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［摘　 要］ 　 为对南阳市某猪场发生腹泻的病原进行鉴定，结合猪场发病情况、临床症状、剖检病理

变化进行分析，并运用 ＨＥ 染色、ＲＴ － ＰＣＲ 等实验室技术综合判定。 结果显示，某场新生仔猪发病

率 １００％ ，临床表现为严重呕吐、腹泻且病死率较高，肠道组织切片发现空肠绒毛脱落、回肠细胞碱

性粒子变多，ＲＴ － ＰＣＲ 结果显示猪流行性腹泻病毒（ＰＥＤＶ）阳性，提示本次某猪场腹泻主要是由猪

流行性腹泻病毒感染造成的。
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ｅｐｉｄｅｍｉｃ ｄｉａｒｒｈｅａ ｖｉｒｕｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｐｏｒｃｉｎｅ ｅｐｉｄｅｍｉｃ ｄｉａｒｒｈｅａ ｖｉｒｕｓ； ｄｉａｇｎｏｓｅ； ＨＥ

　 　 猪流行性腹泻 （ Ｐｏｒｃｉｎｅ ｅｐｉｄｅｍｉｃ ｄｉａｒｒｈｅａ，
ＰＥＤ） 是由猪流行性腹泻病毒 （ Ｐｏｒｃｉｎｅ ｅｐｉｄｅｍｉｃ

ｄｉａｒｒｈｅａ ｖｉｒｕｓ， ＰＥＤＶ）引起的猪的一种急性、高度

传染性肠道疾病，临床上以呕吐、水样腹泻、脱水死

·１１·



中国兽药杂志 ２０２０ 年 ４ 月第 ５４ 卷第 ４ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

亡和哺乳仔猪高致死率为主要特征［１］。 各种年龄

段的猪只均易感染。 １９７８ 年，比利时首次分离鉴定

出该病毒，命名为 ＣＶ７７７［２］。 随后，匈牙利、德国、
泰国、韩国、日本、中国、美国等国家都陆续报道了

本病。 ＰＥＤＶ 造成的危害非常严重，２０１０ － ２０１１
年，我国有 １００ 多万头猪死于 ＰＥＤＶ［３］，２０１３ 年美

国暴发 ＰＥＤ 疫情，当年美国损失了 ７００ 万头仔

猪［４］。 现在 ＰＥＤ 已经成为影响养猪产业的主要疫

病之一。 目前，在我国猪病毒性腹泻病例中，感染

ＰＥＤＶ 的病例最多且最为严重［５］，没有得到有效的

控制，是威胁养猪业的重要疾病之一。 猪流行性腹

泻最主要的传染源是患病猪和带毒猪，体内的病毒

会随着粪便、唾液等排泄物、分泌物大量排出从而

污染环境以及生产用具，被污染的饮水以及饲料等

被易感猪摄入到体内会引起机体发病［６ － ８］。 ＰＥＤＶ
经常与猪传染性胃肠炎病毒（ＴＧＥＶ）、猪轮状病毒

（ＰｏＲＶ）、猪德尔塔冠状病毒（ＰＤＣｏＶ）、猪嵴病毒

（ＰＫＶ）等病毒混合感染［９ － １１］。 ＰＥＤＶ 为冠状病毒

属的成员，为单股正链 ＲＮＡ 病毒，ＰＥＤＶ 的基因组

全部长度约为 ２８ ｋｂ，主要的结构蛋白为 Ｓ 蛋白、Ｅ
蛋白、Ｍ 蛋白和 Ｎ 蛋白。 在 ＰＥＤＶ 基因遗传进化分

析和多样性分析中，特别以 Ｓ 蛋白、Ｎ 蛋白、Ｍ 蛋白

研究的最多，Ｍ 基因具有较强的稳定性，所以 Ｍ 基

因也常用来对 ＰＥＤＶ 进行鉴定［１２ － １３］。 河南省南阳

市某规模化养猪场有能繁母猪 ５００ 头，２０１９ 年 １
月，猪只开始发生腹泻病，发病母猪 ５０ 头，哺乳仔

猪约 １５０ 头，且发病猪只集中在同一或者临近产

房，哺乳仔猪致死率非常高，给猪场造成了严重的

经济损失。 为查明病因，现场检查后并采集样品进

行实验室检验。
１　 材料与方法

１． １　 样品收集 　 无菌采集发病哺乳仔猪粪便、唾
液以及心脏、脾脏、空肠等。
１． ２　 常规检查

１． ２． １　 流行病学　 通过现场检查并询问场主以了

解本次腹泻流行情况。
１． ２． ２　 临床观察　 按常规方法对仔猪和母猪临床

症状进行观察，并记录其精神状态、饮食、体温变

化、排泄情况等临床表现。
１． ２． ３　 病理解剖观察 　 用 ７５％ 酒精擦拭仔猪体

表，在超净工作台中打开猪胸腔和腹腔，观察并拍

照记录心、肝、脾、肺、肾、肠道组织、肠系膜淋巴结

和其他一些器官组织的病理学和形态学变化。 采

集各器官部分组织至 ４％ 甲醛溶液中保存，以备后

续研究。
１． ２． ４　 组织病理学观察　 首先将保存于 ４％ 甲醛

中空肠组织、盲肠组织、结肠组织、十二指肠、回肠

组织、直肠组织取出，切成 １． ０ｘ１． ０ｘ０． ２ ｃｍ 组织

块，置于包埋盒中，自来水清洗，然后依次进行梯度

酒精脱水、二甲苯透明、浸蜡、包埋、切片、展片、贴
片、烤片等，最后进行 ＨＥ 染色。 染色后将组织切

片置普通光学显微镜下观察。
１． ３　 ＲＴ － ＰＣＲ 检测

１． ３． １　 样品处理　 在采集的粪便和唾液的棉拭子

试管中加入适量 ＤＭＥＭ 混合后，转移到高压灭菌

后的 ＥＰ 管中，然后经过离心处理，取其上清液分装

到其他管中然后 － ４０ ℃低温保存。 肠道组织和器

官组织要取其一小部分剪碎然后在加入液氮的研

钵中反复研磨，研磨结束后加入适量 ＤＭＥＭ 混合

制成匀浆，然后将组织匀浆转移到灭菌后的 ＥＰ 管

中，经离心操作后取上清分装到其他 ＥＰ 管中并 －
４０ ℃低温保存。
１． ３． ２　 引物的设计与合成　 参照美国国家生物技

术信息中心（ＮＣＢＩ）中登录的 ＰＥＤＶ 的 Ｍ 基因保守

序列（基因序列号：ＫＭ０４８２９１． １）、ＴＧＥＶ 的 Ｎ 基因

保守序列（基因序列号：ＫＸ４９９４６８． １）、ＰＤＣｏＶ 的 Ｓ
基因保守序列（基因序列号：ＭＫ４７８３８３． １）、使用

Ｐｒｉｍｅｒ ｐｒｅｍｉｅｒ ６． ０ 软件设计出针对以上基因的特

异性检测引物，引物由武汉奥科鼎盛生物科技有限

公司合成。 引物相关信息见表 １。
１． ３． ３　 提取 ＲＮＡ 与反转录合成 ｃＤＮＡ　 使用Ｔｒｉｚｏｌ
法提取 ＲＮＡ，按照普通提 ＲＮＡ 的步骤进行操作，提
取 ＲＮＡ 时注意防止污染。 提取的 ＲＮＡ 可以直接

用于反转录或者 － ４０ ℃低温保存。 反转录时按照

购买的 Ｖａｚｙｍｅ 反转录试剂盒的使用说明书步骤进

行反转录操作，使用体积为 ２０ μＬ 的反应体系。 最

·２１·



中国兽药杂志 ２０２０ 年 ４ 月第 ５４ 卷第 ４ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

终得到 ｃＤＮＡ 产物，产物可以直接用于 ＰＣＲ 反应也

可以 － ４０ ℃低温保存。
１． ３． ４　 ＰＣＲ 扩增　 把已经反转录好的 ｃＤＮＡ 进行

ＰＣＲ 扩增，分三组进行目的片段的扩增，分别为

ＰＥＤＶ、ＴＧＥＶ、ＰＤＣｏＶ 目的片段扩增。 这三组 ＲＴ －
ＰＣＲ 反应体系总体积都为 ２５ μＬ，各组按照严格用

量加入特定的酶、水和上下游引物，同时每组设两

个对照，阴性对照都为 ２ μＬ 灭菌水，阳性对照分别

为已知的 ＰＥＤＶ 的 Ｍ 基因、ＴＧＥＶ 的 Ｎ 基因、ＰＤ⁃
ＣｏＶ 的 Ｓ 基因各 ｃＤＮＡ ２ μＬ，充分保证了试验结果

准确性。 程序设定见表 ２。 然后结果使用凝胶电泳

检测，在凝胶成像系统处理下观察并判定结果。

表 １　 ＲＴ － ＰＣＲ 扩增引物信息

Ｔａｂ １　 Ｔｈｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ＲＴ － ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ

序列（５’ － ３’）
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ （５’ － ３’）

扩增长度 ／ ｂｐ
ＡｍｐｌｉｃｏｎＬｅｎｇｔｈ （ｂｐ）

退火温度 ／ ℃
ＴＭ

ＰＥＤＶ － Ｍ －２９８ － Ｆ ＴＧＧＴＧＧＴＣＴＴＴＣＡＡＴＣＣＴＧ ２９８

ＰＥＤＶ － Ｍ －２９８ － Ｒ ＣＴＧＡＧＴＡＧＴＣＧＣＣＧＴＧＴＴＴ ２９８
５８

ＴＧＥＶ － Ｎ － ３２４ － Ｆ ＣＧＣＴＡＴＣＧＣＡＴＧＧＴＧＡＡＧ ３２４

ＴＧＥＶ － Ｎ － ３２４ － Ｒ ＧＧＡＴＴＧＴＴＧＣＣＴＧＣＣＴＣＴ ３２４
５８

ＰＤＣｏＶ － ＲＴＳ － Ｆ ＣＡＡＣＣＧＴＣＴＴＧＡＧＧＡＡＧＴＡＧＡＧ ６０９

ＰＤＣｏＶ － ＲＴＳ － Ｒ ＴＣＡＡＣＧＧＴＧＡＧＧＴＴＧＡＧＡＡＴＡＧ ６０９
５６

表 ２　 ＰＣＲ 扩增程序

Ｔａｂ ２　 ＰＣＲ Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ｐｒｏｇｒａｍ Ｓｅｔｔｉｎｇ

反应过程
Ｔｈｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ

ｐｒｏｃｅｓｓ

反应温度 ／ ℃
Ｔｈｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ

ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ （℃）

反应时间 ／ ｓｅｃ
Ｔｈｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ
ｔｉｍｅ （ｓｅｃ）

预变性 ９５ ３００

变性
退火温度
延伸 １

９５
５５
７２

３０
３０
３０

} ４０ 个循环

延伸 ２ ７２ ３００

终止 ４ ６００

２　 结果与分析

２． １　 发病情况　 河南南阳市某猪场母猪发病 ５０ 头、
仔猪发病 １５０ 头，母猪发病无死亡现象，仔猪发病

死亡 １３５ 头，并且发病相对集中。 经与猪场场主交

谈，得知该猪场已经注射猪流行性腹泻病毒、猪传

染性胃肠炎病毒、猪轮状病毒三联疫苗。
２． ２　 临床观察结果 　 临床上出现母猪腹泻、精神

沉郁、营养不良，猪舍内部脏乱、粪便横流，仔猪严

重腹泻、呕吐、体温升高、发育不良、食欲下降、毛发

凌乱且沾满粪便和呕吐液、消瘦、站立不稳、病死率

高、发病较为集中。 临床观察如图 １。

Ａ：严重腹泻导致肛门红肿　 Ｂ：仔猪腹泻

Ａ：Ａｎａｌ ｒｅｄｎｅｓｓ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ｓｅｖｅｒｅ ｄｉａｒｒｈｅａ ｉｎ ｐｉｇｌｅｔｓ Ｂ：Ｐｉｇｌｅｔ ｄｉａｒｒｈｅａ

图 １　 仔猪临床症状

Ｆｉｇ １　 Ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ｏｆ ｐｉｇｌｅｔｓ

２． ３　 剖检结果　 对仔猪进行剖检观察，发现胃内

充满大量气体，导致胃胀气，且胃内有黄色粘稠物，
肠道普遍出现胀气，肠道内出现黄色液体，空肠胀

气尤为严重，肠壁变薄变透明，缺乏弹性，肠壁和肠

系膜有出血情况（图 ２）。
２． ４　 组织病理观察结果　 取剖检仔猪空肠、盲肠、
回肠、结肠、十二指肠组织做病理切片，在显微镜下

观察结果并与正常肠道切片镜检图对照（对照组来

自河南省动物性食品重点实验室），发现各肠道出

现不同程度病变，空肠出现明显病变，表现为肠绒

毛萎缩、脱落。 回肠肠道细胞碱性粒子增多。 切片

观察及对照如图 ３。
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Ａ：肠内充满黄色液体 Ｂ：肠道出血

Ａ：Ｔｈｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅｓ ａｒｅ ｆｉｌｌｅｄ ｗｉｔｈ ｙｅｌｌｏｗ ｌｉｑｕｉｄ Ｂ：Ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｂｌｅｅｄｉｎｇ

图 ２　 剖检病变

Ｆｉｇ ２　 Ａｎａｔｏｍｉｃａｌ ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ

Ａ：空肠出现肠绒毛萎缩（１００ × ）Ｂ：健康仔猪空肠对照（１００ × ）Ｃ：回肠细胞碱性染色颗粒增多（２００ × ）Ｄ：健康仔猪回肠对照（２００ × ）

Ａ：Ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｖｉｌｌｉ ａｔｒｏｐｈｙ ｉｎ ｔｈｅ Ｊｅｊｕｎｕｍ（１００ × ）Ｂ：Ｎｅｇｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ Ａ（１００ × ）

Ｃ：Ｉｎｃｒｅａｓｅ ｏｆ ａｌｋａｌｉｎｅ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｉｎ ｃｏｌｏｎ（２００ × ）Ｄ：Ｎｅｇｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ Ｃ（２００ × ）

图 ３　 肠道病理变化

Ｆｉｇ ３　 Ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ

２． ５　 ＲＴ － ＰＣＲ 鉴定结果 　 采集猪的粪便、唾液、
空肠、脾脏、心脏样品，运用 ＲＴ － ＰＣＲ 方法同时进

行 ＰＥＤＶ、ＰＤＣｏＶ、ＴＧＥＶ 三种病原检测，结果显示

仅有脾脏和空肠 ＰＥＤＶ 检出阳性，而其他组织既没
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检出 ＰＥＤＶ，也没有检出 ＰＤＣｏＶ 和 ＴＧＥＶ。 结果如

图 ４ 所示。

Ｍ：ＤＬ２０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ；Ｎ１：ＰＤＣｏＶ 阴性对照；

１：空肠组织；２：唾液；３：脾脏；４：粪液；５：心脏；

Ｐ１：ＰＤＣｏＶ 阳性对照；Ｎ２：ＰＥＤＶ 阴性对照；

Ｐ２：ＰＥＤＶ 阳性对照；Ｎ３：ＴＧＥＶ 阴性对照；Ｐ３：ＴＧＥＶ 阳性对照

Ｍ：ＤＬ２０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ；Ｎ１：ＰＤＣｏＶｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ；

１： Ｊｅｊｕｎｕｍ ｔｉｓｓｕｅ；２： ｓａｌｉｖａ；３： ｓｐｌｅｅｎ；

４：ｆｅｃａｌ ｌｉｑｕｉｄ；５： ｈｅａｒｔ；Ｐ１：ＰＤＣｏＶｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ；

Ｎ２：ＰＥＤＶｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ；Ｐ２：ＰＥＤＶｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ；

Ｎ３：ＴＧＥＶｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ；Ｐ３：ＴＧＥＶｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ

图 ４　 猪 ＲＴ － ＰＣＲ 检测结果

Ｆｉｇ ４　 Ｐｉｇ ＲＴ － ＰＣＲ ｓａｍｐｌｅ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ

３　 讨论与结论

有研究显示，自 ２０１０ 年以来，全球范围内爆发

的大面积仔猪腹泻给养猪行业带来了巨大的经济

损失，给养猪行业带来重创［１４ － １６］，然而其发病机制

至今尚未完全了解。 许多研究表明，目前引起仔猪

腹泻的病毒主要是 ＰＥＤＶ、ＴＧＥＶ、ＰＤＣｏＶ、ＰｏＲＶ 这

四种［１７ － １９］，而且猪流行性腹泻是引起大多数猪腹

泻的主要疾病。 赵胜杰等研究表明，ＰＥＤＶ 在河南

省内具有一定的流行性。

经过前期的流行病学调查，得知该猪场已经注

射过 ＰＥＤＶ 的疫苗，但是，经过综合诊断，本次发病

仍是由于 ＰＥＤＶ 感染造成的，这可能是 ＰＥＤＶ 已经

发生了变异导致之前注射的传统 ＣＶ７７７ 疫苗不能

产生保护作用，推测本场本次感染 ＰＥＤＶ 毒株与经

典疫苗毒株有差异，提示我们要针对新变异的毒株

研制出新的疫苗。 但是在当下，建议猪场制定综合

治疗和特异性治疗措施，标本兼治，及时控制疾病，

减少经济损失。

目前，感染 ＰＥＤＶ、ＴＧＥＶ、ＰＤＣｏＶ 的猪在临床

上所表现症状极为相似，都表现为呕吐、腹泻、食欲

不振、精神萎靡等症状，临床症状很难将其区分开

来。 而且这几种病对肠道的感染造成的病变也极

为相似，在组织病理学方面也很难将其区分。 故只

能采取的是其他更有效的诊断方法进行诊断，比如

血清学方法、ＰＣＲ 等特异性实验室诊断方法。 本次

采用的是 ＲＴ － ＰＣＲ 技术进行检测。 该技术是比较

快捷和方便的，也有相当高的准确性。 通过 ＲＴ －
ＰＣＲ 技术方法我们最终确定本次猪场腹泻病是由

于感染 ＰＥＤＶ 造成。
通过本次试验研究，建议 ＰＥＤ 预防免疫的主

要工作是加大 ＰＥＤＶ 疫苗的研发力度，研制出新型

的疫苗用来防控 ＰＥＤＶ 变异毒株的感染。
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