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摘要： 为了研究贵州毕节某奶牛场荷斯坦奶牛发生腹泻的原因， 从该奶牛场采集 ５０ 份新鲜粪便样本， 通过平板划线法对大肠杆菌进行分离纯化

和 ＰＣＲ 鉴定， 采用 Ｋ－Ｂ 纸片法进行药物敏感试验， 并对多种耐药基因进行 ＰＣＲ 检测。 针对多重耐药菌， 选取虎耳草和杜鹃花 ２ 种中草药进行体

外抑菌效果研究。 结果显示： 从腹泻奶牛粪便中分离出 ３１ 株细菌， 其菌落形态和生化特性与大肠杆菌相符； １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因测序比对发现该牛场

分离的菌株与 ＮＣＢＩ 数据库中大肠杆菌参考菌株的同源性达到 ９９􀆰 ６５％～９９􀆰 ８６％， 确定该奶牛场的腹泻病原为大肠杆菌； 药敏试验发现该牛场来源

的大肠杆菌对多种抗生素 （强力霉素、 红霉素、 青霉素 Ｇ 和四环素） 耐药， 而对磺胺异恶唑、 头孢曲松、 环丙沙星、 庆大霉素、 多黏菌素 Ｂ、 磷

霉素等 １０ 种抗生素敏感； ＰＣＲ 扩增相关耐药基因发现， 导致该牛场腹泻的大肠杆菌携带 ２ 种 β－内酰胺类 （ ｂｌａＣＴＸ－Ｍ、 ｂｌａＴＥＭ ）， ４ 种四环素类

（ＴｅｔＤ、 ＴｅｔＢ、 ＴｅｔＫ、 ＴｅｔＤ、 ＴｅｔＡ）， ２ 种氨基糖苷类 （ａｎｔ （３″） －Ｉａ、 ｒｍｔＢ） 和 ３ 种喹诺酮类 （ ｑｎｒＳ、 ｑｅｐＡ、 ｏｑｘＡ） 耐药基因。 体外抑菌研究发

现， 杜鹃花 （３􀆰 １２５ ｍｇ ／ ｍＬ） 的水提物有显著的抑菌效果。 试验结果可为该奶牛场防治大肠杆菌性腹泻提供用药指导， 同时为开发替抗中草药产

品提供了依据。
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　 　 机会性致病菌大肠杆菌 （Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ） 是畜

牧生产上一种十分重要的人畜共患病原微生物， 可通

过自然界中的土壤和水体等多种媒介进行传播， 对人

类食品安全和公共卫生产生较大威胁［１］。 目前抗生

素和抗菌药物被广泛用于治疗大肠杆菌感染， 以降低

畜禽的发病率和死亡率， 但抗菌药物的大量使用产生

诸多危害， 一方面可通过动物的粪便和尿液进入土壤

和水环境， 影响微生态平衡， 产生耐药微生物， 通过

食物链引发公共卫生问题［２－３］； 另一方面， 可导致大

肠杆菌耐药性问题加剧， 交叉耐药和多重耐药也愈发

严重， 临床治疗难度加大， 给养殖场造成了重大的经

济损失［４］。 因此， 通过病原菌的分离鉴定和耐药性

研究， 掌握牛场的主要致病菌及其耐性情况， 可以指

导临床科学， 准确地用药， 对于奶牛腹泻病的预防和

控制有着极其重要的临床意义［５］。 随着耐药性问题

的日益严峻， 开发新的抗菌药物和产品已迫在眉睫。
中药在防治人和家畜疾病中发挥着重要作用， 其安

全、 耐药性低， 已成为替抗产品研究的热点［６］。
本研究通过对贵州毕节某奶牛场腹泻奶牛的新鲜

粪便进行病原菌分离纯化、 生化鉴定、 序列比对确定

病原种类， 并进行致奶牛腹泻病原菌对常见抗生素敏

感性的测定和相关耐药基因的 ＰＣＲ 扩增分析， 旨在

为畜牧养殖中大肠杆菌性腹泻病的防控及耐药菌的研

究奠定基础和提供参考。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 样品采集

５０ 份腹泻奶牛粪便采自贵州省某荷斯坦奶牛场，
用无菌棉签拨开粪便， 再用新的无菌棉签从粪便内部

采集少许， 收集于 ５０ ｍＬ 无菌离心管中， 迅速置于液

氮中运回实验室。
１􀆰 ２　 试验试剂

大肠杆菌分离鉴定培养基， 包括麦康凯、 ＬＢ
（肉汤 ／琼脂） 和伊红美蓝培养基购自青岛海博生物

技术有限公司； 细菌微量生化鉴定管和药敏纸片购于

杭州滨和微生物试剂有限公司； 革兰染色试剂盒和细

菌基因组提取试剂盒购自北京索莱宝生物科技有限公

司； 试验所用扩增引物均由生工生物 （上海） 股份

有限公司合成。 虎耳草和杜鹃花购自同仁堂。
１􀆰 ３　 细菌的分离与鉴定

称取约 １ ｇ 粪便样品于 １０ ｍＬ 无菌离心管中， 再

加入约 ５ 倍体积的 ＬＢ 肉汤， 充分振荡混匀， ３７ ℃摇

床振荡培养 ２ ｈ。 接种环蘸取微量菌液， 在 ＬＢ 固体

培养基上划线， 置于 ３７ ℃温箱中培养 １８ ～ ２０ ｈ。 挑

取优势菌落采用三区划线法依次接种于麦康凯和伊红

美蓝培养基上， 培养 １８～２０ ｈ， 连续传代纯化， 挑取

菌体典型的单菌落进行革兰染色和显微镜检查细菌

形态。
１􀆰 ４　 生化鉴定

将纯化培养的菌落接种于大肠杆菌微量生化反应

管中， ３７ ℃培养 １８～２４ ｈ， 观察并记录结果。
１􀆰 ５　 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列测定

挑取纯化的典型单菌落在 ＬＢ 肉汤中摇菌过夜，
取 ２ ｍＬ 过夜培养的菌液在 ４ ℃、 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 的条

件下， 离心 ５ ｍｉｎ， 然后弃掉上清液以获得沉淀的菌

体， 通过 ＤＮＡ （细菌） 提取试剂盒提取菌体 ＤＮＡ，
作为 ＰＣＲ 反应的模板底物。 扩增引物为 １６Ｓ ｒＤＮＡ 通

用引 物 （ ２７Ｆ ／ １４９２Ｒ， Ｆ： ５′ － ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧ⁃
ＧＣＴＣＡＧ － ３′， Ｒ： ５′ － ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ －
３′）， 目的基因片段长度为 １ ４６５ ｂｐ。 ２５ μＬ 的 ＰＣＲ
反应体系包括 １２􀆰 ５ μＬ 的 ２ × Ｔａｑ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ，
１ μＬ的 ＤＮＡ 模板， 上 ／下游引物 （ １０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 各

２ μＬ， ９􀆰 ５ μＬ 的 ｄｄＨ２Ｏ。 ＰＣＲ 扩增程序为： ９５ ℃预

变性 ５ ｍｉｎ； ９５ ℃变性 ２５ ｓ， ５５ ℃退火 ２０ ｓ， ７２ ℃延

伸 ３０ ｓ， ３５ 个循环； ７２ ℃再延伸 １０ ｍｉｎ。 反应结束

后吸取 １０ μＬ 的 ＰＣＲ 产物取用于 １􀆰 ５％琼脂糖凝胶电

泳分析， 阳性扩增产物送至生工生物工程 （上海）
股份有限公司南京分公司进行基因序列测序。 将菌体

的测序序列与 ＮＣＢＩ 数据库中收藏的细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ
基因序列进行 ＢＬＡＳＴ 比对分析并构建系统进化树。
本试 验 选 择 的 参 考 基 因 序 列 为： 大 肠 杆 菌

（ＫＰ７８９３３１􀆰 １、 ＫＰ７８９３３２􀆰 １、 ＯＰ３５５２８２􀆰 １、 ＯＰ３５５４５２􀆰 １、
Ｐ０５１１３７􀆰 １、 ＬＣ４２８２９４􀆰 １、 ＫＴ２６０８０１􀆰 １、 ＣＰ１０４３７１􀆰 １、
ＫＸ３４９９９７􀆰 １、 ＭＮ２０８１６３􀆰 １、 ＫＪ４７７００１􀆰 １、 ＯＬ８２３０１３􀆰 １、
ＭＫ５６１３１０􀆰 １），金黄色葡萄球菌 （Ｌ３７５９７􀆰 １） 和变异

链球菌 （ＯＱ６０８６５７􀆰 １）。
１􀆰 ６　 药敏试验

针对致奶牛腹泻的大肠杆菌， 本试验共检测了其

对 １６ 种常见抗生素的耐药情况。 判断依据为 ＣＬＳＩ 公
布的大肠杆菌对抗生素药敏纸片敏感范围的最新标

准， 根据细菌对抗生素的敏感程度， 将试验结果分为

３ 种， 即耐药 （Ｒ）、 中介 （Ｉ） 和敏感 （Ｓ）。
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１􀆰 ７　 耐药基因 ＰＣＲ 检测

参考之前报道的相关耐药基因的引物［７－１２］， 进行

腹泻奶牛源大肠杆菌的相关耐药基因 ＰＣＲ 检测。 反

应使用的 ＰＣＲ 反应体系和程序与 １􀆰 ５ 相同， 不同基

因 ＰＣＲ 反应中的退火温度和预期产品大小详见表 １。
然后通过 １􀆰 ２％琼脂糖凝胶电泳进行 ＰＣＲ 扩增产物检

测， 使用凝胶成像系统进行扩增条带分析。

表 １　 耐药基因序列

药物类别 耐药基因 引物序列 （５′→３′） 大小 ／ ｂｐ 退火温度 ／ ℃

β－内酰胺类

ｂｌａＳＨＶ
Ｆ： ＡＴＧＣＧＴＡＴＡＴＴＣＧＣＣＴＧＴＧ
Ｒ： ＣＣＴＣＡＴＴＣＡＧＴＴＣＣＧＴＴＴＣＣ

５０２ ５２

ｂｌａＣＴＸ－Ｍ
Ｆ： ＣＧＣＧＣＴＡＣＡＧＴＡＣＡＧＣＧＡＴＡ
Ｒ： ＣＣＴＴＡＧＧＴＴＧＡＧＧＣＴＧＧＧＴＧ

４３４ ５８

ｂｌａＴＥＭ
Ｆ： ＴＣＧＣＣＧＣＡＴＡＣＡＣＴＡＴＴＣＴＣＡＧＡＡＴＧＡ
Ｒ： ＡＣＧＣＴＣＡＣＣＧＧＣＴＣＣＡＧＡＴＴＴＡＴ

４４５ ６０

大环内酯类

ｅｒｍＡ
Ｆ： ＧＴＴＣＡＡＧＡＡＣＡＡＴＣＡＡＴＡＣＡＧＡＧ
Ｒ： ＧＧＡＴＣＡＧＧＡＡＡＡＧＧＡＣＡＴＴＴＴＡＣ

５１

ｅｒｍＢ
Ｆ： ＣＧＡＧＴＧＡＡＡＡＡＧＴＡＣＴＣＡＡＣＣ
Ｒ： ＧＣＣＧＴＧＴＴＴＣＡＴＴＧＣＴＴＧＡＴＧ

５５７ ６０

ｅｒｍＣ
Ｆ： ＧＣＴＡＡＴＡＴＴＧＴＴＴＡＡＡＴＣＧＴＣＡＡＴＴＣＣ
Ｒ： ＧＧＣＴＣＡＧＧＡＡＡＡＧＧＧＣＡＴＴＴＴＡＣ

５６

四环素类

ＴｅｔＡ
Ｆ： ＧＣＴＡＣＡＴＣＣＴＧＣＴＴＧＣＣＴＴＣ
Ｒ： ＣＡＴＡＧＡＴＣＧＣＣＧＴＧＡＡＧＡＧＧ

２１０ ５６

ＴｅｔＢ
Ｆ： ＴＴＧＧＴＴＡＧＧＧＧＣＡＡＧＴＴＴＴＧ
Ｒ： ＧＴＡＡＴＧＧＧＣＣＡＡＴＡＡＣＡＣＣＧ

６５９ ５３

ＴｅｔＣ
Ｆ： ＣＴＴＧＡＧＡＧＣＣＴＴＣＡＡＣＣＣＡＧ
Ｒ： ＡＴＧＧＴＣＧＴＣＡＴＣＴＡＣＣＴＧＣＣ

４１８ ５６

ＴｅｔＤ
Ｆ： ＡＡＡＣＣＡＴＴＡＣＧＧＣＡＴＴＣＴＧＣ
Ｒ： ＧＡＣＣＧＧＡＴＡＣＡＣＣＡＴＣＣＡＴＣ

７８７ ５４

ＴｅｔＭ
Ｆ： ＧＡＧＧＴＣＣＧＴＣＴＧＡＡＣＴＴＴＧＣＧ
Ｒ： ＡＧＡＡＡＧＧＡＴＴＴＧＧＣＧＧＣＡＣＴ

５９４ ５８

ＴｅｔＫ
Ｆ： ＡＴＡＡＡＴＴＧＴＴＴＣＧＧＧＴＣＧＧＴＡＡＴ
Ｒ： ＡＡＣＣＡＧＣＣＡＡＣＴＡＡＴＧＡＣＡＡＴＧＡＴ

１ １５９ ５３

氨基糖苷类

ａｎｔ （３″） －Ｉａ
Ｆ： ＡＴＣＴＧＧＣＴＡＴＣＴＴＧＣＴＧＡＣ
Ｒ： ＴＡＴＧＡＣＧＧＧＣＴＧＡＴＡＣＴＧＧ

２８４ ５３

ａａｃ （６′） －Ｉｂ
Ｆ： ＡＴＧＡＣＣＴＴＧＣＧＡＴＧＣＴＣＴＡＧＡ
Ｒ： ＣＧＡＡＴＧＣＣＴＧＧＣＧＴＧＴＴＴ

７１７ ５６

ｒｍｔＢ
Ｆ： ＡＴＧＡＡＣＡＴＣＡＡＣＧＡＴＧＣＣＣＴＣ
Ｒ： ＴＴＡＴＣＣＡＴＴＣＴＴＴＴＴＴＡＴＣＡＡＧＴＡＴＡＴ

７５６ ５３

喹诺酮类

ｑｎｒＳ
Ｆ： ＧＣＡＡＧＴＴＣＡＴＴＧＡＡＣＡＧＧＧＴ
Ｒ： ＴＣＴＡＡＡＣＣＧＴＣＧＡＧＴＴＣＧＧＣＣＧ

４２８ ５６

ｑｅｐＡ
Ｆ： ＣＴＴＧＣＡＣＴＴＡＧＴＴＡＡＧＣＧＣＣ
Ｒ： ＧＡＧＧＴＴＴＴＧＡＴＡＧＴＧＧＡＧＧＴＡＧＧ

８６６ ５４

ｏｑｘＡ
Ｆ： ＧＡＣＡＧＣＧＴＣＧＣＡＣＡＧＡＡＴＧ
Ｒ： ＧＧＡＧＡＣＧＡＧＧＴＴＧＧＴＡＴＧＧＡ

３３９ ５６
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１􀆰 ８　 大肠杆菌对小鼠的致病性研究

２４ 只 ４ 周龄 ＩＣＲ 小鼠 （购自青龙山动物繁殖中

心）， 雌雄各半， 平均体重 （１８􀆰 ０±１􀆰 ５） ｇ。 小鼠适

应 ３ ｄ 后， 随机分成 ４ 组， 即对照组， 生理盐水； 攻

毒组 Ｉ， 低剂量 （３×１０７ ＣＦＵ ／ ｍＬ）； 攻毒组Ⅱ， 中剂

量 （３× １０８ ＣＦＵ ／ ｍＬ）； 攻毒组Ⅲ， 高剂量 （３ × １０９

ＣＦＵ ／ ｍＬ）。 对照组小鼠分别进行腹腔注射 ０􀆰 ２ ｍＬ 生

理盐水， 攻毒组小鼠进行腹腔注射组 ０􀆰 ２ ｍＬ 的菌液，
观察小鼠的精神、 腹泻、 饮食和死亡情况。
１􀆰 ９　 中草药的体外抑菌研究

虎耳草和杜鹃花经过水煮、 旋蒸浓缩， 制备冻干

粉。 在 ３ ｍＬ 的 ＬＢ 液体培养基中加入不同浓度的虎

耳草 （１􀆰 ５、 ３ 和 ６ ｍｇ ／ ｍＬ） 和杜鹃花 （３􀆰 １２５、 ６􀆰 ２５
和 １２􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ） 水提物， 然后挑单菌落， 在培养基

中混匀。 设置时间梯度 （０、 ２、 ３、 ３􀆰 ５、 ４、 ４􀆰 ５、 ５、
５􀆰 ５、 ７ 和 ９ ｈ）， 每个组设置 ３ 个重复， 通过紫外分

光光度法测 ＯＤ 值。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 细菌的分离与鉴定

从 ５０ 份荷斯坦奶牛腹泻粪便中分离到 ３１ 份

（６２􀆰 ０％） 疑似大肠杆菌的菌株， 这些菌株在麦康凯

培养基上的菌落特征为表面光滑和边缘整齐的粉红色

圆形或扁平的菌落； 而在伊红美蓝培养基上的菌落特

征为金属光泽的紫黑色菌落。 在显微镜下， 致奶牛腹

泻病原菌的染色镜检结果为革兰阴性、 短杆状且两端

钝圆的散在或成对出现的细菌 （图 １）。

图 １　 革兰染色镜检结果 （１ ０００×）

２􀆰 ２　 生化鉴定

致毕节某牛场奶牛腹泻病原菌的生化试验结果详

见表 ２， 其中除蔗糖为阴性外， 其他的糖和醇类反应

均为阳性， 靛基质和 ＭＲ 试验为阳性， 枸橼酸盐利用

试验和 ＶＰ 试验为阴性。

表 ２　 大肠杆菌生化试验结果

项目 结果

甘露醇 ＋

葡萄糖 ＋

麦芽糖 ＋

乳糖 ＋

蔗糖 －

靛基质 ＋

枸橼酸盐 －

ＭＲ 试验 ＋

ＶＰ 试验 －

　 　 注： ＋表示生化反应为阳性， －表示生化反应为阴性。

２􀆰 ３　 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列测定及系统进化树分析

致奶牛腹泻病原菌的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因扩增条带均

在 １ ５００ ｂｐ 左右， 见图 ２， 条带大小符合目的条带长

度。 ＰＣＲ 测序结果呈现单一峰值， 表明测序数据结

果可靠， 分离菌株扩增序列与 ＧｅｎＢａｎｋ 中大肠杆菌

参考株基因序列的同源性达到 ９９􀆰 ６５％ ～ ９９􀆰 ８６％， 通

过与 ＮＣＢＩ 数据库中的相关参考序列比对和构建进化

树分析， 发现分离菌株与 ＫＪ４７７００􀆰 １ 和 ＭＮ５６１３１０􀆰 １
参考株被划为一支， 说明其与该 ２ 菌株的同源性较高

（图 ３）。

Ｍ． ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ２０００； １～７． 部分菌株。

图 ２　 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因的 ＰＣＲ 扩增产物电泳

２􀆰 ４　 药敏试验

致奶牛腹泻病原菌对常见抗生素的耐药性分析结

果详见表 ３， 这些分离株对四环素、 青霉素 Ｇ、 强力

霉素、 红霉素、 环丙沙星、 磺胺异恶唑和恩诺沙星呈

现严重的耐药现象， 且存在多重耐药性， 耐药率为

３８􀆰 ７１％ ～ １００％ （图 ４）， 而对其他 ９ 种抗生素相对

敏感。
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图 ３　 分离菌的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列系统发育树分析结果

表 ３　 药敏试验结果

抗生素类型 药物名称 耐药数 中介数 敏感数
抑菌圈直径 ／ ｍｍ

Ｒ Ｉ Ｓ

β－内酰胺类
青霉素 Ｇ ３１ ０ ０ ≤１４ １１～１４ ≥１５

氨苄西林 ０ ４ ２７ ≤１３ １４～１６ ≥１７

大环内酯类 红霉素 ２９ ２ ０ ≤１３ １４～２２ ≥２３

四环素类
四环素 ３１ ０ ０ ≤１９ ２０～２２ ≥２３

强力霉素 ２１ １０ ０ ≤１２ １３～１５ ≥１６

头孢类
头孢曲松 ０ ０ ３１ ≤１３ １４～２０ ≥２１

头孢唑林 ０ ０ ３１ ≤１４ １５～１７ ≥１８

多肽类 多黏菌素 Ｂ ０ ２ ２９ ≤８ ９～１１ ≥１２

多磷类 磷霉素 ０ ０ ３１ ≤１２ １３～１８ ≥１９

磺胺类 磺胺异恶唑 １７ １０ １ ≤１２ １３～１６ ≥１７

氨基糖苷类

链霉素 ０ ０ ３１ ≤１１ １２～１４ ≥１５

卡那霉素 ３ ２０ ８ ≤１３ １４～１７ ≥１８

庆大霉素 ０ １１ ２０ ≤１２ １３～１４ ≥１５

喹诺酮类

诺氟沙星 ０ ０ ３１ ≤１２ １３～１６ ≥１７

恩诺沙星 １２ １９ ０ ≤１５ １６～２０ ≥１７

环丙沙星 ２５ ６ ０ ≤１５ １６～２０ ≥２１

　 　 注： Ｓ 表示敏感， Ｉ 表示中度敏感， Ｒ 表示耐药。
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图 ４　 多重耐药性结果统计

２􀆰 ５　 耐药基因的检测

耐药基因 ＰＣＲ 扩增发现， 分离株中存在的耐药

基因有 β－内酰胺类的 ｂｌａＣＴＸ－Ｍ和 ｂｌａＴＥＭ， 四环素类耐

药基因 ＴｅｔＫ、 ＴｅｔＢ、 ＴｅｔＣ、 ＴｅｔＤ、 ＴｅｔＡ， 氨基糖苷类

耐药基因 ａｎｔ （３″） － Ｉａ、 ｒｍｔＢ， 喹诺酮类耐药基因

ｑｎｒＳ、 ｑｅｐＡ、 ｏｑｘＡ， 其余耐药基因检测结果均为阴性

（图 ５）。 主要耐药基因的携带率为 ６􀆰 ４５％ ～ １００􀆰 ００％
（图 ６）。

Ｍ． ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ２０００； １􀆰 ｂｌａＳＨＶ； ２􀆰 ｂｌａＣＴＸ－Ｍ； ３􀆰 ｂｌａＴＥＭ； ４􀆰 ＴｅｔＡ； ５􀆰 ＴｅｔＢ； ６􀆰 ＴｅｔＣ； ７􀆰 ＴｅｔＤ； ８􀆰 ＴｅｔＭ； ９􀆰 ＴｅｔＫ； １０􀆰 ｅｒｍＡ； １１􀆰 ｅｒｍＢ；
１２􀆰 ｅｒｍＣ； １３􀆰 ａｎｔ （３″） －Ｉａ； １４􀆰 ａａｃ （６′） －Ｉｂ； １５􀆰 ｒｍｔＢ； １６􀆰 ｑｎｒＳ； １７􀆰 ｑｅｐＡ； １８􀆰 ｏｑｘＡ。

图 ５　 耐药基因 ＰＣＲ 检测结果

２􀆰 ６　 大肠杆菌对小鼠的致病性

腹腔注射 ６ ｈ 后， 中剂量和高剂量攻毒的 ＩＣＲ 小

鼠陆续出现表现不同程度的精神沉郁、 昏睡、 腹泻等

临床症状。 ８ ｈ 低剂量组小鼠出现精神沉郁、 昏睡的

症状， 但 腹 泻 不 明 显， 高 剂 量 小 鼠 全 部 死 亡

（１００％）。 １２ ｈ 中剂量组小鼠死亡 ２ 只 （３３􀆰 ３３％）。

１８ ｈ 低剂量组小鼠死亡 １ 只 （１６􀆰 ６７％）， 中剂量组

小鼠全部死亡 （１００％）。 剖检发现， 腹腔注射大肠

杆菌后， 攻毒组小鼠肝脏和脾脏明显出血， 肠道形态

改变， 肠壁变薄和鼓气， 有明显的出血， 且肠道内有

大量黄色内容物。
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图 ６　 耐药基因携带率统计结果

２􀆰 ７　 中草药的抑菌效果

体外抑菌研究发现， 虎耳草水提物对腹泻奶牛源

的多重耐药大肠杆菌没有明显抑菌作用， 而不同浓度

的杜鹃花水提物均可以显著的抑制该耐药性大肠杆菌

的增殖， 特别是中、 高浓度的杜鹃花水提物作用下，
大肠杆菌基本未增殖 （图 ７）。

Ａ． 添加虎耳草水； Ｂ． 添加杜鹃花水。

图 ７　 ２ 种中药水提物对耐药大肠杆菌的抑菌结果

３　 讨论

致病性大肠杆菌是全球牛场中腹泻犊牛、 乳房炎

和子宫内膜炎患病奶牛常被检出的主要病原微生物，
该菌不仅危害动物的健康， 更给养殖业带来了十分严

重的经济损失， 是奶牛产业发展和壮大必须面临和解

决的难题［１３］。 ２０２２ 年， 贵州某奶牛场出现大量牛腹

泻病例， 通过对新鲜病料的病原菌分离鉴定发现，
６２􀆰 ０％腹泻粪便中存在病原菌， 经形态学、 生化鉴定

和 ＰＣＲ 扩增及测序比对， 确定这些病原菌为大肠杆

菌， 即腹泻病例中大肠杆菌的感染率高达 ６２􀆰 ０％。
对小鼠致病性研究发现， 中、 高剂量的大肠杆菌对小

鼠的致死性较强， 且小鼠出现了明显的腹泻症状。 对

这些病原菌的耐药性分析发现， 这些细菌对 ４ 种常见

的抗生素 （强力霉素、 青霉素 Ｇ、 四环素和红霉素）
耐药性严重， 且均为严重的多重耐药， 而对其他常见

的抗生素相对敏感。 这与从甘肃某规模化牛场腹泻犊

牛粪便［１４］和新疆疑似大肠杆菌导致死亡的牛病料［１５］

分离的大肠杆菌耐药性结果相近， 但本研究分离的菌

株多重耐药性相对较低。 为进一步研究其耐药原因，
本试验进行了致腹泻大肠杆菌分离菌株的耐药基因扩

增， 结果发现这些腹泻病原菌中存在的耐药基因有 ２
种 β－内酰胺类基因 （ｂｌａＣＴＸ－Ｍ和 ｂｌａＴＥＭ）， ５ 种四环素

类基因 （ＴｅｔＫ、 ＴｅｔＤ、 ＴｅｔＢ、 ＴｅｔＡ 和 ＴｅｔＣ）， ２ 种氨

基糖苷类耐药基因 （ ａｎｔ （３″） －Ｉａ、 ｒｍｔＢ）， ３ 种喹

诺酮类耐药基因 （ ｑｎｒＳ、 ｑｅｐＡ、 ｏｑｘＡ）， 这些耐药基

因与之前研究报道的结果相近［７，１４－１５］。 分析发现这些

致腹泻的菌株耐药表型与其对应的耐药基因型存在不

一致的现象， 推测可能存在耐药基因的变异或耐药基

因相互协同作用或与其他基因协作， 从而表现出耐药

表型。
细菌耐药性及超级细菌问题， 已受到越来越多研

究者的重视。 特别近些年来， 在生产实践中多重耐药

性大肠杆菌的报道及其相关耐药基因的揭示已普遍存

在， 研究发现这些耐药基因会在细菌间垂直传播［１６］。
大肠杆菌是食品卫生和环境污染检测的重要指示菌，
粪便中的大肠杆菌是污染的主要来源， 经粪－口传播

循环使病原菌永久存在和放大化， 给牛大肠杆菌病的

防治带来困难。 抗生素的过度滥用， 特别临床常用的

·２２１· Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　 ２０２４　 Ｖｏｌ􀆰 ５６　 Ｎｏ􀆰 ２



抗生素， 诸如喹诺酮类、 β －内酰胺类、 氯霉素类、
四环素类、 氨基糖苷类和磺胺类［１７］， 使得大肠杆菌

已经产生较严重的耐药性。 同时由于滥用抗生素迫使

菌体不断更新耐药基因， 耐药性越来越严重， 这也是

抗生素对其效果越来越差， 临床表现为治愈率低下的

重要原因［１８］。 杜鹃花不仅有行气活血、 补虚的作用，
最新的研究发现该中药还能消炎杀菌、 驱虫和止咳

等［１９］， 但关于其抗菌的研究相对较少。 刘艳霞［２０］ 发

现藏药杜鹃花对革兰阳性菌有一定的抑菌作用。 本研

究证实了杜鹃花对多重耐药性大肠杆菌有显著的抑菌

功效， 可以进一步进行替抗药物或饲料添加剂的

开发。
因此， 针对该奶牛场出现的多重耐药性大肠杆菌

导致腹泻的问题， 治疗中应选用尚未出现耐药性的抗

生素， 也可以一种或多种抗生素联合， 从而提高抗菌

效果。 优先考虑头孢曲松、 磷霉素、 卡那霉素、 庆大

霉素、 环丙沙星等抗生素， 同时确定用药的最佳剂

量， 减少耐药性的发生； 也可以考虑使用杜鹃花等具

有抑菌作用的药物作为饲料添加剂作来预防大肠杆菌

腹泻病， 或通过灌胃中药水提物进行治疗， 但需要进

一步的临床试验。 此外， 要注重环境卫生消毒工作，
加强奶牛饲养管理， 减少致病菌和病毒的滋生， 提高

奶牛抵抗力。
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