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猪传染性胸膜肺炎放线杆菌 ＬＡＭＰ诊断方法的建立
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　　摘要：为建立快速诊断猪传染性胸膜肺炎放线杆菌（ＡＰＰ）的方法和耐药情况，根据 ＧｅｎＢａｎｋ中的 ＡＰＰａｐｘＩＶＡ基
因，设计合成２对引物，通过环介导等温扩增技术（ＬＡＭＰ）扩增条件的优化，建立了ＡＰＰＬＡＭＰ诊断方法，同时对分离
到的ＡＰＰ进行耐药性分析。结果显示，建立的ＬＡＭＰ诊断方法最低核酸检测量为２ｐｇ／μＬ，对猪源大肠杆菌、猪源沙
门氏菌、猪源支原体、副猪嗜血杆菌、猪源多杀性巴氏杆菌的扩增结果均为阴性，扩增反应３０ｍｉｎ内完成，结果肉眼可
见。分离得到的３１株ＡＰＰ，耐药性较强。结果表明，建立的方法可满足基层现场快速检测需要，对分离得到的３１株
ＡＰＰ耐药性分析表明，ＡＰＰ耐药性较严重。
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　　猪传染性胸膜肺炎是由猪传染性胸膜肺炎放线杆菌
（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｉｌｌｕｓｐｌｅｕｒｏｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ，ＡＰＰ）感染引起以纤维性肺炎
为主要特征的猪呼吸道疾病［１］。急性发病时，猪死亡率较

高，出现呼吸严重困难，体温升高，食欲减退，剖检可见肺部与

胸膜粘连；慢性发病时，猪死亡率较低，但生长缓慢，饲料转化

率低。该病自１９８７年在我国被发现以来，贵州省各地报道较
多，给养猪业造成严重的经济损失［２－４］。近年来，由于抗生素

的滥用，ＡＰＰ耐药性日益严重［５－７］。为对 ＡＰＰ进行现场快速
诊断以及了解其耐药情况，根据ＧｅｎＢａｎｋ中的ＡＰＰａｐｘＩＶＡ基
因，设计合成２对引物，通过环介导等温扩增技术（ＬＡＭＰ）的
扩增条件的优化，建立了ＡＰＰＬＡＭＰ诊断方法。同时，对分离
的ＡＰＰ进行耐药性分析，为防治ＡＰＰ提供科学依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　细菌　猪传染性胸膜肺炎放线杆菌１～１５型、猪源大

肠杆菌、猪源沙门氏菌、猪源支原体、副猪嗜血杆菌、猪源多杀

性巴氏杆菌由贵州畜禽重大疫病防制重点实验室保存。

１．１．２　主要试剂　环介导等温扩增法 ＤＮＡ扩增试剂盒、环
介导等温扩增法荧光检测试剂盒购自北京蓝谱生物科技有限

公司；猪传染性胸膜肺炎放线杆菌ＰＣＲ试剂盒由贵州省畜禽
重大疫病防制重点实验室研制；细菌基因组ＤＮＡ提取试剂盒
购自天根生化科技（北京）有限公司。

１．２　试验方法
１．２．１　引物设计　根据 ＧｅｎＢａｎｋ中的 ＡＰＰ１～１５型 ａｐｘＩＶＡ
基因序列，应用在线ＰｒｉｍｅｒＥｘｐｌｏｒｅｒ４．０软件设计４条特异性
引物，包括外引物和内引物（Ｆ３、Ｂ３、ＦＩＰ、ＢＩＰ）。引物由宝生
物工程（大连）有限公司合成。引物序号如下：

Ｆ３：５′－ＴＧＧＡＧＣＴＣＣＴＣＧＡＴＣＴＣＡＡＧ－３′；Ｂ３：５′－ＧＣＣＣ
ＣＡＣＡＡＴＧＡＣＧＴＧＴＡＣ－３′；

ＦＩＰ：５′－ＧＣＡＡＣＧＧＴＣＡＣＣＡＧＡＣＴＣＣＣＧＡＣＡＡＣＧＧＡＧＴＧ
ＡＣＣＴＧＴＣ－３′；

ＢＩＰ：５′－ＡＧＡＧＣＡＧＣＡＣＣＣＴＧＴＡＡＣＧＴＴＴＡＣＧＣＴＴＣＴＧＣＡ
ＴＴＴＴＣＣＣＧ－３′。
１．２．２　细菌核酸的提取　（１）临床样品：取１．０ｇ病猪肺脏、
淋巴结加入 ２ｍＬ０．１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ研磨后，反复冻融 ３次，
５０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，取上清液用细菌基因组ＤＮＡ提取试
剂盒进行提取。（２）细菌样品：采用细菌基因组 ＤＮＡ提取试
剂盒提取ＤＮＡ。
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１．２．３　ＬＡＭＰ扩增条件的优化　ＬＡＭＰ扩增条件的优化主要
包括扩增温度（分别为６０、６５、７０℃），扩增时间（分别为１５、
３０、４５ｍｉｎ），Ｆ３、Ｂ３引物浓度（分别为５、１０、２０μｍｏｌ／Ｌ），ＦＩＰ、
ＢＩＰ引物浓度（分别为１０、２０、４０μｍｏｌ／Ｌ），ＢｓｔＤＮＡ聚合酶用
量（分别为０．５、１．０、２．０Ｕ）。ＬＡＭＰ反应在２５μＬ反应体系
中进行，引物Ｆ３、Ｂ３各２μＬ，引物 ＦＩＰ、ＢＩＰ４μＬ，ＢｓｔＤＮＡ聚
合酶１μＬ（０．５、１．０、２．０Ｕ），ＬＡＭＰ反应缓冲液１２．５μＬ，模
板１．０μＬ，加入环介导等温扩增法荧光检测试剂盒的荧光显
色液１．０μＬ，用ｄｄＨ２Ｏ补足至２５．０μＬ。扩增产物于紫外光
下进行观察。

１．２．４　敏感性试验　将提取的猪传染性胸膜肺炎放线杆菌
Ⅰ型核酸用核酸蛋白仪测定浓度后，经１０倍系列稀释用于
ＬＡＭＰ、ＰＣＲ反应，以确定建立的 ＬＡＭＰ诊断方法的敏感性。
ＰＣＲ试剂盒敏感性试验参照文献［８］进行。
１．２．５　特异性试验　以猪传染性胸膜肺炎放线杆菌１～１５
型、猪源大肠杆菌、猪源沙门氏菌、猪源支原体、副猪嗜血杆

菌、猪源多杀性巴氏杆菌 ＤＮＡ为模板分别进行 ＬＡＭＰ反应，
以确定建立的ＬＡＭＰ诊断方法的特异性。
１．２．６　重复性试验　应用建立的ＬＡＭＰ诊断方法，重复检测
猪传染性胸膜肺炎放线杆菌１～１５型３次以检验结果的可
靠性。

１．２．７　建立的 ＬＡＭＰ对临床样品的检测 　２０１４年３月至
２０１６年３月，在贵州省贵阳市、安顺市、遵义市、凯里市、兴义
市、铜仁市、瓮安县１５个规模场和４８家养殖户２３６份疑似病

猪样品采用建立的ＬＡＭＰ诊断方法进行检测，同时应用研制
的ＰＣＲ诊断试剂盒进行检测。
１．２．８　猪传染性胸膜肺炎放线杆菌耐药性分析　２０１４年３
月至２０１６年３月，对在贵州省贵阳市、安顺市、遵义市、凯里
市、兴义市、铜仁市、瓮安县的１５个规模场和４８家养殖户分
离得到的ＡＰＰ采用药敏纸片法检测分离菌对１８种抗生素药
物的敏感性，药敏试纸片包括青霉素、氨苄西林、头孢噻吩、头

孢拉定、头孢唑林、链霉素、庆大霉素、氟哌酸、恩诺沙星、氟苯

尼考、强力霉素、红霉素、利福平、泰乐菌素、卡那霉素、土霉

素、林可霉素、磺胺二甲嘧啶钠。将分离纯化的细菌涂布在含

烟酰胺腺嘌呤二核苷酸（ＮＡＤ）的巧克力琼脂培养基上，置于
５％ ＣＯ２３７℃培养箱，２４ｈ后观察并测量抑菌圈直径，判定标
准参考杭州微生物试剂有限公司说明书。

２　结果与分析

２．１　ＬＡＭＰ诊断方法的建立
ＬＡＭＰ诊断方法最优２５．０μＬ扩增体系为引物Ｆ３、Ｂ３浓

度５μｍｏｌ／Ｌ，各 １．０μＬ，引物 ＦＩＰ、ＢＩＰ浓度 ４０μｍｏｌ／Ｌ，各
２．０μＬ，ＢｓｔＤＮＡ聚合酶 １．０Ｕ，１．０μＬ，ＬＡＭＰ扩增缓冲液
１２．５μＬ，模板１．０μＬ，加入环介导等温扩增法荧光检测试剂
盒的荧光显色液１．０μＬ，用ｄｄＨ２Ｏ补足至２５．０μＬ。最佳扩
增条件：反应温度６５℃，反应３０ｍｉｎ，９４℃灭活２ｍｉｎ。扩增
完后，在紫外灯光下观察，阳性反应管颜色为绿色，阴性反应

管为无色（图１）。

２．２　敏感性试验
经１０倍系列稀释的 ＡＰＰⅠ型 ＤＮＡ用于 ＬＡＭＰ、ＰＣＲ反

应，图２、图３结果显示，建立的 ＬＡＭＰ诊断方法最低核酸检
测量为 ２ｐｇ／μＬ，而 ＰＣＲ诊断方法最低核酸检测量为
２００ｐｇ／μＬ。　

２．３　特异性试验
以猪传染性胸膜肺炎放线杆菌１～１５型、猪源大肠杆菌、

猪源沙门氏菌、猪源支原体、副猪嗜血杆菌、猪源多杀性巴氏

杆菌 ＤＮＡ为模板，图４结果显示，紫外光下猪源大肠杆菌、猪
源沙门氏菌、猪源支原体、副猪嗜血杆菌、猪源多杀性巴氏杆

菌ＤＮＡ均为阴性，而猪传染性胸膜肺炎放线杆菌１～１５型
ＤＮＡ显示为阳性。

２．４　重复性试验
应用建立的ＬＡＭＰ方法，重复检测 ＡＰＰＤＮＡ样品３次，

结果均一致。

２．５　建立的ＬＡＭＰ对临床样品的检测
对２０１４年３月至２０１６年３月在贵州省贵阳市、安顺市、

遵义市、凯里市、兴义市、铜仁市、瓮安县 １５个规模化猪场
２３６份疑似病猪样品采用建立的ＬＡＭＰ诊断方法进行检测，
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同时应用研制的ＰＣＲ诊断试剂盒进行检测。２３６份疑似病猪
样品阳性率为３７．７１％（８９／２３６），而 ＰＣＲ阳性率为３４．３２％
（８１／２３６）。建立的ＬＡＭＰ诊断方法与 ＰＣＲ诊断方法符合率
为９１．００％。

２．６　猪传染性胸膜肺炎放线杆菌耐药性分析
由表１可知，在１５个规模场和４８家养殖户分离得到的

３１株猪传染性胸膜肺炎放线杆菌采用药敏纸片法检测分离
菌对１８种抗生素药物的敏感性不同。

表１　３１株猪传染性胸膜肺炎放线杆菌对１８种抗生素药敏试验结果

菌株

耐药性

抗生素

青霉

素

氨苄

西林

头孢

噻吩

头孢

拉定

头孢

唑林

链霉

素

庆大

霉素

氟哌

酸

恩诺

沙星

氟苯

尼考

强力

霉素

红霉

素

利福

平

泰乐

菌素

卡那

霉素

土霉

素

林可

霉素

磺胺二甲

嘧啶钠

耐药株数量　　 ３１ ３１ ７ ５ １３ ３１ ３１ １７ ２０ ７ ３１ ３１ ３１ １７ ３１ ３１ ２０ ３１
中度敏感株数量 ０ ０ １５ １９ １８ ０ ０ １４ １１ １８ ０ ０ ０ １１ ０ ０ １１ ０
敏感株数量　　 ０ ０ ９ ７ ０ ０ ０ ０ ０ ６ ０ ０ ０ ３ ０ ０ ０ ０

３　讨论

近年来，随着生猪养殖规模化不断发展，生猪养殖病害不

断增多［９］，呼吸道疾病尤为严重［９］。ＡＰＰ是近几年较为常见
的呼吸道病病原。目前，ＡＰＰ检测方法很多，传统的病原分离
鉴定，耗时较长，且ＡＰＰ病原分离对培养条件要求较高，病原
检测多使用ＰＣＲ检测技术，但ＰＣＲ技术需要专业设备和专业
人员操作。ＬＡＭＰ扩增法可使用水浴锅或保温杯进行扩增，
结果肉眼可见，操作相对简单，特别适合基层现场检疫，且敏

感性较ＰＣＲ高［１１］。刘亚娟等建立的猪传染性胸膜肺炎放线

杆菌ＬＡＭＰ方法，最低检测限为０．３０７ｎｇ／Ｌ［１２］。本研究建立
的ＬＡＭＰ诊断方法利用 ＡＰＰ１～１５型共有 ａｐｘＩＶＡ基因设计
引物，检测方法可检测 ＡＰＰ１～１５型，敏感性达到为
２ｐｇ／μＬ，是ＰＣＲ法的１００倍，因此建立的 ＬＡＭＰ诊断方法可
在生猪养殖场进行现场快速检测。

对２３６份样品核酸检测显示，阳性率为３７．７１％，而分离
得到的ＡＰＰ只有３１株，这可能与 ＡＰＰ的传统分离鉴定较难
有关［１３］。对分离得到的３１株 ＡＰＰ进行耐药性分析，敏感药
物只有头孢噻吩、头孢拉定、氟苯尼考、泰乐菌素，表明该菌耐

药性日渐严重，这可能与养殖场在该病的防治中多数使用抗

生素有关，造成抗生素的滥用［１４］。目前，ＡＰＰ耐药性趋势日
益严重，建议生猪养殖场应对该场的ＡＰＰ血清型进行分离鉴
定，同时结合药敏试验，合理使用抗生素和疫苗［１５］。
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