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摘要：用猪链球菌血清２型（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｓｕｉｓ　ｓｅｒｏｔｙｐｅ　２，ＳＳ２）的荚膜多糖（Ｃａｐｓｕｌａｒ　ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＣＰＳ）致敏经戊

二醛处理过的鸡红细胞，优化致敏醛化红细胞的抗原量和时间。结果显示，在３７℃条件下ＣＰＳ（２．２　５ｍｇ／Ｌ）致敏

鸡红细胞９０ｍｉｎ，ＩＨＡ试验在２５℃条件下操作，被检血清ＩＨＡ效价在１∶８及其以上时判为ＳＳ２抗体阳性。应用

此方法对猪大肠杆菌、副嗜血杆菌、猪肠球菌、ＳＳ１、ＳＳ７、ＳＳ９、金黄色葡萄球菌、沙门菌、巴氏杆菌阳性血清进行检

测，结果表明，ＳＳ２抗体均为阴性。对１０４４份无临床症状的猪血清进行检测，ＳＳ２抗体阳性率为６１．６９％。该方法

敏感性高，特异性较强，可用于大规模ＳＳ２抗体水平的检测和ＳＳ２的血清流行病学调查。
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　　猪 链 球 菌 病（Ｓｗｉｎｅ　ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｏｓｉｓ）是 由 致 病

性猪链球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｏｓｉｓ　ｓｕｉｓ，ＳＳ）感染引起的一

种人畜共患病，能引起猪的脑膜炎、关节炎、心内膜

炎、中耳炎、支气管炎和 中 毒 休 克 综 合 征 等［１－３］。根

据荚膜多糖可将ＳＳ分为３５个血清型，即１～３４型

和１／２型。其中ＳＳ１、ＳＳ２、ＳＳ７和ＳＳ９对 猪 的 致 病

性较强，尤其是ＳＳ２，不 仅 对 猪 致 病 性 强，而 且 能 引

起人发病和死亡［４］。自２００５年６月 我 国 四 川 省 资

中县发生ＳＳ２感染人的病例以来，该病不仅成为造

成养猪业严重经济损失的重要原因之一，而且也成

为备受世人关注的公共卫生问题之一。

近几年来，现代化、规模化和集约化新型猪场的

建设得到快速发展，而猪链球菌病的流行趋势也有

增无减，给迅猛发展的养猪业造成巨大的潜在威胁。

因此，建立快 速、灵 敏 和 特 异 的 血 清 学 方 法 来 检 测

ＳＳ２抗体不 仅 对 该 病 的 流 行 病 学 调 查 具 有 重 要 意

义，而且对临诊诊断、疫苗评价和猪群的免疫检测都

具有 应 用 价 值。Ｇｏｔｔｓｃｈａｌｋ等［５－６］及 Ｈｉｇｇｉｎｓ等［７］
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分别用直接玻片凝集法鉴定ＳＳ，相继确定了血清型

９～２２，２３～２８及血清型２９～３４，但是由于ＳＳ的某

些血清型之间存在交叉反应，在应用上有一定的缺

陷。Ｇｏｔｔｓｃｈａｌｌｋ等［８］将 制 备 的 型 特 异 性 抗 体 血 清

制成多价协同凝集抗体，用该混合抗血清进行协同

凝集试验，鉴 定ＳＳ分 离 株 的 血 清 型。此 方 法 主 要

用于检测抗原，在临床上首先要做病原分离，比较费

时，不适合 应 用 于 大 规 模 的 抗 体 检 测。Ｖｅｃｈｔ等［９］

分别建立了２个基于 ＭＲＰ和ＥＦ蛋白的双抗体夹

心ＥＬＩＳＡ。欧瑜等［１０］提纯分离株ＨＡ９８０１的ＭＲＰ
和ＥＦ蛋白，制 备 抗 体，建 立 了 斑 点ＥＬＩＳＡ和 间 接

ＥＬＩＳＡ方法，而这２个蛋白在ＳＳ其他血清型 中 也

普遍存在，因此该方法不能作为临床诊断ＳＳ２感染

的依据。本试验通过提取ＳＳ２的荚膜多糖（Ｃａｐｓｕ－
ｌａｒ　ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＣＰＳ）并测其含量，优化致敏醛化

鸡红细胞的条件，建立了检测ＳＳ２抗体的间接血凝

方法。

１　材料与方法

１．１　试 验 菌 株 与 血 清　ＳＳ２菌 株ＺＭＤＳＣ－１由 河

南农业大学传染病实验室分离、鉴定和保存；猪大肠

杆菌阳性血清、副猪嗜血杆菌阳性血清、沙门菌阳性

血清、巴氏杆菌阳性血清、枯草杆菌阳性血清、猪肠

球菌阳性血清、ＳＳ１、ＳＳ２、ＳＳ７和ＳＳ９阳性血清均由

笔者实验室制备和 保 存；ＳＳ２阴 性 血 清 为 健 康 兔 血

清；待检血清分别采集河南省的５９个养殖场，血清

总数为１　０４４份。

１．２　试剂　ＢａｃｔｏＴＭ　Ｔｏｄｄ　Ｈｅｗｉｔｔ　Ｂｒｏｔｈ（ＴＨＢ）

购自ＢＤ公司，弗氏完全和弗氏不完全佐剂、十六烷

基三甲基溴化铵（ＣＴＡＢ）购自Ｓｉｇｍａ公司。

１．３　动物　新西兰大白兔购自郑州大学医学院实

验动物中心，许可证编码：ＳＹＸＫ（豫）２００５－００１２。

１．４　ＣＰＳ的提取及含量测定

１．４．１　ＣＰＳ的提取　参照文献［１１］介绍的方法并

稍有改动。将保存的ＳＳ２菌株ＺＭＤＳＣ－１先划线接

种到绵羊血平板上，３７℃培养１８ｈ，挑取单个菌落

接种到５ｍＬ　ＴＨＢ液体培养基中，３７℃、１９５ｒ／ｍｉｎ
恒温水浴振荡 培 养 过 夜，将 所 得 细 菌 悬 液３　０００ｒ／

ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，收集菌体沉淀，用ＰＢＳ液洗３遍，

然后加入原 菌 液 体 积１０％的 细 菌 裂 解 液。在 冰 浴

条件下，超声波（功率为４００Ｗ，超声９ｓ，间隔１０ｓ，

超声５０次）破碎所得ＳＳ２细胞壁。所得溶液８　０００
ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，收集上清。于其中加入终浓度为

１％的ＣＴＡＢ，充 分 混 匀 形 成 沉 淀，离 心，收 集 沉 淀

物。沉 淀 物 中 加 入 ＣａＣｌ２ 溶 液，使 最 终 浓 度 为１
ｍｏｌ／Ｌ。摇匀１ｈ，使多糖与ＣＴＡＢ解离，离心收集

上清。加入异丙 醇 至 最 终 浓 度 为５０％，４℃静 置 过

夜，离心去核酸沉淀，收集上清。于上述收集液中加

入预冷的乙醇 至 最 终 浓 度 为８０％，充 分 振 摇，使 多

糖沉淀，离心收集沉淀多糖，用无水乙醇及丙酮各洗

２次以上，此沉淀多糖即为粗提的ＣＰＳ。

１．４．２　ＣＰＳ含量测定　精确称取于１０５℃烘 干 至

恒重的葡萄糖５０ｍｇ，配 制 成０．１ｇ／Ｌ的 葡 萄 糖 溶

液。分别吸取０．２、０．４、０．６、０．８、１．０、１．２、１．４、１．６
ｍＬ，各补水至２．０ｍＬ，加入８％的苯酚溶液１．０ｍＬ
及浓硫酸５．０ｍＬ，摇匀，室温放置３０ｍｉｎ。在波长

４９０ｎｍ处测定吸光度，以２．０ｍＬ双蒸水做空白对

照。以吸光值Ｄ做横坐标，以葡萄糖浓度为纵坐标，
得标准曲线。取制备好的样品溶液１．０ｍＬ，加水补

至２．０ｍＬ，加入８％的苯酚溶液１．０ｍＬ及浓硫酸５．
０ｍＬ，摇匀。室温放置３０ｍｉｎ，在波长４９０ｎｍ处测定

吸光度，以标准曲线计算样品中多糖含量。

１．５　阳性血 清 的 制 备　将 提 取 的ＣＰＳ作 为 抗 原，
采用背部皮下多点注射免疫家兔，共免疫３次。首

免用０．６ｍＬ　ＣＰＳ加 等 量 的 弗 氏 完 全 佐 剂；第３、４
周分别以０．６ｍＬ　ＣＰＳ加等量的弗氏不完全佐剂进

行二免和三免。三免１周后心脏采血，分离血清。

１．６　鸡红细胞的醛化　无菌取健康鸡心脏血，加入

到等量灭菌的阿 氏 液 中４℃静 止２ｄ。经 双 层 纱 布

过滤后３　０００ｒ／ｍｉｎ离 心５ｍｉｎ，弃 上 清，用ｐＨ７．２
的ＰＢＳ洗３遍后配成２５ｍＬ／Ｌ悬液。把细胞溶液

和１％戊二醛溶液先放在冰浴中冷却到４℃，按沉积

细胞１５ｍＬ加入１００ｍＬ　１％戊二醛溶液计算，在冰

浴条件下将１％戊 二 醛 溶 液 加 到 洗 过 的 红 细 胞 中，
边加边摇匀。醛化时间选取１ｈ，生理盐水洗３次，
再用生 理 盐 水 恢 复 到 原 体 积。取 醛 化 红 细 胞（２５
ｍＬ／Ｌ）悬液与等量最佳浓度的荚膜多糖混合，３７℃
水浴中６０ｍｉｎ，其 间 轻 轻 振 荡４～６次。３　０００ｒ／

ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清，用生理盐水洗２次后，配成

终浓度为２．５％的醛化红细胞悬液，按照ＩＨＡ操作

步骤检测阳性血清和阴性血清。

１．７　致敏条件的确定

１．７．１　最适致敏抗原用量的确定　将粗提的ＣＰＳ
用０．１５ｍｏｌ／Ｌ　ＰＢＳ（ｐＨ６．４）溶液从１∶２开始倍比

稀释至１∶２５６共８个稀释度。每个稀释度分别与

等体积的醛化红细胞（２５ｍＬ／Ｌ）致敏 后，用 生 理 盐

水洗涤３次，配制成２５ｍＬ／Ｌ的致敏红细胞悬液作

为ＩＨＡ抗原。按照ＩＨＡ操作步骤检测阳性血清和

阴性血清，呈现最高血凝效价的致敏红细胞所用的
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粗提抗原含量即为ＩＨＡ抗原致敏红细胞的最适抗

原量。

１．７．２　最适致敏时间的确定　取最佳浓度的ＣＰＳ与

等量的醛化红细胞（２５ｍＬ／Ｌ）悬液，３７℃水浴中分别

致敏３０、６０、９０、１２０ｍｉｎ，其间轻轻振荡数次，３　０００ｒ／

ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清，用生理盐水洗２次后，配制

成２５ｍＬ／Ｌ的致敏红细胞悬液，按照ＩＨＡ操作步骤

检测阳性血清和阴性血清，确定最适致敏时间。

１．８　ＩＨＡ的 操 作 步 骤　吸 取０．１５ｍｏｌ／Ｌ磷 酸 盐

缓冲液（ｐＨ６．４）２５μＬ于９６孔Ｖ型微量反应板孔

中，吸取被检灭活血清２５μＬ于反应板的第１孔，依
次倍比稀释至第１１孔，每孔加２５μＬ不同多糖浓度

抗原致敏红细胞悬液，第１２孔为空白对照，仅加稀

释液。另设下列对照：致敏红细胞加阳性血清、致敏

红细胞加稀释液及致敏红细胞加阴性血清。在微型

振荡器上轻轻振荡１ｍｉｎ，使其充分混合，室温孵育

９０ｍｉｎ后观察结果。

１．９　检测结果判定　根据血凝试验的通常判定方

法，“＋＋＋＋”表示红细胞１００％凝集，形成一层均 匀

膜，布满于整个孔底；“＋＋＋”表示红细胞７５％凝集，
在孔底形成一层薄膜，面积比前者稍小；“＋＋”表示

红细胞５０％凝 集，在 孔 底 形 成 薄 膜 凝 集，边 缘 松 散

或呈锯齿状；“＋”表 示 红 细 胞２５％凝 集，在 孔 底 呈

稀薄、散在、少量的凝集，孔底有小网点；“±”表示红

细胞沉于孔底，但周围不光滑或中心有空斑；“－”表
示红细胞完全沉于孔底，呈光滑的圆点。出现＋＋及

其以 上 的 血 清 最 高 稀 释 倍 数 为 该 血 清 的ＳＳ２抗 体

效价。计算阴性血清ＳＳ２抗体的平均ＩＨＡ效价，当
被检血清ＳＳ２抗体的ＩＨＡ效价高于阴性血清的平

均ＩＨＡ效价时，该份被检血清判为ＳＳ２抗体阳性。

１．１０　特异性、敏感性试验及临床应用　用该ＩＨＡ
诊断抗原按上述步骤检测猪大肠杆菌、副猪嗜血杆

菌、猪肠球菌、ＳＳ１、ＳＳ７、ＳＳ９、金黄色葡萄球菌、沙门

菌、巴氏杆菌阳性血清，观察有无交叉反应。用本方

法与琼脂扩散 试 验（ＡＧＰＴ）同 时 检 测 阳 性 血 清，比

较其敏感性。对采集到的待检血清进行检测，了解

省内不同地区猪群中ＳＳ２抗体的总阳性率，从血清

抗体水平判断ＳＳ２的流行情况。

２　结果

２．１　葡萄糖标准曲线绘制和ＣＰＳ含量的测定

２．１．１　绘制葡萄糖标准曲线　按照苯酚－硫酸法操

作，得到不同的吸光值（表１），由表１得葡萄糖标准

曲线（图１）。葡 萄 糖 标 准 曲 线 回 归 方 程 为：Ｄ＝
０．０５０＋０．００５　Ｘ，Ｄ 为 吸 光 度 值，Ｘ 为 多 糖 含 量

（ｍｇ／Ｌ），测定ＣＰＳ溶液在Ｄ４９０值为０．０９５，由回归

方程得到ＣＰＳ的质量浓度为９ｍｇ／Ｌ。

表１　不同浓度葡萄糖的吸光度

项目 ０　 ０．２　 ０．４　 ０．６　 ０．８　 １．０　 １．２　 １．４　 １．６

葡萄糖浓度／（ｍｇ·Ｌ－１） ０　 １０　 ２０　 ３０　 ４０　 ５０　 ６０　 ７０　 ８０

Ｄ值 ０．０４６　 ０．１０４　 ０．１５７　 ０．２１３　 ０．２７６　 ０．３１０　 ０．３５４　 ０．４１１　 ０．４８８

图１　葡萄糖标准曲线

２．２　ＩＨＡ最佳抗 原 质 量 浓 度 的 测 定　用 浓 缩 抗 原

小于或等于１∶８稀释度致敏时（ＣＰＳ的质量浓度为

１．１２５ｍｇ／Ｌ），血凝效价不再明显提高，故确定浓缩

抗原以１∶８稀释为最佳致敏浓度。用质量此浓度

抗原制备的２．５％致敏红细胞血凝效价高，且重复效

果稳定。

２．３　ＩＨＡ最 佳 致 敏 时 间 的 选 取　结 果 见 表２。由

表３可以看出最佳致敏时间为９０ｍｉｎ时，阳性血清

的间接血凝抗体效价最高。

表２　致敏时间的选择

血凝效价 ３０ｍｉｎ　 ６０ｍｉｎ　 ９０ｍｉｎ　 １２０ｍｉｎ

阳性血清的间接血凝抗体效价 １∶２６　 １∶２８　 １∶２９　 １∶２８

阴性血清阳性的间接血凝抗体效价 ０ ０ ０ ０
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２．４　浓缩ＣＰＳ致敏红细胞后的ＩＨＡ检测结果　将

抗原按最佳抗原浓度稀释后致敏红细胞，分别检测

ＳＳ２阳性兔血清、ＳＳ２阴性兔血清，空白对照，结果见

表３。

表３　致敏红细胞后ＩＨＡ检测结果

血清
不同血清稀释度的凝集效果

１∶２１　 １∶２２　 １∶２３　 １∶２４　 １∶２５　 １∶２６　 １∶２７　 １∶２８　 １∶２９　 １∶２１０　 １∶２１１ 对照

阳性血清
＋＋

＋＋

＋＋

＋＋

＋＋

＋＋

＋＋

＋＋

＋＋

＋＋

＋＋

＋＋

＋＋

＋＋

＋＋

＋＋

＋＋
－ － －

阴性血清 － － － － － － － － － － － －

２．５　间接血凝效价判定标准　采集１０份未免疫的

仔猪血清作为阴性血清，１０份用ＳＳ２疫苗免疫的猪

血清作为阳性 血 清，其 中１０头 非 免 疫 猪 的ＩＨＡ效

价３头为０，６头效价为１∶２，另外１头效价为１∶４；

测的免疫猪的ＩＨＡ效价最低为１∶１６，因此，当被检

猪血清ＩＨＡ效价大于１∶１６，血凝强度为＋＋，即判

定为阳性。

２．６　特异性试验、敏感性试验及临床血清样品的检

测　本诊断方法与猪大肠杆菌、副猪嗜血杆菌、肠球

菌、ＳＳ１、ＳＳ７、ＳＳ９、金 黄 色 葡 萄 球 菌、沙 门 菌 和 巴 氏

杆菌阳性血清 及ＳＳ２阴 性 血 清 的ＩＨＡ效 价 均 小 于

１∶８。而已知ＳＳ２免疫阳性血清的ＩＨＡ效价均大于

１∶８，两者差异显著（Ｐ＜０．０５），表明该方法具有很

强的特异 性。用 ＡＧＰＴ方 法 检 测 阳 性 的 血 清 的 效

价为１∶２４，效 价 比ＩＨＡ低５个 滴 度，表 明 建 立 的

ＩＨＡ检测方法有很好的敏感性。应用此方法对河南

省５９个养殖场采集的１　０４４份猪血清进行ＩＨＡ检

测，ＳＳ２抗体阳性６４４份，阳性率６１．６９％。

３　讨论

ＳＳ的感染最初是由荷兰的Ｊａｎｓｅｎ等［１２］和英国

的Ｆｉｅｌｄ等［１２，１３］报 道 的。之 后，ＳＳ在 所 有 的 养 猪 业

发达的国家均有报道。与这种微生物相关的感染在

传统饲养和现代化养猪业中均有发生。从发病猪中

分离到的ＳＳ大 多 属 于 有 限 的 几 个 血 清 型，通 常 为

１～８型，其中ＳＳ２菌株在大多数国家发病猪中都占

主导地位［１４］。许多科研工作者都曾对屠宰场屠宰猪

ＳＳ 带 菌 情 况 进 行 调 查，ＳＳ 带 菌 率 为 １０％ ～
８０％［１５－１７］。特别是近年来，一些病毒感染使ＳＳ的致

病性得到增强，特别是一些免疫抑制性的疾病，如猪

繁殖与呼吸综合症、圆 环 病 毒 病 等 经 常 与ＳＳ２混 合

感染，给养猪业带来了巨大的安全隐患。因此，建立

一种适合广大兽医化验人员使用的简单、快速、经济

的检测ＳＳ２抗体的方法，会 对 诊 断 和 防 制 此 病 提 供

一种有效的手段。

ＩＨＡ试验是一种操作简便、敏感性高、特异性强

的流行病学和辅助诊断的常用方法。ＩＨＡ试验致敏

红细胞的抗原多为蛋白质和多糖，蛋白质抗原（或抗

体）需有另外的成分参加方能致敏于红细胞上，而且

只有在合适的条件下才能获得良好的血凝效果。而

多糖抗原 成 分 可 以 吸 附 于 未 经 任 何 处 理 的 红 细 胞

上，在抗原致敏红细胞时，多糖抗原相比蛋白质抗原

会省略一些步骤。用新鲜细胞做ＩＨＡ试验，不论是

致敏的或不致敏的新鲜细胞，保存时间均短，使用之

前要临时致敏 细 胞，很 不 方 便，不 仅 费 时，而 且 由 于

不同批次或不同动物个体细胞的差异可造成研究结

果的不一致，影响对结果的分析。为克服这些缺点，
本试验选取ＳＳ２ＣＰＳ作为抗原，采用经戊二醛固定

的细胞做ＩＨＡ试验，经戊二醛固定的细胞，在４℃冰

箱中可保存半年以上，而无明显溶血，致敏后的敏感

性与新鲜细胞没有明显差别，而且醛化细胞可以真

空冷冻干燥，制成冻干制剂长期保存。同时，本试验

建立的检测方法，做到了对致敏原量化，为保证此方

法的重复性、可靠性提供了保障。
本试验通过提取ＣＰＳ来致敏醛化的红细胞，建

立的ＩＨＡ方法来检测ＳＳ２血清抗体，该方法对ＳＳ２
抗体呈现明显的凝集反应，而对阴性血清和猪大肠

杆菌、副猪嗜血杆菌、猪肠球菌、ＳＳ１、ＳＳ７、ＳＳ９、金黄

色葡萄球菌、沙门菌、巴氏杆菌阳性血清都呈现阴性

反应，说明本方法具有良好的特异性。应用ＩＨＡ方

法和ＡＧＰＴ方法分别对阳性血清进行检测，本方法

的敏感性比ＡＧＰＴ方法高出３２倍，表明此方法有很

高的敏感性。通过对送检的１　０４４份猪血清的检测，
阳性率达到６１．６９％，说 明ＳＳ２感 染 在 河 南 省 内 流

行很普遍。由 于 此 菌 是 继 发 感 染 的 主 要 病 原 菌，也

是一种人兽共患病原菌，能够引起严重的公共卫生

问题，所以应该引起人们足够的重视。
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