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CÂF+?.3F+FH+B̂B\B̂

G

JY1EĈB
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Â3J

:
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)

CF045A++A

G

IJECZ-FE+FYECFD̂FH+B\FC

G

YJ[F

)

BZF1BJCJ

:

BIAC

+E[\F

G

AHZICBHBIACZBYYF[FĤBACZBA
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G

78(

)

JC

G

1F[A+F

&

Z8.0+

和引物浓度变化的范围

分别如下$

2

:

#/

!

&

#

"&11JC

*

S

!"

%

A$

G

78(

)

JC!

G

1F[A+F

!

&

#

"9 N

*

#6

"

S

!"

%

Z8.0+

!

&

#

&?;

11JC

*

S

!"

%引物
&

#

#?&

"

1JC

*

S

!"

%均设
;

个梯度'

"?#?$

!

单一
045

程序的优化
!

<6e

预变性
$1BH

后!按
<$e

变性
%&+

!退火
%&+

!

'#e

延伸的循环

程序进行
#6

次循环!最后
"

个循环结束后再延伸
6

1BH

'分别在不同的退火温度和不同的延伸时间进

行
045

'退火温度变化范围为
6&?&

#

9&?<e

!按

045

仪自动设温度梯度%延伸时间变化范围为
#&

#

;&+

!分
;

个梯度进行
045

扩增'

"?#?6

!

多重
045

的条件优化
!

按
"?#?#

所述方法

提取
(

))

&

*

)

+

&

,-

&

.

/

01

和
23

)

的基因组为模

板!进行多重
045

扩增'使用单一
045

反应体系

中确定的各成分范围的中间值"

TĤF[1FZBÂF\ACEF

!

aB

#作为多重
045

的最初反应体系"

#6

"

S

#!按
"?

#?$

所述方法进一步优化多重
045

的反应条件'

"?#?9

!

多重
045

的特异性
!

按
"?#?#

所述方法提

取
(

))

&

*

)

+

&

,-

&

.

/

01

和
23

)

的基因组为模板进

行多重
045

!将扩增产物分别测序分析后判定该方

法在
6

种病原菌之间的特异性'同时!对产类志贺

毒素大肠杆菌
@7"

&猪霍乱沙门氏菌
4';!"

&猪
#

型

链球菌
=4!"

&金黄色葡萄球菌
(.44#6<#%

&非产毒

巴氏杆菌
U*"

的基因组模板进行扩增并判定该方

法对其它病原菌的特异性'

"?#?'

!

多重
045

的敏感性
!

测定菌株
(

))

$&'$

&

*

)

+&%##

&

,- **&;&<

&

.

/

01 *8!"%

和
23

)

596<

基因组的
78(

浓度!使用超纯水调整到
6&

H

:

*

"

S

!"

!然后分别以超纯水
6

倍梯度稀释为

"&&&&

&

#&&&

&

$&&

&

;&

&

"9

&

%?#

):

*

"

S

!"

!各菌株每

个梯度各取
#

"

S

加入
045

管中!使反应体系中同

时含
6

种基因组
78(

的量分别为
"&&&&&

&

#&&&&

&

$&&&

&

;&&

&

"9&

&

%#

和
9?$

):

!

045

后电泳分析结果'

"?#?;

!

多重
045

对病料样品的检测
!

使用
"

个半

$##"
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!

云等$多重
045

方法快速检测猪的
6

种呼吸道病原菌

数致死剂量"

6&bCF̂3ACZJ+F

!

S7

6&

#

(

))

"

9?;f

"&

'

4̀ N

#对一组小鼠"

"&

只#进行腹腔攻毒'另设

0,=

对照组"

"&

只#隔离饲养'将攻毒死亡小鼠和

0,=

对照组小鼠解剖!取肺进行病原菌的分离鉴

定'同时!剪取一小块肺脏组织放入
61S

含有
6b

犊牛血清"无支原体#的
.=,

培养基中!在
%' e

&

##6[

*

1BH

!"摇床培养
;3

后按
"?#?#

方法制备模

板进行多重
045

检测'按同样方法分别进行
*

)

+

&

,-

和
.

/

01

的操作"注
S7

6&

$

*

)

+"?;f"&

"&

4̀ N

!

,-6?9f"&

<

4̀ N

!

.

/

01"?#f"&

;

4̀ N

#'本研究

中!考虑到
23

)

可能对实验室造成的环境污染!所

以没有进行
23

)

的小鼠攻毒试验'

"?#?<

!

多重
045

对临床样本的检测
!

对采自湖

北&河南&湖南
%

省具有呼吸道症状猪的
$%

份肺脏

病料按
"?#?;

所述方法制备模板进行多重
045

检

测!同时进行病原菌的分离鉴定'对另外
#9<

份肺

脏病料仅进行多重
045

检测'

!

!

结
!

果

!J&

!

单一
'()

扩增条件的确定

当使用
#6

"

S

的
045

反应体系时!

6

种单一

045

反应均未扩增到非目的条带!但是其最适

2

:

#/浓度范围具有明显的差别"见图
"

#'其中!

3

)

+"

,

#

&

--"

,

#

和
13

)

"

,

#%

对引物在
&?#6

#

"&?&

11JC

*

S

!"

2

:

#/的
#6

"

S

反应体系中均能扩增到

*

)

+

&

,-

和
23

)

的目的基因片段%而
A

))

"

,

#

和

^

)

1"

,

##

对引物仅能在
"?&

#

6?&11JC

*

S

!"

2

:

#/

的体系中扩增到
(

))

和
.

/

01

的目的基因片段

"见图
"

#'同样的方法确定了
6

种单一
045

反应

退火温度&引物浓度&

Z8.0+

浓度和
A$

G

78(

)

JC!

G

1F[A+F

浓度的最佳范围"见表
#

#'

图
&

!

单一
'()

反应体系最适
8

B

!K浓度范围的确定

?6

B

J&

!

+,3,;162536/2/43A,

0

;/

0

,;>/2>,23;536/2/48

B

!K

6246-,'();,5>36/2=

D

=3,1=

表
!

!

单一
'()

反应条件的最佳取值范围

E5H.,!

!

+,3,;162536/2/43A,

0

;/

0

,;>/27636/2=/4'()6246-,;,5>36/2=

D

=3,1

.

,

e

2

:

#/

,

"

11JC

*

S

!"

#

引物,

"

"

1JC

*

S

!"

#

0[B1F[+

A$

G

,

"

N

*

#6

"

S

!"

#

Z8.0+

,"

11JC

*

S

!"

#

时间,
+

#

(

))

6"?;

#

6;?# "?6

#

6?& &?$

#

#?& &?6

#

"&?& &?&$

#

&?"9 $&

#

9&

*

)

+ 6"?;

#

9&?# "?&

#

#?6 &?#

#

#?& "?&

#

6?& &?&#

#

&?"9 $&

#

<&

,- 6%?"

#

9&?# "?6

#

#?6 &?#

#

"?& "?&

#

6?& &?&#

#

&?"9 #&

#

9&

.

/

01

6#?%

#

9&?# "?6

#

6?& &?#

#

"?& #?&

#

"&?& &?&;

#

&?"9 #&

#

<&

23

)

6%?"

#

9&?# #?6

#

'?6 &?#

#

"?& "?&

#

6?& &?&;

#

&?"9 #&

#

9&

aB 6'?9 #?6 &?' %?6 &?"# 6&

!J!

!

多重
'()

扩增条件的优化

单一
045

方法中所确定的各条件范围的中间

值"

TĤF[1FZBÂF\ACEF

!

aB

#作为多重
045

方法的

初始条件"见表
#

#'以
6

种病原菌的基因组为模

板!设定退火温度梯度范围为
6#

#

9#e

!进行五重

045

扩增'结果表明!当退火温度较高"

$

9&?#e

#

6##"



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
$&

卷
!

时!

*

)

+

对应的
78(

带较弱%当退火温度较低时

"

%

69?$e

#!

,-

对应的
78(

带较弱%当退火温度

为
6;?#e

时多重
045

各目的基因片段均得到较好

的扩增结果!所以确定其最佳退火温度为
6;?#e

"见图
#(

#'同时!确定多重
045

最佳引物"见图

#,

#&

2

:

#/

&

A$

G

78(

)

JC

G

1F[A+F

和
Z8.0+

浓度

以及最佳延伸时间等反应条件的最佳值'最终确定

五重
045

的最佳反应体系$

"&fA$

G

,EYYF[#?6

"

S

!

#611JC

*

S

!"

2

:

#/

#?6

"

S

"

#?611JC

*

S

!"

#!

#N

*

"

S

!"

A$

G

78(

)

JC

G

1F[A+F#?&

"

S

"

$N

*

管!"

#!

#11JC

*

S

!"

Z8.0+"?6

"

S

"

&?"#11JC

*

S

!"

#!

"&

"

1JC

*

S

!"引物各
"?&

"

S

"

&?$

"

1JC

*

S

!"

#%最佳反应程序$

<$e%1BH

后!按
<$e

变性
%&

+

&

6;?#e

退火
%&+

&

'#e

延伸
66+

的程序进行
#6

次循环!第
#6

次循环结束后再延伸
61BH

!最后在

"&e

暂时保存'

2?7S#&&&2A[]F[

%

"?6#?<e

%

#?6$?;e

%

%?69?$e

%

$?6;?#e

%

6?9&?#e

%

9?&?#

"

1JC

*

S

!"

%

'?&?$

"

1JC

*

S

!"

%

;?&?9

"

1JC

*

S

!"

%

<?&?;

"

1JC

*

S

!"

图
!

!

多重
'()

最佳退火温度#

G

$和最佳引物浓度#

C

$的确

定

?6

B

J!

!

+,3,;162536/2/43A,522,5.62

B

3,1

0

,;539;,5278

B

!K

>/2>,23;536/26219.36

0

.,:'()

!LM

!

多重
'()

的特异性

五重
045

对
(

))

&

*

)

+

&

,-

&

.

/

01

和
23

)

的

6

种菌体模板均能扩出目的带!且没有其它非特异

性反应"见图
%

#'将
6

种
045

产物回收测序!发现

其与
84,T

上相对应
$

B

ETa

&

"9=[58(

&

3

6$

&

#+E(

和
69,

基 因 序 列 "

$"&%"96

&

#""99$;

&

%<$'6"%

&

";&#9;'$

&

$<"&<

#的同源性均在
<<b

以上!分别为

%''

,

%''

&

;"<

,

;#"

&

#%6

,

#%6

&

$$#

,

$$#

和
#;6

,

#;'-

)

"测序结果略#'这表明所设计的
6

对引物在相对

应的
6

种病原微生物之间没有交叉反应'另外!

该
045

方法对产类志贺毒素大肠杆菌
@7"

&猪霍

乱沙门氏菌
4';!"

&猪
#

型链球菌
=4!"

&金黄色葡

萄球菌
(.44#6<#%

&非产毒巴氏杆菌
U*"

基因

组的扩增结果均为阴性"见图
%

#!表明所设计的
6

种引物在其它
6

种常见的病原菌之间也没有交叉

反应'

2?7S#&&& 2A[]F[

%

"?

猪肺脏组织%

#?,-

%

%?2

)

3

%

$?

(

))

%

6?01

%

9?*

)

+

%

'?

大肠杆菌
@7"

%

;?

猪霍乱沙门氏菌

4';!"

%

<?

猪链球菌
=4!"

%

"&?

葡萄球菌
(.44#6<#%

2?7S#&&&2A[]F[

%

"?SEH

:

+JY

)

J[IBHF

%

#?,-

%

%?2

)

3

%

$?(

))

%

6?01

%

9?*

)

+

%

'?H>",&'(",($"+6(@7"

%

;?-$6F

@+)&66$",+6&'$&>5(>4';!"

%

<?-#'&

B

#+"+""5>>5(>=4!"

%

"&?

-#$

B

,

0

6+"+""5>$5'&5>(.44#6<#%

图
M

!

多重
'()

的特异性检测

?6

B

JM

!

<

0

,>646>63

D

3,=3/419.36

0

.,:'()

!J$

!

多重
'()

的敏感性

提取
6

种病原菌基因组
78(

!以超纯水作
6

倍

梯度稀释后分别取
#

"

S

为模板!使用优化后的多重

045

方法进行扩增'结果显示多重
045

能同时检

测到
"9&

):

的
(

))

&

*

)

+

&

,-

&

.

/

01

和
2

)

3

的基

因组
78(

!其中
*

)

+

和
2

)

3

的最低检出限为
%#

):

"见图
$

#'

!J*

!

感染小鼠肺脏组织的多重
'()

检测

将
(

))

&

*

)

+

&

,-

和
.

/

01

攻毒死亡小鼠进行

剖检!无菌取一小块组织进行增菌培养'多重
045

方法对
(

))

&

*

)

+

&

,-

和
.

/

01

攻毒组死亡小鼠的

肺脏组织增菌培养物的检测结果均为阳性!而隔离

饲养的
0,=

对照组的检测结果为阴性!与同时进行

的细菌分离鉴定结果一致'这表明该五重
045

方

法能从病料的
;3

增菌培养物中快速检测出相应的

病原菌!可考虑用于临床病例的快速诊断和流行病

学调查'

!JN

!

猪样本临床检测结果

采用常规的细菌分离鉴定方法!从其中
$%

肺脏

病料共分离到
9

株
*

)

+

&

%

株
,-

和
"

株
23

)

!没有

分离到
(00

和
.

/

01

'五重
045

从
$%

份肺脏病

9##"
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云等$多重
045

方法快速检测猪的
6

种呼吸道病原菌
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%
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*

#6

"

S
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%
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*

#6

"

S
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%

%?"9&
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*

#6

"

S

!"

%

$?;&&

):

*

#6

"

S

!"

图
$

!

多重
'()

的敏感性检测

?6

B

J$

!

<,2=636-63

D

5==5

D

/419.36

0

.,:'()

料中检测到其中
$

种细菌!分别为
*

)

+"%

份&

,-9

份&

.

/

01"

份和
23

)

9

份'所有分离到
6

种病原

菌的病料使用多重
045

方法均检测到了相应的病

原菌'所有
045

产物回收测序!发现与
84,T

上对

应序列的同源性也均在
<<b

以上"测序结果略#'

这验证了该多重
045

方法的特异性和敏感性!其检

出率远远高于常规的细菌分离鉴定方法'

五重
045

方法从另外
#9<

份临床发病猪的肺

脏样本中检测到所有
6

种病原菌'将第
"

份
(

))

&

*

)

+

&

,-

&

.

/

01

和
23

)

阳性的
045

产物回收测

序!发现与
84,T

上对应序列的同源性也均在
<<b

以上"测序结果略#'在
#9<

份样本中有
"9'

份检测

为阳性"见表
%

#!其中
'9

份病料存在
6

种病原菌的

混合感染情况!占阳性病料的
$6?9b

"见表
%

#'最

常见的混合感染菌是
23

)

!占
%'?'b

"

9%

,

"9'

#!其

次是
*

)

+

!占
%"?"b

"

6#

,

"9'

#&

,-

占
%&?6b

"

6"

,

"9'

#&

.

/

01

占
"?;b

"

%

,

"9'

#!

(

))

占
"?;b

"

%

,

"9'

#"见表
%

#'最常见的混合感染组合是
23

)

,

*

)

+

!占
"<?#b

"

%#

,

"9'

#%其次是
23

)

,

,-

!占

"9?;b

"

#;

,

"9'

#!

,-

,

*

)

+

占
"#>&b

"

#&

,

"9'

#'在

'9

份共混合感染病料中!有
"&

份检测为三重感染!

占阳性病料的
9?&b

"

"&

,

"9'

#!分别为
2

)

3

,

*

)

+

,

,-<

份和
2

)

3

,

.

/

01

,

,-"

份'这表明!华中地区

猪群呼吸道感染病原菌的种类较多!且极其复杂'

表
M

!

!N#

份猪肺脏病料的
'()

检测结果

E5H.,M

!

89.36

0

.,:'()7,3,>36/2/4!N#.92

B

=51

0

.,=4;/1

>.626>5.

0

/;>62,=9;44,;62

B

;,=

0

6;53/;

D

76=,5=,=

(

))

*

)

+ ,-

.

/

01

23

)

(

))

"

*

)

+ & %9

,- " #& #"

.

/

01

& & # &

2

)

3 # %# #; " #%

M

!

讨
!

论

近年来!猪的细菌性呼吸道疾病已成为危害世

界规模化养猪业的重要猪病症候群'这些疾病症状

相似!不易区分!给临床鉴别诊断造成较大困难(

#!$

)

'

在这种情况下!采用多重
045

方法通过一次操作即

能检测出单一病原感染或混合感染!进而有针对性

地采取药物治疗或合适的免疫预防措施!无疑对养

猪生产具有明显的现实意义'出于这个目的!笔者

针对
6

种常见的猪呼吸道病原菌
(

))

&

*

)

+

&

,-

&

.

/

01

和
23

)

的相关基因选择特异性引物!通过系统

摸索和优化各种条件!在一步
045

反应中能同时检

测
6

种呼吸道病原菌的特异基因!建立了同时鉴别

上述
6

种呼吸道病原菌的多重
045

方法!最终的临

床检测结果表明该多重
045

方法具有快速&敏感&

特异的优点!可用于临床病例的快速诊断和流行病

学调查'

猪体内存在多种致病和非致病菌!其中某些细

菌基因与笔者检测的致病菌高度同源!因此目的基

因的特异性是关键'笔者选取有明显致病性的
.

/

01

的特异基因
#+E!

基因!而未选取多杀巴氏杆菌

属特异性基因作为目的基因!以与非产毒多杀巴氏

杆菌相区分(

;

!

"&

)

'

(

))

可分泌毒素
(

)

DT

&

(

)

DTT

&

(

)

DTTT

和
(

)

DTa

中的一种或多种!但仅有
(

)

DTa

存在于所有
"6

个血清型的
(

))

中!且仅在动物体

内表达!是猪只发生感染的重要依据(

""!"#

)

'因此!选

用的
$

B

ETa

目标基因可以针对
(

))

所有血清型'

3

6$

基因是
,-

编码黏附因子鞭毛的重要保护性抗

原基因(

'

!

"%

)

!该基因具有种属特异性(

"$

)

'本研究针

对
*

)

+

所选取的
"9=[58(

基因特异区段被证明

是其特有的!足以与其它细菌区分(

9

)

'

23

)

的
69,

基因编码乳酸脱氢酶!具有强免疫原性(

"6

)

!且能与

!!!!!!!

'##"



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
$&

卷
!

其它种类的支原体"如猪鼻支原体#相区分(

<

)

'另

外!使用
,CA+̂

软件分析发现所选取的目的基因片

段与本基因的同源性均在
<<b

以上!而与相应菌其

它基因&其它类似细菌和鼠&猪等动物的基因组均没

有同源性!表明这几个目的基因片段均为高度保守

的特异基因片段!

045

试验结果也证实其无非特异

性反应'

在引物设计方面!通过软件多方面的对比分析!

选取的
6

对引物
W4

含量相似!

.1

值相似!引物之

间没有明显的相互干扰和交叉反应'更重要的是!

笔者通过大量前期试验确定了单一
045

的最佳反

应条件范围!选取了各自最佳反应范围的交集!理论

上适合多重
045

反应'最后获得的多重
045

反应

的最佳反应条件!也与根据单一
045

的条件得出的

推论相符!但略有区别'这些工作保证了多重
045

反应条件的最适性!也最终克服了多重
045

常见的

引物之间交叉干扰!导致敏感性降低的缺点(

"9

)

'鉴

于在有些情况下!临床病料组织中的菌体数量可能

很少!笔者通过组织块在液体培养中预培养富集菌

体!使待检细菌模板拷贝数增加!可以相应提高检出

率!这对早期感染或隐性携带者的活体检测很有帮

助'

多重
045

方法的小规模临床检测结果表明!华

中地区猪群的呼吸道病原菌的混合感染十分严重'

猪群呼吸道感染病原菌的种类较多!且极其复杂!这

也部分代表了全国猪群的整体状况'临床检测结果

也表明该多重
045

方法比常规的细菌分离鉴定具

有更好的敏感性!可用于临床病例的快速诊断和流

行病学调查!有望成为一种实用&快速的检测方法'
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8ÂBJHAC(HB1AC*FAĈ32JHB̂J[BH
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)
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A[̂1FĤ JY(

:

[BIEĈE[F
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FHBIB+JCÂF+JYD$>F

#&5'&66$@56#+"(9$-

G

045

(

X

)

?I86() 7("'+2(+6

!

"<<$

!

%#

"

$

#$

"&&$!"&"&?

(

<

)

4(5Q8X

!

QN(57(8T2

!

7@(=?7BA

:

HJ+B+AHZ

ZBYYF[FĤBÂBJHJY 7
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