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摘要： 旨在探讨苦参碱对肉鸡大肠杆菌攻毒条件下的预防保护作用。 试验选用 １００ 只 １ 日龄健康的白羽 ＡＡ 肉鸡， 随机分为空白对照组 （ＣＯＮ）、
大肠杆菌攻毒组 （ＥＣＯ）、 恩诺沙星组 （ＥＮＲ）、 １０ ｍｇ ／ ｋｇ 苦参碱组 （ＭＴ－Ｌ） 和 ２０ ｍｇ ／ ｋｇ 苦参碱组 （ＭＴ－Ｈ）。 ６ 日龄时苦参碱各剂量组及恩诺

沙星组分别灌胃对应药物， 空白对照组和大肠杆菌攻毒组灌胃等体积生理盐水； １０ 日龄时各组肉鸡分别腹腔注射 １ ｍＬ ２􀆰 ０×１０８ ＣＦＵ ／ ｍＬ 大肠杆菌

Ｏ７８， 空白对照组注射等体积生理盐水。 攻毒后观察 ７２ ｈ 内的临床症状及存活率并处死所有肉鸡， 采集组织样品， 记录体重和各器官重， ＨＥ 染

色检测组织病理变化； 通过细菌分离培养以及 １６Ｓ ｒＲＮＡ 鉴别细菌； 采集血液进行血液生化分析； ＥＬＩＳＡ 检测血清中肿瘤坏死因子－α （ＴＮＦ－α）、
白细胞介素－１β （ＩＬ－１β）、 白细胞介素 （ＩＬ－６） 及 ＮＯ 含量。 结果： 与 ＥＣＯ 组相比， 苦参碱预处理显著降低了攻毒肉鸡的死亡率， 缓解了大肠

杆菌造成的体重下降 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 攻毒后脏器中分离出大量典型的大肠杆菌， 肉鸡肝肾功能受损严重， 脏器指数升高。 此外， 与 ＥＣＯ 组相比， 苦

参碱预处理缓解了脏器损伤， 显著降低了脏器指数 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 苦参碱预处理显著降低感染肉鸡血清中炎症因子 ＴＮＦ－α、 ＩＬ－１β、 ＩＬ－６、 ＮＯ 含

量 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结果： 苦参碱预处理可缓解大肠杆菌感染肉鸡导致的体重下降、 脏器损伤， 有效抑制炎性因子的产生， 调节血液生化指标， 对鸡

大肠杆菌病具有明显的临床预防效果， 在防治鸡大肠杆菌病具有良好的应用价值。
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　 　 随着畜牧行业不断快速地发展， 鸡养殖逐步朝向

规模化和集约化的角度转变， 但同时集约化养殖模式

加速了各种禽类传染病的发病率与传播风险， 也严重

阻碍了我国禽业养殖水平的健康发展［１］。 在诸多引

起禽类高发病率和死亡率的传染性疾病中， 鸡大肠杆

菌病是一种临床上常见的传染性疾病［２］。 鸡大肠杆

菌病是由禽致病性大肠杆菌 （ａｖｉａｎ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ Ｅｓｃｈｅ⁃
ｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ， ＡＰＥＣ） 引起的局部或全身性感染疾病，
发病时往往伴随腹泻、 呕吐、 呼吸困难等症状， 严重

时剖解可见心包炎、 肠道出血及肝周炎等病理变化，
影响鸡群的正常发育甚至导致家禽死亡［３－４］。 近年来

发病率逐年增高， 制约了家禽养殖业的健康快速发

展， 造成严重的经济损失［５］。
目前防治鸡大肠杆菌病的主要手段是免疫接种和

抗生素治疗， 但大肠杆菌的血清型多， 菌株间交叉保

护力低［６］； 另外抗生素作为禽大肠杆菌病的主要防

治药物， 其过度使用致使大肠杆菌的耐药性越来越严

重， 而药物残留直接影响动物产品安全及出口贸

易［７－８］。 因此， 亟待开发绿色、 安全且有效的药物以

防治禽大肠杆菌病的感染。 中草药基于其来源广、 不

易产生耐药性的独特优势， 在畜禽传染病防治中发挥

了积极的作用［９］。 苦参是我国的传统中药， 为豆科

植物苦参的干燥根， 其味苦、 性寒， 具有清热燥湿、
利尿等功效［１０］。 苦参碱是从苦参中提取出的主要生

物碱类化合物， 具有抗菌、 抗肿瘤、 抗炎以及抗氧化

等广泛的生物学功能［１１］。 因此， 本试验通过建立白

羽 ＡＡ 肉鸡大肠杆菌攻毒模型来研究苦参碱对大肠杆

菌病的预防及调节作用， 为苦参碱在肉鸡上的生产实

践应用提供思路和理论基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 主要试剂

苦参碱 （９８％， Ｍ８１３５２４） 购自上海麦克林生化

科技有限公司； 伊红美蓝琼脂平板、 麦康凯琼脂培养

基、 营养肉汤培养基购自北京奥博星生物技术有限公

司； ２×ＰＣＲ ＭＩＸ、 ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ 购自南京诺唯

赞生物科技股份有限公司； ＴＡＥ 缓冲液购自生工生

物工程 （上海） 股份有限公司； 细菌基因组提取试

剂盒购自天根生化科技 （北京） 有限公司； 鸡肿瘤

坏死因子－α （ＴＮＦ－α）、 白细胞介素 １β （ ＩＬ－１β）、
白细胞介素 ６ （ＩＬ－６） ＥＬＩＳＡ 试剂盒购自杭州联科生

物技术有限公司； 一氧化氮 （ＮＯ） 试剂盒购自碧云

天生物科技有限公司， 其余试剂均为分析纯。
１􀆰 ２　 试验菌株及动物

禽大肠杆菌临床分离株 （Ｏ７８）， 由扬州大学中

兽医研究室李金贵教授课题组馈赠。 １ 日龄白羽 ＡＡ
肉鸡购自南京特给力养殖场， 饲养至 ６ 日龄进行试

验。 所有动物相关试验均严格按照实验动物福利伦理

的要求及南京农业大学 ＩＡＣＵＣ 实验动物护理和使用

指南进行。
１􀆰 ３　 攻毒菌制备

将冻存的菌种从－８０ ℃取出， 在无菌条件下， 使

用无菌接种环从冻存管中刮取适量冻存菌， 接种至

３ ｍＬ ＬＢ 肉汤中， ３７ ℃， １８０ ｒ ／ ｍｉｎ 过夜培养。 第 ２
天接种于麦康凯培养基上， 置于 ３７ ℃恒温培养箱中

培养 １２～１６ ｈ， 重复 １ 次。 根据平板计数法将菌液稀

释不同浓度梯度后， 涂布于营养琼脂平板， 倒转后置

３７ ℃恒温培养箱培养 １８ ｈ 后计数， 选取合适菌落数

的平皿作为菌落总数测定的标准， 每个浓度重复 ３
次。 随后取菌液在 ＬＢ 肉汤培养基中扩大培养， ３７ ℃
震荡培养 １０ ｈ， 调整菌液浓度为 ２×１０８ ＣＦＵ ／ ｍＬ。
１􀆰 ４　 动物分组与试验设计

白羽 ＡＡ 肉鸡饲养至 ６ 日龄后， 随机分为 ５ 组，
每组 ２０ 只， 分别为空白对照组 （ＣＯＮ）、 大肠杆菌

攻毒组 （ ＥＣＯ）、 １０ ｍｇ ／ ｋｇ 恩诺沙星组 （ ＥＮＲ）、
１０ ｍｇ ／ ｋｇ 苦参碱组 （ＭＴ－Ｌ） 和 ２０ ｍｇ ／ ｋｇ 苦参碱组

（ＭＴ－Ｈ）。 ６ 日龄时苦参碱各剂量组及恩诺沙星组分

别灌胃对应药物， 连续 ５ ｄ， 空白对照组和大肠杆菌

攻毒组分别灌胃生理盐水； １０ 日龄时灌药结束后各

组肉鸡分别腹腔注射 １ ｍＬ 浓度为 ２􀆰 ０×１０８ ＣＦＵ ／ ｍＬ
大肠杆菌 Ｏ７８， 空白对照组注射等体积生理盐水。 攻

毒后观察 ７２ ｈ 内的临床症状及存活率， 心脏采血，
离心分离血清 ４ ℃保存备用， 并处死所有试验肉鸡。
采集心脏、 脾脏、 肝脏及法氏囊， 记录体重和各器官

重， 取一部分组织 ４％多聚甲醛固定。 试验期内肉仔

鸡自由采食、 饮水， 二层笼养方式饲养肉仔鸡， 按照

中国肉鸡饲养标准配制玉米－豆粕型日粮。
１􀆰 ５　 临床表现及存活率

６ 日龄起每天记录肉鸡体重变化， 实时观察并记
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录攻毒后肉鸡食欲、 粪便、 被毛及精神状态等情况，
同时记录雏鸡死亡情况， 根据数据进行统计分析。
１􀆰 ６　 细菌鉴别

采取肝脏、 心脏， 通过细菌分离培养鉴别细菌。
用细菌基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒提取分离纯化培养的

细菌基因组 ＤＮＡ 作为模板， 用 １６Ｓ ｒＲＮＡ 通用引物

（２７Ｆ： ５′ －ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＡＴＧＧＣＴＣＡＧ－ ３′， １４９２Ｒ：
５′－ＴＡＣＧＧＣＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ－３′） 进行 ＰＣＲ 扩

增， 扩增片段大小约为 １ ５００ ｂｐ， 引物由生工生物工

程 （上海） 股份有限公司合成。 ＰＣＲ 反应采用

２５􀆰 ０ μＬ 扩增体系： ２× Ｔａｑ ＰＣＲ Ｍａｒｋｅｒ Ｍｉｘ １２􀆰 ５ μＬ，
上游引物 １􀆰 ０ μＬ， 下游引物 １􀆰 ０ μＬ， ＤＮＡ 模板

２􀆰 ５ μＬ， 超纯水 ８ μＬ。 ＰＣＲ 反应条件： ９４ ℃预变性

５ ｍｉｎ； ９４ ℃ 变性 ５５ ｓ， ５４ ℃ 退火 ５５ ｓ， ７２ ℃ 延伸

１ ｍｉｎ， 共 ３５ 个循环； ７２ ℃ 终延伸 １０ ｍｉｎ， ４ ℃ 保

存。 ＰＣＲ 扩增结束后， 取 ５ μＬ ＰＣＲ 产物进行 １％琼

脂糖凝胶电泳检测。 将 ＰＣＲ 电泳产物进行胶回收纯

化， 送生工生物工程 （上海） 股份有限公司进行基

因测序， 测序结果在 ＮＣＢＩ 数据库进行比对。
采用玻板凝集试验对分离的大肠杆菌菌株进行血

清型检测。 培养细菌至对数期， ５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

５ ｍｉｎ 去除培养基， 用生理盐水重悬细菌， 调整菌液

浓度在 １×１０９ ＣＦＵ ／ ｍＬ。 取大肠杆菌单因子 Ｏ７８ 诊断

血清 （购自中国药品生物制品检定所） 置于干净载

玻片上， 再取大肠杆菌悬液与血清混匀， 观察载玻片

上液体是否发生反应。 若出现明显凝集则为 “阳性

反应”， 反之则为 “阴性反应”。
１􀆰 ７　 脏器指数测定

分离心脏、 肝脏、 脾脏、 法氏囊， 称量并计算脏

器指数。
脏器指数＝脏器重量 ／总体重×１００％。

１􀆰 ８　 脏器病理组织学

将固定的心脏、 肝脏、 脾脏、 法氏囊在乙醇和二

甲苯溶液中脱水， 石蜡包埋切片， ＨＥ 染色处理切

片， 在显微镜下观察并拍照。
１􀆰 ９　 血液生化指标检测

采用全自动血液生化分析仪检测血清中碱性磷酸

酶 （ ＡＬＰ ）、 谷 草 转 氨 酶 （ ＡＳＴ ）、 谷 丙 转 氨 酶

（ＡＬＴ）、 白蛋白 （ ＡＬＢ）、 总蛋白 （ ＴＰ ）、 尿素氮

（ＢＵＮ） 活性。
１􀆰 １０　 血清细胞因子的检测

根据 ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明书， 测定血清中 ＩＬ－６、
ＴＮＦ－α、 ＩＬ－１β、 ＮＯ 的浓度。
１􀆰 １１　 数据统计与分析

试验数据采用 ＳＰＳＳ １８􀆰 ０ 进行独立样本 ｔ 检验、
单因素方差分析和 Ｄｕｎｃａｎ􀆳ｓ 多级差检验比较差异性。
用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９􀆰 ０ 软件作图。 结果均以 “平均

数±标准差” 表示。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 苦参碱对大肠杆菌攻毒肉鸡临床症状的影响

攻毒组肉鸡的生存曲线见图 １Ａ。 大肠杆菌攻毒

后， 肉鸡出现精神沉郁、 羽毛粗乱、 闭眼扎堆、 呼吸

困难及下痢等临床症状， 各组鸡均出现死亡。 在 ７２ ｈ
内 ＥＣＯ 组肉鸡的存活率为 ３５％， 而 ＭＴ－Ｈ 组存活率

升高至 ７５％， ＭＴ－Ｌ 组存活率达 ５０％， ＥＮＲ 组存活

率也升高至 ７０％。 如图 １Ｂ 所示， 与 ＣＯＮ 相比， 攻毒

后 ＥＣＯ 组肉鸡出现体重下降趋势， 体重降低了

１１􀆰 ３％； 与 ＥＣＯ 组相比， ＥＮＲ 组显著缓解了体重下

降 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 但总体体重仍下降 ３％， 而高、 低苦

参碱预处理组鸡体重与攻毒组具有显著性差异 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）， 体重都呈持续上升趋势。

∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０１。 下同。

图 １　 各组鸡的存活率及体重变化
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２􀆰 ２　 细菌培养鉴定

从攻毒肉鸡心脏、 肝脏分离培养细菌， 划线接种

于麦康凯及伊红美蓝琼脂平板上。 菌株在麦康凯培养

基上形成菌落边缘整体、 扁平且表面光滑的粉红色菌

落 （图 ２Ａ）； 在伊红美蓝琼脂平板上形成圆形隆起、
湿润光滑、 紫黑色带金属光泽的菌落 （图 ２Ｂ）。 镜检

可见菌体呈红色、 两端钝圆、 短杆状， 单个、 成对或

成丛排列， 无芽胞 （图 ２Ｃ）。 如图 ３ 所示， １６Ｓ

ｒＲＮＡ 基因 ＰＣＲ 扩增结果得到大小约为 １ ５００ ｂｐ 的特

异性片段。 将 ＰＣＲ 扩增片段胶回收后， 进行测序，
测序结果在 ＮＣＢＩ 上进行比对， 结果显示， 菌株的

１６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列与大肠杆菌的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列

同源性大于 ９９􀆰 ６％。 血清学鉴定结果显示分离大肠

杆菌血清型与接种大肠杆菌一致， 说明大肠杆菌攻毒

试验成功。

Ａ． 分离菌在麦康凯培养基形态； Ｂ． 分离菌在伊红美蓝培养基形态； Ｃ． 分离菌镜检结果 （１００×）。

图 ２　 分离菌的鉴定

Ｍ． ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １、 ２． １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因。

图 ３　 分离菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因的 ＰＣＲ 扩增

２􀆰 ３　 苦参碱对大肠杆菌攻毒肉鸡肝脏的影响

如图 ４ 所示， ＥＣＯ 组肉鸡肝脏充血肿大， 表面

附着一层黄白色的纤维素性渗出物， 易剥离， 严重的

会与胸壁、 心脏发生粘连。 ＭＴ－Ｌ、 ＭＴ－Ｈ 组剖检可

见典型病变减轻， 心包膜粘连减少。

２􀆰 ４　 苦参碱对大肠杆菌攻毒肉鸡脏器指数的影响

如图 ５ 所示， 与 ＣＯＮ 组相比， ＥＣＯ 组肉鸡心脏、
肝脏及脾脏指数都极显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 与 ＥＣＯ
组相比， ＭＴ－Ｈ、 ＭＴ－Ｌ 组及 ＥＮＲ 组肉鸡的心脏和肝

脏指数极显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； ＭＴ－Ｈ 组及 ＥＮＲ 组

肉鸡的脾脏指数极显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＭＴ－Ｌ 组脾

脏指数显著性降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 各组法氏囊指数无显

著性差异 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。
２􀆰 ５　 苦参碱对大肠杆菌攻毒肉鸡脏器病理学的影响

各组鸡的脏器组织病理学切片如图 ６ 所示。 通过

对心脏、 肝脏、 脾脏及法氏囊的病理组织学观察发

现， 与 ＣＯＮ 相比， ＥＣＯ 组肉鸡心脏组织肌纤维排列

紊乱、 间隙变宽； 肝组织小叶结构破坏， 出现炎性浸

润； 脾脏组织间隙增大， 脾小体结构消失； 法氏囊皱

襞较小， 黏膜下层出现水肿。 与 ＥＣＯ 组相比， ＥＮＲ
组及 ＭＴ－Ｌ、 ＭＴ－Ｈ 组预处理能减少脏器的炎性反应

和组织病变， 维持主要免疫器官形态结构完整， 抑制

大肠杆菌攻毒导致的免疫器官损伤。

Ａ． ＣＯＮ 组； Ｂ． ＥＣＯ 组； Ｃ． ＥＮＲ 组； Ｄ． ＭＴ－Ｌ 组； Ｅ． ＭＴ－Ｈ 组。

图 ４　 各组鸡的肝脏剖检变化
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∗∗∗表示 Ｐ＜０􀆰 ００１。 下同。

图 ５　 各组鸡的脏器指数变化

红色箭头分别表示心脏组织肌纤维排列紊乱、 肝脏组织炎性浸润、 脾小体结构消失、 法氏囊黏膜下层水肿。 标尺＝ ２００ μｍ。

图 ６　 各组鸡脏器组织病理学切片 （ＨＥ 染色）
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２􀆰 ６　 苦参碱对大肠杆菌攻毒肉鸡血液生化指标的影响

如图 ７ 所示， 与 ＣＯＮ 组相比， ＥＣＯ 组 ＡＬＰ、
ＡＳＴ 及 ＡＬＴ 均显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＡＬＢ 极显著下

降 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 与 ＥＣＯ 组相比， ＭＴ － Ｈ 组 ＡＬＰ、

ＡＳＴ、 ＡＬＴ 显著降低 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， ＡＬＢ 显著升高

（Ｐ＜０􀆰 ０５）； ＥＮＲ 组 ＡＬＰ、 ＡＬＴ 与 ＥＣＯ 组比显著降低

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 各组 ＢＵＮ 和 ＴＰ 无显著性差异 （Ｐ ＞
０􀆰 ０５）。

图 ７　 各组鸡的血液生化指标变化

２􀆰 ７　 苦参碱对大肠杆菌攻毒肉鸡血清炎性因子的影响

　 　 如图 ８ 所示， 与 ＣＯＮ 组相比， ＥＣＯ 组肉鸡血清

中 ＩＬ－６、 ＴＮＦ－α、 ＩＬ－１β 及 ＮＯ 的含量均极显著升高

（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 与 ＥＣＯ 组相比， ＭＴ－Ｈ 组及 ＥＮＲ 组肉

鸡血清中 ＩＬ－６、 ＴＮＦ－α、 ＩＬ－１β 及 ＮＯ 的含量极显著

降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与 ＥＣＯ 组相比， ＭＴ－Ｌ 组肉鸡血清

中 ＩＬ－６ 及 ＮＯ 的含量显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。

３　 讨论

ＡＰＥＣ 导致鸡大肠杆菌病的高发病率和死亡率，
并给家禽业造成严重的经济损失［１２］。 疫苗接种和抗

生素治疗目前用于控制 ＡＰＥＣ 感染， 然而， 疫苗的有

限作用和抗生素耐药菌株的出现使得开发新的治疗方

法成为必要。 中药具有多种有效活性物质， 除了能抑

制病原微生物的生长繁殖， 还可以提高机体免疫

力［１３］。 近年来中药低残留、 不易产生耐药性的特点，
使中药再次受到人们的欢迎［１４］。 本研究通过探讨攻

毒肉鸡感染存活率、 体重变化、 脏器指标、 血液生化

指标及血清炎性因子等指标变化， 发现苦参碱预处理

可以显著缓解 ＡＰＥＣ 造成的体重下降、 脏器损伤及全

身性炎症， 对鸡大肠杆菌病有明显的预防作用。
本试验中， 在 ＡＰＥＣ 感染后， 攻毒组肉鸡体重下

降， 病死率大于 ５０％， 内脏出现病变， 主要表现为

肝周炎， 并从肝脏、 心脏中分离出典型的致病菌。 感

染 ＡＰＥＣ 时， 会损伤机体的主要功能与免疫系统， 致

使动物生长性能下降［１５］。 本试验中， ＥＮＲ 组的肉鸡

食欲有所改善， 存活率升高， 体重下降有所改善；
ＭＴ－Ｈ 组的肉鸡食欲良好， 存活率升高至 ７５％， 明显

缓解了大肠杆菌造成的体重下降。 另外脏器切片及血

液生化指标结果都表明了攻毒肉鸡的脏器受到严重损

害， ＭＴ－Ｈ、 ＭＴ－Ｌ 及 ＥＮＲ 组减轻了感染大肠杆菌引

起的心、 肝等器官组织病变， 改善脏器指标的变化，
表明苦参碱及抗生素组可以抑制 ＡＰＥＣ 病产生的恶性

影响， 发挥其对鸡大肠杆菌病的预防作用， 且 ＭＴ－Ｈ
组疗效优于 ＥＮＲ 组。

当大肠杆菌进入宿主的组织后， 刺激机体产生急

性炎症反应， 导致感染和组织损伤。 此时， 机体产生

的急性期蛋白、 细胞因子等含量增加， 这些都是疾病

早期的非特异性的指标［１６］。 在本试验中， 我们观察

到攻毒组肉鸡血清促炎细胞因子如 ＴＮＦ－α、 ＩＬ－１β、
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ＩＬ－ ６ 和 ＮＯ 的含量显著性增加， ＭＴ－Ｈ、 ＭＴ－Ｌ 及

ＥＮＲ 组显著降低了血清中这些炎症因子的含量， 表

明苦参碱及恩诺沙星可以通过抑制炎症发生与发展，
减轻大肠杆菌对机体造成的损害。

图 ８　 各组鸡血清炎性因子变化

　 　 综上所述， 与 ＥＣＯ 组比较， ＭＴ－Ｈ、 ＭＴ－Ｌ 组可

显著或极显著改善攻毒肉鸡的存活率、 体重下降及脏

器损伤， 并显著或极显著降低了血清中炎症因子的含

量， 且 ＭＴ－Ｈ 组效果优于 ＥＮＲ 组。 本试验证明了苦

参碱对预防鸡大肠杆菌病具有良好的疗效， 可能是通

过抑制机体炎症反应和脏器损伤来发挥作用的。 因

此， 苦参碱具有作为预防鸡大肠杆菌病药物的发展潜

力， 为临床上防治鸡大肠杆菌病研究提供了试验基础

和理论依据。
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