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一株西藏牦牛源格氏乳球菌的分离鉴定
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摘 要：为了弄清引起西藏牦牛乳腺炎的病原，采集患有乳腺炎的牦牛乳汁样品进行细菌培养，将分离到的 1 株细菌命名为XZ-1并进行染

色镜检和 16S rRNA基因扩增、比对，从GenBank上下载相似性最高细菌的 16S rRNA基因，采用DNA Star软件进行同源性和遗传进化分析。

结果显示，分离株细菌革兰氏染色，镜检为阳性，散在或成双或短链排列的球状菌；16S rRNA基因比对表明，与GenBank中格氏乳球菌的相

似性达到 99.43%～99.93%，与格氏乳球菌参考株的同源性为 99.5%～100%；遗传进化分析表明，西藏分离株XZ-1与格氏乳球菌参考株形成

一个大的分支，且与格氏乳球菌 SCH和MS4-2参考株亲缘关系较近，聚为一簇。研究表明，该分离株为格氏乳球菌，是引起乳腺炎的病原之

一，为今后开展牦牛乳腺炎病原及格氏乳球菌的研究提供参考依据。
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Isolation and Identification of a Strain of Lactococcus garvieae from 
Xizang Yaks
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Abstract： In order to clarify the pathogen causing mastitis in Xizang yaks， milk samples of yak with mastitis were collect for bacterial culture. A 
strain of bacteria isolated was named as XZ-1， and staining microscopy， and 16S rRNA gene amplification and comparison. The 16S rRNA gene of 
the most similar bacteria was download from GenBank. DNA Star software was used to analyze homology and genetic evolution. The results showed 
that the isolated strains of bacteria was positive， scattered or arranged in pairs or short chains of spherical bacteria by Gram-stained and microscopic 
examination. The 16S rRNA gene comparison showed that it had a similarity of 99.43% to 99.93% with Lactococcus garvieae in GenBank， and a simi⁃
larity of 99.5% to 100% with the reference strain of Lactococcus garvieae. Genetic evolution analysis showed that the Xizang isolate strain XZ-1 
formed a large branch with the reference strain of Lactococcus garvieae， and was closely related to the reference strains of Lactococcus garvieae SCH 
and MS4-2， forming a cluster. Studies have shown that this isolated strain is Lactococcus garvieae and is one of the pathogens causing mastitis， which 
provided a reference basis for future research on the pathogen of yak mastitis and Lactococcus garvieae.
Key Words： Tibet； Yak； Lactococcus garvieae； isolation and identification

格氏乳球菌（Lactococcus garvieae）在分类学上

属于厚壁菌门、芽孢杆菌纲、乳杆菌目、链球菌科、

乳球菌属［1］，是乳制品中的一种重要细菌［2］，其产生

的格氏乳球菌素 LG34 有较强的热稳定性，对革兰

氏阳性菌和阴性菌均有较好的抑制作用［3］，在乳制

品生产中具有重要的作用［4］，被认为是一种益生

菌［5］。但也有研究表明，格氏乳球菌携带多种毒力

基因［6］，具有致病性，常引起鱼类、鳖类等水产动物

发病［7-9］，尤以虹鳟最易感，是全球鱼类养殖中的一

种新型病原体［5］；该菌也经常被从鲜奶中分离出

来，被认为是引起牛乳腺炎的病原之一［10-12］；除此

之外，也可感染人类引起尿路感染、心内膜炎、腹膜
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炎和脑膜炎等疾病［13］，被认为是一种新型的人畜共

患病病原体，在兽医和人医中具有重要的临床意

义。本研究对患有乳腺炎的牦牛乳汁进行了细菌

培养、分离纯化，经过染色镜检和 16S rRNA 基因比

对，确定分离出 1 株格氏乳球菌，为今后开展牦牛

乳腺炎病原及格氏乳球菌的研究提供参考依据。

1 材料与方法

1.1 样品来源

无菌采集西藏山南市浪卡子县患有乳腺炎的

牦牛乳汁样品 9 份，置于-20 ℃冰箱，保存备用，一

周内开展细菌的分离。

1.2 主要试剂

胰蛋白胨大豆肉汤（TSB）、大豆酪蛋白琼脂

（TSA）培养基，均购自于青岛高科技工业园海博生

物 技 术 有 限 公 司 ；2×Taq PCR Master Mix、DNA 
Marker DL5000、核酸染料，均购自于 TaKaRa 公司；

50×TAE，购自于北京鼎国昌盛生物技术有限责任

公司；细菌基因组 DNA 提取试剂盒，购自于天根生

化科技（北京）有限公司。

1.3 主要仪器

生物安全柜，购置于美国 Nuaire 公司；全温振

荡培养箱，购自于苏州培英实验设备有限公司；恒

温恒湿培养箱，购自上海博讯实业有限公司医疗设

备厂；优普超纯水制造系统，购自于成都超纯科技

有限公司；电泳仪，购置于北京六一仪器厂；PCR
仪、凝胶成像系统，均购置于 Bio-Rad 公司。

1.4 病原分离培养与染色镜检

将无菌采集的牦牛乳汁样品 1∶10 的比例，接

种于胰蛋白胨大豆肉汤（TSB）中，37 ℃过夜培养。

培养物在大豆酪蛋白琼脂（TSA）培养基上划线，

37 ℃培养 18～24 h。挑取单菌落进行纯化培养和

染色、镜检。

1.5 16Sr RNA 的 PCR 扩增及同源性分析

按照 DNA 提取试剂盒的方法提取细菌 DNA，

4 ℃备用。参照文献［14］合成细菌 16S rRNA 基因通

用引物，进行PCR扩增。反应体系为50 μL：上游、下

游引物（10 μmol/L） 各 1.0 μL，DNA 模板 2.0 μL，2×
Taq PCR Master Mix 25 μL，ddH2O 补足 50 μL；扩

增 条 件 为 94 ℃ ，5 min；94 ℃ ，30 s；58 ℃ ，30 s；

72 ℃，90 s；35 个循环；72 ℃，7 min。将 PCR 产物进

行琼脂糖凝胶电泳检测，剩余产物送上海生工生物

工程有限公司测序。测序结果在 NCBI 上进行比

对，下载比对相似性最高的 16S rRNA 基因序列作

为 参 考 株 ，以 屎 肠 球 菌 CAU8318、无 乳 链 球 菌

ATCC13813 和大肠杆菌 3985 为外源参考株（表 1），

进行同源性比较；采用 DNA Star 软件构建系统发育

树，进行遗传进化分析。

表 1 参考株信息表

菌株

格氏乳球菌 SCH
格氏乳球菌 MS4-2

格氏乳球菌 CAU2666
格氏乳球菌 CAU3711

格氏乳球菌 2542
格氏乳球菌 SRG4

大肠杆菌 3985
屎肠球菌 CAU8318

无乳链球菌 ATCC13813

登录号

KM088088.1
MG755394.1
MF354501.1
MF354132.1
MT611574.1
MK743983.1
CP103623.1
MF424835.1
NR040821.1

宿主

黄粉虫

酸奶

废水

水牛奶

不详

烂葡萄

人

牛奶

牛奶

分离地区

中国

中国

中国

中国

中国

中国

美国

中国

日本

2 结果与分析

2.1 病原菌的分离培养及染色镜检

从 9 份牦牛乳汁样品中，分离出 1 株细菌，在

TSA 培养基上呈圆形、边缘整齐，半透明状，表面有

光滑的黄白色菌落。革兰氏染色，镜检为阳性，成

双或短链排列的球状菌。

2.2 16S rRNA PCR 扩增

以分离株的纯培养物 DNA 为模板，扩增 16S 
rRNA 基因，得到 1 条 1 500 bp 的目的条带，与预期

值一致，如图 1 所示，编号为 XZ-1。

1 500 bp

1 M
5 000 bp 3 000 bp 2 000 bp

1 000 bp
750 bp
500 bp

250 bp

100 bp

M：DNA Marker DL 5 000；1：分离株 PCR 产物。

图 1 16S rRNA PCR 扩增结果

2.3 16S rRNA 同源性分析

将 PCR 扩 增 产 物 送 公 司 测 序 ，测 序 结 果 在

NCBI 上进行比对，与 GenBank 数据库中已发表的
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格氏乳球菌相似性达到 99.43%~99.93%。用 DNA 
Star 软件将分离菌与参考株 16S rRNA 序列进行同

源性分析，结果表明，分离株 16S rRNA 序列与格氏

乳球菌参考序列的同源性为 99.5%~100%，与屎肠

球菌和无乳链球菌参考株 16S rRNA 序列的同源性

分 别 为 84.5% 和 87.0%，与 大 肠 杆 菌 参 考 株 16S 
rRNA 序列的同源性仅为 76.8%（图 2）。

2.4 16S rRNA 遗传进化分析

根据西藏分离株与格氏乳球菌参考株及屎肠

球菌、无乳链球菌、大肠杆菌参考株 16S rRNA 序列

的同源性分析结果，用 DNAStar 软件构建了遗传进

化树，如图 3 所示。屎肠球菌、无乳链球菌和大肠

杆菌参考株与西藏分离株、格氏乳球菌参考株亲缘

关系比较远，分别单独形成一个分支；西藏分离株
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图 2 分离株 16S rRNA 序列与参考株同源性分析

XZ-1 与格氏乳球菌参考株形成一个大的分支，其

中西藏分离株 XZ-1 与格氏乳球菌 SCH 和 MS4-2
亲缘关系较近，且与格氏乳球菌 SCH 的亲缘关系相

对更近，三者形聚为一簇，格氏乳球菌 2542、SRG4、

CAU3711 和 CAU2666 亲缘关系较近，聚为一簇。
Lactococcus garvieae strain 2542Lactococcus garvieae strain SRG4Lactococcus garvieae strain CAU3711Lactococcus garvieae strain CAU2666XZ-1Lactococcus garvieae strain SCHLactococcus garvieae strain MS4-2Streptococcus agalactiae strain ATCC138Enterococcus faecium strain CAU8318Escherichia coli strain 398514.1

14       12        10        8         6          4          2         0
Nucleotide Substitutions （x100）

图 3 分离株 16S rRNA 序列与参考株遗传进化树

3 讨论

格氏乳球菌最早被划分在链球菌属，称为格氏

链球菌，是 Collins 等［15］于 1983 年从患有乳腺炎的

牛体内分离到的，但有研究结果表明，格氏链球菌、

乳酸链球菌等一些原来被划分在链球菌属的细菌

之 间 关 系 更 密 切 ，且 与 其 他 链 球 菌 存 在 一 些 差

异［16］，1985 年 Schleifer 等［17］提出将格氏链球菌、乳

酸链球菌及其相关的链球菌重新划分为一个新的

菌属，即乳球菌属，并于 1986 年正式公布［18］。

目前，关于格氏乳球菌的研究相对较少，主要

集中在 3 个方面。一是格氏乳球菌是一种益生菌。

格氏乳球菌产生的格氏乳球菌素 LG34 能够抑制革

兰氏阳性菌和阴性菌，常用于乳制品的加工，延长

乳制品的保质期，在食品加工行业中具有较好的应

用前景［3-4］。付娜娜等［19］在益生菌研究中发现，将

格氏乳球菌制成单一菌剂作为饲料添加剂使用，能

够显著增加实验小鼠平均日增重，降低料重比，可

促使肠黏膜内 SIgA 分泌增强，提高肠道黏膜免疫，

降低肠道大肠杆菌数量，优化肠道菌群。二是格氏

乳球菌是一种致病菌。格氏乳球菌携带黏附素、烯

醇化酶、黏附素簇 1 等多种毒力基因，具有致病

性［5-6］，可引起水生动物及家畜禽感染发病。房海

等［20］于 2006 年从细菌败血症引起死亡的牙鲆体内

分离出致病性的格氏乳球菌；史金莲等［5］从乳腺炎

的牛乳汁中分离到格氏乳球菌，能够引起实验小鼠

死亡，是引起奶牛乳腺炎的病原之一。三是格氏乳

球菌是一种人畜共患病病原。研究表明，格氏乳球

菌能够感染人，引起胆囊炎、肺炎、乳腺炎、腹膜炎、

尿道炎等多种病型［21］。2018 年，王凤霞等［22］从 1 名

急性结石性胆囊炎患者胆汁中分离到格氏乳球菌，

根据药敏试验用药后，患者痊愈，证实该起急性结

石性胆囊炎是由格氏乳球菌引起的。2020 年，罗
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棉等［23］应用宏基因组二代测序技术诊断出引起

1 例重症社区获得性肺炎的病原为格氏乳球菌。

目前，人类感染格氏乳球菌一般认为与接触或

食用受污染的水产品、鲜奶及奶制品有关［6］。本研

究从患乳腺炎的牦牛乳汁中分离到格氏乳球菌，表

明格氏乳球菌是引起乳腺炎的病原之一；西藏地区

农牧民群众有食用生肉、生奶和制作奶制品的饮食

习惯，提示可能存在人类感染的风险。

4 结论

本研究采集山南市浪卡子县乳腺炎牦牛乳汁

进行细菌分离，对分离到的 1 株细菌进行革兰氏染

色镜检和 16S rRNA 基因扩增、序列，进行同源性、

遗传进化分析，确定为格氏乳球菌，为今后深入开

展牦牛乳腺炎主要病原的预防和治疗及格氏乳球

菌的深入研究提供了参考依据。
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