
   

微生物学报  
Acta Microbiologica Sinica  
2022, 62(2): 579–589  
http://journals.im.ac.cn/actamicrocn  
DOI: 10.13343/j.cnki.wsxb.20210228  

Research Article 研究报告
 

                           

基金项目：国家自然科学基金(U1803108) 

Supported by the National Natural Science Foundation of China (U1803108) 
*Corresponding author. Tel: +86-991-8762704; E-mail: 2006au@163.com 
Received: 12 April 2021; Revised: 3 August 2021; Published online: 30 August 2021 

驴源兽疫链球菌的分离鉴定及多位点序列分型分析 

蒲小峰，陈晓萌，汪丽，张泽华，吕芬芬，王浩，张宝江，苏艳* 

新疆农业大学动物医学学院，新疆 乌鲁木齐 830052 

 

蒲小峰, 陈晓萌, 汪丽, 张泽华, 吕芬芬, 王浩, 张宝江, 苏艳. 驴源兽疫链球菌的分离鉴定及多位点序列分型分析. 微生

物学报, 2022, 62(2): 579–589. 

Pu Xiaofeng, Chen Xiaomeng, Wang Li, Zhang Zehua, Lv Fenfen, Wang Hao, Zhang Baojiang, Su Yan. The isolation and 
identification of Streptococcus equi ssp. zooepidemicus from donkey and its multilocus sequence typing. Acta Microbiologica 
Sinica, 2022, 62(2): 579–589. 

摘   要：【目的】本研究采集了新疆地区驴腺疫病料，从样品中分离鉴定可疑病原菌并对其进行

基因水平的分型与进化分析。【方法】对采集的新疆地区某驴场驴腺疫病驴颌下淋巴结拭子进行

细菌分离培养，对 2 个分离株(HT111、HT321)进行染色、培养、生化试验、药敏试验，对其 16S 

rRNA 及 SeM 基因进行测序和进化分析，并通过 PCR 扩增 7 个管家基因，利用多位点序列分型

(MLST)方法鉴定其分子分型。【结果】2 个分离株均属马链球菌兽疫亚种，其中 HT111 对测试的

13 种抗生素中的 3 种(青霉素、克拉霉素和四环素)耐药，HT321 对 8 种抗生素(阿莫西林、头孢呋

辛、头孢噻呋、青霉素、克拉霉素、克林霉素、土霉素和四环素)耐药。序列分型发现了一种新的

ST 型为 ST420 (HT321)，分离株 HT111 为 ST179 型。【结论】本研究在新疆地区首次分离了驴源

马链球菌兽疫亚种，并鉴定出一个新的 ST 型(ST420)，为驴腺疫的流行病学提供了参考数据。 

关键词：驴源；马链球菌兽疫亚种；16S rRNA 基因；SeM 基因；MLST；进化特征  
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The isolation and identification of Streptococcus equi ssp. 
zooepidemicus from donkey and its multilocus sequence typing 

PU Xiaofeng, CHEN Xiaomeng, WANG Li, ZHANG Zehua, LV Fenfen, WANG Hao, 
ZHANG Baojiang, SU Yan* 
College of Veterinary Medicine, Xinjiang Agricultural University, Urumqi 830052, Xinjiang Uygur Autonomous 
Region, China 

Abstract: [Objective] In this study donkey strangles samples were collected from Xinjiang donkey 

farm, suspicious pathogenic bacteria were isolated and identified. Then we performed genotyping and 

evolution analysis of these isolates. [Methods] First, bacteria isolation and culture were conducted 

using the samples collected from the abscess of submandibular lymph node in donkey farm in Xinjiang 

and two isolates (HT111, HT321) were identified. Then the morphological observation, physiological 

and biochemical analysis, drug sensitivity test, 16S rRNA sequencing and phylogenetic tree construction 

were performed. Besides, the seven housekeeping genes were amplified by PCR and the sequences of 

genes were analyzed through multiple locus sequence typing (MLST). [Results] Two isolates (HT111, 

HT321) were identified as S. equi ssp. zooepidemicus (S. zooepidemicus) from the samples. The HT111 

isolate was resistant to penicillin, charithromycin, and tetracycline and HT321 was resistant to eight 

drugs, amoxicillin, cefuroxime, ceftiofuroxime, penicillin, clarithromycin, clindamycin, oxytetracycline 

and tetracycline. MLST result showed that ST179 (HT111), ST420 (HT321) were found and ST420 

(HT321) was the first identified type. [Conclusion] Two donkey S. zooepidemicus strains were isolated 

and one novel genotype ST420 was identified, which could provide some data for the epidemic 

investigation and the prevention and control of donkey strangle in the future. 

Keywords: donkey derived; S. equi ssp. zooepidemicus; 16S rRNA genes; SeM gene; MLST; evolution 
characteristics 

马链球菌兽疫亚种(Streptococcus equi ssp. 

zooepidemicus，SeZ)属 C 群链球菌成员，可感

染马属动物及狗、猫、猪、奶牛、羊等多种动

物引起肺部脓肿[1–3]，通过外伤、手术等感染动

物引发败血症、脑膜炎、心内膜炎、关节炎等。

该菌宿主多样，呈全球分布[4–5]。除马链球菌马

亚种(Streptococcus equi subsp. equi，S. equi)外，

SeZ 也是引发马属动物腺疫的主要病原，近年

来有报道该菌可通过多种途径传染人[6]。 

高度保守的 16S rRNA 基因多用来鉴定菌

株，该基因的 9 个可变区通常被认为是最能体

现种间差异的基因片段，不同地区的分离菌株，

其可变区具有高度的遗传变异性[7]。目前为止，

已有研究通过 16S rRNA 对马链球菌兽疫亚种

种内变异进行分析[8]。以往研究证明猪源和马

源马链球菌兽疫亚种的类 M 蛋白位于菌体表

面，进化过程中在各种选择性压力作用下以一定

的频率不断发生变异[9]，尤其是在免疫选择性压

力的作用下，其保护性中和表位会发生明显的点

突变[10–12]。因此，SeM 的 N 端表现出多样性，

各地区分离出来的菌株 SeM 序列差异显著[13]，

这对追溯传染源和流行病学调查有重要意义。 

多位点序列分型(multilocus sequence typing，

MLST)是根据细菌基因组中 7 个管家基因在不

同菌株之间的多态性建立起的一种分型方法，该

方法可以在全球数据库中开展比对分析，已被用
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来研究细菌的传播及菌群演化[14]，目前我国学

者已用该分型法对猪链球菌做了分型研究[15–17]。 

关于驴源马链球菌兽疫亚种的分离及分子

分型的报道目前还未见到。本研究对新疆地区驴

腺疫病驴样本进行细菌分离，得到 2 株分离菌，

随后对其进行了生理生化及分子生物学特性分

析，并通过对分离株 16S rRNA 基因的 V1–V5

可变区比较分析，SeM 基因的变化特点分析及进

行 MLST 的分子分型，评估其种内的进化特征，

为驴腺疫的流行、传播和防控提供基础数据。 

1  材料与方法 

1.1  病料与菌株 
新疆地区某驴场患驴出现了体温升高、心

跳加快，同时还伴有流鼻涕，呼吸困难、下颌

脓肿破溃、个别病驴鼻孔流出脓性分泌物等疑

似腺疫的临床症状，2018 年及 2019 年该场陆

续从山东省、河南省引进驴种还有本地的驴种，

在养殖过程均有该病的发生，发病驴以幼驴及

体格弱小的驴比例较多。采集病驴颌下淋巴结

分泌物及鼻拭子取样。 

1.2  培养基及主要试剂 
DNA 提取试剂盒、胶回收试剂盒、E. coli 

DH5α 均购自天根生化科技(北京)有限公司；细

菌生化鉴定管、胰蛋白胨、酵母浸粉、药敏试

纸均购自杭州滨和微生物试剂有限公司；其他

试剂均为国产分析纯。 

1.3  细菌的分离培养及观察 
将无菌采集的患驴病样涂布于鲜血平板，

37 °C 培养 12 h，分离纯化后观察生长特性及菌

落形态，挑选单菌落，对其进行革兰氏染色，

显微镜下观察分离细菌的形态。 

1.4  生化试验 
将分离菌株的纯化培养物接种于细菌生化

反应管中，37 °C 培养 18–24 h，进行吡咯烷酮

试验、曲美他嗪、蕈糖、蔗糖、山梨醇、二苯

基膦、精氨酸等 12 项生物化学特性的检测。观

察并记录结果。 

1.5  药物敏感性试验 
采用纸片扩散法，将分离菌涂布于 MH 琼

脂平板，用 13 种抗生素的药敏纸片紧贴于平板

上，37 °C 培养 12 h，测量抑菌圈直径，参照

NCCLS (美国临床实验室标准化委员会)的标准

判定细菌对药物的敏感性。 

1.6  16S rRNA 基因的扩增测序及进化分析 
按照细菌基因组 DNA 提取试剂盒所述操

作步骤提取分离菌株的基因组。采用 16S rRNA

引物[7]：上游引物 16S-F：5′-AGAGTTTGATCCT 

GGCTCAG-3′；下游引物 16S-R：5′-ACCTGTC 

ACCCGATGTACCGAAGTA-3′。测序后的 16S 

rRNA 序列与 GenBank 中 36 株国际参考菌株

的相关序列进行 BLAST 和比对，利用 Mega7.0

软件中的邻接法(neighbor-joining，NJ)，构建

系统发育树。 

1.7  细菌 SeM 基因扩增及进化分析 
以提取的分离菌基因组 DNA 为模板，分别

以引物：SeM-F：5′-TCTTTGCGTTTAGGAGA-3′；

SeM-R：5′-AGCATCAGAAAACTAAGT-3′，进行

PCR 扩增[12]。分离菌株 SeM 测序后的序列与数

据库 PubMLST-SeM 中 209 个 SeM 等位基因 N 端

序列进行比对，用 Mega7.0 软件构建系统发育树。 

1.8  看家基因的扩增及 MLST 分型分析 

根据 S. zooepidemicus 7 个看家基因(arcC、

nrdE、pros、spi、tdk、tpi、yqiL)设计引物，对

看家基因进行 PCR 扩增和测序[17]。PCR 反应体

系同 1.7。PCR 扩增产物检测后回收测序。利用

S. zooepidemicus MLST 数据库(https://pubmlst. 

org/szooepidemicus)得到 7 个等位基因型，确定

分离菌株的基因序列型，并采用 BioNumerics

软件构建最小生成树。 
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2  结果与分析 

2.1  分离菌的菌落及形态 

采集的病样经分离后得到可疑菌株 HT111

及 HT321，其在鲜血培养基上 37 °C 培养 18 h

可长出白色或无色、半透明、圆形，中间凸起

的菌落，有明显的溶血现象(图 1A)。镜下观察

到革兰氏阳性、椭圆或圆形、排列成单个或短

链状的菌体(图 1B)。 

2.2  生化试验结果 

2 株分离菌的生化反应结果见表 1，

HT111、HT321 均对二苯基膦、葡磷反应为阴

性，对吡咯烷酮、精氨酸、乳糖等的反应为阳 

性。此外分离株 HT321 髓磷脂连接糖反应为阴

性(表 1)。2 株分离菌的生化反应结果与《伯杰

细菌鉴定手册》[18]中关于马链球菌兽疫亚种的

结果相似。 

2.3  药物敏感性试验结果 
药物敏感性试验结果表明(表 2)，分离株

HT111 对 13 种抗生素中的 3 种(青霉素、克拉

霉素和四环素)耐药，对 10 种(阿莫西林、氨

苄西林、头孢呋辛、头孢噻呋、头孢西丁、克

林霉素、土霉素、磺胺异恶唑、磺胺嘧啶钠和

利福平)敏感。分离菌 HT321 对 13 种抗生素

中的 8 种(阿莫西林、头孢呋辛、头孢噻呋、

青霉素、克拉霉素、克林霉素、土霉素和四环 

 

 

 
图 1  分离菌株生长及革兰染色形态(×1 000) 
Figure 1  Growth and Gram staining microscopic morphology of isolates (×1 000). A: growth characteristics 
of isolates; B: microscopic morphology result of isolates. 

 
表 1  分离菌株生化试验结果 
Table 1  Biochemical test results of isolates 

Items 
Results  

Items 
Results 

HT111 HT321 HT111 HT321 

Pyrrolidone + + Trimetazidine + + 

Arginine + + Mushroom sugar + + 

Diphenylphosphine – – Saccharose + + 

Methacryloyl group + + Sorbitol + + 

Esculoside + + Glufos – – 

Myelin linked sugar + – Lactose + + 
+: positive, producing acid and not producing gas; –: negative, not producing acid and gas. 
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表 2  分离菌株药物敏感性实验结果 
Table 2  Drug sensitivity test results of isolates 

Drugs 
Sensitivity 

 

Drugs 
Sensitivity 

HT111 HT321 HT111 HT321 

Amoxicilin S R Sulfafurazole S S 

Ampicillin S I Sulfadiazine Sodium S S 

Cefuroxime S R Rifampin S S 

Ceftiofur S R Clindymycin S R 

Cefoxitin S S Oxytetracycline S R 

Penicillin R R Tetracycline R R 

Clarithromycin R R    

 
 
 

素)耐药，对氨苄西林中度敏感，对 4 种抗生

素(头孢西丁、磺胺异恶唑、磺胺嘧啶钠、利

福平)敏感。 

2.4  分离菌 16S rRNA 扩增及序列分析 
分离菌株 HT111、HT321 16S rRNA 基因

PCR 扩增后测序，基于 16S rRNA 基因序列进

行比对分析和构建的进化树图表明，所有比较

的相关链球菌株可分为 5 个不同群(GroupⅠ、

GroupⅡ、Group Ⅲ、Group Ⅳ、Group )Ⅴ ，马

链球菌兽疫亚种分别属于其中 2 个群(Group Ⅱ

及 Group )Ⅲ ，2 个分离株属于Ⅲ群，2 株驴源

分离菌株的 16S rRNA 基因序列在 V2 区存在

明显的变化特征(图 2)。进化树分析结果表明，

这 2 株分离菌与英国 (UK-EF406019)及国内

(China-MK886616)的马源分离株亲缘关系最

近(图 3)。 

 

 
 
图 2  分离菌株及参考菌株 16S rRNA 基因可变区序列比对  
Figure 2  Sequence alignment of 16S rRNA gene variable region of isolates. 



 

 

 

584 Pu Xiaofeng et al. | Acta Microbiologica Sinica, 2022, 62(2) 

 actamicro@im.ac.cn,  010-64807516 

 
 

图 3  16S rRNA 基因的系统发育树 
Figure 3  Phylogenetic tree based on 16S rRNA sequences. 
 

2.5  分离株 SeM 基因序列系统发育树分析 
以分离菌株 HT111、 HT321 的基因组

DNA 为模板，对 SeM 基因进行 PCR 扩增。对

分离株与 34 个国外及国内分离株 SeM 基因构

建系统发育树并从流行区域、年份、宿主层面

分析，流行地区分析的结果显示 2 个分离菌与

美国分离株、德国分离株和英国分离株亲缘关

系较近，流行年份分析结果显示 2 株分离菌与

2013 年美国分离株、2019 年德国分离株及

2015 年英国菌株亲缘关系较近，宿主方面分

析结果表明本次驴源分离株与美国马源分离

株、德国马源分离株及英国马源分离株亲缘关

系较近(图 4)。 

2.6  分离菌株的 MLST 分型结果 
以分离菌株 HT111、HT321 基因组 DNA

为模板进行 PCR扩增 7个看家基因(arcC、nrdE、

pros、spi、tdk、tpi、yqiL)。2 株分离菌的看家

基因测序后得到等位基因号鉴定 HT111 为

ST179 型，HT321 为 ST420 型(表 3)，后者为新

发现基因型。根据 BioNumerics 对管家基因构

建的最小生成树 (图 5)，分析结果显示新的

ST420 (HT321)型与 ST356 遗传距离较近，与其

他 ST 型无进化关系。ST179 (HT111)则与

ST395、ST396、ST151、ST402、ST281、ST282、

ST283、ST325 型 8 种 ST 型有进化关系，且遗

传距离较近。 



 

 

 

蒲小峰等 | 微生物学报, 2022, 62(2) 585 

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn 

 

 
 
图 4  分离菌株 SeM 进化树分析(▲代表分离菌株) 
Figure 4  Phylogenetic tree of SeM gene of isolates (▲Isolates). 
 
表 3  分离菌株的看家基因谱及 ST 型 
Table 3  House keeping genes and ST types of 
isolates 

Strains yqil arcC nrdE pros spi tdk tpi ST 

HT111 45 45 45 45 45 45 45 179 

HT321 12 12 64 10 45 22 49 420 

 

3  讨论 

马腺疫作为马属动物的常发传染病之一，

在世界范围内流行。近年来，随着国内马养殖

业的快速发展，马腺疫的感染呈逐年上升趋势，

已造成严重经济损失。马链球菌兽疫亚种是该

病的重要病原之一，拥有广泛的宿主种类，是

一种重要人畜共患病病原菌[19–20]。研究结果表

明，马链球菌兽疫亚种可在马和犬、马和猫，

以及人和犬之间传播[2,4,21]，其引起的感染在欧

美等地多发生于马、奶牛、犬等动物，而中国

主要在猪群中常见[22]，还可引起马和人之间传

播[6,23]。朱曼玲等对山东某驴场发生的驴腺疫进

行了诊断，通过生化反应和 16S rRNA 方法鉴

定病原为驴源马链球菌马亚种[24]。目前国内外

均未见驴源马链球菌兽疫亚种的感染病例报

道，且我国对该菌在马属动物中的流行情况的

调查较少，流行病学资料较为匮乏。 

本研究对 2 株新疆地区驴场采集到驴腺疫

发病驴颌下组织分离到的 SeZ 分离株 HT111、

HT321 进行了鉴定和 SeM 分析。SeM 是马链球

菌马亚种和马链球菌兽疫亚种菌体表面的一种

重要毒力因子和保护性抗原。进化过程中，在

外界环境及机体免疫的选择压力作用下，SeM 
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图 5  根据马链球菌数据库构建的 ST 型最小生成树 
Figure 5  Clustering tree of ST based on Streptococcus equi subsp. zooepidemicus database. 
  

蛋白 N 端第 106–166 位氨基酸被认为是其高变

区，往往以一定频率发生变异并表现出序列多

样性[25]。研究表明，不同动物源菌株之间序列

变异较大，且不同地域分离的菌株其 SeM 序列

也存在明显差异。目前认为 SeM 基因的变化能

代表马链球菌兽疫亚种的进化规律和趋势[26]。

Ivens 等通过对马源马链球菌马亚种 SeM 基因

分析得出马匹进口可对马腺疫的流行和传播产

生重要的影响[27]。冯凯等对 2018 年新疆地区马

源 SeZ 流行株与国外分离株进行 SeM 基因的比

较分析，发现 ZMSY15-1 分离株与美国马源株

NH55426 亲缘关系最近，而美国马源分离株与

犬源分离株有一定的亲缘关系[28]。 

本研究对 2 株分离菌 SeM 基因分析的结果

显示，分离菌株与 2013 年在美国分离的马源

马链球菌兽疫亚种 KC1460141、德国 2019 年
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检出的马源马链球菌兽疫亚种 MH2869711 及

英国 2015 年检出的马源马链球菌兽疫亚种

JTJH010000011 亲缘关系较近，而与其他地区

分离菌株都较远；分离菌株独自形成一分支。

新疆地区之前报道了驴源、马源马链球菌马亚

种及马源马链球菌兽疫亚种 [15–17,19]。本次对

SeM 基因分析的结果还发现，2 株驴源分离株

与国内新疆地区 2018 年检出的马源马链球菌

兽疫亚种分离株 MH708871 (ZMSY15-1)、国内

2015 年检出的马源马链球菌兽疫亚种分离株

QX666001 及国内 2014 年检出的马源马链球菌

兽疫亚种分离株 CP002904 亲缘关系较远，这

一现象可能与不同时间马匹的跨区转运和该菌

在宿主体内的进化有关[20]。 

16S rRNA 基因序列的遗传变异在 V1–V2

区变化最为明显[7]，为了更全面地了解其可变

区的变化，本研究还对 V3–V5 变异区域进行了

分析。可将分析菌株分为 5 组，马链球菌兽疫

亚种占据了其中的 2 组 (Ⅱ群和Ⅲ群)。Preziuso

等的研究认为，对 SeZ 16S rRNA 基因可变区的

分析有利于分析该菌的流行特点[8]。SeZ 主要分

布于第Ⅱ、Ⅲ群，在 V1、V2 区有着 3 种变化，

而在 V3–V5 区差异较小。本研究中 2 株驴源

SeZ 分离株属于Ⅲ群，该群菌株与Ⅱ群菌株具

有可在多种动物中进行传播的特点，而Ⅱ群菌

株多在人和马之间传播，该结果与 Preziuso 等

的研究相似[8]。 

MLST 分型法可反映出微生物的进化生物

学，已被广泛用于微生物传播和种群动态的研

究中[29]。该法已成功地用于揭示马链球菌马亚

种和兽疫亚种的进化关系[30]，且目前已成为研

究 SeZ 基因分型和遗传进化的常用技术 [31]。

Acke 等对英国不同养殖场应用 MLST 法分析得

到 SeZ 在犬群中流行的基因型主要为 ST39、

ST294 和 ST296[2]，该研究团队又在 2017 年对

冰岛流行的 257 株马源及人源马链球菌兽疫亚

种进行 MLST 分析后，认为 ST-209 为主要的流

行基因型，该型菌株可在病人及患马中检出，

具有重要的公共卫生意义[32]。Gruszynski 等从

豚鼠检测到 ST194 SeZ 菌株，该研究还发现该

基因型与人源菌株和国内猪源 SeZ 为同一基因

型[33]。Bisgaard 等从患鸡体内检出了禽源马链

球菌兽疫亚种 ST173 和 ST280，并发现禽源

ST208 来源于马源菌株[3]。本研究检出驴源马链

球菌兽疫亚种 ST179 和 ST420，且 ST420 为驴

源新基因型。推测本次驴源 ST179 来源于以往

流行的马源 ST179，该结果与本研究中对 SeM

分析的结果一致。 

本研究首次报道了我国驴源马链球菌兽疫

亚种，并鉴定了该菌新的 ST 型。试验分离出的

2 个 ST 型分别为 ST179 和 ST420，其中 ST420

为新基因型，且与其他 ST 型亲缘关系较远；

ST179 主要分布在大洋洲、欧洲和北美洲等地

区。根据 MSLT 数据库显示，兽疫链球菌 ST420

型在亚洲地区未见病例报道，这一结果的发现

填补了我国相关数据的空白。新疆地区驴源马

链球菌兽疫亚种多型共存的情况，使得驴腺疫

的防控治疗难度加大。 
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