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摘要 

副猪嗜血杆菌(Haemophilus parasuis HPS)是猪上呼吸道的一种常在菌，当机体免

疫力下降时，会侵入体内并导致以纤维素性浆膜炎、心包炎、关节炎和脑膜炎为特征

的全身性疾病，又被称作革拉瑟氏病。该病主要影响 4-7 周龄的保育猪，给养猪业造

成了严重的损失。    
本研究对 2017 年 9 月至 2018 年 7 月自河北地区收集的疑似副猪嗜血杆菌感染

的 107 份病料进行细菌分离，对分离菌进行革兰氏染色、卫星生长现象试验，初步判

定是否疑似 HPS。疑似 HPS 的细菌再进行 PCR（聚合酶链式反应）试验，PCR 产物

回收测序，在分子水平确定分离细菌为 HPS 以及所属血清型。共分离出 HPS 23 株，

其中 1 型 3 株， 4 型 5 株， 5 型 4 株，7 型 3 株，14 型 4 株，4 株不能定型，分离

率 21.49%。比较了不同条件下 HPS 保存时间，结果显示菌落直接在 TSA 划线培养后

在 4℃冰箱可以保存 8-10 天，TSB 菌液用 30%的甘油作保护剂，在-20℃可以保存 45-
60 天，在-80℃可以保存 90 天以上。 

  为便于对河北地区 HPS 的流行进行血清学调查，本研究建立了一种 HPS 的间接

ELISA 血清学诊断方法。尽管 HPS 具有多种血清型，但是所有血清型均能合成细胞

致死膨胀素（CDT），该毒素包括三个亚基 CdtA、CdtB 和 CdtC。利用 DNAstar 软件

比较发现，CdtC 的免疫原性最好。本研究成功利用大肠杆菌表达了副猪嗜血杆菌致

死膨胀素的 C 亚基—CdtC 蛋白，使用专用试剂盒对蛋白进行纯化，纯化后的蛋白经

变性处理，经 Western blot 试验鉴定抗原性良好。将纯化的蛋白作为包被抗原，建立

了 ELISA 方法并优化了最佳反应条件。最佳工作条件如下：重组 CdtC 蛋白以 1 μg/mL
浓度包被，每孔 100 μL ，37℃包被孵育 2 小时；用 5%的脱脂奶粉做封闭液，每孔

200 μL，37℃封闭 1 小时；血清稀释比例 1:200，37℃孵育 1 小时；酶标二抗 1:10 000
比例稀释，37℃孵育 1 小时；显色时间为 10 分钟。用建立的方法检测了 30 份阴性

血清，计算出阳性临界值为 0.420，大于该值为阳性；阴性临界值为 0.341，小于该值

为阴性；介于两值之间的样品需重测。使用猪常见病的阳性血清检测建立方法的特异

性，结果显示建立的方法具有较好特异性。批内、批间重复性试验鉴定所建立方法的

重复性良好，批内、批间变异系数均在 10%以内。使用该方法，检测了 2017 年 9 月

至 2018 年 7 月收集的 561 份血清样品，阳性率为 39.9%。 
   本研究对河北省分离的副猪嗜血杆菌进行了血清型鉴定，并建了对 HPS 的抗体

检测的间接 ELISA 方法，为河北省副猪嗜血杆菌的调查与防治奠定基础。 
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Abstract 

 
Haemophilus parasuis (HPS) is a common bacterium in the upper respiratory tract of 

pigs. When the body's immunity decreases, it may invade the body and lead to systemic 
diseases characterized by cellulosic serositis, pericarditis, arthritis, and meningitis. And It is 
also known as Glässer’s disease. It affects pigs for 4-7 weeks old weaner and will cause 
serious losses to the pig husbandry. 

In this study, a total of 107 sick pigs and suspected H. parasuis infections in Hebei 
Province were collected from September 2017 to July 2018. The bacteria were isolated, gram 
staining and satellite growth test were conducted to preliminarily determine whether the 
isolates were suspected of HPS. The PCR (polymerase chain reaction) test is performed on 
the bacteria suspected of HPS, and the PCR product is recovered and sequenced, and the 
isolated bacteria are determined to be HPS and the serotypes at the molecular level. A total 
of 23 strains of HPS were isolated, including 3 strains of serovar 1, 5 strains of serovar 4, 4 
strains of serovar 5, 3 strains of serovar 7 and 4 strains of serovar 14 with 4 strains of untyped, 
and the isolation rate was 21.49%. Comparing the storage time of HPS under different 
conditions, the results showed that the colonies could be stored in the refrigerator at 4 °C for 
8-10 days directly after TSA scribing. Using the protective agent for the TSB bacteria 
solution was treated with 30% glycerol, HPS can be stored at -20 °C for 45-60 days and at -
80 °C for more than 90 days. 

In order to facilitate the serological investigation of the prevalence of HPS in Hebei, 
this study established an indirect ELISA serological diagnosis method for HPS. Although 
HPS has multiple serotypes, all serotypes are capable of synthesizing Cytolethal distending 
toxin (CDT), which includes three subunits CdtA, CdtB and CdtC. Compared through 
DNAstar software, CdtC has the best immunogenicity. In this study, the Cytolethal 
distending toxin C subunit CdtC protein of Haemophilus parasuis was expressed by E. coli. 
The protein was purified by a special kit. The purified protein was denaturated and identified 
as having good antigenicity by Western blot. Using the purified protein as a coating antigen, 
an ELISA method was established and optimal reaction conditions were optimized. The 
optimal working conditions were as follows: recombinant CdtC protein was coated at a 
concentration of 1 μg/mL, 100 μL per well, and incubated at 37 ° C for 2 hours; 5% skim 
milk powder was used as a blocking solution, 200 μL per well, and blocked at 37 ° C for 1 



 

 
 

hour; The serum dilution ratio was 1:200, and incubation was carried out for 1 hour at 37 ° 
C; the enzyme-labeled secondary antibody was diluted 1:10000, and incubated at 37 ° C for 
1 hour; the color development time was 10 minutes. Thirty samples of negative serum were 
detected by the established method, and the critical value of positive was calculated to be 
0.420, which was positive when the value was higher than that. The critical value of negative 
is 0.341, less than that which is negative. Samples between the two values should be retested. 
The specificity of the established method was tested using positive serum of common pig 
disease, and the results showed that the established method has better specificity.  The 
method established in the batch and batch repetitive test identified the method with good 
repeatability, and the intra and inter-assay coefficient of variation was within 10%. Using 
this method, 561 serum samples collected from September 2017 to July 2018 were tested, 
with a positive rate of 39.9%. 

In this study, the seroserovar identification of HPS isolated from Hebei Province was 
carried out, and an indirect ELISA method for antibody detection of HPS was established. 
This lays the foundation for the investigation and prevention of HPS in Hebei Province. 
Key words: Haemophilus parasuis; Hebei Province; serotype; ELISA 

 

  



 

 

缩写词表 
LIST OF ABBREVIATION 

英文缩写 英文全称 中文全称 

Amp Ampicillin 氨苄青霉素 
bp Base pair 碱基对 
CFU Colony forming units 菌落形成单位 
d Day 天 
EB Ethylene bromide 溴化乙锭 
ELISA Enzyme linked immunosorbent assay 酶联免疫吸附试验 
g Gram 克 
h Hour 小时 
HPS Haemophilus parasuis 副猪嗜血杆菌 
HRP Horseradish peroxidase 辣根过氧化物酶 
IPTG β-D-thiogalactopyranoside 异丙基硫代半乳糖苷 
kDa Kilodalton 千道尔顿 
LB Luria-Bertani medium LB 培养基 
mg Milligram 毫克 
min Minute 分钟 
mL Milliliter 毫升 
NAD Nicotinamide adenine dinucleotide 烟酰胺腺嘌呤二核苷酸 
NC 膜 Nitrocellulose membrane 硝酸纤维膜 
OD Optical density 光密度 
PBS Phosphate buffered saline 磷酸盐缓冲液 
PCR Polymerase chain reaction 聚合酶链式反应 
r/min Rotation per minute 每分钟转速 
s Second 秒 
SDS-PAGE SDS-Polyacrylamide gelelectrophoresis  SDS 聚丙烯酞胺凝胶电泳 
TSA Tryptic soy agar 胰蛋白大豆琼脂 
TSB Tryptic soy broth 胰蛋白大豆肉汤 
μg Microgram 微克 
μL Microliter 微升 

 

  



 

 

目 录 

1 引言 ........................................................................................................................................................ 1 

1.1 副猪嗜血杆菌的概述 .................................................................................................................. 1 

1.1.1 HPS 的培养及生化特性 .................................................................................................. 1 

1.1.2 HPS 血清型的研究进展 .................................................................................................. 1 

1.1.3 HPS 的临床症状 .............................................................................................................. 4 

1.1.4 HPS 的致病机理 .............................................................................................................. 4 

1.1.5 HPS 的诊断 ...................................................................................................................... 5 

1.1.6 HPS 的防控 ...................................................................................................................... 6 

1.2 细胞致死膨胀素综述 .................................................................................................................. 6 

1.2.1 CDT 的结构和各亚基功能 .............................................................................................. 7 

1.2.2 CDT 的毒性作用。 .......................................................................................................... 7 

1.3 研究的目的和意义 ..................................................................................................................... 7 

2 材料与方法 ............................................................................................................................................ 8 

2.1 材料 ............................................................................................................................................. 8 

2.1.1 病料 .................................................................................................................................. 8 

2.1.2 菌株 .................................................................................................................................. 8 

2.1.3 实验用血清 ....................................................................................................................... 8 

2.1.4 主要培养基、酶、耗材与试剂盒 ................................................................................... 8 

2.1.5 实验所用培养基及溶液的配置 ....................................................................................... 9 

2.1.6 试验相关设备、仪器 ..................................................................................................... 10 

2.2 方法 ........................................................................................................................................... 11 

2.2.1 副猪嗜血杆菌河北株的分离与血清型鉴定 ................................................................ 11 

2.2.2 HPS 细胞致死膨胀素 C 亚基（CdtC）全基因的扩增与分析 .................................... 13 

2.2.3 CdtC 优势抗原表位的扩增及重组表达质粒的构建 ................................................... 14 

2.2.4 重组质粒 pET-32a-CdtC 的表达及纯化与鉴定 ........................................................... 17 

2.2.5 血清中 HPS 的 IgG 抗体间接 ELISA 检测方法的建立 .............................................. 18 

3 结果 ...................................................................................................................................................... 21 

3.1 副猪嗜血杆菌河北株的分离与血清型鉴定 ............................................................................ 21 

3.1.1 菌落特征及油镜下细菌形态 ........................................................................................ 21 

3.1.2 “卫星现象”实验结果 ..................................................................................................... 22 

3.1.3 PCR 血清型鉴定结果 .................................................................................................... 22 

3.1.4 副猪嗜血杆菌的保存 .................................................................................................... 23 

3.2 HPS 的 CdtC 基因序列分析 ..................................................................................................... 23 

3.2.1 HPS 的 CdtC 扩增结果 .................................................................................................. 23 

3.2.2 pMD19T-CdtC 质粒 PCR 鉴定 ..................................................................................... 23 

3.2.3 基因序列测定及分析 .................................................................................................... 24 



 

 
 

3.3 重组表达质粒 pET-32a-CdtC 的构建及鉴定 .......................................................................... 25 

3.3.1 HPS- CdtC414 优势抗原表位的扩增及克隆 ................................................................ 25 

3.3.2 重组质粒 pMD19-T- CdtC414 的双酶切 ...................................................................... 26 

3.3.3 CdtC414 基因的测序结果 .............................................................................................. 26 

3.4 重组质粒 pET-32a-CdtC 的构建及鉴定 ................................................................................... 26 

3.4.1 重组质粒 pET-32a-CdtC 的构建 ................................................................................... 26 

3.4. 2 重组质粒 pET-32a-CdtC 的双酶切鉴定 ....................................................................... 26 

3.5 pET-32a-CdtC 的原核表达及重组蛋白的鉴定 ........................................................................ 27 

3.5.1 pET-32a-CdtC 的原核表达 ............................................................................................. 27 

3.5.2 重组蛋白的可溶性检测 ................................................................................................. 28 

3.5.3 重组蛋白的纯化 ............................................................................................................. 28 

3.5.4 重组蛋白的 Western blot 鉴定 ...................................................................................... 29 

3.5.5 蛋白浓度的测定 ............................................................................................................ 29 

3.6 ELISA 检测方法条件的确定及优化 ........................................................................................ 29 

3.6.1 重组抗原最佳包被浓度和血清的最佳稀释比例 ......................................................... 29 

3.6.2 抗原最佳包被时间的确定 ............................................................................................. 30 

3.6.3 最佳封闭液的确定 ......................................................................................................... 30 

3.6.4 最佳封闭时间的确定 ..................................................................................................... 31 

3.6.5 一抗最佳作用时间的确定 ............................................................................................. 31 

3.6.6 酶标抗体最佳稀释倍数 ................................................................................................. 31 

3.6.7 二抗最佳反应时间的确定 ............................................................................................. 31 

3.6.8 底物最佳显色时间的确定 ............................................................................................ 32 

3.6.9 阴阳性临界值判断 ........................................................................................................ 32 

3.6.10 特异性试验 ................................................................................................................... 33 

3.6.11 重复性实验 .................................................................................................................. 33 

3.6.12 ROC 曲线分析 .............................................................................................................. 34 

3.6.13 临床样品的检测 .......................................................................................................... 34 

4 讨论 ....................................................................................................................................................... 36 

4.1 HPS 的分离鉴定 ........................................................................................................................ 36 

4.2 CdtC 基因优势抗原表位区的克隆及原核表达 ....................................................................... 36 

4.3 间接 ELISA 检测方法的建立 .................................................................................................. 37 

5 结论 ...................................................................................................................................................... 38 

参考文献 .................................................................................................................................................. 39 

在读期间发表的学术论文 ...................................................................................................................... 46 

作者简介 .................................................................................................................................................. 47 

致谢 .......................................................................................................................................................... 48 

 



 

1 

1 引言 

1.1 副猪嗜血杆菌的概述 

副猪嗜血杆菌（HPS）是属于巴斯德菌科的一种不运动，多形性的革兰氏阴性杆菌。该菌引

起的疾病叫作副猪嗜血杆菌病。1910 年，Glässer 首次在文章中描述了猪的这种具有胸腔腹腔出

现纤维素性炎症、心包积液增多浑浊、关节肿大而且有神经症状等特征的疾病，因此该病又被称

作格拉瑟氏病（Glässer’s disease），到 1922 年才由 Schermer 和 Ehrlich 首次分离到该菌[1]。根据

当时研究得出的该菌培养所需生长因子的特性，先后被命名为猪流感嗜血杆菌(1931 年)和猪嗜血

杆菌（1943 年）[2]。1969 年 Biberstein 和 White 发现这种细菌的生长仅依赖 V 因子(烟酰胺腺嘌

呤,NAD)，并最终根据国际惯例命名为副猪嗜血杆菌[3]。 

1.1.1 HPS 的培养及生化特性 

HPS 是一种无鞭毛、无芽孢、不运动、有夹膜形态多样性的革兰氏阴性杆菌，有螺旋丝状、

球杆状、短杆状、长杆状等多种形状[4]，但是夹膜在体外培养过程中容易丢失[5]。该菌对培养基要

求较高，并且依赖 V 因子（NAD），一般的培养基上不生长[3],但是最近有人分离到不严格依赖 V

因子的菌株[6]，这对之前报道的该菌严格依赖 V 因子提出挑战。研究表明加入 5%的血清和终浓

度为 1 μg/mL NAD 的 TSA 固体培养基和 TSB 液体培养基是最适合 HPS 生长的培养基之一，接

种在 TSA 培养基上，37℃培养 18-24 小时，可形成凸起、圆形、光滑、湿润、白色半透明的露珠

样、针尖大小的菌落，随着培养时间的延长，菌落直径可增大到 3-4 mm，在 TSB 液体培养基中

37℃，180 r/min 震荡培养 16-18 小时活菌数达到最大值[7]。HPS 不在血液平板培养基上生长，可

在巧克力培养基上缓慢生长。在血液琼脂培养基上，把金黄色葡萄球菌与副猪嗜血杆菌交叉划线，

倒放在 37℃的培养箱，经过 24-36 小时，会观察到金黄色葡萄球菌周围会出现呈“卫星现象”生长

的 HPS，且不溶血[8]。金黄色葡萄球菌在生长的过程中可以分泌 NAD，并向周围扩散，满足了

HPS 的生长需求。HPS 最适合生长的温度为 37℃-38℃，二氧化碳含量 3%-5%，有氧条件下生长

速度比无氧环境下生长速度略快[9]。该菌生长速度缓慢，并且十分娇嫩，所以在临床上分离有一

定的困难，要选择未经药物治疗新鲜的病料进行分菌，即使这样可能被其他生长速度较快的细菌

掩盖 而不能成功分离纯化[10]。生化结果显示，HPS 的生化反应较弱，对糖类发酵不稳定，可以

把麦芽糖、葡萄糖、果糖、半乳糖、蔗糖发酵，接触酶试验和硝酸盐还原试验阳性[11, 12]，蜜三糖

发酵试验阴性，该项生化指标也是区分与其亲缘关系较近的吲哚放线杆菌的一项指标，吲哚防线

杆菌可以发酵蜜三糖并且生成吲哚[13]。 

1.1.2 HPS 血清型的研究进展 

副猪嗜血杆菌存在多种血清型，并且自然界中还存在无法分型的菌株，因此人们尝试多种分

型方法去研究 HPS。总的分型方法大致可以分为两种，一种是传统的血清学分型方法，一种是新
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兴分子生物学分型方法。 

1.1.2.1 血清学分型 

经过多名科研工作者的努力，用不同的方法证实了 HPS 有多个血清型存在，分型的方法也有

很多种，较常用的有琼脂免疫扩散试验（GD）、协同凝集（GA）、间接血凝试验（IHA）等几种方

法。目前公认的血清型至少是 15 种，是 1992 年 Kielstein 等建立的 KRG 方法区分的，但是仍然

有三分之一左右的分离株不能区分血清型[14]，随着分离株增多，该方法不可分型的比例不断增高

[15]。后来的 IHA 和 GA 提高了特异性，降低了不可分型的比例[16]。近几年有学者 Kate J. Howell

等人和 Jia A 等人基于副猪嗜血杆菌的 15 个血清型的基因座的变异特点设计引物建立多重 PCR

快速分子血清型分型方法，比 IHA（间接血凝试验）更快，更灵敏，不用购买 15 种标准菌株，制

备标准血清[17, 18]。根据研究，15 种 HPS 的血清型的毒力存在一定的差异。通过 SPF 猪接种 15

种血清型的 HPS 证实 3 型、6-9 型、11 型是无毒力菌株；2 型、4 型、15 型属中等毒力菌株；1

型、5 型、10 型、12 型、13 型是强毒力菌株[14, 19]。HPS 的流行病学主要调查的就是各地流行的

血清型和发病日龄。HPS 可以引起 2 周龄到 4 月龄的猪发病，主要是影响 4-7 周龄保育猪。国内

各地区流行血清型存在一定差异[20-23]，世界各国的流行血清型也不尽相同。在美国以 4 型和不可

分型的菌株最为流行[24],西班牙以 4 型和 5 型最为流行[25]，丹麦和澳大利亚主要是血清 5 型和 13

型[26, 27]。从全国范围来看我国主要是 4 型、5 型、13 型为主，其次是 14 型和 12 型[7]。 

1.1.2.2 分子生物学分型 

传统的血清学分型方法存在一定的局限性，自然界中约有 20%-40%的菌株无法区分血清型，

为了提高分型的特异性和敏感性，研究者把现在分子生物学引用到副猪嗜血杆菌的分型中。目前

主要有，肠杆菌科基因间重复一致序列 PCR（ERIC-PCR），限制性内切酶指纹图谱(REF)，限制

性片段长度多态性 PCR 分型法（RELP-PCR），多位点序列分型（MLST），Hsp60 基因分型法，

随机扩增多态性 DNA 分型法（RAPD），有外膜蛋白（OMP）指纹图谱法，。 

肠杆菌科基因间重复一致序列 PCR 既 ERIC-PCR，该方法利用肠道细菌基因间的保守性较高

的重复序列设计引物,扩增相邻两段 ERIC 之间的 DNA。细菌不同，基因组上的保守序列的数不

同,扩增后呈现指纹图谱也不同[28]。在 2000 年， M.Rafiee 等人建立了副猪嗜血杆菌的 ERIC-PCR

分型方法[29]，对已经明确血清型的 15 中血清型的标准菌株进行扩增，结果每个血清型均有其唯

一的指纹图谱，而后又对澳大利亚分离 14 株 HPS、3 个爆发副猪嗜血杆菌病猪场分离到的 12 株

分离菌和两个较远的猪场分离株进行扩增，结果从 3 个发病猪场分离的 12 株 HPS 具有相同的指

纹图，但不同于 15 个标准菌株和 2 个远缘菌株，证明发病猪场菌株同源性很高。学者 Oliveira 等

人[30]，在 2003 年对北美 15 个猪场分离的 98 株副猪嗜血杆菌运用 ERIC-PCR 结合传统血清学进

行分型比较，结果鉴定出 34 个基因型，用传统方法血清学鉴定的血清 4 型证实有 12 个基因型，

传统方法血清学不可分型的血清型具有 18 个基因型 ，实验结果证实 ERIC-PCR 具有更高的鉴定

血清型的能力。我国学者李鹏等对我国东南地区分离的 HPS 进行了 ERIC-PCR 鉴定，结果 111 株

分离菌可以分成 23 种指纹图谱[31]。2007 年朱必凤等对 6 株 HPS 进行 ERIC-PCR 分型鉴定，结果
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鉴定出 4 个基因型[32]。贾爱卿等、彭昊等分别对广东、广西地区的 HPS 进行了 ERIC-PCR 分型

鉴定[33, 34]。该方法可以把血清学相同的血清型区分成不同的 ERIC 型，更有利于分离菌株的描述

和流行病学调查。 

限制性内切酶指纹图谱(REF)是指用限制性内切酶酶切基因组，酶切产物利用 SDS-PAGE 电

泳，在对电泳带型分析。Smart 等在 1988 年把这种方法用于 HPS 的分型研究[35]，对加拿大不同

来源的 69 株 HPS 进行酶切分析，发现有 24 株具备相似的图谱，其他菌株大致可以分成 13 组酶

切图谱， 大部分 SPF 猪分离出带有相同酶切指纹图谱的 HPS 菌株，其他猪场的分离株酶切指纹

图谱呈现出多样性，患病猪的不同部位分离株具有相似的指纹图谱但有别于健康猪分离菌的指纹

图谱。在 1993 年，Smart 等用此方法对 HPS 进行调查，得出致病株、鼻腔分离株、疫苗株的酶切

指纹图谱不同[36]。 

在细菌分型方法中，还通过 PCR 扩增多个持家基因的等位基因进行序列比较，分析菌株变

异规律的分型方法既多位点序列分型（MLST）[37]。Olvera 等根据副猪嗜血杆菌 mdh、6pgd、atpD、

g3pd、frdB、infB、rpoB 等 7 个管家基因的序列多样性，建立了 HPS 的 MLST 分型方法，对 11

个标准菌株和 120 个分离株进行分型，结果显示每个基因都存在数目不同的多个等位基因，以

6pgd 基因最明显[38]。该方法需要大量测序，所以成本比较昂贵，但是随着测序速度的加快和成本

的降低，分析软件的发展，MLST 将成为细菌的常规分型方法之一。 

还有一种将 PCR 方法与限制酶酶切和电泳分析相结合的分型方法，既限制性片段长度多态

性 PCR 分型法（RELP-PCR）。Redondo 等人在 2003 年建立了以副猪嗜血杆菌的转铁蛋白的基因

tbpA 为研究对象的分型方法[39]，并对 15 个标准血清型和多株野外分离株进行该方法分型，结果

15 个标准血清型被分成 12 个基因型，野外分离的 HPS 均可用此方法分型。 Yue-Feng, Chu 等人

以副猪嗜血杆菌的外膜蛋白 A 基因（OpmA）为研究对象对 HPS 进行 RELP-PCR 分型，把 HPS

分为 8 种基因型[40]。2009 年李军星等人以 tbpA 为基础的 PCR-RFLP 的分型方法研究了我国 6

个省市的 HPS 基因型，结果显示我国至少存在 15 个 RFLP 基因型，并且以 DBN、ABN、DBP 为

主要血清型[41]。 

2006 年，学者 Olvera 等人建立了以副猪嗜血杆菌的 60kDa 热休克蛋白（Hsp60）基因的部分

序列为研究对象的分型方法[42]。通过建了 Hsp60 基因和部分 16s RNA 的序列比对，并且与 ERIC-

PCR 指纹图谱分型方法进行比较，结果发现 Hsp60 基因分型作为 HPS 流行病的调查更加可靠。

Dljkman 等人在 2012 年发表了关于对副猪嗜血杆菌血清学分型、60kDa 热休克蛋白（Hsp60）基

因序列，肠杆菌科重复基因间共有序列（ERIC）PCR 和多重 PCR 用于检测 vtaA 毒力相关三聚体

进行基因分型的比较，共测出 46 种不同的 Hsp60 序列类型，使用 98％序列相似性作为分组标准，

分成 22 个独立的 Hsp60 序列簇，指出 HPS 血清型与 Hsp60 序列类型或 ERIC-PCR 分型之间没有

相关性，然而，ERIC-PCR 和 Hsp60 序列分型都适合作为副猪嗜血杆菌流行病学研究的指标[43]。 

Ruiz,A 等在 2001 年[44]，对来自发病猪和健康猪分离的 HPS 的 OMP 和 DNA 谱进行比较，

发现从发病猪全身部分分离的菌株比具有比从呼吸道分离的菌株更均匀的 OMP 和 DNA 谱，在

同一基因群中菌株表现出不同的 OMP 谱，说明 OMP 图谱可以用于 HPS 分型。 
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1.1.3 HPS 的临床症状 

HPS 临床症状先是反应迟钝、抑郁、食欲不振和体重减轻，随着病情加重，被毛粗糙、呼吸

困难、部分皮肤发紫，有的尖叫、侧卧做划水样，最终死亡。剖检可见典型的“绒毛心”和胸腔腹

腔积液，有的可见关节积液[45]，耐过猪易形成僵猪。该病易发生在免疫抑制病后，猪只体质下降

继发感染。最近有报道在猪群爆发蓝耳病、伪狂犬病、猪瘟、圆环等免疫抑制病的情况下，HPS

的分离率明显增高[46] 

1.1.4 HPS 的致病机理 

细菌引起的机体发病是一个复杂的过程。首先进入宿主，逃避宿主的免疫清除机制，在宿主

内定植，生长繁殖，引起宿主机体损伤。HPS 是猪上呼吸道的常在菌，一般不引起发病，属条件

致病菌[1]，这和 HPS 的血清型和猪机体的免疫力有关系。已鉴定的 15 种血清型的毒力经 SPF 猪

攻毒试验验证[14]，不同血清型，毒力不同。学者 Vahle 等用正常仔猪和初乳剥夺仔猪作为试验对

象，分不同的时间剖检试验猪与对照猪，进行细菌分离和组织病变观察。在接种副猪嗜血杆菌 12

小时后，试验猪无临床症状体温略高，剖检组织病理变化轻微，胸腔、腹腔和心包积液浑浊，在

气管和鼻窦中分离出该菌，鼻窦和气管粘膜损伤；攻菌 36 小时，试验猪三分之一体温明显升高，

四肢无力，剖检可见胸腔、腹腔和心包等部位的积液中出现少量纤维蛋白凝块，四肢关节因纤维

蛋白脓性渗出物而肿胀，从试验猪的血液中分离到 HPS，推测 HPS 在接种后 12-36 小时之间进入

血液； 攻菌 84 小时时试验猪出现死亡， 108 小时时剖检试验猪，胸腔、腹腔和心包等组织被大

量纤维蛋白渗出物覆盖，关节明显肿胀，扩展到周围的软组织，并且全身各组织均可以分离到试

验菌；证实了 HPS 首先定植鼻粘膜进入鼻窦和气管并造成黏膜损伤，从而入侵到血液，形成菌血

症，到达全身各组织[47, 48]。使用免疫组化技术和透射电子显微镜技术，发现在接种的早期阶段，

有菌株存在鼻窦和气官的中下部，表明细菌的定植引起化脓性鼻炎，病变处纤毛脱落以及鼻腔和

器官粘膜细胞急性肿胀，然而，鼻腔中却未检测到细菌抗原，但在感染猪的扁桃体中检测到了副

猪嗜血杆菌抗原。Amano 等人用副猪嗜血杆菌攻击 SPF 猪 16 个小时后，在血液中可以检测出内

毒素并且可以分离到 HPS，与 Vahle 等人的研究结果相符，在攻菌 24 小时后，试验猪出现以血糖

降低和白细胞减少为特征的血液变化，并且出现凝血功能紊乱，导致组织血管内出现血栓。更为

严重的是内毒素在猪临死前急速上升，推测，血栓的形成和内毒素的升高加速了试验猪的死亡[49]。

研究发现，从健康动物的鼻腔中分离的菌株可被猪肺泡巨噬细胞（PAM）有效地吞噬，而从全身

感染中分离的菌株对这种吞噬作用具有抗性[50]，这说明致病的 HPS 可以有效的逃避肺巨噬细胞

（PAM）的清除作用。肺泡巨噬细胞(PAM)在肺的天然免疫系统中起重要作用，并且是抵抗哺乳

动物呼吸道病原体侵袭的重要防线。它吞噬、杀死病原，也能释放细胞因子和趋化因子来调控肺

部的炎症反应[51]。研究表明 HPS 的夹膜以及三体转运蛋白 VtaA8 和 VtaA9 等与其抗吞噬作用有

关[52]。HPS 还可以合成一些蛋白，具有粘附细胞的功能，帮助其定植入侵细胞。脂寡糖（LOS）

介导副猪嗜血杆菌与猪脑微血管内皮细胞（PBMEC）的粘附，进而引起脑膜炎[53, 54]。细菌通过粘

膜进入机体，首先应该突破机体的粘膜防御系统，在粘膜防御系统中 IgA 是重要的抗体，IgA 可

以和病原结合，阻断病原和机体受体相互作用[55]，HPS 的培养液上清中存在具有 IgA 切割活性的
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蛋白酶类[56]，然而，关于编辑 IgA 蛋白酶的基因有待进一步研究。研究表明，HPS 可以产生唾液

酸酶，可以降低黏蛋白的黏性，清除唾液酸，干扰宿主的防御系统，暴露细菌攻击机体的受体 [57, 

58]。补体系统是血液中天然免疫的重要成分，可以杀灭进入血液循环的病原菌[59]，但是有一些病

原可以逃避血液中的补体作用，在血液中存活[60]。有研究发现从全身感染的猪身上分离出来的

HPS 对血清中补体的杀灭作用不敏感，说明毒力较强的 HPS 可以逃避血清的补体作用[61]，最近

有研究证明 HPS 中的细胞致死膨胀素和血清抗性有关[62]。 

1.1.5 HPS 的诊断 

该病的诊断可以依据该病的流行特点，主要临床症状及解剖症状做出初步的判断，再结合实

验室诊断技术，最终对该病确诊。 

首先根据发病日齢，散发还是集中发病，是否出现发热，食欲不振甚至废绝，关节肿胀，跛

行，呼吸困难，严重腹式呼吸，尖叫疼痛等症状[63]，有的慢性感染表现为被毛粗乱、消瘦。剖检

可见胸腔积液增多，内有胶冻样物质，可见心外膜有纤维素样渗出物包裹，出现典型的“绒毛心”，

肺脏水肿，表面可见大量的纤维蛋白性渗出物，甚至粘附在胸壁上。剖检肿大的关节腔，可见积

液或者胶冻样物质[64-66]，但是要确诊该病还得结合实验室诊断技术。 

1.1.5.1 病原的分离鉴定 

副猪嗜血杆菌的成功分离培养，常作为一个鉴定该病标准，但该细菌非常脆弱，在外界容易

死亡[67]。猪是该菌的唯一天然宿主，从患病猪或感染猪的肺部及分泌物可以分出该菌[68, 69]，细菌

分离的原料最好选取具有关节肿大和呼吸困难等典型症状并且在生前未经抗生素治疗过的，发病

急性期的猪，具有纤维素性浆膜炎病变猪的体液样品，具有现神经症状猪的脑脊液样品均可以用

于副猪嗜血杆菌的分离。病料收集后不易长时间放置或者冷冻保存，以防副猪嗜血杆菌死亡。病

料应尽快送去检测，若无法及时送出，可在 4 摄氏度冰箱保存，不超过 48 小时，送检的途中防

止温度过高或者过低。如果需要更长时间才可以送检可以取小块病料接种于液体转移培养基，再

进行 HPS 的分离[70]。还可以采用平板稀释技术来提高分离效率[71]。培养基最好选用添加了血清

和 NAD 的 TSA 培养基或者 TSB 培养基，巧克力琼脂培养基也可以用于副猪嗜血杆菌的分离，

但是生长速度较慢。为了提高副猪嗜血杆菌的分离率，可以在培养基加入抑制革兰氏阳性菌生长

的药物，如杆菌肽和林可霉素等[72, 73]。挑选疑似菌落进行“卫星现象”鉴定[74]，结合革兰氏染色镜

检观察。由于 HPS 的本身特点，病原菌分离率比较低。 

1.1.5.2 分子生物学诊断 

分子生物学诊断主要是指 HPS 的 PCR 检测技术。PCR（Polymerase Chain Reaction）是聚合

酶链式反应的简称，由于副猪嗜血杆菌难分离，临床上许多病例不能通过分离病原来确诊，因此，

就需要一种更加快速并且可靠的检测技术。有学者根据 HPS 的 16S rRNA 序列设计了一对特异性

引物,建立了 PCR 诊断方法[75]。在细菌的 16S rRNA 上存在多个保守区和可变区，并根据保守区

设计引物，以扩增大多数细菌的 16SrRNA 片段；依据细菌的 16S rRNA 可变区设计引物来区分不

同的细菌[76]。PCR 方法的建立大大提高检测的灵敏度，最低检测的细菌浓度可低至 100 CFU/mL，

目的片段大小为 821 bp，但是该方法容易出现假阳性。吲哚放线杆菌与其亲缘关系较近[13]，PCR

方法易把呼吸道中的吲哚防线杆菌误诊为副猪嗜血杆菌，后来经另一学者改进，弥补了上述缺点
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[77]。2004 年 Jung 等建立巢式 PCR 方法对 HPS 诊断，把最低检测浓度降到 3 CFU/mL，提高了灵

敏度[78]，2010 年 Turni 等利用 inf B 为目的基因建立了实时 PCR 检测 HPS，特异性和灵敏度有所

提高[79]。2017 年我国制定了以细菌分离、巢式 PCR、实时荧光 PCR 等方法检测副猪嗜血杆菌的

国家标准[80]。 

1.1.5.3 血清学诊断 

血清学诊断主要是通过检测血清中的抗体，来反映出 HPS 的感染情况以及分析抗体水平。目

前主要有酶联免疫吸附试验（ELISA）、间接血凝试验（IHA）、新型微量凝集试验抗体检测方法

(MAT)和补体结合试验（FC）。在 2001 Takahashi, K 等用补体结合试验评价了以 HPS 血清 2 型和

5 型为抗原的二价疫苗的效果[81]，间接血凝试验被证实是一种高度敏感、高度特异性的检测方法

[16]，该方法可以作为 Kielstein-Rapp-Gabrielson（KRG）分型的补充[82]。酶联免疫吸附试验是目前

应用较多的一种血清抗体检测方法，只是包被的抗原不同，有的利用灭活的全菌体[83]，有利用菌

体超声破碎处理后的产物致敏醛化红细胞的[84]，有使用荚膜多糖作为抗原，建立间接血凝试验

(IHA)和间接 ELISA 两种方法[85]，也有利用外膜蛋白建立 ELISA 方法的[86]，还有一种使用 4 型、

5 型、12 型和 13 型 HPS 作为抗原建立的新型微量凝集试验抗体检测方法，这四种方法之间存

在轻微的交叉反应，但都在可控范围内[87]。 

1.1.6 HPS 的防控 

副猪嗜血杆菌是条件致病菌，在机体免疫力低下的时候容易发病，首先应该加强饲养管理，

关注猪舍的空气新鲜度，氨气浓度，温度以及猪群密度，给猪只提供良好的生存环境。在断奶、

转群、注射疫苗前，猪群补充电解维生素，降低应激反应。猪群做好猪瘟、蓝耳、伪狂犬、圆环

等疾病基础免疫，防止因发生此类疾病而发生 HPS[88]。疫苗接种也是预防该病的有效措施，但是

疫苗的效果差异较大,这可能与 HPS 血清型较多有关系，根据当地的流行病学，初步断定当地的

流行 HPS 血清型，再针对性的选择疫苗菌株，如 2006 年蔡旭旺利用 HPS4 型和 5 型研制了灭活

疫苗[7]，Takahashi K 在 2001 年用 HPS 的 2 型和 5 型研制二价灭活疫苗[89]，为了更加有针对性，

有的研制了自家疫苗，可以保护自家猪群[90]。为了能研究一种对所有血清型的 HPS 感染都具有

保护力的疫苗，亚单位疫苗开始被研究，2009 年 Zhou 等选用 HPS 血清 5 型的几种外膜蛋白以小

鼠作为动物模型，研究了外模蛋白的免疫原性，并证实所选外模蛋白作为抗原可以保护小鼠不被

HPS 感染[91]。最近有学者用猪作为实验动物，发现 Zhou 等人所选的外模蛋白不能提供有效的保

护[92],这也提示我们在研究亚单位疫苗的时候，最好选择本动物作为研究对象。对于已经发病的猪

群治疗，要进行细菌分离，经过药敏试验选用针对性的药物，防止滥用抗生素，使细菌产生耐药

性，近几年对 HPS 的耐药性报道不断增多[93]，急需合理用药。 

1.2 细胞致死膨胀素综述 

细胞致死膨胀素（CDT）和外膜蛋白（OMP）、脂多糖（LPS）、荚膜多糖、神经氨酸酶等一

样是 HPS 的毒力因子之一。2012 年，Zhang 等人利用自然转化方法构建了缺失了 CDT 基因的

SC096 菌株，证明了该毒素与血清抗性和细菌粘附有关[62]。CDT 是一种具有核酸酶活性的热不
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稳定的 AB2 型毒素，该毒素首先在大肠杆菌和弯曲杆菌中被发现[94, 95]，后来又陆续在其他革兰

氏阴性菌中被发现，如嗜血杆菌、放线杆菌、肝螺旋杆菌等都发现 CDT[96, 97]。 

1.2.1 CDT 的结构和各亚基功能 

完整的 CDT 是由三个亚基 CdtA，CdtB 和 CdtC 组成的三聚体复合物，各个亚基由三个连续

相邻的 cdtA、cdtB  和 cdtC 三个基因编码，并且在 HPS 的基因组中存在两组 CDT 的编码基因，

并且两组基因具有高同源性[97]。有些细菌中 CDT 并不完整，只有 CdtB，而没有另两个亚基[98]，

各个细菌中，每个亚基的大小也是不同的。根据该毒素的三聚体结构，学者引入了 AB 型毒素的

概念，CdtB 亚基代表有催化活性“A”单位，而 CdtA 和 CdtC 共同构成辅助作用的“B”单位[99, 100]。

已经解析的 CDT 晶体结构表明，CdtB 亚基具有 DNaseⅠ家族结构特点，并且存在与哺乳动物 

DNase I 活性位点一致的结构域，亚基 CdtA 和 CdtC 是具有和植物蓖麻毒素相似的分子结构凝

集素型分子[101],CdtB 在三者中起到主要的作用，进入细胞，使细胞膨胀死亡，CdtA 和 CdtC 起

到协助 CdtB 进入细胞的作用[102]。  

1.2.2 CDT 的毒性作用。 

CDT 对细胞主要毒性作用就是致细胞周期阻滞、细胞膨胀和细胞凋亡[103],已有研究表明体外

提纯 CDT 可以导致多种细胞膨胀[104]，CDT 具有 DNase I 活性，可以导致 DNA 双链断裂[105]。在

细菌的致病作用中，CDT 也起到了重要的作用，痢疾杆菌中的 CDT 可以导致小鼠水样腹泻或严

重的肠道疾病，杜克雷嗜血杆菌的 CDT 可以导致家兔皮肤溃疡[106]；2008 年研究发现肝螺杆菌 

CDT 可以诱导肝炎导转向肝癌[107]；空肠弯曲菌中的 CDT 可导致小鼠消化道持续感染，加重盲

肠粘膜炎症反应[108]；CDT 还可以通过抑制受损细胞的增殖来干扰新的肉芽组织和毛细血管的发

育，从而延缓软下疳的愈合。还可以破坏牙周组织的生理平衡，引起牙周炎[109]。2012 年陈西[110]

原核表达了 HPS 的 CDT 并对其毒性及致病性进行研究，结果证实 CDT 可以损伤豚鼠组织，在

初乳缺乏仔猪腹腔注射 20 mg，可以复制出典型的革拉瑟氏病的病理变化：心包积液，胸腔积液

和腹水，肺部纤维蛋白渗出和胸壁粘连，肝脏粘附在腹壁上。2015 年刘佳[111]通过自然转化法获

取了 HPS 的 CDT 基因缺失株，比较了野生菌株和基因缺失菌株对仔猪的致病作用。结果表明，

基因缺失株毒力下降，证明 CDT 对仔猪有一定致病作用。 

1.3 研究的目的和意义 

河北省是养猪大省，有必要对河北省副猪嗜血杆菌发病情况进行调查，明确河北省 HPS 的流

行血清型，对猪群 HPS 的抗体进行检测调查。本研究收集临床病料，进行 HPS 的分离，血清型

鉴定，并建立一种可以快速、准确检测 HPS 抗体的 ELISA 方法，对河北省猪群 HPS 的抗体进行

血清学调查，期望对河北省副猪嗜血杆菌病的诊断与防控提供参考。 
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2 材料与方法 

2.1 材料 

2.1.1 病料 

样品来自 2017 年 9 月至 2018 年 7 月保定、邢台、沧州、衡水、唐山、石家庄、廊坊等地送

检的疑似病例，包括病猪、死猪、肺、关节、心脏、肝脏、肾脏等，共 107 份。 

2.1.2 菌株 

副猪嗜血杆菌（HPS）、金黄色葡萄球菌，大肠杆菌 DH5α、BL21(DE3)感受态细菌，表达载

体 pET-32a(+)，由河北农业大学传染病实验室保存。 

2.1.3 实验用血清 

PEDV、CSFV、PRRSV、FMDV、E.coli 阳性血清由河北农业大学传染病实验室收集并保存。 
待检血清是 2017 年 9 月至 2018 年 7 月在河北地区采样收集。 
HPS 阳性血清，在分离出 HPS 的发病猪场收集，并经过 Western Blot 筛选所得。 
阴性血清从未吃初乳的仔猪采血所得。 

HRP-兔抗猪 IgG(二抗)，购自北京博奥龙免疫技术有限公司。 

2.1.4 主要培养基、酶、耗材与试剂盒 
表 1 主要培养基、酶、耗材与试剂盒 

Table 1 The main media, enzymes, consumables and kits for the test 

试剂 厂家 
TSA /TSB 培养基 北京奥博星 
NAD Solarbio 公司（北京） 
DNA 回收试剂盒 美国 BIOMIGA 公司 
新、胎牛血清 杭州四季青 
牛血清白蛋白/脱脂奶粉 Sigma 公司（美国） 
DL1000/DL2000/DL5000 DNA Marker Takara 公司（大连） 
6×Loading Buffer Takara 公司（大连） 
T4 DNA 连接酶/限制性内切酶 EcoRⅠ、XhoⅠ  Takara 公司（大连） 
蛋白纯化试剂盒 康为世纪生物科技有限公司 
pMD19-T 克隆载体 Takara 公司（大连） 
质粒小提试剂盒 美国 BIOMIGA 公司 
DAB 显色试剂盒 Solarbio 公司（北京） 
Blue Plus Protein Marker Takara 公司（大连） 
NC 膜、96 孔酶标板/ TMB 单组份显色液 Solarbio 公司（北京） 
5×蛋白上样缓冲液 Solarbio 公司（北京） 
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2.1.5 实验所用培养基及溶液的配置 

2.1.5.1 主要培养基 

0.02%NAD：称取 2 mg NAD 溶于 10 mL 双蒸水，过滤除菌，-20 ℃保存备用。 

TSA 固体培养基: 准确称取 40 g 胰蛋白胨大豆琼脂（TSA），加入 940 mL 蒸馏水，充分摇

匀，加热至完全溶解，在 121℃高压蒸汽灭菌 15 min，冷却至约 45℃，无菌添加 50 mL 新牛血

清，10 mL 灭菌的 0.02%NAD，充分摇匀后倒入平皿，凝固后标明配制日期，4℃保存。 

TSB 液体培养基：准确称取 12 g 胰酪大豆胨液体培养基（TSB），溶于 400 mL 蒸馏水中，

加热至完全溶解，在 121℃高压灭菌 15 min，冷却至室温，标记配制日期，并储存在 4℃备用。

用前无菌操作按百分之五比例加入新牛血清， 百分之一的比例加入 0.02%NAD。 

鲜血琼脂培养基：准确称取 12 g 营养琼脂，将其溶于 360 mL 双蒸水中，充分摇匀，加热至

充分溶解。在 121℃高压蒸汽灭菌 15 min，冷却至约 45℃，并在无菌环境中添加 40 mL 新鲜兔

血,充分摇匀后倒平皿。凝固后标明配制日期，4℃保存。 

LB 液体培养基：将 3 g 的胰蛋白胨、3 g NaCl 和 1.5 g 酵母粉溶解于 300 mL 的三蒸水中，然

后经高压灭菌，冷却至室温，标明配制日期，放置 4 ℃冰箱中备用。 

Amp（100 mg/mL）：将 1 g Amp 粉末溶于 10 mL 去离子水中，过滤并灭菌，分装，储存在

-20 ℃。 

60%甘油—TSB：体积按照 6：4 将甘油与 TSB 液体培养基混匀后，经高压灭菌后冷却至常

温，标明配制日期，放置 4 ℃冰箱保存。 

60%甘油—LB：体积按照 6：4 将甘油与 LB 液体培养基混匀后，经高压灭菌后冷却至常温，

标明配制日期，放置 4 ℃冰箱保存。 

Amp/LB 固体培养基：将 12 g 营养琼脂粉末溶解在 300 mL 的 LB 液体培养基中，并在 121℃

高压灭菌 15 min，冷却至约 45℃，按照千分之一的比例无菌添加 Amp 储存液，然后倒入平板，

凝固后，标注配制日期，放于 4 ℃冰箱中。 

2.1.5.2 琼脂糖凝胶电泳相关试剂 

电泳相关试剂的配制方法，参考论文《猪丁型冠状病毒 HB-BD 株分离鉴定及生物学特性研

究》[112] 

2.1.5.3 连接转化及表达主要试剂的配制 

0.1 mol/L CaCl2 溶液：将 2.22 g 无水 CaCl2溶解在 200 mL 去离子水中，高压灭菌，于 4 ℃

储存。 

60%CaCl2-甘油： CaCl2溶液与甘油 6:4 混匀后，高压灭菌后储存于 4 ℃。 

100 mmol/L IPTG：量取 20 mL 去离子水溶解 0.4766 g 的 IPTG 粉，充分溶解后，使用 0.22µm

滤器过滤，分装保存-20 ℃冰箱。 



 

10 

2.1.5.4 SDS-PAGE 相关试剂的配制 

SDS-PAGE 电泳相关试剂的配制方法，参考论文《猪伪狂犬病毒 gE 基因亚克隆、原核表达

及 ELISA 抗体检测方法的建立》[113]。 

2.1.5.5 Western Blot 相关溶液的配制 

转膜液：用 500 mL 的去离子水溶解 3.03 g Tris 碱和 14.3 g Gly，加入 200 mL 甲醇，充分混

合定容至 1000 mL，并在 4 ℃下储存。 

10×TBS：用去离子水 900 mL 溶解 24.2 g Tris 碱和 80 g NaCl，用浓盐酸调 pH 至 7.5 后，加

去离子水至 1 L，在室温下储存。用时用去离子水稀释至 1 倍。 

洗涤液 TBST（1×）：量取 50 mL 的 10×TBS，加入 450 mL 去离子水，再加入 0.25 mL 的吐

温-20。 

5%脱脂奶粉封闭液：称取 5 g 脱脂奶粉，加入 100 mL 的 TBST 洗涤液中，现用现配。 

2.1.5.6 ELISA 相关试剂的配制 

酶标板包被液：称取 2.93 g NaHCO3粉末，1.59 g 的 Na2CO3粉末，用 950 mL 蒸馏水充分溶

解，把 pH 值调整到 9.6，用 1000 mL 容量瓶定容，转入广口瓶 4℃保存。 

洗涤液（PBST）：称取 4 g NaCL，0.72 g Na2HPO4，0.12 g KH2PO4，0.10 g KCL 溶于 400 mL

蒸馏水中，充分溶解，定容到 500 mL，加入 250 μL 吐温-20，混匀保存 4 ℃冰箱。 

封闭液：称取脱脂奶粉 5 g，溶解到 100 mL 的 PBST 洗涤液，充分摇匀，现用现配。 

硫酸终止液：将 22.2 mL 浓 H2SO4 缓慢的加入到 150 mL 的双蒸水中，稀释至 200 mL，保存

在 4℃冰箱。  

2.1.6 试验相关设备、仪器  
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表 2 试验相关设备、仪器 

Table 2 Test related equipment and instruments 

设备、仪器 型号规格 制造厂家 

振荡培养箱 HZQ-F100 豪城实验仪器制造有限公司 

离心机 Neofuge-13R Heal Force 

PCR 仪 T100 BIO-RAD 公司 

超低温冰箱 BCD-205TA  Haier 公司 

电泳仪 DYY-8C 北京六一仪器厂 

电子天平 FA(N)/JA(N) 上海民桥精密科学仪器有限公司 

超声波细胞粉碎机 KS-600 宁波科生仪器厂 

全自动立式蒸汽灭菌器 YXQLS18SI 上海博讯医疗生物股份有限公司 

洁净工作台 DL-CJ-2ND1 北京东联 

凝胶成像系统 FluorChem-E、M、E 型 美国 ProteinSimole 

酶标仪 Multiskan FC 型     Thermer Fish 

2.2 方法 

2.2.1 副猪嗜血杆菌河北株的分离与血清型鉴定  

2.2.1.1 病理剖检及病原分离 

对病猪进行剖检，采集组织器官、腹水、关节积液等样品，对剖检样品和送检样品进行分菌。

在超净台内用灼烧过的载玻片把组织表面灭菌，无菌剪取深层组织（关节液、腹水用接种环无菌

操作）涂布在含有 NAD（2 μg/mL）和 5%新牛血清的 TSA 培养基，置于 37℃恒温恒湿培养箱 24-

60 小时，挑取圆形、光滑湿润、白色半透明的露珠样菌落进行革兰氏染色，油镜下观察。 

2.2.1.2 “卫星现象”实验 

HPS 的“卫星现象”试验一般采取金黄色葡萄球菌和副猪嗜血杆菌垂直交叉划线，为了便于观

察，在此做了一些变动。挑取疑似副猪嗜血杆菌的单菌落均匀涂布在鲜血琼脂板上，再分 5 点涂

上金黄色葡萄球菌，置于 37℃培养箱 24-36 小时，观察结果。 

2.2.1.3 PCR 鉴定 HPS 的血清型 

挑取具有“卫星现象”生长的疑似 HPS 菌落，接种到加入血清（5%）和 NAD 的 TSB 液体培

养基，200 r/min，37℃摇菌 16-18 个小时，以菌液为模板，做菌液 PCR。因为副猪嗜血杆菌血清

型较多，其中一些不可分型，造成 PCR 鉴定 HPS 的引物对数较多，所以在每一个鉴定血清型的

反应中都加入目的片段为 275 的引物，保证所用模板为副猪嗜血杆菌，在此基础上在进行血清型

鉴定。 
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PCR 引物参考 Howell K J 等[17]和 Aiqing Jia[18]等，由北京三博远志公司合成。 
表 3  HPS 血清型 PCR 鉴定引物 

Table 3 HPS serotype PCR identification primers  

 
PCR 体系 24μ： 

2×Mix 12 μL 

N 上游引物 1 μL 

N 下游引物 1 μL 

A 上游 1 μL 

A 下游 1 μL 

模板 2 μL 

ddH2O 6 μL 

总体系 24 μL 
注：N 代表 HPS 的 1-15 型；A 代表目的片段为 275 的引物 

 

PCR 反应程序：94℃预变性 5 min，94℃30 s，58℃30 s，72℃1 min，29 个循环，72℃10 min，
4℃保存。 

将 PCR 产物用 1.5%的琼脂糖凝胶电泳，按照琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒（BIOMIGA）说

明书进行操作，回收产物并测序，测序结果与 NCBI 公布相关序列比对。 

基因 上游 (5，-3，) 下游 (5，-3，) 血清型 产物 (bp)

funB CTGTGTATAATCTATCCCCGATCATCAGC GTCCAACAGAATTTGGACCAATTCCTG 1 180 

wzx CTAACAAGTTAGGTATGGAGGGTTTTGGTG GGCACTGAATAAGGGATAATTGTACTG 2 295 

glyC CATGGTGTTTATCCTGACTTGGCTGT TCCACATGAGGCCGCTTCTAATATACT 3 650 

wciP GGTTAAGAGGTAGAGCTAAGAATAGAGG CTTTCCACAACAGCTCTAGAAACC 4 320 

wcwK CCACTGGATAGAGAGTGGCAGG CCATACATCTGAATTCCTAAGC 5  450 

gltI GATTCTGATGATTTTTGGCTGACGGAACG CCTATTCTGTCTATAAGCATAGACAGGAC 6 360 

funQ CTCCGATTTCATCTTTTCTATGTGG CGATAAACCATAACAATTCCTGGCAC 7 490 

scdA GGAAGGGGATTACTACTACCTGAAAG CTCCATAGAACCTGCTGCTTGAG 8 650 

funV AGCCACATCAATTTTAGCCTCATCA CCTTAAATAGCCTATGTCTGTACC 9 710 

funX GGTGACATTTATGGGCGAGTAAGTC GCACTGTCATCAATAACAATCTTAAGACG 10 790 

amtA CCATCTCTTTAACTAATGGGACTG GGACGCCAAGGAGTATTATCAAATG 11 890 

hypothetical  ATGGCTCACGATCCGAAAG ATTTCCCTTTCCTAAACGC 12 508 

gltP GCTGGAGGAGTTGAAAGAGTTGTTAC CAATCAAATGAAACAACAGGAAGC 13 840 

funAB GCTGGTTATGACTATTTCTTTCGCG GCTCCCAAGATTAAACCACAAGCAAG 14 730 

funI CAAGTTCGGATTGGGAGCATATATC CCTATATCATTTGTTGGATGTACG 15 550 

HPS_219690793 ACAACCTGCAAGTACTTATCGGGAT TAGCCTCCTGTCTGATATTCCCACG All 275 
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2.2.1.4 HPS 的保存 

经过 PCR 鉴定 HPS，分别采取以下几种方法保存。1、直接在 TSA 培养基上划线，培养 24-

36 小时，密封保存 4℃冰箱。2、接种 TSB 肉汤，摇菌 16-18 小时，分装到 1.5 mL 的离心管，每

管 1mL，分别储存于 4℃、-20℃。3、TSB 摇菌 16-18 小时，菌液与 60%的甘油-TSB 各 500 μL 混

匀，分装到 1.5 mL 离心管，封口膜密封。分别保存到-20℃和-80℃。4℃保存菌种每 2 天接种一

次，加入甘油保存的菌种每 15 天复苏一次。 

2.2.2 HPS 细胞致死膨胀素 C 亚基（CdtC）全基因的扩增与分析 

2.2.2.1 扩增 CdtC 基因引物的设计 

在引物设计软件 Primer5.0 中，输入  GenBank 中下载的 HPS 全基因 SH0165(登录号

CP001321.1)中 CdtC 序列，设计了上游引物 F1，下游引物 R1。目的片段为 641 bp。 

F1：5 ′– CCAAAAGGCGGAGCAATG – 3′ 

R1：5′ – TACACAATGCGAATCAAACCAC – 3′ 

以上引物由北京三博远志公司合成 

2.2.2.2 HPS 基因组 DNA 的提取 

用 1000 µL 纯水洗脱 TSA 培养基上的 HPS 菌落，煮沸 10 min，13201×g，4 ℃离心 3 min，

DNA 在上清中，作为模板，存放在-20℃冰箱。 

2.2.2.3 CdtC 基因的 PCR 扩增 

以获得的 HPS 的 DNA 为模板，设计的引物 F1、R1 扩增 CdtC 的全基因。 

反应体系如下  

 
ddH2O 6 µL 
模板 2 µL 

2×Mix 10 µL 
引物 F1 1 µL 
引物 R1 1 µL 
总体系 20µL 

扩增程序为，94 ℃4 min，进行预变性。然后循环反应，94 ℃变性 30 s，55 ℃退火 30 s，

72 ℃延伸 1 min，循环 30 次；最后 72 ℃延伸 10 min。取 PCR 扩增产物 8 µL 进行电泳，使用

凝胶成像系统拍照观察结果。 
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2.2.2.4 PCR 产物的回收与纯化 

按照琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒（BIOMIGA）说明书进行操作。回收的产物放-20℃冰箱保

存。 

2.2.2.5 CdtC 全基因与克隆载体的连接 

上一步纯化回收得到的 CdtC 全基因 DNA 与 pMD19-T、Ligation Solution I 按如下体系混匀，

放入 16 ℃连接 1 小时。连接产物命名为 pMD19-T-CdtC。  

 

Solution I 5.0 µL 

CdtC 全基因 DNA 4.5 µL 

pMD19-T 载体（50 ng/µL） 0.5 µL 

总体系 10.0 μL 

2.2.2.6 感受态细胞的制备与连接产物的转化 

该部分的具体操作，详见论文《猪圆环病毒 3 型抗体 ELISA 方法的建立及初步应用》[114]。 

2.2.2.7 重组质粒的提取 

重组质粒的提取按照高纯度质粒小提取试剂盒说明书进行操作。提取的质粒放到-20℃的冰

箱保存。 

2.2.2.8 pMD19-T-CdtC 重组质粒的序列测定 

对重组质粒 pMD19-T-CdtC 进行 PCR 鉴定，用 60 %甘油 LB 保存阳性克隆菌，并送至北京

中科西林公司测序。登录 NCBI 官网并利用其中的 Blast 功能将测序结果比对，不同血清型的扩

增测序结果使用 DNAstar 软件对其进行同源性分析。 

2.2.3 CdtC 优势抗原表位的扩增及重组表达质粒的构建 

2.2.3.1 表达引物设计及合成  

利用 DNAstar 软件筛选出 CdtC 蛋白优势抗原部分，获得相应的基因序列，利用 Primer5.0 设

计了带有酶切位点的表达引物 F2、R2，下划线的序列为酶切位点。目的基因大小为 414 bp，由北

京三博远志公司合成。 

上游 F2: 5 ′-CCGGAATTCGAAACACCACCGATGCCA-3 ′（EcoRI 酶切位点） 

下游 R2: 5 ′-CCGCTCGAGATTGCTAGGTTCTGCAGA-3 ′（XhoI 酶切位点） 
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2.2.3.2 靶基因的扩增和回收 

以表达引物 F2 和 R2 为 PCR 扩增的引物，质粒 pMD19-T-CdtC 为模板，建立 20 µL 的反应

体系，扩增靶基因并命名为 CdtC414。   

ddH2O 6 µL 

2×Mix 10 µL 

F2 1 µL 

R2 1 µL 

pMD19-T-dtC 2 µL 

总体系 20 µL 

反应程序为 94 ℃，5 min 预变性， 94 ℃变性 30 s，62 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 45s，循环

反应 30 次，最后 72 ℃延伸 10 min。将扩增产物进行电泳，使用凝胶成像系统拍照观察结果。

按照琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒（BIOMIGA）说明书进行操作，回收产物并保存。 

2.2.3.3 质粒 pMD19-T-CdtC414 的重组 

将 pMD19-T 载体与上步回收的产物连接，连接方法同 2.2.2.5。转化方法同 2.2.2.6，将重组

质粒命名为 pMD19-T-CdtC414。 

2.2.3.4 pMD19-T-CdtC414 重组质粒的提取 

质粒的提取参考 2.2.2.7。 

2.2.3.5 pMD19-T-CdtC414 测序鉴定 

具体操作方法同 2.2.2.8。 

2.2.3.6 质粒 pMD19-T- CdtC414 与载体 pET-32a 的双酶切 

把 pMD-19-T-CdtC414 质粒和 pET-32a 载体，用 EcoRⅠ和 XhoⅠ双酶切。 

体系如下： 

灭菌 ddH2O 4µL 

Xho I 1 µL 

EcoRI 1 µL 

10×buffer K 2 µL 

pET-32a/ pMD19-T- CdtC414 12 µL 

总体系 20 µL 

充分混合，在 37℃水浴中反应 3 小时，电泳酶切产物，使用凝胶成像系统拍照观察结果。 
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2.2.3.7 产物的回收 

参考 2.2.2.4 回收酶切产物。 

2.2.3.8 表达质粒 pET-32a 与靶基因的连接 

用连接酶连接回收的 CdtC414 靶基因与酶切后 pET-32a 进行连接，命名产物为 pET-32a-CdtC。 

体系如下： 

T4 连接酶 1 µL 

10×T4 DNA 连接酶 Buffer 1 µL 

pET-32a（酶切后） 5 µL 

CdtC414 3 µL 

总体系 10 µL 

连接产物转化转至 DH5α 感受态细胞中。 

2.2.3.9 质粒 pET-32a-CdtC 的抽提 

质粒的提取参考 2.2.2.7。 

2.2.3.10 质粒 pET-32a-CdtC 的双酶切鉴定 

把 pET-32a-CdtC 重组质粒用 EcoRⅠ和 XhoⅠ酶切，采用 10 µL 酶切体系。 

 

ddH2O 2 µL 

10×buffer K 1 µL 

XhoⅠ 0.5 µL 

EcoRⅠ 0.5 µL 

pET-32a-CdtC 6 µ 

总体系 10 µL 

使各反应物充分混合，，放入 37℃水浴 3 小时，酶切产物跑电泳，拍照观察。  

2.2.3.11 表达质粒 pET-32a-CdtC 转入 E.coli BL21（DE3）感受态细胞 

经过双酶切鉴定，正确的阳性质粒，转入大肠杆菌 BL21（DE3）感受态细胞。E.coli BL21 感

受态细胞的制备方法与感受态 DH5α 的制备方法相同，转入方法同 2.2.2.6。 
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2.2.4 重组质粒 pET-32a-CdtC 的表达及纯化与鉴定 

2.2.4.1 重组质粒 pET-32a-CdtC 的表达 

使用表达引物对转入 pET-32a-CdtC 重组质粒的 E.coli BL21 的菌落进行菌落 PCR，鉴定为阳

性的菌落进行摇菌扩增，先用试管摇菌，摇菌的 LB 培养基中加入 Amp，培养基以 4-5mL 比较合

适。摇菌试管封口倾斜固定在摇床上，温度设定为 37℃ ，转速设定为 180 r/min，振荡培养过夜，

作为菌种保存备用。取 1 mL 菌种，加入到 100 mL 的 LB 液体培养基，加入 Amp 进行摇菌。每

隔 1 小时取 3 mL 菌液测定 OD 值，当 OD600nm 在 0.6～0.8 之间时，加入千分之一比例的诱导剂

IPTG，取出 1 mL 菌液保存备用，剩余菌液继续放入摇床振荡培养。每隔两小时取菌液一次，共

取 4 次，停止摇菌。取的菌液样品处理后，用 SDS-PAGE 分析重组蛋白的表达效果，并将空载体

（转入感受态 BL21）作对照。 

2.2.4.2 pET-32a-CdtC 重组蛋白的可溶性检测 

取 0.5 mL 菌种，加入到 50 mL 的 LB 液体培养基中，加入千分之一的 Amp ，在 180 r/min，

37℃的摇床进行培养 ，分时间段取样测 OD 值，当 OD600nm 在 0.6～0.8 之间时加入千分之一的

IPTG 诱导蛋白表达。摇菌 6 小时，将菌液转入无菌离心管离心，转速 7 000 r/min,时间为 10 min，

弃掉上清，用裂解液处理沉淀，使沉淀充分悬浮，置于冰上低温下超声波粉碎。菌液破碎裂解至

清亮，12 000 r/min 离心 15 min，上清与沉淀分开收集，变性处理后，跑 SDS-PAGE 电泳检测蛋

白的存在形式。 

2.2.4.3 重组 pET-32a-CdtC 蛋白的纯化 

用锥形瓶加入 100 mL 液体 LB 培养基，进行重组菌体的诱导表达，6 小时后把菌液离心，弃

掉上清，将菌体冰上超声破碎裂解，再次离心，弃掉上清，沉淀用 Binding Buffer 充分溶解，再

次 10 000 r/min，4℃离心 15 min，取上清。按照包涵体蛋白 His 标签纯化试剂盒(康为世纪)说明

书，纯化重组蛋白。 

1） 向层析柱中加入 2 mL 混匀得填料，静置 9-10 min，等待凝胶沉降，打开出液口使乙醇

流出。 

2） 用 10-12 mL 去离子水和 8 倍柱体积的 Binding Buffer 分别冲洗、平衡柱子。 

3） 收集的上清转移到 1 mL 的注射器，缓慢地滴加向柱子中，用 10 mL 的离心管收集流穿

液，再次过柱子纯化，提高蛋白产量。 

4） 用 Binding Buffer 缓慢的冲洗杂蛋白，约需要 15 mL 的量。 

5） 向柱子中缓慢滴加 Elution Buffer 洗脱蛋白，收集到 1.5mL 的离心管，每管 1 mL，收集

洗脱峰 6 管，并编号。 

6） 用 3mL 的 Elution Buffer 冲洗镍柱，洗净目的蛋白，用去离子水 10 mL 冲洗柱子，用的

20%乙醇平衡柱子，并浸没柱子，将柱子上下口密封，放在 4℃冰箱。 
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2.2.4.4 重组 pET-32a-CdtC 蛋白的 Western blot 鉴定 

将重组蛋白进行 SDS-PAGE 电泳，切胶，将蛋白转印到 NC 膜上。转膜采用半干转印法，把

转膜液浸泡过的胶、NC 膜、软垫，以软垫-凝胶-NC 膜-软垫的顺序放好，赶出空气，电压调到 21 

V， 转印 30 min。用 TBST 配制的 5%脱脂奶粉溶液封闭转印后的 NC 膜， 4℃过夜，次日取出

NC 膜，先用 TBST 洗膜 5 min，再用 TBS 洗膜 5 min，交替清洗三次，可放入大小合适平皿，低

速摇床洗膜。清洗后加入用 TBST 按 100:1 稀释 HPS 阳性血清，室温摇荡反应 1.5 h，洗涤三次。

将 HRP 标记的兔抗猪 IgG 按 10 000 倍稀释，加入到放置 NC 膜平皿中，室温摇荡反应 1.5 h，然

后洗涤。使用 DAB 在暗处显色 NC 膜，在显色明显清晰后，用蒸馏水冲洗终止显色。 

2.2.4.5 纯化蛋白浓度的测定 

用 Thermo Scientific NanoDrop 2000 超微量分光光度计测定纯化蛋白浓度，冷冻保存，短期

可放入-20℃，-80℃可长期保存。 

2.2.5 血清中 HPS 的 IgG 抗体间接 ELISA 检测方法的建立 

2.2.5.1 最佳包被抗原浓度及血清稀释倍数的确定 

用包被液稀释纯化的重组蛋白，稀释到 8 μg/mL ，取出 5 列空酶标板，每孔加入 100 µL 包

被液，在第一列的每孔中加入 100 µL 稀释后的蛋白，吹打均匀，在吸出 100 µL ，加入到第二列

孔中，混匀，再吸出 100 µL 加入第 3 列孔，以此类推，第 5 列孔混匀后，吸出 100 µL 弃掉。这

样第一列到第 5 列的蛋白浓度依次为 4 μg/mL，2 μg/mL，1 μg/mL，0.5 μg/mL，0.25 μg/mL，把

酶标板放 37 ℃孵育 1 h ，再放 4 ℃冰箱过夜；次日，甩出包被蛋白，用缓冲液 PBST 洗涤 3

次，每次每孔 200 µL，放置 3 min，可轻轻晃动酶标板；洗涤后拍出剩余的洗涤液，加入用 PBST

配制的 5%脱脂奶粉封闭液，每孔 200 µL，放入 37 ℃恒温箱封闭 1 h；甩出封闭液，用缓冲液

PBST 洗涤 3 次，每次每孔 200 µL。在稀释板中，用封闭液按照稀释蛋白的倍比稀释方法，将阳

性、阴性血清稀释成 1∶50、1∶100、1∶200、1∶400 的比例，用移液枪吸取 100 µL 加入到每

一行酶标板，放到 37 ℃恒温箱反应 1 h；小心快速的甩出一抗溶液，防止污染相邻孔，使用 PBST 

洗涤酶标板 3 次，排干；然后每孔加入用封闭液按 10 000 倍稀释的 HRP-兔抗猪 IgG，每孔 100 

µL，放入 37℃恒温箱孵育 1 小时；使用 PBST 洗涤酶标板 3 次，拍干。每孔加入 100 µL 的

TMB 单组份显色液盖上黑色的盖子，室温下显色 15 min；每孔加入 50 µL 的 2 mol/L 浓硫酸终

止液，终止显色反应，用酶标仪读取各反应孔的 OD450nm值。最佳工作条件的选定标准是：阳性/

阴性 OD450nm 值（P/N）比值最大，阳性血清的 OD450nm 值（P 值）接近 1.0。 

2.2.5.2 蛋白包被最佳条件的确定 

用确定的最佳蛋白浓度包被酶标板，分别按 37 ℃反应 1 h 后再 4 ℃过夜；37 ℃反应 2 h 

后 4 ℃过夜； 直接放入 4 ℃过夜；37 ℃反应 2 h 等 4 种反应条件进行包被，选择最佳包被条
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件，剩余操作方法同 2.2.5.1。 

2.2.5.3 最佳封闭液的确定 

使用最佳抗原浓度最佳包被条件包被酶标板，用四种不同的封闭液对酶标板进行封闭。这 4

中封闭液分别是 PBST 缓冲液稀释的 1% BSA 溶液， 5%的脱脂奶粉溶液、5%胎牛血清溶液、5%

新牛血清溶液。其它操作按 2.2.5.1 进行。根据阴阳性血清 OD450nm和 P/N 的值来确定最合适的封

闭液。 

2.2.5.4 封闭最佳时间的确定 

使用确定的最佳包被条件，分别在 37 ℃封闭 0.5 h、1 h、1.5 h、2 h 等 4 种不时间，其它操

作按照 2.2.5.1 进行操作，比较阳阴性血清的 OD450nm值，选择封闭的最佳时间。 

2.2.5.5 一抗最佳作用时间的确定 

采用最佳反应条件包被、封闭酶标板，加入 1：200 倍稀释的一抗，分别在 37 ℃作用 0.5 h、

1 h、1.5 h、2 h。其它操作按照 2.2.5.1 进行操作，根据 P/N 最大确定最合适的作用时间。 

2.2.5.6 酶标二抗浓度的确定 

按照以上确定的最佳反应条件操作，用 1 : 5000、1 : 10000、1:15000、1 : 20000 等不同浓度

的酶标二抗进行反应，每孔加入 100 μL，放在 37 ℃反应 1 小时， 其它操作同  2.2.5.1，计算出

P/N 的值最后确定最合适的作用浓度。 

2.2.5.7 二抗最佳反应时间的确定 

根据上述确定的最佳反应条件，最佳二抗浓度分别在 37 ℃0.5 h、1 h、1.5 h、2 h 反应，其它

操作同 2.2.5.1 进行，计算出 P/N 的值最后确定最合适的作用时间 

2.2.5.8 显色时间的确定 

根据上述确定的最佳反应条件，用 TMB 显色液， 每孔 100 μL 盖上黑色的遮光盖，显色 5 

min、8 min、10 min、15 min，比较不同的显色时间，根据血清 OD450nm值确定最佳显色时间。 

2.2.5.9 ELISA 临界值的确定 

选取 30 份 HPS 的阴性血清，用新建的 ELISA 方法检测。测出 30 份血清 OD450nm 值，计算

出平均值(AV)和标准方差(SD)。利用统计学原理，计算出 AV+3×SD 和 AV+2×SD 值，前者得出的
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值为阳性临界值，后者得出的为阴性临界值，两者之间为可疑值，需重测。 

2.2.5.10 新建方法的特异性试验 

用猪流行性腹泻病毒(PEDV)、猪瘟病毒(CSFV)、口蹄疫病毒(FMDV)、蓝耳病毒(PRRSV)及

大肠杆菌(E.coli)的阳性血清及 HPS 的阴阳性血清检测新建 ELISA 方法的特异性。  

2.2.5.11 新建方法的重复性试验 

对建立方法进行批内、批间重复试验，检验方法的重复性。批内试验选取 5 份血清样品，每

份重复 5 个孔，进行检测；批间试验，选用 3 批次纯化的蛋白包被酶标板，检测 5 份相同的血清

样品。利用表格分析批内、批间的变异系数。 

2.2.5.12 ELISA 方法的 ROC 曲线分析 

选取明确阴阳性的猪血清样品 60 个（28 个阴性、32 个阳性）分别使用 ELISA 方法和 western 

blot 分别测试，用 SPSS 软件以 western blot 的结果为标准，绘制 ROC 曲线，分析 ELISA 方法的

敏感性和特异性。 

2.2.5.13 临床样品的检测 

对 2017 年 9 月至 2018 年 7 月从河北省不同地区猪场收集的血清 561 份进行 HPS 抗体的检

测。 
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3 结果 

3.1 副猪嗜血杆菌河北株的分离与血清型鉴定 

3.1.1 菌落特征及油镜下细菌形态 

将纯化的 HPS 划在含有 2 μg/mL 的 NAD 和 5%的新牛血清的 TSA 培养基上于 37℃培养 36-

48 小时，形成圆形、针尖大小、光滑湿润、白色半透明的露珠样菌落，如图 1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

挑选单菌落涂片，革兰氏染色，在油镜下观察，细菌被染成红色，呈球杆状、短杆状、长杆

状、螺旋丝状等多种形态，如图 2 （A 为 14 型  B 为 5 型） 

 

 

 

 

 

 

 

图 1 HPS 在 TSA 培养基上的菌落
Fig. 1 Morphology of HPS colony on TSA 

A B 

图 2 HPS 在显微镜下的形态（1000×）    A：HPS14 型 B：HPS 5 型 
Fig. 2 Microscopic morphology of HPS （1000×） A:HPS14 serovar   B:HPS 5 serovar 
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3.1.2 “卫星现象”实验结果 

在涂有疑似副猪嗜血杆菌的血琼脂培养基上，金黄色葡萄球菌菌落周围出现 “卫星现象”，即

离金黄色葡萄球菌越近，菌落越大；越远，菌落越小，并且菌落周围不溶血。未接种金黄色葡萄

球菌的部分，无 HPS 生长。结果表明，分离细菌是 NAD 生长依赖性细菌，这与副猪嗜血杆菌的

培养特征一致。（图 3） 

 

3.1.3 PCR 血清型鉴定结果 

对疑似副猪嗜血杆菌的菌株进行菌液 PCR，分别获得 1、4、5、7、14 型副猪嗜血杆菌，还

有 4 株分离菌确定是 HPS 但是不能确定血清型。 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 3  HPS 的“卫星”现象 
Fig. 3 The "satellite" phenomenon of HPS

M   1    2   3    4   5    6 

1000 
750 
500 
400 
300 

200 

bp 

730 
490 
450 
320 
275 
180 

图 4  HPS 分离株的 PCR 结果 
Fig. 4. PCR results of HPS isolates 

M：DL1000 DNA Maker 1:1 型; 2:4 型; 3:5 型; 4:7 型; 5:14 型; 6:阴性对照 
M: DL1000 DNA Maker 1:1 serovar; 2:4 serovar; 3:5 serovar; 4:7 serovar; 5:14 serovar; 6: control 
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3.1.4 副猪嗜血杆菌的保存 

不同条件下 HPS 保存的时间如下表： 
表 4 不同条件下 HPS 的保存时间 

Table 4 Preservation Time of HPS under Different Conditions 

保存条件 
4℃ -20℃ -80℃ 

TSA TSB TSB 30%甘油-TSB 30%甘油-TSB 

保存时间（d） 8-10 4-6 0 45-60 90 以上 

 

在 TSA 培养基上划线 4℃保存中发现，菌落数越少，菌落直径越大，保存的时间较长。TSB

菌液-20℃冷冻既死，在病料分离中也发现冷冻保存的病料中无法分离出 HPS。 

3.2 HPS 的 CdtC 基因序列分析 

3.2.1 HPS 的 CdtC 扩增结果 

用分离的不同血清型的 HPS 基因组作模板，用特异性引物 F1、R1 进行扩增，照胶结果显示

在 500 bp-750 bp 之间出现比较一致的条带，出现的位置符合所预测的 641 bp 大小。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.2.2 pMD19T-CdtC 质粒 PCR 鉴定 

以连接转化的大肠杆菌 DH5α 菌液为模板，以 F1、R1 为特异性引物进行 PCR 扩增，出现 

M  1   2   3   4   5    6    7  8   9

1000 
750 
500 

bp 

641 

图 5  HPS-CdtC 基因的扩增 
Fig. 5 Amplification of HPS-CdtC Gene 

M：DL1000 DNA Maker 1:1 型; 2:4 型; 3:5 型; 4:7 型; 5:14 型; 6-8:未定型；9：阴性对照 
M: DL1000 DNA Maker 1:1 serovar; 2:4 serovar; 3:5 serovar; 4:7 serovar;  

5:14 serovar;6-8: Unfinalized 9: negative control
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641 bp 的扩增条带，与预测产物大小一致，结果如图 6： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.2.3 基因序列测定及分析 

将测序的结果进行 BLAS，并利用 DNAstar 软件比对不同血清型 CdtC 基因与 GenBank 中

SH0165（登录号： CP001321.1）的序列。比对如下图 7，说明该基因非常保守。 

 

 

 

M    1    2    3    4 

1000 
750 
500 
400 
300 

200 

100 

bp 

641 

图 6 pMD19-T-CdtC 质粒 PCR 鉴定结果 
Fig. 6 Identification of pMD19-T-CdtC Plasmid by PCR 

M：DL1000 DNA Maker 1-3 平行实验 
M: DL1000 DNA Maker; 1-3 Parallel Experiments

图 7 不同血清型 CdtC 基因的序列比对 
Fig. 7 Sequence alignment of different serotypes of CdtC gene 
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3.3 重组表达质粒 pET-32a-CdtC 的构建及鉴定 

3.3.1 HPS- CdtC414 优势抗原表位的扩增及克隆 

利用 DNAstar 筛选的 CdtC 优势抗原表位如图 8，优势抗原是第 20-157 个氨基酸，对应碱基

414 bp。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

重组质粒 pMD19-T-CdtC 为模板，F2 和 R2 为 PCR 扩增引物。结果如下图，在 400 bp 附近

出现单一的条带，符合预计大小。用 pMD19-T 载体连接靶基因产物， 构建质粒 pMD19-T- 

CdtC414。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

M   1

400 bp 414 bp 

图 9 目的基因 PCR 结果 
Fig. 9 The results of Target gene by PCR 

M:DL1000; 1 :PCR 产物 
M: DL1000 DNA Maker; 1: PCR products 

图 8 CdtC 优势抗原表位分析 
Fig. 8 Analysis of dominant antigen epitopes of CdtC 
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3.3.2 重组质粒 pMD19-T- CdtC414 的双酶切 

用 EcoRI 和 XhoI 两个限制性内切酶消化重组质粒 pMD19-T- CdtC414，产物利用 1%琼脂糖

凝胶电泳，拍照观察如图 10，在 3000 bp 附近、500 bp 附近各出现一条带，符合预期大小，双酶

切鉴定阳性。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.3.3 CdtC414 基因的测序结果 

经过 NCBI Blast 比较分析，扩增 CdtC414 基因无插入、无缺失，靶基因已经正确插入载体。  

3.4 重组质粒 pET-32a-CdtC 的构建及鉴定 

3.4.1 重组质粒 pET-32a-CdtC 的构建 

重组质粒 pMD19-T- CdtC414 和 pET-32a 质粒分别用 EcoRI 和 XhoI 两个酶进行双酶切，将

切下来的 CdtC414 基因和线性 pET-32a 载体进行胶回收，构建表达质粒 pET-32a-CdtC。 

3.4. 2 重组质粒 pET-32a-CdtC 的双酶切鉴定 

表达质粒 pET-32a-CdtC 经 EcoRI 和 XhoI 双酶切，酶切产物电泳拍照观察，结果如下图，产

物片段与预期大小一致。 
  

M    1     2    3    4 

3000 
2000 
 
1000 
 
500 

bp 

2692

414 

图 10 pMD-19-T- CdtC414 双酶切结果 
Fig. 10 The result of pMD19-T-CdtC414 by double digestion 

M．DL5000 DNA Marker；1,2 重组质粒; 3,4.酶切产物 
M.DL5000 DNA Marker; 1,2 recombinant plasmid; 3,4. Enzyme digestion products 



 

27 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

3.5 pET-32a-CdtC 的原核表达及重组蛋白的鉴定 

3.5.1 pET-32a-CdtC 的原核表达 

IPTG 诱导后，在不同时间取样，然后通过 SDS-PAGE 电泳分析，可见大小约 36 kDa 的蛋白

条带。蛋白表达水平在 6 h 效果最好，诱导前和空载体没有出现目的条带（图 12）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

500 

M    1

5000 

1000 

bp 

5900 

414 

图 11 质粒 pET-32a-CdtC 的双酶切结果 
Fig.11 The result of the recombinant plasmidpET-32a-CdtC by double digestion 

M. DL5000; 1.酶切产物 
M. DL5000 DNA Marker; 1. Products of enzyme digestion 

M   1    2    3    4   5    6 

40 

kDa 

100 

25 

36 

图 12 诱导不同时间 pET-32a-CdtC 的 SDS-PAGE 检测结果 
Fig.12 The results of SDS-PAGE detection of pET-32a-CdtC at different induction times 

M:蛋白分子质量标准;1:pET-32a 空载体诱导后 6 h ;2-6: 重组菌诱导 0、2、4、6、8 h 
M: Protein molecular weight Marker; 1:Not induce uninduced plasmid in 6 h;  

2-6:pET-32a-CdtC induced in 0、2、4、6、8 h 
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3.5.2 重组蛋白的可溶性检测 

用超声波裂解含重组质粒的细菌溶液，分别收集上清和沉淀，变性处理后，跑 SDS-PAGE 电

泳。拍照观察，如下图 13。结果显示裂解菌液的沉淀中有约 36 kDa 的条带，而上清没有，表明

重组蛋白 pET-32a-CdtC 存在包涵体中。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.5.3 重组蛋白的纯化 

裂解诱导的重组菌体，并纯化重组蛋白，纯化的产物变性处理后进行 SDS-PAGE 电泳，拍照

观察。结果显示纯化的蛋白质在 36 kDa 处（图 14）显示出明显的条带，表明重组蛋白得被纯化。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图13..蛋白的可溶性检测结果 
Fig.13 The Results of protein solubility test 

M:蛋白分子质量标准; 1:上清; 2沉淀 
M.:Protein Marker; 1: Supernatants; 2.:Sedimentation  

36 40 

M    1    2    

14 

100 

kDa 

M  1   2    3 

40 kDa 36 kDa 

图 14 纯化的 pET-32a-CdtC 蛋白 SDS-PAGE 结果 
Fig.14 The SDS-PAGE results of pET-32a-CdtC Protein purification 

M:蛋白分子质量标准; 1: pET-32a; 2:流穿液; 3: 蛋白洗脱液 
M. Protein  Marker; 1. pET-32a;2.Liquid flow in protein;3: Protein e-lutions 



 

29 

3.5.4 重组蛋白的 Western blot 鉴定 

如图 15 所示，在暗处用 DAB 显色，在 36 kDa 的位置出现清晰条带。表明重组蛋白可以与

HPS 阳性血清特异性反应。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.5.5 蛋白浓度的测定 

利用 NanoDrop 2000 超微量分光光度计测定纯化蛋白浓度，现只把第一次纯化后测定的浓度

列出。1 号管 3.913 mg/mL，2 号管 4.810 mg/mL,3 号管 0.648 mg/mL，4 号管 0.167 mg/mL,5 号管

为 0.038 mg/mL，因 5 号管浓度已经很低，6 号管未测。 

3.6 ELISA 检测方法条件的确定及优化 

3.6.1 重组抗原最佳包被浓度和血清的最佳稀释比例 

如表中所示，当血清稀释度为 1∶200 时，重组蛋白质 pET-32a-CdtC 1 μg/mL 是最佳的，P/N

值较高（19.018）且阳性血清的 OD450nm值在 1.0 附近。 
  

M     1      2 

图 15 重组蛋白的 Western blot 检测 
Fig.15 Western blot detection of pET-32a-CdtC protein 

M:蛋白分子质量标准; 1: 重组蛋白; 2::对照 
M:Protein marker; 1. Recombinant protein; 2: Control 

40 kDa 
36 kDa 
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表 5 pET-32a-CdtC 重组蛋白方阵试验 

Table 5 The checkerboard titration test of recombinant pet-32a-cdtc protein 

血清稀释度 
抗原包被浓度（μg/mL） 

4 2 1 0.5 0.25 

 50׃1

P 3.067 2.461 2.269 2.153 1.834 
N 0.069  0.114  0.086  0.123  0.064  

P/N 44.449  21.588  26.384  17.504  28.656  

1:100 

P 1.790  1.647  1.591  1.504  1.160  

N 0.059  0.064  0.169  0.071  0.067  

P/N 30.339  25.734  9.414  21.183  17.313  

1:200 

P 1.129  1.155  1.065  0.982  0.848  

N 0.070  0.065  0.056  0.071  0.061  

P/N 16.129  17.769  19.018  13.831  13.902  

1:400 

P 0.555  0.600  0.523  0.460  0.410  

N 0.051  0.076  0.063  0.060  0.093  

P/N 10.882  7.895  8.302  7.667  4.409  

注：P：阳性血清的值；N：表示阴性血清值。（下同） 

Note：P ：positive sera value ; N ： negative sera value 

3.6.2 抗原最佳包被时间的确定 

由表 6 可知，当选用 37℃恒温作用 2 h 包被时，阳性血清的 OD450nm值在 1.0 附近，P/N 值较

高（15.843）效果最好 
表 6 不同包被条件的影响 

Table 6 The influence of different coating condition 

血清稀释度 不同包被条件

4℃过夜 37 ℃ 1h 37 ℃ 1h4℃过夜 37 ℃ 2h， 
1:200 （P） 0.928 1.133 1.185 1.077 
1:200 （N） 0.067 0.075 0.078 0.068 

P/N 13.851 15.107 15.253 15.843 

3.6.3 最佳封闭液的确定 

由表 7 可知，当以脱脂奶粉（5 %）为封闭液时，阳性血清的 OD450nm值在 1.0 附近且 P/N 值

较高（16.313） 
表 7 不同封闭液的确定 

Table 7 Determination of different blocking buffer 

血清稀释度 
不同封闭液 

5%脱脂奶粉     5%新牛血清 5%胎牛血清 1%BSA  

1:200 （P） 1.093  1.100  1.510  1.348  

1:200 （N） 0.067  0.112  0.290  0.550  

P/N 16.313  9.821  5.207  2.451  
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3.6.4 最佳封闭时间的确定 

从表 8 可以看出，当封闭时间为 1 h 时，P/N 值较高（16.636），阳性血清的 OD450nm值在 1.0

附近。 

表 8 封闭时间 
Table 8 Sealing time 

血清稀释度 
封闭时间（h） 

0.5      1 1.5 2 

1:200 （P） 0.847 1.098 1.167 1.286 

1:200 （N） 0.063 0.066 0.078 0.088 

P/N 13.444  16.636  14.962  14.614  

3.6.5 一抗最佳作用时间的确定 

如表 9 所显示，当血清于 37 ℃反应 1 h，P 值在 1.0 左右，阳性与阴性的 OD450nm 比值（P/ 

N）最大（16.683）。 
表 9 一抗反应时间 

Table 9 Reaction time of checked serum 

血清稀释度 
一抗反应时间（h） 

0.5      1 1.5 2 

1:200 （P） 0.886  1.051  1.045  1.221  

1:200 （N） 0.061  0.063  0.065  0.075  

P/N 14.530  16.683  16.082  16.280  

3.6.6 酶标抗体最佳稀释倍数 

如表 10 所示，当酶标二抗以 1∶10 000 稀释时，P 值接近于 1.0。阳性与阴性血清的 OD450nm 

比值（P/N）最大（17.100） 
表 10 酶标二抗稀释浓度 

Table 10 Dilution of enzyme labeled antibody 

血清稀释度 
二抗稀释倍数 

1:5000    1:10000 1：15000 1：20000 

1:200 （P） 1.349 1.026 0.816 0.595 

1:200 （N） 0.08 0.06 0.052 0.049 

P/N 16.863  17.100  15.692  12.143  

3.6.7 二抗最佳反应时间的确定 

二抗反应时间最佳为 37℃，1 h 时，P 值接近于 1.0，阳性与阴性血清的 OD450nm 比值（P/N）
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最大（14.877），如表 11 

表 11 酶标抗体作用时间 

Table11 Reaction time of enzyme labeled antibody 

血清稀释度 
二抗反应时间（h） 

0.5      1 1.5 2 

1:200 （P） 0.854  1.086  1.316  1.573  

1:200 （N） 0.063  0.073  0.087  0.105  

P/N 13.550  14.877  15.069  14.984  

3.6.8 底物最佳显色时间的确定 

采用以上确定的最佳条件，通过不同的显色时间比较，结果如表 12 所示，显色 10 min 时，

阳性与阴性血清的 OD450nm 值的比值（P/N）最大（14.338）。 
表 12 底物显色时间 

Table 12 Substrate color development time 

血清稀释度 
显色时间（min） 

5    8 10 15 

1:200 （P） 0.585  0.827  1.018  1.191  

1:200 （N） 0.062  0.065  0.071  0.116  

P/N 9.441  12.784  14.338  10.270  

3.6.9 阴阳性临界值判断 

用已建立的 ELISA 方法检测 30 份 HPS 的阴性血清。结果如表 13 所示。检测血清 OD450nm 

的平均值(AV)为 0.183，标准方差(SD)为 0.079。OD450nm 平均值(AV)+3×SD=0.420，OD450nm  均

值(AV)+2×SD=0.341。如果待测样品 OD450nm 值≥0.420 时，则判定为阳性；如果待测样品 OD450nm 

值<0.341 时，则判定为阴性；若测试的样品在两者之间 OD450nm值，可疑需重测。 

表 13 ELISA 临界值的确定 

Table13 The cut-off of ELISA 

样本编号 样本号 OD450nm 值 样本 OD450nm 值 

1 11 0.220 21 0.201 

2 12 0.166 22 0.293 

3 13 0.203 23 0.134 

4 14 0.272 24 0.058 

5 15 0.145 25 0.151 

6 16 0.125 26 0.191 

7 17 0.135 27 0.197 

8 18 0.196 28 0.235 

9 19 0.189 29 0.194 
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10 20 0.220 30 0.281 

3.6.10 特异性试验 

为了检验所建立的间接 ELISA 方法的特异性，用此方法同时检测了猪流行性腹泻病毒

（PEDV）、猪瘟病毒（CSFV）、口蹄疫病毒（FMDV）、蓝耳病毒（PRRSV）及大肠杆菌(E.coli)的

阳性血清，结果如表 14 所示，除 HPS 阳性血清 OD450nm值达到 0.883，其它样品均为阴性，表明

此方法具较好的特异性。 
表 14 ELISA 方法的特异性试验 

Table14 The specificity of ELISA 

血清 CSFV PRRSV FMDV PEDV E.coli HPS 阳性 HPS 阴性 

OD450nm 均值 0.101 0.131 0.151 0.186 0.201 0.883 0.053 

结果判定 – – – – – + – 

注：“—”代表阴性，“+”代表阳性 

3.6.11 重复性实验 

3.6.11.1 批内重复性试验 

使用相同批次纯化的蛋白质包被酶标板，检测 5 份血清，各重复 5 个孔，并计算变异系数。

结果如表 15，可以看出，批内变异系数在 3.232%～6.148%之间，在 10%以内，建立的 ELISA 方

法具有较好的批内重复性。 

表 15 间接 ELISA 批内重复试验 

Table 15 Test of Intra-assay variability of indirect ELISA 

3.6.11.2 批间重复性试验 

利用三个不同批次纯化的蛋白包被酶标板，对 5 份血清检测。结果如表 16，计算变异系数不

大于 10%，建立的方法在批次之间具有较好的重复性。 
  

样品 

序号 

孔号  平均值 

AV 

标准差 

SD 

变异系数

CV(%) 1 2 3 4 5 

1 0.891 1.038 0.986 0.936 0.981 0.966 0.056 5.746  
2 1.175 1.028 1.092 1.150 1.056 1.100 0.062 5.623  
3 0.875 0.861 0.936 0.879 0.885 0.887 0.029 3.232  
4 1.053 1.123 1.120 0.998 0.986 1.056 0.065 6.148  
5 1.228 1.134 1.200 1.111 1.248 1.184 0.059 5.017  
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表 16 间接 ELISA 批间重复试验 

Table 16 Test of Inter-assay variability of indirect ELISA 

 

 

3.6.12 ROC 曲线分析 

用 ROC 曲线分析，当阴阳性临界值为 0.422 时，与 western blot 相比，所建 ELISA 的敏感性

和特异性分别达到 100%和 92.9%，且 ROC 曲线下的面积为 0.991，表明了该 ELISA 检测方法具

有很高的诊断准确性（图 16、表 17），也验证了本试验所确定的临界值 0.420 可作为判断 HPS 抗

体阴阳性的临界标准。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

表 17 ROC 曲线的下面积 
Table 17 The area under the ROC curve 

Area Std. Errora 
Asymptotic

Sigb 

Asymptotic 95% confidence interval 

Lower bound Upper bound 
0.991 0.008 0.000 0.976 1.000 

a. Under the nonparametric assumption; b. Null hypothesis: true area=0.5 

3.6.13 临床样品的检测 

 对河北地区猪场送检的 561 份血清（未免疫 HPS 疫苗）进行 HPS 抗体检测，其中衡水、沧

样品 

序号 

抗原批次 平均值 

AV 

标准差 

SD 

变异系数 

CV(%) 1 2 3 

1 0.995 1.058 0.928 0.994 0.065 6.542 

2 1.064 1.185 1.195 1.148 0.073 6.352 

3 0.882 0.901 0.931 0.905 0.025 2.731 

4 1.149 1.067 1.187 1.134 0.061 5.407 

5 1.114 1.211 1.153 1.159 0.049 4.210 

图 16 ROC 曲线（Western blot 为标准） 

Fig.16 The ROC curve using western blot as diagnstic standard
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州、石家庄检测的血样包括 HPS 分离阳性场，所以阳性率偏高。从表 18 可以看出，阳性血清样

品总数为 224 份，总阳性率为 39.9%。 
表 18 河北省各市血清样本的检测 

Table 18 Detection of serum samples in hebei province 

地区 样品数（份） 阳性数（份） 阳性率（%） 

保定 125 43 34.4 

衡水 78 35 44.8 

沧州 56 33 58.9 

石家庄 110 47 42.7 

邢台 63 20 31.7 

邯郸 44 16 36.4 

廊坊 85 30 35.3 

总数 561 224 39.9 
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4 讨论 

4.1 HPS 的分离鉴定 

近几年对副猪嗜血杆菌的发病报道不断增多，各地关于分离菌的血清型报道也不断增多，各

地报道优势血清型略有不同。Cai 等于 2005 年首次报道了我国副猪嗜血杆菌以 4 型、5 型和 13 型

为主[23]，郭伶对辽宁地区副猪嗜血杆菌血清型进行鉴定，发现以血清 5 型和 13 型为主要血清型

[10]，车勇良等报道了福建地区以 13 型、4 型和 5 型为主[115]，于江等对 2008 年至 2012 年，来自

山东省，河南省，河北省，江苏省，上海市的多个养殖场送检的样本进行了副猪嗜血杆菌的检测，

并鉴定血清型,结果显示血清 4 型和 5 型最为流行[21]，江军对 2010—2015 年浙江省分离的副猪嗜

血杆菌杆菌进行血清鉴定，结果浙江省以 5 型、4 型和 13 型为主[116]，并且发现连续 6 年浙江省

流行的优势血清型没有明显改变。虽然不同地区和不同年份报道的优势血清型存在一些差异，但

综合来看，我国仍然以 4 型、5 型和 13 型为优势血清型。在本研究中，对 2017 年 9 月至 2018 年

7 月收集河北地区疑似副猪嗜血杆菌感染的病猪、病料 107 份进行病原分离，血清型鉴定。共鉴

定出 23 株副猪嗜血杆菌，分离率为 21.49%。其中 1 型分离到 3 株，4 型分离到 5 株，5 型分离到

4 株，7 型分离到 3 株，14 型分离到 4 株，有 4 株不能区分血清型。分离鉴定结果表明 4 型、5

型、14 型和不能定型为河北地区的主要血清型，在全国来看属于优势血清型的 13 型并未分离到。

研究报道， 7 型副猪嗜血杆菌属于无毒菌株[14]，本研究成功分离到 3 株 7 型的副猪嗜血杆菌，其

中两组病料中只分出了副猪嗜血杆菌，未分出其它细菌，关于 7 型副猪嗜血杆菌是否致病，有待

进一步研究。在分菌的过程发现在同一猪场存在着 2-3 个血清型共同感染，石家庄某猪场同时鉴

定出 1 型,4 型,5 型三种血清型，沧州某猪场同时鉴定出 5 型和 14 型两种血清型。本研究采用了

Howell K J 等建立的 PCR 的方法对副猪嗜血杆菌进行分型，比 IHA 更方便，更简单，不用购买

15 种标准菌株制备标准血清，更加节省时间，即使有其他生长速度较快的细菌干扰，无法纯化副

猪嗜血杆菌，利用 PCR 的方法也可以进行血清型的鉴定，大大提高了诊断效率和准确性。本研究

通过不同的保存条件比较，发现 TSA 划线培养后 4℃冰箱可以保存 8-10 天，菌液用 30%的甘油-

TSB，在-20℃保存 45-60 天，在-80℃可以保存 90 天以上，和其他相关报道结果一致[117]，长期保

存可采取卵黄液或脱脂奶粉冻干保存，保存时间可以达到 5 年以上[7]。由于本研究收集病料的时

间有限，份数有限，可能还有其他血清型存在，有待后续收集鉴定。 

4.2 CdtC 基因优势抗原表位区的克隆及原核表达 

细胞致死膨胀素（CDT）目前仅在一些革兰氏阴性菌中发现，可在真核细胞静止和分裂前期 

造成 DNA 双链断裂的细菌毒素，导致真核细胞周期阻断在 G2 期[118] 。三个亚基均可诱导机体产

生中和抗体[105]。本研究中，利用分离到的几种不同血清型的 HPS 作为模板，进行了 CdtC 全基因

的扩增，并且进行了序列比对，发现该基因非常保守，同源性在 94.0%～99.7%，这和李军星[119]

等人的研究结果基本一致，李军星等人还比较副猪嗜血杆菌与其他细菌的 CdtC 的氨基酸序列，

发现该蛋白的同源性小于 40%。CdtC 在副猪嗜血杆菌中的保守性和与其他细菌间的特异性，并
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且可以诱导机体产生中和抗体，这说明该蛋白可以作为 HPS 的一种诊断标识，所以本研究选择了

该蛋白进行表达，为了更加突出蛋白的抗原性，使用 DNAstar 软件筛选该蛋白质的优势抗原表位

区域。首先根据 GenBank 上公布的 CdtC 的基因序列，设计了一对引物扩增了 CdtC 的全基因序

列，回收进行测序，保证扩增序列的正确性。根据筛选的优势抗原表位区设计了一对表达引物，

以扩增的 CdtC 为模板进行扩增，扩增后再次进行测序，保证酶切位点成功引入，优势抗原表位

区的碱基序列正确。本研究选择了大肠杆菌原核表达系统，因为该系统具有成本低，表达量大，

连接转化成功阳性菌易保存等特点。选用了带有的 His.Tag 标签的 pET-32a 作为原核表达载体，

以便于对重组蛋白的纯化，选用了 E.coli BL21(DE3)作为表达宿主。在不同的诱导时间对样品取

样，通过 SDS-PAGE 电泳确定最佳诱导表达时间为 37℃6 小时，重组蛋白大小为 36 kDa。可溶性

检测结果显示，重组蛋白存在包涵体中，采用低温超声裂解菌体，此过程中防止蛋白降解。通过

包涵体-His 标签蛋白纯化试剂盒纯化蛋白质，并在纯化的过程中控制滴加速度，提高蛋白的纯化

率。将纯化的蛋白质变性，在 SDS-PAGE 跑电泳，把蛋白质转到 NC 膜用于 Western blot 鉴定，

结果显示纯化的蛋白有良好的反应原性。 

4.3 间接 ELISA 检测方法的建立 

由于 HPS 比较娇嫩，对营养要求高，分离要求送检的病料新鲜，未经过冷冻保存，发病猪没

有用过抗生素治疗。即便这样 HPS 的分离率也比较低，病原菌的分离周期也比较长，为了更快的

确诊该病的发生，就需要一种快速、准确、特异性强可以大批量检测的方法，因此，血清学检测

通常被用来检测猪群的 HPS 感染情况。本研究选用纯化的 CdtC 蛋白为包被抗原，HRP 标记的兔

抗猪 IgG 作为二抗，建立了 HPS 的血清抗体检测的间接 ELISA 方法。通过对 ELISA 各个反应条

件的筛选，最终选定以 1 μg/mL 的蛋白浓度在 37℃恒温作用 2小时包被酶标板，用脱脂奶粉（5 %）

为封闭液在 37℃的恒温下封闭 1 小时，待检测血清按 1：200 稀释，37℃孵育 1 小时，二抗按 1：

10 000 的比例稀释，在 37℃孵育 1 小时，以 TMB 显色液避光显色 10 min，作为最终的工作条件。

通过特异性、重复性试验检测所建立的方法的特异性和稳定性。测试结果证实，所建立的方法重

复性良好，批间、批内重复试验变异系数均小于 10%，且无交叉反应特异性良好。使用 30 份阴

性血清检测结果的平均值和标准方差确定的阴阳性临界值为 0.420。用建立的间接 ELISA 方法和

western blot 方法，分别检测了来源相同的 60 份血样，并以 western blot 的结果为标准对间接 ELISA

方法进行了 ROC 曲线分析，得出当 cut-off 值为 0.422 时，所建的间接 ELISA 方法的敏感性和特

异性分别达到 100%和 92.9%。该值与利用 30 份阴性血清检测结果的平均值和标准方差确定的临

界值接近，说明确定的临界值 0.420 可以作为诊断的临界值标准。采用建立的间接 ELISA 方法检

测自河北地区收集的 561 份血样的 HPS 抗体。阳性血清总数为 224 份，总阳性率为 39.9%，各地

区阳性率有一定的差异，血清抗体的阳性率高于病原的分离率。 
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5 结论 

5.1 在收集的病料中成功的分离出 23 株副猪嗜血杆菌，并鉴定了血清型。 

5.2 成功的利用原核表达了 CdtC 亚基的优势抗原表位区，经 Western blot 鉴定了重组蛋白的

抗原性良好。 

5.3 利用重组的 CdtC 蛋白作为抗原，建立了 HPS 血清抗体的间接 ELISA 检测方法，优化了

反应条件，并利用该方法检测了河北地区收集的血清样品，具有一定的临床应用价值。 
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