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摘要： 采集临床疑似猪传染性胸膜肺炎的发病猪的肺组织病料进行细菌分离鉴定， 对分离菌株进行毒力评价和病理学研究， 以便了解胸膜肺炎

放线杆菌 （ＡＰＰ） 的致病性、 病变特点及在组织中的定位特点等。 通过细菌分离培养、 卫星现象、 生化鉴定、 ＰＣＲ 鉴定、 琼脂扩散试验等方法对

临床分离株及血清型进行鉴定， 攻毒小鼠和猪进行毒力评价， 采集样品进行苏木素－伊红 （ＨＥ） 和免疫组化 （ ＩＨＣ） 染色观察病理学变化。 结

果： 分离到的 ＡＰＰ 鉴定为血清 ５ 型， 命名为 ＬＹ２１０５ 株； ＬＹ２１０５ 株以 ０􀆰 ８６×１０８ ＣＦＵ ／ 只腹腔注射感染小鼠， 感染 １ ｄ 内小鼠 １００％死亡； ＬＹ２１０５
株以 １􀆰 ８７×１０８、 １􀆰 ８７×１０９ ＣＦＵ ／ 头的剂量对猪滴鼻攻毒后可导致体温升高、 精神萎靡、 食欲废绝、 呼吸困难等临床症状， 死亡率 ６０％ ～８０％， 可

见 ＬＹ２１０５ 株对猪具有较强的致病性； 剖检感染猪， 结果以出血性坏死性肺炎、 纤维素性坏死性肺炎为主； ＨＥ 染色可见肺组织大片出血、 坏死或

形成坏死性肉芽肿样病变等典型的组织学病变特征； ＩＨＣ 染色可见 ＡＰＰ 抗原主要定位于气管、 肺的中性粒细胞、 肺泡巨噬细胞。 本研究结果为

ＡＰＰ 感染的病理学、 发病机理以及诊断方法、 防控措施等提供了一定的理论依据。
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　 　 猪传染性胸膜肺炎 （ ｐｏｒｃｉｎｅ ｐｌｅｕｒｏｐｎｅｕｍｏｎｉａ，
ＰＣＰ） 是由胸膜肺炎放线杆菌 （Ａｃｔｉｎｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｌｅｕｒｏ⁃
ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ， ＡＰＰ） 引起的以胸膜肺炎和出血性坏死

性肺炎为特征的传染病， 危害严重， 分布于世界各

地， 所有年龄段猪均易感， 多发于 ２ ～ ４ 月龄猪， 在

患病猪的鼻腔、 肺、 淋巴结中都能检测到病原［１］。
患猪典型临床症状表现为急性死亡、 口鼻出血、 精神

不振、 食欲减退、 呼吸急促与咳嗽等， 给养猪业造成

较大损失。 ＡＰＰ 为有荚膜、 球杆状的革兰阴性菌，
已知至少有 １９ 种血清型［２］， 我国主要流行血清 １、
２、 ３、 ５、 ７ 型等［３－４］， 根据培养时是否需要辅酶Ⅰ
（ＮＡＤ）， 将 ＡＰＰ 分为生物Ⅰ型 （ＮＡＤ 依赖型） 和生

物Ⅱ型 （ＮＡＤ 非依赖型） ２ 种。 ＡＰＰ 能分泌表达

ＡｐｘⅠ、 ＡｐｘⅡ、 ＡｐｘⅢ、 ＡｐｘⅣ这 ４ 种 Ａｐｘ 毒素， Ａｐｘ
毒素的细胞毒性和溶血活性强弱不一， 菌株分泌的

Ａｐｘ 毒素类型在很大程度上决定了毒株的毒力强

弱［５］， 其中血清 １、 ５、 ９、 １１ 型可分泌 Ａｐｘ Ⅰ 和

ＡｐｘⅡ毒素， 毒力较强。
ＡＰＰ 为猪重要的呼吸道病原之一， 目前国内对

ＡＰＰ 的研究多关注于不同血清型菌株的流行病学、
致病性与疫苗等方面， 而对其感染猪后引起的组织病

理学损伤及病原菌的定位等方面研究较少。 本研究通

过对河南省某规模养殖场分离鉴定到的血清 ５ 型 ＡＰＰ
菌株进行毒力评价， 进一步研究其感染猪后引起的组

织病理学损伤， 并通过免疫组化方法研究病原菌在各

组织脏器的定位和分布规律， 为 ＡＰＰ 感染猪的病理

学研究和发病机制研究提供基础数据， 并为 ＡＰＰ 感

染的诊断方法和防控措施提供一定的理论依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 病料来源

国家兽用药品工程技术研究中心于 ２０２１ 年 ５ 月

收集来自河南省洛阳某规模化猪场疑似 ＰＣＰ 猪的新

鲜肺组织病料进行细菌分离鉴定。 发病猪出现体温升

高、 精神萎靡、 食欲减退、 咳嗽、 呼吸困难等临床症

状， 死后口鼻出血， 剖检发现气管内充满血性泡沫样

分泌物， 肺脏出血， 肺与心包膜和胸膜粘连， 大面积

坏死性脓肿灶等病变。
１􀆰 ２　 主要试剂与菌株

胰酪大豆胨琼脂 （ＴＳＡ） 培养基、 胰酪大豆胨液

体培养基 （ＴＳＢ） 均购自 ＢＤ Ｄｉｆｃｏ 公司； ＮＡＤ 购自

生工生物工程 （上海） 股份有限公司； 新生牛血清

购自浙江天杭生物科技有限公司； 革兰染液购自北京

索莱宝科技有限公司； 微量生化管购自杭州微生物试

剂有限公司； 脱纤维绵羊血购自郑州益康生物工程有

限公司； 细菌基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒购自北京天根

生化科技有限公司； ＥｘＴａｑ 酶、 ｄＮＴＰ、 ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ
（ＤＬ２０００） 均购自 ＴａＫａＲａ 公司； 金黄色葡萄球菌参

考菌株 ＡＴＣＣ ６５３８、 ＡＰＰ １ ～ １０ 血清型参考菌株

ＣＶＣＣ ２５９～２６８ 均购自中国兽医药品监察所； 辣根过

氧化物酶 （ＨＲＰ） 标记的羊抗兔 ＩｇＧ 购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司； 正常马血清、 胰蛋白酶消化液、 ＡＥＣ 显色盒、
水溶性封片剂均购自北京中杉金桥生物技术有限公

司； ＡＰＰ １～１０ 血清型参考菌株单因子兔阳性血清由

国家兽用药品工程技术研究中心制备并鉴定； 其余化

学试剂均为分析纯产品。
１􀆰 ３　 试验动物

２０ 头 ７０～７７ 日龄健康易感猪筛选自洛阳周边养

殖场， ＡＰＰ、 非洲猪瘟病毒 （ＡＳＦＶ）、 猪繁殖与呼吸

综合征病毒 （ＰＲＲＳＶ）、 猪圆环病毒 ２ 型 （ＰＣＶ２）、
伪狂犬病病毒 （ＰＲＶ）、 猪肺炎支原体 （Ｍｈｐ） 抗原

均为阴性， ＡＰＰ 间接血凝抗体效价≤１ ∶ ４。 ２０ 只 ５～
６ 周龄 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠， 购自北京维通利华实验动物技

术有限公司。
１􀆰 ４　 细菌分离

无菌采集病变肺组织接种于含 １％ ＮＡＤ、 ５％新

生牛血清的 ＴＳＡ 培养基上， ３７ ℃恒温培养箱中培养

１８～２４ ｈ， 挑取可疑菌落于含 １％ ＮＡＤ、 ５％新生牛血

清的 ＴＳＡ 培养基上纯化培养， 取纯化的典型单个菌

落进行革兰染色， 在油镜下观察菌体形态。 同时接种

于不含 １％ ＮＡＤ 但含 ５％新生牛血清的 ＴＳＡ 培养基

上， 观察菌落生长情况以及形态大小。
１􀆰 ５　 卫星现象观察

挑取纯化的单个菌落接种于血平板表面， 用金黄

色葡萄球菌 ＡＴＣＣ ６５３８ 作垂直划线， ３７ ℃条件下培

养 １８～２４ ｈ， 观察是否有卫星现象。
１􀆰 ６　 生化鉴定

挑取纯化的单个菌落接种于含 １％ ＮＡＤ、 ５％新

生牛血清的 ＴＳＢ 液体培养基中， ３７ ℃ 条件下培养

２４～４８ ｈ 至液体浑浊， 将培养菌液接种于微量生化反

应管中， ３７ ℃条件下培养 ２４ ～ ４８ ｈ， 接种前在微量

生化管中补加 １％ ＮＡＤ 并混匀， 观察其生化反应

特性。
１􀆰 ７　 ＡＰＰ 特异性 ＰＣＲ 鉴定

参照文献 ［６］ 中 ＡＰＰ Ａｐｘ ＩＶ Ａ 基因序列设计

的特异性引物用于 ＡＰＰ 的鉴定， 引物 ＡＰＰ －Ｆ： ５′－
ＴＧＧＣＡＣＴＧＡＣＧＧＴＧＡＴＧＡ － ３′； ＡＰＰ － Ｒ： ５′ － ＧＧＣ⁃
ＣＡＴＣＧＡＣＴＣＡＡＣＣＡＴ － ３′， 扩增目的片段大小为

４２２ ｂｐ， 引物由金唯智生物科技有限公司合成。 使用

细菌基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒提取 ＤＮＡ 作为模板，
ＰＣＲ 扩增体系为： Ｐｒｅｍｉｘ ＴａｑＴＭ１２􀆰 ５ μＬ， 上下游引物

（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 各 １ μＬ， 模板 ２􀆰 ０ μＬ， 双蒸水补足至
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２５ μＬ。 反应程序为： ９５ ℃ ５ ｍｉｎ； ９４ ℃ ４０ ｓ， ５５ ℃
退火 ３０ ｓ， ６８ ℃ １ ｍｉｎ， ３５ 个循环； ７２ ℃ １０ ｍｉｎ。
取上述产物于 １􀆰 ０％琼脂糖凝胶电泳检测。 若待测样

品出现与目的条带相符情况， 判为阳性， 同时设

ＡＰＰ 参考菌株为阳性对照， ＤＮａｓｅ ／ ＲＮａｓｅ－ｆｒｅｅ ｄｄＨ２Ｏ
为阴性对照。
１􀆰 ８　 血清型鉴定

参考文献 ［７］ 和农业行业标准 ＮＹ ／ Ｔ ５７３—２０２３
《猪传染性胸膜肺炎诊断技术》 ［８］， 采用琼脂扩散试

验进行血清型鉴定， 使用酚水法提取待检菌和 ＡＰＰ
１～１０ 血清型参考菌株的多糖抗原， 并制备 ＡＰＰ １ ～
１０ 型参考菌株单因子阳性血清。 琼脂板的中间孔加

入待检菌多糖抗原， 周边孔加 １～１０ 型单因子血清和

对应型参考株多糖抗原， 加样完毕后于 ３７ ℃条件下

反应 ２４ ｈ 观察结果。 备检抗原与单因子血清之间出

现明显清晰的沉淀线， 并与标准型抗原和单因子血清

之间形成的沉淀线融合， 即可判为该血清型。
参照文献 ［９］ 血清 ５ 型 ＡＰＰ 的 ｃｐｓ５Ｂ 基因的序

列设计的特异引物， 引物为 ＡＰＰ ５Ｆ： ５′ － ＡＧＣＣＡ⁃
ＣＡＡＧＡＣＣＣＧＡＡＴＧＧＴＡＴＡＡＴＧ－３′； ＡＰＰ ５Ｒ： ５′－ＣＣ⁃
ＡＴＣＡＡＡＴＧＣＡＧＣＴＴＣＡＡＧＧＡＧＣ－ ３′， 目的片段大小

为 ８２５ ｂｐ， 引物由金唯智生物科技有限公司合成。
ＤＮＡ 提取方法以及 ＰＣＲ 扩增体系与 １􀆰 ７ 相同。 反应

程序为： ９５ ℃ ５ ｍｉｎ； ９４ ℃ ４０ ｓ， ６３ ℃ 退火 ３０ ｓ，
６８ ℃ １ ｍｉｎ， ３５ 个循环； ７２ ℃ １０ ｍｉｎ。 设 ＡＰＰ 血清

５ 型参考菌株 ＣＶＣＣ ２６３ 为阳性对照， ＤＮａｓｅ ／ ＲＮａｓｅ－
ｆｒｅｅ ｄｄＨ２Ｏ 为阴性对照。 将 ＰＣＲ 产物进行测序并与

ＡＰＰ 序列进行 ＢＬＡＳＴ 比对分析。
１􀆰 ９　 分离菌株对小鼠的毒力试验

分离的血清 ５ 型 ＡＰＰ 分离株在 １％ＮＡＤ、 ５％新

生牛血清的 ＴＳＡ 培养基上 ３７ ℃培养 １８ ～ ２４ ｈ， 挑取

单个菌落至 ＴＳＢ 液体培养基中 ３７ ℃、 ２００ ｒ ／ ｍｉｎ 培养

１６ ｈ， 按 １％比例转接至 ２００ ｍＬ 摇瓶， ３７ ℃、 ２００
ｒ ／ ｍｉｎ 培养 ６ ｈ 收获菌液， 对培养菌液进行活菌预计

数， 计算每毫升菌液的活菌数。
将 ２０ 只 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠分成 ４ 组， 即高、 中、 低

剂量攻毒组和空白组， 每组 ５ 只。 参考文献 ［１０］
中血清 ５ 型 ＡＰＰ 对小鼠的致死剂量， 根据预计数结

果稀释攻毒培养菌液至 １􀆰 ０×１０８、 １􀆰 ０×１０７和 １􀆰 ０×１０６

ＣＦＵ ／只， 即高、 中、 低攻毒剂量， 均腹腔注射， 攻

毒 ０􀆰 ５ ｍＬ ／只， 同时对攻毒菌液进行计数； 空白组腹

腔注射 ０􀆰 ５ ｍＬ ＰＢＳ。 攻毒后连续观察 ７ ｄ， 观察小鼠

的精神状态、 行为、 采食及死亡情况， 试验结束时将

存活小鼠实施安乐死， 并采集病变肺组织进行细菌分

离鉴定。

１􀆰 １０　 分离菌株对猪的毒力试验

按照 １􀆰 ９ 的方法， 培养攻毒菌液并进行预计数。
将 ２０ 头健康易感猪， 分成 ４ 组， 即高、 中、 低剂量

攻毒组和空白组， 每组 ５ 只。 参考文献 ［１０］ 中血

清 ５ 型 ＡＰＰ 对猪的攻毒剂量， 按预计数结果稀释攻

毒培养菌液至 １􀆰 ０×１０９、 １􀆰 ０×１０８和 １􀆰 ０×１０７ＣＦＵ ／头，
即高、 中、 低攻毒剂量， 均滴鼻攻毒 ２ ｍＬ ／头， 同时

对攻毒菌液进行计数； 空白组滴鼻 ＰＢＳ ２ ｍＬ ／只。 攻

毒后每日测温， 连续观察 １４ ｄ， 观察猪的精神状态、
行为、 采食、 咳嗽、 气喘、 呼吸急促或呼吸困难等呼

吸道症状及死亡情况。 试验结束时将存活猪实施安乐

死， 剖检观察是否存在肺脏出血、 坏死、 纤维素渗

出、 脓肿， 肺与胸壁、 心包粘连， 胸腔积液等气管、
心、 肺、 扁桃体、 肺门淋巴结等肉眼可见的大体

病变。
１􀆰 １１　 苏木素 －伊红 （ＨＥ） 和免疫组化 （ ＩＨＣ）
染色

　 　 采集 １􀆰 １０ 中 １􀆰 ０×１０９ＣＦＵ ／头剂量组试验结束时

存活猪的气管、 心、 肺、 扁桃体、 肺门淋巴结等组

织， 置于 １０％中性福尔马林溶液中固定 ２４ ｈ 以上，
制作石蜡切片进行 ＨＥ 和 ＩＨＣ 染色。 ＨＥ 染色按常规

步骤［１１］进行。 ＩＨＣ 染色所用一抗为血清 ５ 型 ＡＰＰ 菌

株 ＣＶＣＣ ２６３ 制备的兔阳性血清， 二抗为 ＨＲＰ 标记

的羊抗兔 ＩｇＧ， 染色步骤为： 常规石蜡切片脱蜡至

水， ３％ Ｈ２Ｏ２ 室温 ２０ ｍｉｎ， ＰＢＳ 洗 ５ ｍｉｎ × ３ 次，
０􀆰 １２５％胰酶 ３７ ℃ ５ ｍｉｎ， ＰＢＳ 洗 ５ ｍｉｎ×３ 次， 正常

马血清封闭 ３７ ℃ ２０ ｍｉｎ， 甩去马血清， 加入 １ ∶
３ ２００ 稀释的一抗 ２～ ８ ℃孵育过夜， ＰＢＳ 洗 ５ ｍｉｎ×３
次， 加入 １ ∶ ４００ 稀释的二抗 ３７ ℃孵育 ６０ ｍｉｎ， ＰＢＳ
洗 ５ ｍｉｎ×３ 次， ＡＥＣ 室温显色 ５～８ ｍｉｎ， 苏木素衬染

１０ ｓ。 风干后水溶性封片剂封片， 显微镜下观察结果

并拍照记录。

２　 结果

２􀆰 １　 细菌分离

病变肺组织在含 １％ ＮＡＤ、 ５％新生牛血清的

ＴＳＡ 平板上 ３７ ℃培养 １８ ～ ２４ ｈ 后， 生长为圆形、 表

面光滑、 灰白色半透明的黏液型菌落。 经纯化培养一

代后挑取单个菌落涂片， 经革兰染色镜检呈革兰阴性

菌、 球杆状或短杆状 （图 １）， 分离菌在不含 １％
ＮＡＤ 但含 ５％新生牛血清的 ＴＳＡ 培养基上不生长。 分

离菌符合 ＡＰＰ 的菌落特性和菌体形态， 为生物Ⅰ型

（ＮＡＤ 依赖型）， 将其命名为 ＬＹ２１０５。
２􀆰 ２　 卫星现象

ＬＹ２１０５ 株在血琼脂平板上金黄色葡萄球菌

ＡＴＣＣ ６５３８ 线两侧有针尖大小、 边缘整齐的菌落生
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长， 越靠近金黄色葡萄球菌的菌落越大， 越远的菌落

越小， 远离金黄色葡萄球菌的地方甚至不见菌落生

长， 即有卫星现象。

图 １　 分离菌革兰染色结果 （标尺＝１０ μｍ）

２􀆰 ３　 生化鉴定

生化试验结果显示， ＬＹ２１０５ 株能分解木糖、 甘

露醇、 葡萄糖、 甘露糖、 蔗糖、 果糖和麦芽糖， 不能

分解乳糖、 七叶苷、 山梨醇、 棉子糖、 阿拉伯糖和鼠

李糖。 ＯＮＰＧ 试验、 尿素酶试验、 硫化氢试验、 硝酸

盐还原试验为阳性， 靛基质试验、 甲基红试验、 Ｖ－Ｐ
试验和氧化酶试验均为阴性。 以上生物学特性与

ＡＰＰ 一致。
２􀆰 ４　 ＡＰＰ 特异性 ＰＣＲ 鉴定

ＡＰＰ Ａｐｘ ＩＶ Ａ 特异性引物对 ＬＹ２１０５ 株进行 ＰＣＲ
扩增， 目的片段长度为 ４２２ ｂｐ， 与预期结果一致

（图 ２）。

Ｍ． ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ２０００； １􀆰 ＬＹ２１０５ 株； ２􀆰 ＡＰＰ 参考株ＣＶＣＣ ２５９；
３􀆰 阴性对照。

图 ２　 ＬＹ２１０５ 株 ＡＰＰ Ａｐｘ ＩＶ Ａ 的 ＰＣＲ 鉴定

２􀆰 ５　 血清型鉴定

琼脂扩散试验对 ＬＹ２１０５ 株进行血清型鉴定， 结

果显示 ＬＹ２１０５ 株提取抗原与血清 ５ 型的单因子血清

之间出现明显清晰的沉淀线， 并与血清 ５ 型 ＡＰＰ 菌

株 ＣＶＣＣ ２６３ 抗原和血清 ５ 型的单因子血清之间形成

的沉 淀 线 交 叉 融 合， 鉴 定 ＬＹ２１０５ 株 为 血 清 ５
型 ＡＰＰ。

ＡＰＰ 血 清 ５ 型 ｃｐｓ５Ｂ 基 因 的 特 异 性 引 物 对

ＬＹ２１０５ 株进行 ＰＣＲ 扩增鉴定， 结果 ＬＹ２１０５ 株和

ＡＰＰ 血清 ５ 型菌株 ＣＶＣＣ ２６３ 扩增目的片段长度均为

８２５ ｂｐ， 与预期结果一致 （图 ３）。 将其测序结果在

ＮＣＢＩ 数 据 库 中 进 行 ＢＬＡＳＴ 比 对， 进 一 步 确 定

ＬＹ２１０５ 株为血清型 ５ 型。

Ｍ． ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ２０００； １􀆰 阴性对照； ２􀆰 ＡＰＰ 血清 ５ 型菌株

ＣＶＣＣ ２６３； ３􀆰 ＬＹ２１０５ 株。

图 ３　 ＬＹ２１０５ 株的血清型鉴定

２􀆰 ６　 ＬＹ２１０５ 株对小鼠的毒力试验

按照预设对小鼠的 ３ 个攻毒剂量， 即 １􀆰 ０×１０８、
１􀆰 ０×１０７ 和 １􀆰 ０ × １０６ ＣＦＵ ／只稀释攻毒菌液并同步计

数， 得出小鼠的实际攻毒剂量分别为 ０􀆰 ８６ × １０８、
０􀆰 ８６× １０７、 ０􀆰 ８６ × １０６ ＣＦＵ ／只。 ３ 个 剂 量 攻 毒 组

ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠均在攻毒 ９ ～ １２ ｈ 开始出现精神萎靡、
嗜睡、 身体蜷缩、 食欲减退至废绝等症状； 攻毒 １ ～
２ ｄ 小鼠 相 继 死 亡， 其 中 ０􀆰 ８６ × １０８、 ０􀆰 ８６ × １０７

ＣＦＵ ／只 ２ 个剂量组在攻毒 １ ｄ 内小鼠死亡率分别为

１００％和 ８０％， ０􀆰 ８６×１０６ ＣＦＵ ／只低剂量组在攻毒 ２ ｄ
内小鼠死亡率为 ６０％； 攻毒 ３ ｄ 之后未死亡小鼠症状

开始减轻并逐渐恢复。 空白组小鼠全部表现正常， 无

死亡 （表 １）。 采集攻毒组小鼠肺脏进行细菌分离鉴

定， 分离到的菌株菌落形态、 染色形态、 卫星现象、
生化特性、 ＰＣＲ 与血清型鉴定结果均与攻毒菌株完

全一致。 依据各攻毒组小鼠的死亡情况， 表明 ＡＰＰ
血清 ５ 型 ＬＹ２１０５ 株对小鼠有较强毒力。

表 １　 ＡＰＰ 血清 ５ 型 ＬＹ２１０５ 株攻毒后小鼠死亡情况

组别
实际攻毒剂量 ／

（ＣＦＵ·只－１）
死亡比例 死亡时间

高剂量攻毒 ０􀆰 ８６×１０８ ５ ／ ５ 攻毒 １ ｄ 内

中剂量攻毒 ０􀆰 ８６×１０７ ４ ／ ５ 攻毒 １ ｄ 内

低剂量攻毒 ０􀆰 ８６×１０６ ３ ／ ５ 攻毒 ２ ｄ 内

空白 ０ ０ ／ ５ ／
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２􀆰 ７　 ＡＰＰ 血清 ５ 型 ＬＹ２１０５ 株对猪的毒力试验

按照预设对猪的 ３ 个攻毒剂量， 即 １􀆰 ０ × １０９、
１􀆰 ０×１０８ 和 １􀆰 ０ × １０７ ＣＦＵ ／头稀释攻毒菌液并同步计

数， 得出猪的实际攻毒剂量分别为 １􀆰 ８７×１０９、 １􀆰 ８７×
１０８、 １􀆰 ８７ × １０７ ＣＦＵ ／头。 由表 ２ 可知， １􀆰 ８７ × １０９ 和

１􀆰 ８７×１０８ ＣＦＵ ／头这 ２ 个剂量攻毒组猪在攻毒 １ ～ ３ ｄ
内均出现最急性型和急性型症状， 体温高达 ４１ ℃，
呕吐、 精神萎靡、 食欲废绝、 呼吸困难等， 甚至死

亡； 攻毒 ４ ～ １４ ｄ 猪的精神和食欲有所恢复， 但仍不

及空白组， 咳嗽、 气喘等呼吸道症状逐渐加重。
１􀆰 ８７×１０７ ＣＦＵ ／头低剂量组攻毒后， ６０％猪出现体温

升高、 精神不振、 食欲降低、 咳嗽等临床症状。 低剂

量组出现临床症状的猪于攻毒 １４ ｄ 安乐死后剖检观

察大体病变， 可见肺脏局灶性坏死灶， 灶内为黄白色

干酪样坏死物。
攻毒后死亡猪口鼻出血 （图 ４Ａ）， 剖检观察见

气管内大量血样泡沫和黏液， 肺脏大面积出血、 坏

死、 表面附着黄白色纤维素样渗出物， 小叶间隔增宽

（图 ４Ｂ）， 肺门淋巴结和扁桃体淤血、 颜色发红等大

体病变。 存活猪于攻毒 １４ ｄ 实施安乐死， 剖检可见

心外膜与心包膜增厚、 粘连； 肺与胸壁、 心包膜等多

处粘连； 肺表面附着一层质地坚硬的结缔组织增生膜

（图 ４Ｃ）， 肺大面积坏死， 坏死部位中央有棕黄色、
黄黑色渗出液或脓液及干酪样渗出物， 外层被增生的

纤维结缔组织包裹 （图 ４Ｄ）； 肺门淋巴结灶性出血

等。 可见 ＡＰＰ 攻毒后急性死亡猪以出血性坏死性肺

炎为主， 而亚急性型和慢性型以纤维素性胸膜肺炎和

化脓性坏死性肺炎为主。

表 ２　 ＡＰＰ 血清 ５ 型 ＬＹ２１０５ 株对猪的致病性试验结果

组别
实际攻毒剂量 ／

（ＣＦＵ·只－１）

出现临床症状和

肺病变比例
死亡比例

高剂量攻毒 １􀆰 ８７×１０９ ５ ／ ５ ４ ／ ５

中剂量攻毒 １􀆰 ８７×１０８ ５ ／ ５ １ ／ ５

低剂量攻毒 １􀆰 ８７×１０７ ３ ／ ５ ０ ／ ５

空白 ０ ０ ／ ５ ０ ／ ５

Ａ． 死亡猪口鼻出血； Ｂ． 死亡猪肺脏出血坏死； Ｃ． 存活猪肺与心外膜粘连； Ｄ． 存活猪的肺脏坏死。

图 ４　 ＡＰＰ 血清 ５ 型 ＬＹ２１０５ 株感染猪剖检变化

２􀆰 ８　 组织病理学观察

ＨＥ 染色组织病理学观察可见： 气管管腔内见大

量中性粒细胞、 淋巴细胞、 巨噬细胞等炎性细胞浸

润、 均质红染的渗出液 （图 ５Ａ）。 心外膜增厚、 附

着大量纤维素样渗出物混合坏死组织、 崩解的细胞及

红细胞和蓝染的菌团， 外膜下变性坏死的心肌纤维间

成纤维细胞增生和淋巴细胞浸润 （图 ５Ｂ）。 肺脏内有

大片坏死细胞灶形成肉芽肿样结构， 内层为坏死的组
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织、 变形崩解的细胞碎片、 蓝染的菌团及散在的红细

胞等， 中间层为一层上皮样细胞， 最外层为大量增生

的成纤维细胞和浸润的淋巴细胞 （图 ５Ｃ）； 肺脏的其

他区域可见肺泡腔内大量均质红染的蛋白性渗出液、
脱落的肺泡上皮细胞及淋巴细胞、 中性粒细胞等炎性

细胞浸润， 肺细支气管腔内大量中性粒细胞浸润

（图 ５Ｄ）， 符合猪传染性胸膜肺炎纤维素样坏死性肺

炎的组织病变。 扁桃体隐窝黏膜上皮细胞变性、 坏

死、 少量脱落， 隐窝周围及隐窝黏膜层内见少量红细

胞 （图 ５Ｅ）； 肺门淋巴结结构紊乱、 淋巴滤泡数量减

少、 被膜下淋巴窦及弥散淋巴组织内见大量红细胞

（图 ５Ｆ）； 同时扁桃体和肺门淋巴结中均可见局部淋

巴细胞数量减少、 遗失。 根据以上 ＨＥ 染色病变特

点， 攻毒后 １４ ｄ 剖检的亚急性型和慢性型发病猪的

心、 肺等可观察到以细胞坏死崩解、 纤维结缔组织增

生及肉芽肿等为主的慢性增生性组织学病变； 同时根

据扁桃体、 淋巴结中淋巴细胞减少、 遗失等病变， 表

明 ＡＰＰ 感染后也会引起免疫系统的组织学损伤。

Ａ． 气管 ； Ｂ． 心； Ｃ、 Ｄ． 肺； Ｅ． 扁桃体； Ｆ． 淋巴结。

图 ５　 ＬＹ２１０５ 株感染猪 ＨＥ 染色组织病理学观察 （标尺＝１００ μｍ）

　 　 ＩＨＣ 染色可见： 气管、 肺为阳性， 气管中的阳性

细胞为管腔的中性粒细胞、 巨噬细胞 （图 ６Ａ）， 肺

中的阳性细胞为肺泡隔增宽部位的肺泡巨噬细胞及肺

泡腔中脱落的巨噬细胞 （图 ６Ｂ、 Ｃ）。 心、 扁桃体、
淋巴结为阴性 （图 ６Ｄ）。 上述结果表明， 亚急性型

和慢性型发病后期， ＡＰＰ 抗原主要存在于气管和肺

的脱落细胞及肺泡巨噬细胞中， 体现了细菌增殖部位

与病变部位有相关关系， 同时提示临床上亚急性和慢

性病例也应采集肺进行细菌分离鉴定。

Ａ． 气管； Ｂ、 Ｃ． 肺； Ｄ． 淋巴结。

图 ６　 ＬＹ２１０５ 株感染猪 ＩＨＣ 染色组织学观察 （标尺＝５０ μｍ）
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３　 讨论

本研究分离到的 ＡＰＰ 血清 ５ 型 ＬＹ２１０５ 株对小鼠

和猪均具有较强的毒力， 以 ０􀆰 ８６×１０８ ＣＦＵ ／只感染小

鼠时， 在感染 １ ｄ 内小鼠 １００％死亡； 每头猪以滴鼻

２ ｍＬ １􀆰 ８７×１０９ ＣＦＵ 攻毒时， 可导致猪 ８０％死亡。 与

张哲玮［１０］ 研究结果相近， 即 ＡＰＰ 血清 ５ 型菌株在

１􀆰 １３×１０８ ＣＦＵ ／只攻毒时可致小鼠全部死亡， 每头猪

气管注射 ２ ｍＬ 含 １×１０９ ＣＦＵ 时， 攻毒后 １～２ ｄ 内可

致猪 １００％死亡， 该研究使用气管注射攻毒， 菌液可

直接进入肺中增殖， 发病快、 病程短、 猪急性死亡。
口鼻或吸入感染时， ＡＰＰ 先定殖于上呼吸道的上皮

细胞， 之后在扁桃体隐窝中， 到达下呼吸道黏附于肺

泡上皮细胞中［１２］， 菌液在体内的增殖过程与气管注

射不同。 ＡＰＰ 的传播途径为鼻－鼻接触传播或近距离

的飞沫传播， 本研究中的滴鼻攻毒方法与 ＡＰＰ 在临

床上的感染途径更接近， 可更直接地反映出 ＡＰＰ 血

清 ５ 型在临床上的致病性， 同时相比气管注射， 滴鼻

的攻毒方法更易操作， 可为疫苗研究和发病机理相关

研究的感染模型提供参考依据。
根据临床症状的不同， ＰＣＰ 一般分为最急性型、

急性型、 亚急性型和慢性型， 最急性型和急性型发病

猪体温升高、 精神沉郁、 呕吐、 呼吸困难等［１３］， 一

般 １～４ ｄ 内死亡， 死亡猪气管和支气管充满泡沫样

血性黏液， 肺呈紫红或深紫色， 间质增宽， 充满血色

胶冻样物质， 肺门淋巴结肿大、 出血等［１４］。 亚急性

或慢性型多为急性型耐过猪， 表现为食欲减退、 间歇

性咳嗽、 料重比降低等［１３］， 肺多发生干酪样病变，
出现坏死灶、 空洞或结节， 与胸壁粘连等［１４］。 本研

究中 １􀆰 ８７×１０９、 １􀆰 ８７×１０８ ＣＦＵ ／头攻毒剂量组猪在攻

毒１～３ ｄ 的临床表现和死亡猪剖检病变与最急性型和

急性型较符合， １􀆰 ８７×１０９、 １􀆰 ８７×１０８ ＣＦＵ ／头攻毒猪

４ ｄ 之后和 １􀆰 ８７×１０７ ＣＦＵ ／头攻毒的临床表现以及试

验结束时猪的剖检病变与亚急性型和慢性型较符合。
李瑜祥等［１５］研究表明， ＰＣＰ 病死猪肺脏有明显的出

血性纤维素性渗出， 大量肺泡上皮细胞呈岛屿状聚

集， 推测可能是疾病正在由急性向亚急性转变， 继续

发展有可能成为亚急性型特征性病变 “肉芽肿”。 本

研究采集 １􀆰 ８７×１０９ ＣＦＵ ／头剂量组感染后期存活猪的

样品进行 ＨＥ 染色， 组织病理学观察可见肺脏大片坏

死、 局部形成坏死灶或为典型的坏死性肉芽肿样结

构， 与李瑜祥等［１５］研究相一致， 同时心肌也可观察

到大量成纤维细胞增生、 淋巴细胞浸润等病变， 即本

研究中存活猪肺脏和心脏的组织学也支持为亚急性或

慢性型的病变特征。 此外， ＨＥ 染色在扁桃体和淋巴

结均可观察到一定程度的淋巴细胞数量减少、 淋巴细

胞遗失等， 这也与李瑜祥等［１５］ 研究相近， 可见不管

是急性型、 亚急性型或慢性型均可对淋巴组织造成一

定的损伤。
有学者通过间接荧光技术方法检测出 ＡＰＰ 感染

猪肺脏中的细菌抗原， 该方法能够区分出不同的血清

型， 具有较高的特异性和敏感性［１６］； 使用亲和生物

素－过氧化物酶复合物结合的方法［１７］ 在血管、 支气

管、 细支气管的管腔、 肺泡腔及肺泡巨噬细胞中可检

测到 ＡＰＰ 抗原阳性， 比细菌分离的方法检出率更高，
因此认为免疫组化方法可能是猪传染性胸膜肺炎常规

诊断的一个很好的选择。 本研究通过免疫组化方法，
使用单因子兔阳性血清可在血清 ５ 型 ＡＰＰ 感染猪的

气管腔、 肺泡腔和肺泡巨噬细胞中检测到大量细菌抗

原阳性， 也证明了免疫组化方法的敏感性和特异性较

好， 定位性也与相关学者的研究结果一致［１８－１９］。 有

研究发现， ＡＰＰ 分泌产生的毒素 ＡｐｘⅠ、 ＡｐｘⅡ、 Ａｐｘ
Ⅲ能损害巨噬细胞和中性粒细胞的吞噬功能［１８］， Ａｐｘ
Ⅰ可以诱导猪肺泡巨噬细胞的凋亡［１９］。 本研究证实

血清 ５ 型 ＡＰＰ 感染后可在中性粒细胞、 肺泡巨噬细

胞中定殖， 推测其也必然会影响定殖部位的相关功

能， 值得进一步探讨。
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