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摘要　 ［目的］对安徽省泗县猪附红细胞体病进行流行病学调查。 ［方法］从泗县 ３ 个乡镇收集 ３００ 份疑似病例血样，对其进行血液涂片
检查、ＰＣＲ 检测和基因测序。 ［结果］不同规模或饲养方式的猪场猪附红细胞体感染情况不同。 从调查地点来看，墩集镇猪场感染率最
高，达 ６５％；其次是黄圩镇，感染率为 ４４％；大庄镇猪场猪附细细胞体感染率最低，为 ３９％。 仔猪感染率低于育肥猪，育肥猪感染率为
５４．６７％，仔猪感染率仅 ４４．００％。 ［结论］安徽省泗县猪附红细胞体病感染率较高，应加强预防和控制。
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　 　 猪附红细胞体病是危害养猪业较为严重的疫病之一，常
引起溶血性黄疸、呼吸困难、身体虚弱、体温升高、血液稀薄

等症状，造成病猪高热稽留不退、厌食绝食、咳嗽和气喘。 公

猪尿鞘积尿，精神差；母猪产后奶水不足、哺育功能较弱。 患

病猪主要表现为繁殖障碍或生育障碍，这些问题给我国畜牧

业带来了巨大的经济损失［１－２］。 为了全面了解安徽省泗县猪

感染附红细胞体情况，笔者选取黄圩镇、大庄镇和墩集镇为

调查点，选择 ３０ 个具有代表性的猪场作为调查对象，采集全

血 ３００ 份，对其进行血液涂片检查、ＰＣＲ 检测和基因测序。
１　 材料与方法

１．１　 材料

１．１．１　 细胞与载体。 大肠杆菌 ＤＨ５α；ｐＭＤ－１８Ｔ 载体购自

ＴａＫａＲａ 公司。
１．１．２　 主要试剂。 血液基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒和 ＰＣＲ 试

剂盒，均购自美国 Ｏｍａｇａ 公司；ＤＮＡ Ｍａｋｅｒ ２０００、琼脂糖和溴

化乙锭（ＥＢ）等均购自天根生物有限公司。
１．１．３　 调查地点和调查对象。 选择具有代表性的墩集镇、黄
圩镇、大庄镇 ３ 个乡镇为调查地点，选取 ３０ 个具有代表性的

猪场作为调查对象，调查这 ３ 个乡镇养殖场猪附红细胞体的

感染情况。
１．２　 方法

１．２．１　 血液基因组提取。 血液基因组提取按照 Ｏｍａｇａ 血液

基因组提取试剂盒说明书操作。
１．２．２　 引物设计。 参照 Ｍｅｓｓｉｃｋ［３］ 的方法进行引物设计。 结

合ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中登录的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 序列，并将其作为模板，
使用 Ｐｒｉｍｅｒ ｐｒｉｍｅｒ ５． ０ 软件设计引物，Ｐ１ 为 ＡＡＡＡＡＧＧＣ⁃

ＣＣＴＣＧＧＧＴＣＴＴＴ，Ｐ２为 ＴＣＡＡＴＴＡＴＧＴＣＣＣＡＧＧＣＡＣＴ。
１．２．３　 目的基因的 ＰＣＲ 扩增。 ＰＣＲ 反应条件如下：９４ ℃预

变性 ５ ｍｉｎ；９４ ℃ 变性 １ ｍｉｎ，５０ ℃ 退火 １ ｍｉｎ，７２ ℃ 延伸

１ ｍｉｎ，３０ 个循环；７２ ℃延伸 ７ ｍｉｎ，最后 ４ ℃下保存。
１．２．４　 基因测序与分析。 对菌落 ＰＣＲ 鉴定为阳性的菌株进

行序列测定，对所测定的序列在 ＮＣＢＩ 网站进行 Ｂｌａｓｔ 序列分

析，并使用 ＭＥＧＡ ４．０ 软件构建遗传进化树。
１．２．５　 数据统计与分析。 将试验数据进行汇总与统计分析，
比较不同地点、规模、月龄和症状猪附红细胞体的感染情况。
２　 结果与分析

２．１　 临床症状观察　 试验猪均表现出一定的患附红细胞体

病的特征。 抽检猪中，体温升高 ３０ 头，检出 ２３ 头感染附红

细胞体，检出率为 ７６．６７％；皮肤变色 ４０ 头，检出 ２４ 头感染附

红细胞体，检出率为 ６０％；饮食减少 ６０ 头，检出 ２４ 头感染附

红细胞体，检出率为 ４０％；气喘咳嗽 ２０ 头，检出 １２ 头感染附

红细胞体，检出率为 ６０％；排泄稀薄 ７０ 头，检出 ３５ 头感染附

红细胞体，检出率为 ５０％；精神萎靡 ８０ 头，检出 ３０ 头感染附

红细胞体，检出率为 ３７．５０％。
２．２　 血涂片染色镜检结果　 取血样制成血涂片，采用瑞氏血

涂片染色法进行染色并镜检。 从图 １ 可以看出，猪血液红细

胞发生变形，且表面有附红细胞体分布［４－５］。
２．３　 ＰＣＲ检测结果　 从图 ２ 可以看出，ＰＣＲ 扩增产物经电

泳检测后发现７００ ｂｐ左右的条带，与预期结果相符。
２．４　 基因测序结果　 阳性克隆经序列测定后，其大小７００ ｂｐ，
同源性分析结果表明其与猪附红细胞体的同源性达 ８５％。
２．５　 不同地点养殖场的感染情况比较　 由表 １ 可知，虽然取

样猪场都在泗县范围内，由于地理位置和环境不同，猪感染

附红细胞体情况也存在差异。 总体来看，在黄圩镇检测的

安徽农业科学，Ｊ．Ａｎｈｕｉ Ａｇｒｉｃ．Ｓｃｉ． ２０１８，４６（１６）：７９－８１ 　 　 　



１００ 头猪中，可检出 ４４ 头附红细胞体呈阳性，感染率达 ４４％；
在大庄镇检测的 １００ 头猪中，３９ 头猪呈阳性，感染率达 ３９％；
在对墩集镇检测的 １００ 头猪中，有 ６５ 头猪体检测出附红细

胞体，感染率达 ６５％。 由此可见，墩集镇受检猪附红细胞体

的感染率明显高于黄圩镇和大庄镇。

注：箭头处为猪附红细胞体

Ｎｏｔｅ：Ｔｈｅ ａｒｒｏｗ ｓｈｏｗｅｄ Ｅ．ｓｕｉｓ
图 １　 血液涂片检查结果

Ｆｉｇ．１　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｂｌｏｏｄ ｓｍｅａｒ ｔｅｓｔ

注：Ｍ．Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ ２０００；１～２．阳性菌 ＰＣＲ 扩增产物

Ｎｏｔｅ：Ｍ ｓｔａｎｄｓ ｆｏｒ Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ ２０００；ｌａｎｅ １－２ ｗａｓ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ
ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｂａｃｔｅｒｉａ

图 ２　 ＰＣＲ扩增结果

Ｆｉｇ．２　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ

表 １　 不同地点养殖场猪附红细胞体的感染情况比较

Ｔａｂｌｅ １　 Ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｒａｔ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ Ｅ．ｓｕｉｓ ｉｎ ｐｉｇ ｆａｒｍｓ ａｍｏｎｇ ｄｉｆｆｅｒ⁃

ｅｎｔ ｓｉｔｅｓ

地点
Ｓｉｔｅｓ

抽检数
Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
ｎｕｍｂｅｒ

头

阳性数
Ｐｏｓｉｔｉｖｅ
ｎｕｍｂｅｒ

头

感染率
Ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ
ｒａｔｅ∥％

墩集镇 Ｄｕｎｊｉ Ｔｏｗｎ １００ ６５ ６５
黄圩镇 Ｈｕａｎｇｗｅｉ Ｔｏｗｎ １００ ４４ ４４
大庄镇 Ｄａｚｈｕａｎｇ Ｔｏｗｎ １００ ３９ ３９

２．６　 不同规模养殖场的感染情况比较　 由表 ２ 可知，５０ 头

以下规模的猪场附红细胞体感染率明显高于 ２００ 头以上规

模的猪场。 ２００ 头以上猪场共检出 ４８ 头（黄圩镇 １５ 头、大庄

镇 １２ 头、墩集镇 ２１ 头），５０ 头以下猪场共检出 １００ 头（黄圩

镇 ２９ 头、大庄镇 ２７ 头、墩集镇 ４４ 头）。

表 ２　 不同规模养殖场猪附红细胞体的感染情况比较

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ Ｅ．ｓｕｉｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｃａｌｅｓ ｏｆ ｐｉｇ
ｆａｒｍｓ

规模
Ｓｃａｌｅ
头

抽检数
Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
ｎｕｍｂｅｒ

头

阳性数
Ｐｏｓｉｔｉｖｅ
ｎｕｍｂｅｒ

头

感染率
Ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ
ｒａｔｅ∥％

＞２００ １５０ ４８ ３２．００
＜５０ １５０ １００ ６６．６７

２．７　 不同月龄猪群的感染情况比较　 由表 ３ 可知，１～３ 月龄

猪共 １５０ 头，附红细胞体感染检出头数为 ６６ 头（黄圩镇 １９
头、大庄镇 １７ 头、墩集镇 ３０ 头），检出率为 ４４％；４～６ 月龄猪

共 １５０ 头，附红细胞体感染头数 ８２ 头（黄圩镇 ２５ 头、大庄镇

２２ 头、墩集镇 ３５ 头），感染率为 ５４．６７％。 ４～６ 月龄猪附红细

胞体的感染率高于 １～３ 月龄。

表 ３　 不同月龄猪群附红细胞体的感染情况比较

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ Ｅ．ｓｕｉｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｏｎｔｈ ａｇｅｓ ｏｆ
ｐｉｇｓ

月龄
Ｍｏｎｔｈ
ａｇｅ

抽检数
Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
ｎｕｍｂｅｒ

头

阳性数
Ｐｏｓｉｔｉｖｅ
ｎｕｍｂｅｒ

头

感染率
Ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ
ｒａｔｅ∥％
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３　 讨论与结论

３．１　 附红细胞体感染情况　 此次对泗县猪感染附红细胞体

情况的调查发现，抽检猪群感染率总体达 ４９．３３％，其中低月

龄仔猪感染率为 ４４％。 此次调查结果与邰秀珍等［６］ 报道的

夏秋季猪群附红细胞体的感染率基本相一致。 这说明该地

区存在猪感染附红细胞体情况，在不同规模猪场均有附红细

胞体污染现象，其中育肥感染率相对最高，总体达 ５４．６７％。
３．２　 猪附红细胞体病的诊断　 建立猪附红细胞体病的高效

诊断方法是控制该病的有力手段和前提条件。 附红细胞体

病症状临床上并不是同时发生和存在的，而且还有别的疾病

有同样的症状，这就要求提高鉴别诊断手段的准确率。 临床

上最需要鉴别诊断的是猪瘟、猪巴贝斯虫（猪焦虫）和猪肺

疫，尤其与猪瘟的外部表现较为类似，在发病初期极端仅仅

通过对症状进行观察是很难做出准确判断，只有等到发病中

后期通过尸体解剖检测的方式才能够进行鉴别。
血涂片检查法是血涂片经姆萨染色或吖啶橙染色对血

液样本进行染色，然后用显微镜对涂片进行观察。 附红细胞

体姬姆萨氏染色呈蓝紫色或粉红紫色。 瑞氏染色呈淡蓝色。
吖啶橙染色呈淡绿色荧光。 它们的优点都是简单易操作，特
征明显易观察。 姬姆萨氏染色、瑞氏染色需注意要避免变性

红细胞如豪－周氏小体红细胞、嗜碱性点彩红细胞和多染性

红细胞等以及血小板、抗凝剂、染料颗粒这些因素的干扰；吖
啶橙染色过程中也常常会发生假阳性事件。 此外，这 ２ 种检

测方法的缺点是敏感性都较低，吖啶橙染色法还需有暗室和
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荧光显微镜［４］。 此外，上述这些方法只能观测到附着于红细

胞表面的附红细胞体，而游离于红细胞内部的附红细胞体却

无法得到有效地观察。 若采用改良方法，将血液经生理盐水

进行一定比例稀释后再染色，可在一定程度上减少染色颗粒

的发生，降低假阳性率。 该试验中血涂片检查也需要对猪全

血进行稀释，然后染色镜检，结果发现该方法在去除杂质和

染色颗粒方面有明显地改善。
ＰＣＲ 诊断方法具有高敏感性和特异性强等优点。 在分

子生物学诊断方法中最常用此方法。 关于 ＰＣＲ 方法诊断附

红细胞体病报道较多。 张浩吉等［７］以 １６Ｓ ｒＲＮＡ 为检测目的

基因，建立了 ＰＣＲ 诊断猫附红细胞体感染情况的检测方法，
证实该方法具有良好的特异性和敏感性。 Ｏｂｅｒｓｔ 等［８］ 在猪

附红体感染高峰期取样，从中分离出猪附红细胞体。 提取

ＤＮＡ 后以 ３２Ｐ 标记制成探针，能区别感染猪和非感染猪，且不

与感染其他病的猪血清中 ＤＮＡ 发生杂交反应。 后来，进一步

利用 ＰＣＲ 技术检测猪附红细胞体的感染情况，证明其敏感性

高，同时证明感染附红细胞体的猪在 ２４ ｈ 后即可检测出。
兽医临床诊断方法不准确，而 ＰＣＲ 检测方法对于仪器

设备以及操作人员的要求都过高，不适合乡镇级畜牧兽医水

产站和一般规模养殖场使用，还是需要用病原学检测方法

（如瑞氏血涂片染色法）进行确诊。 因为病原学方法无论是

成本还是设备仪器以及对操作人员的要求，都更适合乡镇兽

医站和一般规模养殖场使用。
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长越旺盛，积累重金属的量越多。 第 ４ 和第 ５ 个群落的富集

系数明显低很多，说明土壤中过多的水分影响了根部对重金

属的富集。
虽然 Ｃｄ 在野生大豆中的含量比其他 ３ 种重金属低，但

Ｃｄ 的富集系数是最高的，说明 Ｃｄ 在野生大豆中的迁移强度

和吸收利用程度高于其他 ３ 种，Ｃｄ 更容易从土壤中进入野

生大豆体内［１３］。 Ｃｄ 的转移系数表现为前 ３ 个群落小于后 ２
个群落，这可能与后 ２ 个群落土壤的含水量大有关，因为 Ｃｄ
是水易溶性元素，在这 ４ 种重金属中 Ｃｄ 的水溶性是最大。

野生大豆对 Ｃｕ、Ｚｎ、Ｃｄ、Ｐｂ ４ 种重金属富集特征都呈现

出地下部分明显大于地上部分。 这可能是因为土壤中重金

属直接与野生大豆根系接触，根部有大量的微生物，能将重

金属离子吸收或固定，增强了根部对重金属的吸收和富集

能力［１４］。
比较野生大豆地上部分与地下部分积累重金属，积累主

要集中在根部，这是由于野生大豆对将重金属从地下部转运

到地上部的能力较差，它尽量把吸收到体内的重金属束缚在

根部，避免地上部茎和叶的细胞受到重金属的直接伤害。 野

生大豆对 Ｃｄ 的积累很高，但是将 Ｃｄ 运输到地上部的能力较

差，从这一点讲，野生大豆只能算是一种富集植物，而不是超

富集植物，因为超富集植物的一个主要特征就是植物地上部

重金属含量大于根部该重金属含量［１５］。 野生大豆能够从土

壤中吸收重金属，并把它们固定在根部，限制重金属向地上

部转移，使重金属污染土壤的植物稳定。 植物稳定的作用是

通过植物根部积累、沉淀、转化土壤中有毒金属，或通过根部

吸附来加强对污染物的固定，以降低其生物有效性和防止其

进入地下水和食物链，从而减少其对环境和人类健康的污染

风险［１６］。 野生大豆可以阻止重金属进入地上部分，减少毒

害作用，具有对重金属的排斥机制，这可能也是它生态幅大

的部分原因。
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