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    摘 要 在已经建立的猪胸膜肺炎放线杆菌（APP）、猪多杀性巴氏杆菌（PM）、副猪嗜血杆菌（HPS）的单项PCR诊断方
法的基础上，通过对扩增条件的筛选，成功地建立了APP、PM、HPS复合PCR诊断方法，并应用于临床。利用一次PCR反应，
即可同时扩增APP的342bp、PM的457bp和HPS的821bp的特异性片段。该方法的建立对临床上进行这3种疾病的鉴别诊断和混
合感染的检测都具有重要意义。 
    关键词 猪胸膜肺炎放线杆菌；猪多杀性巴氏杆菌；副猪嗜血杆菌；复合PCR 
    中图分类号 S851.34+7.1/.7 

Development of a Multiplex PCR for Detecting Actinobacillus Pleuropneumoniae, 
Pasteurella Multocida and Haemophilu Parasuis
Mi Fengquan， Chen Xiaoling， Zhao Yujun， Wang Cuimin， Wang Fengqiang， Zhang Yan 
Abstract TA multiplex PCR detecting App, Pm and Hps has been developed based on published single PCRs 
for these pathogens. The PCR reagents, annealing temperature and the PCR procedure were optimized. A 
342bp fragment of App, a 457bp of Pm and a 821bp of Hps can be simultaneously amplified in one 
reaction. The assay is a potential tool for differentiation of the 3 pathogens and diagnosis of mixed 
infection by these bacteria.
Key words  multiplex PCR；actinobacillus pleuropneumoniae (APP)；pasteurella multocida (PM)； 
haemophilu parasuis (HPS)

    猪胸膜肺炎放线杆菌（Actinobacillus pleuropneumoniae，APP）为革兰氏阴性球杆菌，有荚膜，大多溶血。APP有
两个生物型，生物I型是NAD依赖性细菌，有13个血清型[1]，是主要的致病血清型 。猪只感染APP后，主要表现为胸膜肺
炎，急性爆发时，有很高的发病率和死亡率。一些病猪康复后常伴有慢性肺炎，导致生长停滞且长期带菌而成为其它猪只的
传染源。本病给养猪业造成较大的经济损失[2]。 
    多杀性巴氏杆菌（Pasteurella multocida，PM）为革兰氏阴性杆菌，是人畜共患病巴氏杆菌病的主要病原，也是猪
肺疫的病原。该病死亡率较高，主要引起成年猪的急性败血症，有时也可导致慢性呼吸道症状，致使猪群生长缓慢，严重影
响饲料报酬。该病在世界各国广泛流行，在我国规模化猪场常有发生。 
    副猪嗜血杆菌（Haemophilu parasuis，HPS）是一种革兰氏阴性、非溶血性、NAD依赖性细菌，有15个血清型。HPS可
引起猪的纤维素性多发性浆膜炎、多发性关节炎、胸膜炎和脑膜炎。该菌自1910年以来就被认为是猪Glasser病的病原体。
HPS也存在于健康猪的上呼吸道，临床上主要感染小猪，特别是4~6周龄的断奶仔猪，临床特征为急性败血症，往往在感染后
2d死亡。该病同样会给养猪业造成重大的经济损失。 
    同繁殖障碍性传染病、胃肠道传染病一样，呼吸道传染病是危害养猪业的3大症候群之一，尤其是近几年来随着规模化
养猪业的发展，呼吸道疾病呈递增趋势。目前国内兽医临床对以上3种疾病的诊断仍普遍采用传统的病原分离鉴定和血清学
方法，但病原分离和生化鉴定不仅费时费力，而且敏感性和特异性都较差。血清学诊断方法不能在病的早期得出结果，也可
能因实验室的不同而产生检验差异。虽然已有APP、PM和HPS的单项PCR诊断方法，但需分别检测每种病原。近年来开始较多
研究的复合PCR方法则可较好地解决这一问题。为此，我们进行了APP、PM和HPS的复合PCR诊断方法的研究，现将结果报告
如下： 
1 材料与方法 
1.1 菌株和培养 
    APP、PM、HPS几种血清型参考菌株共10株均由澳大利亚昆士兰州动物研究所Pat Blackall 博士提供。培养时将菌株
涂在混有胎牛血清和NAD的半合成固体培养基上进行培养，37℃12~24h即可。 
1.2 检测样品的制备 
    挑取单个菌落悬浮于含100μl超纯水的小试管中，震荡混匀，用PCR仪95℃加热10min或煮沸10min后置于冰上冷却
10min，12 000r/min离心2min，取上清液作为PCR反应的粗制DNA模板，-20℃保存备用。 
1.3 PCR试验 
1.3.1 引物设计与合成 
    采用已发表的引物序列[3-5]，APP（342bp）引物P1： 5-GATAAACCTTTTCCGGAATT-3’和引物P2：5’-
TACCACACCGTGTTTATCAA-3’；PM（457bp）引物P3：5’GCTGTAAACGAACTAGCCAC-3’和引物P4：5’-
ATCCGCTATTTACCCAGTGG-3’；HPS（821bp）引物P5：5’-GTGATGAGGAAGGGTGGTGT-3’和引物P6：5’-
GGCTTCGTCACCCTCTGT-3’。 
1.3.2 PCR试验方法 
    采用25μl反应体系：ddH2O 7.3μl、10×PCR缓冲液2.5μl（MgCl2浓度为1.5mM）、2.5mM dNTP2.0μl、10pmol/μl引
物P1、P2、P3、P4各1μl、引物P5、P6各1.5μl、本组自制Taq 酶0.2μl、3种模板各2.0μl。 
    按下列参数进行PCR反应：95℃ 预变性5min，94℃ 变性45s，60℃ 退火1min，72℃ 延伸1min，30个循环后72 ℃终
延伸8min，产物于4 ℃保存。 
1.3.3 PCR敏感性 
    用APP、PM、HPS的DNA样品（浓度为0.5μg/μl）分别做倍比稀释，取2μl做PCR扩增，以测定该复合PCR的敏感性。 
1.3.4 PCR产物的检测 
    10μl扩增产物加2μl载样缓冲液在100V电压，1%琼脂糖凝胶(含溴化乙啶)上进行电泳。电泳液用1×TAE缓冲液。紫外灯
下观察扩增结果，并一次成像拍照。 
2 结果 
2.1 复合PCR诊断方法的建立 
    利用引物P1、P2、P3、P4、P5、P6同时在一个PCR反应体系中按本文1.3.2的方法分别对已知的APP、PM、HPS样品DNA



 

 

 

 

进行扩增，只扩增出了相应的片段；同时加入这3种模板，则一次扩出了APP基因组中的342bp、PM基因组中的457bp和HPS基
因组中的821bp3个片段（扩增结果见图1）。 

2.2 PCR敏感性测定 
    将单模板APP、PM、HPS的DNA做10倍递增稀释后，用含3对引物的PCR反应液进行PCR，结果显示能分别检测到100pg的
APP、100pg的PM、100pg的HPS DNA（见图2、3、4）。 

 

 



3 讨论 
3.1 复合PCR是一种特殊的PCR形式，该方法已被不少学者用于检测多种疾病的混合感染及鉴别诊断中。本研究利用扩增
APP、PM、HPS特异性片段的3对引物在一次PCR反应中扩增出342bp、460bp、821bp的特异性片段，成功建立了APP、PM、
HPS的复合PCR检测方法。该方法的建立对在临床上进行这3种疾病的鉴别诊断和混合感染的检测都具有很高的使用价值。 
3.2 在PCR反应条件的选择上，是在对前人报道的各单项PCR的条件进行优化比较的基础上做出的。在APP的优化选择中，
Mg2+浓度以1.5~2mM为好，而在PM和HPS试验中Mg2+浓度以1.5mM最好，因此选择Mg2+浓度为1.5mM。在引物浓度的选择上考
虑到在复合PCR中一般以扩增短片段优先[6]，因此适当加大了HPS的引物量。3种单项PCR反应的变性和延伸温度与时间很相
似，故未做改变，而退火温度在APP、PM、HPS的单项PCR反应中最佳温度分别是57℃、55℃、59℃，在复合PCR优化试验中
经多次检验发现退火温度为60℃时PCR特异性和产量最佳，因此退火温度选择60℃。 
3.3 本试验中被检样品的DNA提取简单、快捷、易行，而PCR敏感性试验显示对于APP、PM、HPS可以分别检测到100pg、
100pg、100pg的DNA，从而说明复合PCR为我们提供了一种快速检测APP、PM、HPS的方法。 
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