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摘  要：【背景】化脓隐秘杆菌是一种能够感染人类及多种动物的条件致病菌，常引起动物的各

种非特异性化脓性感染。【目的】探究不同宿主疑似化脓隐秘杆菌感染的菌属种类和病原特性。

【方法】对林麝皮下脓肿和鸭跗关节脓肿进行细菌分离，通过革兰氏染色、细菌 16S rRNA 基因分

析等方法对病原菌进行鉴定，通过生长曲线测定、药敏试验和毒力基因检测分析 2 株病原菌的生

物学特性，对溶血素 plo 基因进行序列分析和结构预测。【结果】分离鉴定到林麝源和鸭源化脓

隐秘杆菌各 1 株，分别命名为 FTP-1 和 DTP-1；生长曲线测定发现，2 株病原菌的生长繁殖速度差

异较大；药敏试验表明，2 株病原菌对 β-内酰胺类、磺胺类和利福霉素类抗生素耐药，对氨基糖

苷类、喹诺酮类抗生素敏感；毒力基因检测显示，2 株病原菌均携带 plo、nanH、nanP、fimA 和

fimE 基因，鸭源分离株还携带有 fimC 基因；生物信息学分析软件预测显示，2 株病原菌溶血素 plo
基因核苷酸序列存在宿主特异性差异，但二者氨基酸序列相同，蛋白结构预测发现化脓隐秘杆菌

溶血素(pyolysin, PLO)与胆固醇依赖性溶细胞素家族其他成员之间相似性较高。【结论】在云南宜

良地区分离到林麝源和鸭源化脓隐秘杆菌各 1 株，二者 plo 基因亲缘关系较近，相关生物学特性

分析可为推进该病原菌的研究和防控提供参考。 

关键词：化脓隐秘杆菌；分离鉴定；plo；生物信息学  
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1 Poultry Husbandry and Disease Research Institute, Yunnan Academy of Animal Husbandry and Veterinary 
Sciences, Kunming 650224, Yunnan, China 

2 Yuxi Agriculture Vocation-Technical College, Yuxi 653106, Yunnan, China 
 
Abstract: [Background] Trueperella pyogenes is an opportunistic pathogen causing infections 
in humans and diverse animal species, particularly non-specific purulent infections in animals. 
[Objective] To characterize the suspected T. pyogenes strains from different hosts. [Methods] 
Strains were isolated from the subcutaneous abscess of forest musk deer and duck tarsal joint 
abscess and identified based on Gram staining and bacterial 16S rRNA gene analysis. The 
biological properties of the two strains were characterized through the analysis of the growth 
curves, drug sensitivity test, and detection of virulence genes. Then we analyzed the sequence 
and predicted the structure of the pyolysin gene plo. [Results] The strains isolated from forest 
musk deer and duck were named FTP-1 and DTP-1, respectively. According to the growth 
curves, the growth rates of the two were quite different. Drug sensitivity test showed that the 
two strains were resistant to β-lactams, sulfonamides, and rifamycins and sensitive to 
aminoglycosides and quinolones. Both strains carried plo, nanH, nanP, fimA, and fimE genes, 
and DTP-1 also harbored fimC gene. There were host-specific differences in the nucleotide 
sequence of plo gene between the two strains, but the amino acid sequences of encoded proteins 
were the same. The pyolysin (PLO) of T. pyogenes was highly similar to other members of the 
cholesterol-dependent cytolysin family. [Conclusion] One strain of T. pyogenes was 
respectively isolated from forest musk deer and duck in Yiliang of Yunnan Province, and the 
plo gene of two strains had close genetic relationship. The biological characteristics can serve as 
a reference for further research on and prevention and control of the pathogen. 
Keywords: Trueperella pyogenes; isolation and identification; plo; bioinformatics 
 

化脓隐秘杆菌 (Trueperella pyogenes)是多

种家畜及部分野生动物的共生菌，也是一种引

起动物乳房炎、脓肿和肺炎的条件性致病菌，

常在动物机体处于不利条件(如受伤、原发性感

染和极端天气等)以及免疫力低下时感染[1-2]。人

类感染的报道较少见，但免疫功能受损以及接

触感染动物时感染几率较大[3]。该病原菌无荚

膜、无鞭毛、无芽孢，为一种革兰染色阳性的

兼性厌氧短棒状杆菌，原名化脓不规则杆菌、化

脓放线菌，1997 年将其划分至隐秘杆菌属中，

称为化脓隐秘杆菌(Arcanobacterium pyogenes)[4]，

后据其系统发育分型重新定名为 Trueperella 
pyogenes，中文名字未改动[5]。该菌营养条件要

求高，在血琼脂培养基上生长良好，菌落周围

可产生 β-溶血环。 
化脓隐秘杆菌的致病性主要由其毒力因子
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导致，目前发现的主要毒力基因为编码外毒素

的溶血素 plo 基因以及促进其黏附宿主细胞

的因子基因，包括神经氨酸酶基因 (nanH 和

nanP)、胶原结合蛋白(cbpA)和 4 个菌毛基因

(fimA、fimC、fimE 和 fimG)[6]。化脓隐秘杆菌溶

血素(pyolysin, PLO)作为胆固醇依赖性溶细胞

素(cholesterol-dependent cytolysins, CDCs)家族

成员之一，也是目前唯一已知的化脓隐秘杆菌

外毒素，其对多种宿主细胞具有毒性作用，如

红细胞、中性粒细胞、巨噬细胞、上皮细胞、

成纤维细胞和子宫内膜间质细胞等[1,7]。研究表

明，PLO 与动物脓肿的发生有关，为该菌的一种

主要毒力因子，存在于所有已知不同来源的菌

株中[8]。 
本研究对云南宜良地区某林麝特种养殖场

发病林麝皮下脓肿液和某种鸭场发病鸭跗关节

脓肿液进行细菌分离鉴定，各分离到 1 株林麝

源和鸭源化脓隐秘杆菌，并分析二者耐药情况、

毒力基因携带情况以及溶血素 plo 基因遗传进

化情况，以期为本地区对该病原菌科学防控提

供参考数据。 

1  材料与方法 
1.1  病料来源 

2021 年 7 月和 2022 年 9 月，云南省宜良

县分别有某林麝特种养殖场的林麝出现皮下脓

肿和某种鸭场的成年鸭出现跗关节脓肿等病

症，注射器无菌抽取脓肿液低温运送至本实验

室进行细菌分离培养。 

1.2  主要试剂、仪器和培养基 
PrimeSTAR® Max DNA Polymerase 购于宝

日医生物技术 (北京 )有限公司；细菌基因组

DNA 提取试剂盒购于天根生化科技(北京)有限

公司；LB 固体培养基、LB 液体培养基和细菌

微量生化鉴定管购于广东环凯微生物科技有限

公司；抗生素药敏纸片购于杭州滨和微生物试

剂有限公司；胎牛血清购于 Gibco 公司；引物

均由上海捷瑞生物工程有限公司合成。振荡培

养箱购于上海知楚仪器有限公司；PCR 扩增仪

购于 Applied Biosystems 公司；凝胶成像仪购于

上海天能科技有限公司。 

1.3  病原菌分离培养 
无菌采集林麝皮下脓肿液与鸭跗关节脓

液，划线接种于血琼脂平板、LB 固体培养基以

及含 10%胎牛血清的 LB 固体培养基，37 ℃倒

置培养 48 h，观察菌株生长情况。挑取优势菌

落纯化后，革兰染色镜检，观察分离菌株的形态。

将已纯化菌株分别接种于各细菌微量生化鉴定

管，操作步骤及结果判定按产品说明书进行。 

1.4  病原菌 16S rRNA 基因鉴定 
采用细菌基因组 DNA 提取试剂盒提取化

脓隐秘杆菌基因组 DNA 后，以细菌 16S rRNA
基因通用引物 27F (5′-AGRGTTYGATYMTGG 
CTCAG-3′)和 1492R (5′-CGGYTACCTTGTTAC 
GACTT-3′)进行 PCR 扩增鉴定。PCR 反应体系：

PrimeSTAR® Max DNA polymerase 12.5 μL，引

物 27F 和 1492R (10 μmol/L)各 0.5 μL，DNA 模

板 0.5 μL，ddH2O 补足 25 μL。PCR 反应条件：

98 ℃ 2 min；98 ℃ 10 s，55 ℃ 10 s，72 ℃ 30 s，
35 个循环；72 ℃ 5 min；4 ℃保存。PCR 反应

结束后将阳性扩增产物送擎科生物科技有限公

司 进 行 双 向 测 序 ， 测 定 的 基 因 序 列 采 用

DNAStar 6.0 软件拼接，将菌株 16S rRNA 基因

完整序列提交 NCBI 数据库中进行同源性比对，

并采用 MEGA 7.0 根据邻接法(neighbor-joining 
method)构建 2 株病原菌 16S rRNA 基因系统进

化树。 

1.5  病原菌生长曲线测定 
将已纯化的 2 株病原菌分别接种至含 10%

胎牛血清的 LB 液体培养基，37 ℃、200 r/min
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培养 24 h 后 4 500 r/min 低速离心 5 min 收集菌

体沉淀，用无菌生理盐水调整二者具有相同的

OD600 初始值，取相同体积菌液于含 10%胎牛血

清的 LB 液体培养基中，37 ℃、200 r/min 振荡

培养，每隔 2 h 取 200 μL 菌液测定 OD600，每

株菌各设 3 组平行对照，培养结束后以 OD600

值绘制 2 株病原菌的生长曲线。 

1.6  病原菌药物敏感性检测 
采用 κ-B 纸片扩散法对病原菌进行药敏特

性检测。将收集的菌株沉淀分别用无菌生理盐

水调整至 0.5 个麦氏比浊度，各取 100 μL 均匀

涂布含 10%胎牛血清的 LB 固体培养基，待培

养基表面菌液干燥后按一定顺序和距离贴药敏

试纸片，37 ℃培养后测量抑菌圈直径大小，并

按抗生素类药敏纸片产品说明书进行药物敏感

性判定。 

1.7  病原菌毒力基因检测 
采用 DNAStar 6.0 软件比对化脓隐秘杆菌

参考菌株基因组，在溶血素 plo 基因前后较保

守区域设计可扩增 plo 基因全长以及参考文献

[9]合成 7 个化脓隐秘杆菌毒力基因 nanH、

nanP、cbpA、fimA、fimC、fimE 和 fimG 的引物

(表 1)。其中，plo 基因的 PCR 反应体系参照 1.4；
PCR 反应条件：98 ℃ 2 min；98 ℃ 10 s，57 ℃ 
15 s，72 ℃ 30 s，35 个循环；72 ℃ 5 min；4 ℃
保存。其余基因按文献[9]方法进行，获得 2 株

病原菌毒力基因携带情况。 

1.8  病原菌 plo 基因变异性分析 
将 1.7 中扩增的含 plo 基因全长的阳性扩增

产物送擎科生物科技有限公司进行双向测序，

与化脓隐秘杆菌参考菌株 plo 基因比对拼接后

获取 2 株病原菌 plo 基因核苷酸序列全长。参

考 GenBank 中不同宿主来源的化脓隐秘杆菌

plo 基因核苷酸全长序列，采用 SnapGene 6.0
进行比对，分析不同宿主来源 plo 基因变异情

况，并构建 2 株病原菌 plo 基因系统进化树。 

1.9  病原菌溶血素 PLO 生物信息学分析 
利用生物信息学分析软件分析溶血素 PLO

蛋白：使用 SnapGene 6.0 将溶血素 plo 基因核苷

酸序列翻译成氨基酸序列；在线软件 ProtParam 
 
表 1  毒力基因引物信息 
Table 1  Virulence genes primer information 
Gene Sequence of primer (5′→3′) Annealing temperature (℃) Product length (bp) 
plo F: TGAGTTGTTCAGTAGTCACG 

R: GATCACGACGAATCTAATCC 
57 2 559 

nanH F: CGCTAGTGCTGTAGCGTTGTTAAGT 
R: CCGAGGAGTTTTGACTGACTTTGT 

60 781 

nanP F: TTGAGCGTACGCAGCTCTTC 
R: CCACGAAATCGGCCTTATTG 

60 150 

cbpA F: GCAGGGTTGGTGAAAGAGTTTACT 
R: GCTTGATATAACCTTCAGAATTTGCA 

60 124 

fimA F: CACTACGCTCACCATTCACAAG 
R: GCTGTAATCCGCTTTGTCTGTG 

57 605 

fimC F: TGTCGAAGGTGACGTTCTTCG 
R: CAAGGTCACCGAGACTGCTGG 

60 843 

fimE F: GCCCAGGACCGAGAGCGAGGGC 
R: GCCTTCACAAATAACAGCAACC 

55 775 

fimG F: ACGCTTCAGAAGGTCACCAGG 
R: ATCTTGATCTGCCCCCATGCG 

57 929 
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(https://web.expasy.org/protparam/) 分析溶血素

PLO 蛋白的基本理化性质；在线软件 ProtScale 

(https://web.expasy.org/protscale/) 分 析 溶 血 素

PLO 蛋白的亲 /疏水性；在线软件 Predicting 
Antirgenic Peptides (http://imed.med.ucm.es/Tools/ 
antigenic.pl)预测溶血素 PLO 蛋白的抗原决定

簇；在线软件 SOPMA (https://npsa-prabi.ibcp.fr/ 
cgi-bin/npsa_automat.pl?page=npsa%20_sopma. 
html)预测溶血素 PLO 蛋白二级结构；在线软件

Phyre2 (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/ 
page.cgi?id=index)预测溶血素 PLO 蛋白三级结

构；在线软件 SWISS-MODEL (https://swissmodel. 

expasy.org)比对溶血素 PLO 与胆固醇依赖性溶

细胞素家族其他成员之间一致性。 

2  结果与分析 
2.1  病原菌分离培养结果 

发病林麝皮下和鸭跗关节的脓肿腔内含黄

色黏稠脓液，抽取脓液培养 48 h 后，在 10%胎

牛血清的 LB 固体培养基和血琼脂平板上均形

成光滑湿润、白色半透明的小菌落，血琼脂平

板菌落周围形成界限明显的透明溶血环，具有

β 溶血现象(图 1)，普通 LB 固体培养基上生长

贫瘠，形成针尖大小白色菌落。对 2 株化脓隐

秘杆菌进行培养发现，化脓隐秘杆菌初次在含

血清的培养基中生长繁殖速度较慢，但传代后

其生长繁殖速度可加快。染色镜检均为无芽孢、

不规则形状的革兰氏阳性短杆菌。生化反应结

果显示 2 株病原菌半固体培养基均无扩散生

长，β-半乳糖苷、葡萄糖试验均为阳性且均可

产气，尿素、氰化钾、赖氨酸脱羧酶、甘露醇、

山梨醇、乳糖、麦芽糖、蔗糖、西蒙氏柠檬酸

盐、硫化氢、MR、VP 试验均为阴性。 

2.2  病原菌 16S rRNA 基因鉴定结果 
两株病原菌 16S rRNA 基因序列经 BLAST 

 
 
图 1  病原菌在血琼脂平板出现 β 溶血 
Figure 1  The pathogenic bacteria appeared 
β-hemolysis on blood agar plate. 
 
比对显示，均与化脓隐秘杆菌参考菌株具有较

高同源性，以同属伯纳德隐秘杆菌和溶血隐秘杆

菌为外源，据邻接法构建系统发育树发现，2 株

病原菌与所有化脓隐秘杆菌参考株聚在同一分

支上，亲缘关系最近，试验结果进一步证明各

分离到一株林麝源和鸭源化脓隐秘杆菌，分别

命名为 FTP-1 和 DTP-1 (图 2)。 

2.3  病原菌生长曲线测定结果 
各取 OD600 初始值为 0.34 的 100 μL 菌液，

加入 15 mL 含 10%胎牛血清的 LB 液体培养基

中，37 ℃、200 r/min 振荡培养，每隔 2 h 测定

OD600。以 OD600 平均值绘制 2 株病原菌的生长

曲线，结果如图 3 所示。2 株病原菌在 0−4 h 内

生长繁殖速度较慢，OD600 值无明显变化；4 h
后鸭源化脓隐秘杆菌生长繁殖速度较林麝源

化脓隐秘杆菌快，OD600 值明显增大，6 h 及其

之后各检测时间点二者之间生长繁殖速度差

异显著。 

2.4  病原菌药物敏感性检测结果 
对 2 株病原菌进行药敏特性检测，结果显

示，鸭源化脓隐秘杆菌对青霉素 G、复方新诺

明和利福平等 9 种抗生素耐药，对头孢氨苄、

四环素和红霉素等 7 种抗生素表现中介，对卡 
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图 2  病原菌基于 16S rRNA 基因序列建立的系统发育树   括号中序号是相关菌株的登录号；分支点

上的数字是 bootstrap 支持率；标尺刻度 0.005 是序列差异的分支长度；◆ ：林麝源分离株；▲：鸭源

分离株. 下同 
Figure 2  Phylogenetic tree established based on 16S rRNA gene sequences of pathogens. Numbers in parentheses 
are the accession numbers of related strains; The numbers in each branch points are percentages supported by 
bootstrap; Bar=0.005 is nucleotide divergence ◆; : Forest musk deer isolates; ▲: Duck isolates. The same below. 
 

 
 
图 3  病原菌生长曲线测定结果   *：显著性差

异(P<0.05) 
Figure 3  Determination results of pathogen growth 
curve. *: Significant differences (P<0.05). 

那霉素、头孢拉定和恩诺沙星等 14 种抗生素敏

感；林麝源化脓隐秘杆菌对青霉素 G、林可霉

素和复方新诺明等 10 种抗生素耐药，对四环

素、红霉素和新霉素等 6 种抗生素表现中介，

对卡那霉素、头孢拉定和恩诺沙星等 14 种抗生

素敏感。2 株病原菌均表现为主要对 β-内酰胺

类、磺胺类和利福霉素类抗生素耐药以及主要

对氨基糖苷类、喹诺酮类抗生素敏感(表 2)。 

2.5  病原菌毒力基因检测结果 
对分离的 2 株不同源化脓隐秘杆菌 8 个主

要毒力基因进行检测，图 4 结果显示，2 株病

原菌均未检出胶原结合蛋白基因(cbpA)和鞭毛 
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表 2  病原菌药敏试验结果 
Table 2  Results of drug sensitivity test of pathogens 
Types of antibiotics Antibiotics Inhibition zone diameters (mm) 

Duck Forest musk deer 
β-lactam Penicillin G 0 (R) 0 (R) 

Ampicillin 0 (R) 0 (R) 
Amoxicillin 12 (R) 10 (R) 
Cefalexin 17 (I) 20 (S) 
Cefotaxime 12 (R) 11 (R) 
Ceftazidime 14 (R) 17 (R) 
Cefradine 21 (S) 23 (S) 

Tetracyclines Tetracycline 18 (I) 18 (I) 
Doxycycline 17 (R) 20 (I) 

Macrolides Erythromycin 18 (I) 19 (I) 
Azithromycin 14 (S) 13 (S) 
Roxithromycin 18 (I) 17 (I) 

Quinolones Enrofloxacin 25 (S) 27 (S) 
Ciprofloxacin 24 (S) 22 (S) 
Levofloxacin 25 (S) 28 (S) 

Aminoglycosides Streptomycin 23 (S) 26 (S) 
Kanamycin 20 (S) 24 (S) 
Tobramycin 18 (S) 19 (S) 
Spectinomycin 28 (S) 31 (S) 
Gentamicin 21 (S) 22 (S) 
Neomycin 21 (I) 23 (I) 
Amikacin 23 (S) 22 (S) 

Lincomycin Lincomycin 20 (S) 10 (R) 
Clindamycin 21 (S) 14 (R) 

Peptides Polymyxin B 11 (I) 12 (S) 
Bacitracin 0 (R) 0 (R) 

Amphenicols Chloramphenicol 16 (I) 17 (I) 
Florfenicol 25 (S) 21 (S) 

Sulfonamides Compound sulfamethoxazole 0 (R) 0 (R) 
Rifamycin Rifampicin 13 (R) 12 (R) 
S：敏感；I：中介；R：耐药 
S: Sensitive; I: Intermediate; R: Resistant. 
 
基因(fimG)，林麝源化脓隐秘杆菌共检出毒力基

因 5 个，分别为 plo、nanH、nanP、fimA、fimE；

鸭源化脓隐秘杆菌共检出毒力基因 6 个，分别

为 plo、nanH、nanP、fimA、fimC、fimE。 

2.6  病原菌 plo 基因变异性分析结果 
经 PCR 扩增测序获得 2 株病原菌 plo 基因

核苷酸序列全长，均为 1 605 bp，GC 含量均为

51.40%。以 MEGA 7.0 构建 2 株病原菌与

GenBank中不同宿主来源的 18株化脓隐秘杆菌

参考株 plo 基因系统发育树发现，不同宿主来

源的化脓隐秘杆菌 plo 基因处于几个不同独立

分支，本次分离到的林麝源和鸭源化脓隐秘杆

菌与羊源参考株聚于同一小分支上，亲缘关系

最近(图 5A)。不同宿主来源 plo 基因核苷酸比 
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图 4  病原菌毒力基因 PCR 扩增结果   M：DL5000 DNA Marker；1−8：依次为林麝源化脓隐秘杆菌

plo、nanH、nanP、cbpA、fimA、fimC、fimE 和 fimG 基因；9−16：依次为鸭源化脓隐秘杆菌 plo、nanH、

nanP、cbpA、fimA、fimC、fimE 和 fimG 基因；17：阴性对照 
Figure 4  PCR amplification results of pathogenic bacteria virulence genes. M: DL5000 DNA Marker; 1−8: 
plo, nanH, nanP, cbpA, fimA, fimC, fimE and fimG genes of Trueperella pyogenes isolated from forest musk 
deer; 9−16: plo, nanH, nanP, cbpA, fimA, fimC, fimE and fimG genes of Trueperella pyogenes isolated from 
duck; 17: Negative control. 
 
对结果发现，plo 基因突变率较高，各宿主来源

在某些碱基位点具有各自种属所共有的独特突

变，但均以点突变为主，无插入或缺失。本次

分离的林麝源化脓隐秘杆菌与其他动物源菌株

相比，存在 3 个独特碱基突变位点为 84 (G/C)、
399 (T/G/C)和 906 (C/T)，独特碱基突变位点较

分离的鸭源化脓隐秘杆菌多，推测这些碱基位

点可能是其种属特异性突变位点；而鸭源化脓

隐秘杆菌与亲缘关系最近的羊源参考株相比，

仅存在一个独特碱基突变位点为 1 071 (C/T)，
与羊源参考株具有较高相似性，且林麝源化脓

隐秘杆菌在该位点处同样存在突变，2 株病原

菌在该位点处还与梅花鹿源参考株独特突变相

同(图 5B)。 

2.7  病原菌溶血素 PLO 生物信息学分析

结果 
2.7.1  PLO 理化性质和亲/疏水性预测 

经 SnapGene 6.0 翻译，虽然林麝源与鸭源

化脓隐秘杆菌溶血素 plo 基因核苷酸序列存

在差异，但二者氨基酸序列相同，且与亲缘关

系最近的羊源参考株氨基酸序列相同，共有

534 个氨基酸。经在线软件 ProtParam 预测，

PLO 含负电荷残基(Asp+Glu) 52 个，含正电荷

残基(Arg+Lys) 68 个，包含 19 种氨基酸，其中，

Ala 含量最高，为 9.4%；Met 含量最低，为 0.9%；

不包含 Cys (图 6A)。溶血素 PLO 分子式为

C2588H4105N715O787S5，理论相对分子质量约为   
57 988.68，理论等电点(pI)为 9.49，不稳定性指

数为 26.86，说明该蛋白属于稳定性蛋白。经在

线软件 ProtScale 预测，PLO 亲水性平均系数为

−0.348，预测该蛋白为亲水性蛋白，其中，第

200 位 Lys 亲水性最强，分值为−2.867；第 267 位

的 Val 疏水性最强，分值为 2.533 (图 6B)。 
2.7.2  PLO 抗原决定簇预测 

经在线软件 Predicting Antirgenic Peptides
预测，PLO 共存在 20 个抗原决定簇(表 3)。 
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图 5  plo 基因核苷酸序列系统发育树(A)和位点差异分析(B) 
Figure 5  Phylogenetic tree (A) and site variation analysis (B) of plo gene nucleotide sequence. 
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图 6  PLO 的氨基酸组成(A)与亲水性(B) 
Figure 6  Animo acid composition (A) and hydrophilicity (B) of PLO.  
 
表 3  PLO 蛋白抗原决定簇预测 
Table 3  Antigenic determinants prediction of PLO 
protein 
No. Start 

position 
End 
position 

Sequence 

1 5 21 AFASLVASVVAAATVTM 
2 36 46 LTDGLSAPRAS 
3 65 85 SVDKYIRGLKYDPSGVLAVKG 
4 88 95 IENVPVTK 
5 101 107 GTYTVFK 
6 126 139 NNAHVYPGALVLAN 
7 148 166 TSIGIARAPQTVSVDLPGL 
8 168 175 DGKNKVVI 
9 201 208 YPDHAAKI 
10 221 242 LEAKLGLGFEKVSAKLNVDFDA 
11 248 266 RQVAIASFKQIYYTASVDT 
12 268 280 TSPHSVFGPNVTA 
13 293 310 PLGYISSVSYGRQIFVKL 
14 317 328 NDVQAAFSGLFK 
15 350 357 RATVYVVG 
16 362 368 GGVEVAT 
17 384 399 FSTKVPAVPVSYAVNF 
18 404 410 QLAAVRS 
19 432 439 GGGYVAKF 
20 508 520 NLPLVPHREIVLK 

2.7.3  PLO 二级结构与三级结构预测 
经在线软件 SOPMA 预测，PLO 共存在 4 种

二级结构，含 α-螺旋 134 个(25.09%)，β-转角

36 个(6.74%)、延伸链 124 个(23.22%)和无规则

卷曲 240 个(44.94%)，以无规则卷曲占比最高

(图 7)。经在线软件 Phyre2 预测，获得溶血素 PLO

蛋白三级结构(图 8A)；使用拉氏图(Ramachandran 

plot)对 PLO 蛋白三级结构预测结果进行分析，结

果显示，PLO 蛋白 91.3%的残基位于最合理结构

区域内，8.0%的残基位于额外允许区域内，0.5%
的残基位于最大可接受区域内，0.2%的残基为不

可靠区域，最合理结构区域超过 90%，预测结果

合理性高(图 8B)。经在线软件 SWISS-MODEL

比对，PLO 三级结构与链球菌溶血素O (streptolysin 

O, SLO) 和单核增生李斯特氏菌溶血素 O 

(listeriolysin O, LLO)等 CDCs 家族成员在大多

数结构区域上一致性较高(图 9A、9B)。 
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图 7  PLO 二级结构预测   线条由长到短分别代表 α-螺旋、延伸链、β-转角和无规则卷曲 
Figure 7  Protein secondary structure prediction of PLO. The lines in the graph from long to short represent 
α-helix, extended strand, β-turn and random coil, respectively. 
  

 
 

图 8  PLO 空间构象(A)和拉氏图(B) 
Figure 8  The conformation simulated maps of PLO (A) and Ramachandran plot (B). 

 

 
 

图 9  PLO、LLO 和 SLO 的结构评估(A)及一致性比对(B) 
Figure 9  PLO, LLO and SLO structure assessment (A) and consistency comparison (B). 
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3  讨论与结论 
化脓隐秘杆菌是一种重要的接触性病原

体，可在多种动物中引起各种化脓性感染，造

成畜牧业重大经济损失的同时还威胁人类健

康。本研究从云南宜良地区某林麝特种养殖场

发病林麝皮下脓肿液和某种鸭场发病鸭跗关节

脓肿液各分离到 1 株化脓隐秘杆菌，分别命名

为 FTP-1 和 DTP-1。林麝作为国家一级保护动

物[10-11]，雄性林麝香囊的分泌物麝香是传统名

贵中药材和高级动物香料，具有广泛的临床应

用和多种药理作用，经济价值极高，发展林麝

人工驯养是解决林麝濒危及麝香可持续生产的

有效方式[12]，而化脓性疾病是我国圈养林麝中

发病率最高和危害最严重的群发性疾病之一，

条件致病菌化脓隐秘杆菌就是可导致麝化脓性

疾病的其中一种重要病原菌[[13-14]。目前家禽感

染化脓隐秘杆菌报道还较少，本研究从同一地

区鸭跗关节脓肿液分离到了化脓隐秘杆菌，推

测有该病原体的地区禽类感染率可能增高。 
药物敏感性检测发现，林麝源化脓隐秘杆

菌与鸭源相比，其对林可胺类抗生素具有较强

耐药性，推测这与二者养殖方式不同以及不同

养殖方式下用药习惯不同有关，林麝圈地散养

的养殖环境较鸭集约化大规模养殖复杂，环境

中致病菌复杂多样、用药杂乱，加大了致病菌

之间耐药基因转移整合的机会。本研究中分离

的 2 株化脓隐秘杆菌耐药性较其他地区分离株

高，如李俊锋等[15]在重庆地区分离的梅花鹿源

化脓隐秘杆菌仅对氨苄西林和青霉素等 4 种抗

生素耐药；谭佳等[16]在江西地区分离的猪源化

脓隐秘杆菌仅对克林霉素和林可霉素 2 种抗生

素耐药。不同地区不同宿主来源耐药性存在差

异，本地区应注意调整用药，严防强耐药致病

菌株的出现。Dong 等[17]对分离于吉林的 27 株

猪源化脓隐秘杆菌进行耐药性分析发现，大多

数病原菌对氨基糖苷类抗生素耐药，且发现主

要原因为这些耐药菌株均携带有Ⅰ类整合子中的

部分耐药基因，但本次分离到的 2 株化脓隐秘杆

菌对氨基糖苷类抗生素的耐药表现均不明显，或

许与 2 株病原菌尚未含有该类整合系统有关。 
毒力基因检测发现，2 株化脓隐秘杆菌均

携带 plo、nanH、nanP 基因，cbpA 基因未检出，

Ashrafi Tamai 等 [18]和董文龙等 [19]的研究中，

cbpA 基因的阳性率同样低于 plo、nanH、nanP
基因，可能为化脓隐秘杆菌感染过程非必需毒力

基因。Fujimoto 等[6]对 100 株来源于牛和 67 株来

源于猪的化脓隐秘杆菌研究发现，fimA 和 fimE
阳性率较高，均达 82.0%以上，而 fimG 阳性率

相对较低(不超过 42.0%)，但 fimC 阳性率却存

在明显差异，牛源阳性率高达 80.0%，而猪源

仅为 22.4%。本研究中 2 株不同来源的化脓隐

秘杆菌鞭毛基因阳性率也存在类似情况，2 株

菌均检出 fimA 和 fimE，均未检出 fimG，而 fimC
仅在鸭源化脓隐秘杆菌中检出，2 个不同宿主病

原菌之间致病基因的阳性率存在一定差异。 
溶血素 PLO 作为化脓隐秘杆菌的主要毒力

因子之一，具有溶细胞活性，可导致红细胞、

巨噬细胞等多种真核细胞形成孔隙。Qi 等 [20]

和 Preta 等[21]的研究表明，化脓隐秘杆菌溶血素

PLO 可通过与其他生物分子结合来介导细胞自

噬，致使化脓隐秘杆菌感染宿主细胞时发生细

胞溶解，在化脓隐秘杆菌毒力作用中具有重要

影响作用。然而林昶等[22]研究发现，同宿主来

源化脓隐秘杆菌 plo 基因之间核苷酸变异较小，

不同宿主来源之间变异较大，plo 基因具有一定

的宿主独特性。本研究分离的 2 株化脓隐秘杆

菌，其 plo 基因核苷酸与其他来源参考株相比，

同样存在各自的独特性变异，其中某些位点可

能就是其宿主独特性变异位点，但二者间亲缘
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关系相较其他宿主而言较近，且氨基酸变异相

同。准确预测蛋白结构，立足蛋白结构生物学信

息可有利于研究特异功能基因遗传本质与调控

机理，如药物和抗体设计开发、研究蛋白间相互

作用以及蛋白与其他生物分子间相互作用[23-24]。

有研究表明，CDCs 家族成员之间具有 40%−70%
的序列相似性，所有成员也都具有相似的三级

结构和保守的基本作用机制，本研究预测的化

脓隐秘杆菌溶血素 PLO 结构与其他研究所预测

的链球菌溶血素 SLO 和单核增生李斯特氏菌溶

血素 LLO 等 CDCs 家族成员具有较为相似的蛋

白空间构象[25-26]，可有效指导后续该蛋白的结

构与功能间关系等相关研究。  
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