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猪链球菌微滴数字 PCR 定量检测方法的建立 
 

石磊，温雯，陈洵，叶蕾，常彦磊，李丽丽 

（暨南大学食品安全与营养研究院，广东广州 510632） 

摘要：根据猪链球菌（Streptococcus suis，SS）gdh 基因的保守序列设计特异性引物和 TaqMan 探针，通过反应条件优化和特异

性、敏感性、重复性试验以及临床样品的检测，建立可对其准确定量的微滴数字 PCR（droplet digital PCR，ddPCR）检测方法，并与

实时荧光定量 PCR（Quantitative real-time PCR，qPCR）检测方法进行比较分析。结果表明，该方法特异性良好，与猪传染性胸膜肺

炎放线杆菌、副猪嗜血杆菌、大肠杆菌、沙门氏菌、金黄色葡萄球菌、猪圆环病毒 2 型和伪狂犬病毒无交叉反应；灵敏度优于 qPCR，

线性相关系数（R2）为 0.991，呈良好线性关系，最低可检测到 2.692 copies/μL 的阳性质粒；稳定性好，变异系数为 1.66%。临床样

品定量检测结果表明，ddPCR 具有敏感性高、特异性好等优点，能对 qPCR 检测的可疑样品进行精确定量。本研究建立的 ddPCR 能

够准确定量检测 SS，将为 SS 相关研究提供有益参考。 
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Abstract: A droplet digital polymerase chain (ddPCR) detection method, based on gdh gene of Streptococcus suis was developed to 

improve the detection and quantification of S. suis. S. suis is an important pathogen, resulting in significant economic losses in pig farming. 

Prompt detection of S. suis in the field samples is important for effective control. ddPCR is a novel PCR technology, which offers good precision 

and direct quantification without using calibration curves. In this work, a ddPCR method for the sensitive and accurate quantification of S. suis 

was established. Under the optimized reaction conditions, results showed that ddPCR was specific to detect S. suis with detection limit of 2.692 

copies/μL, and no cross-reactions with Actinobacillus pleuropneumoniae, Haemophilus parasuis, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Salmonella, 

Staphylococcus aureu, Porcine circovirus type2 and Pseudorabies virus. The correlation coefficient (R2) obtained from linear regression analysis 

showed a good linearity of amplification for ddPCR (R2=0.991), and the repeatability test indicated that the coefficient of variation were 1.66%. 

The clinical application of ddPCR assay indicated that the sensitive and specific detection method could be useful to standardize quantitative 

detection of S. suis. 
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猪链球菌（Streptococcus suis，SS）是猪群中一种

常见的条件致病菌，其通常在猪的上呼吸道（尤其是

扁桃体和鼻腔）、生殖道或消化道内定居，严重时感染

猪会出现脑膜炎、败血症、肺炎及关节炎等病症[1]，

可导致青年猪猝死[2]。根据链球菌菌体荚膜抗原特性

的不同，猪链球菌可以分为 35 个血清型（1~34 型和 
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1/2 型），其中以 2 型（SS2）分布范围最广、毒力最

强、对猪的致死率也最高。并且还能引起人类感染，

出现脑膜炎、败血症、肺炎、关节炎、心内膜炎、腹

膜炎及眼内炎等严重病症，甚至会引起死亡，严重威

胁人类健康和公共卫生[3,4]。因此，快速准确地检测猪

链球菌对于感染的早期诊断和治疗非常重要。加强对

猪链球菌检测技术的研究，开展猪链球菌的检测，防

止猪链球菌的传入传出，对进出口贸易的技术保障具

有重要意义。 
血清学分型是猪链球菌感染诊断的最重要特征之

一[5,6]。然而，血清学检测耗时且需高技术要求来完成

复杂的操作[7]。近年来，聚合酶链式反应（PCR）和
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实时荧光定量 PCR（Quantitative real-time PCR，qPCR）
检测技术已成功用于猪链球菌检测[8,9]。然而，PCR 需

通过凝胶分析检测结果，灵敏度低；qPCR 在定量时

需依赖标准曲线，而标准曲线的质量易受到引物和探

针浓度、DNA 纯度以及标准品等因素的影响，导致其

准确度达不到绝对定量的要求[10]。此外，qPCR 也容

易受到反应抑制因子的影响而导致假阴性的出现，从

而干扰实验结果的判断[11]，使其适用性受到限制。 
微滴数字 PCR（droplet digital PCR，ddPCR）是

近年发展起来的新一代 PCR 技术[12,13]。具有快速、准

确且可实现绝对定量的优势，与传统 qPCR 方法不同

的是，它不依赖于标准曲线，因而定量结果更为精确，

同时也使体系受反应抑制因子的影响大大降低[14]。其

原理是基于将样品进行系列稀释到一定浓度后，使样

品分子随机分布于约 20000 个微滴中，从而使大部分

微滴中的模板数为 1 或 0。每个微滴为一个独立单元

进行 PCR 扩增，随后对每个微滴中的荧光信号进行读

取。根据泊松概率分布函数(Poisson distribution)计算

出样品中的 DNA 拷贝数[15]。该方法特异性强、灵敏

度高、稳定性强且快速。猪链球菌在 qPCR 检测等分

子生物学方法的相关研究[8,9]已趋于成熟，但还未有针

对猪链球菌的 ddPCR 检测方法，因此，建立针对猪链

球菌的 ddPCR 检测方法对猪链球菌感染的早期诊断、

快速鉴定和定量检测具有重要意义[16]。本研究旨在建

立特异、灵敏、准确的猪链球菌 ddPCR 定量检测方法，

并与传统 qPCR 进行比较，以期为猪链球菌的定量检

测提供新方法和借鉴。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  实验菌株 
猪传染性胸膜肺炎放线杆菌（Actinobacillus 

pleuropneumoniae，APP）、副猪嗜血杆菌（Haemophilus 
parasuis，HPS）、大肠杆菌（Escherichia coli，E. coli）、
沙 门 氏 菌 （ Salmonella ）、 金 黄 色 葡 萄 球 菌

（Staphylococcus aureu，S. aureu）由本实验室保存；

猪链球菌（Streptococcus suis，SS）灭活疫苗、伪狂犬

病毒（Pseudorabies virus，PRV）疫苗、猪圆环病毒 2
型（Porcine circovirus type 2，PCV-2）疫苗购自广东

永顺生物制药有限公司。 
1.1.2  主要试剂 

细菌基因组 DNA 提取试剂盒、病毒 RNA/DNA
小量提取试剂盒，购自广州美基生物科技有限公司；

AceQ qPCR Probe Master Mix，购自南京诺维赞生物技

术有限公司；ddPCR Supermix for Probes (No dUTP)、
Droplet Generation Oil for Probes，购自美国 Bio-Rad
公司。 
1.1.3  主要设备 

NanoDrop veu plus 核酸蛋白分析仪，美国 Thermo 
Fisher 公司；QuantStudio 6 Flex 实时荧光定量 PCR 仪，

美国 ABI 公司；QX200 微滴式数字 PCR 仪，美国

Bio-Rad 公司。 

1.2  方法 

1.2.1  探针和引物设计 
根据 SS 的 gdh[17]基因保守区，使用 Primer 

Premier3.0 设计特异性的 real-time PCR 引物探针，引

物探针序列见表 1，扩增片段长度为 62 bp。所有引物

和探针均由生工生物工程（上海）股份有限公司合成。 
1.2.2  SS 标准品制备 

本次试验所用质粒标准品由生工生物工程（上海）

股份有限公司合成。通过搭桥 PCR 技术，采用具有互

补末端的搭桥引物并进行扩增，将多个扩增片段拼接

起来，从而构建出目标基因。 
 

表1 引物和探针序列 

Table 1 Primer and probe sequences 

引物探针名称 序列（5’-3’） 长度 

SS-gdh-F GGCGGTCTTCGCTTCCA  

62 bp 

 

SS-gdh-R TGTTCAAAACCGAGGAACTTCA 

SS-gdh-Probe FAM-CCAACTGTAAACCAATCC-MGB 

 
1.2.3  核酸的提取 

利用 Magen 细菌基因组 DNA 提取试剂盒提取

SS、HPS、APP、E.coli、Salmonella、S.aureu 的 DNA；

利用 Magen 病毒 RNA/DNA 小量提取试剂盒提取

PRV、PCV-2 的 DNA，均保存于-80 ℃备用。 

1.2.4  qPCR 反应体系和条件 
采用设计好的引物和探针建立实时荧光定量

PCR 方法，qPCR 总反应体系为 20 μL，包括：AceQ 
qPCR Probe Master Mix 10 μL；上下游引物（10 
μmol/L）各 0.4 μL；探针（10 μmol/L）0.2 μL；模板 1 
μL；ddH2O 8 μL。扩增条件为：95 ℃ 5 min；95 ℃ 10 
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s，60 ℃ 34 s，共 30 个循环。将质粒进行 10 倍梯度

稀释，检测后用于绘制 qPCR 标准曲线。 
1.2.5  ddPCR 反应体系和条件优化 

ddPCR 设置引物浓度 400~900 nmol/L、探针浓度

200~500 nmol/L、退火温度 50~60 ℃，加入 ddPCR 
Supermix for Probes (No dUTP) 10 μL，用水补足至 20 
μL，进行 ddPCR 扩增，扩增条件为：95 ℃ 10 min；
94 ℃ 30 s，50~60 ℃ 1 min，40 个循环；98 ℃ 10 
min；4 ℃ 60 min，升降温速率 2 ℃/s。通过比较

ddPCR 的微滴生成数、微滴分布状态以及微滴荧光信

号的强度等来确定优化的结果。 
1.2.6  特异性试验 

分别以 SS、HPS、PRV、PCV-2、APP、E.coli、
Salmonella、S.aureu 的 DNA 为模板，按照优化后的体

系进行 ddPCR 的检测，验证其特异性。 
1.2.7  重复性试验 

用已优化好的 ddPCR 方法进行重复性试验。在

20 μL 的反应体系中加入 1 μL 稀释到浓度为

2.692×105~2.692×103 copies/μL 的 DNA 模板，分别重

复 3 次 ddPCR 试验。 
1.2.8  数据统计 

采用 SPSS 19.0 软件进行统计学处理，使用

Microsoft Excel 2013 进行 qPCR 校准曲线的线性回归

分析。使用 QuantStudioTM Real-Time PCR Software 
v1.3 进行 qPCR 数据分析，使用 QuantaSoft 1.7.4.0917
进行 ddPCR 数据分析。 

2  结果与讨论 

2.1  qPCR方法建立 

 
图1 SS的扩增曲线 

Fig.1 Amplification curve for S. suis 

注：从左到右标准品拷贝数依次为 2.692×108~2.692×103。 

将 2.692×1010 copies/μL 的 SS 质粒进行 10 倍倍比

稀释，以此为 qPCR 模板，得到 qPCR 扩增曲线（图

1）。结果表明：qPCR 线性良好，扩增效率高，灵敏

度较好。 

2.2  ddPCR反应条件的确定 

使用 SS 的标准质粒（2.692×105 copies/μL）作为

阳性对照，对 ddPCR 退火温度和引物探针浓度进行条

件优化。实验结果表明，ddPCR 的最佳退火温度为

52 ℃，如图 2 所示，在这个温度下，阳性（蓝色）和

阴性（灰色）对照和最大扩增产物（阳性液滴数量）

之间的荧光幅度差异最大。最佳引物浓度为引物浓度

900 nmol/L，探针浓度 250 nmol/L，如图 3 所示，在

这个浓度比之下，反应具有最低的负荧光幅度（灰色），

且具有相同的阳性液滴（蓝色）数。因此，通过反应

条件优化，确定本实验最佳引物探针浓度和扩增条件

为：引物浓度为 900 nmol/L，探针浓度为 250 nmol/L。
ddPCR 扩增条件：95 ℃ 10 min；94 ℃ 30 s，52 ℃ 
1 min，40 个循环；98 ℃ 10 min；4 ℃ 60 min，升

降温速率 2 ℃/s。 

 
图2 SS ddPCR不同扩增温度的微滴散点图 

Fig 2 Droplet scatter plots of ddPCR amplification for different 

annealing temperature 

 
图3 SS ddPCR扩增不同引物浓度比的微滴散点图 

Fig.3 Droplet scatter plots of ddPCR amplification for different 

primer and probe concentration 

注：从左到右引物浓度比依次为 400:200、500:250、

600:300、700:350、800:400、900:450 和 900:250。 

2.3  ddPCR扩增 
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图4SS ddPCR扩增图 

Fig.4 Amplification map of Streptococcus suis 

注：a 图横坐标代表微滴数，纵坐标代表荧光强度，阴性

微滴以灰色显示，阳性液滴以蓝色显示；b 图横坐标代表荧光

强度，纵坐标代表微滴数，故荧光强度较低的左边一簇对应阴

性液滴，荧光强度较高的右边一簇对应阳性液滴。 

 
图5 SS ddPCR扩增不同浓度模板的微滴散点图 

Fig.5 Droplet scatter plots of ddPCR amplification for different 

concentration templates 

注：从左到右标准品拷贝数依次为 2.692×105~2.692×100，

NTC。 

ddPCR 扩增的微滴生成数目在 10000 以上，表明

ddPCR 反应正常，可以对其进行后续的定量分析。经

过优化的 ddPCR 反应体系对 SS 的扩增结果良好，微

滴散点图中阴阳性微滴分界明显（图 4a）。微滴频率

分布图中阴阳性微滴峰显著分开，且中间无杂峰（图

4b）。当样品 DNA 模板拷贝数高于约 20000 时，阳性

微滴数与生成微滴总数接近，不满足泊松分布，无法

实现 ddPCR 的准确定量。DNA 初始模板浓度为

2.692×105 copies/μL，随着 DNA 模板浓度降低，阳性

微滴数量相应减少（图 5）。由图可知，经过优化的反

应条件适合进行猪链球菌 ddPCR 的定量分析。 

2.4  标准曲线和最低检测限 

ddPCR 和 qPCR 的标准曲线分别见图 6 和图 7。
由图可知，ddPCR 的 R2值为 0.9907，斜率为-0.9545，
最低检测限为 2.692 copies/μL。qPCR 的 R2 值为

0.9956，斜率为-3.6795，最低检测限为 269.2 copies/μL。
结果表明：ddPCR 和 qPCR 的线性关系均较好，且

ddPCR 灵敏度比 qPCR 高 2 个数量级。 

 
图6 ddPCR标准曲线 

Fig.6 ddPCR standard curve 

 
图7 qPCR标准曲线 

Fig.7 qPCR standard curve 

2.5  特异性分析 

以 SS、HPS、PRV、PCV2、APP、E.coli、Salmonella
和 S.aureu 的 DNA 为模板进行 ddPCR 特异性验证。

结果表明：仅 SS 有特异性扩增，其他样品均没有检

测到阳性荧光信号，说明该方法特异性较好。 

2.6  重复性分析 

采用三组不同拷贝数浓度的 DNA 模板来评估

ddPCR 方法的重复性，对每组样品进行三次测试。测

试结果如表 2 所示，说明该方法的重复性好、准确度
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高，检测结果稳定、可靠。 
表2 ddPCR重复试验结果 

Table 2 Reproducibility of ddPCR 

浓度/ 
（copies/μL） 3 次测试/（copies/μL） SD CV/%

2.692×105 1342 1369 1387 22.65 1.66 

2.692×104 153 160 152 4.36 2.81 
2.692×103 6.3 5.2 5.6 0.26 4.32 

2.7  临床样品的检测 

利用本实验建立的 ddPCR 和 qPCR 方法分别对

50 份从猪场采集的样品进行检测。结果显示：50 份样

本中，qPCR 方法检出 43 份阴性样本，7 份阳性样本；

ddPCR 方法检出的 41 份阴性样本，9 份阳性样本，核

酸拷贝数为 2.4~549 copies/μL，而 qPCR 未检测出来

的 2 份样品核酸拷贝数分别是 2.4 和 4.8 copies/μL。
qPCR 能检测出的阳性样品都能被 ddPCR 中检出，且

ddPCR 的结果更为有效和准确。结果表明：对于高拷

贝数的样品，ddPCR 和 qPCR 检测结果一致；对于低

拷贝数的样品，qPCR 无法检测，而使用 ddPCR 可以

检测到相应的核酸拷贝数，结果更加可靠和精确。 
表3 临床样本检测结果 

Table 3 Detection result of clinical samples 

检测结果 qPCR ddPCR 

阳性 7 9 

阴性 43 41 

总计 50 50 

3  结论 

3.1  近年来，液滴数字 PCR 技术已经商业化，将反

应分为纳米级别大小的液滴。数千个液滴的快速微流

体分析每个样品使 ddPCR 适用于常规使用，并大大提

高了系统的实际动态范围（对每个液滴的多个目标分

子进行泊松校正）[18]。该技术比 qPCR 相比具有许多

潜在的优势，具有较高的灵敏度和精密度，并正以一

种有效的独立 DNA 定量方法迅速取代 qPCR。 
3.2  在过往的研究中，Velusamy 等[19]建立了基于

TaqMan 探针的猪链球菌实时荧光定量 PCR 检测方

法，其灵敏度小于 10 copies/assay。林祥梅等[20]建立

了猪链球菌 2 型溶菌酶释放蛋白 MRP 荧光 PCR 检测

方法，其敏感性为 10 CFU。本实验建立的实时荧光定

量 PCR 检测方法的最低检测限为 269.2 copies/μL，
ddPCR 的最低检测限为 2.692 copies/μL。 
3.3  本试验建立了一种定量检测 SS 的 ddPCR 方法，

同时，利用 ddPCR 和 qPCR 这 2 种检测方法对 SS 进

行检测，就灵敏性、重复性、特异性和临床样本检测

4 个方面进行了比较。在定量检测相同稀释度的 SS 质

粒 DNA 时，ddPCR 和 qPCR 的定量值均呈线性正相

关，且 ddPCR 方法比 qPCR 方法更为灵敏。而在实际

检测过程中，ddPCR 方法的检出率更加可靠。 
3.4  然而，液滴数字 PCR 也存在一些不足，例如仪

器设备昂贵，每份样品的检测成本较实时荧光 PCR
高；微滴读取速度慢导致检测时间是实时荧光 PCR 的

2~3 倍；荧光通道少（目前只有 FAM、HEX、VIC 通

道）；样品需稀释到一定浓度方可检测等[21]。但是，

随着未来液滴数字 PCR 仪器成本的下降和技术的成

熟，该技术具有广阔的应用前景。 
3.5  总之，本试验建立的 ddPCR 方法灵敏度高、稳

定性好、特异性强，可进行 SS 低含量样品的定量检

测。为 SS 的检测、流行病学调查、质控等提供了一

个切实可行的解决方案。 
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