
蔡靖， 王苏苏， 李涛， 等． 警犬呼吸道和肠道细菌的鉴定及其特性分析 ［Ｊ］ ． 畜牧与兽医， ２０２４， ５６ （６）： １１０－１１７．
ＣＡＩ Ｊ， ＷＡＮＧ Ｓ Ｓ， ＬＩ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｔｒａｃｔ ａｎｄ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｔｒａｃｔ ｏｆ ｐｏｌｉｃｅ ｄｏｇｓ ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅｉｒ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ［Ｊ］ ． Ａｎｉｍａｌ
Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， ２０２４， ５６ （６）： １１０－１１７．

警犬呼吸道和肠道细菌的鉴定及其特性分析

蔡靖１， 王苏苏２，３， 李涛２，３， 丁宁４， 王莹４， 王志鹏２，３，
王子渲２，３， 包喜军１， 朱程程１， 蔡亚非２，３∗

（１． 南京警察学院警犬研究所， 江苏 南京　 ２１００１２；
２． 南京农业大学动物科技学院， 江苏 南京　 ２１００９５；

３． 江苏省奶牛生产性能测定中心， 江苏 南京　 ２１００９５；
４． 广州海关技术中心， 广东 广州　 ５１０６２３）

摘要： 为了快速检测犬类动物呼吸道和消化道细菌的分布状况并研究其特性， 选取南京警犬研究所部分患病警犬为试验对象， 收集呼吸道、 肠

道分泌液， 使用 ＴａｑＭａｎ 探针－荧光定量 ＰＣＲ 技术进行扩增鉴定， 分离细菌后进行药敏试验、 细菌侵染细胞试验并检测凋亡相关斑点样蛋白

（ＡＳＣ） 的变化。 结果表明： 试验犬呼吸道内以 β－内酰胺酶抗性基因菌、 金黄色葡萄球菌、 无乳链球菌为主要细菌， 消化道内以大肠杆菌、 β－内
酰胺酶抗性基因菌、 支原体为主流细菌； 药敏试验表明肺炎克雷伯氏菌对头孢类抗生素敏感， 无乳链球菌对多种抗生素敏感， 经过无乳链球菌的

侵染后的细胞凋亡率为 ４􀆰 ０８％， 而经过肺炎克雷伯氏菌侵染后的细胞凋亡率为 １３􀆰 ４７％， 侵染细胞后 ０ ～ ４ ｈ 炎症因子 ＡＳＣ 显著上升。 综上，
ＴａｑＭａｎ探针－荧光定量 ＰＣＲ 技术可以快速检测出警犬呼吸道和肠道细菌， 筛选出患犬呼吸道和肠道的主流菌， 这些细菌对头孢类等抗生素敏感，
可为兽医针对性地用药提供参考。

关键词： 病警犬细菌； ＰＣＲ 快速检测； 药物敏感性； 炎症因子 ＡＳＣ

中图分类号： Ｓ８５５　 　 　 文献标志码： Ａ　 　 　 文章编号： ０５２９－５１３０（２０２４）０６－０１１０－０８

Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｔｒａｃｔ ａｎｄ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｔｒａｃｔ
ｏｆ ｐｏｌｉｃｅ ｄｏｇｓ ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅｉｒ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ

ＣＡＩ Ｊｉｎｇ１， ＷＡＮＧ Ｓｕｓｕ２，３， ＬＩ Ｔａｏ２，３， ＤＩＮＧ Ｎｉｎｇ４， ＷＡＮＧ Ｙｉｎｇ４， ＷＡＮＧ Ｚｈｉｐｅｎｇ２，３，
ＷＡＮＧ Ｚｉｘｕａｎ２，３， ＢＡＯ Ｘｉｊｕｎ１， ＺＨＵ Ｃｈｅｎｇｃｈｅｎｇ１， ＣＡＩ Ｙａｆｅｉ２，３∗

（１． Ｐｏｌｉｃｅ Ｄｏｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ， Ｎａｎｊｉｎｇ Ｐｏｌｉｃｅ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｎａｎｊｉｎｇ ２１００１２， Ｃｈｉｎａ；
２． Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ａｎｉｍａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， Ｎａｎｊｉｎｇ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｎａｎｊｉｎｇ ２１００９５， Ｃｈｉｎａ；

３． Ｊｉａｎｇｓｕ Ｄａｉｒｙ Ｈｅｒｄ Ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ Ｃｅｎｔｅｒ， Ｎａｎｊｉｎｇ ２１００９５， Ｃｈｉｎａ；
４． Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ Ｃｕｓｔｏｍｓ Ｔｅｃｈｎｉｃａｌ Ｃｅｎｔｅｒ， Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ ５１０６２３， Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｔｏ ｒａｐｉｄｌｙ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｔｒａｃｔ ａｎｄ ｄｉｇｅｓｔｉｖｅ ｔｒａｃｔ ｏｆ ｄｏｇｓ ａｎｄ ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅｉｒ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｍｅｃｈａ⁃
ｎｉｓｍｓ， ｗｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｓｏｍｅ ｓｉｃｋ ｐｏｌｉｃｅ ｄｏｇｓ ｉｎ Ｎａｎｊｉｎｇ Ｐｏｌｉｃｅ Ｄｏｇ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ， ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｔｈｅｙ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎｓ， ａｎｄ
ｕｓｅｄ ｔｈｅ ＴａｑＭａｎ ｐｒｏｂｅ－ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｔｏ ａｍｐｌｉｆｙ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｙ ｔｈｅ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｔｈｅ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎｓ．
Ｔｈｅｎ， ｔｈｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｐａｔｈｏｇｅｎｓ ｗｅｒｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｅｓｔ ｔｈｅｉｒ ｄｒｕｇ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ． Ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｗｅｒｅ ｃａｒｒｉｅｄ ｏｕｔ ｏｎ ｃｅｌｌｓ， ａｎｄ ｔｈｅ
ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｓｐｅｃｋ－ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ａ ＣＡＲＤ （ＡＳＣ） ｉｎ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ． Ｔｈｅ ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ β－ｌａｃｔａ⁃
ｍａｓｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｂａｃｔｅｒｉａ， Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ ａｎｄ Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ａｇａｌａｃｔｉｓ ｗｅｒｅ ｔｈｅ ｍａｉｎ ｐａｔｈｏｇｅｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｔｒａｃｔ ｏｆ ｔｈｅ ｐｏｌｉｃｅ ｄｏｇｓ．
Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ， β－ｌａｃｔａｍａｓｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｂａｃｔｅｒｉａ ａｎｄ ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ ｗｅｒｅ ｔｈｅ ｍａｉｎ ｓｔｒｅａｍ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｔｈｅ ｄｉｇｅｓｔｉｖｅ ｔｒａｃｔ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｄｒｕｇ
ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｔｅｓｔ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ ｗａｓ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｔｏ ｃｅｐｈａｌｏｓｐｏｒｉｎ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ， ａｎｄ Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ａｇａｌａｃｔｉａ ｗａｓ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｔｏ ｍａｎｙ
ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ． Ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ａｇａｌａｃｔｉｓ， ｔｈｅ ｐｙｒｏｇｅｎｉｃ ｃｅｌｌｓ ａｃｃｏｕｎｔｅｄ ｆｏｒ ４􀆰 ０８％ ｏｆ ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ｃｅｌｌｓ． Ｔｈｅ ｐｙｒｏｇｅｎｉｃ ｃｅｌｌｓ ｉｎｆｅｃ⁃
ｔｅｄ ｂｙ Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ ａｃｃｏｕｎｔｅｄ ｆｏｒ １３􀆰 ４７％ ｏｆ ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ｃｅｌｌｓ． Ｔｈｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒ ＡＳＣ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｗｉｔｈｉｎ ０－４ ｈ ａｆｔｅｒ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ．
　 　 　 　

　
收稿日期： ２０２３－１２－１３； 修回日期： ２０２４－０４－２６
基金项目： 公安部科技强警基础工作专项 （２０２１ＪＣ２６）
第一作者： 蔡靖， 女， 助理研究员， 从事犬生理学研究
∗通信作者： 蔡亚非， 教授， 博导， 从事动物遗传育种研究， Ｅ－ｍａｉｌ： ｙｃａｉ＠ ｎｊａｕ􀆰 ｅｄｕ􀆰 ｃｎ。

·０１１· Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　 ２０２４　 Ｖｏｌ􀆰 ５６　 Ｎｏ􀆰 ６



Ｔｈｉｓ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ＴａｑＭａｎ ｐｒｏｂｅ－ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ ｗａｓ ａｂｌｅ ｔｏ ｑｕｉｃｋｌｙ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｓｐｉｒ⁃
ａｔｏｒｙ ｔｒａｃｔ ａｎｄ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｔｒａｃｔ ｏｆ ｐｏｌｉｃｅ ｄｏｇｓ， ｔｈｅ ｍａｉｎ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｔｒｕｃｔ ａｎｄ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｔｒａｃｔ ｏｆ ｓｉｃｋ ｐｏｌｉｃｓ ｄｏｇｓ ｗｅｒｅ ｓｃｒｅｅｎｅｄ
ｏｕｔ， ｔｈｏｓｅ ｂａｃｔｅｒｉａ ｗｅｒｅ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｔｏ ｃｅｐｈａｌｏｓｐｒｉｎ ｅｔｃ． Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓ ｈｅｌｐｅｄ ｔｏ ｕｎｄｅｒｓｔａｎｄ ｔｈｅ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ， ａｎｄ ｐｒｏｖｉｄｅｄ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｍｅｄｉ⁃
ｃａｔｉｏｎ ａｄｖｉｃｅ ｆｏｒ ｖｅｔｅｒｉｎａｒｉａｎｓ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ： ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｓｉｃｋ ｐｏｌｉｃｅ ｄｏｇｓ； ｒａｐｉｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｂｙ ＰＣＲ； ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ ｔｏ ｄｒｕｇｓ； ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒ ＡＳＣ

　 　 犬类细菌感染是常见疾病， 主要由于相应部位受

到细菌入侵而造成的局部性炎症。 警犬呼吸道、 消化

道细菌感染， 会对其健康和工作能力造成不良影响。
呼吸道炎症会导致警犬出现发热、 咳嗽、 呼吸困难、
流鼻涕、 流泪、 眼结膜炎等症状， 甚至出现肺炎、 脑

膜炎、 心肌炎等并发症。 消化道炎症会导致警犬出现

呕吐、 腹泻、 腹痛、 食欲不振、 脱水、 体重下降等症

状， 甚至出现肠道穿孔、 败血症等并发症。 快速检测

出警犬呼吸道和消化道的细菌显得十分必要。 目前，
国内外警犬细菌检测技术大都采用微生物测定分析

法［１］、 细菌培养法［２］、 多重 ＰＣＲ 快速检测方法［３］、
荧光定量 ＰＣＲ 检测法［４－５］ 等。 但上述方法准确性及

特异性一般、 且耗时较长、 无法确定致病原因、 存在

假阴性等的情况， 使其具有局限性， 对警犬治疗用药

指导价值不高。
ＴａｑＭａｎ 探针－荧光定量 ＰＣＲ 法在大型家畜上的

应用相对成熟， 但是对于犬、 猫等中小型动物应用较

少， 本试验针对引起警犬呼吸道和肠道炎症的细菌的

特有 ＤＮＡ 保守区域设计特异的引物和 ＴａｐＭａｎ 探针，
通过实时荧光 ＰＣＲ 扩增是否产生级联放大荧光信号

快速准确检测样品中引起炎症的细菌种类。 根据

ＴａｑＭａｎ 荧光探针定量 ＰＣＲ 检测鉴定出警犬呼吸道和

消化道细菌分布， 不仅使检测的菌种种类更为丰富且

缩短耗时， 还增加了疑似阳性、 弱阳性、 强阳性等强

度的区分。 本研究还进一步对筛查得到的肺炎克雷伯

氏菌和无乳链球菌的病原特性进行了初步鉴定， 为犬

类细菌的感染机制研究奠定了理论基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试验动物与材料

对 ２０ 只患病警犬进行收集， 共得到收集病警犬

大肠肛门测定分离菌株分泌液 （１７ 份） 和呼吸道分

泌液 （５９ 份）， 样品均来自公安部南京警犬研究所。
根据不同感染部位获得致病菌， 选用阿莫西林、

庆大霉素、 红霉素、 林可霉素、 青霉素、 土霉素、 头

孢霉素等 ２０ 种药敏片， 测定分离菌株采用药敏纸片

扩散法 （ Ｋ－Ｂ）， 对 ２０ 种常用抗菌药物的敏感性进

筛选［６］。
其他试验材料包括： 细菌基因组 ＤＮＡ 提取试剂

盒 （货号： ＹＲＭＢＮ７０２０）、 ８ 联核酸检测试剂盒 （货

号： ＹＲＭＢＰ７０５９ＸＤ）、 １６ 联核酸检测试剂盒 （货号：
ＹＲＭＢＰ７０４５）、 配套的实时荧光定量 ＰＣＲ 仪 （ ＹＲ
８０００） 均购自深圳市易瑞生物技术公司。 血琼脂平

板购自常德比克曼生物科技有限公司， 土霉素、 新霉

素、 安普霉素、 卡那霉素、 恩诺沙星、 头孢喹肟、 青

霉素钠、 链霉素、 多西环素、 氟苯尼考、 利福昔明、
头孢噻呋、 阿莫西林、 林可霉素、 泰乐菌素、 黏杆菌

素药敏纸片均购自齐鲁制药有限公司， ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２、
胰酶均购自美国赛默飞世尔科技有限公司， ＣｈａｍＱ
Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ Ｑ７１１ 、 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ－
ＦＩＴＣ ／ ＰＩ Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ 试剂盒均购自南京诺

唯赞生物科技股份有限公司。
１􀆰 ２　 警犬呼吸道与消化道细菌感染情况监测

用肛拭子和鼻拭子分别对病犬消化道和呼吸道进

行多次采样后， 样本由江苏省奶牛生产性能测定中心

进行测定， 经过细菌基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒提取

ＤＮＡ， 用核酸检测试剂盒 ＴａｑＭａｎ 荧光探针定量 ＰＣＲ
检测警犬呼吸道和消化道细菌情况，

ＰＣＲ 反应 体 系 ２５ μＬ： 含 细 菌 ＤＮＡ 的 滤 液

２􀆰 ５ μＬ， １００ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｍｉｘ１、 Ｍｉｘ２、 Ｍｉｘ３、 Ｍｉｘ４ （含有

ＴａｑＭａｎ 探针） ２１􀆰 ５ μＬ， ５ Ｕ ／ μＬ 混合酶 １ μＬ。 ＰＣＲ
最佳反应模式为： ５０ ℃去污变性 ３ ｍｉｎ， 然后 ９５ ℃
预变性 ３ ｍｉｎ， ９５ ℃扩增 １０ ｓ， ６０ ℃延伸 ４０ ｓ 并收集

荧光信号， 去污与预变性为 １ 个循环， 扩增与延伸共

４０ 个循环。
１􀆰 ３　 细菌分离、 培养和鉴定

实时荧光定量 ＰＣＲ 检测后剩余的样品进行选择

培养， 然后根据细菌菌落形态， 在超净台中用酒精灭

菌后的接种环挑选单菌落并加入对应培养基于各个培

养皿中， 再放置于 ３７ ℃、 ２００ ｒ ／ ｍｉｎ 的恒温摇床中进

行 １２ ～ １８ ｈ 的增殖培养。 完成增殖培养后， 利用

ＴａｑＭａｎ 探针实时荧光定量 ＰＣＲ 技术的核酸检测试剂

盒， 使用 １６Ｓ ｒＲＮＡ 通用引物， 分别位于 １６Ｓ ｒＲＮＡ
１ ５２２～１ ５４０ ｂｐ （ＤＧ７４） 和位于 １６Ｓ ｒＲＮＡ １ １７０ ～
１ １８９ ｂｐ （ＲＷ０１） 来检测细菌， １６Ｓ ｒＤＮＡ 测序结果

通过 ＢＬＡＳＴ 比对确定细菌种属。 上游引物序列为：
５′－ ＡＧＧＡＧＧＴＧＡＴＣＣＡＡＣＣＧＣＡ － ３′， 下游引物序列

为： ５′－ＡＡＣＴＧＧＡＧＧＡＡＧＧＴＧＧＧＧＡＴ－３′。
具体的 ＰＣＲ 反应体系： 总体系 ２０ μＬ， 菌液

１ μＬ， １００ μｍｏｌ ／ Ｌ １６Ｓ ｒＲＮＡ 细菌， 通用上、 下游引
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物 ０􀆰 ２４ μＬ， ５ Ｕ ／ μＬ ＴａｑＤＮＡ 聚合酶 １０ μＬ， ｄｄＨ２Ｏ
８􀆰 ５２ μＬ 。 ＰＣＲ 产物经 ２％ 琼脂糖凝胶电泳进行鉴

定， 若为阳性， ＰＣＲ 扩增产物将被送至苏州金唯智

生物科技有限公司进行测序， 剩余菌液进行 ４ ℃保

存。 待 测 序 结 果 返 回 后， 将 序 列 在 ＮＣＢＩ 上 与

ＧｅｎＢａｎｋ 中的序列进行序列比对。 所有菌种均加入

对应培养液中并加入甘油， 贴上标签注明日期时间，
按细菌种类进行分类保存并放置 于－８０ ℃供后续药

敏试验、 细胞侵染试验使用。
１􀆰 ４　 药敏试验

采用药敏纸片琼脂扩散法测定分离菌株， 敏感程

度的评判标准应基于抑菌圈直径的大小 （以 ｍｍ 为单

位）。 抑菌圈直径在 ２０ ｍｍ 以上被定义为高度敏感，
１６～２０ ｍｍ 为中度敏感， 而 １６ ｍｍ 以下则表示耐药

性， Ｓ 代表敏感， Ｉ 代表中度敏感， Ｒ 代表耐药。 针

对不同的菌株以及不同种类的抗生素纸片， 应参考

ＮＣＣＬｓ 的标准或 ＣＬＳＩ 标准， 以获取具体指导。 根据

细菌检测结果， 选择易于培养的无乳链球菌以及研究

较少的肺炎克雷伯氏菌进行试验。 取出在－８０ ℃保存

的无乳链球菌菌种和肺炎克雷伯氏菌菌种， 在

３７ ℃、 ２００ ｒ ／ ｍｉｎ 的台式恒温振荡器中复苏菌液， 培

养 １２～１８ ｈ。 活化菌液 ２ 至 ３ 次后， 采用琼脂平板活

菌计数法和菌落计数仪检测菌液浓度 （分别测得无

乳链球菌浓度为 ４􀆰 ７９×１０１３ ＣＦＵ ／ ｍＬ， 肺炎克雷伯氏

菌浓度为 ４􀆰 ６５×１０１２ ＣＦＵ ／ ｍＬ）。 用无血清的 ＤＭＥＭ ／
Ｆ１２ 培 养 液， 将 菌 液 稀 释 至 １０５ ＣＦＵ ／ ｍＬ、 １０６

ＣＦＵ ／ ｍＬ、 １０８ ＣＦＵ ／ ｍＬ。 ７０ ℃ 金属浴灭活 ３０ ｍｉｎ，
最后利用血平板鉴定无菌落生长， 即可作为热灭活菌

液使用。
１􀆰 ５　 细菌互作小鼠乳腺 （ＭＥＣｓ） 上皮细胞系

通过利用细菌互作小鼠 ＭＥＣｓ 上皮细胞系， 通过

激光共聚焦与胞内菌落计数的方法来确定细菌入侵细

胞， 试验以甘油醛－３－磷酸脱氢酶 （ＧＡＰＤＨ） 作为内

参， 最后用荧光定量 ＰＣＲ 检测炎症因子凋亡相关斑

点样蛋白 （ＡＳＣ） 的表达。 具体操作如下： 将复苏的

小鼠 ＭＥＣｓ 上皮细胞传代至 ４～６ 代后， 用 ０􀆰 ５ ｇ ／ Ｌ 胰

酶消化悬浮细胞， 在倒置显微镜下进行计数， 按 １×
１０５个 ／ ｍＬ 的密度接种于 ６ 孔细胞培养板中， 待细胞

培养板底部铺满单层细胞后， 用无血清 ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２
培养液饥饿培养 ２ ｈ。 对照组加无血清的培养液， 试

验组分别加入不同浓度的热灭活无乳链球菌和肺炎克

雷伯氏菌 （分别为 １０５ ＣＦＵ ／ ｍＬ、 １０６ ＣＦＵ ／ ｍＬ、 １０８

ＣＦＵ ／ ｍＬ）， 分别培养 ４ ｈ、 ８ ｈ、 １２ ｈ、 ２４ ｈ 后收集细

胞并在倒置显微镜下观察细胞形态， 试验组分别加入

１０５ ＣＦＵ ／ ｍＬ 浓度的热灭活无乳链球菌菌液和肺炎克

雷伯氏菌， 对照组与试验组各做 ３ 个重复， 分别培养

８ ｈ 后收集细胞。 按照 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ－ＦＩＴＣ ／ ＰＩ Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ
Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｋｉｔ 试剂盒说明书对细胞进行核染色处理，
并在激光共聚焦显微镜下拍摄被染色细胞， 计算各组

的细胞凋亡率。
检测 ＡＳＣ 的 ＰＣＲ 体系同 １． ３ 中 ＰＣＲ 体系， ＡＳＣ

上游引物序列为 ５′ － ＴＧＡＧＣＡＧＣＴＧＣＡＡＡＣＧＡＣＴＡ －
３′， 下游引物序列为 ５′－ＣＡＣＧＡＡＣＴＧＣＣＴＧＧＴＡＣＴＧＴ－
３′。 　
１􀆰 ６　 数据统计分析

检测数据由 ＹＲ－８０００ 及 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９． ０ 软

件统计分析生成， 药敏试验数据通过游标卡尺测量得

到， 细胞试验数据采用 ２ΔΔＣｔ计算基因的相对表达量，
通过单因素方差分析法进行组间基因表达量的差异显

著性检验， 结果以 “平均值 ±标准差” 表示， Ｐ ＜
０􀆰 ０５ 表示差异显著， Ｐ＜０􀆰 ０１ 表示差异极显著。

２　 结果

２􀆰 １　 警犬呼吸道和消化道细菌的感染情况

在呼吸道内 β－内酰胺酶抗性基因菌、 金黄色葡

萄球菌、 无乳链球菌检出率为 ４０％、 ２１％、 １５％， 是

主要细菌 （表 １）； 消化道内大肠杆菌、 β－内酰胺酶

抗性基因菌、 支原体为 ３３％、 ２７％、 ２４％， 是主流菌

（表 ２）。

表 １　 呼吸道菌群分布

项目
β－内酰胺酶

抗性基因
无乳链球菌 绿脓杆菌 克雷伯氏菌属 停乳链球菌 支原体

金黄色

葡萄球菌
大肠杆菌

数量 １９ ７ ３ ５ ２ ０ １０ ２

占比 ／ ％ ３９．５８ １４．５８ ６．２５ １０．４２ ４．１７ ０ ２０．８３ ４．１７

表 ２　 消化道菌群分布

项目
β－内酰胺酶

抗性基因
无乳链球菌 绿脓杆菌 克雷伯氏菌属 停乳链球菌 支原体

金黄色

葡萄球菌
大肠杆菌

数量 １２ ０ ３ ２ １ １１ １ １５

占比 ／ ％ ２６．６７ ０．００ ６．６７ ４．４４ ２．２２ ２４．４４ ２．２２ ３３．３３
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２􀆰 ２　 细菌分离培养及其鉴定

针对 ２ 份样品进行了分离， 获得了 ２ 个菌株。
１６Ｓ ｒＤＮＡ 测序结果通过 ＢＬＡＳＴ 比对验证细菌种属，
从测序结果中鉴定出无乳链球菌和肺炎克雷伯氏菌，
序列结果如表 ３ 所示。

表 ３　 部分细菌序列比对结果

样品编号 ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 同源性 ／ ％ ＢＬＡＳＴ 比对结果

１ ＭＨ０７１３７５􀆰 １ ９９ 无乳链球菌

２ ＦＮ６８９７２４􀆰 １ ９９ 肺炎克雷伯氏菌

２􀆰 ３　 药敏试验

选用土霉素、 新霉素、 安普霉素、 卡那霉素等

２０ 种药敏纸片进行试验， 对这两种病原菌进行了药

敏试验。 按表 ４ 所示， 肺炎克雷伯氏菌已经对 １２ 种

抗生素产生了耐药性， 对头孢喹肟、 大观霉素、 头孢

噻呋等抗生素仍然保持敏感； 无乳链球菌已经对 １０
种抗生素产生了耐药性， 对恩诺沙星、 多西环素、 金

霉素、 头孢喹肟、 大观霉素、 头孢噻呋等抗生素仍然

保持敏感。 其他病原菌也都表现出了对不同抗生素的

耐药性。

表 ４　 药敏结果统计

药物
肺炎克雷伯氏菌 （样品编号 ２） 无乳链球菌 （样品编号 １）

抑菌圈直径 ／ ｍｍ 敏感度 抑菌圈直径 ／ ｍｍ 敏感度

阿西莫林 ０ Ｒ １４ Ｒ

庆大霉素 １５ Ｒ ０ Ｒ

红霉素 ０ Ｒ ０ Ｒ

恩诺沙星 １７ Ｉ ２０ Ｓ

林可霉素 ０ Ｒ ０ Ｒ

多西环素 １７ Ｉ ２３ Ｓ

头孢氨苄 １８ Ｉ １４

氨苄西林 ０ Ｒ ０ Ｒ

青霉素 ０ Ｒ ０ Ｒ

新霉素 １３ Ｒ １７ Ｉ

乙酰螺旋霉 ０ Ｒ １６ Ｉ

金霉素 １５ Ｒ ２３ Ｓ

头孢喹肟 ２９ Ｓ ３８ Ｓ

苯唑西林 ０ Ｒ ０ Ｒ

大观霉素 ２７ Ｓ ３０ Ｓ

链霉素 １１ Ｒ ０ Ｒ

泰乐菌素 ０ Ｒ ０ Ｒ

头孢噻呋 ２５ Ｓ ２５ Ｓ

卡那霉素 １６ Ｉ １９ Ｉ

土霉素 １７ Ｉ

　 　 　 　 　 　 　 　 注： “Ｓ”、 “Ｉ”、 “Ｒ” 分别代表敏感、 中度敏感、 耐药。

２􀆰 ４　 主要细菌互作细胞情况

由图 １ 的结果可发现， 当不同浓度的无乳链球菌

和肺炎克雷伯氏菌互作小鼠 ＭＥＣｓ 上皮细胞系 ４ ｈ
时， 细胞形态和状态并未发生任何变化， 与对照组正

常培养的上皮细胞无异， 细胞形状规则， 但互作时间

达到 ８ ｈ 时， 细胞形态开始发生变化， 变为不规则形

状， 出现细胞死亡， 当互作时间达到 １２ ｈ 和 ２４ ｈ 时，
细胞由于营养和细菌互作而出现大量死亡， 部分存活

细胞与对照组细胞形态无异。
选择浓度为 １０５ ＣＦＵ ／ ｍＬ 的无乳链球菌和肺炎克

雷伯氏菌分别对小鼠 ＭＥＣｓ 上皮细胞系互作 ８ ｈ 进行

细胞凋亡试验。 研究结果如图 ２ 所示， 对照组中细胞

正常死亡， 凋亡细胞占总细胞数的 ０􀆰 ５２％； 经过无

乳链球菌互作后的凋亡细胞占总细胞数的 ４􀆰 ０８％；
而经过肺炎克雷伯氏菌互作后的凋亡细胞占总细胞数

的 １３􀆰 ４７％。
图 ３ 显示， 与对照组相比， 无乳链球菌互作细胞

后， 可以显著加速细胞的凋亡 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 肺炎克雷

伯氏菌互作细胞后， 可以极显著加速上皮细胞凋亡

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， 促进炎症因子的释放， 扩大机体的炎症

反应。
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图 １　 细菌互作上皮细胞形态图 （４０×）
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图 ２ 　 无乳链球菌与肺炎克雷伯氏菌互作小鼠上皮细胞 （５０×）

图 ３　 无乳链球菌与肺炎克雷伯氏菌互作

小鼠上皮细胞凋亡情况

２􀆰 ５　 细菌互作细胞后炎症因子 ＡＳＣ 的变化

如图 ４ 所示， 无乳链球菌、 肺炎克雷伯氏菌互作

细胞后 ０～４ ｈ 内炎症因子 ＡＳＣ 上升。

图 ４　 无乳链球菌 （Ａ） 和肺炎克雷伯氏菌 （Ｂ）
互作细胞后炎症因子 ＡＳＣ 的变化
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３　 讨论

３􀆰 １　 警犬细菌感染情况分析

通过本研究发现， 在病犬的消化道和呼吸道分别

检出了不同的细菌， 消化道中以大肠杆菌、 β－内酰

胺酶抗性基因细菌、 支原体为主要菌； 呼吸道内以 β
－内酰胺酶抗性基因菌、 金黄色葡萄球菌、 无乳链球

菌为主要菌， 这与卫昱君等［７］ 的研究结果一致， 说

明消化道和呼吸道菌群分布一致， 但菌落占比不同，
体现了这两个部位的优势菌群。 卫昱君等［７］ 相关报

道证明， 大肠杆菌感染后会引起腹泻和肠出血， β－
内酰胺酶 （ＥＳＢＬｓ） 是指一类能水解青霉素类、 头孢

菌素类和单环 β－内酰胺类抗生素的酶［８］， 含有 β－内
酰胺酶抗性基因的菌类可以对相关的抗生素产生耐药

性， 病原性支原体主要位于动物泌尿生殖道、 呼吸

道、 消化道黏膜表面， 从而造成相应的疾病。 金黄色

葡萄球菌是一种在人畜中常见的条件性致病菌， 感染

后会引起肺炎、 心肌炎、 乳房炎等一系列疾病［９］。
呼吸道感染无乳链球菌有可能导致肺炎疾病发生， 会

引起咳嗽及咳痰的症状， 可能造成胸闷和气喘， 并伴

有发热和头晕头痛， 会造成精神倦怠和精神萎

靡［１０－１１］。 但需要注意的是， 大肠杆菌、 无乳链球菌

通常是机体正常的消化道、 呼吸道菌群的一部分， 而

且在某些情况下， 它可能是无症状携带者。 所以未来

在研究这类细菌时， 可进一步探究警犬携带细菌量达

到多少时和哪些毒力因子参与调控， 会引起相应疾病

的发生。
３􀆰 ２　 药敏试验结果分析

选择易于培养的无乳链球菌以及研究较少的肺炎

克雷伯氏菌进行药敏试验， 肖海霞等［１２］ 研究表明，
头孢菌素是一种在临床上广泛应用的半合成抗生素，
源于对冠头孢菌素 Ｃ 的改良， 该抗生素具有杀菌广

谱、 对厌氧菌有效等特点。 其作用机理是通过抑制细

菌细胞壁的合成， 从而实现杀菌效果。 属于繁殖期杀

菌药物。 李亚非等［１３］ 研究指出头孢菌素类抗生素临

床使用的不良反应较少， 也是当前开发较快的一类抗

生素。 我们药敏试验结果与前人的研究结果一

致［１０－１３］， 肺炎克雷伯氏菌已经对 １２ 种抗生素产生了

耐药性， 对头孢喹肟、 大观霉素、 头孢噻呋等抗生素

仍然保持敏感； 无乳链球菌已经对 １０ 种抗生素产生

了耐药性， 对恩诺沙星、 多西环素、 金霉素、 头孢喹

肟、 大观霉素、 头孢噻呋等抗生素仍然保持敏感， 可

见两种细菌都对头孢类抗生素较为敏感。 因此， 在之

后处理警犬等动物的相关病菌的感染性疾病时， 可以

减少使用已产生耐药的抗生素， 使用大观霉素、 头孢

类抗生素等敏感性较高的抗生素。 在之后处理警犬等

动物的相关病菌的感染性疾病时， 这些结果可以很好

的提供用药指导。 这进一步为细菌感染提供了机制上

的说明， 为研发相关疾病新型药物提供一些参考。
３􀆰 ３　 细菌互作细胞试验结果分析

不同浓度的两种细菌互作小鼠 ＭＥＣｓ 上皮细胞系

４ ｈ 时， 细胞形态和状态并未发生任何变化， 与对照

组正常培养的上皮细胞无异， ＡＳＣ 却在 ０ ～ ４ ｈ 增加，
在 ４ ｈ 达到最高， 可能是细菌互作小鼠上皮细胞先引

起 ＡＣＳ 的增加， 金龙腾等［１４］研究表示 ＡＳＣ 是一种炎

症因子， 是一种与凋亡相关的斑点样蛋白， 在免疫调

节中发挥关键作用， 特别是在炎症体的形成中， 它通

过形成 ＡＩＭ２ 炎症复合体参与了自身免疫性疾病和机

体抵御病原体的过程， 因此可作为体现炎症反应变化

的风向标。 通过 ＡＳＣ 在机体的反应体现在细胞层面

需要一段时间， 故互作时间达到 ８ ｈ 时， 细胞形态才

开始发生变化， 变为不规则形状或是发生扭曲且开始

出现细胞死亡， 当互作时间达到 １２ ｈ 和 ２４ ｈ 时， 细

胞由于营养和细菌互作而出现大量死亡， 因此， 互作

８ ｈ 时是细胞自然死亡最少且受到细菌互作后细胞有

一定免疫应答的最佳时间。 从浓度上看， 两种细菌最

低浓度时 （１０５ ＣＦＵ ／ ｍＬ 时） 细胞发生反应最为剧

烈， 形态和状态发生改变的细胞最多， 这进一步为细

菌感染提供了机制上的说明， 为研发相关疾病新型药

物提供一些参考。 同时， 低浓度的细菌互作比高浓度

更易使细胞发生免疫反应， 选择浓度 １０５ ＣＦＵ ／ ｍＬ 的

无乳链球菌和肺炎克雷伯氏菌互作细胞 ８ ｈ 进行细胞

凋亡试验。
由凋亡细胞占比可以发现， 经过细菌互作后的细

胞由于发生免疫应答反应， 细胞凋亡个数大量上升，
肺炎克雷伯氏菌比无乳链球菌对细胞的伤害作用更为

明显， 细胞死亡数大约为对照组的 ２０ 倍， 组间差异

极显著， 大约为无乳链球菌组的 ３ 倍， 组间差异显

著。 这对了解犬类受细菌互作细胞造成的危害有初步

的研究。

４　 结论

试验筛查了病警犬呼吸道和消化道的主流菌， 通

过药敏试验提出兽医用药可选择头孢类等敏感性较高

的抗生素。 同时证明了利用 ＴａｑＭａｎ 探针—荧光定量

ＰＣＲ 技术可以提高细菌检测效率及检测结果的准确

性， 该项技术已经趋于成熟， 后期还可推广至宠物等

中小型伴侣动物以及一些特种经济动物的细菌检测，
有利于减少传染与经济损失。
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