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摘要：猪链球菌(Streptococcus suis)是猪重要的细菌性病原，它可以导致猪的脑膜炎、败血症和关节炎

等症状，给养猪业带来严重经济损失；同时该菌还可感染人，是一种人畜共患病原菌。应用分子流行

病学方法, 阐明猪链球菌病的流行病学特征，明确其毒力分型、时空分布、传播途径、传染源，确定

传播的遗传决定因素等，将有助于猪链球菌病的防控。目前常用的分子流行病学方法主要有多位点序

列分型、脉冲场凝胶电泳、全基因组测序和基于 PCR 的方法等。本文介绍了上述方法的原理以及在

猪链球菌流行病学中的应用，并分析这几种方法的优缺点，从而为更好地揭示猪链球菌流行病学特征、

制定猪链球菌病的防控策略提供参考。 
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猪链球菌是猪的重要细菌性病原，兼性厌

氧，常以卵圆形、双链或短链形式存在，有些菌

株在液体培养基中培养呈现长链。该菌通常定殖

在猪的上呼吸道，尤其是扁桃体和鼻腔，此外，

还可定殖于生殖道和消化道等部位[1]。除了猪之

外，牛、马、鸟类、猫和犬等也会感染猪链球    

菌[1]。猪链球菌还可通过伤口等途径感染与猪或

受污染的猪肉制品接触的人，导致脑膜炎、败血

症等症状，甚至急性死亡[1]。自 1968 年在丹麦首

次出现猪链球菌人类病例以来，世界各地陆续出

现人感染猪链球菌病的病例，截至 2020 年 9 月，

全球人感染猪链球菌病例已超过 1600 例，大多

来自流行率较高的东南亚和我国，其中泰国占

36%、越南占 30%、中国占 22%[2]。 

根据荚膜多糖抗原的不同，最初可将猪链球

菌分为 35 个血清型(血清型 1/2，1–34)。2005 年，

Hill 等根据 16S rRNA 和 cpn60 基因序列，将血

清型 32、34 型划分为鼠口腔链球菌[3]。2013 年
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Tien le HT 等通过 DNA-DNA 杂交和 sodA、recN

基因测序，发现 20、22、26 和 33 这 4 种血清型

与其余的 29 种血清型有明显差异，建议从猪链

球菌中删除[4]。2015 年，血清型 20、22 和 26 型

被归为副猪链球菌[5]。2017 年，血清型 33 型被

命名为反刍链球菌[6]。2015 年潘子豪等从患脑膜

炎的仔猪体内发现猪链球菌新的血清型 Chz[7]。

随后 Zheng、Qiu、Huang 等又发现了 26 种新荚

膜基因簇菌株，命名为 NCL1-26[8–11]。 

猪链球菌致病血清型众多且复杂，即使是同

一血清型，毒力差异也较大。因此，仅依据荚膜

多 糖 进 行 血 清 型 分 型 无 法 准 确 地 评 估 菌 株 毒  

力[12]。为了更好地防控该病，还需要利用分子流

行病学研究方法，明确猪链球菌的时空分布、暴

发特点、传播途径、传染源、传播的遗传决定因

素等信息[13–14]。目前常见的方法有：多位点序列

分型(multilocus sequence typing，MLST)，脉冲场

凝胶电泳(pulsed-field gel electrophoresis，PFGE)，

全基因组测序(whole genome sequencing，WGS)，

基于 PCR 的多种方法如多重 PCR、随机扩增片

段长度多态性标记(random amplified polymorphic 

DNA ， RAPD) 、 PCR- 限 制 性 片 段 长 度 多 态 性

(polymerase chain reaction-restriction fragment 

length polymorphism，PCR-RFLP)、多位点可变

数目串联重复序列分析(multilocus variable number 

tandem repeat analysis，MLVA)等。本文介绍上述

分子流行病学方法的原理以及在猪链球菌流行

病学中的应用，并分析它们的优缺点，为更好地

揭示猪链球菌流行病学特征、制定猪链球菌病的

防控策略提供参考。 

1  多位点序列分型 (multilocus 

sequence typing，MLST) 

MLST 原理是对猪链球菌的 7 个管家基因

(aroA、cpn60、dpr、gki、mutS、recA、thrA)的核

心序列区进行分析，根据每个管家基因序列的不

同，给予不同编号，7 个管家基因的编号为一组，

代表一种序列型并对其进行编号，用 ST 表示。

如目前全球分布最广泛的 ST1，代表其 7 个管家

基因的序列型均是 1，7 个序列型相同的猪链球

菌则被认定是同一种 MLST 分型，若有 5 个以上

相 同 序 列 型 的 则 归 入 同 一 克 隆 复 合 体 (clonal 

complexes，CC)[15–16]。7 个管家基因的等位基因

数量和功能见表 1。 

2002 年 King 等选择 301 株不同血清型、

分离部位和临床背景的猪链球菌分离株，并从

其 中 294 株 中 筛 选 出 7 个 管 家 基 因 位 点 ， 

 

表 1.  用于猪链球菌 MLST 分型的 7 个管家基因 

Table 1.  Seven housekeeping genes used for MLST of S. suis 
Gene Function Number of alleles (Up to 24 Mar 2021) 

aroA 5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase 368 

cpn60 60 kDa molecular chaperone 479 

dpr Anti-oxidative stress protein 329 

gki Glucokinase 423 

mutS DNA mismatch repair enzyme 425 

recA Homologous recombination factor 299 

thrA Aspartate kinase 344 

 



3930 Shixin Yang et al. | Acta Microbiologica Sinica, 2021, 61(12) 

actamicro@im.ac.cn 

 

最先确立了猪链球菌的 MLST 分型方法，鉴定  

92 个 ST 和 3 个主要的克隆复合体(ST1、ST27、

ST87 复合体)[16]。ST1 复合体(CC1)系统最大，包

含 ST1、ST7、ST27、ST28 等 14 个 ST，共计

165 株分离株；ST27 复合体包含 49 株分离株；

ST87 复合体包含 19 株分离株。CC1 中能导致脑

膜炎、败血病和关节炎的分离株比例为 63.6%，

是 3 个主要克隆复合体中比例最高的，推断 CC1

与侵袭性疾病密切相关，而 ST27、ST87 复合体则

可能与呼吸系统疾病相关[16]。在 92 个 ST 中，有

16 个 ST 中包含血清 2 型分离株，有 7 个 ST 中包

含血清 9 型分离株，有 5 个 ST 中包含血清 7 型

分离株。对部分菌株进行的毒力试验结果显示，

ST 之间及同一 ST 内的菌株毒力并不相同。

MLST 可以作为评估菌株毒力的分型方法，对

血清型分型的方法提供补充 [16]。截至 2020 年   

9 月，在所有鉴定出的克隆复合体中，导致人和

猪 感 染 发 病 的 最 主 要 的 克 隆 复 合 体 有 CC1、

CC20、CC25、CC28、CC104 和 CC221/234，其

中 CC1 主要分布在欧洲、亚洲的部分国家(如中

国、柬埔寨、韩国、日本、泰国和越南)、澳大

利亚和阿根廷[17]。CC1 中的 ST1 虽然分布广泛，

但致病性较其单基因座变体 ST7 弱，例如中国

1998 年和 2005 年导致人感染的猪链球菌血清  

2 型均属于 ST7[1]。 

截至 2021 年 5 月，猪链球菌 MLST 数据库

已收录了 1619 个 STs (https://pubmlst.org/ssuis/)，

其 中 包 括 本 课 题 组 首 次 发 现 的 ST1611 和

ST1612。随着高通量和低成本核酸序列测定的实

现，MLST 已经成为猪链球菌基因分型的基本方

法之一。MLST 可用于研究猪链球菌的流行病学，

对全球所有的猪链球菌进行有序统一的分型，快

速识别猪群中潜在的强毒株，为阐明病原菌的

传播方式提供科学依据。除此之外，MLST 一个

非常重 要的优点是其序列数据可在实验室之间

比较，有助于明确猪链球菌的进化和种群结构[17]。

但它的缺陷是分辨力低，对不同暴发或者没有直

接流行病学关联的菌株区分能力较差[18]。 

2  脉冲凝胶电泳 (pulsed-field gel 

electrophoresis, PFGE) 

PFGE 是对完整的 DNA 用限制性核酸内切酶

进行酶切，将产生的不同大小的 DNA 片段在外

加交变脉冲电场中重新定向，其片段越大重排所

需要的时间越长，不断交替改变电场方向，分开

大小不同的 DNA 片段，再经染色产生电泳条带

图谱。PFGE 可以分离片段长度为 10 kb 到 10 Mb

的 DNA，已成为研究细菌基因组结构和功能的重

要手段。Tenover 等提出按电泳条带的差异对细

菌亲缘关系分型的标准：条带无差异, 说明为相

同菌株；有 2–3 条带的差异，说明菌株间有相近

关系；4–6 条带的差异，说明菌株间可能有相近

关系；有 6 条带及以上的差异, 视为无相关性[19]。 

Allgaier 等利用限制性核酸内切酶 Sma I 和

Apa I 对 3 组分离来源和临床背景不同的 99 株猪

链球菌分离株进行 PFGE，其中用 Sma I 酶切的

DNA 获得的条带为 6–13 条，而用 Apa I 酶切的

DNA 获得的条带为 15–23 条[20]。通过分析软件

UPGMA 对 Sma I 酶切的 PFGE 模式进行聚类分

析，可以分为 4 个组(A1、A2、B1、B2)，每组包

括相似度至少为 20%的分离株；利用 Apa I 和 

Sma I 酶切的两种 PFGE 模式构建的树状图几乎

相似，不同之处在于前者分化程度更高[20]。根据
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凝胶成像及分析数据显示，PFGE 可以区分不同

血 清 型 ， 也 可 以 区 分 同 一 血 清 型 的 不 同 分 离   

株[20]。2002 年 Berthelot 等首次使用限制酶 Sma I

对猪链球菌人源分离株进行 PFGE 分析，123 株

猪链球菌中共鉴定出 74 种 PFGE 脉冲型，每个脉

冲型包含 1 至 7 个菌株[21]，发现血清型 1/2、3

和 9 型猪链球菌菌株都聚集在同一亚组中，再次

证明 PFGE 分型方法可用于确定猪链球菌菌株间

的亲缘关系[21]。 

虽然 PFGE 具有分辨力强、易标准化、结果

准确稳定、不受表型性状干扰等优点[22]，但其也

有缺陷，例如：对于大小相似的片段分辨率不是

很高；得到的亲缘关系只是指导作用，而不是真

正意义上的种系发生量度；仅凭 PFGE 图谱差异

不能排除菌株来自共同的传染源的可能性[23]。目

前，由于 WGS 能为细菌分型提供更多信息，如

细菌的耐药性和毒力等，越来越多的实验室正在

从 PFGE 过渡到 WGS 进行细菌分型[23]。此外，

与 MLST 相比，PFGE 操作烦琐，由于参数设置

的差异，难以像 MLST 一样与其他实验室进行比

对，多为实验室内检测结果的比较，适于分析引

起 暴 发 事 件 的 猪 链 球 菌 菌 株 间 的 关 联 性 ； 而

MLST 操作简单，通过全球数据库比对，可以得

到更多的关于进化和亲缘关系的信息，在分析菌

株的进化关系方面具有优势，更适合用于全球长

期的进化研究[24]。 

3  以 PCR 为基础的多种方法  

基于 PCR 的方法具有快速、低成本的优势，

适用于筛选大量分离株，可在大多数实验室中使

用[25–26]。因此，PCR 仍是最常用的检测和鉴定猪

链球菌的方法[25]。 

3.1  针对 gdh 和 recN 基因的特异性 PCR 

Okwumabua 等发现，猪链球菌编码谷氨酸脱

氢酶基因 gdh 高度保守，针对该基因建立了检测

猪链球菌的特异性 PCR 方法[25]。随后，研究人

员发现这种方法无法区分类猪链球菌(如原血清

型 20、22、26 和 32–34 型)和真正的猪链球菌[12]。

因此，在 2014 年 Ishida 等针对编码重组/修复因

子的 recN 基因，建立检测猪链球菌的特异性 PCR

方法，利用该方法可区分类猪链球菌和真正猪链

球菌[12]。由于猪链球菌与其种属相近的细菌常定

殖于猪扁桃体、鼻腔等部位，为提高猪链球菌

的分离率，临床上从上述部位分离猪链球菌时，

本实验室通常采用 gdh 和 recN 双阳性的判定标

准。本课题组用该方法，自 2017–2019 年期间

于江苏地区屠宰场采集健康猪扁桃体和鼻拭子

样本 454 份，阳性的样本为 311 份(68.5%)，共分

离到猪链球菌单菌落 405 株；采用血清特异性的

PCR 的方法进一步分型鉴定，发现传统血清型有

342 株(84.44%)，NCL 菌株有 20 株(4.94%)，未

定型菌株有 43 株(10.62%)[27–29]。 

3.2  多重 PCR 

2016 年 Hatrongjit 等设计一种多重 PCR 方

法鉴定与人感染有关的猪链球菌克隆复合体，这

种方法具有低成本、快速、应用广等优点 [26]。

研究人员对 62 个 CC104 特异性克隆片段分析后

发现，有 7 个重要的片段与 GenBank 数据库中

已知的猪链球菌序列有较低的相似性，并从中选

取了 4 个序列(hp1、mp、pep、col)和由 Takamatsu

等设计出的引物 srtBCD 共同组成了多重 PCR

的 引 物 ， 使 得 在 单 个 反 应 中 能 就 同 时 区 分

CC1 、 CC25 、 CC28 、 CC104 、 CC221/234 和

CC233/379[26]。 
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3.3  随 机 扩 增 DNA 片 段 多 态 性 (random 

amplified polymorphic DNA，RAPD)和聚合酶链

式 反 应 - 限 制 性 片 段 长 度 多 态 性 (polymerase 

chain reaction-restriction fragment length 

polymorphisms，PCR-RFLP) 

RAPD 的原理是采用随机合成的寡核苷酸引

物进行 PCR 扩增，产生的片段可反映基因组特征

并用于构建系统发育树。RAPD 具有如下优点：

对样品的需要量和质量要求不高；操作安全简

便；无需预知被研究对象的基因组序列；一套引

物可用于不同生物的检测等。但该方法不能分析

基因型，只能表示样品是否有差异，无法分析产

生差异的原因，而且影响实验的因素较多，重复

性较差[30]。 

RFLP 的原理是检测 DNA 经限制性内切酶处

理后形成特定大小的片段。基因内个别碱基的突

变以及序列缺失、插入、重排会造成 DNA 核苷

酸序列上的变化均可导致 RFLP 的产生 [31–32]。

PCR-RFLP 是先扩增被检样品的 16S–23S rRNA

基因，然后酶切、电泳、观察结果，以此作为分

型依据。 

2019 年 Atcharaporn 等利用 RAPD 和 16S–23S 

rRNA PCR-RFLP，分析从猪源和人源猪链球菌的

克隆复合体[33]。结果显示，在一个给定的克隆复合

体中大多数 ST 的 RAPD 和 PCR-RFLP 图谱相同，

且 RAPD 较 PCR-RFLP 区分度更高[33]。PCR-RFLP

将 684 份样品分为 4 个群：群 1 由 CC25、CC28、

CC104 和 CC233/379 组成，群 2 由 CC221/234 组

成，群 3 由 CC16 组成，群 4 由 CC1 组成；RAPD

则可以同时区分 CC1、CC16、CC25、CC28、

CC104、CC221/234 和 CC233/379[33]。这两种方

法有助于筛选或预测对人和猪有致病性的多克

隆复合体，也可用于快速、低成本筛选大量分离

株，但它们不能区分每个克隆复合体中的 ST[33]。 

3.4  多 位 点 可 变 数 目 串 联 重 复 序 列 分 析

(multiple locus variable-number tandem repeat 

analysis，MLVA) 

MLVA 也是基于 PCR 原理。可变数目串联重

复序列(variable number tandem repeat，VNTR)是

指存在于真核、原核生物基因组中的一种可遗

传、不稳定且具有高度多态性的短核苷酸重复序

列，MLVA 基于不同个体之间短序列重复数不同

的原理，通过检测基因组上多个 VNTR 的重复数

来区分菌株。通常采用 PCR 扩增细菌染色体上的

多个 VNTR，结合毛细管电泳精确测定其重复数，

随后使用聚类软件对不同菌株 VNTR 的重复数进

行分析，以确定不同菌株间的亲缘关系。李伟等

建立了猪链球菌血清 2 型菌株 MLVA 分型方法，

用于分析中国的 ST7 菌株[34]。他们使用软件和串

联重复数据库，对 5 株血清 2 型菌株(GZ1、SC84、

05ZYH33、98HAH12 和 P1/7)进行基因组序列分

析 ， 最 终 选 定 9 个 VNTR 基 因 簇 (TR1–9)将    

166 株猪链球菌血清 2 型菌株分为 51 种 MLVA

型，来自中国的 144 株 ST7 菌株被分为 34 种

MLVA 型，这些 ST7 菌株除 TR9 基因簇外，TR1–8

序列均相同[34]。虽然 MLVA 可以发现 PFGE 模式

相似的菌株之间更详细的差异，但目前只有一个

TR9 位点可用于区分 ST7 菌株，因此还需要更多

的菌株，优化该方法[34]。 

MLVA 具有如下优点：不同位点的串联重复

序列的多态性不同，因此多个位点的 VNTR 分析

具有较好的分辨能力；MLVA 以 PCR 为基础，所

需的设备与技术较易获取和掌握；不同实验室之

间的数据也可以进行交换、整合，并且不需要参
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考菌株；可获取大量的细菌全基因组序列，有利

于 VNTR 的识别和引物的设计[34]。与 MLST 相比，

MLVA 更适合猪链球菌暴发调查、跟踪感染来源

及途径。 

4  全基因组测序 (whole genome 

sequencing，WGS) 

随着细菌基因组测序技术的发展，WGS 在病

原菌的遗传进化、种群迁移和流行分析中被广泛

应用[35]。2016 年 Athey 等对 121 株 29 种猪链球

菌血清型菌株进行 WGS，将数据整合到猪链球菌

血清分型的自动化软件中，建立了识别所有 29 种

猪链球菌血清型的方法[36]。该方法可以区分血清

型 1 和 14、血清型 2 和 1/2，并确定菌株 MLST

型和毒力因子信息，为猪链球菌病的监测、流行

病学调查和防控提供参考。但是，与血清学方法

相比，这种 WGS 方法的局限性在于它无法确定

细菌是否能表达荚膜[36]。2016 年广西发生猪链球

菌感染人事件，导致 2 人死亡，黄文华等从患者

身上分离出 6 株猪链球菌 C2227–C2232 并进行了

WGS，分离株 C2227、C2229–C2232 属于 ST1，

分离株 C2228 属于 ST665，首次证实 ST665 也可

以感染人；6 株菌均存在与免疫逃避或感染相关的

10 个毒力基因(salk、salt、fhb、iga1、ef、mrp、sly、

ssna、enda 和 scpa)[37]。深入研究发现，这 6 株菌与

猪链球菌血清 2 型毒力代表菌株 05ZYH33、

SC84、98HAH33、BM407 和 P1/7 位于同一克隆

分支中[37]。进化树分析显示，C2229–C2232 位于

同一个亚分支中，C2227 和 C2228 则分散在另外   

2 个不同的亚分支中，表明 C2227 和 C2228 更可

能代表偶发病例，而不是暴发病例[37]。与中国地

区流行菌株 05ZYH33、SC84 和 98HAH33 相比，

这 6 株菌与越南分离菌株亲缘关系更密切[37]。最

近，本课题联合国内同行，对 52 株猪链球菌血

清 31 型进行 WGS，并结合 NCBI 来源的 23 株血

清 31 型基因组信息，通过系统进化树与核心基

因组单核苷酸多态性分析发现，血清 31 型从总

群结构可分为 3 群，中国分离株主要位于第 3 群

属于 MCG7-2，NCBI 数据库上的国外菌株主要

位于第 2 群属于 MCG7-3，表明二者进化路径不

同；MLST 分析发现，31 型的 ST 型混杂；所有

国内来源的 52 株菌株都是多重耐药，且第 3 群

菌株耐药基因主要由前噬菌体携带，与传统的认

为猪链球菌耐药基因的携带主要依靠整合性接

合元件和整合性可移动元件的观点不同[38]。 

5  总结 

综上所述，MLST 操作简单，易于在各实验

室间进行数据比对，适合于对全球猪链球菌进行

有序统一的分型。PFGE 适用于分析引起局部暴

发事件的猪链球菌间的关联性。PCR 相关方法具

有快速、低成本的优点，易于在常规实验室诊断

中应用，在确定猪链球菌克隆复合体方面具有显

著优势。WGS 具有准确度高的优点，结合基因组

学、临床流行病学数据与系统发育组学，已广泛

用于研究猪链球菌菌株的种群结构、遗传多样

性、病原特性及溯源等，为猪链球菌病防控提供

了重要的技术基础。上述这些方法的综合应用将

有助于丰富猪链球菌流行病学，为猪链球菌病的

防控和疫苗研制奠定基础。 
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Abstract: Streptococcus suis is an important bacterial pathogen for pigs. It can cause meningitis, sepsis and arthritis 

in pigs, leading to severe economic losses to the pig industry. In addition, S. suis can also infect humans and is 

considered a zoonotic pathogen. In order to better prevent and control the disease caused by S. suis, it is necessary 

to use molecular epidemiological methods to elucidate the epidemiological characteristics of S. suis, including 

virulence typing, temporal and spatial distribution, transmission route, source of infection, and genetic determinants 

of transmission. At present, there are several commonly used methods including multilocus sequence typing, 

pulsed-field gel electrophoresis, whole genome sequencing, and PCR-based methods. This article introduces the 

principles of the above-mentioned methods and the application examples in the epidemiology of S. suis, and 

analyzes their advantages and disadvantages, which contributes to better revealing the epidemiological 

characteristics of S. suis, and providing a reference for formulating prevention and control strategies for the disease 

caused by S. suis. 

Keywords: Streptococcus suis, epidemiology, multilocus sequence typing, pulsed-field gel electrophoresis, whole 
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