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　　摘要：为确定导致初生犊牛脑炎的主要病原菌及治疗方案，采用常规微生物学方法，从病牛脑、肝脏和淋巴结等组
织中分离可疑菌，然后对分离株的形态学特征、培养特性、生化特性、溶血性以及药物敏感性进行检测。结果表明，分

离株为β－溶血性牛链球菌，对青霉素、万古霉素、阿奇霉素、阿莫西林、环丙沙星、恩诺沙星和罗红霉素敏感，对四环
素、卡那霉素和庆大霉素耐受。
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　　链球菌属（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ）是一群触酶试验阴性、呈链状排
列的革兰氏阳性菌，该菌属种类繁多，目前临床上仍沿用

Ｌａｎｃｅｆｉｅｌｄ血清学方法进行分群（Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｆ、Ｇ等１８个群）
或根据溶血现象（β溶血、α溶血或草绿色溶血、γ溶血或不溶
血）进行分类，近年来链球菌属的分类发生了一些变化，提出

了新的菌群划分概念。医学上重要的链球菌主要有化脓性链

球菌、草绿色链球菌、肺炎链球菌、无乳链球菌、牛链球菌等，

是人类重要的病原之一，可引起败血症、肺炎及脑膜炎等疾

病，同时也是其他多脊椎动物如猪、牛等重要病原菌之一。

２０１５年初冬，新疆奎屯某规模化牛场的部分犊牛发生了
以脑炎为主的病例，３～３０日龄发病不等，发病犊牛表现体温
升高、咳嗽、共济失调、头低耳耷、眼球严重外突、拱背、精神沉

郁、消瘦、抗生素治疗效果不佳。剖检濒死期犊牛发现，脑膜

严重化脓（图１），肺脏出血且有肉变，肾盂出血，小肠严重出
血，肠黏膜脱落，肠系膜淋巴结肿大。

　　为查明导致该病发生的主要致病菌，笔者为牛场提供了
科学合理的治疗方案，即采用常规微生物学手段和方法，对患

脑炎的犊牛进行病原菌的分离和鉴定，并对分离株溶血性及

药物敏感性进行测定。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　培养基与生化试剂　ＬＢ肉汤培养基，普通琼脂培养
基，链球菌肉汤培养基，１０％灭活绵羊血琼脂培养基、链球菌
选择培养基。各种生化试验用培养基等参照文献［１］配制，
４℃ 冰箱保存备用；细菌微量发酵管购自于浙江省杭州天和
微生物试剂有限公司。

１．１．２　主要器械　超净工作台，上海鸿都电子科技有限公
司；隔水式恒温培养箱，北京市永光明医疗仪器厂；４℃ 冰
箱，海信容声冰箱有限公司。

１．１．３　药敏试验　万古霉素、阿奇霉素、四环素、青霉素、阿
莫西林、环丙沙星、恩诺沙星、罗红霉素、卡那霉素、庆大霉素

等药敏纸片为浙江省杭州天和微生物试剂有限公司产品。

１．２　方法
１．２．１　样品来源　无菌采集新疆奎屯某发病牛场的犊牛肝
脏、肠系膜淋巴结、脾脏、心血、肺脏、脑等共６份，分别放入灭
菌的培养皿内，然后在放入带有冰块泡沫箱内密封并尽快带

回实验室。

１．２．２　分离培养　无菌采集濒死期及死亡的犊牛的肝脏、心
血、肺脏、脑，接种于 ＬＢ肉汤培养基，置３７℃恒温箱中增菌
培养２４ｈ后，革兰染色镜检，初步筛选出革兰阳性球菌，再通
过四区划线法将培养物转接于普通琼脂平板上，３７℃恒温培
养２４ｈ。观察菌落形态并染色镜检，挑选可疑革兰阳性球菌
的单个菌落接种于链球菌肉汤培养基内，置于３７℃恒温培养
箱２４ｈ后，染色镜检。随后将菌液接种于链球菌选择性培养
基上，置于含体积分数为５％的ＣＯ２恒温（３７℃）培养箱中进
行分离纯化，培养１２ｈ后挑选单个菌落，接于１０％灭活绵羊
鲜血ＬＢ平板上，置于３７℃恒温培养箱中培养２４ｈ，观察细菌
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菌落形态和溶血情况。

１．２．３　生化鉴定　分离菌的生化鉴定，参照文献［２－３］的
方法进行。将分离菌株分别接种于含甘露醇、山梨醇、马尿酸

钠、甘油、海藻糖、蔗糖、果糖、七叶苷、阿拉伯糖、菊糖、棉子

糖、鼠李糖等微量生化反应管中，３７℃培养２４ｈ，观察其生化
反应特性。

１．２．４　药敏试验　采用Ｋ－Ｂ纸片扩散法进行药敏试验，参
照赵占峰等根据ＮＣＣＬＳ（美国临床实验室标准化委员会）标
准判定试验结果［４］。将所保存的纯化菌株分别在３７℃营养
肉汤中培养１８～２４ｈ，用无菌生理盐水将菌液稀释至浓度约
为２×１０６个／ｍＬ，用无菌棉拭子蘸取菌液，均匀涂布于营养
琼脂平板。每个平板贴 ６张药敏纸片为宜，２张纸片相距
２５ｍｍ，纸片与平板边缘１０～１５ｍｍ，并轻按纸片中心，使其
附着严密，３７℃恒温培养２４ｈ。测量抑菌圈直径，判定链球
菌对药敏纸片的敏感性，判定标准见表１。

表１　药敏试验判定标准

药物
纸片含量

（μｇ）
抑菌环直径（ｍｍ）

Ｒ Ｉ Ｓ
青霉素 １０ ≤１４ ≥１５
阿奇霉素 １５ ≤１３ １４～１７ ≥１８
链霉素 １０ ６ ７～９ ≥１０
罗红霉素 １５ ≤１５ １６～２０ ≥２１
万古霉素 ３０ ≤１４ １５～１６ ≥１７
卡那霉素 ３０ ≤１２ １３～１４ ≥１５
庆大霉素 １０ ≤１２ １３～１４ ≥１５
四环素 ３０ ≤１４ １５～１８ ≥１９
恩诺沙星 １０ ≤１９ ２０～２７ ≥２８
环丙沙星 ５ ≤１５ １６～２０ ≥２１
呋喃妥因 ３００ ≤１４ １５～１６ ≥１７

　　注：“Ｒ”为耐药；“Ｉ”为中度敏感；“Ｓ”为高度敏感。

２　结果与分析

２．１　细菌形态观察
病死犊牛的肺脏，肝脏和心血抹片瑞氏染色镜检，均有球

菌，脑组织抹片瑞士染色镜检，可见短链和成对排列的球菌

（图２）。病死犊牛脑组织分离培养物革兰染色呈链状排列的
革兰氏阳性球菌（图３）。

２．２　病原菌分离培养及溶血特性
病变组织无菌接入肉汤培养基中培养２４ｈ后，溶液变浑

浊。在普通琼脂上生长贫瘠且缓慢；在链球菌选择培养基上

为白色隆起，边缘整齐的针尖大小菌落；在体积分数为 ５％
ＣＯ２中生长良好。分离菌在１０％灭活绵羊血琼脂平板上菌

落灰白色、半透明、表面光滑、圆形、边缘整齐，有溶血现象，直

径为２．２０～２．４１ｍｍ，呈现β溶血（图４）。

２．３　生化特性
分离菌触酶试验为阴性，在 ｐＨ值９．６、６．５％ ＮａＣｌ中不

生长，在温度为１０、４５℃时不生长；在４００ｍＬ／Ｌ甘露醇、山梨
醇、马尿酸钠、甘油、海藻糖、蔗糖、果糖、七叶苷中生长；不能

利用阿拉伯糖、菊糖、棉籽糖和鼠李糖。结果表明，分离株符

合牛链球菌的生化特性。生化特性鉴定结果见表２。

表２　分离株的生化反应结果

项目 菌株 项目 菌株

甘露醇　 ＋ 果糖　　 ＋
山梨醇　 ＋ 七叶苷　 ＋
马尿酸钠 ＋ 阿拉伯糖 －
甘油　　 ＋ 菊糖　　 －
海藻糖　 ＋ 棉籽糖　 －
蔗糖　　 ＋ 鼠李糖　 －

　　注：“＋”为产酸不产气／阳性；“－”为不产酸不产气／阴性。

２．４　药敏试验
对分离培养获得的纯化菌株进行药敏试验，结果见表３。

表３　分离株的药敏试验结果

药物 抑菌圈直径（ｍｍ） 药物 抑菌圈直径（ｍｍ）
环丙沙星 ２２ 阿奇霉素 ２５
四环素　 ９ 恩诺沙星 ２３
青霉素　 ２１ 罗红霉素 ２１
阿莫西林 ２１ 卡那霉素 １０
万古霉素 ２２ 庆大霉素 ９

３　讨论与结论

目前，能够引起动物脑炎的病原有细菌、病毒、真菌、立克
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次体、原虫等。其中，细菌主要有肺炎链球菌、肠埃希菌、金黄

色葡萄球菌、李斯特菌、Ｂ族链球菌和奈瑟球菌等［３－５］。病毒

主要有单纯疱疹病毒、日本脑炎病毒、西尼罗脑炎病毒等约有

１００多种病毒可致人和动物得脑炎［６］。根据离株的培养特

性、染色特点、形态观察及生化试验可知，导致此次犊牛脑炎

的细菌为β－溶血性牛链球菌。
药敏试验结果表明，分离株对青霉素、万古霉素、阿奇霉

素、阿莫西林、环丙沙星、恩诺沙星、罗红霉素敏感，对四环素、

卡那霉素、庆大霉素耐受，说明该菌株具有多重耐药性。链球

菌是革兰阳性菌，理论上很多药物对其有疗效。但近年来由

于抗生素的滥用，如在动物饲料中长期添加抗生素用于促进

生长及预防和治疗疾病，发生疾病后未经兽医诊断就盲目大

量使用多种抗生素等，不仅治疗成本提高，而且产生了大量耐

药菌株，使得疾病难以控制。因此，牛场在防治链球菌病时，

应对菌株进行药敏试验，用２～３种敏感药物按疗程和足够的
剂量交替使用。
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一株中华鳖气单胞菌噬菌体的分离及功能鉴定

吕孙建，刘　莉，曹　铮，卢淑娟，林　锋
（农业部淡水渔业健康养殖重点实验室／浙江省鱼类健康与营养重点实验室／浙江省淡水水产研究所，浙江湖州３１３００１）

　　摘要：中华鳖是我国主要的名优淡水养殖品种，但病害频发严重影响了鳖养殖业的可持续发展。特别是滥用抗生
素造成食品安全和生态安全问题，已引起人们高度关注，寻找替代抗生素对中华鳖疾病进行预防及治疗迫在眉睫。从

中华鳖养殖塘中分离得到气单胞菌噬菌体１株，经透射电子显微镜观察确定为肌尾噬菌体科噬菌体。该噬菌体为宽
噬噬菌体，对中华鳖及对虾发病养殖塘中分离得到的嗜水气单胞菌及副溶血弧菌均有明显的抑制效果，该噬菌体浸染

的细菌培养基能形成明显的噬菌斑。此外，经体外试验，发现该噬菌体能够有效治疗中华鳖的腐皮病。本研究分离得

到的噬菌体能够有效抑制水产常见致病菌，为后续抗生素代替治疗方法的研发提供了一定理论依据。
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　　中华鳖（Ｔｒｉｏｎｙｘｓｉｎｅｎｓｉｓ），肉质鲜美，具有较高的营养及
药用价值，是东南亚国家的主要淡水水产养殖动物，在我国、

日本等地区均有养殖，我国的中华鳖产量一直居世界产量之

首［１－３］。近年来，高密度养殖导致的药物滥用及养殖水质恶

化等原因引起中华鳖疾病（细菌病及病毒病等）频发［４］，其中

嗜水气单胞菌等细菌性病害最为常见，目前已知的中华鳖细

菌性病害包括红脖子病、红底板病、白底板病、腐皮病、疖疮

病、穿孔病、烂甲病等［５］。

嗜水气单胞菌是水产养殖中最为常见的条件致病菌，在

大部分水产养殖水体中均能检测到该细菌。该细菌为多致病

因素病原菌，具有较强的毒性，能够释放毒素（细胞毒性和细

胞紧张性刺激物）、内毒素（脂多糖）、蛋白酶、溶血素、肠毒素

和各种酶。此外，这些毒力因子释放还会引起宿主感染加重，

从而加重疾病的爆发［２］。

目前，中华鳖细菌性病害常用抗生素药物进行预防和治

疗，但是抗生素药物的大量使用产生了一系列严重的问题，如

病原菌产生抗药性、养殖水质恶化和药物残留等［４］。近些

年，这些药物的选用主要是套用鱼类用药的使用标准，效果往

往不理想，且抗生素的使用正在逐步禁止及规范［６］，目前亟

须研发一种新型、有效且环保的治疗制剂对中华鳖的疾病进

行有效预防及治疗。

噬菌体（ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅ）是寄生于细菌、霉形体、螺旋体、
放线菌以及蓝细菌等中的一类病毒，亦称细菌病毒［７－８］。噬

菌体以细菌作为宿主，可以特异性地杀灭相应的宿主菌，因此

噬菌体是一种很有潜力的新型治疗制剂。目前，噬菌体的研

究已经涉及医药、农业、食品加工、废水处理等行业，并获得了
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