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摘要： 为查明贵州省某猪场中引起仔猪呼吸道疾病的病原菌， 深入了解该病原的生物学特性， 无菌采集病死猪肺组织， 于含血清的胰蛋白胨大

豆琼脂培养基划线培养分离菌株， 采用形态学观察、 生化试验、 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因测序、 ＰＣＲ－限制性片段长度多态性 （ＰＣＲ－ＲＦＬＰ） 等方法对分离

到的疑似菌株进行鉴定， 并进行毒力基因检测和药物敏感性测定， 最后通过小鼠模型测定了其致病性。 结果： 分离菌株为猪链球菌 １ 型， 命名为

Ｓ２４００５１； 对庆大霉素、 卡那霉素、 新霉素、 链霉素、 多西环素、 四环素、 万古霉素、 磺胺异噁肟 ８ 种抗生素耐药； 对青霉素、 阿莫西林、 头孢

噻肟、 氨苄西林、 环丙沙星、 恩诺沙星、 左氧氟沙星、 泰妙菌素、 克林霉素、 利福平 １１ 种抗生素敏感； 携带 ｓｌｙ （链球菌溶血素 Ｓ）、 ｅｐｆ （胞外蛋

白酶因子）、 ｍｒｐ （黏附性纤毛蛋白）、 ｏｒｆ２ （开放阅读框 ２）、 ｆｂｐｓ （纤维蛋白原结合蛋白）、 ｇａｐｄｈ （甘油醛－３－磷酸脱氢酶）、 ｓｒｔＡ （分选酶 Ａ）、
ｃｃｐＡ （分解代谢物控制蛋白 Ａ） 等毒力基因； 该菌感染浓度为 ３􀆰 ９６×１０９ ＣＦＵ ／ 只时， 感染小鼠 １００％死亡， 且死亡小鼠肺脏、 肝脏和脾脏组织病理

切片可见明显病变。 以上研究丰富了猪链球菌病病原生物学资料， 为猪链球菌 １ 型耐药机制和致病机理研究奠定了基础。

关键词： 猪链球菌 １ 型； 毒力基因； 致病性； 耐药性； 分离鉴定
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　 　 猪链球菌 （Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｓｕｉｓ， ＳＳ） 为革兰阳性兼

性厌氧菌， 其形态学特征为无鞭毛结构、 缺乏芽胞形

成能力， 且多呈成对或链状排列［１］。 猪链球菌是猪

链球病的病原， 可引发多种严重疾病， 包括脑膜炎、
败血症、 关节炎及心内膜炎等［２］。 猪链球菌血清型

复杂， 根据荚膜多糖 （ｃａｐｓｕｌａｒ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ， ＣＰＳ）
抗原的差异， 可分为 ２９ 个血清型 （１ ～ １９、 ２１、 ２３ ～
２５、 ２７～３１ 和 １ ／ ２ 型） ［３］ 和 Ｃｈｚ 血清型［４］， 后续根据

荚膜多糖抗原基因簇的差异， 现已报道 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［５－６］。 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［７］。 我国目前用于猪链球

菌防控的疫苗多针对猪链球菌 ２ 型， 少部分含有针对

猪链球菌 ７ 型和马链球菌兽疫亚种的成分， 但不同地

区猪链球菌血清型的流行存在差异， 不同血清型间疫

苗免疫缺乏交叉保护性［８］。 因此， 对于猪链球菌病

发病猪场， 需先准确判定致病菌株的血清型及生物学

特性， 采取针对性的防控措施以减少损失。
当前， 猪链球菌的研究多聚焦于血清 ２ 型， 而针

对血清 １ 型的致病机制及防控研究相对较少。 本研究

自贵州省某猪场病死仔猪肺脏组织样本中分离获得 １
株猪链球菌， 经系统鉴定确认为血清 １ 型。 通过革兰

染色镜检观察、 生化特性鉴定、 血清型基因鉴定及毒

力基因检测明确其生物学特征； 进一步结合药敏试验

和小鼠感染模型评估其耐药性及致病力， 以期为猪链

球菌病的临床综合防控及致病机制解析提供理论依据

与数据支撑。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 样品来源

贵州省某猪场病死猪， 临床表现为生长迟缓、 消

瘦、 被毛杂乱、 后肢关节肿大， 呼吸急促并伴有咳

嗽， 经实验室剖检后发现肺脏组织肿大， 表面有弥散

性出血点。 结合临床表现与病理特征， 怀疑为感染猪

链球菌所致。
１􀆰 ２　 质控菌株和试验动物

金黄色葡萄球菌 ＡＴＣＣ２９２１３ 由贵州省畜牧兽医

研究所实验室保存并提供。 ＳＰＦ 级 ５ 周龄昆明小鼠

３６ 只， 体重 （２５±２） ｇ， 雌雄各半， 购自长沙市天勤

生物技术有限公司。
１􀆰 ３　 主要试剂

新生牛血清购自浙江天杭生物科技股份有限公

司； 胰蛋白胨大豆琼脂 （ＴＳＡ） 和胰蛋白胨大豆肉汤

（ＴＳＢ） 培养基购自青岛海博生物公司； 细菌 ＤＮＡ 提

取试剂盒购自天根生化科技有限公司； ＤＬ２０００

Ｍａｒｋｅｒ、 ２×Ｐｒｅｍｉｘ Ｔａｑ 酶均购自宝生物工程有限公

司； Ｍｖａｌ ＢｓｔＮⅠ限制性内切酶购自赛默飞世尔科技

有限公司； 抗生素购自上海源叶生物科技有限公司。
１􀆰 ４　 细菌的分离与纯化

无菌采集病死猪肺脏病变与正常交界处的组织，
划线接种于含 ５％新生牛血清的 ＴＳＡ 培养基上， ３７ ℃
恒温培养 １８ ｈ 后， 观察 ＴＳＡ 培养基上菌落形态， 挑

取单个疑似菌落接种于 ＴＳＡ 培养基上纯化培养， 并

进行革兰染色， 在光学显微镜下观察分离菌株的染色

结果和形态特征。 将纯化后的可疑单个菌落接种至

５ ｍＬ含 １０％ 新生牛血 清 的 ＴＳＢ 液 体 培 养 基 中，
３７ ℃、 １５０ ｒ ／ ｍｉｎ 培养 ８ ｈ。
１􀆰 ５　 生化鉴定

参照 《伯杰氏细菌鉴定手册》， 链球菌对葡萄

糖、 蔗糖、 乳糖及海藻糖的发酵能力为稳定阳性； 对

半乳糖、 果糖、 甘露醇与阿拉伯糖的代谢结果因菌株

而异， 无机盐及含氮代谢物对硫化氢生成、 尿素酶活

性、 马尿酸钠水解及柠檬酸盐利用试验均呈阴性［９］。
将分离菌株接种在含 １０％新生牛血清的 ＴＳＢ 培养基

中培养至 ８ ｈ， 取纯培养物和无菌生理盐水分别接种

于细菌微量生化反应管中， ３７ ℃静置培养 ２４ ～ ４８ ｈ，
观察细菌微量生化反应管的颜色变化， 判定试验

结果。
１􀆰 ６　 １６Ｓ ｒＲＮＡ ＰＣＲ 鉴定及测序

使用细菌 ＤＮＡ 试剂盒提取菌液 ＤＮＡ， 参照文献

［１０］ 合成细菌通用引物 １６Ｓ － Ｆ （ ５′ － ＡＧＡＧＴＴＴ⁃
ＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ－３′）， １６Ｓ－Ｒ （５′－ＡＣＧＧＣＴＡＣＣＴ⁃
ＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ－３′）， 采用 ＰＣＲ 方法进行扩增， 预计

片段大小为 １ ５００ ｂｐ。 ＰＣＲ 扩增体系为 ５０ μＬ： ２×
Ｐｒｅｍｉｘ Ｔａｑ ２５ μＬ， 上下游引物各 ２ μＬ， 模板 ２ μＬ，
剩余体积以 ｄｄＨ２Ｏ 补足。 ＰＣＲ 扩增程序： ９５ ℃预变

性 ５ ｍｉｎ； ９５ ℃变性 ３０ ｓ， ５５ ℃退火 ３０ ｓ， ７２ ℃延伸

１ ｍｉｎ， ３０ 个循环； ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ。 ＰＣＲ 扩增产物

经 １％琼脂糖凝胶电泳检测， 确认含有目标条带的剩

余 ＰＣＲ 产物委托生工生物工程 （上海） 股份有限公

司完成双向测序。 获取正向与反向测序结果后， 通过

ＳｅｑＭａｎ 软件进行序列拼接校正， 最终将完整序列提

交至 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库， 利用 ＢＬＡＳＴ 工具进行同源性

比对分析。
１􀆰 ７　 血清型鉴定

参考文献 ［１１－１３］ 合成猪链球菌不同血清型特

异性引物 （见表 １）， 以纯化菌液 ＤＮＡ 为模板进行

ＰＣＲ 扩增。 ＰＣＲ 扩增体系为 ２５ μＬ： ２ ×Ｐｒｅｍｉｘ Ｔａｑ
１２􀆰 ５ μＬ， 上下游引物各 １ μＬ， 模板 １ μＬ， 剩余体积

以 ｄｄＨ２Ｏ 补足。 扩增程序： ９５ ℃预变性 ５ ｍｉｎ； ９５ ℃
变性 ３０ ｓ， ５３～５８ ℃退火 ３０ ｓ， ７２ ℃延伸 １ ｍｉｎ， ３０
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个循环； ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ。 鉴定分离菌株血清型的

引物序列均由生工生物工程 （上海） 股份有限公司

合成。 采用 ＰＣＲ －限制性片段长度多态性 （ ＰＣＲ －
ＲＦＬＰ） 方法［１４］对 ＣｐｓＫ 阳性菌 ＰＣＲ 产物通过限制性

内切酶 ＢｓｔＮⅠ进行酶切鉴定， 扩增体系及程序同上

述， 扩增结束后取 ＰＣＲ 及酶切产物经 １􀆰 ５％琼脂糖凝

胶进行电泳检测， 确定分离菌株血清型。

表 １　 猪链球菌血清分型引物序列信息

引物名称 引物序列 （５′→３′） 片段长度 ／ ｂｐ 退火温度 ／ ℃

ＣｐｓＫ－Ｆ ＧＴＴＧＣＴＧＧＴＴＡＴＧＡＴＡＧＧＧＴＡＧ

ＣｐｓＫ－Ｒ ＡＡＧＣＴＴＣＴＴＴＴＧＣＴＧＴＴＴＧＣＴＣ
４８６ ５３

Ｃｐｓ１Ｉ－Ｆ ＴＣＴＴＡＴＡＡＣＡＧＧＣＧＴＣＡＡＡＡＣＡ

Ｃｐｓ１Ｉ－Ｒ ＡＴＣＧＧＴＡＴＡＡＡＡＧＣＡＡＧＡＣＡＣＡ
１５３ ５６

Ｃｐｓ２Ｊ－Ｆ ＴＴＣＧＴＡＴＴＡＡＣＴＴＡＣＴＴＧＧＣＧＴ

Ｃｐｓ２Ｊ－Ｒ ＴＡＡＡＴＣＣＣＣＡＴＡＴＧＣＣＡＡＡＴＣＣ
３６３ ５５

Ｃｐｓ３Ｌ－Ｆ ＡＣＡＴＣＣＡＴＴＧＣＡＧＧＡＧＴＡＧＴＡ

Ｃｐｓ３Ｌ－Ｒ ＴＧＣＡＧＴＴＣＣＡＡＡＡＴＴＣＴＴＣＧＴ
２１０ ５６

Ｃｐｓ４Ｋ－Ｆ ＴＧＡＴＡＴＴＧＧＣＴＡＴＣＴＴＴＴＧＧＧＧ

Ｃｐｓ４Ｋ－Ｒ ＴＴＣＣＣＣＣＴＴＣＡＡＡＴＡＡＡＣＴＣＴＧ
５４２ ５６

Ｃｐｓ５Ｌ－Ｆ ＡＧＧＴＡＴＧＴＣＴＴＣＴＴＡＴＴＣＧＣＡＧ

Ｃｐｓ５Ｌ－Ｒ ＡＴＡＡＴＣＣＣＴＣＣＴＧＡＴＡＣＴＡＧＧＣ
４２８ ５８

Ｃｐｓ６Ｉ－Ｆ ＴＧＧＴＧＴＣＴＴＴＣＴＡＣＣＴＧＣＡＡ

Ｃｐｓ６Ｉ－Ｒ ＴＣＡＣＣＡＡＧＡＴＡＣＧＴＧＡＡＣＣＡ
７０５ ５５

Ｃｐｓ７Ｈ－Ｆ ＧＧＡＡＡＧＡＧＡＣＡＣＧＴＴＧＧＴＡＴＣ

Ｃｐｓ７Ｈ－Ｒ ＧＧＡＣＡＣＧＴＡＡＡＧＡＣＴＧＡＣＴＡＧ
３９５ ５６

Ｃｐｓ８Ｋ－Ｆ ＡＴＣＧＣＴＴＣＡＡＡＴＡＡＧＧＴＡＧＧＡＧ

Ｃｐｓ８Ｋ－Ｒ ＴＧＴＡＧＧＣＣＧＴＡＡＴＡＴＣＡＡＣＡＡＡ
２６８ ５３

Ｃｐｓ９Ｈ－Ｆ ＧＧＣＴＡＣＡＴＡＴＡＡＴＧＧＡＡＧＣＣＣ

Ｃｐｓ９Ｈ－Ｒ ＣＣＧＡＡＧＴＡＴＣＴＧＧＧＣＴＡＣＴＧ
３８９ ５５

１􀆰 ８　 毒力基因检测

参考文献 ［１３， １５］， 由生工生物工程 （上海）
股份有限公司合成猪链球菌 ｓｌｙ （链球菌溶血素 Ｓ）、
ｅｐｆ （胞外蛋白酶因子）、 ｏｒｆ２ （开放阅读框 ２）、 ｍｒｐ
（黏附性纤毛蛋白）、 ｆｂｐｓ （纤维蛋白原结合蛋白）、
ｇａｐｄｈ （甘油醛－３－磷酸脱氢酶）、 ｓｒｔＡ （分选酶 Ａ）、

ｃｃｐＡ （分解代谢物控制蛋白 Ａ） 和 ｌｕｘＳ （自诱导物－２
合成酶） ９ 种主要毒力基因特异性引物 （引物信息见

表 ２）。 ＰＣＲ 扩增程序： ９５ ℃预变性 ５ ｍｉｎ； ９５ ℃变

性 ３０ ｓ， ５２～５８ ℃退火 ３０ ｓ， ７２ ℃延伸 １ ｍｉｎ， ３０ 个

循环； ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ。 扩增结束后， 取 ＰＣＲ 扩增

产物经 １􀆰 ５％琼脂糖凝胶电泳进行检测。

表 ２　 猪链球菌主要毒力基因引物序列信息

引物名称 引物序列 （５′→３′） 片段长度 ／ ｂｐ 退火温度 ／ ℃

ｓｌｙ－Ｆ ＧＣＴＴＧＡＣＴＴＡＣＧＡＧＣＣＡＣＡＡ

ｓｌｙ－Ｒ ＣＣＧＣＧＣＡＡＴＡＣＴＧＡＴＡＡＧＣ
２４８ ５６

ｅｐｆ－Ｆ ＧＣＴＡＣＧＡＣＧＧＣＣＴＣＡＧＡＡＡＴＣ

ｅｐｆ－Ｒ ＴＧＧＡＴＣＡＡＣＣＡＣＴＧＧＴＧＴＴＡＣ
６２７ ５２

ｍｒｐ－Ｆ ＡＴＣＡＧＡＡＴＣＡＣＣＡＣＴＴＴＴＧＧ

ｍｒｐ－Ｒ ＴＣＡＴＡＣＣＣＡＧＴＡＡＡＴＡＣＡＣＧ
８８５ ５５

ｏｒｆ２－Ｆ ＣＡＡＧＴＧＴＡＴＧＴＧＧＡＴＧＧＧ

ｏｒｆ２－Ｒ ＡＴＣＣＡＧＴＴＧＡＣＡＣＧＴＧＣＡ
８５８ ５８
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续表２

引物名称 引物序列 （５′→３′） 片段长度 ／ ｂｐ 退火温度 ／ ℃

ｆｂｐｓ－Ｆ ＣＡＡＧＧＴＴＴＧＧＧＴＣＧＧＧＡＴＡ

ｆｂｐｓ－Ｒ ＣＣＣＧＴＣＴＧＴＴＧＣＣＡＡＧＴＡＡ
７２０ ５８

ｇａｐｄｈ－Ｆ ＣＡＧＴＣＡＡＡＧＣＣＣＧＣＡＡＣＣ

ｇａｐｄｈ－Ｒ ＣＣＡＣＣＧＡＡＧＣＣＡＡＧＡＧＧＴ
５７１ ５８

ｓｒｔＡ－Ｆ ＧＡＡＣＣＧＣＡＡＴＣＣＣＡＣＣＡＡＴ

ｓｒｔＡ－Ｒ ＡＡＡＡＧＡＡＴＡＡＡＣＡＧＧＣＴＧＡＧＡＧＡＣＡＡＣＡ
１２３ ５５

ｃｃｐＡ－Ｆ ＣＧＧＴＧＴＣＡＧＴＧＡＴＡＴＧＧＧ

ｃｃｐＡ－Ｒ ＧＴＣＡＧＧＴＴＴＧＧＡＣＧＧＧＴＡ
９６ ５５

ｌｕｘＳ－Ｆ ＧＣＴＣＣＴＧＡＣＣＡＣＣＴＡＴＣＴＧＣ

ｌｕｘＳ－Ｒ ＡＧＣＴＧＡＡＴＧＡＡＧＧＣＴＧＴＧＧＴ
１０１ ５５

１􀆰 ９　 药敏试验

本试验依据临床和实验室标准研究所 （ＣＬＳＩ）
指南， 采用肉汤微量稀释法评估猪链球菌临床分离株

对 １０ 类 １９ 种抗生素的敏感性。 将分离菌株纯培养物

用 ＴＳＢ 调整至 １×１０５ ＣＦＵ ／ ｍＬ， 在 ９６ 孔板的第 １ 孔加

１８０ μＬ 稀释好的菌液， 第 ２ ～ １１ 孔加 １００ μＬ 稀释好

的菌液， 在第 １ 孔中加入 ２０ μＬ 抗生素， 充分吹打混

匀， 随后取 １００ μＬ 的混合液于第 ２ 孔中吹打混匀，
依次类推加至第 １１ 孔， 弃去 １００ μＬ 稀释液， 第 １２
孔加无菌 ＴＳＢ 培养液作为阴性对照， 放置于 ３７ ℃二

氧化碳温箱中培养 ２０ ｈ。 每种药物 ３ 个重复。 以不长

细菌药物的最小药物浓度作为最小抑菌浓度 （ＭＩＣ）
值， 其耐药折点参考文献 ［１６］。 本试验用金黄色葡

萄球菌 ＡＴＣＣ２９２１３ 作为质控菌株。
１􀆰 １０　 生长曲线的测定

将纯化后的菌株划线接种至含 ５％新生牛血清

ＴＳＡ 培养基平板上， ３７ ℃培养 １８ ｈ， 无菌挑取单菌

落于含 １０％新生牛血清 ＴＳＢ 液体培养基中， ３７ ℃、
１５０ ｒ ／ ｍｉｎ 振荡培养 ８ ｈ 作为种子菌液。

吸光度 ＯＤ６００值测定法： 吸取 １ ｍＬ 种子菌液按

１％的比例， 加入含 １０％新生牛血清的 ＴＳＢ 培养基，
３７ ℃、 １５０ ｒ ／ ｍｉｎ 振荡培养， 设置 ３ 个重复， 每隔

１ ｈ 取出用分光光度计测定菌液 ＯＤ６００ 值， 绘制生长

曲线。
活菌计数测定法： 均匀吸取 １００ μＬ 各时间段菌

液至 ９００ μＬ 无菌 ＰＢＳ 中， 漩涡充分混匀， 连续 １０ 倍

稀释， 制备得到 １０－１ ～ １０－８稀释倍数菌液， 每个倍数

菌液分别使用无菌涂布棒将菌液涂布均匀， 重复 ３
次， 置于 ３７ ℃培养 １８ ｈ， 每个平板进行单菌落计数，
根据计数结果计算每毫升菌液中的活菌数 （ ＣＦＵ ／
ｍＬ）， 绘制生长曲线。

１􀆰 １１　 致病性测定

１􀆰 １１􀆰 １　 小鼠半数致死量 （ＬＤ５０） 测定

将 ３６ 只清洁级昆明小鼠， 随机分为 ６ 组， 每组

６ 只， 其中 ５ 组腹腔注射用无菌 ＰＢＳ 调整浓度分别为

３􀆰 ９６×１０９、 ３􀆰 ９６×１０８、 ３􀆰 ９６×１０７、 ３􀆰 ９６×１０６、 ３􀆰 ９６×
１０５ ＣＦＵ ／ ｍＬ 的菌液 ０􀆰 ２ ｍＬ， 另外 １ 组注射等体积无

菌 ＰＢＳ 作为对照组。 攻菌后密切记录观察小鼠发病

和死亡情况， 连续观察 ７ ｄ， 根据改良寇氏法计算小

鼠 ＬＤ５０
［１７］。 小鼠死亡后及时分离鉴定死亡小鼠内脏

组织病原， 观察小鼠组织器官病理损伤情况。
１􀆰 １１􀆰 ２　 病理切片制作及病理观察

取 ３􀆰 ９６×１０９ ＣＦＵ ／ ｍＬ 浓度感染组与健康对照组

小鼠的心脏、 肝脏、 脾脏、 肺脏及肾脏组织， 经 ４％
多聚甲醛固定 ４８ ｈ 后， 依次通过乙醇脱水、 二甲苯

透明、 石蜡浸渍及包埋等操作制作切片， 观察各组织

的病理变化， 并对比两组间差异。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 细菌的分离纯化

从发病猪肺脏中分离到较为纯净的细菌， 在 ＴＳＡ
平板上呈灰白色针尖大小圆形菌落 （图 １Ａ）； 挑取

疑似菌落进行革兰染色镜检， 结果显示为革兰阳性

菌， 圆形菌体以短链至长链的形态排列 （图 １Ｂ）， 形

似猪链球菌， 命名为 Ｓ２４０５１。
２􀆰 ２　 生化鉴定

生化试验结果显示， Ｓ２４０５１ 分离株对乳糖、 果

糖、 蔗糖、 七叶苷、 β－半乳糖苷试验呈阳性， 鸟氨

酸脱羧酶、 甘露醇、 山梨醇、 赖氨酸、 硝酸盐、 硫化

氢、 尿素等试验呈阴性， 见表 ３。 生化试验结果符合

链球菌的生化特性。
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图 １　 分离菌株在 ＴＳＡ 上形态 （Ａ） 和革兰染色镜检 （Ｂ）

表 ３　 分离菌株 Ｓ２４０５１ 生化鉴定结果

项目 结果 项目 结果

阿拉伯糖 － 蔗糖 ＋

鸟氨酸脱羧酶 － 七叶苷 ＋

甘露醇 － 硝酸盐 －

乳糖 ＋ β－半乳糖苷 ＋

山梨醇 － 硫化氢 －

赖氨酸 － 尿素 －

果糖 ＋

　 　 注： ＋： 阳性； －： 阴性。

２􀆰 ３　 １６Ｓ ｒＲＮＡ ＰＣＲ 鉴定及测序

ＰＣＲ 扩增结果显示， 扩增产物经 １％琼脂糖凝胶

电泳后， 扩增条带在 １ ０００ ～ ２ ０００ ｂｐ 之间 （图 ２），
与预期扩增大小 １ ５００ ｂｐ 一致， 将测序结果在 Ｇｅｎ⁃
Ｂａｎｋ 中已发表的猪链球菌序列进行 ＢＬＡＳＴ 比对， 与

猪链球菌 （ＧｅｎＢａｎｋ 登录号为： ＣＰ１５２１１９􀆰 １） 同源

性为 １００％， 结合菌落形态、 镜检图片以及生化结

果， 表明分离菌株为猪链球菌。

Ｍ． ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １． 空白对照； ２． １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因产物。

图 ２　 分离菌株 Ｓ２４０５１ １６Ｓ ｒＲＮＡ ＰＣＲ 鉴定

２􀆰 ４　 血清型鉴定

对 Ｓ２４０５１ 分离株 Ｃｐｓ１Ｉ、 Ｃｐｓ２Ｊ、 Ｃｐｓ３Ｌ、 Ｃｐｓ４Ｋ、
Ｃｐｓ５Ｌ、 Ｃｐｓ６Ｉ、 Ｃｐｓ７Ｈ、 Ｃｐｓ８Ｋ、 Ｃｐｓ９Ｈ 片段进行扩增

及电泳检测， 结果 Ｃｐｓ１Ｉ 引物出现条带大小为 １５３ ｂｐ
左右的目的条带， 其他基因扩增结果均为阴性 （图
３）， 表明 Ｓ２４０５１ 分离株可能为血清型 １ 型或 １４ 型。
为进一步明确 Ｓ２４０５１ 分离菌株的血清型， 采用ＰＣＲ－
ＲＦＬＰ 方法对 Ｓ２４０５１ 分离菌株 ＣｐｓＫ 基因的 ＰＣＲ 扩增

产物进行酶切鉴定， 使用限制性核酸内切酶 ＢｓｔＮⅠ
消化后， 琼脂糖凝胶电泳结果显示该分离菌株和阳性

对照的条带均未被切开， 片段长度仍为 ４８６ ｂｐ （图
４）。 结果表明， 该菌株为猪链球菌 １ 型。

Ｍ． ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １ ～ ９． 分 别 为 Ｃｐｓ１Ｉ、 Ｃｐｓ２Ｊ、 Ｃｐｓ３Ｌ、
Ｃｐｓ４Ｋ、 Ｃｐｓ５Ｌ、 Ｃｐｓ６Ｉ、 Ｃｐｓ７Ｈ、 Ｃｐｓ８Ｋ、 Ｃｐｓ９Ｈ； １０． 为空白对照。

图 ３　 分离菌株 Ｓ２４０５１ 血清型鉴定

Ｍ． ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １． 酶切处理的 ＣｐｓＫ 基因； ２． ＣｐｓＫ 未酶

切阳性对照； ３． 空白对照。

图 ４　 分离菌株 ＣｐｓＫ 基因产物酶切鉴定

２􀆰 ５　 毒力基因鉴定

毒力基因检测结果显示： Ｓ２４０５１ 分别在 ２４８、
６２７、 ８８５、 ８５８、 ７２０、 ５７１、 １２３、 ９６ ｂｐ 左右扩增出

ｓｌｙ、 ｅｐｆ、 ｍｒｐ、 ｏｒｆ２、 ｆｂｐｓ、 ｇａｐｄｈ、 ｓｔｒＡ、 ｃｃｐＡ 基因特

异性条带， 而 ｌｕｘＳ 为阴性 （图 ５）， 表明 Ｓ２４０５１ 携带

的 毒 力 基 因 有 ｓｌｙ、 ｅｐｆ、 ｍｒｐ、 ｏｒｆ２、 ｆｂｐｓ、 ｇａｐｄｈ、
ｓｔｒＡ、 ｃｃｐＡ。
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Ｍ． ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １ ～ ９． 分别为 ｓｌｙ、 ｅｐｆ、 ｍｒｐ、 ｏｒｆ２、 ｆｂｐｓ、
ｇａｐｄｈ、 ｓｔｒＡ、 ｃｃｐＡ、 ｌｕｘＳ 基因； １０． 空白对照。

图 ５　 分离菌株 Ｓ２４０５１ 毒力基因 ＰＣＲ 检测

２􀆰 ６　 药敏试验

药敏试验结果显示， 分离菌株对庆大霉素、 卡那

霉素、 新霉素、 链霉素、 多西环素、 四环素、 万古霉

素、 磺胺异噁肟这 ８ 种抗生素耐药； 对青霉素、 阿莫

西林、 头孢噻肟、 氨苄西林、 环丙沙星、 恩诺沙星、
左氧氟沙星、 泰妙菌素、 克林霉素、 利福平 １１ 种抗

生素敏感 （见表 ４）。
２􀆰 ７　 生长曲线测定

２􀆰 ７􀆰 １　 吸光度 ＯＤ６００值测定

通过分光光度计测定 Ｓ２４０５１ 菌株生长 ０～１６ ｈ 的

ＯＤ６００值， 每一时间节点以 ３ 个重复的 ＯＤ６００值平均数

绘制生长曲线， 由图 ６ 得知， ＯＤ６００值在 ２ ｈ 时开始上

升， ８ ｈ 进入平台期。

表 ４　 分离菌株 Ｓ２４０５１ 药敏试验结果

药物类别 药物名称 耐药折点 ／ （μｇ·ｍＬ－１） ＭＩＣ ／ （μｇ·ｍＬ－１） 结果判定

β－内酰胺类 青霉素 ４ ２ Ｓ

阿莫西林 ２ ＜０􀆰 １２５ Ｓ

头孢噻肟 ４ ＜０􀆰 １２５ Ｓ

氨苄西林 ０􀆰 ２５ ＜０􀆰 １２５ Ｓ

氨基糖苷类 庆大霉素 １６ ３２ Ｒ

卡那霉素 ６４ １２８ Ｒ

新霉素 １６ １２８ Ｒ

链霉素 ３２ ＞１２８ Ｒ

氟喹诺酮类 环丙沙星 ２ ０􀆰 ５ Ｓ

恩诺沙星 ２ ０􀆰 ５ Ｓ

左氧氟沙星 ８ ０􀆰 ５ Ｓ

四环素类 多西环素 ２ ２ Ｒ

四环素 ８ １２８ Ｒ

糖肽类 万古霉素 ２ ２ Ｒ

截短侧耳素类 泰妙菌素 ３２ ０􀆰 ５ Ｓ

林可酰胺类 克林霉素 １ ＜０􀆰 １２５ Ｓ

利福霉素类 利福平 ０􀆰 ５ ＜０􀆰 １２５ Ｓ

磺胺类 磺胺异噁唑 １２８ ＞１２８ Ｒ

酰胺醇类 氯霉素 １６ ８ Ｓ

　 　 　 　 　 　 注： Ｓ 表示敏感， Ｒ 表示不敏感。

２􀆰 ７􀆰 ２　 活菌计数测定

由 ３ 个平行组的活菌计数结果可见， Ｓ２４０５１ 菌

株的生长均呈现明显的延缓期、 对数期、 稳定期和衰

亡期。 分离菌株在 ０～２ ｈ 时生长较迟缓， ３ ｈ 左右开

始进入对数生长期， ８ ｈ 时活菌数达到峰值， ９ ｈ 后

活菌数急剧下降， 随后进入衰亡期 （图 ７）。
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图 ６　 分离菌株 Ｓ２４０５１ ＯＤ６００值与时间生长曲线

图 ７　 分离菌株 Ｓ４２０５１ 活菌数与时间生长曲线

２􀆰 ８　 致病性测定

２􀆰 ８􀆰 １　 ＬＤ５０测定

小鼠腹腔注射不同浓度的 Ｓ２４０５１ 菌液各组小鼠

死亡情况见表 ５。 攻菌 ２ ｈ 后， 感染组小鼠均开始出

现嗜睡、 进食减少、 蜷缩等症状， ６ ｈ 后小鼠眼部出

现分泌物。 感染浓度为 ３． ９６×１０９ ＣＦＵ ／只的小鼠 ８ ｈ

后开始死亡， ２４ ｈ 内全部死亡， 其余组未出现死亡，
３６ ｈ 后逐渐恢复。 本试验数据无法根据改良寇氏法

公式计算 ＬＤ５０。 剖检死亡小鼠， 无菌采集心、 肝、
脾、 肺、 肾及脑组织样本， 并划线接种于添加 ５％新

生牛血清的 ＴＳＡ 培养基平板， 经 ３７ ℃培养 ２４ ｈ 后，
观察到单一形态的菌落大量生长， 经形态观察和分子

鉴定， 确诊为猪链球菌 １ 型。

表 ５　 分离菌株 Ｓ２４０５１ 感染小鼠各组小鼠死亡情况 （ｎ＝６）

攻菌剂量 ／ （ＣＦＵ·只－１） 死亡数量 ／ 只 死亡率 ／ ％

０ ０ ０

３． ９６×１０９ ６ １００

３． ９６×１０８ ０ ０

３． ９６×１０７ ０ ０

３． ９６×１０６ ０ ０

３． ９６×１０５ ０ ０

２􀆰 ８􀆰 ２　 小鼠组织病理切片观察

将感染剂量为 ３􀆰 ９６ × １０９ ＣＦＵ ／只的死亡小鼠和

ＰＢＳ 对照组小鼠组织制备病理切片， 如图 ８ 所示。 感

染组肝脏组织部分区域可见散在点状坏死灶并伴有少

量淋巴细胞浸润， 见细胞崩解、 结构模糊， 坏死区域

还可见蓝紫色杆状颗粒聚集， 疑似细菌； 中央静脉周

围肝血窦轻微扩张， 充血明显。 脾脏组织可见红髓内

脾血窦明显充血和出血。 肺脏组织见肺泡隔增厚， 肺

间质可见少量炎性细胞浸润， 局部肺泡上皮细胞变性

坏死， 见细胞崩解、 结构模糊。 肾组织可见皮质内部

分肾小球系膜细胞增生， 系膜增厚， 局部血管轻微充

血扩张。 对照组各组织未见明显异常病理变化。

图 ８　 小鼠组织病理变化
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３　 讨论

自 １９６８ 年丹麦首次报告以来， 猪链球菌病先后

在英国、 美国、 荷兰、 泰国等地被报道， 目前在全球

范围内均有分布［１８］。 导致猪发病的主要血清型有 １
型、 ２ 型、 ７ 型、 ９ 型等， 其中 ２ 型是被公认的毒性

最强和分布最广泛的血清型［１９］。 血清 １ 型在欧洲国

家为优势血清型， 常从西班牙、 捷克等欧洲国家的病

猪中分离出来［２０－ ２１］。 在国内也多有较强毒力的猪链

球菌 １ 型被报道。 刘敬天义等［２２］ 从患猪链球菌病的

仔猪气管中分离鉴定出 １ 株猪链球菌 １ 型， 对斑马鱼

有强毒力。 ２０２３ 年， 许杨等［２３］ 从采集的江苏丹阳屠

宰场健康猪扁桃体样本中分离出 ７７ 株猪链球菌分离

株， 鉴定出 １ 株猪链球菌 １ 型， 且对小鼠有较强致病

力。 值得关注的是， 国内外已报道了 ４ 例猪链球菌 １
型感染人病例［２４－２６］， 其中我国江西、 贵州先后各出

现感染 １ 型猪链球菌患者且医治无效死亡［２７－２８］。 因

此， 对猪链球菌进行血清型鉴定在了解特定地区流行

病学有着重要的作用， 能够为合理防控猪链球菌病提

供理论依据。 传统的分型方法是通过制备抗血清进行

血清凝集试验， 但由于猪链球菌 １ 型、 ２ 型、 １ ／ ２ 型、
１４ 型之间存在交叉凝集反应， 使用传统血清凝集分

型法， 很难将二者区分开来［２９］。 ２０２０ 年 Ｍａｔｉａｓｏｖｉｃ
等［１４］基于 ＣｐｓＫ 中的单核苷酸多态性， 设计出可以区

分猪链球菌血清型 ２ 和 １ ／ ２， 以及 １ 和 １４ 的分型方

法。 本研究参考此方法， 最终将本次分离的猪链球菌

鉴定为血清型 １ 型， 这是贵州省首次在猪肺组织上分

离并鉴定出 １ 型猪链球菌。
猪链球菌致病性强弱常与其携带的毒力因子相

关， 其中 ｓｌｙ、 ｍｒｐ、 ｅｐｆ 这 ３ 个毒力因子常用作鉴定

猪链球菌的毒力［３０］。 值得注意的是， 在贵州省报道

的猪链球菌 １ 型感染人并导致死亡的病例中， 造成死

亡的菌株毒力基因型为 ｓｌｙ＋ ／ ｅｐｆ＋ ／ ｍｒｐ－ ［３１］。 本研究通

过 ＰＣＲ 检测 Ｓ２４０５１ 的毒力基因型为 ｓｌｙ＋ ／ ｅｐｆ＋ ／ ｍｒｐ＋ ／
ｏｒｆ２＋ ／ ｆｂｐｓ＋ ／ ｇａｐｄｈ＋ ／ ｓｔｒＡ＋ ／ ｃｃｐＡ＋， 可能具有更高的致病

性。 因不同血清型之间交叉免疫保护效果差， 抗生素

仍是兽医临床防治链球菌感染的有效且常用途径， 而

受抗菌药物的长期选择压力， 细菌耐药性不断上升，
且出现了多重耐药特征［３２］。 ２０１７—２０１９ 年间， Ｔａｎ
等［３３］从临床健康猪群分离的猪链球菌菌株对克林霉

素、 克拉霉素、 四环素、 红霉素等 ４ 种抗生素耐药性

较高。 韩瑞等［３４］分离到的 １０ 株链球菌检测出氟喹诺

酮类、 四环素类、 大环内酯类以及磺胺类耐药基因，
表明耐药情况非常严峻。 本研究分离得到的 Ｓ２４０５１
对新霉素、 链霉素、 磺胺异噁肟、 四环素耐药， 后续

防控中要引起重视。 根据 Ｗｅｉ 等［３５］ 研究猪链球菌 ２

型对小鼠的致病力， 发现当 ＬＤ５０低于 ５×１０８ ＣＦＵ 时

判定为强毒株， ＬＤ５０低于 ３×１０９ ＣＦＵ 时判定为中等毒

力毒株。 本研究中分离菌株感染浓度为 ３􀆰 ９６ × １０９

ＣＦＵ ／只时， 小鼠全部死亡， 表明该菌株对小鼠有较

强致病力。 本试验尚无法确定 ＬＤ５０数值， 需进一步

明确。 感染小鼠肺脏、 肝脏、 脾脏、 肾脏组织发生明

显病变， 提示本次分离菌株的致病性不容忽视。

４　 结论

本研究首次从贵州省某规模化猪场病死猪肺脏组

织样本内成功分离出 １ 株血清 １ 型猪链球菌， 携带

ｓｌｙ＋ ／ ｅｐｆ＋ ／ ｍｒｐ＋ ／ ｏｒｆ２＋ ／ ｆｂｐｓ＋ ／ ｇａｐｄｈ＋ ／ ｓｔｒＡ＋ ／ ｃｃｐＡ＋ 等毒力

基因， 对庆大霉素、 卡那霉素、 新霉素、 链霉素、 多

西环素、 四环素、 万古霉素、 磺胺异噁肟等 ８ 种抗生

素耐药， 对昆明小鼠具有较强致病性， 为该菌致病机

制和免疫防控相关研究提供了参考。
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