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[摘　要 ]　从我国南方某猪场高热病死猪的组织中分离出能引起 Marc145细胞病变的病毒 ,经

过血清中和试验、RT2PCR测定 ,确定分离物中存在美洲型猪繁殖与呼吸障碍综合征病毒
( PRRSV)。将细胞病毒液感染 13头 55～105日龄健康猪 ,另有 3头健康猪用于同居感染。随意

挑取 13头中 7头再用大肠杆菌培养物加强感染 ,感染后每天测温 ,观察临床症状 ,记录死亡情况

和病理变化。结果表明 : PRRSV单独感染猪 6 /6发病 , 5 /6死亡 ;大肠杆菌与 PRRSV混合感染猪

7 /7发病 , 5 /7死亡 ;同居感染的 3头全部发病 , 1头死亡。所有感染猪于感染后 2～4 d内均出现

体温升高。两周后体温下降至正常 ,直到死亡前体温不再升高。死亡多集中在感染后的 34～50

d的 2周时间内。将圈舍温度升至 29 ℃对感染猪发病无加强作用。死亡猪的病理变化主要表现

为严重的出血性、间质性肺炎 ,肢体远端皮表出血。结果表明 ,虽然 PRRSV感染能够引起猪产生

高热和高的发病死亡率 ,但从发病到死亡时间及某些病理变化上看 ,和南方猪场的发病死亡猪还

存在一定的差异 ,这可能与猪场的一些激发因子或其他病原混合感染有关 ,从组织和细胞分离物

的电子显微镜照片也证明了这一点。
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Abstract:A virus strain was isolated byMarc2145 cell lines from dead p igs with swine high fever disease in south

China. The virus was identificated by serological neutralization, RT2PCR and electricitic m icroscope, the result

showed that it was porcine rep roductive and resp iratory syndromevirus ( PRRSV ). 13 /16 healthy p igs (55～105

days) were infected by the PRRSV , and in order to reinforced the infection, 7 /13 p igs were injected by Esche2
rich ia coli ( E. coli) . Body temperature was measured and clinic symp tom s were noted ereryday. 6 /6 p igs in the

group infected by PRRSV appeared classical symp tom s, and 5 /6 died. 7 /7p igs in the group challenged by PRRSV
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and E. coli appeared classical symp tom s, 5 /7 died. 3 /3 contagion p igs appeared classical symp tom s, and 1 /3

died. A ll the infected p igs’temperture risesd in 2～4 d, most p igs died in 34～50 d. Interstitial pneumonia , car2
nification, haemorrhage in all dead p igs’lung, are the features of anatomy, The result indicated that PRRSV was

the major cause of swine high fever without confirmed pathogency in south China, although there were different

feature in our laboratary with some disease p revalence areas in south China.

Key words: swine high fever; PRRSV; infection; isolation; identification

　　2006年夏季 ,在我国高温高湿的南方地区的猪

群中出现了一种不明原因的高热病 ,疫情来势猛 ,

传播快 ,波及范围广 ,各品种、各年龄的猪均易感 ,

临床抗生素治疗效果差或根本无效。在一些疫区 ,

发病率死亡率高达 50%以上。本试验所用病料来

源于一个管理规范的较大规模的养猪场 ,自 2006

年 8月中旬开始发病 ,发病猪体温突然升高至 41

℃～42 ℃,并连续出现大量死亡 ,死猪全身出血 ,

以肢体远端如四肢、耳尖出血最为严重 ,肺脏等器

官和全身淋巴结出血严重 ,消化道和泌尿生殖道出

血。该猪场曾经免疫过猪瘟、猪丹毒、猪肺疫、仔猪

副伤寒、伪狂犬、口蹄疫、乙脑、细小病毒、萎缩性鼻

炎和猪链球菌疫苗 ,有规范的免疫程序。调查采样
的其他猪场除规模较小外 ,发病死亡情况基本相

似。为了从病原学摸清猪感染发病死亡原因 ,在试
验 I[ 1 ]中进行了细菌分离和病原性测定 ,结果排除

了大肠杆菌为主要致死病原的可能性 ,同时在试验

中发现了病毒致病的潜在因素 ,故进行了本实验。

1　材 料

1. 1　病料　11份来自猪场发病死亡猪的病料和两

头用猪场病死猪组织悬液人工感染病死猪的病料 ,

分别采自发病猪的心、肝、脾、肺、肾、扁桃体、淋巴
结、胎儿组织 ,胎盘、胃肠等。

1. 2　细胞 　Vero, MDCK、Marc145及 PK15,中国
兽医药品监察所鉴定、保存和提供。

1. 3　PRRSV抗血清　中国农业大学杨汉春教授惠
赠 ,中和效价为 1∶40。

1. 4　SPF鸡胚　乾元浩生物股份有限公司提供。
1. 5　实验猪　12头 55日龄左右的健康仔猪 , 4头

105日龄左右健康猪。均来自河北省保定市满城县

中国兽医药品监察所猪实验基地。经伪狂犬、猪繁

殖与呼吸综合征及猪瘟病毒检测 ,均为阴性。

1. 6　大肠杆菌　从病死猪组织分离 ,活菌滴度为 2

×108 CFU /mL。分离鉴定方法见参考文献 [ 1 ]。

1. 7　感染用攻毒液 　为 Marc145细胞分离物 ,病
毒滴度为 1 ×106. 5 TC ID50。

2　方 法

2. 1　分离病毒的鉴定

2. 1. 1　病毒分离　将病料组织剪碎 ,加入少量生

理盐水用组织研磨器研磨 ,在 - 25 ℃下反复冻融 3

次 ,以 8 000 r/m in,离心 30 m in,取上清 ,用 0. 2μm

滤膜过滤除菌 ,分别接种 Vero、MDCK、Marc145及

PK15细胞培养 ,观察细胞病变。

2. 1. 2　PRRS病毒中和试验　将致 Mac145细胞病

变的病毒分离物分别作 1∶2～1∶16倍稀释 ,然后用

1∶5倍稀释的 PRRS病毒高免血清对倍加入 ,室温

中和 2 h后 , 4 ℃过夜 ,然后将中和的病毒液接种

Marc2145细胞 ,观察病毒对细胞的致病情况。

2. 1. 3　RT2PCR鉴定　用特异性的 PRRSV、PRV、

PCV2Ⅱ这 3对引物 ,对病毒分离物进行扩增 ,并将

得到的扩增产物测序。
2. 1. 4　电子显微镜观察　取用于病毒分离的组织

和细胞分离的病毒浓缩液分别固定和灭活后送中
国农科院原子能所作透视电镜观察。

2. 1. 5　血凝试验　将细胞分离的病毒液和用病毒
液传 SPF鸡胚第 2代的尿囊液与 1%鸡红细胞按规

程方法进行微量血凝试验。
2. 1. 6　感染猪组织病原检测　试验猪在感染 24 d

后 ,活体采集扁桃体 ,死亡后采取扁桃体和肺脏组
织 ,用荧光抗体作猪瘟和伪狂犬抗原测定。

2. 2　实验猪的感染和观察

2. 2. 1　试验分组　将 16头实验猪随机分成 3组 ,

第 1组 7头猪 ,同时感染大肠杆菌和 PRRSV;第 2

组 6头猪 ,单独感染 PRRSV;第三组 3头猪 ,不感

染 ,用于病毒感染猪同舍混合饲养 ,作同居感染观

察。

2. 2. 2　感染方法和途径

2. 2. 2. 1　大肠杆菌感染 　以新鲜培养物 ( 2 ×10
8

CFU /mL)左侧颈部肌肉注射 , 3 mL /头。

2. 2. 2. 2　PRRSV感染　将病毒细胞培养液连续冻
融 3次后 ,以原倍病毒液 (1 ×10

6. 5
TC ID50 ) 2 mL /头

右侧颈部肌肉注射 , 1. 5 mL /头滴鼻感染。

2. 2. 3　饲养温度控制　将每组感染猪分为两组 ,一

组在不加热的猪舍 (10 ℃～20 ℃)饲养 ,一组在加热

的猪舍 (28 ℃～29 ℃)饲养。25 d后将加温设施除

掉 ,将所有猪舍的温度统一控制在 10 ℃～20 ℃。
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2. 2. 4　试验猪观察　连续观察 50 d,每天测温 ,观

察临床症状 ,及时解剖死亡猪 ,观察病变 ,采样 ,记

录结果。

3　结 果

3. 1　病毒分离结果　将过滤除菌的病死猪组织悬

液同时接 Vero,MDCK、Marc145及 PK15四种细胞

作病毒分离 ,只有 Marc145细胞在接种组织悬液后

出现细胞病变 ,而其他 3种细胞在接种组织悬液后

未发现任何细胞病变。同时将病料接种 SPF胚 ,连

传二代没有出现鸡胚死亡。

3. 2　病毒鉴定结果

3. 2. 1　血清中和试验　将引起 Marc2145细胞病变

的病毒分离液经抗 PRRSV的高免血清中和后 ,再

接种 Marc2145细胞 ,病毒丧失了对此细胞的致病

能力。结果证明 ,分离物中存在 PRRSV ,而且该病

毒能被抗 PRRSV的高免血清特异性中和。

3. 2. 3　RT2PCR鉴定　用 PRRSV、PRV 、PCV 3对

引物分别对攻毒用 Marc2145细胞病毒分离物人工

感染死亡猪的脏器悬液进行扩增 ,结果只有 PRRSV

引物扩增出了目的片段 ,而 PRV引物、PCV引物均

未扩增出目的片段。将 PRRSV扩增产物进行基因

序列测定 ,并将该基因序列与 PRRSV美洲型标准

株 2332株的基因序列进行比较 ,结果证明 :细胞分

离的病毒和死亡猪脏器组织中的病毒均为美洲型

PRRSV ,见图 1。

3. 2. 4　电子显微镜观察　将病死猪组织和细胞分

离的病毒用透视电镜进行观察 ,结果在用于病毒分

离的组织脏器中发现有 3种不同直径的病毒粒子 ,

其中占主导的一种是直径 60 nm左右与 PRRSV大

小接近的病毒粒子 ,此外还有 120 nm左右和 30 nm

左右的两种病毒粒子。然而在细胞分离的病毒液

样品中 ,我们只发现了 60 nm左右的一种病毒粒

子。这表明 :只有 60 nm左右病毒适应 Marc2145细

胞 ,而 120 nm左右和 30 nm左右的两种病毒粒子不

图 1　PRRSV引物扩增结果
M:Marker, 1～2:Marc2145细胞病毒分离物套式 RT2PCR结果 ,

3～6:死亡猪脏器组织的套式 RT2PCR结果

能在 Marc2145细胞中增殖。

3. 2. 5　感染猪组织荧光抗体结果　所有猪在感染

24 d后扁桃体和死亡猪扁桃体与肺脏中猪瘟和伪

狂犬抗原均为阴性。

3. 2. 6　血凝试验　将细胞分离的病毒液和病毒液

传 SPF鸡胚第 2代的尿囊液与 1%鸡红细胞按常规

方法进行微量血凝试验 ,结果全部为阴性反应。

3. 3　用 Marc2145细胞分离的 PRRSV感染猪的发

病死亡结果

3. 3. 1　感染猪的体温变化结果 　从表 1可以看

出 :不同圈舍温度对感染猪的体温变化有一定的影

响 ,将圈舍温度从 10 ℃～20 ℃提高到 28 ℃～

29 ℃,能使感染猪的体温升高 0. 5 ℃左右。由此

可见 ,高温高湿可以增加猪的发病程度。

3. 3. 2　临床症状　感染猪的体温升高后 ,食欲明

显减退 ,畏寒、扎堆 ,后肢跛行 ,背拱起 ,喜卧。到后

期 ,感染猪明显消瘦 ,被毛丛乱 ,部分猪出现咳嗽 ,

呼吸急促以致困难。

表 1　感染猪的体温变化

组　　别 感染后开始时间 / h 升温持续时间 / d 温度升幅 /℃ 最高温度 /℃

大肠杆菌 + PRRSV 72 (3 /3) 3 8 (2 /3) 1. 5 (3 /3) 41. 4 (1 /3)

(未加温组 ) 10 (1 /3) 41. 2 (2 /3)

大肠杆菌 + PRRSV 72 (4 /4) 13 (3 /4) 2 (4 /4) 41. 8 (3 /4)

(加温组 ) 14 (1 /4) 41. 6 (1 /4)

PRRSV (未加温组 ) 72 (1 /1) 13 1. 4 41

PRRSV (加温组 ) 24 (3 /5) 14 (5 /5) 2. 0 (5 /5) 41. 8 (3 /5)

48 (2 /5) 41. 6 (2 /5)

　3分子为出现温度变化的猪数 ,分母为试验猪数。

3. 3. 3　感染猪的发病死亡 　在感染后 ,将猪分成 两组 ,一组将猪圈加温到 28 ℃～29 ℃,一组不加
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温 , 25 d后 ,将加温设施除掉 ,使所有猪舍的温度保

持 10 ℃～20 ℃,观察感染猪的发病死亡情况 ,见表

2。

表 2　感染猪的发病死亡时间

组　　别
感染猪

死亡情况

感染后死

亡时间 / d
肉眼病理变化

大肠杆菌 5 /7 18 (1 /5) 3 体表远端出血 ,蹄部黄豆大小

+ PRRSV 35 (1 /5) 扣状坏死 ,严重出血性肺炎 ,

39 (1 /5) 局部淋巴结出血 ,以背部淋巴

50 (2 /5) 结出血多见。

PRRSV 5 /6 34 (1 /5) 同上

38 (1 /5)

40 (1 /5)

41 (2 /5)

同居感染 1 /3 47 (1 /1) 同上

　3分子为出现死亡的猪数 ,分母为试验组在观察期间死亡总猪

数。

　　在圈舍加温的 25 d期间 ,除了感染大肠杆菌

+ PRRSV后在 10 ℃～20 ℃条件下饲养的 1头猪

于感染后 18 d死亡外 ,其他感染猪并没有出现更

为严重的临床症状 ,也没有出现死亡。有意思的

是 ,当所有猪圈温度降至 10 ℃～20 ℃后 ,多数试验

感染猪出现死亡。猪的死亡是出现在较低温度下 ,

而不是发生在高温的情况下 ,尽管发病死亡率非常

相似 ,但这与 2006年南方猪高热发病死亡主要出

现在夏天高温高湿季节有所不同。

3. 4　同居感染试验结果 　将 1头 PRRSV感染的

105日龄猪与 3头同日龄健康猪同圈饲养 ,第 3天

PRRSV感染猪出现体温升高 ,并于感染后 41 d死

亡 ,而同居饲养的 3头猪于 1 w左右体温升高 ,其

中 1头于感染后 47 d死亡 ,眼观病理变化与其他感

染猪相似。结果证明 :感染猪与健康猪同圈饲养可

造成同居感染。

3. 5　不同日龄猪对 PRRSV感染敏感性的差异 　

从试验结果看 , 55日龄 PRRSV感染猪 12头猪全部

发病 ,其中有 9头死亡 ; 105日龄的 4头猪 , 1头感

染 , 3头不感染但同居饲养 ,所有猪均发病 , 1头死

亡 ,另外 2头猪中还有 1头处于濒死状态。结果证

明 ,各种日龄猪对此次分离的 PRRSV均易感 ,不同

的只是大日龄的感染猪症状较小猪轻一些 ,死亡时

间较小猪晚几天而已。

3. 6　大肠杆菌的协同作用 　从此试验结果看 ,大

肠杆菌和 PRRSV双重感染的 7头猪尽管都出现高

热 ,但大肠杆菌同时感染对 PRRSV的致病性似乎

没有明显的协同作用 ,此结果与本研究第Ⅰ报 [ 1 ]的

试验结果不完全一致 ,这可能与实验猪的年龄有

关 ,因为大肠杆菌主要引起断奶前的小猪发病死

亡 ,第Ⅰ报的试验所用的猪为 30日龄的猪 ,而本试

验所用猪均为 55日龄以上的猪。另外 ,此试验用

于感染实验猪的病原是 Marc2145细胞分离的

PRRSV ,较第Ⅰ报试验直接使用的死亡猪组织悬液

在病原方面可能更单一和更纯净一些。

4　讨 论

通常情况下 , PRRSV感染导致小猪高发病死亡

多发生在怀孕期间和断奶前 ,对断奶后的小猪 ,

PRRSV感染多表现为生长发育不良 ,死亡率并不

高 ,特别是年龄在 50日龄以上的猪更是如此。而

本试验的结果是 55～105日龄猪感染 PRRSV后仍

然出现 100%的发病率和 70%的死亡率 ,这和前些

年蓝耳病流行的情况也相差甚远。作者认为出现

这种情况有以下几种原因 :一是此次引起高热高死

亡率的 PRRSV毒株是一种高度变异株 ,根据初步

的基因序列测定结果 ,该毒株在基因结构上与

PRRSV标准株 2332差异较大 ,在一些区域 ,连续缺

失 3～4个碱基 ,有的地方又多出一些碱基 ,基因结

构变异很大 (另报 )。可能是这种基因结构的高度

变异导致了 PRRSV对大日龄猪的致病力提高了。

本试验用 Marc2145细胞分离的 PRRSV感染 ,

虽也能像猪场一样引起感染猪高的发病死亡率 ,但

感染猪的死亡时间基本集中在感染后的 34～50 d

的时间里 ,明显比田间猪场从发病到死亡的时间 (2

～3周 )要长 ,与作者前期用猪场病死猪组织悬液

感染 30日龄猪 ,在感染后 12和 19 d死亡的时间也

推迟了 20多天。结果表明 , PRRSV可能是引起猪

高热、死亡关键的病原 ,但可能还有其他应激因素

或病原在起协同作用。为证实这一点 ,作者将病死

猪组织和细胞分离的病毒用透视电镜进行观察 ,结

果在病死猪组织脏器中发现有直径约 60 nm、

30 nm和 120 nm的 3种病毒粒子 ,而在本次感染试

验猪的细胞分离病毒液中 ,只发现了 60 nm左右的

一种病毒粒子 (另报 )。本试验的结果与前期 30日

龄猪的结果不一致也说明了这一点。因为用于前

期 30日龄猪感染的是同时存在 3种病原的过滤除

菌的组织悬液 ,所以用其复制的疾病与田间相似 ,

而将悬液接种细胞作病毒分离时 ,只有适应 Marc2
145细胞的病毒才能分离出来 ,用这种较为纯净的
PRRSV复制的疾病可能和田间发病情况有一些差

异。另外 ,尽管我们提高了室内温度 ,但我们没有

提高湿度 ,这也可能是试验结果与田间猪场高温高

湿的环境下疾病的表现有一定差异的原因。从另

一方面也可以看出 ,尽管是在温度湿度不高的情况
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下 , PRRSV感染的确可以引起感染猪高的发病率

和死亡率。这一点必须引起我们高度重视。

致谢 :徐 璐 ,范学政 ,江焕贤 ,范运峰 ,邹兴启同志也参加了

　　该项研究工作 ,特此致谢。
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