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郑州市奶牛隐性乳腺炎病原菌的分离与鉴定
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　　摘要：为了掌握郑州市奶牛隐性乳腺炎发病情况，为奶牛隐性乳腺炎病的预防提供参考依据，结合ＬＭＴ检测方法
进行隐性乳腺炎细菌学分析，对郑州市泌乳期９６０头奶牛进行细菌的分离和鉴定。结果表明，感染的细菌主要有金黄
色葡萄球菌、表皮葡萄球菌、凝固酶阴性葡萄球菌、无乳链球菌、停乳链球菌，大肠杆菌、乳房链球菌、革兰氏阳性杆菌

和酵母菌等２７个菌株，其中３个乳区为混合感染。结果显示，郑州市奶牛隐性乳腺炎感染普遍存在，葡萄球菌和大肠
杆菌是奶牛隐性乳腺炎的主要致病菌。
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　　奶牛养殖业是绿色、高效、节粮型养殖业，世界各国都高
度重视奶牛养殖业的发展，把发展乳业作为提高国民营养水

平、增强国人体质的大事来抓［１］。我国乳业随着贮运加工技

术的提高和市场经济的带动，最近几年发展较快。国家有关

部门为了提高国民身体素质，尤其是针对青少年和老年人的

健康状况，提出改变饮食习惯的“一杯奶”工程，宣传鼓励对

乳及乳制品消费，对乳业发展起到了推动作用［２－３］。虽然我

国人均乳及乳制品消费与世界平均水平仍有较大差距，但在

科技进步带动下，人们的认识不断提高，不断改变生活饮食习

惯，使市场对乳及乳制品需求日益增长，形成巨大的市场潜

力。在良好的市场环境中，我国乳业发展正快速进入品种优

良化、集约化、规模化的生产进程，使奶牛产量和乳品总产量

大幅提高。然而在努力加快乳业发展步伐和集约化、规模化

饲养、追求高产时，疾病防治措施的相对滞后已成为主要问

题。各种疾病相应增多，隐性乳腺炎在牛群中的流行更为普

遍，由于隐性乳腺炎不出现乳房发热、肿胀和疼痛等临床症

状，易被饲养者忽视，成为产奶量降低的主要因素［４－５］。而了

解和掌握该病的发生、流行现状和致病因素是有效的防治隐

性乳腺炎的主要措施，也是乳业健康发展的保障［６］。因此，

为了掌握郑州市奶牛隐性乳腺炎的发病情况，２０１４年５月至

２０１５年４月，抽取郑州市区不同养殖场泌乳期阳性奶牛奶样
１００份进行细菌学分析，为奶牛乳隐性腺炎病的防控提供理
论依据，引导人们科学健康地养殖奶牛。

１　材料与方法

１．１　试验牛
２０１４年５月至２０１５年４月，对郑州市１０个奶牛场随机

取样共９６０头泌乳期奶牛奶样３８３３份，用于奶牛隐性乳腺
炎细菌分离和鉴定。

１．２　试验器材
奶牛隐性乳腺炎诊断液（ＬＭＴ），由中国农科院兰州中兽

医研究所生产，性能类似美国加州奶牛隐性乳腺炎诊断试剂

（ＣＭＴ）；无菌操作台１架；奥林巴斯 ＣＫＸ４１－Ａ３２ＲＣ型显微
镜；载玻片、盖玻片、血琼脂培养基、普通琼脂培养基、普通肉

汤培养基、麦康凯琼脂平板培养基、培养皿、无菌试管若干、酒

精灯、接种环、压力锅、恒温培养箱、电冰箱、药敏片和染色

液等。

１．３　统计学方法
资料输入计算机，经核对后用 ＳＰＳＳ１９．０统计分析软件

进行统计分析，计量资料采用 ｔ检验，Ｐ＜０．０５时差异显著，
Ｐ＜０．０１差异极显著。
１．４　方法
１．４．１　病原菌分离方法
１．４．１．１　奶样采集　奶样采集与 ＬＭＴ检测结合进行，奶牛
乳房和乳头清洗消毒后，经 ＬＭＴ检测出现阳性乳区时，取灭
菌１０ｍＬ试管采取该乳区奶样５～８ｍＬ，采乳样时试管尽量
不接触乳头，采后立即盖上管塞，对采样试管进行标号，于当
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日送回实验室进行病原菌分离培养。

１．４．１．２　细菌分离培养　细菌培养前，将采集好的奶样混合
均匀，按照无菌操作的方法将奶样分别接种于普通琼脂培养

基、普通肉汤培养基、血琼脂培养基，置于３７℃恒温箱进行增
殖培养２４ｈ，观察培养物生长情况和菌落形态特征，并进行记
录。对菌落进行涂片、火焰固定、革兰氏染色后镜检，根据培

养物镜检结果，选择特征性菌落接种血琼脂培养基和普通琼

脂培养基、普通肉汤培养基、麦康凯琼脂平板培养基，置恒温

箱 ７２ｈ重新培养，供细菌鉴定使用［７］。

１．４．１．３　细菌涂片、革兰氏染色和镜检　火焰灼烧接种环，
取少量蒸馏水于载玻片，然后取少量菌落在水中混合后涂匀，

干燥后进行火焰固定，抹片上滴加草酸铵结晶紫溶液１ｍｉｎ
水洗，加革兰氏碘液媒染１ｍｉｎ水洗，加９５％乙醇１０～３０ｓ水
洗脱色，再滴加石碳酸复红复染３０ｓ水洗，自然干燥镜检。
１．４．２　细菌鉴定方法
１．４．２．１　细菌培养特性鉴定　将细菌接种培养基培养后，观
察有无菌落生长以及菌落的形态、大小、特征、颜色等。链球

菌在普通琼脂培养基上生长不良或不生长，在血琼脂上生长

为细小光滑、扁平或突起、边缘整齐的白色菌落，并进行记录。

肉汤接种培养后，观察肉汤透明度、浑浊程度、管底是否有沉

淀物、沉淀物特征、管壁是否有附着物，是否出现菌腊膜、菌环

等。在肉汤中除乳房链球菌使肉汤一致混浊外，无乳、停乳链

球菌在管底形成絮状沉淀。肠杆菌在肉汤中呈均匀混浊，管

底有黏性沉淀，液面管壁有菌环，然后进行记录。血琼脂培养

后，除观察菌落生长情况外，重点观察其是否溶血及溶血特

性［８］。α型溶血，在菌落周围形成不透明的草绿色溶血环，停
乳链球菌为α溶血；β型溶血，在菌落周围形成完全透明溶血
环；γ型溶血，乳房链球菌为γ型溶血，菌落周围无溶血现象。
１．４．２．２　细菌染色镜检和生化鉴定　细菌涂片后，使用革兰
氏染色法染色，将染色后的涂片镜检，革兰氏阳性菌呈紫色，

革兰氏阴性菌呈红色，用以区分细菌类别。染色后进行病原

体镜检，主要观察细菌形态特征，根据病原菌大小、形态、有无

荚膜、芽孢等特征进行细菌鉴定［９］。对经培养特性、形态学

检查初步鉴定的菌株进行进一步的生化鉴定。

２　结果与分析

２．１　奶牛隐性乳腺炎ＬＭＴ检测结果
在做细菌分离鉴定的同时，采用ＬＭＴ检测方法的进行奶

牛隐性乳腺炎的调查，在不同规模的１０个奶牛场检测奶牛
９６０头，检出ＬＭＴ阳性奶牛４９０头，平均阳性率为５１．０４％。
其中，阳性率最低的规模化养殖场，阳性率为３０．３０％，养殖
小区牛场阳性率最高，达到６６．６７％，普通养殖场的阳性率为
５６．６７％。检测结果表明，郑州市奶牛场乳腺炎感染较为普
遍，不同奶牛场乳腺炎阳性率差异极显著（Ｐ＜０．０１），尤其以
养殖小区最为严重。

２．２　隐性乳腺炎阳性乳区细菌检测结果
隐性乳腺炎阳性乳区细菌检测结果见表 １所示，根据

ＬＭＴ检测基础上，共采集阳性乳区奶样１００份，共有８４份乳
样检出细菌，检出率８４．００％，其中养殖小区检出率最高，可
达９４．４４％，普通养殖场检出率为８０．００％，规模化养殖场检
出率最低为７５．００％。

表１　隐性乳腺炎阳性乳区细菌检测结果

奶牛场
乳区奶样数

（份）

检出菌乳区

奶样数（份）

检出率

（％）

规模化养殖场 ２４ １８ ７５．００
普通养殖场 ４０ ３２ ８０．００
养殖小区 ３６ ３４ ９４．４４
合计 １００ ８４ ８４．００

２．３　细菌鉴定结果
由表２可知，对１００份乳样进行细菌分离鉴定，共检出细

菌２７株，其中有３株为金黄色葡萄球菌、大肠杆菌和革兰氏
阳性杆菌混合感染，混合感染率为１１．１１％。检出菌中，金黄
色葡萄球菌９株，占３３．３３％；表皮葡萄球菌３株，占细菌总
数的１１．１１％，凝固酶阴性葡萄球菌 ２株，占细菌总数的
７４１％；无乳、停乳和乳房链球菌各检出３、２、１株，分别占检
出细菌总数的１１．１１％、７．４１％、３．７０％；革兰氏阳性杆菌共
检出 ２株，占 ７．４１％；检出酵母菌 １株，占总检出率的
３．７０％；金黄色葡萄球菌和大肠杆菌占５４％，为奶牛隐性乳
腺炎的主要致病菌。

表２　分离细菌鉴定结果

细菌种类
检出菌数

（株）

检出率

（％）
混合感染数

（株）

混合感染率

（％）

金黄色葡萄球菌 ９ ２６ ３ １１．１１
表皮葡萄球菌 ３ ７ ０ ０
凝固酶阴性葡萄球菌 ２ ４ ０
无乳链球菌 ３ １３ ０ ０
停乳链球菌 ２ ８ ０ ０
大肠杆菌 ４ ２８ ３ １１．１１
乳房链球菌 １ ４ ０ ０
革兰氏阳性杆菌 ２ ６ ３ １２．００
酵母菌 １ ４ ０ ０
总计 ２７ １００ ３ １１．１１

２．４　不同奶牛场隐性乳腺炎感染细菌的优势菌群
在１０个不同的牛场乳样中，养殖小区场检出菌１９株，金

黄色葡萄球菌７株、表皮葡萄球菌２株、凝固酶阴性葡萄球菌
１株、链球菌４株、大肠杆菌３株、革兰氏阳性杆菌和酵母菌
各１株，细菌种类较杂，其优势菌群为葡萄球菌、链球菌和大
肠杆菌。普通养殖场检出菌共１３株，其中金黄色葡萄球菌３
株、凝固酶阴性葡萄球菌２株、无乳链球菌１株、停乳链球菌
２株、大肠杆菌３株、革兰氏阳性杆菌１株，其优势菌群为金
黄色葡萄球菌、凝固酶阴性葡萄球菌停乳链球菌和大肠杆菌。

规模化养殖场共检出菌７株，金黄色葡萄球菌３株，表皮葡萄
球菌２株，无乳链球菌和大肠杆菌各１株，可见优势菌为金黄
色葡萄球菌（表３）。

３　结论与讨论

奶牛乳腺炎的致病因素中，病原微生物感染是最重要的

致病因素，本试验在做细菌分离鉴定的同时，采用 ＬＭＴ方法
进行奶牛隐性乳腺炎的调查，在不同规模的１０个奶牛场检测
奶牛９６０头，检出 ＬＭＴ阳性奶牛 ４９０头，平均阳性率为
５１０４％。其中阳性率最低的规模化养殖场，阳性率为
３０３０％，养殖小区牛场阳性率最高，达到６６．６７％，说明奶牛
隐性乳腺炎的发生率与饲养管理和环境卫生条件差密切相
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表３　不同奶牛场细菌感染优势菌群检测结果

细菌种类
养殖场检出菌数（株） 养殖场细菌检出率（％）

规模化养殖场 普通养殖场 养殖小区 规模化养殖场 普通养殖场 养殖小区

金黄色葡萄球菌 ３ ３ ７ ４２．８６ ２３．０８ ３６．８４
表皮葡萄球菌 ２ １ ２ ２８．５７ ７．６９ １０．５３
凝固酶阴性葡萄球菌 ０ ２ １ ０ １５．３８ ５．２６
无乳链球菌 １ １ ３ １４．２９ ７．６９ １５．７９
停乳链球菌 ０ ２ ０ ０ １５．３８ ０
大肠杆菌 １ ３ ３ １４．２９ ２３．０８ １５．７９
乳房链球菌 ０ ０ １ ０ ０ ５．２６
革兰氏阳性杆菌 ０ １ １ ０ ７．６９ ５．２６
酵母菌 ０ ０ １ ０ ０ ５．２６
合计 ７ １３ １９ １００．００ １００．００ １００．００

关，饲养管理和环境卫生差的养殖小区要比规模化养殖场隐

性乳腺炎感染率高。

本试验通过ＬＭＴ检测，在被确定为隐性乳腺炎患牛的阳
性乳区，采样共１００份，经细菌学分离培养，共有８４份乳样检
出细菌，检出率８４％，其中养殖小区检出率最高，为９４．４４％，
普通养殖场检出率为８０．００％，规模化养殖场检出率最低为
７５％，高出国内学者的报道６０％和６３．４８％，说明此次调查的
养殖场，尤其是养殖小区应采取措施，加强饲养管理降低隐性

乳腺炎的发生率。

引起隐性乳腺炎的生物性致病因素中，病原种类多达

１５０多种，奶牛隐性乳腺炎的检测方式有很多［１０］，也有人认

为，隐性乳腺炎诊断是以牛奶中体细胞含量为标准判定，本试

验结果可能与所取病料相关，取病料时有的奶牛因机体防御

系统清除了乳腺中的病原微生物，但组织损伤尚未修复，奶中

体细胞含量仍维持在较高水平，这一类隐性乳腺炎病例，奶样

中检测不到细菌，也有可能有些细菌采用的分离培养方法要

求比较高，无法获得细菌，也不能排除有特殊病原体感染的可

能性［９－１１］，还有可能是物理化学因素影响引起隐性乳腺炎的

发生，所以隐性乳腺炎细菌阳性率低于 ＬＭＴ阳性率，这还有
待于进一步研究。

本试验为细菌学鉴定，因受各种因素的影响，只能采用综

合判定方法，本次试验采用兽南京农业大学陆承平编写的兽

医微生物学和伯杰氏细菌鉴定手册（第八版）资料中的方法

进行试验，结果表明，对１００份乳样进行细菌分离鉴定，共检
出细菌２７株，其中有３株为金黄色葡萄球菌、大肠杆菌和革
兰氏阳性杆菌混合感染，混合感染率为１１．１１％。检出菌中，
金黄色葡萄球菌９株，占３３．３３％；表皮葡萄球菌３株，占细
菌总数的１１．１１％，凝固酶阴性葡萄球菌２株，占细菌总数的
７．４１％；无乳链球菌、停乳链球菌、乳房链球菌各检出３、２、１
株，分别占检出细菌总数的１１．１１％、７．４１％、３．７０％；革兰氏
阳性杆菌共检出２株，占７．４１％；检出酵母菌１株，占总检出
率的３．７０％；金黄色葡萄球菌和大肠杆菌占５４％，为奶牛隐
性乳腺炎的主要致病菌，这为以后隐性乳腺炎的预防提供了

有力的科学依据。

奶牛隐性乳腺炎病原微生物的传播方式可分为传染性和

环境性两大类，传染性病原菌主要有金黄色葡萄球菌、大肠杆

菌、无乳链球菌和停乳链球菌，这类菌主要经挤奶过程的各个

环节通过挤奶器、挤奶工的手、擦洗乳房过程所用的毛巾、水

等传播，给奶牛业造成严重损失。本次试验中分离出２７株病
原菌，金黄色葡萄球菌和大肠杆菌的检出率为较高，结果表明

郑州市区奶牛隐性乳腺炎主要由传染性病原菌感染传播为

主，所以在今后的隐性乳腺炎预防中要想降低奶牛隐性乳腺

炎的发病率，必须在挤奶环节强化卫生消毒措施，降低病原在

奶牛间的相互传播概率。
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