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  摘 要:目的 了解贵州省2010-2020年猪链球菌的脉冲场凝胶电泳(PFGE)带型分布和分子流行病学

特征。方法 采用PCR实验技术和脉冲场凝胶电泳(PFGE)对14株猪链球菌(猪源4株,人源10株)进行毒力

基因检测和PFGE分子分型分析。结果 所有菌株毒力基因sly和epf基因检出率为100.0%,而在10株猪链

球菌中未检出mrp基因。PFGE结果显示,14株菌经SmaⅠ酶酶切后产生9~10条DNA条带,聚类分析显示

14株猪链球菌呈现出9种PFGE带型,菌株间的相似度在74.5%~100.0%;2013年与2016年的菌株PFGE
带型相同,其他各年的菌株PFGE带型均不相同;丹寨县一株菌株与兴义市菌株PFGE带型相同,其余各地区

PFGE带型均各不相同。结论 贵州省猪链球菌优势毒力基因型为 mrp-sly+epf+。贵州省猪链球菌基因

组DNA呈多样性,暂未发现PFGE带型分布与菌株分离的时间、地域和致病血清型有明显相关性。
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Abstract:Objective To

 

explore
 

the
 

pulse
 

field
 

gel
 

electrophoresis
 

(PFGE)
 

band
 

distribution
 

and
 

molecu-
lar

 

epidemiological
 

characteristics
 

of
 

Streptococcus
 

suis
 

in
 

Guizhou
 

Province
 

from
 

2010
 

to
 

2020.Methods Pol-
ymerase

 

chain
 

reaction
 

(PCR)
 

and
 

pulsed-field
 

gel
 

electrophoresis
 

(PFGE)
 

were
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

virulence
 

genes
 

and
 

molecular
 

typing
 

of
 

14
 

strains
 

of
 

Streptococcus
 

suis
 

(4
 

strains
 

from
 

swine
 

and
 

10
 

strains
 

from
 

hu-
man).Results The

 

detection
 

rates
 

of
 

virulence
 

genes
 

sly
 

and
 

epf
 

for
 

all
 

strains
 

were
 

100.0%,while
 

the
 

mrp
 

gene
 

was
 

not
 

detected
 

in
 

10
 

strains
 

of
 

Streptococcus
 

suis.The
 

PFGE
 

results
 

showed
 

that
 

14
 

strains
 

were
 

cut
 

into
 

9-10
 

DNA
 

bands
 

after
 

SmaⅠ
 

enzyme
 

digestion.Cluster
 

analysis
 

revealed
 

that
 

the
 

14
 

strains
 

of
 

Strepto-
coccus

 

suis
 

presented
 

9
 

types
 

of
 

PFGE
 

band
 

patterns,with
 

the
 

similarity
 

among
 

the
 

strains
 

ranging
 

from
 

74.5%
 

to
 

100.0%.The
 

PFGE
 

band
 

patterns
 

of
 

the
 

strains
 

in
 

2013
 

were
 

the
 

same
 

as
 

those
 

in
 

2016,while
 

those
 

in
 

other
 

years
 

were
 

different.One
 

strain
 

from
 

Danzai
 

County
 

had
 

the
 

same
 

PFGE
 

band
 

pattern
 

as
 

the
 

strain
 

from
 

Xingyi
 

City,while
 

the
 

PFGE
 

band
 

patterns
 

of
 

the
 

strains
 

from
 

other
 

regions
 

were
 

all
 

different.Conclu-
sion The

 

dominant
 

virulence
 

genotype
 

of
 

Streptococcus
 

suis
 

in
 

Guizhou
 

Province
 

is
 

mrp-sly+epf+.The
 

genomic
 

DNA
 

of
 

Streptococcus
 

suis
 

in
 

Guizhou
 

Province
 

shows
 

diversity,and
 

no
 

significant
 

correlation
 

has
 

been
 

found
 

between
 

the
 

distribution
 

of
 

PFGE
 

band
 

patterns
 

and
 

the
 

time,region
 

and
 

pathogenic
 

serotype
 

of
 

the
 

isolates.
Key

 

words:Streptococcus
 

suis; pulse
 

field
 

gel
 

electrophoresis; virulence
 

genes; molecular
 

typing

  自1968年丹麦首次出现人感染猪链球菌病的病

例以来,世界上陆续出现人感染猪链球菌病的相关报

道[1-2]。既往研究显示,2005年中国江苏、四川暴发了

大规模的人感染猪链球菌的病例[3]。近几年虽然国

内未出现大规模疫情,但在海南、河北、山东等曾经未

出现人感染猪链球菌病的地区也都陆续出现了病例

报道[4-6],贵州省也陆续有猪链球菌感染人的相关报

道[7-9]。猪链球菌是一种重要的人畜共患病病原,按
照荚膜多糖的差异,猪链球菌被分为35个血清型

(1~34型、1/2型)[10-12]。目前能感染人致病的血清

型主 要 包 括 1/2、1、2、7、9 和 14 型 总 共 6 种 类

型[13-14],其中以2型猪链球菌的致病力最强而且最为
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常见[15-16]。目前猪链球菌的分子分型方法主要包括

多位点序列分型、随机扩增多态性DNA、脉冲场凝胶

电泳等[17-19]。近年来,贵州省人感染猪链球菌病呈现

散发趋势。本研究通过分析2010-2020年贵州省猪

链球菌菌株脉冲场凝胶电泳(PFGE)型别,对菌株间

的遗传关系及基因多样性情况进行初步了解,以期为

贵州省猪链球菌的基因型别和分子流行病学特征的

揭示及贵州省人感染猪链球菌病防控策略的制订、疫
情预警等提供一定的科学依据。
1 材料与方法

1.1 菌株来源 14株猪链球菌是2010-2020年分

离自贵州省不同地区的猪链球菌病临床患者和病猪

(其中有10株菌株来源于9例临床患者,另有4株菌

株来源于2头猪链球菌感染的猪)。参考菌株沙门菌

H9812标准菌株由中国疾病预防控制中心赠送。
1.2 仪器与试剂 仪器:荧光PCR仪(美国Applied

 

Biosystems公司);脉冲场凝胶电泳系统(美国Bio-
Rad公司);全自动凝胶成像系统(美国Bio-Rad公

司);二氧化碳培养箱(美国赛默飞公司);恒温振荡培

养箱(成都兰博易公司);恒温培养箱(德国Binder公

司);浊度计(美华医疗科技有限公司)。试剂:猪链球

菌(通用型、2型)双重核酸检测预分装试剂盒(深圳生

科原公 司);Sma
 

Ⅰ酶(TaKaRa公 司);Xba
 

Ⅰ酶

(TaKaRa公司);血琼脂平板(郑州贝瑞特公司);溶菌

酶、蛋白酶K、1
 

mol/L
 

Tris-HCL、0.5
 

mol/L乙二胺

四乙酸(EDTA)、十二烷基肌氨酸钠(Sarcosyl)、十二

烷基硫酸钠(SDS)、0.5×TBE溶液(北京索莱宝科技

有限公司);Seakem
 

Gold
 

Agorose(Lonza公司);Gel-
red染料(美国BIOTIUM公司)。
1.3 方法

1.3.1 猪链球菌复核 (1)菌株培养:首先进行菌株

的复苏,取菌种保存管内的菌株划线接种于血平板培

养基上,置于(36±1)℃、5%
 

CO2 培养箱中培养过

夜;培养16~18
 

h后,挑取平板上单菌落划线再次接

种于血平板培养基上,置于(36±1)℃
 

5%
 

CO2 培养

箱培养过夜,备用。(2)核酸提取及PCR复核鉴定:
挑取血平板培养基上的纯培养菌落于0.2

 

mL无菌纯

水中制成菌悬液,100
 

℃加热10
 

min,10
 

000
 

r/min离

心10
 

min,取上清液备用;采用猪链球菌(通用型、2
型)双重核酸检测预分装试剂盒(荧光PCR法)进行

猪链球菌的复核鉴定。
1.3.2 猪链球菌猪链球菌毒力基因检测实验 mrp、
sly、epf毒力基因引物序列参考国家致病菌识别网技

术规范(2024版)设计合成,引物序列见表1。引物均

由北京天一辉远生物科技有限公司合成。总反应体

系25
 

μL:上、下游引物各1
 

μL、模板1
 

μL、Taq
 

Mix
 

12.5
 

μL、去离子水9.5
 

μL。mrp基因扩增参数:
94

 

℃预变性5
 

min,94
 

℃
 

30
 

s,56
 

℃
 

30
 

s,72
 

℃
 

30
 

s,
共30个循环,最后72

 

℃延伸5
 

min。sly基因扩增参

数:94
 

℃预变性5
 

min,94
 

℃
 

60
 

s,51
 

℃
 

60
 

s,72
 

℃
 

90
 

s,共30个循环;最后72℃延伸5min。epf基因扩

增参数:94
 

℃预变性5
 

min,94
 

℃
 

30
 

s,56
 

℃
 

30
 

s,
72

 

℃
 

30
 

s,共30个循环;最后72
 

℃延伸5
 

min。取

5
 

μL扩增产物进行1.5%琼脂糖凝胶电泳,以DNA
标记物(DNA

 

marker)DL
 

2000为对照,电泳后采用

凝胶成像系统获取凝胶电泳图,根据扩增出的条带大

小判别扩增毒力基因结果。
表1  猪链球菌毒力基因引物

引物 序列(5'-3')
目的片段

长度(bp)

mrp-F GGTATACCTTGCTGGTACCGTTC 532

mrp-R AGTCTCTACAGCTGTAGCTGG

epf-F ACAAAGGCGTAGGTTCAATC 269

epf-R CGGCATCAAGAATGTCTTTG

sly-F AGTTCGCACTTGATTTTAAG 1
 

500

sly-R AATACATTGCCAGATTACTC

1.3.3 猪链球菌PFGE分子分型 猪链球菌PFGE
操作参考国家致病菌识别网技术规范(2024版)《常见

病原细菌脉冲场凝胶电泳一般操作规程》中的相关参

数条件。(1)菌悬液制备与细菌裂解:将适量的猪链

球菌新鲜培养物均 匀 悬 浮 于 Falcon
 

2054试 管 的

2
 

mL细胞悬液(CSB)中,利用比浊仪调整样本吸光

度值至6.1~6.3,标准菌株 H9812的吸光度值调至

4.0~4.5。每个样本分别取300
 

μL的细胞悬浊液置

于1.5
 

mL微量离心管中,分别再加入溶菌酶(质量浓

度为200
 

mg/mL)5
 

μL,置37
 

℃培养箱孵育10~
15

 

min;取400μL标准菌株H9812细胞悬浊液于1.5
 

mL微量离心管中(不加入溶菌酶)。每个微量离心管

(包括样本菌株和标准菌株)中加入20
 

μL蛋白酶 K
(质量浓度为20

 

mg/mL)充分混匀,加入与细胞悬浊

液等量的57
 

℃
 

1%
 

SeaKem
 

Gold,轻吹混匀并迅速

加入相应模具中,过程中尽量避免产生气泡,于常温

下凝固10~15
 

min。
1.3.4 蛋白酶K消化与清洗胶块 已凝固的小胶块

置于已加入5
 

mL细胞裂解液(CLB)与25
 

μL蛋白酶

K(质量浓度为20
 

mg/mL)混合液的50
 

mL螺帽管,
置54

 

℃的水浴摇床中孵育2
 

h。弃混合液,加入

10~15
 

mL提前预热至50
 

℃的灭菌纯水,置于50
 

℃
水浴摇床中10~15

 

min,重复此操作1次。弃灭菌纯

水,加入10~15
 

mL提前预热至50
 

℃的TE,置于50
 

℃水浴摇床中10~15
 

min,再重复此操作3次。在蛋

白酶K消化与清洗过程中,将水浴摇床转速设置为

150~170
 

r/min。
1.3.5 酶切 将2

 

mm宽的胶块放入已加入200
 

μL
缓冲液的1.5

 

mL微量离心管中,置于37
 

℃培养箱中

孵育5~10
 

min。轻轻吸出相应的酶切缓冲液,于离

心管中分别加入200
 

μL含有相应内切酶(样本为

·576·国际检验医学杂志2026年3月第47卷第6期 Int
 

J
 

Lab
 

Med,March
 

2026,Vol.47,No.6



Sma
 

Ⅰ酶,标准菌株 H9812为Xba
 

Ⅰ酶)的酶切液,
于37

 

℃培养箱中孵育2
 

h以上,但不超过3.5
 

h。
1.3.6 加样、电泳与凝胶成像 酶切后缓缓吸出缓

冲液,加入200
 

μL
 

0.5×TBE,平衡5
 

min后取出小

胶块放置于梳齿上,倒入57
 

℃平衡30
 

min以上的

100
 

mL
 

1%
 

SeaKem
 

Gold进行封置,常温下凝固30
 

min以上。将胶块放入电泳系统的电泳槽中,设置相

应的电泳参数进行电泳。电泳参数为:电压梯度6
 

V/
cm,电场夹角120°,电泳缓冲液0.5×TBE,冷凝机温

度为14
 

℃,泵70(缓冲液的流速约为1
 

L
 

/min),片段

大小30~700
 

kb,脉冲参数为2.2~54.2
 

s,电泳时间

17
 

h。电泳结束,使用400
 

mL
 

Gelred溶液染色20~
30

 

min,500
 

mL的去离子水脱色30
 

min以上。最后,
使用Gel

 

Doc
 

2000拍摄图像。
1.3.7 电泳图谱分析 应用分子生物学软件BioNu-
merics

 

8.0软件进行聚类分析。
2 结  果

2.1 猪链球菌荧光PCR鉴定结果 猪链球菌(通用

型、2型)双重核酸检测预分装试剂盒进行提取,检测

结果为14株菌株均是猪链球菌,其中有12株为2型

猪链球菌,2株为非2型猪链球菌。
2.2 毒力基因检测结果 14株菌株分为2个毒力基

因型,其中以mrp-sly+epf+(10株)为主要的毒力基

因型,其次是mrp+sly+epf+(4株)的毒力基因型。

2.3 猪链球菌 PFGE结果 14株猪链球菌使用

SmaⅠ酶酶切并进行脉冲场凝胶电泳后,其DNA片

段均得到了较好的分离,可见9~10条大小不一的

DNA条带,PFGE部分电泳图谱见图1。利用BioN-
umerics8.0

 

软件进行聚类分析发现,各菌株间条带的

相似度在74.5%~100.0%。根据聚类分析结果,按
不同菌株的相似性系数进行分型,相似性系数100%
归为一类型,14株猪链球菌总共分为9个型,见图2。
如果按74.5%的相似性系数进行分类,14株菌株的

PFGE带型被分为2个群。

图1  部分猪链球菌PFGE图谱

图2  贵州省2010-2020年14株猪链球菌聚类图

2.4 PFGE带型的时间及地域分布 根据聚类图提

示,除2013年与2016年的菌株呈现出同一PFGE带

型,其余年份的菌株 PFGE带型均不相同。2010、
2015年均呈现1种PFGE带型,2017、2018、2020年

各呈现2种PFGE带型。14株菌株来源于贵州省9
个县市,其中安龙县4株,凯里市2株,丹寨县2株,
石阡县、兴义市、册亨县、罗甸县、榕江县、安顺市各1
株。安龙县的4株菌株为同1个PFGE带型,凯里市

的2株菌株为同1个PFGE带型;丹寨县的2株菌株

呈现2个不同的PFGE带型,其中一株与兴义市菌株

的PFGE带型相同;剩余5个县市菌株各自具有独特

PFGE带型。
2.5 猪链球菌2型菌株与非2型菌株的PFGE带型

差异 ZL05与ZL12两株菌株为非2型猪链球菌,
ZL05菌株为丹寨县人感染猪链球菌病例分离所得,
与兴义市2型猪链球菌菌株系同一 PFGE 带型。
ZL12菌株为册亨县人感染猪链球菌病例分离所得,
独立呈现为一种PFGE带型,但与凯里市两株2型猪
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链球菌菌株聚类较近,相似度为88.9%。
2.6 猪源分离株和人源分离株的亲缘关系 猪源分

离株(ZL06、ZL07、ZL08)与人源分离株(ZL09)的PF-
GE带型相同,猪源分离株(ZL06、ZL07、ZL08)与人

源分离株(ZL14)的PFGE带型相似性达90.0%,同
时猪源分离株(ZL01)与人源分离株(ZL03、ZL04、
ZL12)的PFGE带型相似性达80.7%。
3 讨  论

  根据本研究结果可知14株菌株中sly和epf基

因检出率为100%,而在10株猪链球菌中未检出 mrp
基因。贵州省猪链球菌存在 mrp-sly+epf+和

mrp+sly+epf+两种毒力基因型。结合病例信息可

知,mrp+sly+epf+毒力基因型的4株猪链球菌均来

源于临床病例样本,患者有较严重的脑膜炎、心内膜

炎等临床症状。
PFGE技术作为细菌分子分型的一种金标准,已

经被成功应用于包括猪链球菌在内的多种细菌的分

子流行病学分析[20-21]。PFGE技术是从DNA水平上

来阐明细菌间的差别及亲缘关系,从而可以帮助快速

找到传染源,为研制疫苗等提供有效信息,在人群健

康和减少经济损失方面有重要作用[22],对公共卫生事

业的发展具有十分重要的意义。本研究使用PFGE
分子分型分析方法将2010-2020年分离自贵州省不

同地区的猪链球菌病临床患者或猪的14株猪链球菌

进行分子分型分析,14株猪链球菌分为9个PFGE带

型。这说明PFGE方法对猪链球菌基因分型具有高

分辨力的特点,也揭示了贵州省猪链球菌基因组

DNA的多样性。从PFGE带型分布的时间上看,除
了2013年与2016年的菌株出现相同PFGE带型,其
他各年菌株的PFGE带型均不相同。分离自丹寨县

不同年份的2株菌呈现出不同PFGE带型,2株菌的

PFGE带型相似度为76.8%,提示贵州省猪链球菌随

时间推移,在流行传播过程中菌株存在着变异,这可

能是因环境压力改变,菌株为适应环境而选择产生变

异所导致。从PFGE带型分布地区上来看,兴义市1
株菌株与丹寨县1株菌株的PFGE带型相同,其余各

县市菌株各为1个PFGE带型。丹寨县ZL05与册亨

县ZL12两株菌为非2型猪链球菌但不是同一PFGE
带型。综上所述,贵州省猪链球菌分离株PFGE图谱

带型多,基因型别呈多样性,暂未发现PFGE带型分

布和聚类关系与菌株的分离时间、地域及致病血清型

有明显相关性。后续将对贵州省所有猪链球菌进行

全基因组测序,探寻猪链球菌间亲缘进化关系,阐明

贵州省猪链球菌毒力基因和分子流行病学特征,为今

后贵州省猪链球菌病原监测、疫情暴发预测预警、防
控策略措施制订提供科学参考依据。
10株人源分离株分离自9例患者临床标本,除凯

里市1例患者分离的ZL03、ZL04(分别分离自脑脊液

和血液)及2013、2016年2例患者分离的ZL02、ZL05

在聚类图上呈同一PFGE带型外,其余6例患者临床

标本分离菌株均为不同PFGE带型;聚类分析图显

示,猪源分离株(ZL06、ZL07、ZL08)与人源分离株

(ZL09)的PFGE带型相同,以上4株菌株为同一起疫

情分离所得,其中ZL06、ZL07、ZL08分别分离自同一

病猪的猪肉、猪肝、猪肺,ZL09则分离自患者血液。
结合猪链球菌病为人畜共患病的感染特点,推断出患

者感染可能来源于病猪,可能是通过破损皮肤、呼吸

道、消化道等途径感染。本研究结果提示,预防猪链

球菌感染人致病,应该做好健康宣教工作,重视与牲

畜接触过程中的防护工作及接触后的消毒工作,做好

肉类检疫工作等。
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哮喘合并肺炎支原体感染患儿T淋巴细胞亚群及Th17/Treg
与肺功能关系研究*
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3.成都艾迪康医学检测实验室有限公司临床检测实验室,四川成都

 

610000

  摘 要:目的 分析哮喘合并肺炎支原体(MP)感染患儿血清T淋巴细胞亚群及辅助性T(Th)细胞17/调

节性T(Treg)细胞与其肺功能的关系。方法 选取内江市中医医院2022年1月至2024年12月收治的哮喘患

儿122例,根据其入院检测结果是否合并 MP分为感染组(72例)、未感染组(50例)。匹配同期于该院实施健

康检查的60例健康儿童为对照组。比较3组儿童T淋巴细胞亚群(CD4+、CD8+、CD4+/CD8+)、Th17、Treg
及Th17/Treg、肺功能指标[第1秒用力呼气容积(FEV1)、用力肺活量(FVC)、潮气量(Vt)、潮气呼气峰流速

(PTEF)]。采用Pearson相关性分析感染组患儿T淋巴细胞亚群及Th17/Treg与肺功能联系,受试者工作特

征(ROC)曲线分析T淋巴细胞亚群及Th17/Treg诊断哮喘合并 MP感染的价值。结果 与未感染组及对照

组相比,感染组CD4+ 降低、CD8+ 升高、CD4+/CD8+ 降低,Th17细胞比例升高,Treg细胞比例降低,Th17/
Treg升高,差异均有统计学意义(P<0.05)。与未感染组及对照组相比,感染组FEV1、FVC、Vt及PTEF更低

(P<0.05)。CD4+、CD4+/CD8+、Treg细胞与肺功能指标(FEV1、FVC、Vt、PTEF)均呈正相关(P<0.05),

CD8+、Th17细胞、Th17/Treg与肺功能指标均呈负相关(P<0.05)。CD4+、CD8+、CD4+/CD8+、Th17/Treg
诊断哮喘合并 MP感染曲线下面积分别为0.938、0.818、0.940、0.869,均有一定临床参考价值。结论 哮喘合

并 MP感染患儿存在T淋巴细胞亚群失衡,特别是CD4+降低、CD8+升高及Th17/Treg细胞比例失衡,上述指

标与患儿肺功能下降密切相关,对诊断哮喘合并 MP感染具有一定的临床价值。
关键词:哮喘; 肺炎支原体感染; T淋巴细胞亚群; Th17/Treg; 肺功能
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Abstract:Objective To

 

analyze
 

the
 

relationship
 

between
 

serum
 

T
 

lymphocyte
 

subsets,helper
 

T
  

cells
 

(Th)
 

17/regulatory
 

T
 

cells
 

(Treg),and
 

lung
 

function
 

in
 

children
 

with
 

asthma
 

complicated
 

with
 

Mycoplasma
 

pneumoniae
 

(MP)
 

infection.Methods A
 

total
 

of
 

122
 

children
 

with
 

asthma
 

who
 

were
 

admitted
 

to
 

Neijiang
 

Hospital
 

of
 

Traditional
 

Chinese
 

Medicine
 

from
 

January
 

2022
 

to
 

December
 

2024
 

were
 

selected.They
 

were
 

di-
vided

 

into
 

the
 

infection
 

group
 

(72
 

cases)
 

and
 

the
 

non-infection
 

group
 

(50
 

cases)
 

based
 

on
 

whether
 

they
 

had
 

MP
 

co-infection
 

as
 

detected
 

upon
 

admission.Another
 

60
 

healthy
 

children
 

who
 

underwent
 

health
 

examinations
 

at
 

the
 

same
 

hospital
 

during
 

the
 

same
 

period
 

were
 

matched
 

as
 

the
 

control
 

group.The
 

T
 

lymphocyte
 

subsets
 

(CD4+,CD8+,CD4+/CD8+),Th17,Treg,and
 

Th17/Treg
 

ratios,as
 

well
 

as
 

lung
 

function
 

indicators
 

[forced
 

expiratory
 

volume
 

in
 

the
 

first
 

second
 

(FEV1),forced
 

vital
 

capacity
 

(FVC),tidal
 

volume
 

(Vt),and
 

peak
 

tidal
 

expiratory
 

flow
 

(PTEF)]
 

were
 

compared
 

among
 

the
 

three
 

groups.Pearson
 

correlation
 

analysis
 

was
 

used
 

to
 

in-
vestigate

 

the
 

relationship
 

between
 

T
 

lymphocyte
 

subsets
 

and
 

Th17/Treg
 

with
 

lung
 

function
 

in
 

the
 

infected
 

group.Receiver
 

operating
 

characteristic
 

(ROC)
 

curve
 

analysis
 

was
 

conducted
 

to
 

assess
 

the
 

diagnostic
 

value
 

of
 

T
 

lymphocyte
 

subsets
 

and
 

Th17/Treg
 

for
 

asthma
 

complicated
 

with
 

MP
 

infection.Results Compared
 

with
 

un-
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