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摘要 : 为了解广西猪群中猪流感 ( Swine influenza, SI) 的流行情况 , 本调查主要采用 RT2PCR方法 , 对 2005～2006年从 12个规模猪场随机采集

的 530份猪鼻腔棉拭子 (不同年龄段 ) 和 108个猪场送检的 239份有呼吸道症状病猪的组织病料样品 (肺、脾和淋巴结等 ) 进行了 SIV检测 ; 同

时 , 对 SIV阳性组织病料样品进行了猪繁殖与呼吸综合征病毒 ( PRRSV )、猪圆环病毒 2型 ( PCV2)、猪瘟病毒 ( CSFV )、猪伪狂犬病病毒

( PRV) 和猪细小病毒 ( PPV) 的检测 , 以确定猪群中 SIV的感染以及与其他病毒混和感染情况。结果显示 : 从不同年龄段猪的鼻腔棉拭子中均

能检测到 SIV, 且平均阳性率为 15185% ( 84 /530)。从 11个市 30个猪场 54份的组织病料中检出 SIV, 组织病料和猪场的平均阳性率分别为

22159% (54 /239) 和 27178% ( 30 /108 )。 SIV常常与 PRRSV、 PCV2、CSFV、 PPV和 /或 PRV二重或多重混和感染 , 占检测样品的 19125%

( 46 /239) , 其中以 SIV与 PCV2和 PRRSV混合感染最为常见 , 阳性率分别占检测样品的 13181% (33 /239) 和 8137% (20 /239)。由此可见 , SIV

已经感染广西猪群 , 且 SIV常与其他病原体以混合感染的方式对广西养猪业构成潜在危害。
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　　猪流感 ( Swine influenza, SI) 是由猪流感病毒

( Swine influenza virus, SIV ) 所引起的一种急性呼吸

道传染病 , 多发生于冬季、早春等天气骤变季节 , 其

特征为突然发热、咳嗽、呼吸困难 , 鼻中流出分泌

物 , 猪不分年龄、品种和性别均能感染 [ 1 - 2 ]。目前 ,

SI已遍布美洲、亚洲、欧洲和非洲成为规模化猪场

的常发传染病 [ 2 - 3 ]。单纯的 SIV感染表现为发病率

高 , 死亡率低 , 其严重程度与流行毒株、猪只日龄和

健康状况、环境条件以及与其他病原体并发继发感染

相关 , 常因与其他病原体混合感染 , 使死亡率明显增

高 [ 4 - 5 ]。SIV是猪呼吸道疾病综合征 ( Porcine resp ir2
atory disease comp lex, PRDC ) 的主要病原体之一 ,

感染后常发生肺炎 , 还可引起怀孕母猪繁殖障

碍 [ 2, 6 ]。猪可被禽流感病毒和人流感病毒感染 , 因

此 , 猪被认为是人、禽和 /或猪流感病毒通过基因重

排产生新的亚型流感病毒的 “混合器”[ 7 ]。SIV不仅

可感染猪 , 同时也具有感染禽、人、马等鸟类和其他

哺乳动物的能力 [ 2, 8 ]。因此 , 猪流感的影响不仅在于

其显而易见的兽医传染病学的意义 , 更在于其深远的

公共卫生意义。为了解 SIV在广西猪群中的感染状

况 , 本调查主要采取 RT2PCR方法对 2005～2006年

期间 , 猪群中的 SIV的感染情况进行了调查 , 为猪流

感疫情的诊断和监测提供科学依据。
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1　材料与方法

111　试剂和试剂盒

总 RNA抽提试剂 TR IZOL购自 Invitrogen公司 ;

M 2MLV反转录酶购自 Promega公司 ; RNasin购自

TOYOBO 公司 ; dNTPs 和 Ex Taq DNA 聚合酶、

DL2000 DNA Marker和蛋白酶 K均购自 TaKaRa公司。

112　检测样品

530份鼻腔棉拭子来自 2005～2006年广西 7个

地市 12个规模猪场不同年龄段的猪 ; 239份组织病

料 (肺、脾、淋巴结等 ) 来自 2005～2006年 11个市

108个发病猪场 ; 均为 - 20 ℃保存。

113　引物合成

检测 SIV引物 [ 9 ]是扩增 A型流感病毒核蛋白

(NP) 基因的特异性引物 , 预期扩增目的片段长度为

330 bp。

NP1200: 5′2CAGRTACTGGGCHATAAGRAC23′;
NP1529: 5′2GCATTGTCTCCGAAGAAATAAG23′。
检测 PRRSV 引物和猪瘟病毒 ( CSFV ) 引

物 [ 10 - 11 ] , 预期扩增目的片段长度均为 508 bp; 检测

猪圆环病毒 2型 ( PCV2) 引物 [ 12 ] , 预期扩增目的片

段长度为 1 154 bp; 检测猪伪狂犬病病毒 ( PPV ) 引

物 [ 13 ]
, 预期扩增的片段长度为 445 bp; 检测猪细小

病毒 ( PRV ) 引物参考中华人民共和国猪伪狂犬病

诊断技术标准 , 预期扩增目的片段长度 217 bp。以上

·24· Animal Husbandry & VeterinaryMedicine　2008　Vol140　No16

© 1994-2008 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net



6对引物均由北京赛百盛基因技术有限公司合成。

114　病料中总 RNA的抽提

取约 1 g病猪肺脏、脾脏和淋巴结于研钵充分研

磨 , 用 Hank′s液 /PBS/生理盐水 1∶5稀释 , 反复冻融

3次以上 , 8 000 r/m in离心 10 m in, 取上清液

350μL, 加入 800μL的 TR IZOL, 混合均匀 , 室温放

置 5～10 m in。加入 200μL氯仿 , 旋涡振荡 15 s混

匀 , 室温下放置 2～3 m in, 12 000 r/m in离心 10 m in,

取上清 , 再加入等量的异丙醇混匀 , 在室温下放置

10 m in。12 000 r/m in离心 10 m in, 弃上清 , 再加入

75%无 水乙 醇 1 000 μL, 用 旋 涡 振 荡 混 匀 ,

12 000 r/m in离心 5 m in。晾干后 , 用无 RNase的水

35μL溶解 , - 20 ℃冻存备用或即用。

115　S IV目的基因片段扩增

RT2PCR反应体系 : 10 ×PCR buffer 310 μL,

dNTPs (215 mmol/L) 310μL, 上游引物 (25 mmol/

L) 110μL, 下游引物 ( 25 mmol/L ) 110μL, RNA

模板 310μL, Ex Taq DNA聚合酶 0125μL, RNasin

015μL, M 2MLV反转录酶 015μL, 加 H2O至 25μL。

反应参数 : 42 ℃ 45 m in; 95 ℃预变性 3 m in; 95 ℃

变性 30 s; 55 ℃ 40 s; 72 ℃延伸 40 s, 共 35个循

环 ; 72 ℃再延伸 10 m in。反应结束后取 5μL PCR产

物在 110%的琼脂糖凝胶电泳 , 凝胶成像系统上观察

目的片段。

117　混合感染病毒 PRR SV、C SFV、 PCV2、 PPV

和 PRV目的基因片段的扩增

运用已建立的 RT2PCR和 PCR方法 , 对病料进

行 PRRSV、CSFV、PCV2、PPV和 PRV的检测。

2　结果

211　组织病料中 S IV感染情况

运用 RT2PCR方法 , 从来自 11个市 30个猪场的

54份组织病料中检测到 SIV特异目的基因片段 , 猪

场平均阳性率为 27178% ( 30 /108) , 组织样品的平

均阳性率为 22159% (54 /239) , 不同地区的阳性率

有一定的差异。结果见表 1。

212　猪鼻腔棉拭子中 S IV的 R T2PCR检测

检测结果显示 : 不同年龄阶段的猪 (断奶仔猪、

中猪、育肥猪等 ) 都有带毒现象。猪鼻腔棉拭子 SIV

检出阳性率为 15185% ( 84 /530) , 部分阳性鼻腔棉

拭子 PCR扩增产物琼脂糖凝胶电泳结果见图 1。

213　混合感染病毒的检测

运用已建立 RT2PCR和 PCR方法从 SIV阳性组织

病料中检测出被 PCV2、 PRRSV、CSFV、 PPV和 /或

PRV二重或多重混合感染样品占 19125% (46 /239) ,

其中以 SIV与 PCV2或 PRRSV混合感染较多 , 分别

占 13181% (33 /239) 和 8137% (20 /239)。结果见

图 2和表 2。

表 1　广西不同地区 S IV感染情况

来源 检测数 阳性数 阳性率 /%

南宁 50 16 32100

玉林 78 17 21179

来宾 8 3 37150

北海 7 2 28157

桂林 7 2 28157

贺州 19 1 5126

柳州 29 4 13179

钦州 7 2 28157

防城港 2 1 50100

贵港 25 4 16100

崇左 7 2 28157

合计 239 54 22159
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表 2　组织病料的混合感染情况

感染类型 阳性病料数 占检测病料的百分率 /%

SIVa 8 3135

SIV + PCV2 18 7153

SIV + CSFV 2 0184

SIV + PRRSV 7 2193

SIV + PCV2 + CSFV 4 1167

SIV + PCV2 + PRRSV 7 2193

SIV + PCV2 + PRV 2 0184

SIV + PRRSV + PRV 1 0142

SIV + CSFV + PRRSV 3 1126

SIV + PCV2 + PRRSV + PPVb 1 0142

SIV + PCV2 + CSFV + PRRSV 1 0142

合计 54 22159

　　注 : a. 指仅有 SIV而无 CSFV、PRRSV、PCV2、PPV和 PRV (不

包括其他病原体 )。

b. PPV只进行了部分样品检测。

3　讨论

PCR技术具有敏感度高、特异性好、快速简便

等优点 , 已成为诊断或流行病学调查比较理想的选

择。SIV感染猪体后 , 病毒的复制通常局限在呼吸

道 , 主要的复制部位在呼吸道上皮细胞。一般情况下

SIV单独感染只引起轻微临床症状 , 体温升高 , 持续

约一周时间 , 能自然康复 , 但在这段时间内从鼻腔检

测 SIV的检出率较高 , 感染后康复猪能产生比较坚强

持久的免疫力 , 也可能成为较长期的带毒者和排毒

者。本调查结果显示 : 组织病料和猪场的平均阳性率

分别为 22159% ( 54 /239 ) 和 27178% ( 30 /108 )。

鼻腔棉拭子 SIV平均阳性率达到 15185% (84 /530) ,

且从不同年龄段猪的鼻腔棉拭子中均能检测到 SIV。

另外 , 在检测中发现 2005年 5～7月份期间从几个规

模场采集的鼻腔棉拭子 SIV检测出率高达 60% 以上

(数据未显示 )。SIV感染常常可增加猪群对其他呼吸

道病原的易感性 , 增加了继发或混合感染的几率 , 从

而发生猪的呼吸道综合征 ( PRDC) , 使猪群呼吸道

疾病更为复杂 , 给猪场带来严重的经济损失。顾小根

对 2001年浙江省发生的 “猪高热症”病因进行了研

究 , 证实当时的疫情是由猪繁殖与呼吸综合征

( PRRS) 和猪流感 ( SI) 并发造成的 , 继发感染则

加重了疫情 [ 4 ]。本次病原学检测结果显示 : SIV与

PCV2、PRRSV、CSFV、PPV和 /或 PRV存在二重或

多重混和感染比较普遍 , 阳性率达 19125% ( 46 /

239) , 其中以 SIV与 PCV2和 PRRSV混合感染最为

常见 , 阳性率分别占检测样品的 13181% ( 33 /239)

和 8137% (20 /239)。可见 , 在我区 SIV主要以混合

感染的方式存在 , 使疫情复杂 , 并引发疾病 , 因此 ,

在预防和诊断猪的传染病过程中应引起足够的重视。

最近有关于从猪体内检测到禽源流感病毒的报

道 [ 14 ] , 引起了人们的关注。在流感病毒情况复杂的

今天 , 我们要严密监控流感在猪群中的发展动向 , 加

强对我国 SIV的监测 , 防患于未然。目前 , 广西猪群

基本不进行 SIV疫苗免疫 , 因而 , 加强饲养管理 , 做

好常发病的免疫接种和药物预防 , 提高猪群整体抵抗

力和健康水平 , 强化生物安全措施 , 防止易感猪与感

染动物以及疑似流感感染的人员接触等等 , 将有助于

减少猪流感的发生。
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