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摘  要: 目的  建立猪源性动物产品中猪链球菌 2 型分离方法, 为监测人畜共患致病菌猪链球菌 2 型提供技

术支持。方法  通过选择不同增菌基础液、不同种类和不同浓度的抑菌剂及不同选择性分离平板, 建立猪源

性动物产品中猪链球菌 2 型的分离方法。对从 920 份猪源性动物产品分离到的可疑菌落进行初步筛选、生化

鉴定、血清学鉴定和分子鉴定。结果  使用该分离方法检测猪源性动物产品, 背景细菌显著减少, 猪链球菌典

型菌落显著增加, 分离更加容易。从 920 份猪源性动物产品中共检出 27 株猪链球菌, 阳性率为 2.93%(27/920), 

其中猪链球菌 2 型为 17 株, 阳性率为 1.85%(17/920)。结论  本方法为猪源性动物产品中猪链球菌 2 型检测

提供了技术手段。 
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ABSTRACT: Objective  To establish isolation methods for detection of Streptococcus suis type 2, so as to provide 

technical support for monitoring zoonotic pathogen in pig-derived products. Methods  By choosing different 

enrichment base fluid, different concentrations of different kinds of bacteriostatic agent and different selective 

separating plates, a method for isolation of Streptococcus suis serotype 2 in pig-derived animal products was 

established. Preliminary screening, biochemical identification, serological identification and molecular identification 

of suspicious colonies isolated from 920 pig-derived products were carried out. Results  It was easier to isolate 

Streptococcus suis type 2 in pig-derived products, where the background bacteria were significantly reduced, and the 

typical colonies increased significantly. A total of 27 strains of Streptococcus suis were detected from 920 pig-derived 
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products, with the positive rate of 2.93% (27/920), and 17 strains were Streptococcus suis type 2, with positive rate of 

1.85% (17/920). Conclusion  The established method is suitable for detection of Streptococcus suis type 2 in 

pig-derived products. 

KEY WORDS: pig-derived products; Streptococcus suis type 2; isolation 
 
 

1  引  言 

猪链球菌 2 型是一种重要的人畜共患病病原, 呈世界

分布, 在英国、荷兰、澳大利亚、美国、加拿大、阿根廷、

日本、新加坡、泰国、越南、马来西亚导致猪只发病, 并

且有人接触感染的猪和猪源动物产品而感染发病的报道
[1-8]。20 世纪 90 年代初, 广东在国内首次发生猪链球菌 2

型感染猪的报道, 但没有感染人的报道[9]。1998 年及 2005

年在我国曾有猪链球菌 2 型大范围感染猪和人的报道
[10-14]。国内外对猪链球菌的研究主要集中在疫病诊断、病

原分离鉴定、毒力因子分析、疫苗研制和疾病预防等方面, 

对动物产品中猪链球菌 2 型的检测鲜有报道。检测猪链球

菌最经典的方法是分离鉴定, 但猪源动物产品中由于背景

细菌太多, 极大干扰猪链球菌分离。 

本试验通过选择选择性增菌液基础液、选择性平板基

础培养基、抑菌剂种类和耐受浓度测定及组合抑菌剂抑菌

效果测定, 开展猪源动物产品中猪链球菌的分离方法的研

究, 并对分离到的可疑菌落再进行生化鉴定、血清学鉴定

和分子鉴定。 

2  材料与方法 

2.1  材料与仪器 

猪心、猪肺、猪肾等动物产品来自江苏口岸进口的动

物产品、江苏部分养猪场和屠宰场。 

猪链球菌 2 型参考菌株(SS2 ATCC 43765)、江苏分离

株 HA9801(南京农业大学动物医学院陆承平教授惠赠); 粪

链球菌 (CVCC1927)(中国兽药监察所 ); 大肠埃希氏菌

(ATCC25922)、沙门氏菌 (ATCC9809)、金黄色葡萄球菌

(ATCC25923)、单增李斯特菌(ATCC19115/413)由本室保存。 

猪链球菌分型参考血清 (丹麦 Statens Institut for 

Strålehygiejne 公司); 哥伦比亚琼脂、Todd-Hewitt(THB)肉

汤(英国 OXOID 公司); 葡萄糖肉汤、匹克氏肉汤、脑心浸

液肉汤、营养肉汤、革兰氏染色试剂、过氧化氢酶(北京陆

桥技术股份有限公司); 叠氮钠、结晶紫、亚硫酸钠、卡那

霉素、L-半胱氨酸和乙基紫(分析纯, 南京通用化学试剂有

限公司); 牛血清(杭州四季青生物工程材料有限公司)。 

全自动生化鉴定仪 VITEK 2 COMPACT、梅里埃

Densicheck 电子比浊仪(法国梅里埃公司); PCR 引物由上

海生工公司合成; 细菌基因组 DNA 小量纯化试剂盒、PCR

试剂(宝生物工程(大连)有限公司)。 

2.2  细菌生长状况的测定 

利用电子比浊仪方便地测定细菌生长状况, 小于 0.5

麦氏单位记为“-”, 0.5～1 个麦氏单位记为“+”, 1～2 个麦氏

单位记为“++”, 2～3 个麦氏单位记为“+++”, 大于 3 个麦氏

单位记为“#”。 

2.3  选择性增菌液试验 

2.3.1  选择性增菌基础液的选择 

挑取猪链球菌 2 型参考菌株单菌落, 接种于 THB 肉

汤, 37 ℃静置培养 18~24 h 制成种子液。 

将猪源性动物产品中常见的大肠埃希氏菌、沙门氏

菌、金黄色葡萄球菌、单增李斯特杆菌、粪链球菌接种另

一个 THB 肉汤中, 37  ℃ 静置培养 18~24 h。 

将各菌培养物等体积混合, 制成模拟背景细菌菌种。

试验时按 1%的比例移种至葡萄糖肉汤、匹克氏肉汤、脑

心浸液肉汤、营养肉汤 5%血清营养肉汤、THB 肉汤和含

5%血清 THB 肉汤等培养基中, 37 ℃静置培养 18~24 h, 观

察生长状况。 

2.3.2  抑菌剂种类的选择 

根据文献 [15]选择链球菌常用抑菌剂并分别加入到

THB 肉汤中配成以下常用浓度: 叠氮钠(0.2 g/L)、结晶紫

(0.0002 g/L)、亚硫酸钠(0.2 g/L)、卡那霉素(0.02 g/L)、L-

半胱氨酸(0.3 g/L)和乙基紫(0.00083 g/L)。 

挑取猪链球菌 2 型参考菌株的单菌落, 接种于 THB

肉汤, 37  ℃ 静置培养 18~24 h 制成种子液。试验时按万分

之一的比例移种至含有不同抑菌剂的 THB 肉汤中, 37  ℃

静置培养 18~24 h, 观察生长状况。 

2.3.3  猪链球菌 2 型对叠氮钠、结晶紫、亚硫酸钠耐受浓

度的测定 

试验时按万分之一的比例接种 2 种猪链球菌 2 型参考

菌株于含有不同浓度的叠氮钠、结晶紫、亚硫酸钠的 THB

肉汤, 37  ℃ 静置培养 18~24 h, 观察生长状况。 

按上述方法测定猪链球菌在同时含有最大耐受浓度

一半浓度的的叠氮钠、结晶紫、亚硫酸钠的 THB 肉汤的生

长状况。 

2.3.4  组合抑菌剂的选择 

在选择性增菌基础液中加入相应猪链球菌叠氮钠、结

晶紫、亚硫酸钠最大耐受浓度一半浓度的抑菌剂, 制成选

择性增菌液。在选择性增菌液中同时接种猪链球菌 2 型参

考菌株和背景细菌的菌种, 37  ℃ 静置培养 18~24 h, 观察
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生长状况并平板分离。 

2.4  选择性分离平板的选择 

2.4.1  选择性平板基础培养基的选择 

挑取 ATCC 43765、HA9801 单菌落, 在含 5%脱纤维

绵羊血哥伦比亚琼脂、5%脱纤维绵羊血普通营养琼脂和

5%脱纤维绵羊血 THB 肉汤琼脂上平板分离, 37  ℃ 静置培

养 24 h, 观察生长状况。 

2.4.2  选择性分离平板的选择 

将猪链球菌种子液和背景细菌种子液按照 1:100 (V:V)

的接种体积接种于含有 0.2 g/L 叠氮钠、0.0002 g/L 结晶紫

和 0.1 g/L 亚硫酸钠的 THB 肉汤中, 37 ℃静置培养 18~24 h

后, 在哥伦比亚琼脂、5%犊牛血清哥伦比亚琼脂、5%脱纤

维绵羊血哥伦比亚琼脂、5%兔血哥伦比亚琼脂及上述不含

抑菌剂的平板上划线分离。37  ℃ 静置培养 18~24 h, 观察

生长状况。 

2.5  分离方法验证与应用 

2.5.1  样品处理与菌落的分离 

猪心、猪肺、猪肾等动物产品按文献[16]采集, 样品与

THB 肉汤按 1:9(m:m)的比例均质后, 加入终浓度分别为

0.2 g/L 叠氮钠、0.0002 g/L 结晶紫和 0.1 g/L 亚硫酸钠, 于

37 ℃静置培养 18 h 后, 在含有 0.2 g/L 叠氮钠、0.0002 g/L

结晶紫和 0.1 g/L 亚硫酸钠的 5%脱纤维羊血哥伦比亚琼脂

的选择性平板上 37 ℃静置培养 18~24 h 后筛选可疑菌落进

行鉴定。 

2.5.2  初步筛选 

根据文献[15,16], 从选择性哥伦比亚琼脂绵羊血平板上

选取圆形、微凸、表面光滑、湿润, 边缘整齐, 半透明的 α

溶血菌落做革兰氏染色、过氧化氢酶试验。符合上述特征的

革兰氏阳性和过氧化氢酶阴性的菌落进行下一步鉴定。 

2.5.3  生化鉴定 

(1)微量生化管鉴定 

根据试剂厂家说明书, 对革兰氏染色阳性和过氧化

氢酶试验阴性的 α溶血菌落进行 V-P 试验、淀粉酶试验、

6.5%氯化钠生长试验、海藻糖、马尿酸钠、水杨苷和七叶

苷试验。 

(2)微生物全自动生化鉴定仪鉴定 

对微量生化管鉴定的可疑猪链球菌株利用微生物全

自动生化鉴定仪鉴定。在 5%脱纤维羊血哥伦比亚琼脂上

37  ℃ 静置培养 24 h 的新鲜菌落, 选择革兰氏阳性菌鉴定

板, 按照仪器说明书进行鉴定。 

2.5.4  血清学鉴定 

按文献[17]进行血清学鉴定。 

2.5.5  16S rDNA 鉴定 

根据 Genbank 分析多株猪链球菌 16S 核糖体序列, 选

择最据保守性的区域设计了引物, 上海生工公司合成。合

成的引物用双蒸水稀释至 20 pmol/μL, -20 ℃保存备用。扩

增目的片段长度为 305 bp,引物序列如下:  

上游引物: 5'-GCATAACAGTATTTACCGCATGGTAG 

AT3-3';  
下游引物: 5'-TTCTGGTAAGATACCGTCAAGTGAG 

AA3-3'   
其他按照按文献[18]进行。对部分分离的猪链球菌菌株

送宝生物工程(大连)有限公司进行 16S rDNA 全序列的测

定, 对测定序列在 NCBI 上进行比对。 

3  结果与分析 

3.1  选择性增菌液试验结果 

3.1.1  增菌基础液的选择 

猪链球菌在葡萄糖肉汤、匹克氏肉汤、脑心浸液肉汤、

营养肉汤 5%血清营养肉汤、THB 肉汤和 5%血清 THB 肉

汤中生长情况见表 1。猪链球菌在含 5%血清营养肉汤、

THB 肉汤和 5%血清 THB 肉汤生长良好。但除 THB 肉汤

外, 其他 2 种培养液均要添加血清, 因此猪链球菌 2 型的

最佳增菌基础液为 THB 肉汤。 

 
表 1  猪链球菌 2 型在各种培养液中的生长状况 

Table 1  Growth condition of Streptococcus suis type 2 in 
different broths 

培养基名称 SS2 生长状况 HA9801 生长状况

葡萄糖肉汤 - - 

匹克氏肉汤 - - 

脑心浸液肉汤 + + 

含 5%血清脑心浸液肉汤 +++ +++ 

营养肉汤 + + 

含 5%血清营养肉汤 +++ +++ 

THB 肉汤 +++ +++ 

含 5%血清 THB 肉汤 +++ +++ 

注: 小于 0.5 麦氏单位记为“-”, 0.5～1 个麦氏单位记为“+”, 1～2

个麦氏单位记为“++”, 2～3 个麦氏单位记为“+++”, 大于 3 个麦氏

单位记为“#”。 

 
3.1.2  抑菌剂种类的选择 

卡那霉素、L-半胱氨酸和乙基紫等无显著抑菌作用; 

叠氮钠(0.2 g/L)、结晶紫(0.0002 g/L)和亚硫酸钠(0.2 g/L)

单独使用时对背景细菌仅有部分抑制作用, 猪链球菌 2 型

在含有各种抑菌剂培养液中的生长状况见表 2。 

3.1.3  叠氮钠、结晶紫和亚硫酸钠对猪链球菌 2 型和背景

细菌的抑制情况 

叠氮钠、结晶紫和亚硫酸钠对猪链球菌 2 型和背景细

菌的抑制情况见表 3。由表 3 可知, 猪链球菌 2 型对叠氮

钠、结晶紫和亚硫酸钠最大耐受浓度分别为 0.4、0.0004

和 0.2 g/L。 
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表 2  猪链球菌 2 型在含有各种抑菌剂培养液中的生长状况 
Table 2  Growth condition of Streptococcus suis type 2 in THB containing different bacteria inhibitors 

抑菌剂名称 SS2 生长状况 HA9801 生长状况 背景细菌 

叠氮钠(0.2 g/L) +++ +++ +++ 

卡那霉素(0.02 g/L) +++ +++ # 

L-半胱氨酸(0.3 g/L) +++ +++ # 

结晶紫(0.0002 g/L) +++ +++ +++ 

乙基紫(0.00083 g/L) +++ +++ # 

亚硫酸钠(0.2 g/L) ++ ++ +++ 

注: 小于 0.5 麦氏单位记为“-”, 0.5～1 个麦氏单位记为“+”, 1～2 个麦氏单位记为“++”, 2～3 个麦氏单位记为“+++”, 大于 3 个麦氏单位记

为“#”。 

 
表 3  叠氮钠、结晶紫和亚硫酸钠对猪链球菌 2 型和背景细菌的抑制情况 

Table 3  Inhibitory effects of sodium azide, crystal violet and sodium sulfite on Streptococcus suis type 2 and background bacteria 

 叠氮钠(g/L) 结晶紫(g/L) 亚硫酸钠(g/L) 

 0 0.1 0.2 0.4 0.8 0.0001 0.0002 0.0004 0.0008 0.1 0.2 0.4 0.8 

ATCC43765 +++ +++ +++ +++ + +++ +++ +++ + +++ +++ ++ + 

HA9801 +++ +++ +++ +++ + +++ +++ +++ + +++ +++ ++ + 

背景细菌 # # +++ +++ +++ # +++ +++ +++ # +++ +++ +++ 

注: 小于 0.5 麦氏单位记为“-”, 0.5～1 个麦氏单位记为“+”, 1～2 个麦氏单位记为“++”, 2～3 个麦氏单位记为“+++”, 大于 3 个麦氏单位记

为“#”。 

 
3.1.4  组合抑菌剂的抑菌效果 

猪链球菌 2 型 SS2 ATCC 43765 和 HA9801, 在含有

0.2 g/L 叠氮钠、0.0002 g/L 结晶紫和 0.1 g/L 亚硫酸钠的

THB 肉汤中仍然生长良好, 达到 2～3 个麦氏单位, 与不加

抑菌剂的 THB 肉汤相比, 无显著差别; 而背景细菌受到较

大程度抑制, 与不加抑菌剂的 THB 肉汤相比, 从 3 个麦氏

单位以上降到 1 个麦氏单位以下。因此选用含有 0.2 g/L 叠

氮钠、0.0002 g/L 结晶紫和 0.1 g/L 亚硫酸钠的 THB 肉汤

作为选择性增菌液。 

3.2  选择性分离平板选择结果 

3.2.1  选择性平板基础培养基的选择 

ATCC 43765、HA9801 在 5%脱纤维绵羊血哥伦比亚

琼脂、5%脱纤维绵羊血普通营养琼脂和 5%脱纤维绵羊血

THB 琼脂上形成圆形、微凸、表面光滑、湿润, 边缘整齐, 

半透明的菌落, 但在 5%脱纤维绵羊血哥伦比亚琼脂上菌

落生长更加良好, 呈典型 α溶血, 而在 5%脱纤维绵羊血普

通营养琼脂和 5%脱纤维绵羊血 THB 琼脂上的 α溶血不够

典型。因此选择 5%脱纤维绵羊血哥伦比亚琼脂作为选择

性分离平板的基础培养基。 

3.2.2 选择性平板的选择 

在含有 0.2 g/L 叠氮钠、0.0002 g/L 结晶紫和 0.1 g/L

亚硫酸钠的 5%犊牛血清哥伦比亚琼脂, 含 5%脱纤维绵羊

血哥伦比亚琼脂, 5%兔血哥伦比亚琼脂上均形成圆形、微

凸、表面光滑、湿润, 边缘整齐, 半透明的大量猪链球菌

典型菌落, 背景菌落较少; 而在不含抑菌剂的 5%犊牛血

清哥伦比亚琼脂, 含 5%脱纤维绵羊血哥伦比亚琼脂, 5%

兔血哥伦比亚琼脂上, 猪链球菌典型菌落较少, 背景菌落

较多。不能在 5%犊牛血清哥伦比亚琼脂上观察猪链球菌

的溶血性, 5%兔血哥伦比亚琼脂上猪链球菌 α溶血性不如

5%脱纤维绵羊血哥伦比亚琼脂典型。因此选择含有 0.2 g/L

叠氮钠、0.0002 g/L 结晶紫和 0.1 g/L 亚硫酸钠的 5%脱纤

维绵羊血哥伦比亚琼脂作为选择性分离平板。 

3.3  验证与应用 

3.3.1  初步筛选 

在 920 份样品中出现了 125 株符合猪链球菌菌落特征

的、革兰氏阳性球菌和过氧化氢酶阴性的 α溶血菌落。 

3.3.2  生化鉴定 

(1)微量生化管鉴定 

根据文献[15], 以 V-P 试验阴性、淀粉酶试验阳性、

6.5%氯化钠生长试验阴性、海藻糖发酵试验阳性、马尿酸

钠水解试验阴性、水杨苷试验阳性和七叶苷试验阳性为判

断标准。对 125 株革兰氏阳性球菌和过氧化氢酶阴性的 α

溶血菌落进行生化鉴定, 符合猪链球菌生化特征的菌株为

29 株。 
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(2)全自动微生物生化鉴定仪鉴定 

鉴定出猪链球菌 1 型和 2 型共 22 株, 其余被鉴定成

缓症链球菌、口腔链球菌、托儿豪特链球菌、羊链球菌及“不

能鉴定”等。 

3.3.3  血清学鉴定 

对 125 株革兰氏阳性球菌和过氧化氢酶阴性的 α溶血

菌落进行血清学鉴定, 自凝菌株为 4 株, 1 型为 3 株, 2 型为

17 株, 1⁄2 型为 3 株, 未检出 3 型、4 型和 5 型。 

3.3.4  分子鉴定 

对 125 株革兰氏阳性球菌和过氧化氢酶阴性的 α溶血

菌落进行 16S rDNA 鉴定, 阳性菌株为 27 株。 

对部分分离的猪链球菌菌株进行了 16S rDNA 基因进

行了全序列测定, 将其序列在 NCBI 上比对, 与已发表的

猪链球菌 16S rDNA 序列同源性在 98%以上, 确认所分离

的菌株为猪链球菌。 

3.3.5  鉴定结果 

通过 920 份猪源性动物产品检测进行验证和应用, 共

检出 27株猪链球菌, 阳性率为 2.93%(27/920), 其中猪链球

菌 2 型为 17 株, 阳性率为 1.85%(17/920)。 

4  结论与讨论 

对猪源动物产品进行猪链球菌 2 型进行检测时, 即使

阳性样品含菌量也不高, 而且猪链球菌 2 型培养要求高, 

而猪源动物产品中存在的其他各种大量背景细菌, 培养要

求低, 生长速度快, 极易屏蔽猪链球菌 2 型。因此对猪源

动物产品进行猪链球菌 2 型检测时, 选择性增菌液的增菌

和选择性平板的分离是必不可少的步骤。本试验建立了猪

源性动物产品中包含多种抑菌剂组合的猪链球菌的选择性

增菌和平板分离方法。并通过 920 份猪源性动物产品检测

进行验证和应用, 共检出 27 株猪链球菌, 其中猪链球菌 2

型为 17 株, 可见本方法为猪源性动物产品中猪链球菌 2 型

检测提供了技术支撑。 

猪链球菌的鉴定比较复杂, 必须将生化鉴定、血清学

鉴定和分子鉴定结合起来。生化鉴定是细菌鉴定的经典方

法, 但比较费时费事。用最少的生化试验对猪链球菌进行

鉴定是可能的, 尤其这些菌株是从病死猪分离并能够进行

血清学鉴定。当从病猪非上呼吸道上分离的 α-溶血链球菌

菌株与猪链球菌血清呈阳性反应时, 只要淀粉酶阳性和

V-P(3-羟基丁酮)试验阴性, 就可认为是猪链球菌[2]。但对

从健康猪的扁桃体和鼻拭子分离的不能血清学分型的猪链

球菌必须用基因的方法进行确认, 因为生化的方法可能会

出现错误[2]。本试验对微量生化管鉴定阳性的 29 株猪链球

菌, 其中 27 株通过猪链球菌 16s rDNA 的测定得到确认。

猪链球菌 16s rDNA 对猪链球菌种的鉴定是特异的, 但对

猪链球菌 2 型不是特异的[18,19]。用血清学的方法对猪链球

菌分型是最经典、最可靠的方法, 但由于自凝菌株和与现

有所有血清型血清均不凝集菌株的存在, 而且高质量的所

有血清型的分型血清不易得到, 限制了血清学分型方法的

应用[2]。 
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