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四川省资阳市爆发的猪链球菌感染疫情中

病原菌的分离和鉴定

朱 虹，何 君，荆红波，王争强，端 青"

（军事医学科学院微生物流行病研究所 病原微生物生物安全国家重点实验室 北京 2$$$D2）

摘 要：对四川资阳地区病猪标本、尸检肝标本和血清标本进行病原菌分离，得到 2$株分离菌。经菌落形态和菌
体形态观察、生化鉴定，证明其中 &株为猪链球菌 #型（EE#）。通过对 &株 EE#胞外因子基因、溶菌酶释放蛋白基
因、荚膜多糖基因和 2"E FGH)基因进行 IJG扩增，结果分别在 "#">K、%%’>K、!%D>K和 #3D>K处出现目的条带。为进
一步了解分离的 EE#菌株的特性，使用 LM.4N OIE12$D药敏卡进行药敏试验，结果表明分离菌对青霉素1O、红霉素、
万古霉素等多种抗生素敏感。分离菌感染 P60>Q<小鼠可引起动物死亡，并出现胃肠肿胀、嘴部青紫以及皮下紫斑
等症状，与患者症状相似，小鼠脏器压片经革兰氏染色镜下观察可见阳性球菌。

关键词：猪链球菌 #型；生化鉴定；IJG扩增；药敏试验；动物试验
中图分类号：R3&1&&2 文献标识码：) 文章编号：$$$21"#$3（#$$"）$!1$"&’1$’

猪链球菌病是一种由链球菌引起的猪各种疾病

的总称，病原纷繁复杂，在我国主要以 J群的马链
球 菌 兽 疫 亚 种（ !"#$%"&’&’’()* $%() ,*>,K=
+&&$%),$-)’(*）为主。近十几年来，G群的猪链球菌
#型（!"#$%"&’&’’(* *()* ,/FA-CK/ #，EE#）在我国许多地
方的发病率越来越高，给养猪业带来的危害也越来

越严重［2］。233& 年，黄毓茂等［#］在广东省首次证实
此病原体在我国的存在。233D年，上海市某猪场的
新生仔猪和 2’日龄以内的哺乳仔猪发生不明原因
死亡，并导致相关从业人员感染，后经病原体分离及

鉴定证实此次疫情是由 EE#所致［&］。EE#流行范围
广，对猪有很强的致病性，主要引起断奶猪关节炎、

脑膜炎、败血症和支气管肺炎，以及成年猪无明显临

床症状下突然死亡。

#$$’年 " 月下旬以来，四川省资阳、内江等部
分地区发生了重大突发公共卫生事件，患者相继出

现急性发病、高热、头痛等全身中毒症状，重者出现

中毒性休克、脑膜炎等，并导致多人死亡。根据现场

流行病学调查初步认定，疫情系由猪链球菌引起的

人感染性疾病。

本实验室对中国疾病预防控制中心送来的此次

疫情相关标本进行病原体分离，并对分离到的 EE#
细菌进行了系统鉴定。

! 材料和方法
!"! 材料
!"!"! 标本来源：四川资阳地区 !头病猪肝、脾、肾
和肺脏标本，尸检肝标本 2份和病人血清标本 ’份，
由中国疾病预防控制中心提供。

!"!"# 主要试剂和仪器：.SP营养肉汤购自 TUTMV
生物公司，./0 VH) 聚合酶、8H.I 和分子量标准
VW#$$$购自 .6N6G6公司，IJG扩增在 I4#!$$热循
环仪上进行，)IM细菌生化鉴定仪、)IM #$ E-F/K试纸
条和 LM.4N OIE12$D药敏卡购自法国梅里埃生物公
司，P60>Q<小鼠（2$ ( 2’+）由军事医学科学院实验动
物中心提供。

!"# 病原菌分离
猪脏器标本和人尸检肝标本剪碎匀浆，用无菌

.SP营养肉汤稀释，分别取上清划线接种 ’X新鲜
羊血平板，&DY孵箱培养 #! ( !%@，挑取可疑单个菌
落扩大培养，同时进行革兰氏染色。

!"$ 生化鉴定试验
用生理盐水将待检细菌菌液稀释至 !个麦氏单

位，使用 )IM #$ E-F/K试纸条在 )IM细菌生化鉴定仪
鉴定，方法步骤按照使用说明操作。

!"% &’(试验及序列测定
根据 O/9P69Z 中 EE# 胞外因子（4[-F6</00*06F



!"#$%&，’(）、溶菌酶释放蛋白（)*&"+,-,."/0 &010"/0.
2&%30,-，)45）、荚膜多糖（6"2/*1"& 2%17/"##8"&,.0/，
659）和 :;9 &4<=基因分别设计引物，引物序列［>，?］

及扩增片段大小见表 :，引物由北京奥科公司合成。
按常规方法提取分离菌的基因组，564反应体

系按照 !"# @<=聚合酶使用说明配制。反应条件

为 A?B :C+,-；A>B >?/，DEB :+,-，共 F? 个循环；
DEB保温 D+,-，各对引物的退火温度见表 :。564
扩增产物经 :G?H琼脂糖凝胶电泳，紫外灯下观察
结果。)45基因扩增产物纯化后克隆到 I载体，挑
取阳性克隆进行序列测定。

表 ! 猪链球菌 "型 #$%扩增的目的基因引物序列、退火温度及扩增片段大小
I"J10 : 5&,+0& /0K*0-#0 %! $"&30$ 30-0，"--0"1 $0+20&"$*&0 "-. 564 2&%.*#$ %! 99E

I"&30$ 30-0 5&,+0& /0K*0-#0（?L M FL） =--0"1 $0+20&"$*&0（B） 564 2&%.*#$（J2）

’( ’(N:：O6I=6O=6OO66I6=O===I6 ;C ;E;

’(NE：IOO=I6==66=6IOOIOII=6

)45 )45N:：=I6=O==I6=66=6IIIIOO >? PP?

)45NE：I6=I=666=OI===I=6=6O

659 9$/#2/"*：OIIO=OI66II=I=6=66IOII ?; >PD

9$/#2/".：6=O====II6=I=IIOI66=66

:;9 &4<= 9$/2:;/*：6=OI=III=66O6=IOOI=O=I=I ?; EAD

9$/2:;/.：OI==O=I=66OI6==OIO=O==

!&’ 药敏试验
使用 QRI’S O59N:CD药敏卡对分离的 99E菌株

做药敏试验，操作按照使用说明进行。

!&( 动物试验
取一株 99E分离菌，FDB培养 E>8，扩大培养，用

生理盐水洗下菌苔，稀释菌液至 E T :CP #!*U+V，腹腔
接种 W"1JU#小鼠 E T :CP #!*UCG?+VU只，共 ;只。同时
设生理盐水对照组，共 ;只。观察小鼠接种后发病
症状及死亡情况。

" 结果

"&! 细菌分离
病猪标本处理后进行病原菌分离，共分离得到

:C株细菌，后经鉴定证明其中 99E F株（来源于 F头
病猪），咽峡炎、粪肠等其它链球菌 ;株，肺炎克雷伯
氏菌 : 株。病人肝标本和血清标本未分离到病原
菌。随后，我们对 F株 99E进行了系统鉴定。
"&" 菌落形态和菌体形态

99E在血平板培养 E>8 后，形成圆形凸起、湿
润、表面光滑、边缘整齐的透明小菌落，直径约为

CG? M :++，周围有不透明草绿色!溶血环（图版"N
=N"）。菌体革兰氏染色为阳性球菌，呈两个或多个
链状排列（图版"N=NJ）。
"&) 生化鉴定试验

99E分离株生化鉴定结果见表 E。=5R QFGFGF
软件分析表明，我们所分离的 99E与软件专家系统

中 99E生化反应特性的符合率为 AAGAH，因而鉴定
我们所分离的细菌为 99E。

表 " 生化鉴定结果
I"J10 E 40/*1$/ %! J,%#80+,/$&7 #8"&"#$0&,X"!! $,%-

!!9*J/$&"$0 40/*1$ 9*J/$&"$0 40/*1$

!!Q5 Y 4RW Y

!!ZR5 Y =4= Y

!!’96 [ )=< Y

!!5\4= [ 9]4 Y
! !!NO=V [ V=6 [

# !!NO^4 [ I4’ [

# !!NO=V Y R<^ Y

!!5=V Y =)@ [

!!V=5 [ OV\O [
=@Z [

<%$0：Q5（9%.,*+ 27&*_"$0）；ZR5（Z,22*&,# "#,.）；’96（’/#*1,- !0&&,#
$,$&"$0）；5\4=（ 57&%31*$"+,# "#,.N#-"28$871"+,.0）；!NO=V（;NJ&%+%NEN
-"28$871N!@N3"1"#$%27&"-%/,.0）；#NO^4（<"28$8%1 =9WRN"1*#*&%-,# "#,.）；#N
O=V（EN-"28$871N#@N3"1"#$%27&"-%/,.0）；5=V（EN-"28$871 28%/28"$0）；V=5
（VN10*#,-0N#N-"28$871"+,.0）；=@Z（VN"&3,-,-0）；4RW（@N&,J%/0）；=4=（VN
"&"J,-%/0）；)=<（@N+"--,$%1）；9]4（@N/%&J,$%1）；V=6（@N1"#$%/0）；I4’（@N
$&08"1%/0）；R<（̂R-*1,-）；=)@（9$"&#8（E））；OV\O（O17#%30-）‘

"&* #$%试验及序列测定
将分离到的 F 株 99E 提取基因组模板，分别用

’(、)45、659 和 :;9 &4<= 基因特异性引物进行
564扩增，F 株菌扩增产物呈阳性，分别在 ;E;J2、
PP?J2、>PDJ2和 EADJ2处出现目的条带，阴性对照无
扩增条带。)45 基因扩增产物纯化后连接到 I 载
体并进行序列测定，经 W1"/$-与 O0-W"-a比对，结果
可知 F株分离菌与 $ ‘ %&’% Z=APC:分离株相应基因
序列只有一个碱基差异，同源性在 AAH以上。

;F; bZ^ Z%-3 () "* ‘ U+,)" -’,./0’/*/1’," $’2’,"（ECC;）>;（>）



!"# 药敏试验
!!"分离株的药敏试验结果见表 #。

表 $ 药敏试验结果
$%&’( # )(*+’, -. /0+1 *(2*3,343,5 ,(*,

62,3&3-,37* 83239%’ 32:3&3,-05 7-27(2,0%,3-2（8;<） )(*+’,
<(.%=-’32

<’32/%95732
>05,:0-95732
?(4-.’-@%732
A3,0-.+0%2,-32
B(2373’’32CD
$(,0%757’32(
E%27-95732

!F
!GH"I
!GH"I
!J
!#"
!GHG#
"JK
!GHI

!
!
!
!
!
!
)
!

!：*(2*3,34(；)：0(*3*,%2, L

!"% 动物试验
小鼠腹腔接种 !!"分离株 JG:内死亡 J只，"G:

后死亡 M只，存活 J只。小鼠死亡时出现腹部严重
胀肚、嘴部青紫、四趾有明显出血点，解剖后发现胃

肠道胀气，皮肤下形成深紫色病变，脏器压片可见大

量革兰氏阳性球菌（图版!CN）。生理盐水对照组小
鼠正常。

$ 讨论
猪链球菌病是世界各国常见的一种传染病，对

养猪业影响很大。在我国导致该病的病原菌主要为

<群链球菌，且多为马链球菌兽疫亚种，临床上也多
表现为关节炎型。JOOP Q JOOO年间，上海、江苏等地
暴发了由 !!"引起的传染病，导致猪大批死亡，且发
生人员感染并致死。"GGI年 K月下旬以来，四川省
资阳、内江等部分地区发生了多起人员死亡的重大

疫情，患者临床上主要表现为急性起病、高热、伴有

头痛等全身中毒症状，重者出现中毒性休克、脑膜

炎。患者有以下共同特征：" 均为 MG岁至 IG岁的
壮年农民，发病前身体健康；# 发病前均有直接接
触病、死猪的历史；$ 均出现高热、皮下淤血、测不
到血压等休克症状。此次疫情呈现发病急、病程短、

病死率高的特点。现场流行病学调查初步认定，疫

情系由猪链球菌引起的人感染，后来得到了病原学

证实。

我们从病猪标本中分离得到病原菌，经形态学

观察、生化试验和分子生物学方法鉴定为 !!"。荚
膜多糖（<B!）、溶菌酶释放蛋白（8)B）和胞外因子
（>R）是 !!"重要的毒力因子［K］。通过 B<)扩增，分
离株 <B!、8)B和 >R基因呈阳性，此结果表明分离

菌株为强毒株［P］。药敏试验显示，!!" 分离株对头
孢唑啉、克林霉素、红霉素、左氧氟沙星、呋喃妥因、

青霉素 D和万古霉素等多种抗生素敏感，此次疫情
中患者曾大量使用抗生素，因此尸检肝标本和血清

标本中均未分离出细菌。

!%2.-0/等研究人员通过长达 M年的研究发现，
猪链球菌感染可造成心脏和中枢神经系统的损伤。

此次四川疫情患者以急性起病、发热、畏寒、恶心、腹

痛、腹泻、皮肤黏膜瘀点（斑）、眼角膜充血及脑膜炎、

颈项强直为主要临床症状，部分患者病程进展迅速，

出现中毒性休克和多器官衰竭而死亡［F］。小鼠和家

兔是最常用于 !!" 病理学研究的实验动物［K］，我们
将 !!"分离株腹腔接种小鼠，小鼠在 "G:内死亡，并
出现严重胀肚、嘴部青紫、脚趾出血等现象，解剖后

发现皮下紫斑。小鼠所有脏器压片和细菌分离均得

到 !!"，说明动物产生了严重的菌血症。我们也将
!!"分离株接种家兔，家兔接种后 MF:内死亡，死亡
时动物全身痉挛，前肢呈蜷缩状，后肢强直，尾巴笔

直上翘，呈明显的神经中毒症状。从动物试验可以

看出，动物感染 !!"引发的症状与患者十分相似，相
关的组织病理学观察还在进行中。
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科学出版社生命科学编辑部新书推介

运动生物力学理论与方法

李世明 编著 $ 0 #’ 0 #",)"$ 0 %*1&",(" %##,&, 2 )(&##
本书较为系统地介绍了当今运动生物力学的学科发展和应用状况。全书共分 $章，包括运动生物

力学概论、肌肉生物力学特性与应用、人体运动环节重量参数测量与最优化计算、运动技术诊断理论与

实践、人体模型与多体系统动力学、体育仪器器材研制创新思维与实现以及运动生物力学展望。本书以

独特的视角阐释了当前运动生物力学领域中有价值的热点问题，反映了国内外有关运动生物力学理论

与方法的最新成果。

本书可作为体育专业研究生、大学理工科高年级学生和研究生，以及体育专业或有理工科背景的教

师、科研人员的参考用书。
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