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　　摘要：为了检测ｍＴＯＲ抑制剂雷帕霉素（ｒａｐａｍｙｃｉｎ）对单核细胞增生李斯特菌（Ｌｍ）在小鼠脑微血管内皮细胞内
存活的影响，将不同浓度抑制剂雷帕霉素与细胞共同孵育，然后将 Ｌｍ分别感染细胞，细菌菌落计数法计算胞内细菌
数量，ＭＴＴ法检测抑制剂雷帕霉素对细胞活性的影响，酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）检测抑制剂雷帕霉素对Ｌｍ介导的
ＩＦＮ－γ和ＩＬ－６分泌的影响，利用试剂盒检测ｃａｓｐａｓｅ－１活性。结果表明：抑制剂雷帕霉素在５、１０、２５ｎｍｏｌ／Ｌ浓度
时不影响细胞活性，雷帕霉素显著抑制了Ｌｍ在细胞，且与雷帕霉素浓度和感染时间相关，雷帕霉素显著提高了Ｌｍ介
导的ＩＦＮ－γ、ＩＬ－６、ｃａｓｐａｓｅ－１、ＩＬ－１β和ＮＬＲＰ３的ｍＲＮＡ水平。结论：本研究表明，ｍＴＯＲ抑制剂雷帕霉素可调控细
胞内Ｌｍ的存活，雷帕霉素可增强Ｌｍ介导的细胞炎性体水平，为Ｌｍ引起脑膜炎的致病机制提供科学依据。
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　　单核细胞增生李斯特菌（Ｌｉｓｔｅｒｉａｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ，简称Ｌｍ）
是一种人畜共患的革兰阳性致病菌，同时也是四大食源性病

原体之一。可在免疫功能低下的个体中，如老年人、孕妇、新

生儿等，引起脑膜炎、败血症等严重的感染性疾病，免疫力正

常人群，在食入一定量 Ｌｍ污染的食品后，也可能会出现发热
性胃肠炎症状［１］。虽然该病的发病率不高，但是死亡率可高

达２０％～３０％，危害很大，已成为全球性疾病，上世纪８０年
代欧美国家不断发生单核细胞增生李斯特菌引起的食物中毒

事件，该病原菌才逐步受到人们的关注。单核细胞增生李斯

特菌感染过程和致病机制成为研究的重点之一［２－３］，Ｌｍ是兼
性细胞内生存的病原菌，既能感染吞噬细胞也能感染非吞噬

细胞，如巨噬细胞、肝细胞、上皮细胞及成纤维细胞等，并在细

胞中生长、增殖进而在细胞间进行传播［４］。其感染过程可以

分为４个阶段：入侵、逃逸吞噬泡、增殖以及在细胞与细胞之
间传播［５－６］。

哺乳动物雷帕霉素（Ｒａｐａｍｙｃｉｎ）靶蛋白（ｍＴＯＲ）最早作
为酵母雷帕霉素靶蛋白的同源体被发现，ｍＴＯＲ通过调节
ｍＲＮＡ转录、蛋白翻译、凋亡、自噬以及细胞骨架组织和细胞
大小等方式，在细胞生长、增殖、代谢等方面发挥重要作用。

近来 ｍＴＯＲ作为免疫反应的中心调控因子正在被关注，
ｍＴＯＲ作为一个信号级联的中央节点指导集成免疫微环境中

的各种环境信号的输入，调节各种免疫细胞，包括Ｔ细胞、ＮＫ
细胞、ＡＰＣ等各种免疫细胞的分化发育，影响其功能活
性［７－８］。ｍＴＯＲ与许多疾病密切相关，然而与李斯特菌病关
系如何，目前尚不清楚，本研究着重探讨ｍＴＯＲ抑制剂对李斯
特菌存活的影响，以期为揭示Ｌｍ致病机制奠定基础。

１　材料与方法

１．１　菌株和细胞
单核细胞增生李斯特菌（Ｌｍ）和小鼠脑微血管内皮细胞

为笔者所在实验室保存。

１．２　主要试剂
胎牛血清和 ＤＭＥＭ细胞培养液购自 ＧＩＢＣＯ公司；酵母

提取物、蛋白胨购自上海生工生物工程有限公司；Ｔｒｉｔｏｎ
Ｘ－１００细胞裂解液、ＭＴＴ试剂盒和 ＤＭＳＯ购自北京索莱宝
科技有限公司；Ｃａｓｐａｓｅ－１活性检测试剂盒和雷帕霉素抑制
剂购自碧云天公司；小鼠 ＩＬ－６、ＩＦＮ－γ和 ＩＬ－１βＥＬＩＳＡ试
剂盒均购自上海依科赛生物制品有限公司。

１．３　主要仪器
生物安全柜；超纯水处理系统；ＣＯ２培养箱；低温高速离

心机；全自动酶标检测仪，全自动高压蒸汽灭菌锅。

１．４　ＭＴＴ试验
（１）收集对数期的小鼠脑微血管内皮细胞，用０．２５％胰

蛋白酶消化细胞，用含１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ培养液配成单
个细胞悬液，以每孔１０３～１０４个细胞接种于９６孔培养板中，
每孔总体积为２００μＬ，边缘孔用无菌的ＰＢＳ填充。

（２）置３７℃、５％ ＣＯ２培养箱培养６～２４ｈ使细胞贴壁。
（３）将不同浓度的抑制剂雷帕霉素 （５、１０、２０、

５０ｎｍｏｌ／Ｌ）与细胞共同孵育，０．１％ ＤＭＳＯ处理的细胞作对
照，每组设置５个复孔。

（４）置３７℃、５％ ＣＯ２培养箱培养１６～４８ｈ，倒置显微镜
下观察。
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（５）小心吸取上清，加入 １８０μＬ新鲜培养液，再加入
２０μＬＭＴＴ（５ｍｇ／ｍＬ，即０．５％ ＭＴＴ）溶液，继续培养４ｈ。

（６）弃去上清，每孔加入１５０μＬＤＭＳＯ溶液，置摇床上低
速振荡１０ｍｉｎ，使结晶充分溶解，在酶联免疫检测仪４９０ｎｍ
处测量各孔的吸光度。

（７）同时设置调零孔（培养基、ＭＴＴ、ＤＭＳＯ溶解液），对
照孔（细胞、相同浓度的药物溶解介质、培养液、ＭＴＴ、ＤＭＳＯ
溶解液），每组设定３复孔，细胞存活率 ＝（Ｄ试验组 －Ｄ空白组）／
（Ｄ对照组 －Ｄ空白组）×１００％。
１．５　实时定量ＰＣＲ

从ＮＣＢＩ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／）网站 ＧｅｎＢａｎｋ
上查找公布相关基因设计引物，引物序列见表１。实时定量
ＰＣＲ采用２０μＬ体系，实时定量 ＰＣＲ采用２０μＬ体系，ＰＣＲ
反应条件：９５℃５ｍｉｎ；９５℃１５ｓ，５９℃３０ｓ，７２℃３０ｓ，４０个
循环。每组细胞每个时间点的细胞做３个重复，试验完成后
用２－ΔΔＣＴ法对试验数据进行分析。

表１　相关基因引物设计

引物名称 引物序列

ＮＬＲＰ３上游 ５′－ＴＧＧＡＧＡＣＡＣＡＧＧＡＣＴＣＡＧＧ－３′
ＮＬＲＰ３下游 ５′－ＡＴＴＴＣＡＣＣＣＡＡＣＴＧＴＡＧＧＣ－３′
β－ａｃｔｉｎ上游 ５′－ＧＣＴＣＴＴＴＴＣＣＡＧＣＣＴＴＣＣＴＴ－３′
β－ａｃｔｉｎ下游 ５′－ＣＡＧＣＡＣＴＧＴＧＴＴＧＧＣＡＴＡＧＡ－３′

１．６　Ｌｍ侵染小鼠脑微血管内皮细胞
抑制剂雷帕霉素与小鼠脑微血管内皮细胞作用１ｈ，将

３０μＬ的单克隆 Ｌｍ接种到 ２０ｍＬ液体培养基中，３７℃、
１８０ｒ／ｍｉｎ摇床培养２４ｈ。多次收集菌液于１．５ｍＬＥＰ管中，
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ；用ＰＢＳ洗脱菌体３次，悬浮菌体，将
其调整为５．０×１０７个／ｍＬ。以５０∶１（细菌个数 ∶细胞个数）
的比例，用Ｌｍ感染细胞，并将其置于３７℃、５％ ＣＯ２培养箱
中继续培养，在侵染１ｈ之后每孔用ＰＢＳ洗涤３次，加入含有
１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ培养液。
１．７　ＥＬＩＳＡ检测细胞因子

小鼠ＥＬＩＳＡ检测标准曲线的制作见操作步骤。抑制剂
雷帕霉素（２０ｎｍｏｌ／Ｌ）与小鼠脑微血管内皮细胞作用１ｈ，Ｌｍ
感染细胞，将细菌 ∶细胞按５０∶１的比例感染细胞，并将感染
的细胞继续置于３７℃、５％ ＣＯ２培养箱。仅用 Ｌｍ感染的细
胞作为对照组。在１２ｈ和２４ｈ收集细胞上清液，按照说明
书，完成ＩＬ－６、ＩＦＮ－γ和 ＩＬ－１β的 ＥＬＩＳＡ检测，试验重复

３次。
１．８　统计学分析

使用ＳＰＳＳ１７．０验数据统计软件对试验数据进行统计学
分析。

２　结果与分析

２．１　雷帕霉素对小鼠脑微血管内皮细胞活性的影响
不同浓度抑制剂雷帕霉素（５、１０、２０、５０ｎｍｏｌ／Ｌ）与细胞

作用４８ｈ后，收集细胞，利用ＭＴＴ方法检测细胞活性，结果表
明，当抑制剂雷帕霉素浓度为５、１０、２５ｎｍｏｌ／Ｌ不影响细胞活
性（图１），而在５０ｎｍｏｌ／Ｌ时细胞活性显著降低（Ｐ＜０．０５），
表明雷帕霉素对细胞活性影响具浓度依赖性。

２．２　雷帕霉素对Ｌｍ胞内存活的影响
不同浓度（５、１０、２０ｎｍｏｌ／Ｌ）雷帕霉素与细胞孵育１ｈ，然

后，将Ｌｍ感染细胞２４ｈ，裂解细胞，通过菌斑计数发现，胞内
Ｌｍ数量随着雷帕霉素浓度的增加而减少，Ｌｍ＋雷帕霉素组
细菌数量显著低于对照组（Ｐ＜０．０５）；同一浓度雷帕霉素
（２０ｎｍｏｌ／Ｌ）与细胞孵育１ｈ，将 Ｌｍ感染细胞４、１２、２４、４８ｈ
点，检测胞内菌数，结果显示，在１２、２４、４８ｈ时，雷帕霉素处
理细胞中 Ｌｍ的 ｌｇＣＦＵ值显著低于对照组（Ｐ＜０．０５），而在
４ｈ与对照组无显著差异（图２），表明雷帕霉素抑制胞内菌数
与其浓度和感染时间相关。

２．３　雷帕霉素对Ｌｍ介导细胞因子水平的影响
　　雷帕霉素与细胞作用１ｈ，然后，用Ｌｍ感染细胞，未经雷
帕霉素处理的细胞作为对照组，分别在１２ｈ和２４ｈ收集细胞
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上清液，利用ＥＬＩＳＡ检测ＩＬ－６和ＩＦＮ－γ水平，结果显示，雷
帕霉素处理组诱导产生的 ＩＬ－６和 ＩＦＮ－γ水平极显著高于

对照组（Ｐ＜０．０１）。结果表明，雷帕霉素诱导 Ｌｍ介导 ＩＬ－６
和ＩＦＮ－γ水平，从而提高抵抗Ｌｍ感染的细胞免疫（图３）。

２．４　雷帕霉素对Ｌｍ介导ｃａｓｐａｓｅ－１水平的影响
　　本研究先用雷帕霉素与细胞孵育１ｈ，然后，用 Ｌｍ感染
细胞１２ｈ和２４ｈ，用试剂盒检测 ｃａｓｐａｓｅ－１活性。结果显
示，Ｌｍ＋雷帕霉素组细胞 ｃａｓｐａｓｅ－１的 Ｄ４０５ｎｍ值都极显著高
于对照组细胞（Ｐ＜０．０１），结果表明，雷帕霉素可提高 Ｌｍ介
导的ｃａｓｐａｓｅ－１活性，从而诱导Ｌｍ介导的细胞凋亡（图４）。
２．５　雷帕霉素对Ｌｍ介导细胞炎性体的影响

为进一步证实 Ｌｍ是否能够激活该细胞的炎性体，并检
测雷帕霉素对 Ｌｍ介导细胞炎性体的影响，本研究先用雷帕

霉素与细胞孵育１ｈ，然后，用Ｌｍ感染细胞２４ｈ，用ＥＬＩＳＡ试
剂盒检测ＩＬ－１β的含量，用ｑＲＴ－ＰＣＲ检测ＮＬＲＰ３的ｍＲＮＡ
相对水平变化。结果（图 ５）显示，Ｌｍ组的 ＩＬ－１β水平和
ＮＬＲＰ３的ｍＲＮＡ水平显著高于对照组Ｃｏｎｔｒｏｌ正常细胞（Ｐ＜
０．０１），并且，Ｌｍ＋雷帕霉素组细胞 ＩＬ－１β水平和 ＮＬＲＰ３的
ｍＲＮＡ水平显著高于对照组细胞（Ｐ＜０．０１），结果表明，Ｌｍ
能够激活该细胞的炎性体，雷帕霉素可增强Ｌｍ介导的细胞炎性
体水平。

３　讨论

ｍＴＯＲ在调节帽依赖的翻译起始中扮演重要角色，并通
过调控细胞蛋白质的合成作用而成为细胞生长和增殖中的重

要调节器。ｍＴＯＲＣ１通过生长因子、能量水平氨基酸来调控
生长，它的活性在许多疾病中都被下调［９］。结节性硬化复合

体通过调控Ｒｈｅｂ－ＧＴＰ的水平变化向 ｍＴＯＲＣ１传递生长因
子和能量信号［９］。当 ＴＳＣ失活，Ｒｈｅｂ－ＧＴＰ的水平增高，使
ｍＴＯＲＣ１抑制剂 ＦＫＢＰ３８离开 ｍＴＯＲＣ１［１０］，导致 ｍＴＯＲＣｌ活
化，从而保证帽依赖翻译，维持正常细胞周期进程。但最近有

研究报道，在哺乳动物中，ｍＴＯＲＣ１通过其下游效应器４ＥＢＰ１
调控细胞增殖而非细胞生长，而在低等真核生物中，两者可同

时被调控［１１］。也有研究指出，ｍＴＯＲＣ１通过感受能量因子活
化的关键是磷脂酶 Ｄ介导产生的磷脂酸而非 ＴＳＣ［１２］。相比
ｍＴＯＲＣ１，ｍＴＯＲＣ２的功能则研究较少。Ｊａｃｉｎｔｏ等报道，
ｍＴＯＲＣ２可调控细胞骨架肌动蛋白的形成［１３］。Ａｋｔ有２个磷
酸化位点：ｓｅｒｉｎｅ４７３和 ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ３０８［１４］，其中 ｓｅｒｉｎｅ４７３是
ｍＴＯＲＣ２唯一的底物。ｍＴＯＲＣ２通过 ｓｅｒｉｎｅ４７３磷酸化 Ａｋｔ，

从而活化ｍＴＯＲＣ１来发挥调节作用［１３］，故ｍＴＯＲＣ２可认为是
ｍＴＯＲＣ１的上游信号分子。

细胞免疫是胞内菌感染的有效免疫形式。Ｌｍ的天然免
疫应答涉及各种细胞和细胞因子及其之间的相互作用。研究

表明，单核细胞、巨噬细胞以及髓样ＤＣ中的ＰＩ３Ｋ－ｍＴＯＲ通
路对ＴＬＲ信号是至关重要的［１５］。在对体外培养的老鼠 ＤＣ
研究发现，抑制ｍＴＯＲ后可以抑制全部的炎症反应。然而在
刚分离的人单核细胞和初始ｍＤＣ内，刺激ＴＬＲ不改变ＴＳＣ－
ｍＴＯＲ通路下游的 ＰＩ３Ｋ对炎症反应的调控。雷帕霉素处理
后的炎症反应受转录因子ＮＦ－κＢ和ＳＴＡＴ３调控。在人单核
细胞中，抑制 ｍＴＯＲ会提高经由 ＮＦ－κＢ的炎性细胞因子
ＩＬ－１２ｐ４０、ＩＬ－１２ｐ７０、ＩＬ－２３、ＩＬ－６以及ＴＮＦ－α的生成，但
是会阻断通过ＳＴＡＴ３的 ＩＬ－１０的释放。研究显示，ＮＦ－κＢ
和ＳＴＡＴ３是受ｍＴＯＲ独立调控。在炎症反应调控相类似的
活体试验中，抑制ｍＴＯＲ后通过提高ＩＬ－１２的生成可以保护
老鼠抵抗Ｌｍ的致命感染。雷帕霉素处理处在ＴＬＲ兴奋期的
单核细胞和 ＤＣ，能够增强 Ｔ细胞的激活，促进 ＩＦＮ－γ、ＩＬ－
１７的生成［１６］。在感染初期，其中 ＩＬ－１、ＩＬ－６、ＴＮＦ－α和
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ＩＦＮ－γ在抗Ｌｍ过程中发挥重要作用［１７］。本研究表明，ＰＩ３Ｋ
抑制剂雷帕霉素可以提高胞内 Ｌｍ介导的 ＩＬ－６和 ＩＦＮ－γ
的分泌，有助于细胞抵抗Ｌｍ的感染，因此，揭示了 ＰＩ３Ｋ抑制
剂雷帕霉素调控Ｌｍ存活的分子机制。

靶细胞表面的死亡受体通过与配体结合，可进一步激活

ＦＡＤＤ进而激活下游的 ｃａｓｐａｓｅ－８或 ｃａｓｐａｓｅ－１０，启动
ｃａｓｐａｓｅ级联反应。报道还表明，ｍＴＯＲ通路在 ＴＲＡＩＬ介导产
生的多形性成胶质细胞瘤细胞凋亡中发挥了重要作用。Ｌｉｕ
等报道ｍＴＯＲ抑制剂雷帕霉素通过抑制 Ｎａ／Ｋ－ＡＴＰａｓｅ活性
可以直接活化ＴＮＦａ诱导细胞凋亡发生后的Ｃａｓｐａｓｅ－９的活
性，从而加速细胞凋亡［１８］。Ｂａｒｂｏｎｅ等［１９］报道在实体瘤细胞

中，ｍＴＯＲ及其下游信号分子 Ｓ６Ｋ基因敲除后可以显著提高
ＴＲＡＩＬ介导产生的活化 ｃａｓｐａｓｅ－８，证明了 ｍＴＯＲ通路通过
调控死亡受体通路来抑制细胞凋亡的发生。因此，可以看出，

ｍＴＯＲ信号通路可以直接或间接作用于死亡受体或相应配
体，从而介导细胞凋亡，但根据细胞类型的不同，其作用机制

也不一样。

炎性体的活化在病原感染过程中受到严密调控，过度的

活化会造成大量的细胞死亡和组织损伤。炎性体的活化需要

第一信号和第二信号共同调节［２０－２１］，炎性体通过第一信号，

上调炎性体各成员基因以及ＩＬ－１β前体的转录；通过第二信
号炎性体各个成员装配形成多蛋白复合物。炎性体活化后主

要促进 ＩＬ－１β、ＩＬ－１８等促炎症细胞因子的分泌和介导
ｃａｓｐａｓｅ－１依赖的细胞死亡“ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ”，进而调节宿主的免
疫系统，抵抗并清除入侵的病原微生物。ＩＬ－１β能激活 Ｔ细
胞介导的Ｔｈ１、Ｔｈ１７细胞免疫以及Ｂ细胞介导的体液免疫等
适应性免疫［２２］。许多胞内寄生菌的毒力因子被 ＮＬＰＲ１、
ＮＬＲＰ３等胞内ＰＲＲｓ所识别，介导相应的炎性体活化。在Ｌｍ
感染引起的ＮＬＲＰ３炎性体活化的过程中，鸟苷酸结合蛋白５
能促进ＡＳＣ的寡聚化，从而促进炎性体的形成。炎性体活化
后，促炎细胞因子ＩＬ－１β的成熟和分泌能有效刺激机体产生
的免疫反应，这对于抵抗入侵的病原都具有重要意义［２３］。目

前Ｌｍ主要能活化单核巨噬细胞和滋养层细胞的 ＮＬＲＰ３炎
性体［２４］、ＡＩＭ２炎性体以及 ＮＬＲＣ４炎性体，而在脑微血管内
皮细胞上，Ｌｍ能活化的炎性体形式尚未见报道，结果显示，
Ｌｍ能活化脑微血管内皮细胞ＮＬＲＰ３炎性体，并且，抑制剂雷
帕霉素可调控Ｌｍ介导的细胞炎性体水平。
　　本研究发现抑制剂雷帕霉素可显著降低 Ｌｍ在小鼠脑微
血管内皮细胞内的存活，由于 ｍＴＯＲ信号通路与细胞凋亡关
系密切，因此，推测雷帕霉素主要通过 ｍＴＯＲ信号通路调控
Ｌｍ介导的细胞凋亡，从而调控了 Ｌｍ在细胞内的存活，研究
表明雷帕霉素在调控 Ｌｍ胞内的生存繁殖发挥重要作用，为
揭示Ｌｍ致病机制奠定了基础。
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硫酸头孢喹肟乳房注入剂对奶牛乳房炎的疗效

薛　梅，朱俊平，葛爱民
（山东畜牧兽医职业学院，山东潍坊２６１０６１）

　　摘要：选择山东省潍坊市临床型乳房炎４０头病牛作为试验动物，选取硫酸头孢喹肟乳房注入剂进行奶牛乳房炎
的疗效研究。在停药后１、３、５、７、１４ｄ，试验组临床治愈率、细菌学治愈率、ＬＭＴ阴性率均显著高于对照组（Ｐ＜０．０５）；
在停药后７、１４ｄ，试验组临床治愈率、细菌学治愈率、ＬＭＴ阴性率与对照组相比均有显著差异（Ｐ＜０．０５）。说明硫酸
头孢喹肟乳房注入剂局部用药（７５ｍｇ／个）的治疗效果明显好于硫酸头孢喹肟注射剂肌内注射用药（１ｍｇ／ｋｇ）的治疗
效果。在停药后５ｄ所取奶样中头孢喹肟残留量远低于我国农业部２３５号公告规定的头孢喹肟在牛奶中的最大残留
限量，在停药后７ｄ所取奶样中未检出头孢喹肟。
　　关键词：硫酸头孢喹肟乳房注入剂；奶牛乳房炎；治疗效果；治愈率；残留量
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　　头孢喹肟是动物专用的第４代头孢菌素类抗生素，具有
抗菌谱广，抗菌活性强，吸收快、达峰时间短，残留少，在肺、乳

腺等组织内达高的治疗浓度等优点［１－２］。国外临床已经广泛

用于动物的呼吸道疾病以及奶牛乳房炎的治疗［１］。近十几

年来，山东潍坊地区奶牛养殖业迅猛发展，奶牛乳房炎的发病

率也不断升高［３－４］，给奶牛业造成了巨大的经济损失。在对

潍坊市奶牛乳房炎病原菌分离鉴定及抗菌药耐药性检测的基

础上，借鉴国内外治疗奶牛乳房炎的成功经验［５］，选取齐鲁

动物保健品有限公司开发的新剂型硫酸头孢喹肟乳房注入剂

在潍坊地区进行奶牛乳房炎的疗效研究，对于潍坊市奶牛乳

房炎的治疗具有重要意义。本试验选取潍坊地区临床型乳房

炎病牛，应用不同剂型头孢喹诺进行治疗。通过临床疗效、牛

奶体细胞定性检测、乳区细菌感染率和细菌学治愈率判定其

治疗效果，并在用药后检测乳汁中头孢喹肟含量，检查食品安

全性。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　试验动物　对潍坊地区发生临床型乳房炎的病牛，选
择临床症状基本相似、泌乳期的乳房炎奶牛４０头作为试验

动物。

１．１．２　培养基　普通营养琼脂、营养肉汤、改良艾德华琼脂、
Ｓ－Ｓ琼脂、麦康凯琼脂以及细菌生化微量鉴定管等，均购自
浙江杭州滨和微生物试剂有限公司。绵羊血琼脂由山东畜牧

兽医职业学院防疫与检疫实验室按郭霄峰提供的方法［６］

制备。

１．１．３　试验药物　硫酸头孢喹肟乳房注入剂（泌乳期用）
（７５ｍｇ／８．０ｇ），由齐鲁动物保健品有限公司生产提供；硫酸
头孢喹肟注射剂（２５ｍｇ／支），为中牧实业股份有限公司生
产，兽药字（２０１０）２２０９８２３２０；头孢喹肟标准品（纯度≥９９％，
ＣＡＳ登记号为 １１８４４３－８９－３），上海圻明生物科技有限
公司。

１．１．４　诊断试剂　ＬＭＴ乳房炎诊断试剂，购自中国农业科
学院兰州畜牧与兽药研究所。

１．２　试验方法
１．２．１　试验分组　对潍坊市临床型乳房炎的病牛，无菌收取
奶样进行细菌分离培养，从病原鉴定为金黄色葡萄球菌、链球

菌（无乳链球菌、停乳链球菌、乳房链球菌）、大肠杆菌的病牛

中［４］，参考抗菌药物Ⅱ、Ⅲ期临床药效评价试验指导原则［７］，

选择乳房炎症状接近的４０头病牛作为试验动物。将４０头病
牛随机分成２组，每组２０头。Ⅰ组为硫酸头孢喹肟乳房注入
剂局部用药（７５ｍｇ／个）治疗试验组，Ⅱ组为硫酸头孢喹肟注
射剂肌内注射用药（１ｍｇ／ｋｇ）治疗对照组。２组在同样饲养
条件下饲养，日粮组成和营养水平完全一样。

１．２．２　给药方案　Ⅰ组病牛先挤净患病乳区内的乳汁或分
泌物，用碘酊和乙醇擦试乳头管及乳头。托起乳房，经乳头管
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