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　　摘要：从牛奶中分离引起隐性乳房炎的病原菌，通过细菌培养、形态鉴定、生理生化试验等，对引起奶牛隐性乳房
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鉴定，并参照《常见细菌系统鉴定手册》鉴定为志贺氏菌。通过提取 ＤＮＡ及１６ＳｒＲＮＡ序列的分析，得到该分离菌与
ＧｅｎＢａｎｋ上发表的志贺氏菌同源性为９９．９％。
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　　奶牛乳房炎是困扰牛奶业经济效益及迅速发展的重要原
因之一，不仅严重影响患病牛的产乳量、乳的品质、延长产后

发情和妊娠的时间，易在牛群中传播流行，对奶牛业的危害极

大，而且危及人类健康［１］。奶牛乳房炎根据临床表现可分为

临床型和隐性型２种，其中隐性乳房炎（ｓｕｂｃｌｉｎｉｃｍａｓｔｉｔｉｓ）乳
汁无肉眼可见变化，临床症状不明显，诊断困难，疗效较差，造

成奶品质量下降，最终危及人类健康［２］。

奶牛乳房炎是奶牛乳腺受到物理、化学、微生物等因素刺

激所引起的奶牛乳房的炎症，表现为乳汁发生理化性质及细

胞学性质的变化、乳腺组织发生病理学变化［３］。志贺氏菌大

多存在肠道中，由于饲养员的不卫生操作或饲养管理水平较

低，挤奶员的素质不高出现不能正确使用挤奶器或对挤奶系

统没有进行很好的保养等问题导致志贺氏菌的感染。志贺氏

菌从损伤的生殖道进入血液或淋巴而引起感染，多感染舍饲

牛，严重的可引起乳房坏疽，志贺氏菌性乳房炎多见于高产奶

牛及产后泌乳高峰时期，临床症状明显，乳房肿胀、高热，食欲

废绝，并伴有胃肠道症状，乳汁水样黄色，泌乳量急剧下降，表

现出急性发病，少数动物可死于内毒素血症［４］。

本研究从牛奶中分离出引起乳房炎的１种病原菌，通过
细菌培养和生理生化试验［５］初步鉴定病原菌为志贺氏菌，利

用ＰＣＲ技术扩增其１６ＳｒＲＮＡ序列，并与 ＧｅｎＢａｎｋ上发布的
志贺氏菌１６ＳｒＲＮＡ核苷酸序列进行同源性比较，以期为志
贺氏菌导致的奶牛隐性乳房炎的分子生物学诊断提供依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料

新鲜奶样，采自云南省红河州个旧市乍甸奶牛场，由红河

学院生命科学与技术学院动物免疫实验室４℃保存。
１．２　培养基

普通肉汤培养基：取瓶内干粉３９．６ｇ，加入蒸馏水或去离
子水１Ｌ，搅拌加热煮沸至完全溶解，分装三角瓶，１２１℃高压
灭菌１５ｍｉｎ；冷却至５０℃，摇匀倒平板。在室温可保存１ｄ
或在冰箱里贮存数天。

１．３　细菌分离培养及生理生化鉴定
取新鲜奶样２００μＬ接种在普通肉汤培养基，在３７℃条件

下无氧培养２４ｈ，待菌落长出后，挑出单菌落，划线分离，直至
菌落较纯化，待菌株生长良好后，仔细观察菌落形态。挑选形

态典型的单个菌落，进行革兰氏染色，镜检。将分离得到的革

兰氏染色阴性的细菌做过氧化氢酶试验。凡是革兰氏染色为

阴性、过氧化氢酶产生气泡的细菌均暂定为葡萄球菌属。再进

一步做甲基红试验、各种发酵糖试验、硝酸还原试验、血凝固酶

试验。根据《常见细菌系统鉴定手册》来确定所属的种。

１．４　１６ＳｒＲＮＡ的ＰＣＲ扩增及测序
采用ＣＴＡＢ法提取经过生理生化鉴定的细菌 ＤＮＡ，根据

ＧｅｎＢａｎｋ上发表的志贺细菌１６ＳｒＲＮＡ序列（ＧＵ４４４０８１．１），
设计１对特异性引物如下：Ｐ１：５′－ＡＡＴＧＧＧＡＣＧＣＴＧＧＣＧＧＣ
ＡＧＧＣＣＴＣ－３′，Ｐ２：５′－ＧＣＧＣＡＴＡＴＧＣＡＴＡＣＧＧＣＴＡＣＣＴ－３′。

以细菌ＤＮＡ为模板进行ＰＣＲ扩增，反应条件如下：９４℃
预变性５ｍｉｎ；９４℃变性 ３０ｓ，４９℃退火 ３０ｓ，７２℃延伸
２ｍｉｎ，３５个循环；７２℃ 延伸１０ｍｉｎ。反应结束后取５μＬ扩
增产物电泳检测。将检测正确的 ＰＣＲ产物送交上海生工生
物工程有限公司测序。将测序结果与 ＧｅｎＢａｎｋ上发表的志
贺氏菌１６ＳｒＲＮＡ序列进行同源性比较。

２　结果与分析

２．１　分离菌的形态特征
在普通肉汤培养基上，菌落为圆形半透明，平板形成湿

润，表面光滑，边缘有些不整齐，呈白色，中央有凸起的菌落

（图１）。分离菌的菌体都是圆形的，在显微镜下一般观察到
的是呈短小杆菌状，革兰氏染色阴性（图２）。

分离菌的形态特征：菌落直径在０．５～１．５ｍｍ之间，凸
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起、圆形、光滑、半透明、白色，细菌为圆形，通常是以串状存

在，偶尔有单个，缺乏鞭毛。

２．２　分离菌特性的分析与鉴定
　　本试验对牛奶中分离得到的细菌进行生理生化鉴定，由
表１可知，革兰氏染色试验，过氧化氢试验和甘露醇、赖氨酸
脱羧酶、β－半乳糖苷酶、尿素试验等均为阴性；甲基红试验、

葡萄糖为阳性，根据形态特征和常规的生理生化鉴定结果，试

验分离出的细菌初步确定为志贺氏菌属。

２．３　分离菌ＤＮＡ提取结果
由图３可知，分离菌的 ＤＮＡ提取结果可见分离菌 ＤＮＡ

提取了１２个样，而３、４、５、６、７、８泳道几个样效果较好，可以
用来做１６ＳｒＲＮＡ的扩增。

表１　分离细菌的生理生化试验结果

试验项目 革兰氏染色试验 过氧化氢试验 甲基红试验 甘露醇 葡萄糖 赖氨酸脱羧酶 β－半乳糖苷酶 尿素

ＭＺ－１ － － ＋ － ＋ － － －

　　注：＋为阳性反应，－为阴性反应。

２．４　分离菌１６ＳｒＲＮＡ的扩增结果
由图４可知，经ＰＣＲ扩增后得到１６ＳｒＲＮＡ片段，一共扩

增了１０个样，每个条带都很清晰，说明 ＰＣＲ反应体系和扩增
程序都正确，其大小约为１５００ｂｐ。

２．５　同源性比较
ＰＣＲ产物送交上海生工生物工程有限公司测序后，结果

表明序列大小与预期结果一致，将测序结果与 ＧｅｎＢａｎｋ上发
表的志贺氏菌１６ＳｒＲＮＡ序列进行同源性比较。结果表明，
ＰＣＲ扩增的核苷酸序列与 ＧｅｎＢａｎｋ上发表的 Ｓｈｉｇｅｌｌａ１６Ｓ

ｒＲＮＡ序列同源性达到９９．９％（图５）。

３　讨论

志贺氏菌属（Ｓｈｉｇｅｌｌａ）是人类细菌性痢疾最为常见的病
原菌，通称痢疾杆菌［６－８］。志贺氏菌是一类兼性厌氧、不产生

芽孢的革兰氏阴性杆菌［９］。志贺氏菌属细菌杆状或短杆状，

没有成荚膜，无鞭毛，一般有菌毛的形态与一般肠道杆菌无明

显区别，长２～３μｍ、宽０．５～０．７μｍ，对营养要求不高，能在
普通培养基上生长［１０］；最适生长温度为 ３７℃，最适 ｐＨ值为
６．４～７．８。志贺氏菌可分解葡萄糖，产酸不产气，不分解尿
素，不形成硫化氢，不能利用柠檬酸盐或丙二酸盐作为唯一

碳源［１１－１２］。

志贺氏菌的分离也受到人们的关注，现在关于志贺氏菌

的分离多数是在临床上进行的，而在动物方面的分离应用还

较少，对该细菌的分离手段越来越多［１３］，由于现在技术的发

达，在很多试验室已经使用全自动的微生物检定仪、分子鉴定

方法等对细菌进行分离及鉴定［１４］。

隐性乳房炎是危害奶牛产业发展的重要疾病之一。造成

隐性乳房炎的主要病原微生物包括来源于环境污染的大肠埃

希氏菌、乳房链球菌、化脓性棒状杆菌等，以及通过接触性传

染的无乳链球菌、停乳链球菌、金黄色葡萄球菌和志贺氏菌

等，但以大肠杆菌、链球菌和金黄色葡萄球菌为主，引起我国

奶牛乳房炎的病原菌中金黄色葡萄球菌分离率达到了约

４０％，大肠埃希氏菌分离率约为３０％，停乳链球菌、无乳链球
菌及其他细菌所占比例较低［１５］。对这些病原菌的鉴定主要

以生理生化鉴定为主，借助于分子生物学鉴定奶样中志贺氏

菌的相关文献还未见报道［１６－１７］。本研究根据 ＧｅｎＢａｎｋ中登
录的志贺氏菌１６ＳｒＲＮＡ序列，设计特异性引物，通过ＰＣＲ技
术从经过生理生化鉴定的细菌 ＤＮＡ中扩增１６ＳｒＲＮＡ，并对
ＰＣＲ产物进行测序与同源性对比，结果表明分离的病原菌经
ＰＣＲ鉴定为志贺氏菌，为隐性乳房炎中志贺氏菌的分子生物
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学检测奠定基础，为隐性乳房炎中志贺氏菌的检测提供了新

的方法和参考依据，该研究具有重要的意义。

细菌的分离鉴定方法很多，可以是常规的生化鉴定，也可

以是分子生化鉴定，包括 ＤＮＡ测定、ＰＣＲ技术、血清鉴定
等［１８－２０］。随着分子生物学的快速发展，越来越多的人采用分

子生物学鉴定方法，利用分子生物学鉴定能更快速便捷地检

测出隐性乳房炎中的病原微生物［２１－２３］。本试验应用常规生

化鉴定方法和分子生物学鉴定相结合，虽然该方法所需的时

间较长，耗费的人力物力较多，但是最终鉴定的结果准确性和

灵敏度高，是其他检测方法无法比拟的。
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ｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅ［Ｊ］．ＡｓｉａｎＪｏｕｒｎａｌｏｆＡｎｉｍａｌａｎｄＶｅｔｅｒｉｎａｒｙＡｄｖａｎｃｅｓ，
２０１２，７（６）：４５４－４７６．

［１７］ＳａｉｄｉＲ，ＫｈｅｌｅｆＤ，ＫａｉｄｉＲ．Ｂｏｖｉｎｅｍａｓｔｉｔｉｓ：ｐｒｅｖａｌｅｎｃｅｏｆｂａｃｔｅｒｉａｌ
ｐａｔｈｏｇｅｎｓａｎｄｅｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆｅａｒｌｙｓｃｒｅｅｎｉｎｇｔｅｓｔ［Ｊ］．ＡｆｒＪＭｉｃｒｏｂｉｏｌ
Ｒｅｓ，２０１３，７（９）：７７７－７８２．

［１８］邵　锴，邱业先，徐　婧．高效溶磷菌的筛选、鉴定及其溶磷特
性［Ｊ］．江苏农业科学，２０１７，４５（８）：２５３－２５７．

［１９］李梦茜，张振旺．罗非鱼细菌性败血症病原菌嗜水气单胞菌拮抗
菌株的筛选和鉴定［Ｊ］．江苏农业科学，２０１７，４５（３）：１２９－１３１．

［２０］张　蕾，蒋继志，于永昂．拮抗细菌 ＴＤ－１２菌株发酵条件的优
化及鉴定［Ｊ］．江苏农业科学，２０１６，４４（２）：１４３－１４６．

［２１］黄宝华，陈庆森，庞广昌．志贺氏菌研究及其快速检测技术发展
现状［Ｊ］．食品科学，２００４，２５（１１）：３３３－３３６．

［２２］姜　铮，王　芳，何　湘，等．志贺氏菌致病机制研究进展［Ｊ］．
中国热带医学，２００９，９（７）：１３７２－１３７４．

［２３］马庆辉，余　州，李　峰，等．奶牛隐性乳房炎研究进展［Ｊ］．动
物医学进展，２００８，２９（１）：９１－９５．
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