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　 　 摘要:　 为研究猪链球菌 ３ 型(Ｓｓ３)分离菌的生物学特性及致病性ꎬ对疑似 Ｓｓ 进行培养、染色、生化试验、猪链

球菌 ＰＣＲ 鉴定、血清分型 ＰＣＲ 鉴定、多位点序列分型(ＭＬＳＴ 型)ＰＣＲ 鉴定ꎬ并对小鼠和仔猪进行致病性试验ꎮ 结

果显示ꎬ３ 株分离菌(分别命名为 ＪＳＨＺ 菌株、ＧＤ７ 菌株、Ｈ３０ 菌株)均呈革兰氏阳性ꎬＳｓ ＰＣＲ 鉴定显示为阳性ꎬ血清

分型 ＰＣＲ 结果表明分离到的菌株为 Ｓｓ３ꎬ序列型(ＳＴ)分别属于 ＳＴ２７ 型( ＪＳＨＺ 菌株)、ＳＴ１００４ 型(ＧＤ７ 菌株)和 ＳＴ
１１７ 型(Ｈ３０ 菌株)ꎻ３ 株分离菌的生化特性与猪链球菌相符ꎻ３ 株分离菌经腹腔注射均可致死 Ｂａｌｂ / Ｃ 小鼠ꎬ半致死

量(ＬＤ５０)分别为２.０×１０７ ＣＦＵ / ｍｌ、３.５×１０７ ＣＦＵ / ｍｌ和２.５×１０８ ＣＦＵ / ｍｌꎮ 选择 ３ 株分离菌中毒力较强的 ＪＳＨＺ 菌株进

行仔猪致病性试验ꎬ感染仔猪会出现明显的关节红肿、跛行ꎬ体温多数升高至４０.５~ ４１􀆰 ８ ℃ꎬ精神萎靡ꎬ食欲减少等

症状ꎻ高剂量(每头仔猪注射 ＪＳＨＺ 菌数６.０×１０９ ＣＦＵ)处理可致仔猪出现食欲废绝、神经症状ꎬ甚至濒死ꎬ并在其脑

组织中分离到 Ｓｓ３ꎮ 本研究结果为进一步开展 Ｓｓ３ 的防控研究奠定了基础ꎮ
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　 　 猪链球菌(Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｓｕｉｓ)可引起仔猪急性死

亡、败血症、脑膜炎、关节炎、心内膜炎等ꎬ也可能感

染人ꎬ甚至导致人死亡ꎬ是一种重要的人畜共患病病

原菌[１]ꎮ 猪链球菌根据荚膜可分成 ３３ 个血清型

(１~３１ 型、３３ 型和 １ / ２ 型)ꎬ其中血清 ２ 型在病猪和

患病人群中的分离率最高[２￣３]ꎬ血清 ３、７、９ 型在许多

国家均较为普遍[４￣５]ꎮ 流行病学资料显示ꎬ猪链球菌

２ 型、３ 型是加拿大和美国最主要的流行血清型[１]ꎮ
在中国ꎬＷｅｉ 等[６]对２００３－２００７ 年全国 １６ 个省(市)
分离的 ４０７ 株猪链球菌进行研究ꎬ发现 ２ 型为主要

的血清型ꎬ占 ４３􀆰 ２％ꎻ其次是 ３ 型ꎬ占 １４􀆰 ７％ꎮ 王

巍[７]从四川省 ２０ 个县(区)不同日龄的发病猪中分

离到 ３４ 株猪链球菌ꎬ其中猪链球菌 ２ 型最多ꎬ占
４７􀆰 １％ꎻ其次是猪链球菌 ７ 型ꎬ占 ２６􀆰 ５％ꎻ猪链球菌 ３
型排名第 ３ꎬ占 １１􀆰 ８％ꎮ 董志民等[８] 对２００９－ ２０１６
年中国部分地区病料中分离的 ４１ 株猪链球菌进行

血清 分 型 鉴 定ꎬ 血 清 ２ 型 或 １ / ２ 型 共 １０ 株

(２４􀆰 ４％)ꎬ９ 型 ７ 株(１７􀆰 １％)ꎬ３ 型 ６ 株(１４􀆰 ６％)ꎮ
上述研究结果表明ꎬ猪链球菌 ３ 型(Ｓｓ３)在中国部分

猪群中占据着非常重要的地位ꎬ但有关 Ｓｓ３ 培养特

性、生化特性、基因特征及致病性的详细报告较少ꎮ
本研究拟对 ２ 株分离自急性死亡猪肺脏以及 １

株分离自健康猪扁桃体的 Ｓｓ３ 菌株进行较为系统的

研究ꎬ以期为进一步开展 Ｓｓ３ 致病机制、免疫防控等

相关研究奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 病料及样品来源

病料为江苏省某猪场和广东省某猪场急性死亡

猪肺脏ꎬ健康猪扁桃体采自江苏省某猪场ꎮ
１.２　 主要试验材料

猪链球菌 ３３ 个血清型(１ ~ ３１ 型、３３ 型和 １ / ２

型)的参考菌株均由江苏省农业科学院兽医研究所

保存ꎬＢａｌｂ / Ｃ 雌性小鼠(４ 周龄)由扬州大学提供ꎬ
３０~３５ 日龄健康仔猪购自江苏省某猪场(猪群未发

生猪链球菌病并且未接种猪链球菌疫苗)ꎮ Ｔｏｄｄ￣
Ｈｅｗｉｔｔ Ｂｒｏｔｈ ( ＴＨＢ) 培养基购自 ＢＤ 公司ꎬ２× ＰＣＲ
ｍｉｘ、ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ 购自广州东盛生物科技有限公司ꎬ
ｐＭＤ１９￣Ｔ 载体购自宝生物工程(大连)有限公司ꎬ
ＤＮＡ 凝胶回收试剂盒、质粒提取试剂盒购自 Ｏｍｅｇａ
Ｂｉｏ￣Ｔｅｋ 公司ꎬ链球菌生化试剂盒购自杭州微生物试

剂有限公司ꎮ
１.３　 细菌分离

对采集的猪肺脏、扁桃体表面进行无菌处理ꎬ用
接种环取组织内部样品划线接种于 ＴＨＢ 固体培养

皿ꎬ３７ ℃培养 ２４ ｈꎮ 挑取灰白色、半透明且直径为

１~２ ｍｍ 的圆形疑似菌落接种于 ＴＨＢ 液体培养基

中ꎬ３７ ℃ ２００ ｒ / ｍｉｎ增菌培养过夜ꎬ用接种环取培养

菌液划线接种于 ＴＨＢ 固体培养皿ꎬ３７ ℃培养 ２４ ｈꎬ
然后挑菌再划线接种于 ＴＨＢ 固体培养皿ꎮ 重复挑

菌、划线接种过程ꎬ直至获得形态单一的纯菌落ꎮ
１.４　 革兰氏染色

参照文献[９]的方法对分离菌培养物进行革兰

氏染色镜检ꎮ
１.５　 猪链球菌 ＰＣＲ 鉴定

采用煮沸法提取猪链球菌基因组 ＤＮＡꎮ 参照

文献[１０]的方法合成猪链球菌谷氨酸脱氢酶基因

(ｇｄｈ)扩增引物( Ｓｓ Ｆ、Ｓｓ Ｒ)ꎮ ＰＣＲ 反应条件为:
９５ ℃预变性 ５ ｍｉｎꎻ然后进入 ３０ 个循环(９５ ℃ ３０
ｓꎬ５７ ℃ ３０ ｓꎬ７２ ℃ １ ｍｉｎ)ꎬ７２ ℃ １０ ｍｉｎꎮ 琼脂糖

凝胶电泳ꎬ切胶回收目的片段ꎬ采用 ＴＡ 克隆法获

得目的片段后送至南京金斯瑞生物科技有限公司

测序ꎬ在 ＮＣＢＩ ＢＬＡＳＴ 上比对序列ꎬ确定是否为猪

链球菌ꎮ
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１.６　 猪链球菌血清分型 ＰＣＲ 鉴定

参照文献[１１]的方法合成猪链球菌不同血清

型的扩增引物ꎬ用各个引物对分离菌的 ＤＮＡ 进行

ＰＣＲ 扩增[８]ꎬ将分型 ＰＣＲ 扩增出现的特异性条带切

胶回收ꎬ采用 ＴＡ 克隆法获得目的片段后进行测序ꎬ
在 ＮＣＢＩ ＢＬＡＳＴ 上比对序列ꎬ确定猪链球菌的血清

型ꎮ
１.７　 分离菌的多位点序列分型(ＭＬＳＴ 型)ＰＣＲ 鉴

定

　 　 参照文献 [ １２] 的方法合成 ７ 个管家基因

(ａｒｏＡ、ｃｐｎ６０、ｄｐｒ、ｇｋｉ、ｍｕｔＳ、ｒｅｃＡ、ｔｈｒＡ)的引物ꎬ分别

扩增分离菌的 ７ 个管家基因ꎮ 对 ＰＣＲ 产物进行测

序ꎬ在 Ｓｓ ＭＬＳＴ 数据库(ＨＴＴＰ: / / ＳＳＵＩＳ.ＭＬＳＴ.ＮＥＴ)
中查询序列型(ＳＴ)ꎮ
１.８　 分离菌生化试验

按照生化试剂盒说明书的方法对分离菌培养物

进行生化试验ꎮ
１.９　 分离菌生长曲线的测定

用接种环取冻存的第 １ 代菌液ꎬ接种于 ＴＨＢ 固

体培养基上ꎬ３７ ℃培养 ２４ ｈ 得到第 ２ 代单菌落ꎮ 挑

取 ３ 个第 ２ 代单菌落接种于 ５ ｍｌ ＴＨＢ 液体培养基

中ꎬ３７ ℃ ２００ ｒ / ｍｉｎ培养过夜ꎬ得到第 ３ 代菌液ꎮ 取

４ ｍｌ 第 ３ 代菌液ꎬ加至含有 ２００ ｍｌ ＴＨＢ 液体培养基

的锥形瓶中ꎬ３７ ℃ ２００ ｒ / ｍｉｎ培养ꎬ从培养 ０ ｈ 开始ꎬ
每 １ ｈ 取一次菌样测细菌培养液在 ６００ ｎｍ 处的吸

光值(ＯＤ６００)ꎬ绘制各分离菌的生长曲线ꎮ
１.１０　 分离菌的致病性试验

１.１０.１　 对小鼠的致病性试验

１.１０.１.１ 　 ＪＳＨＺ 菌株、ＧＤ７ 菌株 　 将 ４５ 只 Ｂａｌｂ / Ｃ
小鼠随机分成 ５ 组ꎮ 其中ꎬ试验组 ４ 组ꎬ每组 １０ 只ꎬ
另外 ５ 只为对照组ꎮ 用无菌生物盐水稀释菌液ꎬ４
组试验组小鼠分别注射菌液原液、１ ∶ ５ 稀释液、１ ∶
２５ 稀释液和１ ∶ １２５ 稀释液ꎬ每只小鼠腹腔注射 １ ｍｌ
菌液ꎻ对照组每只小鼠腹腔注射 １ ｍｌ 无菌生理盐

水ꎬ连续观察 ３ ｄꎬ记录死亡数ꎮ 采集死亡小鼠的血

液及肝、脾、肺、脑等ꎬ进行 Ｓｓ 分离ꎬ并用 Ｓｓ ３ 分型

ＰＣＲ 鉴定小鼠体内的菌株ꎮ 用 Ｒｅｅｄ￣Ｍｕｅｎｃｈ 法计

算各菌株对 Ｂａｌｂ / Ｃ 小鼠的半致死量ꎮ
１.１０.１.２　 Ｈ３０ 菌株 　 将 ４３ 只 Ｂａｌｂ / Ｃ 小鼠随机分

成 ５ 组ꎮ 先将 Ｈ３０ 菌液进行 ２０ 倍浓缩作为菌液原

液ꎬ然后用无菌生物盐水对其进行稀释ꎬ４ 组试验组

小鼠分别注射菌液原液、１ ∶ ５ 稀释液、１ ∶ ２５ 稀释液

和１ ∶ １２５ 稀释液ꎬ每组分别有 ９ 只、９ 只、１０ 只、１０
只小鼠ꎬ每只小鼠腹腔注射 １ ｍｌ 菌液ꎻ对照组 ５ 只

小鼠ꎬ每只小鼠腹腔注射 １ ｍｌ 无菌生理盐水ꎬ连续

观察 ３ ｄꎬ记录死亡数ꎮ 采集死亡小鼠的血液及肝、
脾、肺、脑等ꎬ进行 Ｓｓ 分离ꎬ并用 Ｓｓ ３ 分型 ＰＣＲ 鉴定

小鼠体内的菌株ꎮ 用 Ｒｅｅｄ￣Ｍｕｅｎｃｈ 法计算各菌株对

Ｂａｌｂ / Ｃ 小鼠的半致死量ꎮ
１.１０.２　 对仔猪的致病性试验

１.１０.２.１　 试验一　 取 ８ 头 ３５ 日龄健康仔猪ꎬ喂 ７ ｄ
无抗饲料ꎬ随机分成 ４ 组ꎬ每组 ２ 头ꎮ 其中ꎬ试验组

３ 组ꎬ对照组 １ 组ꎮ 选取方法 １.１０.１ 小鼠致病性试

验中毒力较强的 １ 株菌株ꎬ用无菌生理盐水稀释菌

液ꎬ３ 组试验组仔猪分别注射菌液原液(原液组 １)、
１ ∶ １０ 稀释液、１ ∶ １００ 稀释液ꎬ每头仔猪耳缘静脉注

射 ２ ｍｌꎻ对照组每头仔猪注射 ２ ｍｌ 无菌生理盐水ꎮ
连续观察 ７ ｄꎬ记录每头仔猪的体温(上午、下午各

测一次)和临床表现ꎬ每天采集血液以及有关节炎

症状仔猪的关节液ꎬ进行 Ｓｓ 分离ꎬ并用血清分型

ＰＣＲ 鉴定是否为 Ｓｓ３ꎮ 在第 ７ ｄ 对仔猪进行安乐死ꎬ
采集血液及肝、脾、肺、脑等ꎬ进行 Ｓｓ 分离并进行组

织病理切片观察ꎮ
１.１０.２.２　 试验二　 选取 ５ 头 ３０ 日龄健康仔猪ꎬ喂 ７
ｄ 无抗饲料ꎬ随机分成 ２ 组ꎬ一组 ３ 头ꎬ一组 ２ 头ꎮ
选取方法 １.１０.１ 小鼠致病性试验中毒力较强的 １ 株

菌株ꎬ２ 组试验组仔猪分别注射菌液原液(原液组

２)和 １０ 倍浓缩液ꎬ每头仔猪耳缘静脉注射 ２ ｍｌꎮ 仔

猪感染后的观察、测温、细菌分离鉴定、剖检、组织学

观察均与方法 １.１０.２.１ 一致ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 细菌分离培养染色鉴定

采集的病料样品在 ＴＨＢ 固体培养基上划线ꎬ然
后在 ＴＨＢ 液体培养基中增菌ꎬ纯培养后获得单一纯

菌落ꎬ观察菌落形态ꎬ并进行革兰氏染色镜检ꎮ 结果

发现ꎬ从急性死亡猪肺脏中分离到的 ２ 株菌株(分
别命名为 ＪＳＨＺ 菌株和 ＧＤ７ 菌株)为疑似猪链球菌ꎬ
从健康猪扁桃体中分离到的 １ 株菌株(命名为 Ｈ３０
菌株)也为疑似猪链球菌ꎬ各分离菌在 ＴＨＢ 固体培

养基上均长成灰白色菌落ꎬ菌落直径为１~２ ｍｍꎮ 分

离菌涂片经革兰氏染色后ꎬ在光学显微镜油镜下观

察ꎬ为蓝紫色的短链状球菌ꎮ

７７４１肖　 琦等:猪链球菌 ３ 型分离菌的生物学特性及致病性



２.２　 猪链球菌 ＰＣＲ 鉴定

利用 Ｓｓ ｇｄｈ 扩增引物对获得的 ３ 株猪链球菌

疑似菌株进行 ＰＣＲ 鉴定和序列比对ꎬ结果(图 １)显
示ꎬ３ 株分离菌均能扩增出 ６８９ ｂｐ 左右大小的片段ꎬ
与预期结果相符ꎮ 扩增片段序列与 Ｓｓ ＨＢ３０ 菌株

ｇｄｈ 基因(序列号 ＦＪ５７２２３７.１)１００％同源ꎬ说明分离

到的 ３ 株菌株均为 Ｓｓꎮ

Ｍ:２ ０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ１:ＪＳＨＺ 菌株ꎻ２:ＧＤ７ 菌株ꎻ３:Ｈ３０ 菌株ꎻ４:
阴性对照ꎻ５:猪链球菌阳性对照ꎮ
图 １　 分离菌株猪链球菌 ｇｄｈ 基因的 ＰＣＲ 鉴定

Ｆｉｇ.１　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｇｄｈ ｇｅｎｅ ｏｆ ｔｈｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ Ｓｔｒｅｐ￣
ｔｏｃｏｃｃｕｓ ｓｕｉｓ

２.３　 猪链球菌血清型 ＰＣＲ 鉴定

对 ３ 株分离菌进行 Ｓｓ 血清型 ＰＣＲ 鉴定和序列

比对ꎬ结果(图 ２)显示ꎬ仅 Ｓｓ３ 引物 ＰＣＲ 能扩增出

大小约为 ３４０ ｂｐ 的目的片段ꎬ其他各血清型引物

ＰＣＲ 扩增结果均为阴性ꎮ Ｓｓ３ 引物 ＰＣＲ 扩增的片

段序列与 Ｓｓ３ ｃｐｓ３Ｌ 基因 (序列号 ＫＣ５３７３６５. １)
１００％同源ꎬ表明分离到的 ３ 株菌株均为 Ｓｓ３ꎮ

Ｍ:２ ０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ１~２:ＪＳＨＺ 菌株ꎻ３~４:ＧＤ７ 菌株ꎻ５:Ｈ３０ 菌

株ꎻ６:猪链球菌 ３ 型阳性对照ꎻ７:阴性对照ꎮ
图 ２　 分离菌株猪链球菌 ３ 型 ＰＣＲ 鉴定

Ｆｉｇ.２　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｓｕｉｓ ｓｅｒｏ￣
ｔｙｐｅ ３(Ｓｓ３)

２.４　 ＭＬＳＴ 型 ＰＣＲ 鉴定

ＭＬＳＴ 型 ＰＣＲ 鉴定结果(表 １)显示ꎬ３ 株分离菌

分属 ３ 个不同的 ＳＴ 型ꎬＪＳＨＺ 菌株属于 ＳＴ２７ 型ꎬＧＤ７
菌株属于 ＳＴ１００４ 型ꎬＨ３０ 菌株属于 ＳＴ１１７ 型ꎮ

表 １　 Ｓｓ３ 菌株 ＭＬＳＴ 型鉴定

Ｔａｂｌｅ １　 Ｍｕｌｔｉｌｏｃｕｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｔｙｐｉｎｇ (ＭＬＳＴ) ｏｆ Ｓｓ３ ｓｔｒａｉｎｓ ｂｙ ＰＣＲ

菌株
等位基因编号

ａｒｏＡ ｃｐｎ６０ ｄｐｒ ｇｋｉ ｍｕｔｓ ｒｅｃＡ ｔｈｒＡ
序列型

ＪＳＨＺ ３１ ３０ ５ ３４ ３１ ３ ２５ ＳＴ２７

ＧＤ７ ３１ ５７ ５ ３４ ３１ ３ １９９ ＳＴ１００４

Ｈ３０ ３１ ５７ ５ ３４ ３１ ３ ２５ ＳＴ１１７

２.５　 生化试验

在马尿酸钠、６.５％ＮａＣｌ 高盐肉汤、甘露醇、山梨

醇、木糖、阿拉伯糖、七叶苷、尿素试验中ꎬ３ 株分离

菌的结果为阴性ꎻ在乳糖、血清菊糖、水杨素、棉子

糖、蕈糖、蔗糖、葡萄糖试验中ꎬ３ 株分离菌的结果为

阳性ꎮ 表明 ３ 株 Ｓｓ３ 分离菌均符合 Ｓｓ 的生化特性ꎮ
２.６　 分离菌株生长曲线

图 ３ 显示ꎬＪＳＨＺ 菌株的对数生长期为培养后

０~５ ｈꎬＧＤ７ 菌株的对数生长期为培养后０~３ ｈꎬＨ３０
菌株的生长速度较为缓慢ꎬ对数生长期不明显ꎮ 在

生长平台期ꎬＪＳＨＺ 菌株和 ＧＤ７ 菌株的活菌数分别

达到２.５０×１０８ ＣＦＵ / ｍｌ和２.８５×１０８ ＣＦＵ / ｍｌꎬ而 Ｈ３０
菌株的活菌数仅为２.２５×１０７ ＣＦＵ / ｍｌꎮ 说明从急性

死亡猪肺脏中分离到的 ２ 株 Ｓｓ３ 菌株( ＪＳＨＺ 菌株、
ＧＤ７ 菌株)生长比较快ꎬ生长平台期的菌数较多ꎻ而

图 ３　 ３ 株 Ｓｓ３ 分离菌的生长曲线

Ｆｉｇ.３　 Ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｔｈｒｅｅ Ｓｓ３ ｓｔｒａｉｎｓ

从健康猪扁桃体中分离到的 Ｓｓ３ 菌株(Ｈ３０ 菌株)生
长比较慢ꎬ生长平台期的菌数较少ꎮ
２.７　 致病性

２.７.１　 对小鼠的致病性　 表 ２ 显示ꎬ用不同稀释倍
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数的 ＪＳＨＺ、ＧＤ７、Ｈ３０ 菌液对 Ｂａｌｂ / Ｃ 小鼠进行腹腔

注射ꎬ注射后 ４ ｈꎬ各组均有部分小鼠开始出现被毛

粗乱、精神萎靡等症状ꎬ随后多数表现出拉稀、闭眼ꎬ
有的出现神经症状ꎮ Ｂａｌｂ / Ｃ 小鼠死亡主要发生在

１４~ ４８ ｈꎮ 死亡小鼠的血液及肝、脾、肺、脑中均能

分离到大量菌落形态单一的 Ｓｓꎬ血清分型 ＰＣＲ 鉴定

结果均为 Ｓｓ３ꎮ ＪＳＨＺ、ＧＤ７、Ｈ３０ 菌株对 ４ 周龄 Ｂａｌｂ /
Ｃ 小鼠的半致死量(ＬＤ５０)分别为２.０×１０７ ＣＦＵ / ｍｌ、
３.５×１０７ ＣＦＵ / ｍｌ和２.５×１０８ ＣＦＵ / ｍｌꎬ说明 ＪＳＨＺ 菌株

对 Ｂａｌｂ / Ｃ 小鼠的致病性最强ꎬ而 Ｈ３０ 菌株对 Ｂａｌｂ /
Ｃ 小鼠的致病性相对较弱ꎮ

表 ２　 ３ 株 Ｓｓ ３ 分离菌对小鼠的致病性试验

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙ ｔｅｓｔ ｏｆ ｔｈｒｅｅ Ｓｓ ３ ｉｓｏｌａｔｅｓ ｏｎ ｍｉｃｅ

菌株 试验分组　 　 　 每只小鼠注射菌数
(ＣＦＵ)

死亡数
(只)

存活数
(只)

死亡率
(％)

半致死量
(ＣＦＵ / ｍｌ)

ＪＳＨＺ 原液组 ２.５０×１０８ １０ ０ １００ ２.０×１０７

１ ∶ ５ 稀释组 ５.００×１０７ ９ １ ９０

１ ∶ ２５ 稀释组 １.００×１０７ ２ ８ ２０

１ ∶ １２５ 稀释组 ２.００×１０６ ０ １０ ０

ＧＤ７ 原液组 ２.８５×１０８ ８ ２ ８０ ３.５×１０７

１ ∶ ５ 稀释组 ５.７０×１０７ ８ ２ ８０

１ ∶ ２５ 稀释组 １.１４×１０７ １ ９ １０

１ ∶ １２５ 稀释组 ２.２８×１０６ ０ １０ ０

Ｈ３０ 原液ａ组 １.２５×１０９ ６ ３ ６７ ２.５×１０８

１ ∶ ５ 稀释组 ２.５０×１０８ ５ ４ ５６

１ ∶ ２５ 稀释组 ５.００×１０７ ２ ８ ２０

１ ∶ １２５ 稀释组 １.００×１０７ ０ １０ ０
ａ表示该原液为 ２０ 倍浓缩的菌液ꎮ

２.７.２　 对仔猪的致病性

２.７.２.１　 试验一结果(表 ３)显示ꎬ仔猪在感染 ＪＳＨＺ
菌液后１８~４２ ｈ 出现关节红肿、跛行、体温升高、精
神萎靡、食欲减少等临床症状ꎮ 在感染后的第 １ ｄ
仔猪体温升高ꎬ多数为４０.５~４１􀆰 ０ ℃ꎬ最高可达 ４１􀆰 ３
℃ꎬ但在感染后的第２~ ３ ｄ 体温全部恢复正常ꎮ 关

节红肿和跛行等症状也在感染后第３~ ４ ｄ 消失ꎬ所
有仔猪在观察期内均未死亡ꎮ 感染仔猪的血液分菌

结果显示ꎬ原液组 １ 和１ ∶ １０ 稀释组仔猪在感染后

１~２ ｄ 均能分离出 Ｓｓ３ꎻ而１ ∶ １００ 稀释组仔猪在各

个时间点均未能分离出 Ｓｓ３ꎮ 在感染后的第 ４ ｄꎬ仍
能从有关节红肿症状的仔猪关节液中分离出 Ｓｓ３ꎻ
感染后第 ７ ｄ 对仔猪进行剖检ꎬ所有仔猪的血液及

肝、脾、肺、脑中均未分离出 Ｓｓ３ꎮ
２.７.２.２　 试验二结果(表 ３)显示ꎬ本试验中 ２ 组仔

猪感染后的临床表现与试验一中的原液组 １ 和１ ∶
１０ 稀释组基本一致ꎬ体温升高、关节红肿、跛行等症

状也多在感染后第２~ ４ ｄ 消失ꎮ １０ 倍浓缩组有一

头仔猪体温升高至 ４１􀆰 ８ ℃ꎬ较高体温持续至第 ５ ｄꎬ
并在攻毒后第 ２ ｄ 开始食欲废绝ꎬ卧地不起ꎬ浑身发

抖ꎬ四肢呈划水状ꎬ至第 ５ ｄ 时处于濒死状态ꎮ 感染

仔猪的血液分菌结果显示ꎬ２ 组仔猪在注射 ＪＳＨＺ 菌

液后第１~３ ｄ 能分离出 Ｓｓ３ꎮ 在感染后第 ５ ｄꎬ仍能

从有关节红肿症状的濒死仔猪关节液中分离出

Ｓｓ３ꎻ在感染后第 ５ ｄ 扑杀濒死仔猪ꎬ从其脑组织中

能分离到 Ｓｓ３ꎬ从肝、脾、肺中未分离到 Ｓｓ３ꎻ在感染

后第 ７ ｄ 剖检其他仔猪ꎬ其血液及肝、脾、肺、脑中均

未分离到 Ｓｓ３ꎮ 表明 ＪＳＨＺ 菌液高剂量(１０ 倍浓缩)
处理会导致仔猪出现典型的神经症状ꎬ并可能引起

猪死亡ꎮ
　 　 图 ４ 显示ꎬ１０ 倍浓缩组的濒死仔猪可见心包

积液ꎬ脑部出血ꎬ其他脏器病变不明显ꎻ对攻毒后

第 ７ ｄ 扑杀的其他感染仔猪进行剖检时发现心包

积液ꎬ其他脏器未见明显病变ꎮ 组织病理切片显

微观察结果(图 ５、图 ６)显示ꎬ１０ 倍浓缩组的濒死

仔猪脑组织中形成明显血管套ꎬ大脑皮层局部胶

质细胞增生ꎻ其他感染组仔猪部分可见心脏有局

灶性心肌纤维变性坏死ꎬ大脑皮层早期局灶性轻

微梗死ꎬ小角质细胞增多ꎬ肝、脾、肺组织未见明显

病理变化ꎮ
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表 ３　 仔猪注射 ＪＳＨＺ 菌液后的临床表现

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｌｉｎｉｃａｌ ｍａｎｉｆｅｓｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｉｇｌｅｔｓ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＪＳＨＺ

试验分组　 　 　 　 每头仔猪注射
菌数 (ＣＦＵ) 猪编号

体温升高(连续
２ 次测量体温不
低于 ４０.５ ℃)

关节红
肿、跛行

精神萎靡、
食欲减少

卧地不起、
四肢划水或
身体发抖

濒死

１ ∶ １００ 稀释组 ５×１０６ ００１ √

００２ √ √ √

１ ∶ １０ 稀释组 ５×１０７ ００３ √ √ √

００４ √ √ √

原液组 １ ５×１０８ ００５ √ √ √

００６ √ √ √

原液组 ２ ６×１０８ ００７ √ √ √

００８ √ √

００９ √ √ √

１０ 倍浓缩组 ６×１０９ ０１０ √ √ √ √ √

０１１ √ √ √

对照组 ０ ０１２

０１３

图 ４　 感染组仔猪心包积液

Ｆｉｇ.４　 Ｐｅｒｉｃａｒｄｉａｌ ｅｆｆｕｓｉｏｎ ｏｆ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｐｉｇｌｅｔ

Ａ:对照组ꎻＢ:感染组ꎮ
图 ５　 心脏病理组织观察图(×２００)
Ｆｉｇ.５　 Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｉｇｌｅｔ ｈｅａｒｔ

３　 讨 论

在猪链球菌 ３３ 个血清型中ꎬ猪链球菌 ２ 型

(Ｓｓ２)最为流行ꎬ而且 Ｓｓ２ 还是一种重要的人兽共患

Ａ:对照组ꎻＢ:感染组ꎮ
图 ６　 脑病理组织观察图(×２００)
Ｆｉｇ.６　 Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｉｇｌｅｔ ｂｒａｉｎ

病原菌ꎮ １９９８－１９９９ 年和 ２００５ 年分别在中国江苏

省南通市和四川省资阳市、内江市等地发生人感染

Ｓｓ２ 的疫情[１３]ꎮ 除 Ｓｓ２ 外ꎬ常见的能引起猪或人感

染的猪链球菌还有 Ｓｓ３、Ｓｓ９ 和 Ｓｓ７[４]ꎬＳｓ３ 是北美洲

主要的流行血清型ꎬ特别是在美国ꎬＳｓ３ 的分离率甚

至高于 Ｓｓ２[１４￣１５]ꎮ 流行病学资料显示ꎬ在中国 Ｓｓ３ 也

是优势血清型之一[６￣８]ꎮ 因此ꎬ系统开展 Ｓｓ３ 分离菌

的生物学特性和致病特性研究对指导猪链球菌病的

防控非常必要ꎮ
本研究从急性死亡猪肺脏中分离到 ＪＳＨＺ 菌株

和 ＧＤ７ 菌株ꎬ从健康猪扁桃体中分离到 Ｈ３０ 菌株ꎬ
经鉴定均为 Ｓｓ３ꎬ３ 株菌株的菌落特征、菌体形态及

生化特性基本一致ꎬ但 ３ 株菌株的 ＳＴ 序列分型却不

同ꎬ分别属于 ＳＴ２７ 型、ＳＴ１００４ 型和 ＳＴ１１７ 型ꎮ ＳＴ２７
型为 Ｓｓ３ 菌株常见的 ＳＴ 型[１]ꎬ有学者曾分离到

ＳＴ１１７ 型的 Ｓｓ３ 菌株[１０]ꎬ也有学者曾分离到属于
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ＳＴ１１７ 型的 Ｓｓ２ 菌株[１０]ꎬ而 ＳＴ１００４ 型为本研究最新

鉴定和上传的 ＳＴ 型ꎬ说明 Ｓｓ３ 的 ＳＴ 型呈现多样性ꎮ
在生长特性方面ꎬＪＳＨＺ 菌株和 ＧＤ７ 菌株生长较快ꎬ
ＪＳＨＺ 菌株的对数生长期为培养后０~ ５ ｈꎬＧＤ７ 菌株

的对数生长期为培养后０~ ３ ｈꎻ而 Ｈ３０ 菌株生长缓

慢ꎬ没有明显的对数生长期ꎬ在生长平台期的活菌数

仅能 达 到 ＪＳＨＺ 菌 株 和 ＧＤ７ 菌 株 的 ９􀆰 ００％ 和

７􀆰 ８９％ꎬ这种生长能力的差异是否与菌株的致病特

性相关还有待进一步研究ꎮ 小鼠致病性试验结果显

示ꎬ虽然 Ｈ３０ 菌株对小鼠的致病性低于 ＪＳＨＺ 菌株

和 ＧＤ７ 菌株ꎬ但仍表现出较强的致病性ꎬ说明健康

猪也可能携带有致病性的 Ｓｓ３ 菌株ꎬ并成为潜在的

传染源ꎮ ＪＳＨＺ 菌株、ＧＤ７ 菌株和 Ｈ３０ 菌株均能引

起部分小鼠出现神经症状ꎬ并能在其脑组织中分离

到接种的相应菌株ꎬ表明 Ｓｓ３ 可突破小鼠血脑屏障

进入脑组织ꎮ
用 ＪＳＨＺ 菌液注射仔猪ꎬ可导致仔猪出现体温

升高、关节红肿、跛行、精神萎靡、食欲减少等典型的

Ｓｓ 临床症状ꎮ 在感染早期ꎬ较高剂量组(每头仔猪

注射菌数不低于５×１０７ ＣＦＵ)仔猪的血液中均能分

离到接种的 Ｓｓ３ 菌株ꎬ表明 ＪＳＨＺ 菌株人工感染猪成

功ꎮ 在感染 ＪＳＨＺ 菌株后ꎬ多数仔猪的临床症状仅

持续 ２ ~ ３ ｄꎬ但高剂量(每头猪注射菌数为６× １０９

ＣＦＵ)注射时有一头仔猪出现了猪链球菌急性病例

中典型的神经症状ꎬ组织病理学检查发现明显出现

血管套ꎬ大脑皮层局部胶质细胞增生ꎬ同时在其脑内

分离到 Ｓｓ３ꎬ表明 Ｓｓ３ ＪＳＨＺ 菌株亦能突破猪血脑屏

障ꎮ Ｓｓ３ 能人工感染猪ꎬ并能引起猪链球菌感染的

典型症状和病理变化ꎮ
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