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摘　要：根据猪链球菌谷氨酸脱氢酶基因和血清型１型、２型、１／２型、７型、９型和１４型的荚膜多糖编码基因核酸

序列，分别设计猪链球菌种和血清型特异性引物，建立并优化多重ＰＣＲ检测方法，检测分析种属背景明确的７３株

菌株（其中猪链球菌４９株、其他对照菌株２４株）及临床分离样本９４株（包括四川资阳临床分离样本４５株）。其中

７３株种属背景明确菌株多重ＰＣＲ种检测结果符合率为８７．５％，６种主要致病血清型检出率可达１００％。２４株对

照菌株在种和血清型检测均为阴性。对４５株四川猪链球菌病暴发现场分离菌株进行检测，其中４１株为猪链球菌

２型。上述结果提示建立的多重ＰＣＲ方法对猪链球菌种及主要致病血清型的检测具有较好的特异性和敏感性，可

用于猪链球菌病的快速诊断和流行病学调查。
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　　猪链球菌（犛狋狉犲狆狋狅犮狅犮犮狌狊狊狌犻狊，ＳＳ）是一种重要

的人畜共患病病原体，能导致脑膜炎、关节炎、心内

膜炎、败血症和人的急性脑膜炎、感染性中毒休克综

合征等疾病，对公共卫生和养猪业构成严重威胁，近

年来已引起研究人员的广泛重视［１］。根据ＳＳ荚膜

多糖（Ｃａｐｓｕｌａｒｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＣＰＳ）抗原性的不

同，可将其分为３５个血清型（１～３４，１／２），其中，临

床上的主要致病血清型为ＳＳ１、ＳＳ２、ＳＳ１／２、ＳＳ７、

ＳＳ９和ＳＳ１４
［２］。对于ＳＳ检测和分型，国内研究主

要针对ＳＳ２，对其他致病血清型鲜有报道。本研究

通过 鉴 别 ＳＳ 谷 氨 酸 脱 氢 酶 （Ｇｌｕｔａｍａｔｅｄｅ

ｈｙｄｒｏｏｇｅｎａｓｅ，ＧＤＨ）和主要致病血清型抗原编码

犮狆狊基因的差异，设计５对寡核苷酸引物，拟建立多

重ＰＣＲ检测体系，以实现ＳＳ种和６种主要致病血

清型的检测。

１　材料和方法

１１　菌株

　　种属背景明确的实验室保存菌株７３株。其中

１４株 为 猪 链 球 菌 ２ 型 （９８０１、ＨＡｂｂ、９８００２、

９８Ｔ００３、９８０１２ 来自中国江苏，Ｓ１０、８００４、８０１１、

８０１２、８０１４、８０１９、Ｔ１５和７９９６来自荷兰，Ｓ７３５来自

加拿大）；猪链球菌血清型标准参考株３５株，由加拿

大 Ｍａｒｃｅｌｏ Ｇｏｔｔｓｃｈａｌｋ 教 授 惠 赠，分 别 为 ＳＳ１

（ＳＨ２８）、ＳＳ２（Ｒ７３５）、ＳＳ１／２（２６Ｓ１）、ＳＳ３（４９６１）、

ＳＳ４（２５２４）、ＳＳ５（１１５３８）、ＳＳ６（６４０７）、ＳＳ７（８０７４）、

ＳＳ８（１４６３６）、ＳＳ９（２０８３）、ＳＳ１０（４４１７）、ＳＳ１１（１２８１４）

ＳＳ１２（８８３０）、ＳＳ１３（１０５８１）、ＳＳ１４（１３７３０）、ＳＳ１５

（ＧＲＴ６３９ＮＣＴＣ１０４４６）、ＳＳ１６（２７２６）、ＳＳ１７（９３Ａ）、

ＳＳ１８（Ｃ７７）、ＳＳ１９（４２Ａ）、ＳＳ２０（８６５１９２ＫＡＬＶ）、

ＳＳ２１（１４Ａ）、ＳＳ２２（８８１８６１）、ＳＳ２３（８９２４７９）、ＳＳ２４

（８８３５７６３）、ＳＳ２５（８９３５７６３）、ＳＳ２６（８８４１０９１）、

ＳＳ２７（８９３２５９）、ＳＳ２８（８９５９０）、ＳＳ２９（９２１７９１）、

ＳＳ３０（９２１４００）、ＳＳ３１（９２４１７２）、ＳＳ３２（ＥＡ１１Ｆ２

９１）、ＳＳ３３（９２１７２１１５ＥＡ１８３２）、ＳＳ３４（９２２７４２）；其

他群链球菌１８株、金黄色葡萄球菌２株、流感嗜血

杆菌２株、沙门氏菌１株、类志贺菌１株，购自解放

军总医院微生物室。临床分离样本９４株，其中

１９９８－２００３年自江苏、上海猪群中分离，由南京农

业大学动物医学院微生物实验室保存４９株；另有

４５株系２００５年７月由本试验室自四川资阳、内江、

自贡等地发病猪／人分离。

　　菌种接种于５ｍＬＴＨＢ培养基中，置摇床上

３７℃过夜培养。

１２　主要试剂

　　蛋白酶 Ｋ为 Ｍｅｒｃｋ公司产品，ＰＣＲ扩增试剂

盒ＤＲＲ００１ＡＭ为（大连）宝生物工程有限公司的产

品，Ｏ’ＧｅｎｅＲｕｌｅｒＴＭ１００ｂｐＤＮＡＬａｄｄｅｒＰｌｕｓ为晶

美生物有限公司产品。

１３　犘犆犚方法

１．３．１　引物设计合成　根据ＧｅｎＢａｎｋ检索的犮狆狊１

（犮狆狊１４）、犮狆狊９、犵犱犺基因序列（ＧｅｎＢａｎｋ登录号分别

为 ＡＦ１５５８０４、ＡＦ１５５８０５、ＡＦ２２９６８３），参考Ｓｍｉｔｈ

确定的犮狆狊１、犮狆狊９特异性基因区间
［３］，采用Ｐｒｉｍｅｒ

ｐｒｅｍｉｅｒ５．０软件设计３对引物。为使各对引物在

相同的扩增条件上具有尽可能高的相容性，设定引

物的Ｔｍ参数范围为５０～５２℃；ＳＳ２（ＳＳ１／２）、ＳＳ７

型特异性引物引用已报道的序列［３４］（表１）。引物

由上海Ｓａｎｇｏｎ生物工程公司合成。

１．３．２　模板的制备　根据文献［５］稍加改进。取细

菌培养物１．５ｍＬ于ＥＰ管中，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心２

ｍｉｎ；沉淀用ＴＥ缓冲液５６７μＬ重悬，加２０％ＳＤＳ

３０μＬ和２０ｍｇ／ｍＬ蛋白酶Ｋ３μＬ，混匀，３７℃水浴

１ｈ；加入５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ１００μＬ和ＣＴＡＢ／ＮａＣｌ溶

液８０μＬ混匀，６５℃水浴１０ｍｉｎ；加入等体积氯仿／

异戊醇（２４∶１），１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ；吸上清

至新ＥＰ管中，加等体积的酚／氯仿／异戊醇（２５∶２４

∶１），１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ；上清移至新 ＥＰ

管，加０．６体积的异丙醇，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０

ｍｉｎ；弃上清，沉淀用１ｍＬ７０％乙醇洗２次，弃上

清，室温放置使乙醇挥发干净；用１０００μＬｄｄＨ２Ｏ

溶解沉淀。－２０℃保存备用。

１．３．３　ＰＣＲ反应　在０．２ｍＬＥＰ管中依次加入

１０× Ｂｕｆｆｅｒ、２５ ｍｍｏｌ／Ｌ Ｍｇ
２＋、２．５ ｍｍｏｌ／Ｌ

ｄＮＴＰｓ、１０μｍｏｌ／Ｌ上下游引物（犮狆狊１、犮狆狊２、犮狆狊７、

犮狆狊９、犵犱犺）、模板、犜犪狇酶，加ｄｄＨ２Ｏ定容至５０μＬ。

８３８
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表１　多重犘犆犚引物

犜犪犫犾犲１　犜犺犲狆狉犻犿犲狉犻狀狋犺犲犿狌犾狋犻狆犾犲狓犘犆犚

基因

Ｇｅｎｅ

引物序列

Ｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｐｒｉｍｅｒｓ

位置

Ｌｏｃａｔｉｏｎ

序列长度／ｂｐ

Ｓｅｑｕｅｎｃｅｌｅｎｇｔｈ

犵犱犺
５′ＴＣＡＡＧＴＣＡＡＣＣＧＴＧＧＣＴＡ３′

５′ＴＡＴＴＣＴＧＴＣＡＡＡＣＧＡＧＣＧ３′

５３４－５５１

１１９０－１１７３
６５７

犮狆狊１（犮狆狊１４）
５′ＴＴＴＡＧＴＡＧＡＣＧＡＡＡＡＣＧＧＧＴ３′

５′ＴＴＧＧＣＡＡＧＡＡＣＴＣＡＴＴＡＴＣＣ３′

４５５４－４５７３

５０１４－４９９５
４６１

犮狆狊２（犮狆狊１／２）
５′ＴＧＡＴＡＧＴＧＡＴＴＴＧＴＣＧＧＧＡＧＧＧ３′

５′ＧＡＧＴＡＴＣＴＡＡＡＧＡＡＴＧＣＣＴＡＴＴＧ３′

１３９０９－１３９２９

１４４６５－１４４４３
５５７

犮狆狊９
５′ＣＧＡＡＡＴＣＡＡＡＧＴＧＴＡＴＣＡＧＣ３′

５′ＴＴＣＴＡＴＣＣＧＡＡＧＴＡＴＣＴＧＧＧ３′

４１５５－４１７４

４５００－４４８１
３４６

犮狆狊７
５′ＡＧＣＴＣＴＡＡＣＡＣＧＡＡＡＴＡＡＧＧＣ３′

５′ＧＴＣＡＡＡＣＡＣＣＣＴＧＧＡＴＡＧＣＣＧ３′

３３３４－３３５４

３５８５－３５６５
２５２

优化反应条件：建立单个靶基因ＰＣＲ反应体系，确

定各检测体系反应参数的可调节范围；随后将上述

单个靶基因ＰＣＲ体系进行组合和条件优化，建立多

重ＰＣＲ体系。

１．３．４　产物鉴定　用１．５％琼脂糖凝胶电泳检测。

２　结　果

２１　多重犘犆犚反应体系确定

　　以ＳＳ血清型参考菌株基因组ＤＮＡ为模板，用

设计的犮狆狊１（犮狆狊１４）、犮狆狊２（犮狆狊１／２）、犮狆狊７、犮狆狊９和

犵犱犺引物分别建立单个靶基因的ＰＣＲ检测体系，初

步确定各基因检测体系反应参数的可调节范围。在

此基础上，进行多重ＰＣＲ体系的组合和条件优化。

结果显示，较理想的多重ＰＣＲ体系：０．２ｍＬ 薄壁

ＥＰ管中依次加入１０×Ｂｕｆｆｅｒ５．０μＬ、２５ｍｍｏｌ／Ｌ

Ｍｇ
２＋ ３．０μＬ、２．５ ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ４．０μＬ、１０

μｍｏｌ／Ｌ上下游引物（犮狆狊１、犮狆狊２、犮狆狊７、犮狆狊９和犵犱犺

分别为０．６、１．２、０．５、１．２和０．４μＬ）、模板２μＬ、

犜犪狇酶０．２５μＬ（１Ｕ），随后加水定容至５０μＬ。扩

增参数：９５℃变性１０ｍｉｎ；９４℃ ４５ｓ，５６℃ ５０ｓ，

７２℃５０ｓ，３５个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。在上述条

件下，６种不同血清型菌株均可获得特异有效的扩

增，而对照菌株均未得到相应的扩增片段（图１）

２２　多重犘犆犚检测结果

　　以７３株种属背景明确的实验室保存菌株基因

组ＤＮＡ为摸板，按上述体系进行多重ＰＣＲ。结果

发现，根据谷氨酸脱氢酶基因设计的ＳＳ种特异性

引物可检测出绝大多数ＳＳ，总检出率为８７．５％，６

株检为阴性的菌株均为非致病性血清型（１３型、１９

型、３０型、３２型、３３型、３４型）。２０株分属于６种主

Ｍ．Ｍａｒｋｅｒ；１．ＳＳ１ ；２．ＳＳ２ ；３．ＳＳ１／２；４．

ＳＳ７；５．ＳＳ９；６．ＳＳ１４；７．犛．犲狇狌犻ｓｕｂｓｐ．狕狅狅犲狆犻

犱犲犿犻犮狌狊；８．犛．狆狀犲狌犿狅狀犻犪犲

图１　猪链球菌多重犘犆犚检测结果

犉犻犵１　犜犺犲狉犲狊狌犾狋狊狅犳犿狌犾狋犻狆犾犲狓犘犆犚

要致病血清型的猪链球菌除观察到上述种特异性扩

增片段外，还分别可观察到大小不一的代表血清型

的第２条特异性扩增条带，产物大小约为４６１、５５７、

２５２、３４６ｂｐ，其血清型分别可判定为ＳＳ１（ＳＳ１４）、

ＳＳ２（ＳＳ１／２）、ＳＳ７、ＳＳ９，该结果与菌株实际型别符合

率为１００％（表２）。而以马链球菌兽疫亚种、乙型溶

血性链球菌、粪链球菌、肺炎链球菌、流感嗜血杆菌、

沙门氏菌、类志贺菌和金黄色葡萄球菌等２４株阴性

对照株基因组ＤＮＡ为模板进行多重ＰＣＲ扩增，均

未观察到代表猪链球菌种或血清型特异性的扩增产

物（部分结果见图２）。

　　应用上述体系对２００５年四川资阳猪链球菌病

暴发现场分离的链球菌４５株进行检测，结果发现

犵犱犺
＋犮狆狊２

＋阳性率高达９１％（４１／４５），对部分阳性

菌株的犵犱犺和犮狆狊２扩增基因进行序列分析，核苷酸

同源性均为９８％以上，表明引起此次疫病流行的病

原体为ＳＳ２（资料待发表）；检测自上海江苏等地正

常猪群分离的临床样本４９株，其中１株检为犵犱犺
＋

９３８
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表２　多重犘犆犚检测结果

犜犪犫犾犲２　犚犲狊狌犾狋狊狅犳犿狌犾狋犻狆犾犲狓犘犆犚

基因型

Ｇｅｎｏｔｙｐｅ

产物大小／ｂｐ

ＴｈｅｓｉｚｅｏｆＭＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓ

多重ＰＣＲ结果

ＭＰＣＲｒｅｓｕｌｔｓ

犵犱犺
＋犮狆狊１

＋ ６５７、４６１ ＳＨ２８（ＳＳ１）、１３７３０（ＳＳ１４）

犵犱犺
＋犮狆狊２

＋ ６５７、５５７

９８０１（ＳＳ２）、Ｈａｂｂ（ＳＳ２）、９８００２（ＳＳ２）、９８Ｔ００３（ＳＳ２）、９８０１２（ＳＳ２）、Ｓ１０

（ＳＳ２）、Ｔ１５（ＳＳ２）、７９９６（ＳＳ２）、８００４（ＳＳ２）、８０１１（ＳＳ２）、８０１２（ＳＳ２）、８０１４

（ＳＳ２）、８０１９（ＳＳ２）、Ｓ７３５（ＳＳ２）、Ｒ７３５（ＳＳ２）、２６Ｓ１（ＳＳ１／２）；ＮＪＡＵ１９；

２００５年７月底４１株四川资阳临床分离样本

犵犱犺
＋犮狆狊７

＋ ６５７、２５２ ８０７４（ＳＳ７）

犵犱犺
＋犮狆狊９

＋ ６５７、３４６ ２０８３（ＳＳ９）

犵犱犺
＋犮狆狊

－ ６５７

４９６１（ＳＳ３）、２５２４（ＳＳ４）、１１５３８（ＳＳ５）、６４０７（ＳＳ６）、１４６３６（ＳＳ８）、４４１７

（ＳＳ１０）、１２８１４（ＳＳ１１）、ＧＲＴ６３９ＮＣＴＣ１０４４６（ＳＳ１５）、２７２６（ＳＳ１６）、９３Ａ

（ＳＳ１７）、Ｃ７７（ＳＳ１８）、８６－５１９２ＫＡＬＶ（ＳＳ２０）、１４Ａ（ＳＳ２１）、８８－１８６１

（ＳＳ２２）、８９－２４７９（ＳＳ２３）、８８－３５７６－３、（ＳＳ２４）、８９－３５７６－３（ＳＳ２５）、

８８－４１０９－１（ＳＳ２６）、８９－３２５９（ＳＳ２７）、８９－５９０（ＳＳ２８）、９２－１７９１

（ＳＳ２９）、９２－４１７２（ＳＳ３１）

犵犱犺
－犮狆狊

－ －

１０５８１（ＳＳ１３）、４２Ａ（ＳＳ１９）、９２－１４００（ＳＳ３０）、ＥＡ１１Ｆ２－９１（ＳＳ３２）、９２－

１７２１－１５ＥＡ１８３２（ＳＳ３３）、９２－２７４２（ＳＳ３４）；乙型溶血性链球菌、

２４９５９３（屎肠球菌）、２５１７６４（屎肠球菌）、３２２２０（犈．犳犪犲犮犪犾犻）、１３５１８３

（犈．犳犪犲犮犪犾犻）、１３５１９６（犈．犳犪犲犮犪犾犻）、２５００６３ （犈．犳犪犲犮犪犾犻）、２５０９２８ （犈．

犳犪犲犮犪犾犻）、２５１７９６ （犈．犳犪犲犮犪犾犻）、１３５１８５（犛．狆狀犲狌犿狅狀犻犪犲）、ＡＴＣＣ３５２４６

（犛．犲狇狌犻狊狌犫狊狆．狕狅狅犲狆犻犱犲犿犻犮狌狊）、３２１３２（犛狋狉犲狆狋狅犮狅犮犮狌狊犵狉狅狌狆犃）、３２１３３

（犛狋狉犲狆狋狅犮狅犮犮狌狊犵狉狅狌狆 犅）、３２１３４ （犛狋狉犲狆狋狅犮狅犮犮狌狊犵狉狅狌狆 犆）、３２１３５

（犛狋狉犲狆狋狅犮狅犮犮狌狊犵狉狅狌狆 犇）、３２１４１ （犛狋狉犲狆狋狅犮狅犮犮狌狊犵狉狅狌狆 犔）、２７２１０１

（犛犺犻犵犲犾犾犪）、１３４１３０（犛．狆狀犲狌犿狅狀犻犪犲）、１３４７５０（犛．狆狀犲狌犿狅狀犻犪犲）、２７１００４

（犛犪犾犿狅狀犲犾犾犪）、１２４４４４ （犎．犻狀犳犾狌犲狀狕犪犲）、１３５２０４ （犎．犻狀犳犾狌犲狀狕犪犲）、

１３５２４７（犛狋犪狆犺狔犾狅犮狅犮犮狌狊犪狌狉犲犪狌狊）、１３５２５７（犛狋犪狆犺狔犾狅犮狅犮犮狌狊犪狌狉犲犪狌狊）；４８株上

海、江苏等地临床分离的样本；２００５年７月底４株四川临床分离样本

括号内为菌株血清型；．南京农业大学动物医学院微生物室保存的猪临床分离的链球菌样本，编号为１９

Ｃｈａｒａｃｔｅｒｓｉｎｂｒａｃｋｅｔｓｍｅａｎｔｈｅｓｅｒｏｔｙｐｅｏｆｓｔｒａｉｎ． ．Ｔｈｅｓｐｅｃｉｍｅｎｎａｍｅｄ１９ｉｓｓａｖｅｄｂｙＣｏｌｌｅｇｅｏｆＶｅｔｅｒｉｎａｒｙＭｅｄｉｃｉｎｅｏｆ

ＮａｎｊｉｎｇＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ

Ｍ．Ｍａｒｋｅｒ；１．ＳＳ３１；２．ＳＳ２６；３．ＳＳ２１；４．ＳＳ１８；５．ＳＳ１５；６．ＳＳ１０；７．ＳＳ６；８．ＳＳ３；９． ＳＳ１１；

１０．ＳＳ３２；１１．ＳＳ３３；１２．ＳＳ３４；１３．犈．犳犪犲犮犪犾犻（３２２２０）；１４．犛．犲狇狌犻ｓｕｂｓｐ．狕狅狅犲狆犻犱犲犿犻犮狌狊；１５．犛．

狆狀犲狌犿狅狀犻犪犲（１３４１３０）；１６．犛犪犾犿狅狀犲犾犾犪（２７１００４）

图２　特异性试验结果

犉犻犵２　犜犺犲狊狆犲犮犻犳犻犮犻狋狔狋犲狊狋狅犳犿狌犾狋犻狆犾犲狓犘犆犚

阳性，初步确认为ＳＳ，进一步分析发现，该菌株不表

达 ＭＲＰ、ＥＦ／ＥＦ和溶血素等毒力因子，表明该菌

株可能属于６种主要致病血清型以外的其他血清

型，这在一定程度上提示我国除了存在ＳＳ２外，还

存在其他血清型的携带和流行。

０４８
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３　讨　论

　　在我国江苏某地区，ＳＳ２致使数万头猪病死，并

有十多名从业人员感染致死［６］，使该病的侦检和防

治研究受到高度关注。目前，ＳＳ的检测和分型主要

采用血清学和分子鉴定方法。血清学方法费时费

力，敏感性低，且特异性血清制备困难，难以推广应

用。限制性内切酶分析（ＲＥＡ）、多位点酶切电泳

（ＭＥＥ）、随机扩增多态ＤＮＡ分析（ＲＡＰＤ）和聚合

酶链式反应（ＰＣＲ）等分子鉴定方法陆续应用于ＳＳ

的检测和分型研究，但由于检测结果与菌株致病性

方面的判断标准不一，目前尚未形成统一的标准检

测、分型方案。在我国，对ＳＳ血清型鉴别的研究未

见报道，因此建立一个统一的猪链球菌种和主要致

病血清型的标准监测方法有重要意义。

　　ＧＤＨ是连接细菌碳代谢和氮代谢的一个关键

酶，是能量代谢过程中十分重要的功能分子。ＧＤＨ

与１６ＳｒＲＮＡ、２３ＳｒＲＮＡ一样在种间具有高度保守

性，可用于种的鉴定，在相关病原体诊断中已得到应

用［７８］。本研究应用软件分析犵犱犺基因序列后，设

计了ＳＳ种特异性引物，并利用此引物对菌株进行

检测研究。结果显示，ＳＳ的总检出率为８７．５％，受

检菌株中所有致病血清型（１型、２型、１／２型、７型、９

型和１４型）均可正确检出，显示其在ＳＳ分子诊断方

面具有较大应用价值，但实际应用时应注意结合临

床资料，防止漏检少数稀有血清型的菌株。

　　有学者提出犮狆狊与ＳＳ的侵袭力有关，认为它能

大大降低机体对ＳＳ菌体的吞噬机会。随后，研究

人员根据犮狆狊抗原特性的差异，陆续将ＳＳ分为３５

个血清型（１～３４，１／２），并通过大量现场调查分析认

为引发猪链球菌病的主要致病血清型为ＳＳ１、ＳＳ２、

ＳＳ１／２、ＳＳ７、ＳＳ９、ＳＳ１４；１９９９年Ｓｉｍｔｈ等对６种主

要血清型犮狆狊的特异性核酸区进行了较系统的研

究［３４］，从而使ＳＳ核酸分型趋于成熟。本研究针对

ＳＳ１、ＳＳ２、ＳＳ１／２、ＳＳ７、ＳＳ９、ＳＳ１４的犮狆狊特异性区间

设计４对引物，成功应用于２０株不同血清型菌株的

检测，符合率为１００％。该方法的建立为在我国系

统开展ＳＳ血清型的分子流行病学调查奠定了基

础。

　　１９９８年，Ｃｈａｔｅｌｌｉｅｒ等对３５株血清型标准参考

株１６ＳＲＮＡ进行同源性分析发现，其中３２种血清

型亲缘关系较近，可归为一大类；其余３种血清型

ＳＳ３２、ＳＳ３３、ＳＳ３４在亲缘关系上与其它链球菌更为

接近，建议对上述３种血清型重新进行种属定位
［９］。

本试验在优化多重ＰＣＲ体系过程中发现，以ＳＳ３２、

ＳＳ３３、ＳＳ３４３种血清型菌株ＤＮＡ为模板，改变扩增

条件始终未观察到特异性扩增条带，而与ＳＳ种属

亲缘关系相近的粪肠球菌和屎肠球菌在某些宽松的

扩增条件下却可获得较弱的扩增条带，这在一定程

度上支持Ｃｈａｔｅｌｌｉｅｒ教授的观点。

参考文献：

［１］　ＳＴＡＡＴＳＪＪ，ＦＥＤＥＲＩ，ＯＫＷＵＭＯ，ｅｔａｌ．犛狋狉犲狆

狋狅犮狅犮犮狌狊狊狌犻狊：ｐａｓｔａｎｄｐｒｅｓｅｎｔ［Ｊ］．ＶｅｔＲｅｓＣｏｍｍｕｎ，

１９９７，２１：３８１４０７．

［２］　ＷＩＳＳＥＬＩＮＫ ＨＪ，ＪＯＯＳＴＥＮＪＪ，ＳＭＩＴＨ Ｈ Ｅ．

ＭｕｌｔｉｐｌｅｘＰＣＲａｓｓａｙｓｆｏｒｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆ

ｓｉｘｍａｊｏｒｓｅｒｏｔｙｐｅｓａｎｄｔｗｏｖｉｒｕｌｅｎｃｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｈｅ

ｎｏｔｙｐｅｓｏｆ狊狋狉犲狆狋狅犮狅犮犮狌狊狊狌犻狊ｉｎｔｏｎｓｉｌｌａｒｓｐｅｃｉｍｅｎｓ

ｆｒｏｍｐｉｇｓ［Ｊ］．ＪＣｌｉｎ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ，２００２，４０：２９２２

２９２９．

［３］　ＳＭＩＴＨＨＥ，ＶＥＥＮＢＥＲＧＥＮＶ，ＶＥＬＤＥＪＶＤ，ｅｔ

ａｌ．Ｔｈｅ犮狆狊ｇｅｎｅｓｏｆ狊狋狉犲狆狋狅犮狅犮犮狌狊狊狌犻狊ｓｅｒｏｔｙｐｅ１，２

ａｎｄ９：ＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｒａｐｉｄｓｅｒｏｔｙｐｅｓｐｅｃｉｆｉｃＰＣＲａｓ

ｓａｙｓ［Ｊ］．ＪＣｌｉｎＭｉｃｒｏｂｉｏｌ，１９９９，３７（１０）：３１４６３１５２．

［４］　ＳＭＩＴＨ ＨＥ，ＶＡＮＢＲＵＩＪＮＳＶＯＯＲＴＬ，ＢＵＩＪＳＨ，

ｅｔａｌ．ＲａｐｉｄＰＣＲｔｅｓｔｆｏｒ狊狋狉犲狆狋狅犮狅犮犮狌狊狊狌犻狊ｓｅｒｏｔｙｐｅ７

［Ｊ］．ＦＥＭＳＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙＬｅｔｔｅｒ，１９９９，１７８：２６５２７０．

［５］　ＳＡＭＢＲＯＯＫＪ，ＦＲＥＴＳＣＨＥＦ，ＭＡＮＩＡＴＩＳＴ．分

子克隆实验指南［Ｍ］．金冬雁，黎孟枫，译．第３版．北

京：科学出版社，１９９８．

［６］　朱　进，唐家琪，郭恒彬，等．急性暴发流行中毒休克

综合征病原体生物学特性及鉴定［Ｊ］．中华传染病杂

志，２００１，１９：８４８６．

［７］　ＯＫＷＵＭＯ，ＰＥＲＳＡＵＤＪＳ，ＲＥＤＤＹＰＧ．Ｃｌｏｎｉｎｇ

ａｎｄｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｇｅｎｅｅｎｃｏｄｉｎｇｔｈｅｇｌｒｔａ

ｍａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅｏｆ狊狋狉犲狆狋狅犮狅犮犮狌狊狊狌犻狊ｓｅｒｏｔｙｐｅ２

［Ｊ］．ＣｌｉｎｉｃａｌａｎｄＤｉａｇｎｏｓｔｉｃＬａｂｏｒａｔｏｒｙＩｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，

２００１，８（２）：２５１２５７．

［８］　ＯＫＷＵＭＯ，Ｏ’ＣＯＮＮＯＲＭ，ＳＨＵＬＬＥ．Ａｐｏｌｙ

ｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎａｓｓａｙｓｐｅｃｉｆｉｃｆｏｒ狊狋狉犲狆狋狅犮狅犮犮狌狊

狊狌犻狊ｂａｓｅｄｏｎｔｈｅｇｅｎｅｅｎｃｏｄｉｎｇｔｈｅｇｌｕｔａｍａｔｅｄｅｈｙ

ｄｒｏｇｅｎａｓｅ［Ｊ］．ＦＥＭＳ ＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙＬｅｔｔｅｒｓ，２００３，

２１８：７９８４．

［９］　ＣＨＡＴＥＬＬＩＥＲＳ，ＨＡＲＥＬＪ，ＧＯＴＴＳＣＨＡＬＫ Ｍ，ｅｔ

ａｌ．Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｄｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆ狊狋狉犲狆狋狅犮狅犮犮狌狊狊狌犻狊ｓｔｒａｉｎｓ

ｏｆｖａｒｉｏｕｓｓｅｒｏｔｙｐｅｓａｓｒｅｖｅａｌｅｄｂｙ１６ＳｒＲＮＡｇｅｎｅ

ｓｅｑｕｅｎｃｅｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ［Ｊ］．ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｙｓ

ｔｅｍａｔｉｃＢａｃｔｅｒｉｏｌｏｇｙ，１９９８，４８：５８１５８９．

１４８


