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摘要：【目的】猪链球菌是一种能感染人和猪的人畜共患病病原，并且还可零星感染多种哺乳动物。本

试验旨在调查流浪猫携带猪链球菌的情况。【方法】在流浪猫身上分离猪链球菌，经血清凝集实验和

PCR检测，鉴定其血清型；经多序列位点分型分析，鉴定其ST型；将所分离的细菌与GenBank上已公布

的猪链球菌构建16S rRNA的系统发育树，分析该菌株与其他猪链球菌的亲缘关系；药敏纸片法分析其耐

药性；小鼠攻毒试验分析其毒力。【结果】本试验在流浪猫身上分离到一株猪链球菌，命名为m70，其

血清型为9型。多序列位点分型显示，m70株属于一个新的ST型。与GenBank上已公布的猪链球菌16S

rRNA进行系统发育树分析，结果显示m70属于一个单独的分支。m70与临床菌株的耐药情况相似，对四

环素耐药，对红霉素中介耐药，对氨苄西林敏感。小鼠攻毒试验显示，感染108 CFU剂量m70的小鼠，死

亡率达到60%–80% (3/5–4/5)，3次攻毒试验的平均LD50为5.1×107 CFU；而本实验室保存的猪链球菌强毒

株HA9801感染小鼠的平均LD50为3.9×107 CFU，两者之间没有显著差异(P < 0.05)。【结论】从流浪猫身

上分离得到的猪链球菌m70属于优势血清型，且毒力较强，提示一些流行血清型的猪链球菌强毒株具有

从流浪猫传染人的潜在风险。
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猪链球菌是一种能引起猪的脑膜炎、关节炎

和败血症的致病菌，并可感染人[1–2]。根据猪链球

菌荚膜抗原的多样性，可将猪链球菌分为33个血

清型(1–31、33和1/2)[3–4]。1998年，江苏爆发了一

场猪链球菌病，病原主要为猪链球菌2型，造成了

25例感染[5]。2005年7月，四川又出现了一次大爆

发，多达215人感染，且还伴有其他省市的零星感

染[6–8]。到2012年底，文献报道的猪链球菌感染的
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案例多达1584起，其中大部分是感染猪和人的案

例[9]。猪链球菌还可造成多种哺乳动物的零星感

染，如家牛、野牛、马、绵羊、山羊、家禽和野

猪[10–14]。据我们所知，尚未有猪链球菌感染流浪

猫的报道。本研究中，我们从广西的流浪猫身上

分离到一株猪链球菌，在国内尚属首次。

1    材料和方法

1.1    主要仪器和试剂

PCR仪购自日本TaKaRa公司；分光光度计购

自美国Bio-Rad公司；THB (Todd-HewittBroth)培
养基购自英国Oxoid公司；MHA(Mueller-Hinton
Agar)培养基购自英国Oxoid公司；基因组提取试

剂盒购自美国Omega公司；胶回收试剂盒购自

TaKaRa公司；PCR mix购自日本TaKaRa公司；药

敏纸片购自杭州微生物试剂有限公司；猪链球菌

33种标准血清由中国动物卫生与流行病学中心

惠赠。

1.2    细菌的分离与鉴定

从广西无明显症状的流浪猫身上采集246份肝

脏和肺脏的样品，将样品在75%的酒精中浸泡

15 min消毒，随后用无菌剪刀在样品上剪开一小

口，用无菌接种环在剪开的小口内蘸取样品，划

线接种于THB平板，然后将平板倒置于37 °C温箱

培养过夜。次日挑取疑似菌落放入液体THB中培

养，并进行革兰氏染色鉴定。

1.3    猪链球菌的种特异性鉴定

用基因组提取试剂盒提取m 7 0的基因组

DNA，以此为模板，以gdh基因特异性引物gdh-

F和gdh-R [ 1 5 ](表1)扩增猪链球菌特异性片段。

PCR程序为：94  °C 5  min；94  °C 1 min，55  °C

30 s，72 °C 1 min，30个循环；72 °C 10 min。以

m70基因组DNA为模板，以16S rRNA通用引物[16]

16S rRNA -F和16S rRNA -R(表1)扩增16S rRNA特

异性条带。PCR程序为：94  °C  5  min；94  °C

1 min，55 °C 30 s，72 °C 1.5 min，30个循环；

72 °C 10 min。PCR产物用1%琼脂糖凝胶进行电

泳，再用胶回收试剂盒回收特异性条带，并送公

司测序，测序结果在GenBank上用BLAST进行比

对。并用MAGE 5.1的Neighbor-Joining Algorithm[17]

方法对m70和NCBI上已公布的18株猪链球菌的

16S rRNA的序列构建系统发育树。

1.4    血清型鉴定

用经典的血清凝集实验对m70的血清型进行

鉴定。将m70培养至对数期，随后5000 r/min离心

15 min，弃上清，菌体用灭菌生理盐水洗涤2遍，

随后以同样体积重悬于灭菌生理盐水中。将菌体

重悬液分别与猪链球菌的33种标准血清进行玻片

凝集实验，观察是否出现凝集现象，生理盐水作

为阴性对照。为进一步鉴定m70的血清型，又用

猪链球菌9型特异性鉴定引物cps9-F和cps9-R[18]对

m70 DNA进行了扩增，同时用猪链球菌9型菌株

表1.  扩增目的基因及引物序列

Table 1.  Primers of target genes

Genes Primers Primer sequences (5'→3') Product sizes/bp

gdh gdh-F CCATGGACAGATAAAGATGG
688

gdh-R GCAGCGTATTCTGTCAAACG

16S rRNA 16S rRNA-F AGAGTTTGATCGTGGCTCA
1500

16S rRNA-R TACGGTTACCTTGTTACGACTT

cps9 cps9-F GATTCCAACGGAGGTTGTCT
484

cps9-R CGATCCTGAAGCAATCATGC
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NJ-2的DNA和ddH2O作为阳性和阴性对照模板。

PCR程序为：94  °C  5  min；94  °C  30  s，56  °C
30 s，72 °C 1 min，30个循环；最后72 °C 5 min。
PCR产物用1%的琼脂糖凝胶进行电泳，再用胶回

收试剂盒回收特异性条带，并送公司测序，测序

结果在GenBank上用BLAST进行比对。

1.5    MLST 分型

对m70进行多位点序列分型(Multiple  locus
sequence  typing  ,  MLST)。根据MLST数据库

(http://pubmlst.org/ssuis/)公布的7个看家基因(dpr、
mutS、cpn60、thrA、recA、aroA和gki)的引物序

列对m70的基因组DNA进行PCR扩增[19]。PCR产

物用1%的琼脂糖凝胶进行电泳，再用胶回收试剂

盒回收相应条带，回收产物送公司测序，所得序

列到MLST数据库比对，进行序列型(sequence
type, ST)分析。

1.6    药敏试验

根据美国临床和实验室标准协会(Clinical and
Laboratory Standards Institute，CLSI)[20]的标准进

行药敏试验。用含有5%的小牛血清的MH培养基

将m70培养至OD600 = 0.08–0.13 (相当于0.5麦氏浓

度标准 ) ，用灭菌棉签将菌液均匀的涂布在

MHA平板上，然后将氯霉素、氟苯尼考、红霉

素、四环素、环丙沙星等13种药物(表2)的药敏纸

片平均贴在涂有细菌的平板上，每块平板上最多

贴5个药敏纸片，随后将平板倒置于37 °C温箱培

养过夜，次日根据抑菌圈直径判断细菌对各药物

的敏感性。

1.7    小鼠致病性试验

参照陈涛 [ 2 1 ]等的方法，将m70培养至对数

期，5000 r/min离心10 min，弃上清，菌体用无菌

PBS洗涤3次，然后将菌体用无菌PBS稀释到适当

浓度。将25只BALB/c雌性小鼠随机分为5组，每

组5只，每组腹腔注射一个梯度，分别为10 8、

107、106和105  CFU  (表3)，空白组小鼠每只注射

0.2 mL PBS。同时采取同样的方法用实验室保存

的猪链球菌强毒株HA9801对BALB/c小鼠攻毒。

攻毒后观察7 d，记录小鼠的死亡情况，试验重复

3次。

2    结果和分析

2.1    细菌的分离与鉴定

显微镜下观察，m70株呈短链状的革兰氏阳

性球菌(图1-A)。在血平板上形成草绿色α溶血环

(图1-B)。用特异性引物扩增猪链球菌特异性基因

gdh，在688  bp位置出现特异性条带，经测序比

对，该序列与NCBI上猪链球菌2208株的gdh基因

表2.  m70株对常用抗生素的敏感性

Table 2.  Sensitivity of m70 strain to several common antibiotics

Antibiotics
Diameter of
antibacterial
circle/mm

Antibiotic
resistance Antibiotics

Diameter of
antibacterial
circle/mm

Antibiotic
resistance

Erythromycin 18 I  Kanamycin 12 –

Chloromycetin 27 S  Amikacin 13 –

Ciprofloxacin 19 S  Ampicillin 25 S

Acheomycin 11 R  Ceftizoxime 20 –

Florfenicol 27 –  Cefotaxime 26 I

Gentamycin 17 –  Doxycycline 25 –

Enrofloxacin 22 S

S, sensitive; I, intermediate; R, resistance; –, no standard.
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序列的同源性高达98% (675/688)。16S rRNA扩增

也出现1500 bp的特异性条带，经测序比对，该序

列与NCBI上猪链球菌的16S  rRNA基因序列的同

源性达到99% (1482/1490)，由此确定m70为猪链

球菌。m70和NCBI上其他猪链球菌的16S rRNA基

因的系统发育树分析结果显示，m70株位于一个

单独的分支上(图2)，这可能与m70的宿主特异性

相关。

2.2    血清型鉴定

血清凝集试验结果显示，m70菌液与猪链球

菌9型标准血清发生凝集反应，表明m70血清型为

9型。为进一步确定其血清型，我们以9型特异性

引物cps9对m70的DNA进行了PCR扩增，结果在

484  bp位置出现特异性条带(图3)，阳性对照NJ-

2也扩增出484 bp的条带，而阴性对照则未扩增出

条带，进一步证实m70血清型为9型。临床分离的

致病性猪链球菌除2型外，9型也是一个流行的血

清型[22]。 欧洲发达国家如澳大利亚、荷兰、比利

时、德国等地频繁的从病猪身上分离到猪链球菌

9型[23]。过去几年的流行病学调查结果显示，在中

国，猪链球菌9型的流行也呈逐年上升的趋势[24]。

猪链球菌在感染过程中并没有严格的宿主特异

性，它可造成多种哺乳动物的零星感染，而流行

血清型的菌株有更多的机会接触不同的宿主，因

表3.  m70和HA9801株对小鼠的致死率

Table 3.  Mortality induced by m70 and HA9801 in mice

Dose (CFU)

Mortality of mice

m70 HA9801

Test 1 Test 1 Test 3 Test 1 Test 1 Test 3

108 4/5 4/5 3/5 4/5 5/5 4/5

107 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5

106 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5

105 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5

PBS 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5

LD50 4.3×107 4.3×107 6.8×107 4.3×107 3.2×107 4.3×107

Mean LD50 5.1×107 3.9×107

图 1.  m70 形态照片

Figure 1.  The morphology of m70. A: Gram staining of m70 strain; B: m70 cultured on sheep blood agar plate.

278 Fang Tang et al.  |  Acta Microbiologica Sinica, 2016, 56(2)

actamicro@im.ac.cn



此本试验可在流浪猫身上分离到一株9型菌株，提

示临床上流行血清型的菌株感染猪以外其他宿主

的几率更高。

2.3    MLST 分型

MLST分型结果显示，m70株属于一个新的

ST型。据之前的报道，我国主要流行的ST型为

ST7 和ST1[25–28]。有意思的是，m70属于一个新的

ST型，这与m70的16S rRNA系统发育树属于一个

单独的分支的结果相对应。虽然m70属于一个流

行的血清型9型，但它在16S rRNA系统发育树上

属于一个单独的分支，ST分型上也属于一个新的

型，这可能与它不寻常的宿主特异性相关。

2.4    药敏试验

药敏结果显示，m70株对四环素耐药，对红

霉素中介耐药，对氨苄西林、环丙沙星、氯霉素

和恩诺沙星敏感(表2)。世界范围内猪链球菌临床

分离株普遍对大环内酯类和四环素类耐药，对大

环内脂类的耐药率高达70%，而对四环素类耐药

率高达90%[29]。由于四环素类和大环内脂类抗生

素被广泛用于临床猪链球菌病的防控，我国猪链

球菌临床株主要对四环素和红霉素耐药，对青霉

素比较敏感 [ 3 0 ]，这与本试验结果一致。虽然

m70分离自流浪猫，但其对抗生素的耐药性仍然

图 2.  基于猪链球菌16S rRNA的系统发育树

Figure 2.  Phylogenetic tree based on the 16S rRNA genes of 19 strains of S. suis. Neighbor-joining tree analysis and
bootstrap analysis (1000 replicates) based on the alignment of the DNA sequence of the 16S rRNA genes. The
numbers at the nodes indicate the bootstrap probabilities of that particular branch. The coefficient is 0.1.

图 3.  m70株的cps9基因扩增电泳图

Figure 3.  PCR amplification of the cps9 gene of m70
strain. M: marker; lane 1: NJ-2; lane 2: m70; lane 3:
ddH2O.
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十分严重，可见我国抗生素耐药情况不容乐观。

2.5    m70株对小鼠的致病性

m70攻毒小鼠7 d后，感染剂量为108 CFU组的

小鼠死亡情况严重，死亡率达到 6 0 % – 8 0 %
(3/5–4/5)。3次攻毒试验结果显示，小鼠的平均

LD50为5.1×107 CFU(表3)。而用本实验室保存的猪

链球菌强毒株HA9801攻毒小鼠7  d后，死亡情况

与m70相似，感染剂量为108 CFU组的小鼠死亡情

况严重，死亡率达到80%–100% (4/5–5/5)，平均

LD50为3.9×107 CFU(表3)。由此可见，m70与强毒

株HA9801对小鼠的致病力没有显著差异(P<0.05,
图4)，表明m70株毒力较强。HA9801株是98年江

苏爆发猪链球菌疫情时在患有败血症的病猪身上

分离到的，毒力较强[31]。m70株与强毒株HA9801
毒力相当，对小鼠模型的致病力较强，在流浪猫

身上却无明显症状，这表明猪链球菌虽然可以零

星感染其他哺乳动物，但对不同哺乳动物的致病

力是有差异的。致病性猪链球菌可能主要导致猪

和人发病，但可能对其他哺乳动物致病力较弱，

这就提示猪链球菌可能存在从无明显症状的其他

哺乳动物传染猪或人，导致猪或人发病的风险。

3    结论

大部分猪链球菌感染人案例都与职业相关，

如屠宰场、养猪场和肉品加工厂等与猪接触的人

员[4]。但猪链球菌也会造成多种哺乳动物的偶发

感染。本文从流浪猫脏器上分离到猪链球菌9型
m70株，在国内尚属首次报道。m70属于新的

ST型，16S rRNA系统发育树中处于一个单独的分

支，这些特征与我国猪链球菌临床分离株有显著

的差别，推测可能与其宿主特异性相关。m70属
于我国的流行血清型，且对小鼠致病性较强，提

示一些流行血清型的猪链球菌强毒株具有从流浪

猫传染人的潜在风险。
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Isolation and characterization of a Streptococcus suis serotype 9
from a wild cat
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Abstract: [Objective] Streptococcus suis (S. suis) is an emerging zoonotic pathogenic bacterium capable of infecting
piglets and human and with sporadic infections in a variety of mammalian species. The aim of this study is to
investigate the prevalence of S. suis in wild cats. [Methods] We isolated an S. suis strain from a wild cat. We tested
the serotype of the isolated strain by anti-serum agglutination and PCR. We determined the sequence type (ST) of the
isolated strain by multilocus sequence typing tests (MLST). We constructed the 16S rRNA phylogenetic tree of the
isolation and S. suis strains in NCBI database to demonstrated genetic relationship of different strains. We measured
the antibiotic resistance of the isolated strain by triple disk diffusion method. We detected the virulence of the isolated
strain by mice infection experiments. [Results] We isolated an S. suis strain m70 from a wild cat, which belongs to
serotype 9. MLST showed that m70 fell into a new ST. The 16S rRNA phylogenetic tree of m70 and S. suis strains in
NCBI database demonstrated that m70 was in a separate cluster. m70 was resistant to tetracycline, intermediate to
erythromycin, and sensitive to ampicillin, corresponding to clinical S. suis isolates in China. The mortality of mice
infected with 108 CFU of m70 was achieved 60%–80% (3/5–4/5). The mean LD50 of mice infected with m70 was
5.1×107 CFU, while the mean LD50 of virulent S. suis strain HA9801 was 3.9×107 CFU. There is no significant
difference between the LD50 of the two strains(P<0.05). [Conclusion] We isolated an S. suis strain from a wild cat,
which belongs to the prevalent serotype and was a virulent strain, indicating the potential of transmission of S. suis
from wild cats to humans, especially some prevalent serotype strains.
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