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　　[摘　要 ]　应用 gE2EL ISA 法对陕西省部分地区 6个集约化猪场的 187份猪血清进行了伪狂犬病毒 (P seu2
do rab ies virus, PRV )野毒感染检测,并对疑似伪狂犬病发病仔猪的内脏及脑组织进行了病毒分离鉴定。结果显示,

陕西省猪PRV 野毒抗体平均阳性率为28. 76% ,最高为48. 98% ,最低为0;分离毒株可致PK215细胞出现典型的圆

缩、集聚,脱落等细胞病变,连续传代后, CPE 出现的时间稳定在20 h 左右;细胞培养物和病料混悬液接种家兔均出

现典型奇痒症状, PCR 反应扩增出PRV g E 基因中长度为612 bp 的特异性片段。表明本试验分离的病毒为PRV ,并

将其命名为PRV W G 株。
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　　伪狂犬病 (P seudo rab ies, PR )又名奥叶兹基氏

病 (A u jeszky, s D isease, AD ) , 是由伪狂犬病病毒

(Pesuderab ies viru s, PRV )引起的家畜和野生动物

的一种危害严重的败血性传染病[1 ]。伪狂犬病的临

床症状为发热、奇痒、呼吸和神经系统障碍,但猪常

无明显的瘙痒症状, 成年猪多呈隐性经过, 很少死

亡,是PRV 最主要的贮存宿主和传染源。母猪感染

后,可发生流产、木乃伊胎、死胎等一系列繁殖障碍

症状;新生仔猪感染后,除发热、精神萎顿、运动不协

调和痉挛外,还可见呕吐、腹泻,病死率高达 80%～

100%。本病一年四季均可发生,但以冬春两季和产

仔旺季多发,往往在分娩高峰时的母猪舍先发病,而

且几乎每窝都发病,发病率可达 100% ,发病和死亡

有1个高峰,以后逐渐减少。1960年以前,猪被感染

后症状比较温和,病例也比较少见,其后由于强毒株

的出现,猪场爆发PR 的数量显著增加,症状明显加

剧, 现在已有 40 多个国家报道 40 多种动物感染该

病[2 ] , 在我国已有 24个省市报道发生此病[3 ]。该病

是典型的自然疫源性疾病,猪是其主要宿主和传染

源, 给养猪业造成的经济损失仅次于猪瘟[4 ]。近年

来,我国许多大型养猪场均有本病暴发,给养猪业发

展造成了巨大的经济损失,陕西省已有本病发生[5 ]。

为了进一步掌握PRV 野毒在陕西省养猪场的感染

比例,了解PRV 野毒对养猪业的危害,为PR 的防治

提供依据,本研究应用 gE2EL ISA 鉴别方法对陕西

省部分地区规模化养猪场的猪伪狂犬病毒感染情况

进行了血清学调查,对地方野毒株进行了分离鉴定,

初步建立了区分免疫接种和野毒感染的PCR 鉴别

诊断方法,以为陕西省PRV 的流行病学研究及PR

的诊断和防治提供基础资料与科学依据。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　细胞、毒株和病料　PK215细胞由西北农林

科技大学动物科技学院禽病研究室保存; PRV

Bartha2k61 (g E 基因缺失疫苗株)株和PRV M in2A
株, 均购自中国兽药监察所; 病料为采自陕西省户

县、杨凌区、榆林市、兴平市、宝鸡市和合阳县等地区

6个集约化猪场的187份猪血清样品和21份可疑伪

狂犬病死猪的脑、心、肝、脾、肺、肾等, 置- 20 ℃冰

箱内保存备用。

1. 1. 2　试剂和仪器　酶标检测仪, BAORAD 公司

产品; 基因扩增仪, Eppendo rf 公司产品; 猪伪狂犬

野毒抗体gE2EL ISA 诊断试剂盒 (批号: 22ö03ö05) ,
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为美国 ID EXX 公司产品,包括已包被好抗原的 96

孔酶联反应板,标准阴、阳性血清,辣根过氧化物酶

(HR PO ) , TM B 底物溶液,终止液, 稀释液, 洗涤液

等; 2×PCR T aqM ix 和100 bp DNA L adderM arker

购自广州东盛生物科技有限公司; 蛋白酶K 和十二

烷基磺酸钠 (SD S)均购自宝生物工程 (大连)有限公

司;细胞培养基DM EM 和小牛血清均为G IBCO 公

司产品,购自西安沃尔森生物技术有限公司。

1. 1. 3　引物设计与合成　根据GenBank 已公布的

PRV 病毒核酸序列 (登录号: BK001744) ,设计 1 对

引物,上游引物 P1: 5′2AA T A T G CGG CCC T T T

CT G CT G23′; 下游引物 P2: 5′2AA T CA C AAA

GAA CA C GGC CC23′, 预期扩增片段长度为 612

bp ,位于123 502～ 124 113 bp ,引物由上海生工生物

工程技术服务有限公司合成。

1. 1. 4　实验动物　家兔购自西北农林科技大学实

验动物中心,共6只,经伪狂犬gE2EL ISA 诊断试剂

盒检验均为gE 抗体阴性。

1. 2　陕西省PR 的流行病学调查

按照 gE2EL ISA 诊断试剂盒的说明对采集的

187份待检血清进行检测,通过计算SöN (样品OD 650

值ö阴性对照平均OD 650值)来确定伪狂犬野毒抗体

的有无。结果判定标准为: SöN≤0. 6,判为阳性; Sö

N > 0. 7,判为阴性; 0. 6< SöN≤0. 7,判为可疑。

1. 3　PRV W G 株的分离

1. 3. 1　病料处理　将采集的心、肝、脾、肺、肾、脑等

组织混合在灭菌的乳钵内剪碎, 充分研磨, 用含

2 000 IU ömL 青霉素和 1 000 ΛgömL 链霉素的

H ankπs液稀释成 5 倍混悬液, 4 ℃冰箱中感作4 h

后, - 70 ℃反复冻融3次, 3 000 röm in 离心30 m in,

取上清液,经0. 22 Λm 微孔滤膜过滤后,进行无菌检

验, - 70 ℃保存作为接种材料。

1. 3. 2　病料接种与培养　取 2 瓶生长状态相同的

已长成80%以上单层的PK215细胞,弃去培养基,其

中一瓶接种 2 mL 上述接种材料,置于 37 ℃恒温箱

吸附1 h,其间每隔 10～ 15 m in 摇动一次,使其与细

胞充分作用,然后弃去接种液,加入含体积分数 2%

小牛血清和100 IU ömL 青霉素、100 ΛgömL 链霉素

的DM EM 维持液 8 mL ; 另外 1 瓶细胞同时加入 8

mL DM EM 维持液作为对照,置于含体积分数 5%

CO 2 的37 ℃恒温箱培养观察。待80%左右的细胞出

现病变 (CPE)时收毒。连续盲传5代后,继续传代至

CPE 出现的时间稳定为止,观察并记录结果。

1. 4　病毒的鉴定

1. 4. 1　动物接种试验　取6只家兔,其中2只腹侧

皮下注射病毒细胞培养液2 mL ö只; 2只腹侧皮下注

射病料混悬液 2 mL ö只; 另外 2 只注射H ankπs 液 2

mL ö只作为对照,分开饲养,观察并记录结果。

1. 4. 2　PCR 鉴定　 (1)病毒DNA 的提取。按常规

方法[6 ]并稍作改动,分别取阳性病料、对照细胞,细

胞培养物, PRV Bartha2K61株和PRV M in2A 株反
复冻融3次后, 2 000 röm in 离心30 m in,取上清液以

12 000 röm in 离心 20 m in, 将沉淀重新悬浮于 400

ΛL T E 缓冲液中,加蛋白酶K 至终浓度为 100 Λgö

mL ,加SD S至终浓度为10 göL ,置55 ℃水浴消化1

h,然后以 12 000 röm in 离心 5 m in,取上清液,加入

等量的T ris2饱和酚抽提 1 次,然后用等量的V (酚)

∶V (氯仿)∶V (异戊醇) = 25∶24∶1 的混合物再

抽提1次,最后用等量的V (氯仿)∶V (异戊醇) = 24

∶1的混合物抽提1次,用等量的异丙醇沉淀DNA ,

并用4 ℃预冷的体积分数75%乙醇洗2次,干燥后各

加20 ΛL 的去离子水溶解,作为模板进行PCR 反应,

或- 20 ℃保存备用。

(2) PCR 扩增。按文献[ 7 ]的方法并稍作改动进

行PCR 反应。PCR 反应体系为: 10 Λmo löL 的引物

P1, P2各1 ΛL , DNA 模板 5 ΛL , T aq M ix 12. 5 ΛL ,

去离子水 5. 5 ΛL。PCR 反应程序为: 96 ℃预变性 5

m in; 96 ℃变性1 m in 10 s, 65 ℃退火1 m in, 72 ℃延

伸 1 m in, 35个循环; 最后 72 ℃延伸 10 m in; 4 ℃保

护,结束反应。PCR 产物用10 göL 琼脂糖凝胶进行
电泳检测。

(3) PCR 产物克隆、鉴定及序列测定。PCR 扩增

产物回收纯化后,与pM D 182T V icto r进行连接。取

5 ΛL 连接产物转化至制备好的基因工程菌DH 5Α感
受态细胞,涂布于含氨苄青霉素的LB 平板, 37 ℃培

养12～ 16 h。随机从平板上挑取单菌落接种4. 5 mL

含氨苄青霉素的LB 培养液, 37 ℃振荡培养10～ 12

h,用碱裂解法抽提质粒。质粒经H indË和Kp nÉ双
酶切及PCR 扩增后进行10 göL 琼脂糖凝胶电泳,筛

选、鉴定出阳性重组质粒。将含阳性重组质粒的

DH 5Α工程菌菌液送上海英骏生物工程有限公司进
行测序。

2　结果与分析

2. 1　陕西部分地区猪伪狂犬病流行病学调查结果

由表1可知,陕西省部分地区PRV 野毒感染阳

性率为 0～ 48. 98% ,平均为 28. 76% ,其中兴平市阳

23 西北农林科技大学学报 (自然科学版) 第 34卷



性率最高,榆林市最低;平均可疑率为1. 15%。表明

PRV 野毒在陕西省猪场普遍存在,虽然各猪场感染

率有所差异,但总的说来应引起足够的重视。

表 1　各猪场血清样品的 gE2EL ISA 检测结果

T able 1　gE2EL ISA exam ination resu lt of serum samp le from differen t p ig farm s

猪场
P ig farm

血清数
N um ber of

detection

阳性数
Po sit ive
num ber

阳性率ö%
Po sitive

rate

可疑数
Doubtfu l
num ber

可疑率ö%
Doubtfu l

rate

户县某猪场A p ig farm in hux ian coun ty 23 9 39. 13 - -

杨凌区某猪场A p ig farm in yangling city 34 7 20. 59 - -

榆林市某猪场A p ig farm in yu lin city 35 0 0 - -

兴平市某猪场A p ig farm in x ingp ing city 49 24 48. 98 - -

宝鸡市某猪场A p ig farm in bao ji city 13 2 15. 38 - -

合阳县某猪场A p ig farm in heyang coun ty 33 16 48. 48 2 6. 89

总计 To tal 187 58 - 2 -

平均值V alue of average - - 28. 76 - 1. 15

2. 2　细胞CPE 观察

将病料上清接种PK215细胞,连续盲传5代,在

第1代就可观察到CPE,接种细胞后48 h,感染细胞

变性圆缩, 相邻感染细胞迅速聚集, 融合成“葡萄

状”,形成分散的轮廓不清晰的合胞体病灶。细胞裂

解少见,早期可见细胞膨大。有的细胞圆缩、集聚,脱

落,细胞层形成大小不等的空洞状病变,有的呈拉网

状 (图1 A、B )。对照细胞界限明显,大小均一,呈均

匀致密的单层 (图1 C)。随着病毒传代次数的增加,

CPE 出现时间缩短。经PK215连传10代后,则于接

种后约18～ 24 h 即可见细胞病变, 80%的CPE 稳定

在20 h。

图 1　PRV 在PK215细胞病变观察结果 (100×)

A、B. 细胞圆缩、集聚、脱落,细胞层形成大小不等的空洞状病变,有的细胞呈拉网状,出现典型的细胞病变;C. 对照PK215细胞

F ig. 1　Cell cytopath ic effect (CPE) resu lts of PK215 by PRV (100×)

A、B. Infected PK215 cell line sh runk, aggregated, and detached from the cu ltu re system by PRV and the typ ical patho logy w ere observed;

C. T he con tro l PK215 cell

2. 3　动物试验

注射细胞培养物 24 h 后,试验兔开始表现兴奋

不安,食欲下降; 48 h 后不断低头用舌舔、嘴啃或用

爪抓接种部位,明显出现瘙痒症状,接种部位被毛脱

落、皮肤潮红、出血; 72～ 96 h 后实验组全部死亡。

注射病料混悬液的试验兔出现症状较晚,大约 36～

48 h 后开始表现不安,临床症状与注射细胞培养物

组相同。对照组无任何症状。

2. 4　PCR 扩增及重组质粒鉴定结果

2. 4. 1　PCR 扩增结果　由图 2可知,细胞培养物、

伪狂犬阳性病料与PRV M in2A 株均扩增出特异性
片段,长度为 612 bp ,与预期扩增片段长度一致; 对

照未接毒的细胞培养物和PRV Bartha2K61株未扩

增出任何片段。

图 2　分离病毒的PCR 产物琼脂糖凝胶电泳结果

M. DNA m arker; 1. 细胞培养产物; 2. 阳性病料; 3. M in2A 株;

4. 细胞对照; 5. Bartha2K61疫苗株; 6. ddH 2O 对照

F ig. 2　A gro se gel electropho resis of PCR p roducts of PRV

M. DNA m arker; 1. Cell cu ltu re; 2. Po sit ive m aterial; 3. M in2A

strain; 4. Cell con tro l; 5. Bartha261 strain; 6. ddH 2O contro l
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2. 4. 2　重组质粒鉴定结果　由图3可知,重组质粒

经 H indË 和Kp nÉ 双酶切释放出长度约为 612 bp

和2. 7 kb 的片段,同时PCR 也扩增出612 bp 的目的

片段,证明目的片段与pM D 182T vecto r正确重组。

图 3　重组质粒的酶切和PCR 鉴定结果

M. DNA 分子质量标准; 1. pM D 182T 空载体质粒;

2. 阳性重组质粒; 3. 重组质粒酶切鉴定;

4. 重组质粒PCR 鉴定; 5. PCR 产物对照

F ig. 3　 Iden tificat ion of the recom bined p lasm ids

by PCR and restrict ion digest ion

M. 100 bp L adder DNA M arker; 1. pM D 182T V ecto r p lasm ids;

2. the recom bined p lasm ids; 3. restriction iden tification

of the recom bined p lasm ids; 4. PCR of the recom bined

p lasm ids; 5. PCR p roducts of PRV

以上病毒分离鉴定结果表明,本试验分离的病

毒为PRV ,将其命名为PRV W G 株。

3　讨　论

3. 1　血清学调查结果分析

　　试验检测的6个猪场中有5个猪场PRV 野毒感

染为阳性,这5个猪场均位于陕西省关中地区。据报

道, 2000年陕西省 PR 的血清阳性率为 18. 69% ,最

高的达35. 55% [5 ] ,但该结果是应用伪狂犬病乳胶凝

集试验抗体检测试剂盒检测得来的,不能区分疫苗

接种和野毒感染,不能对PRV 野毒感染情况作出准

确判断。本试验结果显示,陕西省PR 野毒感染平均

阳性率为28. 76% ,有50%的猪场野毒感染阳性率达

到或超过40%。说明近年在陕西省PRV 野毒感染情

况有明显上升的趋势,这可能与隐性感染猪和带毒

猪造成PRV 在猪群内长期存在,引种失误又缺乏有

效的隔离检疫制度,猪只的频繁流通等因素有关。结

果表明,近年来随着集约化养猪业的发展, PR 已经

成为严重危害陕西省养猪业的一种重要传染病,应

引起有关部门的高度重视。

3. 2　病毒的分离鉴定

本试验对分离到的病毒进行了敏感动物接种实

验、PK215细胞接种、PCR 扩增试验、酶切鉴定及基

因序列测定。结果表明,该分离株为PRV 强毒株,并

将其命名为PRV W G 株。PRV W G 株接种PK215单

层细胞后,一般可在 18～ 24 h 出现细胞病变, 细胞

病变最明显的时期为接种后32～ 48 h。开始呈散在

的灶状,随后逐渐扩展,直至全部细胞圆缩脱落,与

以往的文献报道[8 ]相比可知,该毒株具有强的致细

胞病变作用。本试验分离鉴定的PRV W G 毒株,为

进一步对其进行分子生物学研究,了解其遗传变异

情况,以及陕西省PRV 的诊断和防制提供了基础资

料与科学依据。

3. 3　PRV 野毒潜伏感染PCR 鉴别诊断初步探索

本试验分离的病毒来自刚出生2日龄的发病仔

猪。该猪场母猪已经注射过伪狂犬基因缺失苗,但仔

猪却发生伪狂犬病野毒感染,说明伪狂犬病的防制

仍是一个值得重视的问题。基因缺失疫苗的使用虽

然使猪免于发病,但不能阻止野毒的潜伏感染。PCR

扩增gE 区段能区别野毒株和gE 缺失疫苗的潜伏感

染。判断是否存在野毒潜伏感染只有扑杀一定比例

的成年猪,采取其三叉神经节组织应用建立的PCR

方法进行鉴定[9 ]。欧共体1993年通过的93ö24öEEC

贸易法规定,生猪贸易中, PRV 流行国家出口的繁

殖猪必须是12个月内没有接种疫苗或只接种了g E 2
苗的 g E 2EL ISA 检测阴性的猪; 进口的猪必须接种

g E 缺失苗,检疫方法只有g E 2EL ISA 法。因此,在我

国应用g E 2EL ISA 和PCR 鉴别诊断方法,对猪群进

行检测是十分必要的。

g E 基因PCR 检测方法的建立,为PRV 弱毒疫

苗株与野毒株的鉴别诊断提供了方法与思路。根据

目前我国大部分地区使用的PR 基因缺失疫苗多为

缺失了 g E 基因序列的现状,本试验参考GeneBank

公开发表的4株PRV g E 基因序列设计了1对引物,

初步建立了能够快速区分PRV 野毒株与g E 基因缺

失疫苗株的PCR 方法。该方法可以检测到野毒株,

不能检测到缺失 g E 基因的Bartha2K61 疫苗株,支

持了周斌等[7 ]的观点。g E 可作为标志基因,用于区

分野毒感染动物和疫苗接种动物,对剔除野毒感染

动物而根除本病具有重要作用。国外已建立 g E 2
EL ISA 鉴别诊断方法[10 ] ,但由于敏感性低,常常有

感染野毒的猪“漏网”。PRV 感染猪后,猪各种组织

如扁桃体、脑组织、三叉神经节、嗅球、肝、脾、肾、血
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液等均含有病毒,因此不论是来自流产死胎的病料,

还是发病或潜伏感染猪各器官的病料,或活猪鼻拭

子病料,都可以作为被检样品。本试验应用建立的

PCR 方法仅对脑组织、肝、脾、肾、血液进行了单独

检测,结果脑组织检出率最高。试验中曾对已用g E 2

EL ISA 试剂盒检测为阳性的血清进行PCR 检测,发

现检出率很低,证明在血清中抗体水平存在而抗原

水平却很低。所以在PCR 检测中,不宜用血清样品,

否则可能造成漏检。
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Iso la t ion of p seudo rab ies viru s Shaanx iW G stra in

and ep idem io logy invest iga t ion

J IANG Yan -fen1,YANG Zeng-q i1, ZHU W e i-guo1,

W ANG Xu-rong1, TIAN X iao-yan 1,W ANG Qing-a i2

(1 Colleg e of A n im al S cience and T echnology ,N orthw estern A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina;

2 Z henba A nim al H usband ry and V eterinary S ta tion, Z henB a, S haanx i 723600, Ch ina)

Abstract: A bou t 187 serum samp les from 6 p ig farm s in som e region s of Shaanx i p rovince w ere detect2
ed w ith the g E 2EL ISA K it w h ich can dist ingu ish the vaccinat ion from w ild2type viru s infect ion, and po rcine

p seudo rab ies viru s w as iso la ted from the pu rtenance and b ra in of a 22day2o ld p ig and then the viru s w as i2
den t if ied m icrob io logica lly. T he resu lts show ed that the average po sit ive ra te w as 28. 76% , the h ighest g E 2
an t ibody of w ild2type PRV w as 48. 98% and the low est w as 0; It infected PK215 cell line and cau sed it to

sh rink, aggregate, and detach from the cu ltu re system in 20 h app rox im ately, and the inocu la ted rabb its

show ed classica l clin ica l sign s w hen challenged w ith the cu ltu re and po sit ive m ateria l. T hen the specif ic 612

bp bands by PCR of the iso la ted viru s w ere ob ta ined. T hese data indica te that the iso la ted viru s w as PRV

and referred to as W G stra in in th is repo rt.

Key words: p seudo rab ies viru s; iso la t ion and iden t if ica t ion; ep idem io logy
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