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摘 要：猪链球菌(Streptococcus suis)是猪的重要致病菌，能够引发猪的脑膜炎、败血症、关节炎

等多种疾病，给养猪业带来严重的经济损失。此外，该菌也能感染人类，导致疾病甚至死亡，是

重要的人兽共患病原菌。因此，建立准确、快速、灵敏且简便的检测技术对于猪链球菌病的防控

至关重要。目前，国内外已开发出多种猪链球菌检测技术，包括传统的微生物学、分子生物学、

免疫学方法，以及基于纳米材料的免疫传感器、CRISPR-Cas12a 系统、基质辅助激光解吸/电离飞

行时间质谱等新型检测技术。本综述概述了上述技术的原理、应用及其优缺点，并探讨了猪链球

菌检测技术未来的发展方向，旨在为猪链球菌病的防控提供重要参考。
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Abstract: Streptococcus suis, a major pathogen of pigs, can cause meningitis, septicemia, and 
arthritis, leading to serious economic losses in the pig industry. In addition, it can also infect 
humans and result in diseases or death, being a zoonotic pathogen. Therefore, accurate, rapid, 
sensitive, and simple detection methods are critical for the prevention and control of swine 
streptococcosis. At present, a variety of detection methods for S. suis have been developed, 
including traditional detection methods of microbiology, molecular biology, and immunology and 
emerging technologies such as nanomaterial-based immunosensors, CRISPR-Cas12a system, and 
matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight mass spectrometry. This review 
summarizes the principles, applications, advantages, and disadvantages of the above methods and 
introduces the future directions of S. suis detection methods, aiming to provide reference for the 
prevention and control of swine streptococcosis.
Keywords: Streptococcus suis; immunological assay; molecular biological detection method; 
CRISPR-Cas12a; immunosensor

猪链球菌是一种革兰阳性菌，可引起猪的

脑膜炎、败血症、关节炎等疾病，是猪的重要

致病菌，对养猪业造成严重的经济损失；同时，

该菌也能感染人类，导致脑膜炎、败血症甚至

死亡，是一种重要的人兽共患病原菌[1-3]。根据

荚膜多糖抗原的差异，猪链球菌可分为 29 种传

统血清型 (1−19、21、23−25、27−31、1/2) [4]、

Chz 血清型[5]以及 33 种新荚膜基因簇(NCL1−20、

21a、21b、22−32)，此外还存在部分未定型菌

株[6-10]。截至目前，已报道的感染人类的血清型

已达 11 种，分别为血清 1、2、4、5、7、9、

14、16、21、24、31 型[11-13]。1968 年，丹麦首

次报道了猪链球菌感染人类的病例，随后在亚

洲、欧洲、南美洲、北美洲、大洋洲、非洲等

地区均有猪链球菌感染人类的报道[2,14]。在中

国，1998 年江苏暴发了猪链球菌感染人类疫情，

共感染 25 例，其中 14 例死亡[15]；2005 年四川

也暴发了猪链球菌感染人类事件，共感染

215 例，其中 38 例死亡[16]；2006 年之后，中国

猪链球菌感染人类的事件主要发生在广西等地

区[17]。因此，开发准确、快速、敏感且简便的

猪链球菌检测技术对于猪链球菌病的防控至关

重要。

目前，国内外已经开发了多种用于猪链球

菌检测的技术，包括传统的微生物学、分子生

物学和免疫学方法，以及新兴的基于纳米材料

的免疫传感器和 CRISPR-Cas12a 系统等技术。

本文综述了这些技术的原理、应用及其优劣势，
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并展望了猪链球菌检测技术的未来发展方向，

旨在为猪链球菌病的防控提供参考。

1　传统微生物学检测技术　传统微生物学检测技术

传统微生物学检测方法主要涉及对细菌的

分离培养、生化鉴定和血清分型。将来自健康

或发病动物的样品进行低温冷藏，并运送至实

验室进行处理；样品经过匀浆后，将匀浆液加

入到猪链球菌选择性液体培养基中，在 37 ℃条

件下培养；随后将培养物划线接种于加入 5% 脱

纤维绵羊血的猪链球菌选择性固体培养基上，

37 ℃培养后，挑取呈现草绿色 α 溶血环、针尖

大小的菌落进行进一步的鉴定[1]。传统的生化鉴

定方法可参考文献[18]。法国梅里埃公司将传统

的生化鉴定试剂制备成微型化鉴定试剂盒，并

基于统计学原理和计算机技术形成了 API 鉴定

系统[19]。Haleis 等[19]从加拿大一名疑似猪链球

菌感染患者的脑脊液中分离出疑似菌落，并通

过 API20 链球菌系统鉴定为猪链球菌。然而，

链球菌属细菌的生化试验反应较为活泼，菌株

之间差异较大，且表型不稳定，因此还需要结

合其他检测方法进行验证。例如，Hommez 等从

病死猪中分离出 188 株猪链球菌，使用 API20

鉴定系统的阳性率仅为 90%[20]。

2　分子生物学检测技术　分子生物学检测技术

2.1　聚合酶链式反应(PCR)
聚合酶链式反应(PCR)技术具有特异性强、

灵敏度高、重复性好、操作简便等优点，可在

短时间内提供准确的检测结果。该技术在猪链

球菌检测中得到了广泛应用。

2.1.1　普通 PCR

Okwumabua 等[21]根据猪链球菌 2 型谷氨酸

脱氢酶基因 (glutamate dehydrogenase gene, gdh)

设计了引物，建立了 PCR 检测方法，但该方法

无法区分猪链球菌和类猪链球菌。随后，Ishida

等[22]基于猪链球菌重组/修复蛋白基因(recN)设

计了引物，建立了更具特异性的检测方法，并

通过与 gdh 的 PCR 检测对比，证实了 recN 的种

特异性，该基因也被广泛用于猪链球菌的临床

检测和流行病学研究。然而，鉴于猪链球菌的

遗传多样性，近年来发现某些 recN 阳性菌株并

非猪链球菌，因此采用 gdh 和 recN 双阳性标准

能更准确地鉴定猪链球菌。本课题组采用此双

阳性标准，调查了屠宰场健康猪的感染情况，

发现四川、重庆、江苏、浙江、广西地区的健

康猪携带猪链球菌的阳性率分别为 10.80%、

51.95%、 55.65%、 62.59%、 84.21%[23-26]。与传

统微生物学方法相比，普通 PCR 法更为快速简

便，且具有较高的灵敏度和特异性。

2.1.2　多重 PCR (m-PCR)

多重 PCR (multiplex PCR, m-PCR)技术是在

常规 PCR 基础上发展起来的，能同时扩增多个

DNA 片段，快速确定多种病原体或不同血清型，

显著提高了检测效率。Silva 等[27]基于猪链球菌

的管家基因 gdh、荚膜(1、2、7 和 9 型)合成相

关基因(cps)以及毒力相关基因(epf、mrp、sly 和

arcA)建立了 m-PCR 检测方法。研究发现分离株

存在 24 种不同的荚膜基因型，其中 45% 的侵袭

性疾病发病猪来源的猪链球菌由 cps2/mrp+/epf+/

sly+和 cps9/mrp*/epf−/sly+两种基因型引起，该研

究还首次发现了致病性 cps9 菌株的特定毒力相

关基因型[27]。2012 年，Kerdsin 等建立了基于血

清型特异性 cps 基因的多重 PCR 检测方法，通

过 179 株人源猪链球菌及 109 株猪源猪链球菌

验证发现，该方法可以区分来自人类和猪的    

15 种血清型猪链球菌分离株[28]。 2014 年，

Kerdsin 等[29]基于前期研究开发了能够在 4 种反

应中检测猪链球菌的所有传统血清型的多重

PCR 检测方法，采用 184 株人源猪链球菌和   
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109 株猪源猪链球菌进行验证，发现 29 种血清

型均能检测到。Liu 等[30]开发了基于多糖聚合酶

基因 wzy 检测猪链球菌 cps 血清型的多重 PCR

方法，能检测除血清 1、14、2、1/2 型外的所有

血清型，发现血清型 9、 20 检测灵敏度为      

105 CFU/mL， 其 余 血 清 型 检 测 灵 敏 度 为         

104 CFU/mL。Qiu 等[7]建立了一种能同时识别

17 种 新 荚 膜 基 因 簇 菌 株 (novel capsular 

polysaccharide loci, NCL)的多重 PCR 检测系统，

并通过 486 株猪链球菌分离株和 62 株非猪链球

菌进行验证，鉴定出 276 株携带 NCLs 基因簇的

菌株。文德亮等[31]建立了可同时检测猪链球菌 2

型、副猪格拉菌、猪丹毒丝菌的多重 PCR 方法，

并评价了其灵敏度，对猪链球菌 2 型质粒检测

下限为 3.5×10−2 μg/mL；选择猪链球菌、副猪格

拉菌、猪丹毒丝菌和其他 4 种细菌检测其特异

性，该方法特异性强；采用该方法检测 72 份猪

关节液样品，其中 2 份呈猪链球菌 2 型阳性。

相较于普通 PCR 法，多重 PCR 法检测范围

更广，能显著提高检测效率，并降低检测成本，

更适用于临床检测。然而，由于同一反应体系

中引物的竞争作用，其灵敏度可能会有所降低。

2.1.3　荧光定量 PCR 检测技术

荧光定量 PCR 技术不仅扩增效率高，而且

探针特异性强、灵敏度高，该技术已广泛应用

于病原微生物的检测[32]。该技术能解决免疫学

检测的“窗口期”问题，区分当前感染和既往

感染，这是抗体检测目前无法达到的。Nga

等[33]以 cps2J 为靶基因，建立了靶向检测猪链球

菌血清 2 型的实时荧光定量 PCR 检测方法，采

集了 114 份确诊的猪链球菌 2 型菌株感染患者

的脑脊液样本进行验证，灵敏度为 100%，随后

对收集的 238 份脑脊液(cerebro-spinal fluid, CSF)

样本进行检测，其中 101 份样品(42.4%)鉴定为

猪链球菌 2 型。Srinivasan 等[34]针对猪链球菌纤

维连接蛋白结合蛋白基因(fbpS)开发了一种检测

猪链球菌的荧光定量 PCR 检测方法，评价发现

该方法的灵敏度为<10 拷贝/次；检测猪链球菌

和 42 种其他细菌发现，该方法特异性较强，采

用 25 份脑脊液样本进行验证，15 份样本为阳

性 ， 10 份 样 本 为 阴 性 。 雷 宇 平 等[35] 根 据

GenBank 中已登录的 SS 抗原基因的保守区建立

了荧光定量 PCR 方法，灵敏度为 100 拷贝/μL，

特异性较强；采用该方法检测 30 份疑似猪链球

菌感染的临床样本，阳性率 90%，显著高于传

统分离方法。

实时荧光定量 PCR 技术的发明实现了从定

性到定量的飞跃，但该技术对仪器和检测人员

的技术要求较高。

2.2　环介导等温扩增技术(LAMP)
环 介 导 等 温 扩 增 技 术 (loop-mediated 

isothermal amplification, LAMP)是一种由日本学

者 Notomi 于 2000 年开发的核苷酸扩增技术，

具有特异性强、灵敏度高、简单快速等特点，

且不需要昂贵设备[36]。Huy 等[37]针对猪链球菌、

肺炎链球菌、无乳链球菌、金黄色葡萄球菌的

16S rRNA 基因设计了 LAMP 引物，并验证了其

对这 4 种细菌检测的灵敏度均为 100 CFU/mL；

采用奈瑟菌、流感嗜血杆菌、大肠杆菌测试方

法的特异性，结果发现 LAMP 对 4 种细菌的检

测具有高度特异性，与脑膜炎奈瑟菌、流感嗜

血杆菌和大肠杆菌无交叉反应。Zhu 等[38]根据

猪链球菌血清 2 型菌株 05ZYH33 的 89 kb 毒力

岛基因序列设计 4 条引物，应用 LAMP 检测了

21 株 2 型菌株、18 株其他链球菌、9 株葡萄球

菌、5 株其他种属菌株和 49 份未知样本，发现

LAMP 法仅对含有 89 kb 毒力岛的 2 型菌株检测

结果为阳性，特异性较强；应用 LAMP 检测   

49 份不同来源样本 89 kb 毒力岛基因，结果均

为阴性，其中 32 份为不明原因发热患者鼻咽拭
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子，15 份为正常急诊猪扁桃体咽拭子，2 份为

疑似猪链球菌 2 型感染患者的血样，这与普通

PCR 和荧光定量 PCR 的结果一致。Arai 等[39]开

发了一种针对 recN 的新型 LAMP 方法，用于评

估生猪肉中的猪链球菌，使用不同血清型猪链

球菌评估该方法的特异性，所有血清型均呈阳

性，最低检出限为 5.4 CFU/反应；采用该方法

对 966 份样本进行检测，其中 255 份样本检测

到猪链球菌，阳性率为 26.4%。

相较于 PCR 方法，LAMP 技术显著提高了

扩增效率，缩短了检测时间，且设备简单、检

测成本低、人员技术要求低，但引物设计要求

严格，且有可能产生非特异性扩增[40]。

2.3　可视化重组酶聚合酶扩增-侧流层析

技术(RPA-LFD)
重 组 酶 聚 合 酶 扩 增 技 术 (recombinase 

polymerase amplification, RPA)是一种以 DNA 为

模板的等温扩增技术(图 1A)[41]。该技术的重组

酶与引物形成复合物，在双链 DNA 序列中找到

同源序列后，将引物插入同源位点，形成 D-

loop 环结构，此时单链结合蛋白稳定互补链，

使引物与模板链互补结合，重组酶被分解，在

聚合酶的作用下，合成新的互补链，并置换原

有互补链，循环重复上述过程达到指数扩增效

果[42]。 侧 流 层 析 试 纸 条 (lateral flow dipstick, 

LFD)是基于免疫识别杂交技术，使待检测物中

各组分通过毛细管作用力的移动速度差异，在

反应基质上实现分离的色谱系统。RPA-LFD 技

术是在 RPA 反应中采用 2 种不同标记物标记的

引物对[如生物素和荧光素(carboxyfluorescein，

FAM)]进行扩增，得到带有 2 种不同标记物的核

酸，在试纸条的结合垫上添加能与 FAM 特异性

结合的物质，T 线上喷涂能与生物素特异性结合

的物质，C 线喷涂能与结合垫上物质结合的抗

体，用于质控，通过目测观察结果，适用于临

床快速检测(图 1B)[42]。LFD 方法能将扩增结果

可视化，因此可以将 RPA 结果与 LFD 方法相结

合。张闪闪等[43]针对猪链球菌谷氨酸脱氢酶基

因(gdh)建立了可同时检测猪链球菌所有血清型

的可视化 RPA-LFD 技术。通过评价该方法的灵

敏度和特异性发现，猪链球菌 RPA-LFD 法检测

灵敏度可达 100 拷贝/μL，优于常规 PCR 法；利

用优化后的 RPA 反应体系及条件对猪链球菌和

其他 8 种常见致病菌进行检测发现，不与 8 种

其他常见病原菌发生交叉反应，特异性较强；

利用临床 45 例疑似猪链球菌感染样本对

RPA-LFD 法进行评估发现，RPA-LFD 法检测猪

链球菌阳性率为 42.2%，高于普通多重 PCR 法

的 40.0%，具有较好的临床实用性。

RPA-LFD 作为一种快速、灵敏的恒温核酸

扩增技术，无需特殊仪器，对检测人员技术要

求低，相较于 PCR 技术，更适用于临床快速

检测[44]。

3　免疫学检测技术　免疫学检测技术

免疫学检测技术是基于抗原抗体特异性结

合的原理，通过猪链球菌表面特异性抗原刺激

机体产生特异性抗体，从而达到检测和诊断的

目的。各种检测技术的特异性、敏感性、优缺

点各不相同，因此根据技术特点及检测对象选

择合适的免疫学检测技术，更适合临床快速检

测(表 1)。

3.1　酶联免疫吸附试验(ELISA)
酶 联 免 疫 吸 附 试 验 (enzyme-linked 

immunosorbent assay, ELISA)广泛用于多种病原

微生物的检测，它根据抗原-抗体相互作用的原

理，利用酶和比色检测来量化目标分子，主要

用于检测和量化生物样品中特定的抗体或抗原。

Vecht 等[45]建立了 2 种双抗体夹心法 ELISA

用于检测猪链球菌，使用特异性单克隆抗体针
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图1　RPA-LFD技术原理图。A：RPA原理图；B：LFD原理图。

Figure 1　RPA-LFD schematic diagram. A: RPA schematic diagram; B: LFD schematic diagram.
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对猪链球菌 2 型的 2 个毒力因子 MRP 和 EPF；

检测了 179 株猪链球菌血清 2 型、22 株猪链球

菌血清 1−22 型、22 株其他链球菌、20 株其他

细菌和 1 株酵母菌，结果发现通过 ELISA 检测

MRP 和 EPF 蛋白的结果与免疫印迹结果相符，

表明所建立的 ELISA 方法可用于检测猪链球菌

血清 2 型的致病菌株和非致病菌株。Del Campo 

Sepúlveda 等[46]将猪链球菌荚膜多糖作为抗原，

建立了针对猪链球菌血清 2 型抗体的 ELISA 检

测 方 法 (capsular polysaccharide antigen-based 

indirect ELISA, CPS-ELISA)，并与全菌作为抗原

的 ELISA 方法 (whole cell antigen-based ELISA, 

WCA-ELSA)进行了比较，发现 WCA-ELISA 的

特异性非常低，而标准化的 CPS-ELISA 在浓度

为 0.1 mg/孔时，显著减少了交叉反应。

ELISA 技术操作简单，其敏感性、特异性、

稳定性较好，适用于临床大规模流行病学调查。

然而，该技术也存在样品制备难度大和耗时较

长等缺点。

3.2　胶体金免疫层析法(GICA)
胶体金免疫层析法(gold immunochromatographic 

assay, GICA)是以胶体金作为示踪标志物的一种

免疫标记技术，具有操作方便、可视化、不需

要复杂的专用设备等优点。Yang 等[47]采用了标

记有葡萄球菌 A 蛋白 (staphylococcal protein A, 

SPA)的胶体金颗粒作为检测试剂，开发了一种

用于检测猪链球菌 2 型抗体的 GICA，通过检测

攻毒猪链球菌血清 2 型菌株后存活的 14 只猪血

清和 24 只抗猪链球菌 2 型的高免血清样品，该

GICA 的 特 异 性 和 灵 敏 度 分 别 为 97.1% 和

86.3%，与 ELISA 结果高度一致。Ju 等[48]采用

柠檬酸还原法制备胶体金颗粒标记的猪链球菌

2 型多克隆抗体，建立了检测猪链球菌 2 型的

GICA，胶体金的最佳抗体标记量为 22 μg/mL，

包被抗体的最佳浓度为 2 mg/mL，检测下限为

106 CFU/mL，检测时间为 5−15 min，与其他病

原体及 15 种猪链球菌其他血清型无交叉反应，

说明该方法操作简便、灵敏度高、特异性强，

表1　免疫学检测技术

Table 1　Immunological detection techniques

免疫学检测技术
Immunological 
detection 
techniques

ELISA

GICA

IMS

特异性
Specificity

强
High

强
High

强
High

灵敏度
Sensitivity

高
High

较低
Low

高
High

优点
Advantages

操作简单；稳定性较好
Easy to operate; good stability

操作简单；适合临床现场观察结果
Easy to operate; suitable for on-site clinical 
observation of results

操作简便；从复杂样品中富集目标检测对
象；稳定性好
Easy to operate; enrichment of target 
detection objects from complex samples; 
Good stability

缺点
Disadvantages

样品制备难度大；耗时长
Difficult sample preparation; time-
consuming

稳定性较差；易受环境中离子浓度和
pH值的影响
Poor stability; easily affected by ion 
concentration and pH in the 
environment

磁珠存在非特异性吸附；磁珠回收
率低
Non-specific adsorption of magnetic 
beads; low recovery rate of magnetic 
beads
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可用于猪链球菌 2 型的快速早期筛查和检测。

Lu 等[49]基于 htpsC 基因开发了一种检测猪链球

菌多种血清型的 GICA 法，使用 15 nm 胶体金

制备胶体金 -多克隆抗体偶联物，检测限为

1×103 CFU/mL，与大肠杆菌、肠炎链球菌、金

黄色葡萄球菌、单核增生李斯特菌、化脓性链

球菌、无乳链球菌、粪肠杆菌等常见致病菌不

发生交叉反应，具有良好的特异性，在 1、2、

4、7、9、14 血清型菌株中，除 9 型外，其余均

为阳性。

尽管 GICA 具有诸多优点，但其稳定性易受

环境中离子浓度和 pH 值的影响，且灵敏度不

高，难以实现定量测定。

3.3　免疫磁珠技术(IMS)
免疫磁珠技术(immune microbead, IMS)是一

种通过抗原抗体特异性反应及磁珠的磁性反应

进行分离和富集的技术，由于免疫磁珠粒径小、

比表面积大，因此可捕获较多的待测物，并直

接在其表面进行酶显色、荧光或同位素显示，

该技术具有快速、灵敏度高、重复性好等优点。

此外，IMS 还可以消除基质干扰并从复杂样品

中富集目标检测对象[50]。Gottschalk 等[51]开发了

一种可以从扁桃体中富集猪链球菌血清 2 型或

1/2 型的 IMS 技术，采用超顺磁聚苯乙烯珠包被

针对猪链球菌血清 2 型或 1/2 型的单克隆抗体

(MAb) 或 纯 化 的 免 疫 球 蛋 白 G， 检 出 限 为        

101 CFU/0.1 g 扁桃体；常规检测技术检测血清

1/2 型的阳性率为 46%，检测血清 2 型的阳性率

为 27%，而 IMS 技术检测血清 1/2 型的阳性率

为 100%，检测血清 2 型的阳性率为 76%，均显

著高于常规检测技术，这为猪链球菌 2 型或 1/2

型的分离提供了一种快速准确的方法。

免疫磁珠技术具有操作简便、分离效率高、

稳定性良好等优点。然而，磁珠存在非特异性

吸附、回收率较低等问题，需进一步优化 IMS

的应用效率及可靠性。

4　新型检测技术　新型检测技术

4.1　基于纳米材料的免疫传感器

免疫传感器是基于抗原与抗体相互识别原

理设计的生物传感器，由受体、转换器及放大

器三部分构成；它借助抗体或抗原的高度特异

性识别功能，将生物分子信息转化为电化学信

号，实现对目标分子的快速、准确检测；与传

统的培养方法相比，免疫传感器基于抗原-抗体

特异性结合，具有更高的灵敏度[52]。免疫传感

器检测时间短，通常仅需几分钟或几十分钟，

因此已广泛应用于病原检测领域[53-56]。此外，

该技术与新型纳米生物材料和纳米复合材料的

联合应用，进一步拓展了其应用范围。

一些纳米材料具有与生物酶相似的特性。

例如，Pt-Pd 纳米材料(hollow Pt-Pd bimetal alloy 

nanoparticles, HPtPd)具有大的比表面积、良好的

生物相容性和高的催化能力，还能催化 H2O2 分

解生成 O2，作为辣根过氧化物酶 (horseradish 

peroxidase, HRP)的模拟酶。因此，Wang 等[57]构

建 了 超 灵 敏 增 强 化 学 发 光 (enhanced 

chemiluminescence, ECL)免疫传感器检测猪链球

菌 2 型，其中 HPtPd 与葡萄糖氧化酶 (glucose 

oxidase, GOD)联合构成双酶系统(图 2)。在葡萄

糖存在的情况下，GOD 从这种底物中产生

H2O2，HPtPd 作为一种 HRP 模拟酶将 H2O2 分解

为 O2，O2 作为 S2O8
2−的助反应物，有效地放大

了 ECL 信号并显著提高了灵敏度；ECL 免疫传

感器的电化学发光强度与猪链球菌 2 型核酸浓

度在 0.000 1−100 ng/mL 范围内呈线性相关，检

出限为 33 fg/mL[57]。与上述策略类似，Wang

等[58]制备了 L-半胱氨酸(L-Cys)连接富勒烯(C60)

功能化空心钯纳米笼(PdNCs)的纳米复合材料

(C60-L-Cys-PdNCs)，并固定在其上；GOD 从葡
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萄糖中产生 H2O2，PdNCs 分解 H2O2 生成 O2，

从而增强 S2O8
2− ECL 信号，该方法对猪链球

菌 2 型抗原的线性检测范围为 0.1 pg/mL−
100 ng/mL，检测限为 33.3 fg/mL，能够实现对

猪链球菌 2 型抗原的灵敏检测。

4.2　基于 CRISPR-Cas 平台的检测技术

微生物适应性免疫系统(CRISPR-Cas)是原核

生物的一种天然免疫系统，存在 6 种 CRISPR-

Cas 类型和至少 29 种亚型[59]。CRISPR 序列被

转录加工成小的 CRISPR RNA (crRNA)，指导

Cas 蛋白靶向并降解外源核酸[60-62]。一些 Cas 蛋

白(如 Cas12a)在识别到靶标后被激活，并切割周

围非特异性单链 DNA，这种现象被称为反式切

割[63-64]。CRISPR 检测通过激活 Cas 蛋白的反式

切割活性，切碎荧光标记探针，发出荧光信号，

从而完成靶标核酸检测。Wang 等[65]通过结合

RPA 和 CRISPR-Cas12a 技术，建立了一种可以

检测猪链球菌血清 2 型和 1/2 型的方法(图 3)。

Cards-SSJ 法是基于猪链球菌血清 2 型 cps2J 基

因中高度保守的 302 bp 序列建立的检测方法，

采用 12 种常见猪病原体、29 种不同的猪链球菌

血清型菌株及 10 株其他链球菌属菌株来验证该

方法的特异性，发现与这些菌株无交叉反应，

表明 Cards-SSJ 检测方法对猪链球菌血清 2 型和

1/2 型具有高度特异性；该方法的检测限为     

10 CFU，但无法区分血清 2 型和 1/2 型[66]。为

了区分猪链球菌血清 2 型和 1/2 型，Wang 等[65]

随后根据 cps1/2K 基因的第 483 位点开发了一种

图2　ECL免疫传感器的制备及反应机理示意图

Figure 2　Preparation and reaction mechanism diagram of ECL immune sensor.
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图3　Cards-SSJ/K方法原理图

Figure 3　Schematic diagram of the Cards-SSJ/K method.
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Cards-SSK 法，该方法可以通过荧光强度的不同

区分血清 2 型和 1/2 型；随后，结合 Cards-SSJ

和 Cards-SSK 法，评估了 Cards-SSJ/K 检测方法

的临床实用性；采用 Cards-SSJ/K、PCR、qPCR

方法检测了 104 份样本，Cards-SSJ/K 鉴定出   

72 份阳性样本，qPCR 鉴定出 71 份阳性样本，

而 PCR 法仅检测出 31 份阳性样本，Cards-SSJ/K

和 qPCR 的检出率几乎一致，远高于 PCR。相

比于 PCR 和 qPCR 法，Cards-SSJ/K 只需要一个

简单的温控装置即可完成放大过程，相关人员

只需要简单培训即可现场读取结果。因此，

Cards-SSJ/K 方法简单、快速、方便，非常适合

临床检测。

4.3　融合机器学习的基质辅助激光解吸/
电离飞行时间质谱(MALDI-TOF MS)

基质辅助激光解吸/电离飞行时间质谱

(MALDI-TOF MS)是近年来发展起来的一种微生

物诊断技术，其基本构造包括进样系统、离子

源、飞行时间分析器和离子检测器。其工作原

理是：离子源通过激光轰击待测样品，形成带

电荷的生物分子从而发生电离，电离的生物分

子在电场的作用下加速通过飞行管道，根据到

达检测器的时间及离子的数量得到质荷比值

(m/z)及信号值，进而形成相应的峰图(图 4)[67]。

MALDI-TOF MS 可根据微生物菌体内高丰度、

表达稳定和进化保守的核糖体蛋白，检测具有

属、种或亚型特异性的生物信号，从而实现细

菌的快速、准确分型[68-70]。2015 年，MALDI-

TOF MS 首次被评估为鉴定猪链球菌的替代工

具[71]。2021 年，这项技术被证实具有区分猪链

球菌血清型的能力[72]。此外，研究人员还结合

机器学习进一步提高了 MALDI-TOF MS 技术的

准确性。例如，Wang 等[67]通过融合随机森林

机器学习算法建立了检测猪链球菌血清 2 型并

区分其毒力的 MALDI-TOF MS 检测方法；通过

对 137 株猪链球菌进行检测发现，该方法在区

分猪链球菌 2 型与其他血清型方面的准确率为

90.5%，在区分 2 型中的毒力菌株和无毒力菌株

方面的准确率为 92.7%。

MALDI-TOF MS 具有灵敏度高、分辨率

高、图谱简明、速度快等优点，而且其制样简

便，可实现微量化、大规模、并行化和高度自

动化处理待检生物样品。然而，该技术的设备

复杂，对实验室条件要求高，因此较难推广于

基层兽医的使用中。此外，由于该技术依赖于

数据库，对于缺乏质谱数据库的细菌，该方法

无法进行鉴定。此外，不良的样品或基质极易

造成污染，对检测结果产生严重影响。

5　总结与展望　总结与展望

当前，PCR 技术依然是检测猪链球菌病原

的主流手段。然而，该技术对专业人员、设备

的依赖以及易污染等缺陷限制了其在基层的广

泛应用。胶体金免疫层析法等免疫学检测技术

虽然适用于临床快速诊断，但其灵敏度和准确

性仍有待提升。免疫传感器结合纳米材料展现

出灵敏度高、体积小、操作便捷、自动化等优

势；CRISPR-Cas 系统则以高灵敏度、强特异性

及快速检测为特点；MALDI-TOF MS 技术同样

具备高灵敏度、高分辨率、图谱简明、检测速

度快等优点，展现出良好的应用前景。尽管如

此，这些新型检测技术目前价格较为昂贵，临

床应用推广尚面临一定难度。在临床上，猪链

球菌常与其他病原如胸膜肺炎放线杆菌、副猪

格拉菌等混合感染，且不同血清型猪链球菌的

混合感染也颇为常见(如血清型 2、4、5、7、8、

9 型等)。因此，未来临床诊断的发展方向应根

据猪链球菌混合感染的情况，建立准确、简便、

快速、灵敏、特异且易于推广的检测方法。在

实验室检测中，应考虑应用猪链球菌抗体或核
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酸类标准物质，以提高检测方法的准确性和可

靠性。此外，微流控检测技术作为近年来发展

起来的新型检测技术，具有样本需求量少、高

通量、灵敏度高、易于集成和便携等优点，今

后可考虑将该技术应用于猪链球菌检测。
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