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江苏省中部地区猪链球菌主要致病血清型

分子流行病学调查

鞠爱萍 王长军 郑峰 潘秀珍 董亚青 葛俊超 陆承平 唐家琪

【摘要】 且的 了解江苏省中部地区正常猪群猪链球菌及主要致病血清型分布。方法采集江

苏省中部地区正常屠宰猪样本303份，用聚合酶链反应(PCR)法进行猪链球菌及主要致病血清型的

检测，并对3株分离的猪链球菌菌株进行系统的生物学和分子遗传学鉴定。结果 303份猪标本中，

2005年正常猪群中猪链球菌的携带率达88．0％，其中1(或14)型、2(或1／2)型、7型和9型携带率分

别为9．6％、8．5％、11．3％、29．5％；2006年正常猪群中猪链球菌的携带率为82．5％，1(或14)型、2(或

1／2)型、7型和9型携带率分别为17．6％、2．4％、25．8％、20．0％；3株分离菌株均为2型，2a毒力因子

表现型为c加2+／∥矗+／m巾心∥／sb／如加+／o以+／89女，2f、14e毒力因子表现型均为啦2+／
鲥矗+伽叩一／彬／s炒／扣ps／o啦／89^；3株分离菌株对阿莫西林、氨苄西林、青霉素等高度敏
感，但对阿米卡星和四环素有显著的耐药性；对BALB／c小鼠和家兔无明显致病性。结论江苏省中

部地区正常猪群中猪链球菌携带率处于较高水平，多种血清型同时存在，毒力因子表型与流行毒力株

有显著差异。
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【Abstract】 objective To determine the prevalence of s￡r8声￡o∞cc“s 5“如and major pathogenic

ser。types in middle part of Jiangsu province．Methods Tonsillar specimens from 303 slaughtered pigs aged

6 t。8 months were investigated for the presence of S￡埘p￡0cocf“s s“i5 and major pathogenic serOtypes by

polyme÷ase chain reaction(PCR)method， Bacteriological examination compared with molecular genetics

identification for three S￡r印foc∞c“s 5Mi5 is01ates were also done． Results The。verall carrier rate of

Sf，℃p￡ofocf“s s“!s was up to 88．0％，with the percentages of serotype 1(14)，2(1／2)，7 and 9 were

9．6％，8．5％，11．3％and 29．5％respectively in 2005．While in 2006，the prevalence of S￡，℃声￡ococc“5 5“is

was 82．5％，with capsular types 1(14)，2(1／2)，7 and 9 were accounted for 17．6％，2．4％，25．8％and

20．0％of all the specimens．All the three isolates belonged to S￡rP声￡ococc“5 5“is serotype 2，named 2a，2f

and 14e，which exhibiting the virulent phenotype cps2+／g矗矗+／，”巾一／e声厂／s匆一／弦声s+／o，72+／89志一，

cps2‘l gah‘|mrp|epf|st，|fbps 0rf2一189k and cps21|gdh‘|”lrp|epf—l sty||fbps|Orf2|

89是 respectively．These isolates were aH susceptible to amoxicillin，ampicillin，penicillin and resistant to

amikacin and tetraycline． clinical signs were not noted in BALB／c mice and rabbit． conclusion

Prevalence of the S￡，℃声￡ococc“s s“i5 among the healthy herds in the areas was very high，with various

capsule types of S￡r已p￡ococc乱s s“is involved in the same herds，and the virulent phenotype of these 3 isoIates

were very d．fferent from those prevalent&嘞￡o∞cc挂s s“泰serotype 2 virulent iS。lates frequently discoVered
from the epidemic areas．
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猪链球菌(S￡心声￡ococc“s s甜妇，SS)是重要的人兽

共患病病原体，可引起仔猪的脑膜炎、关节炎、心内

膜炎、败血症、肺炎以及断奶仔猪的猝死，并可感染

人⋯。根据菌体荚膜多糖抗原性的不同，用协同凝

集试验等将ss分为35个血清型心1，其中1、2、1／2、

7、9和14型证明与致病性相关，不同血清型的分布

地区和范围均有不同∞5|。目前国内研究多数聚焦

于SS2型，而对其他血清型的研究较少。本研究从

江苏省中部地区(苏中地区)屠宰点采集正常猪群样

本，了解sS血清型、毒力表型等分布情况。

材料与方法

1．菌株：SS血清型标准参考株35株，由加拿大

Marcelo Gottschalk教授惠赠。05zYH33为2005年

分离自四川省资阳市，血清型鉴定为2型，由本实验

室保存。2a、2f、14e型为本次流行病学调查分离的

血清型2型菌株。

2．试剂、仪器和实验动物：蛋白酶K为Merck

公司产品，聚合酶链反应(PcR)扩增试剂盒为(大

连)宝生物工程有限公司的产品，引物由赛百盛公司

合成；药敏纸片由杭州天和微生物试剂有限公司提

供。BALB／c小鼠、新西兰大白兔购自上海中科院实

验动物中心。

3．样本采集和PCR检测分析：

(1)健康猪的样本采集：于2005 2006年对来

源明确的健康生猪，屠宰后消毒棉签深入猪鼻腔和

咽喉都刮取表面黏膜样本，投人装有1 ml THB培养

基的EP管中，低温保存，在4—6 h内送往实验室进

行检测。

(2)模板制备：分别取每份样本100肚l，接种于

2 ml THB培养基，37℃增菌培养3 h。取1．5 ml菌

液离心后弃上清，用200肛l ddH：O重悬沉淀，加

100 mg／ml蛋白酶K 3弘l，42℃水浴1 h后煮沸

10 min，离心取上清做PCR的模板。

(3)PCR法检测SS：SS种和主要血清型特异性

引物设计参照文献[6—9]，PCR反应以参考株作为对

照，反应体系25弘1：10×PcR缓冲液2．5肛l，

25 mmol／L M∥+1．5肛l，2．5 mmol／L dNTP 2．0肛I，

上、下游引物(10肛mol／L)各0．5弘1，Taq DNA聚合

酶(2 u)0．5 j上l，模板2牡l，ddH20调整终体积至

25肚1，引物序列、退火温度及扩增片段大小见表1。

(4)菌株的分离纯化：挑取经PCR检测为SS2

阳性的样本，划线接种于含5％羊血THB琼脂平

板，37℃培养过夜。挑取形态可疑、呈针尖状的菌落

接种THB液体培养基，提取模板进行PcR鉴定、序

列比对，鉴定为阳性则保藏菌种。

(5)PCR法检测毒力基因：毒力基因or厂2的引

物序列参照文献[10]，鲥庇、m功、P∥、s匆引物参照

文献[11]，89走引物参照文献[12]，加声引物根据

GenBank公布的序列用Primer premier 5软件自行

设计。引物序列、退火温度及扩增片段大小见表1，

PCR反应体系同前。

表1 PcR反应引物及目的片段大小

注：其中c加1(c加14)、c加2(巾s1／2)、c加9、f声57为血清型特异

性引物，16 s为菌种特异性引物，鲥^、M巾、P∥、s匆、如p、o崛、
89女为毒力基因引物

(6)药敏实验：用无菌棉签蘸取分离菌的肉汤培

养物，涂布于琼脂平板。稍于后，无菌镊子夹取各种

药敏纸片分别平贴在培养基表面，37℃培养20—

24 h，观察、测定抑菌环的大小。判定标准：抑菌环

直径在15 mm以上为高度敏感(青霉素高敏为

20 mm以上)，10～15 mm为中度敏感，10 mm以下

为低度敏感，无抑菌环为不敏感。

(7)动物试验：取分离菌株2a、2f、14e及四川分

离株05ZYH33的18 h血清肉汤培养物，分别腹腔注

射BALB／c小鼠5只(体重20 g左右，注射剂量

1×108CFU／只)，静脉注射家兔2只(体重2000 g，
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注射剂量1×108CFu／只)，对注射后的动物隔离饲

养，观察其发病及死亡情况。以上试验均设血清肉

汤培养物空白对照。

结 果

1．2005—2006年江苏省泰州地区SS2型

1(14)型、2(1／2)型、7型和9型的流行分布情况：健

康猪SS的检测结果显示，2005年200头健康猪的

sS检出率为88．0％(176／200)，1(14)型、2(1／2)型、7

型、9型的检出率分别为9．6％(17／176)、8．5％(15／

176)、11．3％(20／176)、29．5％(52／176)；2006年

103头健康猪的sS检出率为82．5％(85／103)，

1(14)型、2(1／2)型、7型、9型的检出率分别为

17．6％(15／85)、2．4％(2／85)、25．8％(22／85)、

20．0％(17785)。

2．细菌的分离纯化：通过平板菌落分离和PCR

鉴定，获得3株SS2阳性分离物。分离菌株在5％

羊血琼脂平板经37℃培养，菌落直径为1～2 mm，

呈圆形、半透明、表面光滑、微隆起、灰白色，a溶血。

镜检为革兰阳性，THB培养物以长链状排列为主，

鲜血琼脂平板以成对排列为主，PCR产物序列分析

表明，c声s2，基因与国外分离株SS2 10(No．

AFll8389)c加2，基因序列的相似性均为99％。

3．分离株主要毒力相关基因检测：3株SS2型

分离株经PCR检测主要毒力相关基因，其中趔矗

均为阳性，mrp、PⅣ、5Zy均为阴性。菌株2a的归户
和or厂2为阳性，而菌株2f和14e缺乏这2种毒力基

因，89走在这3株菌株中都缺乏，分离株2a、2f、14e

鲥矗经Blast序列比对与国外参考株S．s“如AAH6

(No．EFl98475)相似性均为99％，局声经Blast序列

比对与S．s“曲89／1591(No．AAH6AAFA02000010)

同源性为100％，or纪与S．s甜厶SH031238(No．

EF073056．1)相似性为93％(表2)。

表2 分离株主要毒力因子表型

菌株 gd^ mr声 g阿 s咖 拍声 。玎2 89^

2a + 一 一 一 + +

2f + 一 一 一 一 一

14e + 一 一 一

05ZYH33 + + + + + + +

4．药敏实验：药敏试验结果显示，4个(含参考

株05zYH33)菌株对阿莫西林(AMx)、氨苄西林

(AM)、青霉素G(P)、万古霉素(VA)、磺胺类药

(SxT)及红霉素(E)高度敏感，抑菌直径均大于

20 mm；对环丙沙星(CIP)、庆大霉素(GM)和克林

霉素(CM)中度敏感，抑菌直径约10～15 mm；而对

阿米卡星(AN)和四环素(TE)产生了显著的耐药

性，结果见表3。

5．动物试验：注射四川分离株05zYH33的实验

小鼠5只在24 h内全部死亡，2只家兔分别于48 h、

72 h死亡，剖检死亡小鼠、家兔，呈败血症症状，心、

肝、脾等实质性脏器内均分离到接种菌，而分离菌株

及对照组动物连续观察2周未见异常变化。

表3 4株分离株药敏试验结果

注：表内数据为抑菌直径(mm)；S为链霉素

讨 论

国外研究显示，SS在猪场的携带率从20．0％～

90．0％不等，2001年韩国SS2在健康猪群中的携带

率为3．6％；国外其他报道SS2携带率在2．0％～

7．0％[1 3。。国内正常猪群中SS2的带菌率亦较高，

非疫区平均为42．0％，疫区平均为39．0％。1⋯。本研

究发现，我国苏中地区正常猪群SS总带菌率高达

80．0％以上，SS2的带菌率分别为8．5％(2005年)、

2．4％(2006年)。上述数据表明，我国正常猪群中

SS总体携带率处于较高水平。此外，由于SS主要

定植于猪扁桃体，本研究检测样本主要为鼻咽部拭

子，结果可能略低于实际携带率。

尽管健康猪群的SS携带率与猪群是否暴发或

流行SS病并没有直接的关系，但随着气候环境等

因素的改变，一些致病血清型SS可能成为微小生

态中的主要菌群成员，并导致暴发疫情，因此检测猪

群的SS主要致病血清型带菌率对预防与控制有指

导意义。由于SS血清型标准血清价格昂贵，操作

繁琐，用于现场样本血清型的分布调查可行性差。

目前，国内对SS的分子流行病学调查仅限于2型，

其他血清型鲜见报道。本研究通过已建立的主要致
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病血清型PCR检测方法，发现苏中地区正常猪群中

血清1(或14)型、7型、9型的携带率明显高于2型，

2006年分别达17．6％、25．8％和20．0％，这种多种

血清型并存的现象对于流行区猪链球菌的进化和致

病特征的影响值得关注。

由于链球菌在环境中普遍存在，抗菌药物普遍

应用，菌株的抗药性特别引人关注，本次调查中分离

的SS2对AMx、AM、P、VA、SXT及E高度敏感，对

AN和TE产生了耐药性，细菌的耐药性与质粒关系

密切，Cantin等‘1 5。研究发现大约60．0％的SS分离

株携带大小为1．5～35 kb的质粒，我国分离株中是

否存在质粒以及质粒与抗性基因之间的关系仍需继

续深入研究。

已知的与SS致病性相关的毒力因子主要有荚

膜多糖(CPS)、谷氨酸脱氢酶(GDH)、溶菌酶释放蛋

白(MRP)、胞外因子(EF)、溶血素(SLY)和纤连蛋

白结合蛋白(FBPS)以及毒力相关序列or厂2等。本

研究室对2005年四川省流行的强致病株05ZYH33

进行了全基因组测序，现测序已全部完成并对基因

组进行了初步注释(GenBank测序号为NC

009442)，与Sanger研究中心公布的标准株P1／7全

基因组序列进行比较后发现有一个约89 kb的核酸

片段为98HAHl2和05ZYH33染色体所特有，生物

信息学分析该段序列具有毒力岛(PAI)的特征。1 2I。

SS的致病性主要与毒力因子有关，而毒力因子在不

同毒力菌株中的分布有较大差异，临床分离菌株经

常存在一种乃至全部毒力基因缺失的现象，而典型

的强毒株如本研究室保存的05ZYH33和HAbb等

都带有上述7种主要毒力基因。本次流行病学调查

中分离的SS2菌株缺失5～6种毒力因子，并且对

BALB／c小鼠和家兔均不致病，而四川省分离株

05zYH33对小鼠及家兔均有致病性，可以推断本研

究分离的3株sS2为无毒株。综上所述，该地区正

常猪群中SS的携带率处于较高水平，无毒SS2普

遍存在，多种致病血清型同时存在，毒力因子表型与

流行毒力株有显著差异。

[1]

[2]
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