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摘要： 无乳链球菌 （Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ａｇａｌａｃｔｉａｅ） 是一种重要的人兽共患病原菌， 不仅能引发新生儿的脑膜炎、 败血症等疾病， 还能感染孕妇、 老年

人及免疫功能不全者， 对公众健康构成严重威胁。 此外， 该菌是罗非鱼链球菌病和奶牛乳房炎的重要致病菌， 给水产养殖业和养牛业带来了重大

的经济损失。 因此， 建立快速、 敏感、 准确的无乳链球菌检测方法对该类疫病的防控具有重要意义。 目前， 国内外已开发出多种方法检测不同群

体中的无乳链球菌。 本文总结了近年来的无乳链球菌检测技术研究进展， 涵盖了微生物学、 分子生物学、 免疫学等传统检测技术， 同时也介绍了

基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱 （ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ ＭＳ）、 生物传感器等新型检测方法， 并对各种技术的优缺点进行了分析， 旨在为无乳链球菌

感染的诊断和防控工作提供重要参考。
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　 　 无乳链球菌 （Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ａｇａｌａｃｔｉａｅ） 又称 Ｂ 簇

链球菌 （ｇｒｏｕｐ Ｂ Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ， ＧＢＳ）， 是兼性厌氧的

革兰阳性菌， 常以球形或卵圆形存在， 呈链状排列，
直径小于 ２ μｍ。 无乳链球菌作为一种重要的人兽共

患病原菌， 能定殖于孕妇生殖道， 继而引起新生儿脑

膜炎、 败血症、 肺炎等疾病， 也可使孕妇、 老年人及

免疫功能不全者发病甚至死亡［１］。 研究表明， 当前
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全球新生儿无乳链球菌感染总发病率为 ０􀆰 ５３ ／ １０００，
其中非洲地区最高， 美国、 欧洲次之［２］。 水产养殖

业中， 无乳链球菌是罗非鱼链球菌病的重要病原， 可

致脑膜炎等， 具有高的致死率； ２００８ 年后， 由无乳

链球菌感染引起的中国地区罗非鱼链球菌病达 ９０％
以上［３］； 畜牧业中， 无乳链球菌是引起奶牛乳房炎

的重要致病菌， 常定殖于牛皮肤、 乳头表面及乳头管

等部位， 给奶牛养殖业带来巨大的损失［４］。 快速、
敏感、 准确的无乳链球菌检测方法是该类疫病防控的

关键。
目前的无乳链球菌检测方法主要有微生物学、 分

子生物学、 免疫学等成熟的传统检测技术， 还衍生出

了基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱 （ＭＡＬＤＩ －
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ＴＯＦ ＭＳ）、 生物传感器等新型检测技术。 传统的微生

物分离培养鉴定作为无乳链球菌检测的金标准， 普遍

应用于养殖生产行业。 ＰＣＲ 技术作为无乳链球菌辅

助诊断的强有力依据， 具有高度灵敏、 准确的优势，
特别是巢式 ＰＣＲ 法、 实时荧光定量 ＰＣＲ 法、 液滴数

字 ＰＣＲ 等新型 ＰＣＲ 技术拓宽了其在实际临床疾病诊

断中的应用。 酶联免疫吸附技术 （ＥＬＩＳＡ）、 胶体金

免疫层析技术、 乳胶凝集试验等免疫学方法主要用于

无乳链球菌病样品的快速诊断。 ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ ＭＳ、 生

物传感器新型检测技术的发展， 具有良好的替代潜

力。 本文对无乳链球菌检测技术进行综述， 并分析总

结各种技术优缺点， 从而为该类疫病的诊断和防控提

供重要参考。

１　 传统微生物学检测方法

以分离鉴定牛源无乳链球菌为例， 传统微生物学

检测方法包括对乳样 １８～２４ ｈ 增菌、 划线接种于血琼

脂平板上过夜分离培养、 挑取可疑单菌落纯化、 挑选

代表性单菌落涂片染色、 镜检初步判定、 根据 《伯
杰细菌鉴定手册》 进行生化鉴定及血清分型等基本

步骤。 此外， 无乳链球菌 ｃｆｂ 基因编码的 ＣＡＭＰ 因子

（协同溶 血 素 因 子 ） 可 以 促 进 金 黄 色 葡 萄 球 菌

（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ） ＡＴＣＣ２５９２３ 分泌的 β－溶血素

溶解红细胞的活性， 在血平板上 ２ 菌接种的邻近区域

可以观察到明显的溶血增强现象， 故也常用 ＣＡＭＰ
协同溶血试验， 用于初筛无乳链球菌［５－７］。

传统的分离鉴定方法具有检测成本低等优点， 但

是仅可用于初筛， 且操作繁琐、 耗时长、 不利于现场

快速诊断， 此外对操作人员素质、 实验室设备环境无

菌化要求高。 法国梅里埃公司将传统的生化鉴定试剂

制成微型化鉴定试剂盒， 基于统计学原理、 结合现代

计算机技术构建了 ＡＰＩ 鉴定系统［８］。 杜琳等［９］ 基于

此细菌鉴定系统， 采用 ＡＰＩ ２０ＳＴＲＥＰ 试剂盒对乳样

中的无乳链球菌进行了分离鉴定。 随后又出现了

ＶＩＴＥＫ、 Ｂｉｏｌｏｇ 和 Ｓｈｅｒｌｏｃｋ ＭＩＳ 系统等全自动的微生

物鉴定系统， 显著提高了鉴定的效率［８］。

２　 分子生物学检测方法

近年来， 随着分子生物学技术高速发展， 分子生

物学检测方法逐渐成为微生物诊断技术新的研究热点

并得到广泛的应用。
２􀆰 １　 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列鉴定

１６Ｓ ｒＲＮＡ 基因编码细菌核糖体小亚基 ｒＲＮＡ， 包

含 １０ 个保守区域和 ９ 个高变区域 （图 １， Ｖ１－Ｖ９）。
保守区序列在所有细菌中基本相似、 变异率低遗传稳

定； 高变区序列具有属或种的特异性， 且变异程度与

细菌的亲缘关系密切相关。 对 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因的高变

区或全长测序， 可用于不同细菌的检测和鉴定［１０］。
第三代测序技术能够提供完整的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序

列， 有助于更深入的细菌分类和鉴定、 构建更精确的

细菌系统发育树， 但全长测序的工作量大、 成本高、
较为复杂［１０］。 无乳链球菌常用的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 测序通用

引物为 ２７Ｆ： ５′ － ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ － ３′和
１４９２Ｒ： ５′ －ＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ－ ３′［１１］， 该引物可

以扩增出包含多个高变区的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因片段， 将

得到的测序结果与 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中基因序列进行

比对， 以判断细菌种类， 通常同源性＞ ９８􀆰 ６５％代表

同一物种［１２］。 此外， 还可针对 １６Ｓ ｒＲＮＡ 特异性区域

Ｖ３－Ｖ４、 Ｖ４－Ｖ５ 设计引物， 特异性、 准确性较高［１３］。
例如， 刘凯等［１４］设计了无乳链球菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 的特异

性引物 Ｆ： ５′－ＡＧＧＡＡＡＣＣＴＧＣＣＡＴＴＴＧＣＧ－３′； Ｒ： ５′－
ＣＡＡＴＣＴＡＴＴＴＣＴＡＧＡＴＣＧＴＧＧ－ ３′， 但其引物设计要

求较高， 且受数据库更新影响较大。 尹金花等［１１］ 通

过 Ｇｅｎｂａｎｋ 数据库中已知的无乳链球菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 序

列设计 ＰＣＲ 扩增引物， 对新疆某牛场 ６２ 份奶样分离

出的 １２ 株无乳链球菌进行检测， 其测序结果经

ＢＬＡＳＴ 分析比对， 结果显示该 １２ 株分离菌株与 ＮＣＢＩ
数据库中已录入的无乳链球菌相应序列具有高度相似

性 （＞９９􀆰 ０％）， 证实与传统微生物鉴定法的结果一

致。 与传统微生物检测方法相比， １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序

列鉴定技术灵敏度高、 准确性好、 特异性强。 但是，
由于该方法基于纯种菌株的序列， 使其在细菌的分

离、 纯化上耗时费力， 且需要专业的人员分析序列。

图 １　 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因结构与通用引物示意
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２􀆰 ２　 ＰＣＲ 检测方法

ＰＣＲ 广泛应用于无乳链球菌的检测， 且随着分

子生物学技术的不断发展， 衍生出多种 ＰＣＲ 方法，
如普通 ＰＣＲ、 套式 ＰＣＲ、 多重 ＰＣＲ、 实时荧光定量

ＰＣＲ （ｑＰＣＲ）、 液滴式数字 ＰＣＲ （ ｄｄＰＣＲ） 及可视

化 ＰＣＲ 检测法等。
２􀆰 ２􀆰 １　 普通 ＰＣＲ

国内外学者对于无乳链球菌的检测常用表面免疫

原性蛋白 （ ｓｉｐ） 基因和补体因子 Ｂ （ ｃｆｂ） 基因作为

无乳链球菌种特异性基因。 ｓｉｐ 基因编码无乳链球菌

表面免疫原性蛋白， 在不同血清型菌株中高度保守，
故可以作为检测的靶基因， 其编码蛋白也常作为无乳

链球菌疫苗开发的候选蛋白［１５］； 但由于其高度保守

性， 在区分无乳链球菌与其他链球菌属细菌时易产生

误差， 还需要其他方法确认。 ｃｆｂ 基因编码具有溶血

活性的蛋白， 参与侵袭宿主细胞， 为无乳链球菌所特

有， 可作为快速鉴别无乳链球菌的分子标记［１６］。 基

于 ｃｆｂ 基因的检测方法灵敏度、 特异性均较高， 能够

检测到极低丰度的模板 ＤＮＡ； 但在区分无乳链球菌

的不同血清型上有一定局限性［１７］。 阚威等［１８］ 以 ｃｆｂ
基因序列设计引物， 对宁夏奶牛场 ８９ 份隐形乳房炎

奶样中分离到的 １２ 株无乳链球菌疑似菌株进行鉴定，
扩增出的基因序列与 ＮＣＢＩ 上已知的无乳链球菌相应

序列具有高度一致性 （＞９９􀆰 ０％）， 各菌株间 ｃｆｂ 基因

序列也高度一致 （１００􀆰 ０％）， 从而鉴定为无乳链球

菌。 与传统检测方法相比， 普通 ＰＣＲ 具有快速便捷

的优点， 具有较高的特异性和敏感度。
２􀆰 ２􀆰 ２　 套式 ＰＣＲ

套式 ＰＣＲ 是对普通 ＰＣＲ 的改良， 通过设计两对

引物， 第二对引物扩增位点于第一对引物大片段中，
经过两次扩增对微量片段有放大效应。 贾玉萍等［１９］

利用链球菌属 １６Ｓ ｒＲＮＡ 的保守序列设计了 Ａ１、 Ａ２
两对特异性引物， 建立了一种快速准确的套式 ＰＣＲ
来检测 ５０ 份临床型和隐性型乳房炎乳样中的无乳链

球菌， 与传统鉴定方法得出的结果完全一致， 且经过

扩增培养后， 检测的灵敏度可达到 １ ＣＦＵ ／ ｍＬ， 高于

细菌培养法。 邵辰等［２０］基于无乳链球菌的 ｃｆｂ 基因设

计了 ＰｃｆｂＡ、 ＰｃｆｂＳ 两对引物， 首次建立了罗非鱼源

无乳链球菌套式 ＰＣＲ 检测方法， 以菌液为模板， 灵

敏度可达 ８􀆰 ７×１００ ＣＦＵ ／ ｍＬ； 其以罗非鱼血液为模板，
最低浓度可达到 ８􀆰 ７×１０４ ＣＦＵ ／ ｍＬ， 而普通 ＰＣＲ 法针

对血样在该浓度下无法检测出阳性， 体现套式 ＰＣＲ
的高灵敏度。

套式 ＰＣＲ 较传统培养法省时省力， 由于 ＰＣＲ 两

次扩增的放大效果增加了检测结果的特异性与灵敏

度。 但同时， 反应体系受到污染的可能性也增大， 对

引物的设计难度也较普通 ＰＣＲ 大。
２􀆰 ２􀆰 ３　 多重 ＰＣＲ

多重 ＰＣＲ 也是基于普通 ＰＣＲ 优化后的 ＰＣＲ 系

统， 即两对及以上的引物可以在同一 ＰＣＲ 反应体系

中扩增多个目标序列， 填补了普通 ＰＣＲ 无法检测多

种病原菌的缺陷。 Ａｌｂｕｑｕｅｒｑｕｅ 等［２１］ 分别以纤维蛋白

原结合蛋白 Ａ 基因 （ ｆｂｓＡ）、 类胡萝卜素合成酶 Ａ 基

因 （ｃｒｔＡ）、 自溶素 Ａ 基因 （ ｌｙｔＡ）、 外膜蛋白 Ｐ６ 基

因 （ｐ６）、 １６Ｓ ｒＲＮＡ 为靶序列设计了 ５ 对引物， 建立

了一种多重 ＰＣＲ 技术来同时诊断引起细菌性脑膜炎

最常见的四种病原菌： 无乳链球菌、 肺炎链球菌、 脑

膜炎奈瑟氏菌、 流感嗜血杆菌。 对 ４４７ 份临床脑脊液

样本进行检测， 其ＤＮＡ 检测限度 （ＬＯＤ） 为 １ ｐｇ ／ μＬ。
Ｆｕｒｆａｒｏ 等［２２］基于 ｃｐｓ Ⅰａ 、 ｃｐｓ Ⅰｂ 、 ｃｐｓ Ⅲ核酸序列

设计了 ３ 对引物， 开发了一种检测无乳链球菌的同时

确定其血清型Ⅰａ、 Ⅰｂ 和Ⅲ的多重 ＰＣＲ 方法， 在对

５１２ 份孕妇阴道样中分离出的 １１２ 份 ＧＢＳ 阳性样进行

检测， 其 ＤＮＡ 检测限可达到 ２􀆰 ８×１０－４ ｎｇ ／ μＬ。 国内

学者将多重 ＰＣＲ 技术广泛应用于奶牛乳房炎病原菌

的测定。 夏颖等［２３］ 建立了以无乳链球菌热核酸酶基

因 （ｎｕｃ）、 延伸因子 Ｔｕ 基因 （ｅｆ－ｔｕ） 和溶血素基因

（ｅｔａ） 基因保守序列为引物的多重 ＰＣＲ 检测方法，
鉴定出了河北地区奶牛乳房炎 １５０ 份乳样中金黄色葡

萄球菌、 无乳链球菌和绿脓杆菌 ３ 种病原菌， 其中无

乳链球菌的检出率与传统分离培养得到的结果有

９１􀆰 ３％的符合率， ＤＮＡ 检出限为 １０－３ ｍｇ ／ Ｌ。 叶方钰

等［２４］通过 ｓｉｇ 基因、 迁移相关基因 （ｍｉｇ）、 纤溶酶

原激活剂基因 （ ｐａｕＡ） 设计了特异性引物， 并以

１６Ｓ ｒＲＮＡ为内参， 建立了同时诊断无乳链球菌、 停

乳链球菌和乳房链球菌的三重 ＰＣＲ， 该多重 ＰＣＲ 检

测方法具有较好的特异性和灵敏性， 对同时快速检测

牛奶中无乳链球菌、 停乳链球菌及乳房链球菌具有重

要意义。
与普通 ＰＣＲ 相比， 多重 ＰＣＲ 的检测范围广， 在

显著提高检测效率的基础上也有益于降低成本， 更具

实用意义。 但是， 由于处在同一反应体系中， 引物的

竞争作用、 体系内的条件作用 （退火温度、 Ｔａｑ 酶浓

度等） 会使得其相较于使用相同引物对的普通 ＰＣＲ
灵敏度低 １０ ～ １００ 倍［８］。 除此以外， 多重 ＰＣＲ 与普

通 ＰＣＲ 都无法实现定量分析。
２􀆰 ２􀆰 ４　 ｑＰＣＲ

ｑＰＣＲ 技术是利用荧光染料或者荧光探针， 实时

监测整个 ＰＣＲ 扩增进程中的荧光信号， 建立标准曲

线实现对待测基因的定量分析［２５］。 相较染料法， 荧

光探针的灵敏度和特异性更高， 且可结合多重 ＰＣＲ
技术， 故在分子生物学检测中应用较多。 Ｂｒｅｅｄｉｎｇ
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等［２６］ 以荚膜基因簇为靶基因， 建立了一种基于

ＴａｑＭａｎ 探针的新型 ｑＰＣＲ 来检测 ６８ 例无乳链球菌分

离株的不同分型， 其结果与乳胶凝集试验 １００％一

致， 且 ＤＮＡ 检测灵敏度可达到 ５０ ｐｇ ／ μＬ。 郑添予

等［２７］建立了针对乳房链球菌、 无乳链球菌及停乳链

球菌的三重 ｑＰＣＲ 法， 用于快速检测吉林养殖场 ７２０
份奶样中引起奶牛乳房炎链球菌属的细菌， 其中无乳

链球菌 ＤＮＡ 的最低检出限为 １􀆰 ２×１０－５ ｎｇ ／ μＬ。
ｑＰＣＲ 与上述几种 ＰＣＲ 相比实现了从定性到定量

的飞跃， 其结果可视化、 数字化， 便于不同研究团队

数据比较。 但是， 该方法无法检测到低拷贝数的目标

ＤＮＡ 分子， 不能在单分子水平对样品进行准确的定

量分析， 且成本昂贵， 对仪器设备的条件要求高， 在

临床或基层使用推广较困难。
２􀆰 ２􀆰 ５　 ｄｄＰＣＲ

ｄｄＰＣＲ 是继实时荧光定量 ＰＣＲ 后发展的一种核

酸绝对定量分析技术， 在精准医疗、 微生物检测和食

品安全领域应用广泛。 其中， ｄｄＰＣＲ 技术在临床检

测中使用较多， 其基本原理是将 ＰＣＲ 反应液分散成

大量微小液滴， 以这些小液滴为反应单位， 进行

ＰＣＲ 扩增， 泊松分布原理分析扩增后液滴荧光信号

来计算靶基因的拷贝数［２８］。 曾一凡等［２９］ 设计了靶向

ｃｐｓＥ、 ｓｉｐ 基因的特异性引物， 建立 ｄｄＰＣＲ 方法检测

无乳链球菌， 检测 ＤＮＡ 最低限度至 ５ ｐｇ ／ μＬ， 比

ｑＰＣＲ 的检测限 ０􀆰 ５ ｎｇ ／ μＬ 更为精确、 灵敏。
相较于 ｑＰＣＲ 方法需要分析标准曲线计算目标

ＤＮＡ 数量， ｄｄＰＣＲ 提供了每个样品靶标 ＤＮＡ 的绝对

计数， 更为方便简易。 此外， 由于 ｄｄＰＣＲ 具有较高

的准确性、 稳定性、 特异性和可重复性， 高度适用于

低浓度核酸扩增、 稀有基因检测、 拷贝数变异分析、
核酸绝对定量， 克服了 ｑＰＣＲ 法的局限性。 但是， 其

仪器试剂费用较高， 限制了其在基础实验室或医疗环

境的普及。
２􀆰 ２􀆰 ６　 可视化 ＰＣＲ

以 ＰＣＲ 检测法为基础， 辅助可视化技术， 研制

出适用于临床快速诊断的商品化试剂盒。 如有研究人

员将 ＰＣＲ 与胶体金免疫层析技术相结合研发了 ＰＣＲ
核酸免疫层析试纸盒。 如陈诗胜［３０］ 建立了一种针对

奶牛乳房炎四种病原菌的 ＰＣＲ 核酸免疫层析试纸条，
其中无乳链球菌的核酸免疫层析试纸条检测的最低浓

度为 ２×１０３ ＣＦＵ ／ ｍＬ， 比同来源样本凝胶电泳法测得

的最低限高 １０ 倍 （２×１０４ ＣＦＵ ／ ｍＬ）。 王志英等［３１］结

合了 ｑＰＣＲ 以及侧向层析技术 （ＬＦＡｓ） 建立了一种

便携式集成微流控技术于快速诊断 ＧＢＳ， 在一体式设

备上对采样拭子进行 ＤＮＡ 富集纯化、 基于重组酶聚

合酶扩增反应 （ＲＰＡ） 的扩增， 最终结果由 ＬＦＡ 的

颜色反应读出。 在对甘肃 ４７ 份临床样本的检测中，
其灵敏度和特异性均达到了 １００％， 其 ＤＮＡ ＬＯＤ 为

１０３ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｍＬ。 较传统 ＰＣＲ 灵敏度有明显优势， 适

合于基层快速诊断， 但使用过程中的反复冻融会影响

酶、 引物、 模板的活性和结构的稳定性。
２􀆰 ３　 环介导等温扩增技术 （ＬＡＭＰ）

ＬＡＭＰ 是一种新型的体外等温扩增特异核酸的检

测技术。 其原理是根据目的基因不同区间设计多对引

物， 在链置换 ＤＮＡ 聚合酶 （Ｂｓｔ ＤＮＡ 聚合酶） 的作

用下恒温催化链置换反应 （３０～６０ ｍｉｎ） 发生， 最终

扩增产物为花椰菜结构的双链 ＤＮＡ 混合物。 ＬＡＭＰ
技术可与荧光染料、 侧向层析、 紫外光照射等多种方

法结合实现阳性结果的可视化［３２］。 贺婷等［３３］ 对链球

菌属保守基因 ｒｕｆ （调节上游因子基因） 的 ６ 个特异

性区域设计了 ４ 条特异引物， 建立了快速准确测定链

球菌性乳房炎的 ＬＡＭＰ 方法。 经过各方面条件优化，
链球菌 ＤＮＡ 的检测敏感性达到 ５２ ｆｇ ／ μＬ， 是普通

ＰＣＲ 方法的 １０ 倍， 且与其他常见乳房炎致病菌不存

在交叉污染。 郭旭光等［３４］ 根据无乳链球菌 ｆｂｓＢ 基因

上的 ６ 个区域设计了相应的 ６ 个特异性引物， 在恒温

条件下扩增 ６０ ｍｉｎ， 建立了一种检测无乳链球菌的新

型实时荧光环介导的等温扩增技术， 采用荧光染料

ＳＹＴＯ－９ 取代传统 ＬＡＭＰ 白色沉淀物的主观判断标

准， 并配套荧光定量 ＰＣＲ 仪实时动态监测， 极大地

提高了准确性和灵敏度， ＤＮＡ ＬＯＤ 可达 ３００ ｐｇ ／ μＬ。
ＬＡＭＰ 技术较 ＰＣＲ 技术由于其针对目标序列的

环引物的设计显著提高了扩增效率、 缩短检测时长，
且设备简单、 成本低。 但是， ＬＡＭＰ 技术对于引物设

计和选择的要求非常严格， 且有可能产生非特异性扩

增， 出现假阳性的概率较高［３４］。

３　 免疫学检测方法

免疫学检测方法是基于抗原抗体特异性结合的原

理， 通过无乳链球菌表面的特异抗原刺激机体产生相

应的特异性抗体从而达到诊断的目的。 本文主要介绍

ＥＬＩＳＡ、 胶体金免疫层析技术和乳胶凝集试验这 ３ 种

免疫学检测方法。
３􀆰 １　 酶联免疫吸附技术 （ＥＬＩＳＡ）

ＥＬＩＳＡ 的检测原理是通过酶联抗体与样本中的靶

物结合， 通过酶染色、 修饰标记 （如荧光） 等将无

色反应物可视化， 可直接肉眼观察颜色变化进行定性

分析， 也可利用分光光度计测量颜色吸光度指标做定

量分析［３５］， 其主要包括间接 ＥＬＩＳＡ、 竞争 ＥＬＩＳＡ、 双

抗夹心 ＥＬＩＳＡ。 Ｂｕ 等［３６］ 以纯化的 Ｓｉｐ 蛋白作为包被

抗原建立了一种间接 ＥＬＩＳＡ 检测无乳链球菌， 用该

方法检测的 ４５ 例临床牛乳腺炎病例， 阳性结果与
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ＰＣＲ 结果 １００％一致。 特异性抗血清结果表明该间接

ＥＬＩＳＡ 技术灵敏度高、 特异性强， 可为无乳链球菌的

流行病学研究提供可靠的检测方法。 张新艳［３７］ 借助

杂交瘤技术制备罗非鱼无乳链球菌 Ｓｉｐ 融合蛋白单克

隆抗体， 建立双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ 技术对 ２０１１—２０１３
年间漳州地区自然分离到的 ６０ 株致病菌进行检测，
结果与双重 ＰＣＲ 检测结果呈 ９８􀆰 ３３％符合率， 检测限

达到 ０􀆰 ８５×１０６ ＣＦＵ ／ ｍＬ。 曾子轩等［３８］ 利用 ３Ａ９ 抗体

建立的双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ 法在 ５０ ＣＦＵ ／ ｍＬ 的低浓度

下感染 １２ ｈ 之后仍检测出了高水平的无乳链球菌特

异性抗原， 为罗非鱼链球菌病的早期检测提供了

方法。
ＥＬＩＳＡ 技术操作简单、 不需要分离样品， 却兼具

敏感性、 特异性、 稳定性， 适合于规模化的流行病学

调查。 但是， ＥＬＩＳＡ 对试剂的专一选择性要求高， 难

以同时分析多种成分， 而且由于其对结构类似的化合

物易发生交叉反应， 故易出现假阳性， 操作人员或环

境影响也可能导致结果不准确。
３􀆰 ２　 胶体金免疫层析技术 （ＧＩＣＴ）

ＧＩＣＴ 是目前应用最广泛的一种快速检测技术，
其原理是以胶体金颗粒作为示踪标记物或显色剂， 样

品滴入后在硝酸纤维素膜提供的侧向流动力下移动，
与喷涂在其上的抗体、 载体结合， 所形成的抗原抗体

复合物不断累积， 最后使胶体金呈现肉眼可见的颜色

变化。 Ｓａｙｅｄ 等［３９］以引起奶牛乳腺炎的五种病原菌金

黄色葡萄球菌、 大肠杆菌、 肺炎克雷伯菌、 无乳链球

菌和化脓性链球菌的特异性抗原制备的多克隆抗体开

发的 ５ 组合胶体金侧向层析试剂盒， 其检测最低浓度

为 １０３ ＣＦＵ ／ ｍＬ， 且能在１０ ｍｉｎ 内得到结果。 布日额

等［４０］开发了无乳链球菌 ＰＩ－２ａ 菌毛亚单位 ＢＰ 的单克

隆抗体， 并以此建立了针对快速检测奶牛乳房炎的胶

体金标记免疫层析试剂盒， 该试纸条灵敏度量达到

１０６ ＣＦＵ ／ ｍＬ 且与人工培养的金黄色葡萄球菌、 大肠

杆菌、 沙门菌、 副结核杆菌等无交叉反应， 具有较高

的特异性。
胶体金免疫层析技术操作流程简单快捷， 保证高

效的同时也兼顾灵敏度、 特异性。 对专业仪器依赖性

低、 对操作人员、 使用场景要求低， 且样品范围广、
成本低廉， 对由无乳链球菌感染引起的流行病的现场

检测可提供有效的技术支持。 但其快速定性的特性也

导致了其无法满足临床定量化的要求， 有时会出现假

阴性［４１］， 仍需与其他检测技术配合使用。
３􀆰 ３　 乳胶凝集试验 （ＬＡＴ）

ＬＡＴ 的原理是通过乳胶颗粒吸附抗 ＧＢＳ 荚膜多

糖抗体与相应抗原结合产生肉眼可见的凝集现象从而

做出诊断判定的方法， 用于临床快速诊断无乳链球菌

病。 Ｈｏｇａｎ 等［４２］利用乳胶凝集试验检测从 ９８ 例散装

牛奶中分离的无乳链球菌， 其敏感性和特异性分别为

９７􀆰 ６％和 ９８􀆰 ２％。 Ｓｈａｈａｗａｙ 等［４３］ 对传统直接乳胶凝

集法进行改善， 建立了富集后乳胶凝集法。 对埃及某

医院纳入的 ２００ 名孕妇患者每位采集 ３ 份阴道样品并

分为 ３ 组： 第 １ 组采取传统微生物培养法， 直接接种

于 ＳＢＳ 显色琼脂培养基上； 第 ２ 组分别在增菌肉汤中

富集 ５、 ２４ ｈ 后再进行乳胶凝集试验检测抗原； 第 ３
组直接进行乳胶凝集试验检测 ＧＢＳ 抗原。 其结果表

明富集 ５ ｈ 后的乳胶凝集法敏感度为 ６６％， 低于 ＳＢＳ
培养基组的 ８３％、 但远高于直接乳胶凝集试验 ４􀆰 ３％
的灵敏度， 可作为紧急诊断的一种便捷方法； 而富集

２４ ｈ 的乳胶凝集法敏感度可达到 ９５􀆰 ７％， 可用于替

代传统培养检测法。 乳胶凝集试验简便快速， 特异性

强， 灵敏度高， 不需要仪器设备， 成本低， 故而在临

床和生产实践中得到广泛的应用。 但是其易发生交叉

反应， 还需其他方法辅助检测。

４ 　 基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱

（ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ）

　 　 ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ 技术是近年来快速发展的一种

将表型分析与分子分析结合起来的微生物诊断技术，
其原理是通过采集细菌特异性蛋白指纹图谱与数据库

中已知的参考菌株图谱进行分析比较， 实现待测菌株

在属、 种水平准确和直接的鉴定结果［４４］。 Ｔａｎｎｏ
等［４５］开发了一种基于 ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ ＭＳ 技术的快速检

测孕妇无乳链球菌的方法， 对 １７８ 份孕妇阴道 ／直肠

拭子中分离出的 １２６ 份无乳链球菌疑似样本进行检

测， 与 传 统 培 养 方 法 相 比， 经 ＴＯＦ 峰 分 析 后，
ＭＡＬＤＩ 检测无乳链球菌的敏感性和特异性达到 １００％
（３４ ／ ３４） 和 ８８􀆰 ０％ （８１ ／ ９２）， 使用 ｑＰＣＲ 对 ＭＡＬＤＩ
检测阳性而传统培养法结果为阴性的 １１ 份样品进行

复验， 其中 ４ 份存在无乳链球菌的特异性基因， 这提

示 ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ ＭＳ 技术具有较高的灵敏度， 可作为

临床 ＧＢＳ 筛 查 的 替 代 方 案。 Ａｌｎａｋｉｐ 等［４６］ 基 于

ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ 技术对 ３８ 株链球菌株进行鉴定 （其
中 ８ 株为无乳链球菌疑似株）， 结果显示与 １６Ｓ ｒＲＮＡ
测序鉴定结果一致， 且通过对比评价 ＭＡＬＤＩ －ＴＯＦ
ＭＳ 蛋白质组学图谱与 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因测序获得的系

统发育树状图， ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ ＭＳ 在种内和亚种水平

上为某些链球菌提供了更优越的鉴别能力， 检测时

间、 检测成本均降低， 进一步验证了其高效性与可

靠性。
ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ ＭＳ 技术具有处理方法简便、 鉴定

结果快速、 准确性高、 灵敏度高、 高通量和成本低等

主要优点。 但是其设备复杂、 对实验室条件要求高，
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较难推广于基层兽医的使用中。 此外， 由于依赖于数

据库， 对于缺乏参考光谱的细菌， 该方法无法鉴定。
不良的菌株、 样品、 基质极易造成污染对结果产生严

重影响［４７］。

５　 生物传感器技术

生物传感器是一种将生化反应过程中产生的化学

或生物信号转换成另一个可量化的电信号、 光信号等

的装置［４８］。 Ｇｅｒｓｓｏｎ 等［４９］ 开发了一种电化学免疫生

物传感器， 来快速检测罗非鱼源的无乳链球菌， 其原

理是该生物传感器上的单一抗体利用抗原抗体的特异

性结合， 选择性地将无乳链球菌固定在丝网印刷电极

（ＳＰＣＥ） 表面， 随后通过与包被于 ＳＰＣＥ 表面的链霉

亲和素－辣根过氧化物酶 （ＨＲＰ） 偶联复合物结合进

一步放大电化学信号， 通过记录电流信号实现定量检

测。 利用该方法检测哥伦比亚不同罗非鱼养殖场的 ６
份水样， 结果显示存在无乳链球菌， 与养殖场的病死

鱼临床组织病理学检查结果一致， 而传统微生物法和

分子生物学技术均未检测出， 进一步凸显其强大潜

力［４９］。 Ｇｈａｓｅｍｉ 等［５０］制备了一种磁性纳米粒子－荧光

量子点的免疫磁性光学探针， 将免疫磁分离技术与光

学生物传感器结合起来， 该磁性纳米颗粒与抗无乳链

球菌单克隆抗体具有高度特异性， 从而分离、 检测不

同样品中的无乳链球菌。 相较于传统细菌培养技术和

分子生物技术更快速高效， 可在不到 １０ ｍｉｎ 内检测

到 ＰＢＳ 缓冲液中 １０ ＣＦＵ ／ ｍＬ 的细菌， 奶样中的 ＬＯＤ
为 １０２ ＣＦＵ ／ ｍＬ 并且无需对临床样本进行预处理， 在

临床医学和畜牧业均有广阔的应用前景。 生物传感器

技术灵敏度高、 特异性强、 检测效率高， 对于操作人

员的专业化要求低、 仪器试剂简单， 也可提供定性、
半定量或实时定量监控的结果， 且正朝着微型化、 自

动化、 便携式方向发展。

６　 总结与展望

无乳链球菌对公共健康、 畜牧生产、 水产养殖等

均有巨大危害， 建立快速、 准确、 灵敏的检测方法是

当务之急。 相较传统培养技术， 套式 ＰＣＲ 法、 ｑＰＣＲ
法、 ｄｄＰＣＲ 等方法大幅缩短了检测时间， 同时在灵

敏度和准确性上也占据优势， 实现了从单纯定性到定

量的质变， 但它对实验人员和仪器要求高， 限制了其

在基层的推广应用。 免疫学检测方法适合临床快速诊

断， 但灵敏度、 准确性有待提高。 近年来发展起来的

新型检测技术如生物传感器等有望成为高效的替代手

段， 未来需朝着简便、 快速、 适用性强、 易于推广的

方向发展。
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