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摘   要：胞内劳森菌(Lawsonia intracellularis, LI)常引起猪精神不振、食欲减退、血样下痢或突

然死亡，严重损害养猪业。猪群感染该菌在肠道诱导免疫应答的研究较少。因该菌胞内寄生，基于

细菌不同感染阶段动物免疫应答特点，检测方法会有所侧重。本文重点阐述了胞内劳森菌感染后机

体免疫应答的特点，并对其检测技术进行综述，以期为新型检测技术研发及疫病防控提供参考。 
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Abstract: Lawsonia intracellularis (LI), an intracellular pathogen, is a common cause of 
lethargy, poor appetite, hemorrhagic diarrhea, or sudden death of pigs, posing a threat to pig 
industry. LI induces a distinct immune response with unique immune patterns in pig intestine. 
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Diagnosis of this intracellular species is dependent on the characteristics of immune response in 
animals at different stages of infection. In this review, we described the characteristics of immune 
response upon LI infection and the detection methods, in an attempt to provide a reference for the 
development of new diagnosis techniques and prevention and control of related diseases. 
Keywords: Lawsonia Intracellularis (LI); pig; immune response; diagnosis 
 
 

胞内劳森菌(Lawsonia intracellularis, LI)

主要引起猪增生性回肠炎(porcine proliferative 

enteropathy, PPE)，其以增生性出血性肠病

(proliferative hemorrhagic enteropathy, PHE)和

猪肠道腺瘤病(porcine intestinal adenomatosis, 

PIA)为典型症状。LI 主要感染新生仔猪及育肥

猪，呈急性型、慢性型与亚临床型 3 种临床症

状，其中慢性型最为常见，严重时也会出现腹

泻，甚至死亡[1-2]。近年来，德国、丹麦等国家

抽检显示粪便样本阳性的畜群群体达 90.3%，

血清阳性率为 91.7%[3-5]。由于该菌培养条件苛

刻，严格胞内寄生，迄今为止世界范围内分离

的菌株数量相对较少 [6]。此外，猪繁殖与呼吸

综合征、猪圆环 2 型病毒病等免疫抑制性疾病

和猪传染性胃肠炎病毒、产气荚膜梭菌、沙门

氏菌等病原的存在也可诱发增生性回肠炎，使

该病研究变得十分困难[7-10]。 

鉴于 LI 感染小鼠肠道模型研究显示细菌感

染后宿主应答反应复杂，防控挑战巨大[11-12]。本

实验室在对进口猪回肠炎活疫苗评审检验过程

中，初步调查了我国该病感染情况，结果显示肠

道组织样本总阳性率为 60.12%，粪便样本总阳性

率为 58.92%，猪场阳性率为 100%。因此，在沙

门氏菌(Salmonella)、布鲁氏杆菌(Brucella)、结核

分枝杆菌(Mycobacterium tuberculosis)等胞内寄

生菌研究的基础上[13-16]，结合对上述胞内菌活疫

苗评审检验过程中发现的问题，综述了胞内劳森

菌感染后免疫应答特点，重点阐述了机体免疫应

答规律及其检测方法，为 PPE 新型疫苗和检测技

术研究及该病综合防控提供借鉴。 

1  机体感染胞内劳森菌后免疫

应答规律 
自然界中 LI 经肠道感染是其主要传播途

径[17]。慢性型 PPE 一般由单一 LI 感染所致，

感染 7 d 无明显症状，11 d 开始逐渐加深，至

21 d 左右出现明显临床症状(10%−15%)。若无

继发感染，部分病例在 4−6 周可康复 [17]。若

LI 感染后并发其他机会致病菌感染则使症状严

重，直至死亡[17]。研究者通过实验性感染 7 周

龄猪 108 CFU/mL 的细胞内纯培养物，猪感染

后呈慢性型，从感染到恢复大致可分为 3 个阶

段[18]。本文对 LI 感染后不同时期机体的临床

症状、细胞因子和抗体水平主要变化进行了简

要归纳(图 1)[17,19-20]。 

1.1  感染前期(约 1−14 d) 
LI 首先侵袭小肠上皮细胞。感染后 36 h，

形成离散病灶[21]；感染后 5 d，在重度感染隐窝

周围的固有层单核细胞中可检测到细菌[21]。此

时，细胞因子 TNF-α、IFN-γ、IL-6 水平开始上

升，TNF-α 在感染后 10 d 达到峰值[19]。感染后

8 d，在回肠隐窝的肠细胞和绒毛顶端可检测到

大量细菌但未有上皮细胞过度增殖现象[22]；感

染后 11 d，在增生隐窝上皮细胞与单核细胞的

胞浆中可检测到大量 LI，但此时仍未出现炎症

现象[22]。感染后 14 d，可检测到 IgG 和 IgM[20]。

先天免疫作为动物机体的第一道防线，一般情

况下猪在其他病原感染后 2−3 d 出现全身炎症

迹象[23]。在急性 PPE 中，巨噬细胞和中性粒细

胞浸润并分泌高水平的促炎性因子进入固有层 
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图 1  LI 感染后机体临床症状、细胞因子及抗体水平的变化[17,19-20] 
Figure 1  Changes of clinical signs, cytokines and antibody levels in the body after LI infection[17,19-20]. 
 

导致炎症和黏膜出血[22]。然而在慢性 PPE 中，

感染早期阶段黏膜 IgA 滴度和细胞因子产生延

迟、炎症反应缺乏、感染部位免疫细胞相对减

少。推测 LI 的免疫抑制作用导致先天性免疫和

适应性免疫延迟或反应轻微。 
1.2  感染中期(约 14−28 d) 

感染后 14 d 巨噬细胞显著增加，可捕获严

重感染隐窝附近的抗原[24]。感染后 15 d，在回

肠、盲肠、近端结肠和螺旋结肠及空肠附近会

出现弥漫性未成熟上皮细胞增生的迹象，并可

在十二指肠、结肠、盲肠和直肠的管腔和隐窝

细胞的胞浆，回肠和空肠的固有层，近端结肠

黏膜下层的淋巴结中检测到细菌抗原，表明 LI

不受宿主免疫系统的控制并穿过黏膜扩散[22]。

这期间细菌抗原被抗原递呈细胞摄取递呈给淋

巴细胞，从而激活适应性免疫系统，IgA 分泌

增加，其效价从 4 倍升至 16 或 64 倍[22,25-26]。

感染后 19−24 d，组织病理学变化明显，出现黏

膜坏死现象。尽管固有层中的 B 细胞数量减少，

但黏膜刮片中 IgA 仍在增加[26]。感染后 20 d，

IFN-γ 和 IL-6 达到峰值[19]。感染后 3−4 周时，

IgG 和 IgM 达到峰值，且感染后 13 周仍可检

出[20]。感染后 25 d，抗炎性细胞因子 IL-4 和

TGF-β 达到峰值后开始下降[19]；此时 IL-8 和

IL-10 从最低值开始升高[19]。此阶段细菌出现感

染高峰期，具有特征性大体和显微病理变化，

免疫细胞发生浸润，体液免疫被激活，抗体水

平和抗炎性细胞因子逐渐增加。 

1.3  感染后期(约 28−42 d) 
感染后 29 d，肠上皮细胞中大多数细菌被清

除，细菌抗原主要在固有层单核细胞质中检测

到[22]。感染后 35 d，肠道切片中未观察到肠道

组织损伤和 LI 抗原，此时 IL-8 和 IL-10 达到峰

值[19,24]。感染后 40 d，TNF-α、IFN-γ 和 IL-6 仍

保持较高水平[19]。感染后 42 d，清除感染的特点

是固有层 CD3+细胞数量显著下降，相对于固有

层绒毛中 CD8+细胞数量较少[27]。此时，B 细胞数

量多于感染后 14 d[27]。通过主要组织相容性复合

体 II 类(major histocompatibility complex, MHC-Ⅱ)

染色发现，感染后 42 d，绒毛核心和固有层中的

MHC-Ⅱ+数量及抗原递呈细胞的数量较少[28]。LI

感染猪后分别通过分泌 IFN-γ的 T 细胞和 IgA 滴

度的升高反映细胞免疫和体液免疫。感染后期通

过分泌细胞因子 TGF-β和 IL-10 抑制过度炎症，
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下调促炎性细胞因子表达和抑制促炎性细胞增

殖，促进肠道恢复，提供免疫保护。 

2  胞内劳森菌感染的检测 
由于猪群生存环境复杂及 LI感染后机体免

疫应答机制尚不明确，感染早期的检测面临困

难。因此，基于现有免疫应答特点及感染后不

同阶段，灵活运用不同检测技术才能提高 LI 检

出率(图 2)。感染后 IFN-γ 虽也发生显著变化，

但目前尚无基于细胞免疫的检测方法应用于临

床，而基于体液免疫(IgG 和 IgM)、病原学及组

织学的检测技术已较为成熟。 

2.1  细菌分离鉴定 
LI 在肠道内的隐窝细胞周围发生重度感

染，从而导致病变。细菌分离鉴定虽作为检测

“金标准”，但 LI 培养要求高，鉴定时间长[30]。

需要 McCoy、IPEC-J2 和 IEC-18 等适宜细胞系

以及 37 °C 条件下 8.8%二氧化碳、82.2%氮气

和 6%−8%氧气的微厌氧环境[31-32]。并且分离受

到人员技术经验的限制，因而临床应用有限。 

2.2  基于组织学的检测方法 
LI 感染猪后可能需要至少 5 d 增殖才能达

到组织学检测所需水平，该方法对于病死猪是

检测 PPE 的可靠方法。其可对组织中 LI 和病变

进行共定位，也可对其他检测做进一步验证，

但受限于需要专用设备和专业技术人员，以及

制备特异性的 LI 单克隆抗体。目前常见的组织

学检测有Warthin-Starry银染技术(warthin starry 

silver staining technique, WS)、免疫组织化学

(immunohistochemistry, IHC)、免疫荧光测定

(immunofluorescence assay, IFA)和荧光原

位杂交技术(fluorescence in situ hybridization, 

FISH)。 

Ohta等运用 WS和 IHC检测绒毛上皮中 LI，

并通过电镜观察加以验证，发现在上皮的顶端细

胞质中存在与 LI 形态相似的弯曲细菌[33]。WS

虽更适于现场检测，但其特异性低，对形态相

似的螺旋菌等难以区分。 

Szczotka 等建立了检测 LI 的 IHC 方法并与

PCR 法比较，165 份肠道组织样本中，PCR 检

测阳性率为 20%，IHC 检测阳性率 18.2%，其

余样品 2 种检测均为阴性，证明了 IHC 在检测肠

组织中 LI 抗原的有效性[34]。IHC 与 WS 比较发

现，两者间一致性为 94.4%，IHC 优于 WS，其 
 

 
 

图 2  感染后不同时期的检测技术[29] 
Figure 2  Detection techniques for different days post-infection[29]. 
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敏感性约为 PCR 法的 87%[35]。Jensen 等[36]运用

IFA 和 FISH 检测 69 份肠组织样本，结果表明二者

特异性均为 100%，FISH 敏感性是 IFA 法的 91%。 

Weissenböck 等[37]使用地高辛标记的寡核苷

酸探针原位杂交(in situ hybridization, ISH)程序检

测了石蜡包埋组织中的 LI。该技术可识别 71%的

PCR 阳性病例，优于仅检测到 41%的 WS，与 IHC

具有相当的敏感性，适用于非抗体依赖的 LI 核

酸检测，但其成本高于 IHC。此外，与 IFA 相比，

在检测用福尔马林固定的猪肠道组织样本时，更

容易受到自溶的影响，从而降低了灵敏度。 

2.3  分子生物学检测 
LI 感染猪 7 d 出现粪便排毒，并可能持续

长达 10 周[21]。因此，此阶段可通过分子生物学

技术从猪粪便、直肠拭子、肠黏膜组织快速检

测 LI 核酸，以确定排菌情况。通过调查发现猪

场中主要对后备猪口服猪回肠炎活疫苗，然而

该方法无法区分强毒株和弱毒株，在检测已免

疫过的猪群时可能会出现误检。利用比较基因

组学寻找差异基因，有助于开发区分疫苗免疫

和自然感染动物的鉴别检测方法。当前，常见

分子生物学技术有常规 PCR、多重 PCR、实时

荧光定量 PCR、环介导等温扩增(loop-mediated 

isothermal amplification, LAMP)。 

PCR 法常用 16S rDNA 作为基因靶点[29,38]。

Li 等[39]基于 16S rRNA 基因保守区域，开发了

LAMP 检测法，该法可在 60 min 内通过浊度直

接获得结果，且特异性强，与其他病原体无交

叉反应，检测下限为 1.4×10−1 pg，敏感性与荧

光定量 PCR 类似，比常规 PCR 灵敏约 100 倍。

Wu 等[40]运用等温重组酶聚合酶扩增(recombinase 

polymerase amplification, RPA)，并结合侧向流

动试纸(lateral flow test paper, LFD)，建立了

RPA-LFD 现场检测方法，通过对 150 份样品检

测，其结果与常规 PCR 符合率为 100%。 

由于 PPE 多呈亚临床型并且易与其他病原

发生混合感染。因此，研制多种猪肠道病原体

的多重 PCR 检测技术很受关注。La 等[41]建立

了一种可同时检测猪粪便中胞内劳森菌、猪痢

疾短螺旋体和毛细螺旋体的多重 PCR 检测方

法，结果显示该方法特异性强、重复性好，每

克粪便中可检测到 102−103 个相应物种的细菌。 

与普通 PCR 和多重 PCR 相比，实时荧光

定量 PCR 在敏感性、特异性及通量化均有提升。

Liu 等 [42]建立了用于检测粪便样品中 LI 的

TaqMan 荧光定量 PCR 方法，扩增效率为

96.51%，最低检测浓度为 5 拷贝/μL，批间和批

内变异系数(coefficient of variation, CV)均小于

2%。当前能够快速检测猪肠道性多病原体的敏

感、特异多重荧光定量 PCR 方法已成为研究热

点。不同分子生物学检测方法所用引物序列、

目的基因、检测样本及敏感性总结见表 1。 

2.4  基于体液免疫的检测技术 
LI 感染机体后 14 d 可检测到 IgG 和 IgM 抗

体，且 IgG 可持续至少 13 周[22]。基于这一特点

可对症状不明显的临床疑似猪群通过该类方法

检测。然而，LI 抗体的产生有 3 种情况：自然

感染且产生体液免疫、接种疫苗、通过初乳被

动获得抗体[29]。因此，在检测时需考虑猪群是

否已接种过疫苗以及母体是否感染过 LI。 

2.4.1  酶联免疫吸附测定 

目前已有多种酶联免疫吸附测定(enzyme 

linked immunosorbent assay, ELISA)用于检测血

清中 LI 的抗体水平，主要为竞争性 ELISA。

其主要优点是可在复杂血清样品检出特异性

抗体 [43-44]，但无法量化，其敏感性因百分比抑

制值(percentage inhibition, PI)选择而异，且国内

还未有商业化试剂盒用于临床 LI血清流行病学

的调查。Jacobson 等[45]运用阻断 ELISA 检测猪

血清中 LI 抗体，结果当 PI=35 时，敏感性为 
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表 1  检测胞内劳森菌 DNA 的 PCR 技术[29,38,42] 

Table 1  PCR techniques used to detect Lawsonia intracellularis DNA[29,38,42] 

PCR type Target gene Primer sequence (5→3) 
Conventional PCR aspA F: GCAGCACTTGCAAACAATAAACT 

R: TTCTCCTTTCTCATGTCCCATAA 
ubiE F: GATGAAAGCCTGCTGCACGGA 

R: GTCTTGTTGAAGCTATGGAACCTG 
Nested PCR aspA F: TATGGCTGTCAAACACTCCG 

R: TGAAGGTATTGGTATTCTCC 
NF: TTACAGGTGAAGTTATTGGG 
NR: CTTTCTCATGTCCCATAAGC 

TaqMan quantification PCR ubiE F: GCTCATACCGATTGTGTAATGCA 
R: GAAAAACAGGCCGTATCCTTG 
Probe: GATGAAAGCCTGCTGCACGGA 
F: ATATTCCCCCAAGACCACAA 
R: TCTGAGGTAGGAGTGGAAGGATT 
Probe: CTCCTGATTATACTCCACCTGA 

16S rRNA F: GCGCGCGTAGGTGGTTAT 
R: GCCACCCTCTCCGATACTCA 
Probe: CACCGCTTAACGGTGGAACAGCCTT 

RPA-LFD dnaA F: AAATCCAAAAGTCGAGTATCTAACTGCGG 
R: TAAAAACCCAGAGCAAAATCGTGATACCAGGCG 

LAMP 16S rRNA FIP: GCATTCACCCGAGCATGCTGAAGTCTGCAAC 
(F1c-F2): TCGACTCCAT 
F3: GCATCTCAGTCCGGATTGG 
B3: CTTGTTACGACTTCACCCCA 
BIP: GTACACACCGCCCGTCACAC 
(B1c-B2): GTAGACGACTGCCTCGATTG 

 
72%，特异性为 93%。Kroll 等[46]使用 Westphal

热酚程序从 Percoll 梯度纯化的 LI 培养物获得

含脂多糖(lipopolysaccharides, LPS)的抗原，建立

了用于检测 LI 的改进 ELISA 方法。该方法检出

感染后不同阶段的 LI 抗体阳性猪显著多于间接

免疫荧光抗体试验(indirect immunofluorescence 

antibody test, IFAT)，对感染 LI 猪血清检测特异

性和敏感性分别为 100%和 99.5%。 

2.4.2  间接荧光抗体试验 

间 接 荧 光 抗 体 试 验 (indirect fluorescent 

antibody test, IFAT)主要优点是以效价测定实现

半定量[43]。研究表明，虽然 IFAT 检测猪血清抗

体敏感性可达 91%，特异性 100%，但在猪初次

接触和早期感染期间，血清中 LI抗体滴度较低，

可能导致“假阴性”，且需要荧光显微镜及受到

主观判定因素影响[43,47]。此外，在玻片上产生

受感染的细胞培养单层可能需要 5−7 d[48]。尽管

该方法不适合临床检测，但与 ELISA 结合可客

观评价 LI 蛋白的免疫原性和反应原性，如张昆

等运用该方法验证了鞭毛相关蛋白 LI0710的免

疫原性和反应原性，这有助于建立基于 LI 蛋白

的 PPE 免疫学检测方法[49]。 

2.4.3  免疫过氧化物酶单层分析 

免疫过氧化物酶单层分析(immunoperoxidase 

monolayer assay, IPMA)与 IFAT 相似，不同之处

在于显色变化是与二抗结合的过氧化物酶分解

化学底物而产生[50]。IPMA 产生的棕色斑点使

用光学显微镜即可观察。棕色斑点通常比荧光

斑点更稳定，持续时间更长[44]。与 ELISA 相比，

具有更高特异性。IFAT 和 IPMA 主要缺点都是

非特异性染色(IFAT 比 IPMA 更具特异性)，重

复性低，以及存在主观性。此外，体外细胞培
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养 LI 也是 PPE 研究难点[45]。由于猪在感染 21 d

后出现临床症状和 LI 排毒后，IPMA 与 IFAT

才能检测到，因此不适用感染早期的检测。Li

等[51]通过制备鼠抗 LI SodC 的单克隆抗体，建

立一种针对 LI 的 IPMA 抗原检测方法。用该方

法检测多种猪常见病原体，仅 LI 为阳性，其最

低检测限为 103 个/mL，与普通 PCR 相比，临

床样品检测符合率为 94.6%，表明该方法具有

良好的应用价值。 

3  展望 

3.1  深入探究 LI 感染后免疫应答规律有

助于进一步有效防控该病 
LI 感染后免疫反应与病理损伤和临床症状

的时间进程有关，尽管血清和细胞因子在 LI 感

染过程的变化已有研究，但关于宿主对 LI 免疫

应答规律的研究还有待深入。Th17 型 T 细胞参

与多种肠道病原体免疫反应，并对调节细菌共

生和维持管腔及肠道内稳态起重要作用 [52]；

IFN-γ 是 Th1 型 T 细胞介导的重要细胞因子，

且已有证明敲除 IFN-γ 受体的小鼠无法清除 LI

感染；此外，在感染 LI 的猪肠道黏膜中已经观

察到感染后 15−29 d，IgA 滴度增加，但 IgA 作

用机制仍未知 [26]。因此，深入研究 Th1/Th17

型免疫应答规律、IFN-γ 等相关细胞因子促进机

体清除 LI 和调控炎症等机制，将为更有效防控

LI 感染提供理论支撑。 

3.2  挖掘新的检测靶标和建立实验室高通

量检测技术是该病检测的迫切需求 
对感染不同阶段进行检测，早期阶段存在

巨大挑战。基于感染不同阶段免疫应答特点，

挖掘 LI 感染特异性检测靶标及检测标识，并基

于此建立新型检测方法具有重要意义。Barrera- 

Zarate 等[53]研究表明出现 PPE 临床症状的猪，

其口腔液和血清中的 IgG 结果一致，可将口腔

液替代血清作为潜在的检测样本。Pusterla 等[54]

发现血清淀粉样蛋白 A (serum amyloid A, SAA)

作为一种主要的急性期蛋白，有助于确定潜在炎

症程度。当动物出现最严重的病变时，感染动物

体内基质金属蛋白酶-7 (matrix metalloproteinase-7, 

MMP7)、谷氨酰胺转胺酶-2 (transglutaminase-2, 

TGM2)和肿瘤抑制素 M (oncostatin M, OSM)等

与细胞增殖和炎症相关因子的转录水平显著升

高。此外，LI 感染猪群后 IFN-γ、IL-6 等细胞

因子会出现显著变化。因此，基于上述靶标，

体外开发适合实验室高通量的检测试剂盒是未

来研究热点。 

3.3  定期监测、及时隔离淘汰阳性动物是

防控该病的重要手段 
目前猪场疫苗接种率较低以及 LI检测方法

存在不足，应注意采样时间(夏季多发)、对象(断

奶仔猪和育肥猪)、部位(新鲜粪便和猪发生增生

性炎症的小肠段)，避免交叉污染，从而提高检

测准确性。由于猪增生性回肠炎暂时无特效治

疗方法，综合运用多种方法定期检测猪群状态，

适当提高疫苗接种率和药物预防，及时隔离淘

汰阳性个体是防控该病的重要手段。 
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