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　　摘要：奶牛乳腺炎导致奶牛产奶量下降和乳制品质量降低，是奶牛养殖业重要的经济性疾病，在全球范围内造成
巨大经济损失。选取苏北奶牛场３株代表性无乳链球菌分离株，ＳＡＧ－ＦＸ１７分离自临床型乳腺炎、ＣＭ３１分离自隐性
乳腺炎和ＣＭ４１ｂ分离自隐性发展为临床型乳腺炎奶牛乳汁，研究比较３株细菌生长特性、毒力因子分布、形成生物被
膜能力及其对奶牛乳腺上皮细胞的黏附、侵袭和胞内存活能力。试验结果表明，３株分离株血清型均为Ⅰａ型，２ｂ型
菌毛，ｇａｐＣ基因和 ｃｙｌＥ基因阳性，但仅 ＳＡＧ－ＦＸ１７的 α相关蛋白家族为 Ａｌｐ１型，其他２株为未定型。研究发现
ＳＡＧ－ＦＸ１７与奶牛乳腺上皮细胞（Ｍａｃ－Ｔ）共孵育时生成生物被膜能力明显增强，且该菌对 Ｍａｃ－Ｔ细胞黏附率为
５２５％，显著高于ＣＭ３１和ＣＭ４１ｂ。侵袭试验结果表明，３株细菌侵袭到细菌内部的能力很低，但侵袭到细胞内的细菌
具有一定存活能力，侵入细胞４ｈ３株分离株 ＳＡＧ－ＦＸ１７、ＣＭ３１、ＣＭ４１ｂ存活率分别为２４％、１８％、８６．７％。综上所
述，无乳链球菌在奶牛乳腺上皮细胞表面形成生物被膜及其在胞内存活能力是影响细菌致病性的重要因素。
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　　奶牛乳腺炎是奶牛最常发病、治疗费用最高的
疾病，全世界约有１／３奶牛患有乳腺炎，导致牛奶产
量和质量严重下降，造成巨大经济损失［１－２］。奶牛

乳腺炎根据症状分为临床型乳腺炎和隐性乳腺炎。

临床型乳腺炎发病急、症状明显；隐性乳腺炎一般

难以直接观察到临床感染症状，不能及时隔离、治

疗，容易被忽视，但其具备转化为临床型乳腺炎的

风险，给奶牛养殖业带来严重影响［３］。

奶牛乳腺炎的致病因素包括病原体、宿主和环

境因素，其中细菌乳腺内感染为最主要因素［４］。宿

主与病原微生物互相作用结果的不同，细菌感染引

起乳腺炎临床表现不同，如金黄色葡萄球菌黏附侵

袭到宿主细胞内部并逃避宿主先天性免疫反应，易

导致隐性乳腺炎；大肠杆菌感染后大量增殖释放毒

素引起宿主细胞因子释放，易导致临床型乳腺

炎［５］。葡萄球菌和链球菌是导致奶牛乳腺炎最常

见的和造成经济损失最大的致病菌，无乳链球菌虽

然只在乳腺组织内生长和增殖，但该菌可以在乳腺

组织外短时间存活，同时通常会导致隐性乳腺炎，

因此牛场一旦感染，极易导致该菌传播扩散［６］。

１８８７年无乳链球菌作为奶牛乳腺炎致病菌首次被
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鉴定，后来发现该菌还可以造成人类尤其怀孕女

性、早产儿和新生儿感染［７］。无乳链球菌又称为 Ｂ
族链球菌，属于革兰氏阳性菌，根据荚膜多糖抗原

性与结构特点分为１０个血清型（Ⅰａ、Ⅰｂ、Ⅱ、Ⅲ、
Ⅳ、Ⅴ、Ⅵ、Ⅶ、Ⅷ和Ⅸ），其中８５％ ～９０％的临床分
离株为Ⅰａ、Ⅰｂ、Ⅲ和Ⅴ型［８］。

无乳链球菌感染机制主要包括以下３种机制：
（１）定植和穿越组织屏障；（２）逃避宿主防御机制；
（３）表达毒力因子［７］。细菌黏附乳腺上皮细胞并侵

入到细胞内部是细菌引起乳腺炎的重要机制。无

乳链球菌经乳头感染定殖于乳腺细胞和乳导管并

大量繁殖，导致乳腺上皮细胞损伤。大量中性粒细

胞涌入阻塞乳导管，影响泌乳和细菌排出，进而引

起腺泡退化丧失泌乳机能。无乳链球菌编码大量

毒力因子对该菌的致病力起到关键作用，如产生

β－溶血素裂解细胞［８］。同时，毒力因子也在无乳

链球菌黏附、入侵宿主细胞过程中存在关键作用，

因此对临床分离细菌进行毒力因子检测有利于更

好地评价细菌致病性，也为进一步研究细菌感染宿

主的机制提供理论依据。

前期研究在苏北地区多个奶牛场进行采样，获

得无乳链球菌６株，本试验对其中３株典型无乳链
球菌（ＳＡＧ－ＦＸ１７分离自临床乳腺炎奶牛乳汁，
ＣＭ３１和ＣＭ４１ｂ分离自隐性乳腺炎奶牛乳汁，其中
ＣＭ４１ｂ分离株宿主由阴性隐性感染转临床症状）进
行研究比较，包括细菌毒力因子分布、生长特性及

与细胞的互作特征等，为进一步研究无乳链球菌致

奶牛乳腺炎的毒力机制提供理论支持，也为通过研制

疫苗等方式预防奶牛无乳链球菌乳腺炎提供依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
无乳链球菌 ＳＡＧ－ＦＸ１７、ＣＭ３１、ＣＭ４１ｂ分别分

离自苏北地区奶牛养殖场并由江苏省农业科学院

动物免疫工程研究所疫苗制造工程研究室保存［９］；

奶牛乳腺上皮细胞Ｍａｃ－Ｔ由江苏省农业科学院动
物免疫工程研究所疫苗制造工程研究室保存，

３７℃，５％ ＣＯ２细胞培养箱培养。试剂 ＴＨＢ培养
基、胰蛋白酶为英国Ｏｘｏｉｄ公司产品；结晶紫染色液
琼脂为南京翼飞雪生物科技有限公司产品；细菌基

因组ＤＮＡ提取试剂盒为天根生化科技（北京）有限
公司产品；ＤＭＥＭ为 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司产
品；青霉素、链霉素为Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ公司产品；２×

ＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘ为南京诺唯赞生物科技股份有限公
司产品。

１．２　细菌培养
将３７℃ １８０ｒ／ｍｉｎ过夜培养的细菌以１∶１００

分别转接到ＴＨＢ液体培养基中，３７℃ １８０ｒ／ｍｉｎ振
荡培养至对数期，５０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，收集菌体
并用无菌 ＰＢＳ（８ｍｍｏｌ／ＬＮａ２ＨＰＯ４、０．１３６ｍｏｌ／Ｌ
ＮａＣｌ、２ｍｍｏｌ／ＬＫＨ２ＰＯ４和２．６ｍｍｏｌ／ＬＫＣｌ）清洗３
次，用于后续研究。

１．３　细菌生长曲线检测
将过夜培养的细菌以 １∶１００分别转接到

１００ｍＬＴＨＢ液体培养基中，３７℃１８０ｒ／ｍｉｎ振荡培
养，每隔１ｈ取样检测其 Ｄ６００ｎｍ，连续检测至细菌
Ｄ６００ｎｍ保持稳定。
１．４　提基因组

取３ｍＬ过夜培养的细菌通过５０００ｒ／ｍｉｎ离心
５ｍｉｎ收集于 １．５ｍＬＥＰ管中，按照细菌基因组
ＤＮＡ提取试剂盒说明书步骤提取细菌基因组ＤＮＡ，
最后以５０μＬｄｄＨ２Ｏ溶解，提取基因组作为ＰＣＲ反
应模板备用。

１．５　毒力基因检测
本研究对分离株的相关毒力基因包括荚膜多

糖合成酶相关基因、β蛋白编码基因 ｂａｃ、α相关蛋
白基因（ｂｃａ、ａｌｐ１、ｒｉｂ、ａｌｐ２、ａｌｐ３和 ａｌｐ４的基因）、
β－溶血素结构基因 ｃｙｌＥ、菌毛骨架蛋白编码基因
ｓｐｂ、甘油醛 －３－磷酸脱氢酶（ＧＡＰＤＨ）编码基因
ｇａｐＣ、５ａ肽酶编码基因 ｓｃｐＢ进行鉴定，仅模板用无
菌超纯水为阴性对照组。本研究中所用的引物见

表１。ＰＣＲ扩增程序为：９５℃５ｍｉｎ；９５℃３０ｓ，４５℃
３０ｓ，７２℃３ｍｉｎ，共３０个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。扩
增产物用１％琼脂糖凝胶电泳检测。
１．６　乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）试验

将奶牛乳腺上皮细胞（Ｍａｃ－Ｔ）培养于９６孔板
中长至８０％以上单层细胞，用无血清的ＤＭＥＭ清洗
细胞３次，每孔加入２００μＬ无血清ＤＭＥＭ。细菌以
ＭＯＩ＝１０感染细胞，孵育３、４、５、６、２４ｈ用 ＬＤＨ活
性检测试剂盒检测４５０ｎｍ下上清液的吸光度，阴性
对照为无细菌感染的细胞组。

１．７　细菌黏附Ｍａｃ－Ｔ细胞试验
将 Ｍａｃ－Ｔ细胞培养于 ２４孔板中长满至少

８０％的单层细胞用无血清的 ＤＭＥＭ清洗细胞３次，
每孔加入无血清 ＤＭＥＭ５００μＬ。细菌以 ＭＯＩ＝１０
感染细胞，８００ｇ离心 １０ｍｉｎ使细菌与细胞充分接
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表１　本研究中引物

基因 引物名称 引物序列 （５′→３′）

荚膜分子分型 ｃｐｓＩ－Ｉａ－６－７－Ｆ ＧＡＡＴＴＧＡＴＡＡＣＴＴＴＴＧＴＧＧＡＴＴＧＣＧＡＴＧＡ

ｃｐｓＩ－６－Ｒ ＣＡＡＴＴＣＴＧＴＣＧＧＡＣＴＡＴＣＣＴＧＡＴＧ

ｃｐｓＩ－７－Ｒ ＴＧＴＣＧＣＴＴＣＣＡＣＡＣＴＧＡＧＴＧＴＴＧＡ

ｃｐｓＬ－Ｆ ＣＡＡＴＣＣＴＡＡＧＴＡＴＴＴＴＣＧＧＴＴＣＡＴＴ

ｃｐｓＬ－Ｒ ＴＡＧＧＡＡＣＡＴＧＴＴＣＡＴＴＡＡＣＡＴＡＧＣ

ｃｐｓＧ－Ｆ ＡＣＡＴＧＡＡＣＡＧＣＡＧＴＴＣＡＡＣＣＧＴ

ＣｐｓＧ－２－３－６－Ｒ ＴＣＣＡＴＣＴＡＣＡＴＣＴＴＣＡＡＴＣＣＡＡＧＣ

ＣｐｓＮ－５－Ｆ ＡＴＧＣＡＡＣＣＡＡＧＴＧＡＴＴＡＴＣＡＴＧＴＡ

ＣｐｓＮ－５－Ｒ ＣＴＣＴＴＣＡＣＴＣＴＴＴＡＧＴＧＴＡＧＧＴＡＴ

ＣｐｓＪ－８－Ｆ ＴＡＴＴＴＧＧＧＡＧＧＴＡＡＴＣＡＡＧＡＧＡＣＡ

ＣｐｓＪ－８－Ｒ ＧＴＴＴＧＧＡＧＣＡＴＴＣＡＡＧＡＴＡＡＣＴＣＴ

ｃｐｓＪ－２－４－Ｆ ＣＡＴＴＴＡＴＴＧＡＴＴＣＡＧＡＣＧＡＴＴＡＣＡＴＴＧＡ

ｃｐｓＪ－２－Ｒ ＣＣＴＣＴＴＴＣＴＣＴＡＡＡＡＴＡＴＴＣＣＡＡＣＣ

ｃｐｓＪ－４－Ｒ ＣＣＴＣＡＧＧＡＴＡＴＴＴＡＣＧＡＡＴＴＣＴＧＴＡ

ｃｐｓＩ－７－９－Ｆ ＣＴＧＴＡＡＴＴＧＧＡＧＧＡＡＴＧＴＧＧＡＴＣＧ

ｃｐｓＩ－９－Ｒ ＡＡＴＣＡＴＣＴＴＣＡＴＡＡＴＴＴＡＴＣＴＣＣＣＡＴＴ

ｃｐｓＪ－Ｉｂ－Ｆ ＧＣＡＡＴＴＣＴＴＡＡＣＡＧＡＡＴＡＴＴＣＡＧＴＴＧ

ｃｐｓＪ－Ｉｂ－Ｒ ＧＣＧＴＴＴＣＴＴＴＡＴＣＡＣＡＴＡＣＴＣＴＴＧ

α相关蛋白基因 α－Ｆ ＴＧＡＴＡＣＴＴＣＡＣＡＧＡＣＧＡＡＡＣＡＡＣＧ

α－Ｃ－Ｒ ＴＡＣＡＴＧＴＧＧＴＡＧＴＣＣＡＴＣＴＴＣＡＣＣ

Ｒｉｂ－Ｒ ＣＡＴＡＣＴＧＡＧＣＴＴＴＴＡＡＡＴＣＡＧＧＴＧＡ

Ａｌｐ－１－Ｒ ＣＣＡＧＡＴＡＣＡＴＴＴＴＴＴＡＣＴＡＡＡＧＣＧＧ

Ａｌｐ２／３－Ｒ ＣＡＣＴＣＧＧＡＴＴＡＣＴＡＴＡＡＴＡＴＴＴＡＧＣＡＣ

Ａｌｐ４－Ｒ ＴＴＡＡＴＴＴＧＣＡＣＣＧＧＡＴＴＡＡＣＡＣＣＡＣ

菌毛骨架蛋白基因 ＢＰ－１－Ｆ ＣＴＧＴＧＣＴＡＡＡＣＴＴＴＡＡＴＡＧＴＴＴＴＧＴＧＣ

ＢＰ－１－Ｒ ＡＧＧＣＴＡＴＴＴＣＴＣＴＴＴＴＣＴＴＡＡＡＣＡＴＧＧ

ＢＰ－２ａ－Ｆ ＣＴＡＴＧＡＴＧＴＣＴＡＴＴＧＣＡＧＧＴＧＧＡＡ

ＢＰ－２ａ－Ｒ ＧＡＧＴＡＣＴＴＣＴＡＣＴＧＡＡＡＴＡＣＣＣ

ＢＰ－２ｂ－Ｆ ＴＴＴＡＧＣＴＴＴＡＧＣＴＣＴＡＣＣＡＴＣＡＧＧ

ＢＰ－２ｂ－Ｒ ＣＣＣＡＣＴＧＣＡＡＴＴＡＴＡＧＴＧＡＣＡＡＧＣ

ｇａｐＣ ｇａｐＣ－Ｆ ＧＴＴＴＧＣＴＧＧＴＴＣＧＣＧＴＴＣＡ

ｇａｐＣ－Ｒ ＧＧＴＴＴＣＧＧＴＣＧＴＡＴＣＧＧＴＣＧＴＣＴＴ

β蛋白编码基因ｂａｃ ｂａｃ－Ｆ ＡＡＧＧＣＴＡＴＧＡＧＴＧＡＧＡＧＣＴＴＧＧＡＧ

ｂａｃ－Ｒ ＣＴＧＣＴＣＴＧＧＴＧＴＴＴＴＡＧＧＡＡＣＴＴＧ

β－溶血素结构基因ｃｙｌＥ ｃｙｌＥ－Ｆ ＡＧＴＣＧＴＡＧＴＧＧＡＣＡＧＧＣＡＡＴＣＡＣ

ｃｙｌＥ－Ｒ ＧＧＣＴＧＣＣＡＴＴＴＧＧＡＧＡＧＡＴＡＡＧＴＡ

Ｃ５肽酶编码基因ｓｃｐＢ ｓｃｐＢ－Ｆ ＧＴＴＧＣＡＧＴＧＡＴＴＧＡＴＧＣＴＧＧＴ

ｓｃｐＢ－Ｒ ＧＡＧＧＴＣＡＣＡＡＴＧＣＴＡＡＣＡＣＣＴ

触，置于培养箱中作用１ｈ。对照组为等量细菌与
ＤＭＥＭ孵育１ｈ。作用后，用无菌 ＰＢＳ清洗３次去
掉没有黏附的细菌。细胞中加入 １００μＬ／孔无菌
０５％ ＴｒｉｔｏｎＸ－１００置于３７℃培养箱中孵育５ｍｉｎ
裂解细胞释放细菌。黏附的细菌通过涂布 ＴＨＢ平

板进行定量，黏附率 ＝（试验组细菌数量／对照组细
菌数量）×１００％。
１．８　细菌侵袭试验

将 Ｍａｃ－Ｔ细胞培养于 ２４孔板中长满至少
８０％的单层细胞，用无血清的 ＤＭＥＭ清洗细胞 ３
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次，加入无血清 ＤＭＥＭ５００μＬ／孔。细菌以 ＭＯＩ＝
１０感染细胞，８００ｇ离心１０ｍｉｎ使细菌与细胞充分
接触，置于细胞培养箱中作用２ｈ。作用后，用无菌
ＰＢＳ清洗３次清洗掉没有黏附的细菌。细胞中加入
１ｍＬ／孔含有１００μｇ／ｍＬ庆大霉素和５μｇ／ｍＬ青霉
素Ｇ的 ＤＭＥＭ并作用１ｈ杀死细胞外细菌。孵育
后用无菌 ＰＢＳ清洗 ３次，加入 １００μＬ／孔 ０．５％
ＴｒｉｔｏｎＸ－１００孵育５ｍｉｎ裂解细胞释放细菌，侵袭到
细胞中的细菌通过涂布 ＴＨＢ平板进行定量。对照
组为等量细菌与 ＤＭＥＭ孵育２ｈ后直接涂布 ＴＨＢ
平板定量。侵袭率 ＝（试验组细菌数量／对照组细
菌数量）×１００％。
１．９　细菌胞内存活试验

将 Ｍａｃ－Ｔ细胞培养于 ２４孔板中长满至少
８０％的单层细胞，用无血清的 ＤＭＥＭ清洗细胞 ３
次，每孔加入无血清 ＤＭＥＭ５００μＬ。细菌以 ＭＯＩ＝
１０感染细胞，８００ｇ离心１０ｍｉｎ使细菌与细胞充分
接触，置于细胞培养箱中作用 ２ｈ，作用后用无菌
ＰＢＳ清洗３次清洗掉没有黏附的细菌。细胞中加入
１ｍＬ／孔含有１００μｇ／ｍＬ庆大霉素和５μｇ／ｍＬ青霉
素Ｇ的ＤＭＥＭ，分别孵育１、２、３、４ｈ杀死细胞外黏
附的细菌。每个时间点试验孔细胞用无菌 ＰＢＳ清
洗３次，加入１００μＬ／孔 ０．５％ ＴｒｉｔｏｎＸ－１００孵育
５ｍｉｎ裂解细胞释放胞内活菌，涂布ＴＨＢ平板定量。
细菌与Ｍａｃ－Ｔ细胞作用２ｈ后，加入抗生素杀死胞
外细菌，抗生素作用１ｈ所得细菌数定为胞内存活
细菌总数为１００％，分别计算抗生素作用２、３、４ｈ后
的细菌存活率分别记为 Δ１ｈ、Δ２ｈ、Δ３ｈ。Δｎｈ胞
内细菌存活率 ＝［抗生素杀菌第（ｎ＋１）ｈ活菌数
量／抗生素杀菌１ｈ活菌数量］×１００％，ｎ＝１，２，３。
１．１０　细菌体外生物被膜培养与检测

将Ｍａｃ－Ｔ细胞培养于９６孔板中长至８０％以
上单层细胞，用无血清的 ＤＭＥＭ清洗细胞３次，加
入无血清ＤＭＥＭ２００μＬ／孔，细菌以 ＭＯＩ＝１０感染
细胞。阴性对照为没有细菌感染的细胞组，同时设

置仅有细菌没有细胞的组为空白对照。将９６孔细
胞板置于细胞培养箱孵育２４ｈ，孵育后将细胞板中
的培养液弃去，用无菌ＰＢＳ清洗３次，加２００μＬ／孔
甲醇固定１５ｍｉｎ，自然风干用后加 ２００μＬ／孔 １％
结晶紫染色液染色１５ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗３次，自然干燥
后细胞板中的生物被膜用 ＢＩＯ－ＲＡＤ凝胶成像系
统拍照。

１．１１　数据处理
采用ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ５软件和ＳＰＳＳＶ２５．０进行

绘图和数据分析。

２　结果与分析

２．１　细菌生长特性
３株奶牛乳汁无乳链球菌分离株 ＳＡＧ－ＦＸ１７、

ＣＭ３１、ＣＭ４１ｂ在 ＴＨＢ液体培养基中 ３７℃振荡培
养，试验重复３次。结果（图１）显示，３株细菌迟缓
期、对数期和平台期的生长曲线没有明显区别。说

明细菌生长特性不是导致３株无乳链球菌毒力差异
的原因。

２．２　主要毒力因子鉴定
通过多重ＰＣＲ对荚膜多糖合成酶相关基因鉴

定，结果（图 ２－Ａ）表明，３株无乳链球菌分离株
ＳＡＧ－ＦＸ１７、ＣＭ３１、ＣＭ４１ｂ均属于Ⅰａ型。对无乳
链球菌３种菌毛骨架蛋白 ＢＰ－１、ＢＰ－２ａ、ＢＰ－２ｂ
基因ｓｂｐ１、ｓｂｐ２ａ、ｓｂｐ２ｂ进行检测，结果（图２－Ｂ）表
明３株菌都有２ｂ型菌毛骨架蛋白基因 ｓｐｂ２ｂ。ＰＣＲ
检测无乳链球菌 β溶血素编码基因 ｃｙｌＥ发现３株
菌均携带该基因（图２－Ｃ）。ＰＣＲ鉴定无乳链球菌
β蛋白编码基因ｂａｃ，结果（图２－Ｄ）显示３株菌均
不携带该基因。ＳｃｐＢ编码的 Ｃ５ａ肽酶是一种灭活
人Ｃ５ａ的丝氨酸表面结合蛋白酶，研究认为其可以
阻止Ｃ５ａ与中性粒细胞结合，抑制炎症时吞噬细胞
的化学攻击作用，结果（图２－Ｅ）显示３株分离株
ｓｃｐＢ基因为阴性。无乳链球菌甘油醛 －３－磷酸脱
氢酶（ＧＡＰＤＨ）编码基因 ｇａｐＣ的 ＰＣＲ鉴定结果发
现３株菌均为 ｇａｐＣ阳性（图２－Ｆ）。Ａｌｐ家族是 α
相关蛋白家族的总称，目前鉴定发现包括６个成员：
α、Ｒｉｂ、Ａｌｐ２、Ａｌｐ３、Ｅｐｉｌｏｎｓ（Ａｌｐ１）和Ａｌｐ４蛋白，这些
蛋白仅重复序列数目不同，其他差异很小。通过

ＰＣＲ结果片段大小判断菌株Ａｌｐ结果，其中结果阴性
判定为未定型，研究结果（图２－Ｇ）显示３株牛源无
乳链球菌分离株７为Ａｌｐ１型，其他２株为未定型。
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２．３　ＬＤＨ细胞毒性试验
为了进一步验证细菌对细胞的毒性，对细菌孵

育细胞３、４、５、６、２４ｈ后培养基中 ＬＤＨ进行定量。
细胞膜结构破坏后会导致胞浆中酶活性较为稳定

的乳酸脱氢酶释放到培养液中，通过对培养液中

ＬＤＨ的检测从而对细胞毒性进行定量。从图３可
以看出，细菌感染细胞６ｈ内对细胞活性影响不大。
２４ｈ后细菌对细胞的毒性明显增强，但由于培养基
中没有加血清，所以阴性对照组细胞活性也明显降

低。研究结果表明，体外试验中在感染前期细菌对

细胞毒性较小，可以展开细菌对细胞的黏附、侵袭

等研究。

２．４　细菌黏附Ｍａｃ－Ｔ细胞能力
黏附试验结果表明，３株无乳链球菌对奶牛乳

腺上皮细胞Ｍａｃ－Ｔ的黏附能力具有显著差异（Ｐ＜
０．０５）。从图 ４可以看出，分离株 ＳＡＧ－ＦＸ１７对
Ｍａｃ－Ｔ的黏附率高达 ５２．５％；分离株 ＣＭ３１对
Ｍａｃ－Ｔ的黏附率在１８％左右；而分离株 ＣＭ４１ｂ对

Ｍａｃ－Ｔ的黏附率很低，仅在７％左右。
２．５　细菌侵袭Ｍａｃ－Ｔ细胞能力

从图５可以看出，３株牛源无乳链球菌分离株
对奶牛乳腺上皮细胞 Ｍａｃ－Ｔ的侵袭力非常低，其
中分离株ＳＡＧ－ＦＸ１７虽然对 Ｍａｃ－Ｔ的黏附率超
过５０％，但该菌对细胞的侵袭率仅为０．００１％左右。
分离株 ＣＭ３１和 ＣＭ４１ｂ对 Ｍａｃ－Ｔ的侵袭率仅为
０．０００３％和０．０００４％。该结果说明３株无乳链球
菌均不易侵袭到奶牛乳腺上皮细胞内部。

２．６　细菌在Ｍａｃ－Ｔ细胞中存活能力
从图６可以看出，侵入到乳腺上皮细胞内部的

无乳链球菌具有一定的存活能力，分离株 ＳＡＧ－
ＦＸ１７在侵入细胞内２ｈ（Δ１ｈ）约４９％的细菌存活，
３ｈ后（Δ２ｈ）胞内细菌明显地减少，仅２６％的细菌
存活，但４ｈ后（Δ３ｈ）仍有２４％的细菌存活。仅有
１３％的ＣＭ３１侵入细胞２ｈ后存活，但３、４ｈ后细菌
的存活率没有明显的变化，分别为１４％、１８％，说明
ＣＭ３１分离株侵入细胞后大部分细菌会被杀死但仍
有少量细菌能保持活力。分离株 ＣＭ４１ｂ侵入细胞
２ｈ后５４％的细菌存活，３、４ｈ后胞内细菌反而增
加，分别为８８．４％、８６．７％，说明细菌可能克服胞内
杀菌活性，在细胞内存活并增殖。抗生素作用１ｈ
所得细菌数定为胞内存活细菌总数，为１００％，分别
计算抗生素作用 ２、３、４ｈ后的细菌存活率，记为
Δ１ｈ、Δ２ｈ、Δ３ｈ。
２．７　细菌形成生物被膜能力

３株细菌在体外培养基中均不产生生物被膜，
但当与细胞共孵育时分离株 ＳＡＧ－ＦＸ１７形成生物
被膜的能力明显增强（图７）。说明该细菌可能通过
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形成生物被膜黏附在奶牛乳腺上皮细胞表面，并增

强细胞在体内的存活能力。

３　讨论与结论

无乳链球菌又称 Ｂ族链球菌，能够感染人、鱼、
奶牛等多种宿主。奶牛乳腺炎由多种致病因素，无

乳链球菌是导致奶牛乳腺炎的主要致病菌，引起临

床型或隐性乳腺炎，导致牛奶产量和乳制品质量明

显下降，造成巨大的经济损失［１０］。本研究选取分离

自苏北奶牛养殖场且具有代表性的３株无乳链球菌
作为研究对象，其中分离株ＳＡＧ－ＦＸ１７分离自临床
型乳腺炎奶牛乳汁，ＣＭ３１和 ＣＭ４１ｂ分离自隐性乳
腺炎奶牛乳汁，其中ＣＭ４１ｂ分离株宿主由隐性转为
临床型。因此比较３株代表性细菌的感染特性有利
于进一步研究无乳链球菌的致病机制。

分泌毒力因子是无乳链球菌致病的重要机制

之一，荚膜帮助细菌抵抗宿主吞噬细胞吞噬、逃避

补体系统的作用，是该菌主要的毒力因子［１１］。根据

荚膜多糖的结构特征，无乳链球菌分为 １０个血清
型，其中Ⅰａ型和Ⅲ型为造成新生儿疾病和奶牛乳
腺炎最常见的血清型，尤其Ⅰａ型为人源和牛源感
染的主要血清型［１２］，本研究中３株奶牛乳汁分离株
均为Ⅰａ型，说明Ⅰａ型为该地区无乳链球菌流行株
的优势血清型。无乳链球菌表面具有菌毛，分为１
型和２菌毛，其中２型菌毛编码基因包括２种不同
序列的等位基因（分为２ａ型和２ｂ型菌毛）。菌毛
由骨架蛋白ＢＰ与辅助蛋白ＡＰ－１、ＡＰ－２共同组装
成完整结构，参与细菌黏附、侵袭等致病过程［１３］，本

研究中３株菌为２ｂ型菌毛。ｓｃｐＢ基因编码的 Ｃ５ａ
肽酶是无乳链球菌常见的毒力因子，研究人源和牛

源无乳链球菌时发现人源分离株菌含有该基因，而

仅部分牛源分离株具有该基因［１４］，本研究中３株菌
缺乏该基因，可能为菌株适应宿主而缺失。ｇａｐＣ蛋
白具有 ３－磷酸甘油醛脱氢酶（ＧＡＰＤＨ）活性，是糖
酵解的关键酶保守性高，在包括化脓链球菌、肺炎

链球菌等致病性链球菌细胞壁蛋白研究中均有报
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道，ｇａｐＣ蛋白分泌到细菌表面后与宿主细胞外间质
互作，帮助细菌黏附侵袭［１５］。β溶血素不仅具有红
细胞毒性而且能溶解多种真核细胞导致细胞死亡，

又称溶细胞素，研究表明具有 β溶血素的无乳链球
菌菌株毒力明显高于非溶血性菌株。本研究中３株
细菌 ｇａｐＣ基因和 β溶血素编码基因 ｃｙｌＥ均为阳
性。α相关蛋白家族是无乳链球菌重要的具有保护
性表位的表面蛋白家族，目前已鉴定出６个成员，分
别为α、Ｒｉｂ、Ａｌｐ２、Ａｌｐ３、Ｅｐｉｌｏｎｓ和 ＡＬＰ４蛋白，由等
位基因编码，同一个菌株只能表达 α相关蛋白家族
中的１个蛋白［１６］。无乳链球菌 α相关蛋白重复结
构缺失可能因丢失保护性抗原帮助细菌逃避宿主

免疫，研究表明为在特定生存环境改变时 α相关蛋
白的多个重复序列发生自身变异，其中具有较长的

α相关蛋白的菌株对人的致病性提高，说明 α相关
蛋白家族是与致病性相关的表面蛋白［１７－１８］。本研

究中发现３株细菌仅 ＳＡＧ－ＦＸ１７号分离株为 Ａｌｐ１
型，其他２株为未定型，说明可能有新的无乳链球菌
菌株出现。

细菌增殖过程包括迟缓期、对数期和平台期，

影响细菌的毒性和致病力。该研究发现，临床型乳

腺炎奶牛乳汁和隐性乳腺炎奶牛乳汁的无乳链球

菌分离株的体外培养增殖过程没有明显区别，说明

细菌增殖不是影响３株细菌感染能力差异的主要原
因。生物被膜是细菌黏附在基质表面，分泌多糖、

纤维蛋白、核酸、脂质等，将自身包裹在其中形成大

量细菌聚集膜样结构［１９］。免疫细胞所识别的细胞

表面分子被生物被膜包裹，故不易被中性粒细胞、

巨噬细胞等清除。细菌从游离态变为生物被膜态

的过程中能够促进炎症反应，导致细胞死亡甚至引

起组织坏死［２０］。生物被膜可以作为细菌“菌巢”，

在感染过程中随时释放游离态细菌，是造成乳腺炎

慢性炎症和复发性感染的重要原因［２１－２２］。无乳链

球菌强毒株在体外培养中形成生物被膜，但本研究

发现３株细菌在体外培养基中培养时均不能形成生
物被膜，但临床型乳腺炎分离株ＳＡＧ－ＦＸ１７在体外
与奶牛乳腺上皮细胞Ｍａｃ－Ｔ共孵育时形成生物被
膜的能力明显增强，说明无乳链球菌在奶牛乳腺上

皮细胞表面形成生物被膜可能增强细菌的感染能

力。本研究还通过体外试验研究３株无乳链球菌对
Ｍａｃ－Ｔ的黏附侵袭及在细胞内的存活能力，发现临
床型乳腺炎分离株 ＳＡＧ－ＦＸ１７黏附能力明显高于
其他２株菌，该结果与生物被膜结果一致，细菌生物

被膜的形成可能促进细菌对细胞的黏附能力，细菌

在感染过程中形成生物被膜不仅能够抵御抗生素、

抗菌肽等杀菌物质，还可以增强细菌对奶牛上皮细

胞的黏附能力，从而有利于更多的细菌侵袭到细胞

内部［２３］。研究发现，细菌黏附上皮细胞后发生细菌

内化过程，细菌利用并激活宿主细胞信号通路引起

细胞骨架重排进入非吞噬细胞内部［２４］。乳房链球

菌与停乳链球菌侵袭乳腺上皮细胞过程中发现网

格蛋白的内化作用［２５］。同时，细菌侵袭到细胞内部

与黏附细胞能力并不是正相关，致奶牛乳腺炎大肠

杆菌侵袭乳腺上皮细胞能力较低，但沙门氏菌侵袭

能力很强［２６］。本研究中３株细菌侵袭到细菌内部
的能力很低，仅为黏附细菌数目的０．０１２％（ＳＡＧ－
ＦＸ１７）、０．０００３４％（ＣＭ３１）、０．０００４６％（ＣＭ４１ｂ），
但黏附的细菌越多，侵袭到细胞内部的细菌越多。

因此细菌在奶牛乳腺上皮细胞表面形成生物被膜，

增强细菌对上皮细胞的黏附侵袭能力可能是影响

无乳链球菌致病性的重要因素。

虽然３株无乳链球菌不易侵袭到细胞内部，但
侵袭到细胞内的细菌均具有一定存活的能力。其

中，隐性乳腺炎分离株ＣＭ３１在胞内存活能力最弱，
分离株 ＣＭ４１ｂ在胞内存活能力最强，侵入细胞２ｈ
后５４％的细菌存活，３、４ｈ增长为８８．４％、８６７％，
说明该细菌在细胞内具有一定增殖能力，这可能是

被该菌感染奶牛由隐性发展为临床型乳腺炎的原

因之一。ＬＤＨ研究结果显示，细菌与细胞互作的
６ｈ内，细胞保持较好的活性，因此本试验中只研究
黏附后４ｈ内细菌在细胞内的存活能力。细菌能否
长时间在上皮细胞中存活或通过上皮细胞进入到

乳腺组织内部还需要进一步研究。细菌侵袭到细

胞内部并且在其中存活具有重大意义，不仅与细菌

致病性相关，还影响仅具有胞外活性的抗生素对细

菌性乳腺炎的治疗作用［２７］。

综上所述，具有代表性的３株无乳链球菌分别
为临床型乳腺炎奶牛乳汁分离株 ＳＡＧ－ＦＸ１７、隐性
乳腺炎奶牛乳汁分离株ＣＭ３１和隐性转临床型乳腺
炎奶牛乳汁分离株ＣＭ４１ｂ，其血清型均为Ⅰａ型，具
有２ｂ型菌毛，ＣＭ３１、ＣＭ４１ｂ未检测到任何一种目标
α相关蛋白基因，说明可能有新无乳链球菌菌株出
现。分离株 ＳＡＧ－ＦＸ１７可以在奶牛乳腺上皮细胞
上形成生物被膜，增强了细菌黏附乳腺上皮细胞的

能力，增强该菌致病性和对杀菌物质的抗性，可能

是该分离株导致奶牛临床型乳腺炎的主要原因。
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分离株ＣＭ４１ｂ在细胞内具有较高的存活能力，可能
是该菌感染奶牛由隐性发展为临床型乳腺炎的重

要原因。因此，形成生物被膜和侵袭到细胞内部并

存活对细菌性乳腺炎发展具有重要意义。本研究

为进一步揭示无乳链球菌致奶牛乳腺炎的致病机

制提供了理论依据，也为该病的预防和治疗提供新

的思路。
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