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摘要： 旨在通过比较苏北地区健康奶牛和乳房炎奶牛乳汁中的微生物菌群结构和多样性， 分析不同养殖场奶牛乳腺中的主要常驻菌， 为防控奶

牛乳房炎的发生提供基础数据和科学依据。 针对苏北地区 ３ 个规模化奶牛养殖场随机采集 １３７ 份乳样， 采用加州乳房炎检测法筛选健康奶牛和乳

房炎奶牛， 通过对奶样中细菌的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 测序分析， 揭示该地区奶牛乳房炎的流行趋势。 结果表明： 该地区 ３ 个规模化奶牛养殖场乳房炎的平

均阳性率为 ４２􀆰 ０％， 其中， 养殖场 Ａ 的主要乳房炎致病菌是木糖葡萄球菌 （Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ｘｙｌｏｓｕｓ）、 松鼠葡萄球菌 （Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ｓｃｉｕｒｉ）、 大肠杆

菌 （Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ） 和肺炎克雷伯菌 （Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）， 养殖场 Ｂ 的致病菌主要是肠杆菌科 （Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ） 和木糖葡萄球菌， 而养殖

场 Ｃ 奶牛乳房炎阳性比例少， 仅有少量的木糖葡萄球菌。 此外， 伯克霍尔德菌 （Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ）、 克雷伯菌 （Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ）、 链球菌 （Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ） 和

草螺菌 （Ｈｅｒｂａｓｐｉｒｉｌｌｕｍ） 是奶牛乳腺中优势常驻菌。 研究表明， １６Ｓ ｒＲＮＡ 测序分析技术能够很好地筛选出乳样中的主要菌属， 进而分析优势常驻

菌， 为防控奶牛乳房炎提供参考。
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　 　 奶牛乳房炎 （ ｂｏｖｉｎｅ ｍａｓｔｉｔｉｓ） 是发生在奶牛乳

腺组织的炎症， 是奶牛业生产的重要疾病之一， 它的

发生与病原微生物的侵袭、 环境因素、 遗传因素以及

饲养管理方式之间存在密切联系， 其中导致奶牛乳房

炎发生的病原微生物以细菌最为常见［１－２］。 近年来随

着研究的不断深入， 人们认识到健康奶牛乳腺内存在

复杂的微生态群落［３］。 定植于奶牛乳头顶端、 空口

和乳头管的微生物群落组成和功能与乳房炎的发生发

展具有较高的相关性［４］。 国内多个研究团队比较了

内蒙古、 新疆、 四川和北京等地奶牛养殖场健康奶牛

和乳房炎奶牛乳汁中微生物的多样性， 结果表明， 不

同地区导致奶牛乳房炎的病原菌存在地域差异

性［５－１１］。 江苏作为华东地区重要的奶牛养殖省份， 近

年已有不少研究集中于奶牛乳房炎病原菌的分离和耐

药分析［１２－１５］。 然而， 江苏奶牛养殖场乳房炎奶牛乳

汁微生物群落结构特征调查研究较少。 因此， 本研究

从苏北地区 ３ 个不同规模化程度的奶牛养殖场中收

集奶样， 通过细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 测序技术， 比较分析健

康奶牛和乳房炎奶牛乳汁中微生物的菌群结构和多样

性差异， 了解该地区的主要优势致病菌， 为预防和控

制乳房炎的发生提供参考数据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试验样品采集与保存

２０２０ 年 ８ 月 ２６、 ２７ 日分别于宿迁和新沂 ３ 个规

模化奶牛场随机采集 １４６ 份乳样。 ３ 个奶牛场分别记

为 Ａ 场、 Ｂ 场、 Ｃ 场， 其中 Ａ、 Ｂ 场位于宿迁， Ａ 为

规模化老场， Ｂ 为规模化新场， Ｃ 场位于新沂， 是传

统简易老场。 为了排除抗生素对牛奶中微生物菌群的

影响， 选取至少 １ 个月无抗生素治疗的荷斯坦奶牛进

行乳样收集。 采样前， 先用温水冲洗乳房， 然后依次

用 ０􀆰 ２％的新洁尔灭、 ７５％酒精擦拭消毒乳头， 在每

次清洗或消毒乳头后均用消毒纱布擦干。 弃去头 ３ 把

乳汁， 按无菌操作规程将乳样装入高压灭菌的 ５０ ｍＬ
离心管中， 每个样品采集 ２ 份， 并进行牛号、 乳区等

标记， 冷藏保存、 尽快带回实验室进行乳样分析。
１􀆰 ２　 加州乳房炎检测 （ＣＭＴ） 法检测奶牛乳房炎

　 　 采用 ＣＭＴ 法对采集的乳样进行乳房炎筛查。 试

剂配制方法： 称取 ３０ ｇ 十二烷基磺酸钠 （阿拉丁，
货号： Ｓ１０８３４９ ）， 溶 解 于 １ ０００ ｍＬ 蒸 馏 水， 用

２ ｍｏｌ·Ｌ－１ 的氢氧化钠调节至 ｐＨ ＝ ６􀆰 ４， 再加入

０􀆰 １ ｇ 溴甲酚紫 （阿拉丁， 货号： Ｂ１０１１９４）， 完全溶

解后即成 ＣＭＴ 检验液。
取 ２ ｍＬ 待检乳样置于诊断盘中， 滴加等体积的

ＣＭＴ 检验液， 缓慢混匀， ５０ ｓ 后进行判读。 ＣＭＴ 法

判断标准如表 １ 所示。

表 １　 ＣＭＴ 法判定标准

判定 符号 乳汁反应 体细胞数 ／ （ ×１０４·ｍＬ－１）

阴性 － 混合物呈液体， 无凝集反应， 倾斜检验盘时， 液体流动正常， 无沉淀物 ０～ ＜２０

可疑 ± 混合物呈液体， 倾斜检验盘时， 杯底出现微量极细颗粒， 不久便消失 ２０～ ＜５０

弱阳性 ＋ 杯底出现少量沉淀物， 有明显凝集反应， 倾斜检验盘时， 沉淀物散布杯底， 有一定黏附性 ５０～ ＜１５０

阳性 ＋＋
杯底沉淀物较多且大量凝集， 呈胶状物， 倾斜检验盘时， 沉淀物明显黏附杯底难以流动， 旋转摇

动时， 沉淀物有聚中倾向
１５０～ ＜５００

强阳性 ＋＋＋ 杯内混合物聚集， 完全形成明显胶状凝集物， 倾斜摇动检验盘时， 凝集物聚集呈团块， 难以散去 ≥５００

１􀆰 ３　 乳样中细菌总 ＤＮＡ 的提取

参考 Ｃｏｌｌａｄｏ 等［１６］ 方法提取乳样中细菌的总

ＤＮＡ。 从无菌的离心管中吸取乳样， ２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离

心 ２０ ｍｉｎ 后弃掉上层液体， 收集细菌沉淀， 用 ５ ｍＬ
Ｔｒｉｓ－ＥＤＴＡ 缓冲液重悬后以上述转速离心， 弃掉上层

液体， 对细菌洗涤 ３ 次。 细菌基因组 ＤＮＡ 提取试剂

盒购自天根生物科技公司 （货号： ＤＰ３０２－０２）， 按

照提取试剂盒说明书提取细菌基因组 ＤＮＡ。 随后，
采用 ＮａｎｏＤｒｏｐ （ＮＤ－１０００， ＵＳＡ） 检测样品 ＤＮＡ 的

浓度和纯度， 通过琼脂糖凝胶电泳检测 ＤＮＡ 的完

整性。

１􀆰 ４　 乳汁中细菌 ＤＮＡ 的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 测序

样品 ＤＮＡ 送上海美吉生物科技有限公司进行

１６Ｓ ｒＲＮＡ 测序。 针对细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因的 Ｖ３－Ｖ４
可变区设计引物， 以乳样提取的 ＤＮＡ 为模板， 进行

预扩增。 随后， 采用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｍｉｓｅｑ 对扩增子序列进

行测序。 引物序列为： ５１５Ｆ： ５′ － ＧＴＧＣＣＡＧＣＭＧＣ⁃
ＣＧＣＧＧＴＡＡ － ３′， ８０６Ｒ： ５′ － ＧＧＡＣＴＡＣＨＶＧＧＧＴ⁃
ＷＴＣＴＡＡＴ－３′。
１􀆰 ５　 生物信息学分析

ＭｉＳｅｑ 测序后得到双端序列数据， 经质控过滤后

得到的优化序列进行比对、 拼接。 使用 ＵＰＡＲＳＥ 软
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件， 根据 ９７％ 的相似度对序列进行操作分类单元

（ＯＴＵ） 聚类和物种分类学分析。 基于 ＯＴＵ 聚类分析

结果， 可以对 ＯＴＵ 进行 α 和 β 多样性指数分析， 包

括 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数、 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数、 样本覆盖率 （Ａｃｅ）
指数和个体丰度分布的多样性估计 （Ｃｈａｏ） 指数；
基于分类学信息， 可以在各个分类水平上进行群落结

构的统计分析。 在上述分析的基础上， 可以对健康组

和乳房炎组的样本进行主坐标分析 （ＰＣｏＡ） 以及差

异显著性检验， 并进行可视化图形处理。 另外， 采用

分层聚类热图进行聚类分组： 组 １： 健康奶牛 （Ｈ）
组和乳房炎奶牛 （Ｍ） 组聚类； 组 ２： Ａ 场、 Ｂ 场、
Ｃ 场样品聚类； 组 ３： Ａ 场健康奶牛 （ＡＨ） 组和乳

房炎奶牛 （ＡＭ） 组， Ｂ 场健康奶牛 （ＢＨ） 组和乳

房炎奶牛 （ＢＭ） 组， Ｃ 场健康奶牛 （ＣＨ） 组和乳房

炎奶牛 （ＣＭ） 组分别进行聚类。 比较农场间健康奶

牛和乳房炎奶牛乳样的微生物群落。 为了确定奶牛场

的健康奶牛和乳房炎奶牛乳样细菌组成之间的生物标

记物， 使用 ＬＥｆＳｅ 法在种水平上进行线性判别分析

（ＬＤＡ）。
１􀆰 ６　 数据统计与分析

使用 Ｆｌａｓｈ 进行 ｐａｉｒ －ｅｎｄ 双端序列拼接， Ｑｉｉｍｅ
生成各分类学水平丰度表， β 多样性距离计算，
Ｕｐａｒｓｅ 进行 ＯＴＵ 聚类， ＲＤＰ Ｃｌａｓｓｉｆｉｅｒ 进行序列分类

注释， Ｍｏｔｈｕｒ 进行 α 多样性分析。 数据分析软件为

ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 和 Ｖｅｇａｎ Ｒ ｐａｃｋａｇｅ 软件 （ｖｅｒｓｉｏｎ ３􀆰 ３􀆰 １）。
Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异显著。 各指数数据以 “平均值±标
准差” 表示。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 ＣＭＴ 法筛查奶牛乳房炎的检测

如表 ２ 所示， Ａ 场的阳性率最高， 为 ６１􀆰 ８％。 ３
个奶牛场的平均乳房炎阳性率为 ４２􀆰 ０％， 其中以弱

阳性为主， 强阳性乳样占比较少。

表 ２　 ＣＭＴ 法检测奶牛乳房炎情况分析

场别
乳样数量 ／ 份

阴性 （－） 弱阳性 （＋） 阳性 （＋＋） 强阳性 （＋＋＋）
总数 ／ 份 阳性率 ／ ％

Ａ １３ １１ ８ ２ ３４ ６１􀆰 ８

Ｂ ３７ １０ ４ ５ ５６ ３３􀆰 ９

Ｃ ３６ １３ ４ ３ ５６ ３５􀆰 ７

合计 ８６ ３４ １６ １０ １４６ ４２􀆰 ０

２􀆰 ２　 乳房炎对牛乳中微生物组成丰富度和多样性的

影响

　 　 对 ３ 个农场包括 Ａ 场健康乳样 ７ 份和乳房炎乳样

１１ 份， Ｂ 场健康乳样 ６ 份和乳房炎乳样 １０ 份， Ｃ 场

健康乳样 １３ 份和乳房炎乳样 １０ 份， 共 ５７ 份乳样进

行 １６Ｓ ｒＲＮＡ 测序， 总共得到 ５ ７９６ ２７７ 条高质量序

列。 按照序列 ９７％的相似性进行 ＯＴＵ 分类， 共获得

２４ 个门， ４７ 个纲， １２３ 个目， ２５２ 个科， ６１３ 个属，
１ ０２６ 个种和 １ ８３６ 个 ＯＴＵ； Ａ 场乳样中微生物包含

１４ 个门， ２６ 个纲， ７７ 个目， １５６ 个科， ３７９ 个属，
５８９ 个种和 ９７１ 个 ＯＴＵ； Ｂ 场乳样中微生物包含 ２０ 个

门， ３６ 个纲， ８９ 个目， １７７ 个科， ３９９ 个属， ５９６ 个

种和 ９２６ 个 ＯＴＵ； Ｃ 场乳样中微生物包含 ２１ 个门，
３１ 个纲， ８２ 个目， １７０ 个科， ３７８ 个属， ５７２ 个种和

８６０ 个 ＯＴＵ。 分别对 ３ 个农场的健康奶牛和乳房炎奶

牛乳样中微生物进行 α 多样性分析， 结果显示 （表
３）， 与健康乳样相比， Ａ 场和 Ｂ 场乳房炎乳样中微

生物群落 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数显著升高 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， 而

Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数显著下降 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）； Ｃ 场组间在

Ｓｈａｎｎｏｎ 指数和 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数上均无显著性差异。 结

果提示， Ａ 场和 Ｂ 场乳房炎奶牛乳样较健康奶牛乳样

细菌群落多样性增加， 但细菌群落中种数减少。

表 ３　 乳房炎对牛乳中微生物组成丰富度和多样性的影响

组别 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数 Ａｃｅ 指数 Ｃｈａｏ 指数

ＡＨ ２􀆰 ３４±０􀆰 ２８ｂ ０􀆰 ３９±０􀆰 ０６ａ ８９９􀆰 ０２±５４􀆰 １４ ９１６􀆰 ０４±５４􀆰 ５１

ＡＭ ３􀆰 ７０±０􀆰 ３６ａ ０􀆰 １４±０􀆰 ０４ｂ ８２０􀆰 ２６±６０􀆰 ８６ ８３０􀆰 １２±６３􀆰 １２

ＢＨ ２􀆰 ２９±０􀆰 ６９ｂ ０􀆰 ４６±０􀆰 １３ａ ６１６􀆰 １５±１６１􀆰 ０６ ６２６􀆰 ８０±１６５􀆰 ３６

ＢＭ ４􀆰 １６±０􀆰 ３１ａ ０􀆰 ０７±０􀆰 ０１ｂ ９０６􀆰 １０±１０７􀆰 ９７ ９０９􀆰 ５６±１１０􀆰 ９１

ＣＨ １􀆰 ５３±０􀆰 １８ ０􀆰 ６２±０􀆰 ０４ ６４０􀆰 ４１±７０􀆰 ２５ ６５１􀆰 １８±７１􀆰 ７３

ＣＭ １􀆰 ６５±０􀆰 １３ ０􀆰 ５５±０􀆰 ０４ ６８９􀆰 ３７±５３􀆰 ０３ ６９６􀆰 ４５±５２􀆰 ６７

　 　 　 　 　 　 注： 同一奶牛场不同组间， 数据肩标小写字母不同表示显著差异 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。
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２􀆰 ３　 健康奶牛和乳房炎奶牛乳中微生物的组成丰度

分析

　 　 如图 １ 所示， ３ 个奶牛场间微生物的优势细菌和

丰度都有明显不同。 Ａ 场乳房炎乳样中优势细菌以葡

萄球菌属 （Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ） 为主， 其中木糖葡萄球菌

（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ｘｙｌｏｓｕｓ）、松鼠葡萄球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ
ｓｃｉｕｒｉ）分别占 ２４􀆰 １％、 ２３􀆰 ２％； Ｂ 场细菌丰度分布较

为均匀， 但 Ｂ 场健康奶牛牛乳中优势细菌以伯克霍

尔德氏菌－卡巴拉氏菌－拟伯克霍尔德氏菌属 （Ｂｕｒｋ⁃
ｈｏｌｄｅｒｉａ－Ｃａｂａｌｌｅｒｏｎｉａ－Ｐａｒａｂｕｋｈｏｌｄｅｒｉａ） 为主； Ｃ 场中

细菌伯克霍尔德氏菌－卡巴拉氏菌－拟伯克霍尔德氏

菌属占比最大， 高达 ８５􀆰 ２％。

如图 ２ 所示， 比较 ３ 个不同奶牛场健康奶牛和乳

房炎奶牛乳样中微生物菌群种水平 ＯＴＵ 总数排名前

２０ 的丰度发现， 在 Ａ 场中， 乳房炎组乳样的木糖葡

萄球菌、 松鼠葡萄球菌、 慢生型大豆根瘤菌 （Ｂｒａｄｙ⁃
ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｊａｐｏｎｉｃｕｍ） 以及肺炎克雷伯菌 （Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ
ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ） 含量显著高于健康组乳样 （Ｐ＜０􀆰 ０５）；
在 Ｂ 场中， 乳房炎组乳样的约翰逊不动杆菌 （Ａｃｉｎｅｔｏ⁃
ｂａｃｔｅｒ ｊｏｈｎｓｏｎｉｉ）、 产吲哚金黄杆菌 （Ｃｈｒｙｓｅｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ
ｉｎｄｏｌｏｇｅｎｅｓ） 以及木糖葡萄球菌含量显著高于健康组

乳样 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 在 Ｃ 场中， 乳房炎组乳样的木糖葡

萄球菌和约翰逊不动杆菌含量显著高于健康组乳样

（Ｐ＜０􀆰 ０５）。

ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａｅ， 未分类的毛螺科； Ｈｅｒｂａｓｐｉｒｉｌｌｕｍ， 草螺菌属； Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ， 慢生根瘤菌属； Ｍｙｒｏｉｄｅｓ， 类香味菌属； Ｓｏｌｉｂａｃｉｌｌｕｓ，
土壤芽胞杆菌属； Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ， 假单胞菌属； Ｐｓｙｃｈｒｏｂａｃｔｅｒ， 嗜冷菌属； Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ， 棒状杆菌属； Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ， 克雷伯菌属； Ａｅｒｏｍｏｎａｓ， 气单

胞菌属； Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ， 链球菌属； ＵＣＧ－００５， 瘤胃球菌属； Ｍａｃｒｏｃｏｃｃｕｓ， 巨大球菌属； Ｒａｌｓｔｏｎｉａ， 罗尔斯顿菌属； Ｃｈｒｙｓｅｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ， 金黄杆菌属；
ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ， 未分类的肠杆菌科； Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ， 红球菌属； Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ， 不动杆菌属。 圆圈的大小表示每个组中种的相对丰度，
ＡＬＬ 表示 ３ 个农场乳样合并组， 下同。

图 １　 属水平健康奶牛和乳房炎奶牛牛乳中微生物组成的丰度分析

２􀆰 ４　 健康奶牛和乳房炎奶牛乳样中微生物组成的主

坐标分析

　 　 对 ３ 个农场的乳样微生物分别进行 β 多样性分

析， 结果如图 ３ 所示， 基于 Ｂｒａｙ－Ｃｕｒｔｉｓ 距离算法， Ａ
场和 Ｂ 场的乳样微生物在健康组和乳房炎组中存在

距离显著性 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 提示 Ａ 场和 Ｂ 场健康奶牛

和乳房炎奶牛的乳样微生物的组成结构存在差异性；
而 Ｃ 场健康奶牛和乳房炎奶牛的乳样中不存在距离

显著性， 提示 Ｃ 场健康奶牛和乳房炎奶牛的乳样微

生物组成结构无空间差异性。
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Ａｅｒｏｍｏｎａｓ ｃａｖｉａｅ， 气单胞菌； ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ Ｈｅｒｂａｓｐｉｒｉｌｌｕｍ， 未分类的草螺菌属； Ｍｙｒｏｉｄｅｓ ｏｄｏｒａｔｕｓ， 类香味类香味菌； ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ Ｓｏｌｉｂａｃｉｌｌｕｓ， 未

分类的土壤芽胞杆菌属； Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ ｂｅｒｅｚｉｎｉａｅ ＬＭＧ＿１００３＿＿ＣＩＰ＿７０􀆰 １２， 不动杆菌的一种； ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ， 非可培养的瘤胃球

菌科细菌； ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ， 未分类的链球菌属； ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ， 未分类的不动杆菌属； Ｍａｃｒｏｃｏｃｃｕｓ ｃａｓｅｏｌｙｔｉｃｕｓ， 巨大球菌； Ｒａｌ⁃
ｓｔｏｎｉａ ｐｉｃｋｅｔｔｉｉ， 皮氏罗尔斯顿氏菌； Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ ｅｒｙｔｈｒｏｐｏｌｉｓ， 嗜吡啶红球菌。

图 ２　 种水平健康奶牛和乳房炎奶牛乳中微生物组成的丰度分析

Ａ． Ａ 场； Ｂ． Ｂ 场； Ｃ． Ｃ 场。

图 ３　 健康奶牛和乳房炎奶牛乳样中微生物组成的 ＰＣｏＡ 分析

２􀆰 ５　 分层聚类热图比较农场间健康奶牛和乳房炎奶

牛乳样的微生物群落

　 　 对 ５７ 份乳样的测序结果在属水平上进行分层聚

类热图分析， 结果显示， 不同乳汁样品中微生物种水

平的分布是不同的 （图 ４）。 从乳样的来源来看， Ｃ
场微生物图谱具有较好的相似度， 几乎都聚类在健康

奶牛组， Ａ 场和 Ｂ 场的乳样微生物图谱明显的分为健

康奶牛和乳房炎奶牛组。 从乳样的性质来看， 伯克霍
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尔德菌－卡巴拉氏菌－拟伯克霍尔德氏菌属、 草螺菌

属、 红球菌属 和皮氏罗尔斯顿菌在健康奶牛乳样中

丰度较高， 并且当奶牛患乳房炎后， 前两者的丰度显

著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 此外， 约翰逊不动杆菌在 Ｃ 场乳

房炎奶样中丰度较高。

Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ， 拟杆菌属； 热图顶部的注释显示了不同组别中乳样的聚集性， 基于平均连锁聚类和欧氏距离的双层次树状图显示了细菌的分布，
颜色深浅显示了每个种的归一化相对丰度。

图 ４　 属水平健康奶牛和乳房炎奶牛乳样微生物图谱的分层聚类热图

２􀆰 ６　 ＬＥｆＳｅ 分析健康奶牛和乳房炎奶牛乳样的微生

物标志物

　 　 如图 ５ 所示， 在差异物种的贡献度 （ＬＤＡ Ｓｃｏｒｅ）
大于设定值 ３ 的条件下， Ａ 场乳房炎组和健康组之间

共存在 ３１ 个显著差异的物种， 其中健康奶牛组 ７ 个

显著差异物种， 以假单胞菌属、 草螺菌属、 克里斯滕

森菌属、 双歧杆菌属、 真杆菌属、 粪球菌属为主要标

志菌属； 乳房炎奶牛组 ２４ 个显著差异物种， 以葡萄

球菌属贡献度最大； Ｂ 场乳房炎组和健康组之间共存

在 ２７ 个显著差异物种， 其中健康奶牛组 ６ 个显著差

异物种， 以草螺菌属、 双歧杆菌属、 透明菌属为标志

菌属； 乳房炎奶牛组 ２１ 个显著差异物种， 以不动杆

菌属贡献度最大； Ｃ 场只有乳房炎奶牛组存在微生物

标志物且为假单胞菌属。 这一结果表明， 乳房炎奶牛

和健康奶牛乳汁间有较多优势细菌在属水平上存在

差异。
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Ｃｈｒｉｓｔｅｎｓｅｎｅｌｌａｃｅａｅ＿Ｒ－７＿ｇｒｏｕｐ， 克里斯滕森菌科成员； Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ， 双歧杆菌； Ｅｕｂａｃｔｅｒｉｕｍ， 真杆菌； Ｃｏｐｒｏｃｏｃｃｕｓ， 粪球菌属； Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ－

Ｓｈｉｇｅｌｌａ， 埃希菌－志贺菌属； Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ， 棒状杆菌； Ｓｐｈｉｎｇｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ， 鞘氨醇杆菌属； Ｖｉｂｒｉｏ， 弧菌属； Ｐａｅｎａｌｃａｌｉｇｅｎｅｓ， 人类产碱菌； Ｂｒｅｖｉ⁃
ｂａｃｔｅｒｉｕｍ， 短杆菌属； Ｌｅｕｃｏｂａｃｔｅｒ， 亮杆菌属； ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ Ｍｉｃｒｏｃｏｃｃａｌｅｓ， 未分类的微球菌目； Ｇｅｌｉｄｉｂａｃｔｅｒ， 冷冰杆菌属； Ｋｕｒｔｈｉａ， 库尔特氏杆菌；
Ｔｉｓｓｉｅｒｅｌｌａ， 泰氏菌属； ｎｏｒａｎｋ Ｃａｕｌｏｂａｃｔｅｒａｃｅａｅ， 根杆菌科的一种； Ｃｏｍａｍｏｎａｓ， 丛毛单胞菌属； ｎｏｒａｎｋ Ｓｐｈｉｎｇｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ， 鞘菌科的一个分支；
Ｐｅｒｌｕｃｉｄｉｂａｃａ， 透明球菌属； Ｒａｏｕｌｔｅｌａ， 拉乌尔菌属； ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ Ｃｏｍａｍｏｎａｄａｃｅａｅ， 未分类的的菊科菌属； Ｅｍｐｅｄｏｂａｃｔｅｒ， 短杆菌属； ｎｏｒａｎｋ Ｘａｎ⁃
ｔｈｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ， 植物根茎中的优势菌属中一种； Ｐａｒａｃｏｃｃｕｓ， 副球菌属； Ａｒｃｏｂａｃｔｅｒ， 弓形菌属； Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ， 黄杆菌属； Ａｌｌｏｒｈｉｚｏｂｉｕｍ －

Ｎｅｏｒｈｉｚｏｂｉｕｍ－Ｐａｒａｒｈｉｚｏｂｉｕｍ－Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ， 异根菌－新根菌－副根菌－根瘤菌属； Ｍｏｈｅｉｂａｃｔｅｒ， 漠河杆菌属； Ａｅｒｏｓｐｈａｅｒａ， 尖球虫属。

图 ５　 ＬＥｆＳｅ 分析健康奶牛和乳房炎奶牛乳样的微生物标志物

３　 讨论

长期以来， 人们一直认为乳腺组织中没有细菌定

植， 健康奶牛分泌的乳汁是无菌的。 但随着新测序技

术的应用， 这种认识受到了越来越多的挑战［１７］。 健

康女性的母乳中分离出多种细菌， 包括表皮葡萄球

菌、 金黄色葡萄球菌、 螳螂链球菌、 唾液链球菌、 唾

液乳杆菌、 发酵乳杆菌、 加氏乳杆菌、 鼠李糖乳杆菌

和双歧杆菌等［１８］。 Ｒａｉｎａｒｄ［１７］通过焦磷酸盐测序发现

健康奶牛乳样中也有多个种属的细菌。 大量的研究表

明［１， １９－２３］： 厚壁菌门 （Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）、 变形菌门 （Ｐｒｏ⁃
ｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、 拟杆菌门 （ Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｏｔａ） 和放线菌门

（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉｏｔａ） 是形成乳汁微生物群结构的主要

细菌门； 在属水平， 葡萄球菌、 瘤胃球菌科、 毛杆菌
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科、 丙酸杆菌、 窄养单胞菌、 棒状杆菌、 假单胞菌、
链球菌、 丛毛单胞菌属、 肠球菌属、 乳杆菌属和梭杆

菌属是健康奶牛乳样微生物群中最常检测到的细菌。
本试验研究表明， 假单胞菌属、 草螺菌属、 克里斯滕

森菌属、 双歧杆菌属、 真杆菌属、 粪球菌属和透明菌

属是健康乳样中的标志性菌， 它们也都归属于变形菌

门、 放线菌门和厚壁菌门。 本试验结果与上述报道存

在一定的差异， 推测可能与养殖场地理位置、 饲养管

理水平、 气候、 遗传因素等有关［２４］。
α 多样性分析表明， 相较于健康奶牛， 乳房炎奶

牛乳汁中的 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数显著升高， 表明乳房炎乳汁

中微生物群落多样性显著增加， 该结果与肖璐等［５］

的研究结果一致； 从比较指数均值结果来看， 乳房炎

乳汁中 Ａｃｅ 指数、 Ｃｈａｏ 指数较健康奶牛组存在升高

趋势， 该结果与曾学琴等［７］ 和张皓淳［２５］ 的研究结果

一致， 表明感染奶牛乳房炎后， 菌群丰富度可能存在

差异。 有研究表明， 乳房微生物群总体组成存在高度

多样化， 且个体差异显著， 菌群组成结构受季节、 产

奶批次等原因的影响［２６］； 另外卫生条件已被证实对

乳腺炎病原体的传播有重要的影响， 从而增加了农场

之间乳汁中菌群结构的多样性［２７］， 因此出现该试验

结果可能与乳房炎乳汁处于的感染阶段不同、 养殖场

的自然环境不同、 采样量不同等因素有关。 本试验结

果表明， 江苏地区 ３ 个奶牛场乳房炎致病菌在门水平

上排名前四的是变形菌门、 厚壁菌门、 放线菌门、 拟

杆菌门； 在属水平上主要以葡萄球菌属为主， 并以木

糖葡萄球菌、 松鼠葡萄球菌等凝固酶阴性葡萄球菌丰

度最高， 除此之外， 肺炎克雷伯菌、 约翰逊不动杆菌

以及产吲哚金黄杆菌丰度同样较高。 该结果与郭佳禾

等［１２］ 和周明旭等［１５］ 的报道相一致。 另外， 孙艳

等［２４］也报道； ２０１９—２０２１ 年江苏地区奶牛乳房炎致

病菌排名前三的致病菌为大肠杆菌、 金黄色葡萄球

菌、 凝固酶阴性葡萄球菌； 王强等［１３］ 对江苏地区感

染葡萄球菌属的乳样进行病原菌分离鉴定， 发现凝固

酶隐性葡萄球菌占比高达 ７３􀆰 ４％。 本试验结果也进

一步证实了凝固酶阴性葡萄球菌可能是当前江苏地区

奶牛养殖场乳房炎的主要流行病原菌。
近来， 国外的研究报道也显示了凝固酶阴性葡萄

球菌的流行率正呈现上升趋势［２８－ ２９］。 经产奶牛通常

在哺乳后期感染凝固酶阴性葡萄球菌， 而初产奶牛则

在产犊前或产犊后不久发生感染， 虽然其致病性不如

其他主要乳腺炎病原， 如金黄色葡萄球菌、 链球菌和

大肠菌体， 但其感染为亚临床状态， 可引起持续感

染， 从而导致牛奶体细胞计数增加和牛奶质量下

降［３０－３１］。 目前涉及牛乳腺炎的凝固酶阴性葡萄球菌

的了解是有限的， 因此对于凝固酶阴性葡萄球菌导致

的奶牛乳房炎流行病学研究及菌种的可靠鉴定， 对于

早期发现亚临床型奶牛乳房炎， 提升乳制品的质量具

有重要意义。
随着 １６Ｓ ｒＲＮＡ 测序技术的日趋成熟， 其相较于

传统的病原菌分离法表现出更明显的优势， 被越来越

多地运用于土壤、 海洋、 疾病等方面的研究［３０］。 本

试验研究与肖璐等［５］、 刘肖利等［６］、 孟佳［３２］ 的报道

均提示了 １６Ｓ ｒＲＮＡ 测序技术可以运用于奶牛乳房炎

的临床诊断， 同时也为奶牛乳房炎的流行病学分析提

供关键的技术支撑。

４　 结论

１６Ｓ ｒＲＮＡ 测序技术能很好地区分出苏北地区健

康奶牛和乳房炎奶牛乳样的微生物区系， 并且数据的

分析提示凝固酶阴性葡萄球菌属可能是该地区当前重

要的奶牛乳房炎致病菌。
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