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摘 要：根据胸膜肺炎放线杆菌（!"#$%&’("$))*+ ,)-*.&,%-*/&%$(-，FGG）(,012! 毒素基因序列和 &#H 0I1F 序列分别设计

了一对特异性引物 J&KJ! 和一对通用引物 HEKH&%，建立了检测 FGG 全部 &" 个血清型的复合 JLI 方法。对 FGG 的 &"
个血清型国际参考株和国内的 && 个 FGG 菌株进行检测，都能得到 D#D/G 和 #3$/G 的两个扩增片段。而放线杆菌等

&D 株参考菌株只能得到 #3$/G 的扩增片段。该方法能将 &" 个血清型的 FGG 菌株鉴定到种。检测的灵敏度达 3GA
+1FK&D%%L8M。用建立的方法检测临床分离的 D%$ 株可疑菌株，阳性 ! 株，与其它鉴定方法相符。结果表明复合

JLI 可用于 FGG 菌株的鉴定。
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猪传染性胸膜肺炎是由胸膜肺炎放线杆菌（!"#$%&’("$))*+
,)-*.&,%-*/&%$(-，FGG）引起的猪的一种高度传染性呼吸道疾

病。至今报道有 $ 个生物型共 &" 个血清型［&］。所有血清型

都可能致病，血清型之间致病严重程度有显著差异［$］。对分

离菌株的鉴定是最重要的诊断方法之一。常规的生化方法

鉴定不仅费时，而且 FGG 的生化特性不是十分活泼，常表现

为迟发酵反应，给可疑菌株的鉴定带来了困难。因此，国内

外学者都致力于建立分子生物学的鉴定方法［D O E］，特别是以

FGG 毒力因素中编码毒素蛋白的 (,0!、(,0"、(,0# D 种毒

素基因作为目标基因。但由于没有任何一种毒素基因存在

于所有血清型的 FGG 中，不可能使用一对引物同时鉴定所有

血清型的 FGG。直到 &333 年 F)9<C H-@9)),0［6］报道所有血清型

的 FGG 都具有 (,0P’F 基因，且该基因 DQ端非常保守，具有种

特异性。使应用一对引物同时鉴定所有血清型的 FGG 成为

可能。为了准确快速的鉴定所有已知的 FGG &" 个血清型的

菌株，本研究针对 FGG 的 (,012 基因的序列和 &#H 0I1F 序列

分别设计了特异性引物 J&KJ! 和通用引物 HEKH&%，建立了鉴

定 FGG &" 个血清型的复合 JLI 方法，并作了初步应用。

$ 材料和方法

$%$ 材料

$%$%$ 供试菌株：FGG 的 &# 个参考菌株（表 & 中 1(* & O &#）

均引自丹麦兽医研究所，血清型为 & O &" 型，其中 " 型为 "F
及 "R $ 株。另有 && 个国内 FGG 菌株（1(* &E O $E）、6 个放线

杆菌参考株（1(*$6 O D"）及 " 株其它猪源致病菌（1(*D# O !%）

如溶血性曼氏杆菌（3(%%4-$/$( 4(-/&)5#$"(）、多杀性巴氏杆

菌（6(+#-*.-))( /*)#&"$7(）。华南农业大学 $%%! 年 & 月 &! 日提

供的可疑菌株 &# 株。临床分离可疑菌株 $6# 株。分离材料

为华南农业大学 $%%! 年 $ 月 $& 日提供 E 份猪肺组织病料，

$%%! 年 D 月 $% 日提供 FGGH& 型人工感染 D" 号猪肺组织、与

D" 号猪同居的 $! 号猪肺门淋巴结。上海检验检疫局浦江分

局 $%%! 年 $ 月 &E 日从上海金山大昌屠宰场、D 月 $" 日从上

海新农猪场采集的临床健康的猪肺、扁桃体和鼻拭子等样品

共 "& 份。

$%$%& 主要试剂：8(9 +1F G()S.,09=,、T15J U<:、UAL)$、&% V

8(9 /WXX,0 均购自上海生工生物工程技术服务有限公司；+1F
.90Y,0 +Z$%%% 购自大连宝生物公司；1F+（$7烟酰胺腺嘌呤二

核苷酸）购自国药集团化学试剂有限公司；电泳琼脂糖为加

拿大 R<( R9=<- PC-*产品；JJZ[（类胸膜肺炎微生物培养基）为

美国 +P8L[ 公司产品。

$%$%’ 主要仪器：+1F 扩增仪（U\ I,90-@ U<C<-S-), J5L7$$"），

凝胶分析成像系统（RP[7IF+ ],) +[L7$%%%），核酸蛋白分析

仪（;GG,CT(0X R<(G@(^(.,^,0），微生物自动分析仪（’P5;_7FUH
U7&$6），台式高速低温离心机（R;L_UF1 FZZ;]IF #!I）。

$%& 引物设计

根据 ],CR9CY 中 FGG 的 (,012! 毒素基因和 &#H 0I1F 序

列设计了一对特异性引物 J&KJ! 和通用引物 HEKH&%，引物由

上海 基 康 公 司 合 成。 引 物 序 列 如 下：引 物 J&："Q7
L]5FFL5L]]5]F55]F5]L7DQ；引 物 J!："Q7 L]555]L5LF55
L]F5FFFL]7DQ。引 物 HE："Q7L555F]]]F]]]]5F]FF557DQ；
引物 H&%："Q7]F55FL5F]L]F55LL]FL557DQ。J&、HE 为 上游

引物，J!、H&% 为下游引物。



表 ! 试验用 "## 及参考菌株

!"#$% & ’(( ")* +%,%+%)-% ./+"0). 1.%* 0) /%./
234 2"5% 6/+"0) 6%+3/7(% 8+090)

& ! 4 "#$%&’"($%)’(*+$ :;<: & =>?

@ ! 4 "#$%&’"($%)’(*+$ &ABC @ =>?

B ! 4 "#$%&’"($%)’(*+$ &:@& B =>?

: ! 4 "#$%&’"($%)’(*+$ DC@ : =>?

A ! 4 "#$%&’"($%)’(*+$ E&< A’ =>?

C ! 4 "#$%&’"($%)’(*+$ F@; AG =>?

< ! 4 "#$%&’"($%)’(*+$ H%5! C =>?

I ! 4 "#$%&’"($%)’(*+$ JHIB < =>?

K ! 4 "#$%&’"($%)’(*+$ :;A I =>?

&; ! 4 "#$%&’"($%)’(*+$ &B@C& K =>?

&& ! 4 "#$%&’"($%)’(*+$ &B;BK &; =>?

&@ ! 4 "#$%&’"($%)’(*+$ AC&AB && =>?

&B ! 4 "#$%&’"($%)’(*+$ IB@K &@ =>?

&: ! 4 "#$%&’"($%)’(*+$ 2@<B &B =>?

&A ! 4 "#$%&’"($%)’(*+$ BK;C &: =>?

&C ! 4 "#$%&’"($%)’(*+$ L6 &:B &A =>?

&< ! 4 "#$%&’"($%)’(*+$ @AK & M>MM

&I ! 4 "#$%&’"($%)’(*+$ @C; @ M>MM

&K ! 4 "#$%&’"($%)’(*+$ @C& B M>MM

@; ! 4 "#$%&’"($%)’(*+$ @C@ : M>MM

@& ! 4 "#$%&’"($%)’(*+$ @C: C M>MM

@@ ! 4 "#$%&’"($%)’(*+$ @CA < M>MM

@B ! 4 "#$%&’"($%)’(*+$ @CC I M>MM

@: ! 4 "#$%&’"($%)’(*+$ @C< K M>MM

@A ! 4 "#$%&’"($%)’(*+$ @CI &; M>MM

@C ! 4 "#$%&’"($%)’(*+$ LN?OL8N < L2’N

@< ! 4 "#$%&’"($%)’(*+$ OLNL’? & L2’N

@I ! 4 #*,(*$&$-** PC<; =>?

@K ! 4 #*,(*$&$-** P&AA =>?

B; ! 4 #*,(*$&$-** PC<& =>?

B& ! 4 #*,(*$&$-** ’!MM :K@BC
（2M!M :&IK）

=>?

B@ ! 4 )*(’& 2D B;A =>?

BB ! 4 &’--** ’!MM @<;<@ =>?

B: ! 4 -%*- M’PD（MMD）AAIC =>?

BA ! 4 $.%%#* 2M!M IA@K =>?

BC /+((0$*)*+（1+-2$%&$##+）

0+$)’#32*4+ 2M!M KBI; =>?

B< 1+-2$%&$##+ +$&’,$($- ’!MM @<IIB =>?

BI 1+-2$%&$##+ )%#2’4*5+ MMNQ &<K<CG =>?

BK 6 4 "($%)’(*+$ ’!MM @<BBC 6LM?R

:; 7 4 4’#* ’!MM ::BBIS 6LM?R

=>?：=")0.T >%/%+0)"+7 ?)./0/1/%； M>MM：M%)/%+ ,3+ >%/%+0)"+7 M1$/1+%
M3$$%-/03)；L2’N：L1")") ’9+0-1$/1+% N)0U%+.0/7；6LM?R：6T")9T"0 VW(3+/
")* ?5(3+/ ?).(%-/03) ")* R1"+")/0)% G1+%"14

!$% 菌株的培养和 &’" 提取

表 & 中 & X &@，&A 型 ’(( 菌株和 ! 4 )*(’& 涂布接种于添

加 ;Y;<Z 2’= 的 PPF8 巧克力琼脂平板上［ B］，其它菌株涂布

接种于普通血琼脂平板上，在 AZ M8@ 条件下，B<[培养 @:T
后用灭菌水洗下平板上的菌落，离心后收集的细菌按文献

［K］的方法提取 =2’。

!$( )*+ 反应和产物测序

B;"F PM\ 反应体系，&; ] 8+. #1,,%+ B"F；@A553$^F D9M$@
B"F；@YA553$^F *2!P D0W B"F；引物 6< 和 6&; 各 ;YA"F，P& 和

P: 各 ;Y<A"F（引物浓度均为 A"53$^F）；&"F =2’ 模板（&; X
@;)9）；AN"̂F 8+. =2’ 聚合酶 ;Y@"F；补充水至 B;"F。PM\ 反

应条件：K:[ B50)；K:[ B;.，AA[ B;.，<@[ :A.，BA 个循环；

<@[ A50)。产物在 &YAZ琼脂糖凝胶 & ] !’V 缓冲液中电泳，

VG 染色后用凝胶成像系统分析。

引物 6<^6&; 扩增菌株 L6&:B 和 LN?OL8N 的 PM\ 产物和

引物 P&^P: 扩增菌株 L6&:B、DC@、@C&、LN?OL8N 和 OLNL’?
的 PM\ 产物由上海基康公司双向测序。对序列结果进行分

析并与 Q%)G")_ 中 ’(( 菌株的相应序列比较。

!$, 灵敏度试验

核酸蛋白分析仪测量菌株 AC&AB 的 =2’ 浓度，系列 &;
倍稀释后进行 PM\ 反应，以 PM\ 反应检测 =2’ 的含量的灵

敏度。将菌株 &:@& 的细菌悬浮液系列 &; 倍稀释后进行平板

记数和 PM\ 反应，以 PM\ 反应检测细菌含量的灵敏度。

!$- 可疑菌株的分离和鉴定

肺、扁桃 体 等 组 织 样 品 及 鼻 拭 子 按 文 献［&;，&&］分 离

’((，挑选边缘整齐，半透明，中间呈灰白色的光滑闪光，直径

&55 左右的菌落，接种于 PPF8 巧克力培养基上，AZ M8@ 条

件下，B<[培养 @:T 进行纯化，革兰氏染色阴性的为可疑菌

落。

送检或纯化的可疑菌株每个挑取少量菌落分别于 &;;"F
(L <Y@ ;Y;&53$^F PG6 中混匀后，用 PG6 进行 &; 倍、&;; 倍稀

释。原液、&; 倍、&;; 倍稀释液分别取 &"F 作为复合 PM\ 扩

增的模板。PM\ 反应体系中加入 &Z灭菌 !‘%%)a@;。将 &Y:
中反应循环参数 K:[ B50) 改为 KC[ C50)，其他条件相同。

PM\ 阳性菌株进行 M’DP（以 MT+0./0%、’/T0). 和 D1)-TaP%/%+.3)
B 人的姓命名的，用于无乳链球菌检验的试验方法）试验［&@］

及血清凝集试验进行验证。部分阴性菌株用微生物自动分

析仪进行鉴定。

. 结果

.$! )*+ 检测和扩增产物的测序

供试的 ’((@< 个菌株经过 PM\ 扩增后，都能出现 CK@#(
和 BCB#( 的两条扩增产物，其中通用引物 6<^6&; 的扩增产物

为 CK@#(，’(( 特异引物 P&^P: 的扩增产物为 BCB#(。其余的

&B 个参考菌株只有通用引物的扩增产物 CK@#(（图 &）。表明

引物 P&^P: 能特异性的扩增 ’((。
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图 ! 引物 "#$"!% 和 &!$&’ 扩增 ()) 及参考菌株的 &*+ 产物电泳图

!"#$% &#’()*+ #+, +,+-.()/0)(+*"* )1 234 ’5/,"1"-’.")6 /()78-.* 1()5 &// ’67 (+1+(+6-+ *.(’"6*
9$ :;;;</ =>& ,’77+(；% ? %@A 234 /()78-.* 1()5 =>& )1 *.(’"6 B;CB，%DE@，%B:%，9@:，F%C，G:;，!+5H，I!JE，B;D，%E:@%，%E;EK，D@%DE，JE:K，

>:CE，EK;@，LM%BE；%C ? :CA 234 /()78-.* 1()5 =>& )1 *.(’"6 :DK，:@;，:@%，:@:，:@B，:@D，:@@，:@C，:@J，LNOPLQN，PLNL&；:J ? B;A234
/()78-.* 1()5 =>& )1 *.(’"6 2@C;，2%DD，2@C%，&R33 BK:E@，>9 E;D，&R33 :C;C:，3&29 DDJ@，>3R3 JD:K，>3R3 KEJ;，&R33 :CJJE，33NS
%CKC@T，&R33 :CEE@，&R33 BBEEJ；B%A>+#’."U+ -)6.(), $

,-, 灵敏度试验

用 234 扩增菌株 D@%DE 的 =>& 不同浓度和菌株 %B:% 的

不同稀释度菌悬浮液（图 :、E）。图 : 中，菌株 D@%DE 的 =>&
稀释度分别为每 %!G 含 =>& K6#、K;;/#、K;/#、K/#、;AK/#，前 B
个稀释度都出现阳性扩增，最后一个稀释度及空白对照无扩

增，234 最低检出 =>& 浓度为 K/#。图 E 中，菌株 %B:% 菌悬

液的稀释度分别为每 %!G 含 %AE V %;@ 3!N、%AE V %;D 3!N、%AE
V %;B 3!N、%AE V %;E 3!N、%AE V %;: 3!N、%AE V %;%，前 B 个稀释

度有扩增，234 最低可检测 %E;; 个细菌。

引物 MCWM%; 扩增 LM%BE 和 LNOPLQN 的 234 产物序列与

S+6T’6X 中的 &//（&Y;%CBC:）的同一片段序列比较，同源性

为 %;;Z。引 物 2%W2B 扩 增 LM%BE、9@:、:@%、LNOPLQN 和

PLNL&O 的 234 产物序列与 S+6T’6X 中的 &//（&!%JJJ@C）的

同一片段序列比较，同源性为 %;;Z。结果表明通用引物和

特异性引物都能扩增并得到目的片段。

图 , 引物 "#$"!% 和 &!$&’ 扩增菌株 ./!.0 不同浓度 12( 的 &*+
产物电泳图

!"#$: &#’()*+ #+, +,+-.()/0)(+*"* )1 234 ’5/,"1"-’.")6 /()78-.* 1()5
=>& )1 *.(’"6 D@%DE
9$ :;;;</ =>& ,’77+(；% ? DA 234 /()78-.* 1()5 7",8.+7 =>& )1 *.(’"6
D@%DE )1 K6#，K;;/#，K;/#，K/#，;AK/#；@A >+#’."U+ -)6.(), $

图 0 引物 "#$"!% 和 &!$&’ 扩增菌株 !’,! 不同细菌数的 &*+ 产

物电泳图

!"#$E &#’()*+ #+, +,+-.()/0)(+*"* )1 234 ’5/,"1"-’.")6 /()78-.* 1()5
*.(’"6 %B:%
9$ :;;;</ =>& ,’77+(；% ? @A 234 /()78-.* 1()5 %B:% <’-.+("’ )1
%AE V %;@3!N，%AE V %;D3!N，%AE V %;B3!N，%AE V %;E3!N，%AE V
%;:3!N，%AE V %;%3!N；CA 234 /()78-. 1()5 =>& )1 *.(’"6 D@%DE；

JA>+#’."U+ -)6.(), $

,-0 可疑菌株的复合 &*+ 鉴定

经检测，华南农业大学提供的革兰氏阴性可疑菌株 %@
株，全部为阴性；从华南农大提供猪肺组织病料中分离的 BE
个菌株及从上海金山大昌屠宰场、上海新农猪场采集的临床

健康的猪肺、扁桃体和鼻拭子等样品中分离 :E; 个菌株，全

部为阴性；从华南农大提供的人工感染样品中分离菌株 %E
株，B 株阳性。阳性菌株均有 3&92 现象（胸膜肺炎放线杆菌

生物 O 型菌生长需要 [ 因子，即"\烟酰胺腺嘌呤二核苷酸。

金黄色葡萄球菌可以产生较多的 [ 因子，当金黄色葡萄球菌

在血培养基上划线时，胸膜肺炎放线杆菌在金黄色葡萄球菌

"] 溶血素周围产生一个不断增大的溶血区，越靠近金黄色

葡萄球菌划线的菌苔，溶血区越大，形似杯状，这一现象称为

3&92 现象），与 M% 型标准阳性血清均产生凝集，其中一株阳

性分离菌（ED\%）的 234 扩增见图 B。从华南农大送检的可疑

菌株中选出 K 株用全自动细菌鉴定仪鉴定，其中大肠杆菌

（!"#$%&’#$’( #)*’）@ 株，臭鼻克雷伯菌（ +*%,"’%**( )-(%.(%）: 株，

肺炎克雷伯菌（+*%,"’%**( /.%01).’(%）% 株。

图 ’ 引物 "#$"!% 和 &!$&’ 扩增产物电泳图

!"#$B &#’()*+ #+, +,+-.()/0)(+*"* )1 234 ’5/,"1"-’.")6 /()78-.* 1()5
"*),’.+ )1 *’5/,+
9$ :;;;</ =>& ,’77+(；% $ 234 /()78-. 1()5 <’-.+("85 "*),’.+7 1()5
,86#；:$ 234 /()78-. 1()5 =>& )1 *.(’"6 %B:%；E$ 234 /()78-. 1()5
=>& )1 *.(’"6 /@C;；B$ >+#’."U+ -)6.(), $

0 讨论

胸膜肺炎放线杆菌 (/2345 毒素基因 E^端非常保守，具有

种特异性［J］。本文根据该基因序列设计的一对特异性引物

2%W2B，可扩增 &// 的全部 %D 个血清型。国外学者 9’.+8*［%E］

和 M-0’,,+(［%;］也针对该基因序列建立了 &// 检测方法。前者

建立的方法可鉴定 % ? %: 血清型 &// 及猪放线杆菌等相关

菌株。后者可检测 &// %B 个血清型，可能当时报道 &// 只有

%B 个血清型。T,’-X’,, :;;: 年［%］才报道 &// 第 %D 个血清型。

作者在试验中，用 M-0’,,+( 的引物扩增血清 %D 型，同样能得
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到与其它型一样的特异扩增产物，说明 !"#$%%&’ 建立的 ())
检测方法也可特异检测 ()) 的全部 *+ 个血清型。试验中，

!"#$%%&’根据 ! , "#$% *-! ’./( 0&1& 设计了 通 用 引 物，监 测

2/(提取结果，作为技术控制，但没有将两对引物放在同一

体系中进行 34. 反应。本文根据放线杆菌 *-! ’./( 序列设

计的通用引物 !56!*7，使 ()) 及与 ()) 同源性相近的菌种，

都能扩增出来，并且将特异引物和通用引物放在同一体系中

进行复合 34. 反应，节约了时间和成本，增加了 34. 过程中

的质量控制体系，完善了试验方法。

本文应用建立的复合 34. 方法，扩增 8 个国内 ()) 菌株

及 9 个临床分离 ()) 菌株，都能得到与 *- 个 ()) 国际标准菌

株相同的两个目的片段。而与 ()) 基因同源性相近的林氏

放线杆菌（& , $%’(%)*)+%%）、猪放线杆菌（& , +,%+）等参考菌株仅

有通用引物扩增的一条目的片段，证明试验方法的特异性。

应用建立的复合 34. 方法，鉴定出的 : 株阳性 菌 株 均 有

4(;3 现象，并与标准阳性血清产生凝集。说明复合 34. 鉴

定的准确性。挑选 8 株 34. 阴性的分离菌株用微生物自动

分析仪进行具体菌株的鉴定（鉴于微生物自动分析仪成本较

高，没有将全部 34. 阴性菌株进行鉴定），结果为大肠杆菌等

非 ()) 菌株，进一步证明复合 34. 鉴定方法的准确性。

: 株阳性 ()) 菌株均分离自人工感染组织，其中人工感

染 <+ 号猪肺组织的触片，经培养后在 33=> 巧克力培养基上

出现均匀一致的菌落，任意挑选 < 个，均为阳性。试验证明，

从急性发病猪组织中易分离到 ()) 菌株，而临床健康的猪组

织很难分离到 ()) 菌株，与国外报道［*:］一致。

建立的复合 34. 方法不仅特异、准确，还具有快速的特

点。常规的生化鉴定至少需要 9:#，而 34. 鉴定可在 <# 内完

成，一次可鉴定大量的菌株。由于该方法可鉴定所有血清型

的 ())，菌株鉴定中不易造成漏检。本文建立的复合 34. 鉴

定 ()) 的方法可应用于临床分离菌株的常规鉴定。
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