
闫一心， 梁瑶瑶， 高庭颢， 等． １ 株产金属 β－内酰胺酶的血清 ３ 型 ＳＴ１１７ 猪链球菌的生物学特性 ［Ｊ］ ． 畜牧与兽医， ２０２６， ５８ （５）： ８９－９８．
ＹＡＮ Ｙ Ｘ， ＬＩＡＮＧ Ｙ Ｙ， ＧＡＯ Ｔ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ａ ｓｅｒｏｔｙｐｅ ３， ＳＴ１１７ Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｓｕｉｓ ｓｔｒａｉｎ ｔｈａｔ ｐｒｏｄｕｃｅｓ ＭＢＬｓ ［ Ｊ］ ． Ａｎｉｍａｌ
Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， ２０２６， ５８ （５）： ８９－９８．

１ 株产金属 β－内酰胺酶的血清 ３ 型 ＳＴ１１７ 猪链球菌的
生物学特性

闫一心１， 梁瑶瑶１， 高庭颢１， 杨荣荣１， 张启文１， 李芃绪１， 徐梦然１，
袁紫婧１， 项维１， 雷连成１，２， 任林柱１，３， 钱晶４， 张付贤１∗

（１． 长江大学动物科学技术学院， 湖北 荆州　 ４３４０２３；
２． 吉林大学动物医学学院， 吉林 长春　 １３００６２；
３． 吉林大学动物科学学院， 吉林 长春　 １３００６２；

４． 江苏省农业科学院兽医研究所， 江苏 南京　 ２１００１４）

摘要： 从病猪肺组织中分离出 １ 株链球菌， 通过形态观察、 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因测序、 多位点序列分型 （ＭＬＳＴ） 等方法对其进行分子分型鉴定， 通过

小鼠感染试验、 毒力基因筛查、 生物被膜形成能力、 抗生素和中药药敏试验研究分离菌株的致病性和耐药性。 结果： 分离菌株为革兰阳性， 电镜

下可见连续排列成链状的卵圆形菌体； ＰＣＲ 和 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因系统发育树分析确定其属于猪链球菌血清型 ３ 型， 命名为猪链球菌 ＧＺＹＺ０８３１； 分离

菌株 ＧＺＹＺ０８３１ 的序列分型为 ＳＴ１１７， 携带猪链球菌表面抗原 （ ｓａｏ）、 细菌转铁蛋白结合蛋白 （Ｔｂｐ）、 甘油醛－３－磷酸脱氢酶 （ＧＡＰＤＨ）、 毒力相

关序列第二开放阅读框 （ｏｒｆ２） 和溶菌酶释放相关蛋白 （ｍｒｐ） 这 ５ 种毒力基因， 呈 α 溶血； 感染后可导致小鼠肺脏、 脾脏和肝脏等多个器官不

同程度的病变。 ＧＺＹＺ０８３１ 为产金属 β－内酰胺酶的多重耐药菌株， 携带 β－内酰胺酶耐药基因 ｂｌａＴＥＭ 和四环素耐药基因 ｔｅｔＯ， 对阿奇霉素、 红霉

素、 克拉霉素、 庆大霉素等 １７ 种药物耐药， 对中药黄连与板蓝根敏感。 综上， 本研究系统性分析了 １ 株猪链球菌 ３ 型 ＳＴ１１７ 菌株的生物学特性，
为其致病机制和耐药机制研究提供科学依据， 并对猪链球菌感染的中药防控策略制定提供参考。
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　 　 猪链球菌 （Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｓｕｉｓ， ＳＳ） 是人畜共患的

重要病原体， 引起的链球菌病对养猪业的发展和人类

的公共卫生安全构成威胁。 ＳＳ 主要通过伤口和消化

道感染人， 通过呼吸道感染猪， 可造成人的细菌性脑

炎或中毒样休克综合征， 以及猪只的急性败血症、 脑

膜炎、 关节炎、 肺炎等疾病［１－２］。 根据菌体荚膜抗原

的差异， ＳＳ 分为 ２９ 种血清型， 还有一些新的不可分

型的菌株。 研究发现， 临床上分离出来的 ＳＳ 主要是

２ 型、 ９ 型、 ３ 型、 １ ／ ２ 型和 ７ 型， 其中， 北美 （加拿

大和美国等） 的 ＳＳ 以 ２ 型和 ３ 型为主， 亚洲 （中国

和韩国） 以 ２ 型、 ３ 型、 ４ 型为主［３－４］。 血清 ２ 型是

目前 ＳＳ 中最常见和毒力最强的血清型［５－６］。 从华中

及周边地区采样检测发现， 分离的 ＳＳ 主要为 ２ 型、 ３
型、 ９ 型和 ７ 型等。 ＳＳ 鉴别诊断主要依靠其重组修

复蛋白 Ｎ （ ｒｅｃＮ） 基因和荚膜血清型分型， 结合多位

点序列分型 （ＭＬＳＴ） 可用于 ＳＳ 分离株间的血清型及

流行性的相关性研究。 自 ２００５ 年猪链球菌病暴发以

来， ＳＴ１ 和 ＳＴ７ 型 ＳＳ 在中国散发的人类感染中占主

导地位［７］。 陈经雕等［８］ 对广东省 ２００５—２００８ 年分离

自患者及病猪的 ２２ 株 ＳＳ 血清 ２ 型菌株进行 ＭＬＳＴ 分

析， 将其分为 ＳＴ１、 ＳＴ７ 和 ＳＴ２８ 三型， 其中 ＳＴ１、
ＳＴ７ 型为患者和病猪菌株共有， ＳＴ２８ 型为病猪所

特有。
不同地区优势血清型调查结果显示， ＳＳ 血清 ３

型 （ＳＳ３） 和 ９ 型 （ ＳＳ９） 在我国部分地区如吉林、
广东、 四川、 山东等地占有一定优势［９］， 但目前针

对我国 ＳＳ３ 菌株的分子分型、 致病性、 毒力和基因特

性等研究较少。 本研究通过应用 ＭＬＳＴ 对从病猪体内

分离出的 ＳＳ３ 菌株进行分型鉴定， 结合抗生素敏感性

试验和小鼠致病性试验， 系统分析分离菌株的生物学

特性。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 样品来源

在 ２０２４ 年 １０ 月至 ２０２５ 年 １ 月期间， 湖北省某

生猪养殖企业的断奶 ２ 月龄仔猪出现突发高热、 呼吸

急促、 喘气、 后腿肌肉强直等症状。 剖检病死猪发现

胸腔有积液， 肺脏淤血、 水肿， 肺脏和脑膜上可见出

血点。 前期抗生素治疗时出现病情反复。 无菌采集病

猪的肺脏、 脾脏、 肝脏、 肾脏和脑组织样本， ４ ℃冷

藏运送至实验室。
１􀆰 ２　 试剂

基因组提取试剂盒购自湖南冠牧生物科技有限公

司； 革兰染色试剂盒由上海碧云天生物技术有限公司

供应； Ｔａｑ 酶与 ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ 均于北京聚合美

生物技术有限公司采购； 试验中所涉及的特定引物定

制服务均由生工生物工程 （上海） 股份有限公司提

供。 中药抑菌试验中所使用的 ３０ 种中药： 黄连、 全

蝎、 罗汉果、 桑皮、 桔壳、 金银花、 丁香、 乌梅、 三

七、 熟大黄、 苏子、 桔梗、 胖大海、 天竺黄、 川贝、
板蓝根、 朱砂、 薄荷、 石榴皮、 荆芥、 肉桂、 半夏、
大叶青， 白术、 何首乌、 茯苓、 款冬花、 蒲公英、 僵

蚕、 生地榆均购自武汉同仁堂大药房。
１􀆰 ３　 病原检测

将采集的病猪组织置于 ＰＢＳ 中匀浆破碎， 使用

细菌和病毒基因组提取试剂盒提取基因组 ＤＮＡ ／
ＲＮＡ； 合成猪常见呼吸道病原微生物如副猪格拉菌

（ＧＰＳ）、 猪圆环病毒 ２ 型 （ＰＣＶ２）、 猪繁殖与呼吸综

合征病毒 （ＰＲＲＳＶ）、 胸膜肺炎放线杆菌 （ＡＰＰ） 和

多杀性巴氏杆菌 （Ｐｍ） 及 ＳＳ 的特异性检测引物 ［１０］

（表 １）， 以提取的样品基因组为模板， 分别进行 ＰＣＲ
反应。 ＰＣＲ 体系： 上下游引物各 ０􀆰 ５ μＬ （１０ μｍｏｌ ／ Ｌ），
ＤＮＡ 模板 １ μＬ， ２×Ｔａｑ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 酶 １０ μＬ， 超

纯水 ８ μＬ。 引物扩增条件： ９５ ℃ 预变性 ５ ｍｉｎ；
９４ ℃变性 ３０ ｓ， ５５ ℃退火 １ ｍｉｎ， ７２ ℃延伸 ３０ ｓ， 循

环 ３５ 次； ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ。 扩增产物经 １􀆰 ２５％ 琼脂

糖凝胶电泳， １３０ Ｖ 电泳 ３０ ｍｉｎ 后观察结果。
１􀆰 ４　 病样病原菌分离和鉴定

接种环蘸取病猪肺组织的新鲜切面， 在 ＢＨＩ 固

体培养基划线， ３７ ℃培养 １８ ～ ２４ ｈ。 筛选疑似菌落，
采用 ＰＣＲ 方法二次确认。 经纯化处理的三代细菌培

养物， 涂布平板， 进行革兰染色和镜检观察； 分离菌

株的培养物经无菌 ＰＢＳ 洗涤后均匀涂抹于玻片上，
加入 １％锇酸， 固定 ２ ｈ 后， 将盖玻片置于样品台上

进行喷金处理和扫描电镜观察。

·０９· Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　 ２０２６　 Ｖｏｌ􀆰 ５８　 Ｎｏ􀆰 ５



表 １　 猪常见呼吸道疾病病原微生物的引物信息

病原 基因 引物序列 （５′→３′） 退火温度 ／ ℃ 产物长度 ／ ｂｐ

ＡＰＰ ａｐｘⅣ
Ｆ： ＴＴＡＴＣＣＧＡＡＣＴＴＴＧＧＴＴＴＡＧＣＣ

Ｒ： ＣＡＴＡＴＴＴＧＡＴＡＡＡＡＣＣＡＴＣＣＧＴＣ
５５ ４１７

Ｐｍ ｐｌｐＥ
Ｆ： ＡＡＡＴＣＧＴＴＴＴＡＡＡＡＡＣＡＡＧＣＴＴＡＴＴＧＡ

Ｒ： ＴＴＡＴＴＧＴＧＣＴＴＧＧＴＧＡＣＴＴＴＴＴＴＣ
５５ １ ００１

ＧＰＳ ｖａｎＹ
Ｆ： ＡＴＧＴＴＡＡＡＴＴＴＴＧＡＡＡＡＴＴＴＡＣＣＴＴＣＴＣＴＴＣ

Ｒ： ＧＣＴＴＧＡＣＡＴＴＴＧＴＣＣＣＡＡＴＣＡ
５５ ３０２

ＳＳ ｒｅｃＮ
Ｆ： ＣＴＡＣＡＡＡＣＡＧＣＴＣＴＣＴＴＣＴ

Ｒ： ＡＣＡＡＣＡＧＣＣＡＡＴＴＣＡＴＧＧＣＧＴＧＡＴＴ
５５ ３３６

ＰＣＶ２ Ｒｅｐ
Ｆ： ＧＣＴＧＣＣＡＣＡＴＣＧＡＧＡＡＡＧＣＧ
Ｒ： ＴＣＡＧＡＡＴＡＣＴＧＣＧＧＧＣＣＡＡＡ

５５ ５１９

ＰＲＲＳＶ ｏｒｆ７
Ｆ： ＣＣＡＧＣＣＧＧＴＣＡＡＴＣＡＧＣＴ
Ｒ： ＧＧＣＴＴＣＴＣＣＧＧＧＣＴＴＴＴＣＴ

５４ １１１

　 　 注： ａｐｘⅣ， 胸膜肺炎放线杆菌 ＲＴＸ 毒素Ⅳ； ｐｌｐＥ， 磷脂酶相关蛋白 Ｅ 基因； ｖａｎＹ， 万古霉素耐药基因 Ｙ； Ｒｅｐ， 复制蛋白； ｏｒｆ７， 开放阅读

框 ７。

１􀆰 ５　 构建系统进化树

以提取的分离菌株纯基因组为模板， 使用 １６Ｓ
ｒＲＮＡ 基因的通用引物 １４９２Ｒ （５′－ＴＡＣＧＣＴＡＣＣＴＴＧＴ⁃
ＴＡＣＧＡＣＴＴ － ３′） 和 ２７Ｆ （ ５′ － ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧ⁃
ＧＣＴＣＡＧ－３′） 进行 ＰＣＲ 扩增。 扩增体系与反应条

件： 无菌条件下在 １􀆰 ５ ｍＬ 离心管中加入 １２􀆰 ５ μＬ
ＰＣＲ Ｔａｑ 高保真酶， 加入 １０􀆰 ５ μＬ 超纯水， ０􀆰 ５ μＬ
ＤＮＡ 模板， 上下游引物各 ０􀆰 ５ μＬ （１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）， 混

匀后离心。 引物扩增条件： ９５ ℃预变性 ５ ｍｉｎ； ９４ ℃
变性 ３０ ｓ， ４８ ℃退火 １ ｍｉｎ； ７２ ℃延伸 ３０ ｓ， 循环 ３５
次； ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ。 扩增产物经 １􀆰 ２５％ 琼脂糖凝

胶电泳， １３０ Ｖ 电泳 ４０ ｍｉｎ 后观察结果。 目的条带切

胶回收送武汉生物工程有限公司测序。 测序结果使用

ＮＣＢＩ ＢＬＡＳＴ 网站进行比对分析， 选取与分离菌株同

源性高且为 ＳＳ 的其他菌株 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列， 通过

Ｍｅｇａ １１ 软件对多重序列进行排列， 并使用邻接法

（Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－ｊｏｉｎｉｎｇ） 构建分离菌株基于 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基

因的系统进化树， 设置 １ ０００ 次 Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 重复检验进

化树置信度， 在 ＩＴＯＬ 网站 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｉｔｏｌ． ｅｍｂｌ． ｄｅ ／ ）
构建系统进化树。
１􀆰 ６　 血清型鉴定

合成 ＳＳ３ Ｃｐｓ３Ｊ－Ｃｐｓ３Ｋ 基因和 Ｃｐｓ３Ｎ 基因的特异

性引物， 以分离菌株的基因组为模板进行 ＰＣＲ 扩增，
根据 ＰＣＲ 产物的类型判定 ＳＳ 的血清型［１１］。 若 ２ 个

引物扩增的条带分别为 ２１４ 与１ ２７３ ｂｐ， 则表明分离

菌株为 ＳＳ３。
１􀆰 ７　 多位点序列分析

合成 ＳＳ 的 ７ 个管家基因 重 组 蛋 白 Ａ 基 因

（ ｒｅｃＡ）、 芳香族氨基酸生物合成蛋白基因 （ ａｒｏＡ）、

分子伴侣素 ６０－Ｌ 基因 （ｃｐｎ６０－Ｌ）、 类 Ｄｐｓ 过氧化物

抗性蛋白基因 （ｄｐｒ）、 葡萄糖激酶基因 （ｇｋｉ）、 ＤＮＡ
错配修复蛋白 Ｓ 基因 （ｍｕｔＳ） 和天冬氨酸激酶Ⅰ
（ ｔｈｒＡ） 的引物， 以分离菌株的基因组为模板进行

ＰＣＲ 扩增［１２］， ＰＣＲ 产物送武汉生物工程公司进行基

因测序； 上传测序结果至多序列位点分型官方数据库

网站 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｐｕｂｍＬｓｔ． ｏｒｇ ／ ｏｒｇａｎｉｓｍｓ ／ ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ －
ｓｕｉｓ） 数据库， 比对分离菌株等位基因编号， 进而确

定该菌株的序列分型。
１􀆰 ８　 病原菌的致病性检测

１􀆰 ８􀆰 １　 毒力基因检测

合成 ＳＳ 常见的 ７ 种毒力基因： 溶菌酶释放相关

蛋白 （ｍｒｐ）、 甘油醛－３－磷酸脱氢酶 （ＧＡＰＤＨ）、 纤

维蛋白原结合蛋白 （ ｆｂｐ）、 毒力相关序列第二开放阅

读框 （ｏｒｆ２）、 表面抗原蛋白 （ ｓａｏ） ［１３－１４］、 转铁蛋白

结合蛋白 （ Ｔｂｐ） ［１５－１６］ 以及溶血素 （ ｓｌｙ） 相关引

物［２，１７］； 提取分离菌株基因组， 使用 ＰＣＲ 法检测其

携带毒力基因种类与数量［１３］。
１􀆰 ８􀆰 ２　 溶血性试验

将处于对数期的分离菌株均匀涂布在胰酪胨大豆

羊血琼脂平板上， ３７ ℃条件下恒温培养 ３６ ｈ， 观察

菌落的溶血环大小与形态， 分析菌株产生溶血素的

能力。
１􀆰 ８􀆰 ３　 小鼠感染试验

９０ 只 ＳＰＦ 级雌性昆明小鼠购自华中农业大学试

验动物中心， 饲养 ３ ｄ 观察其生长健康情况， 经 ＰＣＲ
检测确认无特定病原体用于后续试验。 培养至对数生

长期的分离菌株洗涤 ３ 次， 平板计数法计数后以无菌

ＰＢＳ 重悬调整至试验所需攻毒浓度： １􀆰 ０７ × １０１０、
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１􀆰 ０７×１０９、 １􀆰 ０７×１０８、 １􀆰 ０７×１０７、 １􀆰 ０７×１０６ＣＦＵ ／ ｍＬ。
小鼠随机分为 ６ 组， 腹腔注射 ０􀆰 ５ ｍＬ 菌液， 对照组

小鼠注射同体积的无菌 ＰＢＳ。 观察小鼠的状态， 统计

死亡情况。 采集死亡小鼠部分病变器官组织用于病原

体的分离鉴定， 平板计数法计算各组织的细菌载量；
取病理特征明显的脑、 肺、 肝、 脾以及心脏组织， 制

备组织切片， 显微镜观察组织的病变情况。
１􀆰 ９　 生物被膜形成能力分析

以大肠杆菌 Ｏ１５７ 作为参考菌株， 采用刚果红琼

脂培养基法测定分离菌株的生物被膜形成能力［１９］。
取 １０ μＬ 分离菌株的菌液， 均匀接种到含刚果红的琼

脂平板上， ３７ ℃恒温箱中培养 ２４ ｈ， 观察菌落的特

征。 若菌落呈现锯齿状或无纹理， 表明菌株不具有形

成生物被膜的能力； 如果菌落出现红黑相间的色泽，
干燥且边缘翘曲， 表明菌株具有形成生物被膜能力。
采用结晶紫染色法定量分析分离菌株形成生物被膜的

能力， 使用酶标仪测定每孔的 ＯＤ５７０ ｎｍ 值， 依据 ＯＤ
值判定分离菌株生物被膜形成能力。
１􀆰 １０　 耐药性分析

１􀆰 １０􀆰 １　 耐药基因检测

合成针对各种抗生素耐药基因的引物， 采用普通

ＰＣＲ 法筛查分离株耐药基因携带情况［２０－２４］。 四环素

类： 四环素耐药基因 Ｃ （ ｔｅｔＣ）、 ｔｅｔＯ、 ｔｅｔＡ 基因。 红

霉素类： 红霉素核糖体甲基化酶基因 Ｆ （ ｅｒｍＦ）、 红

霉素酯酶基因 Ｄ （ ｅｒｅＤ）。 氟喹诺酮类： ＤＮＡ 旋转酶

Ａ 亚基基因 （ｇｙｒＡ）、 ｇｙｒＢ。 氨基糖苷类： 氨基糖苷

腺苷酰基转移酶基因 Ａ１ （ａａｄＡ１）、 ａａｄＢ。 β－内酰胺

类： β－内酰胺酶 ＩＭＰ 型基因 （ ｂｌａＩＭＰ）、 ｂｌａＴＥＭ、
ｂｌａＳＨＶ、 ｂｌａＣＴＸ、 ｂｌａＯＸＡ、 ｂｌａＤＨＡ、 ｂｌａＫＰＣ、
ｂｌａＮＤＭ。 磺胺类： 磺胺耐药基因 １ （ ｓｕｌ１）、 ｓｕｌ２。 林

可霉素类： 林可酰胺类耐药基因 Ｈ （ ｌｎｕＨ）。
１􀆰 １０􀆰 ２　 抗生素敏感性试验

金黄色葡萄球菌 ＡＴＣＣ２５９２３ 检验药物的有效性

后， 通过 Ｋｉｒｂ－Ｂａｕｅｒ （Ｋ－Ｂ） 纸片扩散法分析分离菌

株对不同抗生素的敏感性。 取分离菌株均匀涂布于

ＢＨＩ 平板上， 将药敏片均匀贴在培养基上， 在 ３７ ℃
条件下培养 ２４ ｈ。 测定抑菌圈的直径， 在相同条件下

进行 ３ 次药物敏感试验， 取抑菌圈直径平均值， 判断

分离菌株对药物的敏感性。
１􀆰 １０􀆰 ３　 中药抑菌试验和最小抑菌浓度 （ＭＩＣ） 的

测定

将 ３０ 种中草药分别煎煮， 制备成 １ ｇ ／ ｍＬ 的中药

药液， 将药敏片浸透药液后风干备用。 将菌液均匀涂

布平板， 贴好药敏片， 并用空白药敏片作为对照。
３７ ℃ 恒温条件下培养 ２４ ｈ， 测量抑菌圈直径， 重复

３ 次试验， 根据抑菌圈大小判断分离菌株对中药药液

的敏感性。 以 ９６ 孔板微量稀释法测定中草药对分离

菌株的 ＭＩＣ［２５－２６］。
１􀆰 １０􀆰 ４　 双纸片协同扩散试验

采用 ＣＬＳＩ 推荐的双纸片扩散试验， 分析分离菌

株携带超广谱 β－内酰胺酶 （ＥＳＢＬ） 和金属 β－内酰

胺酶 （ＭＢＬ） 的情况。
制备浓度为 ０􀆰 ５ 麦氏浊度的细菌悬浮液， 均匀涂

布于含琼脂的脑心浸液肉汤培养基 （ＢＨＩ） 表面。 将

含有头孢噻肟 （３０ μｇ）、 头孢噻肟 （３０ μｇ） ／克拉

维酸 （１０ μｇ）、 头孢他啶 （３０ μｇ） 和头孢他啶 （３０
μｇ） ／克拉维酸 （１０ μｇ） 的药物敏感性纸片置于培

养基上。 在 ３７ ℃ 下培养１８～ ２４ ｈ， 测量每种药敏片

上的抑菌圈直径。 如果任何抗生素与克拉维酸联用

时， 抑菌圈直径比单独使用时大 ５ ｍｍ， 则判定分离

菌株为 ＥＳＢＬ 阳性。
将美罗培南 （１０ μｇ） 和无菌空白药物敏感性纸

片置于平板上， 纸片间距 １５ ｍｍ。 无菌条件下吸取

１０ μＬ ＥＤＴＡ 溶液 （０􀆰 ５ ｍｏｌ ／ Ｌ） 滴于空白药敏纸片，
设置 ３ 个平行， ３７ ℃恒温培养 １６～１８ ｈ， 测量抑菌圈

直径。 与对照组相比， 若美罗培南纸片抑菌圈扩大，
则判定分离菌株为 ＭＢＬ 阳性。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 病原的分离和鉴定

采集患呼吸道疾病猪只的组织样品进行病原筛

查， 结果如图 １Ａ 所示， 病料中未检出 ＡＰＰ、 Ｐｍ、
ＰＣＶ２、 ＧＰＳ、 ＰＲＲＳＶ， 而 ｒｅｃＮ 基因检测显示为阳性，
其条带大小与 ＳＳ 阳性对照条带一致， 推断该猪场病

猪可能感染 ＳＳ。 取病变肺组织划线培养， 生长出的

优势菌在培养基上生长出灰白色、 边缘整齐的圆形菌

落 （图 １Ｂ）； 革兰染色后观察显示， 分离菌株为革兰

阳性， 细菌多呈成对或链状 （图 １Ｃ）； 扫描电镜下细

菌形态呈卵圆形， 呈现出链状平行特征 （图 １Ｄ），
这与 《伯杰氏细菌鉴定手册》 描述的链球菌特征一

致。 ＰＣＲ 扩增分离菌株的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因， 测序后构

建进化树分析， 结果显示分离菌株与 ＳＳ 菌株 Ｓ７３５
（ＮＲ０３６９１８） 的同源性最高并聚为一支， 同源性超过

９８％ （图 １Ｅ）。 综合分离菌株的形态特性和 １６Ｓ
ｒＲＮＡ 基因进化发育分析， 确定该分离菌株为 ＳＳ， 命

名为 ＧＺＹＺ０８３１。
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Ａ． 病样 ＰＣＲ 检测 （Ｍ． ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １～６ ． 阴性对照； ７～１２． 样品； １３～１８． 阳性对照： １、 ７、 １３． ＧＰＳ； ２、 ８、 １４． ＰＣＶ２； ３、 ９、 １５． Ｐｍ；
４、 １０、 １５． Ａｐｐ； ５、 １１、 １７． ＰＲＲＳＶ； ６、 １２、 １８． ＳＳ； Ｂ． 菌落形态； Ｃ． 革兰染色； Ｄ． 扫描电镜图； Ｅ． 基于 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因的系统进化树。

图 １　 细菌分离鉴定、 培养特性与 １６Ｓ ｒＲＮＡ 序列分析

２􀆰 ２　 血清型鉴定

以分离菌株的基因组为模板， ＳＳ３ 基因 Ｃｐｓ３Ｊ －
Ｃｐｓ３Ｋ 的特异性引物扩增出 １ ２７３ ｂｐ 左右的条带，
Ｃｐｓ３Ｎ 基因的特异性引物扩增出 ２１４ ｂｐ 左右的条带

（图 ２）。 血清型鉴定的 ＰＣＲ 结果表明， 分离菌株

ＧＺＹＺ０８３１ 为 ＳＳ３ 菌株。

Ｍ． ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １． 分离菌株的 Ｃｐｓ３Ｊ － Ｃｐｓ３Ｋ 检测； ２．
Ｃｐｓ３Ｊ－Ｃｐｓ３Ｋ 的阴性对照； ３． 分离菌株的 Ｃｐｓ３Ｎ 检测； ４． Ｃｐｓ３Ｎ 的阴

性对照。

图 ２　 分离菌株的血清型鉴定
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２􀆰 ３　 ＭＬＳＴ 分型

对分离菌株的管家基因 （ａｒｏＡ、 ｔｈｒＡ、 ｒｅｃＡ、 ｇｋｉ、
ｄｐｒ、 ｃｐｎ６０ 和 ｍｕｔＳ） 进行 ＰＣＲ 检测和测序， 测序结

果提交至 ＭＬＳＴ 网站， 分离菌株对应的 ７ 个基因的编

号分别为 ３１、 ５７、 ５、 ３４、 ３１、 ３ 和 ２５， 确定分离菌

株 ＧＺＹＺ０８３１ 为 ＳＴ１１７ 型 ＳＳ。
２􀆰 ４　 病原潜在致病力评估

２􀆰 ４􀆰 １　 毒力基因型检测

毒力 基 因 检 测 结 果 如 图 ３Ａ 所 示， 分 离 株

ＧＺＹＺ０８３１ 携带 ５ 种毒力基因： Ｔｂｐ、 ｍｒｐ、 ＧＡＰＤＨ、
ｏｒｆ２ 和 ｓａｏ， 其 毒 力 基 因 型 为 Ｔｂｐ＋ ／ ｍｒｐ＋ ／ ｓｌｙ－ ／
ＧＡＰＤＨ＋ ／ ｆｂｐ－ ／ ｏｒｆ２＋ ／ ｓａｏ＋。
２􀆰 ４􀆰 ２　 溶血表型分析

分离株的菌落在血平板上形成直径约 １ ｍｍ 的圆

形溶血环， 呈草绿色， 菌落周围的红细胞未被完全溶

解 （图 ３Ｂ）， 呈现典型的 α 溶血， 表明分离菌株

ＧＺＹＺ０８３１ 具有 α 溶血活性。
２􀆰 ４􀆰 ３　 小鼠感染试验

分离菌株感染小鼠后， 小鼠出现背毛凌乱， 共济

失调， 眼结膜潮红， 眼睑分泌黏性物质， 濒死时出现

全身抽搐等神经症状。 攻毒后 ２４ ｈ， 对照组小鼠未死

亡， １􀆰 ０７×１０１０ ＣＦＵ ／ ｍＬ 组小鼠全部死亡， １􀆰 ０７×１０９

ＣＦＵ ／ ｍＬ 组死亡 ５ 只， 其他试验组小鼠出现轻微临床

症状， 未死亡 （图 ３Ｃ）。 １􀆰 ０７×１０１０ ＣＦＵ ／ ｍＬ 组死亡

小鼠的心脏、 肝脏、 脾脏、 肺脏、 肾脏的载菌量均在

１０７ ＣＦＵ ／ ｍｇ 以上， 脑组织载菌量可达 ５􀆰 ８１ × １０６

ＣＦＵ ／ ｍｇ （图 ３Ｄ）。
剖检发现， 对照组小鼠的组织未见异常 （图

４Ａ）， 感染组小鼠的肺脏出血， 肝脏肿大， 脑组织水

肿， 出现脑膜炎症状 （图 ４Ｂ）。 组织病理学观察发

现， 感染组小鼠心肌细胞变性坏死， 心肌纤维断裂，
组织间出现积液； 脑组织神经纤维疏散无序； 肝板间

有大量红细胞渗出， 肝细胞脂肪变性、 坏死； 脾脏、
肾小囊腔中有红细胞渗出 （图 ４Ｃ）。 结果表明， 分离

株 ＧＺＹＺ０８３１ 感染时可引起小鼠严重器官损伤。

Ａ． 分离菌株的毒力基因筛查 （Ｍ． ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １． ｆｂｐ； ２． ｓａｏ； ３． Ｔｂｐ； ４． ＧＡＰＤＨ； ５． ｏｒｆ２； ６． ｓｌｙ； ７． ｍｒｐ）； Ｂ． 分离菌株的溶血性； Ｃ．
组织细菌载量； Ｄ． 小鼠感染后生存曲线。

图 ３　 分离菌株的致病性分析
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Ａ． 小鼠胸腔与腹腔观察； Ｂ． 感染小鼠的剖检病变； Ｃ． 感染小鼠的病理组织学变化 （ＨＥ， １００×）。

图 ４　 感染小鼠的剖检病变和病理组织学变化

２􀆰 ５　 生物被膜形成能力分析

刚果红琼脂试验发现， 参考菌株大肠杆菌 Ｏ１５７
不具备生物被膜的形成能力， 在刚果红培养基上生长

的菌落周边光滑、 无卷曲； 分离菌株 ＧＺＹＺ０８３１ 在含

有刚果红的培养基上生长出了深红色、 周边卷曲、 表

面干 燥 膨 起 的 菌 落 （ 图 ５Ａ ）， 表 明 分 离 菌 株

ＧＺＹＺ０８３１ 具有形成生物被膜的能力。 结晶紫试验测

得分离株 ＧＺＹＺ０８３１ 的 ＯＤ５７０ ｎｍ平均值为 ０􀆰 ３９４， 而大

肠杆菌 Ｏ１５７ 的平均值为 ０􀆰 １６９ （图 ５Ｂ）， 表明分离

株 ＧＺＹＺ０８３１ 具有中等生物被膜形成能力。
２􀆰 ６　 耐药性分析

２􀆰 ６􀆰 １　 抗生素敏感性试验

对照菌株金黄色葡萄球菌 （ＡＴＣＣ２５９２３） 的药

敏试验结果证实药敏片有效。 抑菌圈测量结果表明，
多西环素、 红霉素、 克拉霉素、 丁胺卡那、 新霉素、
美诺环素、 庆大霉素、 阿奇霉素、 环丙沙星、 恩诺沙

星、 左氧氟沙星、 头孢唑林、 头孢拉定、 氨苄西林、
磺胺异恶唑、 复方新诺明、 甲硝唑等 １７ 种药物对分

离菌 株 产 生 的 抑 菌 圈 直 径 均 ≤ １３ ｍｍ， 表 明

ＧＺＹＺ０８３１ 菌株对以上抗生素耐药； 对利福平、 青霉

素、 氟苯尼考、 头孢呋辛等 ５ 种药物中介。 综合上述

结果， 表明菌株 ＧＺＹＺ０８３１ 为多重耐药菌株。
２􀆰 ６􀆰 ２　 耐药基因检测

耐药 基 因 检 测 结 果 如 图 ５Ｃ 所 示， 菌 株

ＧＺＹＺ０８３１ 携带 ｂｌａＴＥＭ 和 ｔｅｔＯ 耐药基因， 其他耐药

基因为阴性。
２􀆰 ６􀆰 ３　 抗生素药敏试验

双纸片协同试验发现， 头孢噻肟和头孢噻肟 ／克
拉维酸对菌株 ＧＺＹＺ０８３１ 的抑菌圈直径分别为 ２６ 和

２２ ｍｍ。 头孢他啶和头孢他啶 ／克拉维酸对菌株

ＧＺＹＺ０８３１ 的抑菌圈直径分别为 ３４ 和 ３２ ｍｍ。 头孢他

啶与克拉维酸的组合并未显著增加抑菌圈直径， 表明

菌株 ＧＺＹＺ０８３１ 为不产 ＥＳＢＬ 的细菌； ＥＤＴＡ－纸片协

同试验显示， 美罗培南和美罗培南 ／ ＥＤＴＡ 对菌株

ＧＺＹＺ０８３１ 的抑菌圈直径分别为 ３１ 和 ３６􀆰 ５ ｍｍ （图
５Ｄ）， 进一步证实了菌株 ＧＺＹＺ０８３１ 为 ＭＢＬ 阳性

菌株。
２􀆰 ６􀆰 ４　 中药抑菌试验

在中药体外抑菌测试中， 黄连和板蓝根的抑菌圈

直径分别为 １１ 和 １０ ｍｍ， 表明两者对分离菌株

ＧＺＹＺ０８３１ 中等敏感； 黄连的最小抑菌浓度为 １９７
ｍｇ ／ ｍＬ， 板蓝根则为 １１５ ｍｇ ／ ｍＬ。 其他中药对分离菌

·５９·畜牧与兽医　 ２０２６ 年　 第 ５８ 卷　 第 ５ 期



株 ＧＺＹＺ０８３１ 未见明显的抑制作用。

Ａ． 分离株 ＧＺＹＺ０８３１ 和大肠杆菌 Ｏ１５７ 在刚果红琼脂平板上的菌落形态； Ｂ． 分离菌株的生物被膜形成能力检测； Ｃ． 分离菌株的耐药基因检测

（Ｍ１、 Ｍ２． ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １． ｂｌａＩＭＰ； ２． ｂｌａＳＨＶ； ３． ｂｌａＴＥＭ； ４． ｂｌａＣＴＸ； ５． ｂｌａＯＸＡ； ６． ｂｌａＤＨＡ； ７． ｔｅｔＣ； ８． ｔｅｔＯ； ９． ｔｅｔＡ； １０． ｂｌａＫＰＣ； １１． ｂｌａＮＤＭ；
１２． ｇｙｒＡ； １３． ｇｙｒＢ； １４． ａａｄＡ１； １５． ａａｄＢ； １６． ｓｕｌ１； １７． ｓｕｌ２； １８． ｅｒｍＦ； １９． ｅｒｅＤ； ２０． ｌｎｕＨ； ２１． ｂｌａＶＩＭ； ２２． ｂｌａＮＤＭ； ２３、 ２４． 阴性对照）； Ｄ． 双
药敏协同试验结果 （１． 头孢噻肟； ２． 头孢噻肟 ／ 克拉维酸； ３． 空白纸片对照； ４． 美罗培南； ５． 美罗培南 ／ ＥＤＴＡ； ６． 空白纸片对照； ７． 头孢他啶；
８． 头孢他啶 ／ 克拉维酸； ９． 空白纸片对照）。

图 ５　 分离菌株的耐药性检测

３　 讨论

ＳＳ 是重要人畜共患传染病病原， 已有多项研究

揭示了 ＳＳ 不同血清型的地区流行特征。 本研究从患

呼吸道疾病的病猪肺组织中分离出的 １ 株优势菌进行

形态观察、 核酸检测和 １６Ｓ ｒＲＮＡ 测序分析， 确定分

离菌株为 ＳＳ； 血清学鉴定分离菌株为 ＳＳ３， ＭＬＳＴ 分

析为 ＳＴ１１７ 型， 与亚洲 ＳＳ 的分子流行病学数据一

致［２７－２９］。 ２０２２ 年， 黄晓慧等［３０］首次报道了 ＳＴ１１７ 型

ＳＳ， 目前已报道的 ＳＴ１１７ 型猪 ＳＳ３ 的菌株均来源于

猪， 主要分布在亚洲地区。 关于 ＳＴ１１７ 型 ＳＳ３ 的流行

病学调查、 致病机理以及耐药特征等有待进一步系

统、 深入研究。
ＳＳ 具备多元的致病能力， 其毒性机制大致可分

为 ４ 大类别： 细菌外表的组成部分或分泌蛋白、 各类

酶、 转录调控因子或调控体系和运输蛋白或分泌途径

的相关因子。 本研究分离的 ＳＴ１１７ 型菌株携带 Ｔｂｐ、
ｍｒｐ、 ＧＡＰＤＨ、 ｏｒｆ２ 和 ｓａｏ 这 ５ 种毒力基因。 在动物

试验中， 人工感染的小鼠出现显著病变， 包括小鼠脑

膜炎、 多器官出血、 组织显著病变， 这与自然发病猪

只出现的神经症状、 器官出血的临床症状相一致。 分

离株 ＧＺＹＺ０８３１ 可以引起小鼠死亡； 病理组织学分析

发现， 感染小鼠的脏器出现包含肝脏出血、 肝细胞脂

肪沉积和细胞质空化的病理变化， 这可能与分离菌株
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携带的毒力基因 ｍｒｐ 和 ＧＡＰＤＨ 以及菌株的 α 溶血特

性紧密相关， 也进一步验证了分离菌株具有一定的致

病性。
ｔｅｔＯ 基因为 ＳＳ 较常见携带的耐药基因［３１］。 韩宁

等［３２］对广东地区 ４０ 株 ＳＳ 的耐药基因检测后， 发现

其中四环素耐药基因 ｔｅｔＯ 检出率为 ３５％； 而王佳

煜［３３］对四川地区 ６２ 株 ＳＳ 的耐药基因检测结果发现，
四环素类耐药基因 ｔｅｔＯ 的检出率为 ７９􀆰 ０３％。 研究发

现， ＳＳ 不同血清型携带的四环素类耐药基因 （ ｔｅｔＭ、
ｔｅｔＯ、 ｔｅｔＬ） 并不相同； 我国大部分地区的 ＳＳ２ 对四

环素类药物耐药主要由 ｔｅｔＭ 基因介导， 而 ＳＳ９ 对四

环素类药物耐药主要由 ｔｅｔＯ 基因介导［３４］。 毛从剑

等［３５］研究表明 ＳＳ３ 介导四环素耐药的耐药基因可能

与 ＳＳ９ 相似。 本研究分离出的猪链球菌血清型 ３ 型菌

株携带耐药基因 ｔｅｔＯ， 与上述研究结果一致。 ｂｌａＴＥＭ
基因在 ＳＳ 中并不常见， 赵志慧等［３６］ 的研究发现， ＳＳ
对 β－内酰胺类药物呈现出中高度敏感， 而分离菌株

从耐药基因筛查出 ｂｌａＴＥＭ 基因， 且在抗生素敏感试

验中对 β－内酰胺类药物表现出中高度耐药， 表明该

菌株是不常见的对 β－内酰胺类药物耐药的菌株。 分

离菌株仅携带 ｂｌａＴＥＭ 与 ｔｅｔＯ 两种耐药基因， 但抗生

素敏感性试验证实分离菌株对 １７ 余种抗生素耐药，
为多重耐药菌株。 这种表型与基因型之间的差异可能

和链球菌的细胞壁对氨基糖苷类药物通透性很低、 单

一基因的多效性以及染色体基因突变相关［３７－３８］， 加

上分离菌株具有中等生物被膜形成能力， 在一定程度

上增加了分离菌株的耐药性。
ＭＢＬ 和 ＥＳＢＬ 都是能够水解 β－内酰胺类抗生素

的酶。 ＭＢＬ 是分子上最多样化的碳青霉烯酶， 能够

利用活性位点中的金属离子辅助因子水解大多数 β－
内酰胺类抗生素 （包括碳青霉烯类）。 当 ＥＳＢＬ 带来

的耐药性不足时， ＭＢＬ 的出现会导致更为严重的耐

药情况。 研究发现， 产 ＭＢＬ 的耐药菌株是多重耐药

菌中最危险的类型之一， 其危害涉及患者、 医疗系统

及全球公共卫生多个层面。 产 ＭＢＬ 的碳青霉烯耐药

肠杆菌科细菌感染人和动物的死亡率显著高于普通感

染［３９］。 分离株 ＧＺＹＺ０８３１ 为 ＭＢＬ 阳性菌株， 但与

ＭＢＬ 相关的耐药基因 ｂｌａＩＭＰ、 ｂｌａＶＩＭ 和 ｂｌａＮＤＭ 检

测均为阴性， 分析原因可能与菌株携带新型或罕见

ＭＢＬ 基因相关， 比如 ＧＩＭ － １、 ＳＩＭ － １、 ＳＰＭ － １、
ＡＩＭ－１ 等亚型基因［４０］； 分离菌株为产 ＭＢＬ 的多重耐

药菌株， 具有中等生物被膜形成能力， 其表现的高适

应性和多重耐药性在临床上需引起高度重视， 关于其

复杂的耐药机制需结合基因组测序和耐药调控等方法

进行深入研究。
中药凭借其丰富的药用资源及较低的耐药诱导特

性， 在抗微生物感染与机体免疫调节领域展现出独特

价值。 Ｌｉ 等［４１］研究发现黄连乙醇提取物对 ＳＳ 具有显

著抑菌性； 陈俭清等［４２］ 发现大黄、 黄芩水提物对 ＳＳ
生物膜形成抑制率分别达到 ６８􀆰 ５％和 ７２􀆰 ３％； 冯沙

沙等［４３］ 证实黄柏、 丹参等 ２９ 味中药提取物对 ＳＳ 分

离株具有显著生长抑制作用。 研究发现， 黄连、 板蓝

根等药材对 ＳＴ１１７ 型 ＳＳ３ ＧＺＹＺ０８３１ 菌株表现出一定

的抑菌效应， 药效差异可能与药材基源、 产地生态环

境、 采收加工方法及菌株致病力差异等因素相关。 需

要指出的是， 现阶段研究主要集中于体外抗菌活性评

价， 后续拟系统开展复方配伍优化、 生物膜清除机制

及中西药协同效应研究， 以期为构建基于传统医药理

论的耐药链球菌感染防控体系提供理论依据。

４　 结论

本试验从病猪肺组织中分离出 １ 株血清 ３ 型，
ＳＴ１１７ 型 ＳＳ， 携带 Ｔｂｐ、 ｍｒｐ、 ＧＡＰＤＨ、 ｏｒｆ２ 和 ｓａｏ 这

５ 种毒力基因， 具有 α 型溶血活性； 感染小鼠可导致

小鼠神经症状， 内脏器官出现严重病变， 具有一定的

致病性。 分离菌株为产 ＭＢＬ 的耐药菌株， 携带 ｔｅｔＯ
和 ｂｌａＴＥＭ 耐药基因， 对庆大霉素、 卡那霉素、 阿奇

霉素、 克拉霉素等 １７ 种药物耐药； 中药板蓝根和黄

连对分离菌株均有抑菌作用。 研究结果为 ＳＳ３ 的分子

流行病学调查和致病机制研究提供一定的理论依据，
也为猪链球菌病的防控和精准治疗提供借鉴。
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