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摘 要：根据胸膜肺炎放线杆菌各血清型之间外毒素（2N<），外膜脂蛋白（*>(2），转铁蛋白 3（4-N3）的基因差异，分

别对各血清型进行 LOP 扩增，得到不同的特异性片段，可区分开生物!型 %1 个标准菌株血清型中的 5 个血清型。

临床检测结果与血清学分型一致，将此分型系统用于临床送检的 %#6 份肺脏和 !# 份扁桃体的病原学检测，可直接

检测出胸膜肺炎放线杆菌感染。此方法还可以将一些尚未定型的菌株进行归类，弥补了血清学方法的不足，为细

菌的流行病学调查提供了可靠的技术手段。
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胸膜肺炎放线杆菌（!"#$%&’("$))*+ ,)-*.&,%-*/&%$(-，!00）

是猪传染性胸膜肺炎（0&."$%- "&%#(1$&*+ ,)-*.&,%-*/&%$(-）的病

原体。可引起猪肺出血、坏死和纤维素渗出，导致发热、呼吸

困难，生长缓慢。该菌的主要毒力因子有外毒素、脂多糖、荚

膜多糖、外膜脂蛋白、脲酶和粘附因子等［%］，该病在世界上许

多国家的养猪场中广泛存在，造成了很大的经济损失［#］。

该菌分为两个生物型：生物!型（3?’S;/!）和生物"型

（3?’S;/"）。其中生物!型的生长依赖 02T，包括 2LL% U %#
和 2LL%" 共 %1 个血清型；生物"型包括 2LL7%1 和 2LL7%!，不

依赖 02T。虽然所有的血清型都可使猪致病，但已证实生物

"型的毒力要比生物!型弱，因此目前国内外的研究主要针

对生物!型进行。准确地对多血清型病原菌进行分型，是正

确选用优势菌株、制备型特异性疫苗、分子流行病学以及进

行致病性研究的基础。该菌的血清学分型主要是根据荚膜

多糖（OLV）和脂多糖（WLV）的差异进行的，但由于不同血清型

之间存在共同的抗原表位，存在部分交叉反应，因而某些分

离的菌株不能用血清学方法定型［1］。本研究的目的在于建立

一套 LOP分型系统，可直接用于临床病料的诊断鉴定，缩短待检

时间，为我国 2LL的流行病学调查提供一种可靠的手段。

! 材料和方法

!"! 标准菌株

本实验所用的标准细菌分别为血清 % 型（!$8!），血清 #
型（!##6），血清 1 型（%!#%），血清 ! 型（X6#），血清 " 型（Y%8），

血清 6 型（:.>Z），血清 8 型（[:51），血清 5 型（!$"），血清 9
型（%1#6%），血清 %$ 型（%1$19），血清 %% 型（"6%"1），血清 %# 型

（%$96）和血清 %" 型（\V%!1）。均为澳大利亚动物保健研究所

L;, 3(;+M;(( 教授和 P’]] 3’H(. 博士惠赠。

!"# $%& 模板的制备

细菌在 4X 培养基上增殖后［!］，用接种环挑取单一菌落，

溶于 !$#W 无菌蒸馏水，煮沸 " U %$>?F，冰浴 1>?F，%#$$$/^>?F
离心 %>?F，上清液 !_备用。

!"’ $%& 反应体系的建立

设计针对外毒素、外膜脂蛋白和转铁结合蛋白 3 的引

物，除反应程序和引物不同外，其它试剂如 K04L，%$ ‘ 3JGG./，
2(3 L(’D>./;]. 均购自宝生生物工程公司（4;Y;P;）；引物由上

海生物工程公司合成。

!"’"! ;N<7LOP：参考文献［"，6］，合成下列引物（表 %）。反应

体系（"$#W）：%$ ‘ -JGG./ "#W，模板 "#W，%!$#>’(^W K04L，%R#"a
2(3 酶，引 物 2b:、2bP、2bbb:、2bbbP、cbbb3T7W、cbbb3T7P 各

$R#"#>’(^W，引物 2bb: 和 2bbP 各 $R"#>’(^W，引物 cb3T7W 和

cb3T7P 各 $R8"#>’(^W。反应条件：9!_ 1>?F；9!_ 1$]，"5_
1$]，8#_ #>?F，共 1$ 个循环；8#_ %$>?F。

!"’"# ’>(27LOP：根 据 d.F3;FM 已 登 录 的 序 列，参 考 文 献

［"］，合成以下引物（表 #）。反应体系（"$#W）：%$ ‘ -JGG./ "#W，

模板 "#W，%$$#>’(^W K04L，$R"a 2(3 酶；引物 WL: %#>’(^W，引

物 WL%P，WL#P，WL1P，WL!P 各为 $R"#>’(^W。反应条件：9!_
1>?F；9!_ 1$]，"1_ 1$]，8#_ %R">?F，共 #5 个 循 环；8#_
%$>?F。

!"’"’ ,-N37LOP：参考文献［8］，根据登录的血清 8 型 #’, 基

因序列合成两条引物（表 1）。反应体系（"$#W）：%$ ‘ -JGG./
"#W，模 板 "#W，#$$#>’(^W K04L，#a 2(3 酶；引 物 ,-N37W 和

,-N37P各 %#>’(^W。 反 应 条 件：9!_ ">?F；9!_ %>?F，!"_
%>?F，8#_ #>?F，共 1$ 个循环；8#_ %$>?F。

上述 1 种 LOP 扩增产物均于 %R" e琼脂糖凝胶中加入

适量 =3 电泳观察。2LL 标准菌株做 ;N<7LOP 时，同时作大肠

杆菌（4+"5-.$"5$( "&)$），沙门氏菌（ 6()/&%-))(），巴氏杆菌（0(+7
#-*.-))(），波氏杆菌（8&.9-#-))( ’.&%"5$+-,#$"(），猪链球菌（ 6#.-,#&7
"&""*+ +*$+）对照。



表 ! "#$%&’( 中扩增外毒素各引物的序列及位置

!"#$% & !’% ()*+%) ("*), -.) "+($*-*/"0*.1 .- 2(3 ",,./*"0%4 5%1%, -)"5+%10

6)*+%) 2,,%,*.1 7.8 !")5%0 5%1% 9%:;%1/% <.+"*1 9*=%>#(
2?@ ABCDEE BFG2!HHI!22I!I!I2HI!IHGJF BE K LL
2?M ABCDEE "(3!2 BFGIHI!!!2IIH2!2!!HII!2GJF DDB K ENO DCP
2??@ AP&&&& BFG!I2!!I!I!2I2H22!HHHHGJF DPL K DDP
2??M AP&&&& "(3"2 BFGI22IH2H!22IHI22I!HHGJF &EJP K &E&D &NPE
2???@ ADNNBB BFG2IHH22H!H!!HH!22IHHGJF E&P K EJO
2???M ADNNBB "(3#2 BFG2HI2HI22I!!!2H!HI!!HGJF &BOE K &BJN PJB
A?Q<GR APDBEB BFGH!2!IHHIHHH2!!IIH!GJF OEDP K BNNJ
A?Q<GM APDBEB "(3!Q< BFG2!IIHI2!IHHI!III22GJF POJJ K PO&P &OOL
A???Q<GR R&C&OB BFG!II22HI2!H!I!2!HH22IHGJF BPBB K BPLB
A???Q<GM R&C&OB "(3#Q< BFG22I2H22!I2222!I2HI!!HH!!GJF PPCJ K PPNN EPD

表 ) *+,-%&’( 扩增外膜脂蛋白各引物的位置和序列

!"#$% C !’% ()*+%) ("*), -.) "+($*-*/"0*.1 .- .+$2 ",,./*"0%4 5%1%, -)"5+%10

6)*+%) 2,,%,*.1 7.8 9%:;%1/% <.+"*1 9*=%>#(
R6@ SDPPLB BFG22HH!!H2!2!H!IIHI2IIGJF C&O K CJ&
R6&M SDPPLB BFG!!!2!22!HH!2II2!I!!IHIGJF &NCJ K &NNB DNE
R6CM SDPPLP BFG!!!!2I!2H22!HH!I2!2!!HIGJF EN& K DLE PDL
R6JM SDPPLL BFG!2!!!HH2HI!H!!!!!H!!H2!GJF LE& K LPE BLL
R6OM SDPPLE BFG2II!HI22!I!!2!!2!!22!IHGJF PJC K P&N O&D

表 . /0#1%&’( 扩增 /0#1 基因的引物的位置和序列

!"#$% J !’% ()*+%) ("*), -.) "+($*/"0*.1 .- 0#(Q 5%1% -)"5+%10

6)*+%) 2,,%,*.1 7.8 9%:;%1/% <.+"*1 9*=%>#(
0#(QGR S&PN&L BFG2!HI2!!!!222I!!22!IIIGJF CNP K CCP
0#(QGM S&PN&L BFG!H!!!!HI2II222H2I2HI2GJF &D&J K &DJJ &PCL

!23 病原菌的分离和鉴定

对养殖场送检的疑为 266 感染的猪肺脏和扁桃体，表

面消毒后，剪取小块病料接种于含 72< 的血琼脂平皿上，

JLT 培养过夜后挑取光滑、灰色、半透明的溶血菌落，于 !U
琼脂平皿扩大培养，观察 72< 依赖性。阳性者继续做脲酶，

甘露糖，木糖，葡萄糖，V76H 的生化试验，均为阳性者判断为

266。用琼脂扩散试验鉴定其血清型，同时用 6IM 分型系统

作对比检测。

!24 临床病料的检测

为了缩短细菌分离的周期，我们尝试了病肺直接培养检

测的方法。取小块病料于 !UQ 液体培养基中 摇 菌，培 养

&C’，按 &WC 方法制备模板，然后用本法逐级检测。先做 "(3G
6IM，呈阳性者则继续做 .+$2G6IM 和 0#(G6IM，如果 "(3G6IM
结果为阴性，则不需再做其它实验。

) 结果

)2! 标准菌株在 &’( 分型系统中的结果分析

在 "(3G6IM 中，B 对引物在同一体系中反应，产生 B 种不

同的扩增片段，可将 &J 个血清型的 266 分为 B 组。血清型

&、B、E、&& 为一组；血清型 C、O、P 为一组；血清型 L、D、&C、&B 为

一组；血清型 J 和血清型 &N 各分别为一组。同时检测的大

肠杆菌，沙门氏菌，巴氏杆菌，波氏杆菌，猪链球菌无任何扩

增片段（图 &）。

在 .+$2G6IM 中，可扩增出 O 群特异性片段。血清型 &、

E、&&、&C 为一组（.+$2!）；血清 C 型单独为一组（.+$2"）；血

图 ! -&& 标准菌株 "#$%&’( 扩增产物

@*58& 6IM ().4;/0, -.)+ "(3 .(%).1, .- 0’% 266 )%-%)%1/% ,%).0X(%,
!’% ,%).0X(%, ")% ($"/%4 *1 5).;(, Y*0’ ,*+*$") "(3 5%1% ("00%)1, "14 0’%
,%).0X(%, ")% *14*/"0%4 #X 1;+#%), "#.Z% $"1%,8 !’% (.,*0*.1 .- 0’% "+($*G
/.1, .- 0’% "(3 5%1%, ")% *14*/"0%4 #X 0’%*) "##)%Z*"0*.1, .1 0’% $%-0 ,*4%
.- 0’% (*/0;)%8 U：U")[%)（!"\"M"，CNNN#(）；7：7%5"0*Z%8 2：!"#
$%&’($%() $*+(；Q：,*’-&.&++) /’*0$%("&1.($)；2：3)+4*0&++)；<：5)".&6’&+#
+)；]：3.’&1.*$*$$6" "6(" 8

图 ) -&& 标准菌株 *+,-%&’( 扩增结果

@*58C 6IM ().4;/0, -.)+ .+$2 5%1% .- 0’% 266 )%-%)%1/% ,%).0X(%,
!’% ,%).0X(%, ")% ($"/%4 *1 5).;(, Y*0’ ,*+*$") "(3 5%1% ("00%)1, "14 0’%
,%).0X(%, ")% *14*/"0%4 #X 1;+#%), "#.Z% $"1%,8 !’% (.,*0*.1 .- 0’% "+($*G
/.1, .- 0’% .+$2 5%1%, ")% *14*/"0%4 #X 0’%*) "##)%Z*"0*.1, .1 0’% $%-) ,*4%
.- 0’% (*/0;)%8U：U.$%/;$") Y%*5’0 +")[%)（!"\"M"，CNNN）；7：7%5"0*Z%8
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清型 !、"、#、$ 和 %& 为一组（’()*!），但血清 " 型的扩增片段

要大 &+,- 左右，因而可以将其单独区分开来，将其归于第四

组（’()*"）；血清型 & 和 %+ 为一组（’()*#）。所以 ’()*.
/01 也可以将 *// 的 %! 个血清型分为 & 组（图 2）。

在 3,-./01 中，可将 %! 个血清型分为两组，其中血清型

%、4 和 %2 可扩增出 %5$6, 大小的片段（3,-7$），归于一组；而其

它血清型的扩增产物为 %5#6, 大小的片段（3,-7%），归于另一

组；*//.& 不能扩出特异性片段，可单独区分开来（图 !）。

可以看出，/01 分型系统能将 *// 生物$型中的 $ 个血

清型完全区分开来，不能区分血清型 8 和 %%，血清型 #、$ 和

%&。/01 分型系统对 *// 标准菌株的分型模式（表 "）。

图 ! "## 标准菌株 $%&’(#)* 扩增结果
9:;<! /01 -=’>?@3A B’=( 3,-7 ;CDC ’B 3EC *// =CBC=CD@C AC=’3F-CA
GEC AC=’3F-CA H=C :D>:@H3C> ,F D?(,C=A H,’IC )HDCA< GEC H(-):@@’DA ’B
3,-7$ JHA B’?D> H(’D; AC=’3F-C %、4、%2，HD> 3EC ’3EC=A JC=C ;’3 3EC
H(-):@’DA ’B 3,-7% < GEC -’A:3:’D ’B 3EC H(-):@’DA ’B 3EC 3,-7 ;CDCA H=C
:D>:@H3C> ,F 3EC:= H,,=CI:H3:’DA ’D 3EC )CB= A:>C ’B 3EC -:@3?=C<K：K’)C@?.
)H= JC:;E3 (H=6C=；L：LC;H3:IC<

表 + "## 标准菌株的 ,&-./01".$%&’ #)* 分型模式

GH,)C " GEC A?;;CA3C> 3F-:D; -H33C=DA ’B *// A3HD>H=> A3=H:DA

/01 -H33C=D MC=’3F-C H-N$ H-N% H-N! ’()*$ ’()*% ’()*! ’()*" ’()*# 3,-7$ 3,-7%
% % O O O O
2 2 O O O O
! ! O O O O
" " O O O O
& & O O O
4 4 O O O O
# #，$，%& O O O
$ 8，%% O O O O
8 %+ O O O
%+ %2 O O O

232 病原菌的分离和血清型的鉴定

从湖南，河 南，安 徽 等 地 猪 场 送 检 病 料 分 离 到 %2 株

*//。用琼脂扩散实验检测，其中有 # 株为血清 2 型，2 株为

血清 %+ 型，% 株为血清 ! 型，还有 2 株因交叉反应多而不能

定型；用 /01 分型系统做对比检测，发现结果与血清学检测

完全一致，2 株不能分型的菌株都归于 /01 分型系统的模式

#，属于血清型 #、$ 或 %&。

23! 临床病料的病原学检查

从临床送检的可疑病料中收集 %24 份肺脏和 "2 份扁桃

体标本，按上述方法处理后，用 /01 分型系统加以检测。结

果肺脏检测出 2& 份阳性标本，扁桃体检测出 %% 份阳性标

本。其中 24 份可以确定 *// 血清型，分别是血清 2 型 %&
份，血清 & 型 2 份，血清 %+ 型 2 份，还有 # 份属于血清 #、$ 和

%& 型。其它阳性标本不能完全定型，但在一种或两种 /01
中可扩增出特异性片段（表 &）。

表 4 #)* 分型系统检测扁桃体和肺脏标本结果

GH,)C & PC3C@3:’D ’B *// :DBC@3:’D J:3E /01 3F-:D; AFA3C( B’=( 3’DA:)A HD> )?D;A

MH(-)C L’< /’A3:IC GF-:D; L’< /H33C=D 2 /H33C=D & /H33C=D # /H33C=D 8 QD3F-H,)C
G’DA:) "2 %% # " + 2 % "
R?D; %24 2& %8 %% 2 & % 4

! 讨论

胸膜肺炎放线杆菌常用的血清学分型方法有乳胶凝集

试验［$］、琼脂扩散试验［8］和间接血凝试验［%+］。因为交叉反

应的存在，任何一种血清学方法都不能将 *// 菌株完全分

开。虽然通过倍比稀释的办法可以消除一些交叉反应，但相

当费时［%%，%2］。

以 /01 为基础的基因分型系统，从细菌的毒力因子入

手，将 *// 进行区分归类。*-N./01 根据启动基因和结构基

因（0*）以及分泌相关基因（7P）的差异，可以将 %! 种生物$
型的标准菌株分为五群。除血清 $ 型外，各血清型所分泌的

毒素与免疫学检测结果一致。血清 $ 型的差异可能是所选

用的菌株不同造成的，用血清学方法所确定的血清型，同型

之间不同菌株分泌的外毒素也可能存在差异。此外，除血清

! 型外，所有的 *// 生物$型都可扩增出 *-N7P$，根据这

一特性可将血清 ! 型与其它血清型区分开来。在 ’()*./01
中有一条共同的上游引物，可将生物$型 *// 分为四群，血

清型 !、"、4、#、$ 和 %& 为一群，但血清 " 型的 /01 产物要比血

清型 !、4、#、$ 和 %& 大 &+,- 左右，这一结果与 SAH6: %88# 年所

做的 ’()* 基因的 /01.19R/ 的结果是一致的。3,-7./01 可

将 *//%! 个血清型分为两群，它能将血清 % 型与血清 8 和 %%
型区分开，这是血清学方法很难做到的。该分型系统不能区

分开血清 8 和 %% 型，血清 #、$ 和 %& 型也不能分开，说明本系

统所检测的 ! 种毒力因子在这些血清型之间具有高度的同

源性。要将所有的血清型完全分开，还需从其它更多方面入

手，寻找基因间的差别。

TCDDCAAF 等 %88! 年报道了用随机引物 /01 的方法对

*// 进行分型，可以将 %2 种生物$型菌株区分开，但是这种

方法重复性差，而且需要纯化好的细菌，不能用于临床应用。

R’ 等试图从 0/M 基因找出型特异性差异，但只能将血清 & 型
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与其它血清型区分开来。!"#$%$& 等根据 %#’( 基因的序列差

异建立了 )*+,+-.) 的分型技术，能将 /0 个生物型菌株分成

1 群，但该法过于复杂，且临床应用未得到证实［/1，/2］。我们

建立的这套 )*+ 分型系统能将所有生物!型中的 3 个血清

型区分开，并且可直接用于临床检测。%45 是 ()) 的主要毒

力因子，因而我们将其作为第一道筛选 )*+，这样既简化了

操作，又可保证结果的可靠性。

从临床检测病料的结果来看，()) 感染后病原的检出率

在 016左右，扁桃体的检测率要比肺脏高。说明 ()) 侵入

呼吸道后，扁桃体是其主要的寄宿器官，因而对隐性感染猪

群的病原学检查具有重要的意义。不能分型的阳性病料中，

在一种到两种 )*+ 中能扩增出特异性片段，但却不能归于

())标准菌株所建立的 /7 个模式中，有可能是 ()) 细菌在

环境压力下毒力因子产生了变异，也有可能是某些与 ())
有同源性的细菌所产生的。

由于 ()) 在外界不易存活，细菌往往在标本送检过程

中大量死亡，给细菌的分离带来困难。)*+ 分型系统具有很

高的敏感性，可直接从病料入手，能够更加全面迅速的进行

病原学检测，很好的解决了这一难题。同时，与传统的血清

学方法结合，能更好的对 ()) 进行分型。从我们的检测结

果看，目前我国主要的流行菌株是血清 0 型，与用 8!( 所做

的血清学调查结果不同［/9］，而与欧美早期的 ()) 流行情况

相似，这一结果表明我国 ()) 的流行与近 07 年来从国外引

进种猪存在一定的关系。
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