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简  报 

猪链球菌 2 型感染仔猪致脑炎模型的建立 
李飞 1  张儒博 1  徐雷 1  朱玲 1,2  徐志文*1,2 
1 四川农业大学动物医学院  四川 成都  611130 
2 动物疫病与人类健康四川省重点实验室  四川 成都  611130 

摘  要：【背景】猪链球菌 2 型(Streptococcus suis type 2)是危害养猪业重要的病原，给我国养猪业造

成了重大的损失，迄今为止仍缺乏猪链球菌 2 型感染仔猪致脑炎模型，建立合适的模型用于临床药

物研发及机制研究为防控该病奠定基础。【目的】构建猪链球菌 2 型感染仔猪致脑炎模型，通过观察

感染仔猪的临床变化、病理学变化、病原分离及 PCR 鉴定证实模型构建成功。【方法】选取 6 头健

康的三元杂交猪仔猪，随机均分为 A、B 两组。A 组仔猪接种猪链球菌，B 组接种生理盐水作为空

白对照，观察 A 组仔猪的临床症状、剖检变化、病理组织学变化。【结果】A 组仔猪出现体温升高、

精神沉郁、嗜睡以及严重的神经症状，甚至死亡；器官出现严重病变，如脊髓和大脑的神经元细胞

的肿胀、坏死、溶解，小脑灰质区浦肯野细胞层和颗粒层见细胞灶状坏死并形成坏死后空腔。【结论】

成功构建出猪链球菌 2 型感染仔猪的脑炎模型。 

关键词：猪链球菌 2 型，仔猪模型，病理变化 
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suis type 2 infection in piglets 
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Abstract: [Background] Streptococcus suis type 2 is an important pathogen that harms the pig industry 
and causes significant losses to the pig industry in China. So far, there is still a lack of model of 
encephalitis caused by Streptococcus suis type 2 infection, so we establish appropriate models for 
clinical drug development and mechanism research to lay the foundation for prevention and control of 
the disease. [Objective] Construction of Streptococcus suis type 2 infection in piglets induced encephalitis 
model, the clinical changes observed in piglets infected, pathological changes, isolation and PCR analysis 
confirmed successful model building. [Methods] Six healthy ternary crossbred piglets were randomly 
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divided into two groups, A and B. Group A piglets were inoculated with Streptococcus suis, and group B 
was inoculated with normal saline as the control. The clinical symptoms, necropsy changes and 
histopathological changes of group A piglets were observed. [Results] Group A piglets had elevated 
body temperature, depression, lethargy, and severe neurological symptoms, or even death. Severe lesions 
occur in the organs, such as swelling, necrosis, and dissolution of neurons in the spinal cord and brain. 
Focal necrosis and post-necrotic space are seen in the purkinje cell layer and granular layer of the 
cerebellar gray matter. [Conclusion] A model of encephalitis in piglets infected with S. suis type 2 was 
successfully constructed. 

Keywords: Streptococcus suis type 2, Piglet model, Pathological changes 

猪链球菌(Streptococcus suis)可以引起猪的急

性败血症、脑膜炎、关节炎、心内膜炎以及突然

死亡，也可以导致人类感染和死亡，是一种重要

的人兽共患传染病病原[1]，迄今为止，已知基于

猪链球菌荚膜抗原有 35 种血清型，猪链球菌血

清型 2 是最具毒性和最主要的致病血清型[2]。我

国《动物防疫法》把该病列为国家二类传染病。

1998 年在江苏地区[3]部分猪场暴发链球菌感染，

经鉴定病原为猪链球菌 2 型；2005 年 7 月到 8 月

期间在四川地区暴发链球菌感染猪和人的病例，

人感染 204 例，死亡 38 例[4-5]；2013 年 3 月至     
5 月，在江苏省多个大型养猪场暴发了仔猪链球

菌病，并在 30 日龄仔猪中诱发脑膜炎[6]；给我国

养猪行业造成了巨大的经济损失。自然病例具有

随机单一性和不可控的多重感染和继发感染，同

时发病程度因个体差异而存在较大不同，导致病

理变化不具有代表性。因此，迫切需要构建出一

种重复性好，能模拟自然感染情况下猪的临床症

状及病理变化的模型。仔猪具有易感染、易操作、

易获得等优点，本研究用三元杂交仔猪构建了致

病性猪链球菌 2 型感染模型，通过临床观察、剖

检观察、组织切片观察、细菌分离及 PCR 鉴定，

证明该模型能成功模拟自然感染下仔猪的自然

状态。 

1  材料与方法 

1.1  试验动物 
6 头健康状况良好的 5 周龄三元杂交公猪购自

四川农业大学合作猪场，经检测 SS、PCV2、PCV3、

PRRSV、PPV、PRV、CSFV、JEV、HEV 均为阴

性。观察 7 d 后用于试验。 

1.2  主要试剂和仪器 
2×Taq PCR Master Mix、ddH2O、DL2000 DNA 

Marker、pMD19-T 载体、Solution Ι、16S rRNA 基

因引物以及各规格的培养板和培养基，生工生物工

程(上海)股份有限公司；细菌 DNA 提取试剂盒、

胶回收试剂盒、质粒提取试剂盒，TIANGEN 公司；

DH5α 感受态细胞，四川农业大学动物生物技术中

心保存；切片制作试剂：苏木素和伊红，Thermo 
Fisher 公司；无水乙醇、95%乙醇、二甲苯、多聚

甲醛，成都市科隆化学品有限公司。 
PCR 仪、Gel DocTM EZ imager 凝胶成像系统，

Bio-Rad 公司；电热恒温培养箱，上海齐欣科学仪

器有限公司；电泳仪，北京市六一仪器厂；正置显

微镜 DM500、石蜡切片机，Leica 公司。 

1.3  菌株 
猪链球菌 2 型为 2005 年四川分离株 SSsc0501，

由四川农业大学动物生物技术中心保存。 
取保存菌株接种于含 5%犊牛血清的 TSA 平板，

37 °C 培养 18−24 h 后用无菌生理盐水洗下菌落，按

OD600=1×109 CFU/mL 计算，制备成 5×106 CFU/mL
细菌悬液，4 °C 保存，4 h 之内用于接种试验动物。 

1.4  动物分组与接种 
选取 6 头 5 周龄健康仔猪，随机将其分为 A、

B 两组，A 组 3 头，B 组 3 头。A 组仔猪经静脉接种

预先配置浓度为 5×106 CFU/mL 的细菌悬液 2 mL，

B 组接种等量生理盐水，为防止交叉感染，A、B
两组隔离饲养。 
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1.5  病理学观察 
1.5.1  临床观察 

从接种猪链球菌开始每天记录仔猪的直肠体

温以及观察仔猪的临床症状。 
1.5.2  解剖观察 

在仔猪接种 36 h 后，采用前腔静脉抽血致死

法剖杀仔猪，待猪死后剖开胸腔、腹腔和脑腔，观

察下颌淋巴结、心、肝、脾、肺、肾、腹股沟淋巴

结、大脑、小脑等器官组织的形态、颜色、质地等

病理形态学变化。 
1.5.3  组织切片观察 

无菌采集 A 组剖杀仔猪的大脑、脊髓、肺脏、

下颌淋巴结等组织，经福尔马林溶液固定后，进行

常规石蜡包埋、切片以及 HE 染色。光学显微镜下

观察组织的病理学变化，并拍照、记录。 

1.6  病原分离及 PCR 鉴定 
无菌采集 A、B 两组的大脑，在含 5%犊牛血

清的 TSA 培养基上划线，培养 24 h 后挑取疑似菌

落进行革兰氏染色和镜鉴。 
用细菌 16S rRNA 基因通用引物 27F (5′-AGA 

GTTTGATCCTGGCTCAG-3′)和 1492R (5′-GGTTAC 
CTGTTACGACTT-3′)扩增分离菌的 16S rRNA 基因，

预期扩增长度为 1 465 bp。PCR 反应体系(30 µL)：
上、下游引物(20 µmol/L)各 0.5 µL，细菌基因组

(317 ng/µL) 2 µL，2×Taq PCR Master Mix 15 µL，

ddH2O 12 µL。PCR 反应条件：95 °C 5 min；95 °C 
30 s，55 °C 30 s，72 °C 45 s，30 个循环；72 °C 7 min。 

PCR 产物经琼脂糖凝胶电泳后用胶回收试剂

盒回收片段，并与 pMD19-T 载体连接过夜(16 °C)，
转化大肠杆菌 DH5α 感受态细胞，用蓝白斑筛选阳

性克隆后送至成都擎科生物技术公司测序。将测序

的结果在 NCBI 上进行 BLAST 比对。 

2  结果与分析 

2.1  临床观察 
A 组仔猪在接种猪链球菌后 12 h 开始出现

发病，在接种后 36 h 剖杀仔猪。发病期间体温

高达 40.5±0.5 °C，在发病早期表现出精神沉郁、

食欲减退、嗜睡，之后出现站立不稳突然倒地等

症状，很快发展到严重的神经症状，如后肢瘫痪、

角弓反张、四肢呈现划水样等。B 组仔猪无发病

症状。 

2.2  解剖观察 
剖杀 A 组仔猪，可见皮下出血，血液凝固不

良；肺脏表面有出血点或淤血；下颌淋巴结、腹股

沟淋巴结、肠系膜淋巴结出现肿大，呈现暗红色或

紫黑色；大脑和小脑出现明显充血出血。B 组仔猪

内脏器官和脑部均未发现明显病变。 

2.3  组织切片观察 
感染仔猪的组织切片分析如下：(1) 脊髓：脊

髓的灰质见有神经元细胞的肿胀，核染色质溶

解；白质区神经元细胞坏死溶解，胶质细胞增生

(图 1A)。(2) 下颌淋巴结：下颌淋巴结低倍镜下见

有淋巴小结和较多的周围组织，淋巴结组织内见有

较多的嗜酸性粒细胞弥漫性浸润(图 1B)。(3) 腹股

沟淋巴结：腹股沟淋巴结见有较多淋巴小结和副皮

质区，淋巴结组织内见有较多的嗜酸性粒细胞弥漫

性浸润(图 1C)。(4) 肺：肺脏终末细支气管管腔中

见有大块的脓性细胞团块聚集(图 1D)。(5) 肾：肾

小球、肾小囊及各级肾小管组织结构正常，未见有

明显病理损伤(图 1E)。(6) 脾：脾脏组织红髓区

和白髓区分界清楚，未见任何明显的病理学变化

(图 1F)。(7) 小脑：小脑髓质区结构正常，灰质区

浦肯野细胞层和颗粒层见细胞灶状坏死并形成坏

死后空腔，腔内见较多的细胞核碎片，以颗粒层较

为多见(图 1G)。(8) 大脑：大脑皮质区神经元细胞

坏死溶解，形成网状空腔，腔内可见有细胞核碎片

(图 1H)。 

2.4  病原分离及 PCR 鉴定 
观察平板可见 B 组无细菌生长；A 组可见划

线处均匀长出灰白色、光滑、整齐、半透明、针尖

大小的菌落，革兰氏染色为阳性球菌，呈现为双球

型和短链状排列。 
根据 16S rRNA 基因引物序列扩增相应 1 465 bp

的片段大小(图 2)。 
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图 1  感染仔猪组织切片 
Figure 1  Infected piglet tissue section 
注：A：脊髓，灰质区神经元细胞肿大，胞核轮廓消失；B：下颌淋巴结，组织结构正常，未见明显组织病理损伤；C：腹股沟

淋巴结，组织结构正常，未见明显组织病理损伤；D：肺脏，终末细支气管管腔中有脓性细胞团块；E：肾脏，组织结构正常，

未见明显病理损伤；F：脾脏，组织结构正常，未见明显病理损伤；G：小脑，浦肯野细胞层核颗粒层见有细胞坏死，坏死灶内

较多核碎片；H：大脑，皮质区神经元细胞坏死溶解，形成空腔.  
Note: A: Spinal cord, gray matter area, neuronal cell enlargement, nuclear contour disappeared; B: Mandibular lymph node, normal tissue 
structure, no obvious histopathological damage; C: Inguinal lymph node, normal tissue structure, no obvious histopathological damage; 
D: Lung, there are purulent cell masses in the end of the bronchioles; E: Kidney, normal tissue structure, no obvious pathological 
damage; F: Spleen, normal tissue structure, no obvious pathological damage; G: Cerebellum, there are cell necrosis in the nuclear 
layer of Purkinje cell layer, and more nuclear fragments in the necrotic foci; H: Nervous cells in the brain and cortex are necrotic and 
dissolve, forming a cavity.  

 

 
 

图 2  16S rRNA 基因的 PCR 扩增 
Figure 2  The PCR amplication of 16S rRNA gene 
注：−：阴性对照；+：疑似链球分离菌株；M：DL2000 分子

标准. 
Note: −: Negative control; +: Suspected Streptococcus isolated 
strain; M: DL2000 DNA Marker. 

 
将所得测序结果进行 BLAST 比对，16S rRNA

基因与 Streptococcus suis strain ATCC 43765 16S 
ribosomal RNA gene (NR_115737.1) 以 及

Streptococcus suis strain S735 16S ribosomal RNA 
gene (NR_036918.1)等菌株的 16S RNA 基因相似

性达 99%，仅有 8 个碱基差别，证明该菌株为猪

链球菌。 

3  讨论与结论  
随着养猪行业规模化养殖的发展，猪链球菌

2 型的感染及流行严重影响了我国养猪业的发展。

由于不同来源猪链球菌 2 型的致病性复杂且多

变，导致猪链球菌 2 型动物模型的建立是个难题，

虽然国内外关于猪链球菌 2 型动物模型的报道很

多，但看法与结果也各不相同。2005 年桂炳东[7]

研究发现用猪链球菌 2 型 18 h 培养物腹腔注射小

白鼠，未出现发病和死亡，由此认为小鼠为非理

想模型；2001 年王继春等[8]研究发现普通小鼠只

引起一过性精神萎顿，6 h 后恢复正常，认为普通

小鼠对猪链球菌 2 型不敏感；Vecht 等[9]研究发现

对猪具有高毒力的猪链球菌菌株在小鼠中引起高

发病率和中度死亡率，对猪具有弱毒性的猪链球

菌菌株导致小鼠高发病率和低死亡率，但对猪无

毒力的猪链球菌菌株导致小鼠高发病率和死亡

率，因此认为小鼠不适合作为猪链球菌的动物模

型；吴全忠等[10]研究发现用江苏分离株 HA9801
接种普通小鼠及 BALB/c 小鼠，均无致病性，家
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兔虽可感染，但发病死亡极不规律，豚鼠同群感

染时间比仔猪晚，证明豚鼠的易感性低于仔猪。

目前，国内外也有很多学者用猪作为实验动物，

采用不同的感染途径，如鼻腔接种、静脉接种、

肌肉接种等[11-12]，鼻腔接种未能引起全身性的感

染，静脉注射的实验组死亡时间最早；2003 年

Pallarés 等[13]研究发现仔猪静脉接种更易导致仔

猪脑膜炎的产生。 
本研究之所以采用静脉接种作为接种途径，是

因为猪链球菌在没有穿过黏膜上皮细胞毛细血管

之前，一般不会引起感染[11]，且静脉注射更容易

导致仔猪脑膜炎。静脉接种猪链球菌，使病原直接

进入血液，在血液循环中进行繁殖，能迅速到达全

身各器官组织引起菌血症。2005 年 Tenenbaum

等[14]研究发现猪链球菌分离株在体外模型中诱导

血-脑脊液屏障功能的丧失，可以促进细菌和白细

胞穿过血-脑脊液屏障。在临床中我们也观察到仔

猪静脉接种后迅速出现了嗜睡、精神沉郁、食欲减

退等症状，在发病后期出现严重的神经症状，如后

肢瘫痪、角弓反张、四肢呈现划水样等；在剖检时

也发现大量的脑脊液，大脑和小脑严重充血出血；

通过组织病理学分析发现大脑神经元肿胀坏死形

成空腔，小脑浦肯野细胞层和颗粒层见有细胞坏

死，坏死灶内较多核碎片；空白组没有出现上述的

症状；推断猪链球菌 2 型对猪的中枢神经系统造成

了损伤，表明在仔猪上成功模拟了脑炎的症状。通

过临床观察、解剖观察及组织学观察发现仔猪血液

凝固不良；皮下、浆膜、黏膜不同程度的出血或淤

血；淋巴结出现肿胀而呈现暗红色或紫黑色，弥漫

性浸润大量的炎性细胞；肺脏终末细支气管管腔中

见有大块的脓性细胞团块聚集；表明在仔猪上成功

模拟了败血症的症状。 

目前为止，已经有了许多猪链球菌 2 型动物模

型建立的报道，如 BALB/c 小鼠模型[15]、斑马鱼模

型[16]、豚鼠模型[10]等，每种模型都有其特点，但

是这些动物有很多局限性，难以复制出猪链球菌 2

型感染的典型脑炎症状，所以还要对动物模型进行

深入的研究和改良，以致反应出在自然情况下动物

感染猪链球菌最真实的临床症状和病理变化。本次

试验的研究结果成功模拟了败血症和脑炎症状，重

复性好，表现出来的症状也与自然感染表现出的症

状相一致。另外，仔猪具有体型小，易于饲养和操

作等优点，给试验带来了极大的便利。因此，本试

验的研究结果对于猪链球菌 2 型动物模型的建立

具有重要的意义。 
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