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摘  要：【背景】猪链球菌 4 型(Streptococcus suis serotype 4，SS4)分离率日益升高，对养殖业和公

共卫生安全造成严重危害，目前尚无有效的 SS4 疫苗。【目的】筛选致病力强、抗原性好、遗传性

状稳定的 SS4 疫苗菌种。【方法】以 7 株 SS4 分离株(代号为 A1−A7)为受试菌株，通过累积法测定

菌株半数致死量(LD50)，ELISA 测定免疫小鼠血清中 IgG 效价，攻毒保护试验测定免疫保护率，并

采集小鼠脏器观察病理组织学变化。再连续传代培养受试菌株，分别对第 10、20、30 代菌株进行

致病性和抗原性试验。【结果】A1−A7 菌株对小鼠的 LD50 分别为 2.19×108、1.76×108、1.83×108、

1.01×108、4.05×108、1.19×108和 9.03×107 CFU。二免 7 d 后，A1、A2、A3、A4、A6、A7 免疫组

IgG 效价分别为 1:1 600、1:1 600、1:3 200、1:6 400、1:3 200 和 1:6 400，免疫保护率分别为

30%、30%、50%、70%、60%和 80%，而且 A4、A7 免疫组小鼠组织病变较其余 4 组轻微。体外

传至 30 代后，A4 菌株的 LD50上升至 3.81×108 CFU，IgG 效价下降至 1:1 600，免疫保护率下降至

40%，而 A7 菌株的 LD50 上升至 2.49×108 CFU，IgG 效价和免疫保护率稳定保持为 1:6 400 和

80%，而且 A7 免疫组小鼠的组织病变较 A4 免疫组轻微。【结论】A7 菌株(原始编号为 HBgu18-4)
具有强致病力和良好的抗原性，而且遗传性状均一、稳定，可作为 SS4 制苗候选菌株。 
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Abstract:  [Background] The increasing isolation rate of Streptococcus suis serotype 4 (SS4) causes 
serious harm to animal farming and public health, and there has been no effective vaccine for SS4 so 
far. [Objective] The purpose of this research was to screen out SS4 vaccine strains with strong 
pathogenicity and desirable antigenicity and genetic stability. [Methods] Seven SS4 isolates (code    
A1–A7) were selected as the tested strains. They were determined for the half lethal dose (LD50), the 
IgG titer in serum of immunized mice and the immune protection rate by Reed-Muench method, 
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and challenge assay, respectively. Meanwhile, the 
histopathological changes of the mice organs were observed, and after continuous subculture, the 10th, 
20th, 30th generations of the tested strains were subjected to pathogenicity and antigenicity tests. 
[Results] The LD50 of A1–A7 for the mice were 2.19×108, 1.76×108, 1.83×108, 1.01×108, 4.05×108, 
1.19×108, and 9.03×107 CFU, respectively. After 7 days of secondary immunization, the IgG titers of 
A1, A2, A3, A4, A6, and A7 immune group were 1:1 600, 1:1 600, 1:3 200, 1:6 400, 1:3 200 and        
1:6 400, respectively, and the immune protection rates were 30%, 30%, 50%, 70%, 60% and 80%, 
respectively, with the pathological changes of A4 and A7 immune groups being milder than the other 
immune groups. After in vitro passing to the 30th generation, the LD50 of A4 increased to 3.81×108 CFU, 
and the IgG titer and the immune protection rate decreased to 1:1 600 and 40%. By comparison the LD50 
of A7 elevated to 2.49×108 CFU, and the IgG titer and the immune protection rate remained stable at     
1:6 400 and 80%. Additionally, the pathological changes of A7 were milder compared with those of A4. 
[Conclusion] A7 (original number HBgu18-4) had strong pathogenicity and good antigenicity, with 
uniform and stable genetic traits. It could be used as a candidate strain for SS4 vaccine. 

Keywords:  Streptococcus suis serotype 4; vaccine strains; pathogenicity; antigenicity; stability 

猪链球菌(Streptococcus suis，SS)是一种能

引起败血症、关节炎、脑膜炎和心内膜炎的人

畜共患病原菌。根据荚膜多糖抗原多态性，SS
分为 29 种血清型，从发病猪中分离到的 SS 大

多属于 1−9 型，以 SS2 为主。然而 SS 致病菌

株会随着时间的推移发生变化。在临床发病猪

中，虽然 SS2 菌株仍占主导地位，但是 SS4 菌

株的分离率也呈现逐渐升高的态势[1-3]，而且已

报道多起人感染 SS4 的病例。1988 年 Arends
等 [4]首次于荷兰分离到一株引起人脑膜炎的

SS4；2009−2012 年 Kerdsin 等[5]又在泰国分离

到一株引起人败血症的 SS4。可见，控制 SS4
感染对养殖业发展和公共卫生安全均具有重要

意义。 
一直以来，疫苗免疫接种被认为是防治猪

链球菌病的最主要手段。目前国内获得兽药批
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文的 SS 商品化疫苗主要针对 SS2 和 SS7，无法

对 SS4 产生交叉免疫保护作用[6-7]。因此，本研

究以 7 株临床分离的 SS4 强毒株为受试菌株，通

过致病性、抗原性和稳定性试验综合筛选性能优

良的疫苗菌株，以期为 SS4 疫苗的研制提供技术

储备，为有效防控猪链球菌病奠定基础。 

1  材料与方法 
1.1  菌株 
1.1.1  受试菌株 

安徽农业大学动物传染病研究室从安徽、江

苏和河北地区临床发病猪中分离到 19 株 SS4，通

过小鼠致死性试验(攻毒剂量为 2.70×108 CFU)初
步筛选出 7 株 100%致死小鼠的 SS4 强毒株作为

受试菌株，原始编号为 AHshou18-1、AHhuai18-
8 、 AHhuai18-10 、 JSxu18-4 、 JSxu18-10 、

HBgu18-3 和 HBgu18-4[8]，代号为 A1−A7。 
1.1.2  攻毒菌株 

鉴于尚无 SS4 标准菌株，选择 A7 菌株作

为攻毒菌株，其对小鼠的 LD50为 9.03×107 CFU，

毒力均强于国内 SS4 强毒参考株 SH1 510、
JSYX1 611 和 HA1 006[3]。 

1.2  主要试剂和仪器 
0.6%酵母浸膏胰酪胨大豆琼脂(tryptic soy 

broth，TSB)，绍兴天恒生物科技有限公司；小

牛血清，上海羽朵生物有限公司；ISA 201 矿

物油佐剂，赛比克公司；HRP 标记羊抗鼠

IgG，博士德生物工程有限公司；TMB 显色

液，上海碧云天生物技术有限公司。 
恒温振荡培养箱，上海一恒科学仪器有限

公司；冷冻高速离心机，Beckman 公司；超声

波细胞破碎仪，南京赛飞生物科技有限公司；

PCR 仪，杭州晶格科学仪器有限公司；凝胶成

像系统，上海天能科技有限公司；全波长多功

能酶标仪，伯腾仪器有限公司。 

1.3  试验动物 
926 只体重 18−22 g、6−8 周龄清洁级雌性

昆明鼠购自安徽医科大学实验动物中心。 

1.4  SS4 抗原 
鉴于 ELISA 试验中的包被抗原与免疫用灭

活菌体不宜使用同一菌株，选择 A5 菌株制备抗

原。接种于 100 mL TSB 中，37 ℃、150 r/min 振

荡培养 12 h。菌液经 8 000 r/min 离心 10 min，用

灭菌 PBS 重悬菌体，洗涤 3 次，超声破碎(功率

30%，工作 3 s，间歇 4 s，共 20 min)充分释放

菌体抗原，−80 ℃保存备用。 

1.5  致病性试验 
用累积法测定菌株对小鼠的 LD50。每株菌

设置 5 个剂量组，每个剂量组安排 10 只小鼠，

腹腔攻毒 0.3 mL 菌液。另设 10 只小鼠作为对照

组，注射等体积灭菌生理盐水。连续观察 7 d，
记录小鼠死亡情况，计算 LD50

[9]。 

1.6  灭活菌体制备 
将筛选的 7 株 SS4 强毒株(A1−A7 菌株)分别

接种于 5%小牛血清 TSB，37 ℃培养至 6 h，纯

粹检验合格、细菌计数后，通过稀释调整菌液浓

度至 2.0×109 CFU/mL，加入终浓度为 0.15%的甲

醛溶液，37 ℃、150 r/min振荡培养 12 h灭活。用

灭菌 PBS清洗菌体 4次。取灭活菌液 200 µL接种

于 5%小牛血清 TSA，37 ℃培养 36 h。无菌检验

合格后，取灭活菌液按 1:1比例加入 ISA 201矿物

油佐剂，充分振荡混匀，分装后置 4 ℃保存。 

1.7  抗原性试验 
1.7.1  ELISA 检测小鼠血清 IgG 效价 

将小鼠随机分组，每组 16 只，分别为免疫

组、攻毒对照组和阴性对照组。免疫组以皮下

多点注射途径接种 0.3 mL 毒力较强的 6 株

(A1、A2、A3、A4、A6 和 A7 菌株)灭活菌体

(即 6×108 CFU)，攻毒对照组和阴性对照组接

种等体积灭菌 PBS，14 d 后加强免疫。分别于



 
段倩倩等: 猪链球菌 4 型疫苗用菌株的筛选 4227 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

一免 14 d 后和二免 7 d 后，每组随机选取 3 只小

鼠进行眶下静脉丛采血，收集血清备用。用 SS4
抗 原 (10 µg/mL) 包 被 96 孔 酶 标 板 ， 每 孔        
100 µL，4 ℃包被 12 h。PBST 洗涤 3 次后，加

入脱脂奶粉(50 g/L)，每孔 200 µL，37 ℃封闭

2 h。PBST 洗涤 3 次后，加入倍比稀释(从 1:50
稀释至 1:51 200)免疫小鼠获得的鼠抗 SS4 血清

和阴性对照组小鼠血清，每孔 100 µL，37 ℃孵

育 1.5 h。PBST 洗涤 3 次后加入 HRP 标记的羊

抗鼠 IgG (1:3 000)，每孔 100 µL，37 ℃反应      
1 h。PBST 洗涤 3 次后加入 TMB 显色液，每孔

100 µL，室温下避光反应 10 min。加入终止

液，每孔 100 µL，用酶标仪进行检测，读取

OD490 。 根 据 待 测 血 清 OD490/ 阴 性 血 清

OD490≥2.1 的界限判为阳性，否则为阴性[10]。 
1.7.2  攻毒保护试验 

二免 7 d 后，免疫组和攻毒对照组均腹腔

接种毒力最强的 A7 菌株，剂量为 5 LD50；阴

性对照组腹腔接种等体积灭菌 PBS。观察并记

录小鼠死亡情况。 
1.7.3  病理组织切片观察 

攻毒 14 d 后，对各免疫组存活小鼠、攻毒

对照组死亡小鼠及阴性对照组小鼠进行剖检，

取肺、肝、脾、肾、胸腺和脑进行病理组织切

片观察。 
1.8  稳定性试验 
1.8.1  菌株传代 

将筛选的免疫原性较好的 A4 和 A7 菌株接

种 5%小牛血清 TSA，37 ℃培养 12 h 后挑取单

菌落进行传代，连续传代 30 次。 
1.8.2  传代菌株血清型验证 

扩增 SS4 型的特异性基因 cps4K，验证 A4
和 A7 第 10、20、30 代菌株的血清型[11]。 
1.8.3  传代菌株致病性试验 

分别测定 A4 和 A7 第 10、20、30 代菌株

对小鼠的 LD50。 

1.8.4  传代菌株抗原性试验 
分别用 A4 和 A7 第 10、20、30 代菌株制

备灭活菌体免疫小鼠，获取鼠抗 SS4 血清，进

行 ELISA 试验；攻毒小鼠，测定免疫保护率；

采集小鼠脏器进行病理组织切片观察。 

2  结果与分析 
2.1  致病性试验结果 

7 株 SS4 的 LD50在 9.03×107−4.05×108 CFU/只 
范围内，毒力相近(图 1 和表 1)。取其中毒力较

强的 6 株(A1、A2、A3、A4、A6、A7 菌株)进
行抗原性试验。 
2.2  抗原性检测结果 
2.2.1  小鼠血清 IgG 效价测定结果 

从一免 14 d 到二免 7 d，小鼠血清中 IgG
效价呈现上升趋势。二免 7 d 后，A4 和 A7 菌

株的 IgG 效价最高，均为 1:6 400，其次是 A3
和 A6 菌株，均为 1:3 200 (表 2)。 
2.2.2  攻毒保护试验结果 

A7 菌株的免疫保护率最高(80%)，其次是 A4
菌株(70%)，A6、A3、A2 和 A1 菌株的免疫保护

率最低，分别为 60%、50%、30%和 30% (图 2)。 
2.2.3  病理组织切片观察结果 

(1) 肺脏 
对各组小鼠进行肺脏病理组织学观察，结

果显示：A1、A2 免疫组肺轻微实质化；A3 免

疫组肺泡隔轻度增厚，轻微充血；A4、A6 免

疫组肺泡隔轻微充血；A7 免疫组肺泡排列轻微

紊乱；攻毒对照组肺实质化，严重充血，炎性

细胞浸润；阴性对照组无明显病变(图 3)。 
(2) 肝脏 
对各组小鼠进行肝脏病理组织学观察，结

果显示：A1、A2 免疫组部分肝细胞脂肪变

性，少量炎性细胞浸润；A3 免疫组肝静脉周围

有少量炎性细胞聚集；A4、A6、A7 免疫组和

阴性对照组无明显病变；攻毒对照组肝细胞水

泡变性，炎症细胞浸润(图 4)。 
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图 1  小鼠生存曲线   A：A1 菌株；B：A2 菌株；C：A3 菌株；D：A4 菌株；E：A5 菌株；F：A6 菌

株；G：A7 菌株 
Figure 1  Mouse survival curves. A: A1 strain; B: A2 strain; C: A3 strain; D: A4 strain; E: A5 strain; F: A6 
strain; G: A7 strain. 
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表 1  7 株 SS4 对小鼠的 LD50 测定结果 
Table 1   LD50 of 7 SS4 strains to the mice 
菌株 
Strain 

攻毒剂量 
Dose (CFU) 

死亡小鼠数(只) 
Mortality number 
of the mice 

存活小鼠数(只) 
Survival number 
of the mice 

累积死亡数(只) 
Cumulative 
mortality number 

累积存活数(只) 
Cumulative 
survival number 

累积死亡率 
Cumulative 
mortality rate (%) 

LD50 
(CFU) 

A1 6.60×109 
6.60×108 
6.60×107 
6.60×106 
6.60×105 

10 
6 
3 
1 
0 

0 
4 
7 
9 
10 

20 
10 
4 
1 
0 

0 
4 
11 
20 
30 

100 
71 
27 
5 
0 

2.19×108 

A2 8.46×109 
8.46×108 
8.46×107 
8.46×106 
8.46×105 

10 
8 
4 
0 
0 

0 
2 
6 
10 
10 

22 
12 
4 
0 
0 

0 
2 
8 
18 
28 

100 
86 
33 
0 
0 

1.76×108 

A3 1.12×1010 
1.12×109 
1.12×108 
1.12×107 
1.12×106 

10 
10 
3 
1 
0 

0 
0 
7 
9 
10 

24 
14 
4 
1 
0 

0 
0 
7 
16 
26 

100 
100 
36 
6 
0 

1.83×108 

A4 1.55×1010 
1.55×109 
1.55×108 
1.55×107 
1.55×106 

10 
10 
5 
2 
0 

0 
0 
5 
8 
10 

27 
17 
7 
2 
0 

0 
0 
5 
13 
23 

100 
100 
58 
13 
0 

1.01×108 

A5 1.51×1010 
1.51×109 
1.51×108 
1.51×107 

1.51×106 

10 
7 
3 
1 
0 

0 
3 
7 
9 
10 

21 
11 
4 
1 
0 

0 
3 
10 
19 
29 

100 
79 
29 
5 
0 

4.05×108 

A6 4.71×109 
4.71×108 
4.71×107 
4.71×106 
4.71×105 

10 
7 
4 
0 
0 

0 
3 
6 
10 
10 

21 
11 
4 
0 
0 

0 
3 
9 
19 
29 

100 
79 
31 
0 
0 

1.19×108 

A7 1.12×109 
1.12×108 
1.12×107 
1.12×106 
1.12×105 

10 
7 
3 
1 
0 

0 
3 
7 
9 
10 

21 
11 
4 
1 
0 

0 
3 
10 
19 
29 

100 
79 
29 
5 
0 

9.03×107 

注：距离比例=(高于 50%的累积死亡率−50)/(高于 50%的累积死亡率−低于 50%的累积死亡率)；lg (LD50)=高于 50%累积

死亡率的稀释度倒数的对数+距离比例×稀释倍数的对数 
Note: Distance ratio=(Cumulative mortality rate above 50%−50)/(Cumulative mortality rate above 50%−Cumulative mortality 
rate below 50%); lg (LD50)=Logarithm of reciprocal dilution over 50% cumulative mortality+Logarithm of distance 
ratio×dilution multiples. 

 

表 2  6 株 SS4 的灭活菌体免疫小鼠后血清 IgG 效价 
Table 2  Serum IgG titers of the mice immunized 
with the inactivated bacteria of 6 SS4 strains 
菌株 
Strain 

一免 14 d 
14 d after the first 
immunization 

二免 7 d  
7 d after the second 
immunization 

A1 1:400 1:1 600 
A2 1:800 1:1 600 
A3 1:800 1:3 200 
A4 1:1 600 1:6 400 
A6 1:1 600 1:3 200 
A7 1:1 600 1:6 400 

 
图 2  6 株 SS4 的灭活菌体对小鼠的免疫保护率 
Figure 2  Protection rates of the inactivated bacteria 
of 6 SS4 strains for the mice. 
 



 
4230 微生物学通报 Microbiol. China 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 

 
 

图 3  各组小鼠肺脏病理组织学变化(HE 染色，200×)   A：A1 菌株；B：A2 菌株；C：A3 菌株；D：A4
菌株；E：A6 菌株；F：A7 菌株；G：攻毒对照组；H：阴性对照组。红色箭头表示肺泡隔增厚；黄色

箭头表示组织充血；黑色箭头表示炎性细胞浸润 
Figure 3  Histopathological changes of lung in each group of mice (HE staining, 200×). A: A1 strain; B: A2 
strain; C: A3 strain; D: A4 strain; E: A6 strain; F: A7 strain; G: Infection group; H: Negative control group. 
The red arrows indicate thickening of the alveolar septum; The yellow arrow indicates tissue hyperemia; The 
black arrows indicate an inflammatory cell infiltrate. 
 

 
 

图 4  各组小鼠肝脏病理组织学变化(HE 染色，200×)   A：A1 菌株；B：A2 菌株；C：A3 菌株；D：A4
菌株；E：A6 菌株；F：A7 菌株；G：攻毒对照组；H：阴性对照组。红色箭头表示肝细胞脂肪变性；

黄色箭头表示肝细胞水泡变性；黑色箭头表示炎性细胞浸润 
Figure 4  Histopathological changes of liver in each group of mice (HE staining, 200×). A: A1 strain; B: A2 
strain; C: A3 strain; D: A4 strain; E: A6 strain; F: A7 strain; G: Infection group; H: Negative control group. 
The red arrow indicates hepatocyte steatosis; The yellow arrows indicate vesicular degeneration of 
hepatocytes; the black arrows indicate an inflammatory cell infiltrate. 
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(3) 脾脏 
对各组小鼠进行脾脏病理组织学观察，结

果显示：A1、A2 免疫组少量炎性细胞浸润；

A3、A4、A6、A7 免疫组和阴性对照组无明显

病变；攻毒对照组红白髓界限不清，淋巴细胞

稀疏，粒细胞浸润(图 5)。 
(4) 肾脏 
对各组小鼠进行肾脏病理组织学观察，结

果显示：A1、A2 免疫组肾小管上皮细胞水

肿，少量炎性细胞浸润；A3、A4、A6、A7 免

疫组局部出血；攻毒对照组肾小管上皮细胞疏

松、水肿，出血明显，炎性细胞浸润；阴性对

照组无明显病变(图 6)。 
(5) 胸腺 
对各组小鼠进行胸腺病理组织学观察，结果

显示：A1、A2 免疫组胸腺细胞排列疏松，皮

质、髓质界限不清；A3、A4、A6、A7 免疫组和

阴性对照组无明显病变；攻毒对照组胸腺细胞数

量骤减，局部组织坏死，炎性细胞浸润(图 7)。 
(6) 脑 
对各组小鼠进行脑病理组织学观察，结果

显示：A1、A2 免疫组大量神经元细胞核固

缩，少量炎性细胞浸润；A3、A6 免疫组少量

神经元细胞核固缩；A4、A7 免疫组和阴性对

照组无明显病变；攻毒对照组大量神经元坏

死，神经胶质细胞弥漫性增生(图 8)。 

2.3  稳定性试验结果 
2.3.1  传代菌株血清型验证结果 

A4 和 A7 第 10、20、30 代菌株均携带

cps4K 基因，表明其血清型遗传稳定(图 9)。 
2.3.2  传代菌株致病性试验结果 

在体外传代过程中 A4 和 A7 菌株对小鼠的 

 

 
 

图 5  各组小鼠脾脏病理组织学变化(HE 染色，200×)   A：A1 菌株；B：A2 菌株；C：A3 菌株；D：A4
菌株；E：A6 菌株；F：A7 菌株；G：攻毒对照组；H：阴性对照组。黑色箭头表示炎性细胞浸润 
Figure 5  Histopathological changes of spleen in each group of mice (HE staining, 200×). A: A1 strain; B: A2 
strain; C: A3 strain; D: A4 strain; E: A6 strain; F: A7 strain; G: Infection group; H: Negative control group. 
The black arrows indicate an inflammatory cell infiltrate. 
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图 6  各组小鼠肾脏病理组织学变化(HE 染色，200×)   A：A1 菌株；B：A2 菌株；C：A3 菌株；D：A4
菌株；E：A6 菌株；F：A7 菌株；G：攻毒对照组；H：阴性对照组。红色箭头表示肾小管上皮细胞水

肿；黄色箭头表示组织出血；黑色箭头表示炎性细胞浸润 
Figure 6  Histopathological changes of kidney in each group of mice (HE staining, 200×). A: A1 strain; B: 
A2 strain; C: A3 strain; D: A4 strain; E: A6 strain; F: A7 strain; G: Infection group; H: Negative control 
group. The red arrows indicate edema of renal tubular epithelial cells; The yellow arrows indicate tissue 
bleeding; The black arrows indicate an inflammatory cell infiltrate. 

 

 
 

图 7  各组小鼠胸腺病理组织学变化(HE 染色，200×)   A：A1 菌株；B：A2 菌株；C：A3 菌株；D：A4
菌株；E：A6 菌株；F：A7 菌株；G：攻毒对照组；H：阴性对照组。红色箭头表示胸腺细胞排列疏

松；黑色箭头表示炎性细胞浸润 
Figure 7  Histopathological changes of thymus in each group of mice (HE staining, 200×). A: A1 strain; B: 
A2 strain; C: A3 strain; D: A4 strain; E: A6 strain; F: A7 strain; G: Infection group; H: Negative control 
group. The red arrows indicate the loose arrangement of thymus cells; The black arrows indicate an 
inflammatory cell infiltrate. 
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图 8  各组小鼠脑病理组织学变化(HE 染色，200×)   A：A1 菌株；B：A2 菌株；C：A3 菌株；D：A4
菌株；E：A6 菌株；F：A7 菌株；G：攻毒对照组；H：阴性对照组。红色箭头表示神经元细胞核固

缩；黑色箭头表示炎性细胞浸润 
Figure 8  Histopathological changes of brain in each group of mice (HE staining, 200×). A: A1 strain; B: A2 
strain; C: A3 strain; D: A4 strain; E: A6 strain; F: A7 strain; G: Infection group; H: Negative control group. 
The red arrow indicates nuclear pyknosis of the neuron; The black arrows indicate an inflammatory cell 
infiltrate. 

 

 
 

图 9  第 10、20、30 代 A4 和 A7 菌株的 cps4K 基

因 PCR 检测结果   M：DL2000 DNA Marker；
+：阳性对照；−：阴性对照；1−3：A4 第 10、
20、30 代菌株；4−6：A7 第 10、20、30 代菌株 
Figure 9  PCR detection results of cps4K gene of 
10th, 20th, 30th generations of A4 and A7. M: 
DL2000 DNA Marker; +: Positive control; −: 
Negative control; 1−3: 10th, 20th, 30th generations 
of A4; 4−6: 10th, 20th, 30th generations of A7. 

LD50 均处于上升趋势，表明毒力逐渐下降。其

中 A7 原代菌株和传代菌株 lg (LD50)的标准差

小于 A4 菌株，表明在遗传过程中 A7 菌株的致

病性比 A4 菌株更稳定(图 10 和表 3)。 
2.3.3  传代菌株抗原性测定结果 

(1) 小鼠血清 IgG 效价测定结果 
从一免 14 d 到二免 7 d，小鼠血清中 IgG

效价呈现上升趋势。二免 7 d 时，A4 菌株从原

代的 1:6 400 下降至第 30 代的 1:1 600，A7 菌

株始终为 1:6 400(表 4)。 
(2) 攻毒保护试验结果 
A4 和 A7 从原代到第 30 代免疫组免疫保

护率均呈降低趋势，但是同一代次的 A7 菌株

对小鼠的免疫保护率(70%−80%)始终高于 A4
菌株(40%−70%) (图 11)。 



 
4234 微生物学通报 Microbiol. China 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 

 
 
 

图 10  传代菌株感染小鼠生存曲线   A：A4 第 10 代菌株；B：A4 第 20 代菌株；C：A4 第 30 代菌株；

D：A7 第 10 代菌株；E：A7 第 20 代菌株；F：A7 第 30 代菌株 
Figure 10  Survival curve of mice infected by passing strains. A: A4 10th generation; B: A4 20th generation; 
C: A4 30th generation; D: A7 10th generation; E: A7 20th generation; F: A7 30th generation. 
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表 3  第 0、10、20、30 代 A4 和 A7 菌株对小鼠的

LD50 
Table 3  0th, 10th, 20th, 30th generations of A4 and 
A7 on LD50 of mice 
菌株 
Strain 

传代数 
Number of passages 

LD50 (CFU) SD (lg (LD50)) 

A4 0 1.01×108 0.234 7 
10 1.35×108 
20 2.88×108 
30 3.81×108 

A7 0 1.56×108 0.077 7 
10 1.87×108 
20 2.25×108 
30 2.49×108 

 

表 4  第 0、10、20、30 代 A4 和 A7 灭活菌体免

疫小鼠后血清 IgG 效价 
Table 4  Serum IgG titers of the mice immunized 
with 0th, 10th, 20th and 30th generations of 
inactivated A4 and A7 
菌株 
Strain 

传代数 
Number of 
passages 

一免 14 d 
14 d after the first 
immunization 

二免 7 d 
7 d after the second 
immunization 

A4 0 1:1 600 1:6 400 
10 1:800 1:3 200 
20 1:800 1:3 200 
30 1:400 1:1 600 

A7 0 1:1 600 1:6 400 
10 1:1 600 1:6 400 
20 1:1 600 1:6 400 
30 1:1 600 1:6 400 

 

 
 

图 11  第 0、10、20、30 代 A4 和 A7 灭活菌体对

小鼠的免疫保护率 
Figure 11  The immune protection rates of 0th, 10th, 
20th, 30th generations of inactivated A4 and A7 to 
the mice. 

(3) 病理组织切片观察结果 
1) 肺脏 
对各组小鼠进行肺脏病理组织学观察，结

果显示：A4 传代菌株免疫组肺泡隔增宽，轻微

实质化；A7 传代菌株免疫组肺泡隔轻微充血；

攻毒对照组肺脏实质化，严重充血，炎性细胞

浸润；阴性对照组无明显病变(图 12)。 
2) 肝脏 
对各组小鼠进行肝脏病理组织学观察，结

果显示：A4 传代菌株免疫组少量肝细胞脂肪变

性，少量炎性细胞浸润；A7 传代菌株免疫组少

量肝细胞脂肪变性；攻毒对照组肝细胞水泡   
变性，炎症细胞浸润；阴性对照组无明显病变

(图 13)。 
3) 脾脏 
对各组小鼠进行脾脏病理组织学观察，结

果显示：A4 传代菌株免疫组红、白髓分界不

清，少量炎性细胞浸润；A7 传代菌株免疫组和

阴性对照组无明显病变；攻毒对照组淋巴细胞

稀疏，粒细胞浸润(图 14)。 
4) 肾脏 
对各组小鼠进行肾脏病理组织学观察，结

果显示：A4 传代菌株免疫组少量肾小球萎缩，

较多肾小管上皮疏松水肿；A7 传代菌株免疫组

少量肾小球萎缩；攻毒对照组肾小管上皮细胞

疏松、水肿、脱落，肾小球分叶明显，严重出

血，炎性细胞浸润；阴性对照组未见明显炎症

(图 15)。 
5) 胸腺 
对各组小鼠进行胸腺病理组织学观察，结

果显示：A4 传代菌株免疫组胸腺萎缩，少量脂

肪填充，淋巴细胞稀疏；A7 传代菌株免疫组淋

巴细胞稀疏；攻毒对照组淋巴细胞数量骤减，

皮质、髓质界限不清，局部组织坏死，炎性细

胞浸润；阴性对照组无明显病变(图 16)。 
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图 12  传代菌株免疫组小鼠肺脏病理组织学变化(HE 染色，200×)   A：A4 第 10 代菌株；B：A4 第 20 代菌

株；C：A4 第 30 代菌株；D：A7 第 10 代菌株；E：A7 第 20 代菌株；F：A7 第 30 代菌株；G：攻毒对照

组；H：阴性对照组。红色箭头表示肺泡隔增宽；黄色箭头表示组织充血；黑色箭头表示炎性细胞浸润 
Figure 12  Histopathological changes of lung in each subcultured group of mice (HE staining, 200×). A: A4 10th 
generation; B: A4 20th generation; C: A4 30th generation; D: A7 10th generation; E: A7 20th generation; F: A7 
30th generation; G: Infection group; H: Negative control group. The red arrows indicate alveolar septum widening; 
The yellow arrows indicate hyperemia; The black arrows indicate an inflammatory cell infiltrate. 

 

 
 

图 13  传代菌株免疫组小鼠肝脏病理组织学变化(HE染色，200×)   A：A4第 10代菌株；B：A4第 20代菌株；

C：A4 第 30 代菌株；D：A7 第 10 代菌株；E：A7 第 20 代菌株；F：A7 第 30 代菌株；G：攻毒对照组；H：

阴性对照组。红色箭头表示肝细胞脂肪变性；黄色箭头表示肝细胞水泡变性；黑色箭头表示炎性细胞浸润 
Figure 13  Histopathological changes of liver in each subcultured group of mice (HE staining, 200×). A: A4 10th 
generation; B: A4 20th generation; C: A4 30th generation; D: A7 10th generation; E: A7 20th generation; F: A7 30th 
generation; G: Infection group; H: Negative control group. The red arrow indicates hepatocyte steatosis; The yellow 
arrows indicate vesicular degeneration of hepatocytes; The black arrows indicate an inflammatory cell infiltrate. 
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图 14  传代菌株免疫组小鼠脾脏病理组织学变化(HE 染色，200×)   A：A4 第 10 代菌株；B：A4 第 20
代菌株；C：A4 第 30 代菌株；D：A7 第 10 代菌株；E：A7 第 20 代菌株；F：A7 第 30 代菌株；G：攻

毒对照组；H：阴性对照组。红色箭头表示脾脏红、白髓分界不清；黑色箭头表示炎性细胞浸润 
Figure 14  Histopathological changes of spleen in each subcultured group of mice (HE staining, 200×). A: A4 
10th generation; B: A4 20th generation; C: A4 30th generation; D: A7 10th generation; E: A7 20th generation; 
F: A7 30th generation; G: Infection group; H: Negative control group. The red arrow indicates that the red and 
white pulp of the spleen is not clearly demarcated; The black arrows indicate an inflammatory cell infiltrate. 

 

 
 

图 15  传代菌株免疫组小鼠肾脏病理组织学变化(HE 染色，200×)   A：A4 第 10 代菌株；B：A4 第 20 代菌

株；C：A4 第 30 代菌株；D：A7 第 10 代菌株；E：A7 第 20 代菌株；F：A7 第 30 代菌株；G：攻毒对照

组；H：阴性对照组。红色箭头表示肾小球萎缩；黄色箭头表示肾小管疏松水肿；黑色箭头表示炎性细胞

浸润 
Figure 15  Histopathological changes of kidney in each subcultured group of mice (HE staining, 200×). A: A4 10th 
generation; B: A4 20th generation; C: A4 30th generation; D: A7 10th generation; E: A7 20th generation; F: A7 30th 
generation; G: Infection group; H: Negative control group. The red arrows indicate glomerular atrophy; The yellow 
arrows indicate renal tubules with loose edema; The black arrows indicate an inflammatory cell infiltrate. 
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图 16  传代菌株免疫组小鼠胸腺病理组织学变化(HE 染色，200×)   A：A4 第 10 代菌株；B：A4 第 20
代菌株；C：A4 第 30 代菌株；D：A7 第 10 代菌株；E：A7 第 20 代菌株；F：A7 第 30 代菌株；G：攻

毒对照组；H：阴性对照组。红色箭头表示淋巴细胞稀疏；黄色箭头表示脂肪组织；黑色箭头表示炎性

细胞浸润 
Figure 16  Histopathological changes of thymus in each subcultured group of mice (HE staining, 200×). A: 
A4 10th generation; B: A4 20th generation; C: A4 30th generation; D: A7 10th generation; E: A7 20th 
generation; F: A7 30th generation; G: Infection group; H: Negative control group. The red arrows indicate 
lymphocyte osteoporosis; The yellow arrows represent adipose tissue; The black arrows indicate an 
inflammatory cell infiltrate. 

 
6)  脑 
对各组小鼠进行脑病理组织学观察，结果

显示：A4 传代菌株免疫组轻微充血，部分神经

元固缩深染；A7 传代菌株免疫组轻微充血；攻

毒对照组神经元细胞核固缩、坏死，神经胶质

细胞弥漫性增生，炎症细胞浸润；阴性对照组

无明显病变(图 17)。 

3  讨论与结论 
SS 是条件性致病菌，长期定殖于健康猪扁

桃体和上呼吸道。当外部环境突然发生变化或

机体抵抗力下降时，SS 将扩散进入血液，侵袭

不同组织器官引发感染[12]。同时，SS 易与其他 

病原发生混合感染，协同致病，使病死率大幅

升高[13]。临床上常使用抗生素来控制猪链球菌

病，但是随着抗生素的过分滥用，SS 耐药情况

愈加严峻[14-16]。虽然不断有新的抗 SS 感染药物

被发现和研究，体外药敏试验也显示出较好的

抗菌活性，但其疗效和安全性尚需验证，这使

得人类需要更加重视 SS 疫苗的开发研究[17-18]。

临床上常用的细菌病疫苗有灭活疫苗、弱毒疫

苗和亚单位疫苗。弱毒疫苗用量少、免疫效果

强且持久，但存在毒力易返祖、安全性差、保

存要求高等缺点；亚单位疫苗作用安全，但是

其多是针对单个毒力因子或抗原制备，难以获

得完全的免疫保护。相比之下，灭活疫苗具有 
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图 17  传代菌株免疫组小鼠脑病理组织学变化(HE 染色，200×)   A：A4 第 10 代菌株；B：A4 第 20 代

菌株；C：A4 第 30 代菌株；D：A7 第 10 代菌株；E：A7 第 20 代菌株；F：A7 第 30 代菌株；G：攻毒

对照组；H：阴性对照组。红色箭头表示神经元细胞核固缩；黄色箭头表示血管充血；黑色箭头表示炎

性细胞浸润 
Figure 17  Histopathological changes of brain in each subcultured group of mice (HE staining, 200×). A: A4 
10th generation; B: A4 20th generation; C: A4 30th generation; D: A7 10th generation; E: A7 20th generation; 
F: A7 30th generation; G: Infection group; H: Negative control group. The red arrow indicates nuclear 
pyknosis of the neuron; The yellow arrows indicate congestion; The black arrows indicate an inflammatory 
cell infiltrate. 
 
研制周期短、使用安全、易于保存且易于制备

联合疫苗等优点，最贴合生产实际。根据国家

兽药基础数据库最新发布的信息，截至目前，

国内获得国家兽药批文的 SS 商品化疫苗共有     
5 种，均为灭活疫苗，包括猪链球菌病灭活疫

苗(2 型，HA9 801 株)、猪链球菌病灭活疫苗

(马链球菌兽疫亚种+SS2)、猪链球菌病蜂胶灭

活疫苗(马链球菌兽疫亚种+SS2)、猪链球菌病

灭活疫苗(马链球菌兽疫亚种+SS2+SS7)、猪链

球菌病和副猪嗜血杆菌病二联灭活疫苗 (LT     
株+MD0 322 株+SH0 165 株)[6-7]。但是上述疫

苗主要针对 SS2 和 SS7，难以对 SS4 提供交互

保护作用。因此，基于临床发病猪中分离的

SS4，开展优良菌株的选育，对 SS4 疫苗的研

发和猪链球菌病的防控具有重要意义。 
制苗用菌株的特性与疫苗的免疫效果密切

相关，尤其是抗原性。通常认为菌株的抗原性

与其致病力呈正相关，因为致病力强的菌株可

能携带大量毒力相关因子，可诱导强烈的免疫

应答。本研究通过致病性试验测定 7 株 SS4 对

小鼠的 LD50，从中筛选出毒力较强的 6 株

(A1、A2、A3、A4、A6 和 A7 菌株)开展抗原

性试验。抗原性包括反应原性和免疫原性。反

应原性指抗原与相应抗体或效应淋巴细胞反应

的能力，是生产诊断抗原的菌种或毒种的必要

特性；免疫原性指抗原刺激机体产生抗体或效
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应淋巴细胞的特性，是制苗用菌株的必要特   
性[19]。SS 是典型的胞外寄生菌，在体内主要介

导体液免疫。IgG 是体液免疫应答过程中产量

最高的抗体，而且在抗原二次刺激机体时效价

攀升，这与灭活疫苗需多次免疫的特性相符，

因此 IgG 效价可作为评定疫苗菌株抗原性的重

要指标。然而免疫保护率和病理组织变化可从

整体水平上直接反映疫苗菌株对试验动物的保

护效果。在本研究中，A4、A7 免疫组 IgG 效

价、免疫保护率均高于 A3、A6、A1 和 A2 免

疫组，并且 A4、A6 和 A7 免疫组小鼠组织病

变较 A1、A2、A3 免疫组轻微。因此筛选抗原

性较优的 A4 和 A7 菌株进行稳定性试验。综合

致病性和抗原性试验结果发现，A4 和 A7 菌株

的毒力、抗原性均较其余 4 株 SS4 强，证实菌

株的抗原性与其致病力之间的确呈正相关。 
除致病力和抗原性外，菌株遗传性状的稳

定也是保障疫苗安全性和免疫效力的关键因

素，常通过检测传代菌株的血清型、致病力、

抗原性来确定。体外传代具有易操作、效率高

等优点，在疫苗生产过程中较为常用。然而连

续传代可能会导致毒力因子丢失，并且培养基

中营养成分的缺失、pH 的改变也有可能导致菌

株遗传性状发生变化[20]。经连续体外传代后，

A4 和 A7 均携带 cps4K 基因，表明血清型遗传

稳定；毒力均逐渐下降，其中 A7 原代、        
10 代、20 代、30 代菌株 lg (LD50)的标准差小

于 A4 菌株，说明在遗传过程中 A7 菌株的致病

性比 A4 菌株更稳定；A7 传代菌株灭活菌体诱

导的 IgG 效价和免疫保护率均高于同代的 A4
菌株灭活菌体，小鼠组织病变也较轻微，表明

A7 菌株具有更稳定的抗原性。 
本研究综合致病力、抗原性、稳定性等指

标，最后成功筛选到一株性能优良的 SS4 制苗

候选菌株 A7 (原始编号为 HBgu18-4)。这为

SS4 疫苗的研制提供了技术储备，为有效防控

猪链球菌病奠定了基础。 
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