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摘要： 旨在建立一种可同时检测猪链球菌血清 ７、 ８、 ９ 型的三重荧光 ＰＣＲ 方法， 为实现猪链球菌临床样本灵敏、 准确、 快速分型提供技术支撑。
基于猪链球菌多糖聚合酶基因 （ｗｚｙ） 建立了一套三重荧光 ＰＣＲ 检测方法， 通过标准曲线、 特异性与敏感性试验对其进行评价， 并应用本方法检

测临床样本， 同时与普通 ＰＣＲ 结果进行比较。 结果： 建立的三重荧光 ＰＣＲ 检测方法可准确扩增目标血清型， 与其他常见血清型及其他常见细菌

无交叉反应； 标准品质粒拷贝数的最低检测限为 １×１０２ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ， 敏感性较普通 ＰＣＲ 高 １０２ ～１０４倍； 对 １２３ 份临床猪链球菌阳性样本进行检测，
发现其对血清 ７、 ８ 和 ９ 型的检出率分别为 ４２􀆰 ３％ （５２ ／ １２３）、 ２５􀆰 ２％ （３１ ／ １２３） 和 ３１􀆰 ７％ （３９ ／ １２３）， 高于普通 ＰＣＲ 方法的 ２２􀆰 ０％ （２７ ／ １２３）、
９􀆰 ８％ （１２ ／ １２３） 和 １３􀆰 ８％ （１７ ／ １２３）； 扁桃体样本存在多种目标血清型共检出现象， 其中 ９􀆰 ８％ （１２ ／ １２３） 的样本同时检出 ３ 种目标血清型，
２２􀆰 ８％ （２８ ／ １２３） 同时检出 ２ 种， ２４􀆰 ４％ （３０ ／ １２３） 仅检出 １ 种， 另有 ４３􀆰 １％ （５３ ／ １２３） 未检出目标血清型。 综上， 本研究成功建立了猪链球菌

血清 ７、 ８、 ９ 型的三重荧光 ＰＣＲ 检测方法， 具有良好的特异性、 敏感性和重复性， 适用于临床样本的快速分型鉴定， 为猪链球菌的流行病学监测

与综合防控提供了技术支持。
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Ｋｅｙｗｏｒｄｓ： Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｓｕｉｓ； ｓｅｒｏｔｙｐｅ ７； ｓｅｒｏｔｙｐｅ ８； ｓｅｒｏｔｙｐｅ ９； ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ ＰＣＲ

　 　 猪链球菌 （Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｓｕｉｓ） 是危害养猪业的重

要致病菌， 可导致猪脑膜炎、 关节炎及败血症等疾

病。 同时， 该菌也是一种重要的人兽共患病原体， 对

公众健康构成威胁 ［１］。 基于荚膜多糖 （ＣＰＳ） 抗原

的差异性， 猪链球菌的血清型可分为 ２９ 种传统血清

型 （１ ～ １９、 ２１、 ２３ ～ ２５、 ２７ ～ ３１ 及 １ ／ ２ 型） ［２］， Ｃｈｚ
血清型［３］， 以及 ３３ 种新荚膜基因簇型 （ＮＣＬ１ ～ ２０、
２１ａ、 ２１ｂ 和 ２２～ ３２） ［４－８］。 目前， 猪链球菌中具有感

染人风险的血清型共有 １０ 种， 分别为血清型 １、 ２、
４、 ５、 ７、 ９、 １４、 １６、 ２４ 与 ３１ 型 ［９］。

猪链球菌不同血清型种群结构和致病特征不

同［１０－１２］。 猪链球菌血清 ７、 ８、 ９ 型是常见的致病血

清型， 近年来， 他们在全球范围内的流行率持续攀

升， 成为养猪业与公共卫生领域的重要威胁， 其中，
血清 ７ 型是欧洲、 北美及泰国发病猪群中的主要流行

血清型之一 ［１３－１８］， 有感染人类的报告 ［１０］。 本课题

组前 期 研 究 发 现， 血 清 ７ 型 最 小 核 心 基 因 组

（ｍｉｎｉｍｕｍ ｃｏｒｅ ｇｅｎｏｍｅ， ＭＣＧ） 分群可分为 ＭＣＧ １、
２、 ３、 ４ 和 ７－２， ６０􀆰 ５％的菌株 （６９ ／ １１４） 属于 ＭＣＧ
４ 且分布于 ９ 个国家， 在 １０ 株 ＭＣＧ ４ 菌株中 ８ 株

（８０％） 呈现强毒力， 提示该血清型具有较高的公共

卫生安全风险 ［１０］。 血清 ８ 型是西班牙、 韩国、 加拿

大及巴西等国患病猪群中的主要流行血清型之一
［１７，１９－２２］， ＭＣＧ 分群可分为 ＭＣＧ １、 ２、 ４ 和 ７ － ３，
７５％代表菌株 （９ ／ １２） 为强毒株， 显示其具备引发

严重临床疾病的潜能 ［１１］。 血清 ９ 型是欧洲及亚洲多

国猪群中的主要流行血清型之一 ［２３－２６］， 其在泰国曾

引起人类败血性休克 ［２７］； ７５􀆰 ８％ （２５ ／ ３３） 的菌株

表现为中高毒力， 提示该血清型具备潜在的人兽共患

风险 ［１２］。 目前， 尚缺乏一种可同时检测猪链球菌血

清型 ７、 ８ 和 ９ 的灵敏检测方法。
鉴于猪链球菌血清 ７、 ８、 ９ 型的致病性及潜在的

公共卫生威胁， 开发简便且精准的血清型鉴别技术具

有迫切需求。 本研究基于荚膜多糖合成基因簇中关键

的多糖聚合酶基因 （ｗｚｙ） ［２８］， 构建三重荧光 ＰＣＲ
检测体系。 该方法可实现 ３ 种血清型的同步快速鉴

定， 为猪链球菌血清 ７、 ８、 ９ 型的流行病学监测与精

准防控提供技术支撑。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 菌株及培养条件

本研究使用的 １２ 种猪链球菌传统血清型菌株包

括： 血清 １ 型 ＷＵＳＳ０２３、 血清 ２ 型 ＷＵＳＳ０２４、 血清

４ 型 ＷＵＳＳ０２６、 血 清 ５ 型 ＷＵＳＳ０２７、 血 清 ７ 型

ＷＵＳＳ０２９、 血清 ８ 型 ＷＵＳＳ０３０、 血清 ９ 型 ＷＵＳＳ０３１、
血清 １４ 型 ＷＵＳＳ０３６、 血清 １６ 型 ＷＵＳＳ０３８、 血清 ２１
型 ＷＵＳＳ０４３、 血清 ２４ 型 ＷＵＳＳ０４６ 及血清 ３１ 型

２０２２ＷＵＳＳ００８， 以上菌株由本实验室保存。 菌株复苏

于含 ５％无菌绵羊血的 Ｔｏｄｄ－Ｈｅｗｉｔｔ 肉汤 （ＴＨＢ） 琼

脂平板， 置于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２条件下培养。 挑取单菌

落接种于 ＴＨＢ 液体培养基中， 于 ３７ ℃、 １８０ ｒ ／ ｍｉｎ
条件下进行振荡培养。
１􀆰 ２　 主要试剂

ＴＨＢ 培养基购自青岛高科技工业园海博生物技

术有限公司； ２ × Ｒａｐｉｄ Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 、 ２ × Ｐｈａｎｔａ
Ｍａｘ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 购自南京诺唯赞生物科技股份有限公

司； 荧光定量酶反应液购于宝生物工程 （大连） 有

限公司。 猪链球菌选择性培养基以 ＴＨＢ 培养基为基

础， 并添加结晶紫、 庆大霉素及萘啶酮酸作为选择性

抑制剂， 其终浓度依次为 １􀆰 ２、 １􀆰 ２ 和 ３０ μｇ ／ ｍＬ。
１􀆰 ３　 引物设计与合成

根据猪链球菌血清型特异性多糖聚合酶基因 ｗｚｙ
的保守特征， 本研究分别选取血清 ７ 型基因 （ ｃｐｓ７Ｌ）
（ＧｅｎＢａｎｋ 登 录 号： ＫＣ５３７３６９ ）， 血 清 ８ 型 基 因

（ｃｐｓ８Ｋ） （ＧｅｎＢａｎｋ 登录号： ＪＸ９８６７９７） 及血清 ９ 型

基因 （ｃｐｓ９Ｊ） （ＧｅｎＢａｎｋ 登录号： ＫＣ５３７３７０） 作为

靶基因。 采用 Ｂｅａｃｏｎ Ｄｅｓｉｇｎｅｒ 与 Ｏｌｉｇｏ ７ 软件， 设计

筛选出一套具有高特异性和扩增效率的引物与探针组

合。 引物及探针由北京擎科生物科技股份有限公司合

成， 使用浓度均为 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ。 引物和探针见表 １。
１􀆰 ４　 标准质粒的制备

分别以猪链球菌 ７、 ８、 ９ 型基因组 ＤＮＡ 为模板，
ＰＣＲ 扩增 ｃｐｓ７Ｌ、 ｃｐｓ８Ｋ 及 ｃｐｓ９Ｊ 基因。 荧光 ＰＣＲ 反应

体系 （２５ μＬ）： ２ × Ｐｈａｎｔａ Ｍａｘ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １２􀆰 ５ μＬ，
上下游引物各 １ μＬ， 细菌菌液 ＤＮＡ ２ μＬ， ｄｄＨ２Ｏ
８􀆰 ５ μＬ。 ＰＣＲ 扩增程序： ９５ ℃ 预变性 ５ ｍｉｎ； ９５ ℃
变性 ３０ ｓ， ６０ ℃退火 ３０ ｓ， ７２ ℃延伸 ３０ ｓ， 共 ３０ 个

循环； ７２ ℃ 终延伸 ５ ｍｉｎ。 将纯化后的目的片段与

ｐＥＴ－２８ａ 载体连接， 构建重组质粒。 在含卡那霉素

（５０ μｇ ／ ｍＬ） 的 ＬＢ 平板上筛选阳性克隆， 经 ＰＣＲ 鉴

定后送测序验证。 将测序正确的重组质粒进行定量，
并 １０ 倍梯度稀释制备成浓度为 １􀆰 ０×１０８ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 至

１􀆰 ０×１００ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 的标准品， 于－２０ ℃保存备用。
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表 １　 引物和探针序列

名称 引物和探针序列 （５′→３′） 目的片段长度 ／ ｂｐ

ｃｐｓ７－Ｆ ＧＧＡＧＧＡＡＧＴＡＴＴＧＧＡＧＡＧ ８７

ｃｐｓ７－Ｒ ＴＣＣＡＣＣＴＡＣＡＧＴＴＴＣＡＡＣ

ｃｐｓ７－Ｐ ＦＡＭ－ＡＧＴＴＧＡＴＴＣＡＣＡＣＣＧＡＴＡＣＧＡＣＧＡＴ－ＢＨＱ１

ｃｐｓ８－Ｆ ＧＧＴＣＧＣＡＡＴＧＴＴＴＡＴＴＧＴＣＡＧ ７４

ｃｐｓ８－Ｒ ＧＣＧＧＣＴＣＡＴＡＡＴＣＡＡＴＡＴＴＣＣ

ｃｐｓ８－Ｐ ＶＩＣ－ＡＣＧＣＴＧＴＴＣＧＣＴＣＴＡＡＴＣＡＡＴＧＣ－ＢＨＱ１

ｃｐｓ９－Ｆ ＡＧＣＣＣＴＡＣＴＧＴＣＧＡＴＡＡ １２４

ｃｐｓ９－Ｒ ＡＣＣＡＣＴＣＴＡＧＡＡＡＣＡＡＡＧＡＣ

ｃｐｓ９－Ｐ ＣＹ５－ＡＣＡＡＡＴＣＣＣＴＴＴＡＡＴＴＴＣＡＣＡＧＧＣＡＡＴ－ＢＨＱ３

１􀆰 ５　 三重荧光 ＰＣＲ 方法标准曲线的建立

以 １􀆰 ０×１０７ ～１􀆰 ０×１０３ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 的阳性质粒作为

模板， 使用表 １ 所列引物与探针进行三重荧光 ＰＣＲ
扩增。 反应体系 （２５ μＬ）： ｑＰＣＲ Ｍｉｘ １４􀆰 ５ μＬ； 血

清型引物及探针， ｃｐｓ７－Ｆ ０􀆰 ４ μＬ、 ｃｐｓ７－Ｒ ０􀆰 ４ μＬ、
ｃｐｓ７－Ｐ ０􀆰 ２ μＬ， ｃｐｓ８ － Ｆ ０􀆰 ９ μＬ、 ｃｐｓ８ － Ｒ ０􀆰 ９ μＬ、
ｃｐｓ８－Ｐ ０􀆰 ４５ μＬ， ｃｐｓ９ －Ｆ ０􀆰 ９ μＬ、 ｃｐｓ９ －Ｒ ０􀆰 ９ μＬ、
ｃｐｓ９ － Ｐ ０􀆰 ４５ μＬ； 模 板 ５ μＬ。 扩 增 程 序： ３７ ℃
２ ｍｉｎ； ９５ ℃ ３０ ｓ； ９５ ℃ １０ ｓ， ５２ ℃ ３０ ｓ， ４０ 个循

环。 获取各浓度梯度下的扩增动力学曲线， 以质粒拷

贝数浓度的对数值为横坐标， Ｃｔ 值为纵坐标， 绘制

标准曲线， 并据此计算该检测体系的相关系数（Ｒ２）与
扩增效率（Ｅ）。
１􀆰 ６　 三重荧光 ＰＣＲ 方法特异性与敏感性评估

按照 １􀆰 ５ 中建立的三重荧光 ＰＣＲ 反应体系与程

序， 以 １􀆰 ０×１０８ ～ １􀆰 ０×１００ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 的梯度稀释阳性

质粒为模板， 分别进行荧光 ＰＣＲ 与普通 ＰＣＲ 检测，
以比较两种方法的检测灵敏度。 选取了重要的致病血

清型 （１、 ２、 ４、 ５、 １４、 １６、 ２１、 ２４ 及 ３１ 型） 作为

对照 （菌株信息见 １􀆰 １）。 血清 ２ 型是全球分布最广、
致病性最强的血清型 ［１９］。 血清 １、 ２、 ４、 ５、 １４ 型

为致病谱系中重要血清型， 与猪链球菌病密切相关
［２９］。 实验室前期研究表明， 血清 １６、 ２１、 ２４、 ３１ 型

是健康猪群中流行率较高的血清型 ［３０］。 在种属特异

性评估中， 选用副猪格拉菌 （Ｇｌａｅｓｓｅｒｅｌｌａ ｐａｒａｓｕｉｓ）、
胸膜肺炎放线杆菌 （Ａｃｔｉｎｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｌｅｕｒｏｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）、
巴氏链球菌 （Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｐａｓｔｅｕｒｉａｎｕｓ）、 金黄色葡萄

球菌 （ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ）、 马链球菌兽疫亚种

（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｅｑｕｉ ｓｕｂｓｐ． ｚｏｏｅｐｉｄｅｍｉｃｕｓ）、 无乳链球菌

（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ａｇａｌａｃｔｉａｅ）、 肺炎克雷伯菌 （Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ
ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）、 大肠杆菌 （Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ） 和肠道沙

门菌 （Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｅｎｔｅｒｉｃａ） 作为对照菌株， 将上述菌

株按照 １􀆰 １ 方法进行复苏和单菌落培养 ８ ｈ， 取菌液

作为模板进行特异性试验， 同时设立去离子水作为阴

性对照， 以评估该方法的特异性。
１􀆰 ７　 三重荧光 ＰＣＲ 方法重复性试验

按照 １􀆰 ５ 中建立的三重荧光 ＰＣＲ 反应体系与程

序， 以 １􀆰 ０×１０７ ～ １􀆰 ０×１０５ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 的阳性质粒标准

品为模板进行荧光 ＰＣＲ。 每个浓度设 ３ 个技术重复用

于组内重复性分析， 并分 ３ 个不同时间点进行试验验

证组间重复性。 通过计算各浓度梯度下组内与组间

Ｃｔ 值的变异系数， 以评估该方法的重复性与稳定性。
１􀆰 ８　 临床样本检测

分别采用荧光 ＰＣＲ 与普通 ＰＣＲ 方法对 １７５ 份健

康猪扁桃体增菌液基因组进行检测， 以血清 ７、 ８ 及

９ 型菌株基因组作为阳性对照， 等体积 ＰＢＳ 增菌液基

因组作为阴性对照， 并对两种方法的检测结果进行系

统比对。 样本 ＤＮＡ 通过粗提法制备： 取适量扁桃体

组织研磨后， 取 ２００ μＬ 匀浆液接种于 ５ ｍＬ 猪链球菌

选择性培养基中增菌 ８ ｈ， 随后提取基因组 ＤＮＡ 用于

后续检测。 普通 ＰＣＲ 检测增菌液基因组中猪链球菌

种特异的重组修复蛋白 Ｎ （ ｒｅｃＮ） 基因， 阳性则判定

为猪链球菌阳性样本。 分别采用三重荧光 ＰＣＲ 和普

通 ＰＣＲ 方法检测猪链球菌阳性样本， 以猪链球菌血

清 ７、 ８、 ９ 型菌液作为阳性对照， 去离子水作为阴性

对照。 普通 ＰＣＲ 方法所用引物序列、 反应体系及扩

增程序参照文献 ［３１］。 为评估本方法在病原学诊断

中的适用性， 分别采用纯菌液和模拟临床扁桃体样本

进行灵敏度验证。 取对数生长期猪链球菌菌液

（ＯＤ６００ ＝ ０􀆰 ６）， 经平板计数后， 用 ＰＢＳ 稀释制备样

本， 使每 ５ μＬ 模板中菌液中分别含有 ５０、 １００、
２００、 ５００ 活菌数。 同时， 取猪链球菌阴性的扁桃体

组织研磨匀浆， 将 １８０ μＬ 组织匀浆与 ２０ μＬ 菌液混

合， 用 ＰＢＳ 稀释制备样本， 使每 ５ μＬ 模板中菌液中

分别含有 ５０、 １００、 ２００、 ５００ 活菌数。 将上述不同浓

度的两类样本作为模板进行检测， 评估该方法在菌液

和扁桃体样本的检测灵敏度。
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２　 结果与分析

２􀆰 １　 三重荧光 ＰＣＲ 标准曲线的建立

采用表 １ 中引物与探针， 以 １􀆰 ０×１０７ ～ １􀆰 ０×１０３

ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 的阳性质粒标准品为模板， 分别对 ｃｐｓ７Ｌ、
ｃｐｓ８Ｋ 及 ｃｐｓ９Ｊ 基因进行扩增。 以标准品拷贝数为横

坐标， Ｃｔ 值为纵坐标绘制标准曲线。 如图 １ 所示，
各血清型标准曲线均表现出良好的线性关系。 其中，

血清 ７ 型标准曲线方程为 ｙ ＝ －３􀆰 ５１ｘ＋３９􀆰 ２６４ （Ｒ２ ＝
０􀆰 ９９９， Ｅ ＝ ９２􀆰 ７２％）； 血清 ８ 型为 ｙ ＝ － ３􀆰 ３０３ｘ ＋
４１􀆰 ０３１ （Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９４， Ｅ＝ １００􀆰 ８３％）； 血清 ９ 型为 ｙ ＝
－３􀆰 ４９４ｘ＋４０􀆰 ９８６ （Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９８， Ｅ＝ ９３􀆰 ３１％）。 结果表

明， 本方法可特异性有效扩增目标基因， 标准曲线呈

现优异的线性关系， 成功建立了针对猪链球菌血清

７、 ８、 ９ 型的三重荧光 ＰＣＲ 标准曲线。

Ａ． 猪链球菌血清 ７ 型； Ｂ． 猪链球菌血清 ８ 型； Ｃ． 猪链球菌血清 ９ 型。

图 １　 三重荧光 ＰＣＲ 扩增曲线与标准曲线

２􀆰 ２　 三重荧光 ＰＣＲ 特异性试验

以猪链球菌血清 １、 ２、 ４、 ５、 １４、 １６、 ２１、 ２４
及 ３１ 型及其他种细菌的菌液作为模板， 血清 ７、 ８、
９ 型菌液作为阳性对照， 去离子水作为阴性对照进行

特异性试验。 如图 ２ 所示， 血清 ７、 ８、 ９ 型菌液出现

典型扩增曲线， 猪链球菌其他血清型及副猪格拉菌、

胸膜肺炎放线杆菌、 巴氏链球菌、 金黄色葡萄球菌、
马链球菌兽疫亚种、 无乳链球菌、 肺炎克雷伯菌、 大

肠杆菌、 肠道沙门菌和去离子水均未无扩增曲线和

Ｃｔ 值。 上述结果表明， 本方法特异性良好， 可有效

区分目标血清型， 适用于临床样本中猪链球菌血清

７、 ８、 ９ 型的精准鉴定。

·２１１· Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　 ２０２６　 Ｖｏｌ􀆰 ５８　 Ｎｏ􀆰 ５



Ａ． 猪链球菌不同血清型检测： １􀆰 猪链球菌血清 ９ 型； ２􀆰 猪链球菌血清 ７ 型； ３􀆰 猪链球菌血清 ８ 型； ４～ １３􀆰 猪链球菌血清 １ 型 ＷＵＳＳ０２３、 ２
型 ＷＵＳＳ０２４、 ４ 型 ＷＵＳＳ０２６、 ５ 型 ＷＵＳＳ０２７、 １４ 型 ＷＵＳＳ０３６、 １６ 型 ＷＵＳＳ０３８、 ２１ 型 ＷＵＳＳ０４３、 ２４ 型 ＷＵＳＳ０４６、 ３１ 型 ２０２２ＷＵＳＳ００８、 阴性对照

（以 Ｈ２Ｏ 为模板）； Ｂ． 不同菌种的检测： １􀆰 猪链球菌血清 ９ 型； ２􀆰 猪链球菌血清 ７ 型； ３􀆰 猪链球菌血清 ８ 型； ４～１３􀆰 副猪格拉菌、 胸膜肺炎放线

杆菌、 巴氏链球菌、 金黄色葡萄球菌、 马链球菌兽疫亚种、 无乳链球菌、 肺炎克雷伯菌、 大肠杆菌、 肠道沙门菌、 阴性对照 （以 Ｈ２Ｏ 为模板）。

图 ２　 三重荧光 ＰＣＲ 特异性验证

２􀆰 ３　 三重荧光 ＰＣＲ 敏感性试验

选取 １􀆰 ０×１０８ ～ １􀆰 ０×１００ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 的阳性质粒作

为模板进行敏感性试验。 普通 ＰＣＲ 对血清 ７、 ８、 ９
型的最低检测限为 １􀆰 ０ × １０６、 １􀆰 ０ × １０４ 和 １􀆰 ０ × １０４

ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ。 选取 １􀆰 ０ × １０２、 １􀆰 ０ × １０１ 和 １􀆰 ０ × １００

ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ ３ 个低浓度梯度的阳性质粒作为模板， 探

究三重荧光 ＰＣＲ 敏感性下限， 每个浓度设置 ２０ 个重

复， 结果显示， 对 ３ 种目标血清型基因的最低检测限

均可达到 １􀆰 ０×１０２ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ， 表明荧光 ＰＣＲ 方法具备

更高的检测灵敏度， 可用于低拷贝数样本的准确检测。

Ａ． 猪链球菌血清 ７ 型； Ｂ． 猪链球菌血清 ８ 型； Ｃ． 猪链球菌血清 ９ 型。

图 ３　 三重荧光 ＰＣＲ 与普通 ＰＣＲ 敏感性比较
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２􀆰 ４　 三重荧光 ＰＣＲ 方法重复性试验

选取 １􀆰 ０×１０７、 １􀆰 ０×１０６ 和 １􀆰 ０×１０５ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ ３
个浓度梯度的阳性质粒作为模板， 分别进行组内与组

间重复性试验。 计算各浓度水平 Ｃｔ 值的平均值、 标

准差及变异系数。 如表 ２ 显示， 所有浓度梯度下 Ｃｔ
值的组内和组间变异系数均低于 ５％， 表明本方法具

有优良的重复性和操作稳定性， 满足荧光 ＰＣＲ 检测

要求。

表 ２　 荧光 ＰＣＲ 方法的重复性

血清型
标准品 ／

（ｃｏｐｉｅｓ·μＬ－１）

组内重复性测定 组间重复性测定

Ｃｔ 值 变异系数 ／ ％ Ｃｔ 值 变异系数 ／ ％

７

１０７ １５􀆰 ２６７±０􀆰 １７７ １􀆰 １６ １５􀆰 １３８±０􀆰 １１５ ０􀆰 ７６

１０６ １７􀆰 ９６８±０􀆰 ２７１ １􀆰 ５１ １８􀆰 １９１±０􀆰 ２６２ １􀆰 ４４

１０５ ２１􀆰 ２５５±０􀆰 ４７２ ２􀆰 ２２ ２１􀆰 １３１±０􀆰 ５１３ ２􀆰 ４３

８

１０７ １７􀆰 ９１７±０􀆰 ６２８ ３􀆰 ５１ １７􀆰 ９６６±０􀆰 ３４６ １􀆰 ９３

１０６ ２１􀆰 ２９０±０􀆰 １６１ ０􀆰 ７６ ２１􀆰 １４７±０􀆰 ３５９ １􀆰 ７０

１０５ ２４􀆰 ４６５±０􀆰 ７８８ ２􀆰 ９８ ２４􀆰 ５０３±０􀆰 ２３５ ０􀆰 ９６

９

１０７ １７􀆰 １３１±０􀆰 ５３４ ３􀆰 １２ １７􀆰 ２４８±０􀆰 ３２７ １􀆰 ８９

１０６ ２０􀆰 ９４７±０􀆰 ８４４ ４􀆰 ０３ ２０􀆰 ６１８±０􀆰 ２９０ １􀆰 ４１

１０５ ２４􀆰 ００３±０􀆰 ４９１ ２􀆰 ０５ ２４􀆰 ０１９±０􀆰 ３１６ １􀆰 ３１

２􀆰 ５　 临床样本检测及与传统方法对比

采集昆山市与丹阳市健康猪的扁桃体样本共 １７５
份， 其中猪链球菌阳性 １２３ 份。 对两种方法的检测结

果及符合率进行比较分析， 表 ３ 结果显示， 在猪链球

菌阳性的样本中， 三重荧光 ＰＣＲ 对血清 ７ 型、 ８ 型和

９ 型的检出率分别为 ４２􀆰 ３％、 ２５􀆰 ２％和 ３１􀆰 ７％， 显著

高于普通 ＰＣＲ 方法的 ２２􀆰 ０％、 ９􀆰 ８％和 １３􀆰 ８％。 扁桃

体样本存在多种目标血清型共检出现象， 其中 ９􀆰 ８％
（１２ ／ １２３） 的样本同时检出 ３ 种目标血清型， ２２􀆰 ８％
（２８ ／ １２３） 同时检出 ２ 种， ２４􀆰 ４％ （３０ ／ １２３） 仅检出

１ 种， 另有 ４３􀆰 １％ （５３ ／ １２３） 未检出目标血清型。 此

外， 在普通 ＰＣＲ 检测阴性而三重荧光 ＰＣＲ 检测阳性

的扁桃体样本中分离到 ４ 株菌， 其中 ７ 型菌株 １ 株，
８ 型菌株 １ 株， ９ 型菌株 ２ 株。 在纯菌液和扁桃体样

本中， 本方法对血清 ７ 型、 ８ 型、 ９ 型的检测灵敏度

分别为 ５０ 活菌数、 ２００ 活菌数、 ５００ 活菌数。 本方法

在复杂样本基质中仍表现出良好的检测性能， 表明本

方法适用于临床样本的快速检测。 综上所述， 本研究

所建立的三重荧光 ＰＣＲ 方法在检测灵敏度、 特异性

及检测效率方面均表现出显著优势。

表 ３　 普通 ＰＣＲ 与荧光 ＰＣＲ 检测临床样本比较结果

血清型
荧光 ＰＣＲ 检测方法 普通 ＰＣＲ 检测方法

阳性数 ／ 样本量 阳性率 ／ ％ 阳性数 ／ 样本量 阳性率 ／ ％

７ ５２ ／ １２３ ４２􀆰 ３ ２７ ／ １２３ ２２􀆰 ０

８ ３１ ／ １２３ ２５􀆰 ２ １２ ／ １２３ ９􀆰 ８

９ ３９ ／ １２３ ３１􀆰 ７ １７ ／ １２３ １３􀆰 ８

３　 讨论

猪链球菌是一种重要的人兽共患病原体， 血清型

众多， 且不同血清型在种群结构及致病特征上存在显

著差异［３２］。 尽管血清 ２ 型致病性最强， 但近年来研

究表明， 其在发表猪中分离率呈下降趋势； 相反， 其

他致病血清型如 ７、 ８、 ９ 型分离率则持续上升， 其在

流行病学中的重要性日益突出。 此外， 由于血清型 ２
与 １ ／ ２ 型的 ｗｚｙ 基因序列完全一致， 难以仅依赖该基

因建立特异性的血清型 ２ 检测方法， 因此需要结合其

他方法加以区分 ［３３］。
血清 ７、 ８、 ９ 型与猪的脑膜炎、 关节炎、 败血症

及心内膜炎等多种严重疾病密切相关， 并已在欧洲、
北美及亚洲多国成为优势流行株。 德国 ２０１５—２０１６
年从发病与健康猪体内分离 ５２２ 株菌株， 血清 ７、 ８、
９ 型的分离率分别居第 ３ （１２􀆰 ３％）、 第 ５ （５􀆰 ４％） 和

第 ２ （１６􀆰 ９％） ［１３］。 加拿大 ２０１５—２０２０ 年从发病猪分

离的 ６８０ 株分离株中， 血清 ７、 ８、 ９ 型分离率也分别

位列第 ３ （ ８％）、 第 ９ （ ４％） 和 第 ７ （ ５％） ［３４］。
１９６０—２０２０ 年对来自欧美亚澳 ３ ０７０ 株分离株群体基

因组研究表明， 共鉴定出 １０ 个广泛传播的致病谱系，
血清 ７、 ８ 和 ９ 型的菌株分别有 ９０􀆰 ３２％ （８４ ／ ９３）、
８８􀆰 ４６％ （９２ ／ １０４） 和 ７２􀆰 ４５％ （１４２ ／ １９６） 属于致病

谱系 ［２９］。 本课题组于 ２０２１—２０２３ 年对来自昆山及丹

阳地区的 １３９ 株健康猪源分离株进行监测， 结果显示

未检出血清 ２ 型； 血清 ７、 ８ 和 ９ 型的分离率分别位

居 第 ４ （ ６􀆰 ４７％）、 第 ７ （ ２􀆰 ８８％） 和 第 ３
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（７􀆰 ９１％） ［３０］。 上述结果表明， 需加强对血清 ７、 ８、
９ 型的监测。

普通 ＰＣＲ 是猪链球菌血清分型的主要方法之一，
但其检测灵敏度相对较低。 本研究通过系统优化引物

和探针的浓度条件， 建立了一种可同时检测猪链球菌

血清型 ７、 ８ 和 ９ 的三重荧光 ＰＣＲ 检测方法。 该方法

具有良好的特异性、 敏感性和重复性， 可实现 ３ 种血

清型的快速、 准确鉴别。 在对 １２３ 份猪链球菌阳性样

本的检测中， 本方法对血清型 ７、 ８ 和 ９ 的检出率均

显著高于普通 ＰＣＲ， 且在复杂样本基质中仍表现出

良好的检测性能， 适用于临床样本的快速检测。 相比

之下， 普通 ＰＣＲ 每次反应仅能检测一种血清型， 并

需通过凝胶电泳进行结果判读， 操作过程烦琐、 耗时

较长。 三重荧光 ＰＣＲ 则可实现多靶标同步扩增与实

时判读， 显著提升了检测的便捷性与效率。
综上所述， 本研究通过优化反应体系和反应条

件， 成功建立了一种可同时检测猪链球菌血清型 ７、
８ 和 ９ 的三重荧光 ＰＣＲ 方法。 该方法能够快速、 准确

地鉴别 ３ 种血清型， 具有良好的特异性、 灵敏性和稳

定性。 该研究为猪链球菌血清型 ７、 ８ 和 ９ 的流行病

学监测与防控提供了一种高效、 可靠的检测技术， 对

促进养猪业的可持续健康发展以及应对潜在的公共卫

生风险具有应用价值。
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