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杭州地区牛乳源大肠杆菌的分离鉴定及木糖醇联用抗菌肽
对生物被膜形成的干预

赖文韬， 余茂林， 姜中其∗

（浙江大学动物科学学院， 浙江 杭州　 ３１００５８）

摘要： 旨在调查杭州地区牛乳源大肠杆菌的流行情况， 并探究木糖醇联用抗菌肽对引起奶牛乳房炎的大肠杆菌生物被膜形成的影响。 通过麦康

凯选择性培养基分离、 革兰染色、 生化试验、 ＰＣＲ 方法鉴定牛乳源大肠杆菌， 并采用刚果红平板试验和结晶紫染色法评价大肠杆菌生物被膜形成

能力， 选取生物被膜形成能力强的典型菌株， 采用内置载体片法构建生物被膜， 测定木糖醇和抗菌肽联用对大肠杆菌生物被膜的最小抑菌浓度

（ＭＢＩＣ） 和最小杀菌浓度 （ＭＢＥＣ）， 最后通过扫描电镜分析木糖醇联用抗菌肽对大肠杆菌生物被膜干预的影响。 结果显示： 杭州地区牛乳源大

肠杆菌的分离率达 ４９％， 其中 ５８􀆰 ２％以上能形成生物被膜。 当抗菌肽单独使用时， ＭＢＩＣ 和 ＭＢＥＣ 较高； 联用 ５％木糖醇后， ＭＢＩＣ 和 ＭＢＥＣ 明显

降低， 表明可以减少抗菌肽的用量。 另外， 木糖醇和抗菌肽联用能明显降低生物被膜的形成， 并且 ５％木糖醇能增强抗菌肽 １０３７ 的杀菌作用。 本

研究表明， 联用木糖醇和抗菌肽可能是一种有效的控制奶牛乳房炎的方法。
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　 　 大肠杆菌 （Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ） 是一种常见的奶牛

乳房炎病原体， 可导致奶牛产奶量减少、 乳品质下降

以及提高淘汰率、 死亡率。 该菌主要的毒力因子脂多

糖 （ＬＰＳ） 可以引发内毒素休克和免疫反应， 促进炎
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症因子的表达并影响抗菌药物的功效［１］。 此外， 大

肠杆菌通过形成生物被膜 （ＢＢＦ） 加强了对宿主免疫

系统和抗菌药物的耐受性［２］。 因此， 研究新的治疗

办法十分必要。
木糖醇是一种天然的五碳糖醇， 具有许多优良的

特性， 包括能够替代蔗糖作为天然的甜味剂以及防止

龋齿等［３］。 在畜牧业中， 木糖醇可用于治疗奶牛酮

病［４－５］， 促进免疫应激状态下肉鸡生长［６－７］ 等。 有研

究显示， 木糖醇能够抑制许多病原菌的生长和附着，
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如大肠杆菌、 链球菌、 金黄色葡萄球菌和沙门菌

等［８］， 不仅能干预生物被膜的形成， 而且也能破坏

已经成熟的生物被膜［９］。 抗菌肽 （ＡＭＰｓ） 是一种小

分子多肽类生物活性物质， 是宿主先天性免疫防御系

统的重要组成部分。 抗菌肽带正电荷， 能够与 ＬＰＳ
静电结合并破坏细胞膜的完整性。 研究表明， 某些抗

菌肽具有抗生物被膜的特性， 能够破坏生物被膜并防

止其形成。 抗菌肽带正电荷， 能够与脂多糖静电结合

并破坏细胞膜的完整性［１０］。 通过比较一系列具有抗

ＢＢＦ 活 性 的 ＡＭＰｓ， 筛 选 出 抗 菌 肽 １０３７
（ＫＲＦＲＩＲＶＲＶ）， 研究表明， 其抗 ＢＢＦ 活性最强， 在

低浓度 （１ ／ ２ ＭＩＣ） 下， 能使 ＢＢＦ 形成减少 ７８％［１１］。
本试验分析木糖醇联用抗菌肽 １０３７ 对大肠杆菌

生物被膜最小抑菌浓度 （ＭＢＩＣ） 和最小杀菌浓度

（ＭＢＥＣ） 的影响， 并进一步探究 ２ 种药物联合应用

对大肠杆菌生物被膜的作用。 研究结果可为临床治疗

大肠杆菌引起的奶牛乳房炎及耐药性的控制提供新的

思路。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 药物与试剂

木糖醇 （ＵＳＰ ｇｒａｄｅ， 批号： ＸＢ０９９７）， 生工生

物工程 （上海） 股份有限公司； 抗菌肽 １０３７ （氨基

酸序列为： ＫＲＦＲＩＲＶＲＶ， 通过标准固相方法合成，
反相高效液相层析检测纯度均为 ９９％以上）， 吉尔生

化生物科技有限公司； 血琼脂平板、 刚果红、 结晶

紫， 生工生物工程 （上海） 股份有限公司； Ｌｕｒｉａ －
Ｂｅｒｔａｎｉ （ＬＢ） 肉汤培养基、 Ｎｕｔｒｉｅｎｔ Ｂｒｏｔｈ （ＮＢ） 琼

脂培养基、 麦康凯琼脂培养基、 肠杆菌科细菌生化试

验管， 杭州滨河微生物试剂有限公司； 乙醇、 戊二

醛、 锇酸， 国药集团化学试剂有限公司。
１􀆰 ２　 主要仪器设备

卡尔加里生物被膜发生装置， 光景生物科技

（苏州） 有限公司； 聚氯乙烯 （ＰＶＣ） 薄片， 迎佳橡

胶绝缘材料厂； ＺＥＩＳＳ Ｇｅｍｉｎｉ ＳＥＭ ３００ 场发射扫描电

子显 微 镜， 卡 尔 蔡 司 （ 上 海 ） 管 理 有 限 公 司；
Ｈｉｔａｃｈｉ ＨＣＰ－２ 型临界点干燥仪， 日本日立公司。
１􀆰 ３　 菌株分离鉴定

采集杭州地区近江、 富伦、 正兴等 ６ 个规模较大

的奶牛场奶样共 ２００ 份， 划线接种于血琼脂平板，
３７ ℃培养 ２４ ｈ， 再挑取单菌落至麦康凯平板， ３７ ℃
培养 ２４ ｈ； 挑取麦康凯平板上的单菌落革兰染色后镜

检， 同时进行生化试验。 之后采用 ＰＣＲ 法鉴定大肠

杆菌， 根据文献报道的 ＰＣＲ 引物［１２］， 引物序列为 Ｆ：
５′－ＡＴＣＡＡＣＣＧＡＧＡＴＴＣＣＣＣＣＡＧＴ－３′， Ｒ： ５′－ＴＣＡＣ⁃
ＴＡＴＣＧＧＴＣＡＧＴＣＡＧＧＡＧ－３′， 扩增目标条带 ２３２ ｂｐ，

引物由生工生物工程有限公司 （上海） 股份有限公

司合成。
１􀆰 ４　 药液配制

取抗菌肽溶于无菌去离子水， 配制成 ４ ０９８
μｇ ／ ｍＬ 的储备液； 取木糖醇溶于 ＬＢ 肉汤， 配制成

５％的储备液， １２１ ℃高温高压灭菌后冷却备用。
１􀆰 ５　 菌悬液制备

将大肠杆菌接种于 ＬＢ 液体培养基， ３７ ℃振荡培

养 １２ ｈ， 调整浓度为 ０􀆰 ５ 个麦氏浊度， 作为生物被膜

待接种菌悬液备用。
１􀆰 ６　 生物被膜形成能力的测定

１􀆰 ６􀆰 １　 刚果红 （ＣＲＡ） 定性检测

将菌悬液划线接种于刚果红琼脂平板 ３７ ℃培养

２４ ｈ， 置室温 ７２ ｈ， 观察菌落的颜色和形态。 粗糙、
干燥、 水晶样的黑色菌落判定为被膜阳性菌株； 红色

光滑型菌落为生物被膜阴性菌株。
１􀆰 ６􀆰 ２　 结晶紫 （ＳＱＡＡ） 半定量检测

将菌悬液加入卡尔加里生物被膜发生装置平板的

孔中， 以 ＬＢ 肉汤为阴性对照， ３７ ℃培养 ４８ ｈ； 将平

板中液体移除， 无菌生理盐水充分漂洗除去浮游菌，
室温干燥后用 ９５％乙醇固定 ５ ｍｉｎ； 再用 １％结晶紫

染色 ５ ｍｉｎ； 用灭菌生理盐水漂洗除去剩余的染液；
再用 ３５％乙醇脱色 ３０ ｍｉｎ， 释放钉柱板上生物被膜中

的结晶紫； 测定 ５７０ ｎｍ 波长处的吸光值。 重复 ３ 次，
ＯＤ 值取 ３ 组平均值。 ＯＤ５７０ ｎｍ≥０􀆰 １ 的为生物被膜阳

性菌株， ＯＤ５７０ ｎｍ＜０􀆰 １ 的为生物被膜阴性菌株。
１􀆰 ７　 ＭＢＩＣ 的测定

选择 ＣＲＡ 与 ＳＱＡＡ 检测中均呈现生物被膜阳性

的大肠杆菌临床分离株 ＺＸ－４５， 参考虞惠贞［９］ 的方

法， 进行 ＭＢＩＣ、 ＭＢＥＣ 的测定以及药物干预生物被

膜试验。
①取生物被膜待接种菌液， ２００ μＬ ／孔加入

ＭＢＥＣ 发生装置板的 ９６ 孔里， 共加入 ２ 排， 盖上钉

柱盖， ３７ ℃静置培养 ２４ ｈ， 培养生物被膜； ②弃去

培养液， 用无菌生理盐水小心冲洗钉柱盖的钉子， 除

去浮游菌； ③另取 １ 块新的 ＭＢＥＣ 发生装置板， 第 １
排每孔加入 １００ μＬ 无菌 ＬＢ 培养基， 取 １００ μＬ 抗菌

肽加入第 １ 孔， 混合均匀后， 连续 ２ 倍倍比稀释至第

１２ 孔， 使每孔抗菌肽浓度为 １ ～ ２ ０４８ μｇ ／ ｍＬ； 第 ２
排孔加入 １００ μＬ 无菌 ５％木糖醇 － ＬＢ 培养基， 取

１００ μＬ 抗菌肽同法稀释， 使每孔抗菌肽浓度为 １ ～
２ ０４８ μｇ ／ ｍＬ； ④将冲洗好的钉柱盖盖到加有药品的

ＭＢＥＣ 发生装置板上， ３７ ℃静置培养 ２４ ｈ； ⑤肉眼

观察 ＭＢＥＣ 发生装置板， 培养液澄清无菌生长的孔

最低稀释度药物浓度为 ＭＢＩＣ。
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１􀆰 ８　 ＭＢＥＣ 的测定

从 ＭＢＥＣ 板上表现澄清未长菌的孔里， 每孔吸

取 １００ μＬ 培养液涂于 ＮＢ 琼脂培养基上， ３７ ℃培养

２４ ｈ， 平板菌落数小于 ５ 的最低稀释度作为 ＭＢＥＣ。
１􀆰 ９　 木糖醇和抗菌肽对成熟大肠杆菌干预的扫描电

镜观察

１􀆰 ９􀆰 １　 生物被膜的培养

①取 １２ 孔细胞培养板， 放入 ＰＶＣ； ②取 ３ ｍＬ 大

肠杆菌菌悬液加入 ４ 孔， 另外 １ 孔加入 ３ ｍＬ 无菌 ＬＢ
液体培养基， ３７ ℃培养 ２４ ｈ； ③另取 １ 块新的 １２ 孔

细胞培养板， 分别向对应孔里加入 ３ ｍＬ 无菌液体 ＬＢ
培养基， ３ ｍＬ ５％木糖醇－ＬＢ 培养基， ３ ｍＬ 抗菌肽－
ＬＢ 培养基 （浓度为 ＭＢＩＣ）， ３ ｍＬ 抗菌肽－５％木糖醇

ＬＢ 培养基 （浓度为 ＭＢＩＣ）； ④将步骤②中培养的

ＰＶＣ 薄片用无菌镊子取出， 生理盐水冲洗正反面，
然后正面朝上， 放入步骤③中加有新培养基的 １２ 孔

细胞培养板里， 将步骤②中加无菌液体培养基作对照

培养的 ＰＶＣ 板放入步骤③的无菌液体培养基中，
３７ ℃， 培养 ２４ ｈ。
１􀆰 ９􀆰 ２　 扫描电镜观察的前处理

取 １ 块新的 ９６ 孔板， 每孔加入 ３ ｍＬ ２􀆰 ５％戊二

醛； 取出 ＰＶＣ 薄片， 正面朝上， 放入戊二醛里，
４ ℃， 过夜固定； 按扫描电镜要求进行处理后， 在

Ｈｉｔａｃｈｉ ＨＣＰ －２ 型临界点干燥仪中进行干燥、 镀膜，
最后在 ＺＥＩＳＳ Ｇｅｍｉｎｉ ＳＥＭ ３００ 场发射扫描电子显微镜

观察。

２　 结果

２􀆰 １　 细菌分离鉴定

从 ２００ 份乳房炎奶样中共分离出 ３０３ 株细菌， 经

麦康凯培养基选择性培养、 革兰染色、 生化试验以及

ＰＣＲ， 鉴定出大肠杆菌 ９８ 株。 麦康凯培养基上分离

出的菌落边缘整体成圆形、 粉红色 （图 １）； 革兰染

色镜检呈两端钝圆、 散在或成对存在、 红色的革兰阴

性直短杆菌 （图 ２）； 生化试验结果见表 １， 除尿素、
苯丙氨酸、 枸橼酸盐及硫化氢呈阴性外， 其余均呈阳

性， 符合大肠杆菌生化特性； ＰＣＲ 产物的琼脂糖凝

胶电泳见图 ３， 阳性对照和所有临床分离株均扩增出

２３２ ｂｐ 的目标条带， 而阴性对照未见任何条带。
２􀆰 ２　 大肠杆菌生物被膜形成能力的测定

大肠杆菌生物被膜形成能力测定结果如图 ４ 所

示， 根据刚果红平板观察 （图 ５）， ９８ 株临床分离株

中， 生物被膜阳性菌株有 ５７ 株， 生物被膜阴性菌株

有 ４１ 株。 根据 ＯＤ５７０ ｎｍ测定结果， 生物被膜阳性菌株

有 ６７ 株， 生物被膜阴性菌株有 ３１ 株。

图 １　 分离菌落形态 （麦康凯琼脂平板）

图 ２　 革兰染色镜检形态 （４００×）

表 １　 分离菌株生化特性鉴定结果

生化项目 结果 生化项目 结果

葡萄糖 ＋ 靛基质 ＋

木糖 ＋ 尿素 －

山梨醇 ＋ 苯丙氨酸 －

赖氨酸脱羧酶 ＋ 枸橼酸盐 －

鸟氨酸脱羧酶 ＋ 硫化氢 －

　 　 注： ＋表示阳性， －表示阴性。

Ｍ． ＤＮＡ 标准 ＤＬ１０００； １􀆰 阴性对照； ２􀆰 阳性对照； ３ ～ ６􀆰 分离

菌株。

图 ３　 ＰＣＲ 产物的琼脂糖凝胶电泳

·０８· Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　 ２０２４　 Ｖｏｌ􀆰 ５６　 Ｎｏ􀆰 ４



图 ４　 大肠杆菌生物被膜形成能力

Ａ． 生物被膜阳性菌株； Ｂ． 生物被膜阴性菌株。

图 ５　 刚果红定性检测结果

２􀆰 ３　 木糖醇和抗菌肽对成熟大肠杆菌生物被膜的

ＭＢＩＣ 和 ＭＢＥＣ
　 　 抗菌肽 １０３７ 对大肠杆菌分离株 ＺＸ－４５ 生物被膜

的 ＭＢＩＣ 为 ５１２ μｇ ／ ｍＬ， ＭＢＥＣ 大于 ２ ０４８ μｇ ／ ｍＬ；
抗菌肽－ ５％木糖醇对大肠杆菌分离株生物被膜的

ＭＢＩＣ 为 ３２ μｇ ／ ｍＬ， ＭＢＥＣ 为 ５１２ μｇ ／ ｍＬ。
抗菌肽 １０３７ 对大肠杆菌生物被膜单独作用的

ＭＢＩＣ 和 ＭＢＥＣ 相对较高， 但是结合 ５％木糖醇以后，
其 ＭＢＩＣ 和 ＭＢＥＣ 都明显降低。
２􀆰 ４　 木糖醇和抗菌肽对成熟大肠杆菌生物被膜干预

的扫描电镜观察

　 　 通过图 ６ 的观察可知， 空白对照组中的大肠杆菌

数量较多， 且表面覆盖了黏稠的膜状物， 提示其形成

了明显的生物被膜。 在 ５％木糖醇处理组中， 在低倍

镜下可见大肠杆菌数量有轻微减少， 高倍镜下见菌体

表面的膜状物较空白对照组稍薄， 菌体间呈现出丝状

连接的特点。 在抗菌肽处理组中， 细菌数量较空白对

照组和 ５％木糖醇处理组明显减少， 且菌体的短杆形

态基本正常， 表面没有黏稠的生物被膜覆盖， 菌体间

呈现出丝状连接的特点， 甚至可见部分被破坏的菌

体。 在 ５％木糖醇联用抗菌肽处理组中， 细菌数量较

空白对照组和 ５％木糖醇处理组明显减少， 表面没有

黏稠的生物被膜覆盖， 丝状连接较抗菌肽处理组明显

减少， 菌体变形严重， 呈现出短球状、 长杆状、 杆状

等不同形态， 且可见裂解的菌体碎片。
综上可以得出以下结论： 木糖醇和抗菌肽联用能

够减少大肠杆菌的数量并破坏生物被膜的形成， 其中

抗菌肽能够更有效地抑制大肠杆菌的数量， 并且能够

破坏菌体表面的生物被膜。 同时， 联用处理还可能导

致大肠杆菌菌体的形态变化和菌体碎片的产生。

图 ６　 大肠杆菌生物被膜扫描电镜观察

３　 讨论

大肠杆菌广泛存在于奶牛的体表和环境中， 是引

起奶牛乳房炎的主要环境性致病菌。 在早先的研究

中， Ｙｕ 等［１３］收集了我国 ４ 个地区的 ７５０ 份来自乳房

炎病例的牛源奶样， 大肠杆菌分离率为 １１􀆰 １％。 廖
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智慧等［１４］报道， 衡水地区乳源大肠杆菌的分离率为

３３􀆰 ３％， 而本研究发现杭州地区的乳源大肠杆菌分离

率高达 ４９％， 高于之前的报道。 此外， 我们还发现

大肠杆菌在杭州地区的奶牛群体中的流行率为

３２􀆰 ２％， 高于陕西省西安、 杨凌、 宝鸡和咸阳地区的

流行率 （１５􀆰 ８％） ［１５］， 但低于河北规模化奶牛场的流

行率 （６４􀆰 ２８％） ［１６］。 李芬等［１７］ 从患乳房炎的牛奶样

中分 离 的 ３５ 株 大 肠 杆 菌 发 现， ＢＢＦ 阳 性 率 为

５４􀆰 ２９％， 本试验测得临床分离的大肠杆菌中有

５８􀆰 ２％为 ＢＢＦ 阳性菌株， 与该报道结果接近。 此次

研究对大肠杆菌的流行情况以及 ＢＢＦ 形成能力进行

了更深入地了解。
近年来， 细菌性奶牛乳房炎治疗越来越困难， 细

菌耐药性的产生是主要原因之一， 而 ＢＢＦ 形成又为

细菌的生存提供了一层保障， 为疾病的治疗增加了难

度。 抗菌肽是宿主先天性免疫防御系统产生的一类抵

抗外界病原体感染的小分子多肽类生物活性物质， 具

有一定的抗菌作用以及抗生物被膜作用［１８－２０］。 天然

抗菌肽通常是由 １２ ～ ６０ 个氨基酸组成的小分子阳离

子多肽［２１］， Ｆｕｅｎｔｅ －Ｎúñｅｚ 等［１１］ 发现一系列具有抗

ＢＢＦ 活 性 的 抗 菌 肽， 一 级 结 构 中 均 有 序 列

（ＦＲＩＲＶＲＶ）， 以此为基础合成了仅由 ９ 个氨基酸组

成的抗菌肽 １０３７ （ＫＲＦＲＩＲＶＲＶ）， 在保持其抗 ＢＢＦ
活性的情况下， 尽量减少了肽的大小， 研究显示， 抗

菌肽 １０３７ 能显著减少革兰阴性 （铜绿假单胞菌、 洋

葱伯克霍尔德菌） 和革兰阳性 （李斯特菌） 细菌

ＢＢＦ 形成。 本研究表明， 抗菌肽 １０３７ 能明显减少大

肠杆菌 ＢＢＦ 形成， 体现出的抗 ＢＢＦ 作用与以上结果

相一致， 抗菌肽 １０３７ 与其他具有抗菌特性的药物联

用有一定的开发前景。
此外， 本研究发现 ５％木糖醇联用抗菌肽 １０３７ 在

降低大肠杆菌对抗菌肽 １０３７ 耐药性方面具有协同作

用。 与单独使用抗菌肽 １０３７ 相比， 联用后的抗菌效

果明显增强， 菌体的丝状连接更少， 菌体严重变形甚

至破裂， 呈现出短球状、 长杆状、 杆状等不同形态。
虞惠贞［９］研究发现， ５％木糖醇联用环丙沙星和恩诺

沙星后， 同样可以显著降低抗菌药物 ＭＢＩＣ 以及

ＭＢＥＣ。 有研究指出， 木糖醇可以扩散到 ＢＢＦ 内部，
积累形成一种有毒的非代谢糖醇磷酸， 从而抑制细菌

生长或者 ＢＢＦ 中应激蛋白的产生， 表现出明显的抗

ＢＢＦ 活性［２２－２４］。 由于抗菌肽作用方式与常规抗生素

不同， 其靶向细菌膜， 产生膜不稳定或形成穿膜孔，
最终导致细胞破裂［２５］。 因此， 在联用抗生素时， 抗

菌肽 １０３７ 有可能促进抗生素进入细菌细胞， 增强其

杀菌效果。 如宁亚维等［２６］研究发现， 抗菌肽 ｂｒｅｖｉｌａｔ⁃
ｅｒｉｎ 与柠檬酸可通过破环细胞膜的完整性与降解菌体

ＤＮＡ 以发挥协同抑制大肠杆菌的作用。
总之， 本研究发现大肠杆菌在杭州地区奶牛乳房

炎病例中分离率和 ＢＢＦ 阳性率较高， 抗菌肽 １０３７ 能

够明显减少大肠杆菌对生物被膜的形成， 而 ５％木糖

醇能够协同增强抗菌肽 １０３７ 对细菌的杀菌作用并破

坏已形成的生物被膜。 联用抗菌肽和木糖醇或其他抗

生素， 有望用于临床上大肠杆菌引起的奶牛乳房炎治

疗及生物被膜的清除。 此外， 抗菌肽 １０３７ 是否通过

破坏细菌细胞膜为木糖醇进入细菌创造了条件， 值得

进一步深入研究。
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