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1例猪伪狂犬病病毒的分离与鉴定

颜友荣 方向红 王琳琳
江苏农牧科技职业学院，江苏泰州 225300

摘要 江苏某猪场发生一起伪狂犬病疑似病例，为了解猪场是否存在伪狂犬病感染，从该猪场采集疑似感

染伪狂犬病的病料进行病毒提取分离、PCR扩增、间接免疫荧光检测，选择易感动物家兔，给3只家兔后颈部皮下

分别注射分离的病毒培养液对照用的伪狂犬-SD株培养液及生理盐水各 2 mL，在荧光显微镜下观察到注射分离

的病毒培养液与对照用的伪狂犬-SD株培养液有同样的结果，注射生理盐水的家兔不表现临床症状。实验结果

表明，该疑似病例感染的是伪狂犬病病毒。
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伪狂犬病是由伪狂犬病病毒（pseudorabies vi⁃
rus，PRV）引起的一种重要传染病，以发热、奇痒（猪

除外）及脑脊髓炎为主要症状的一种重要传染病[1]。

近年来，我国许多省份的养猪场都出现了伪狂犬

病，给我国养猪业造成了巨大的经济损失[2]。为了

了解伪狂犬病的感染情况，笔者从江苏省某猪场采

集疑似病料，并对其进行病毒分离与鉴定，从而判

断是否为伪狂犬病，以期为猪场控制伪狂犬病提供

一定的帮助。

1 材料与方法

1.1 材 料

1）病料与实验动物。从江苏某猪场采集疑似

感染伪狂犬病的病料，如脑、肺脏、脾脏、肝脏、淋巴

结等，-20 °C保存备用；实验动物为家兔，购自江苏

农牧科技职业学院实验动物饲养中心；3只健康

家兔。

2）主要试剂。LA Taq DNA 聚合酶，dNTP mix，
2×GC Buffer I，DL 5000 DNA Marker等，购于宝生物

工程（大连）有限公司；伪狂犬-SD株由江苏农牧科

技职业学院微生物实验室保存；其他各种实验试剂

均为分析纯试剂。

1.2 方 法

1）病料处理。将无菌采集的病料组织研磨，用

0.01 mol/L、pH7.4 PBS按照体积比制成 1∶5组织悬

液，加入适量青霉素、链霉素处理后，反复冻融 3次，

3 000 r/min离心 15 min，取上清液，置于–20 ℃冰箱

中保存备用。

2）病毒提取与 PCR扩增。取经处理过的病料

上清液与对照伪狂犬-SD株，按照TaKaRa试剂盒说

明书操作方法进行病毒提取，提取液-20 ℃贮存备

用。PCR扩增以提取液作为模板进行扩增。上游

引物（P1）：5’-CCATGCGGCCCTTTCTGCTGC-3’，
下游引物（P2）：5’-CGGGGCGGGACATCAACAG⁃
GC-3’，扩增片段大小为 1 737 bp，引物由上海英骏

生物工程有限公司合成。

PCR反应体系（50 µL）：DNA模板 5 µL，5 U/µL
LA Taq 酶 0.5 µL，2×GC Buffer I 25 µL，100 µmol/L
dNTP 8 µL，PRV-P1 1 µL，PRV-P2 1µL，2 mmol/L
MgCl2 6 µL，ddH2O 3.5 µL。

PCR反应条件：95 ℃预变性 5 min，95 ℃预变性

1 min，64 ℃退火 50 s，72 ℃延伸 2 min，35个循环，最

后 4 ℃保存。PCR产物，溴化乙锭染色，用 1%琼脂

糖凝胶电泳25 min，紫外灯光下观察扩增结果。

3）间接免疫荧光法。为了方便验证实验结果，
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此实验设阳性对照与阴性对照，病毒液接种细胞选

用的是BHK-21细胞即乳仓鼠肾细胞，具体实验操

作步骤如下[3]。

预先制备好含有生长良好的单层BHK-21细胞

腔式载玻片，分别加入疑似伪狂犬病毒液和伪狂

犬-SD株病毒液各 1 mL，标注记号，37 ℃温箱作用

1 h后，吸掉病毒液，加入细胞维持液继续培养 24 h；
弃掉维持液，用PBS洗 3次，固定载玻片上的细胞培

养物，用PBS洗涤 3次，加入 500 µL 1∶100稀释的猪

伪狂犬阳性血清，37 ℃孵育 1 h；用PBS洗涤 3次后，

加入 500 µL 1∶2 000稀释的山羊抗豚鼠-FITC，
37 ℃孵育 30 min；最后用PBS洗涤 3次，再用 0.2 µg/
mL DAPI染色液染色后，置于荧光显微镜下观察。

同时设置细胞培养物作阴性对照。

4）动物接种试验。本次试验选择易感动物家

兔，接种试验前先取 3只大小、体重相似的健康家兔

饲养2 d，观察家兔是否有异常。若无异常，给3只家

兔后颈部皮下分别注射分离的病毒培养液、对照用的

伪狂犬-SD株培养液及生理盐水各2 mL，观察家兔接

种后的临床症状。实验结束后，对家兔饲养场地进行

严格消毒，对发病死亡的家兔进行无害化处理。

2 结 果

2.1 PCR扩增结果

PCR扩增产物经 1%琼脂糖凝胶电泳，结果如

图 1所示，疑似伪狂犬病毒分离株与对照伪狂犬-
SD株都有特异性片段，长度约为 1 700 bp，与实验

预测结果相同。

2.2 间接免疫荧光检测结果

实验结束后在荧光显微镜下观察结果如图 2
所示。图 2中 A为疑似伪狂犬分离株，B为伪狂

犬-SD株，二者均能观察到明亮的黄绿色荧光；C

为细胞对照，没有观察到黄绿色荧光。A为疑似

伪狂犬分离株，能与伪狂犬病毒阳性血清结合，与

山羊抗豚鼠-FITC发生特异性结合，在荧光显微

镜下能与阳性对照 B观察到同样的结果。结果表

明，分离到的疑似伪狂犬分离株就是猪伪狂犬

病毒。

2.3 动物接种试验结果

接种分离的病毒培养液及对照用的伪狂犬-SD
株培养液，24 h后家兔出现兴奋不安、食欲下降；40
h后出现舌舔、嘴啃、抓挠等明显的瘙痒症状，随后

家兔出现呼吸急促，体温升高，接种部位被毛脱落、

出血、皮肤潮红，肌肉暴露；48 h左右四肢出现麻

痹、角弓反张、抽搐直至死亡，如图 3所示。注射生

理盐水的家兔不表现临床症状。试验结果说明分

离毒株对家兔有明显的致病性，表现出类似的伪狂

1.疑似伪狂犬病毒分离株；2.伪狂犬-SD株；M．DL5000分
子质量标准

图 1 PCR扩增产物琼脂糖凝胶电泳

A.疑似病毒分离株；B.伪狂犬-SD株；C.细胞对照

图 2 病毒分离株与阳性血清间接免疫荧光检测
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犬病症状。

3 讨 论

1）本研究通过从江苏某猪场一疑似病例分离

出一株病毒，经PCR扩增试验、易感动物接种实验、

间接免疫荧光鉴定及血清中和试验等证明分离株

是伪狂犬毒株，说明该猪场母猪流产、仔猪死亡等

很可能是猪伪狂犬病病毒感染造成的［4］。

2）伪狂犬病在我国大部分接种 Bartha-K61疫
苗免疫的猪场中散发或广泛流行，而且动物一旦感

染，可终身带毒、难以根除，说明传统疫苗保护效率

低，疫病难以防控，给养猪业造成严重的经济损失，

已引起广大养殖户的高度重视［5］。
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图 3 试验组家兔
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