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　　摘　要：非洲猪瘟是由非洲猪瘟病毒引起的家猪和野猪的传染病，能引起所有品种和年龄猪的一系列综

合征。论文从非洲猪瘟临床症状与病理变化、样品采集和实验室诊断等方面对非洲猪瘟诊断技术进行简述，
重点介绍了血细胞吸附试验、荧光抗体试验、酶联免疫吸附试验、聚合酶链反应、荧光定量ＰＣＲ、环介导等温

扩增等非洲猪瘟诊断技术的最新研究进展，以期为非洲猪瘟综合防控提供借鉴和参考。

　　关键词：非洲猪瘟；临床症状；病理变化；诊断技术

中图分类号：Ｓ８５２．６５９．１；Ｓ８５８．２８ 文献标识码：Ａ 文章编号：１００７－５０３８（２０１９）０７－０１０８－０３

　　非洲猪瘟（Ａｆｒｉｃａｎ　ｓｗｉｎｅ　ｆｅｖｅｒ，ＡＳＦ）是由非洲

猪瘟 病 毒 科 的 唯 一 成 员 非 洲 猪 瘟 病 毒（Ａｆｒｉｃａｎ
ｓｗｉｎｅ　ｆｅｖｅｒ　ｖｉｒｕｓ，ＡＳＦＶ））引起的家猪和野猪高热、
网状内 皮 系 统 出 血 和 高 致 性 为 特 征 的 传 染 病［１－２］。

ＡＳＦＶ是可在钝 缘 蜱 中 增 殖 的 一 种 双 股 线 状ＤＮＡ
虫媒病毒，兼有虹彩病毒和痘病毒的某些特性，存在

１个 血 清 型、２２个 基 因 型。ＡＳＦ流 行 广 泛，时 空 分

布较广，２００７年－２０１７年暴发疫情的有捷克、波兰、
乌克兰、格鲁吉 亚、亚 美 尼 亚、俄 罗 斯、阿 塞 拜 疆、白

俄罗斯、立陶宛、拉 脱 维 亚、爱 沙 尼 亚、摩 尔 多 瓦、罗

马尼 亚、科 特 迪 瓦、南 非、马 里、布 隆 迪 等。研 究 表

明，发生在高加索和俄罗斯的ＡＳＦ疫情具有较高的

流行强度，其 流 行 病 趋 势 是 长 期 且 不 利 的［３］。２０１７
年３月３１日，俄罗斯远东地区伊尔库茨克州暴发的

ＡＳＦ疫情 是 离 我 国 最 近 的 一 起 疫 情［４］，也 给 国 内

ＡＳＦ防 控 带 来 巨 大 的 风 险 和 压 力。２０１８年８月３
日，辽宁沈阳 ＡＳＦ疫 情 被 国 家 参 考 实 验 室 确 诊［５］，
预示着ＡＳＦ这一外来疫病已经进入国门，其防控策

略需要相 应 调 整。ＡＳＦ的 消 除 和 净 化 工 作 已 经 被

提到日程，ＡＳＦ诊断技术研究与应用对我国ＡＳＦ的

防控和根除显得尤为重要。

１　ＡＳＦ的诊断

１．１　ＡＳＦ临床症状和病理变化

ＡＳＦ的临床症状广泛，从最急性、亚急性、慢性

到隐形带毒。强毒株可导致高热、食欲废绝、内在和

皮肤出血，病死率可达１００％；弱毒株感染的猪临床

症状均为温和性经过，多见于地区流行，并且呈散发

性，出现呼吸困 难、流 鼻 液、咳 嗽、呼 吸 道 症 状、皮 肤

淤血等临床症状，这种情况易与猪的其他疫病混淆。
急性病例出现全身各脏器严 重 出 血，以 淋 巴 结 尤 为

明显。脾脏淤血、出血、极度肿大、易碎，切面可见粥

样物流出；心包积液及心包肌层有出血点；肾脂肪囊

及肾表面布满出血点，肾盂及肾乳头部有出血斑；膀
胱有时可见潮红和出血点；肺脏充血、出血、水肿；肝
脏肿大、淤血、出血；胆囊壁水肿，肠胃均有出血。慢

性病例极度消瘦，心 包 脏 层 附 有 纤 维 素，有 出 血 点，

心肺粘连，偶见肺部肉芽肿病变。

１．２　ＡＳＦ排查和样品采集

当出现古典猪 瘟 免 疫 失 败，或 不 明 原 因 大 范 围

生猪死亡时就要优先排除ＡＳＦ感染的可能，在排查

工作开始时不 能 忽 略 ＡＳＦ亚 急 性 和 慢 性 临 床 类 型

的存在，因此对死亡猪剖检是不可或缺的，必要时做

好检测样品采集工 作。重 点 采 集 病 死 猪 的 脾、淋 巴

结、扁桃体、肺脏、肝 脏、肾 脏 等 组 织 样 品，活 体 动 物

采集抗凝血、棉拭子、粪便，捕捉的蜱虫要干燥保存。
合格的样品采 集 和 正 确 的 保 存 对 于 ＡＳＦ实 验 室 诊

断尤为重要，同时在采集样品后要严格按照《高致病

性动物病原 微 生 物 菌（毒）种 或 者 样 品 运 输 包 装 规

范》（农业部第５０３号文）进行包装处理。

１．３　ＡＳＦＶ的实验室检测

ＡＳＦＶ的实验室检测方法分为病原鉴定和血清

学试验。具 体 的 诊 断 方 法 包 括 红 细 胞 吸 附 试 验

（ｈｅｍａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ，ＨＡＤ）、荧光抗体试验（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ
ａｎｔｉｂｏｄｙ　ｔｅｓｔ，ＦＡＴ）、酶 联 免 疫 吸 附 试 验（ｅｎｚｙｍｅ－
ｌｉｎｋｅｄ　ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ　ａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）、聚 合 酶 链 反

应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ　ｃｈａｉｎ　ｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）、实时荧光定量
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ＰＣＲ（ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ）、环 介 导 等 温 扩 增 技 术（ｌｏｏｐ－
ｍｅｄｉａｔｅｄ　ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＬＡＭＰ）等［６］。

１．３．１　红细胞 吸 附 试 验　ＨＡＤ是 ＡＳＦ的 确 诊 方

法，通过用猪的血液或组织悬 液 接 种 原 代 白 细 胞 培

养物或制 备 感 染 猪 血 液 白 细 胞 培 养 物 完 成 相 应 检

测，镜检出现红细胞吸附在感染细胞的表面，呈现玫

瑰花环或桑 葚 状 现 象，可 判 定 为 阳 性。ＡＳＦＶ的 红

细胞吸 附 可 被 特 异 性 抗 体 阻 断，红 细 胞 吸 附 抑 制

（ｈｅｍａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ　ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ，ＨＡＤＩ）用来滴定抗体效

价或鉴别ＡＳＦＶ不同毒株的抗原性差异。ＨＡＤ需

要观察的时间取决于病料中 病 毒 的 含 量，通 常 需 要

３ｄ～１０ｄ，因此目前逐步被ＰＣＲ所代替。

１．３．２　荧光抗体试验　ＦＡＴ能检测可疑猪的组织

或ＨＡＤ阴性的白细胞培养物中的ＡＳＦＶ抗原。组

织切片或压印涂片或者白细 胞 培 养 物 涂 片，室 温 风

干并用丙酮固定１０ｍｉｎ，适宜浓度的异硫氰酸荧光

素标 记 的 抗 ＡＳＦＶ 抗 体 染 色（３７℃湿 盒 中 着 染 １
ｈ），磷酸盐缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅ　ｂｕｆｆｅｒｅｄ　ｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）
冲洗，ＰＢＳ／甘油 封 固，使 用 带 有 适 当 栏 栅 和 激 发 滤

片的紫外光显微镜检查。如果巨噬细胞内有特异的

胞浆荧光，该组织或培养物为ＡＳＦＶ阳性。ＦＡＴ可

以区分由 ＡＳＦＶ和 其 他 病 毒 或 细 胞 毒 性 引 起 的 接

种物细胞病变效应（ｃｙｔｏｐａｔｈｉｃ　ｅｆｆｅｃｔ，ＣＰＥ），但因其

对检测人员和仪器设备要求 较 高，目 前 常 作 为 检 测

ＡＳＦＶ的辅助方法。

１．３．３　酶联免疫吸附试验　ＥＬＩＳＡ是一种能够直

接检测较低或中等毒力 ＡＳＦＶ感染猪抗体的试验，
是国际贸易 指 定 的 诊 断 方 法 之 一。阻 断ＥＬＩＳＡ通

过包被的ＡＳＦＶ蛋白与ＡＳＦＶ特异性抗体反应，氧

化物酶标 记 物 竞 争 反 应，底 物 显 色 实 现 抗 体 检 测。
阳性样本检测孔呈色浅，ＯＤ值低，并存在阻断率越

大其抗体效价越高的对应关系；间接ＥＬＩＳＡ是通过

包被蛋白与样品中抗体反应、酶 标 抗 体 结 合 和 底 物

显色来确定其ＡＳＦＶ抗体是否为阳性。梁云浩等［７］

以ｐ５４重组蛋 白 建 立 的 间 接ＥＬＩＳＡ检 测 灵 敏 度 可

达１∶３２０，批内、批间变异系数均小于１０％。目 前

以ＶＰ７３蛋 白、ＶＰ７２蛋 白、ｐ５４蛋 白 包 被 的 各 类 商

品化ＥＬＩＳＡ试剂盒被广泛应用，抗体检测试剂盒有

ＡＳＦ阻断ＥＬＩＳＡ抗 体 检 测 试 剂 盒（Ｉｎｇｅｎａｓａ，西 班

牙）、ＡＳＦ间 接ＥＬＩＳＡ抗 体 检 测 试 剂 盒（ＩＤ－ｖｅｔ，法

国），抗原检测试剂盒有ＥＬＩＳＡ　ＩＮＧＥＺＩＭ　Ｋ３抗原

检测试剂盒（Ｉｎｇｅｎａｓａ，西班牙）。ＥＬＩＳＡ　ＩＮＧＥＺＩＭ
Ｋ３抗原检测试剂盒的敏感性和 特 异 性 数 据 报 告 不

多，但是已完成的相关检测表明其具有特异性，对于

无力购买ＰＣＲ仪 等 相 关 设 备 进 行ＰＣＲ检 测，但 具

备ＥＬＩＳＡ检 测 技 术 能 力 的 实 验 室 是 不 错 的 选 择。
因为急性型的大多数病例体内各组织中均存在较高

水平的ＡＳＦＶ，来自高发病率、高病死率的畜群的样

品采用抗 原ＥＬＩＳＡ 检 测 方 法 更 容 易 检 测 出 阳 性。
值得关注的是对于亚急性和慢性病例的脂肪样品的

抗原ＥＬＩＳＡ敏感性显著降低，这很可能是由于感染

猪组织中的抗 原－抗 体 复 合 物 阻 断 了 ＡＳＦＶ抗 原 与

标记ＡＳＦＶ免疫球蛋白的交互作用。因此，建议把

抗原ＥＬＩＳＡ作为畜群感染诊断方法时，要结合其他

病毒学检测方法。

１．３．４　聚 合 酶 链 反 应　ＰＣＲ快 速、敏 感、特 异 性

强，已经广泛 用 于 ＡＳＦＶ检 测，可 以 检 测 和 区 分 各

种分离株，适合用于非疫区国 家 的 疫 情 监 测 和 产 品

入关检疫。杨吉飞等［８］基于非洲猪瘟病毒ＶＰ７２基

因建立了非洲猪瘟病毒检测的ＰＣＲ方法，检测欧盟

非洲猪瘟参考实验室 提 供 的 ＡＳＦＶ　１７个 分 离 株 的

基因组为阳性。曾少灵等［９］从ＶＰ７３基因序列中挑

选设计了１对特异性检测引物，建立的检测 ＡＳＦＶ
的ＰＣＲ比世界动物卫生组织（ＯＩＥ）推荐使用的２组

引物方法的灵 敏 度 高 出１００倍 和１　０００倍，而 特 异

性相当。胡 凌 等［１０］建 立 了 可 以 同 时 检 测 猪 瘟 病 毒

（Ｃｌａｓｓｉｃａｌ　ｓｗｉｎｅ　ｆｅｖｅｒ　ｖｉｒｕｓ，ＣＳＦＶ）、ＡＳＦＶ、猪伪狂

犬病病毒（Ｐｓｅｕｄｏｒａｂｉｅｓ　ｖｉｒｕｓ，ＰＲＶ）、猪繁殖与呼吸

综合 征 病 毒（Ｐｏｒｃｉｎｅ　ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ　ａｎｄ　ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ
ｓｙｎｄｒｏｍｅ　ｖｉｒｕｓ，ＰＲＲＳＶ）和高致病性猪繁殖与呼吸

综合征病毒（ＨＰ－ＰＲＲＳＶ）的多重ＰＣＲ，具有对单一

或混合感染的临床样本进行 快 速 鉴 别 检 测 的 优 势。

Ｚｓａｋ　Ｌ等［１１］描 述 了 一 种 基 于 ＶＰ７２的 替 代 实 时 探

针ＰＣＲ检测方 法，该 法 是 在 含 有 干 燥 的ＰＣＲ试 剂

的单管内进行，使用便携式检 测 仪 器 可 以 获 得 实 时

检测结果，简化了ＰＣＲ前后操作程序，检测结果 表

明该方法特异、敏感，其敏感度 达 到１．４拷 贝～８．４
拷贝病毒基因组等同物。

１．３．５　实时荧光定量ＰＣＲ　实时荧光定量ＰＣＲ与

ＰＣＲ相比，其敏感性比常规ＰＣＲ要高［１２］，并且降低

了因电泳产 物 分 析 带 来 的 污 染 和 溴 化 乙 锭（ｅｔｈｉｄｉ－
ｕｍ　ｂｒｏｍｉｄｅ，ＥＢ）的危害。曾少灵等［１３］建立 的 ＡＳ－
ＦＶ实时荧光定量ＰＣＲ检测方法，最 低 检 测 限 可 达

１０拷 贝／μＬ病 毒 ＤＮＡ，灵 敏 度 高 出 普 通 ＰＣＲ　１０
倍，具有重复性好和稳定性好的特点。李维彬等［１４］

对构 建 的 实 时 荧 光 定 量ＰＣＲ进 行 了 稳 定 性、特 异

性、灵敏性试验，开展 了 送 检 猪 肉 样 品 的 检 测，结 果

表明该法敏感、特异、可靠。王华清等［５］对２头疑似

ＡＳＦ病死猪的全血、肾脏、脾脏、淋巴结的８份样品

进行实时荧光定量ＰＣＲ检测，均检测到ＡＳＦＶ特异
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性扩增曲线，ＣＴ值 为１９．１４～２６．５，表 明 荧 光 定 量

ＰＣＲ可以作为ＡＳＦ的诊断与分子流行病学调查的

技术手段。

１．３．６　环介导等温扩增技术　Ｈｅａｔｈｅｒ　Ｅ等［１５］以

ＡＳＦＶ异构酶Ⅱ型 基 因 为 靶 点 构 建 的ＬＡＭＰ检 测

方法，其灵敏度不低于３３０个基因拷贝数，并能够区

分ＡＳＦＶ和ＣＳＦＶ，该团队采用ＬＡＭＰ与实时荧光

定量ＰＣＲ对感 染 ＡＳＦＶ（马 拉 维 株）样 品 比 对 试 验

结果一致。杨吉飞等［１６］建立的ＬＡＭＰ能够成功检

测欧盟非洲猪瘟参考 实 验 室 提 供 的 ＡＳＦＶ　１７个 毒

株的基因组，而野外收集的猪 和 蜱 的 基 因 组 检 测 均

为阴性，结果表明该法可以用于 ＡＳＦ的快 速 诊 断。
在ＡＳＦ多国流行的背景下，因ＬＡＭＰ具有实用、简

便、廉价等特点，该检测方法对 ＡＳＦ快速诊 断 意 义

重大，具有广泛的应用前景。

２　小结

ＡＳＦ一直是我国重点防范的外来疫病，因该病

跳跃式的进入辽宁中部地区，该 病 的 全 国 防 控 压 力

会异常严峻，这就需要政府各部门密切协作，做好联

防联控，在内防外堵基础上做好防控监测工作，同时

还需要加强宣传培训，提高国民防控意识，消除忧患

恐惧心理，做好基层技术人员 和 实 验 室 检 验 人 员 培

训。各级动物疫病防控实验室要根据自身的人员情

况、仪器设备和试验条件选择 合 适 的 检 测 方 法 开 展

培训，做好 ＡＳＦ防控和和实验室诊断的技 术 储 备，
为我国ＡＳＦ的综合防控和监测做好技术支持。
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