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研究报告 

马源马链球菌兽疫亚种 3 株新疆分离株基因型的鉴定及

MLST 分析 

张泽华  张欢  汪丽  古丽米热·对山巴依  吕芬芬  蒲小峰  张宝江  苏艳* 
新疆农业大学动物医学学院  新疆 乌鲁木齐  830052 

摘  要：【背景】马链球菌兽疫亚种(Streptococcus equi subsp. zooepidemicus，SeZ)是引起马腺疫的主

要病原，还可引起猪链球菌病，加强该菌的地方株分子流行病学监测对有效防控相关疫病十分必要。

【目的】对新疆地区 2 个马场 SeZ 分离株进行鉴定和药敏特性分析，并分析 3 株新疆分离株的分子

流行与菌株的遗传进化特征。【方法】对分离纯化的 3 株病原菌(ZHZ113、ZHZ211 和 ZHZ523)进行

染色观察、生化及药敏特性检测，对 16S rRNA 和 SeM 基因进行遗传进化分析，以链球菌 7 个管家

基因 arcC、nrdE、proS、spi、tdk、tpi 和 yqiL 为目的基因对 3 株分离菌进行多位点序列分型(Multilocus 

Sequence Typing，MLST)研究。【结果】3 株 SeZ 的药敏结果显示这 3 株分离菌对不同抗生素的耐药

程度不同，但均对头孢西丁、庆大霉素、链霉素、红霉素、左氧氟沙星、环丙沙星、土霉素等 11

种药物敏感。16S rRNA 基因序列分析显示这 3 株分离菌均属于Ⅱ群(兽疫链球菌)。3 株菌的 MLST

分型结果分别为 ST39、ST419、ST421 型，其中 ST419 和 ST421 型为 SeZ 目前尚未见报道的新 ST

型。SeM 基因分析结果显示马源 SeZ 在不同国家、不同动物和不同时间段上的流行分布存在差异和

动态变化的特点。【结论】3 株 SeZ 分离菌分别与美国犬源及马源菌株亲缘关系较近，反映部分 SeZ

株在新疆地区的基因型分布及分子流行特点。 

关键词：马链球菌兽疫亚种，16S rRNA 基因，SeM 基因，多位点序列分型，药敏特性 
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Abstract: [Background] Streptococcus equi subsp. zooepidemicus (SeZ) not only causes swine 
Streptococcus disease, but also is an important pathogen that causes strangles. Strangle poses a serious 
threat to the development of horse and donkey industry in China and it is of great significance to 
strengthen the molecular epidemiological monitoring of the local SeZ isolates for effective prevention and 
control of strangle. [Objective] To identify the bacteria and detect drug susceptibility, samples were 
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collected from horse farms in Xinjiang. Molecular epidemic and genetic evolution characteristics of the 
three endemic isolates were also analyzed. [Methods] Isolation and identification, physiological and 
biochemical test, drug sensitivity test of 3 isolates (ZHZ113, ZHZ211 and ZHZ523), genetic evolution 
analysis of 16S rRNA and SeM genes were performed. Seven housekeeping genes (arcC, nrdE, proS, spi, 
tdk, tpi, yqiL) of 3 isolates were amplified and analyzed through multilocus sequence typing (MLST). 
[Results] Drug sensitivity results showed that all the three isolates were sensitive to 11 drugs like 
cefuroxime, cefoxitin, gentamicin, streptomycin, erythromycin, doxycycline, levofloxacin, ciprofloxacin, 
rifampicin, clindamycin and oxytetracycline. The 16S rRNA gene sequence analysis showed that these 
three isolates belonged to group II (Streptococcus zooepidemicus). The MLST results showed that       
3 sequence types ST39, ST419 and ST421 were found and ST419 and ST421 were identified as novel ST 
genotypes, which have not been reported. From the analysis of SeM gene sequence and the phylogenetic 
tree we found that there are variations and dynamic changes in the strangles epidemic distribution from the 
point of view of different countries, different animals and different time. [Conclusion] This study showed 
that the 3 isolates were closely related to American canine and horse strains and the results provide 
valuable information to understand the genotype distribution and molecular epidemic characteristics of 
SeZ in Xinjiang. 

Keywords: Streptococcus equi subsp. zooepidemicus, 16S rRNA gene, SeM gene, multilocus sequence 
typing (MLST), microbial susceptibility 
 

马链球菌兽疫亚种(Streptococcus equi subsp. 

zooepidemicus，SeZ)是一种人畜共患的条件致病性

链球菌，属 C 群链球菌成员[1-2]，可感染人及多种

动物，包括马、驴、猪、犬、猫、牛、羊、鸡等[3-5]。

我国报道了由该菌感染马引起马腺疫和感染猪引

起猪链球菌病的病例[6-7]，给养马业和养猪业均造成

了巨大的经济损失。马腺疫被认为是世界范围内最常

见的马属动物呼吸道传染病之一[8-9]，英国每年报道

有 600 多起暴发病例，幼驹往往有较高的死亡率[10]。

国内关于 SeZ 的研究报道多见于猪源与人源[11]。 

多位点序列分型(Multilocus Sequence Typing，

MLST)是一种近年来被广泛应用的高分辨率分子

分型方法，基于核酸序列测定和管家基因的序列多

态性，通过管家基因的不同序列号组合决定序列型

(Sequence Type，ST)。该法具有分辨率高、重复性

好和操作简单等优势[12]。该法可反映细菌的群体

变异和进化特点，有助于分子流行病学监测和微生

物分型、进化的研究[13]。此外，MLST 数据库能

通过互联网将各个实验室的研究成果进行比较，更

有利于分子流行病学的研究[14]。 

类 M 蛋白作为 SeZ 重要的毒力因子和主要保护

性抗原[15]，其 N 端多变区可以被用作分析菌株来源

和分子流行病学的重要指标[16-18]。然而 16S rRNA

基因由于进化缓慢，常被用来鉴定细菌种类，研究

表明根据其 V1 和 V2 可变区的变异可分析 SeZ 的

进化规律[19]。 

了解马源兽疫链球菌的临床分离株对常用药

物的敏感性，掌握致病菌株基因型的流行分布和进

化特征，对有效防控 SeZ 感染引发的马腺疫具有重

要意义。本研究针对 3 株 SeZ 新疆分离株进行了耐

药特性检测，采用 PCR 技术扩增 SeM、16S rRNA 及

MLST 分析相关基因，并进行进化分析，以期为丰

富马源兽疫链球菌流行病学资料和防治奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  样品采集 

从新疆伊犁地区 2 个不同规模化养殖的马场

无菌采集发病马颌下淋巴结渗出物和鼻拭子样品，

采集 A 马场不同马匹样品 12 份和 B 马场不同马匹

样品 15 份。 

1.2  主要试剂和仪器 

基因组提取试剂盒、胶回收试剂盒、质粒提取

试剂盒，天根生化科技 (北京 )有限公司产品；

DL2000 DNA Marker、Taq DNA 聚合酶，宝生物工
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程(大连)有限公司；肉汤培养基、LB 培养基、琼

脂粉、血琼脂培养基、MH 琼脂培养基、细菌微量

生化反应管、药敏试纸，杭州滨合微生物试剂有限

公司。PCR 仪和凝胶成像系统，Bio-Rad 公司；全

自动高压灭菌器，上海博讯生物有限公司。 

1.3  PCR 扩增引物 

PCR 引物见表 1，引物由生工生物工程(上海)

股份有限公司合成。 

1.4  细菌的分离培养与染色 

采集的样品接种于血琼脂培养基，37 °C 培养

20 h 后，挑取单菌落进行纯化培养，观察菌落形

态，并进行革兰氏染色鉴定，显微镜观察染色特

性及形态特征。 

1.5  细菌的生化特性 

挑取单菌落于 LB 液体培养基中，37 °C、    

150 r/min 培养 20 h，吸取菌液 20 μL 加入微量生

化反应管中，37 °C 培养 18−24 h，记录分离菌对

吡咯烷酮、精氨酸、二苯基膦、七叶苷、蕈糖、蔗

糖、山梨醇等 17 项生化反应的结果。 

1.6  药敏试验 

采用纸片扩散法，用药敏试纸蘸取稀释好的

药品，检测分离菌对 21 种抗生素(阿莫西林、氨苄

西林、头孢呋辛、头孢噻呋、头孢西丁、青霉素、

庆大霉素、链霉素、红霉素、克拉霉素、多西环

素、左氧氟沙星、诺氟沙星、恩诺沙星、环丙沙星、

磺胺异恶唑、磺胺嘧啶钠、利福平、克林霉素、土

霉素、四环素)的敏感性。将菌液均匀涂布到 MH

琼脂培养基上，再将药敏纸片贴在培养基表面，

37 °C 培养后测量抑菌圈的直径，根据临床和实验

室标准化委员会判定标准判定药敏结果[20]。 

1.7  16S rRNA 基因和 SeM 基因的 PCR 扩增与

序列分析 

挑取 SeZ 分离株的单菌落接种至肉汤培养基，

37 °C、200 r/min 培养 18 h 后，4 000 r/min 离心    

2 min 收集菌体，用试剂盒提取细菌基因组 DNA。

PCR 引物序列见表 1。16S rRNA 基因与 SeM 基因

的 PCR 反应体系(25 μL)：Taq Mix 12.5 μL，ddH2O  

9.5 μL，上、下游引物(50 μmol/L)各 1 μL，模板 1 μL。

16S rRNA 基因的 PCR 反应条件：95 °C 5 min；

95 °C 30 s，56 °C 30 s，72 °C 90 s，35 个循环；72 °C 

10 min。SeM 基因的 PCR 反应条件：95 °C 5 min；

94 °C 30 s，45 °C 45 s，72 °C 105 s，35 个循环；

72 °C 10 min。PCR 扩增产物经电泳检测后，回收

目的片段并测序。 

 
表 1  本研究使用的引物 
Table 1  Primers used in this study 

基因名称 

Gene name 

引物序列 

Primers sequence (5′→3′) 

退火温度 

Annealing temperature (°C) 

产物长度 

Product length (bp) 
16S rRNA F: AGAGTTTGATCCTGGCTCA 

R: ACCTGTCACCCGATGTACC 
56 1 000 

SeM F: TCTTTGCGTTTAGGAGACA 
R: AGCATCAGAAAACTAAGT 

45 1 600 

arcC F: AGCCATCTACCGACTAACAC 
R: TCTGAAAGGGTTTGGCTAGC 

54 437 

nrdE F: TTCTCCTTCAGGTGACAGATG 
R: AGACTAGGCGTTTGAACCTG 

54 448 

proS F: TTGGTTGGAAATGACCAGATC 
R: CCTGATCCTTGACATTAACGG 

53 435 

spi F: CTTAGAGCATTGCGCTAAGC 
R: TTGCCTGCTATCTAGGGAAG 

54 459 

tdk F: GAATTCAGGAAAGACCATTG 
R: TAATGCTTGCGACAAACTGG 

50 370 

tpi F: GGCAGTAGTAAGCAAATTACC 
R: AGCAAGGCAAGGAAGCTATC 

53 424 

yqiL F: CCACATGGGAATTACAGCAG 
R: TCAATACAGACGTCCCTTGA 

55 396 
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将分离菌的 16S rRNA 基因序列和 SeM 基因

序列分别与 GenBank 中马链球菌相关参考菌株的

相应序列进行比对，并用 MEGA 软件构建系统进

化树。 

1.8  管家基因的 PCR 扩增及 MLST 分型 

分别以分离菌株基因组为模板，采用 7 个管家

基因 arcC、nrdE、proS、spi、tdk、tpi 和 yqiL 的

引物(表 1)进行 PCR 扩增及电泳检测。PCR 反应体

系同 1.7。PCR 反应条件：95 °C 5 min；95 °C 30 s，

退火温度见表 1，退火 45 s，72 °C 35 s，33 个循

环；72 °C 10 min。PCR 扩增产物检测后回收测序，

所 得 测 序 序 列 经 MLST 数 据 库 (https://pubmlst. 

org/szooepidemicus)获得等位基因的序号，并确

定 3 个分离菌株的序列型(Sequence Type，ST)，

然后应用 BioNumerics 软件对分离菌及库中马链

球菌兽疫亚种参考菌株构建 ST 型最小生成树

(Minimum Spanning Tree)。 

2  结果与分析 

2.1  分离培养与染色结果 

分离菌(ZHZ113、ZHZ211 和 ZHZ523)在鲜

血琼脂培养基上恒温培养后，长出具有 β 溶血、

透明或白色的菌落(图 1A)。革兰氏染色后镜下可

观察到单个或成短链状分布的革兰氏阳性球菌

(图 1B)。 

2.2  生化试验结果 

3 株分离菌(ZHZ113、ZHZ211 和 ZHZ523)的

生化反应结果与文献[21]中关于马链球菌兽疫亚

种的结果相似，分离菌株的生化反应结果见表 2。 

2.3  药敏试验结果 

药敏试验结果显示 3 株分离菌 (ZHZ113、

ZHZ211 和 ZHZ523)对 21 种抗菌药物的敏感性有

差异，3 株菌均对青霉素耐药，对 21 种抗生素中

的 11 种(头孢噻呋、头孢西丁、庆大霉素、链霉素、

红霉素、多西环素、左氧氟沙星、环丙沙星、利福

平、克林霉素、土霉素)敏感(表 3)。 

 
 
图 1  分离菌的菌落形态及镜下革兰氏染色形态      
(1 000×) 
Figure 1  Colony morphology and Gram staining 
morphology of the isolate (1 000×) 
注：A：菌落形态；B：革兰氏染色形态   

Note: A: Colony morphology; B: Gram staining morphology 

 
表 2  生化鉴定结果 
Table 2  Biochemical test results 

项目 Items 菌株 Strains 

ZHZ113 ZHZ211 ZHZ523 

吡咯烷酮 PYRA + + + 

精氨酸 ADH – + + 

二苯基膦 DPP – – – 

甲基丙烯酰基 PMG + + – 

七叶苷 ESC – – – 

髓磷脂连接糖 MAG + + + 

曲美他嗪 TMZ + – + 

蕈糖 TRE + + + 

蔗糖 SUC + + + 

山梨醇 SOR + + + 

葡磷 VP-MR – – – 

溶血 Hemolysis + + + 
注：+：阳性；–：阴性     

Note: +: Positive; –: Negative 
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表 3  药敏试验结果 
Table 3  Microbial susceptibility test results 

药物 Drugs 敏感性 Sensitivity 

ZHZ113 ZHZ211 ZHZ523

阿莫西林 Amoxicilin R S I 

氨苄西林 Ampicillin R I R 

头孢呋辛 Cefuroxime R I R 

头孢噻呋 Ceftiofur S S S 

头孢西丁 Cefoxitin S S S 

青霉素 Penicillin R R R 

庆大霉素 Gentamicin S S S 

链霉素 Streptomycin S S S 

红霉素 Erythromycin S S S 

克拉霉素 

Clarithromycin 

I I I 

多西环素 Doxycycline S S S 

左氧氟沙星 

Levofloxacin 

S S S 

诺氟沙星 Norfloxacin R S S 

恩诺沙星 

Enrofloxacin 

R R S 

环丙沙星 Ciprofloxacin S S S 

磺胺异恶唑 

Sulfafurazole 

R R S 

磺胺嘧啶钠 

Sulfadiazine sodium 

I R R 

利福平 Rifampin S S S 

克林霉素 

Clindymycin 

S S S 

土霉素 

Oxytetracycline 

S S S 

四环素 Tetracycline I S S 

注：S：敏感；R：耐药；I：中介   

Note: S: Susceptible; R: Resistant; I: Intermediate 

 

2.4  细菌 16S rRNA 基因扩增及序列分析 

以分离菌基因组 DNA 为模板 PCR 扩增 16S 

rRNA 基因，然后将分离菌与马链球菌相关参考菌

株的 16S rRNA 基因进行序列比对(图 2)并构建系

统发育树(图 3)，发现可分成 5 个群(Group Ⅰ、

Group Ⅱ、Group Ⅲ、Group Ⅳ、Group Ⅴ)，3 株

分离菌(ZHZ113、ZHZ211 和 ZHZ523)归属于Ⅱ群

( 马 链 球 菌 兽 疫 亚 种 ) 。 分 离 菌 与 英 国 分 离 株

LR594033、中国分离株 JQ726499 和韩国分离株

MN267505 亲缘关系最近。 

2.5  分离菌的 SeM 基因扩增及序列分析 

PCR 扩 增 分 离 菌 SeM 基 因 ， 将 分 离 菌

ZHZ113、ZHZ211、ZHZ523 的 SeM 基因的 PCR

产物进行测序，与 GenBank 数据库中不同时间、

不同地区及不同马场来源的部分分离株进行氨基

酸序列比对分析。结果显示：分离菌 ZH211 与美

国犬源菌株 859903 和 KF214282 亲缘关系接近；

分离菌 ZHZ523 与德国马源菌株 MH286981 及美

国犬源菌株 MH768747 亲缘关系接近；分离株

ZHZ113 与美国马源分离菌 KC146019 和 KC146016

亲缘关系接近(图 4)。 

2.6  分离菌的 MLST 分型结果 

分别以 3 株分离菌基因组 DNA 为模板 PCR

扩增 7 个管家基因 arcC、nrdE、proS、spi、tdk、

tpi 和 yqiL。3 株分离菌的 MLST 分型结果见表 4，

分别为 3 个不同的 ST 型 ST39 (ZHZ113)、ST419 

(ZHZ523)和 ST421 (ZHZ211)，其中分离菌 ST419

和 ST421 鉴定为 2 个新发现的 ST 型。利用

BioNumerics 软件构建 3 株分离菌与其他相关参

考菌株的 ST 型的最小生成树(图 5)，结果发现

ST39 与 ST233、ST346 和 ST35 亲缘性最近，

ST419 与 ST138、ST346 和 ST35 亲缘性最近，

ST421 与 ST45、ST28、ST335、ST319 和 ST110

亲缘性较近。 

3  讨论与结论 

随着集约化马养殖业的发展，马腺疫发病率逐

渐上升[22]，给马养殖业造成较大的经济损失。马

链球菌兽疫亚种是可引起马腺疫的一种重要人畜

共患病原菌，是马腺疫的重要病原菌，该菌还可感

染猪引起猪链球菌病[23-24]。欧美国家报道马源兽疫

链球菌不仅可在多种动物中流行和分离，还发现该

菌可在马和犬之间传播[25-26]，还有报道证明其在马

和人之间传播[27]。 
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图 3  基于 16S rRNA 基因序列构建的系统发育树 
Figure 3  Phylogenetic tree based on 16S rRNA genes sequence 
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图 4  根据 SeM 氨基酸序列对不同地区、时间、宿主菌株的比较结果 
Figure 4  Comparison results of different regions, time and host strains according to SeM amino acid sequence 

 
表 4  分离菌的 MLST 分型 
Table 4  Multilocus sequence types of isolates 

Strains ZHZ113 ZHZ523 ZHZ211 

yqiL 28 16 12 

arcC 19 3 3 

nrdE 17 3 3 

proS 17 29 17 

spi 2 75 6 

tdk 1 1 53 

tpi 10 5 49 

STs 39 419 421 

 

链球菌分类方法主要有 3 种，即种名分类法、

兰氏分群法和溶血性分类法。因种名分类法是依据

细菌的形态、生理生化特性及 16S rRNA 基因序

列进行分类，为目前最被认可的一种分类法[28]。

本研究利用种名分类法鉴定后的结果表明，3 株分

离菌 ZHZ113、ZHZ211 和 ZHZ523 为马源兽疫链

球菌，其中，ZHZ211 来自一个马场，ZHZ113 和

ZHZ523 来自另外一个马场。因此，本次发现其中

一 个 马 场 内 存 在 新 鉴 定 ST 基 因 型 ZHZ211 

(ST421)，另一马场内存在 2 种 ST 基因型 ZHZ113 
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图 5  根据马链球菌兽疫亚种 ST 型构建的最小生成树 
Figure 5  The minimum spanning tree based on the ST types of S. zooepidemicus 

 
(ST39) 、 ZHZ523 (ST419) ， ZHZ523 (ST419) 和

ZHZ211 (ST421)为 2 个新发现的 ST 型。 

马链球菌的 16S rRNA 基因已经多次被用来分

析该菌的种内遗传变化[19,29]。本研究根据 16S rRNA

基因 V1、V2 区变化特征和构建的系统发育进化树

将分离菌与国外分离株共分成了 5 个不同的群，结

果发现马链球菌马亚种全部归属于Ⅰ群，而 3 株分

离菌均归属于Ⅱ群马链球菌兽疫亚种。3 株分离菌

在 V1 和 V2 区表现出序列变化特征与目前大家普

遍认为的马链球菌马亚种是由马链球菌兽疫亚种

进化而来的结论一致[30]，该群菌株在 V1 和 V2 区

的序列与马链球菌马亚种更相似。此外，在Ⅱ群菌

株中还发现了人源兽疫链球菌菌株，这与 Preziuso

等的研究认为该群菌株的宿主不包括人源菌株不

完全一致[29]。Ⅲ群和Ⅳ群菌株序列的 V1 区相似，

V2 区差异较大，因而属于不同的群。Ⅴ群菌株是

猪链球菌菌株，本次对 V1 和 V2 可变区的比较发

现该群菌株与Ⅳ群的兽疫亚种菌株基因序列具有

相似性，而且Ⅳ群兽疫链球菌中有的菌株为猪源，

据此我们推测Ⅳ群菌株应与Ⅴ群的猪链球菌在进
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化上有一定的亲缘关系。 

SeM 蛋白作为马链球菌兽疫亚种的重要毒力

因子，其 N 端基因序列具有多样性，不同地域菌

株往往差异显著[31-33]，目前认为 SeM 基因的多样

性可代表该菌的进化规律与流行特征[34]。本研究

对 3 株本地分离菌和国外分离株从菌株类型、采集

地点、采集时间和宿主 4 个方面进行了综合分析与

比较，将氨基酸序列进行比较并构建出系统发育

树，比较后发现分离菌株 ZHZ211 与 2013 年在美

国分离得到的犬源兽疫链球菌株亲缘关系较近。

2019 年冯凯等对一株马链球菌兽疫亚种新疆株

ZMSY15-1 进行了 SeM 基因的比较分析后，发现

该分离株与人源兽疫链球菌及犬源兽疫链球菌的

亲缘关系均较远[7]。本研究的结果与 Webb 等研究

认为该群菌株更容易感染犬一致[35]。 

MLST 分型法已被广泛用于微生物传播和种

群动态的研究中[36]，可反映出微生物的进化生物

学。在马链球菌的研究中，该方法被用来揭示马链

球菌马亚种和兽疫亚种的进化关系[30]，已成为研究

兽疫链球菌基因分型和遗传进化的常用技术[35]。

本研究中得到了 3 个不同的 ST 型，其中 ZHZ523

和 ZHZ211 分别被鉴定为 2 个新的 ST 型即 ST419

和 ST421。分离菌 ZHZ113 为 ST39，该型最早在

英 国 被 检 出 ， 之 后 陆 续 在 其 他 地 区 被 检 出 。   

2015 年 Acke 等应用 MLST 法对英国不同犬养殖场

分析，得到 SeZ 的流行基因型主要为 ST39、ST294

和 ST296[25]。我们推测本次检出的 ST39 为同时在

马和犬中流行的菌株类型。从本次建立的最小生成

树可发现，该型在流行过程中还从未在亚洲地区被

检出过。用最小生成树分析本次分离株 ST419 和

ST421 发现，ST419 与 ST138 亲缘关系较近，而

ST421 和其他 ST 型亲缘关系都较远，ST138 菌株

仅在欧洲被检出。因此，推测 3 株菌中的 2 株与欧

洲流行株有亲缘关系，另外 1 株 ST421 为国内流

行株。Kittang 等应用 MLST 方法从挪威患病的马

场工人体内检出了 SeZ 新的基因型 ST364，并通过

与其他 SeZ 菌株比对分析，认为该人源菌株与马

源菌株 ST40、ST138 和 ST214 亲缘关系较近[37]。 

本研究对马源兽疫链球 3 株分离菌分别用   

3 种不同的方法从 3 个不同层面进行了流行和进化

分析。利用 16S rRNA 基因及 SeM 序列比较分析得

出分离菌株中有 2 株与美国犬源菌株有亲缘关系。

MLST 分型鉴定了 2 个新的 ST 型(ST419 及 ST421)，

丰富了 SeZ 的分子流行病学资料。 
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