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摘　要:目的　对来自人感染猪链球菌患者血培养的分离株进行病原学分离鉴定,了解该菌株分子生物学特征,提供分

子流行病原学依据.方法　通过常规分离培养、生化鉴定、质谱检测分析、病原诊断基因及相关毒力基因检测和多位点序列

分型技术(multilocussequencetyping,MLST)分析.结果　菌株为猪链球菌血清型５型,毒力基因携带模式为 mrp＋/ef－/

sly＋/gdh＋/gapdh＋/fbps－/orf２－ ,MLST分型为ST３７３,该分离株对氯霉素和四环素耐药.结论　猪链球菌血清型５型

也可以引起人感染,可通过相关的分离培养鉴定以及相关的病原学基因进行快速诊断和流行病学研究.
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Abstract:ThisstudyaimedtoisolateandidentifythepathogenfromthebloodcultureofapersoninfectedwithStreptoＧ
coccussuis５,tounderstandthemolecularbiologicalcharacteristicsofthestrain,andtoprovideabasisformolecularepidemiＧ
ology．Weperformedroutineisolationandculture,biochemicalidentification,massspectrometryanalysis,detectionofpathoＧ

gendiagnosticgenesandvirulenceＧrelatedgenes,andmultilocussequencetypinganalysis．ThestrainwasfoundtobeStreptoＧ
coccussuisserotype５,thevirulencegenecarryingpatternwasmrp＋/ef－/sly＋/gdh＋/gapdh＋/fbps－/orf２－,theMLST
typewasST３７３,andthestrainwasresistanttochloramphenicolandtetracycline．Thus,Streptococcussuisserotype５can
causehumaninfectionandcanberapidlydiagnosedthroughisolation,culture,andidentificationofrelatedpathogenicgenes．
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　　猪链球菌最早见于荷兰 (１９５１)和英国(１９５４)
报道,是一种能引起猪脑膜炎、关节炎、心内 膜炎、
败血症和肺炎的病原菌,并可以引起人的感染,是一

种呈世界广泛分布的人兽共患病[１].猪链球菌根据

荚膜多糖抗原的不同共分为３３个血清型.在猪和

人体以猪链球菌血清型２型最常被分离到且是致病

力最强,不同的血清型也不断的被发现可以引起人

的感染,如血清１/２、７、９、１４,３１等也能引起人猪

６４３



链球菌感染[２].本文通过实验室诊断对１例猪链球

菌５型的病例进行诊断及分子分型分析,阐述如下.

１　材料与方法

１．１　菌株来源　菌株分离来自福建三明邓某某血

液培养分离菌株.

１．２　主要试剂和仪器　血平板、VITEK２全自动微

生物分析系统、GP卡、革兰染色液购自广东环凯公

司,αＧ氰基Ｇ４Ｇ羟基肉桂酸基质(HCCA)购自德国

Bruker公司,甲酸、乙腈和三氟乙酸购自美国SigＧ
ma公司.分子生物学试剂购自 TaKaRa宝生物工

程有限公司,引物序列及测序均由铂尚生物技术有

限公司完成,MALDIＧTOF MSＧMicroflexTM LT
型(德国Bruker公司).

１．３　方法　通过血培养分离可疑菌株,并对分离菌

株进行涂片革兰染色镜检及常规的生化鉴定以及常

规PCR鉴定猪链球菌属基因(１６SrRNA)、猪链球

菌３３(１~３１型,３３型,１/２型)种血清型基因鉴定;
猪链球菌毒力相关的谷氨酸脱氢酶(gdh)、溶菌酶

释放蛋白(mrp)、胞外因子(ef)、溶血素(sly)、甘油

醛Ｇ３Ｇ磷酸脱氢酶 (gapdh)、纤连蛋白/血纤蛋白原

结合蛋白(fbps)及毒力相关序列(orf２)等基因、质
谱鉴 定 等 等.MLST 分 型 用 PCR 扩 增 aroA、

cpn６０、dpr、gki、mutS、recA、thrA,PCR 产 物 用

１％的琼脂糖凝胶电泳后测序.序列经提交 MLST
网站(http://pubmlst．org/ssuis/),确定序列分型

(SequenceType,ST)型别,各基因引物序列见表１、
表２,参考文献[３Ｇ５].

表１　猪链球菌基因检测引物

Tab．１　PrimersforgenedetectionofStreptococcussuis

Gene Sequences(５′—３′) Tm/℃ bp Gene Sequences(５′—３′) Tm/℃ bp

１６SrRNAＧF CAGTATTTACCGCATGGTAGATAT ６０ ３２８ cps２０ＧF TAATCGTTGCCTTTGAGCAT ５１ ９３８

１６SrRNAＧR GTAAGATACCGTCAAGTGAGAA cps２０ＧR CGCTATATAAGGAAACCTCGG

cpsＧ１JＧF GGCGGTCTAGCAGATGCTCG ５５ ４４２ cps２１ＧF GGTGGCAAGGAGAGCAAAGT ５７ ３２５

cpsＧlJＧR GCGAACTGTTAGCAATGAC cps２１ＧR ACATGGTAAGCCATTGCTGGA

cpsJl/２ＧF GATTTGTCGGGAGGGTTACTTG ６１ ４５０ cps２２ＧF AGGATCGGTAAGTTTAGGTACA ５３ １５８

cpsJl/２ＧR TAAATAATATGCCACTGTAGCGTCTC cps２２ＧR ATGCAGTAAAACACGAAAACAA

cps３ＧF TGGGAGAAGGCAGAAAGTACGAGA ６３ １２７３ cps２３ＧF TGCTCAACAAACGCAGCAAA ５３ ４５４

cps３ＧR ACCCCCAGAAGAGCCGAAGGA cps２３ＧR TGACTGGTACATCTGCAGCC

cps４ＧF ACTTGGAGTTGTCGGAGTAGTGCT ６１ ７８３ cps２４ＧF ACCCGGAAAAACCAGGAGTT ５５ ５００

cps４ＧR ACCGCGATGGATAGGCCGAC cps２４ＧR ACCAATCAATGCCAAGCGAC

cps５ＧF TGATGGCGGAGTTTGGGTCGC ６３ １６６ cps２５ＧF GGAGGAGCTGCGGGCTCATA ６１ １２１１

cps５ＧR CGTAACAACCGCCCCAGCCG cps２５ＧR TGGCCACAACCTGGATGCGTT

cps６ＧF TACGGTCTCCCTTGCCTGTA ５７ ３２５ cps２６ＧF CAAAATTCCTGGATTAACGCTT ５５ ３１５

cps６ＧR AACTCAGCTAGTGCTCCACG cps２６ＧR CGATCTGAGGACTTATCAAGAA

cps７ＧF AGCTCTAACACGAAATAAGGC ５６ ２５１ cps２７ＧF CTACGCCAATCGAAGCCAGA ５７ ５０６

cps７ＧR GTCAAACACCCTGGATAGCCG cps２７ＧR CCAGTAAGAAGCCTGTCGCA

cps８ＧF ATGGGCGTTGGCGGGAGTTT ５９ ３２０ cps２８ＧF GGACTTCGGTACCTTAGCGT ５７ ８６５

cps８ＧR TTACGGCCCCCATCACGCTG cps２８ＧR CTCCAGCACATTCCCGTACC

cps９ＧF GGGCCACTCAATCAGAGC ５６ ５０７ cps２９ＧF GTGCGGGCGTTATTTTTGGT ５５ ４３５

cps９ＧR CATCCCATTTCCAACACG cps２９ＧR AGCCTTGCAACCCATTTCCT

cps１０ＧF TTACGAGGGGATTCTGGGGT ５７ １５３ cps３０ＧF CTTTAATTGCTTGCGCCCGT ５５ １７０

cps１０ＧR CGGGACAACAGATGGAACCT cps３０ＧR ATTCGGGCTACCCATTGCAG

cpsl１ＧF TACAGTGCTTGCAGCCCTAC ５５ ８９６ cps３１ＧF GGAGTGCTCTATGCCACCTT ５７ ５５０

cpsl１ＧR CGACTTGTCGTGCCCTGAT cps３１ＧR GCATTGCCCCTACAGCAAAC

cps１２ＧF TGTGGCGATAGGACAACAGG ５５ ２０９ cps３３ＧF GAGTTGCGACCTATTATTCTCA ５５ ７３１

cps１２ＧR ACCAAGAAGTTTCCGCCTGA cps３３ＧR GAATTGAACAACGACTGCAATA
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表１(续)

Gene Sequences(５′—３′) Tm/℃ bp Gene Sequences(５′—３′) Tm/℃ bp

cpsl３ＧF CTGGTGCTGCAATTTCGCTT ５３ １１３５ efＧF GCTACGACGGCCTCAGAAATC ５６ ６２６

cps１３ＧR GCAGACTAGCTGCAGTTCCA efＧR TGGATCAACCACTGGTGTTAC

cps１４ＧF AATCATGGAATAAAGCGGAGTACAG ６５ ５５０ mrpＧF CAGATGTGGACCGTAGACC ５６ ３１６

cps１４ＧR ACAATTGATACGTCAAAATCCTCACC mrpＧR GGATAATCACCAGCAGGAA

cpsl５ＧF GCAAGAAAGCTTCCGGATGGA ５７ ２７４ slyＧF GCAGAAGGGACAACTGTAGAAG ５６ ４４３

cpsl５ＧR CAAGAGAGTGTGCAACCCCA slyＧR GGACTGCTATTATGGACTGTTGA

cpsl６ＧF TGGAGGAGCATCTACAGCTCGGAAT ６９ ２０２ gdhＧF GCAGCGTATTCTGTCAAACG ５６ ６８８

cpsl６ＧR TTTGTTTGCTGGAATCTCAGGCACC gdhＧR CCATGGACAGATAAAGATGG

cpsl７ＧF ACTTGGGTTGGAATGGCGAA ５５ ９０６ gapdhＧF CAGTCAAAGCCCGCAACC ５６ ５７１

cpsl７ＧR ACCACCGAAAGTCAGGTCAC gapdhＧR CCACCGAAGCCAAGAGGT

cpsl８ＧF CGGGGCAGTCTTACTCATGG ５５ ４３２ fbpsＧF CAAGGTTTGGGTCGGGATA ５６ ７２０

cpsl８ＧR ATGACAGCGAAACGGACAGA fbpsＧR CCCGTCTGTTGCCAAGTAA

cpsl９ＧF AGCAGGGTTGCGTATGGCGG ６１ １０２４ orf２ＧF CAAGTGTATGTGGATGGG ５６ ８５８

cpsl９ＧR ACAAGCACCAGCAAAGACCGCA orf２ＧR ATCCAGTTGACACGTGCA

表２　７个管家基因引物

Tab．２　Primersforsevenhousekeepinggenes

Gene Sequences(５′—３′) Tm/℃ bp

aroAＧF TTCCATGTGCTTGAGTCGCTA ５５ ４８２

aroAＧR ACGTGACCTACCTCCGTTGAC

cpn６０ＧF TTGAAAAACGTRACKGCAGGTGC ５２ ４６６

cpn６０ＧR ACGTTGAAIGTACCACGAATC

dprＧF CGTCTTTCAGCCCGCGTCCA ５０ ４３４

dprＧR GACCAAGTTCTGCCTGCAGC

gkiＧF GGAGCCTATAACCTCAACTGG ５５ ４８０

gkiＧR AAGAACGATGTAGGCAGGATT

mutSＧF CGCAGAGCAGATGGAAGATCC ４０ ５２６

mutSＧR CCCATAGCTGTTTTGGTTTCATC

recAＧF TATGATGAGTCAGGCCATG ５０ ３９８

recAＧR CGCTTAGCATTTTCAGAACC

thrAＧF GATTCAGAACGTCGCTTTGT ５２ ５２３

thrAＧR AAGTTTTCATAGAGGTCAGC

２　结　果

２．１　革兰染色结果 革兰阳性球菌

２．２　生化鉴定　VITEK２GP卡,８９％为猪链球菌１
型/８７％猪链球菌２型.

２．３　基质辅助激光解析电离飞行时间质谱 (MALＧ
DIＧTOFＧMS)鉴定结果:鉴定分值 (ScoreValue)为

２．０３(极好的鉴定为猪链球菌).质谱峰图见图１.

２．４　药敏实验结果　对氨苄西林、氨苄青霉素、环
丙沙星、左氧氟沙星、莫西沙星、利奈唑胺、万古霉

图１　质谱峰形图

Fig．１　Peakshapesofthemassspectrum

M:DL２０００;１．１６SrRNA;２．cps５;３．ef;４．mrp;５．sly;６．gdh;７．

gapdh;８．fbps;９．orf２

图２　猪链球菌的检测电泳图

Fig．２　ElectropherogramofStreptococcussuisdetection
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素、替加环素等抗生素体外药敏实验均为敏感;而对

氯霉素和四环素两种药物显示为耐药.

２．５　猪链球菌相关基因及毒力基因鉴定结果　菌

株猪链球菌相关基因鉴定结果:１６SrRNA(＋)cps５
(＋),并经与 NCBI上猪链球菌 Cps５序列比对与

strain:１１５３８序列１００％相似.提示该菌株为猪链

球菌血清型５型;毒力基因携带模式:ef(－)mrp
(＋)sly(＋)gdh(＋)gapdh(＋)fbps(－)orf２
(－).电泳结果见图２、３.

图３　Cps５序列比对结果

Fig．３　Cps５sequencealignmentresults

２．６　MLST 结果　aroAＧcpn６０ＧdprＧgkiＧmutSＧreＧ
cAＧthrA 基因等位基因谱为８Ｇ３０Ｇ５Ｇ４５Ｇ４４Ｇ２２Ｇ１０９,经
比对序列分型,型别为ST３７３.７个基因电泳结果

见图４.

M:DL２０００;１:aroA;２:cpn６０;３:dpr;４:gki;５:mutS;６:recA;

７:thrA

图４　MLST电泳图

Fig．４　ElectropherogramofMLST

３　讨　论

猪链球菌是一种可以从猪传染人的病原体,主
要通过皮肤伤口感染.虽然猪链球菌有３３个血清

型,但并不是所有的血清型都能引起人的感染,２型

是最常见的致病血清型,也是我国主要的流行菌株,
但其他血清型如１,１/２,７,９,３１等均有陆续的报道

人感染猪链球菌[６Ｇ８].对菌株的快速、准确鉴定以及

相关的分子诊断分析对于疫情处置和临床诊疗具有

重要的临床意义.
如何快速的对分离株的鉴定是实验室首要任

务,通过传统的细菌常规分离培养、生化鉴定该菌株

为阳性链球菌,VITEK２Ｇcompact分析系统是近年

来由梅里埃研发的可简便、快速鉴定猪链球菌的一

种方法.本文中分离到的菌株通过 VITEK２ＧGP
生化鉴定提示８９％为猪链球菌１型/８７％猪链球菌

２型,为进一步验证鉴定结果,经 MALDIＧTOFＧMS
质谱鉴定其鉴定分值为２．０３,极好的鉴定结果判定

为猪链球菌属.为进一步了解菌株所属的血清基因

型别,因血清凝集实验经常会出现血清交叉凝集现

象,故而本实验直接经常规PCR进行猪链球菌属基

因(１６SrRNA)及以聚合酶链反应(PCR)为基础的

荚膜分型糖(CPS)对猪链球菌的３３(１~３１型,３３
型,１/２型)种血清型基因分型结果为１６SrRNA 阳

性、CPS５阳性,判断为猪链球菌血清型５.
为了解福建省首次分离到的这一株猪链球菌５

型病例菌株的致病性,分析了ef、mrp、sly、gdh、

gapdh、fbps、orf２等毒力基因.由于不同的毒力

基因编码的蛋白具有不同的功能,mrp 基因是编码
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胞外因子的有助于细菌突破血脑屏障,而ef 是一

种粘附素,能黏附上皮细胞并诱导上皮细胞融合和

凋亡,MRP和EF是判断猪链球菌其毒力强弱的重

要毒力因子,本次分离到的菌株为mrp＋/ef－/,
表明该菌株为弱毒株;sly 基因编码的溶血素是具

有溶血活性且可破坏微血管内皮细胞和上皮细胞,
有利于细菌在组织中的侵袭扩散,同时谷氨酸脱氢

酶(GDH)是细菌能量代谢的一个重要分子,也是诊

断猪链球菌感染的一个重要诊断因子和具有免疫保

护抗原.甘油醛Ｇ３Ｇ磷酸脱氢酶 (GAPDH)是一种

糖酵分解反应酶,具有增强细胞骨架结构、促进细菌

与宿主细胞之间的信号转导作用[８Ｇ９],sly＋/gdh
＋/gapdh＋３个基因均为阳性表明菌株具有在感

染组织内侵袭并导致宿主的致病性.而fbps基因

表达的是纤连蛋白和血纤蛋白原的结合蛋白(fbＧ
ps),fbps参 与 细 菌 粘 附、定 植 和 感 染 的 重 要 基

础[１０],毒力相关序列orf２在强弱毒株之间的序列存

在差异,这两个基因均为阴性,这种差异可能与菌株

致病性有关[１１].不同菌株的毒力基因携带模式并

不一定相同,此次血培养分离株猪链球菌毒力基因

携带模式:mrp＋/ef－/sly＋/gdh＋/gapdh＋/

fbps－/orf２－,与实验室以往分离的猪链球菌２
型菌株具有一定的差异性,需要进一步的分析及今

后的动物实验以验证毒力基因跟致病性的相关性.
本研究同时还对猪链球菌的 ７ 个管家基因

(aroAＧcpn６０ＧdprＧgkiＧmutSＧrecAＧthrA)进行分析,
经提交网站(http://pubmlst．org/ssuis/)分析得出

该菌株的等位基因谱为８Ｇ３０Ｇ５Ｇ４５Ｇ４４Ｇ２２Ｇ１０９,序列

分型为ST３７３型别.人感染猪链球菌血清型５型

报道比较少,在泰国、瑞典、美国、日本曾有报道过,
但此次分离菌株的 MLST型别为ST３７３,与泰国分

离ST１８１和日本ST７５２型别不一样,非同一来源菌

株[１０Ｇ１２],且也不是我国分离株常见的 ST７型或者

ST１型,应该引起我们今后工作中的重视.同时为

了解该猪链球菌５型菌株的药物敏感情况,通过体

外药敏实验提示对氯霉素和四环素耐药,对氨苄西

林、氨苄青霉素、环丙沙星、左氧氟沙星、莫西沙星、
利奈唑胺、万古霉素、替加环素等药物为敏感,与文

献报道的其他猪链球菌耐药结果基本一致[１３Ｇ１６].
综上所述,福建省此次分离到的猪链球菌血清

型５型,也提示了５型也可以引起人体感染,应加以

重视.虽然生化鉴定及质谱分析均能鉴定到猪链球

菌属,但如需要进一步分析到血清型,可采取 PCR
方法对荚膜分型糖(CPS)进行血清型基因鉴定,并

可测定相关的毒力基因判断强弱毒株,同时由于

MLST方法可以快速实现互联网共享,可用于对猪

链球菌５型的分子流行病学分析.
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