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研究报告 

猪圆环病毒 2 型感染的仔猪空肠菌群变化 

朱琳琳 1,2  武子函 1  邹战明 1  杨宁 1  王建舫 1  李焕荣 1* 
(1. 北京农学院动物科学技术学院  北京  102206) 

(2. 北京市动物疫病预防控制中心  北京  102600) 

 
 

摘  要：【目的】研究猪圆环病毒 2 型(PCV2)感染导致的仔猪空肠病理变化及其菌群变化。【方法】

经过口服和肌肉注射 PCV2 后测定 3 头仔猪病毒血症情况；随后将 6 头断奶仔猪随机分为感

染组和对照组，感染组 3 头，空白组 3 头。相同接种途径感染仔猪，在感染后 21 d 宰杀仔猪，无

菌采集空肠肠段及内容物分别进行显微病理观察和 MiSeq 测序分析空肠菌群变化。【结果】PCV2

感染后 21 d 仔猪血清中病毒核酸达到较高水平，感染组仔猪空肠绒毛萎缩脱落，空肠微生   

物种类和丰度发生变化，菌群多样性增高，乳酸菌属含量显著降低，假单胞菌属含量显著增

高。【结论】PCV2 感染导致仔猪空肠菌群发生一定变化，空肠有益菌减少，有害菌增多，加

重仔猪空肠炎症发生。 
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Change of the jejunum fora from PCV2-infected piglets 
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Abstract: [Objective] To study changes of piglet’s jejunum pathology and jejunum flora caused by 
porcine circovirus 2 type (PCV2) infections. [Methods] The viremia of three piglets infected with 
PCV2 by oral and intramuscular injection was determined. Then six weaned pigs, being randomly 
divided into PCV2 infected group and the control group (n=3), were infected with PCV2 with the 
same route of infection. The three piglets of each group were slaughtered at 21 d after infection. 
Jejunum and its contents were collected for microscopic pathology and flora sequencing. [Results] 
The virus loads of the piglets’ serum achieved a higher level at 21 d after PCV2 infection. The 
jejunum villous of piglets in the infection group atrophied and fell off. The microbial species and 
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abundance in these jejunums changed, and jejunum flora diversity increased, including the 
significant decrease of Lactobacillus content and the significant increase of Pseudomonas genus 
content. [Conclusion] PCV2 infection results in certain changes in piglet’s jejunum flora. A decline 
in the jejunum beneficial bacteria and the increase of harmful bacteria may further aggravate the 
piglet jejunum inflammation. 

Keywords: Porcine circovirus 2 type, Piglets, Jejunum fora 

猪圆环病毒病(PCVD)是由猪圆环病毒 2 型

(PCV2)引起的威胁世界养猪业的重要免疫抑制性

疾病[1]，表现为断奶后多系统衰竭综合征、皮炎肾

病综合征等。此外，PCV2 感染会引起仔猪胃肠炎

症状的轻微腹泻，剖解可见胃和肠黏膜有出血及肠

绒毛变短脱落等病理变化[2]。 

动物肠道菌群多样性与饲料成分有关[3]。猪的

肠道微生物组成可影响猪的生长性能，粪球菌、罗

氏菌属细菌和乳酸菌在生长性能高的猪肠道中是

优势菌[4]。有益菌可通过分泌不同代谢产物抑制

与杀伤有害菌，或保护肠黏膜屏障而有利于机体

健康[5-6]。机体遭受应激时正常菌群能更好地保持

动态平衡，增加机体应对不良因素的能力[7]。传染

性肠炎和应激性肠炎患者，肠道有益菌降低，有害

菌增多[8-9]。至于 PCV2 感染的仔猪肠道结构变化是

否可引起其肠道菌群发生变化，还未见报道。 

本研究拟通过 PCV2 感染后仔猪空肠结构变化

与菌群的相互关系分析，为开发微生态制剂用于病

毒感染导致的肠黏膜损伤的恢复提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  PCV2：SD2008 株[2]，河北农业大学动物传

染病实验室分离鉴定，TCID50 为 105.5/mL；GenBank

登录号为 GQ174519。 

1.1.2  实验动物：35 日龄长白/大白杂交二元仔猪

6 头，购自首农集团北京养猪育种中心。PCV2、猪

圆环病毒 I 型(PCV1)、猪细小病毒(PPV)、猪伪狂

犬病毒(PRV)、猪瘟病毒(CSFV)和猪繁殖与呼吸综

合征病毒(PRRSV)核酸 PCR/RT-PCR 检测均为阴

性；ELISA 检测 PCV2 抗体为阴性。 

1.1.3  主要试剂和仪器：胎牛血清(FBS)，Sigma 公

司产品，批号是 F2442；H-E 染色试剂盒，北京索

莱宝科技有限公司；DNA 提取试剂盒，Biowest 公

司；Fastpfu DNA 聚合酶，北京全式金生物技术有

限公司；AxyPrep DNA 凝胶回收试剂盒，AxyGen 

公司。QuantiFluorTMST 蓝色荧光定量系统，Promega 

公司；Illumina MiSeq platform，Illumina 公司；饲

料 购 自 江 苏 安 佑 科 技 饲 料 有 限 公 司 ， 批 号 是

20160719-01。  

1.2  方法 

1.2.1  动物试验：首先进行感染仔猪病毒血症的测

定，即选取 3 头仔猪，口服与肌肉注射 5 mL/头

PCV2，在 3、7、14、21、28、36、42 和 48 d 前腔

静脉采血收集血清，利用荧光定量 PCR 进行血清中

病毒载量的检测。随后，选 6 头仔猪，随机分为空

白组和感染组，感染组 3 头，空白组 3 头，在北京

农学院实验动物房隔离饲养，实验条件统一，自由

采食和饮水。感染组接种量分别为 5 mL/头，空白

组接种细胞培养物上清，接种途径和接种量相同。

每天观察试验动物的临床症状并记录，在病毒含量

达较高水平时宰杀仔猪，采集空肠内容物，供 MiSeq

测序。同时取 2−3 cm 空肠肠管，置 4%多聚甲醛固

定 24 h，进行病理形态观察。空白组采样同感染组。 

1.2.2  PCV2 感染仔猪的病毒血症：利用 Real-time 

FQ PCR 检测感染后不同时间血清中 PCV2 核酸，

在病毒载量较高时宰杀仔猪，采集空肠及其内容

物分别进行形态学观察和菌群测定。上游引物： 

5′-AGTGAGCGGGAAAATGCAGA-3′；下游引物：

5′-TCCTCCGTGGATTGTTCTCT-3′。20 μL Real-time 

FQ PCR 反应体系：2×UltraSYBR mixture 10 μL，

25 pmol/μL 上、下游引物各 0.2 μL，DNA 模板    
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1.0 μL，三蒸水 8.6 μL。反应程序：95 °C 5 min；95 °C 

40 s，56 °C 30 s，72 °C 30 s，40 个循环；熔解曲

线：95 °C 1 min，56 °C 30 s，95 °C 30 s，60−95 °C

过程中全程读板收集荧光信号。 

1.2.3  H-E 染色观察空肠形态变化：通过脱水、透

明、包埋、切片的步骤进行石蜡切片的制作，按照

H-E 染色试剂盒的说明书进行 H-E 染色，显微观察

攻毒组空肠组织结构变化。 

1.2.4  MiSeq 测序检测空肠菌群变化：测序由上海

美吉桑格生物科技有限公司完成，即分别对 PCV2

感染组和空白组样品进行基因组 DNA 抽提后，利

用 1%琼脂糖凝胶电泳检测。针对 16S rRNA 基因 V4

区，合成带有 Barcode 的特异引物(338F 5′-Barcode- 

ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3′和 806R 5′-GGA 

CTACHVGGGTWTCTAAT-3′)。20 μL PCR 反应体

系，含 5×FastPfu Buffer 4 μL，2.5 mmol/L dNTPs 2 μL，

5 μmol/L 引物各 0.8 μL，FastPfu 聚合酶 0.4 μL，

模板 DNA 10 ng。PCR 扩增反应条件如下：95 °C  

3 min；95 °C 30 s，55 °C 30 s，72 °C 45 s，72 °C 10 min，

25 个循环。每个样品 3 个重复，将同一样品的 PCR

产物混合后用 2%琼脂糖凝胶电泳检测，使用

AxyPrepDNA 凝胶回收试剂盒回收 PCR 产物。 

参照电泳初步定量结果，将 PCR 产物进行定量，

按 相 应 比 例 进 行 混 合 。 测 序 得 到 的 PE reads 

(Paired-end reads)，首先根据 Overlap 关系进行拼接，

同时对序列质量进行质控和过滤，区分样品后利用

Mothur 软件对序列进行 OTU 聚类，用于样品间的相

似性分析，并绘制样品的稀释性曲线，计算样品的

Alpha 多样性，分析 PCV2 感染后仔猪空肠菌群变化。 

1.2.5  数据分析：以 t 检验对各组数据进行差异显

著性分析，P<0.05 为差异显著，以“*”表示。 

2  结果与分析 

2.1  临床症状 

感染组在感染后 7−21 d 仔猪表现被毛粗乱，食欲

有所下降，轻微咳嗽，体温有所升高，未见明显腹泻

症状；空白组采食饮水均正常，无任何临床症状。 

2.2  病毒感染后血清中 PCV2 核酸含量的动态

变化 

如图 1 所示，仔猪感染后 7 d 出现病毒血症，

21 d 时病毒载量达到较高值，28 d 后开始下降，49 d

接近 7 d 水平。 

2.3  空肠组织显微病理观察 

与空白组相比，PCV2 感染 21 d 仔猪空肠肠绒

毛脱落严重，固有层淋巴细胞增多及其肠腺上皮细

胞脱离基底膜(图 2B 空心箭头所示)，肠腺之间组织

疏松水肿(图 2B 实心箭头所示)，表明 PCV2 感染后

可导致空肠黏膜的损伤。 

2.4  测序结果与分析 

2.4.1  稀释性曲线：当测序数据量相同时，攻毒组

比空白组 OTU 数量多，当测序数量达到 60 000 左

右时，空白组与 PCV2 感染组 OTU 量随测序数量

的增加变化不大(图 2、3)。说明本次测序样本量充

足，可以进行后续分析。 

 
图 1  PCV2 感染猪血清中核酸动态 
Figure 1  Kinetics of PCV2 in serum of pigs inoculated 
with PCV2  
 

 
图 2  仔猪感染后空肠组织病理变化 
Figure 2  Histologic lesions of piglets after infection with 
PCV2 
注：21 dpi, H-E 染色, 200×；A：对照组；B：攻毒组. 

Note: 21 dpi, H-E staining, 200×; A: Control group; B: Infected group. 
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图 3  空肠菌群稀释性曲线 
Figure 3  The dilution curve of jejunum flora 
注：A：感染组；B：对照组. 

Note: A: Infected group; B: Control group. 

2.4.2  物种丰度及多样性分析：Alpha 多样性是对

单个样品中物种多样性的分析，包括 ACE 值、Chaol

值、Shannon 指数等。Chaol 值和 ACE 值是根据所

测得的 OTU 数量预测样品中微生物的种类，

Shannon 指数是一个多样性指数，Shannon 指数越

大，则表示该样品中的物种越丰富。 

利用 USEARCH 软件计算在 97%的相似水平上

每个样品的 OTU (Operational taxonomic units)数

量。空白组 OTU 数量是 996，而感染组 OTU 数量

达到了 1 313，PCV2 感染组的 Ace 值、Chaol 值和

Shannon 指数较高，Simpson 值较低，表明 PCV2

感染后，肠道菌群多样性增高(表 1)。 
 

表 1  仔猪空肠菌群 OTU 数量及 Alpha 多样性 
Table 1  OTU number and Alpha diversity of the jejunum flora in piglets 

样本 Sample Reads OTU Ace Chao1 Coverage Shannon Simpson 

空白组 

Blank group 
89 003 996 1 010 1 032 0.999 528 4.10 0.069 6 

感染组 

Infection group 
83 656 1 313 1 316 1 323 0.999 857 5.40 0.025 9 

 
2.4.3  仔猪空肠菌群结构分析：仔猪空肠样品中微生

物的 16S rRNA 基因 Illumina 测序，门水平上显示有

5 个主要菌门，分别为厚壁菌门(Firmiciites)、拟杆菌

门(Bacteroidetes)、变形菌门(Proteobacteria)、放线菌

门(Actinobacteria)和螺旋体门(Spirochaetes)。与空白对

照组相比，感染组厚壁菌门平均相对丰度降低，但差

异不显著；变形菌门、拟杆菌门、放线杆菌门、螺旋

体属平均丰度上调，且前三个差异显著(P<0.05) (图 4)。 

属水平上分析，显示空白组和 PCV2 感染组仔

猪空肠内有益菌和有害菌的变化趋势及差异情况。

相对丰度高于 1%的菌属数量，PCV2 感染组高于空

白组。PCV2 感染组中主要优势菌群为芽孢杆菌属

及假单胞菌属，相对丰度是 13.92%和 11.47%，乳

杆菌属相对丰度仅为 3.94%；而空白组空肠样品的

主要优势菌群是乳杆菌属和芽胞杆菌属，相对丰度

分别为 45.36%、9.58%，假单胞菌属相对丰度是

3.98%。与空白组相比，感染组假单胞菌属含量显

著的增高，乳酸菌属含量显著降低(表 2)。 

 

 
图 4  空肠菌群在门水平上的相对丰度 
Figure 4  The relative abundance of jejunum flora in the 
phylum level  
注：1：厚壁菌门；2：放线菌门；3：变形菌门；4：拟杆菌门；

5：螺旋体门. *：差异显著(P<0.05). 

Note: 1: Firmicutes; 2: Actinobacteria; 3: Proteobacteria; 4: 
Bacteroidetes; 5: Spirochaetae. *: Significant difference 
(P<0.05). 
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表 2  空肠菌群在属水平上的相对丰度 
Table 2  Relative abundance of jejunum flora in the genus level 

空肠群落结构组成(1%以上) 

Jejunum community structure (1% or more) 

空白组 

Blank group 

感染组 

Infection group (%) 

密螺旋体属 Treponema_2  1.1 2.47 

鞘氨醇单胞菌 Sphingomonas  * 1.14 

瘤胃球菌科 Ruminococcaceae_UCG-005  * 1.23 

理研菌科 Rikenellaceae_RC9_gut_group * 1.54 

假单胞菌 Pseudomonas  3.98 11.47 

普雷沃氏菌科 Prevotellaceae_NK3B31_group   * 1.11 

普氏菌属 Prevotella_9   * 1.26 

普氏菌属 Prevotella_1   * 1.89 

片球菌属 Pediococcus  * 1.33 

海洋芽孢杆菌属 Oceanobacillus  * 1.03 

乳球菌属 Lactococcus 2.55 4.62 

乳酸杆菌属 Lactobacillus  45.36 3.94 

埃希氏杆菌属 Escherichia-Shigella  1.48 3.07 

肠球菌属 Enterococcus 1.76 1.08 

拟杆菌目 Bacteroidales_S24-7_group_norank 1.32 3.03 

芽孢杆菌属 Bacillus  9.58 13.92 

不动杆菌属 Acinetobacter  * 1.08 

注：*：相对丰度小于 1%. 

Note: *: Relative abundance is less than 1%. 
 

3  讨论 

感染 PCV2 的猪表现肠炎是近几年来 PCVD 临

床症状之一，同时感染猪外周血淋巴细胞减少及细

胞因子等免疫功能的重要指标也发生改变，但是关

于 PCVD 引起的肠炎和免疫功能的改变是否与肠道

菌群的变化相关却不得而知。有研究表明，流感病

毒的刺激可引起免疫细胞向肠道聚集[9]，导致小鼠

肠道菌群变化[10]。PCV2 感染可引起 DC、NK 细胞、

T 淋巴细胞在肠黏膜中聚集[11]。本研究所用实验动

物在相同饲养条件下结果显示，人工感染 PCV2 7 d

后，仔猪出现病毒血症，在感染 21 d 时病毒血症达

到较高水平，而且在感染后 21 d 仔猪空肠肠绒毛脱

落、萎缩，与已有报道小肠固有层细胞、黏膜下层

细胞及粘液腺中间存在淋巴细胞浸润等现象相符[2]，

说明 PCV2 感染造成了仔猪空肠的病理学损伤，且

PCV2 感染导致猪空肠有益微生物菌群减少，有害

微生物菌群增多，推测与 PCV2 感染猪肠炎的产生

存在一定的相关性。 

猪空肠肠道黏膜免疫系统效应部位主要包括

肠道黏膜上皮淋巴细胞及黏膜固有层细胞，是主要

免疫反应部位[12]。CD8+ T 细胞造成的细胞毒效应将

会加剧肠炎[13]。PCV2 感染仔猪后空肠黏膜免疫系

统效应部位 B 细胞和 DCs 抗原递呈能力增强，总 T

淋巴细胞数量增多，NK 细胞数量增多，提示 PCV2

感染后 NK 细胞与细胞免疫共同引起仔猪肠道的炎

症病理损伤[11]。此外，PCV2 感染仔猪后外周血单

个核细胞中 IL-1β、IL-6、IL-8 和 TNF-α 等促炎细胞

因子的 mRNA 表达水平显著上调，参与炎症过程[14]。

本研究显示 PCV2 感染仔猪空肠出现明显的炎症损

伤，可能与 PCV2 感染后猪空肠黏膜免疫系统变化

有关。 

传统的体外培养技术和显微镜计数法研究菌

群种类丰富的肠道样品，不仅不能精确区分具有不

同特征的菌群种类，而且检测效率也低，且许多细
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菌体外根本无法培养或者有偏爱性，不能准确反映

胃肠道微生物区系的全貌。变性梯度凝胶电泳和单

链构象多态性等技术被广泛应用于微生物菌群多

样性研究[15]，但也不能真实反映肠道内容物中菌群

多样性与丰度。而 Illumina MiSeq 测序技术克服了

以上几种检测方法的缺陷，将荧光定量 PCR 敏感性

和测序的准确性相结合，能客观全面地反映动物肠

道菌群结构[16-17]。本研究通过对 PCV2 感染仔猪病

毒血症处于较高水平的空肠内容物进行菌群测序，

显示 PCV2 感染后肠道菌群多样性增高，与脂肪沉

积成正相关的厚壁菌门[18-19]数量降低，负相关的拟

杆菌门[18-19]显著上调，可能是 PCV2 感染导致的断

奶仔猪消瘦的原因之一。在属水平上，病毒感染仔

猪空肠内容物主要优势菌群是假单胞菌属和芽孢杆

菌属，而未感染猪是乳杆菌属，说明 PCV2 感染后

可导致有益菌乳酸菌含量的降低，产生拮抗和杀死

有害微生物的物质减少，降低对有害微生物的抑制

和杀伤作用，促进有害微生物破坏肠道黏膜保护作

用，降低对肠黏膜损伤修复，加重空肠炎症的发生。

众所周知，乳酸菌主要包括乳杆菌属，是最具代表

意义的肠道内益生菌。有报道乳酸菌可抑制或杀死

大肠杆菌等显示其有益菌作用[20]，而铜绿假单胞菌

是仔猪肠壁囊泡性脓肿的病原菌[21]，猪源性蜡样芽

孢杆菌存在潜在危害[22]，表明这两种菌的有害性。 

有研究显示旋毛虫侵袭小鼠后，可引起肠道炎症

反应，同时小鼠肠道内菌群结构产生变化，表现为肠

道益生菌的数量明显减少，而致病菌与机会致病菌的

数量增加[23]。本研究结果显示 PCV2 感染仔猪空肠黏

膜结构发生损伤，结合空肠肠黏膜免疫系统相关免疫

细胞紊乱，细胞毒效应增强[11]，促炎因子 mRNA 表

达水平显著上调[14]，推测 PCV2 感染先导致仔猪肠道

损伤与炎症，破坏菌群内环境，导致乳杆菌等有益菌

定植量下降，菌群稳态失衡，有害菌增多，进一步加

剧肠道炎症的发生，从而形成恶性循环。 
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