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陕 西 省猪 冬 季 拉 稀 病 的 诊 断

和 荧 光 抗 体 的 研 制

李东成 肖俊杰 赵余放 寇改霞

( 西北农学院畜牧兽 医系 )

摘 要

从西北农学院附近付家庄生产队患拉稀病的小猪肠道粘膜刮取物分得病毒 2 株 ( 简

称付 I 株和付 l株 )
,

并在猪体内传了 7 代
,

均可规律地引起同样症状
。

以华 I 株和第

7 代付 I 株 ( 均为小肠粘膜刮取物 ) 分别各免疫健猪 3 头
,

采取血液分离血清
,

制成荣

光抗体
。

另以上海市畜牧兽医研究所赠予的猪传染性胃肠炎荧光抗体 ( 冻干制品 ) 作为

对照
,

分别对付 I 株
、

付 亚株和上海市畜牧兽医研究所赠予的华 I 株的人工感染猪肠粘

膜刮取物涂片和扁桃体
、

肠壁切片进行交叉染色
,

均可发现明亮的黄绿色荧光细胞
,

从

而证明付 工株
、

付 l 株和华 I 株为同一病毒
,

并证明陕西武功一 带所流行的猪冬季拉娜

病与上海地区所流行的
“
猪传染性胃肠炎

”
为同一种疾病

。
_

火

陕西省关中和陕南许多地区历年来每到初冬
,

即开始在猪群中爆发一种以腹泻为主

要症状的疾病
,

一般到十二月上
、

中旬 ( 有时在农历春节前后 ) 进入流行盛期
,

至三月

以后
,

随着气候转暖
,

流行逐渐停息
。

病猪主要症状为拉灰黄色 ( 有时 为灰 色或 灰绿

色 ) 稀水
,

体温正常或有一过性发热
,

个别猪有呕吐现象
,

一般经 5 ~ 7天痊愈
,

但哺{乳

仔猪和产后不久的带仔母猪症状重笃
,

如不迅速采取对症治疗
,

常因脱水而死
,

由于发

病率很高 ( 一般为 60 %左右
,

有时超过 80 % )
,

因而造成的损失很大
。

关于本病的病因
,

多年来有不同的看法
,

有的认为是过食青菜
、

红薯等所引起
,

有

的认为与发霉饲料有关
,

但有些地区并没有饲料配合上的错误
,

仍不免于发病
,

因而怀

疑为一种传染性疾病
。

为了确定病性
,

研究诊断方法
,

我们从 1 9 7 8年冬季开始
,
进行了

这一研究
。

、 一

万
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一
、

动物感染试验

1
.

接种材料的准备

一 从西北农学院附近付家庄生产队一社员家购买发病不久的幼猪 2 头 (代号
:

了寸 I
、

付 亚 )
,

扑杀后
,

采取小肠
,

倒掉内容物
,

用灭菌手术剪将其纵向剪开
,

摊平
,
以 灭菌

载玻片刮取肠粘膜层
。

分另lJ将粘膜 团块置玻质匀浆器中
,

加入少量灭菌生理盐水进行匀

浆
,

继续加生理盐水
,

作成 1 : 1 0 ( 克 /毫升 ) 乳浊液
,

置 一 20 ℃ 冰箱冻结
,

冻融 3 次后
,

经 3 0 0 0转 /分离心 20 分钟
,

取上清液
,

加入青
、

链霉素各 1
,

00 。单位 / ml
,

置 37 ℃温箱作

用 6。分钟后
,

接种普通琼脂和肉汤
,

无细菌生长
,

以其作为感染材料
,

简称付 I 和 I
。

2
.

试验动物

从西北农学院教学试验农场农作一站购买 2 ~ 4 日龄健康的而且未接种过任何疫苗

的仔猪 6 头
,

置温暖房间
,

隔离观察 2 天
,

确认健康后
,

将其分为 3 组
,

每组 2 头
,

第

一
、

二两组为试验组
,

第三组为对照组
。

在整个试验期间
,

以 消毒牛奶进行人工哺乳
。

3
.

感染方法

将制备好的付 I 和付 l 接种材料各10 m l分别用口服
、

滴鼻两种方法感染第一
、

二两

组试验动物
;
第三组以 灭菌生理盐水代替接种材料

,

余均与试验组相同
。

感染后随时观察试验猪的临床表现
,

埃试验仔猪出现灰黄或灰 白色水样腹泻后 ( 对

照仔猪无此症状 )
,

宰杀
,

采取小肠
,

按上述方法进行继代
,

现在已继代至 7 代
。

4
。

试验结果

付 I 和付 I 两份病料接种试验动物后
,

每代均经 20 一 2 8小时
,

规律地出现水样腹泻

症状
。

其小肠肠壁苍白
、

菲薄
,

用空肠粘膜刮取物涂片
,

冷丙酮固定 20 分钟
,

以上海市

畜牧兽医研究所赠送 的猪传染性胃肠炎荧光抗体染色
,

均出现明亮的黄绿 色荧光细胞
,

从而证明陕西省猪的冬季拉稀病的病原
,

为一种与上海地区的华毒相类似的病毒
。

用同

样方法制备的对照组动物的肠粘膜刮取物涂片
,

未发现上述荧光细胞
。

二
、

荧光抗体的制备和测定

1
。

试验猪—
从西北农学院教学试验农场畜牧站购买 58 ~ 60 日龄 巴克夏幼猪 6 头

( 这些猪在离场前一周作过猪瘟兔化弱毒疫苗注射 )
,

分为 2 组
,

分别供作下述 2 种抗

原免疫用
。

2
.

病毒抗原

( 1 )华 I 毒株
:

系上海市农业科学院畜牧兽医研究所赠送
。

( 2 )付 I 毒株
:

系我们分离的毒株 ( 见上 )
`

将 2 个毒株在 2 ~ 4 日龄健康仔猪体内传代复壮
,

以其小肠粘膜匀浆经适 当稀释
、 一

除

菌后作为抗原 ( 方法同上述
“ 动物感染试验

”
)

。

子

3
.

高免血清的制备
:
免疫程序见下表

:
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!
一

…毒株名称

稀释倍数

华 I株 付 I株

第 1 次免疫 4 (月 8 日 )

{
;

第 2次免疫 (4月 22日) 滴鼻 7 ml

皮下注射 s ml

同左

第 3次免疫 ( 5月 6 日 ) 同 上 … 同 左

第 4 次免疫 (5月 腹腔注射 2 5l m

鼻滴 1 0 ml

耳静脉注射 2 5ml

滴鼻 5一 io ml口
一)一D 2 0

(6月 2日) 取一头猪断尾采血 2 0 ml
,

分离血清

制备荧光抗体
,

初测荧光抗体效价

( 6月 6 日 ) 初测荧光抗体效价符合要求
,

将该

猪颈动脉放血
,

收集血清

第 5 次免疫 (6 月 7 日 ) 耳静脉注射 20 m l

腹腔注射 l o m l

同 左

( 6月 2 0日 ) 全部颈动脉放血
,

分离血清

4
.

免疫球蛋白提取及标记方法
:

均按 《 猪瘟荧光抗体的制造和在人工感染猪瘟病

例的应用 》 ( 见 《 西北农学院学报 》 1 9 8 0年第 2 期 ) 所述的方法进行
。

5
.

荧光抗体的测定

用两种猪传染性胃肠炎荧光抗体
,

对付毒株和华 I 毒株人工感染猪的肠粘膜及扁桃

体的涂片
、

切片进行染色
。

并以 上海市农科院畜枚兽医研究所赠送的华毒荧光抗体染色

作为对照
。

染色方法及判定标准亦与 《 猪瘟荧光抗体的制造和在人工感染猪瘟病例的应

用 》 所描述的方法相同
。

经测定
,

自制的两种荧光抗体的上
, 3之稀释液除可使本毒株人工感染猪脏器涂片

、

切

片的胞浆染上明亮的黄绿色荧光外
,

交叉染色亦可出现明亮的黄绿色荧光
。

上海市畜牧

兽医研究所制造的华毒荧光抗体
,

也得到同样的染色结果
。

用这些猪传染性胃肠炎荧光

抗体对猪瘟病猪和健康猪的脏器涂片和切片染色
,

均不出现上述荧光
。

6
.

结果

( 1 )用付毒和华毒自制的荧光抗体为一种特异性制品
,

可以在生产中使用
。

( 2 )进一步证明了陕西省猪的冬季拉稀病和上海地区流行
、

被称为猪传染性胃肠炎

的疾病为同一种疾病
。



西北农学院学报 1 9启 0年

主 要 参 考 资 料

1
。

安徽农学院编
: 《 荧光抗体技术及其在兽医上 的应用 》 ,

上海人 民
’

出版社
,

1 9 7 5年版
。

2
.

第四军医大学编
:

《 荧光免疫组织化学 ( 荧光抗体 ) 方法和 荧光组 织化 学方

法 》
,

( 科技资料 )
, 2 , 1 9 7 4。

3
.

川村明义
:

《 荧光抗体法 》
,

( 新病毒学 )
, 2 ,

朝仓书店
。

4
。

A k i y o s h i K a w a m u r a ,
丁r

. : F l u o r e s e e n t A n t ib o d y T e e h n 至q u e s a n d T h e
i r

A p p l i e a t i o n s ,
S e e o n d E d i t i o h

, 1 9 7 7
.

5
.

C u r l i s A
.

w i l l i a m s a u d M e r r i l l W
.

C h a s e : M e t h o d s i n Im m u n o l o q y a n 4

Im m u n o e h e m i s t r y
,

V o l
.

5 , 1 9 7 6
。

6
.

上海市畜收兽医研究所
:

( 1 9 7 3 ) 疑似猪传染性胃肠炎的调查
,

疑似猪传染性

胃肠炎病理材料猪体感染试验
,

( 农业科学研究资料报告汇编 )
。

7
.

高德荣等
:

( 1 97 9)
,

用小肠粘膜涂片直接荧光抗体染色检出猪传染性胃肠炎
,

《 兽医科技资料 》
,

第 2 期
。

8
.

马思奇等
:

( 1 9 79 )
,

猪传染性胃肠炎免疫荧光诊断法的研究
, I

。

用直接免

疫荧光法检查猪传染性胃肠炎病毒
,

《 家畜传染病 》
,

第 l 期
。

9
.

马思奇等
:

( 1 9 8 0 )
,

猪传染性胃肠炎免疫荧光诊断法的研究
,

1
.

直接 免疫

荧光法检查扁桃体诊断猪传染性胃肠 炎
, 《 家畜传染病 》

,

第 2 期
。


