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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
炎的病原菌进行分离及鉴定，并对分离病原菌做药敏试验。采用传统的形态学和生理生化试验，并参照《常见细菌系

统鉴定手册》鉴定得到金黄色葡萄球菌。通过药敏试验，得到该分离菌对头孢噻吩（抑菌圈１５．６ｍｍ）、万古霉素（抑
菌圈１６．０ｍｍ）敏感性最强；其次是庆大霉素（菌圈１２．０ｍｍ）、红霉素（菌圈１１．３ｍｍ）、青霉素（抑菌圈 １０．５ｍｍ）；敏
感低的是四环素（抑菌圈９．０ｍｍ）和诺氟沙星（抑菌圈７．０ｍｍ）；最不敏感为环丙沙星（抑菌圈为 ３．０ｍｍ）。
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　　奶牛乳房炎是奶牛最常见的疾病之一，它一直是困扰奶
牛业经济效益及迅速发展的重要原因之一，隐性乳房炎是乳

房炎的一种，流行面广，为临床型乳房炎的１５～４０倍，引起奶
产量降低４％～１０％，影响牛奶质量，并易转变为临床型乳房
炎，造成更为严重的经济损失［１］。引起隐性乳房炎的因素有

多种，如物理、化学、机械、微生物感染等，其中葡萄球菌是引

起奶牛乳房炎的主要病原物之一，据报道约有１／２以上的乳
房炎都是由该细菌引起的，对奶牛乳腺组织造成损伤，使产奶

量降低，奶牛的使用年限大大缩短，牛奶的品质和营养价值受

到影响，还制约着乳品加工业的健康发展，给乳制品工业带来

巨大损失［２］。

近年来，随着我国牛奶业的发展，在葡萄球菌方面关注度

越来越高，对于葡萄球菌的研究也越来越深入，基本鉴定方法

有４种，包括血浆凝固酶法、ＤＮＡ分解酶法、甘露醇发酵试
验、溶血现象。其中金黄色葡萄球菌不仅影响奶牛的泌乳量

而且严重影响乳汁的卫生质量，它与链球菌、大肠杆菌所引起

的乳房炎约占奶牛乳房炎的９０％以上［３－４］。

本研究从新鲜牛奶中分离引起隐性乳房炎的金黄色葡萄

球菌，通过细菌的培养、染色鉴定、生理生化试验，对病原菌进

行鉴定，鉴定后进行药敏试验，以期获得敏感性的抗生素，为

隐性乳房炎的治疗提供依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
试验材料为新鲜牛奶，采自蒙自养殖户，无菌采集后带回

试验室在４℃的冰箱中保存备用。
１．２　培养基

牛肉膏蛋白胨普通培养基，血皿普通培养基，麦康卡培养

基，甲基红培养基，亚硝酸还原培养基，糖类发酵基础培养基

（发酵管）。

１．３　细菌分离培养及纯化
将样品按１０倍梯度稀释后，接种在普通琼脂培养基和血

皿培养基上，在３７℃条件下无氧培养２４ｈ，待菌落长出后，经
过２种培养基上菌落的对比，在血皿培养基上挑出有溶血圈
的可疑菌落，将可疑菌落继续接种在以上２种培养基上，并同
时接种在麦康卡培养基上，而在前２种培养基中细菌均能正
常生长，在最后一种培养基上则不生长，将这种菌株反复在普

通培养基上培养，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。

１．４　细菌形态鉴定
分离的细菌首先进行革兰氏染色，后再在显微镜下观察

形态结构。

１．５　生理生化鉴定
将分离得到的革兰氏染色为阳性的细菌做过氧化氢酶试

验，凡是革兰氏染色为阳性、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。

１．６　ＰＣＲ鉴定
采用ＣＴＡＢ法提取经过生理生化鉴定的细菌 ＤＮＡ，根据

ＧｅｎＢａｎｋ上发表的金黄色葡萄球菌 １６ＳｒＲＮＡ序列（ＮＲ＿
０７５０００），设计 １对特异性引物如下，预计扩增产物大小
为 １５２１ｂｐ。

Ｐ１：５′－ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ－３′，
Ｐ２：５′－ＴＣＣＧＡＴＡＣＧＧＣＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧ－３′。

　　以细菌ＤＮＡ为模板进行ＰＣＲ扩增，反应条件如下：９４℃
的预变性５ｍｉｎ；９４℃变性１ｍｉｎ，５５℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸
１．５ｍｉｎ，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产物送交生工生物（上
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海）股份有限公司测序。将测序结果与 ＧｅｎＢａｎｋ上发表的金
黄色葡萄球菌１６ＳｒＲＮＡ序列进行同源性比较。
１．７　药敏试验

将经生理生化鉴定后的细菌涂布在培养皿上，并把各种

药敏片标记后放在该培养皿中，待培养２４ｈ之后观察结果。
观察抑菌圈的大小，用抑菌圈大小判定各种药敏片对细菌的

敏感程度。

２　结果与分析

２．１　病原菌的形态特征
在血皿培养基上，菌落周围有溶血现象，出现溶血圈，菌

落为圆形，平板形成湿润、表面光滑、边缘有些不整齐，呈白色

或金黄色，中央有凸起的菌落（图１）。葡萄球菌的菌体都是
圆形的，一般在显微镜下观察是呈葡萄串状，革兰氏染色呈阳

性（图２）。

　　所分离的葡萄球菌的形态特征，菌落直径在 ０．５～
１．５ｍｍ之间，凸起、圆形、光滑、金黄色，偶尔也为白色；细菌
为圆形，通常是以葡萄串状存在，偶尔有单个，缺乏鞭毛。

２．２　病原菌的生理生化鉴定
本试验对牛奶中分离得到的葡萄球菌进行生理生化鉴

定，由表１可知，革兰氏染色试验、过氧化氢酶试验、血凝固酶
试验、甲基红试验、硝酸还原试验等均为阳性，根据形态特征

和常规的生理生化鉴定结果，试验分离出的细菌确定为葡萄

球菌属。

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

血凝固酶

试验

硝酸还原

试验

ＭＺ－１ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

　　注：＋为阳性反应，－为阴性反应。

２．３　病原菌发酵特性分析
将分离到的葡萄球菌属的菌株，做进一步的发酵试验，试

验结果见表２，参照《常见细菌系统鉴定手册》进行种的鉴定。
　　由表２可知，所分离出来的葡萄球菌是金黄色葡萄球菌。

表２　分离株的糖发酵试验结果

试验项目 阿拉伯糖 果糖 葡萄糖 乳糖 麦芽糖 甘露醇蔗糖木糖

ＭＺ－１ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

　　注：＋为阳性反应，－为阴性反应。

２．４　病原菌的ＰＣＲ鉴定
经生理生化鉴定的病原菌，设计 １对金黄色葡萄球菌

１６ＳｒＲＮＡ特异性引物，以病原菌 ＤＮＡ为模板，进行 ＰＣＲ扩
增，１％琼脂糖凝胶电泳检测结果。由图３可知，ＰＣＲ产物大
小１５２１ｂｐ，与预期大小一致。由图４可知，ＰＣＲ产物经测序
后发现与 ＧｅｎＢａｎｋ登录的金黄色葡萄球菌 １６ＳｒＲＮＡ（ＮＲ＿
０７５０００）有２个核苷酸的差异，证明分离的病原菌为金黄色葡
萄球菌。

２．５　病原菌药敏试验结果
参照美国临床试验室标准委员会１９９４年制定的抗生素

敏感度判断标准（ＮＣＣＬＳ１９９４）判断抑菌结果。抑菌圈直
径＞１５ｍｍ为高敏感度抑菌作用，用“＋＋＋”表示；１０ｍｍ＜
抑菌圈直径＜１５ｍｍ为中敏感度抑菌作用，用“＋＋”表示；抑
菌圈直径＜１０ｍｍ为低敏感度抑菌作用，用“＋”表示；抑菌
圈直径＜５ｍｍ的为无抑菌作用，用“－”表示。
　　由表３可知，分离得到的葡萄球菌对万古霉素和头孢噻
吩敏感度高，对庆大霉素、四环素、青霉素为中度敏感，对于四

环素和诺氟沙星敏感度低，而对于环丙沙星不敏感。

３　讨论

３．１　分离培养基的选择
从不同的基质中分离葡萄球菌时，据葡萄球菌的生长环

境条件以及它在不同培养基上生长的情况进行培养基的组分

选择［５］。对于葡萄球菌的分离，多数人选择有色培养基进行

细菌的培养。本试验所用的培养基是普通培养基（培养细

菌），而一些常见的病原菌也可以在普通培养基上生长，如链

球菌、大肠杆菌等在普通培养基上生长，但链球菌生长差，有

时不生长。大肠杆菌虽然生长旺盛，但是它的菌落大小和形

态与葡萄球菌是完全不同的，因此降低了分离的难度。

３．２　细菌的分离鉴定
细菌的分离鉴定方法很多，可以是常规的生化鉴定，也可

以是分子生物学鉴定，包括 ＤＮＡ测定、ＰＣＲ技术、血清鉴定
等。得益于现在技术的发达，较多的人是采用分子鉴定方法，
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表３　药敏试验抑菌圈的平均直径

试验项目 万古霉素 环丙沙星 头孢噻吩 庆大霉素 红霉素 四环素 诺氟沙星 青霉素

ＭＺ－１ １６ ３ １５．６ １２ １１．３ ９ ７ １０．５
ＭＺ－１ ＋＋＋ － ＋＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋ ＋ ＋＋

　　注：直径长度用ｍｍ表示。

利用分子鉴定能更快速地鉴定出结果［６］。本试验是用的常

规生化鉴定方法结合分子生物学方法，能快速准确鉴定出分

离的病原菌。

３．３　分离菌的耐药性
根据所查的资料，刘军等是用菌株数来表示该菌对各种

药敏片的耐药性，他们试验的结果是青霉素、四环素的耐药性

较差，本研究是用抑菌圈表示各种药片对该菌的敏感程度，根

据抑菌圈的大小判断可知，青霉素和四环素的抑菌圈较小，表

示耐药性较强；诺氟沙星和环丙沙星的抑菌圈最小，耐药性最

差，由此可见该细菌对于这几种药已经产生了抗性［７－８］。为

了在今后的治疗中不让菌株产生抗药性，应扩大抗生素应用

的广谱性，抗生素之间试行交叉使用。本研究结果说明在不

同地区葡萄球菌对各种抗生素的抗性不同，耐药性也是有差

别的，研究结果可以为当地预防奶牛乳房炎的发生与流行奠

定基础［９－１０］。

本试验采用传统的形态学和生理生化鉴定方法，再根据

《常见细菌系统鉴定手册》鉴定出从牛奶中分离出来的葡萄

球菌，并根据各种生理生化试验鉴定出它是致病性金黄色葡

萄球菌。根据本试验药敏片产生的抑菌圈大小可知，万古霉

素和头孢噻吩的抑菌圈最大，平均在１５ｍｍ以上，对细菌的
敏感度高；庆大霉素、红霉素和青霉素的抑菌圈在１０～１５ｍｍ
之间，敏感度中；四环素和诺氟沙星的抑菌圈在５～１０ｍｍ之
间，敏感度低；环丙沙星的抑菌圈在 ５ｍｍ以下，对细菌不

敏感。
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