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摘   要：【背景】猪链球菌(Streptococcus suis，SS)和猪多杀性巴氏杆菌(Pasteurella multocida，

Pm)都是能引起宿主致病的人畜共患病原菌，常出现混合感染，临床诊断上易与猪瘟、猪丹毒等混

淆。【目的】快速、有效鉴别猪链球菌病和猪多杀性巴氏杆菌病，建立一种能同时检测 2 种病原

的多重实时荧光定量 PCR 检测方法。【方法】基于猪链球菌的 gdh 基因和猪多杀性巴氏杆菌的 plpE
基因，设计 2 对特异引物及 TaqMan 探针，以细菌 16S rRNA 基因设计通用引物及探针，通过对反

应条件优化，建立了一种能同时检测猪链球菌和猪多杀性巴氏杆菌的多重实时荧光定量 PCR 检测

方法。【结果】该方法能够特异性地检测猪链球菌和猪多杀性巴氏杆菌，与细菌分离后的测序结
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果验证完全一致。此方法对重组质粒标准品的最低检出浓度分别为 4.53×102 copies/μL 和        
3.97×102 copies/μL。重复性试验结果显示，该方法的组内和组间变异系数均小于 3%。【结论】本

实验所建立的方法准确、简便、可靠，能够用于 2 种病原菌的同时检测，为猪链球菌病和猪多杀

性巴氏杆菌病的防治提供了有效的检测工具，具有重要的流行病学意义和临床应用价值。 

关键词：猪链球菌(SS)；猪多杀性巴氏杆菌(Pm)；多重实时荧光定量 PCR 
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Abstract: [Background] Streptococcus suis (SS) and Pasteurella multocida (Pm) are zoonotic 
pathogens that can cause severe diseases in humans, which are easily confused with swine fever and 
swine erysipelas in clinical diagnosis because of mixed infections. [Objective] To establish a multiplex 
real-time fluorescent quantitative PCR assay for simultaneous detection of SS and Pm, so as to realize 
early diagnosis and treatment. [Methods] Two pairs of specific primers and TaqMan were designed 
based on the gdh gene of SS and the plpE gene of Pm. The universal primers and probe were designed 
based on the sequence of bacterial 16S rRNA gene. After optimization of the reaction conditions,      
a multiplex real-time fluorescence quantitative PCR method was established for the simultaneous 
detection of SS and Pm. [Results] This method can specifically detect SS and Pm, and the results was 
entirely consistent with the sequencing results after isolation of bacteria. The lower limits of detection 
for recombinant plasmid standards were 4.53×102 copies/μL and 3.97×102 copies/μL, respectively. The 
results of repeated experiments showed that the intra- and inter-group coefficients of variation were less 
than 3%. [Conclusion] The method established in this study was simple, accurate, and reliable. It can be 
used for the simultaneous detection of SS and Pm and provides an effective detection tool for the 
prevention and treatment of the diseases caused by SS and Pm. 
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猪链球菌(swine Streptococcus suis，SS)病是

由多种不同血清型的链球菌引起的一种以脑膜

炎、关节炎、心内膜炎为主要临床症状的急性的

人畜共患传染病[1]，具有暴发猛烈、传播迅速的

特点，当病猪感染猪链球菌时体温能够骤然升高

到 41 ℃以上，几乎看不到典型的症状，严重者
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几小时内死亡[2]。猪链球菌病是一种重要的人畜

共患病，我国规定为三类动物疫病，猪链球菌病

不仅给世界养猪业造成巨大的经济损失，同时还

严重危害公共卫生安全[3]。由于该病症状较为复

杂，临床诊断易与猪瘟、猪丹毒、副伤寒混淆，

一般根据病理变化结合临床资料只可作为初步

诊断，确诊还需实验室诊断。 
猪多杀性巴氏杆菌(Pasteurella multocida，

Pm)是一种能引起猪、牛、羊、鸡、鸭、兔等多

个宿主致病的革兰阴性的人畜共患性病原菌，能

导致多种动物及人类感染发病[4]。猪多杀性巴氏

杆菌通常存在于猪的鼻腔、扁桃体、肺等部位，

可导致猪肺疫和猪传染性萎缩性鼻炎等疾病，其

中猪肺疫是一种非常急性的败血性传染病，主要

病征为器官、组织的出血性炎症；猪传染性萎缩

性鼻炎是由猪多杀性巴氏杆菌引起的一种慢性

呼吸道传染病，临诊症状表现为打喷嚏、流鼻血、

生长迟滞，2 种疾病均可引起猪群发病致死[5]。

猪多杀性巴氏杆菌在世界各国广泛流行，发病一

般不受季节性干扰，以散发性、地方性为主要流

行特点，对世界养猪业造成重大经济损失[5]。 
建立针对猪链球菌和猪多杀性巴氏杆菌快

速检测的方法是成功防治这 2 种疾病的关键。鉴

于 SS 和 Pm 均为猪呼吸道疾病综合征的常见重

要病原体且往往为混合感染[6]，传统的诊断技术

如细菌分离、免疫学试验等费时费力，不适于临

床快速诊断，也不适于大规模的流行病学调查。

因此，对这两种病原体引起的呼吸道疾病进行鉴

别诊断显得尤为重要。当前，随着分子生物技术

的快速发展，针对病原微生物的诊断建立了很多

检测方法，包括聚合酶链式反应 (polymerase 
chain reaction，PCR)检测技术、核酸探针杂交技

术等，但这些方法在某些方面存在着不足，如操

作复杂、费时费力、开盖易造成产物污染、出现

假阴性与假阳性结果导致准确率不高[7]等。目前

实 时 荧 光 定 量 PCR (real-time quantitative 
polymerase chain reaction，RT-qPCR)被公认是

PCR 诊断技术的一次质的飞跃，因其具有高敏

感性、高特异性且耗时短的特点而广泛应用于实

验室或者临床病原体的检测[8]。当前研究中还未

建立以 SS 和 Pm 为研究对象的双重荧光 PCR 检

测方法，所以本研究对 SS、Pm 分别基于基因

gdh 和 plpE 设计引物及探针，建立三重实时荧

光 PCR 检测方法，以期能够快速检测 SS、Pm，

为兽医临床诊断和流行调查等研究提供参考。 

1  材料与方法 
1.1  材料 

临床样本来自山东省寿光、烟台等不同地区

养猪场的病死猪肺脏、扁桃体等组织。参考菌株

猪链球菌 2 型、3 型、7 型、9 型(SS2、SS3、SS7、
SS9)、猪多杀性巴氏杆菌 A 型、D 型、猪肺炎

支原体、猪丹毒、副猪嗜血杆菌、猪胸膜肺炎放

线杆菌、大肠杆菌、化脓杆菌、金黄色葡萄球菌、

枯草芽孢杆菌、副鸡禽杆菌、凝结芽孢杆菌、罗

伊氏乳杆菌、植物乳杆菌、卡氏杆菌和屎肠球菌

均由山东省农科院畜牧兽医研究所保存。 
动物组织提取试剂盒，Qiagen 公司；细菌

DNA 提取试剂盒，宝生物工程(大连)有限公司；

引物与探针，生工生物工程(上海)股份有限公

司；2×qPCR Master Mix，DBI Bioscience 公司；

DNA 测序由山东省农业科学院生物技术中心测

序中心完成。 
荧光定量 PCR 仪，ABI 公司；PCR 仪，宝生

物工程(大连)有限公司；高速离心机，Eppendorf
有限公司。 

1.2  方法 
1.2.1  基因组 DNA 提取 

采用细菌 DNA 提取试剂盒提取，具体操作

步骤见试剂盒说明书。提取的基因组 DNA 经紫
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外 分 光 光 度 计 测 定 其 纯 度 和 浓 度 。 测 定

OD260/OD280 值 均 为 1.8−1.9 左 右 ， 浓 度 在      
10 ng/μL 以上，说明 DNA 纯度较高，浓度适中，

符合 PCR 扩增要求。 
1.2.2  引物与探针设计及靶基因的获得 

根据 GenBank 中登录的猪链球菌(SS) gdh
基因(FJ572237)和猪多杀性巴氏杆菌(Pm) plpE
基因(EF219455)为靶基因，利用 Primer 3.0 软件

设计引物及特异性 TaqMan 探针，利用细菌 16S 
rRNA 基因设计通用引物及通用探针，设计的引

物及探针的核苷酸序列见表 1，引物探针序列由

上海捷瑞生物科技有限公司合成。 
1.2.3  单重荧光 PCR 体系的建立 

反应体系采用 20 μL，2×qPCR Master Mix 
10 μL，对引物的浓度、探针浓度及退火温度进

行筛选，以确定最佳浓度和最佳退火温度。引物

对浓度为 10 μmol/L，分别取 0.25、0.5、1 和 2 μL，

探针 5 μmol/L 取 0.5 μL 进行梯度实验；引物对

浓度为 10 μmol/L 取 0.5 μL，探针 5 μmol/L 分别

取 0.2、0.4、0.8 和 1 μL 进行梯度实验；退火温度

56、58、60、62、64、66、68 ℃按梯度进行扩增，

每次试验采取等量的模板，根据 Ct值、荧光信号

和平台期等因素作为参考，每个样品重复 3 次，

若结果稳定可确定为最佳的浓度和退火温度。 
1.2.4  多重荧光 PCR 体系的建立 

在 1.2.3 单重荧光 PCR 优化好的 PCR 反应

条件和最佳引物浓度、最佳探针浓度的基础上进

行组合调整，以 Ct 值及荧光增量为考察依据，

进一步优化引物浓度、探针浓度，使探针

Suis-gdh QP、PM-QP 及通用探针 16SP 荧光增量

基本一致，Ct 值在 18−25 之间最佳。 
1.2.5  标准品制作 

猪链球菌基因组-标准品制备：初始浓度为

20 ng/μL，猪链球菌基因组大小为 2.007 Mb， 

 
表 1  引物及探针的核苷酸序列 
Table 1  Nucleotide sequences of primers and probes 
引物名称 
Primer name 

引物与探针序列 
Primer and probe sequence (5ʹ→3ʹ) 

片段长度 
Product 
size (bp) 

猪链球菌特异上游引物 Suis-gdh QF 
Specific upstream primers of Streptococcus suis Suis-gdh QF 

CCTCCGCCAGTTTGATGC 136 
 

猪链球菌特异下游引物 Suis-gdh QR 
Specific downstream primers of Streptococcus suis Suis-gdh QR 

GAAGGATTTACCGTTTGCTGC 

猪链球菌的特异探针 Suis-gdh QP 
Specific probe of Streptococcus suis Suis-gdh QP 

TAMRA-TCATTGATCCGCCCAGAAGCA-BHQ2  

猪多杀性巴氏杆菌特异上游引物 PM QF 
Specific upstream primers of Pasteurella multocida PM QF 

TAGTTGCATGTAGCGGTGGT 184 
 

猪多杀性巴氏杆菌特异下游引物 PM QR 
Specific downstream primers of Pasteurella multocida PM QR 

AGGGGCTTGAAAGGAGGA 

猪多杀性巴氏杆菌的特异探针 PM QP 
Specific probe of Pasteurella multocida PM QP 

JOE-CGCTGGAAATCGTGCTGACC-BHQ2  

细菌通用上游引物 16SF 
Universal upstream primers of bacteria 16SF 

CGTATTACCGCGGCTGCTGG 220 
 

细菌通用下游引物 16SR 
Universal downstream primers of bacteria 16SR 

GATTAGATACCCTGGTAGTCC 

细菌通用探针 16SP 
Universal probe of bacteria 16SP 

CY5-CCGCCTTCGCCACCGGTGTTCTT-BHQ2  
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copy 数=(6.02×1023)×(30 ng/μL×10–9)/(2.007×106× 

660)=1.36×107 copies/μL；猪多杀性巴氏杆菌-标  

准品制备：初始浓度为 20 ng/μL，猪多杀性巴氏杆

菌基因组大小为 2.3 Mb，copy 数=(6.02×1023)×   

(30 ng/μL×10–9)/(2.3×106×660)=1.19×107 copies/μL；

将猪链球菌、猪多杀性巴氏杆菌基因组 DNA 分别

从 1.36×107 copies/μL 和 1.19×107 copies/μL 按    

10 倍倍比逐级稀释 5 个梯度，即 106、105、104、

103、102数量级拷贝数。以 5 个梯度标准品为模板

进行实时荧光定量 PCR 检测，生成标准曲线，同

时对待检样本进行精确定量。 

1.2.6  多重荧光 PCR 特异性试验 
为了进一步验证本试验建立的双重 PCR 和

多重 PCR 的特异性，分别以 2 种目的菌株猪链

球菌(SS2、SS3、SS7、SS9)和猪多杀性巴氏杆

菌 A 型、D 型、猪丹毒、猪肺炎支原体、副猪

嗜血杆菌、猪胸膜肺炎放线杆菌、大肠杆菌、化

脓杆菌、金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌、副鸡

禽杆菌、凝结芽孢杆菌、罗伊氏乳杆菌、植物乳

杆菌、卡氏杆菌、屎肠球菌细菌总基因组 DNA

为模板进行实时荧光 PCR 检测，验证其引物和

探针的特异性。 

1.2.7  多重荧光 PCR 敏感性试验 
将猪链球菌(SS) 2 型、猪多杀性巴氏杆菌

(Pm) D 型的基因组 DNA 分别定量到 5 ng/μL，

按 10 倍倍比梯度稀释，每个梯度均取 2.0 μL 为

模板量(即：10、1、0.1、0.01、0.001、0.000 1、

0.000 01 ng)，利用优化好的多重 RT-qPCR 体系

进行检测。PCR 反应条件：95 ℃ 2 min；95 ℃  

10 s，58 ℃ 35 s，在此收集荧光信号，40 个循环，

确定该方法的最低检出浓度。 
1.2.8  重复性试验 

将猪链球菌 2 型基因组和猪多杀性巴氏杆

菌 D 型基因组标准品 10 倍倍比稀释后，选取

103−105 copies/μL 为模板，每个稀释度做 3 次重

复，验证组内重复性。以相同条件将实验连续重

复 3 次，验证组间重复性。评估荧光定量 PCR
检测方法的重复性。 
1.2.9  样本检测 

采用所建立的同时针对猪链球菌(SS2)和猪

多杀性巴氏杆菌 D 型的多重实时荧光 PCR 检测

方法对 22 份临床可疑样本进行检测，样本类型

包括山东省寿光、烟台等不同地区的病料猪肺

脏、扁桃体等组织，同时使用细菌 16S rRNA 基

因鉴定进行对比，并计算二者的符合率。 

2  结果与分析 
2.1  多重 PCR 体系的建立 

利用矩阵法优化后建立三重荧光定量 PCR
体系：2×TaqMan Master Mix 10 μL，Suis-gdh QF、
Suis-gdh QR、PM QF、PM QR、16SF 和 16SR
终浓度分别为 0.250 μmol/L，Suis-gdh QP、PM 
QP 和 16SP 终浓度为 0.125 μmol/L，DNA 模板   
(10 ng/μL) 2 μL，双蒸水补足到 20 μL。PCR 反

应条件：95 ℃ 2 min；95 ℃ 10 s，58 ℃ 35 s，
在此收集荧光信号，反应 40 个循环。 
2.2  特异性验证结果 

分别以 2 种目的菌株、不同血清型的猪链球

菌(SS2、SS3、SS7、SS9)和猪多杀性巴氏杆菌 A
型、D 型、猪肺炎支原体、猪丹毒、副猪嗜血杆

菌、猪胸膜肺炎放线杆菌、大肠杆菌、化脓杆菌、

金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌、副鸡禽杆菌、

凝结芽孢杆菌、罗伊氏乳杆菌、植物乳杆菌、卡

氏杆菌、屎肠球菌细菌总基因组 DNA 为模板，

进行实时荧光 PCR 检测，验证其引物和探针的

特异性。其结果见表 2 及图 1–6，结果表明，本

研究所设计的探针及引物具有很强的特异性，能

同时鉴定猪链球菌和猪多杀性巴氏杆菌，但不能

够区分 2 种目的菌株的血清型。 
 
 



 
刘艳艳等: 猪链球菌和猪多杀性巴氏杆菌多重实时荧光 PCR 方法的建立 5117 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 

表 2  特异性验证试验 
Table 2  Specificity verification test 
菌种 
Bacteria species 

荧光定量 PCR 检测 Ct 值 
Detection of Ct value by fluorescence quantitative PCR 

结果 
Result 

猪链球菌探针 
Streptococcus suis probe 

猪多杀性巴氏杆菌探针 
Pasteurella multocida probe 

通用探针 
Universal probe 

Suis-gdh QP PM QP 16SP  
(TAMRA) (JOE) (CY5) 

猪链球菌 2 型 
Streptococcus suis serotype 2 

10.58±0.36 N 15.19±0.13 猪链球菌 
Streptococcus suis 

猪链球菌 3 型 
Streptococcus suis serotype 3 

11.32±0.19 N 15.32±0.23 猪链球菌 
Streptococcus suis 

猪链球菌 7 型 
Streptococcus suis serotype 7 

11.13±0.12 N 15.67±0.07 猪链球菌 
Streptococcus suis 

猪链球菌 9 型 
Streptococcus suis serotype 9 

10.67±0.32 N 14.97±0.12 猪链球菌 
Streptococcus suis 

猪多杀性巴氏杆菌 A 型 
Pasteurella multocida type A 

N 15.63±0.23 15.12±0.07 猪多杀性巴氏杆菌 
Pasteurella multocida 

猪多杀性巴氏杆菌 D 型 
Pasteurella multocida type D 

N 14.93±0.14 14.92±0.33 猪多杀性巴氏杆菌 
Pasteurella multocida 

副猪嗜血杆菌 
Haemophilus parasuis 

N N 15.11±0.36 其他物种 
Other species 

猪胸膜肺炎放线杆菌 
Actinobacillus 
pleuropneumoniae 

N N 14.94±0.05 其他物种 
Other species 

大肠杆菌 
Escherichia coli 

N N 15.33±0.36 其他物种 
Other species 

化脓隐秘杆菌 
Arcanobacterium pyogenes 

N N 15.04±0.07 其他物种 
Other species 

金黄色葡萄球菌 
Staphylococcus aureus 

N N 15.00±0.13 其他物种 
Other species 

枯草芽孢杆菌 
Bacillus subtilis 

N N 15.68±0.21 其他物种 
Other species 

副鸡禽杆菌 
Avibacterium paragallinarum 

N N 15.46±0.09 其他物种 
Other species 

凝结芽孢杆菌 
Bacillus coagulans 

N N 15.19±0.34 其他物种 
Other species 

罗伊氏乳杆菌 
Lactobacillus reuteri 

N N 15.25±0.24 其他物种 
Other species 

植物乳杆菌 
Lactobacillus plantarum 

N N 15.10±0.13 其他物种 
Other species 

卡氏变形杆菌 
Proteus cibarius 

N N 21.17±0.17 其他物种 
Other species 

屎肠球菌 
Enterococcus faecium 

N N 15.50±0.06 其他物种 
Other species 

猪肺炎支原体 
Mycoplasma 

N N 15.41±0.27 其他物种 
Other species 

猪丹毒杆菌 
Erysipelothrix rhusiopathiae 

N N 15.29±0.14 其他物种 
Other species 

注：N：该基因 PCR 结果为阴性 
Note: N: PCR result of the gene is positive. 
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图 1  猪链球菌扩增曲线 
Figure 1  Amplification curve of Streptococcus suis. 
 

 
 
图 2  猪多杀性巴氏杆菌扩增曲线 
Figure 2  Amplification curve of Pasteurella multocid. 
 

 
 
图 3  猪链球菌、猪多杀性巴氏杆菌双重荧光扩增曲线 
Figure 3  Double fluorescence amplification curve of Streptococcus suis (SS) and Pasteurella multocid (Pm). 
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图 4   其他样本扩增曲线 
Figure 4  Amplification curve of other samples. 
 

 
 

图 5   猪肺炎支原体、猪丹毒扩增曲线 
Figure 5  Amplification curve of Mycoplasma hyopneumoniae and Erysipelothrix rhusiopathiae. 
 

 
图 6  不同血清型猪链球菌、猪多杀性巴氏杆菌扩增曲线 
Figure 6  Amplification curves of different serotypes of Streptococcus suis and Pasteurella multocida. 
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2.3  标准曲线的建立 
将猪链球菌、猪多杀性巴氏杆菌基因组 DNA

分别从 1.36×107 copies/μL 和 1.19×107 copies/μL
按 10 倍倍比逐级稀释 5 个梯度作为荧光定量模

板，获得标准曲线，同时以超纯水作为阴性对

照。以 Ct 值为纵坐标、标准品浓度为横坐标绘

制标准曲线。猪多杀性巴氏杆菌标准曲线见  
图 7，通过方程 y=−3.547x+21.167 [相关系数(R2)
为 0.997，扩增效率(Eff%)为 91.38]计算待检样

本猪多杀性巴氏杆菌的浓度或拷贝数；猪链球

菌标准曲线图见图 8，通过方程 y=−3.971x+ 
25.296 [相关系数(R2)为 0.990，扩增效率(Eff%)
为 90.30]计算待检样本猪链球菌的浓度或拷  

贝数。 

2.4  敏感性试验结果 
将猪链球菌(SS)、猪多杀性巴氏杆菌(Pm)

的基因组 DNA 分别定量到 5 ng/μL，按 10 倍倍

比梯度稀释，每个梯度均取 2.0 μL 为模板量(即：

10、1、0.1、0.01、0.001、0.000 1、0.000 01 ng)
进行实时荧光定量 PCR 检测，评估本方法的检

测限。如图 9、10 所示，猪链球菌和猪多杀性巴

氏杆菌灵敏度均为 0.001 ng，结果表明本方法定

量的检测限为 0.001 ng，换算为猪链球菌、猪多

杀性巴氏杆菌分别为 4.53×102 copies/μL 和

3.97×102 copies/μL，说明本方法具有较高的灵敏

度，相较于普通 PCR 灵敏度更高。 
 

 
 

图 7  猪多杀性巴氏杆菌标准曲线图 
Figure 7  Standard curve of Pasteurella multocida. 

 

 
 

图 8  猪链球菌标准曲线图 
Figure 8  Standard curve of Streptococcus suis. 
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图 9  猪链球菌灵敏度 
Figure 9  Sensitivity of Streptococcus suis. 
 

 
图 10  猪多杀性巴氏杆菌灵敏度 
Figure 10  Sensitivity of Pasteurella multocida. 

 

2.5  重复性试验结果 
选取浓度为 103−105 copies/μL 的基因组为模

板进行多重荧光定量 PCR 检测，分别做组内和组

间重复性试验，结果扩增 Ct 值的变异系数均小于

2.5% (表 3)，表明该方法稳定性及重复性良好。 

2.6  样本检测结果 
分别采用细菌分离鉴定、已报道的猪链球菌

单重荧光定量 PCR 方法[3]及猪多杀性巴氏杆菌

的单重荧光定量 PCR 方法 [9]和多重荧光定量

PCR 方法对 22 份来自山东省寿光、烟台等不同

地区的病死猪肺脏、扁桃体等临床可疑样本进行

检测，经过结果比对发现，22 份临床可疑样本

中，有一份样品多重荧光定量 PCR 检测结果为

猪链球菌阳性，结果与猪链球菌单重 PCR 检测

结果一致，但 Ct 值低于单重 PCR 检测结果，而

细菌分离培养未见猪链球菌单克隆；另一份样品

多重荧光定量 PCR 检测结果为猪多杀性巴氏杆

菌阳性，结果与猪多杀性巴氏杆菌单重 PCR 检

测和细菌分离鉴定结果一致，Ct 值也低于单重

PCR 检测结果(表 4、表 5)。该结果显示，本研究 
 

表 3  三重荧光定量 PCR 的重复性检测结果 
Table 3  Reproducibility of triple fluorescence quantitative PCR 
基因 
Gene 

稀释倍数 
Dilutions 

批内重复性 
Intra-assay (Ct value) 

批间重复性 
Inter-assay (Ct value) 

平均数 ±SDX  

Average ±SDX  

变异系数 
Coefficient of variation (CV, %) 

平均数 ±SDX  

Average ±SDX  

变异系数 
Coefficient of variation (CV, %) 

Gdh 105 20.15±0.23 1.5 20.20±0.19 1.3 
104 23.27±0.18 1.1 23.46±0.17 0.9 
103 27.18±0.32 1.7 26.87±0.21 1.4 

PlpE 105 19.35±0.15 0.8 19.63±0.25 1.6 
104 22.60±0.11 0.7 22.89±0.34 1.9 
103 25.34±0.16 1.1 25.66±0.45 2.1 

16S rRNA 105 19.22±0.05 0.3 19.43±0.14 1.1 
104 22.36±0.12 0.9 22.68±0.05 0.4 
103 25.98±0.18 1.0 26.02±0.19 1.8 
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表 4  多重荧光定量 PCR 临床可疑样本检测结果 
Table 4  Detection results of clinical suspicious samples by triple fluorescence quantitative PCR 
样本名称 
Samples name 

猪链球菌 
Streptococ
cus suis 

猪多杀性
巴氏杆菌 
Pasteurella 
multocida 

单重荧光定量 PCR 检测 Ct值 
Detection of Ct value by single 
fluorescence quantitative PCR 

多重荧光定量 PCR 检测 Ct值 
Detection of Ct value by multiple fluorescence 
quantitative PCR 

拷贝数 
Copies 

猪链球菌 
探针 
Streptococcus 
suis probe 

猪多杀性巴 
氏杆菌探针 
Pasteurella 
multocida probe 

猪链球菌 
探针 
Streptococcus 
suis probe 

猪多杀性巴 
氏杆菌探针 
Pasteurella 
multocida probe 

通用探针 
Universal 
probe 

SS-probe Kmt1-probe Suis-gdh QP PM QP 16SP 
(FAM) (FAM) (TAMRA) (JOE) (CY5) 

阳性对照 
Positive control 

+ − 23.83±0.27 N 20.31±0.38 N 18.84±0.31 1.80×105 

阳性对照 
Positive control 

− + N 21.76±0.18 N 18.91±0.15 17.42±0.26 1.27×106 

新 1 (血) 
Xin 1 (blood) 

− − N N N N 21.45±0.28  

新 2 (血) 
Xin 2 (blood) 

− − N N N N 25.13±0.35  

小(血) 
Xiao (blood) 

− − N N N N 25.32±0.08  

大（血） 
Da (blood) 

− − N N N N 24.78±0.18  

青 x (血) 
Qing x (blood) 

− − 24.46±0.39 N 21.45±0.27 N 25.54±0.36 5.96×104 

寿 1 (血) 
Shou 1 (blood) 

− − N N N N 24.60±0.25  

寿 2 (血) 
Shou 2 (blood) 

− − N N N N 25.58±0.09  

寿 3 (血) 
Shou 3 (blood) 

− − N N N N 25.16±0.04  

烟 3 (血) 
Yan 3 (blood) 

− − N N N N 25.24±0.20  

烟 4-1 (血) 
Yan 4-1 (blood) 

− − N N N N 25.75±0.37  

烟 4-2 (血) 
Yan 4-2 (blood) 

− − N N N N 25.60±0.17  

烟 4-3 (血) 
Yan 4-3 (blood) 

− − N N N N 26.25±0.27  

胎儿 
Pig foetuses 

− − N N N N 24.94±0.09  

肠 Pig intestines − − N N N N 25.52±0.35  
青(病料) 
Qing (tissues and 
organs) 

− − N N N N 26.93±0.25  

青 4 (病料) 
Qing 4 (tissues and 
organs) 

− + N 19.48±0.34 N 17.56±0.22 25.38±0.06 6.68×106 

青 5 (病料) 
Qing 5 (tissues and 
organs) 

− − N N N N 24.82±0.09  

寿 1 (病料) 
Shou 1 (tissues and 
organs) 

− − N N N N 25.18±0.42  

寿 2 (病料) 
Shou 2 (tissues and 
organs) 

− − N N N N 25.01±0.36  

寿 3 (病料) 
Shou 3 (tissues and 
organs) 

− − N N N N 24.41±0.18  

烟 1 (病料) 
Yan 1 (tissues and 
organs) 

− − N N N N 23.93±0.29  

烟 2 (病料) 
Yan 2 (tissues and 
organs) 

− − N N N N 20.14±0.34  

注：+：该病料细菌分离检测结果为阳性；−：该病料细菌分离检测结果为阴性；N：表示该基因 PCR 检测结果为阴性 
Note: +: The result of bacterial isolation and detection of the disease material was positive; −: The result of bacterial isolation and 
detection of the disease material was negative; N: PCR result of the gene is positive. 



 
刘艳艳等: 猪链球菌和猪多杀性巴氏杆菌多重实时荧光 PCR 方法的建立 5123 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

表 5  细菌分离、单重荧光 PCR 与多重荧光定量 PCR 临床可疑样本比对符合情况 
Table 5  Bacterial isolation and comparison of clinical suspicious samples between single fluorescent PCR and 
multiple fluorescent quantitative PCR 
检测方法 
Methods 

阳性病例 
Positive cases (pcs) 

符合率 
Coincidence rate (%) 

猪链球菌 
Streptococcus suis 

猪多杀性巴氏杆菌 
Pasteurella multocida 

细菌分离 
Bacteria isolation 

0 1 95.45 

单重荧光定量 PCR 
Single fluorescence quantitative PCR 

1 1 100 

 
所建立的方法与细菌分离的结果符合率达到

95.45%，与猪链球菌单重荧光定量 PCR 方法符

合率达到 100%，与猪多杀性巴氏杆菌的单重荧

光定量 PCR 方法符合率达到 100%，说明该方法

具有较强的准确性和灵敏性。 

3  讨论与结论 
猪链球菌危害严重，是一种条件性致病菌，

亚临床的病原携带者是猪链球菌的主要传染  
源[10]。该病原对我国的食品生产安全、畜牧业

生产安全及相关从业人员存在着巨大的威胁。因

此，增加猪链球菌的检测力度，对临床和生产方

面防控猪链球菌病有着重要的意义。猪多杀性巴

氏杆菌是巴氏杆菌属的主要代表菌，可引起猪的

萎缩性鼻炎和出血性败血症等多种疾病[11]。目

前，随着集约化程度的不断升高，由 Pm 引起

的多种疾病在我国许多地区有不同程度的发生

和流行，对养猪业的危害日趋严重，因此，有

效预防和控制 Pm 的发生和传播对于我国养殖

业的发展具有重要意义。临床上 Pm 易与猪链

球菌、胸膜肺炎放线菌、猪繁殖与呼吸综合征

病毒等混合感染或继发感染，导致猪群发病率

和死亡率明显上升，严重制约全球生猪养殖业

的健康发展 [12-14]。由于养殖场在发病后多使用

大量抗生素，导致细菌分离培养困难、分离鉴定

准确性低，再加上一些细菌对生长条件要求苛

刻，生长缓慢，给疾病的诊断带来挑战。鉴于

Pm 和 SS 均是生猪养殖中常见的重要病原体，

而且两者往往是混合感染，传统的诊断技术运用

最多的是普通 PCR，操作简单、成本较低、但

是不能同时检测 2 种病原，不适于临床快速诊

断；多重荧光定量 PCR 在临床上检测敏感性和

特异性较高，能够大规模检测猪群传染性疾病的

患病情况，因此，建立一种准确快速鉴定猪上述

2 种呼吸道常见病原体的方法十分必要[15]。本研

究结合 qPCR 分子生物学技术手段，建立了同时

检测两种病原菌的三重荧光定量 PCR 方法。 
猪链球菌 gdh 基因是新近发现的一个与猪

链球菌毒力相关的因子，属于谷氨酸脱氢酶蛋白

家族，暴露于菌体的细胞壁上，对细菌致病性研

究有重要意义[16]。猪链球菌不同血清型之间的

gdh 基因核苷酸序列高度保守，基因序列的相似

性约为 96%–100%，该蛋白抗原可作为检测猪链

球菌的重要标志性抗原，可快速准确地检测猪链

球菌的感染[17]，对于该病的流行病学研究具有

重要意义。plpE 基因存在于所有血清型的 Pm，

而且是该菌的特异保守基因，不同血清型 Pm 的

plpE 基因序列相似性在 92%以上，适合于 Pm 病

原的检测[18]。本研究选取 SS 的保守基因 gdh 和

Pm 的 plpE 基因建立了三重荧光定量 PCR 方法，

该方法能够更准确地检测 SS 和 Pm 这 2 种病原

菌，实现检测方法的特异性和高效性。 
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本研究设计细菌通用引物及通用探针，可以

有效避免因 PCR 抑制因素而造成假阴性，三重

实时荧光 PCR 同时对 2 种细菌加以鉴别。本方

法在提供猪链球菌和猪多杀性巴氏杆菌定性检

测的同时可以精确定量，并且灵敏度高、重复性

好、检测周期短，能在 1.5 h 内完成检测，实现实

时监测，具有较好的应用前景，可为病原微生物

鉴定和降低养殖经济损失提供科学可靠的方法。 
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