导保护性

体液免疫应答的免疫显性表位，因此一直是亚单位

疫苗的研究热点。由于VP2上的表位具有构象依

赖性，致使虽然真核系统表达的VP2亚基比原核系

统表达提供了更好的免疫原性，但它们仍旧不是强

免疫原。有研究［6］指出，使用鸡白细胞介素⁃2或鸡

白细胞介素⁃18融合表达的VP2蛋白进行免疫，其

免疫原性会增强。使用免疫增强剂和优良佐剂也

有可能会提高VP2亚单位疫苗的免疫原性，但当

VP2作为亚单位表达时所形成的管状结构仍不如

病毒衣壳免疫原性强。因此推测病毒衣壳中发现

的VP2三聚体结构是提高免疫原性的基础。如今，

在酵母和大肠杆菌表达系统中产生的 IBDV⁃VP2亚
单位疫苗已商业化。

利用 IBDV特异性单克隆抗体制备一种含有多

个 IBDV表位的模拟抗原疫苗是另一种亚单位疫

苗。这种模拟抗原可以与佐剂一起配制成疫苗并

用于2周龄雏鸡的免疫接种，免后14天加强免疫后

诱导产生的中和抗体可保护雏鸡免受 vvIBDV的攻

击［6］。这种多表位模拟抗原与亚单位疫苗类似，可

在原核系统中表达，生产成本低，有可能被用于替

代灭活的 IBDV疫苗。

4.2 免疫复合物疫苗

将 IBDV特异性高免血清与疫苗毒株结合制备

的 IBDV 免疫复合物（Immune complex，Icx）疫苗，

利用抗体分子的Fc片段与抗原递呈细胞的Fc受体

间的高亲和性，使与抗体结合的抗原更易有效地与

递呈细胞结合，该复合物被递呈细胞吞噬和内质化

后，即可激活并刺激B淋巴细胞分泌抗体，从而引

起强烈的体液免疫反应［14］。有研究称，在体外构

成的免疫复合物对机体所刺激的体液免疫反应是

自然抗原的100 倍［14］。
该复合物不受母源抗体干扰，可用于胚内及 1

日龄雏鸡免疫，且免疫效果优于常规活疫苗；当雏

鸡母源抗体降低到一定水平时，IBDV⁃Icx中的病毒

开始释放复制并产生免疫保护力［16］。有研究分别

用 IBDV⁃Icx疫苗和弱毒活疫苗免疫 1日龄 SPF雏

鸡，免后9 d剖检发现，免疫复合物疫苗组鸡法氏囊

正常而弱毒活疫苗组鸡法氏囊全部明显萎缩，免后

21 d和28 d，复合物疫苗免疫组均100%保护［17］。
另发现鸡胚接种 IBDV⁃Icx疫苗后，在脾脏内出

现更多的生发中心，大量的病毒被局限在脾脏和粘

液样的树突细胞内，减少了病毒在体内其他组织中

的复制，降低了对外的排毒量和野毒重组的可能

性，从而规避了活疫苗使用可能存在的生物安全风

险［14］。
4.3 活病毒载体疫苗

将目的基因插入活病毒载体基因组复制非必

需区，当重组病毒感染宿主时，外源基因能够随病

毒载体共同在宿主体内复制、表达外源蛋白，并激

发宿主产生免疫应答［18］，活病毒载体疫苗是依据

这一原理研制成功的商业化疫苗。禽痘病毒、禽腺

病毒、新城疫病毒和火鸡疱疹病毒常被用作基因工

程病毒载体来表达 IBDV VP2 表面蛋白。表达的

VP2蛋白不受母源抗体的影响，不会导致法氏囊损

伤，且可用于胚内及 1日龄雏鸡接种，并避免了活

疫苗免疫后可能导致的免疫抑制风险［19］。
同时可通过在病毒载体中同步插入多个外源

基因来制备多价疫苗，从而降低生产成本。但同时

免疫多种同病毒载体疫苗可能会产生相互干扰，减

少病毒在宿主组织中的复制而影响疫苗功效，这限

制了活病毒载体疫苗的广泛应用。

4.4 病毒样颗粒疫苗

使用杆状病毒或酵母表达系统生产的病毒样

颗粒（VLP）疫苗，解决了 IBDV灭活疫苗生产成本

高，产量不稳定等问题。VLP除了缺乏核酸和非结
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［1］

［2］

［3］

［4］

［5］

［6］

［7］

［8］

［9］

构病毒蛋白外，在结构上与原生病毒衣壳相同，其

VP2具有三聚体结构形式。通过杆状病毒表达的

IBDV VLPs含有 pVP2和VP3蛋白，与 pVP2亚单位

和 IBDV多聚蛋白相比，这些VLPs具有更好的免疫

原性［6］。当在VP2衣壳蛋白的N端添加组氨酸标

签后，毕赤酵母表达体系能表达出23 nm的亚病毒

颗粒，通过肌肉注射途径给鸡接种时，能产生对经

典 IBDV毒株的完全保护；口服接种时，能产生部分

保护作用［6］。当添加佐剂时，口服接种也能达到

100%的保护作用，但会造成轻度囊泡损伤。

有研究将一种经典病毒 pVP2 和变异病毒

pVP2与VP3一起表达，形成一种多价VLP，这种疫

苗可保护鸡免受两种抗原类型的病毒感染［20］。这

类疫苗在被多种抗原类型的 IBDV共同感染的区域

有很好的应用前景。

4.5 DNA疫苗

编码免疫原蛋白的裸DNA可以让机体对病原

体产生免疫反应。IBD DNA 疫苗一般选用编码

VP2蛋白或整个病毒多聚蛋白的DNA，但前者比后

者效果差［6］。Li等发现通过肌肉或皮下注射含有

编码多聚蛋白的DNA质粒，可诱导机体产生中和

抗体并起到保护作用，但通过口服或滴眼免疫则不

行，同时脂质体佐剂能有效增强疫苗免疫效果［21］。
有研究利用编码 IBDV多聚蛋白的DNA疫苗

免疫 1日龄雏鸡，可达到 70%～100%的保护，保护

率与疫苗免疫量和攻毒毒株有关。有资料显示单

独胚内免疫 vvIBDV DNA疫苗无法提供对 vvIBDV
的保护，但 1周龄时加强免疫灭活 IBD疫苗或VP2
鸡痘重组疫苗，则可保护［6］。总之，针对 IBD 的

DNA疫苗有可能解决与母体抗体干扰和重复接种

减毒活疫苗有关的若干问题，但仍处于试验阶段。

目前还不清楚它们是否能对不同的 IBDV抗原类型

提供交叉保护。

5 展望
尽管目前市场上商业化的 IBD疫苗产品丰富，

但仍存在局限性。开发新型佐剂或许是提高疫苗

免疫效果的新方向。白细胞介素、猪乳铁蛋白、热

休克蛋白、鸡 β⁃防御素⁃1和合成的 PAMP 模拟物

（例如CpG寡脱氧核苷酸）等其他新型佐剂也能改

善疫苗免疫效果［9］。提高疫苗功效的另一方法是

通过靶向特异性免疫隔室（例如抗原呈递细胞）来

优化候选疫苗的递送，如微粒和纳米颗粒递送系

统。抗原递送通过该类系统具有几个优点，包括防

止通过粘膜免疫的酶降解和缓慢受控释放抗原，同

时可增加靶向递送和抗原呈递细胞的抗原摄取

量［9］。此外，有报道雷帕霉素的哺乳动物靶标

（mTOR）（先天性和适应性免疫的细胞内调节剂）在

控制病毒感染中的作用。通过调节自噬机制，

mTOR通过向自噬体传递抗原，导致大量肽表位的

产生，从而产生免疫反应［22］。靶向自噬在 IBDV干

预策略中可能也具有良好的应用前景。未来随着

免疫学和分子生物学技术的进一步发展，与流行毒

株抗原结构相匹配的疫苗研制速度将加快。
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大豆异黄酮在动物养殖中的应用研究进展
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摘要：大豆异黄酮是以3⁃苯并吡喃酮为母核的多酚混合物，近年来研究者发现其具有清除

自由基，抑制脂质过氧化，增强机体抗氧化酶活性等，可有效提高畜禽抗氧化能力，有利于动

物生产与健康，因而大豆异黄酮在动物养殖中的应用日益受到关注。随着水产养殖业的迅速

发展，大豆异黄酮作为抗氧化剂在水产动物生产中的运用也受到广泛关注。本文通过对大豆

异黄酮结构及其作用机制的分析，综述了大豆异黄酮在动物中的应用研究，展望大豆异黄酮

在水产饲料应用中可能发挥的积极作用。
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1 大豆异黄酮的结构及性质
大豆异黄酮（ISF）是大豆中一类具有 15个碳

原子的多酚化合物的总称，是一类具有广泛营养

学价值和健康保护作用的非固醇类物质。自然界

中大豆异黄酮仅存在于大豆、蚕豆、扁豆等豆科蝶

形花亚科的极少数植物中。1931年，首次分离提

取出大豆异黄酮——染料木黄酮，随后又发现黄

豆甙元和大豆黄素。

大豆异黄酮的芳环（A 环、B 环）（如图 1）之

间以一个三碳环（C环）相连，B环在碳 3位置上和

杂化环相连，并且 ISF 因其取代基的多样性其种

类也较多［1］。大豆中天然存在的 ISF共有 12种异

构体（如表 1），主要以结合型糖甙形式存在，占

97~98%，其次为游离型甙元形式存在，占 2~
3%。包括大豆黄酮（4，7⁃二羟基异黄酮）、金雀异

黄素和大豆黄素（glycitein）3种游离型甙元以及葡

萄糖甙、乙酰基葡萄糖甙、丙二酰基葡萄糖甙等 9
种结合型糖甙［2］。在加热和碱性（PH 8~13）条件

专题综述 广东畜牧兽医科技广东畜牧兽医科技 2019年（第44卷）第3期

注：A游离型甙元；B结合型甙元

图1 大豆异黄酮的结构式［5］

A B

表1 大豆异黄酮的结构［5］

分类

甙元

葡萄糖甙

乙酰基

葡萄糖甙

丙二酰基

葡萄糖甙

名称

金雀异黄素（genistein）
大豆黄酮（daidzein）
大豆黄素（glycitein）
染料木甙（genistin）
大豆甙（daidzin）
黄豆甙（glycitin）

6''⁃O⁃acetylgenistin
6''⁃O⁃acetyldaidzin
6''⁃O⁃acetylglycitin

6''⁃O⁃malonylgenistin
6''⁃O⁃malonyldaidzin
6''⁃O⁃malonylglycitin

R1
OH
H
H

OH
H
H

OH
H
H

OH
H
H

R2
H
H

OCH3

H
H

OCH3

H
H

OCH3

H
H

OCH3

R3

COCH3

COCH3

COCH3

COCH2CH3

COCH2CH3

COCH2CH3
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下，酰基葡萄糖甙可以水解去掉二酰基或乙酰基

而转化成葡萄糖甙，水解程度随着 PH 值及温度

的升高而加大［3］。葡萄糖甙在强酸、高温或酶存

在的条件下，可水解去掉葡萄糖基而转化为游离

型甙元。常温下，ISF呈白色粉末状、无毒、无味、

不溶于水，易于贮存；可溶于醇、酮类溶剂中，极

易溶于二甲亚砜（MMSO）［4］。

2 大豆异黄酮对动物消化和生长性能的影响
适宜剂量的大豆异黄酮对动物的生长性能、消

化性能是有益。有研究表明：大豆黄酮能降低母猪

整个泌乳期间乳汁中的丙二醛含量，改善乳成分，

提高仔猪的生长性能［6］。饲料中添加高剂量（>
500 mg/kg）金雀异黄素会促使其在虹鳟肌肉中累

积，从而改善冷藏期间鱼片的保鲜期；而纯的大豆

黄酮促进大菱鲆幼鱼胃蛋白酶、肠蛋白酶、胃淀粉

酶等消化酶活力升高、并促进肠道黏膜绒毛的发

育；但也有研究表明，金雀异黄素会抑制大西洋鲑

鱼的消化功能，表现为降低麦芽糖酶活力和升高

胰蛋白酶活力［7⁃8］；还有研究表明，低剂量浓度的大

豆异黄酮对鱼体的消化性能无负面影响作用［8⁃9］，

甚至对鱼类的消化吸收有一定的促进作用［10］。

3 动物对大豆异黄酮的吸收和代谢

有关大豆异黄酮被水产动物摄入体内后的代

谢方式、代谢产物以及代谢产物活性的研究少有报

道。在畜禽动物中的研究表明，大豆异黄酮中的

游离型甙元可被小肠直接吸收，而大部结合型甙

元需经β⁃葡糖糖甙酶分解为游离甙元后经血液循

环，部分被动物机体吸收利用，其余部分随胆汁排

入肠腔，经过肝肠循环和肠内循环后，大部分大豆

异黄酮在肝内与葡萄糖醛酸结合后转化为水溶性

物质，再次被吸收进入血液，其余以硫酸酯或硫酸

葡萄糖酐酸的形式随尿液和粪便排出体外［11⁃12］。
结肠中的微生物也可将大豆黄酮通过开环反应降

解为开环的去氧甲基安哥拉紫檀素，或部分大豆

黄酮及金雀异黄素经某些特定的肠道微生物被去

酮基后转化为雌马酚和 5 ⁃羟基雌马酚（如图

2）［13⁃14］。雌马酚是大豆异黄酮的二级代谢产物，

在体内较游离甙元等初级代谢产物稳定，更容易

被肠道吸收，且存留在体内的时间更长［15］。有研

究表明，雌马酚在体内进一步代谢生成 3⁃羟基雌

马酚、6⁃羟基雌马酚、8⁃羟基雌马酚等 6种代谢产

物［16⁃17］。而大部分雌马酚在动物体内比较稳定，

并发挥重要的生理功能，最终由体液循环随尿液、

粪便或乳汁排出体外［18⁃19］。
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图2 大豆黄酮肠⁃肝循环代谢图［20⁃22］
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雌激素

0⁃去甲基化安哥拉紫檀素
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4 大豆异黄酮在动物养殖中的应用
关于大豆异黄酮对水产动物的作用一直存在

争议。部分研究发现，饲料中添加高浓度的大豆

异黄酮将导致鱼类的生长性能、存活率和消化能力

降低。但也有研究表明，大豆异黄酮对鱼类的生

长无显著的负面影响［9，23⁃24］，而在鱼类抗氧化、生

长与繁殖等方面具一定的促进作用［10］。在人类和

畜禽动物的研究中发现，大豆异黄酮具有调节繁

殖性能、调节脂代谢、促生长、抗氧化及增强免疫力

等重要的生理功能［25 ⁃ 28］。由于其重要的生理功

能，近几年，大豆异黄酮受到水产饲料业的广泛关

注。部分研究表明，大豆异黄酮对水产动物起到

增强抗氧化、促进生长发育、提高繁殖性能等作

用。作用可能与大豆异黄酮的添加量、种类以及水

产动物的品种、生长阶段和饲喂方式有关。

4.1 大豆异黄酮对动物抗氧化功能的影响

4.1.1 清除游离自由基

大豆异黄酮具有的抗氧化能力与其分子的结

构密切相关，其分子中包含的多个酚羟基可以成

为自由基的供氢体，并与有害金属离子螯合起到

增强其与自由基结合的能力，从而起到清除自由

基的作用［29⁃30］。大豆异黄酮分子结构中羟基的数

目和位置不同，其抗氧化活性也有显著差别。目

前研究表明，C⁃4’位置的羟基发挥清除自由基的

作用最为显著，C⁃5位置的羟基次之，而C⁃7位置

羟基抗氧化活性最低，但具有增效作用［30⁃31］。大

豆异黄酮的代谢产物雌马酚，也可作为氢或电子

的受体，能与自由基结合后随机体排出体外，清除

自由基，其抗氧化活性要比其亲本化合物大豆黄

酮高，因而在畜禽生产中运用于缓解动物的氧化

应激［17，32⁃33］。有研究表明，饲喂大豆黄酮可以显

著降低大菱鲆幼鱼血清中丙二醛（自由基作用于脂

质发生过氧化反应的产物）的含量［34］。也有研究

表明，饲喂大豆异黄酮不仅能降低猪血清、肠道黏

膜、骨骼肌等组织中丙二醛的含量，还能降低动物

体内总胆固醇、甘油三酯和低密度脂蛋白水平，对

血清脂蛋白、脂质表现出显著的抗氧化作用［35⁃37］。
动物体内的金属离子往往在过氧化物分解过

程中起催化作用，而大豆异黄酮具有的多酚羟基

结构，可以螯合这些金属离子形成金属配合物，该

金属配合物清除自由基的能力更强，因而可以增

强大豆异黄酮原有的抗氧化活性［38］。体外试验表

明，大豆黄酮及金雀异黄素可以与铁、锌、铜等金

属通过络合反应得到相应的金属配合物，并且验

证了该金属配合物抗氧化能力强于大豆异黄酮本

身，可作为一类良好的自由基清除剂［39］。另外，

蒋守群等研究表明，金雀异黄素、大豆黄酮等大豆

异黄酮均能改善骨骼肌细胞膜的流动性，提高骨

骼肌细胞抵抗氧化损伤的能力［40］。也有研究表

明，当金雀异黄素和自由基并存时，金雀异黄素可

以率先进入生物膜，降低生物膜内脂质的流动性，

阻止自由基在生物膜上的扩散，进一步降低了自

由基对机体造成的氧化损伤，即金雀异黄素除能

清除自由基外，还能起到阻止自由基进入生物膜

的作用［41］。
4.1.2 提高抗氧化蛋白的活性及表达

大豆异黄酮能提高抗氧化酶蛋白的活性，通

过机体内部完善的抗氧化酶防御体系清除自由

基。陈伟等研究表明，高剂量的异黄酮能提高猪

肌肉中超氧化物歧化酶（SOD）的酶活性，降低丙二

醛含量及NADPH氧化酶的活性［42⁃43］。在水产动物

中，叶继丹等研究表明，大豆黄酮可以显著提高美

洲鳗肝脏中SOD和酸性磷酸酶（ACP）的酶活性［44］；
胡海滨等研究表明，在日粮中添加 5、10和 20 mg/
kg的大豆黄酮均可显著降低大菱鲆幼鱼血清丙二

醛的含量，并显著提高血清中 SOD和谷胱甘肽过

氧化物酶（GSH⁃Px）的活力［34］。陈效儒针对凡纳滨

对虾的研究也表明，在饲料中添加20 mg/kg的大豆

异黄酮（daidzein∶genistein=1∶1）能显著提高凡纳滨

对虾血清中一氧化氮合酶（NOS）、SOD、酚氧化酶

（PO）的活性［45］。
大豆异黄酮在增加水产动物体内抗氧化非酶

蛋白的含量方面也发挥着重要的作用。韩立明

等研究表明，在育肥猪饲料中添加20 mg/kg的大豆

异黄酮，能显著提高后背最长肌中金属硫蛋白的

含量［46］。金属硫蛋白是一类低分子质量蛋白质，

广泛存在于生物体内，具有与金属离子结合和清

除自由基的能力，能对抗多种细胞器的应激反应，

为细胞提供稳定的氧化还原环境，使细胞免受氧

化应激损伤［47⁃49］。早期研究表明，金属硫蛋白清

除羟基自由基的能力是SOD的1万倍，清除氧自由
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基的能力是GSH⁃Px的25倍［50］。然而，大豆异黄酮

对水产动物中金属硫蛋白的表达方面的研究至今

尚未见报道。

4.2 大豆异黄酮对动物生长发育的影响

大豆异黄酮能显著促进动物的生长，并提高

饲料转化率［51⁃53］。程忠刚等研究表明，大豆黄酮

能显著提高肥育猪的日增重，并显著降低料肉

比［54］。Cui等研究表明，大豆异黄酮能抑制脂多糖

引起的仔猪空肠黏膜中 p38和 TLP4通路的激活，

对仔猪肠道起抗炎作用，有助于维持仔猪肠道健

康，从而提高仔猪的日增重及采食量［55］。大量研

究表明，对不同性别的动物添加大豆异黄酮后表

现出的生长作用存在差异。Zanella等在雄性小鼠

上的研究发现，金雀异黄素能促进脂肪组织的生

长发育［56］。王国杰等研究结果显示，大豆黄酮可

显著提高雄性大鼠的日增重及血清睾酮、雌二醇、

生长激素的含量，降低料肉比；而对雌性大鼠的影

响表现出相反的结果，并且对去势雄性大鼠无显

著影响［57］。马海田也表明，不同种类的大豆异黄

酮对雄性动物的促生长作用与睾丸的内分泌机能

有关，其促生长作用机理主要是激活 CAMP/PKA
通路，促进睾丸间质细胞分泌睾酮，并抑制芳香化

酶的活性，减少睾酮向雌二醇的转化［58］。余祖功

对奥利亚罗非鱼（Oreochromis aureus）饲喂10 mg/kg
大豆黄酮，结果表明大豆黄酮可提高雄鱼的日增

重及生长激素、甲状腺激素含量，但对雌鱼无影

响［59］。
目前，利用大豆异黄酮对鱼类生长的研究表

明，低浓度的大豆异黄酮对鱼类生长有一定促进

作用，高浓度的大豆异黄酮对鱼类生长则具有抑

制作用。有研究报道，10 mg/kg 大豆异黄酮

（daidzein∶genistein=1∶1）对凡纳滨对虾的具有促

生长作用，可能与其通过抑制生长抑素的分泌，

来提高生长激素的含量有关［45］。Pastore 等对虹

鳟 鱼 的 研 究 也 发 现 ，大 豆 异 黄 酮（daidzein，
46.65%；genistein，46.64%；glycitein，6.71%）在

500和 1500 mg/kg添加剂量下不影响虹鳟鱼的繁殖

和生长，并且对虹鳟鱼的脂质代谢有积极的效

果［60］。另一方面，有研究报道，高浓度的金雀异

黄素能显著抑制罗非鱼生长，其通过抑制罗非鱼

胃蛋白酶、胰蛋白酶、肝淀粉酶和肠淀粉酶等主要

消化酶的活性，干扰罗非鱼蛋白质和糖的代谢，从

而降低罗非鱼对营养物质的转化和吸收来抑制罗

非鱼生长；并通过抑制胰岛素样生长因子轴介导生

长激素的促生长作用［61］。但也有研究表明，无论

是高剂量还是低剂量的金雀异黄素对 Senegalese
sole（比目鱼中的一种）免疫组织和细胞组织及分化

都无显著的负面影响［9］。
大豆异黄酮可能通过提高生长激素和睾酮水

平起到促进鱼类生长的作用，但不同种类、不同剂

量的大豆异黄酮对不同品种鱼的作用机理有待进

一步研究。

4.3 大豆异黄酮对动物繁殖的影响

适量大豆异黄酮能促进生殖系统的发育，提

高繁殖能力。大豆异黄酮主要是通过与垂体、下丘

脑等处的雌二醇受体结合，影响机体的神经内分

泌系统，进而提高血清中睾酮、生长激素和催乳素

的浓度，从而提高繁殖性能［58，62］。有研究表明，

大豆异黄酮能促进泌乳奶牛和母猪垂体中生长激

素和催乳素分泌，提高泌乳性能［63⁃65］。大豆黄酮

也能提高豁眼鹅产蛋初期的蛋重、受精率和蛋品

质［66］。
有关大豆异黄酮对生殖系统的作用机制的研

究大多集中于哺乳动物，在鱼类中相对较少。大

豆异黄酮对鱼类繁殖性能的影响的主要表现为能

提高鱼类血浆卵黄蛋白水平。有研究表明，金雀

异黄素能增加鲈鱼血浆中卵黄蛋白原的水平［67］。
在虹鳟鱼发育早期阶段其内源性雌激素缺乏，补

充金雀异黄素能诱导虹鳟幼鱼血浆卵黄原蛋白

（VTG）水平的升高，促进缓卵母细胞的成熟［68］。
Zhang等研究也表明，适宜浓度的金雀异黄素促进

青鳉鱼性激素的合成和释放，但随添加剂量的升

高青鳉鱼性激素的合成和释放呈下降的趋势［69］。
Li等研究也表明，随着鲫鱼饲粮中大豆黄酮水平

的增加，血清中雌激素和 VTG 的浓度显著增

加［70］。由此表明，大豆异黄酮在促进鱼类生殖系

统的发育、提高繁殖性能方面起一定的促进作用。

5 展望
目前，大豆异黄酮已被列为饲料添加剂使用

到畜禽饲料中。试验结果表明，适量的大豆异黄

酮对畜禽及水产动物的抗氧化、生长和繁殖性能起
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一定的促进作用，但高剂量的大豆异黄酮可能会

对动物的生产性能产生抑制作用，主要表现为拮

抗体内内源激素的分泌，抑制相应组织的发育。

大豆异黄酮在水产动物中的研究较少，并且主要

研究了大豆黄酮和金雀异黄素两个种类对水产动

物的影响，有关不同种类的大豆异黄酮在不同品

种水产动物体内的吸收代谢规律和生长繁殖的调

控机理，及抗氧化作用机制尚不清楚。随着畜禽

业和水产养殖业的快速发展，对饲料的需求量不

断增大，对饲料的安全性及产品功效日益重视。

豆粕的来源及产量相对丰富，且氨基酸含量均衡，

适口性好；与鱼粉、肉粉等动物蛋白相比，不易被

病原菌污染、易储存等优点，因此豆粕成为鱼粉替

代品逐渐收到关注。而豆粕中富含大豆异黄酮对

动物的抗氧化及健康发育方面起一定的促进作

用，因此深入研究大豆异黄酮对动物生长性能的

作用机制，并探究不同种类大豆异黄酮在不同动

物应用中的适宜的剂量，将对养殖业的安全生产

及其经济增效具有重要意义。目前，大豆异黄酮

已被列为饲料添加剂使用到畜禽饲料中。试验结

果表明，适量的大豆异黄酮对畜禽及水产动物的

抗氧化、生长和繁殖性能起一定的促进作用，但高

剂量的大豆异黄酮可能会对动物的生产性能产生

抑制作用，主要表现为拮抗体内内源激素的分泌，

抑制相应组织的发育。大豆异黄酮在水产动物中

的研究较少，并且主要研究了大豆黄酮和金雀异

黄素两个种类对水产动物的影响，有关不同种类

的大豆异黄酮在不同品种水产动物体内的吸收代

谢规律和生长繁殖的调控机理，及抗氧化作用机

制尚不清楚。随着水产养殖业的快速发展，对水

产饲料的需求量不断增大，对水产饲料的安全性

及产品功效日益重视。豆粕的来源及产量相对丰

富，且氨基酸含量均衡，适口性好；与鱼粉、肉粉等

动物蛋白相比，不易被病原菌污染、易储存等优

点，因此豆粕成为鱼粉替代品逐渐受到关注。而

豆粕中富含大豆异黄酮对动物的抗氧化及健康发

育方面起一定的促进作用，因此，深入研究大豆异

黄酮对水产动物生长性能的作用机制，并探究不

同种类大豆异黄酮在不同水产动物应用中的适宜

添加剂量，将对水产养殖的安全生产及其经济增

效具有重要意义。
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关于武宣县开展畜禽粪污综合治理的探讨

李顺芳，翁梅悦，蓝英，李剑

（武宣县畜牧工作站，广西 武宣 545900）

摘 要：当前农村畜禽养殖多与民居错杂分布，粪污配套处理设施滞后，乡村养殖污染严

重，成为乡村振兴战略和生态文明建设的重要障碍。近年来，武宣县科学引导养殖户通过粪

污微生物处理和资源化利用，有效解决了困扰养殖环节粪污处理问题。笔者就乡村畜禽养殖

粪污综合治理进行归纳总结，为推进乡村振兴战略提供探讨。

关键词：畜禽粪污； 综合治理
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畜禽养殖是农村群众解决生产、改善生活、脱

贫致富的重要途径。随着社会经济不断提高，农

村畜禽养殖量迅猛增加，养殖产生的粪污对农村

生态环境的影响也越来越严重。对畜禽粪污进行

综合治理与利用，是推进乡村振兴战略与畜禽养

殖业可持续发展的重要措施。

1 基本情况
武宣县地处广西中部，交通便利，是来宾市乃

至广西的养殖大县，也是全国生猪调出大县。

2018年全县畜禽养殖场（户）达 8.91万个，年饲养

生猪 81.5 万头、牛 10.35 万头、羊 2.75 万头、家禽

389.62万羽。据调查统计，全县养殖场户有35%未

配套粪污处理设施，75%建有沼气池但因养殖过

量、雨污不分、淤堵等大多无法正常使用，65%排泄

物没有得到无害化处理和资源化利用。养殖污染

已经对当地的水资源造成影响。

2 对策
坚持“源头减量、过程控制、末端利用”原则，

开展粪污综合治理，推进畜禽粪污资源化利用，促

进畜牧业绿色发展。

2.1 调查

对畜禽养殖场摸底调查，理清养殖规模和现

有配套设施使用、改造需求等情况，掌握粪污资源

化利用能力和潜力（见表1）。

表1 2018年规模场粪污处理设施调查统计表（单位：个、万头、羽）

种类

猪

牛

羊

家禽

合计

场数

102
73
116
89
380

年饲养量

62.35
2.14
2.75

72.25
139.49

设施完善场

45
4
11
2
62

设施不完善场

48
38
88
14
188

无设施场

9
31
17
73
130

有改造意向场

46
47
25
45
163

无改造意向场

11
22
80
42
155
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2.2 加大政策及资金支持力度

《武宣县畜禽禁养区限养区划定方案》实施

后，一是通过“以奖代补、先建后补”方式鼓励乡村

内养殖场户搬迁到划定养殖区域内建设；二是对短

期内没条件搬迁养殖场户，以引导方式加快粪污

设施改造；三是创新运营机制，培育第三方畜禽粪

污治理企业和社会化服务组织，形成专业化生产、

市场化运作的畜禽粪污处理的产业，在资金、税

收、用电、用地、技术等方面给予支持。2016年武宣

县投入68万元，改造了56个规模养猪场的雨污分

离、化粪池、集粪房等设施，2016~2018年多方统筹

资金1000多万元建设高架网床1.6平方米，改造栏

舍、节水控水设施、应用“微生物+”技术等61个场。

2.3 引导生猪养殖场户推广应用控水和微生态制

剂等降污技术

一是大力推广嵌墙式饮水或安装控水器，让

饮水滴漏与粪污实现净污分离，达到源头上减量；

栏舍不冲水或尽量少冲水，达到过程中控制。二

是推广利用微生物技术手段发酵饲料替代部分全

价饲料，降低鲜粪残留氮含量，从源头上抑制臭

源。三是通过定期喷洒除臭微生物制剂抑制环境

腐臭。四是通过清淤、清塘、集中消纳和投放底泥

微生物制剂或水质治理微生物，治理乡村公共环

境内积存粪污污染。五是通过修建水肥发酵池，

投放水肥一体化微生物制剂，将粪污水收集处理

发酵成水肥，用于农业生产。

2.4 引导牛羊、家禽养殖场户推广应用微生物技

术

一是利用微生物技术对牛羊饲草进行微贮、对

家禽饲料进行发酵后饲喂，优化动物胃肠道菌群，

提高饲料吸收率和增加机体抗病能力，降低饲料

成本及鲜粪残留蛋白质含量，从源头上抑制臭源；

二是利用粪便专用微生物与少量玉米粉拌均匀，

再与木屑、农作物秸秆等材料拌均匀铺垫在栏舍里

作垫料，堆沤发酵 5~7天后，即可放入畜禽饲养，

以后每10~15天喷洒一次微生物制剂，可有效解决

栏舍氨氮异臭气味和尿液、污水外排。

2.5 引进具有畜禽粪污处理科技能力强且处理成

功案例影响大的企业到武宣县建立试验示范基地

一是选择对新技术接受程度高、环境相对独

立、排污恶臭问题典型、有一定容量粪污消纳池、配

套有可种植牧草农地的养殖场作为示范场。二是

按每头 1.2 kg/d标准饲喂由企业提供的发酵饲料，

以保证生猪正常饮食量为准，连喂 14 d；对积存粪

污进行微生物技术治理，具体按企业治理方案进

行；按企业方案对养殖圈舍、粪污消纳系统和周边

沟渠等进行微生物制剂除臭消毒。三是 14 d试验

期满后组织养殖代表观看示范场治理成效，参加

技术专家专题讲座和示范养殖场业主经验介绍，

推介新粪污处理技术。

2.6 落实养殖场户主体责任

养殖场户建立约束机制，对没有采取相应治

污措施、群众反映较大、投诉较多的养殖场户坚决

给予强制拆除。

2.7 强化科技支撑

加强绿色高效技术推广和技术培训，推进微

生物技术手段在乡村畜禽养殖上的应用，为乡村

振兴战略提供根本保障。

3 结语
3.1 畜禽粪污综合治理与利用，是畜牧养殖业持

续健康发展的方向

随着社会进步和规模化养殖的不断发展人们

对养殖污染控制标准要求越来越高，畜禽粪污是

影响产业发展的最大障碍。党的十九大提出的乡

村振兴战略已把畜禽粪污综合治理与利用纳入养

殖污染治理的重要内容。

3.2 畜禽粪污综合治理与利用，关键在于政府部

门的引导

通过政府出台政策，把畜禽粪污综合治理与

利用纳入养殖污染治理的重要内容，引导养殖场

户主动开展粪污资源化利用。

3.3 畜禽粪污综合治理与利用，关键在于发挥微

生物的作用
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畜禽养殖场消毒药的合理使用

李贞明，余苗，刘志昌，容庭，马现永*，王刚*

（广东省农业科学院动物科学研究所，农业部华南动物营养与饲料重点实验室，畜禽育种国家
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工程技术研究中心，广东 广州 510640）

摘要：畜禽养殖场的消毒是疫病预防的主要方式之一，旨在消灭外界环境中的病原微生

物，切断传播途径，保护养殖场不受疫病的危害。但消毒药的使用在实际生产中出现不少问

题，只有科学有效的消毒才会有理想的效果。本文综述了消毒药的种类、影响因素和注意事

项，为畜禽养殖场对消毒药的选择与使用提供科学正确的参考依据。

关键词：消毒药； 畜禽养殖场； 病原微生物
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Rational Use of Disinfectants in Livestock And Poultry Farms
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Abstract：Sterilization of large⁃scale farms is one of the main ways to prevent epidemics. The aim is to eliminate
pathogenic microorganisms in the external environment，cut off transmission routes，and protect farms from diseases.
However，the use of disinfectant has many problems in actual production，and only scientific and effective disinfection
will have the desired effect. This paper summarizes the types，influencing factors and matters needing attention of
disinfectants，and provides scientific and correct theoretical basis for the selection and use of disinfectants in livestock
and poultry farms.

Keywords：disinfectants； livestock and poultry farms； pathogenic microorganism
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随着畜牧业快速发展，畜禽养殖日趋集中

化。由于集中化养殖，畜禽传染病发生的机率也

越来越大，因此，做好畜禽养殖场的消毒工作尤为

重要［1］。但在实际生产中往往存在消毒药的选用

不当，消毒方式不规范，消毒效果不理想等现

象［2］。因此，选择合适的消毒药，使用科学规范的

消毒方法对达到理想的消毒效果尤为重要。本文

综述了消毒药的种类、影响因素和注意事项，旨在

为消毒药在畜禽养殖场中的合理应用提供参考依

据。
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1 消毒药的种类
1.1 酚类

酚类消毒药主要有甲酚磺酸、来苏儿（煤酚皂

溶液）、“克辽林”（煤焦油溶液）和复合酚等［3］，酚类

消毒药具有高效广谱的杀菌效果，可以杀灭细菌、

霉菌、病毒和寄生虫等。其杀菌原理是，酚类消毒

药能够使病原微生物的蛋白质变性、沉淀，也可以

通过使氧化酶、脱氢酶以及催化酶等失去活性从而

达到杀菌效果［2］。此类消毒药有刺激性的气味，对

畜禽类的组织有一定的破坏作用，不适合畜禽体

表消毒，可用于养殖空栏期的环境消毒［3］。
1.2 醇类

醇类消毒药主要有乙醇、丙醇和丁醇等。主要

用于动物的体表消毒。其杀菌原理是，醇类消毒

药可以使病原微生物脱水，菌体蛋白凝固、变性，

从而达到灭菌的目的［4］。使用最普遍的是 75%的

乙醇。

1.3 醛类

醛类消毒药主要有甲醛溶液（福尔马林溶液）、

复方戊二醛和聚甲醛等，醛类消毒药具有范围广

和效果强的特点，可以杀灭细菌、芽孢、真菌和病

毒等［3］。可用于畜禽养殖舍的熏蒸和喷雾消毒。

其杀菌原理是，醛类消毒药可以使病源微生物的

蛋白凝固，溶解病源微生物中的脂类；也可以通过

与病源微生物蛋白质中的氨基结合，从而使病源

微生物蛋白质变性，从而达到消毒的效果［4⁃5］。
1.4 碱类

碱类消毒药主要有氢氧化钠（火碱、烧碱、苛性

钠）、苛性钾和氧化钙（生石灰）等。氢氧化钠因具

有较强的腐蚀性不宜用于畜禽体表、车辆等金属消

毒，可用于发生疫情的场地表面和木制器具消毒；

生石灰配制成 10%~20%的溶液，可用于畜禽养殖

舍表面（墙壁、地面），养殖场门口或门口消毒池。

此类消毒药杀菌原理是，碱类中的氢氧根离子

（OH⁃）能够水解病原微生物体内的糖类、蛋白质和

核酸，破坏酶系统和细胞结构，影响机体正常代

谢，使菌体失活［4，6］。因其具有腐蚀性，所以在消

毒后要用大量的清水清洗干净。

1.5 氧化剂类

氧化剂类消毒药主要有过氧化氢、过氧乙酸和

高锰酸钾等。氧化物类消毒药具有高效、迅速和广

谱的杀菌的特点［4］。过氧化氢和过氧乙酸需现配

现用，主要用于畜禽养殖舍环境消毒；高锰酸钾作

为消炎消毒药，可用于畜禽表面损伤和溃疡处，也

可作为除臭剂和水质净化剂。此类消毒药的杀菌

原理是，氧化物类消毒药可直接作用于菌体蛋白

的氨基和羧基等基团上，破坏菌体的细胞结构；另

外，氧化物类消毒药通过氧化作用破坏细菌代谢

的必需物质，使病源微生物代谢失衡，达到杀菌的

效果［3⁃4］。
1.6 卤素类

卤素类消毒药主要有二氯异氰脲酸粉和二氯

异氰脲酸粉等。其具有使用方便、安全及高效广谱

的抗菌特点，主要用于畜禽养殖场环境、器具和车

辆等消毒。此类消毒药的杀菌原理是，通过氧化

反应、卤代反应以及分解反应来破坏病源微生物的

细胞结构，使菌体的蛋白质变性，酶系统紊乱，从

而使病源微生物灭亡［3］。
1.7 表面活性剂类

表面活性剂类消毒药主要是指季铵盐类，是

合成的有机化合物，主要有单链和双链季铵盐两

类。单链季铵盐主要有苯扎溴铵溶液（如新洁尔

灭）、十二烷基二甲基苯氧基溴化铵（如度米芬）和

十四烷基二甲基吡啶溴化胺（如消毒净）；双链季铵

盐主要有双十烷基二甲基氯化铵（如百毒杀）。表

面活性剂类消毒药具有杀菌能力强、性质稳定以及

毒性小等特点［7］，可用于畜禽养殖场中器具及环境

的消毒。其杀菌原理一是，表面活性剂类消毒药

降低细菌的表面张力增加了细胞壁和细胞膜的通

透性使菌体破裂，细菌死亡；二是，表面活性剂类

消毒药高浓度的聚集在细菌的表面，影响细菌的

新陈代谢；三是，表面活性剂类消毒药可以穿透细

胞进入细胞内部，变性蛋白质，灭活脱氢酶、氧化

酶及能量代谢的酶系统［5，8］。

2 消毒药的影响因素
2.1 病原微生物的种类

不同的病原微生物和不同阶段的病原微生物

对消毒药的敏感性不同，所以在消毒之前要确定

好消毒对象［9］。大部分消毒药对细菌均有杀菌能

力，但有部分消毒药对芽孢、病毒的消毒能力就很
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弱［2］。比如，碱类消毒药对芽孢就没有杀伤力；表

面活性剂类消毒药对病毒的杀伤力就很弱［3］。
2.2 浓度与作用时间

消毒药的浓度直接影响着消毒效果，一般来

说，消毒药的浓度越大，消毒效果越好。但凡事都

有例外，比如，用乙醇消毒，并不是浓度越高越

好，75%的乙醇比95%的消毒效果要好，因为95%
的乙醇与病源微生物蛋白作用形成了一层保护

膜，使乙醇无法渗透进入到病源微生物体内发挥

作用［10］。
消毒药的效果与消毒的时间有着紧密的联

系，一般来说，消毒时间越久，消毒效果越好［1］。
每种消毒药都有一定的消毒时间，只要实际消毒

时间达到了消毒药所需的作用时间，那么消毒效

果会发挥最佳效果［2］。
2.3 温度

一般情况下，消毒药的效果和温度呈正比例

关系，也就是说，温度越高消毒效果越好。经测

定，温度每升高 10 ℃，消毒药的效果就提升 1~2
倍［10］。但部分消毒药在高温条件下会出现挥发，

分解等现象，减弱消毒效果［11］。因此，在消毒时

必须根据消毒药的性质来确定最适的温度。

2.4 环境因素

消毒药的使用也受环境的影响，比如环境中

有机物的存在，环境PH的大小等都影响着消毒药

的效果。因为大多数消毒药和蛋白质或多或少的

都会有一定的亲和力，环境中的有机物过多会引

起消毒药与其结合，减弱消毒药的作用效果；而

且，环境中存在大量有机物，在一定程度上，对病

源微生物起到了机械保护的作用，致使消毒药难

以与病源微生物接触［3，10］。
环境的 PH 对部分消毒药起着明显的限制作

用，比如，苯甲酸和含碘类消毒药在碱性环境中，

杀菌效果减弱；酚类和次氯酸盐消毒药在酸性环境

中杀菌效果较强；戊二醛和季胺盐类消毒药在碱性

环境中，杀菌效果较强［1，12］。
2.5 消毒方法

若要消毒药达到理想的消毒效果，必须科学

选择消毒方法，否则事倍功半。消毒方法主要有

喷洒、冲洗、浸泡、熏蒸消毒等。根据消毒药自身的

特点，选择合适的消毒方法，才能使消毒效果达到

最佳［3］。

3 消毒药的合理使用
3.1 消毒药的选择

选择消毒药要考虑其应具有广谱的抗菌活性、

对人畜无害、对环境无污染、对设备无破坏性以及

在动物体内不会积累等特点［5，13］。在消毒之前要

明确消毒对象，是带畜禽消毒，还是环境消毒。带

畜禽消毒，需选用对动物体伤害小或者没有伤害

的消毒药，比如 75%乙醇、过氧乙酸、有机氯制剂

等。环境消毒，可选用福尔马林、苛性钠、表面活

性剂等消毒药。

3.2 科学的配制及配伍

配制消毒药选用含杂质少的水，杂质多会降

低药效，水质硬会分解消毒剂，从而影响其消毒能

力［10］。同时，需按照消毒药的明书进行配制，根

据消毒面积配制一定量的消毒药；消毒药需现配现

用，当天用完［1，3］。
消毒药科学合理地配伍，可提高消毒药的作

用效果。比如，用 75%乙醇作为溶剂配制季铵盐

类消毒药，其消毒效果优于水做溶剂配制的消毒

药；戊二醛和环氧乙烷的配合使用具有协同效应，

可提高消毒效果［9，10］。
配制消毒药同时需注意配伍禁忌，不可随意

配制，否则，消毒药之间可能会发生拮抗反应降低

消毒药的效果，甚至有些消毒药同时使用会产生

有害气体，对畜禽产生毒害作用。酸类消毒药不

宜与碱类消毒药配伍，酚类消毒药一般不宜与碱

类、卤素类、氧化物类的消毒药等配伍，表面活性

剂类消毒药不能与卤素类、氧化物类配伍等［10］。
3.3 规范的消毒程序

畜禽养殖场消毒之前，首先，做好卫生工作，

清扫养殖场的环境卫生，做到没有卫生死角，保证

消毒药能够与病源微生物充分接触，没有消毒死

角；其次，按照由上往下、由高到低和由内到外的

原则进行消毒；最后，畜禽养殖场的消毒次数及连

续性，无疫情的情况下，一月消毒 4次，每次更换

不同的消毒药，有疫情的情况下，在第一周每天两

次，后期每天一次，在重大疫情发生时，要按照规

定进行严格消毒［2，14］。另外，消毒药需定期更换，

否则消毒药的效果会下降，甚至会无效［2，15］。
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3.4 做好安全防护工作

消毒时需做好防护工作，比如，配制生石灰

时，防止石灰粉落入眼中；漂白粉消毒时，防止呼

吸道炎症；氢氧化钠消毒时，防止氢氧化钠接触到

皮肤，灼伤皮肤；卤素类消毒药，防止其对皮肤、黏

膜具有刺激性；密封环境中用甲醛和高锰酸钾熏蒸

消毒时，要选用金属容器，防止火灾［4，9］。另外，

消毒后要及时通风、清洗，清理料槽、水槽等环境

中的消毒药。

4 小结
消毒是一项“预防为主”的基本措施。消毒药

的选择及消毒工作的实施，需根据畜禽养殖场的

自身需求进行。选用消毒药的过程中，需明确消

毒药的性质，根据消毒药的说明进行合理的配制，

选用正确的消毒方法，注意各种因素对消毒药效

果的影响，防止消毒药在使用过程中和使用后对

人、畜禽及环境设施等的伤害。在消毒过程中，畜

禽养殖场应逐步建立完善的消毒制度，消毒制度

不可能随意改动，可根据具体的消毒情况进行合

理的改进和完善。完善的消毒制度可使畜禽养殖

场在消毒预防方面取得良好的效果，降低畜禽养

殖场的损失。
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节水控量、设施设备仅仅是畜禽粪污综合处理

与利用的基本要求，唯有充分发挥微生物的作用，

才是最终解决养殖污染的技术手段。

3.4 畜禽粪污综合治理与利用，必须发挥政府资

金的扶持作用

畜禽粪污综合治理，需要投入一定量的资金，

通过政府出台资金扶持政策，激发畜禽养殖场户、

第三方积极参与养殖粪污处理设施设备的改造和

建设，利于助推粪污资源化利用的进程。

多年的工作实践证实，改造建设完善好配套

的粪污处理设施且在饲料、饮水、栏舍环境、粪污等

环节全程使用益生菌，不但解决乡村畜禽养殖粪

污对环境造成的污染，也为畜禽粪污的资源化利

用以及畜禽产品的品质和安全提供了保障，经济

效益、生态效益、社会效益显著。
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畜禽粪污资源化利用是指在畜禽粪污处理过

程中，通过生产沼气、堆肥、沤肥、沼肥、肥水、商品

有机肥、垫料、基质等方式进行合理利用。其基本

原则应坚持农牧结合、种养平衡，指导思想是资源

化、减量化和无害化，实施要点是源头减量、过程

控制和末端利用［1］。畜禽粪污资源化利用是当前

养殖业面临的重大课题，也是建设美丽乡村的迫

切需要。然而，在实际生产过程中，由于养殖品

种、养殖模式和养殖规模的限制，综合利用配套技

术的短缺或者缺陷，导致中小养殖企业和养殖户

对配套技术方案的接受度低，利用效果有限。本

文就当前畜禽粪污资源化利用中的现状和措施进

行总结归纳，以期能够为湛江畜禽粪污资源化利

用提供参考。

当前畜禽粪污资源化利用及湛江地区的现状

刘伟超

（湛江市畜牧技术推广站，广东 湛江 524000）

摘要：养殖业粪污产量大，利用率低，因此畜禽粪污资源化利用是养殖水平提升和美丽乡

村建设的必由之路。当前粪污资源化利用还存在缺技术、缺装备、缺效益等诸多产业瓶颈，但

是坚持绿色生态的导向，推进种养结合、循环发展和市场化运作的处理模式，是可行的处理理

念。本文通过了解我国当前粪污资源化利用工作现状，总结可操作的解决方案和发展建议，

以期为湛江乃至广东省畜禽粪污资源化利用提供借鉴。
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Resource Utilization of Livestock And Poultry Manure And
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Abstract：The production of livestock and poultry wastes is huge；however，its utilization rate is low. Therefore，
the resource utilization is the only way to improve the breeding level and build beautiful countryside. At present，there
are many industrial bottlenecks in the utilization of live ⁃ stock and poultry wastes，such as lack of technology，
equipment and efficiency. However，it is a common treatment idea to adhere to the guidance of green ecology，promote
the combination of cultivation and cultivation， cyclic development and market ⁃ oriented operation. Through
understanding the current situation of the utilization of livestock and poultry wastes in China，this paper summarizes
the feasible solutions and developed suggestions，in order to provide reference for the utilization of livestock and
poultry wastes in Zhanjiang and even in Guangdong Province.
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畜牧技术 当前畜禽粪污资源化利用工作进展及湛江地区的现状⁃刘伟超

1 畜禽粪污污染严重

1.1 粪污产量大

数据显示，2017年我国全年猪牛羊禽肉产量

8431万吨，比上年增长 0.8%［2］。作为全球畜牧业

生产大国，粪污产量也不容小觑。据第一次全国

污染源普查结果显示，畜禽养殖业粪便产生量2.43
亿吨，尿液产生量 1.63亿吨。主要水污染物排放

量中的化学需氧量1268.26万吨、总氮102.48万吨、

总磷 16.04万吨、铜 2397.23吨、锌 4756.94吨，分别

占农业污染源排放总量的 96%、38%、56%、98%、

94%［3⁃4］。当前，我国每年畜禽粪污产量约 38亿

吨［5］，但综合利用率不足 60%［6］。更为严重的是，

近14%的粪污直接排入水体和土壤［5］，对生态环境

造成了严重污染。据统计，湛江市 2016年生猪出

栏量约 330万头，年末存栏量约 188万头；三鸟出

栏量 7089万只，年末存栏量约 2441万只［7］。在仅

计算生猪和三鸟出栏量的情况下，按照生猪排泄

粪便平均 2.5 kg/（头·日），尿液平均 5 kg/（头·日）

（平均养殖时间 180天计）；家禽产粪便 120 g/（只·

日）（平均养殖时间50天计）进行计算，湛江市每年

生猪粪便产生量为148.5万吨，尿液297万吨；禽类

粪便 42.5万吨［8］。加之当前湛江地区养猪多采用

水冲粪模式，甚至有些小型猪场采用直排模式，其

日污水排放量上升至约30 kg/头［9］，污染物的产生

量增加了近4倍，对生态造成不可估量的影响。

1.2 疫病传播风险和抗生物污染风险高

当发生动物疫病时，粪污污染物常常作为重

要的污染源被忽视。研究表明，在禽流感、新城

疫、猪繁殖与呼吸综合征发生时，养殖场周边的苍

蝇都可能通过机械传播的方式传播病毒，病毒在

苍蝇体内存活时间可高达 10天［10⁃12］。此外，污水

中的细菌和寄生虫卵也不容忽视。养殖场所排放

的每毫升污水中平均含33万个大肠杆菌和66万个

肠球菌；沉淀池内每升污水中蛔虫卵和毛首线虫卵

分别高达 193.3个和 106个［9］。粪污和污水不仅会

孳生蚊虫，而且还是重要的传染源，为疫病的发生

和发展推波助澜。此外，许多药物添加剂随畜禽

粪尿排出体外，若未经有效处理就用作肥料，不但

污染环境，也会对人畜产生毒副作用。资料显示，

约有 30%~90%的抗生素不能完全被动物吸收，随

着畜禽粪尿排出体外，导致畜禽粪污成为环境中

抗生素污染的重要来源［13］。即使采用发酵等方式

处理，降解效果依然不理想。

1.3 造成空气质量下降

首先在养殖区内二氧化碳、氨气等浓度会出现

不同程度超标［14］。而粪污在微生物的作用下，产

生硫化氢、粪臭素、胺类和氨气等有害气体，可达

230多种，严重降低养殖场内空气质量，危害人畜

的健康［15⁃16］。

2 畜禽粪污资源可观

畜禽粪污是“放错了地方的资源”，加以利用

后不仅能够产生沼气等清洁能源，还可以加工成

有机肥。过去，以畜禽粪便为主的有机肥是农作

物、果树等经济作物的主要养分来源之一。随着农

牧结合的传统种植模式被化肥使用模式所取代，

粪污还田被限制，最终导致土壤的真实肥力不断

下降，化肥使用量与产量之间失衡的恶果。研究

显示，每年畜禽养殖粪污可提供养分约 3463 万

吨，约占全国氮、磷、钾化肥使用总量的63%［17］，资

源总量可观。

3 当前现状及需求

3.1 我国畜禽粪污资源化利用的主要症结

一是缺乏适宜的配套技术，难以适应不同养

殖模式、养殖品种和养殖规模的需求；二是缺乏经

济的装备设施，投资大；三是缺乏良好的经济效

益，处理企业不受益，种植企业不积极［18］。从目

前国内外畜禽养殖废弃物利用的现状来看，其主

要处理方式有粪污还田、腐熟堆肥法、沼气发酵法

和生物分解法等。其中，堆肥发酵和沼气发酵技

术相对比较成熟，是当前粪污资源化利用的主要

方式［19］。粪污收集还田利用在北方较为合适，但

广东较少使用，专业化能源利用和异位发酵床是

广东省主推的模式。针对不同养殖群体，需要采

取不同处理策略。固体粪便肥料化利用，这种模

式主要针对家禽养殖，产生的废弃物以固体粪污
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为主。粪便垫料回用，主要是奶牛或者肉牛养殖

所采用的粪便资源化利用模式。中小规模养殖户

可以采用水肥一体化模式，对粪污无害化后还

田［20］。
3.2 资源化利用的主要障碍

实际上，资源化利用最根本的还是市场。尽

管国家进行了引导，但成效尚不显著。尤其是以

绿色发展为导向的农业补贴政策未系统化形成，

而传统农业所追求的重产轻质，短期效益最大化

仍然没能从根本上扭转。在养殖大省，一个重要

问题是种养分离［21］。养殖业和种植业常常是两个

单独的主体，二者联系不紧密，信任度不足；产品

获得和使用不便等客观原因也是利用不足的原因

之一。加之行业内对粪污还田的标准体系不完

善，相关制度欠缺，且缺乏相应的技术规范指

导［22］，因此在粪污资源化利用的实际操作上仍然

存在不少主观和客观的障碍。

3.3 湛江市粪污处理的现状

湛江是农业大市，粪污资源化利用需求大。

调查走访发现，生猪粪污资源化利用率低，多数是

直排，污染面大。大型养猪场政策执行度高，环保

意识到位，粪污集中处理，通过干湿分离、沼气池、

氧化塘等多种手段完成。然而在湛江地区4000余

户登记在册的养殖企业中，不足千户为规模化企

业。小而散的养殖模式造成了处理方式的落后和

随意。一般小型养猪场采用水冲粪或水泡粪，用

水量大，直排占比超过 90%。沼气池多为摆设或

者容量不足，氧化塘通常为自家鱼塘，常富营养

化。大型养鸡场的粪污处理多制成有机肥，受欢

迎程度高，利用度高。鸽粪和鸭粪多用于养鱼，但

小型散养户多为自行处理，存在随意堆放等二次

污染问题，尤其是在雨季。此外，在有机肥加工过

程中，其肥效和氮磷比例等需要平衡和检测，这一

方面企业重视程度不足，多依靠经验。尤其是在

畜禽粪污还田时应以磷为基准计算耕地养分容量

和粪污还田量，氮素不足的部分应补充额外的氮

源以满足作物需求［23］。另外，处理设备个性化程

度不高，投入大也是一个突出问题。大型养禽场

一般使用履带刮粪板，但一些存在设计缺陷。如

刮粪板缺边易造成粪便外漏，尤其是水线漏水后，

水粪外流造成的污染。而集中收集处无封闭式设

备，粪污大量堆积，孳生蚊虫，难以清理，二次污

染突出。加之处理设备造价高，经济实力不足的

企业往往无力负担。湛江当地多数养殖场并没有

足够的场地来消纳粪污，即使经过氧化塘处理后

用于养鱼也容易出现富营养化。此外，养殖加工

的废弃物处理，如下脚料等也是非常棘手的问

题。一些企业通过饲养鳄鱼消纳的方式，但总量

有限，对水环境污染仍然比较严重。总而言之，湛

江市当前畜禽养殖废弃物资源化利用仍然处于发

展阶段，亟需开发或引进适用本地的处理技术。

3.4 湛江市粪污处理的需求

目前湛江最迫切的需求有如下五点。一是针

对当前养殖模式，养殖栏舍急需改造，符合现代粪

污处理模式。比如漏缝地板加刮粪板的设备用于

制备沼气或者异位发酵床。二是在当前粗放养殖

条件下，急需源头减量。需要从易消化饲料和清

理粪污的方法上同时着力。三是设备成本太高，

急需能耗低，不添加化学药剂的简易粪污处理设

备，方便养殖场使用。四是粪污处理的先进技术

和方法，尤其是粪污处理过程中和有机肥制作过

程中的臭味控制技术。五是粪污处理前后运输过

程中存在的污染问题，急需管道化建设技术。

4 参考措施

4.1 完善制度

遵循法律法规的基础上，完善畜禽养殖污染

治理的制度体系，制定可操作的细则。加强环保

执法，强化社会监督，对违纪违规养殖户、养殖场

依法严格处理，增加违法成本，使得相关从业人员

从根本上重视环保工作［24⁃25］。将水源、场内设施、

处理设施等场地建设要素以及饲料添加剂和兽药

等排泄相关物要素纳入源头管理。

4.2 源头减量，合理利用

研究表明，养殖场粪污排放量与饮水设施和

清粪方法成显著正相关［26］。因此从源头上减量首

先要在养殖场建立管网系统，实现雨污分流、粪污

干湿分离。同时饲喂低蛋白和合成氨基酸饲料，
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辅以各类酶制剂有效减少氮磷排放。通过一系列

处理，可从源头上减少粪污产量的 70%~80%［27］。
在利用模式上也要区别对待，如北方地区利用牛

羊粪便堆积晾晒后，将粪便原料、复合发酵菌剂与

秸秆粉等辅料预发酵后再进行条垛式好氧发酵。

经腐熟晾干后进行后熟发酵制成有机肥。养殖场

的污水经固液分离机分离后，上清液经曝气加氧

等多级处理后，就近还田利用［28］。这一方法在北

方较为实用，但到南方潮湿多雨的季节就较难实

施，需要额外配备设备才能保证晾晒和发酵的效

果。因此，南方地区需要结合自身气候特点，在养

殖场广泛采用干清粪模式和发酵床模式。通过及

时补充菌种，控制水分和温度，在合理通风和搅拌

的前提下，制备成物美价廉的有机肥。此外，还应

该考虑将不同农作物及蔬菜、果树的营养需要，加

入适量的化肥等制成专用型有机无机复合专用

肥［29］。畜禽规模养殖场宜采用干清粪工艺。粪便

含水量低的鸡粪和鸽粪可通过发酵床等工艺进行

处理。而采用水泡粪工艺的，最好改造为干清粪，

通过干湿分离，雨污分离进行处理。

4.3 推进绿色兴牧，种养结合

不搞“一刀切”的懒政行为，按照不同养殖区

域划分情况，通过农牧结合加快粪污资源化利用

进程。调查显示，湛江市规模以下养殖场所占比

重超过 80%，分布广泛，点多面广，监管难、治理

难。这类养殖场多数证照不齐全，资金实力不足，

即不愿意投入较多资金新建粪污处理设备，也无

法得到政府财政资金的资助。因此，这类养殖场

可采用干湿源头分离、圈舍雨污分流，粪污腐熟发

酵后还田的办法。针对大型养殖场制备的沼液体

积大、养分含量较低、臭味大的缺陷，有学者建议

采用吸附或者鸟粪石结晶的手段将发酵后沼液中

的氮磷以缓释肥的形式还田［30］，避免沼液直接还

田造成的环境风险。在适养区范围内的养殖场，

尽量布局在规模化种植区附近。依据种植区分布

规划养殖布局，最大程度减少种养结合过程中的

养分损失、粪肥运输及劳动力成本。就近还田的过

程中还应该加强粪污科学还田技术指导。以作物

营养平衡为核心，通过评估土地氮、磷养分需求总

量和粪肥养分可利用量，对不同土壤类型、不同作

物类型及不同种植方式下的施肥结构和技术参数

进行分析整理，指导各地开展畜禽粪肥科学还田，

并提出符合区域环境特征的养殖污染防治适宜技

术［31］。
4.4 生物利用

利用畜禽粪污养殖蝇蛆、蝇蛹、蚯蚓、水蚕和培

育浮游生物等作为蛋白饲料或者养鸡养鱼也是资

源化利用的方法之一［16］。目前研究较多的是畜禽

粪污养殖蝇蛆、黑水虻等［32⁃34］，但各有优缺点。家

蝇蛆虫是良好的动物蛋白原料，鲜蛆的粗蛋白含

量约19%，干蛆的粗蛋白含量约61%，氨基酸总量

中的必需氨基酸百分含量可达43.83%［32］。黑水虻

幼虫粗蛋白质占干重的42%~44%［33］。家蝇的饲养

温度为24~33℃，湿度为50%~80%，如果利用昆虫

处理，需要从养殖源头上避免饲喂添加环丙氨嗪

的饲料，以避免后期粪污处理中昆虫养殖的失

败。昆虫生物利用虽然已经取得了一定进展，但

尚未形成标准化操作流程［32］，推广难度大。一个

共性的问题是，粪污在生物利用过程中仍然存在

不良气味，昆虫产卵盘垫料成本较高，取卵工序繁

琐，饲养密度难以精准把控，湿度和温度需要加以

控制［32］，管理不善甚至可能通过昆虫传播疾病。

5 展望

粪污处理是当前养殖业面临的重大课题，同

时也是一大难题。畜禽粪污资源化利用是治理畜

禽养殖污染的根本途径，关乎全面建成小康社会，

关乎生态文明建设，关乎广大人民群众切身利益，

是重大的民生工程和民心工程。湛江市通过政策

引导、资金支持、技术引进、示范带动等多方面举

措，目前畜禽粪污资源化利用正在扎实推进。通

过专业化能源利用、异位发酵床、污水肥料化利用、

污水达标排放等多种利用模式，以绿色生态为导

向，推进种养结合、循环发展等可复制的低成本处

理模式，坚持市场化运作，建立可持续运营的长效

机制，最终形成绿色、健康、循环的粪污资源化利

用链条，助力美丽乡村建设。
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复合丁酸梭菌对断奶仔猪生长性能及腹泻的影响

吴云鹏 1，3，池作授 3，李孝伟 1，温晓鹿 2，秦江帆 1，耿旭 3，张号杰 3

（1.中粮饲料（茂名）有限公司，广东 茂名 525011；
2.广东省农业科学院动物科学研究所，广东 广州 510640；
3.中粮饲料（佛山）有限公司，广东 佛山 528000）

摘要：本试验旨在研究饲粮中添加丁酸梭菌（Clostridium butyricum）对断奶仔猪生长性能及

腹泻的影响。试验选取 90头体重相近的“杜×长×大”断奶仔猪，随机分为 3组，每组 3个重复

（栏），每个重复10头猪。各组分别饲喂基础饲粮（对照组），在基础饲粮基础上添加300 mg/kg
土霉素钙+30 mg/kg亚甲基水杨酸杆菌肽（抗生素组）、500 mg/kg丁酸梭菌制剂（丁酸梭菌组）的

试验饲粮，试验为期21天。结果表明：1）丁酸梭菌组仔猪ADG显著高于对照组（P < 0.05），F/G
显著低于对照组（P < 0.05）。与抗生素组相比，丁酸梭菌组仔猪ADG及F/G无显著差异（P >

0.05）。各组间仔猪ADFI差异不显著（P > 0.05）。2）丁酸梭菌组仔猪腹泻率及腹泻指数均显著

低于对照组（P < 0.05）。与抗生素组相比，丁酸梭菌组仔猪腹泻率及腹泻指数差异不显著（P >

0.05）。因此，丁酸梭菌制剂可能在断奶仔猪上具有一定程度替代抗生素的潜力。

关键词：断奶仔猪； 丁酸梭菌； 生长性能； 腹泻率； 抗生素替代品
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由于具有解决断奶仔猪腹泻、生长阻滞等问题

的作用，抗生素的应用推动了畜牧行业的快速发

展［1］。但其不合理使用导致的细菌耐药性、环境污

染、食品安全等问题及副作用也越来越受到全社会

广泛关注［2⁃3］。欧盟已于 2006年 1月 1日起全面禁

止畜牧行业中抗生素生长促进剂的使用，我国饲

用抗生素的禁用基本已大势所趋。据悉，我国可

能与 2020年全面停止饲用抗生素的使用。因此，

如何在饲用抗生素禁用后维持断奶仔猪肠道健康

及提高仔猪免疫力，是当前重要的研究课题。而

由于益生菌制剂具有调节仔猪肠道健康、提高仔猪

免疫力的作用［4］，在畜禽生产中也越来越受到关

注。

丁酸梭菌（Clostridium butyricum），又名酪酸

菌，是我国农业部 2009年批准的新一代微生物饲

料添加剂。研究表明，丁酸梭菌能够调节动物肠

道菌群平衡，促进肠道有益菌的增殖，增强机体免

疫功能［5⁃6］。丁酸梭菌的主要代谢产物是乙酸和丁

酸，而丁酸是大肠上皮细胞的主要能量来源，在维

持动物肠道健康和机体能量代谢过程中发挥重要

作用［7⁃8］。此外，丁酸梭菌具有耐热，耐酸及耐受

多种抗生素的特点，是一种具有广泛开发前景的

微生态制剂［9］。但目前有关丁酸梭菌在断奶仔猪

上应用的报道并不多。因此，本试验旨在通过研

究饲粮中添加复合丁酸梭菌对断奶仔猪生长性能

及腹泻的影响，为丁酸梭菌在动物生产中的应用

提供依据。

1 材料与方法
1.1 试验材料

本试验所用丁酸梭菌制剂，主要成分含有丁

酸梭菌、地衣芽孢杆菌和枯草芽孢杆菌，其中丁酸

梭菌有效活菌数≥ 1×108 CFU/g，购自湖北某公司。

1.2 试验设计
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试验采用单因子设计，选取 90头平均体重为

（10.30 ± 0.30）kg的“杜×长×大”断奶仔猪，随机分

为3个处理组，每组3个重复（栏），每个重复10头

猪。各组分别饲喂基础饲粮（对照组），在基础饲

粮基础上添加 300 mg/kg土霉素钙+30 mg/kg亚甲

基水杨酸杆菌肽（抗生素组）、500 mg/kg丁酸梭菌

制剂（丁酸梭菌组）的试验饲粮，具体分组见表 1。
配方涉及保密，基础饲粮不提供配方组成，基础饲

粮营养水平见表2。

1.3 饲养管理

试验于 2018年 7~8月在湛江某猪场进行，试

验前对猪舍进行彻底清洗并消毒。试验为期 21
天，试验期间，仔猪在漏缝地面上饲养，自由采食

和饮水。每天定时打扫圈舍。

1.4 测定指标

1.4.1 生长性能

试验全程以重复（栏）为单位记录采食量，分

别于试验第1和22天早上08：00对仔猪空腹称重，

计算每头仔猪的平均日增重（ADG）、平均日采食量

（ADFI）及料肉比（F/G）。

1.4.2 腹泻率和腹泻指数

试验期间每天10：00和16：00分别观察仔猪粪

便，按照Marquardt等的方法对粪便进行评分［10］。
0分：粪便条形或粒状；1分：软便，能成型；2分：稠

状、不成型、粪水未分离；3分：液体、不成形，粪水

分离。粪便评分≥2时，认为仔猪发生腹泻。

腹泻率（%）=∑（每栏腹泻仔猪头数×腹泻天

数）/（每栏仔猪总数×试验天数）；

腹泻指数=∑每栏仔猪腹泻评分之和/（每栏仔

猪总数×试验天数）。

1.5 数据统计与分析

试验数据采用 SAS 9.2（SAS Inst.，Inc.，Cary，
NC）进行单因素方差分析和Duncan多重比较，结

果以平均值±标准误表示，P < 0.05为差异显著。

2 结果
2.1 饲粮中添加丁酸梭菌对断奶仔猪生长性能的

影响

由表 3可知，丁酸梭菌组仔猪ADG显著高于

对照组（P < 0.05），F/G 显著低于对照组（P <

0.05）。与抗生素组相比，丁酸梭菌组仔猪ADG及

F/G无显著差异（P > 0.05）。各组间仔猪ADFI差异

不显著（P > 0.05）。

2.2 饲粮中添加丁酸梭菌对断奶仔猪腹泻率和腹

泻指数的影响

从表4可知，试验期间，丁酸梭菌组及抗生素

组仔猪腹泻率分别比对照组降低了50.3%及64.4%
（P < 0.05），两组仔猪腹泻指数评分均显著低于对

照组（P < 0.05），现场粪便成条形。与抗生素组相

比，丁酸梭菌组仔猪腹泻率及腹泻指数评分差异

复合丁酸梭菌对断奶仔猪生长性能及腹泻的影响⁃吴云鹏，等 兽医临床

表1 试验分组饲粮表

组别

对照组

抗生素组

丁酸梭菌组

饲粮

基础饲粮

基础饲粮+ 300 mg/kg土霉素钙+ 30 mg/kg亚甲基水

杨酸杆菌肽

基础饲粮+ 500 mg/kg丁酸梭菌

表2 基础饲粮营养水平（88%干物质基础）

注：表中各值为计算值

营养水平

消化能（MJ/kg）
粗蛋白质

钙

总磷

可利用磷

赖氨酸

蛋氨酸

苏氨酸

色氨酸

含量（%）

14.40
18.10
0.68
0.65
0.40
1.30
0.50
0.82
0.30

表3 饲粮中添加丁酸梭菌对断奶仔猪生长性能的影响

项目

初重，kg
末重，kg
平均日增重，ADG（kg/d）
平均日采食量，ADFI（kg/d）
料肉比，F/G

组别

对照组

10.35±0.31
18.75±0.29b

0.40±0.03b

0.72±0.05
1.80±0.05a

抗生素组

10.30±0.30
21.64±0.48a

0.54±0.04a

0.82±0.06
1.52±0.04b

丁酸梭菌组

10.22±0.24
20.72±0.36a

0.50±0.04a

0.78±0.08
1.56±0.06b

注：同行数据肩标不同小写字母表示差异显著（P < 0.05），相

同或无字母表示差异不显著（P > 0.05）。下表同
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不显著（P > 0.05），两组仔猪粪便均为正常条形粪

便。

3 讨论
3.1 饲粮中添加丁酸梭菌对断奶仔猪生长性能的

影响

研究发现，断奶仔猪饲粮添加 250⁃500 mg/kg
（活菌含量 0.5⁃1×108 CFU）丁酸梭菌可改善断奶仔

猪肠道结构，增强仔猪免疫功能［11⁃12］。结合前人

的试验结果，本试验饲粮中丁酸梭菌添加量定为

500 mg/kg。
仔猪出生时，消化道是无菌的，随后仔猪消化

道菌群逐渐建立，但稳定性差，丁酸梭菌作为饲料

添加剂添加到畜禽饲粮中，可改善仔猪肠道菌群

平衡和仔猪生长性能［13］。Liao等研究表明，在饲

粮中添加丁酸梭菌能显著提高肉鸡的生长性能，

降低料重比［14］。李玉鹏等发现，断奶仔猪饲粮中

添加丁酸梭菌后，仔猪平均日增重提高7.83 %，料

肉比降低 5.26 %［15］。凌欣华等发现，饲粮中添加

复合丁酸梭菌后，仔猪日增重比对照组提高

5.18%，比抗生素组提高 4.79%，料肉比比对照组

下降3.08 %，与抗生素组无差异［16］。此外，邢帅等

发现，断奶仔猪饲粮中添加 500 mg/kg丁酸梭菌，

可增加仔猪的平均日采食量及日增重，显著降低

仔猪的腹泻率［17］。本研究结果与此类似，这表

明，丁酸梭菌可能具有提高断奶仔猪日增重，降低

料肉比的作用，达到与抗生素相近的效果。可能

的原因是，饲粮中添加丁酸梭菌后，不仅改善仔猪

肠道菌群平衡，同时在仔猪肠道内产生对仔猪健

康具有重要生理意义的多种代谢产物，包括蛋白

酶、淀粉酶、乙酸、丁酸等，从而促进仔猪营养物质

消化率的提高［18⁃19］。
3.2 饲粮中添加丁酸梭菌对断奶仔猪腹泻率和腹

泻指数的影响

研究表明，断奶仔猪饲粮中添加 0.5×108~5×
108 CFU/kg丁酸梭菌可显著降低其腹泻率［11］。凌

欣华等发现，断奶仔猪饲粮中添加0.05%的丁酸梭

菌制剂，与空白对照组相比，腹泻率显著降低，与

达到与抗生素相接近的抗腹泻效果［9］。此外，庞敏

等在断奶仔猪上的研究表明，饲粮中添加丁酸梭

菌可能通过改善仔猪肠绒毛形态、降低粘膜通透

性、上调紧密连接蛋白的表达量，从而达到降低断

奶仔猪腹泻率的效果［20］。本试验结果与此一致，

表明，可能是丁酸梭菌通过调节肠道菌群，抑制有

害菌繁殖，促进有益菌的定植，提高肠道屏障功

能，从而起到防腹泻的效果。

4 结论
综上所述，饲粮中添加 500 mg/kg丁酸梭菌制

剂（含丁酸梭菌、枯草芽孢杆菌、地衣芽孢杆菌）可

能具有缓解仔猪应激，提高仔猪营养物质消化率

及日增重，减少仔猪腹泻率，改善并维持肠道菌群

平衡及肠道屏障完整性的作用。因此，丁酸梭菌

可能是无抗时代比较有潜力的抗生素替代品之一。
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项目

腹泻率，%
腹泻指数

对照组

5.80±0.52a

1.92±0.48a

抗生素组

2.06±0.44b

0.46±0.08b

丁酸梭菌组

2.88±0.82b

0.53±0.06b

表4 饲粮中添加丁酸梭菌对断奶仔猪腹泻率和腹泻指数的影响

［1］

［2］

［3］

［4］

［5］

［6］

［7］

［8］
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弓形虫病是由刚地弓形虫引起的一种人兽共

患寄生性血液原虫病，呈世界性分布，几乎可以感

染包含人类、犬猫在内的所有的温血动物及部分变

温动物。近年来，随着我国居民生活水平的提高，

饲养宠物已然成为一种风尚，把犬猫作为伴侣动

物喂养的人数大幅增加。犬作为弓形虫的重要中

间宿主，猫作为唯一终末宿主，人类与宠物的亲密

接触，使得犬猫成为了向人类传播弓形虫的主要

途径，具有重要的公共卫生学意义。本文从犬猫

弓形虫的病原及诊断、弓形虫的危害、流行病学及

防控措施等方面做详细介绍，以期引起人类在饲

养宠物中对弓形虫感染的重视，并提供参考。

1 病原及诊断
弓形虫属于专性胞内寄生虫，其发育阶段不

同，虫体的形态也不同，可分为中间宿主（人、犬、

猫等动物）阶段的速殖子、包囊，及终末宿主（猫科

动物）阶段的裂殖体、配子体、卵囊5型。其中速殖

子、包囊和卵囊对中间宿主和终末宿主都具有感染

能力。有性繁殖只在终末宿主猫科动物体内进

行。所以，在弓形虫病的传播途径中，猫科动物扮

演了极其重要的角色。弓形虫病虽然具有一定的

临床特点，但确诊主要借助实验室病原学诊断、免

疫学诊断或分子生物学诊断方法，通过检查出病

原体或特异性抗原抗体，方可做出结论。

2 弓形虫的危害
弓形虫是一种机会致病原虫。对于人类，免

疫系统正常的个体一般不发生病症，但艾滋病人

及一些患有免疫缺陷类疾病的患者症状较为明

显，对于免疫抑制人群是主要的致死因素。孕妇

感染可发生早产或流产、产死胎或畸形儿、或垂直

传播给胎儿等严重病症。通过母体感染的婴儿，

多见神经管畸形，婴儿出生后表现为小头畸形、脑

积水、癫痫发作，造成智力落后等。有些新生儿出

生时无特殊体征，仅表现为低体重、贫血、黄疸等，

但逐渐出现抽搐、脑膜炎、脑钙化。感染弓形虫的

婴儿中，约有三分之一会发生脉络膜视网膜炎而

失明。儿童和老人感染易患急性淋巴结炎、脑膜

炎、肺炎、视网膜炎、顽固性高烧等疾病。有研究表

明，弓形虫感染与人类精神分裂症、抑郁症和男女

不孕症明显相关。犬猫患弓形虫病时多引起中枢

神经系统、视觉、呼吸、胃肠系统病变，通常为隐性

感染，但也有出现临床症状甚至死亡的病例。

犬猫弓形虫病及综合防控措施

胡俊菁 1，陈珊 2，孙铭飞 1*

（1.广东省农业科学院动物卫生研究所，农业农村部兽用药物与诊断技术广东科学观测实验

站，广东省畜禽疫病防治研究重点实验室，广东 广州 510640；
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摘要：弓形虫病是一种人兽共患寄生性原虫病，对免疫缺陷类疾病的患者和免疫抑制病人

的影响较大，对孕妇儿童的危害也很大。犬作为弓形虫的重要中间宿主，猫作为唯一终末宿主，

是人类感染弓形虫的主要来源。本文从弓形虫的病原及诊断、弓形虫的危害、流行病学及防控措

施等方面做详细介绍，以期引起人类在饲养宠物中对弓形虫感染的重视，并提供参考。
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3 流行病学
全世界约有 30%的人口感染弓形虫，我国居

民感染弓形虫的血清阳性率约为 10%，在育龄期

妇女该病的感染率可达 4%~85%。在我国几乎每

个省份都有犬猫患弓形虫病的报道，1979 年~
2017 年 我 国 犬 类 弓 形 虫 感 染 率 为 3.94% ~
46.67% ，1986年~2017年我国猫的弓形虫感染率

在1.92%~45.00%。犬猫弓形虫的感染率具有地域

差异性，例如犬弓形虫感染在北京、甘肃、辽宁和

新疆等北方某些地区尤为严重，中南部省份猫弓

形虫感染率高于西北、东北等北方地区的感染

率。流浪犬、猫的感染率要显著高于家养宠物犬、

猫。

4 宠物犬猫感染弓形虫的原因分析
4.1 宠物市场混乱，幼犬幼猫来源复杂

宠物市场缺乏严格管理，对于进入宠物市场

的动物来源并未严格把控，甚至有道德不良的宠

物贩子低价购入病宠来贩卖。且宠物市场的动物

多未做弓形虫病血清学检测，为宠物犬猫携带或

传染该病埋下了安全隐患。

4.2流浪犬猫数量增多，增加了弓形虫感染的几率

随着城市流浪犬猫数量的增加，增加了家养宠

物感染弓形虫病的风险。由于流浪犬猫接触的动物

和环境较为复杂，很可能通过接触感染的犬猫、食用

被感染的生肉或其它食物、捕食老鼠等途径感染弓形

虫，家养宠物在外出活动时，易被感染。

4.3对弓形虫病危害认识的缺乏或不足，忽略了驱

虫保健工作

大部分宠物主人缺乏对犬猫体内寄生虫病危

害的知识，尤其是未意识到猫科动物在弓形虫传

播途径中扮演的重要角色，很容易忽视对弓形虫

病的防制。

5 综合防控措施
犬猫弓形虫病关乎公共卫生安全，与人类的

健康息息相关，对于宠物弓形虫的预防尤为重

要。目前对犬猫弓形虫病的防控无特效药物及可

推广应用的疫苗，因此，消灭传染源，切断该疾病

的传播途径是防控的本病的关键。

5.1 预防措施

5.1.1 加强宠物市场管理，净化养宠环境

加强对宠物市场交易的规范化管理。对入场

交易的动物要做好防疫、检疫和消毒工作；尽可能

对宠物市场的动物全部进行弓形虫血清学检查，一

旦发现有阳性感染动物应立即进行驱虫治疗或淘

汰，防止感染动物流向社会，造成病原传播和感染

人体。

5.1.2 加大宣传力度，普及弓形虫病的防控知识

借助各种传媒大力宣传与弓形虫相关的防控

知识，推行科学文明养宠，普及弓形虫病的预防知

识，提高宠物饲养人群对该病的认识和防范意识，

关爱宠物健康，提高宠物自身抵抗力。定期带爱

宠到宠物医院进行体检，注重对宠物的日常保健，

保持犬猫的食物、饮水及圈舍的清洁卫生，定期消

毒。另外收养流浪犬猫时，应采取适当的驱虫措

施，对防控该病的感染可起到一定作用。

5.1.3 提高自我防护意识，不与宠物有过分亲密

的接触

弓形虫主要通过消化道感染，也可通过呼吸

道、损伤的皮肤和黏膜以及眼等感染。胎盘感染也

是一个重要的途径。因此，在与犬猫玩耍时应保

持适当的距离，更要小心被其抓伤、咬伤。孕妇应

远离犬猫，异常妊娠的孕妇、畸形儿、弱智儿等的

弓形虫感染率显著高于正常妊娠的孕妇及正常

儿，不孕症妇女中弓形虫感染率有逐年上升趋

势。饲养宠物的育龄妇女必须定期做好弓形虫常

规检测，建议暂时先不饲养宠物，特别是猫，这样

才能更好地预防弓形虫病。由于弓形虫对免疫缺

陷类疾病的患者和免疫抑制病人影响较大，因此

不建议该类人群饲养宠物，如果实在需要饲养，应

更加着重注视预防爱宠感染弓形虫。

5.1.4 及时处理猫粪便，避免含卵囊的猫粪传播

疾病

弓形虫的有性繁殖阶段只在其终末宿主猫科

动物肠道内发育，因此也只有猫科动物可以排出

感染中间宿主的卵囊。从感染猫肠道内排出的新

鲜卵囊需要在外界发育 1～2天或更长时间，才可

以形成具有传染性的孢子化卵囊，所以要每天要

及时清除猫砂或猫粪便。主人在清除猫粪便后，

应反复消毒洗手，以防手上残留感染性卵囊。
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5.1.5 加强对人和动物弓形虫病的调查及研究

弓形虫病是危害极大的人畜共患病，我国是

宠物大国，目前对于弓形虫病的研究仍落后于其

它发达国家，应注重调查及研究宠物弓形虫病危

害。加强对人类和犬猫弓形虫的监测，研发新型

治疗药物或疫苗，特别是加大对猫弓形虫疫苗的

研究力度，以保障人类和宠物犬猫的健康

5.2 治疗措施

犬 、猫弓形虫病的治疗以化学药物为主 ，治

疗应遵循“用药早、疗程足”的原则。目前公认有效

的抗弓形虫病药物有乙胺嘧啶、磺胺嘧啶（或黄安

吡嗪、磺胺二甲氧嘧啶）和螺旋霉素、氯林可霉素

等。应注意在弓形虫发病初期及时用药，如用药

较晚，虽可使临床症状消失，但不能抑制虫体进入

组织形成包囊，使病畜成为带虫者。
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豹纹守宫（Eublepharis macularius）自十九世纪

七十年代开始被当作观赏性动物饲养，至今这种

爬行动物已经成为了全球范围内人工饲养最多的

夜行性蜥蜴。豹纹守宫（以下简称“守宫”）的眼部

结构异于其他大部分守宫，它们长有眼睑，并习惯

通过眨眼或舔舐眼睛来湿润双眼。在人工饲养繁

殖的状态下，豹纹守宫易出现闭、有眼分泌物、眼

内有异物等症状，且常伴随食欲下降的问题，如不

及时治疗，动物整体精神状态会逐渐变差。爬行

类动物的眼球上皮发育与维生素A息息相关，缺乏

维生素A使爬行类动物更容易罹患眼部疾病，被认

为是眼部遭受细菌感染的根本原因。

1 基本情况
本文患病动物为一雄性豹纹守宫，1岁大，体

重8.6 g，主人每日喂食2~3条面包虫，有钙粉供其

自由取食，无维生素补充。主诉该守宫从 15 d前

蜕皮不畅，双眼出现少量分泌物，使用黄霉素眼膏

治疗无效，且双眼分泌物逐渐增加，没精神，不好

动，遂就诊。就诊前3 d无食欲，无强饲。

2 诊断
2.1 临床检查

豹纹守宫为外温动物，其活动受温度的影

响。将守宫置于 30 ℃环境中，发现其体格严重偏

小，虽第二性征发育正常，但全身骨头变软，四肢

有轻度变形，靠近盆骨处脊柱变形、隆起，尾末端

畸形，提示有缺钙、发育不良的问题。整体上看，

该守宫双眼紧闭，正处于蜕皮阶段的中后期，不喜

运动，步态不稳，眼球稍内陷，有轻度脱水。检查

双眼发现该守宫眼睑肿胀，眼睑和眼内皆有淡黄

色浑浊分泌物，左眼分泌物较多、湿润粘稠，左眼

眼球浑浊；右眼分泌物较少、干燥，右眼角膜浑浊

（见图1，图见第51页）。

2.2 眼分泌物细胞学检查

剥离眼眶表面分泌物，用无菌棉签采集眼内

分泌物样本并制作涂片，进行diff⁃quik染色。油镜

下可见大量杆菌及一些炎症细胞（见图 2，图见第

51页）。

3 诊断结果
结合饲养状况调查、问诊与镜检结果，判断该

守宫缺乏维生素D，导致骨骼发育异常；同时缺乏

维生素A使眼球上皮细胞发育不良，最终导致眼部

细菌感染。

4 治疗
4.1 支持疗法

将该守宫置于 33 ℃恒温的饲养环境中（比正

常饲养温度略高 2 ℃），配有水盆装水供其自由饮

一例豹纹守宫维生素A缺乏与眼部感染的诊疗

罗声扬，戴溢锌，熊惠军*

（华南农业大学，广东 广州 510000）

摘要：本文主要介绍一例疑似维生素A缺乏引发的幼体豹纹守宫双眼细菌感染的诊断与

常规治疗过程。不同于犬猫眼部细菌感染的治疗思路，通过特殊的处理手法可以有效地治疗

该异宠的眼部细菌感染疾病。
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水。每天用手填喂裹有维生素A/D粉和钙粉的小

麦虫或蟋蟀2~3只，以保持基本的营养需求。初期

发现动物对填食的适应程度良好，虽然闭眼无法

追捕食物，但在嘴巴接触到食物的一瞬间会有啃

咬的进食动作。动物排便状况良好。

前 3天每日皮下注射 0.3 ml的爬行类专用“林

格氏液”（以“乳酸林格氏液、0.9% NaCl溶液和 5%
葡萄糖溶液”以 1∶1∶1 的浓度配比而成的复合溶

液），以纠正脱水问题。同时，手动撕去该守宫即

将褪去的老皮，防止因为动物体力不足而导致蜕

皮不畅。

4.2 眼部治疗

治疗前9天，用无菌生理盐水冲洗该守宫的双

眼，将分泌物及残留在眼眶内的残皮清理干净，随

后再滴氧氟沙星眼药水（5 ml∶15 mg）以杀灭细菌，

一天两次。治疗第3天右眼正常睁开，左眼仍有少

量分泌物，再取分泌物制作涂片检查，视野范围内

见部分着色絮状物，怀疑是破掉的白细胞，未见杆

菌。

治疗第9天该守宫活力变好，双眼表面浑浊物

减少，左眼眼睑消肿，不再冲洗眼球，一天只滴一

次氧氟沙星眼药水，以减少刺激，等待守宫自然恢

复。

治疗第 13天守宫双眼清亮，能够正常睁开，

非常适应人工喂食，粪便正常，故不再用药，教宠

主人工喂食操作及饲养要点后出院（见图 3，图见

第51页）。

主人反馈守宫回家后第 2天已开始主动捕食

面包虫。

5 讨论
相对于没有眼睑的爬行类动物而言，带眼睑

的爬行类动物更容易罹患眼病，这可能是眼睑更

容易“藏污纳垢”导致的。带眼睑的爬行类动物细

菌性眼病的诊治思路跟犬猫的类似，都是依靠细

胞学检查确诊，然后用抗生素去控制感染。但不

同的是，爬行类动物在罹患眼病时会表现出持续

的闭眼症状，它们的脓性分泌物大多是固态的（白

细胞缺乏某种氧化酶），会不断地堆积在眼睑内，

使治疗操作变得更加困难。在使用抗生素前，一

定要多次冲洗甚至用细小的棉签剔除眼内异物及

分泌物，才能使抗生素更有效地作用于患处。此

外，笔者发现爬行类动物在罹患外伤、角膜、结膜

等有关上皮细胞损伤的疾病时会激活某种特殊反

应，刺激该动物发生蜕皮行为；只要刺激源未得到

控制，动物会不断重复蜕皮，有时候身体外会包裹

着好几层的旧皮，这些没有完全蜕下的旧皮又会

堆积在眼眶内，刺激角膜，造成恶性循环，但该刺

激反应的发生机制尚未明确。

维生素 A 缺乏症是爬行类动物常见的疾病，

最明显的临床异常为鳞状上皮化生，导致上皮表

面变性，在蜥蜴上临床症状常见食欲不振、生长迟

缓、眼周水肿、鳞状上皮化生、皮肤病，以及整体较

差的健康状况等等［1］，这些症状一同发生时习惯

称之为“维生素A缺乏综合征”。在眼病的发生进

程中，一旦细胞发生鳞状上皮化生，它们就不再

发挥保护作用，细菌感染的机会便会增加［2］。因

此，在怀疑是上皮异常的疾病时，首先要注意调

查维生素A的补充情况。如不足，在治疗时要注

意添加，口服或注射皆可，通常注射剂量为 1000~
2000 IU/kg体重。

豹纹守宫的眼病通常是因为饲养管理不当造

成的，根本原因是维生素A缺乏引起的结膜上皮细

胞化生，使结膜免疫能力下降；直接原因则是环境

中的细菌入侵。因此，要预防豹纹守宫的眼病，最

好每周在饵料中添加1~2次商品用维生素粉，使用

白纸作为垫材，每3天更换一次，保持饲养环境干

净整洁。
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伪狂犬病是由伪狂犬病病毒（Pseudorabies
virus，PRV）引起的以发热、奇痒、脑脊髓炎为主要

特征的一种重要传染病，目前该病毒仅有一个血清

型，疫苗免疫是预防和控制该病的主要手段。2011
年以来，PRV流行毒株出现了某种程度的抗原变异

和毒力增强［1⁃5］，给防治伪狂犬病带来新的困难，如

何采取有效的措施进行伪狂犬病的防控成为关注

的焦点。目前我国伪狂犬病活疫苗毒株以经典株

Bartha株为主［6⁃7］，有报道称原有的低效价经典毒株

疫苗产品对流行毒株不能提供完全的保护［8⁃10］，为
解决免疫用疫苗免疫效力降低的问题，广东永顺生

物制药股份有限公司成功研制了安全稳定且免疫

原性良好的猪伪狂犬病活疫苗（Bartha⁃K61株，传

代细胞源），该疫苗是采用猪睾丸（ST）传代细胞制

备的弱毒活疫苗，保证了疫苗纯净无污染、品质稳

定均一、病毒含量高、安全性和免疫原性良好等优

点。每头份疫苗病毒含量为≥106.0 组织半数感染剂

量（TCID50）（内控标准为≥106.5 TCID50），是伪狂犬

病活疫苗国家标准的600倍以上，在现今复杂的疫

病环境下具有更良好的免疫效果［11⁃12］。本研究对

不同的免疫剂量免疫仔猪和母猪免疫后所产仔猪

进行了攻毒试验，以评估该疫苗对PRV流行强毒株

的保护力。

1 材料
1.1疫苗

猪伪狂犬病活疫苗（Bartha⁃K61株，传代细胞

源）由广东永顺生物制药股份有限公司提供。

1.2 试验用流行毒株

攻毒用伪狂犬病流行强毒GD株由广东永顺生

物制药股份有限公司于 2014 年在广东某猪场分

离、鉴定和保存。该毒株 gE 基因序列与 5 株

猪伪狂犬病活疫苗Bartha⁃K61株对流行毒株的
免疫效力研究

吴文福，黄秋雪，侯高伟，林益坤，赖月辉，牛贝贝，吉艺宽，李宁

（广东永顺生物制药股份有限公司，广东 广州 511356）

摘要：本研究通过对不同的免疫剂量免疫仔猪和母猪免疫后所产仔猪进行攻毒，以评估该

疫苗对伪狂犬病毒（PRV）流行强毒株的保护效果。取3~4周龄PRV抗体阴性仔猪，以106.0 组织

半数感染量（TCID50）、106.5 TCID50 、107.0 TCID50 剂量接种猪PRV活疫苗（Bartha⁃K61株，传代细胞

源），免后10 d连同条件的对照组和母源抗体阳性组用PRV流行强毒（GD株）攻毒，检测免疫后

的抗体水平，记录攻毒后的体温、临床症状和病理变化。结果显示：免疫组试验猪在免后7 d PRV⁃
gB抗体均转阳；各种剂量免疫组和母源抗体阳性组试验猪在PRV流行强毒攻击后，均未出现临

床症状和病理变化，而对照组则出现明显的神经症状，体温升高，发病率100%（5/5），死亡率80%
（4/5），剖检可见肝脏有白色坏死点和脑充血水肿。研究表明高病毒滴度的猪伪狂犬病活疫苗（Bartha⁃
K61株，传代细胞源）免疫猪后可对PRV流行强毒株提供良好的免疫保护。

关键词：猪伪狂犬病活疫苗； Bartha⁃K61株（传代细胞源）； 伪狂犬病流行毒株； 免疫

保护
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猪伪狂犬病活疫苗Bartha⁃K61株对流行毒株的免疫效力研究⁃吴文福，等 试验研究

GeneBank 登录的 2014 年后分离的 PRV 同源性为

99.7% ~99.9% ，以 108.0TCID50/头接种 PRV ⁃ gB 和

PRV⁃gE抗体阴性猪后可观察到典型的伪狂犬病临

床症状，其中 4~5周龄仔猪发病率 100%（5/5）死亡

率 80%（4/5），5 月龄猪发病率 100%（5/5）死亡率

20%（1/5）。
1.3 试验猪

20头3~4周龄健康仔猪，经猪繁殖与呼吸综合

征（PRRSV）、猪瘟病毒（CSFV）、猪伪狂犬病病毒

（PRV）、猪细小病毒（PPV）和猪圆环病毒 2 型

（PCV2）抗原检测均为阴性，且 PRV⁃gB和 PRV⁃gE
抗体阴性；5头3~4周龄健康仔猪，为免疫过猪伪狂

犬病活疫苗（Bartha⁃K61株，传代细胞源）母猪所产

仔猪，PRRSV、CSFV、PRV、PPV 和 PCV2 抗原检测

均为阴性，且PRV⁃gB抗体阳性、PRV⁃gE抗体阴性，

来源于广东永顺生物制药股份有限公司自繁自养

试验动物场。

1.4 引物

设 计 PRV gE 基 因 引 物 ，上 游 引 物 ：5’⁃
AGTCTCGCACACACCGGGGTTG⁃3’；下游引物：5’⁃
ATGTCGGAATGCGGGCGGACC⁃3’，由生工生物工

程（上海）有限公司合成。

1.5 主要试剂

PRV⁃gB、PRV⁃gE抗体检测试剂盒，购自美国

爱德士 IDEXX生物科技公司；猪伪狂犬病毒 PCR
检测试剂盒，购自北京世纪元亨动物防疫技术有限

公司；DNA提取试剂盒、PCR试剂盒购自天根生化

科技有限公司。

2 方法
2.1 试验设计

将 20头无母源抗体仔猪（PRV⁃gB Ab、PRV⁃gE
Ab阴性）随机分为第 1~4组，每组 5头，将 5头有母

源抗体仔猪（PRV⁃gB Ab阳性、PRV⁃gE Ab阴性）设

为第 5组。第 1~3组免疫组（记录为A、B、C组）分

别每头颈部肌肉注射 2 mL 剂量 106.0 TCID50、106.5

TCID50 、107.0 TCID50 的猪伪狂犬病活疫苗（Bartha⁃
K61株，传代细胞源），第4组为非免疫对照组，第5
组为母源抗体阳性组。免疫后 10日，用PRV流行

强毒 GD 株攻击（108.0 TCID50/mL/头），攻毒途径为

颈部肌肉注射。分组免疫攻毒情况详见表 1，试验

猪母源抗体（gE Ab）检测情况见表2。

2.2 体温检测及临床观察

攻毒后观察 14天，每天观察各组猪的精神食

欲情况，逐日测温并记录临床症状。

2.3 猪血清抗体检测

免疫后 5 d、7 d、10 d进行试验猪采血，分离血

清用 IDEXX抗体检测试剂盒检测PRV⁃gB、PRV⁃gE
抗体，具体操作和结果判定按检测试剂盒说明书进

行。PRV⁃gB为伪狂犬病疫苗毒抗体，大于 0.70为

阴性，小于或等于 0.60为阳性，之间为可疑；PRV⁃
gE为伪狂犬病野毒抗体，大于0.70为阴性，小于或

等于0.60为阳性，之间为可疑。

2.4 发病猪的PCR鉴定

将发病猪于临死前或试验结束时采血，按DNA
提取试剂盒说明书提取病毒DNA，进行PCR扩增，

表2 试验猪母源抗体（gB Ab）检测情况

编号

1
2
3
4
5

组别

免疫A组

免疫B组

免疫C组

非免疫对照组

母源抗体阳性组

头数

5
5
5
5
5

母源抗体（gB Ab）
1.01（-）
1.01（-）
1.07（-）
1.04（-）
0.07（+）

1.07（-）
1.05（-）
1.08（-）
1.07（-）
0.05（+）

1.05（-）
1.02（-）
1.08（-）
1.12（-）
0.05（+）

1.03（-）
1.07（-）
1.05（-）
1.05（-）
0.06（+）

1.10（-）
1.10（-）
1.17（-）
1.07（-）
0.05（+）

编号

1
2
3
4
5

组别

免疫A组

免疫B组

免疫C组

非免疫对照组

母源抗体阳性组

头数

5
5
5
5
5

免疫剂量

106.0 TCID50/头
106.5 TCID50/头
107.0 TCID50/头

/
/

攻毒剂量

108.0 TCID50/头
108.0 TCID50/头
108.0 TCID50/头
108.0 TCID50/头
108.0 TCID50/头

表1 试验猪分组免疫攻毒情况

·· 41



反应程序：98 ℃ 5 min；98 ℃ 30 s，55 ℃ 30 s，72 ℃
30 s，35个循环；72 ℃ 5 min。取PCR产物在 10 g/L
琼脂糖凝胶上电泳鉴定。

2.5 伪狂犬病仔猪发病标准

（1）仔猪出现腹泻、呼吸障碍（咳嗽、喘气等），

至少2日体温在40.5 ℃以上，同时伴随有轻度神经

症状；（2）仔猪出现明显的神经症状（共济失调、麻

痹、四肢乱划、角弓反张等症状）或死亡。符合以上

2条中的任何1条，即可判为发病。

3 结果
3.1 体温检测及临床观察结果

免疫A、B、C组试验猪攻毒后精神、食欲、体温

均正常；母源抗体阳性组攻毒后精神、食欲正常，体

温在攻毒后第 2~3 天稍有升高，但均未达到

40.5 ℃，判定为未发病（见图 1，图见第 51页）。观

察期结束后，免疫A、B、C组和母源抗体阳性组试验

猪均健活，解剖观察肝脏、脑等组织均无异常。非

免疫对照组均出现如共济失调等明显的神经症状，

体温升高，并有咳嗽等临床症状，4/5死亡（见图 2，
图见第52页），剖检可见肝脏有白色坏死点和脑不

同程度充血水肿，见图3（图见第52页）、表3。
3.2 抗体检测结果

免疫A、B、C组试验猪在免疫后 7 d PRV⁃gB抗

体均转为阳性，未免疫的母源抗体阳性组仍维持

PRV⁃gB抗体阳性，非免疫对照组PRV⁃gB抗体一直

为阴性。所有试验猪在免疫期间PRV⁃gE抗体均为

阴性。见图4（图见第52页）。

3.3 PCR扩增鉴定结果

将发病猪血清进行PCR扩增，与PRV GD株病

毒液均可扩增出约 1802 bp的条带，产物大小与预

期结果相符，见图5。

4 小结与分析
本研究结果显示，仔猪分别以 106.0 TCID50 、

106.5 TCID50 、107.0 TCID50 剂量免疫猪伪狂犬病活疫

苗（Bartha⁃K61株，传代细胞源），在免后7 d PRV⁃gB
抗体均转阳，免后10 d免疫猪可获得坚强的免疫保

护力，能抵抗 PRV流行强毒GD株的攻击，而非免

疫对照组全部（5/5）发病 80%（4/5）死亡，说明面对

毒力增强的流行强毒株，高病毒滴度的传统的

Bartha⁃K61 经典毒株疫苗仍起到良好的保护效

果。这与其他学者的报道结果一致［13⁃14］。
本次试验还对母猪免疫猪伪狂犬病活疫苗（Bartha⁃

K61株，传代细胞源）后所产仔猪进行了攻毒，获得良

好的母源抗体水平的仔猪，受PRV强毒感染后，精神、

食欲均无异常，攻毒后2~3 d体温稍有升高但随后迅

速恢复正常，表明高水平母源抗体能够使仔猪有效的

抵御PRV流行强毒GD株的侵袭。

综上所述，高病毒滴度的猪伪狂犬病活疫苗

（Bartha⁃K61株，传代细胞源）能够对PRV流行强毒

株提供良好的免疫保护，因此，我们认为，高质量的

Bartha⁃K61株疫苗仍然是预防和控制当前猪伪狂

犬病的理想选择。

注：M：DL 2000 DNA Marker；1：PRV GD株病毒液；2：阴性对照；3~
7：发病猪血清样品

图5 发病猪PCR扩增鉴定结果
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表3 攻毒保护率统计结果

编号

1
2
3
4
5

组别

免疫A组

免疫B组

免疫C组

非免疫对照组

母源抗体阳性组

头数

5
5
5
5
5

统计指标和保护率

临床症状

有

0/5
0/5
0/5
5/5
0/5

无

5/5
5/5
5/5
0/5
5/5

保护率

5/5
5/5
5/5
0/5
5/5

剖检病理变化

有

0/5
0/5
0/5
5/5
0/5

无

5/5
5/5
5/5
0/5
5/5

保护率

5/5
5/5
5/5
0/5
5/5

存活数

5/5
5/5
5/5
1/5
5/5

死亡数

0/5
0/5
0/5
4/5
0/5

试验研究 猪伪狂犬病活疫苗Bartha⁃K61株对流行毒株的免疫效力研究⁃吴文福，等·· 42



参考文献
WU R， BAI C， SUN J， et al. Emergence of virulent
pseudorabies virus infection in northern China［J］. Journal of
Veterinary Science，2013，14（3）：363⁃5.
YANG Q Y，SUN Z，TAN F F，et al. Pathogenicity of a
currently circulating Chinese variant pseudorabies virus in pigs
［J］. World Journal of Virology，2016，5（1）：23⁃30.
杨汉春 . 2014年猪病流行情况与 2015年流行趋势及防控对

策［J］. 猪业科学，2015，（2）：38⁃40.
YU T，CHEN F，KU X，et al. Growth characteristics and
complete genomic sequence analysis of a novel pseudorabies
virus in china［J］. Virus Genes，2016，52（4）：474⁃83.
YE C，ZHANG Q Z，TIAN Z J，et al. Genomic characterization
of emergent pseudorabies virus in China reveals marked
sequence divergence：Evidence for the existence of two major
genotypes［J］. Virology，2015，483：32⁃43.
杨毅，李文刚，饶宝，等 . 猪伪狂犬病疫苗的研究进展［J］. 江
西农业学报，2010，22（3）：154⁃157.
李国新，童光志 . 猪伪狂犬病疫苗的研究现状与展望［J］. 中
国预防兽医学报，2018，40（9）：858⁃861.
AN T Q，PENG J M，TIAN Z J，et al. Pseudorabies virus
variant in Bartha ⁃ K61 ⁃ vaccinated pigs，China，2012［J］.

Emerging Infectious Diseases，2013，19（11）：1749⁃55.
GU Z，DONG J，WANG J，et al. A novel inactivated gE /gI
deleted pseudorabies virus（PRV）vaccine completely protects
pigs from an emerged variant prv challenge［J］. Virus Research，
2014，（14）：371⁃372.
WANG C，YUAN J，QIN H，et al. A novel gE ⁃ deleted
pseudorabies virus （PRV） provides rapid and complete
protection from lethal challenge with the prv variant emerging in
Bartha⁃k61⁃ vaccinated swine population in china［J］. Vaccine，
2014，32（27）：3379⁃3385.
林德锐，吴文福，黄秋雪，等 . ST传代细胞源猪伪狂犬病毒

活疫苗（Bartha⁃K61株）超剂量免疫的安全性实验［J］. 广东畜

牧兽医科技，2018，43（02）：48⁃51.
吴文福，林德锐，黄秋雪，等 . 猪伪狂犬病活疫苗（Bartha⁃
K61株）免疫产生期和免疫持续期的研究［J］. 畜牧与兽医，

2018，50（11）：64⁃68.
王继春，曾容愚，DANIEL T，等 . 猪伪狂犬病活疫苗（Bartha⁃
K61 株）对变异株的保护效力［J］. 畜牧与兽医，2015，47
（12）：1⁃4.
周金柱 . Bartha⁃K61株疫苗对猪伪狂犬病病毒变异株的免疫

保护及变异株生物学特性的初步研究［D］. 博士学位论文，扬

州：扬州大学，2017.

［1］

［2］

［3］

［4］

［5］

［6］

［7］

［8］

［9］

［10］

［11］

［12］

［13］

［14］

上接第34页

and Metabolic Care，2014，17（2）：139⁃144.
凌欣华，李鑫 . 复合丁酸梭菌对仔猪腹泻影响的效果试验报

告［J］. 广东饲料，2016，25（6）：22⁃26.
MARQUARDT R，JIN L，JUNG ⁃ WOO K，et al. Passive
protective effect of egg ⁃ yolk antibodies against enterotoxigenic
Escherichia coli K88 + infection in neonatal and early weaned
piglets［J］. FEMS Immunology and Medical Microbiology，
1999，23：283⁃288.
胡远亮 . 利用分子生物技术研究益生菌对断奶仔猪生长及粪

便菌群的影响［D］. 武汉，华中农业大学，2014：79.
郑有秀，王超，邹晓庭，等 . 丁酸梭菌对断奶仔猪生长性能、

肠道结构和免疫功能的影响［J］. 动物营养学报，2018，30
（7）：2683⁃2689.
胡红伟，张婵娟，闫凌鹏，等 . 丁酸梭菌作用机理及其在动

物生产中的应用［J］. 饲料博览，2018（10）：33⁃38.
LIAO X，MA J，CAI J，et al. Effects of Clostridium butyricum

on growth performance，antioxidation，and immune function of
broilers［J］. Poultry Science，2015，94（4）：662⁃667.
李玉鹏，李海花，王柳懿，等 . 丁酸梭菌对断奶仔猪生长性

能、肠道屏障功能和血清细胞因子含量的影响［J］. 动物营养

学报，2017，29（8）：2961⁃2968.
凌欣华，李鑫 . 复合丁酸梭菌对仔猪生长性能的影响试验

［J］. 现代农业科技，2016（9）：262.
邢帅，朱琪，梁冬梅，等 . 丁酸梭菌缓解仔猪应激防御性大

肠杆菌病［J］. 中国饲料，2018，7：54⁃58.
ARAKI Y， ANDOH A， FUJIYAMA Y， et al. Oral
administration of a product derived from Clostridium butyricum

in rats［J］. International Journal of Molecular Medicine，2002，9
（1）：53⁃57.
HOSSAIN M，BEGUM M，KIM I. Effect of Bacillus subtilis，
Clostridium butyricun and Lactobacillus acidophilus endospores
on growth performance，nutrient digestibility，meat quality，
relative organ weight，microbial shedding and excreta noxious
gas emission in broilers［J］. Journal of Veterinary Medical
Science，2015，60（2）：77⁃86.
庞敏，卢庆萍，夏冰，等 . 酪酸梭菌对断奶仔猪生长性能、肠

道组织形态及肠道通透性的影响［J］. 动物营养学报，2016，
28（7）：2113⁃2121.

［9］

［10］

［11］

［12］

［13］

［14］

［15］

［16］

［17］

［18］

［19］

［20］

猪伪狂犬病活疫苗Bartha⁃K61株对流行毒株的免疫效力研究⁃吴文福，等 试验研究 ·· 43



小反刍兽疫（peste des petits ruminants，PPR）
俗称羊瘟，是由小反刍兽疫病毒（peste des petits
ruminants virus，PPRV）引起的一种急性、烈性病毒

性传染病，主要感染小反刍动物，以山羊和绵羊最

为易感，临床症状主要为发热、口炎、腹泻、肺炎

等，具有高发病率和高死亡率。2007年7月，我国

西藏发生首例 PPR疫情［1］。2013年 11月起，PPR
再次传入我国，首先是在新疆暴发，继而甘肃、内

蒙、宁夏相继暴发疫情，然后在数月内蔓延至全国

大部分省份［2］。
口蹄疫（foot⁃and⁃mouth disease，FMD）是由口

蹄疫病毒（foot⁃and⁃mouth disease virus，FMDV）引

起的一种急性、热性、高度接触性传染病，可以感

染猪、牛、羊等偶蹄动物，临床表现为发热，唇部、

口腔黏膜和蹄部出现水疱性病变。FMD分为 7个

血清型。A型和O型是FMD在我国流行的主要血

清型。近年来，FMD疫情在我国时有发生［3］，对我

国的养殖业造成了巨大的损失。

PPR和 FMD均为A类动物传染病，临床上都

出现明显的口炎性病变，在 PPR发病初期易于与

FMD混淆。本研究针对这二种病毒的基因序列合

成特异性引物，建立了一种能同时检测PPRV和O
型、A型FMDV的三重RT⁃PCR方法。

1 材料与方法
1.1 材料

小反刍兽疫病毒、A型口蹄疫病毒和
O型口蹄疫病毒多重RT⁃PCR检测方法的建立

黄元 1，袁淑英 1，黄武 2，廖任如 1，王晓虎 1，陈晶 1，向华 1*

（1.广东省农业科学院动物卫生研究所 广东省兽医公共卫生公共实验室 广东省畜禽疫病防治

研究重点实验室 农业部兽用药物与诊断技术广东科学观测实验站，广东 广州 510640；
2.广东宏丰农牧有限公司，广东 英德 510036）

摘要：小反刍兽疫病毒（PPRV）是一种感染小反刍动物的急性接触性传染病，近年来在我

国多个省份流行，对我国养羊业造成了巨大危害。口蹄疫病毒（FMDV）A型和O型疫情曾在我

国多地暴发，今年仍零星发生。小反刍兽疫和口蹄疫均为A类传染病，也都是水疱性疾病，其

临床症状极其相似。为建立一种检测并鉴别小反刍兽疫病毒和口蹄疫病毒的方法，针对小反

刍兽疫病毒的F基因和口蹄疫的VP1基因，合成相应的引物，优化反应体系和扩增条件，建立

一种同时检测小反刍兽疫病毒和A，O型口蹄疫病毒的方法。对建立的多重RT⁃PCR方法进行

特异性和敏感性试验，结果表明，建立的多重RT-PCR检测方法敏感性强，特异性良好，对小

反刍兽疫病毒和 A，O 型口蹄疫病毒最低检出量分别为 PPRV 102 copies/μL、A 型 FMDV
102 copies/μL、O型FMDV 10 copies/μL。本方法的建立对临床感染口蹄疫和小反刍兽疫病毒的

家畜进行快速检测具有十分重要的意义。

关键词：小反刍兽疫； 口蹄疫； 多重RT⁃PCR
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1.1.1 病毒与核酸

FMDV A型和O型病毒 cDNA由中国农业科学

院兰州兽医研究所提供。PPRV弱毒株和传染性脓

疱病毒（CEV）弱毒株来自市售弱毒疫苗。伪狂犬

病毒（PRV）、H9N2亚型禽流感病毒（AIV）和水疱性

口炎病毒（VSV）等病毒由广东省农业科学院动物

卫生研究所保存。

1.1.2 临床样品

羊水泡组织样品均采自广东2个羊场。

1.1.3 主要试剂

TakaRa LA Taq DNA聚合酶、pMD19⁃T质粒和

DH5α感受态细胞购自宝生物工程（大连）有限公

司；病毒RNA/DNA 提取试剂盒、琼脂糖凝胶DNA
回收试剂盒和质粒小量快速抽提试剂盒购自美基

生物科技有限公司。

1.2 方法

1.2.1 引物设计与合成

参考文献和Genbank序列，针对A、O型FMDV
的VP1基因［4］和 PPRV的 F基因［5］设计引物（见表

1），由华大基因有限公司合成。

1.2.2 单重PCR引物验证

取 PPRV按照病毒总核酸快速抽提试剂盒说

明书方法提取RNA，并按照反转录试剂盒说明书

将病毒RNA反转录为 cDNA，然后以 cDNA为模板

进行单引物单模板 PCR扩增。FMDV A型和O型

病毒 cDNA由中国农业科学院兰州兽医研究所提

供。PCR扩增体系为 25 μL，分别为Tarkra LA Taq
聚合酶 0.5 μL，10 × LA PCR Buffer II 2.5 μL，
dNTP Mixture 4 μL，上游引物和下游引物各 0.5
μL，模板 cDNA为 0.5 μL，剩余用去离子水补足。

PCR 扩增条件为预变性 95 ℃ 5 min；94 ℃ 30 s，

54 ℃ 30 s，72 ℃ 1 min，30个循环，72 ℃ 10 min。
PCR扩增产物在2 %琼脂糖凝胶中进行点样，80 V
电泳30 min后，观察扩增条带。

1.2.3 阳性克隆质粒的构建

将A型、O型 FMDV和 PPRV扩增得到的目的

PCR产物用凝胶回收试剂盒进行回收，并连接到

pMD19⁃T载体上，构建为分别含有上述 3种病毒

VP1基因片段的的阳性克隆质粒。

1.2.4 多重PCR反应体系的优化

将A型、O型FMDV和PPRV3种病毒的cDNA作

为模板进行PCR扩增（反应体系为25 μL），分别为

Tarkra LA Taq DNA聚合酶0.5 μL，10 × BufferⅡ 2.5
μL，dNTP Mixture 4 μL，引物3 μL（每个引物0.5 μL）
模板1.5 μL，（3种质粒各0.5 μL），其余用去离子水

补足。PCR扩增条件：预变性95 ℃ 5 min；94 ℃ 30 s，
55 ℃ 30 s，72 ℃ 1 min，30个循环，72 ℃ 10 min，4 ℃
保存。PCR扩增产物在1.5 %琼脂糖凝胶中进行点样，

90 V电泳25 min后，观察扩增条带。

然后对多重 PCR反应的各引物浓度，退火温

度，进行优化，将三重PCR体系终浓度为10 μmol/
L的引物依次以 0.2 μL增加，从 0.2 μL加到 1 μL；
退火温度范围设置为50 ℃~60 ℃，筛选出多重PCR
的最佳反应条件。

1.2.5 多重PCR特异性试验

采用优化后的多重PCR扩增体系和扩增条件，

对羊传染性脓疱病毒（CEV）、伪狂犬病毒（PRV）、水
疱性口炎病毒（VSV）、H9N2亚型禽流感病毒（AIV）、
猪细小病毒（PPV）、猪蓝耳病毒（PRRSV）、猪流行性

腹泻病毒（PEDV）、猪瘟病毒（HCV）、健康羊组织和

PPRV提取病毒总核酸，以及FMDV A型和O型病毒

核酸作为模板进行三重RT⁃PCR和PCR，设置阴性对

照，检测三重PCR的特异性。

1.2.6 多重PCR敏感性试验

对3种病毒的阳性克隆质粒用紫外分光光度计

测得其浓度，并计算拷贝数，对阳性克隆质粒进行10
倍递减梯度稀释，使质粒浓度为 108 copies/μL~
101 copies/μL。分别取相同质粒浓度人为混合作为模

板，按照已经优化后的多重PCR反应条件进行扩增，

分析多重PCR反应的敏感性。

1.2.7 样品检测

运用多重PCR方法对临床送检的10份样品和

表1 多重PCR引物相关信息

病毒

A/FMDVP1

O/FMDVP1
PPRV
F

F
R
F
R
F
R

引物序列（5′⁃3′）
CTTGCRCTCCCYTACACCGCG
CATGTCYTCYTGCATCTGGCT

AGRTTYGTGAAAGTHAMRCCA
CATGTCYTCYTGCATCTGGTT
ATGCTCTGTCAGTGATAACC
TTATGGACAGARGGGACAAG

扩增长度

427 bp

658 bp

310 bp

小反刍兽疫病毒、A型口蹄疫病毒和O型口蹄疫病毒多重RT⁃PCR检测方法的建立⁃黄元，等 试验研究 ·· 45



病毒BHK⁃21细胞培养物进行检测。

2 结果
2.1 单重PCR验证引物特异性

利用不同的引物对，检测不同的引物。通过

对A型FMDV、O型FMDV和PPRV的 cDNA进行单

重 PCR检测，以验证引物的特异性。结果显示引

物特异性良好，通过以上不同的 cDNA作为模板，

均能以对应的引物扩增到相应的目的片段（图 1）。

选取 CEV、PRV、VSV、AIV、PPV、PRRSV、PEDV、

HCV和健康羊组织核酸样品进行多重 PCR扩增，

结果均为阴性。

2.2 多重PCR扩增条件的优化

对A型、O型FMDV和PPRV 3对引物浓度和退火

温度进行了优化，以各cDNA作为模板，多重PCR反

应体系中引物终浓度分别为A/FMDV 0.8 μmol/L、
O/FMDV 0.6 μmol/L、PPRV 0.8 μmol/L最佳（图2）；退
火温度为52.2 ℃最佳（图3）。在此条件下，多重PCR
反应条件最佳温度为95 ℃ 5 min；94 ℃ 30 s，52.2 ℃
30 s，72 ℃ 1 min，共进行 30 个循环，最后 72 ℃
10 min，4 ℃保存。

2.3 多重PCR特异性结果分析

利用优化好的多重 PCR反应条件，对A型、O
型 FMDV和PPRV cDNA模板进行人为的随机混合

并进行多重PCR扩增，结果含有A型、O型 FMDV
和 PPRV的核酸样品均能扩增出与试验设计相符

合的目的条带，且无其他非特异性条带（图4）。选

取CEV、PRV、VSV、AIV、PPV、PRRSV、PEDV、HCV
和健康羊组织核酸样品进行多重 PCR扩增，结果

均为阴性。

2.4 多重PCR敏感性结果分析

在引物终浓度分别为A型FMDV 0.8 μmol/L、O
型 FMDV 0.6 μmol/L、PPRV 0.8 μmol/L时，该多重

PCR 能检出的最低拷贝数分别为 A 型 FMDV 102

copies/μL、O 型 FMDV 10 copies/μL、PPRV 102

copies/μL（图5）。

注：M：TaKaRa DNA 200 bp分子量标准；1：O型FMDV+PPRV；2：O
型FMDV + PPRV；3：A型FMDV + A型FMDV；4：O型FMDV + A型

FMDV + PPRV
图4 FMDV O型、FMDV A型和PPRV特异性扩增结果

1 2 3 4 M

bp
658

427
310

注：M：TaKaRa DNA 200 bp分子量标准；1：0.2 μmol/L；2：0.4 μmol/L；
3：0.6 μmol/L；4：0.8 μmol/L；5：1.0 μmol/L

图2 FMDV A型、FMDV O型和PPRV引物终浓度的优化

bp
658
427

1 2 3 4 5 M 1 2 3 4 5 M M 1 2 3 4 5 M

bp
310

注：M：TaKaRa DNA 200 bp分子量标准；1：FMDV A型；2：FMDV O
型；3：PPRV

图1 FMDV A型、FMDV O型和PPRV扩增结果

bp
658

427
310

M 1 2 3 M

注：M：TaKaRa DNA 200 bp 分子量标准；1：49.0 ℃；2：49.3 ℃；3：
50.0 ℃；4：51.0 ℃；5：52.2 ℃；6：53.4 ℃；7：54.6 ℃；8：55.8 ℃；9：
57.0 ℃

图3 FMDV O型、FMDV A型和PPRV退火温度的优化
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2.5 样品检测结果

应用多重RT⁃PCR方法对临床送检的 10份样

品和细胞培养的病毒进行检测，结果表明，FMDV
A型O型病毒和PPRV病毒培养物的检测结果均得

到相应的阳性条带，而临床样品均为阴性。

3 讨论
PPR是严重危害畜牧业生产的疫病之一，其发

病率可达 90%~100%，死亡率更是高达 50%以

上［6］。1942年 PPR首次发现于西非的科特迪瓦，

而后，PPR在全球以从西向东的移动趋势传播，蔓

延至中东、伊朗、南亚次大陆、土耳其以及亚洲中部

的部分国家［2］。2014年以来，PPR在我国大范围

流行，涉及我国二十多个省份，给养羊业带来巨大

损失。

PPRV 属于不分节段负链RNA 病毒，其基因

组编码核衣壳蛋白（N）、磷蛋白（P）、基质蛋白（M）、
融合蛋白（F）、血细胞凝集素蛋白（H）、聚合酶蛋白

（L）及2个非结构蛋白（C和V）共8个不同蛋白。有

报道以N蛋白［7］、F蛋白［8］或H蛋白［9］的编码基因

为靶为靶点设计引物进行RT⁃PCR检测。其中融合

蛋白F存在保守区段，表达量也较高。本研究以F
基因设计引物，具有较好的特异性与敏感性，对

pMD18⁃PPRV⁃F质粒的最小检出量达10 copy/μL。
FMD共有 7种血清型，其中O型和A型分别曾在

2010年和 2012年在广东暴发并在全国流行，是当

前 FMDV在我国流行的主要血清型。至今我国仍

时有A型和O型FMDV疫情发生。2017 年农业部

通报的 FMD 疫情情况显示，我国口蹄疫主要发生

在新疆、西藏、广东［9］和贵州等地，以O型口蹄疫为

主。到 2018年，宁夏、河南、甘肃、湖北、安徽、山

西。云南、广西等地也发现了口蹄疫，不仅感染猪

和牛，羊也偶有发生［3］。目前FMD在猪群中能引

起较高的死亡率，在我国猪病防控中受到重视，而

在牛羊中FMD死亡率并不高。然而FMDV在牛羊

中的存在成为了猪FMD的病毒库，为猪FMD的防

控增加了难度。同时，FMD作为OIE确定的A类动

物传染病之首，关乎国际贸易和国际关系，因此不

可忽视。

PPR和FMDV同为我国一类动物疫病，都属于

能对养殖业造成巨大损失、需要重点防范的口炎性

动物疫病。本研究建立的多重PCR检测方法能够

快速有效地检测出PPRV和A、O型FMDV，具有一

定的临床意义，为PPRV和FMDV的鉴别诊断提供

了重要工具。
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图5 多重PCR敏感性扩增结果
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改进HPLC法测定乙酰氨基阿维菌素注射液含量
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摘要：采用高效液相色谱法测定乙酰氨基阿维菌素注射液的含量，在0.03～1.03 mg/ml范
围内，峰面积的常用对数与进样量浓度的常用对数呈良好的线性关系，R2=0.9991（n=6），平均

回收率为99.57%⁃99.98%，RSD在0.25～0.46%之间。此方法分析时间短，样品前处理简便、定

量结果准确，重现性好，结果满意，为其质量控制提供依据。
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乙酰氨基阿维菌素是高效、广谱、低残留的兽用

最新一代驱虫药物，主要用于防治畜类（特别是产乳

期）的虱、螨、蝇等各种内外寄生虫，应用于奶牛和肉

牛时无需休药期。由于其对家畜体内外各种寄生虫

的极高活性，以及在乳品中极低的分配系数，使其成

为第一个可用于各种家畜任何生长期的杀虫剂，是

防治家畜体内外各种寄生虫的首选药剂。目前，乙

酰氨基阿维菌素注射液含量测定方法的依据有农业

部批准的第644号、第804号、第942号三个公告［1］，
但是三个质量标准各有差异，有必要寻求统一、稳定、

简便、快捷的测试方法。本文参考《美国药典》［2］采用

高效液色谱相法［3］测定乙酰氨基阿维菌素注射液的

含量，以其为该制剂的质量控制提供可靠的依据。

1 材料与仪器
1.1 材料

乙腈（HPLC）、高氯酸（AR）、甲醇（AR）；1%的乙

酰氨基阿维菌素注射液（河北威远动物药业有限公司、

浙江海正药业股份有限公司提供）、空白溶剂（河北威

远动物药业有限公司提供）、乙酰氨基阿维菌素对准

品（中国兽医药品监察所，批号：K0471411，97.77%）。

1.2 仪器

高效液相色谱仪Agilent 1100、紫外分光光度计

UV300、电子天平Precisa 92SM⁃202A。

2 实验方法与结果
2.1 色谱条件

流动相：流动相A为0.1%高氯酸溶液，流动相B
为乙腈；色谱柱，phenomenex Luna 5u⁃C8⁃100A 250×
4.60 mm 5 micron ；检测波长，245 nm；进样量，20 μl；
流速，每分钟1.5 ml；按表1进行线性梯度洗脱。

2.2 溶液的制备

2.2.1 对照品溶液的制备

取乙酰氨基阿维菌素对照品适量，精密称定，用

甲醇溶解并定量稀释制成每1 ml中约含乙酰氨基阿

维菌素1.00、0.50、0.25、0.12、0.06、0.03 mg。
2.2.2 供试品溶液的制备

取乙酰氨基阿维菌素注射液，用甲醇定量稀释

时间（分钟）

0
15
25
30
35

流动相A（%）

45
45
5
45
45

流动相B（%）

55
55
95
55
55

表1 流动相梯度洗脱程序
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扫描曲线图
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图1 紫外吸收光谱图

制成每1 ml中含乙酰氨基阿维菌素0.50 mg。
2.3 检测波长的确定

取每1 ml中含乙酰氨基阿维菌素0.03 mg的对照

品溶液，扫描其吸收谱，由结果可知在245 nm波长

处有最大吸收（吸收度为0.324）和较好的灵敏度，因

此选择波长为245 nm作为检测波长（见图1）。

2.4 系统适用性试验

取0.5 mg/ml的对照品溶液，按2.1项下的色谱条

件进样。理论板数按乙酰氨基阿维菌素B1a峰计算

为4695，乙酰氨基阿维菌素B1a和B1b的分离度为3.67
（见图2）。

2.5 线性关系

取每1 ml中约含乙酰氨基阿维菌素1.00、0.50、
0.25、0.12、0.06、0.03 mg的对照品溶液（实际取样后进

样浓度为每1 ml中含乙酰氨基阿维菌素0.03、0.07、
0.13、0.27、0.54、1.03 mg），按2.1项下的色谱条件进样，

记录色谱图，以对照品溶液浓度的对数值与相应的

峰面积对数值计算线性回归方程。结果表明，在0.03～
1.03 mg/ml范围内，峰面积的常用对数与进样量浓度

的常用对数呈良好的线性关系，标准曲线如下图，回

归方程y=25210x-142.12，R2=0.9991（见图3）。

2.6 最低检出限

按信噪比S/N=3时，最低检测限为0.2 μg/ml。
2.7 精密度试验

取每1 ml中含乙酰氨基阿维菌素0.50 mg的对照

品溶液，按2.1项下的色谱条件进样，连续进样6针，

测定峰面积。相对标准偏差RSD为0.19%，结果表明

本法的精密度良好（见表2）。

2.8 回收率试验

取已知含量的乙酰氨基阿维菌素原料适量，

精密称定，用适量甲醇溶解后，加乙酰氨基阿维菌

素注射液的空白溶剂制成制剂含量规格的 80%、

100%、120%三个浓度的样品，各3份，作为模拟样

品，再分别稀释至0.40、0.50、0.60 mg/ml，作为进样

浓度，按 2.1项下的色谱条件进样，测定峰面积，

图2 系统适用性试验图

图3 乙酰氨基阿维菌素标准曲线
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系列1
线性（系列1）

峰面积

12063
12068
12111
12094
12119
12109

平均值

12094

相对标准偏差（RSD）（%）

0.19

表2 精密度试验结果
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按照2.5项下的线性回归方程计算含量。结果表明

回收率在 99.57～99.75%之间，批间RSD在 0.25～
0.46%之间，n=6（见表3）。

2.9 样品含量及重复性测定

取乙酰氨基阿维菌素注射液两批次，分别各进

行6次平行测定，按2.1项下的色谱条件进样，测定

峰面积，以外标法计算乙酰氨基阿维菌素的标示含

量。结果表明本法的重复性良好，两批次样品的RSD
分别为0.68%和0.40%（见表4）。
2.10 稳定性试验

取每1 ml中含乙酰氨基阿维菌素0.50 mg的注射

液1份，按2.1项下的色谱条件进样，测定峰面积，分

别在0、1、4、8、16、32 h进样，记录峰面积，考察样品

稳定性。结果显示，样品在36 h内稳定，RSD在0.35～
1.28%之间。

3 小结
由于乙酰氨基阿维菌素注射液性状为略粘稠的

油状液体，所以建议取样后，另取本品，同时测定其

相对密度，将供试品量换算成ml数，再作含量计算。

通过本法改良测定乙酰氨基阿维菌素注射液

的含量，灵敏度、稳定性及重现性高，且干扰少，

回收率高，结果准确，方法可靠，可为其质量控制

提供依据。

参考文献：
农业部兽药评审中心 . 兽药质量标准汇编（2006⁃2011年）［S］. 北
京:中国农业出版社，2013.4.
USP［S］. up34. 2010.
中国兽药典委员会 . 中华人民共和国兽药典（2015年版）一部［S］.
北京:中国农业出版社，2016，9.

［1］

［2］
［3］

规格

10 ml：0.1 g（河北威远动

物药业有限公司）

50 ml：0.5 g（浙江海正药

业股份有限公司）

含量（%）

109.11
110.67
109.6
110.32
109.49
111.01
105.92
105.68
106.02
104.98
105.57
106.15

平均值

（%）

110.03

105.72

相对标准偏差

（RSD）（%）

0.68

0.4

表4 含量测定及重复性测定结果

制剂标示

量的80%
添加量

制剂标示

量的100%
添加量

制剂标示

量的120%
添加量

添加量（g）
0.0923
0.0928
0.0928
0.092
0.0917
0.092
0.1092
0.1097
0.1076
0.1074
0.1084
0.1081
0.1343
0.1350
0.1352
0.1351
0.136
0.1358

回收率

（%）

99.68
99.40
99.10
99.92
100.36
100.07
99.90
99.55
99.80
100.02
100.28
100.35
99.84
99.46
99.70
99.79
99.38
99.24

平均回收率

（%）

99.75

99.98

99.57

相对标准偏差

（RSD）（%）

0.46

0.30

0.25

表3 回收率试验结果
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各组试验猪攻毒后平均体温曲线（℃）

攻毒后天数

吴文福等 图1 攻毒前后猪只体温变化曲线

罗声扬等 图2 分泌物图片（100×目镜倍数diff⁃quik染色）

注：A：治疗第3天，动物眼睑肿胀；B：治疗第9天，动物眼睛稍微可以睁开；C：治疗第13天，动物眼睛可以完全睁开，视力良好

罗声扬等 图3 治疗过程图

CA B

罗声扬等 图1 治疗前图
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S/N
值

临界值

免疫后gB抗体平均值变化

免疫天数

吴文福等 图4 免疫后PRV⁃gB抗体产生情况
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A B
注：A:肝脏有白色坏死点；B：脑充血、水肿

吴文福等 图3 非免疫对照组攻击强毒后病理变化

吴文福等 图2 攻毒后各组猪不同时间的存活率

攻毒后各试验组试验猪存活率（%）

攻毒后天数
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