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流感传播的生态学分析及防控对策
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摘 要

：

自 2013年 4月华东地区发生 H7N9流感疫情以来,�H7N9流感已连续 4年冬春季节出现流行， 严重

影响公共卫生安全和沉重打击家禽业发展。 通过深入分析活禽批发市场、 零售市场和养殖场各环节的生态状况，

提出 H7N9流行传播的模型， 指出活禽市场是控制 H7N9病毒的关键环节。 结合广东生产实际， 从改变病毒生存、

传播生态条件着手， 提出相应的防控策略。
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Since�March�2013,�H7N9�influenza�viruses�emerged�in�eastern�China,�has�been�popular�for�4�years.�H7N9�

influenza�seriously�affected�the�public�health�security�and�dealt�a�heavy�blow�to�the�poultry�industry.�Through�analysis�of�

the�ecological�status�of�live�poultry�wholesale�markets,�retail�markets�and�farms,�the�ecological�model�of�H7N9�is�pro-

posed,�which�suggests�that�the�live�poultry�market�play�a�key�role�to�the�transimission�of�H7N9�virus.�On�the�base�of�the�

models�and�analysis�,�some�prevention�and�control�strategies�were�take�from�the�change�of�virus�survival�ecological�con-

ditions.

��� H7N9�influenza;�ecological�analysis;�prevention�and�control�strategies

截至 2016 年 2 月 13 日，我国内地共有 17 个

省报道发生 H7N9流感病例， 共计发病 724 例，其

中广东 188例，其中 2015年 10 月份以来，广东新

发病例 7 例

[1]

。 与此同时，在多个市的家禽中也检

出过 H7N9 流感病毒，可见，H7N9 流感经过近 4 年

的流行，病毒污染面不断扩大，病毒主要存在于活

禽市场，特别是农贸（肉菜）市场，也发生了向养殖

场扩散的个例

[2]

，防控形势愈发严峻。 现根据我们

掌握的有关情况，结合我省实际，从生态学的角度

分析 H7N9 传播的条件并提出 H7N9 流感防控策

略。

1

当前

H7N9

传播的生态条件分析

1.1

养殖场生态分析

养殖场禽种单一，品种也较单一。就禽群的日

龄组成而言，我省主要存在 3 种类型的饲养模式：

（1）公司 +农户型。肉鸡为同日龄，组成简单，可做

到全场全进全出。（2）个体户型。肉鸡以 1～3个日

龄批次为主，组成较简单。（3）种鸡场及大型肉鸡

养殖场（含出口场）。 批次较多，组成较复杂，具备

疫原从大日龄向小日龄家禽传播的自身循环条

件，是各种模式中风险较高的。养殖场生物安全方

面：措施相对较好，具有一定的消毒隔离设施。 病

1

· ·



程方面：一旦病原传入，感染禽只与病毒之间呈现

出一个完整的相互作用过程， 首先是病毒在感染

禽只的体内增殖，并向外排毒，其后随着病程的发

展，机体产生抗体，病原逐渐消失，哈兽研和美国

农业部在人工感染的实验结果显示这一病程约需

11�d

[3-4]

。 就大群体病程而言，先由少量受到感染

禽只向未感染禽只扩散， 群体流行率不断上升至

峰值（据惠州供港鸡场病例可达 80%），其后随着

群体抗体的产生而下降， 在田间由于家禽群体较

大，且不可能同时感染，从感染到病毒消除这病程

应更长。理论上分析，全进全出模式的养殖场有可

能存在自洁的过程。

1.2

活禽批发市场的生态分析

活禽批发市场中，禽种构成多样。广东地区主

要批发市场的禽种有鸡、鸭、鹅、鸽、鹌鹑、鹧鸪等，

其中鸡又分为快大鸡、中速、土鸡，以及阉鸡、淘汰

老母鸡、竹丝鸡（乌鸡）等。但每个档口经营的禽种

相对较单一，水禽与旱禽交易有分区。家禽处于高

度应急状态。禽只经过长途运输，处于饥渴惊吓状

态，机体抵抗力差；禽只存放密度大，利于疫原的

传播。家禽在批发市场存留时间短（广东批发市场

存留时间以 1～3�d 为主）， 家禽与病毒在批发市

场中不能形成一个相互作用的完整病程， 而是一

批家禽受感染后很快排毒，又感染下一批家禽，活

禽批发市场内可构成病毒循环生态系统， 每 1～3�

d�1 批，从不间断，故活禽交易市场成为禽流感病

毒繁殖、重组、变异的重要场所。同时，市场中存在

着大量各种亚型的禽流感病毒， 存在同一只家禽

同时感染多种亚型禽流感病毒的可能， 为不同亚

型间禽流感病毒的重组提供了机会， 为禽流感病

毒贮藏、重组、滋生繁殖提供了良好的生态环境。

1.3

活禽零售市场的生态分析

零售市场除了具有活禽批发市场的生态环境

外， 还具有禽种繁多混杂等其他有利条件。 农贸

（肉菜）等活禽零售市场同一档口中有多个品种的

鸡同时存在，并与鹌鹑、鸭、鹅、鸽等其他禽种混

杂，禽只应激强度大，每批之间没有间断，该生态

系统更易于病毒循环增殖。一旦有阳性禽只进入，

由于在批发市场感染的鸡只已逐渐进入排毒高峰

期， 排毒量激增， 经过几批次鸡的传代可大量增

殖， 环境中的病毒浓度可达到或超过感染人的域

值。 同时，中心城区人口密集、空气质量不高等因

素，加大了活禽将病原传染给人类的机率。另外在

一些酒楼食肆活禽现宰场所， 亦存在着与零售市

场相同的生态环境，也需引起关注。

1.4

野生鸟类等其他生态环境

野鸟对 H7N9 流感病毒的易感性需要进一步

研究，现有研究结果表明，较易感动物主要有鸡、

鹌鹑、番鸭等，鸽也可感染

[4]

，鹧鸪、竹丝鸡等珍禽

也具有较高的易感性。随着流行时间的延长，宿主

范围有可能进一步扩大，不断增加防控难度。据报

道，麻雀存在带毒情况

[5]

，多种雀类和鹦鹉可感染

H7N9病毒

[6]

。 由于麻雀作为适应城市化的最好鸟

类，很好地融入了人类的居住环境中，家禽批发市

场中有饲料，常有大量的鸟类前来觅食，麻雀若感

染可成为贮存宿主， 可很大程度上削弱休市等措

施的作用。

2 H7N9

传播模式分析

养殖场、 野鸟、 批发市场、 零售市场构成的

H7N9 流感传播的生态系统中，活禽交易市场是关

键控制点，其是病毒贮存、繁衍和新亚型病毒重组

装配的主要场所， 批发市场与零售市场可形成病

原逐级放大的作用。 H7N9 传播、循环生态模式见

图 1。

3 H7N9

防控策略

自 2013 年以来，H7N9 流感病毒一到冬春寒

冷季节就卷土重来，危害年复一年持续。如何从根

本上改变这一状态， 我们要分析反思现有防控策

略，防控 H7N9流感既要采取休市等多种临时措施

实行紧急防控， 更要从深层次剖析这一全新病毒

能在我省迅速扩散和造成严重危害的原因， 进而

从当前我省家禽的生产和经营模式、 群众消费习

惯和动物疫病防控工作等方面查找不足， 变革和

调整从生产到消费这一链条中的薄弱环节，彻底

H7N9流感传播的生态学分析及防控对策—卢受昇

专题综述

图

1 H7N9

流感病毒生态链示意图
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H7N9流感传播的生态学分析及防控对策—卢受昇

铲除 H7N9流感病毒存在和传播的生态环境。改变

生态条件策就是防控 H7N9的根本， 也是最经济、

最有效的方式。

3.1

从改变和消除活禽市场病毒滋生的生态条

件入手

，

可有效减少或消除病原

3.1.1�活禽批发市场

活禽批发市场的家禽处于

应激状态，各种病毒、细菌污染严重，为禽流感病

毒贮藏、重组、滋生繁殖提供了良好的生态环境。

绝大多数养殖场的禽只出场时是“干净”的，但在

进入交易市场这一环节被污染上病毒。 水禽作为

禽流感病毒的天然贮存宿主， 可携带各种亚型的

病毒，在家禽批发市场活禽病毒的增殖、传播和重

组中起重要作用。 当前活禽批发市场要求水禽与

旱禽分区交易， 但流感病毒可通过气溶胶较长距

离传播， 现有的分区距离很难阻止病毒传到旱禽

区。水禽在批发市场中逗留时间较长，受市场因素

影响，每批水禽售出时间 1～4�d 不等。 除了现有

的休市、消毒措施外，针对活禽批发市场的防控策

略有：（1）建水禽专用批发市场或水禽率先实行全

面集中屠宰。最理想的方式是水禽直接进屠宰场，

实行冰鲜上市，或建水禽专用的批发市场，与旱禽

完全分开。（2）尽量缩短家禽在批发市场的停留时

间。 水禽要求当日售完，实行过夜零存栏。 我省粤

西地区湛江等市至今从未检出 H7N9 病原，与设立

了水禽专用批发市场， 且水禽基本在半天内售罄

有很大的关系。

3.1.2�农贸（肉菜）市场

相对于活禽批发市场，

农贸（肉菜）市场多种家禽混杂，各种病毒、细菌污

染更为严重。 可根据《广东省家禽经营管理办法》

规定采取相应措施。（1）由于 H7N9 流感病毒只能

在活体家禽中繁殖，中心城区划定活禽禁售区，推

行冰鲜鸡上市后，可彻底改变这一生态环境，有效

消除存在的病毒。（2）乡村与郊区地域宽广，相关

硬件配置不足， 且市民对冰鲜鸡需要一个较长的

适应过程，可推行活禽档每日零存栏为主、休市为

辅的销售模式。 每天做到了“全进全出”可从很大

程度上阻断病毒的循环感染与增殖。（3）由于鸡感

染病毒后需一段时间才排毒，缩短存留时间，即在

其排毒前即进行屠宰， 也可有效切断传播链。 此

外，倡导“24�h 活鸡保鲜期”的观念，也有利于提

高该措施的效果。

3.1.3�现行的“休市”仅可作为一种应急措施

采

取日常休市或季节性休市措施，复市后，市场的生

态环境条件又恢复到原先状态，一旦有疫源传入，

又会恢复到原有病毒在档口内循环增殖的状态。

2014年春某市实行 2周的休市措施后，复市 10�d

又检出阳性样品就是很好的例证。同时，大范围统

一休市易造成出栏家禽的积压， 积压的家禽可能

移向其他非休市地区或转入地下交易， 存在加大

病原扩散的风险。

3.2

转型升级提高养殖场的生物安全措施

当前，我省大部分肉鸡养殖模式属于粗放型，

禽舍为开放式或半开放式，因为追求风味和口感，

或是追求传统方法养殖， 有相当比例是果园或林

间放养，与野鸟、虫媒接触机会频繁，生物安全水

平较低，防病难，容易感染禽流感等各种病原，在

风味与安全方面存在需平衡的矛盾。 但种禽场不

存在风味方面的限制， 可建设现代化的全封闭式

禽舍，实行自动送饲料送水，自动通风，自动控制

温度、光照和收集处理粪便，营造一个卫生安全的

小生态环境。 当前少数养殖企业已成功应用了该

设施，并取得了很好的效益，值得推广。当前，养殖

环节风险较大的是存有较多批次的种鸡场及大型

肉鸡养殖场（含出口场）。各饲养场在出售鸡只时，

需特别注意收购家禽的车辆及笼具的消毒工作，

这些用具与活禽市场直接接触， 传入病原的风险

很大。 2015 年初惠州供港鸡场阳性事件疫原由

10�d前出售鸡只的用具传入。

3.3

市场以病原学监测为主

，

养殖场以血清学监

测为主

由于当前我省的 H7N9 病原仍主要存在于活

禽市场，特别是农贸市场，故病原学监测要以肉菜

市场为重点，禽种以鸡以及竹丝鸡、鹌鹑、鹧鸪、鸽

为主， 此举可提高发现 H7N9 流感病毒的机率，进

而采取“扑杀 + 消毒”的传统消除病毒措施，净化

生态环境。 由于 H7N9 流感病毒对家禽没有致病

性，且不表现任何临床症状，加大了病毒发现的难

度，但家禽感染 H7N9流感病毒后所产生的抗体可

存在 3个月以上，而家禽个体中 H7N9 流感病毒的

存活时间不足 2 周，因此，家禽养殖场可以血清学

监测为主，既可提高检出率，又能大大节省监测成

本。

(下转第 14页）
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我国由于追溯系统的研究起步较晚， 在一些

关键问题上还未进行全面的、 系统的、 深入的研

究，同时食品安全涉及职能部门较多，目前还没有

形成统一的编码标准体系。此外，存在的问题是没

有结合我国生产应用实际上具体而复杂的国情、

地情和信息环境， 在一定程度上造成理论与实际

的脱节现象。

为了解决这些问题， 本标准研究建立的生猪

追溯信息标准体系针对广东畜牧产业情况形成规

范的流通信息描述， 结合目前省内的一些相关研

究

[1]

，有助于建设符合省情的猪肉安全生产可追溯

体系， 促进猪肉产品流通领域的信息资源共享和

服务。不仅可以提升猪肉产品的安全性，提高猪肉

加工企业管理以及食品供应链质量安全管理水

平，保证公共安全和消费者知情权，而且可以提高

企业的竞争力，推动猪肉出口和食品贸易。 因此，

本项目研究将具有良好的理论与应用价值。

1

主要研究内容

生猪异地养殖、长途运输、屠宰加工是广东及

相关经济发达城市养殖业发展不可逆转的趋势，

但目前广东生猪及其产品没有形成一个统一的质

量安全信息标准， 无法满足社会大众知情和监控

管理等的信息需求。 本研究针对广东生猪产、运、

销信息化流程，通过充分调查研究，分析比较国内

目前畜产品追溯已经颁布的相关标准，在筛选、确

定安全追溯信息关键点的基础上提出生猪及其产

品安全信息标准体系，为满足社会大众的知情权、

实现政府实时监控提供依据。

该标准体系结合当前 EAN·UCC 系统和 RFID

应用的要求，形成覆盖生猪的饲养、运输、屠宰、分

割、加工等各个阶段服务信息的分类与编码标准，

从而使每一个信息在相应的分类体系中都有相应

的位置。 本项目所制定的标准具有科学性、 系统

性、可延性、兼容性和综合实用性的特点，适用于

质量安全追溯全程的信息处理和交换， 预期统一

的分类与编码将提高生猪及其产品信息在传递中

的顺畅度及信息追溯的可操作性， 促进行业和产

业的发展。

（1）分析比较国内目前畜产品追溯已经颁布

的相关标准，在兼容、对接的情况下开展新标准的

研究，使新标准的应用更具代表意义。尤其目前在

畜禽及其产品的相关标识方面， 国家相关标准均

作了规定，有着不一样的编码体系，更需要从有利

于广东省生猪及其产品在信息追溯中如何实际操

作的角度，增加标准的可行性。

（2）在充分调研的基础上，分析了广东生猪产

供销链条从养殖、流通、屠宰、加工各环节影响质

量安全的关键因素， 筛选出适合广东实际情况的

生猪安全溯源的关键信息指标， 转换为标准中信

息追溯的关键点。

（3）建立结构合理、划分清晰、层次得当的生

猪及其产品安全追溯信息标准体系。 遵循国家物
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生猪及其产品安全追溯信息标准体系探索—刘楷，等

品编码中心的 EAN·UCC 系统和 NY/T�1431-2007

《农产品追溯编码导则》，兼容农业部 67 号令免疫

耳标编码方法， 为基于电子标签和条码为载体的

全程溯源系统在信息分类、定义、描述、获取和交

换上提供统一的数据规范。

2

研究方法

2.1

抽样调查

主要采用常规抽样和受访者推动抽样（RDS）

方法。

常规抽样是通过在被调查市场中选取有代表

性的单位， 以对其代表性的情况中对总体情况进

行估计。

2.2

调研

主要采用现场调研和远程调研方法。 通过制

定合理的调研表，了解生猪的饲养、运输、屠宰、分

割、加工等各个阶段的信息需求和信息流转。

2.3

资料分析

综合分析法：研制编码标准，一方面要与现有

国家、行业标准相结合，兼容现有标准，另一方面

通过综合比较相关标准、技术法规、文献资料等，

经过权衡和取舍，制定合适的编码规则，研制出可

符合大部分实际情况的信息标准。

案例分析法：在标准研究过程中，对实际出现

的问题进行独立个案分析， 了解其产生的原因和

带来的关联影响， 考虑现有资料中是否存在类似

的情况，抓住问题的中心，挑选出最理想、最恰当

的解决策略。

集思广益：在标准的研究过程中，广泛收集各

个生产环节的专业人员和标准化专业人员的意

见。

2.4

编码方法

本研究主要采用 EAN·UCC编码系统的编码原

则，再结合实际情况加以完善。

3

安全追溯信息关键点研究

危害分析和关键控制点 HACCP、 良好操作规

范 GMP 与 ISO9000等均对生猪及其产品生产过程

的质量安全控制有良好的促进作用， 将其管理应

用到广东生猪产供销链条及追溯的各环节信息进

行分析，从生产者、屠宰场、企业等供应链的各环

节上筛选和确定生猪质量安全追溯信息关键点，

以确保获取的信息在整个供应链中的传递和更新

可以确保追溯系统的有效运作。

4

信息标准体系研制

根据生猪及其产品质量安全追溯全过程中相

关追溯方及追溯项的信息框架研究（图 1），建立

结构合理、划分清晰、层次得当的生猪及其产品安

全追溯信息标准体系， 遵循国家物品编码中心的

EAN·UCC系统和 NY/T�1431-2007《农产品追溯编

码导则》，兼容农业部 67号令免疫耳标编码方法，

为基于电子标签和条码为载体的全程溯源系统在

信息分类、定义、描述、获取和交换上提供统一的

数据规范。

同时，本标准结合广东生猪异地养殖、长途运

输、屠宰加工的情况，满足企业信息化应用需求，

对标准体系的结构和层次划分进行不断的调整和

改进，目的是为了满足使用者需求，使其在实现标

准的使用的时候基本不改变或少改变使用者原来

的工作习惯， 避免标准推广时出现的与实际脱节

的情况。

图

1

生猪及其产品质量安全追溯信息框架
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广东从化无规定马属动物疫病区龙门缓冲区

猪日本脑炎免疫效果监测及分析
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摘 要

：

为了解广东从化无规定马属动物疫病区龙门缓冲区猪日本脑炎的免疫效果， 指导该县日本脑炎的免

疫工作， 采用猪乙型脑炎病毒

ELISA

抗体检测试剂盒对从龙门缓冲区已免疫日本脑炎疫苗的

8

个猪场采集的

240

份血清进行了猪日本脑炎抗体的检测与分析。 结果显示， 龙门缓冲区猪日本脑炎免疫抗体整体阳性率为

92.92%

； 种猪的抗体阳性率水平高于商品肉猪， 但差异不显著； 良好饲养条件下猪群的抗体阳性率水平高于中等

饲养条件下的猪群， 但差异不显著。 试验说明猪日本脑炎疫苗取得良好的免疫效果， 能产生较强的保护力， 对日

本脑炎应坚持疫苗预防为主的防控措施。
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(�Huizhou�Animal�Health�Supervision�Institute,�Huizhou�516001,�China�)

In�order�to�know�about�immunity�efficacy�of�swine�Japanese�encephalitis�in�Longmen�buffer�zone�of�the�

specific�equine�disease-free�zone�of�Conghua,�Guangdong,�and�to�guide�the�Japanese�encephalitis�virus�(JEV)�vaccine�

immunization�in�that�county,�240�serum�samples�from�swine,�which�had�been�immunized�with�JEV�vaccine,�were�collect-

ed�from�8�swine�farms�for�detection�of�JEV�antibodies�using�ELISA�kit�used�to�detect�the�antibody�against�swine�JEV.�The�

results�showed�that�92.92%�of�total�positive�rate�of�immune�antibody�in�samples�collected�from�8�swine�farms�in�Longmen�

buffer�zone;�the�antibody�positive�rate�of�breeding�swine�was�higher�than�porker's,�but�the�difference�was�not�significant;�

the�antibody�positive�rate�of�swine�fed�under�good�feeding�conditions�was�higher�than�those�fed�under�middle�feeding�

conditions,�but�the�difference�was�not�significant.�The�test�showed�that�JEV�vaccine�had�good�immunological�efficacy,�

and�could�provide�strong�protection�for�swine,�So�we�can�draw�the�conclusion�that�Japanese�encephalitis�should�be�pre-

vented�by�JEV�vaccine.

�Longmen;�buffer�zone;�Japanese�encephalitis;�immunity��efficacy

流行性乙型脑炎 （epidemic� type� B� en-

cephalitis）， 又称日本脑炎 （Japanese� en-

cephalitis），简称乙型脑炎，是由日本脑炎病毒

（Japanese�encephalitis�virus,�JEV）引起的一

种人兽共患的自然疫源性疾病

[1]

。 多种动物和人

可感染此病毒，马最易感，其次是人，其他动物多

呈隐性感染，但可成为传染源。猪感染此病毒后可

引起妊娠母猪流产、死胎及木乃伊胎等繁殖障碍
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性疾病，可引起公猪睾丸炎

[2]

。 日本脑炎是 14 种

规定马属动物疫病之一， 是广东从化无规定马属

动物疫病区的防控对象。 惠州市龙门县作为广东

无规定马属动物疫病区的缓冲区， 对日本脑炎的

防控主要采取对辖区内易感动物（主要是猪）实施

预防免疫为主的防疫措施。 惠州市动物卫生监督

所结合本地实际情况适时对龙门县存栏猪群开展

日本脑炎免疫效果进行监测， 对指导该县日本脑

炎的免疫工作， 对龙门缓冲区日本脑炎的防控大

有裨益。

1

材料与方法

1.1

试验材料

1.1.1�血清样品

2015 年 10 月中旬于龙门县 6

个乡镇 8 个猪场采集猪血清样品 240 份， 采样猪

群均已免疫日本脑炎疫苗。

1.1.2�检测试剂

猪乙型脑炎病毒 ELISA 抗体检

测试剂盒， 购自武汉科前动物生物制品有限责任

公司（批号：150804）。

1.1.3�主要仪器

Thermo�Labsystems�multi-

skan�MK3酶标仪。

1.2

试验方法

试验操作按照试剂说明书进行。 试验成立的

条件是阳性对照孔平均 OD

630nm

值≥1.0，阴性对照

孔平均 OD

630nm

值＜0.2。 结果判定：S 为样品 OD

630nm

值，P 为阳性对照 OD

630nm

值平均值， 计算样品 S/P

值，若样品 S/P值≥0.21，判为猪乙型脑炎病毒抗

体阳性，否则判为猪乙型脑炎病毒抗体阴性。

2

结果与分析

2.1

不同猪场猪日本脑炎免疫抗体检测结果

对 8 个猪场的 240 份血清样品进行检测，共

检出 223 份血清呈阳性，阳性率为 92.92%，阳性

率最高的猪场为 100%，最低的为 73.33%，可见阳

性率水平都比较高（表 1）。

2.2

不同乡镇猪日本脑炎免疫抗体检测结果

由表 2 可知，龙江镇、平陵镇的猪日本脑炎免

疫抗体阳性率最高、为 100%，最低的是龙华镇、为

81.67%，部分乡镇间阳性率水平存在一定差异，但

所有乡镇的猪日本脑炎免疫抗体阳性率均在 80%

以上，具有较强的保护力。

2.3

按种猪与商品肉猪进行分类统计的结果

由表 3 可知， 种猪的日本脑炎抗体阳性率

（94.44%）高于商品肉猪的阳性率（88.33%），但差

异不显著。

2.4

按饲养条件进行分类统计的结果

由表 4 可知， 良好饲养条件下猪群的日本脑

炎抗体阳性率（95.00%）要高于中等饲养条件下猪

群的阳性率（92.22%），但差异不显著。

3

讨论

3.1

试验结果显示， 龙门县存栏猪群的日本

脑炎免疫抗体阳性率水平为 92.92%， 不同场之

间、不同乡镇之间都维持在较高的阳性率水平，其

中有 7 个猪场的阳性率达 86.67%以上，最低的猪

场也有 73.33%，所有的乡镇阳性率都在 81.67%以

商品肉猪

种 猪

合 计

88.33

94.44

92.92

60

180

240

53

170

223

分类

表

3

种猪与商品肉猪日本脑炎免疫抗体检测结果

检测数量

（份）

阳性数

（份）

阴性数

（份）

阳性率

（%）

7

10

17

龙 江

平 陵

龙 潭

永 汉

龙 城

龙 华

合 计

100.00

100.00

96.67

96.67

86.67

81.67

92.92

30

60

30

30

30

60

240

30

60

29

29

26

49

223

乡镇

表

2

不同乡镇猪日本脑炎免疫抗体检测结果

检测数量

（份）

阳性数

（份）

阴性数

（份）

阳性率

（%）

CV

(%)

0

0

1

1

4

11

17

8.15

A

B

C

D

E

F

G

H

合计

100.00

100.00

100.00

96.67

96.67

90.00

86.67

73.33

92.92

30

30

30

30

30

30

30

30

240

30

30

30

29

29

27

26

22

223

猪场编号

表

1

不同猪场猪日本脑炎免疫抗体检测结果

检测数量

（份）

阳性数

（份）

阴性数

（份）

阳性率

（%）

CV

(%)

0

0

0

1

1

3

4

8

17

10.04

广东从化无规定马属动物疫病区龙门缓冲区猪日本脑炎免疫效果监测及分析—王政，等

95.00

92.22

92.92

57

166

223

3

14

17

良（种猪场）

中（商品肉猪场）

合 计

60

180

240

饲养条件

表

4

不同饲养条件下猪日本脑炎免疫抗体检测结果

检测数量

（份）

阳性数

（份）

阴性数

（份）

阳性率

（%）
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广东从化无规定马属动物疫病区龙门缓冲区猪日本脑炎免疫效果监测及分析—王政，等

上。试验结果说明，日本脑炎疫苗免疫猪群的整体

免疫效果良好， 日本脑炎疫苗免疫能刺激猪群产

生较高水平的免疫保护抗体， 因此对本病的防控

应坚持疫苗预防为主。

3.2

试验结果显示， 日本脑炎免疫抗体阳性

率水平种猪高于商品肉猪、 良好饲养环境下的猪

群高于中等条件饲养环境下的猪群， 但是差异不

显著。这说明只要采取正确的免疫方法，无论是种

猪还是商品肉猪， 无论在良好饲养环境下还是在

中等条件饲养环境下的猪群都能达到较高的免疫

抗体阳性率水平，而且无显著差异。

3.3

试验结果显示， 龙门缓冲区猪日本脑炎

抗体阳性率为 92.92%， 与广东省农业厅通报的

2014 年广东从化无规定马属动物疫病区猪日本

脑炎免疫抗体合格率为 84%

[3]

，以及黄育浩等

[4]

对

东莞广东从化无规定马属动物疫病区生物安全通

道育肥猪的日本脑炎抗体阳性率为 81.88%有一

定差异，这可能与监测数量、监测范围以及免疫操

作技术、免疫后到抽样检测间隔时间长短、猪群自

身健康等因素的不同有关， 但检测结果都处于较

高的阳性率 / 合格率水平（≥81.88%），说明广东

从化无规定马属动物疫病区日本脑炎的免疫工作

开展比较扎实，取得良好的整体免疫效果，给广东

从化无规定马属动物疫病区的马属动物提供了较

强的保护屏障。

3.4

日本脑炎属人畜共患的自然疫源性疾

病，可感染人、马、猪、牛、羊、鸡、鸭、野鸟

[5]

。 猪感

染日本脑炎病毒后病毒血症期维持时间长， 血液

中病毒滴度高（可达 10

3.5

�MLD50），因此猪是日本

脑炎病毒重要的贮存宿主及传染源， 一般以猪 -

蚊 - 人的链状方式感染

[6]

。 科学合理的疫苗免疫

接种是防控猪日本脑炎的根本措施和有效手段，

龙门县对辖内猪群采取接种日本脑炎疫苗， 适时

开展有效的监测工作，保障免疫效果，能大大降低

猪日本脑炎的流行传播概率， 是广东从化无规定

马属动物疫病区无疫状态维护的必要防控措施。

据统计 1990～2007 年，龙门县共发生了 9 例人感

染乙脑病例

[7]

，而猪群免疫日本脑炎可起到切断

人群感染日本脑炎传染源的作用。 因此龙门县对

辖内猪群采取接种日本脑炎疫苗的防疫措施对当

地具有重要的公共卫生学意义。
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臭氧是一种强氧化剂， 通过破坏病毒的核酸

从而使其断裂， 达到杀灭病毒的目的

[1,2]

。

Thurston-Enriquez�等（2005）的研究表明

[3]

，使

用臭氧对肠道腺病毒和猫杯状病毒进行消毒，0.3�

mg/L 的臭氧即可有效灭活肠道腺病毒，0.06�

mg/L 的臭氧即可有效灭活猫杯状病毒。 另外，臭

氧极易在水体中分解，无药物残留；而且臭氧消毒

不受空间、地域及温度的限制，具有高效和广谱的

特点，能显著提高养殖水的水质指标，减少疾病的

发生，降低养殖动物的死亡率。

猪流行性腹泻 （Porcine�Epidemic�Diar-

rhea，PED）是由猪流行性腹泻病毒（Porcine�Epi-

demic�Diarrhea�Virus， PEDV） 引起的猪的一种

接触性肠道传染病

[4]

。 猪感染 PEDV 后能引起仔猪

的急性肠炎、水样腹泻直至脱水死亡。 PED 对猪的

危害巨大，各种年龄的猪均可发病，对哺乳仔猪的

危害最为严重，给养猪业带来了重大的经济损失，

影响了猪群的健康发展。

根据疾病的流行病学特征，隔离传染源、阻断

传播途径，灭活病毒，是控制疫情的有效的途径之

一。 本研究以 PEDV�疫苗毒为材料，对深圳市兰德

玛水环境工程科技有限公司的微纳泡三氧（O

3

）水

（气） 农业养殖机现场产生的臭氧水进行了 PEDV

病毒灭活试验，旨在为临床 PEDV 的传播及控制提

供参考依据。

1

材料与方法

1.1

试验材料

猪流行性腹泻病毒， 由广东省农科院动物卫

生研究所保存， 实验中使用的浓度为 1×10

6

�

TCID

50

/mL。 Vero�E6 细胞，由广东省农业科学院动

物卫生研究所保存。 本试验用含 5�g/L 硫代硫酸

钠和 5%胎牛血清的 DMEM 溶液为中和剂。

微纳泡三氧（O

3

）水（气）农业养殖机，由深圳

市兰德玛水环境工程科技有限公司研制和提供，

可制备不同浓度的微纳泡臭氧水溶液。

1.2

试验方法

1.2.1�病毒滴度的测定

采用组织培养半数感染

量法（TCID

50

）。将生长旺盛的 Vero�E6 细胞传代于

96 孔细胞培养板上， 培养 24�h， 待其融合度达

75%左右时弃掉培养液，以 PBS 洗两次，除去细胞

孔中的血清后用于病毒增殖实验。 将待测样品分

别用无血清的培养基进行 10 倍系列稀释，将各稀

释度的病毒稀释液接种到 96 孔板中， 每孔接种

100�μL，每个稀释度重复 8 孔细胞，37℃下 CO

2

2016

年

(

第

41

卷

)

第

3

期

微纳泡三氧

(O

3

)

水对猪流行性腹泻病毒的杀灭作用

郭天成

1

， 康桦华

2

， 王伟芳

3

， 林万泉

4

， 邝元成

4

（1.广东省动物防疫物资储备中心， 广东 广州 510520； 2.广东省农科院动物卫生研究所 /

广东省畜禽疫病防治研究重点实验室 / 广东省兽医公共卫生公共实验室， 广东 广州 510640；

3.广州市白云区江高镇畜牧兽医站， 广东 广州 510450； 4.深圳市兰德玛水环境工程科技

有限公司， 广东 深圳 518004�）

摘 要

：

为了检验微纳泡三氧

(�O

3

�)�

水

(

气

)

农业养殖机产生的臭氧水溶液对猪流行性腹泻病毒的杀灭作用，

用该机器制备不同浓度的臭氧水， 与一定浓度的病毒混合后作用不同时间， 测定臭氧水对病毒的杀灭作用。 结果

显示， 不同浓度的微纳泡臭氧水溶液与猪流行性腹泻病毒混合作用

5��min

， 当臭氧浓度为

9.0

、

4.5��mg/mL

时， 可

100%

杀灭猪流行性腹泻病毒； 当臭氧浓度为

4.5��mg/mL

时， 作用

1～5��min

， 猪流行性腹泻病毒均

100%

被杀灭。

可见， 采用微纳泡三氧

(�O

3

�)�

水

(

气

)

农业养殖机制备的臭氧水， 对猪流行性腹泻病毒有较好的杀灭作用。
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微纳泡三氧(O

3

)水对猪流行性腹泻病毒的杀灭作用—郭天成，等

培养箱中培养。 接毒后 48�h 观察细胞病变，用

Reed-Muench 法计算各样本病毒的细胞半数感染

量（TCID

50

）。

1.2.2�稀释中和法去除残留臭氧水试验

本试验

用含 5�g/L 硫代硫酸钠和 5�%胎牛血清的 DMEM

溶液为中和剂，参考张伽敏等（2004）的方法

[5]

，采

用稀释中和法来验证其效果。试验用悬液法进行，

分 5 组：

（1）臭氧水 5�mL 加病毒悬液 50�μL，作用 2�

min后，加 5�mL细胞培养液；

（2）臭氧水 5�mL 加病毒悬液 50�μL，作用 2�

min后，加 5mL中和剂；

（3）病毒悬液 50�μL 加 5�mL 中和剂，作用 2�

min后，加 5�mL无菌水；

（4）臭氧水 5�mL 加 5�mL 中和剂，作用 2�min

后，加 50�μL病毒悬液；

（5）病毒悬液 50�μL 加 5�mL 无菌水，作用 2�

min 后，加 5�mL 细胞培养液，作为检测病毒滴度

的阳性对照；

（6）中和剂 5�mL 加臭氧水 5�mL 测定对细胞

的影响。

前 5 组测定病毒滴度， 第 6 组要求对细胞生

长无不良影响，各实验重复 3 次。

1.2.3�不同浓度的臭氧水对病毒的杀灭作用

向

每支试管加现制现用的不同浓度臭氧水溶液 5�

mL，立即加 50�μL待用病毒悬液，振摇混匀，作用

5�min后， 加入等体积的中和剂 5�mL，4℃暂存，2�

h 内测定病毒滴度。

1.2.4�不同作用时间下臭氧水对病毒的杀灭作用

测定

参考张文福等（1998）的方法

[6]

，向每支试

管加现制现用的 4.5�mg/mL 臭氧水溶液 5�mL，立

即加 50�μL 待用病毒悬液，振摇混匀，分别作用

1、3、5�min， 之后加入等体积中和剂 5�mL，4℃暂

存，2�h 内测定病毒滴度。

2

结果与分析

2.1

稀释中和法去除残留臭氧水试验

从表 1 可见，本实验的中和剂完全可以中

和臭氧水对猪流行性腹泻病毒的杀灭效果。

第 6 组中和剂 5�mL+ 臭氧水 5�mL， 细胞生长

正常。

2.2

不同浓度臭氧水对猪流行性腹泻病毒的杀

灭作用

不同浓度的臭氧水与病毒液混合， 作用 5�

min后，用中和剂反应，测定 TCID

50

。 结果（表 2）表

明， 当不加臭氧水时， 测得病毒终浓度为

10

3.9

TCID

50

/mL；当臭氧浓度为 9.0、4.5�mg/mL 时，

未检测到病毒存活；当臭氧浓度为 2.3�mg/mL 时，

病毒存活浓度为 10

1.2

TCID

50

/mL， 即病毒杀灭率

98.84%；当臭氧浓度为 1.0�mg/mL 时，病毒杀灭率

为 98.07%。

处理

表

1

中和剂对臭氧水杀灭猪流行性腹泻病毒作用的中和效果

病毒存活平均对数值

（TCID

50

/mL的对数值）

（臭氧水 +病毒液）+细胞培养液

（臭氧水 +病毒液）+中和剂

（病毒液 +中和剂）+无菌水

（臭氧水 +中和剂）+病毒液

（病毒液 +无菌水）+细胞培养液

0

0

3.80

3.80

4.00

表

2

不同浓度臭氧水对猪流行性腹泻病毒的杀灭作用

病毒杀灭率

（%）

臭氧浓度

（mg/mL）

病毒存活平均对数值

（TCID

50

/mL的对数值）

9.0

4.5

2.3

1.0

0

0

0

1.2

2.0

3.9

100

100

98.84

98.07

0

注：数据为 3 次试验平均值。 臭氧水浓度为 9.0�mg/L，作用时间为 5�min。

含 2％胎牛血清的 DMEM 培养液稀释臭氧水后，直接接种细胞，对其生长无影响。

畜牧技术
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微纳泡三氧(O

3

)水对猪流行性腹泻病毒的杀灭作用—郭天成，等

作用时间

（min）

表

3

不同作用时间下臭氧水对猪流行性腹泻病毒的杀灭作用

病毒存活平均对数值

（TCID

50

/mL的对数值）

5

3

1

0

0

0

0

3.9

病毒杀灭率

（%）

100

100

100

0

2.3

不同作用时间下臭氧水对猪流行性腹泻病

毒的杀灭作用

在 4.5�mg/mL臭氧浓度时， 臭氧水与猪流行

性腹泻病毒混合作用不同的时间，用中和剂中和，

然后测定 TCID

50

。 结果（表 3）表明，在 4.5�mg/�mL

臭氧浓度时，作用 1、3、5�min，均能 100%杀灭猪流

行性腹泻病毒。

3

结论

（1）用“微纳泡三氧(O

3

)水(气)农业养殖机”

制备不同浓度的微纳泡臭氧水溶液， 与猪流行性

腹泻病毒混合作用 5�min，当臭氧浓度为 9.0、4.5�

mg/mL时，可 100%杀灭猪流行性腹泻病毒；当臭氧

浓度为 2.3�mg/mL 时，杀灭率为 98.84%；当臭氧

浓度为 1.0�mg/mL时，杀灭率为 98.07%。

（2）当制备的臭氧水的臭氧浓度为 4.5�mg/mL

时，作用 1～5�min，猪流行性腹泻病毒 100%被杀

灭。

综上所述，采用“微纳泡三氧(O

3

)水(气)农业

养殖机”制备的微纳泡臭氧水溶液，对猪流行性腹

泻病毒有较好的杀灭作用。
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摘 要

：

通过流行病学、 临床症状、 病理解剖和实验室诊断等方法， 对一个生产不稳定的猪场进行诊断， 确

诊为猪瘟、 蓝耳和附红细胞体混合感染。 使用针对性的药物， 结合疫苗免疫进行处理， 取得不错的防控效果。
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猪瘟是由猪瘟病毒引起的猪的一种急性、 热

性和高度接触传染的病毒性传染病

[1]

。 猪繁殖与呼

吸综合征， 俗称“猪蓝耳病”，是由猪繁殖与呼吸

综合征病毒引起的一种猪繁殖和呼吸发生障碍的

病毒性传染病

[2]

。 猪附红细胞体病是由附红细胞

体引起的以贫血、黄疸、和发热、消瘦为特征的人

畜共患传染病

[3]

。

这 3种疾病经常混合感染， 给养猪业造成巨

大的经济损失，严重制约着养猪业的发展。本文介

绍了一例猪瘟、蓝耳、附红细胞体病混合感染病例

的诊治情况，以期为临床提供参考。

1

发病情况

广东省某猪场，自繁自养 200多头母猪。2016

年 3 月以来，猪场生产一直不太稳定，母猪返情率

高，便秘，奶水差。哺乳仔猪在产房后期开始咳嗽，

喘气，死亡率高。 保育猪和生长猪采食量降低、发

烧，中大猪急性死亡多。

2

临床症状

产床哺乳仔猪拉稀，嗜睡，打堆，在哺乳中后

期开始咳嗽，喘气，死亡率高。 断奶仔转到保育舍

后，病情更严重，病猪眼周水肿，部分猪耳朵发紫。

母猪和育肥猪发烧、体温 40.5℃，便秘，尿液黄

染，皮肤发红，眼睛泪斑严重，结膜黄染，毛孔针尖

处有出血点，打针后血液凝固不良(图 1)。

图

1

不同生产阶段猪只发病情况

兽医临床
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3

病理解剖

解剖 4头病情严重的猪只， 解剖症状整体一

致。 皮肤及粘膜苍白，皮下出血，血液稀薄、色淡、

凝固不良。全身淋巴结肿大、发黑，切面周边出血。

肝脏肿大，呈黄棕色。肠粘膜和膀胱内壁有针尖大

小的出血点，肺水肿，间质变宽。 肾脏表面有针尖

大的出血点，切开可见肾乳头出血。脾脏边缘呈锯

齿状，胃内膜充血、有溃疡(图 2)。

4

实验室诊断

初诊怀疑为猪瘟、蓝耳、附红细胞体感染。 为

了确诊，选取不同生产阶段的猪只，静脉采血进行

实验室检测验。 结果（表 1）显示，猪场各个生产阶

段的猪瘟抗体阳性率仅有 50%（5/10）， 抗体不均

匀，离散度大，哺乳仔猪没有母源抗体保护，而保

育猪又检测不出抗体，显然猪瘟抗体不合格。由于

该猪场一直没有打蓝耳苗， 且测得蓝耳抗体离散

度很大，S/P值过高，判定为蓝耳病感染。 另外，抽

检伪狂犬野毒抗体全部呈阴性， 表明猪场没有受

到伪狂犬野毒的感染。所抽检的猪只中，附红体全

部呈阳性，说明猪只附红细胞体感染严重。

通过流行病学、临床症状、病理解剖、实验室

诊断等综合分析，最终诊断为猪瘟、蓝耳和附红细

胞体混合感染。

5

治疗及结果

在料里添加阿梅诺（氨基酸、多维）、替米考星

和强力霉素，连用 1周。对全场发病猪只补打猪瘟

脾淋苗（2 头份 / 头）。 停药后选取二栏发病猪试

打蓝耳苗（1 头份 / 头），观察 1 周后，发现临床症

状有所缓解， 对全场种猪和断奶前仔猪普免蓝耳

苗。 同时，调整免疫程序，由于商品猪发病时间过

早，为此调整商品猪免疫时间。 猪瘟由原来的 35、

80�d 免疫改为 20、40、70�d 免疫； 仔猪 7�d 免疫

蓝耳苗，35�d 时加强免疫 1 次； 同时加强对栏舍

的消毒清洗工作，每天 1次。

加药 1 星期后，育肥猪死亡率逐渐控制住，急

性死亡的猪只基本没有出现。半个月左右，猪群好

图

2

发病猪只部分解剖结果

哺乳仔猪 0.14(-)���0.76(+)����1.00(-)����+++

哺乳仔猪 0.33(±)��3.17(+)����1.00(-)����+++

保 育 猪 0.09(-)���2.85(+)����1.04(-)����++

保 育 猪 0.30(-)���0.67(+)����0.90(-)����+++

后备母猪 0.52(+)���1.15(+)����0.85(-)����++++

后备母猪 0.88(+)���0.97(+)����0.92(-)����+++

三胎母猪 0.70(+)���2.69(+)����0.85(-)����+++

三胎母猪 0.67(+)���0.63(+)����0.82(-)����++++

六胎母猪 0.21(-)���0.08(-)����0.87(-)����++++

六胎母猪 0.88(+)���2.47(+)����0.87(-)����++++

表

1

血清学检测结果

猪只年龄 HC-Ab�����PRRS-Ab����PR-gPI����附红体

兽医临床

一例猪瘟、 蓝耳、 附红细胞体病混合感染的诊治—李德如，等 13

· ·



转明显，身上出血点和咳嗽明显减少，消瘦毛松的

情况大为改善。 2 个月后再回访，猪场趋于稳定，

各生长阶段的猪只都趋于正常。

6

讨论

随着养猪业高度集约化发展， 猪群免疫力普

遍低下，许多免疫抑制性疾病在猪群中长期存在，

以垂直传播与水平传播为特点，使猪体长期带毒。

在临床上以免疫抑制、 持续性感染和多重感染为

特征，导致疾病长期、持续存在，难于根除

[4]

。

当猪只感染猪瘟或蓝耳病后， 机体免疫系统

受损，产生免疫抑制，以致于免疫疫苗时，无法激

活免疫系统产生足够的保护力

[5]

。 当在应激条件

下或有病原入侵时， 就会继发感染如附红体等其

他疾病，导致疾病恶化，防控变难。

当疾病发生时，要早诊断，早治疗，及时采取

综合性的防治措施。 对于混合感染，要分清主次，

抓住原发性疾病和继发性疾病之间的先后关系，

重点控制原发病。在针对疾病病原防控的同时，还

要做好营养的补足和环境的消毒等。

总之，猪场疾病的防控是一项系统工程，在平

时的生产中要加强饲养管理， 搞好圈舍内的环境

卫生，消除应激因素；在疾病流行区做好主要病毒

性疾病和细菌性疾病的免疫，做好定期消毒，补充

均衡营养增强猪体抗病力， 只有这样才能控制疾

病的发生和减少损失。
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3.4

倡导科学消费观念

，

实行家禽集中屠宰

，

冰

鲜上市

我国南方地区大部分人习惯于食用现宰现卖

的家禽，或出于对非鲜活家禽质量不放心的原因，

因此接受冰鲜家禽产品需要一个过程。 要通过媒

体加强宣传引导，普及科学知识，活禽集中屠宰、

冷链配送、生鲜上市，能大大降低家禽受病毒、细

菌污染的机率，提升动物源性食品卫生安全水平。

同时， 可从根本上消除了流感病毒繁衍、 重组变

异、滋生的场所。只要活禽交易市场这一生态环境

存在，流感病毒就会日复一日地进行重组，迟早会

不断重组出对人有致病力又具备强传播能力的新

病毒，H10N8、H5N6 就是很好的例子。 因此需要大

众消费者改变传统生鲜消费习惯。
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骨折是指在重大外力作用下， 骨结构的完整

性或连续性遭到机械性的断裂

[1]

。 不同种属动物、

不同年龄动物的骨密度不同， 在受到直接或间接

暴力作用后均可导致骨折。 骨折现象可出现软组

织受损、内出血、剧烈疼痛或并发内脏器官损伤。

骨折局部组织可见畸形、活动异常、骨擦音或骨擦

感。在小动物外科疾病中，70%～80%为骨骼与关节

疾病， 其中以骨折、 尤其后肢股骨骨折发病率最

高， 约占骨折病例的 30%以上

[2]

。 X射线检查对小

动物疾病的治疗具有重要的参考价值， 可检测到

临床上难以发现的不完全骨折、深部骨折、关节内

骨折和小的撕裂性骨折等。 即使肉眼明显骨折，X

射线拍片检测也是必要的，X 拍片可以帮助了解

骨折类型、骨折具体位置、骨折后的愈合等情况，

有时还可以用于骨折与关节脱位的鉴别诊断，对

于骨折的治疗具有重要意义

[3-4]

。 在 X射线的拍摄

中应包含正位片和侧位片， 需包含骨折部位临近

关节，可根据需要加拍斜位、切线位等相关部位 X

片。临床中对骨折治疗多采取外固定术，但对于骨

折位靠近关节的情形，易造成死关节，采取髓内针

及钢丝内固定治疗效果更佳

[5]

。 2015 年 10 月，笔

者通过询问病史、术前检查、X 线检查等方法对一

只阿拉斯加幼犬股骨骨折进行诊断， 应用髓内针

内固定进行治疗，现将诊疗结果报道如下。

1

病例介绍

病犬为 3 月龄阿拉斯加幼犬，雌性，体重 12.6�

kg。 该犬被主人抛起玩耍重摔后造成右后肢当场

无法正常站立并惨叫。该犬送至医院，表现为精神

沉郁，体温 38.9℃，且可见后肢悬空，不愿走动，

触摸痛感明显，有摩擦音。 通过 X 射线光片检查，

可见右后腿股骨断裂，有碎片，确诊为股骨粉碎性

骨折，X射线光片检查结果如图 1 所示。

2

手术治疗

根据需要加拍斜位、切线位等相关部位 X 片，

发现骨折位靠近关节。经犬主同意，决定对该犬进

行髓内针结合钢丝内固定手术治疗。

2.1

术前检查

术前对病犬的血常规及肝肾功能部分指标进

行检测，指标结果（表 1）均在正常范围。

一例犬股骨骨折的手术治疗

余文兰

1

， 吴玄光

2

， 梁 柏

3

， 杨玉澜

1

， 熊 金

1

， 陈 嘉

1

， 马晓莉

1

， 刘忠华

1

（1.华南农业大学实验动物中心， 广东 广州 510642； 2.华南农业大学兽医学院， 广东 广州

510642； 3.华南农业大学校长办公室， 广东 广州 510642�）

2016

年

(

第

41

卷

)

第

3

期

收稿日期

：

2016-03-26

作者简介

：

余文兰（1989-），女，硕士，兽医师，E-mail:�315817345@qq.com�

通讯作者

：

刘忠华（1970-），男，博士，教授，E-mail：1003280841@qq.com

摘 要

：
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线检查等方法对

1

只

3

月龄阿拉斯加幼犬股骨骨折进行诊断， 并采用

髓内针结合钢丝内固定手术进行治疗， 术后经输液、 抗感染等综合治疗调养， 犬只病情得到明显改善，

1

个月后

基本可以正常行走。
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2.2

麻醉与保定

术前禁食 8�h、 禁水 6�h， 术前给予阿托品（4�

mg/kg.bw） 皮下注射，15�min 后采用丙泊酚诱导

麻醉，待犬麻醉后，术中连接异氟烷呼吸麻醉剂，

实时监测麻醉状态。 将犬侧卧保定在手术台上

[2]

。

2.3

手术过程

2.3.1�手术器械

手术刀柄、刀片、止血钳、持针

钳、组织钳、手术剪、丝线、羊肠线、三菱针、圆针、

持骨钳、电钻、骨钻、骨凿、切割机、髓内针和不锈

钢丝等。

2.3.2�切口定位

参照 X射线光片， 对骨折位置

进行定位，在骨折处股骨外侧做合适的切口，大小

6�cm左右。

左腿股骨处剃毛，新洁尔灭清洗，5%碘伏消毒，

5�min 后酒精脱碘。 消毒后用消毒巾包裹趾关节

以下部位，用胶带缠绕固定，并用手术洞巾对术部

进行隔离。 沿股骨外轮廓的弯曲和平行股二头肌

的前缘切开皮肤及皮下组织， 于股二头肌前缘分

离阔筋膜，向前牵引股外侧肌和阔筋膜，向后牵引

股二头肌，暴露股骨干，注意避开动静脉，见大血

管需采取结扎处理， 出现大出血可采取钳夹止血

后结扎血管。 沿股骨干前后缘分离股直肌和外展

肌，使其充分游离，检查患部，清除骨折区的血凝

块、挫伤组织和骨碎片，翘起股骨两断端，对准并

压迫到正常解剖位置。 从膝关节滑车处打入髓内

针，使髓内针向股骨头大转子方向打入。翘起股骨

两断端，进行骨折近、远端对抗牵引，分别向相反

方向压迫两断端，将骨折断端对合后，再将髓内针

顺向打入远端骨髓腔，使髓内针不遗留在体外，几

乎全部进入髓内腔，直到插入骨骺，但不能穿出关

节面，只有很少部分遗留在临近关节处的皮下，使

留在骨折断端处的髓内针的长度不影响骨折断端

的对合，用钳剪断滑车处皮肤外翻内针，用钢锉把

髓内针断端磨平，使髓内针埋在皮下，采用钢丝将

骨折断端固定。 接骨完毕后，甲硝唑清洗创口，撒

布氨苄西林钠， 间断缝合股二头肌前缘与股外侧

直肌后缘，常规缝合股肌膜、皮下组织和皮肤，碘

伏消毒处理。 术后进行 X 光片检查，固定良好，结

果见图 2。

2.4

术后护理

术后采用输液治疗，静脉 0.9%氯化钠配比氨

苄西林钠， 甲硝唑，10%葡萄糖配比 ATP、 肌酐、

CoA，5%葡萄糖配比维生素 C、葡萄醛酸钙，骨肽注

射液

[6]

�，每天 1 次，连续使用 5�d。

对手术伤口每天进行 2～3 次碘伏涂抹消毒。

可佩带伊丽莎白项圈，防止患犬舔咬伤口。

术后静养，5�d 内限制犬只运动，之后可逐步

恢复运动量， 亦可人工对骨折腿部肌肉进行按摩

处理，增加肌肉血液循环，加快骨骼生长，促进恢

复。 日粮可增加维生素 D 和钙、磷的含量，促进骨

骼增长。

该犬只术后经输液、抗感染等综合治疗调养，

病情得到明显改善，1个月后基本可以正常行走。

3

讨论

犬骨折以四肢骨多发，多因外界损伤引起，即

外界直接暴力，如车辆冲撞、踩踏、轧压、摔碰、锤

砸和门挤挫等，少数病例因奔跑、扭闪、急停等肌

肉强烈收缩而造成。另外，如果犬缺钙，骨质松脆，

如患佝偻病、骨软症时，即使外界的作用力不大，

白细胞（个 /μL）

红细胞（个 /μL）

红细胞压积（%）

血红蛋白浓度（g/dL）

血小板（个 /μL）

检测项目

表

1

血常规及肝肾功能部分指标检测结果

检测结果 参考范围

18.5

6.7

44

15

446

6～17

5.0～8.5

37～55

12～18

200～900

谷丙转氨酶（U/L）

谷草转氨酶（U/L）

白蛋白（g/L）

肌酐（μmol/L）

尿素（mmol/L）

检测项目 检测结果 参考范围

66.2

35

31.0

87

8

15.0～70.0

10～40

23.0～35.0

50～180

6～11

图

2

术后

X

光片检查结果
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也常能造成病理性骨折

[4]

。 日常生活中，犬主需要

格外注意，外出系好牵引绳，在家不要把爱犬独自

放在高处。髓内针固定法在骨折治疗中应用广泛，

适用于骨折断端呈锯齿状的横骨折， 也适用于斜

面不大的锯齿状斜骨折。 此法切口小， 手术损伤

小，并且骨折端供血不受影响。髓内针易于置入与

拔出。术后应进行第 2次 X光检查，以确认手术效

果

[7]

。 在整复和固定骨折断端时，尽量使骨头和骨

膜相连，以保证骨折部位血的运输，以便形成的骨

痂可以迅速连接骨折断端， 最终可促进骨折部位

的愈合

[8]

。 术前检查对于手术参考的重要性应该

引起重视，对于动物身体指标异常的个体，应当先

通过输液或其他手段将指标调整好后方可进行手

术。
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2016

年国家促进畜牧业发展支持政策

（

摘录部分

）

生猪（牛羊）调出大县奖励资金包括生猪调出大县奖励资金、牛羊调出大县资金和省级统筹奖励

资金三个部分。 生猪（牛羊）调出大县奖励资金按因素法分配到县，分配因素包括过去三年年均生猪

（牛羊）调出量、出栏量和存栏量，因素权重分别为 50%、25%、25%，奖励资金对生猪调出大县前 500 名、

牛羊调出大县前 100 名给予支持。 奖励资金由县级人民政府统筹安排用于支持本县生猪（牛羊）生产

流通和产业发展，支持范围包括：生猪（牛羊）生产环节的圈舍改造、良种引进、污粪处理、防疫、保险、

牛羊饲草料基地建设，以及流通加工环节的冷链物流、仓储、加工设施设备等方面的支出。 省级统筹奖

励资金按因素法切块到省（区、市），分配因素包括各省（区、市）生猪（牛羊）生产量、消费量等。 统筹奖

励资金由省级人民政府统筹安排用于支持本省（区、市）生猪（牛羊）生产流通和产业发展。2016 年继续

实施生猪（牛羊）调出大县奖励政策。

2015 年，国家启动实施“粮改饲”试点工作，中央财政投入资金 3 亿元，在河北、山西、内蒙古、辽

宁、吉林、黑龙江、陕西、甘肃、宁夏和青海 10 省区，选择 30 个牛羊养殖基础好、玉米种植面积较大的

县开展以全株青贮玉米收储为主的粮改饲试点工作。 2016 年，国家将继续实施粮改饲试点项目，并进

一步增加资金投入，扩大实施范围。

从 2005 年开始，国家实施畜牧良种补贴政策。 2015 年投入畜牧良种补贴资金 12 亿元，主要用于

对项目省养殖场（户）购买优质种猪（牛）精液或者种公羊、牦牛种公牛给予价格补贴。 生猪良种补贴标

准为每头能繁母猪 40 元； 肉牛良种补贴标准为每头能繁母牛 10 元； 羊良种补贴标准为每只种公羊

800 元；牦牛种公牛补贴标准为每头种公牛 2000 元。奶牛良种补贴标准为荷斯坦牛、娟姗牛、奶水牛每

头能繁母牛 30 元，其他品种每头能繁母牛 20 元，并开展优质荷斯坦种用胚胎引进补贴试点，每枚补

贴标准 5000 元。 2016 年国家继续实施畜牧良种补贴政策。

2015 年，中央财政共投入资金 13 亿元支持发展畜禽标准化规模养殖。 其中，中央财政安排 10 亿

元支持奶牛标准化规模养殖小区（场）建设，安排 3 亿元支持内蒙古、四川、西藏、甘肃、青海、宁夏、新

疆以及新疆生产建设兵团肉牛肉羊标准化规模养殖场（小区）建设。 支持资金主要用于养殖场（小区）

（下转第 25页）
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型猪链球菌分离鉴定及毒力基因检测

黎 敏

（佛山市禅城区农产品质量安全监督检测中心， 广东 佛山 528000�）

摘 要

：

猪链球菌 （

Streptococcus�suis,�SS�

） 是一种重要的人畜共患病病原体， 对养猪业和公共卫生构

成严重威胁。 从广东省某猪场发生急性死亡、 伴有神经症状的病猪脑组织样品中分离到

2

株细菌， 经培养特

性观察、 镜检、 生化鉴定和

PCR

检测， 确定为具有强毒力分子特征的

2

型链球菌， 其毒力因子基因型均为：

cps2J+/�mrp+/sly+/epf+/fbps+/orf+/gapdh+/gdh+

。
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�Streptococcus�suis�is�an�important�zoonosis�pathogene,�which�poses�a�serious�threat�to�pig�industry�and�

public�sanitation.�By�culture�character�observation,�microscopic�examination,�biochemical�identification�and�PCR�test,�2�

strains�from�brain�tissue�samples�of�diseased�pigs�which�were�of�acute�death�with�nerological�sign�in�a�pig�farm�in�Guang-

dong�Province,� are� identified� as� Streptococcus� suis2�with� virulent�molecular� features,�whose� virulence� genotype� are�

cps2J+/�mrp+/sly+/epf+/fbps+/orf2+/gapdh+/gdh+.

Streptococcus�suis2;�lsolation�and�ldentification;�virulence�genes�

猪链球菌（Streptococcus�suis,�SS）是一种

重要的人畜共患病病原体，可引起脑膜炎、化脓性

多发性关节炎、心内膜炎、纤维素性胸腹炎、淋巴

结脓肿、败血症等，也可导致生猪从业人员感染和

死亡，该菌对养猪业和公共卫生构成严重威胁

[1]

。

猪链球菌以致病菌或共栖菌的方式在动物体

内存在，常造成内源性、条件性及继发性感染

[2]

。

猪链球菌主要通过呼吸道或受损皮肤和粘膜侵入

机体导致感染，可分为超急性、急性、亚急性及慢

性感染。各品种、年龄、性别的猪均易感，春夏季多

发。

按荚膜多糖抗原的不同，猪链球菌可分成 35

个血清型， 即 1～34型和同时含有 1 型和 2 型抗

原的 1/2型，其中 1型、2型、7型、9型是猪的主要

致病菌， 毒力最强的依次为 2 型、1 型、9 型和 7

型，世界范围内以 2 型流行最广，致病性最强。 感

染人的主要是 2型

[3]

，江苏省（1998年）、四川（2005

年） 等地发生的 SS2�感染人事件引起了人们的高

度重视

[4]

。

我们从广东一个 400 头母猪规模的猪场保育

舍分离到 2 株疑似猪链球菌， 经过细菌形态学观

察、 生化鉴定和毒力基因检测， 证实为 2 型链球

菌，现报道如下。

1

材料与方法

1.1

病料采集

广东四会一个 400头母猪规模猪场的保育舍
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发生仔猪急性死亡、伴有中枢神经征状，剖检呈全

身败血症、脑膜充血、腹腔有纤维素渗出。 采集未

经抗菌药物治疗的病死猪心脏、肝脏、脾脏、肺脏、

脑、淋巴结等病料，用于细菌分离鉴定。

1.2

主要试剂

小牛血清，购于吉泰生物科技有限公司；rTaq

酶、dNTP、DL2000�DNA�Markers， 购于 TaKaRa 公

司。

1.3

引物设计与合成

参考相关文献

[5]

，合成 cps2J、cps7H、cps9D、

gdh、gadph、orf2、mrp、epf、sly、fbps等 10对引物

（表 1），由上海生工生物工程股份有限公司合成。

cps2J-P2d

cps7H-�P7u

cps9D-�P9d

gdh-�Pg2

gadph-�Ph2

orf2-�Po2

mrp-�Pm1

epf-�Pe2

sly-�Ps1

fbps-�Pf2

毒力因子

表

1

毒力因子扩增用引物

引物序列（5’→3’） 退火温度（℃） 目的片段大小（bp）

56���� ���� ���� 387

56 ��������� 251

56 ��������� 507

56 ��������� ���� 688

56 ��������� ���� 571

56 ��������� 858

56 ��������� 318

56 ��������� ���� 626

56 ��������� ���� 443

56 ��������� ���� 720

TATAAAGTTTGCAACAAGGGCTA

AGCTCTAACACGAAATAAGGC

CATCCCATTTCCAACACG

CCATGGACAGATAA�AGATGG

CCACCGAAGCCAAGAGGT

ATCCAGTTGACACGTGCA

CAGATGTGGACCGTAGACC

TGGATCAACCACTGGTGTTAC

GCAGAAGGGACAACTGTAGAAG

CCCGTCTGTTGCCAAGTAA

图

1

涂片镜检结果

（

1000×

）

2型猪链球菌分离鉴定及毒力基因检测—黎敏

1.4

细菌分离培养及鉴定

将无菌采集的病料划线接种于含小牛血清的

琼脂培养基，37�℃恒温培养 24�h 后观察，挑取单

菌落接种于含小牛血清营养肉汤培养基， 经 37�

℃振荡培养过夜后进行镜检及生化试验。

1.5

毒力基因检测

1.5.1�细菌基因组 DNA 抽提

用煮沸法

[6]

提取细

菌基因组 DNA：7000�r/min离心过夜培养菌液，密

封后置于沸水中煮沸 10�min，冰浴后 4000�r/min

离心取上清液做 PCR反应的模板。

1.5.2�PCR 反应及电泳检测

PCR 按常规方法进

行，并设空白对照。 PCR 扩增体系（25�μL）如下：

TaKaRaTaq

TM

� DNA�聚合酶 0.25� μL,� 10 ×PCR�

Buffer （Mg

2＋

Plus）2.5�μL，2.5�mmol/L�each�

dNTP� Mixture� 2.0� μL， 上 、 下 游 引 物（20�

pmol/μL）0.5�μL。混匀后，在 PCR仪上执行如下

反应程序：94�℃ 4�min；94�℃ 1�min、56�℃

45�s、72�℃ 45�s，35 个循环；最后 72℃延伸 10�

min。 PCR 产物用 1%琼脂糖凝胶 （含 EB� 0.5�

μg/mL）进行电泳检测。

2

结果与分析

2.1

细菌分离鉴定

37℃培养 24�h后观察， 菌落呈针尖大小、灰

白色、半透明、表面光滑、圆形、边缘整齐；涂片镜

检结果为革兰氏阳性链状排列的球菌（图 1）。

2.2

生化鉴定结果

生化鉴定结果表明，该菌可以发酵葡萄糖、甘

露糖、麦芽糖、乳糖、蔗糖，在高盐培养基、pH�9.5

条件下不生长。

2.3

毒力基因检测结果

经 PCR 检测，2株细菌均能扩增 cps2J、 准确

鉴定。 此外， 还可用菌体凝集试验进行血清学分

型。本次实验采用 PCR 方法检测了 2 型、7型、9型

荚膜抗原基因，其结果表明，2 株分离菌均为 2 型

链球菌。
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2型猪链球菌分离鉴定及毒力基因检测—黎敏

gdh、mrp、epf、sly、fbps、gadph 和 orf2 基 因 ，

cps9D、9cps7H基因扩增结果呈阴性（图 2）。 试验

结果确定这 2株细菌为 2型猪链球菌。

3

结论与讨论

猪链球菌主要毒力基因包括荚膜多糖合成酶

(cps)、谷氨酸脱氢酶(gdh)、甘油醛 -3- 磷酸脱氢

酶(gapdh)、毒力相关序列(orf2)、溶菌酶释放蛋

白(mrp)、胞外因子(epf)、溶血素(sly)、纤粘连蛋

白 / 纤粘连蛋白结合蛋白(fbps)，其中 mrp、epf

和 sly 已被证明是强毒株的标志

[7]

。 血清型可根

据 cps 的差异进行 PCR 区别，gdh 则具有高保守

低突变率的特点， 可作为检测猪链球菌的重要抗

原

[5]

。

特异性强、 敏感度高的 PCR 方法可在临床上

对猪链球菌进行致病性血清型准确定型， 其中

cps 的抗原性差异决定了猪链球菌的侵袭力，也

是猪链球菌血清分型的依据。Smith等

[8]

通过对大

量不同血清型的 cps基因序列比对， 发现 SS2 的

cps某些序列存在特异性

[4]

，再经过 PCR 检测即可

根据 SS2的 cps特异性而准确鉴定。此外，还可用

菌体凝集试验进行血清学分型。 本次实验采用

PCR 方法检测了 2 型、7 型、9 型荚膜抗原基因，其

结果表明，2 株分离菌均为 2型链球菌。

本次分离的 2 株细菌毒力基因型均为：

cps2J+/mrp+/sly+/epf+/fbps+/orf2+/gapdh+/g

dh+，临床表现为急性脑膜炎，发病率达 20%，同时

其具有强毒力分子特征，给猪场造成严重损失，应

引起养猪业和公共卫生方面的高度重视。
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suis� serotype� 2� by� in� vivo� complementation [J].In-

fect�Immun,2001,69(3):1961-1966.
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图

2

分离菌株

PCR

检测结果

1.�fbps，2.sly，3.epf，4.mrp，5.orf2，6.gapdh，7.gdh，8.

cps9D，9cps7H，10.cps2J

M.�DL2000�DNA�Markers
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�According�to�the�referred�CSFV�strain�from�GenBank,�the�primers�of�E2�gene�were�designed,�and�the�total�

RNA�was�extracted�from�CSFV�isolated�in�Sichuan�Province�which�was�cultured�with�PK-15�cells.�And�then,�the�E2�was�

amplified� by� RT-PCR� and� the� products� were� inserted� into� the� Pet-32a-BL21� vector� to� construct� a� new� plasmid,�

Pet-32a-E2,�which�was�confirmed�by�sequencing.�The�results�indicated�that�there�was�an�ORF�in�Pet-32a-E2,�with�total�

1119�base�pairs�coding�337�amino�acids.�The�nucleotide�homologies�of�the�E2�sequences�in�constructed�plasmid�were�

98.8%�and�94.4%�compared�with�the�referred�CSFV�strain�NC_�009089.1�and�the�SHIMEN�strain�respectively,�while�the�

amino�acids�homologies�were�98.9%�and�93.9%,�respectively.�The�results�of�the�bioinformatics�analysis�showed�that�the�

molecular�weight�of�E2�was�41.6�ku,�the�isoelectric�point�was�5.72,�and�E2�was�faintly�acid.�Moreover,�E2�protein�didn

’

t�

contain� the� signal� peptides,� and� was� solvable,� with� transmembrane� domain� and� mainly� in� cytoplasm.� Based� on� the�

bioinformatics�analysis�and�prediction,�the�foundations�for�future�researches�of�the�function�of�E2�were�carried�out.�

classical�swine�fever�virus;�E2�gene;�bioinformatics�analysis

摘 要

：

利用

GenBank

登录的猪瘟病毒（

CSFV�

） 参考株（登录号：

NC_009089.1�)

的

E2

基因序列设计特

异性引物，

PK-15

细胞培养增殖

CSFV

四川分离株提取

RNA

， 采用

RT-PCR

技术扩增

CSFV

疫苗株

E2

基因， 将

PCR

扩增产物克隆入

Pet-32a-BL21

载体构建重组质粒门

Pet-32a-E2

， 并进行测序鉴定。 测序结果显示， 构建的

Pet-32a-E2

质粒含有

1

个开放阅读框（

ORF�)

， 全长

1119�bp

， 共编码

373

个氨基酸， 与

GenBank

登录的

CSFV

参考株

NC_009089.1

的

E2

蛋白的核苷酸同源性为

98.8%

， 氨基酸同源性为

98.9%

； 与石门株兔化弱毒

E2

蛋白株

的核苷酸同源性为

94.4%

， 氨基酸同源性为

93.9%

。 对

E2

基因及其编码蛋白进行生物信息学分析， 结果显示，

E2

蛋白分子质量为

41.6�ku

， 等电点

PI

为

5.72

， 是弱酸性蛋白；

E2

蛋白不含信号肽序列， 为可溶性蛋白， 有跨

膜区， 主要定位于细胞质内。 通过生物信息学分析预测， 为后期

CSFV�E2

蛋白表达， 开展蛋白功能研究奠定了

基础。
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猪瘟（CSF）是由猪瘟病毒（CSFV）引起的一种

严重的猪传染病， 具有高度接触传染性， 流行广

泛，高死亡率，不同品种、不同年龄的猪都可能发

生。 这些特点，让 CSFV成为我国养猪业最主要的

病源之一。猪瘟被世界动物卫生组织（OIE）列入需

要申报的动物传染病名录， 我国农业部将其列为
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氨基酸长度病毒编号

表

1

猪瘟病常见亚种

E2

蛋白

氨基酸长度

AY575657

M31768

D49533�日本

AF333000�北京大学

四川分离株

AY578688�美国

J04358�ALFOR

AF092448�石门

AY382481�北京大学

AY805221�哈尔滨

病毒编号

380

364

374

373

373

370

369

364

369

374

传染病

[1]

。 该病临床特征为发病猪高热稽留和小

血管变性导致组织器官多发性出血、坏死和梗死。

当前猪瘟在我国还很普遍，其发病状况呈多样性，

典型猪瘟与非典型猪瘟共存， 持续感染与隐性感

染共存，免疫耐受与带毒综合征共存，给猪瘟的免

疫预防和控制本病的发生带来困难

[2]

。

CSFV 属于黄病毒科瘟病毒属， 是一个长约

12.3～12.5�kb�的单股正链线性 RNA。 CSFV 有一

个大的开放阅读框，编码 3898 个氨基酸，在病毒

自身及宿主细胞编码的蛋白酶水解作用下裂解为

12 种病毒特异性蛋白质， 自 N 端到 C 端依次为:�

Npro、C、Erns（E0）、E1、E2、p7、NS2、NS3、NS4A、NS4B、

NS5A、NS5B。 只有 Erns、E1、E2�为囊膜结构（糖）蛋

白，其他都是非结构蛋白

[2-3]

。 猪感染 CSFV 后，蛋

白 Erns、E2 及非结构蛋白 NS3 会激发猪免疫系

统产生相应的抗体。 其中，结构蛋白中的 E2 会诱

导机体产生中和抗体， 并激发免疫应答的主要抗

原蛋白。 因此，E2既是研究 CSFV的新型疫苗的主

要基因，也是建立血清学检测方法的首选

[4-5]

。 本

研究对 CSFV 四川分离株的 E2 蛋白基因进行克

隆， 利用生物信息学分析预测其结构特点，为

CSFV�E2蛋白表达及功能研究做好准备。

1

材料与方法

1.1

试验材料

载体 Pet-32a-BL21 和 DH5α 感受态细胞由

动物遗传育种四川省重点实验室制备保存；PK-15

细胞和 CSFV 四川分离株由四川农业大学生物技

术中心提供。

T4�DNA 连接酶和 A-attachment�Mix 均购自

东洋纺（上海）生物科技有限公司；质粒提取试剂

盒购自 Omega 公司；RT-PCR 试剂盒购自 TIANGEN

公司；DMEM培养基购自 GIBICO公司。

1.2

试验方法

1.2.1�引物设计与合成

综合使用引物设计软件

oligo7、primer,在线参考 NCBI�Primer-BLAST 设

计引物。 根据 GenBank中登录的 CSFV 参考株（登

录号：NC_009089.1)的基因序列，设计 1 对扩增引

物。 引物序列为 P1：5’-AATATGTGTGTGTTAGACCA�

GATTG-3’，P2:�5＇-GGGTTGCCACTGTGATCACC-3＇，

引物由上海英俊生物技术有限公司合成。

1.2.2�病毒培养

按细胞常规培养方法

[6]

培养 PK15

细胞，接种 CSFV四川分离株，培养 72�h后，弃去上

清，收获细胞，提取总 RNA。

1.2.3�CSFV�E2 基因扩增

CSFV�E2 基因 cDNA 的

合成按照 RT-PCR 试剂盒说明书操作。采用上下游

引物 P1、P2 进行扩增，PCR反应体系 25μL。

PCR 反应条件：94℃预变性 5�min；94℃变性

30�s、62℃退火 45�s、72℃延伸 80�s，30 个循环；

72℃延伸 10�min；4℃保存。 PCR产物使用 1%琼脂

糖凝胶电泳，分析扩增结果。

1.2.4�CSFV�E2 基因克隆及测序

A-attachment�

Mix与 RT-PCR 扩增产物以 1:9 混合，在 60℃条件

下进行 A 尾反应。反应结束后，按照 10μL体系、

1μL 载体、3μL 反应产物、1μL�T4�DNA 连接酶、

5μL�2×Buffer 混匀，16℃作用 30�min， 进行

DH5α 感受态细胞转化。 将转入载体后的感受态

细胞， 在含有 Amp�50�μg/mL 的 LB 平板上培养，

37℃温箱培养 12～16�h。 挑单个菌落进入 LB 培

养管中，进行 PCR 扩增验证。将鉴定为阳性的菌落

送上海英骏生物技术有限公司测序。

1.2.5�CSFV�E2 基因翻译及生物信息学分析

使

用 DNAStar 软件将 CSFV�E2 蛋白测基因序结果翻

译为氨基酸序列， 应用 ProtParam 和 SOPMA 软件

在线分析 E2蛋白的基本理化性质和二级结构；应

用在线预测软件 Scansite对 E2 蛋白磷酸化结合

位点和结构域进行预测； 应用 Sigfind 软件对氨

基酸序列信号肽进行在线预测； 应用 TMHMM、

PSORT 软件对 E2 蛋白的跨膜区、亚细胞定位进行

预测分析

[7-9]

。

1.2.6�E2 蛋白系统进化树构建

E2 蛋白的核心

功能区在 CSFV 中具有一定的保守性， 应用

DNAStar 软件， 比对分析测序所得 CSFV�E2 蛋白

的核心功能区基因编码氨基酸与其他亚种的猪瘟

病毒 E2 蛋白氨基酸（表 1）的同源性，绘制系统进

化树。

2

结果与分析

2. 1 RT-PCR

扩增结果

以 CSFV 四川分离株基

因组 RNA为模板，使用 P1、P2 上下游引物扩增
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猪瘟病毒四川分离株 E2基因克隆及生物信息学分析—李琰，等

图

2 E2

蛋白底物结合模序预测结果

图

3

猪瘟病毒四川分离株

E2

基因编码蛋白与其他亚种

猪瘟病毒

E2

蛋白的系统进化树

CSFV�E2基因，电泳结果见图 1。 在 1669�bp处出

现特异性条带，与预期结果相符。

E2 基因测序及结果比对分析说明，目的片段

包含 E2基因完整编码区， 构建的 Pet-32a-E2 质

粒含有 1 个完整的开放阅读框，全长 1119�bp，编

码 373 个氨基酸，与 GenBank 登录的 CSFV 参考株

NC_009089.1 的 E2 蛋白的核苷酸同源性为

98.8%，氨基酸同源性为 98.9%；与石门株兔化弱

毒 E2 蛋白株的核苷酸同源性为 94.4%，氨基酸同

源性为 93.9%。

2.2 E2

蛋白的生物信息学分析

2.2.1�E2 蛋白二级结构

应用 ProtParam 软件

预测 E2蛋白的一级结构。 预测结果显示，E2蛋白

分子质量为 41.6�ku，共编码 373 个氨基酸，等电

点 PI 为 5.72，是弱酸性蛋白；蛋白不稳定系数为

38.84，属稳定蛋白；蛋白疏水系数为 -0.0124，为

可溶性蛋白。 优势氨基酸为 Thr (34，9.1%)、Leu

（34，9.1%)、Lys（20，5.4%)、Cys（15，4.1%）、Gly

（32，8.6%）及 Asp(22，5.9%)。 应用 SOPMA 软件预

测 CSFV�E2 蛋白的二级结构， 对分子内氢键维系

的局部空间排列进行分析， 结果显示 E2 蛋白中

79 个氨基酸组成 α- 螺旋， 占 21.18%；118 个氨

基酸构成延伸链， 占 31.64%；38 个氨基酸构成

β- 折叠， 占 10.19%�；138 个氨基酸构成无规卷

曲，占 37.00%。

2.2.2�E2 蛋白磷酸化结合位点和结构域

应用

Scansite 软件在线分析，对蛋白底物结合模序进

行预测，结果（图 2）表明，E2蛋白含有丝 / 苏氨酸

激酶底物模序和 4个磷酸化结合位点（T87、T145、

S249、T332）。 蛋白主要的抗原结构域为 A(766～

866)、B(690～733)、C(690～800)、D（766～800）4

个抗原区。

2.2.3�E2 蛋白信号肽预测

应用在线 Sigfind

软件进行信号肽预测分析， 结果显示该蛋白不含

信号肽序列。

2.2.4�E2 蛋白垮膜区、亚细胞定位

应用 TMHMM

软件分析， 结果显示 E2蛋白可能是可溶性蛋白，

在 -COOH端可能有跨膜区存在。应用 PSORT�II在

线软件预测亚细胞定位， 结果显示，E2 蛋白在细

胞核、高尔基体、细胞质、线粒体、液泡的分部，分

别占 22%、11%、44.4%、22%和 11%， 说明 E2 蛋白在

细胞中主要存在于细胞质中，介导病毒感染。

2.3 E2

蛋白的系统进化树

猪瘟病毒四川分离株 E2 基因编码蛋白与其

他亚种猪瘟病毒 E2 蛋白的系统进化树见图 3。 由

图 3 可知， 本研究扩增获取的四川分离株 CSFV�

E2 基因编码蛋白与不同亚种之间的关系，其中与

AY382481、AY805221 株的同源性最接近。

3

结论与讨论

CSFV�E2 蛋白是猪瘟病毒主要保护性抗原蛋

白。 对该蛋白结构及功能研究表明，其功能发挥主

要集中在抗原结构域和糖基化位点上。 E2蛋白具

图

1 E2

基因

PCR

扩增结果
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有 4 个抗原结构域和 5个潜在糖基化位点， 这些

位点决定了猪瘟病毒的易感性。 因此，CSFV�E2蛋

白在对猪瘟病毒入侵、 诱导保护性免疫反应方面

发挥十分重要的作用。

猪瘟病毒 E2蛋白在其 690～866 氨基酸序列

之间拥有 4个抗原区域，一般称为 A、B、C、D区。A、

D抗原区处于 B、C抗原区的 -COOH 端。A区又可分

为 A1、A2、A3 等 3 个抗原亚区。 研究表明，在这 6

个抗原区中，只有 A1、A2区为保守区，其他都是非

保守区。抗 A1 亚区的单抗可以分别与抗 B、C 区的

单抗起协同中和作用。在 E2蛋白的 N端有 6 个半

胱氨酸残基（Cys），它们决定着抗原的空间结构，

是单抗结合各抗原区所必需的。 两个抗原结构靠

一个链内疏水序列连接， 这种序列和上述 6 个半

胱氨酸残基在瘟病毒中都非常保守，由此推断 E2

蛋白的空间结构在瘟病毒中也非常保守

[10]

。 B 抗

原区和 C 抗原区，A 抗原区和 D 抗原区可能形成

两个独立结构， 而这些结构中都含有构象依赖型

的独立中和性表位。 这一表位在瘟病毒属的 3 个

不同成员中也是高度保守的。

CSFV�E2�蛋白是 CSFV中变异率最高的区域，

也是主要的协同中和性抗原域， 是使机体产生中

和抗体的主要区域。 这些特点使 CSFV�E2 蛋白成

为研究 CSFV 新型疫苗的主要对象、CSFV 血清型

检测方法的首选抗原。 Lin 等

[11]

通过缺失分析确

定了 E2 蛋白上的另一个线性表位 TAVSPTTLR，其

在 E2 蛋白上的位置位于氨基酸序列 829～837 之

间， 并且这一序列在 CSFV 毒株中是极其保守的。

但是，其在 BVDV 和 BDV 毒株中差异极大，这为设

计含有该表位的肽并将其应用于 CSFV 的检测和

鉴定提供了重要依据。 此外， 研究还确定了与

CSFV 感染猪多克隆 IgG 结合的最小的 E2 抗原区

域，该抗原区域位于 E2�N端 123 个氨基酸序列内

(氨基酸序列 690～812�)。 研究表明，这一区域能

消除或减少同其他瘟病毒的交叉反应， 这样就能

够有效地用在 CSFV的血清型检测方面

[12-13]

。

本研究通过体外增殖 CSFV 分离株病毒，利用

RT-PCR 技术获取到了 CSFV�四川分离株的 E2 基

因序列，将 PCR 扩增产物克隆入 Pet-32a-BL21 载

体，获得构建重组质粒。 通过基因比对测序，确定

我们成功构建了含有 CSFV�E2 基因的重组质粒

pTA2-32a-E2， 通过生物信息学分析， 确定 CSFV�

四川分离株病毒体外培养没有出现弱毒株的突

变；CSFV�四川分离株病毒 E2 蛋白与 GenBank 参

考株同源性达到 98.8%， 其蛋白结构和分子质量

也符合预期。基因进化树分析显示，与我国常见的

登记 CSFV�E2蛋白相似。 此外，本研究对 E2 蛋白

进行生物信息学分析发现，CSFV 蛋白以可溶蛋白

的形式存在于感染细胞质中， 进一步研究发现其

在 -COOH 端有一段垮膜区域，且无信号肽，这与其

他研究结果一致

[14-15]

。

经 E2蛋白密码子偏爱性分析

[16]

，酵母等真核

表达系统比原核表达具有更大的优势，应为 E2 基

因体外表达的首选。 徐学清

[17]

将 CSFV�E2 蛋白的

B、C 载体插入到重组质粒中， 在酵母中获得了成

功的表达。 这些研究为后续的亚单位疫苗或诊断

抗原研究打下了坚实的基础。
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水电路改造、粪污处理、防疫、挤奶、质量检测等配套设施建设等。 2016 年国家继续支持奶牛、肉牛和

肉羊的标准化规模养殖。

我国动物防疫补助政策主要包括 5 个方面：一是重大动物疫病强制免疫疫苗补助政策。 国家对

高致病性禽流感、口蹄疫、高致病性猪蓝耳病、猪瘟、小反刍兽疫等动物疫病实行强制免疫政策。 强制

免疫疫苗由省级财政部门会同省级畜牧兽医行政主管部门统一组织招标采购。 上述重大动物疫病强

制免疫疫苗经费由中央财政和地方财政按比例分担，养殖场（户）无需支付疫苗费用。 二是动物疫病

强制扑杀补助政策。 国家对因高致病性禽流感、口蹄疫、高致病性猪蓝耳病、小反刍兽疫发病的动物

及同群动物，布病、结核病阳性奶牛实施强制扑杀。 对因上述疫病扑杀畜禽给养殖者造成的损失予以

补助，经费由中央财政、地方财政和养殖场（户）按比例承担。 三是基层动物防疫工作补助政策。 补助

经费主要用于支付村级防疫员从事畜禽强制免疫等基层动物防疫工作的劳务补助。 四是养殖环节病

死猪无害化处理补助政策。 对养殖环节病死猪无害化处理给予每头 80 元的补助，由中央和地方财政

分担，中央财政对一、二、三类地区分别给予 60 元、50 元、40 元补助，地方财政分别承担 20 元、30 元、

40 元。 五是生猪定点屠宰环节病害猪无害化处理补贴政策。 对屠宰环节病害猪损失和无害化处理费

用予以补贴，病害猪损失财政补贴标准为每头 800 元，无害化处理标准为每头 80 元，补助经费由中央

和地方财政共同承担。 中央负担部分采取一般转移支付方式定额拨付地方。

2016 年中央一号文件明确提出继续实施种养业废弃物资源化利用。 其中第二条是支持养殖业废

弃物资源化利用。 2015 年，中央财政安排 1.8 亿元，在河北、内蒙古、江苏、浙江、山东、河南、湖南、福

建、重庆等 9 省（区、市）开展畜禽粪便资源化利用试点项目。 资金主要用于对畜禽粪便综合处理利用

的主体工程、设备（不包括配套管网及附属设施）及其运行进行补助。 通过项目实施，探索形成能够推

广的畜禽粪便等农业农村废弃物综合利用的技术路线和商业化运作模式。 2015 年，中央财政安排

1.4 亿元，继续实施农业综合开发秸秆养畜项目，带动全国秸秆饲料化利用 2.2 亿吨。 2016 年，上述

项目在调整完善后将继续实施。

目前，中央财政提供农业保险保费补贴的品种包括种植业、养殖业和森林 3 大类，共 15 个品种。

2015 年，保监会、财政部、农业部联合下发《关于进一步完善中央财政保费补贴型农业保险产品条款拟

定工作的通知》，推动中央财政保费补贴型农业保险产品创新升级，在几个方面取得了重大突破。

其中涉及养殖业的主要有三点：一是扩大保险范围。养殖业保险将疾病、疫病纳入保险范围，并规定

发生高传染性疾病政府实施强制扑杀时， 保险公司应对投保户进行赔偿（赔偿金额可扣除政府扑杀补

贴）。 二是提高保障水平。 要求保险金额覆盖饲养成本，鼓励开发满足新型经营主体的多层次、高保障产

品。 三是降低理赔门槛。 要求能繁母猪、生猪、奶牛等按头（只）保险的大牲畜保险不得设置绝对免赔。
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摘 要

：

在

96

孔细胞培养板中接种不同数量的

CHO

细胞， 经过

48��h

和

120��h

培养后， 采用

MTT

法进行细

胞计数， 以观察各孔细胞数量是否超出该法的可检测范围。 为确保在经过连续培养

5�d

后各孔细胞数量仍在

MTT

法的测定范围内， 确定出较为合适的细胞接种量非常必要。
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In�order� to� inspecting� the�detection� range�of� cells,� different�quantity�CHO�cells�were� inoculated� into�

96-well�plate�and�calculated�cell�numbers�by�MTT�after�48h�and�120h�later.�It�was�necessary�to�determine�appropriate�in-

oculums�density�to�ensure�the�cell�count�still�within�the�detection�range�of��MTT�after�continuous�culture�for�five�days.

MTT�assay�method;�CHO�cell;�cell�culture;�amount�of�cell�inoculation

MTT 是一种粉末状化学试剂，为 3-（4，5- 二

甲基噻唑 -2）-2，5-二苯基四氮唑溴盐，商品名为

噻唑蓝，是一种黄颜色的染料。 MTT法又称 MTT 比

色法，是一种检测细胞存活和生长的方法。其检测

原理为活细胞线粒体中的琥珀酸脱氢酶能使外源

性 MTT 还原为水不溶性的蓝紫色结晶甲瓒（For-

mazan）并沉积在细胞中，而死细胞无此功能。二甲

基亚砜（DMSO）能溶解细胞中的甲瓒，用酶标仪测

定其光吸收值，可间接反映活细胞数量。在一定细

胞数范围内，MTT 结晶形成的量与细胞数成正比。

该方法已广泛用于一些生物活性因子的活性检

测、大规模的抗肿瘤药物筛选、细胞毒性试验以及

肿瘤放射敏感性测定等。 但在采用 MTT 法做细胞

计数时，酶标仪的读数有一定的范围，超过这一范

围读数 OD570值并不准确

[1-3]

。 而在做单细胞抗体

表达量比较时，如果需连续数天（通常为 120�h）进

行抗体表达量测定及细胞计数， 那么随着时间的

推移和细胞绝对数量的增加，OD570值将会超出酶

标仪的读数范围， 从而导致测定结果不准确

[4-7]

。

本试验设计目的正是要解决这一问题。因此，为使

接入 96 孔板中的细胞在经过 120�h 培养后细胞

数仍不超过 MTT 法可测定范围，必须对接入 96 孔

板的细胞数进行定量。

1

材料与方法

试验研究
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1.1

试验材料

CHO 细胞，本院实验室保存，其他主要试剂包

括 0.4%台盼兰溶液、MTT（5.0�mg/mL)、 培养基

（10％IMDM，不含 MTX）、10％SDS，试验主要仪器包

括酶标仪、96 孔细胞培养板、 细胞计数板、 计数

器、盖玻片、移液器等。

1.2

试验方法

1.2.1�细胞培养板的制备

（1）取 T25 方瓶 CHO

细胞一瓶，用 Trypsin-EDTA 消化液消化、悬浮后

做细胞计数（20×稀释），细胞稀释见表 1，根据表

1 选取细胞稀释总数接近的两组计算标准细胞液

浓度。

标准细胞液浓度 = （67/4+67/4）×20×

10

4

/2=3.35×10

6

（cells/mL）。

（2）将上述标准细胞液依次做 3.35×、10×、

2×、2×、2.5×稀释， 得到的细胞浓度分别为：

10

6

、10

5

、5×10

4

、2.5×10

4

、10

4

�cells/mL)。

（3）将 10

5

、5×10

4

、2.5×10

4

、10

4

�cells/mL 各

浓度的细胞悬液取 100�μL 分别接入两块 96 孔

板中，得到细胞数依次为 10000、5000、2500、1000

共 4 个细胞梯度，每梯度 3 个重复孔。

（4）将接种好细胞的 96 孔板置于 5%CO

2

培养

箱中培养。

1.2.2�48�h 细胞计数

（1）取 T25 方瓶 CHO 细胞

一瓶，用 Trypsin-EDTA 消化液消化、悬浮后做细

胞计数（10×稀释），细胞稀释见表 2，根据表 2 选

取细胞稀释总数接近的两组计算标准细胞液浓

度。

标准细胞液浓度 =（138/4+132/4）×10×

10

4

/2=3.375×10

6

（cells/mL）。

（2） 将上述标准细胞悬液依次做 3×、9×、

27×、81×、243×及 10×（作内标）稀释，得到的

细胞浓度分别为 1.125×10

6

、3.75×10

5

、1.25×

10

5

、4.17×10

4

、1.39×10

4

、3.375×10

5

�cells/mL。

（3）取一块 96 孔细胞培养板，将上述浓度梯

度的细胞悬液分别接入无细胞孔中（用以绘制标

准曲线），每孔 100�μL。 并设空白对照 3孔，每孔

100�μL 培养基。 另外，将所有生长 48�h 的细胞

去上清，各加 100�μL培养基。

（4）在所有加样孔中各加 MTT�15�μL，将细

胞板置于 5%CO

2

培养箱中孵育 3�h。

（5）取出孵育好的细胞培养板，在所有加样孔

中各加入 100�μL�10%SDS， 将细胞板置于 5%CO

2

培养箱中过夜。

（6）将细胞板置于酶标仪中读取 OD570值。

1.2.3�120�h 细胞计数

（1）取 T25 方瓶 CHO 细

胞一瓶，用 Trypsin-EDTA 消化液消化、悬浮后做

细胞计数（20×稀释），细胞稀释见表 3，根据表 3

选取细胞稀释总数接近的两组计算标准细胞液浓

度。

标准细胞液浓度 = （73/4+66/4）×20×

10

4

/2=3.475×10

6

（cells/mL）。

（2） 将上述标准细胞悬液依次做 3×、9×、

27×、81×、243×及 10×（作内标）稀释，得到的

细胞浓度分别为 1.158×10

6

、3.86×10

5

、1.29×

10

5

、4.29×10

4

、1.43×10

4

、3.475×10

5

�cells/mL。

（3）～（6）操作方法同 1.2.2 的（3）～（6）。

2

结果与分析

2.1 48 h

细胞计数结果

48�h 细胞计数的 OD570 值与细胞数见表 4，

根据细胞数对应的 OD570 值建立 48�h 细胞计数

标准曲线与待测样品曲线（图 1），结果能够建立

线性方程：y=-0.006+(9.85E-6)x，R

2

=0.996。

MTT法细胞计数中细胞接种量的确定—庄金秋，等

1

2

3

75

67

67

17

16

16

组别

表

1

细胞稀释情况

细胞总数

每孔细胞数

19

20

18

19

12

11

20

19

22

1

2

3

138

132

121

33

36

37

组别

表

2

细胞稀释情况记录表

细胞总数

每孔细胞数

27

28

26

36

37

32

42

31

26

1

2

3

73

55

66

19

9

16

组别

表

3

细胞稀释情况记录表

细胞总数

每孔细胞数

17

17

12

14

17

20

23

12

18

试验研究

27

· ·



2.2 120 h

细胞计数结果

120�h细胞计数的 OD570 值与细胞数见表 5，

根据细胞数对应的 OD570 值建立 120�h 细胞计数

标准曲线与待测样品曲线（图 2），结果能够建立

线性方程：y=0.041+(1.3E-5)x，R

2

=0.996。

3

讨论

从 48�h 和 120�h�MTT法细胞计数结果来看，

两次做出的标准曲线的相关系数 R

2

均为 0.996，

可见， 代表细胞数的 X值与代表 OD570 的 Y 值均

满足线性相关关系要求

[8-10]

。 而且，两条标准曲线

设置的内标测量值与真实值非常接近， 可见标准

曲线的准确性。因此，我们可判定两次 MTT法进行

细胞计数的结果是可靠的， 说明各个梯度接种量

的培养孔中的细胞经过 48�h 和 120�h 培养后，运

用 MTT法测得的细胞数与其真实值十分近似。

从实验结果来看，96 孔板内培养 48�h 后，所

有 4个梯度接种量的细胞数均未超过 MTT 法的可

测范围。而在培养 120�h 后，接种量为 10000的细

胞数已明显超出范围，接种量为 5000 的细胞数也

十分接近 MTT 法的上限 115800。 然而接种量为

2500 的细胞数在 48�h 和 120�h 均在所测范围之

内，因此，一般来说接种量在 2500～5000 范围内

的值均可作为可靠的接种量， 而在本研究中笔者

采用 3500作为适合的接种细胞量。但不同细胞株

在特定的培养环境中的生长速度差异较大， 因此

选择接种量时， 还应考虑细胞本身以及培养条件

等影响因素来综合考查

[11-13]

。
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细胞计数的
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值与细胞数

标准细胞

数或接种

细胞数
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测得细

胞数

误差

（%）
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1 48 h

细胞计数标准曲线与待测样品曲线
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细胞数
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测得细
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误差
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摘 要

：

根据猪流行性腹泻病毒 S基因序列设计引物， 应用

RT-PCR

方法从广东省某猪场采集的初生仔猪腹

泻样品检测猪流行性腹泻病毒， 并将其克隆测序分析。 结果表明， 病料样品中有猪流行性腹泻病毒， S基因与

KNU-0801

、

KNU-0901

亲缘关系最近， 处于同一个分支； 与弱毒疫苗株

CV777

的

S

基因亲缘关系较远， 处于

另外一个分支。

关键词
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Primers�of�porcine�epidemic�diarrhea�virus�were�designed�based�on�the�S�gene�sequence,�the�intestinal�

specimens�of�diarrhea�piglets�from�a�pig�farm�in�Guangdong�province�was�tested�by�RT-PCR�to�detect�porcine�epidemic�

diarrhea�virus,�and�was�also�cloned,�sequenced�and�analyzed.�The�result�showed�that�porcine�epidemic�diarrhea�virus�ex-

ists�in�the�specimens,�and�S�gene�is�the�nearest�to�KNU-0801�and�KNU-0901which�belongs�to�the�same�branch,�while�the�S�

gene�in�the�specimen�is�distant�from�the�S�gene�from�attenuated�vaccine�strain�CV777,�which�belongs�to�different�branch.�

�porcine�epidemic�diarrhea�virus;�RT-PCR;�S�gene;�sequence�analysis

猪流行性腹泻 （Porcine�Epidemic�Diar-

rhea，PED）是由猪流行性腹泻病毒（Porcine�Epi-

demic�Diarrhea�Virus，PEDV）引起的一种接触性

肠道传染病，基本特征为：病猪呕吐、腹泻，各年龄

段的猪均可发生，哺乳仔猪危害最为严重

[1]

。 2011

年以来，PED对我国养猪业造成严重损失，10 日龄

以内的发病仔猪死亡率可高达 80%～100％

[2]

。

PEDV 有 4 种结构蛋白：S 蛋白（spike�pro-

tein）、sM 蛋白（small�membrane�protein）、M 蛋

白 （membrane� protein） 和 N 蛋白（Nudcopro-

tein）。 其中 S蛋白是由 1383 个氨基酸组成的纤

突糖蛋白，位于病毒粒子表面

[3]

，含有主要的抗原

决定簇，具有很好的免疫原性，是刺激机体产生保

护性抗体的主要表面抗原， 在机体的抗病毒免疫

中起关键作用

[4]

。 S 蛋白在 PEDV 基因工程疫苗研

制、 诊断技术研究中备受关注。 本试验利用

RT-PCR 方法对采于广东某猪场的初生仔猪严重

腹泻样品进行 PEDV 检测，并对 S 基因序列进行测

定分析，为本病诊断与防控提供参考。

1

材料与方法

1.1

试验病料

广东省某猪场初生仔猪发生疑似猪流行性腹

泻。 采集发病仔猪肠道及肠道内容物， 命名为

GDHZ。

1.2

酶及主要试剂

Trizol�试剂、AMV-反转录酶购自 TOYOBO 公
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司；Ex�Taq�DNA 聚合酶、dNTP 和 pMD18-T 载体等

购自宝生物工程（大连）有限公司；DNA 胶纯化回

收试剂盒、 小量质粒纯化试剂盒和 DL2000�DNA�

Marker等购自上海华舜生物工程有限公司。

1.3

引物

根据参考文献

[5]

设计 PEDV�S 基因引物 PS

1

、

PS

2

和 PS

3

（表 1），预期扩增 3 个相互重叠片段，覆

盖 S 基因完整的开放阅读框（ORF）。

注：引物位置为猪流行性腹泻病毒 CV777 株 S基因起始密码子 ATG前的记为“-”。

PS

1

PS

2

PS

3

引物编号

表

1 S

基因特异性扩增引物

引物序列（5’→3’）

退火温度

（℃）

目的片段大小

（bp）

位置

PS

1

-F:�ATTTGTGGCTTTTCTAATCA����-38～-19nt

PS

1

-R:�GCACCACTAGTGACATTCTT ��2050～2069nt

PS

2

-F:�CTGATTCTGGACAGTTGTTA����2050～2069nt

PS

2

-R:�CCATTAACGCATAAGCCAGC ��3499～3518nt

PS

3

-F:�TGGCTGATCTAGTCTGTGCG����2768～2787nt

PS

3

-R:�CTTCGAGACATCTTTGACAA ��4189～4208nt

56������������� 2107

56������������� 1495

56������������� 1441

1.4 S

基因克隆和序列分析

参照 Trizol试剂操作说明， 从初生仔猪腹泻

病料样品中抽提总 RNA，用随机引物进行反转录，

合成 cDNA 第一链；然后采用 3 对引物分段扩增 S

基因，琼脂糖凝胶回收目的基因片段，然后将其克

隆到 pMD18-T载体中， 最后将重组质粒送上海生

工生物科技有限公司进行测序，并用?DNASTAR�软

件进行序列分析， 用 MEGA5.0 软件绘制系统发育

进化树。

2

结果与分析

2.1 S

基因的

RT-PCR

扩增

用 3 对引物进行 RT-PCR 检测，并将扩增产物

进行琼脂糖凝胶电泳鉴定，结果（图 1）显示扩增

的 PS

1

、PS

2

和 PS

3

片段长度与预期片段大小相符。

2.2

重组子鉴定

对 DNA 回收构建的质粒 PCR 产物进行

RT-PCR�扩增，经过电泳鉴定，结果（图 2）显示扩

增的相对应的 PS

1

、PS

2

和 PS

3

片段与预期片段长

度相符，表明获得了携带目的基因的重组质粒。

2.3

序列分析

将测序获得的 S基因序列（GD-HZ）用 MEGA5.0

软件绘制系统发育进化树，结果（图 3）显示：GDHZ

毒株的 S 基因与 KNU-0801、KNU-0901 的 S 基因位

于同一个亚分支上， 这表明它们的 S 基因亲缘关

系最近；GD-HZ 毒株的 S 基因与 CV777 的 S 基因

位于不同的分支上， 这表明它们的 S 基因亲缘关

系较远。

1.PS

1

�RT-PCR 产物；2.PS

2

�RT-PCR 产物；3.PS

3

�RT-PCR 产

物；4.阴性对照；M.DL�2000�DNA�Marker�

图

1 RT-PCR

产物的

1％

琼脂糖凝胶电泳结果

1.阴性对照；2.PS

1

质粒 PCR产物；3.PS

2

质粒 PCR产物；

4.PS

3

质粒 PCR产物；M.DL�2000�DNA�Marker

图

2

质粒

PCR

产物的

1％

琼脂糖凝胶电泳结果
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3

讨论

PED 在世界分布很广， 是危害养猪业最重要

的传染病之一。1971年英国首先发现 PED，当时被

称为流行性病毒性腹泻（Epidemic�Virus�Dia-

horrea,�EVD）。随后该病在英格兰、比利时等地暴

发，且比利时分离到 1 株该病毒，命名为 CV777。

PED 在我国许多省份和地区都有发生且呈暴发状

态。近年来，国内外学者对诊断 PED的方法进行深

入研究，发现猪流行性腹泻与猪传染性胃肠炎、猪

轮状病毒性腹泻在流行病学、 临床症状以及病理

变化等方面都十分类似，难以从临床角度上区别，

因此，确诊 PEDV必须结合实验室诊断方法。 目前

实验室的诊断方法主要有直接免疫荧光抗体检

测、病毒分离鉴定、免疫电镜检测等。 但这些方法

都不适宜用来作早期快速诊断。RT-PCR检测 PEDV

已得到应用

[6-7]

，能快速检测微量病毒，广泛用于

临床病料样品检测，并适宜用于早期诊断。 另外，

猪流行性腹泻病毒、 轮状病毒和传染性胃肠炎病

毒等腹泻相关病原金标检测快速检测卡已可用于

临床快速检测。

2010 年底开始暴发的初生仔猪流行性腹泻

对我国大部分省份的养猪业造成严重影响， 免疫

猪群的发病情况较未免疫猪群的稍好， 但是很多

免疫猪群依然发病。 杨敏

[5]

将猪流行性腹泻病毒

流行毒株进行测序分析发现， 国内流行的 PED 可

能存在经典毒株和变异毒株共存的现象。 本试验

结果显示， 所获得的毒株 GDHZ 的 S 基因序列与

CV777 亲缘关系较远， 而与 KNU-0801、KNU-0901

毒株的亲缘关系较近， 而目前我国市场上销售的

PED�疫苗毒株主要是 CV777 毒株。 可见流行毒株

与疫苗毒株 CV777 亲缘关系已经有一定差距，其

交叉保护力可能会受影响， 这也在一定程度上解

释了实际生产上出现疫苗免疫效果不理想的原

因。因此，针对流行毒株开发研制 PED新型疫苗已

是当务之急。

参考文献

：

[1]�斯特劳 B�E,阿莱尔 S�D,蒙加林 W�L,et�al.猪病学[M].第 8

版.北京:中国农业大学出版社,2000:181-187.

[2]�Sun�R,Cai�R,Chen�Y,et�al.Outbreak�of�Porcine�Epidemic�

Diarrhea�in�Suckling�Piglets,�China [J].Emerging�In-

fectious�Diseases,�2012,18(1):161-163.

[3]� Kang�T�J,Seo�J�E,Kim�D�H,et�a1.Cloning�and�sequence�

analysis� of� the� Korean� strain� of� spike� gene� of�

Porcine�epidemic�diarrhea�virus�and�expression�of�its�

neutralizing�epitope�in�plants[J].Protein�Expr�Purif,�

2005,41(2):378-383.

[4]�姜艳平,葛俊伟,汪淼,等.猪流行性腹泻病毒 S基因片段的原

核表达及其表达产物的反应原性[J].中国兽医科学,2009(7):�

602-607.

[5]�杨敏.猪流行性腹泻病毒结构蛋白基因的克隆与特征分析[D].

兰州:甘肃农业大学,2007.

[6]� Ishikaw� A� K,Sekiguchi� H,Ogino� T,et� al.Direct� and�

rapid� detection� of� porcine� epidemic� diarrhea� virus�
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[7]� Kubota� S,Sasaki� O,Okada� N,et� al.Detection� of� porcine�

epidemic�diarrhea�virus�using�polymerase�chain�reac-

tion�and�comparison�of� the� nucleocapsid� genes� among�

strains� of� the� virus [J].J� Vet� Med� Sci,1991,61 (7):

827-830.
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鸭病毒性肝炎(Duck�viral�hepatitis，DVH)

是由鸭肝炎病毒(Duck�hepatitis�virus，DHV)引

起的以鸭肝脏为主要病理变化的急性、 高度致死

性传染病。雏鸭发病率为 100%，1 周龄雏鸭的病死

率可达 95%以上。 患鸭呈现精神沉郁、一头触地、

仰脖、全身抽搐、角弓反张等症状；病变表现为肝

脏肿大、出血、变性；胆囊充盈、胆汁呈褐色后转淡

绿色

[1-2]

。

1949 年， 美国 Levine 首先分离到鸭肝炎病

毒，并命名为 I型鸭病毒性肝炎病毒。 近年来，苏

敬良、范书才、张大丙、何冉娅、林世堂、Kim�M�C

和 Tseng 等相继报道了与 DHV-Ⅰ无血清学交叉

免疫反应的鸭肝炎病毒，认为出现了新的血清型，

并将其命名为新型鸭肝炎病毒（N-DHV）。利用新型

鸭肝炎精制卵黄抗体对易感雏鸭进行被动免疫或

感染雏鸭早期治疗是防治本病的重要措施

[3]

。 由

于目前对新型鸭肝炎精制卵黄抗体在本动物体内

的代谢规律还缺少系统研究， 影响了该卵黄抗体

在临床上的正确使用。为此，本研究采用新型鸭肝

炎精制卵黄抗体注射 SPF 雏鸭， 并监测雏鸭注射

抗体后 24～192�h 的血清抗体阳性转换率， 通过

研究抗体在动物体内的代谢规律， 以期为正确使

用新型鸭肝炎精制卵黄抗体防治新型鸭肝炎提供

理论依据。

Egg�yolk�antibody�preparing�in�labouratory�inoculated�5-day-old�SPF�duck,collecting�blood�and�separating�

serumafter�the�injection�by�24,�48,�72,�96,�72,�96�and�168�hours,�respectively.�Testing�the�serum�titer�of�Ⅰ and�new�type�of�

duck�hepatitis�antibody�by�duck�embryo�neutralization�test.The�results�showed�that�serum�antibody�titer�was�basically�sta-

ble�at�the�peak�between�24�to�72�h�and�slowed�down�from�96�h�but�still�overtopped�protecting�titer�(1:32).The�antibody�titer�

dropped�below�to�protecting�titer�from�144�h,�so�the�passive�protection�of�the�antibody�was�5�days.

�egg�yolk�antibody,serum�tilter,duckling,neutralization�test

鸭肝炎病毒
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摘 要

：

采用实验室试制的二价抗体接种

5

日龄

SPF

雏鸭， 分别在注射抗体后

24

、

48

、

72

、

96

、

120

、

144

和

168�h

进行采血及分离血清。 采用鸭胚中和试验， 进行

Ⅰ

型和新型鸭肝炎病毒抗体效价的测定。 结果表明， 抗

体注射

24～72�h

， 血清中

Ⅰ

型和新型鸭肝炎病毒抗体效价基本稳定在峰值， 从

96�h

开始缓慢下降但仍在保护效

价（

1:32�

） 以上， 至

144�h

抗体下降至保护效价以下， 即抗体的被动保护期在

5�d

以内。
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1

材料与方法

1.1

试验材料

1.1.1�鸭肝炎病毒Ⅰ型、 新型二价精制卵黄抗体

Ⅰ型 DHV抗体效价 1:307， 新型 DHV 抗体效价 1:

288，批号：201501，由哈药集团生物疫苗有限公司

制备。

1.1.2�鸭肝炎中和试验抗原

Ⅰ型中和试验抗

原，批号：DHV-SD-Z-01，病毒含量：10

6.16

ELD

50

/0.2�

mL，规格：2.0�mL/ 瓶；新型中和试验抗原，批号：

DHV-JS-Z-01，病毒含量：10

6.32

ELD

50

/0.2�mL，规格：

2.0�mL/ 瓶。 均由哈药集团生物疫苗有限公司制

备。

1.1.3�SPF雏鸭

5日龄 SPF雏鸭，购自哈尔滨兽

医研究所。

1.2

试验方法

1.2.1�免疫注射及血清采集

每批抗体于颈部皮

下注射，5日龄 SPF雏鸭 50 只，每只 1.0�mL；取同

批次 5日龄 SPF雏鸭 10只，不注射任何药品的雏

鸭作为健康对照。 在抗体注射后 24、48、72、96、

120、144、168�h，分别从抗体试验组雏鸭中随机抽

取 10 只，分别采血、分离血清。

1.2.2�血清中和效价测定

将Ⅰ型和新型鸭肝炎

中和试验抗原分别稀释至每 0.2�mL 含 200ELD

50

，

与等量 2 倍系列稀释的待检抗体混合， 病毒对照

为病毒液与生理盐水等量混合物，37℃中和 1�h

后，分别接种 5 枚 10～11 日龄 SPF 鸭胚，每胚接

种 0.2�mL，同时设病毒对照组（接种 0.2�mL 同条

件处理的病毒液和生理盐水混合液） 和健康对照

组（接种 0.2�mL 灭菌生理盐水）各 5 枚，置 37℃

培养 168�h，记录 24～168�h 的鸭胚死亡数。 健康

对照组应全部健活，病毒对照组应全部死亡，能使

50％鸭胚不发生死亡的最高抗体稀释倍数即为该

抗体的中和效价。

1.2.3�血清阳性判定

根据《禽病学》

[4]

，当中和

抗体效价达到 1:32 时，对鸭具有保护作用。 因此

将血清中和抗体效价≥1:32判为血清阳转。

2

结果与分析

卵黄抗体注射 5日龄 SPF 雏鸭， 不同时间血

清中Ⅰ型和新型鸭肝炎病毒抗体效价测定结果见

表 1、表 2 和图 1。 Ⅰ型和新型卵黄抗体注射的 5

日龄 SPF 雏鸭，注射抗体后 24�h，抗体即可循环

全身达到峰值， 注射后 24～72�h 基本稳定在峰

值，从 96�h 开始缓慢下降但仍在保护效价（1:32）

以上，至 144�h 抗体下降至保护效价以下。健康对

照组血清在试验过程中新型鸭肝炎病毒抗体效价

均为阴性。

抗体试验组

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

平均值

组别

表

1

抗体注射雏鸭不同时间血清中

Ⅰ

型

DHV

抗体效价测定结果

对照组

1

2

3

4

5

平均值

24h 48h 72h 96h 120h 144h 168h

1:83��

1:83 ����

1:81����

1:72

1:81

1:77

1:81

1:77

1:72

1:77

1:78

1:77 ��

1:72�

1:72 ���

1:64

1:77

1:72

1:77

1:72

1:64

1:72

1:72

1:7

1:7

1:7

1:7

1:5

1:7

1:7

1:7

1:5

1:5

1:6

1:72 ���

1:64 ����

1:64 ����

1:57

1:64

1:57

1:64

1:57

1:57

1:64

1:62

1:57�����

1:49 ���

1:45�

1:49

1:45

1:42

1:49

1:49

1:42

1:42

1:47

1:38 ����

1:37 ����

1:36 ����

1:41

1:38

1:36

1:41

1:41

1:32

1:32

1:34

1:15��

1:15�� �
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鸭肝炎病毒Ⅰ型、 新型二价精制卵黄抗体在 SPF雏鸭体内的代谢规律研究—宋扬，等

3

结语

鸭肝炎病毒Ⅰ型、 新型二价精制卵黄抗体注

射 SPF 雏鸭， 抗体在体内的消长规律符合一般抗

体半衰期， 抗体有效保护时间一般在 24～120�h

左右，即抗体的被动保护期在 5�d以内。
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平均值

组别

表

2

抗体注射雏鸭不同时间血清中新型

DHV

抗体效价测定结果

对照组

1

2

3

4

5

平均值

24h 48h 72h 96h 120h 144h 168h

1:2.8 1:2.8 1:2.8 1:2.8 1:2.8 1:2.8 �1:2.8

1:2.3 1:2.3 1:2.3 1:2.3 1:2.3 1:2.3 �1:2.3

1:2.5 1:2.5 1:2.5 1:2.5 1:2.5 1:2.5 �1:2.5
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图

1

抗体注射雏鸭不同时间血清中

DHV

抗体效价测定结果
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摘 要

：

为确诊引起水貂死亡的主要细菌性病原， 对采集的病料进行细菌分离和培养， 分离出

3

株菌。 通过

对分离株的形态、 生化和培养特性研究， 分子生物学和血清型鉴定， 并对其中一分离菌株生长曲线、 毒力和免疫

原性进行测定。 结果表明， 分离株均为血清

C

型水貂源绿脓杆菌； 分离株

16S�rRNA

基因序列与已知的绿脓杆菌

相应序列同源性为

99.7%～99.98%

不等； 生长曲线结果表明，

C

型绿脓杆菌

4～14�h

为对数生长期； 对小鼠的半

数致死量（

LD

50

�

） 为

8.11×10

5

�CFU

； 制备的单价疫苗对小鼠的免疫原性良好， 攻毒保护率为

100%

， 对照组小

鼠全部死亡。
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：

绿脓杆菌； 分离鉴定； 毒力； 免疫原性
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1005-8567(�2016�)03-0035-03

水貂出血性肺炎 （Hemorrhagic�pneumonia�

of�mink） 是由绿脓杆菌 （又称铜绿假单胞菌，

Pseudomonas�aeruginosa） 感染引起的一种高度

致死性传染病，多发于每年 9～11 月份，该菌可通

过患病水貂形成的飞沫及气溶胶传播。其传播快、

急性发病、致死率高，是水貂养殖业的重要疫病，

2001～2010年间，在辽宁、山东、吉林、黑龙江等省

的貂场时有发生

[1-3]

。

目前对绿脓杆菌分型常用方法是血清学分型，

国际血清分型系统根据菌体 O抗原将其分为 20个

不同的血清型。日本科学家 Homma根据 O抗原将绿

脓杆菌分为 A～N群， 根据此系统研发的试剂盒在

国际上广泛应用。 我国流行的血清型以 B 型、C型

和 G型为主，其中 C型流行率为 20%左右

[4-5]

。

本研究从某养殖户送检的水貂体内分离获得

3株菌，通过鉴定确认其为血清 C型绿脓杆菌。

1

材料与方法

1.1

试验材料

1.1.1�病料

无菌采集某貂场疑似患有水貂出血

性肺炎的病料 7 份（每一份都包含肺脏、脾脏、肝

脏和肾脏），标记为 1

#

～7

#

，4℃保存备用。

1.1.2�阳性血清及核酸

绿脓杆菌分型用标准血

清系列，购自日本生研株式会社；绿脓杆菌标准菌

株核酸，由本实验室鉴定和保存。

1.1.3�主要试剂

rTaq、dNTP、DL2000DNA�Marker

均购自宝生物工程（大连）有限公司；琼脂糖购自

生工生物工程（上海）有限公司；微量生化鉴定管

购自杭州微生物试剂有限公司； 绿脓素测定所用

培养基（PDP）购自北京陆桥生物技术有限责任公

司。

1.1.4�试验动物

18～20�g清洁级昆明小鼠购自

哈药集团三精制药有限公司，隔离器内饲养，免疫

（攻毒）后移入免疫舍（攻毒舍），投喂配合饲料，饮

用纯化水。

1.2

试验方法

1.2.1�分离株的分离培养

对 1

#

～7

#

病料均进行

以下操作，用灭菌手术剪将病料剪开一切口，接菌

环沾取切面后划线培养于 10%牛血清肉汤琼脂平

板， 每一份病料各脏器均进行接种并分区接种在

同一平板上，置 37℃培养 16～18�h，挑取疑似单

菌落连续传代进行纯化。

1.2.2�分离株的形态、 生化和培养特性鉴定

将

纯化后的几株分离株划线接种 10%牛血清肉汤琼

脂平板，37℃培养 16�h 后分别进行如下鉴定，观

察菌落形态并挑取若干典型菌落， 进行革兰氏染

色；应用微量生化鉴定管进行生化鉴定；接种 10%

牛血清肉汤培养基、绵羊鲜血琼脂平板、PDP，进行

培养特性鉴定。
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1.2.3�16S�rRNA 基因序列分析

取各分离株菌

液 500�μL，沸水煮 10�min，12000�r/min 离心 10�

min，取上清作为细菌的模板，用相同的方法制备

阳性对照模板；以绿脓杆菌 16S�rRNA（GenBank 登

录号为 NR_118644.1）设计引物，上游引物为 5′

-GGGGGATCTTCGGACCTC-3′；下游引物为 5′-TC-

CTTAGAGTGCCCACCC-3′， 引物由上海生物工程有

限公司合成，目的片段大小为 956�bp。 PCR反应体

系为 25�μL：Buffer�2.5�μL、dNTP�2�μL、 上下

游引物各 1�μL、模板 1�μL、rTaq�0.5�μL、去离

子水补齐。 反应程序为 95�℃ 5�min；95�℃ 1�

min、55�℃ 1�min、72�℃ 1�min， 35次循环；72�℃

10�min。 PCR产物以 1%的琼脂糖凝胶进行电泳检

测，产物送上海生物工程公司进行测序，测序结果

与 NCBI相关序列进行同源性比对。

1.2.4�分离株血清型鉴定

将鉴定为阳性的分离

株菌液，应用绿脓杆菌分型用标准血清进行血清型

检测，操作方法按照说明书进行。 判定标准：1�min

内形成凝集块者，且生理盐水空白对照组不凝集者

为阳性，其血清型即为对应发生凝集的血清型。

1.2.5�分离株生长曲线测定

将浓度为 1.2×

10

10

�CFU/mL 的 B 型菌悬液以 1%接种量接种于

TSB 培养基内，37�℃、180�r/min 培养 24�h，其中

每隔 2�h 测定菌悬液的 OD

600nm

值， 以培养时间为

横坐标、OD

600nm

值为纵坐标绘制细菌生长曲线。

1.2.6�分离株对小鼠毒力试验

随机选取一株分

离株对小鼠进行 LD

50

测定， 采用平板计数法确定

注射菌液的活菌浓度为 1.2×10

10

��CFU/mL，选取

健康昆明系小鼠 40 只，分成 4 组，每组 10 只，取

10

-1

～10

-4

滴度的菌液，滴鼻接种 0.1�mL/只，观察

7�d，记录各组小鼠死亡情况，按 Reed-Muench 法

计算 LD

50

，对攻毒死亡小鼠及对照小鼠进行剖检，

观察病变。

1.2.7�分离株免疫原性测定

将细菌悬液（1.2×

10

10�

�CFU/mL），以甲醛溶液灭活（终浓度 0.2%），加

入 10%氢氧化铝胶制成疫苗。 取 20 只健康小鼠，

随机分为免疫组和对照组，10只 /组。疫苗腹腔接

种免疫组小鼠，0.3�mL/只，免后 21�d，以 10LD

50

剂

量的菌液滴鼻接种免疫组和对照组小鼠，0.2�mL/

只。 攻毒后观察 7�d，记录免疫保护率。

2

结果与分析

2.1

分离株的分离培养结果

1

#

～7

#

病料经细菌分离培养及纯化发现 3 份

疑似 2

#

、3

#

、7

#

），形态基本符合目标菌落形态，培养

基变黄绿色。 其他 4份病料未培养出菌落或菌落

形态不符，判为阴性。

2.2

分离株的形态

、

生化和培养特性鉴定结果

对 3 株分离株进行培养， 在 10%牛血清肉汤

琼脂平板上生长形态均正常，菌落均为光滑、边缘

不整齐的中等大小菌落， 为革兰氏染色均呈阴性

杆菌。 生化鉴定结果见表 1，结果表明生化项目鉴

定结果和标准菌株相同，均符合绿脓杆菌标准。 3

株分离株培养特性一致， 在 10%牛血清肉汤培养

基呈黄绿色浑浊； 在 10%牛血清肉汤琼脂平板呈

黄绿色，菌落形态正常；在绵羊鲜血琼脂培养基上

菌落周围出现溶血环； 在 PDP 斜面上生长并产绿

色素，菌落周围呈浅绿色。

2.3 PCR

鉴定结果及序列分析

2.3.1�分离株 16S�rRNA 基因片段 PCR 扩增结果

以提取的分离株的 DNA 为模板， 在 1000�bp 附近

扩增出 1 条特异片段（图 1），与预期结果相符，表

明该分离株为 16S�rRNA基因阳性。

氧化酶

MAC培养基生长

触媒

枸橼酸盐

柠檬酸

明胶液化

V-P试验

H2S

����42℃

麦芽糖

乳糖

葡萄糖

明胶液化

淀粉

尿素分解

运动力

靛基质

2

#

+

+

+

+

+

+

-

-

+

3

#

+

+

+

+

+

+

-

-

+

7

#

+

+

+

+

+

+

-

-

+

2

#

-

-

+

+

-

+

+

-

3

#

-

-

+

+

-

+

+

-

7

#

-

-

+

+

-

+

+

-

鉴定项目 鉴定项目

菌株

表

1 3

株分离株主要生化指标测定结果

菌株

图

1

各分离株

16S rRNA

基因片段

PCR

扩增结果
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2.3.2�16S�rRNA 基因片段测序结果

将 2

#

、3

#

、7

#

分离株测序结果与 NCBI相关序列进行同源性比

对，结果与 NCBI绿脓杆菌 16S�rRNA序列的同源

性分别为 99.82%、99.7%和 99.98%，表明分离株为

绿脓杆菌。

2.4

血清型鉴定结果

将 3株分离株， 应用绿脓杆菌分型用标准血

清（日本生研株式会社）检测血清型，血清分型结

果表明均为血清 C型绿脓杆菌。

2.5

分离株生长曲线测定结果

对其中一个血清 C 型分离株 7

#

进行 24�h 生

长曲线检测，结果表明，细菌从 4�h 进入对数生长

期，持续至 14�h（图 2）。

2.6

分离株对小鼠的毒力试验结果

随机选取一株分离株对小鼠进行 LD

50

测定，

结果表明该分离株对小鼠的 LD

50

为 8.11×10

5

�

CFU（表 2）。 分别剖检死亡和健康小鼠，与健康小

鼠相比， 攻毒死亡小鼠肺脏呈深紫色， 充血淤血

（图 3）。 以上结果表明分离株对小鼠有较强的毒

力。

2.7

免疫原性测定结果

将血清 C 型分离株 7

#

制成疫苗，腹腔接种免

疫组小鼠（0.3�mL/ 只）免后 21�d，以 8.11×10

6

�

CFU 菌液滴鼻接种免疫组和对照组小鼠， 免疫组

攻毒保护率为 100%，对照组小鼠全部死亡（表 3），

表明 C型分离株具有良好的免疫原性。

图

2 C

型绿脓杆菌

7

#

分离株的生长曲线

菌液

稀释度

10

-1

10

-2

10

-3

10

-4

表

2

血清

C

型

WD013

株

LD

50

结果

接种数量

（只）

接种剂量

（mL）

活菌技术

（CFU/mL）

死亡数量

（只）

LD50

（CFU）

10

10

10

10

0.1

0.1

0.1

0.1

1.2×10

10

1.2×10

10

1.2×10

10

1.2×10

10

10

10

6

0

8.11×10

5

图

3

攻毒死亡小鼠

（

右

）

与健康小鼠

（

左

）

的肺脏剖检

8.11×10

6

8.11×10

6

表

3

血清

C

型分离株

7

#

免疫原性试验结果

组别

免疫组

对照组

数

量

接种

途径

抗原含量

（CFU/mL）

接种剂量

（mL）

攻毒

途径

10

10

腹腔

/

1.2×10

10

/

0.3

/

攻毒剂量

（CFU/只）

保护率

免日

21日

滴鼻

滴鼻

攻毒

时间

10/10

0/10

3

讨论

绿脓杆菌在自然界广泛存在

[6]

，尤其高温高

湿环境中，更利于绿脓杆菌的滋生和繁殖。我国水

貂出血性肺炎的死亡率为 6%～54%，以沿海气候潮

湿的地区发病较多， 全国流行的血清型以 G 型、B

型和 C型为主，与国外流行的主要血清型相同。细

菌生长曲线的测定表明对数生长期为 4～14�h，表

明此段时间细菌生长状态良好，提示在 14�h 左右

收获的菌液可以保持血清 B型绿脓杆菌的最佳状

态。

戴秀美等

[7]

对 2013 年分离出的水貂源绿脓

杆菌进行了对小鼠 LD50 测定， 结果为 3.2×10

7

�

CFU，但没有表明是何种血清型，毒力低于本实验

8.11×10

5

�CFU的结果。这与分离株来源和血清型

均具有一定的关系。 抽选的血清 C型菌株 7

#

具有

较好的免疫原性， 对小鼠的攻毒保护率达 100%，

这可能与攻毒剂量和抗原含量有关， 下一步可将

研究重点放在对水貂的最佳攻毒剂量以及抗原含

量与免疫效力的关系上。
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摘 要

：

犬吞食异物的情况在现实中很常见， 特别以中大型犬居多， 而且吞食的异物各种各样。 结合临床病

例， 介绍了一例犬吞食异物后出现的临床症状， 阐述手术方案及术后护理。 建议当发现犬吞食了异物， 应第一时

间送检， 不应由犬自行呕吐、 排除。
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随着饲养伴侣动物的兴起， 宠物吞食异物的

情况越来越多， 各种各样奇形怪状的异物在不同

病例上都有发现。本文将结合临床病例，介绍一例

犬吞食异物后出现的临床症状

[1]

，阐述手术方案

及术后护理。

1

病例介绍

罗威纳，公犬，未绝育，1 岁，39�kg，体温 39.7�

℃，略高，疫苗接种不完全。主诉：患犬 1个多月前

与主人一起玩弄石头，犬把石头吞进，开始并未出

现很大异常，偶尔出现呕吐，食欲大小便正常，便

没有带去医院就诊。最近 1周犬食欲不振，频繁呕

吐（进食、饮水皆呕吐），拉稀，弯腰拱背，时而嚎

叫。

2

临床检查

2.1

理学检查

触诊检查发现，患犬肚腹极度敏感、坚硬，触

诊肠部能触摸到一不规则坚硬物体， 膀胱较多尿

液，直肠空虚，几乎没有粪便，给犬进行导尿，尿黄

（图 1）。

2.2

影像学检查

进行 X光片检查， 对腹部靠后侧进行 X 线仰

卧正位与侧卧位的摆位拍摄， 发现肠子中有一高

密度物体（石头），部分肠子存在较多气体（图 2）。

3

手术治疗

根据病史、理学检查和影像学检查结果，诊断

为肠道异物（石头），手术治疗为宜。

图

1

患犬尿液

（

偏黄

）

图

2

患犬肠中高密度物体

（

石头

）

华南宠物园地
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图

3

牵引肠子异物至腹壁切口处

图

4

观察肠子表面有无病变存在

图

5

横向切开肠壁全

图

6

取出肠内异物

（

石头

）

3.1

术前检查

术前进行血常规检查、生化六项检查、影像学

检查。 血常规（表 1）血象显示患犬轻度脱水

[2]

，生

化 ALT 轻微升高（表 2），不排除应激反应导致，总

体情况患犬目前身体状况尚可，可以进行手术。

3.2

术前用药

患犬进行手术前， 应建立好静脉通道（留置

针），术前静脉输液 0.9%氯化钠 250�mL，以改善脱

水情况并减少术中及术后的风险和并发症。

3.3

麻醉方案

舒泰配合静灵静脉推注镇静麻醉， 初期观察

眼球的位置和口腔打开的松软程度控制好麻醉的

用量，术中用监护仪时刻监测血氧、血压、心率和

心电等，做好麻醉监护。

3.4

手术过程

全身麻醉后，患犬仰卧保定。 开口于脐后腹中

线，切开腹壁，伸手进腹腔探查，发现肠子异物便

牵引至腹壁切口外，分离周边脂肪和网膜（图 3）

[3]

。

在切开肠壁时， 应先仔细检查肠子有无病变存在

（图 4）。 用干净无菌的消毒布面垫付在肠子下方，

横向切开肠壁全层（图 5），取出肠内石头（图 6）。

之后用酒精棉球消毒切口， 用可吸收线先进行结

节缝合，然后再进行间断内翻缝合（图 7）。 用抗生

素生理盐水推进肠内并冲洗表面， 检查肠管是否

存在漏水情况，推注冲洗完毕后若未见肠胃漏水，

便可将肠管还纳于腹腔内，并用网膜覆盖表面，缝

合腹壁切口。 手术结果表明， 取出的异物为石头

（图 8）。

一例犬肠道异物的探讨—谢文辉，等

表

1

血液常规检查结果

指标

红细胞 RBC

红细胞压积 HCT

血红蛋白 HGB

白细胞 WBC

检测值 参考值

9.50

0.83

197

16.5

5.5～8.5

0.39～0.56

110～190

6.00～17.00

表

2

生化检验结果

项目和单位

总蛋白(TP)g/L

丙氨酸氨基转移酶（ALT）U/L

碱性磷酸酶(ALP)U/L

血糖(Glu)mol/L

尿素(BUN)mmol/L

肌酐(Cre)μ mol/L

检测值 参考值

60.5

59.7

62.5

4.20

7.2

92.6

54.0～82.0

4.0～56.0

≤80.0

3.30～6.70

3.0～9.0

60.0～110.0

华南宠物园地

39

· ·



3.5

术后用药

术后输液 0.9%氯化钠 250�mL，静注氨苄西林

钠菌消炎，皮下注射止血敏止血，皮下注射痛立定

镇痛

[4]

。

4

术后护理与康复情况

术后剪裁手术服包扎好伤口。 连续用抗菌素

消炎止痛 7�d，并密切关注犬的大小便情况。 术后

禁食 36～48�h，不限制饮水。 当患犬出现排粪、肠

蠕动音恢复正常后方可给予流质、 易消化的优质

食物。主述术后患犬恢复情况良好，食欲大小便皆

正常，10�d后主人在当地自行拆线。

5

讨论

犬吞食异物的情况在现实中很常见， 特别以

中大型犬居多，而且吞食的异物各种各样。本院曾

连续接诊好几例金毛猎犬与萨摩犬吞食异物的病

例，异物包括纸巾、木头、鸡蛋壳、皮球、玉米芯。一

般患犬在吞食异物后，异物停留在胃部时，一般先

表现出呕吐的症状，当异物移向小肠、大肠，患犬

就会表现出呕吐及拉稀、腹痛、精神不振等症状。

因此当怀疑犬吞食异物或者出现呕吐拉稀症状

时， 一定要尽快带犬到医院检查。 对于犬吞食异

物，我们应着重于预防，犬可以触及的东西都要收

拾好，出门一定要牵好狗绳，时刻注意犬是否有舔

咬吞食物体的动作， 一经发现要立即阻止并教育

犬，同时，当发现犬吞食异物，一定要第一时间送

检，不要抱有由犬自行呕吐、排除的侥幸心理。 因

病情拖延会继发更严重的问题，如长期呕吐、胃酸

液体倒流反复刺激食道， 导致食道严重受损、溃

疡，出现巨食症；如长期呕吐、拉稀引起犬的胰腺

炎，并导致脱水、电解质离子紊乱；如异物长期停

留，导致胃溃疡、胃穿孔、肠道糜烂穿孔继发腹膜

炎等。因此当发现犬有吞食异物的情况，应及时带

犬到专业的宠物医院就诊。
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摘 要

：

犬细小病毒是目前在我国犬只之间传染范围广、 致死率较高的一种传染性病毒。 介绍了犬细小

病毒的基本情况和治疗原则， 并归类总结了目前治疗犬细小病毒病比较常用的药物， 以及治疗犬细小病毒

病的用药经验， 以期为治疗犬细小病毒病提供相关用药参考。
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犬细小病毒 （CPV�） 是目前在我国犬只之

间传染范围广、 致死率较高的一种传染性病毒。

该病毒可能是由一种具较高遗传相关性的猫泛白

细胞减少症病毒 （FPV�） 变异而来的。 1982

年， 徐汉坤等

[1]

正式报道了犬细小病毒病在我国

的流行。 自此， 犬细小病毒病在全国广泛流行，

根据各地报道病例， 珠三角、 长三角等人口密集

地区， 宠物养殖业发达地区是犬细小病毒病流行

高发区域。

经过兽医学界， 尤其小动物医学等领域从业

人员多年来的不断探索， 细小病毒病的治疗成功

率不断提高， 用药也越来越多样化。 笔者归类总

结了目前治疗犬细小病毒病比较常用的药物， 再

结合笔者在治疗犬细小病毒病时的用药经验， 以

期为大家治疗犬细小病毒病提供相关用药参考。

1

犬细小病毒的基本情况

1.1

病原学

CPV 属于细小病毒科 （Parvoviridae�） 细

小病毒属 （Parvovirus�）， 病毒粒子无囊膜，

核衣壳为等轴对称的 20 面体， 电镜下呈圆形或

六边形， 直径为 21～24�nm。 单股 DNA， DNA 量

约占整个病毒粒子重量的 25%～34%， 分子质量

1.4×10

6

～1.7×10

6

， 沉淀系数为 23S～27S。

CPV 对外界的抵抗力较强， 对酒精、 乙醚、 氯仿

有抵抗性， 对温度也有一定耐受性。 低温长期存

放对其感染性并无明显影响。 在 4～10℃存活 6

个月， 37℃存活 2 周， 56℃存活 24�h， 65℃存

活 30�min， 80℃存活 15�min， 室温下保存 3 个

月其感染性仅稍微下降， 在粪便中可存活数月至

数年。 对 CPV 最有效的消毒剂有福尔马林、 B-

丙内酯、 次氯酸钠、 氧化剂等。 此外， 紫外线也

能使其失活。 CPV 具有较强的血凝活性， 能凝集

恒河猴、 猪、 仓鼠、 猫和马的红细胞， 而不能凝

集其他动物的红细胞， 这一特性可作为病毒鉴定

的参考指标。 经福尔马林灭活后， 其血凝性几乎

不变

[2]

。

1.2

临床症状

犬细小病毒病主要症状分为肠炎型和心肌型

两种。

肠炎型细小病毒病主要由于细小病毒侵害病

犬消化系统， 造成肠道黏膜损伤， 导致轻微出

血。 初期病犬精神沉郁， 食欲不振大部分低热，

粪便稀软； 随着病情发展， 出现腹泻、 呕吐， 粪

便腥臭， 水样或糊样， 初时粪便呈黄色， 后颜色

逐渐变深变红。 最后病犬多数因贫血、 脱水、 饮

食欲废绝等原因导致死亡。 病程发展一般在 3～

7�d， 治愈后病犬基本不再复发， 暂时世界范围

内已报告发生细小病毒重复感染的病例仅数例。

心肌炎型细小病毒病主要由于细小病毒侵害

心肌细胞而导致。 病犬发病时间短， 发病速度

快， 基本都在 24�h 内死亡， 症状包括呼吸困难、

急速， 心律不齐或失常， 心肌炎型细小病毒病大

多数都会伴有肠炎型， 粪便带腥臭甚至带血。 更

有严重者， 病犬死前没任何症状， 突发性心肌梗
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塞导致死亡。 心肌炎型细小病毒病由于发展速度

太快， 往往用药治疗尚未能起效便死亡， 故本文

基本不对此类型用药作讨论。

2

犬细小病毒病的治疗原则

综合各地治疗犬细小病毒的治疗方法， 笔者

总结关于治疗犬细小病毒病的治疗原则如下：

2.1

特异性治疗

主要使用针对细小病毒的抗病毒药物或生物

制品类药物抑制和杀灭病毒。

2.2

控制继发感染

主要用抗生素类药物抑制病犬发病期间由细

菌引起的继发性感染。

2.3

止血补血

主要用止血类药物减少由于细小病毒引起的

出血， 对出血严重或者血容量不足的病犬同时需

要补充血容量或促进其造血功能。

2.4

止吐止泻

通过药物控制病犬的呕吐和腹泻， 减少因呕

吐腹泻导致脱水的机会。

2.5

辅助治疗

由于病犬肠道受损， 营养吸收能力较差， 需

要用辅助类药物补充病犬营养， 保证其基本生命

活动所需能量。

3

犬细小病毒病的基本用药品种

3.1

抗病毒类药物

3.1.1�细小病毒单克隆抗体

犬细小病毒单克隆

抗体可通过淋巴和血液循环系统快速到达病毒侵

染的组织和细胞， 抑制病毒对宿主细胞的侵害及

病毒的复制， 同时又可参与犬体内的其他抗病毒

保护机制， 如免疫调理， 抗体依赖细胞介导的细

胞毒作用和抗体依赖补体介导的细胞毒作用， 以

进一步激活犬体内的细胞免疫系统， 从而发挥出

更大的杀灭病毒作用

[3]

。

按照目前市面上常用的犬细小病毒单克隆抗

体的规格， 建议剂量为每次 0.5～1�mL/kg， 按

使用说明肌肉注射或静脉注射， 建议持续注射

3～5�d。 注意事项： 第一， 过量的单克隆抗体会

影响病犬体内自身的免疫系统， 不建议超量使

用； 第二， 少数病犬会发生过敏， 注射时需监测

病犬反应。

3.1.2�犬干扰素

犬干扰素 α 是重要的机体抗

病毒感染的非特异性物质， 犬干扰素 α 与细胞

表面受体结合诱导细胞产生多种抗病毒蛋白， 抑

制病毒在细胞内繁殖， 从而提高免疫功能， 包括

增强巨噬细胞的吞噬功能、 增强淋巴细胞对靶细

胞的细胞毒性和 NK 细胞的功能

[4]

。

按照常用的犬干扰素规格， 建议剂量为每次

20万～40万 IU/kg， 皮下或肌肉注射， 持续 3～

5�d， 而且建议与单克隆抗体联合使用， 可加强

治疗效果。

3.1.3�注射用犬高免血清

注射用犬高免血清一

般由经过强毒攻毒过后， 采集 CPV 抗体效价≥

1∶1280 的健康犬只的血液， 经静止或低温离心

析出的血清

[5]

。 主要能为病犬直接提供特异性抗

体杀灭病毒， 提高治疗成功率。

按照目前已经市场化批量生产的犬高免血清

的规格， 建议使用剂量为每次 1�mL/kg， 肌肉注

射或静脉注射均可。 但犬高免血清的过敏率比单

克隆抗体的过敏率高， 而且对病犬免疫系统影响

更大， 建议只作辅佐治疗。

3.1.4�利巴韦林

利巴韦林又称病毒唑， 是目前

使用最普遍、 用途最广泛的抗病毒药物。 其他抗

病毒药物如阿昔洛韦、 肌聚胞注射液等效果接

近， 故本文不对其他抗病毒药作详解。 利巴韦林

是一种广谱抗病毒药， 对多种 DNA 病毒及 RNA 病

毒有明显的抑制作用。 目前比较认可的作用机制

主要是： 抑制病毒合成酶， 它进入细胞后磷酸化

为三氮唑核苷单磷酸， 与肌苷、 鸟苷相类似， 竞

争性地抑制肌苷 -5’ - 单磷酸脱氢酶， 使肌苷单

磷酸不能转化为次黄嘌呤单磷酸， 阻断了鸟苷单

磷酸的合成， 从而抑制多种 RNA 病毒和 DNA 病毒

的复制， 故抗病毒谱广

[6]

。

目前比较常用的是利巴韦林注射液和利巴韦

林滴眼液， 常用的注射液规格是 1�mL:100�mg，

临床上犬治疗剂量建议每次 10�mg/kg， 静脉注

射效果较好， 可持续 3～7�d 给药。 另由于利巴

韦林主要毒副作用是致红细胞、 白细胞及血红蛋

白下降， 建议使用期间定期作血常规检查， 监测

病犬贫血情况。

3.1.5�双黄连注射液

双黄连注射液主要由金银

花、 黄芩、 连翘提取物制成， 具有良好的抗病毒

及抗菌作用。 有研究

[7]

证明， 双黄连既能显著抑

制、 延缓细胞病变出现， 亦可有效抑制流感病毒

性肺炎、 病毒性心肌炎、 胰腺炎的发生与发展。

其作用机制是多途径的， 有直接灭活病毒的作

用， 同时对吸附于细胞表面和进入细胞内的病毒
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也有抑制作用。

双黄连市面上规格众多， 而且质量良莠不

齐， 在使用中必须谨慎小心。 以常见的规格为

例， 10�mL/ 瓶的双黄连注射液相当于 15�g 原生

药， 按笔者的用药经验， 犬用剂量控制在 0.1�

mL/kg以下， 可与 5%葡萄糖注射液或葡萄糖氯化

钠注射液混合， 静脉注射， 1～2 次 /d， 效果较

好。 由于双黄连注射液厂家众多， 工艺有别， 再

加上不同犬种的体质问题， 病犬在使用双黄连注

射液时应密切留意， 观察过敏反应， 输液滴速应

减慢 30%， 具体滴速应根据病犬基本情况而定。

3.2

抗生素类药物

笔者建议使用抗生素类药物前先作药敏试验

以及过敏试验， 以指导临床合理选用抗生素类药

物。

3.2.1�喹诺酮类药物

喹诺酮类药物对细菌 DNA

回旋酶 （DNA�gyrase�） 具有选择性抑制作用。

喹诺酮类药物分为 4代， 目前临床应用较多的为

第三代， 常用药物有诺氟沙星、 氧氟沙星、 环丙

沙星、 氟罗沙星等。 此类药物对多种革兰阴性菌

有杀菌作用， 广泛用于泌尿生殖系统疾病、 胃肠

疾病， 以及呼吸道、 皮肤组织的革兰阴性细菌感

染的治疗

[8]

。

笔者以目前比较常用的德国拜耳公司生产的

拜有利（恩诺沙星注射液 ） 为例， 其他喹诺酮

类药物可参考此药用法。 拜有利规格为 100�

mL/5�g， 建议剂量为 2.5�mg/kg， 1 次 /d， 静脉

注射或肌肉注射， 可与地塞米松混用。 同时喹诺

酮类药物也可与 β- 内酰胺类药物合用， 因 β-

内酰胺类药物可阻碍细胞壁粘肽的合成， 造成细

胞壁缺损， 从而使喹诺酮类易于发挥杀菌作用。

喹诺酮类药物效果较好， 但其毒副作用也相

对明显， 可引起尿道结石， 影响软骨发育， 心脏

毒性作用以及肝脏受损均是主要的毒副作用， 因

此使用前， 必须根据病犬实际情况选择用药， 并

告知畜主其用药可能引起的不良反应。

3.2.2�β- 内酰胺类

β- 内酰胺类药物在治疗

细小病毒病所引起的继发感染中也是常用的药物

之一， 其作用机理是干扰敏感细菌细胞壁黏肽的

合成， 使细菌细胞壁缺损， 菌体失去渗透保护屏

障， 导致细菌肿胀、 变形， 在自溶酶激活下， 细

菌破裂溶解而死亡

[9]

。

临床上， 尤其在治疗细小病毒病时主要使用

的是第一代头孢菌素， 主要药物有头孢唑啉、 头

孢羟氨苄、 头孢氨苄、 头孢噻吩、 头孢匹林、 头

孢拉定等， 其中头孢氨苄、 头孢拉定是目前使用

范围较广、 较常用的头孢菌素。 其抗菌谱比青霉

素类广、 抗菌作用强、 过敏反应少、 毒性小。 笔

者以头孢拉定为例， 治疗过程中建议剂量为每次

25�mg/kg， 1～2 次 /d， 静脉注射或肌肉注射效

果较好， 与氨基糖苷类药物合用有协同作用。 头

孢菌素主要的不良反应包括过敏反应及肾毒性，

注射后应观察至少 30�min以上及观察小便情况。

3.2.3�氨基糖苷类

笔者在治疗细小病毒病时较

少用氨基糖苷类药物， 但有不少同行对氨基糖苷

类抗生素的使用表示满意， 比较常用的有庆大霉

素、 阿米卡星等。 故笔者通过查阅资料及在治疗

过程中尝试， 以期能给读者一些用药参考。

氨基糖苷类抗生素对于细菌主要是抑制细菌

蛋白质的合成， 从而导致细菌死亡， 属静止期杀

菌药。 主要分为 3类： 一是来源于链霉菌属的链

霉素、 卡那霉素等； 二是来源于小单孢菌的庆大

霉素等； 三是通过人工合成,的阿米卡星、 异帕

米星等。 氨基糖苷类抗生素对敏感需氧革兰氏阴

性菌杀灭效果良好， 对泌尿系统和呼吸系统感染

时效果良好。 庆大霉素其抗菌谱较广， 对革兰氏

阳性菌和革兰氏阴性菌均有效， 肌肉或静脉注射

全身吸收迅速， 内服难以吸收， 但可在肠道保持

较高浓度

[10]

。

笔者在治疗过程中， 主要以庆大霉素与头孢

类合用为主， 可提高其杀菌效果。 建议每次剂量

不超过 1.5�mg/kg， 1 次 /d， 静脉注射或肌肉注

射。 若病犬呕吐情况得到控制， 也可尝试服用庆

大霉素胶囊， 用量同上。 但庆大霉素的耳毒性、

肾毒性毒副作用是必须要时刻注意的。 正由于庆

大霉素毒副作用明显， 其用量必须严格控制， 有

条件的动物医院建议平均一个疗程内要做 1～2

次的肾功能检查， 确保庆大霉素的代谢正常。 同

时必须观察病犬的听觉情况有否受到影响。

3.3

止血类药物

3.3.1�注射用血凝酶

注射用血凝酶分为进口制

剂 （如立止血 ） 和国产制剂 （如巴曲亭 ） ,

均含有从巴西矛头蝮蛇蛇毒中提取和精制而成的

酶性止血剂， 具有类凝血酶和类凝血激酶两种活

性成分

[11]

。 对各种原因导致的脏器出血或创伤性

出血有良好的止血效果。 其作用机理是在出血部
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位具有促进血小板凝集， 缩短出血时间， 而不在

血管内产生凝血作用。 其止血作用迅速， 止血效

果好， 安全性高， 是治疗细小病毒病， 尤其病犬

在发病后期出血严重、 腹泻番茄样粪便甚至鲜血

时紧急止血的第一选择。

临床上， 基本使用小剂量立止血作为止血

药， 建议小型犬或中型犬治疗剂量为静脉注射 1�

ku/d， 大型犬剂量为注射 2�ku/d。 若病情严重

或紧急出血， 可在常规治疗量基础上再肌肉注射

同等剂量的立止血， 每 8�h注射 1 次。 立止血除

了疗效快、 效果好以外， 其安全、 低毒副作用也

是临床使用广泛的主要原因。 但较少研究表明立

止血可与酚磺乙胺等其他促凝血类药物共同使

用， 因此， 建议立止血尽可能单独使用。

3.3.2�酚磺乙胺

酚磺乙胺亦称止血敏， 其主要

作用是增加血液中血小板数量， 增强血小板凝集

度， 促进血液凝固， 降低毛细血管渗透压。 酚磺

乙胺既能用于细小病毒病发病前期出血不明显时

进行预防性止血， 亦能在病程后期作紧急止血

用。 临床上可与维生素 K类合用。

常规治疗量建议为 0.025～0.05�g/kg， 静

脉或肌肉注射， 2～3次 /d， 视乎病犬出血情况；

紧急止血量建议为常规治疗量的两倍， 按剂量

1:1比例与维生素 K

1

混用， 静脉注射， 每 8�h 注

射 1 次。

酚磺乙胺安全系数高， 效果理想， 除了细小

病毒病的治疗外， 在临床上还用于手术前后的预

防性出血或创伤性出血。 但有研究

[12]

表明， 酚磺

乙胺与碱性药物配伍， 其氧化速度明显加快。 因

此， 建议临床上应用酚磺乙胺注射液时， 要谨慎

与抗生素药物配伍， 保证用药安全。

3.3.3�肾上腺色腙

肾上腺色腙又称安络血， 为

肾上腺素的氧化衍生物， 能增强毛细血管对损伤

的抵抗力， 稳定血管及其周围组织中的酸性粘多

糖， 降低毛细血管的通透性， 增强受损毛细血管

端的回缩作用， 使血块不易从管壁脱落， 从而缩

短止血时间， 但不影响凝血过程

[13]

。

临床上， 肾上腺色腙单独使用的止血效果一

般， 但因其能降低毛细血管的通透性， 与酚磺乙

胺的降低毛细血管渗透压的作用协同， 减少毛细

血管出血， 起到加速止血效果。 临床上建议剂量

为 0.5�mg/kg， 肌肉或皮下注射， 可与酚磺乙胺

配伍使用。

3.3.4�维生素 K

��维生素 K 是肝脏合成凝血酶原

的必需物质， 还参与凝血因子Ⅶ、 Ⅸ、 Ⅹ的合

成。 其中常见的维生素 K 主要分为脂溶性的维生

素 K

1

、 维生素 K

2

和水溶性的维生素 K

3

、 维生素

K

4

， 而主要作为防腐剂的维生素 K

5

则不在本文探

讨范围。

维生素 K主要治疗维生素 K 缺乏导致的出血

症以及凝血不良。 维生素 K

2

能由机体肠道微生

物合成并被机体吸收利用。 而维生素 K

1

、 K

3

也需

要在肝脏转化为 K

2

才能被利用。 当患畜感染细

小病毒导致腹泻严重或由于长时间使用广谱抗生

素而影响肠道菌种平衡， 均会影响维生素 K 的吸

收利用， 导致维生素 K 缺乏

[14]

。 治疗期间使用维

生素 K能促进患畜凝血功能， 减少出血。

脂溶性维生素 K， 可肌内、 皮下或静脉注

射， 建议剂量为 1�mg/kg， 参照说明书要求剂量

不超过 40�mg/d。 静脉注射必须注意给药速度，

不应超过 1�mg/min， 否则容易出现过敏现象。

水溶性维生素 K， 建议肌内注射， 不建议静脉注

射， 建议剂量为 1�mg/kg。

维生素 K对细小病毒感染的患畜只能作辅助

止血的功效， 可与酚磺乙胺配伍， 增强药效。 另

外， 由于维生素 K

1

和 K

3

必须在肝脏转化， 肝功

能不全者慎用， 过多剂量会加重肝脏代谢负担。

3.4

止吐止泻类药物

3.4.1�甲氧氯普胺

甲氧氯普胺， 亦称胃复安，

化学名称为 N-[(2- 二乙氨基)乙基]-4- 氨基 -2-

甲氧基 -5- 氯 - 苯甲酰胺， 为中枢性止吐药和胃

肠动力药， 能抑制呕吐中枢化学激发区的多巴胺

受体， 同时可以促进上消化道运动而不刺激胃

液、 胆汁和胰腺分泌。 甲氧氯普胺在治疗细小病

毒过程中最重要的作用之一就是作为中枢性止吐

药， 具有高效的止吐作用， 并可促进胃肠道排

空， 减少胃肠道内容物对胃肠道的刺激。

甲氧氯普胺临床上通常肌内或静脉注射， 建

议剂量为 0.5～1�mg/kg， 每次不超过 10�mg。 需

注意的是， 若胃肠道出血严重， 使用甲氧氯普胺

会使胃肠道动力增加， 加剧病情， 需根据实际情

况使用。

3.4.2�雷尼替丁与西咪替丁

雷尼替丁与西咪替

丁同为 H

2

受体拮抗剂、 抑酸剂， 能有效抑制组

胺、 五肽胃泌素和氨甲酰胆碱刺激后引起的胃酸

分泌， 降低胃酸和胃蛋白酶活性， 对于上消化道
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出血导致的止吐效果良好。 雷尼替丁的效果比西

咪替丁高 5～8 倍。 雷尼替丁与胃复安的作用机

理不同， 雷尼替丁作用是抑制胃酸分泌， 减少胃

酸对消化道的刺激， 本身并不具有止吐功能。 但

减少消化道刺激能使消化道损伤尽快愈合复原，

减少继发感染， 亦是治疗细小病毒较重要的一

环。

雷尼替丁建议静脉注射， 剂量为 2～3�

mg/kg， 每 8～12�h 使用 1 次， 亦可皮下注射，

剂量参考静注。

3.4.3�阿托品与山莨菪碱

阿托品与山莨菪碱同

为阻断 M 胆碱受体的抗胆碱药， 作用机制是与

ACh 竞争胆碱能受体， 提高胆碱能受体的刺激阈

值， 起到遮散胆碱能受体的作用。 可对抗 ACh 引

起的毒蕈碱样 （M�） 症状， 但不能阻止 ACh 的

积蓄， 也不能使已聚积的 ACh 分解。 其抗 M- 胆

碱作用表现为松弛多种平滑肌， 抑制多种腺体分

泌， 加速心率和扩大瞳孔。 但它对 N- 胆碱反应

系统和中枢神经系统的作用有限

[15]

。 阿托品效果

较山莨菪碱好， 但副作用亦较后者明显， 尤其可

能因剂量不当引起阿托品化， 因此从安全角度考

虑， 笔者建议优先选用山莨菪碱。

阿托品及山莨菪碱均可皮下、 肌肉及静脉给

药， 皮下注射剂量建议不超过 0.1�mg/kg， 肌肉

及静脉注射不超过 0.05�mg/kg， 给药 2 次 /d。

需注意的一点是， 阿托品及山莨菪碱副作用主要

是会致心律失常， 瞳孔扩大， 严重者会出现中

毒， 在使用上必须小心谨慎。 有条件的动物医院

建议用药期间做好心电监护。

3.4.4�鞣酸蛋白

鞣酸蛋白为口服剂， 只在肠道

分解释放出鞣酸， 使肠道粘膜表层内蛋白质沉

淀， 形成一层保护膜， 从而降低刺激， 减轻炎症

渗出物， 减少肠道蠕动， 以达到止泻收敛和保护

肠粘膜的效果。 鞣酸蛋白并不具有抗菌抗病毒的

药效， 在细小病毒治疗只是作为一种辅佐药物，

多数用于呕吐程度不剧烈但腹泻较严重， 尤其肠

粘膜损伤较厉害的情况下辅助治疗。

鞣酸蛋白建议口服， 直肠给药效果不明显，

而且服用鞣酸蛋白会影响胃蛋白酶等消化酶， 建

议可辅助添加益生菌或酵母菌等药物恢复肠道菌

种平衡。 常见剂量大概 0.3�g/ 片， 小型犬建议

1 片 / 次， 3 次 /d， 中大型犬可适量增加药物剂

量。

3.5

营养类药物

3.5.1�三磷酸腺苷

三磷酸腺苷 （ATP�） 是体

内三羧酸循环的最终产物， 是组织细胞一切生命

活动所需能量的直接来源。 ATP 作为能量交换必

需的物资， 在治疗犬细小病毒中作为营养辅助治

疗， 能够为患犬能量供给提供保证。 常见的三磷

酸腺苷类药物以三磷酸腺苷二钠为主， 原则上前

后者之间的区别主要是后者比前者有两个钠离

子， 作用效果基本一致， 因此本文也以三磷酸腺

苷二钠作为主要讨论药物。

临床上使用的三磷酸腺苷二钠注射液常见的

规格为 20�mg/2mL， 静脉注射效果最佳， 肌肉注

射亦可。 需注意 ATP 在体内数量较固定， 注射过

量， 会造成浪费或引起未知毒副作用， 建议剂量

控制在 1�mg/kg 内， 每天用药总量建议不超过

80�mg。

3.5.2�辅酶 A

��辅酶 A （CoA�） 是体内乙酰化反

应的辅酶， 参与体内乙酰化反应， 对糖、 脂肪和

蛋白质的代谢起重要作用， 如三羧酸循环、 肝糖

原积存、 乙酰胆碱合成、 降低胆固醇量、 调节血

脂含量及甾体物质合成等。

在治疗细小病毒病的过程中， CoA 在营养支

持中能提供机体生命所需的 90%能量， 是体内 70

多种酶反应通路的辅助因子， 包括糖类分解、 脂

肪酸氧化、 氨基酸分解、 丙酮酸降解、 激发三羧

酸循环。 同时， CoA 支持机体免疫系统对有害物

质的解毒、 激活白细胞、 促进血红蛋白合成、 参

与抗体合成

[16]

。

注射用 CoA 主要规格有 50 单位、 100 单位

和 200 单位， 治疗细小病毒建议静脉注射每次

50～200 单位， 2～3 次 /d， 50～400 单位 /d，

可与三磷酸腺苷合用， 增加效果。

3.5.3�维生素 B

1

���维生素 B

1

亦称为硫胺素， 是

糖类代谢必需的营养物质， 保证神经系统、 消化

系统和心血管系统的功能正常运作

[17]

。 作为机体

重要的营养要素， 犬只必须通过食物获取维生素

B

1

， 但是由于禁饮食， 患犬容易缺乏各类需外界

摄取的营养物质， 其中维生素 B

1

缺乏， 会导致

四周神经炎及产生糖类物质代谢障碍。 因此有必

要在治疗细小病毒期间给药以辅助治疗。

犬只对维生素 B

1

的每日需求量暂不明确，

但其毒性低， 临床上笔者曾尝试对大型犬只每日

给药 100�mg， 连用 5�d， 未见有明显毒性反应。
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且过量维生素 B

1

会通过肾脏排出， 安全系数高。

治疗细小病毒期间， 建议剂量 10�mg/kg， 1～2

次 /d， 直至健康饮食为止。 维生素 B1 切忌与碱

性药物配伍， 其在碱性溶液中易变质分解。

3.5.4�维生素 B

12

���维生素 B

12

亦称钴胺素， 是

唯一含金属元素的维生素。 维生素 B

12

主要由胃

肠道主动吸收， 在维持正常造血功能与神经系统

功能中作用明显。 维生素 B

12

能促进叶酸周转利

用， 促进 DNA合成， 保障正常的红细胞生成， 但

由于无法进食及不断出血， 容易导致患犬贫血。

因此， 维生素 B

12

可作为一种辅助治疗药物， 减

轻其贫血情况。

维生素 B

12

可肌肉注射或静脉注射， 25～

100μg/d， 即可补充足够维生素 B

12

。 另有研究

[18]

显示， 维生素 B

12

与维生素 B

1

合用， 有可能会增

加过敏反应发生几率， 但笔者在临床治疗上暂未

发生， 故需要再作探讨。

3.5.5�维生素 C

��维生素 C 又称抗坏血酸， 是市

面上最常见、 最广泛的一种维生素， 亦是机体每

日需求量最大的一种维生素。 其抗氧化性及诸多

的生理功能， 使其在治疗多方面疾病都成为一种

辅助性药物。

维生素 C 可皮下、 肌肉、 静脉注射及口服，

可根据患犬不同情况予以给药。 正常情况下建议

剂量 25�mg/kg， 1～3 次 /d， 每日剂量建议不超

过 1�g。 过大剂量长期给药有可能导致停药后会

出现坏血症； 尿液中草酸盐增多， 易引发尿道结

石； 影响钙、 磷吸收， 骨骼发育受影响

[19]

。
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摘 要

：

免疫接种是预防、 控制疫病的重要环节。 因免疫操作或接种方法不当引起的免疫失败常给猪场造

成巨大经济损失。 通过介绍一例由于免疫操作不当导致猪异物性胸膜炎， 造成大批量仔猪死亡的案例， 分析免疫

正确操作的重要性。
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经验交流

一例猪异物性胸膜炎案例分析

陈炜锋， 郑 妍， 张 蔓， 李继贤， 杨瑞龙， 江丹莉

(�潮州市动物卫生监督所， 广东 潮州 521000�）

在日常监督巡查中， 潮州市动物卫生监督所

获悉辖区一猪场出现仔猪异常死亡现象， 随即组

织技术人员前往调查。 经查， 该猪场存栏量约

1000 头，比邻海边。 由于场主反映该场仔猪存在

咳嗽、喘气等呼吸道症状，遂由疫苗厂家技术人员

示范，对 20头发病仔猪进行猪支原体肺炎活疫苗

（168 株）免疫注射，经数周观察后未发现异常，便

由场主分批次对 5～7 日龄仔猪进行免疫注射，共

计免疫仔猪 470头。 但随后发现自免仔猪大量死

亡，经开具“齐威特”、“黄金芪”等药物配合诊治

后，仔猪临床症状逐步减轻。 据统计，本次该场共

有 200 多头仔猪死亡， 占免疫仔猪头数的 40%以

上，部分存活仔猪也成为僵猪。

1

临床症状与解剖检查

自免仔猪群体表现为发热（38.5～39.4℃）、

精神沉郁、被毛粗乱、呼吸异常、食欲减退、体型消

瘦、生长缓慢，部分病猪出现腹式呼吸，胸壁叩诊

痛感明显，胸部听诊有摩擦音，胸部叩诊呈水平浊

音，间歇性咳嗽，有时轻度腹泻，并陆续有死亡病

例出现。

选择临床症状明显的病猪 4头，进行解剖。解

剖猪只右侧肋间发现环形瘢痕，呈圆形出血点，疑

是针眼（该注射部位已偏离疫苗说明书要求的部

位接近 10～20�cm）， 与之对应的肺部是粘连和渗

出物最多的部位， 体表其他皮肤黏膜未见明显异

常。胸腔中有大量纤维蛋白凝块和混浊液体，胸膜

增厚，肺的腹侧面萎缩，呈暗红色。 部分病例胸腔

腹侧面肉芽组织大量增生， 心包外膜有纤维性渗

出物包附， 心肌触感较软， 其他脏器未见明显病

变。

2

结果与分析

经调查，附近某猪场也使用了该批次疫苗，未

见异常反应，排除疫苗质量问题。厂家技术人员以

正确免疫方式免疫注射后的仔猪未见异常反应，

初步怀疑场方免疫操作存在问题。 解剖病猪发现

注射部位严重偏移， 进一步印证了操作不当这一

结论（注：该疫苗需由猪右侧肩胛后缘 2�cm 处肋

间隙进针，肺部内注射接种）。 临床解剖肺脏未见

实质性病变， 而典型的猪支原体肺炎以两肺的心

叶、尖叶和膈叶发生对称性的实变，中间叶实变，

以及肺部淋巴结肿大、增生为特征，因此，可与猪

支原体肺炎相鉴别。 猪胸膜炎可分为原发性与继

发性， 继发性胸膜炎一般伴有其他脏器特征性病

例变化。 本案例除胸膜和胸腔腹侧面有明细病理

变化外，其他脏器未见明显病变，考虑为原发性胸

膜炎。

综上所述， 这是一例由于免疫注射操作失误

导致疫苗误注入胸腔而引起的异物性胸膜炎。

3

建议

3.1

要切实提高防疫员的免疫操作技术

，

保证免

疫接种效果

随着养猪产业迅猛发展， 疫病控制成为制约

其经济效益和发展的重要因素。 免疫接种作为预

防、控制疫病的重要环节，不容轻视。 免疫操作失
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误或接种方法不当通常会引起免疫失败， 甚至造

成不良反应或死亡，最终给养殖造成损失。严格按

照免疫规范操作，尽量减少“飞针”和“空漏”情况，

疫苗注射到所要求的皮下或肌肉等相应部位，发

现漏免猪只应当及时进行补免

[1-2]

。 在调查过程

中，我们还发现，养殖场兽医人员在执行免疫操作

上还存在很多认识上的误区， 容易造成免疫失败

或免疫效果不理想，增加了养猪成本，而且不能很

好地控制疫病，给猪场造成巨大的经济损失

[3-5]

。

因此，在使用疫苗尤其是特殊类型的疫苗时，

一定要严格按照使用说明操作， 以免造成不必要

的损失，更要加强前期免疫人员的技术培训，或由

有经验的兽医技术人员现场指导。

3.2

倡导科学诊治与疫病风险评估

在本案例中， 猪场主主观认为仔猪感染支原

体病，并自行选用疫苗是不科学的做法。从最终的

临床解剖结果看也能基本排除支原体感染可能。

因此， 在各级有关部门加大对动物疫情监测频次

与密度的同时， 驻场兽医人员也应注重疫病的科

学诊治，对症治疗，才能取得事半功倍的效果。 各

级兽医主管部门也应提高疫情分析与风险评估能

力，通过科学采样、鼓励养殖场主动送检，以科学

准确的实验室诊断结果及风险评估报告， 指导临

床诊治与疫病防控， 降低养殖风险与提高养殖效

益。
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摘 要

：

为研究发酵床对樱桃谷鸭养殖的影响， 选取 1500只 1日龄樱桃谷鸭苗， 随机分成对照组和发酵床

组， 每组 3个重复， 每个重复 250只樱桃谷鸭。 对照组采用传统水养， 发酵床组采用发酵床垫料平养。 试验结果

表明， 发酵床有增加 2、 4、 7周龄日增重的趋势， 同时有降低采食量和料肉比的趋势（P>0.05�）； 发酵床提高

成活率 0.7个百分点（P>0.05�）， 提高经济效益 0.9元 /羽。

关键词： 发酵床； 樱桃谷鸭； 生产性能； 经济效益
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发酵床饲养对樱桃谷鸭生产性能的影响

罗秋兰

1
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1
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1
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2
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2
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近年来，随着养鸭业的不断发展，养鸭的规模

化和工厂化程度不断提高，但疫病频繁、药物残留

量和环境污染等问题已经开始制约养鸭业的发

展， 如何降低成本并且生产绿色安全的肉品成为

当前养鸭业面临的重要难题之一

[1]

。 传统肉鸭养

殖主要问题有以下几方面：鸭与粪便直接接触，发

病率及死亡率高；生长缓慢，料肉比高；需要大量

垫料，同时产生大量粪污。养殖过程中产生的粪便

会导致河流、水源污染

[2]

。 随着国家对环保的重视

程度与日俱增，畜禽养殖压力越来越大。

而发酵床技术是基于控制畜禽粪便排放及污

染的一种新型环保型养殖方式， 符合国家养禽业

可持续发展的需要

[3]

。 该养殖技术利用锯木屑、稻

壳、农作物秸秆、菌糠等农副产品下脚料制作成垫

料，铺设在特殊设计的发酵床上，借助有益菌的作

用分解发酵粪便中的有机物质， 实现无臭味、 无

污染、 零排放、生态环保

[4]

。 本试验旨在探究生物

发酵床对樱桃谷鸭生产性能和经济效益的影响，

从而为发酵床养殖技术在家禽生产中的推广应用

提供依据。

1

材料与方法

试验在广东康达尔农牧科技有限公司的麻涌

试验基地进行。 试验时间从 2015 年 7月 4日至 8

月 14日，共 42�d。

1.1

试验材料

试验动物为 1 日龄的樱桃谷鸭 1500 只；鸭日

粮为广东康达尔农牧科技有限公司专用肉鸭料

（包括小鸭料和肥鸭料）； 发酵专用益生菌剂由广

东省农科院蚕业与农产品加工研究所提供。

1.2

试验方法

1.2.1�发酵床制作

发酵床底层为泥土结构，垫

料是稻壳和木屑，2:1 按一定比例混合均匀，加入

配制好的菌液（益生菌剂预先活化）（一吨垫料加

菌液 25～30�kg）， 调节物料的含水率至 30%～

40%，翻动拌匀后堆垛轻微压实。经过前期发酵后，

直接将垫料摊开、平铺于地上。

1.2.2�试验设计

将 1500 只 1 日龄的樱桃谷鸭

随机分为对照组和发酵床组，每组 3 个重复，每个

重复 250 只。

1.2.3�饲养管理

对照组为传统水养， 鸭舍建在

鱼塘上，白天活动面积为分隔好的鱼塘水域；发酵

床组使用发酵床垫料平养， 发酵床垫料厚度 35�

cm 左右，此外沿墙设置了 1 条半隔离式饮水线以

保证饮水质量。各组自由采食和饮水，同一阶段使
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对照组

发酵床组

51.30±

0.62

49.47±

0.74

用相同日粮（1～14日龄为小鸭料，14～42 日龄为

肥鸭料料），免疫接种按常规程序进行。 发酵床垫

料有板结要及时翻扒。

1.2.4�测定指标

试验期间每天记录耗料量、使

用的药物品种与数量，分别在 2、4 周龄禁食（自由

饮水）12�h 后称重，并计算试验鸭平均日增重、平

均日采食量、料肉比、成活率和经济效益。

采用 SPSS19.0 软件对试验数据进行统计分

析，用 t检验分析两组间各指标的差异显著性，以

P＜0.05作为差异显著的判断标准。

2

结果与分析

2.1

发酵床对樱桃谷鸭生产性能的影响

从表 1 可知， 发酵床组樱桃谷鸭 2、4、7 周龄

的采食量、日增重均高于对照组，但无显著性差异

（P>0.05）。 其中 2、4、7周龄发酵床组采食量分别

较对照组低 3.6%、2.5%、3.2%，日增重分别较对照

组高 0.6%、2.1%、1.5%。 而发酵床组 2、4、7 周龄的

料肉比均低于对照组 4.2%、4.5%、4.8%，但差异不

显著（P>0.05）。 这表明发酵床组相比传统水养有

降低料肉比、提高饲料转化率的趋势。

发酵床饲养对樱桃谷鸭生产性能的影响—罗秋兰，等

经验交流

2.2

发酵床对樱桃谷鸭成活率的影响

樱桃谷鸭 42 日龄成活率 , 发酵床组为

97.90%（±0.32%）， 对照组为 97.20%（±0.25%），

成活率提高 0.7个百分点（P>0.05）。 这表明发酵

床模式下鸭群的健康状态有所提高， 有增强抗病

力的趋势。

2.3

发酵床对樱桃谷鸭经济效益的影响

由表 2可见，不管是饲料，还是药物和人工方

面，发酵床养殖均低于传统水养，发酵床养殖 42�d

的樱桃谷鸭可节约费用 0.9元 /羽。

3

结论与讨论

本试验中， 发酵床组樱桃谷鸭的采食量和料

肉均低于对照组，日增重均高于对照组，说明发酵

床模式下平养樱桃谷鸭相比传统水养模式能够降

低料肉比，提高饲料转化率，从而提高樱桃谷鸭的

生长性能，这跟赵伟等

[4]

的研究结果一致。 究其原

因，可能微生态制剂可以分解粪便，使之产生菌体

蛋白，为动物提供更多的有益物质，弥补家禽消化

缺陷，从而促进动物的体况发育，提高生产性能和

饲料转化率

[5]

。 此次试验，两组樱桃谷鸭的生产性

能均不显著可能原因是： 试验时间段为南方高温

季节， 而发酵床在养殖过程中是不断分解粪便产

生能量的， 发酵床产热和夏季的高温这些因素应

该对鸭群产生热应激，从而影响鸭群的生产性能，

如果在冬季，估计发酵床养殖的效果会大大提升。

林勇等

[6]

研究表明，夏季发酵床与传统水养两种

饲养模式肉鸭总成活率、 总出栏重与总采食量在

一年四季中最低。 本试验结果与该结论相吻合。

成活率是衡量鸭生长健康状态的重要指标之

一。发酵床的垫料中有强大的微生物活菌剂，能够

有效改善鸭肠道的微生态环境， 抑制病原菌的生

存及生长

[7]

，从而减少疾病的发生，让鸭群更加健

康，也就保证了全群有较高的成活率，这也解释了

发酵床组的成活率高于对照组。

本试验结果表明，使用发酵床平养，对生长性

能无不良影响， 而且有提高日增重和有降低料肉

比的趋势； 采用发酵床养殖樱桃谷鸭能提高成活

率 0.7个百分点，且用药少，节工、节粮，提高经济

效益 0.9元 /羽。

(下转第 52页）

表

2

发酵床对樱桃谷鸭经济效益的影响

（

元

/

羽

）

处理组

对照组

发酵床组

17.8

17.1

饲料 药物 人工

0.2

0.1

0.3

0.2

处理组

表

1

发酵床对樱桃谷鸭生产性能的影响

采食量

（g/只）

日增重

（g/只）

料肉比

1～2周龄

1～7周龄1～4周龄

1.35±

0.03

1.29±

0.33

38.00±

0.58

38.23±

0.46

108.73±

2.04

106.00±

1.51

采食量

（g/ 只）

日增重

（g/ 只）

1.87±

0.04

1.79±

0.03

58.00±

0.95

59.23±

0.79

168.67±

9.26

163.33±

5.55

采食量

（g/只）

日增重

（g/ 只）

73.90±

1.49

75.10±

0.81

2.28±

0.12

2.17±

0.05

料肉比

料肉比
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信息之窗

我国是畜产品生产和消费大国，畜禽良种是畜牧业发

展的基础和关键。 为提升畜牧业综合竞争力，保障畜产品

供给安全，现就促进现代畜禽种业发展提出如下意见。

（一）畜禽种业发展取得积极成效

近年来， 农业部和地方各级畜牧兽医部门认真贯彻

《畜牧法》 及配套法规， 启动生猪等主要畜种遗传改良计

划，实施良种补贴、良种工程、资源保护等政策，推动畜禽

良种繁育体系不断完善，种业基础进一步夯实。 一是育种

自主创新水平大幅提升。 核心育种场良种登记、性能测定

等基础性育种工作稳步推进，生猪、奶牛和肉牛等引进品

种的本土化选育进程加快； 通过引进消化吸收再创新，培

育了 135 个畜禽新品种、配套系，其中国产高产蛋鸡市场

占有率达 40%以上，打破了对引进品种的依赖。二是商业化

育种蓬勃发展。 畜禽种业龙头企业不断发展壮大，市场集

中度逐步提高，以企业为主体、市场为导向、产学研相结合

的商业化育种体系初步建立。 三是畜禽遗传资源保护成效

显著。 原产地保护和异地保护相结合、活体保种和遗传物

质保存互为补充的畜禽遗传资源保护体系不断完善，建设

了国家级保种场 154个、保护区 22个和基因库 6 个。

（二）畜禽种业发展面临严峻挑战

当前我国畜牧业正处于转型升级的关键时期，畜禽种

业长期积累的矛盾和问题愈发凸显。 一是部分优良品种核

心种源依赖进口，全部白羽肉鸡祖代、大部分优质种牛精

液和胚胎从国外引进。 二是联合育种机制缺乏，育种企业

上下游联合与横向联合的育种机制不健全，育种素材难交

流，资源共享难实现。 三是种畜禽企业综合实力偏弱，数量

多、规模小，技术力量薄弱，科技创新能力和市场竞争力不

足，尚未形成市场普遍认可的优势品牌。 四是种业市场监

管基础薄弱，种畜禽生产经营执法队伍不健全，执法手段

单一，质量评价和执法监管滞后。

各地畜牧兽医部门要充分认识促进现代畜禽种业发展的

重要性和紧迫性，坚持问题导向和需求导向，加快科技攻

关和自主创新，全面提升畜禽种业国际竞争力，为建设畜

牧业强国奠定坚实的种业基础。

（三）指导思想

全面贯彻创新、协调、绿色、开放、共享的发展理念，落

实推进农业供给侧结构性改革的决策部署，以培育自主品

种、打造民族品牌、提升核心种源自给率和扩大良种覆盖

面为目标，以市场为导向、企业为主体，坚持高产高效的育

种方向，全面实施畜禽遗传改良计划，健全畜禽良种繁育

体系，加快优良品种推广，加强地方资源保护与开发，加大

扶持力度，强化科技支撑，完善体制机制，鼓励自主创新，

提高畜禽种业发展质量效益和竞争力，为现代畜牧业发展

提供有力支撑。

（四）基本原则

自主育种，有序引进。 坚持地方品种原始创新和引进

品种消化吸收再创新相结合，加快培育适应市场需求的畜

禽新品种和配套系，形成自主品牌，提升畜禽种业的核心

竞争力。 引导国外优良品种有序引进，提高引种质量。

企业主体，政府引导。 坚持市场导向，突出企业主体地

位，构建商业化畜禽种业体系。 加强政策扶持，发挥财政资

金的引导作用，通过金融、保险、土地等政策多渠道支持畜

禽种业发展，调动种畜禽企业的积极性。

科技支撑，提质增效。 坚持产学研相结合，激发种畜禽

企业和科研机构活力，构建畜禽种业科技创新平台。 支持

开展常规基础性育种，积极应用分子育种等先进技术和前

沿技术，降低育种成本，提高育种效率。

突出重点，统筹兼顾。 重点突出生猪、奶牛、蛋鸡、肉

鸡、肉牛和肉羊等主要畜种，突出生产性能好、适应范围广

的主导品种。 结合区域特点和资源禀赋，加强水禽、蜜蜂等

地方特色品种资源开发利用，满足多元化的市场需求。

（五）发展目标

主要引进品种本土化选育取得明显进展，地方畜禽遗

传资源得到有效保护利用， 畜禽育种评价体系基本建立。

培育一批市场竞争力强的新品种、配套系和品系，打造一

批大型畜禽种业集团和民族品牌。 形成以育种企业为主

体，产学研相结合、育繁推一体化的种业发展机制。到 2025

年，主要畜种核心种源自给率达到 70%，国家级保护品种有

效保护率达到 95%以上， 基本建成与现代畜牧业相适应的

良种繁育体系。

（六）育种路径

以生产性能测定和遗传评估为基础，坚持常规育种与

分子育种相结合。 家畜突出本品种选育，充分挖掘地方品

种资源优势，培育新品种、配套系，家禽突出商业配套系培

育。 生猪以杜洛克猪、长白猪、大白猪等品种为主，系统开

展本土化选育，打造“华系”种猪品牌；奶牛以荷斯坦牛为

主，肉牛以西门塔尔牛、安格斯牛、秦川牛、延边牛等品种

为主，重点培育优秀种公牛；肉羊以小尾寒羊、湖羊、杜泊

羊、萨福克羊等品种为主，开展本品种持续选育；蛋鸡以配

套系培育和持续选育为主，肉鸡以培育黄羽肉鸡配套系和

新品种为主，支持开展白羽肉鸡育种攻关。

（七）提升育种创新能力

全面实施遗传改良计划，提升自主育种能力。 继续开

展国家核心育种场遴选，指导企业扎实开展生产性能测定

等基础工作。 以生猪、奶牛为突破口，支持和鼓励育种企

业成立纵向或横向联合育种组织，探索建立家畜联合育种

机制。 支持建立国家畜禽遗传评估中心，提高遗传评估的

农业部关于促进现代畜禽种业发展的意见
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准确性和及时性，指导育种企业合理开展选种选配。 建立

畜禽全基因组选择技术平台，开展奶牛、生猪、肉牛全基因

组选择育种。

（八）完善育种评价机制

依托国家畜禽遗传资源委员会，完善新品种和配套系

审定制度，探索开展新品系审定。 建立健全种畜禽性能测

定体系，坚持场内测定和集中测定相结合，加强第三方测

定机构条件能力建设，提高集中测定的权威性和公正性。

提升遗传评估中心育种数据分析能力，定期向社会发布遗

传评估成绩，推介优良种畜，引导广大养殖场户选良种、用

良种。 通过种畜拍卖等多种形式，加快建立畜禽良种优质

优价机制，引导企业不断提高育种水平。

（九）加快优良种畜推广

结合各地资源条件和养殖基础，明确优势区域主推品

种，健全畜禽良种推广体系。 支持建设国家良种扩繁推广

基地，引导种业企业与规模养殖场户建立紧密的利益联结

机制，打造一批国家级育繁推一体化种业企业。 支持种公

畜站改善基础设施条件，扩大优质种群规模，确保采精种

公畜全部具备性能测定成绩。 加强基层畜牧技术推广机

构建设，完善冷链运输体系，提高人工授精服务站点社会

化服务水平，打通良种推广的最后一公里。

（十）强化畜禽遗传资源保护

继续建设一批国家级和省级畜禽遗传资源保种场、保

护区和基因库，努力确保列入保护名录的资源得到有效保

护。 组织实施畜禽地方品种登记，建立国家畜禽遗传资源

动态监测预警体系。 开展藏区等区域畜禽遗传资源调查，

实现畜禽遗传资源调查全覆盖。 开展地方畜禽品种种质

特性评估与分析，挖掘优良特性和优异基因。 完善畜禽遗

传资源保护理论和方法，制定国家级、省级保种场个性化

保种方案，评估保种效果，提升保种效率。

（十一）培育壮大龙头企业

将畜禽种业纳入现代种业发展基金支持范围，采取股

权投资等方式，重点支持育种基础好、创新能力强、市场占

有率高的种畜禽企业，整合资源、人才、技术等要素，培育

一批大型畜禽种业集团。 鼓励种业企业建设现代化育种

科研平台，推动企业与科研院校共建高标准实验室、育种

研发中心和良繁基地。 以优势品种为基础，以优势种畜禽

企业为载体，通过繁育推广、市场推介、产业开发、媒体宣

传等形式，打造一批具有国际竞争力的畜禽种业品牌。

（十二）加强种畜禽疫病净化

以核心育种场为重点，加强种用动物健康管理，推动

主要动物疫病净化，从生产源头提高畜禽生产健康安全水

平。 坚持政府政策引导、企业自主参与、多方技术支撑，采

取从场入手、分步实施、示范带动、合力推动等方式，开展

种畜禽疫病净化。 将疫病净化与核心育种场建设、标准化

示范创建等相结合，在政策、项目、技术等方面给予支持。

积极开展种畜禽场主要动物疫病净化试点、示范，推动种

畜禽场主动开展疫病净化，保障种畜禽质量。

（十三）加大政策扶持

现代畜禽种业是一项系统工程，具有战略性、长期性、

公益性。 各地要抓紧编制现代畜禽种业发展规划，积极争

取将畜禽种业发展经费列入财政预算。 落实好现代种业

提升工程、良种补贴、种质资源保护等各项扶持政策，加大

对生产性能测定和遗传评估等育种基础工作的支持力度。

围绕种畜禽企业用地、金融保险等需求，加强政策创设，完

善现代畜禽种业发展政策体系。

（十四）强化科技支撑

充分整合国家产业技术体系、科研院所和种畜禽企业

等资源，形成科技支撑合力。 以新品种培育、遗传物质保

存、特色资源开发等为重点，开展联合攻关，研发一批先进

实用技术。 健全遗传改良计划专家组工作机制，指导企业

制定完善育种方案，开展经常性技术服务。 开展性能测

定、疫病净化等技术培训，提高种畜禽企业良种繁育技术

水平。

（十五）依法加强管理

加强种畜禽市场监管，加大执法检查力度，严厉打击

无证经营等违法违规行为。 加强种畜禽进出口管理，科学

评价引进种畜禽的生产性能，防止低水平重复引种。 提高

种畜禽场准入门槛，提升企业生产经营软硬件水平。 继续

实施种畜禽质量安全监督检验项目，加大抽检力度，督促

企业提高种畜禽质量，营造健康有序的市场环境。
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