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　 　 摘要：　 根据已发表的猪呼吸道疾病主要致病菌猪链球菌（ＳＳ）、胸膜肺炎放线杆菌（ＡＰＰ）和副猪嗜血杆菌

（ＨＰＳ）基因序列合成 ３ 对特异性引物，通过单一 ＰＣＲ 和三重 ＰＣＲ 体系及条件优化，建立这 ３ 种致病菌的三重 ＰＣＲ
检测方法，并对 ２００ 份临床表观健康猪鼻拭子样品用三重 ＰＣＲ 方法进行检测。 结果显示：建立的三重 ＰＣＲ 方法能

对同一样品中的 ＳＳ、ＡＰＰ、ＨＰＳ ３ 种病原菌的 ＤＮＡ 模板进行扩增，无交叉反应；对猪体内常见的猪多杀性巴氏杆菌、
猪大肠杆菌、猪放线杆菌、猪葡萄球菌、猪丹毒杆菌、猪沙门氏菌进行扩增，并无任何扩增产物；对 ＳＳ、ＡＰＰ、ＨＰＳ 细

菌纯培养物的检测敏感性分别为 １×１０４ ＣＦＵ ／ ｍｌ、１×１０３ ＣＦＵ ／ ｍｌ、１×１０３ ＣＦＵ ／ ｍｌ；对人工模拟 ＳＳ、ＡＰＰ、ＨＰＳ 感染组织

样品的敏感性均为 １×１０４ ＣＦＵ ／ ｍｌ。 三重 ＰＣＲ 方法对 ２００ 份临床表观健康猪鼻拭子样品的检测结果显示：ＳＳ 阳性

１６０ 份，阳性率 ８０􀆰 ０％；ＡＰＰ 阳性 ３ 份，阳性 １􀆰 ５％；ＨＰＳ 阳性 ４５ 份，阳性 ２２􀆰 ５％。 分别用细菌分离法和三重 ＰＣＲ 法

对 ３０ 份临床病料进行检测，两者检测结果的符合率达到 ９３％。 建立的三重 ＰＣＲ 可在 ４􀆰 ５ ｈ 左右得到检测结果。
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　 　 猪链球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｓｕｉｓ，ＳＳ）、胸膜肺炎放线

杆菌（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｌｅｕｒｏｐｎｅｕｍｏｉａｅ，ＡＰＰ）和副猪嗜

血杆菌（Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ ｐａｒａｓｕｉｓ，ＨＰＳ）是猪呼吸道常见

的重要病原，且引起的临床症状很难区分，多重感染

也给传统的细菌学法诊断带来困难，有必要建立一

种快速诊断鉴别这 ３ 种细菌的多重 ＰＣＲ 方法。
猪链球菌是猪的一种常见病原体，其中猪链球

菌 ２ 型引起的疾病是一种重要的人畜共患病。 猪感

染猪链球菌后可导致很多疾病如败血症、脑膜炎、关
节炎等，严重时还会导致突然死亡，部分从业人群接

触感染后会产生中毒性休克、败血症、脑膜炎及死亡

等恶劣后果［１⁃６］。 近年来，在中国猪链球菌引发的

疾病发病率呈现逐年上升趋势，致病菌以 ２ 型为

主［７⁃９］，该病已成为危害养猪业最严重的疾病之一。
猪胸膜肺炎放线杆菌是猪传染性胸膜肺炎

（Ｐｏｒｃｉｎｅ ｃｏｎｔａｇｉｏｕｓ ｐｌｅｕｒｏｐｎｅｕｍｏｎｉａ，ＰＣＰ）的病原。
急性 ＰＣＰ 特点是出血性坏死性肺炎和纤维素性胸

膜炎，具有较高发病率和死亡率。 慢性 ＰＣＰ 会导致

体质量增加速度减慢，降低饲料转化率并延长上市

时间［１０⁃１１］。 １９９０ 年杨旭夫等［１２］ 证实该病在中国的

存在。 ＰＣＰ 是引起猪呼吸道疾病综合征的主要原

因之一，给中国养猪业造成巨大经济损失［１３］。 检测

ＡＰＰ 亚临床感染猪难度大，ＥＬＩＳＡ 方法和补体结合

试验并不能够一定检测到亚临床感染猪。 此外，检
测 ＡＰＰ 抗体只是该病的间接诊断方法，只有检测并

分离到 ＡＰＰ 才能最终确诊该病［１４⁃１５］。
副猪嗜血杆菌可以引起纤维素性多发性浆膜炎、

关节炎和脑膜炎，是一种条件致病菌，在表征健康猪

的上呼吸道可以经常分离到，常由于环境应激等因素

诱发疾病［１６］。 该病原引起的疾病又称为革拉泽氏病

（Ｇｌａｓｓｅｒ′ｓ ｄｉｓｅａｓｅ）。 猪伪狂犬病、猪圆环病毒病等免

疫抑制性疾病的隐性感染继发该病而引起保育仔猪

大规模死亡的病例报道较多［１７⁃１８］。 该菌属于猪上呼

吸道的正常菌群成员之一，仔猪出生数小时即出现，
因此采用早期断奶难以控制该病［１９⁃２０］。 近年来，随着

中国规模化、集约化猪场的发展，副猪嗜血杆菌病已

成为养猪生产中的常见病和多发病，四川、甘肃、福
建、湖南、江苏等地均有发生［２１⁃２５］。

本研究以猪链球菌谷氨酸脱氢酶基因（ ｇｄｈ）、
胸膜肺炎放线杆菌毒素 ４ 基因（Ａｐｘ ＩＶ）和副猪嗜血

杆菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因为靶基因，建立同时检测猪鼻

拭子中猪链球菌、胸膜肺炎放线杆菌、副猪嗜血杆菌

的多重 ＰＣＲ 检测方法，为这 ３ 种病原检测提供一种

快速准确、高效经济的检测手段。

１　 材料与方法

１．１　 主要试剂

ＴＳＢ 培养基购自 ＯＸＯＩＤ 公司，ＴＨＢ 培养基购自

ＢＤ 公司，烟酰胺腺嘌呤二核苷酸（ＮＡＤ）购自南京生

兴生物技术有限公司，犊牛血清购自 ＧＩＢＣＯ 公司，
ＤＮＡ 凝胶回收试剂盒购自 ＡＸＹＧＥＮ 公司，２ ×Ｔａｑ
ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 购自东盛生物科技有限公司，ＤＬ
２０００ ｍａｒｋｅｒ 购自南京诺唯赞生物科技有限公司。
１．２　 菌株　

猪链球菌、猪胸膜肺炎放线杆菌、副猪嗜血杆

菌、猪多杀性巴氏杆菌、猪大肠杆菌、猪放线杆菌、猪
葡萄球菌、猪丹毒杆菌、猪沙门氏菌由江苏省农业科

学院兽医研究所人兽共患病防控研究室保存。
１．３　 引物的设计与合成

ＳＳ 引物参照文献［２６］描述的方法设计，其靶基

因为 ＳＳ 的特异基因 ｇｄｈ；ＡＰＰ 引物参照文献［２７］描
述方法设计，其靶基因为 ＡＰＰ 的特异基因 Ａｐｘ ＩＶ；
ＨＰＳ 引物参照文献［２８］描述的方法设计，其靶基因

为 ＨＰＳ 的特异基因 １６Ｓ ｒＲＮＡ。 引物均由上海英潍

捷基生物有限公司合成，其相关信息见表 １。 引物

用 ｄｄＨ２Ｏ 稀释成 １０ ｎｍｏｌ ／ ｍｌ，－２０ ℃保存备用。

表 １　 多重 ＰＣＲ 引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ ＰＣＲ

引物名称 引物序列（５′→３′） 基因
基因大小

（ｂｐ）

ＳＳＦ ＣＣＡＴＧＧＡＣＡＧＡＴＡＡＡＧＡＴＧＧ ｇｄｈ ６８８

ＳＳＲ ＧＣＡＧＣＧＴＡＴＴＣＴＧＴＣＡＡＡＣＧ

ＨＰＳＦ ＧＴＧＡＴＧＡＧＧＡＡＧＧＧＴＧＧＴＧＴ １６Ｓ ｒＲＮＡ ８２１

ＨＰＳＲ ＧＧＣＴＴＣＧＴＣＡＣＣＣＴＣＴＧＴ

ＡＰＰＦ ＴＴＡＴＣＣＧＡＡＣＴＴＴＧＧＴＴＴＡＧＣＣ Ａｐｘ ＩＶ ４１７

ＡＰＰＲ ＣＡＴＡＴＴＴＧＡＴＡＡＡＡＣＣＡＴＣＣＧＴＣ

１．４　 细菌基因组 ＤＮＡ 提取

１．４．１　 液体培养物中细菌基因组 ＤＮＡ 的提取　 取

纯培养的菌液或鼻拭子培养液 １ ｍｌ 放入 １􀆰 ５ ｍｌ ＥＰ
管中，１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，去上清，用 １００ μｌ
ｄｄＨ２Ｏ 重悬 ＥＰ 管底部沉淀，１００ ℃煮沸 ５ ｍｉｎ，最后

１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，取上清作为多重 ＰＣＲ 反应

模板，－２０ ℃保存备用。
１．４．２　 组织样品中细菌基因组 ＤＮＡ 的提取　 取 ２ ｇ
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感染猪肺脏组织，加入 １ ｍｌ ＰＢＳ 研磨制成悬液，
２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，取 ５００􀆰 ０ μｌ 上清液于 １􀆰 ５
ｍｌ 离心管中，１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，弃上清，加入

１００􀆰 ０ μｌ 细菌裂解液（０􀆰 ０００ ５％Ｔｗｅｅｎ２０，０􀆰 ５ ｇ ／ Ｌ
Ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ Ｋ 和 ０􀆰 １ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ，ｐＨ８􀆰 ５）重悬，５７ ℃
反应 １􀆰 ０ ｈ；１００ ℃水浴 １０ ｍｉｎ，再１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

５ ｍｉｎ，取上清作为 ＰＣＲ 反应模板。
１．５　 ＰＣＲ 扩增及其条件的优化　
１．５．１　 ＳＳ、ＡＰＰ、ＨＰＳ 单一 ＰＣＲ 扩增　 反应体系：２×
Ｔａｑ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １２􀆰 ５ μｌ，超纯水 ８􀆰 ０ μｌ，上下游

引物（１０ ｎｍｏｌ ／ ｍｌ）各 １􀆰 ０ μｌ，模板 ＤＮＡ ２􀆰 ５ μｌ。 反

应参数：９５ ℃预变性 ５ ｍｉｎ；９４ ℃变性 ３０ ｓ，４５ ～ ６５
℃退火 ３０ ｓ，７２ ℃延伸 １ ｍｉｎ，共 ３５ 个循环，７２ ℃终

延伸 ７ ｍｉｎ。 取 １０􀆰 ０ μｌ ＰＣＲ 扩增产物于 ２０ ｇ ／ Ｌ 琼

脂糖凝胶中进行电泳，然后在紫外检测仪下观察，根
据 ＰＣＲ 扩增产物条带的亮度来确定最佳退火温度。
１．５．２　 ＳＳ、ＡＰＰ、ＨＰＳ 多重 ＰＣＲ 扩增　 将 ＳＳ、ＡＰＰ、
ＨＰＳ 引物进行 １５ 种不同浓度的组合，在最佳退火温

度下进行 ＰＣＲ，根据电泳结果确定最佳的引物组合

用于多重 ＰＣＲ 的扩增。
１．５．３　 ＰＣＲ 产物的鉴定　 采用 ＤＮＡ 凝胶回收试剂

盒纯化扩增片段，将纯化的扩增产物连接 Ｔ 载体并

进行鉴定，将鉴定为阳性的质粒送往上海英潍捷基

生物有限公司进行序列测定。 所测序列与 ＧｅｎＢａｎｋ
中收录的序列进行同源性比对，根据同源性高低鉴

定 ＰＣＲ 产物的正确性。
１．６　 多重 ＰＣＲ 特异性试验

按方法 １．４．１，提取猪多杀性巴氏杆菌、猪大肠

杆菌、猪放线杆菌、猪葡萄球菌、猪丹毒杆菌、猪沙门

氏菌的基因组 ＤＮＡ，按确定的多重 ＰＣＲ 反应条件进

行扩增，以判定该方法对其他引起猪发病的主要病

原菌的特异性。
１．７　 多重 ＰＣＲ 的敏感性试验

１．７．１ 　 对细菌纯培养物的检测敏感性 　 对 ＳＳ、
ＡＰＰ、ＨＰＳ 的纯培养物分别进行平板计数后，将细菌

的浓度调整至 １×１０９ ＣＦＵ ／ ｍｌ，１０ 倍梯度稀释至 １×
１０２ ＣＦＵ ／ ｍｌ，提取其基因组进行多重 ＰＣＲ 扩增。 取

１０􀆰 ０ μｌ ＰＣＲ 扩增产物进行电泳，以确定多重 ＰＣＲ
对细菌纯培养物的检测敏感性。
１．７．２　 对组织样品的检测敏感性　 对 ＳＳ、ＡＰＰ、ＨＰＳ
的纯培养物分别进行平板计数后，将细菌的浓度调

整至 １ × １０７ ＣＦＵ ／ ｍｌ，再 １０ 倍梯度稀释至 １ × １０２

ＣＦＵ ／ ｍｌ。 用注射器吸取 ０􀆰 ５ ｍｌ 稀释好的菌液注入

２ ｇ 未感染 ＳＳ、ＡＰＰ、ＨＰＳ 病原的猪肺组织，用方法

１．４．２ 提取猪肺组织中细菌基因组 ＤＮＡ，进行多重

ＰＣＲ 扩增。 取 １０􀆰 ０ μｌ ＰＣＲ 扩增产物进行电泳，确
定多重 ＰＣＲ 对组织样品的检测敏感性。
１．８　 ＳＳ、ＡＰＰ、ＨＰＳ 多重 ＰＣＲ 检测方法的临床应用

１．８．１　 多重 ＰＣＲ 法与细菌分离法检测结果的比

较　 ３０份疑似感染 ＳＳ、ＡＰＰ、ＨＰＳ 的发病猪肺组织

来自江苏省不同地区猪场，对这些病料同时进行平

板细菌分离检测和 ＰＣＲ 检测。 计算两种方法检测

结果的符合率，符合率 ＝ （共同阳性数＋共同阴性

数） ／所检样品×１００％。
１．８．２　 对表观健康猪鼻拭子的检测　 将采集的 ２００
份表观健康猪鼻拭子分别放入含 ５％犊牛血清和

０􀆰 ０１％的 ＮＡＤ 的 ＴＳＢ 培养液中 ３７ ℃培养过夜，取
菌液 １ ｍｌ 于 ＥＰ 管中，按照方法 １． ４． １ 提取细菌

ＤＮＡ 用于多重 ＰＣＲ 检测。

２　 结果与分析

２．１　 ＳＳ、ＡＰＰ、ＨＰＳ 单一 ＰＣＲ 扩增

分别以 ＳＳ、ＡＰＰ、ＨＰＳ 的基因组 ＤＮＡ 为模板，
在不同退火温度下进行单一 ＰＣＲ 扩增。 凝胶电泳

检测结果显示：在退火温度为 ５８ ℃ 时，ＳＳ、ＡＰＰ、
ＨＰＳ 能扩增出相应分子量大小的目的片段（分别为

６８８ ｂｐ、４１７ ｂｐ、８２２ ｂｐ），均无其他非特异性条带，且
ＰＣＲ 产物明亮。 因此确定三重 ＰＣＲ 程序为：９５ ℃
预变性 ５ ｍｉｎ；９４ ℃变性 ３０ ｓ，５８ ℃退火 ３０ ｓ，７２ ℃
延伸 １ ｍｉｎ，共 ３５ 个循环，７２ ℃终延伸 ７ ｍｉｎ。
２．２　 ＳＳ、ＡＰＰ、ＨＰＳ 多重 ＰＣＲ 扩增最佳引物用量

组合

　 　 将 ＳＳ、ＡＰＰ、ＨＰＳ 的引物按不同浓度用量组合

后进行 ＰＣＲ 扩增。 ＰＣＲ 扩增产物的凝胶电泳检测

结果（图 １）表明，泳道 １５ 显示的 ３ 个条带最为明

亮，且没有非特异性条带，故选取此引物浓度组合为

最佳组合，即在 ２５􀆰 ０ μｌ ＰＣＲ 反应体系中各引物用

量为：ＳＳ 上下游引物各 １􀆰 ６ μｌ，ＡＰＰ 上下游引物各

０􀆰 ５ μｌ，ＨＰＳ 上下游引物各 ０􀆰 ６ μｌ，ＳＳ、ＡＰＰ 和 ＨＰＳ
的上下游引物浓度皆为 １０ ｎｍｏｌ ／ ｍｌ。
２．３　 ＰＣＲ 产物的鉴定

采用 ＤＮＡ 凝胶回收试剂盒纯化扩增片段，将纯

化的扩增产物连接 Ｔ 载体并进行鉴定，将鉴定为阳

性的质粒进行序列测定。 将所测序列与 ＧｅｎＢａｎｋ
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Ｍ：ＤＬ ２０００ ｍａｒｋｅｒ；１～１５ 代表多重 ＰＣＲ 扩增引物不同用量配比（ＳＳ ∶ＡＰＰ ∶ＨＰＳ）组合，１：０􀆰 ８ μｌ ∶０􀆰 ５ μｌ ∶０􀆰 ２；２：１􀆰 ０ μｌ ∶０􀆰 ５ μｌ ∶０􀆰 ２；３：１􀆰 ２ μｌ ∶
０􀆰 ５ μｌ ∶０􀆰 ２ μｌ；４：１􀆰 ４ μｌ ∶０􀆰 ５ μｌ ∶０􀆰 ２ μｌ；５：１􀆰 ６ μｌ ∶０􀆰 ２ μｌ ∶０􀆰 ２ μｌ；６：０􀆰 ８ μｌ ∶０􀆰 ５ μｌ ∶０􀆰 ４ μｌ；７：１􀆰 ０ μｌ ∶０􀆰 ５ μｌ ∶０􀆰 ４ μｌ；８：１􀆰 ２ μｌ ∶０􀆰 ５ μｌ ∶０􀆰 ４ μｌ；
９：１􀆰 ４ μｌ ∶０􀆰 ５ μｌ ∶０􀆰 ４ μｌ；１０：１􀆰 ６ μｌ ∶０􀆰 ５ μｌ ∶０􀆰 ４ μｌ；１１：０􀆰 ８ μｌ ∶０􀆰 ５ μｌ ∶０􀆰 ６ μｌ；１２：１􀆰 ０ μｌ ∶０􀆰 ５ μｌ ∶０􀆰 ６ μｌ；１３：１􀆰 ２ μｌ ∶０􀆰 ５ μｌ ∶０􀆰 ６；１４ μｌ：１􀆰 ４ μｌ ∶
０􀆰 ５ μｌ ∶０􀆰 ６；１５ μｌ：１􀆰 ６ μｌ ∶０􀆰 ５ μｌ ∶０􀆰 ６ μｌ。
　 　 　 　 　 　 　 图 １　 多重 ＰＣＲ 条件优化结果

Ｆｉｇ．１　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｂａｃｔｅｒｉａ ｂｙ ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ ＰＣＲ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｒｏｐｏｔｉｏｎｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒ ｃｏｎｃｏｎｔｒａｔｉｏｎｓ

中收录的序列进行同源性比对，结果表明，ＰＣＲ 扩

增片段均为相应的目的基因片段。
２．４　 多重 ＰＣＲ 的特异性

用建立好的 ＳＳ、ＡＰＰ、ＨＰＳ 三重 ＰＣＲ 方法检测

ＳＳ、ＡＰＰ、ＨＰＳ 的基因组 ＤＮＡ，均有相应大小的特异

ＰＣＲ 条带，而对引起猪发病的主要细菌（猪多杀性

巴氏杆菌、猪大肠杆菌、猪放线杆菌、猪葡萄球菌、猪
丹毒杆菌、猪沙门氏菌）基因组 ＤＮＡ 模板均无任何

扩增产物（图 ２），说明所建立的 ＳＳ、ＡＰＰ、ＨＰＳ 多重

ＰＣＲ 具有良好的特异性

２．５　 多重 ＰＣＲ 法对细菌纯培养物的检测敏感性

对 ＳＳ、ＡＰＰ、ＨＰＳ 的纯培养物分别进行平板计数

后，将细菌的浓度调整至１×１０９ ＣＦＵ／ ｍｌ，１０ 倍梯度稀释

后提取其基因组进行多重 ＰＣＲ 扩增（图 ３）。 由图 ３ 可

知，该三重 ＰＣＲ 法对 ＳＳ、ＡＰＰ、ＨＰＳ 纯培养物的敏感性

分别为 １×１０４ ＣＦＵ／ ｍｌ、１×１０３ ＣＦＵ／ ｍｌ、１×１０３ ＣＦＵ／ ｍｌ。
２．６　 多重 ＰＣＲ 法对组织样品的检测敏感性

对人工模拟感染样品进行检测，结果（图 ４）表
明，用所建立的多重 ＰＣＲ 方法可以不用增菌而直接

检测组织样品，整个检测过程约为 ３􀆰 ０ ｈ，对 ＳＳ、
ＡＰＰ、ＨＰＳ 感染样品的敏感性均为 １×１０４ ＣＦＵ ／ ｍｌ。
２．７　 ＳＳ、ＡＰＰ、ＨＰＳ 多重 ＰＣＲ 方法的临床检测

对采集的 ３０ 份疑似病例同时进行平板细菌分

离后 ＰＣＲ 检测和本试验建立的多重 ＰＣＲ 检测。 结

果显示：细菌分离法检测到 ３ 株 ＨＰＳ、３ 株 ＡＰＰ、１０
株 ＳＳ，多重 ＰＣＲ 法检测到 ４ 株 ＨＰＳ、３ 株 ＡＰＰ、１１ 株

Ｍ：ＤＬ ２０００ ｍａｒｋｅｒ；１：猪胸膜肺炎放线杆菌（ＡＰＰ）；２：猪链球菌

（ＳＳ）；３：副猪嗜血杆菌（ＨＰＳ）；４：猪多杀性巴氏杆菌；５：猪大肠杆

菌；６：猪放线杆菌；７：猪葡萄球菌；８：猪丹毒杆菌；９：猪沙门氏菌。
　 　 　 　 　 　 图 ２　 多重 ＰＣＲ 法的特异性

Ｆｉｇ．２　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ ＰＣＲ

ＳＳ。 ２ 种检测方法的符合率为 ９３％。 说明不经增菌

而直接从病料中提取基因组 ＤＮＡ 进行多重 ＰＣＲ 检

测的方法是可行的。 多重 ＰＣＲ 法检测过程约为 ４􀆰 ５
ｈ，大大缩短了检测时间。

对 ２００ 份临床健康猪的鼻拭子进行液体培养，
提取基因组 ＤＮＡ，用多重 ＰＣＲ 法对基因组 ＤＮＡ 进

行检测。 检测结果表明，ＳＳ、ＡＰＰ、ＨＰＳ 阳性分别为

１６０ 份、３ 份和 ４５ 份（包含二重感染和三重感染），
阳性率分别为 ８０􀆰 ０％、１􀆰 ５％和 ２２􀆰 ５％；同时感染 ２
种病原的样品有 １２ 份，占总病料的 ６％；同时感染 ３
种病原的样品有 ３ 份，占总病料的 １􀆰 ５％。

３　 讨 论

ＳＳ、ＡＰＰ、ＨＰＳ 引起的疾病临床症状极为相似，通
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１～８：ＳＳ 菌液浓度依次为 １×１０９ ＣＦＵ ／ ｍｌ、１×１０８ ＣＦＵ ／ ｍｌ、１×１０７ ＣＦＵ ／ ｍｌ、１×１０６ ＣＦＵ ／ ｍｌ、１×１０５ ＣＦＵ ／ ｍｌ、１×１０４ ＣＦＵ ／ ｍｌ、１×１０３ ＣＦＵ ／ ｍｌ、１×１０２

ＣＦＵ ／ ｍｌ；９～１６：ＨＰＳ 菌液浓度依次为 １×１０９ ＣＦＵ ／ ｍｌ、１×１０８ ＣＦＵ ／ ｍｌ、１×１０７ ＣＦＵ ／ ｍｌ、１×１０６ ＣＦＵ ／ ｍｌ、１×１０５ ＣＦＵ ／ ｍｌ、１×１０４ ＣＦＵ ／ ｍｌ、１×１０３

ＣＦＵ ／ ｍｌ、１×１０２ ＣＦＵ ／ ｍｌ；１７～２４：ＡＰＰ 菌液浓度依次为 １×１０９ ＣＦＵ ／ ｍｌ、１×１０８ ＣＦＵ ／ ｍｌ、１×１０７ ＣＦＵ ／ ｍｌ、１×１０６ ＣＦＵ ／ ｍｌ、１×１０５ ＣＦＵ ／ ｍｌ、１×１０４

ＣＦＵ ／ ｍｌ、１×１０３ ＣＦＵ ／ ｍｌ、１×１０２ ＣＦＵ ／ ｍｌ。 Ｍ： ＤＬ ２０００ ｍａｒｋｅｒ。
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 图 ３　 多重 ＰＣＲ 法的敏感性试验结果

Ｆｉｇ．３　 Ｔｈｅ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｔｅｓｔ ｏｆ ｔｈｅ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ＰＣＲ ａｓｓａｙ ｔｏ ｔｈｅ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｕｌｔｕｒｅ

１～６：人工模拟感染组织样品的 ＡＰＰ 菌液浓度依次为 １×１０７ ＣＦＵ ／ ｍｌ、１×１０６ ＣＦＵ ／ ｍｌ、１×１０５ ＣＦＵ ／ ｍｌ、１×１０４ ＣＦＵ ／ ｍｌ、１×１０３ ＣＦＵ ／ ｍｌ、１×１０２

ＣＦＵ ／ ｍｌ；７～１２：人工模拟感染组织样品的 ＨＰＳ 菌液浓度依次为 １ × １０７ ＣＦＵ ／ ｍｌ、１ × １０６ ＣＦＵ ／ ｍｌ、１ × １０５ ＣＦＵ ／ ｍｌ、１ × １０４ ＣＦＵ ／ ｍｌ、１ × １０３

ＣＦＵ ／ ｍｌ、１×１０２ ＣＦＵ ／ ｍｌ；１３～１８：人工模拟感染的组织样品 ＳＳ 菌液浓度依次为 １× １０７ ＣＦＵ ／ ｍｌ、１ × １０６ ＣＦＵ ／ ｍｌ、１ × １０５ ＣＦＵ ／ ｍｌ、１ × １０４

ＣＦＵ ／ ｍｌ、１×１０３ ＣＦＵ ／ ｍｌ、１×１０２ ＣＦＵ ／ ｍｌ；Ｍ：ＤＬ ２０００ ｍａｒｋｅｒ。
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 图 ４　 多重 ＰＣＲ 对人工感染组织样品的敏感性

Ｆｉｇ．４　 Ｔｈｅ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ ＰＣＲ ｔｏ ｔｈｅ ａｒｔｉｆｉｃｉａｌｌｙ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｓａｍｐｌｅｓ

过传统的临床症状观察以及病例解剖进行诊断，虽然

快速简便，但只能做出初步判断。 常用的血清学检

测，具有较强的特异性，但不能区分自然感染与疫苗

接种所产生的抗体，容易发生误诊。 病原菌分离方法

的检测周期长且难以达到某些病原菌的生长分离条

件，其局限性较大。 单一 ＰＣＲ 方法，虽然特异性高，
检测范围广，但难以应对目前多种病原混合感染的检

测。 因此，寻找一种适用范围广、高通量、特异性强、
灵敏度高、快速准确的检测方法迫在眉睫［２９］。

通过 ＰＣＲ 扩增条件的优化，确定 ３ 对引物的最

佳退火温度为 ５８ ℃。 在单引物敏感性试验的基础

上，通过优化引物用量组合，最后建立了多重 ＰＣＲ 检

测方法。 细菌纯培养物的敏感性试验结果表明，建立

的多重 ＰＣＲ 检测方法能够检测的 ＳＳ、ＡＰＰ、ＨＰＳ 最低

浓度分别为 １×１０４ ＣＦＵ ／ ｍｌ、１×１０３ ＣＦＵ ／ ｍｌ、１×１０３

ＣＦＵ ／ ｍｌ，说明本 ＰＣＲ 方法有较高的敏感性。 用本多

重 ＰＣＲ 法对其他常见的猪病病原体进行检测，结果均

无特异性扩增，证明该方法具有较高的特异性，相比较

于其他多重 ＰＣＲ 方法［３０］，本方法的特异性更好。
分别用细菌分离法和多重 ＰＣＲ 法检测 ３０ 份发
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病猪肺组织，通过对比发现两种方法检测结果的符

合率达 ９３％，说明本多重 ＰＣＲ 方法准确率较高。 本

多重 ＰＣＲ 方法从 ＤＮＡ 提取、ＰＣＲ 扩增到琼脂糖凝

胶电泳检测，整个过程仅需 ４􀆰 ５ ｈ 左右，这为 ＳＳ、
ＡＰＰ、ＨＰＳ 的诊断提供了快速、准确而且敏感的方

法，同时为动物及动物产品 ＳＳ、ＡＰＰ、ＨＰＳ 的流行病

学调查及疫情检测提供了技术支撑。
用建立的多重 ＰＣＲ 方法对 ２００ 份来自江苏省

不同地区猪场的不同日龄表观健康猪鼻拭子样品进

行检测，结果显示：ＳＳ 在猪场中感染率较高，达到

８０􀆰 ０％，ＡＰＰ 与 ＨＰＳ 的 感 染 率 分 别 为 １􀆰 ５％ 和

２２􀆰 ５％。 此外，我们对人工模拟感染的猪肺进行了

检测，本检测法对 ３ 种病菌的敏感性均达到 １×１０４

ＣＦＵ ／ ｍｌ，说明本多重 ＰＣＲ 法可直接检测猪肺组织。
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