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摘要:【目的】猪链球菌 1、2、14 和 1 /2 型间存在单向或双向的交叉抗原性，这种交叉抗原性的产生原因至今
未被揭示。【方法】采用 Sephacryl S-300 凝胶层析柱对猪链球菌 14 和 1 /2 型荚膜多糖进行分离纯化，经苯
酚-硫酸检测和 dot-ELISA 辅助鉴定，确定荚膜多糖成分。采用高效凝胶渗透色谱法测定 14 和 1 /2 型猪链球
菌荚膜多糖分子量分别为 487. 38 kDa 和 512. 72 kDa。【结果】经柱前衍生高效液相色谱法、荧光标记液相
色谱法和核磁共振测定 14 和 1 /2 型猪链球菌荚膜多糖单糖组成分别为:Glc /Gal /GlcNAc /Ｒha /Neu5Ac(1 ∶
2. 94 ∶ 1. 35 ∶ 0. 24 ∶ 0. 37)和 Glc /Gal /GlcNAc /GalNAc /Ｒha /Neu5Ac(1 ∶ 1. 67 ∶ 1. 05 ∶ 0. 93 ∶ 0. 72 ∶ 0. 7)。并与已知
的猪链球菌 1、2 型荚膜多糖的单糖组成进行比较分析，发现 4 种血清型荚膜多糖都具有 Glc、GlcNAc、Gal 和
Neu5Ac，但单糖组成和比列并无明显相似性，这种交叉抗原性可能是由于荚膜多糖的空间结构相似性和
(或)细胞表面的其他成分引起的。
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猪链球菌(Streptococcus suis)据荚膜抗原的不同
分为 33 个血清型，部分血清型细菌间存在交叉抗原
性。荚膜多糖分子组成和构型的多样化使其结构极
为复杂，并具有种和型特异性，可作为血清学分型的
基础，荚膜合成相关的基因簇是荚膜血清型鉴别的
分子基础。其中，1 /2 型菌能与 1 型、2 型的血清发
生凝集反应［1］，1 /2 型抗血清也能与 1 型、2 型菌发
生凝集反应，但经 1 /2 型菌吸附的 2 型抗血清不能
与 2 型发生反应，而经 1 /2 型菌吸附的 1 型抗血清
仍能与 1 型菌发生反应［2］;1 型菌既能与 1 型抗血

清凝集，也能与 14 型抗血清产生凝集反应，14 型抗
血清经 1 型菌吸附后可去除与 1 型菌凝集的特性，
但仍能与 14 型菌发生凝集［3］。检测 1 型与 14 型的
PCＲ 方法无法区分此 2 个血清型，而 1 /2 型菌在 2
型特异性 PCＲ 反应中也为阳性。

这 4 个血清型 (1、2、14、1 /2)间存在如此复杂
的交叉抗原性，但至今未揭示其产生的原因。
Marie-Ｒose 已报道了猪链球菌 2 型的荚膜多糖结
构［4］，其单糖组成为 Ｒha /Glc /Gal /GlcNAc /Neu5Ac
(1:1. 1:2. 5:0. 9:1. 0);BY S． D．报道了猪链球菌 1
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型荚膜多糖单糖组成为 Glc /Gal /GlcNAc /GalNAc /
Neu5Ac(1 ∶ 2. 42 ∶ 1 ∶ 1. 39 ∶ 1. 39)［5］。而猪链球菌 14
和 1 /2 型的荚膜多糖分子量、单糖组成、结构等都未
被进行过研究。本文采用硫酸-苯酚法、高效凝胶渗
透色谱法和柱前衍生高效液相色谱法等对 14 和
1 /2 型的荚膜多糖组成与结构进行分析和比较研
究，以期探索 4 个血清型间交叉抗原性产生的原因。

1 材料和方法

1. 1 主要试剂和仪器
THB 肉汤购自美国 BD 公司，溶菌酶购自上海

生工生物工程有限公司，蛋白酶 K、DNase、ＲNase 购
自宝生物工程 (大连) 有限公司，1-苯基-3-甲基-5-
吡唑啉酮( PMP)、N-乙酰神经氨酸(Neu5Ac)、N-羟
乙酰神经氨酸(Neu5Gc)、1，2-二氨基-4，5-亚甲二氧
基苯 ( DMB )、β-巯基乙醇购自美国 Sigma 公司，
Agilent Eclipse XDB-C18 色谱柱(4. 6 mm × 150 mm，
5 μm ) 购自美国 Agilent 公司。 KP-C18 色谱柱
(4. 6 mm × 150 mm，5 μm)由中冉科技发展有限公
司生产;LC-10Ai 型高效液相色谱仪由日本岛津公
司生产;UltiMate 3000 型高效液相色谱仪由美国
Dionex 公司生产。
1. 2 荚膜多糖的提取

荚膜多糖粗提按 BY S． D．的方法略加改进［5］。
猪链球菌参考菌株 13730(14 型)、2651(1 /2 型)在
5L 的 THB 肉汤中 37℃生长 18h。离心(8000 × g，
20 min)获得菌体，在生理盐水(100 － 150 mL)中洗
涤 1 次，离心后沉淀悬浮于包含 100mg 结晶状无盐
卵清溶菌酶的 100 mL 甘氨酸缓冲液 (0. 1 mol /L，
pH 9. 2)中，并加入终浓度为 0. 02% 的叠氮钠。在
不断的搅拌下，让细菌悬浮液在 37℃裂解 8 h。在
溶菌酶裂解消化之后，剩余的猪链球菌残体通过离
心(8000 × g，20 min)除去。上清中加蛋白酶 K 至
100 μg /mL，55℃作用 2 h，加 DNase、ＲNase，37℃作
用1 h。处理后的溶液加入 CaC12 溶液至终浓度
0. 1 mol /L，搅拌 1 h。加 1 /3 体积无水乙醇 (25%
V /V)，4℃放置 3 h，离心(8000 × g，20 min)使核酸
从上清液中沉淀除去。最后加 4 倍体积无水乙醇
(浓度至 80% V /V)，充分振摇后 4℃ 放置 16h 以
上，再离心(8000 × g，20 min)使荚膜多糖从溶液中
沉淀下来。

1. 3 荚膜多糖的纯化
沉淀的荚膜多糖溶解到 0. 1 mol /L NH4HCO3

溶液中，并在同样的溶液中透析 48h 后冻干成粉末。
再溶解于 0. 1 mol /L NH4HCO3 溶液，采用 Sephacryl
S-300 凝胶层析柱对猪链球菌 14 和 1 /2 型荚膜粗多
糖进行分离纯化，流速为 0. 3 mL /min［4］。同时采用
硫酸-苯酚法［6］进行糖的跟踪检测。
1. 4 荚膜多糖鉴定
1. 4. 1 荚膜多糖特异性血清的制备:为去除 D 群
链球菌共有的胞壁酸产生的抗体，采用无荚膜的粪
肠球菌( Streptococcus faecalis) ATCC29212 菌株吸附
猪链球菌 14 型和 1 /2 型的高免抗血清中胞壁酸对
应的抗体。THB 中培养过夜的 ATCC29212 经 5000
× g 离心 30 min，PBS 洗涤两次，弃去上清，加入猪
链球菌 14 型和 1 /2 型的高免抗血清，轻轻混匀，
37℃孵育 2 h，4℃过夜，5000 × g 离心 30 min 除去菌
体，所得的血清即为这 2 个血清型荚膜多糖特异性
血清。
1. 4. 2 dot-ELISA 鉴定荚膜多糖:将 Sephacryl S-
300 分离得到的各组分做为抗原，荚膜多糖特异性
血清作为抗体，采用 dot-ELISA 方法鉴定荚膜多
糖［7］。
1. 5 荚膜多糖的分子量测定与分析

采用高效凝胶渗透色谱法［8］测定 14 和 1 /2 型
猪链球菌荚膜多糖分子量，并分别用硫酸-苯酚法［6］

和 Folin-酚法［9］测定 14 和 1 /2 型荚膜粗多糖和荚膜
多糖的糖含量和蛋白含量。
1. 5. 1 色谱条件:色谱柱:Shodex OH pak SB-804
HQ 凝胶色谱柱 ( 300 mm × 7. 8 mm );流动相:
0. 1 mol /L Na2 SO4;流速:0. 5 mL /min;柱温:35℃ ;
进样体积:20 μL;检测器:示差折光检测器(ＲID)。
1. 5. 2 标准曲线制作:以系列标准葡聚糖为相对分
子质量标准品，分别取 6 个不同相对分子质量的标
样，加流动相溶解制成 5 mg /mL 的标准溶液，分别
进样 20 μL，记录色谱图及保留时间 TＲ，以保留时
间为横坐标，以相对分子质量对数值为纵坐标绘制
标准曲线。
1. 5. 3 样品相对分子质量测定:称取适量样品，加
流动相溶解成 5 mg /mL 的溶液，用 0. 22 μm 水系微
孔滤膜过滤，进样 20 μL 高效液相色谱 (HPLC)分
析，记录色谱图。将样品的保留时间代入标准曲线
方程计算荚膜粗多糖的相对分子质量。
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1. 6 荚膜粗多糖的柱前衍生液相色谱法分析
1. 6. 1 色谱条件:色谱柱:KP-C18 色谱柱(4. 6 mm ×
150 mm，5 μm);流动相:磷酸盐缓冲液( pH 6. 7) /
CH3CN(82 ∶ 18，V ∶ V);流速:1 mL /min;柱温:30℃ ;

进样体积:20 μL;检测器:紫外检测器(245 nm)。
1. 6. 2 样品全水解:取纯化的 14 和 1 /2 型荚膜多
糖各 5 mg，溶于 500 μL 的 2 mol /L 氟乙酸( TFA)，

于安瓿瓶中 110℃封管水解 6 h，水解液浓缩，并加
甲醇反复蒸干除去 TFA，至无酸味为止，用 100 μL

水溶解备用。
1. 6. 3 标准品 PMP 衍生:取 0. 5 mg 等摩尔配制的
6 单糖标准品 (Man、GlcN、Ｒha、Gal、Glc、Gal)，加入
100 μL 0. 3 mol /L NaOH 和现配的120 μL 0. 5 mol /L
PMP，70℃水浴反应 1 h 后，加入 100 μL 0. 3 mol /L
HCl 中和，然后用 500 μL 氯仿萃取 3 － 4 次，离心取
上清，用 0. 22 μm 水系微孔滤膜过滤，待进样进行
HPLC 分析［10］。
1. 6. 4 样品 PMP 衍生:取上述 100 μL 水解液，衍
生方法同标准品，待进样进行 HPLC 分析。
1. 7 荧光标记液相色谱法测定唾液酸含量
1. 7. 1 色谱条件:色谱柱:Agilent Eclipse XDB-C18

色谱柱(4. 6 mm × 150 mm，5 μm);流动相:CH3OH /
CH3CN /0. 05 % TFA ( 6 ∶ 4 ∶ 90，V ∶ V ∶ V );流速:
1 mL /min;柱温:26℃ ;进样量:20 μL;检测器:荧光
检测器(Ex:373 nm，Em:448 nm)。
1. 7. 2 样品分步水解:取样品 1 mg，溶于 1 mL
0. 1 mol /L TFA，于安瓿瓶中 80℃封管水解 1 h，反应
结束后用 3 kDa 超滤离心管 10000 × g 离心 10 min，

再加入 500 μL 水，重复超滤离心 3 次，收集下层清
液并蒸干得到总唾液酸。
1. 7. 3 样品 DMB 衍生:将上述蒸干的唾液酸，加
入 200 μL 0. 01 mol /L TFA 和 现 配 的 200 μL
7 mmol /L DMB 试剂(DMB 溶于 5 mmol /L TFA，其
中含有 1 mol /L 巯基乙醇，18 mmol /L 亚硫酸钠)，
60℃避光反应 2 h，得到衍生产物 DMB-Sia，将样品
稀释适当的倍数，用 0. 22 μm 水系微孔滤膜过滤，

待进样进行 HPLC 分析［11］。
1. 7. 4 标准品 DMB 衍生:衍生方法同样品，两种
标准品分别为 N-乙酰神经氨酸和 N-羟乙酰神经氨
酸，都取 0. 09 mg 衍生后进行 HPLC 分析。

1. 8 唾液酸与其他单糖比例的测定
猪链球菌 14 型和 1 /2 型的荚膜多糖样品加适

量的重水(D2O)交换 3 次，将多糖中活泼氢置换成
重氢 ( D)，放入直径为 5mL 的核磁管底部，置于
600 Hz 核磁共振仪中测定其氢谱。

2 结果

2. 1 荚膜多糖的分离与纯化
从图 1 可见采用 Sepharcryl S-300 凝胶渗透层

析柱对 14 型的粗多糖进行分离，得到 3 个组分(A、
B、C)。采用 Sepharcryl S-300 凝胶渗透层析柱对 1 /
2 型的粗多糖进行分离，得到 2 个组分(A 和 B)。
2. 2 荚膜多糖的鉴定与分析

经苯酚-硫酸检测和 dot-ELISA 鉴定，14 型和 1 /
2 型的荚膜多糖均为凝胶层析中产生的 A 组份。14
型和 1 /2 型粗多糖和荚膜多糖的糖含量和蛋白含量
测定结果见表 1。可见经 Sephacryl S-300 凝胶层析
后得到荚膜多糖纯度较高，仅含极微量的蛋白质
成分。

图 1． 猪链球菌 14 型 ( A ) 和 1 /2 型 ( B ) 粗多糖经
Sephacryl S-300 凝胶层析柱分离后的硫酸-苯酚检测图
Figure 1． Purification of S． suis type 14 ( A ) and 1 /2 ( B )

polysaccharide on Sephacryl S-300 column． Polysaccharides were

analyzed by phenol-sulfuric acid assay．

2. 3 荚膜多糖的分子量
图 2 为不同相对分子质量的标准葡聚糖 HPLC 的

保留时间与相对分子质量对数的线性关系图，线性回
归方程 Log(Mw) = －0. 319TＲ +9. 736，Ｒ2 =0. 9989。
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表 1． 猪链球菌 14 和 1 /2 型猪链球菌荚膜粗多糖与精多糖的糖含量和蛋白含量
Table 1． The polysaccharides and protein quantitation of the crude polysaccharides and capsular

polysaccharides of S． suis serotype 14 and 1 /2

serotype
polysaccharide /% protein /%

crude polysaccharides capsular polysaccharides crude polysaccharides capsular polysaccharides

14 38. 94 53. 50 7. 42 0. 49
1 /2 39. 98 96. 59 14. 85 4. 3

图 2． 系列标准葡聚糖保留时间与相对分子质量对数相

关图
Figure 2． The standard curve of the Mw．

图 3 为猪链球菌 14 和 1 /2 型 CPS 凝胶柱分离
高效液相色谱图。可看出样品峰型单一且较对称，
可进行下一步的分析，将样品的保留时间代入线性
回归方程计算其相对分子质量。测定猪链球菌 14
和 1 /2 型荚膜多糖分子量分别为 487. 38 kDa 和
512. 72 kDa。

图 4． 单糖标准品 PMP 柱前衍生液相色谱图
Figure 4． Analysis of the standard monosaccharide by the Pre-column derivatization high performance liquid chromatography．

2. 4 荚膜多糖的柱前衍生液相色谱法分析
6 种单糖(Glc、Gal、Man、Ｒha、GlcN、GalN)标准品

与 14 型、1 /2 型荚膜多糖全水解产物的 PMP 柱前衍
生产物的 HPLC 色谱图见图 4 和图 5。这 2 个血清型

图 3． 猪链球菌 14 型 (A)和 1 /2 型 (B) CPS 的 Shodex

OH pak SB-804 HQ 高效液相色谱图
Figure 3． The Shodex OH pak SB-804 HQ HPLC of the S． suis

serotype 14 (A) and 1 /2 (B) capsular polysaccharides．

荚膜多糖中此 6 种单糖的存在情况和比例见表 2。
2. 5 唾液酸种类及与其他单糖比例的测定结果

由于唾液酸为 α-酮酸类多糖，而且稳定性差，
用 PMP 柱前衍生方法并不能有效的测定其含量，本
文采用唾液酸中具有的 α-酮羰基结构特点，选用
DMB(1，2-二氨基-4，5-亚甲二氧基苯)对猪链球菌
14 型和 1 /2 型荚膜多糖中唾液酸进行专属性荧光
标记，然后采用反相液相色谱法分析荚膜多糖的唾
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图 5． 猪链球菌 14 型 (A)和 1 /2 型 (B)荚膜多糖 PMP

柱前衍生液相色谱图
Figure 5． Analysis of capsular polysaccharides of S． suis serotype 14

(A) and 1 /2 (B) by the Pre-column derivatization high performance

liquid chromatography．

液酸组成。结果见图 6 和图 7。可见，14 型和 1 /2
型所含唾液酸均为 N-乙酰神经氨酸(Neu5Ac)。猪
链球菌 14 型和 1 /2 型荚膜多糖中 Neu5Ac 与其它单
糖的比例见表 2。

图 6． N-乙酰神经氨酸(A)和 N-羟乙酰神经氨酸(B)标

准品荧光标记液相色谱图
Figure 6． Fluorescent labeling HPLC of Neu5Ac (A) and Neu5Gc (B) ．

图 7． 猪链球菌 14 型(A)和 1 /2 型(B)荚膜多糖荧光标

记液相色谱图
Figure 7． Fluorescent labeling HPLC to the capsular polysaccharides

of S． suis serotype 14 (A) and 1 /2 (B) ．

3 讨论

本试验采用分子筛纯化和免疫学鉴定的方法，
得到纯化的猪链球菌 14 型和 1 /2 型的 CPS，通过一
系列化学分析方法分析 14 型、1 /2 型 CPS 的单糖组
成，并与能产生交叉抗原性的 1 型、2 型已知的荚膜
多糖组成相比较。

结果显示，这 4 种血清型荚膜多糖都具有 Glc、
GlcNAc、Gal 和 Neu5Ac，但单糖组成及比列并无明
显相似性，这种交叉抗原性可能是由于荚膜多糖的
一级结构或空间结构相似性或细胞表面的其他成分
引起的。1 /2 型荚膜多糖具有 GalN 和 Ｒha，而与其
有双向交叉抗原性的 1 型和 2 型菌的荚膜分别具有
GalN 和 Ｒha。猪链球菌 1 /2 型与 1 型、2 型间的双
向交叉抗原性是否由此单糖组成上的相关性所引
起，有待进一步探讨。除 4 种血清型都具有的 Glc、
GlcNAc、Gal 和 Neu5Ac，1 型与 14 型还分别含有
GalNAc 和 Ｒha，未找到 1 型与 14 间单向交叉抗原
性产生的明显原因。CPS 由单糖通过糖苷键连接而

表 2． 猪链球菌 14 型和 1 /2 型荚膜多糖的单糖组成及其与 1 型、2 型荚膜多糖的比较
Table 2． The composition of the S． suis serotype 14 and 1 /2 CPS with the comparison to that of serotype 1 and 2

serotype Glc GlcNAc Gal GalNAc Ｒha Neu5Ac
14 1 1. 35 2. 94 － 0. 24 0. 37
1 /2 1 1. 05 1. 67 0. 93 0. 72 0. 7
1 1 1 2. 42 1. 39 － 1. 39
2 1 0. 82 2. 27 － 0. 91 0. 91
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成重复的均多糖或杂多糖，而且有的细菌糖链上还
存在磷酸、核糖醇、唾液酸、甘油、丙酮酸等。任何两
个单糖都可以多种不同的构象相连，形成糖骨架中
的单糖单元。CPS 不仅因包含的单糖而不同，也因
单糖的连接方式而产生差异［12］。因而，进一步对这
4 种血清型的 CPS 结构进行分析将会对其交叉抗原
性产生的原因有更清晰的认识。

结合 CPS locus 的分析结果［13］，对 1 型、14 型和
1 /2 型荚膜多糖的生物合成进行分析。从糖基转移
酶的种类来看，猪链球菌 2 型和 1 /2 型都具有表达
磷酸葡萄糖基转移酶、鼠李糖基转移酶、半乳糖基转
移酶、N-乙酰葡萄糖胺转移酶和唾液酸转移酶的基
因，翻译蛋白的序列也极为相似，但 1 /2 型比 2 型荚
膜多糖多出 GalNAc 组份，可能由于合成过程中底
物不同，或下游的 IS 转座酶不同所引起。而猪链球
菌 1 型和 14 型都具有表达磷酸葡萄糖基转移酶、半
乳糖基转移酶、N-乙酰葡萄糖胺转移酶和唾液酸转
移酶的基因，翻译蛋白序列也相似，但本研究中的
14 型 菌 没 有 GalNAc，而 有 微 量 Ｒha。 Van
Calsteren［14］也曾对 14 型菌的荚膜多糖结构进行测
定，认为 14 型菌的荚膜多糖中无 Ｒha 组份。14 型
菌荚膜多糖是否具有 Ｒha 组份，还需要进一步的实
验确定，也可能是本试验产生的误差造成。14 型的
CPS locus 中没有 Ｒha 基转移酶基因，若有 Ｒha，可
能是该微生物在其他生物合成过程中产生了鼠李糖
基转移酶并在 CPS 合成过程中被利用。而这 4 个
血清型的 CPS 中都含有唾液酸，这也于 CPS locus
的分析结果一致，由 NeuA、NeuB、NeuC、NeuD 和唾
液酸转移酶共同作用产生了唾液酸。

可见，猪链球菌 CPS locus 与 CPS 的合成有一
定的相关性，但可能不是决定 CPS 单糖组成和结构
的唯一因素，猜测在猪链球菌基因组中可能存在
CPS locus 之外的其他基因表达产物参与或调节
CPS 的合成。而各血清型间交叉抗原性一直被认为
是由荚膜多糖产生的［3，15 － 16］，各血清型间交叉抗原
性很可能是由其荚膜多糖的空间结构或其他细胞表
面物质，甚至某些未知因素产生的，有待进一步研究
证实。
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Comparison of monosaccharide composition of capsular
polysaccharides in Streptococcus suis serotype 1，2，14 and
1 /2
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Abstract:［Objective］ There are one-way or two-way cross-reactions among Streptococcus suis serotype 1，2，1 /2 and 14，

the reason to which was unknown． ［Methods］ The capsular polysaccharides of serotype 14 and 1 /2 were purified on

Sephacryl S-300 column and identified by phenol-sulphuric acid method and dot-ELISA． The molecular weight of the

serotype 14 and 1 /2 capsular polysaccharides was revealed as 487. 38 kDa and 512. 72 kDa by high performance gel

permeation chromatography，respectively． ［Ｒesults］ The monosaccharide composition of serotype 14 and 1 /2 capsular

polysaccharides was determined as Glc /Gal /GlcNAc /Ｒha /Neu5Ac (1 ∶ 2. 94 ∶ 1. 35 ∶ 0. 24 ∶ 0. 37) and Glc /Gal /GlcNAc /

GalNAc /Ｒha /Neu5Ac ( 1: 1. 67: 1. 05: 0. 93: 0. 72: 0. 7 ) by pre-column derivatization high performance liquid

chromatography， fluorescent labeling HPLC and NMＲ， respectively． These were compared with the composition of

serotype 1 and 2 capsular polysaccharides． Glc，GlcN，Gal and Neu5Ac was contained in the capsular polysaccharides of

serotype 1，2 14 and 1 /2． But there is no prominent correlation between the monosaccharide composition and cross-

reactions． The cross-reactions among them could be induced by the structure of the capsular polysaccharides and / or the

other components on the cell wall．
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