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摘  要: 从临床患病牛乳样内分离出的金黄色葡萄球菌 β-溶血型致病菌株, 命名为 zfb, 运用微生

物学及现代分子生物学手段检测了该菌株的生物学特性, 以金葡菌 ATCC 25923 为对照株。结果

表明, 金黄色葡萄球菌 zfb 不产生脂酶, 有抗药性, 在改良型血清软琼脂培养基中观察荚膜形态, 
活体内和体外均显现散布型状态。同时, 以昆明小白鼠为动物模型, 测定了半数致死量和器官侵

袭力。金黄色葡萄球菌牛源分离株 zfb 的半数致死率为 10−4.33/mL, 参考菌株 ATCC 25923 菌株的

半数致死率为 10−2.5/mL。对牛源金黄色葡萄球菌 zfb 的特性检测使其成为疫苗制备的候选者, 为
进一步研究其致病机理及制备减毒活疫苗奠定了基础。 
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Abstract: A Staphylococcus aureus strain, designated zfb, was isolated from a clinical bovine mastitis case 
of a dairy cow. Staphylococcus aureus zfb can have resistance to methicillin and no lipase contrast by ATCC 
25923. The production of the capsule was assessed by the diffuse colonial morphology in serumsoft agar. A 
mouse infection model was used to determine the LD50 and the invasiveness of SA zfb. The LD50 of SA 
25923 to experimental mice was 10−2.5/mL, and the LD50 of SA zfb to experimental mice was 10−4.33/mL. 
The purpose to detect characteristics of SA zfb makes it an interesting candidate for the preparation and as-
say of an avirulent mutants against staphylococcal infections and further investigate on pathogenic mecha-
nism. 
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奶牛乳腺炎是一种常见病、多发病, 该病既能
导致奶牛产奶量下降和牛奶品质降低, 又能影响奶

牛的发情和妊娠, 严重的因失去泌乳能力而被淘汰, 
是造成奶牛业经济损失最严重的疾病之一[1]。目前
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金黄色葡萄球菌(以下简称金葡菌)是许多国家最常
见和最重要的乳腺炎致病菌, 其导致的经济损失最
大[2], 其流行率约在 5%~50%之间[3]。细菌的致病性

主要取决于其毒力因子 [4], 已有研究发现从患乳腺
炎的牛体内分离的金葡菌菌株可表达 30 多种毒力
因子 [5], 主要包括溶血毒素(Hemolysin, HL), 凝固
酶, CAMP因子、耐热核酸酶、荚膜多糖、脂酶、透
明质酸酶、蛋白 A, 杀白细胞素, 肠毒素, 毒性休克
综合症毒素因子-1 等。其中溶血素和杀白细胞素能
作用于奶牛乳腺上皮细胞, 格外引起人们的关注[6]。

但是否从奶牛乳腺炎分离出来的菌株均能产生这些

毒力因子, 哪些毒力因子影响金葡菌的侵袭力, 国
内外报道的较少。 

近几年我们对山东济南及其周边地区规模化牛

场进行了奶牛乳腺炎流行病学调查, 初步发现从山
东省患有乳腺炎的荷斯坦牛的牛乳中分离鉴定出的

病原菌以金葡菌为主, 而从严重临床型乳腺炎患牛
乳汁中分离到的金葡菌 80%以上为 β-溶血型菌株, 
我们推测 β-溶血型金葡菌菌株可能致病性更强, 造
成的临床危害更大。同时我们还借助传统的生化鉴

定方法分离鉴定了多株金葡菌菌株, 其中 zfb 株能
表现明显的 β 溶血现象。因此, 本实验以从严重临
床型乳腺炎患牛乳汁中分离鉴定的金葡菌山东分离

株(zfb)为材料, 借助微生物学分析方法及现代分子
生物学技术进一步分析其各种毒力因子, 深入分析
其生物学特性, 并以小鼠为模型比较了其与标准金
葡菌菌株的毒力差异, 为未来制备金葡菌弱毒株、
开展其致病机理与免疫机理的研究奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料 
细菌菌株 : 金葡菌 zfb(Staphylococcus aureus 

zfb, SA zfb)菌株, 本研究所保存的从临床乳腺炎牛
乳中分离出的金葡菌分离株 ; 参考菌株 , 金葡菌
ATCC 25923 和无乳链球菌 (Str. agalactiae CVCC 
1886)购自中国兽医药品监察所。 

培养基: 营养肉汤、营养琼脂、M-H琼脂平板、
高盐甘露醇发酵培养基、DNA酶培养基、甲苯胺兰
DNA 培养基、Baird-Parker 培养基等均购自杭州天
和微生物试剂有限公司; 血琼脂培养基、油脂培养
基、改良型 110 血清软琼脂培养基(m110-SSA)等均
为本研究室按常规方法自制。 

试剂: 药敏片等均购自杭州天和微生物试剂有
限公司。 

试验动物: 雌性 BALB/c小鼠, 21 d~25 d, 购自
山东大学实验动物中心。 

1.2  试验方法 
1.2.1  微生物学检测: 溶血素、甘露醇利用和脂酶
检测。SA zfb 在营养肉汤培养液中 37°C 摇床培养  
12 h, 分别划线于血琼脂培养基、甘露醇发酵培养
基、油脂培养基来检测溶血素、甘露醇利用和脂 
酶, 37°C恒温箱中培养 18 h, 以 ATCC 25923菌株为
对照。 

耐热核酸酶检测。运用甲苯胺-DNA 琼脂培养
基测定试验菌株耐热核酸酶活性。将 SA zfb与ATCC 
25923 菌株接种肉汤培养基, 37°C 培养 18 h 后, 
100°C水浴 15 min, 冷却后取 50 μL菌液加入预先打
孔的甲苯胺−DNA琼脂平板孔内, 37°C放置 4 h, 观
察结果 ,  从蓝色变成粉红色且粉红色圈直径大于 
5 mm者为阳性。DNA酶(链道酶)检测。将被检细菌
划线接种到脱氧核糖核酸平板培养基上, 37°C 培养
过夜, 在平板表面加一层 1 mol/L盐酸, 厚度使菌落
浸没, 在菌落周围出现清晰, 透明环者为阳性。 

血浆凝固酶测定。试管中加入 0.5 mL 兔血浆
(EDTA为抗凝剂), 再加入等量金葡菌肉浸液  肉汤
24 h培养物充分混匀, 37°C水浴箱内培养, 每 0.5 h
观察 1 次, 连续观察 6 h, 出现凝固, 即将小试管倾
斜或倒置时, 内容物不流动, 判为阳性。同时做阴阳
性对照。凝集因子测定。取生理盐水滴于载玻片上, 
被检细菌菌落在生理盐水中研磨成浓的细菌悬液 , 
加入一滴未稀释的兔血浆, 以等量生理盐水为对照, 
迅速摇动, 观察结果。若加血浆处迅速出现凝固颗
粒, 而对照中未出现凝固颗粒者, 为阳性。若超过两
分钟后始出现凝固颗粒者不计作阳性。 

CAMP溶血现象检测。参照Litwin等[7]方法通过

CAMP反应检测试验金葡菌菌株是否产生β溶血毒
素。将能产生CAMP因子的无乳链球菌参考菌株(Str. 
agalactiae CVCC 1886 )和试验菌株垂直划线于血琼
脂平板上, 37°C恒温培养 18 h~24 h。观察它们是否
产生协同溶血现象。 

荚膜检测。利用改良型 110 金葡菌培养基和血
清软琼脂培养基, 配制成改良后的金葡菌 110 号血
清软琼脂培养基(m110-SSA)。向 m110-SSA 培养基
中接种浓度小于 50 CFU/mL的菌液, 用涡旋混合器

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Litwin%20CM%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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剧烈混合 , 覆盖 2%琼脂 , 然后在 37°C 下培养    
18 h~24 h。根据金葡菌在 m110-SSA(pH 6.0)中的菌
落形态来估计荚膜的体外(试管内)诱导产物[8]。用弥

散(D)或者紧密(C)来评价菌落形态, 出现密集的为
紧密菌落, 表现为弥散状态时为弥散菌落。在活体
中荚膜产物测定用 m110-SSA(pH 7.0), 采样于接种
8 h的小鼠腹膜, 回收在 9 mmol/L NaCl中。 

耐药性检测。采用 K-B 法检测菌株耐药性, 在
M-H琼脂中加入 2%~4% NaCl溶液, 35°C培养 24 h,
采用较稳定的头孢西丁纸片代替甲氧西林, 如抑菌
环≤19 mm, 判定为耐甲氧西林葡萄球菌 MRSA 株
(European Antimicrobial Resistance Surveillance 
System, 2002)。 
1.2.2  双重 PCR 法检测 α、β 溶血型: 引物设计:根
据公开发表的序列设计引物, 并由上海生物工程公
司合成。引物如下:   

αF1: 5′-GAAGTCTGGTGAAAACCCTGA-3′; αF2: 
5′-TGAATCCTGTCGCTAATGCC-3′。βT1: 5′-CAATA 
GTGCCAAAGCCGAAT-3′; βT2: 5′-TCCAGCACCA 
CAACGAGAAT-3′。溶葡球菌素预先处理 1 h 后, 
酚、氯仿法提取金葡菌 DNA。扩增的目的基因大小
分别为: α-HL 为 704 bp, β-HL为 496 bp。25 μL PCR
反应体系: 10×PCR buffer 2.5 μL, Mg2+ 1.5 μL, 
dNTPs 0.5 μL, Taq 酶 0.5 μL, 引物各 1 μL, 模板 
2 μL, 无菌双蒸水 14 μL。扩增条件为: 94°C 3 min; 
94°C 1 min, 60°C 45 s, 72°C 1 min, 30个循环; 72°C 
10 min。 
1.2.3  β-溶血素基因全长序列扩增: 根据 GenBank
上发表的金葡菌 β-溶血素(hlb)基因序列(Accession 
number NC_007622)以及酶切位点分析 , 在其开放
阅读框(ORF)两侧共 993 bp 设计一对引物。上游引
物: 5′-GCGGATCCATGGTGAAAAAAACAAAAT-3′
含一个 BamHⅠ酶切位点, 下游引物: 5′-GCAAGCT 
TCTATTTACTATAGGCTTTGAT-3′含一个 Hind Ⅲ
酶切位点。PCR 产物与 pMD18-T 载体连接, 转化
E. coli JM109, 提取质粒经 BamHⅠ和 Hind Ⅲ双酶
切后琼脂糖电泳鉴定。鉴定阳性的克隆菌由上海生

物工程技术有限公司测序。 
1.2.4 半数致死量测定: 将试验菌株加入营养肉汤

液中 37°C培养 72 h, 4000 rpm离心 10 min, 重悬于

营养肉汤中, 使其浓度约为 1010 CFU/mL。21 d~25 d

实验用小白鼠, 6 只为一组, 共 6 组, 分别通过腹腔

注射 1 mL不同浓度菌液(104 CFU/mL~1010 CFU/mL)。

72 h后记录数据。采用 Karber法, 按公式 LogLD50 = 

L+d (S−0.5) 计算试验菌株半数致死量(LD50), 式中

LD50用对数表示, L为细菌最低稀释度的对数; d为

组距, 即稀释系数; S为死亡比值的和。 

1.2.5  小鼠器官侵袭力: 将试验菌株加入营养肉汤
液中 37°C 培养 18 h, 测 OD640 值, 调整菌浓度到
2.7×107 CFU/mL左右。21 d~25 d实验用小白鼠, 6
只为 1组, 共 7组, 腹腔注射菌液 1 mL,  2 h、4 h、
6 h、8 h、10 h后, 乙醚致死小鼠, 无菌采集肾、肝、
肺, 称重, 剪碎, 加入 1 mL 无菌生理盐水, 均化器
均化。取 50 μL匀浆液均匀涂布在 Baird-Parker平板
上, 37°C温箱培养, 观察, 计算菌落数。 

2  结果 

2.1  表型鉴定 
牛源分离株 SA zfb和金葡菌 ATCC 25923的几

种胞外蛋白质和其它的表型特征见表 1 
 

表 1  牛源金葡菌 zfb 及参考菌株 ATCC 25923 的 
几种胞外蛋白质和其它的表型特征 

Table 1 Phenotypic characteristics of strain SA 
zfb and 25923 

生化特性 
Characteristic 

分离株 
zfb 

参考菌株 
25923 

α-溶血素 α-hemolysin + + 

β-溶血素 β-hemolysin + + 

血浆凝固酶 Coagulase + + 

凝集因子 Clumping factor - - 

脂酶 Lipase - + 

耐热核酸酶 Thermonuclease + + 

CAMP因子 CAMP factor + + 

甘露醇利用  
Mannitol utilization 

+ + 

DNA酶 DNAse + + 

在 pH 7.0 m110-SSA中菌落形态 
Colonial morphology in 

m110-SSA at pH 7.0 
D D 

在 pH 6.0 m110-SSA中菌落形态 
Colonial morphology in 

m110-SSA at pH 6.0 
D C 

在 pH 7.0时生长状况 
At pH 7.0 after in vivo growth 

D D 

在 pH 6.0时生长状况 
At pH 6.0 after in vivo growth 

D C 

对甲氧西林的抗性 
Resistance to methicillin R W 

Note: D: Diffuse; C: Compact (colonial morphology in m110-SSA 
medium); R: resistant to antibiotics; W: without resistant to antibi-
otics. 
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图 1  试验菌株 CAMP 反应(a)、耐热核酸酶(b)与脂酶特性鉴定(c) 
Fig. 1  Identification of CAMP reaction (a), thermonuclease (b) and lipase (c) 

注: A: 金葡菌 zfb; B: 参考菌株 ATCC 25923. 
Note: A: SAzfb; B: Type strain 25923. 

 
SA zfb菌株与参考菌株 ATCC 25923在血琼脂

平板上都表现出明显的 β 溶血现象, 均分解甘露醇, 
具有耐热核酸酶、血浆凝固酶和 CAMP反应活性。
但 SA zfb菌株的 CAMP反应强度、耐热核酸酶活性
均低于参考菌株ATCC 25923(见图 a及 b); 另外, 分
离株 SA zfb在 mL10-SSA中一直表现出散布型的菌
落形态, 而参考菌株表现为紧密型的菌落形态(见图
c); 此外, SA zfb菌株不分解油脂, 且具有耐甲氧西
林的特性。 

2.2  双重 PCR 法检测 α、β 溶血素基因 
分离株 SA zfb和参考菌株 ATCC 25923经双重

PCR 反应均可同时扩增到 α 和 β 溶血素基因(见图
2), 与血琼脂平板上显示的溶血现象相吻合, 但 SA 
zfb菌株的 α溶血能力明显低于 25923菌株。进一步 

 

 

图 2  α和β溶血素基因的双重 PCR 鉴定结果 
Fig. 2  Identification of α-HL and β-HL gene 
Note: M: Marker DL 2000; 1: Type strain 25923 α-HL gene; 
2: Isolate SAzfb α-HL gene; 3: Type strain 25923 β-HL gene;  
4: Isolate SA zfb β-HL gene. 

扩增 SA zfb菌株的 β溶血素基因全长, 测序结果显
示基因 ORF 全长为 993 bp(登录号: EF690812), 可
编码 330 个氨基酸, 与已报道的 hlb 核苷酸序列(登
录号: NC_007622)的同源性为 98.5%, 氨基酸序列
同源性为 99.4%。其中有 15个碱基发生了变异, 分
别是 G94T, G165C, A300G, C318T, T336C, T351G, 
T390A, G435A, A496G, T567A, T573C, C678T, 
T942C, C969T, A972T(NC_007622 在前 ), 导致
Ala32Ser, Ile166Val两处氨基酸发生了点突变。 

2.3  半数致死量测定 
金葡菌参考菌株 25923 和牛金葡菌分离株 zfb

感染小鼠的结果统计如表 2 所示。SA zfb 的 LD50

为 4.33, 显著高于对照株 25923的 2.5。 

2.4  小鼠器官侵袭力 
高浓度的分离株 SA zfb(109 CFU/mL)对鼠侵袭

后, 大量鼠在 2 h内死亡。将浓度稀释 100倍后, 鼠 
 

表 2  金葡菌参考菌株 25923 和 SA zfb 对小鼠的半数

致死量实验结果 
Table 2  LD50 of mice infected with ACTT25923 

and SAzfb respectively 

稀释

倍数
Dilution

动物数量
Animal 
Number

参考菌株 25923 
死亡个体数/存活数 
Mortality/Survival 

分离株 Zfb 
死亡个体数/存活数
Mortality/Survival

10−1 6 6/0 6/0 

10−2 6 5/1 5/1 

10−3 6 1/5 6/0 

10−4 6 0/6 2/4 

10−5 6 0/6 2/4 

10−6 6 0/6 2/4 

Total 36 12/23 23/13 

LD50  2.50 4.33 
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在 10 h 内死亡。调整菌浓度到 2.7×107 CFU/mL 左
右, 攻击小鼠, 器官侵袭结果见图 3。图中显示, 金
葡菌分离株和参考菌株均可从腹腔扩散到肾、肺、

肝中, 且肾脏及肺是最早受侵染器官, 随着时间的
推移, 到接菌 8 h 时肾脏及肺处侵染菌数显著下降, 
而肝脏中细菌数趋于稳定, 是主要的靶器官。 

 

 

图 3  牛源分离株 zfb 侵袭过的鼠的器官内细菌数的时间

变化图 
Fig. 3  Recovery of viable S. aureus from kidney, lung and 
liver of mice after intraperitoneal inoculation with S. aureus 
which isolated from a subclinical bovine mastitis. Data are the 
mean ±SD log CFU/g 
 

3  讨论 

金葡菌感染引发的乳腺炎是影响我国奶牛生产

效益的头号疫病, 预防和治疗比较困难, 因为金葡
菌不但能寄生在细胞外液的乳汁中, 而且还能存活
在细胞(主要是吞噬细胞和嗜中性粒细胞)内, 寄生
在细胞内的细菌不但妨碍了抗菌药物治疗, 而且可
成为再次感染的病原菌。很多金葡菌菌株在长期的

自然选择过程中产生了耐药性, 如 zfb 株不仅对普
通的青链霉素产生耐药, 而且具有耐甲氧西林的特
性, 因而在生产上对奶牛的危害更大。 

多年来畜禽生产实践证明: 接种疫苗是预防畜
禽传染性疾病最方便、有效和经济的措施。因此控

制金葡菌乳腺炎最有效方法是在青年牛时接种疫苗

预防, 但国内外至今还没有研制出有效的金葡菌疫
苗供生产上使用, 究其原因可能是对金葡菌感染奶
牛引发乳腺炎致病机制及何种毒力因子起主要作 
用研究的不够深入, 导致疫苗设计因缺乏针对性而
失败。 

Matsunaga 等(1993)发现从特急性和急性乳腺

炎乳样中分离的金葡菌菌株产生 β-HL 比例明显高

于从慢性乳腺炎乳样中分离的金葡菌菌株 [9]; 后来

Larsen 等[10]证实从诱发乳腺炎的 462 株金葡菌中, 

有 97%扩增到β-HL 基因, 且在血琼脂平板上表现

β溶血。应用传统生物化学技术提取β-HL, 研究 

β-HL功能, 发现注射β-HL能诱发兔、小鼠乳腺发

生炎症变化和血管损伤; β-HL 不仅对牛红细胞具

明显的溶解作用, 对 MAC-T 也有微弱的细胞毒作

用, 而且还能增加金葡菌对MAC-T的粘附能力, 促

进金葡菌自身的增殖。上述结果显示, 金葡菌β-HL

在引发奶牛乳腺炎过程中可能起重要作用。因此在

牛源分离株中我们挑选含有强β-HL 的金葡菌菌株

作为研究对象, 检测其微生物学特性, 研究其高致

病性的机理。试验发现分离株与参考菌株之间的差异

主要在于: 1)分离株 zfb 的半数致死量为 10−4.33/mL, 

参考菌株为 10−2.5/mL; 2) 分离株不具有脂酶; 3) 分

离株主要分泌 β 溶血素; 4) 分离株具有荚膜多糖;  

5) 在改良型 110血清软琼脂培养基上分离株 SA zfb

一直保持弥散形态, 而参考菌株在 pH 6.0时变为紧

凑形态。据此我们推测 β 溶血素、具有荚膜及弥散

状态等可能是导致分离株高致病性的原因之一。此

外, Bogni 等(1998)发现个别金葡菌突变株由于受到

外界物理或化学因素影响, 导致其蛋白 A、α溶血素

等一种或几种胞外蛋白产生发生困难 ; 或影响了

agr、sar或 sae等基因的表达, 均能导致突变株比亲

本株致病性减少 2到 10倍[11]。因此, 胞外蛋白的产

量可能与分离株及参考菌株致病性强弱相关。高浓

度的分离株 SAzfb对鼠侵袭后, 大量鼠在 2 h内死亡, 

稀释 100 倍后, 鼠在 10 h 内死亡, 对不同时间鼠器

官内细菌浓度作了粗估, 发现肾脏内细菌的浓度变

化与国内外其他学者测定曲线相符, 肾脏及肺为最

先侵袭器官, 肝脏为主要靶器官。上述结果表明牛

源金葡菌 zfb 可作为制备减毒活疫苗的候选菌株, 

也为进一步研究其致病机理奠定了基础。 

后期实验将以牛源分离株 SA zfb为亲本通过化

学方法制备弱毒性突变株, 扩增突变株的 β 溶血素

基因全长, 与亲本菌株 β 溶血素基因比较, 研究其

致病机理。同时, 以突变株作为减毒活疫苗免疫接

种鼠, 研究其对同源及异源金葡菌的免疫保护效果, 

SA zfb的 β溶血基因缺失株能否抑制乳腺炎的免疫

接种实验正在进行中。 
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