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摘要： 为调查造成阿勒泰部分地区双峰驼乳房炎的 ３ 种主要致病菌 （大肠杆菌、 金黄色葡萄球菌、 粪肠球菌） 及其毒力基因、 耐药情况， 本研

究通过临床检查及加州乳房炎检测 （ＣＭＴ） 法调查阿勒泰地区双峰驼乳房炎的流行情况， 采集 ３８８ 份乳样进行致病菌的分离鉴定， 通过 ＰＣＲ 及

药敏检测其毒力及耐药情况。 调查结果显示， 双峰驼乳房炎总感染率为 １５􀆰 ９８％， 其中散养驼临床型和隐型乳房炎平均感染率分别为 ４􀆰 ４０％、
２１􀆰 ３０％， 集约化养殖场分别为 ２０􀆰 ００％、 １７􀆰 １９％。 从 ２５ 份病乳中共分离鉴定出 １５４ 株菌， 其中粪肠球菌 ３３ 株， 占 ２１􀆰 ４３％； 大肠杆菌 １１ 株， 占

７􀆰 １４％； 金黄色葡萄球菌 ４ 株， 占 ２􀆰 ６０％。 毒力基因检测结果显示， 随机选择的 ４ 株大肠杆菌分离株中检测出 ｉｒｐ２ （７５％）、 ｆｙｕＡ （７５％） ２ 种毒力

因子； ４ 株金黄色葡萄球菌分离株中检出 ｃｌｆａ （１００％）、 ｓｅａ （７５％）、 ｆｎｂＢ （７５％）、 ｈｌａ （５０％）、 ｈｌｂ （５０％） ５ 种毒力因子； 随机选择的 １２ 株粪肠

球菌中检出 ｇｅｌＥ （８３􀆰 ３０％）、 ａｃｅ （８３􀆰 ３０％）、 ｅｆａＡ （７５％）、 ａｇｇ （５０％）、 ｅｓｐ （２５％） ５ 种毒力因子。 药敏结果显示， 大肠杆菌分离株对阿米卡

星耐药率高达 １００％， 对哌啦西啉与氨苄西林耐药率为 ７５％， 对头孢唑啉、 头孢噻吩、 头孢呋辛、 头孢哌酮、 氧氟沙星、 卡那霉素的耐药率为

５０％， 对链霉素、 妥布霉素和庆大霉素的耐药率为 ２５％。 金黄色葡萄球菌分离株对青霉素 Ｇ 耐药率 １００％， 对克林霉素耐药率为 ５０％， 对苯唑西

林、 红霉素、 万古霉素、 氯霉素、 四环素、 诺氟沙星、 环丙沙星和左氟沙星的耐药率为 ２５％， 对米诺环素和呋喃妥因全部敏感。 粪肠球菌分离株

对青霉素和呋喃妥因较为敏感， 而对万古霉素、 四环素、 诺氟沙星、 环丙沙星敏感的菌株占比均低于 ４１􀆰 ７０％， 对氯霉素与四环素的耐药菌株占

３３􀆰 ３０％， 诺氟沙星和左氟沙星的耐药菌株均占 ２５％， 耐万古霉素和环丙沙星的菌株均占 １６􀆰 ７０％。 本研究结果可为双峰驼养殖企业提供帮助， 助

力双峰驼养殖业发展。
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Ｋｅｙｗｏｒｄｓ： Ｂａｃｔｒｉａｎ ｃａｍｅｌ； ｍａｓｔｉｔｉｓ； ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ； ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ； ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ｇｅｎｅ

　 　 骆驼乳房炎 （ｃａｍｅｌ ｍａｓｔｉｔｉｓ） 是骆驼乳腺组织受

到病原微生物、 物理及化学等因素影响而引发的疾

病， 一般而言病原微生物感染是最主要的诱因［１］。
根据是否有临床症状分为临床型乳房炎与隐型乳房

炎。 该病不仅使骆驼产奶量和乳品质下降， 还会威胁

幼驼健康。 严重感染时， 可能会破坏乳腺组织， 造成

不可逆损伤， 导致停乳或丧失泌乳功能， 给驼乳产业

生产造成严重的经济损失［２］。 此外， 乳汁中的致病

菌会污染各类驼乳产品， 进而危害人类身体健康， 威

胁公共卫生安全［３］。 新疆乳用骆驼产业发展迅速，
对于促进地方经济发展发挥了重要的作用。 随着骆驼

养殖规模不断扩大， 乳房炎广泛流行， 严重制约了产

业发展， 造成了严重的经济损失。 目前双峰驼乳房炎

主要致病菌种类及其耐药情况不明， 严重制约了本病

的综合防控。 本研究通过多种试验方法分离大肠杆

菌、 金黄色葡萄球菌和粪肠球菌这 ３ 种主要致病菌并

进行生物学分析， 结果将有助于地方经济及骆驼养殖

业发展。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 乳样采集

乳样均采自阿勒泰地区 （清河县、 福海县、 吉

木乃县） 双峰驼散养户及养殖场。 采样时， 先用温

水清洗乳房及乳头， 碘液消毒 ２ 次擦拭整个乳区， 用

干净擦拭巾将乳区擦干。 双手消毒后弃去每个乳头前

３ 把奶， 用无菌采样管采集奶样 ５ ｍＬ， 注明相关信息

（按照表格编号、 时间与场次）， 放入冰浴盒中保存，
２４ ｈ 内带回实验室。
１􀆰 ２　 主要材料

２×Ｔａｑ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ、 ｄｄＨ２Ｏ 均购自生工生物

（上海） 股份有限公司； 细菌微量生化反应管、 药敏

片、 脑心浸出液肉汤培养基 （ ＢＨＩ 琼脂）、 营养肉

汤、 伊红美兰等培养基购自杭州滨和微生物试剂有限

公司； 加州乳房炎检测 （ＣＭＴ） 法试剂盒购自南京

信帆生物有限公司。

１􀆰 ３　 双峰驼乳房炎流行情况调查

通过临床观察法、 ＣＭＴ 法对阿勒泰地区 ３ 个县

散养户及规模化养殖场共计 ３８８ 峰双峰驼进行乳房炎

检测。 临床观察法： 视诊判断乳区有无明显肿大、 乳

头是否化脓出血、 乳汁中是否有血和絮状物等存在；
触诊判断乳区是否发热、 疼痛、 存在肿块。 根据临床

诊断结果综合判定为临床型乳房炎。 ＣＭＴ 法检测采

样及结果判定方法按试剂盒说明书操作， 统计数据采

用 ｔ 检验方法进行差异显著性分析。
１􀆰 ４　 主要致病菌的分离培养

１􀆰 ４􀆰 １　 大肠杆菌分离培养

将 １ ｍＬ 采集的乳样在 １０ ｍＬ ＢＨＩ 培养基中扩增

培养后， 用无菌接种环蘸取菌液， 在麦康凯固体培养

基上平板划线， ３７ ℃培养 １８ ～ ２４ ｈ［４］。 待其长出单

菌落， 无菌接种环挑取粉红色单菌落﹐划线接种至伊

红美蓝琼脂固体平板上， ３７ ℃培养 ｌ８ ～ ２４ ｈ。 最后，
挑取疑似单个菌落 （黑色带绿色金属光泽）， 接种至

ＢＨＩ 中， 并挑起疑似菌落进行革兰染色， ３７ ℃ 培养

１８ ｈ， －２０ ℃保菌备用。
１􀆰 ４􀆰 ２　 金黄色葡萄球菌分离培养

将 １ ｍＬ 采集的乳样在 １０ ｍＬ ＢＨＩ 培养基中扩增

培养后， 使用无菌接种环蘸取扩增液， 接种于 ＢＨＩ
琼脂培养基 ３７ ℃培养 １２ ｈ 后， 金黄色葡萄球菌在营

养肉汤固体培养基上有深黄色色素形成， 挑取疑似菌

落进行革兰染色， 将其接种于肉汤琼脂培养基上， 挑

单菌落单克隆培养 ４ 次， 再接种到营养肉汤液体培养

基中， 并挑起疑似菌落进行革兰染色， 放置在

３７ ℃恒温摇床中培养 ８～１２ ｈ， 保菌备用。
１􀆰 ４􀆰 ３　 粪肠球菌分离培养

吸取 ５００ μＬ 驼乳样品接种至 ５ ｍＬ ＢＨＩ 液体培养

基， １２０ ｒ ／ ｍｉｎ ３７ ℃摇床培养 １８ ｈ。 同时吸取等量样

品接种至含 ３ ｍＬ ＢＨＩ 液体培养基的试管中 （液面用

液体石蜡封闭）， 置于 ３７ ℃ ５％ ＣＯ２培养箱中增菌培

养 ２４ ｈ。 增菌培养后蘸取菌液于营养肉汤琼脂平板上

划线分离， 待长出单菌落后挑取白色、 光滑、 边缘整
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齐且湿润的单菌落单克隆培养数次， 再次接种于 ＢＨＩ
中， 并挑起疑似菌落进行革兰染色， 放置在 ３７ ℃恒

温摇床中培养 ８～１２ ｈ， 保菌备用。
其他细菌依照微生物学方法， 挑取单菌落进行

１６Ｓ ｒＲＮＡ 测序分析。
１􀆰 ５　 主要致病菌的鉴定

１􀆰 ５􀆰 １　 生化鉴定

将分离到的细菌根据镜检结果进行初步判断， 再

根据相应的细菌微量生化反应管说明书进行试验， 确

认细菌的种类［５］。
１􀆰 ５􀆰 ２　 ＰＣＲ 鉴定

在配制的液体 ＢＨＩ 中接种要检测的菌种， 在

３７ ℃摇床 １２０ ｒ ／ ｍｉｎ 培养 １２ ～１４ ｈ； 使用细菌基因组

提取试剂盒提取细菌基因组 ＤＮＡ， 按照文献报道的

细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 通用引物 （２７Ｆ： ５′－ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣ⁃
ＣＴＧＧＣＴＣＡＧ － ３′， １４９２Ｒ： ５′ － ＣＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴ⁃
ＴＡＣＧＡＣＴＴＣ－３′） 进行 ＰＣＲ 扩增［６］。 扩增体系： 上

下游引物各 １ μＬ， 菌液 ＤＮＡ ２ μＬ， ２×Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ
１２􀆰 ５ μＬ， ｄｄ Ｈ２Ｏ ８􀆰 ５ μＬ。 扩增条件： ９５ ℃ 预变性

５ ｍｉｎ； ９４ ℃ 变性 ３０ ｓ， ５４ ℃ 退火３０ ｓ， ７２ ℃ 延伸

９０ ｓ， ３０ 个循环； ７２ ℃ 延伸 １０ ｍｉｎ， 取出进行琼脂

糖凝胶电泳。
ＤＮＡ 片段的琼脂糖凝胶电泳检测： 取 ５ ～ ７ μＬ

ＰＣＲ 产物用 １􀆰 ００％琼脂糖凝胶在 １×ＴＡＥ 电泳液中电

泳 ３０ ｍｉｎ， 在紫外凝胶成像后记录结果， 随后将产物

送北京擎科生物股份有限公司测序。 测序结果在

ＮＣＢＩ 进行比对分析， 后用 ＭＥＧＡ ７􀆰 ０ 软件绘制进

化树。
１􀆰 ６　 分离菌株毒力基因检测

采用 ２５ μＬ 反应体系进行毒力基因的检测， 反应

体系： 上下游引物各 １ μＬ， ＤＮＡ 模板 １ μＬ， ２×Ｔａｑ
Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １２􀆰 ５ μＬ， ｄｄＨ２Ｏ 补足至 ２５ μＬ。 根据参考

文献中报道的引物序列， 合成大肠杆菌毒力基因

ｉｒｐ２、 ｈｌｙＡ、 ａｓｔＡ、 ｆｙｕＡ、 ＳｅｐＡ［７－１１］ 引物， 见表 １； 金

黄色葡萄球菌毒力基因 ｈｌａ、 ｈｌｂ、 ｓｅａ、 ｓｅｂ、 ｆｎｂＢ、
ｐｖｌ、 ｃｌｆａ［１２－１５］引物， 见表 ２； 粪肠球菌毒力基因 ｇｅｌＥ、
ｅｆａＡ、 ａｃｅ、 ａｇｇ、 ｅｓｐ、 ｃｙｌＡ［１６－１８］ 引物， 见表 ３， 总共

１８ 对特异性引物。
１􀆰 ７　 药敏试验

Ｋ－Ｂ 纸片法检测菌株药物敏感性［１９－２０］， 用游标

卡尺量取抑菌圈直径， 依据临床实验室标准研究所

（ＣＬＳＩ） 制定的标准进行判定。

表 １　 大肠杆菌毒力基因检测引物序列

引物

名称
　 　 引物序列 （５′→３′）

退火温

度 ／ ℃
片段长

度 ／ ｂｐ

ｉｒｐ２
Ｆ： ＡＡＧＧＡＴＴＣＧＣＴＧＴＴＡＣＣＧＧＡ
Ｒ： ＴＣＧＧＣＣＡＧＧＡＴＧＡＴＴＣＧＴＣＧ

５２ ３０１

ｈｌｙＡ
Ｆ： ＡＣＧＡＴＧＴＧＧＴＴＴＡＴＴＣＴＧＧＡ
Ｒ： ＣＴＴＣＡＣＧＴＧＡＣＣＡＴＡＣＡＴＡＴ

４６ １６５

ａｓｔＡ
Ｆ： ＣＣＡＴＣＡＡＣＡＣＡＧＴＡＴＡＴＣＣＧＡ
Ｒ： ＧＧＴＣＧＣＧＡＧＴＧＡＣＧＧＣＴＴＴＧＴ

５９ １１１

ｆｙｕＡ
Ｆ： ＡＣＡＣＧＧＣＴＴＴＡＴＣＣＴＣＴＧＧＣ
Ｒ： ＧＧＣＡＴＣＴＴＧＡＣＧＡＴＴＡＡＣＧＡＡ

５８ ９５３

ＳｅｐＡ
Ｆ： ＴＡＡＡＡＣＣＣＧＣＣＧＣＣＴＧＡＧＴＡ
Ｒ： ＴＧＣＣＧＧＴＧＡＡＣＡＧＧＡＧＧＴＴＴ

６２ ６１１

表 ２　 金黄色葡萄球菌毒力基因检测引物序列

引物

名称
　 　 引物序列 （５′→３′）

退火温

度 ／ ℃
片段长

度 ／ ｂｐ

ｈｌａ
Ｆ： ＣＴＧＡＴＴＡＣＴＡＴＣＣＡＡＧＡＡＡＴＴＣＧＡＴＴＧ
Ｒ： ＣＴＴＴＣＣＡＧＣＣＴＡＣＴＴＴＴＴＴＡＴＣＡＧＴ

５４ ２０９

ｈｌｂ
Ｆ： ＧＴＧＣＡＣＴＴＡＣＴＧＡＣＡＡＴＡＧＴＧＣ
Ｒ： ＧＴＴＧＡＴＧＡＧＴＡＧＣＴＡＣＣＴＴＣＡＧＴ

５５ ３０９

ｓｅａ
Ｆ： ＧＡＡＡＡＡＡＧＴＣＴＧＡＡＴＴＧＣＡＧＧＧＡＡＣＡ
Ｒ： ＣＡＡＡＴＡＡＡＴＣＧＴＡＡＴＴＡＡＣＣＧＡＡＧＧＴＴＣ

５５ ５６０

ｓｅｂ
Ｆ： ＡＴＴＣＴＡＴＴＡＡＧＧＡＣＡＣＴＡＡＧＴＴＡＧＧＧＡ
Ｒ： ＡＴＣＣＣＧＴＴＴＣＡＴＡＡＧＧＣＧＡＧＴ

５４ ４０４

ｆｎｂＢ
Ｆ： ＧＴＡＡＣＡＧＣＴＡＡＴＧＧＴＣＧＡＡＴＴＧＡＴＡＣＴ
Ｒ： ＣＡＡＧＴＴＣＧＡＴＡＧＧＡＧＴＡＣＴＡＴＧＴＴＣ

５７ ５２４

ｐｖｌ
Ｆ： ＡＴＣＡＴＴＡＧＧＴＡＡＡＡＴＧＴＣＴＧＧＡＣＡＴＧＡＴＣＣＡ
Ｒ： ＧＣＡＴＣＡＡＳＴＧＴＡＴＴＧＧＡＴＡＧＣＡＡＡＡＧＣ

５６ ４３３

ｃｌｆａ
Ｆ： ＡＴＴＧＧＣＧＴＧＧＣＴＴＣＡＧＴＧＣＴ
Ｒ： ＣＧＴＴＴＣＴＴＣＣＧＴＡＧＴＴＧＣＡＴＴＴＧ

５７ ２９２

表 ３　 粪肠球菌毒力基因检测引物序列

引物名称 　 　 引物序列 （５′→３′）
退火温

度 ／ ℃
片段长

度 ／ ｂｐ

ｃｌｙＡ
Ｆ： ＴＴＧＣＴＧＧＡＧＴＡＡＴＡＧＡＣＡＣＧ
Ｒ： ＣＴＴＴＧＣＣＴＡＧＴＧＧＡＧＡＡＡＣＴ

５６ ５０４

ｇｅｌＥ
Ｆ： ＡＣＣＣＣＧＴＡＴＣＡＴＴＧＧＴＴＴ
Ｒ： ＡＣＧＣＡＴＴＧＣＴＴＴＴＣＣＡＴＣ

５２ ４１９

ｅｓｐ
Ｆ： ＴＴＧＣＴＡＡＴＧＣＣＴＡＧＴＣＣＡＣＧＡＣＣ
Ｒ： ＧＣＧＴＣＡＡＣＡＣＴＴＧＣＡＴＴＧＣＣＧＡＡ

６３ ９３３

ａｇｇ
Ｆ： ＡＡＧＡＡＡＡＡＧＡＡＧＴＡＧＡＣＣＡＡＣ
Ｒ： ＡＡＡＣＧＧＣＡＡＧＡＣＡＡＧＴＡＡＡＴＡ

５５ １ ５５３

ａｃｅ
Ｆ： ＡＡＡＧＴＡＧＡＡＴＴＡＧＡＴＣＣＡＣＡＣ
Ｒ： ＴＣＴＡＴＣＡＣＡＴＴＣＧＧＴＴＧＣＧ

５６ ３２０

ｅｆａＡ
Ｆ： ＧＡＣＡＧＡＣＣＣＴＣＡＣＧＡＡＴＡ
Ｒ： ＡＧＴＴＣＡＴＣＡＴＧＣＴＧＴＡＧＴＡ

５２ ７０５
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２　 结果与分析

２􀆰 １　 双峰驼乳房炎流行情况调查

由表 ４ 可知， 阿勒泰部分地区 （清河县、 福海

县、 吉木乃县） 乳用双峰驼乳房炎总体感染率为

１５􀆰 ９８％ （ ６２ ／ ３８８）， 其中临床型乳房炎为 ３􀆰 ０９％
（１２ ／ ３８８）， 隐型乳房炎为 １２􀆰 ８９％ （５０ ／ ３８８）， 表明

双峰驼乳房炎以隐型为主。 集约化养殖由于有规范的

操作及养殖要求， 因此整体患病率低于散养方式。 此

外使用挤奶器可以有效地减少细菌感染乳房， 降低乳

房炎患病率。

表 ４　 双峰驼乳房炎调查结果统计 份

采样地点 养殖方式 挤奶方式 采样数
临床型

乳房炎数

隐型

乳房炎数

清河县

散养 手工 １０ １ ６

散养 挤奶器 ２０ ２ ５

散养 挤奶器 １４ １ ４

散养 挤奶器 ９ ０ ２

福海县
散养 手工 ７ １ ２

集约化养殖 挤奶器 ３５ ０ ７

吉木乃县 集约化养殖 挤奶器 ２９３ ７ ２４

总计 ３８８ １２ ５０

２􀆰 ２　 双峰驼乳房炎主要致病菌分离培养

从 ３８８ 份乳样中选出 ２５ 份病乳进行细菌分离鉴

定， 共分离出 １５４ 株菌。 其中， 疑似金黄色葡萄球菌

４ 株， 占 ２􀆰 ６０％； 疑似大肠杆菌 １１ 株， 占 ７􀆰 １４％；
疑似粪肠球菌 ３３ 株， 占 ２１􀆰 ４３％。
２􀆰 ３　 主要致病菌的鉴定

２􀆰 ３􀆰 １　 细菌生化鉴定情况

１１ 株疑似大肠杆菌生化鉴定结果： 分离菌株葡

萄糖、 赖氨酸、 鸟氨酸、 乳糖、 吲哚试验和甲基红试

验为阳性； 硫化氢、 苯丙氨酸、 尿素、 Ｖ－Ｐ 试验和

枸橼酸盐试验均为阴性。 结合肠杆菌科细菌生化鉴定

编码册进行菌种判定［５］， 分离菌均符合大肠杆菌生

化特性。
４ 株疑似金黄色葡萄球菌生化鉴定结果： 分离菌

株均可发酵蕈糖、 甘露醇、 甘露糖、 果糖、 乳糖、 麦

芽糖、 蔗糖， Ｖ－Ｐ 试验、 血浆凝固酶试验和硝酸盐

还原试验均为阳性； 木糖为阴性。 结合葡萄球菌属细

菌生化鉴定编码册进行菌种判定， 分离菌均符合葡萄

球菌属生化特性。
３３ 株疑似粪肠球菌生化鉴定结果： 分离菌株葡

萄糖、 胆汁七叶苷、 硫化氢、 山梨醇、 甘露醇、 触媒

试验均为阳性； 阿拉伯糖为阴性。 根据肠杆菌生化鉴

定编码册鉴定为粪肠球菌。
２􀆰 ３􀆰 ２　 ＰＣＲ 鉴定

以分离菌株基因组 ＤＮＡ 为模板， 以 １６Ｓ ｒＲＮＡ 为

通用引物， 进行 ＰＣＲ 方法扩增， 结果在 １ ４６６ ｂｐ 处

出现与预期目的片段大小相符的明亮条带， 部分结果

如图 １ 所示。 将测序结果经 ＢＬＡＳＴ 分析比对， 确定

分离菌株种类。

Ｍ． ＤＬ２０００ Ｍａｒｋｅｒ； １～５． 分离菌株； ６． 阴性对照。

图 １　 １６Ｓ ｒＲＮＡ 测序电泳图

１１ 株疑似大肠杆菌分离菌株测序结果经 ＮＣＢＩ 比
对分析可知， 其与大肠杆菌 ＮＢＲＣ、 Ｕ ５ ／ ４１ （ ＩＤ：
ＮＲ􀆰 １１４０４２􀆰 １、 ＮＲ􀆰 ０２４５７０􀆰 １） 等的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因

序列相似性为 ９９􀆰 ００％以上， 且与 ＧｅｎＢａｎｋ 中其他大

肠杆菌分离株均有较高的相似性， 据此可以确定分离

菌均为大肠杆菌。
４ 株疑似金黄色葡萄球菌分离菌株测序结果经

ＮＣＢＩ 比对分析可知， 其与金黄色葡萄球菌 ＡＴＣＣ、
Ｓ３３ （ ＩＤ： ＮＲ􀆰 １１５６０６􀆰 １、 ＮＲ􀆰 ０３７００７􀆰 ２ ） 等的 １６Ｓ
ｒＲＮＡ 基因序列相似性为 ９９􀆰 ００％以上， 且与 ＧｅｎＢａｎｋ
中其他分离株均有较高的相似性， 据此可以确定分离

菌均为金黄色葡萄球菌。
测序结果经 ＮＣＢＩ 比对分析可知， ３３ 株疑似粪肠

球菌分离菌株与粪肠球菌 ＡＴＣＣ、 ＬＭＧ、 ＩＭＡＵ （ＩＤ：
ＮＲ􀆰 １１５７６５、 ＮＲ􀆰 １１４７８２、 ＭＷ１３５２００ ） 等 的 １６Ｓ
ｒＲＮＡ 基因序列相似性为 ９９􀆰 ００％以上， 且与 ＧｅｎＢａｎｋ
中其他分离株均有较高的相似性， 据此可以确定分离

菌均为粪肠球菌。
２􀆰 ４　 分离菌株毒力基因检测

２􀆰 ４􀆰 １　 大肠杆菌毒力基因 ＰＣＲ 检测

采用 ＰＣＲ 方法对随机选择的 ４ 株驼源乳房炎大

肠杆菌分离株 Ｅ􀆰 ｃｏｌｉ ２０２１􀆰 １ ～Ｅ􀆰 ｃｏｌｉ ２０２１􀆰 ４ 的毒力基

因进行检测， 电泳结果见图 ２。 ５ 种毒力基因中检出

了 ｉｒｐ２ （７５％）、 ｆｙｕＡ （７５％） ２ 种毒力基因， 目的条

带大小分别为 ３０２、 ９５３ ｂｐ； ａｓｔＡ、 ｈｌｙＡ、 ＳｅｐＡ 基因未

检 测 出。 Ｅ􀆰 ｃｏｌｉ ２０２１􀆰 １、 Ｅ􀆰 ｃｏｌｉ ２０２１􀆰 ２ 和 Ｅ􀆰 ｃｏｌｉ
２０２１􀆰 ３ 都检出了 ｉｒｐ２ 及 ｆｙｕＡ 两种毒力基因， 而

Ｅ􀆰 ｃｏｌｉ ２０２１􀆰 ４ 未检测到。
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Ｍ． ＤＬ２０００ Ｍａｒｋｅｒ； １～４． 大肠杆菌分离株 Ｅ􀆰 ｃｏｌｉ ２０２１􀆰 １～Ｅ􀆰 ｃｏｌｉ ２０２１􀆰 ４； ５． 阴性对照。

图 ２　 大肠杆菌毒力基因 ｉｒｐ２ （Ａ） 和 ｆｙｕＡ （Ｂ） 检测

２􀆰 ４􀆰 ２　 金黄色葡萄球菌毒力基因 ＰＣＲ 检测

采用 ＰＣＲ 方法对 ４ 株驼源乳房炎金黄色葡萄球

菌分离株 ＳａＣ０１ ～ ＳａＣ０４ 的毒力基因进行检测， 电泳

结果见图 ３。 ＰＣＲ 检测结果显示， ７ 种毒力基因中检

出了 ｃｌｆａ、 ｓｅａ、 ｆｎｂＢ、 ｈｌａ、 ｈｌｂ 共 ５ 种， 目的条带大

小分别为 ２９２、 ５６０、 ５２４、 ２０９、 ３０９ ｂｐ； ｓｅｂ、 ｐｖｌ 基

因未检测出。
各毒力基因检出率分别为： ｃｌｆａ １００％， ｓｅａ ７５％，

ｆｎｂＢ ７５％， ｈｌａ ５０％， ｈｌｂ ５０％， 其中从 ＳａＣ０３ 中检出

５ 种毒力基因组合， ＳａＣ０４ 同时检出 ｃｌｆａ、 ｓｅａ、 ｆｎｂＢ
及 ｈｌａ 共 ４ 种毒力基因， ＳａＣ０２ 检出 ｃｌｆａ、 ｆｎｂＢ 及 ｈｌａ
毒力基因， ＳａＣ０１ 中检出 ｃｌｆａ 和 ｓｅａ 毒力基因。

Ｍ． ＤＬ２０００ Ｍａｒｋｅｒ； １～４． 金黄色葡萄球菌分离株 ＳａＣ０１～ ＳａＣ０４； ５． 阴性对照。

图 ３　 金黄色葡萄球菌毒力基因 ｃｌｆａ （Ａ）、 ｓｅａ （Ｂ）、 ｆｎｂＢ （Ｃ）、 ｈｌａ （Ｄ）、 ｈｌｂ （Ｅ） 检测

２􀆰 ４􀆰 ３　 粪肠球菌毒力基因 ＰＣＲ 检测

采用 ＰＣＲ 方法对随机选择的 １２ 株驼源乳房炎粪

肠球菌分离株的毒力基因进行检测。 ６ 种毒力基因中

检出了 ｇｅｌＥ、 ａｃｅ、 ｅｆａＡ、 ａｇｇ、 ｅｓｐ 这 ５ 种毒力基因，
目的 条 带 大 小 分 别 为 ４１９、 ３２０、 ７０５、 １ ５５３、
９３３ ｂｐ； ｃｙｌＡ 基因未检测出， 电泳结果见图 ４。

所选粪肠球菌菌株毒力基因检出率分别是： ｇｅｌＥ
８３􀆰 ３０％， ａｃｅ ８３􀆰 ３０％， ｅｆａＡ ７５􀆰 ００％， ａｇｇ ５０％， ｅｓｐ
２５％， 且有 ５８􀆰 ３０％的粪肠球菌菌株中同时检出 ３ 种

毒力基因， １６􀆰 ７０％的粪肠球菌菌株中同时检出 ４ 种

毒力基因。
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Ｍ． ＤＬ２０００ Ｍａｒｋｅｒ； １～１２． 粪肠球菌分离株； １３． 阴性对照。

图 ４　 粪肠球菌毒力基因 ｇｅｌＥ （Ａ）、 ａｃｅ （Ｂ）、 ｅｆａＡ （Ｃ）、 ａｇｇ （Ｄ） 和 ｅｓｐ （Ｅ） ＰＣＲ 检测

２􀆰 ５　 分离菌株药敏试验

２􀆰 ５􀆰 １　 大肠杆菌分离株耐药性检测

对 ４ 株大肠杆菌分别选用 ４ 类 １２ 种抗菌药物进

行药敏试验， 结果显示， 所有分离株最少耐 １ 种抗生

素， 最多耐 １２ 种抗生素； 对阿米卡星耐药率最高，
高达 １００％； 对哌啦西啉与氨苄西林耐药率较高， 耐

药率为 ７５％； 头孢唑啉、 头孢噻吩、 头孢呋辛、 头

孢哌酮、 氧氟沙星、 卡那霉素的耐药率为 ５０％； 链

霉素、 妥布霉素和庆大霉素的耐药率为 ２５％。 进一

步对分离菌株进行药敏分析可知， ４ 株菌株中，
Ｅ􀆰 ｃｏｌｉ ２０２１􀆰 １ 及 Ｅ􀆰 ｃｏｌｉ ２０２１􀆰 ３ 两株出现了多重耐药

（对 ３ 种及以上抗菌药物耐药）， 占 ５０％。 各抗菌药

物耐药结果见图 ５。

图 ５　 大肠杆菌药敏试验结果

２􀆰 ５􀆰 ２　 金黄色葡萄球菌分离株耐药性检测

对 ４ 株金黄色葡萄球菌分离株选用 ８ 大类 １２ 种

抗菌药物分别进行药敏试验， 结果见图 ６。 结果显

示， 所有分离株最少耐 １ 种抗生素， 最多耐 １０ 种抗

生素； 对青霉素 Ｇ 耐药率均高达 １００％； 对克林霉素

耐药率较高， 耐药率为 ５０％； 对苯唑西林、 红霉素、

万古霉素、 氯霉素、 四环素、 诺氟沙星、 环丙沙星和

左氟沙星的耐药率为 ２５％； 对米诺环素和呋喃妥因

全部敏感。 进一步对分离菌株进行药敏分析可知， ４
株分离菌中， ＳａＣ０４ 出现了多重耐药 （对 ３ 种及以上

抗菌药物耐药）， 占 ２５％。
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图 ６　 金黄色葡萄球菌药敏试验结果

２􀆰 ５􀆰 ３　 粪肠球菌分离株耐药性检测

对 １２ 株粪肠球菌使用 ６ 大类 ８ 种抗菌药物进行

药敏试验， 结果见图 ７。 所有分离株最少耐 １ 种抗生

素， 最多耐 ８ 种抗生素； １２ 株粪肠球菌对青霉素和

呋喃妥因较为敏感， 而对万古霉素、 四环素、 诺氟沙

星、 环丙沙星敏感的菌株占比均低于 ４１􀆰 ７０％。 氯霉

素与四环素的耐药菌株最多， 占分离株的 ３３􀆰 ３０％；

诺氟沙星和左氟沙星的耐药菌株均占 ２５􀆰 ００％， 耐万

古霉素和环丙沙星的菌株均占 １６􀆰 ７０％， 值得注意的

是这 ２ 种抗生素中介耐药菌株较多， 有发展为潜在耐

药的趋势。 进一步对分离菌株进行药敏分析可知， １２
株分离菌中 １ 株对所选 ８ 种抗生素均敏感 （占比

８􀆰 ３０％）， ５ 株出现了多重耐药 （对 ３ 种及以上抗菌

药物耐药）， 占 ４１􀆰 ７０％。

图 ７　 粪肠球菌药敏试验结果

３　 讨论

乳房炎是危害双峰驼养殖业健康发展的重要疾

病， 严重制约着驼乳产业的发展。 本研究结果表明，
金黄色葡萄球菌、 粪肠球菌和大肠杆菌是引起双峰驼

乳房炎主要致病菌， 乳房炎样品中粪肠球菌的分离率

最高， 也是引发乳房炎的重要条件致病菌之一。
Ｏｓｍａｎ 等［２１］关于单峰驼乳房炎主要致病菌的分离结

果显示， 金黄色葡萄球菌、 大肠杆菌、 无乳链球菌等

是主要的致病菌。
流行病学调查结果显示， 阿勒泰部分地区 （清

河县、 福海县、 吉木乃县） 乳用双峰驼乳房炎总体

感染率为 １５􀆰 ９８％， 其中临床型乳房炎为 ３􀆰 ０９％， 隐

型乳房炎为 １２􀆰 ８９％， 表明双峰驼乳房炎以隐型为

主； 散养方式下临床型乳房炎和隐型乳房炎感染率均

高于舍饲条件； 采用人工挤奶方式的双峰驼， 临床型

和隐型乳房炎感染率均高于采用挤奶器的双峰驼。 其

原因主要为散养户的双峰驼大多是半野生状态， 活动

范围较大， 乳房炎水平传播的机会较低。 然而， 集约

化后饲养密度较高， 活动范围较小， 挤奶频次增高，
并且存在共用一个挤奶器接奶嘴， 增加了乳房炎水平

传播的机会。 本研究从 ２５ 份患乳房炎双峰驼乳汁样

本中共分离出大肠杆菌 １１ 株， 金黄色葡萄球菌 ４ 株，
粪肠球菌 ３３ 株， 耐药性结果表明， 目前新疆部分地

区双峰驼养殖场乳房炎大肠杆菌、 金黄色葡萄球菌与

粪肠球菌耐药性不强， 如粪肠球菌耐药性低于王曈

等［１８］对牛源粪肠球菌的耐药性检测结果， 可能与乳

用骆驼养殖场抗生素使用频率低而未产生耐药性

有关。
Ａｓｆａｗ 等［１］对埃塞俄比亚的 ３ 个不同地区进行了

骆驼乳房炎流行病学调查， 其乳房炎患病率分别为

２６􀆰 ３０％、 ２６􀆰 ００％和 ２２􀆰 ４０％， 且泌乳后期的乳房异

常和乳房炎发病率明显高于泌乳早期。 乳房炎的发病

往往伴随着骆驼生产胎次的增加而增加［３］。 Ｓｅｌｉｇｓｏｈｎ
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等［２２］对肯尼亚部分地区进行了骆驼乳房炎流行病学

调查， 结果患病率为 ２６． ００％， 调查发现当地牧民对

骆驼养殖知识相对匮乏， 在挤奶过程中并未采取任何

形式的消毒处理， 从而增加了骆驼乳房炎的发病率。
由上述数据可知， 非洲地区的骆驼乳房炎患病率普遍

在 ２２􀆰 ００％ ～ ２７􀆰 ００％［２１］。 Ｄｕｒｒａｎｉ 等［２３］ 对巴基斯坦旁

遮普南部的沙漠地区进行了骆驼乳房炎流行病学调

查， 结果显示骆驼乳房炎的患病率为 ４４􀆰 ００％， 并 且

当地饲养骆驼主要是为了获得驼奶， 但骆驼乳房炎的

发病率在近 １０ 年来有所增加， 在巴基斯坦， 锥虫病

和乳腺炎是对骆驼产生威胁的主要疾病。 在我国， 苏

晨等［２４］对新疆部分地区骆驼亚临床型乳房炎患病情

况进行调查， 结果显示骆驼乳房炎患病率为 ７􀆰 ５０％；
玛依拉等［２５］在 ２０１５ 年对新疆阿勒泰福海县进行了骆

驼乳房炎调查， 患病率为 ２６􀆰 ００％。 造成新疆地区骆

驼乳房炎患病率差异的原因可能与圈舍环境卫生、 季

节和泌乳阶段有关。

４　 结论

本试验结果表明， 大肠杆菌、 金黄色葡萄球菌、
粪肠球菌是引起阿勒泰地区双峰驼乳房炎的重要致病

菌。 药敏试验结果表明， 大肠杆菌分离株对氨基糖苷

类 （青霉素类） 有明显的耐药现象， 对 β－内酰胺类

较为敏感； 金黄色葡萄球菌分离株对所检测的 ８ 大类

１２ 种抗生素均有明显的耐药现象； 粪肠球菌分离株

对所检测的 ６ 大类 ８ 种抗生素中， 对氯霉素类与四环

素类具有明显的耐药现象， 对青霉素类和硝基呋喃类

较为敏感。 由于不同场区分离菌株耐药性有差异， 本

研究结果可为菌株来源场选择有效治疗乳房炎药物提

供参考。
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