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　　摘要：为筛选出最佳消毒剂以降低羊舍内空气细菌含量，采用规模养羊场常用的４种消毒剂进行消毒效果试验，
在消毒前后测定羊舍内空气中细菌总数，并对优势菌落进行 ＰＣＲ鉴定。结果显示，不同种类的消毒剂杀菌效果有差
异，其中戊二醛溶液的杀菌率为４２．８％，戊二醛癸甲溴铵溶液杀菌率为５８．６％，溴氯海因杀菌率为７６．５％，聚维酮碘
杀菌率为４４．５％，因此溴氯海因杀菌效果最佳；ＰＣＲ扩增测序结果表明，羊舍内空气细菌主要有芽孢杆菌、葡萄球菌、
志贺氏菌、不动杆菌、奥斯陆莫拉菌、希氏肠球菌和胚芽乳杆菌等，这些细菌的１６ＳｒＲＮＡ序列与ＧｅｎＢａｎｋ收录的参考
序列同源性达９８．０％以上。本研究为规模养羊场细菌性疾病的预防与控制提供参考数据。
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　　近年来，随着养羊业的不断发展，羊群数量不断增加，规
模化养羊场逐渐形成。规模化养殖虽然降低了经济成本，但

也因为患畜的频繁接触、羊舍通风不良、排泄物堆积等因素导

致空气中细菌浓度大大升高，这对羊群健康产生潜在的威

胁［１－２］。王振对发病羊的病料进行细菌流行病学调查发现，

主要病原菌有链球菌、葡萄球菌、肺炎克雷伯菌、大肠杆菌和

溶血性曼氏杆菌，动物试验结果显示这些细菌对小白鼠致病

力较强［３］。李奕芙研究得出，羊场发病死羊以绿脓杆菌的感

染率最高（４９．３％），且存在细菌多重感染，其中二重感染率
达５４．４％［４］。因此，掌握养羊场空气中的细菌数量和种类，

是预防和控制养羊场细菌性疾病的先决条件。规模羊场常用

喷雾消毒来杀灭羊舍内细菌，但市面上用于羊场细菌消毒的

消毒剂种类较多，消毒效果也存在一定差异，选择敏感性消毒

剂做好环境消毒亦成为当前净化环境、控制疾病的主要手

段［５－６］。因此，为准确掌握各种消毒剂的杀菌效果，本试验采

用喷雾消毒法对规模羊场常用的４种消毒剂进行消毒效果评
估，计算消毒后的杀菌率，选择最有效合理的消毒剂，并鉴定

其中的优势菌落，以期为消毒剂的选择提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　培养基及试剂　绵羊鲜血琼脂培养基购自杭州微生
物试剂有限公司；ＴａｑＤＮＡ聚合酶、ｄＮＴＰ、ＤＮＡｍａｒｋｅｒ等均购
自北京全氏金生物技术有限公司。其他试剂均为国产分

析纯。

１．１．２　消毒药品　试验使用了４种消毒剂，分别为稀戊二醛溶
液、戊二醛癸甲溴铵溶液、溴氯海因粉和聚维酮碘溶液（表１）。
１．２　试验时间与地点

本试验于２０１７年１１月在江苏省太仓市某湖羊场进行。
１．３　采样设计

选择４间羊数、大小、风向相同的羊舍，在每间羊舍内设
置６个细菌采集点，１个采集点放置２个绵羊鲜血琼脂平皿，
每间羊舍中间设有过道，分别在过道三等分处按图１所示设
置６个采集点。
１．４　试验方法
１．４．１　空气中细菌总数测定　参照中华人民共和国国家标
准ＧＢ／Ｔ１８０２４．１—２０００《公共场所空气微生物检验方法　细
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表１　４种消毒剂详细信息

兽药名称 主要成分 用法 用量 生产厂家

稀戊二醛溶液 戊二醛 喷洒 配成０．７８％溶液 镇江威特药业有限责任公司

戊二醛癸甲溴铵溶液 戊二醛和癸甲溴铵 喷洒 １∶（２０００～４０００）稀释 广东养宝生物制药有限公司

溴氯海因粉 溴氯海因 喷洒 １∶４０００ 南京福润德动物药业有限公司

聚维酮碘溶液 碘 喷洒 配成１％溶液 山东亿鑫牧业有限公司

菌总数测定》收集羊舍内空气中的细菌［７］。消毒前后１ｈ对
空气中的细菌进行收集，将绵羊鲜血琼脂平皿开盖放置于羊

舍内离地面 １．５ｍ的６个采集点上，暴露于空气中 １０ｍｉｎ
后，盖好平皿盖，标注采集地点、日期及编号，冷藏快速送往实

验室置于３７℃恒温培养箱过夜培养。对平皿上的细菌菌落
进行计数，以每平皿菌落数（ＣＦＵ／ｍ３）报告结果。
１．４．２　消毒剂杀菌试验　将戊二醛溶液、戊二醛癸甲溴铵溶
液、溴氯海因、聚维酮碘４种消毒剂按说明书上的最适杀菌浓
度进行稀释，每种消毒液喷洒消毒１间羊舍，消毒后１ｈ，利用
自然沉降法收集羊舍内空气中的细菌，进行平板计数，计算消

毒后的细菌含量和杀菌率［８］。杀菌率 ＝（消毒前菌数 －消毒
后菌数）／消毒前菌数×１００％，从６个细菌采集点的杀菌率求

出每种消毒剂的平均杀菌率。

１．４．３　优势细菌鉴定　参照丁燕霞等设计的细菌１６ＳｒＲＮＡ
引物［９］（Ｐ１：５′－ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ－３′；Ｐ２：５′－
ＴＡＣＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ－３′）进行 ＰＣＲ扩增，预期扩
增片段大小约为 １４００ｂｐ。选取优势菌落制备细菌染色体
ＤＮＡ模板，ＰＣＲ反应体系为 ２５．０μＬ：ＴａｑＤＮＡ聚合酶
０．５μＬ，ＤＮＡ模板２．０μＬ，引物 Ｐ１、Ｐ２各１．０μＬ，１０×ＰＣＲ
Ｂｕｆｆｅｒ２．５μＬ，ｄＮＴＰｓ１．０μＬ，无菌水 １７．０μＬ。反应程序：
９４℃ ５ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５４℃３０ｓ，７２℃ １ｍｉｎ３０ｓ，３５个循
环；７２℃１０ｍｉｎ。反应结束后，取 ＰＣＲ产物于１．０％琼脂糖
凝胶中电泳检测。将目的片段切胶回收，并与 ｐＭＤ１８－Ｔ载
体连接，转化ＤＨ５α感受态细胞，经鉴定正确后送南京金斯瑞
生物科技有限公司测序。

２　结果与分析

２．１　羊场舍内空气细菌菌落总数
羊舍内空气中采集到的细菌经过夜培养后，按奥氏公

式［１０］计算菌落总数：Ｃ＝５００００Ｎ／ＡＴ。Ｃ表示菌落总数，
ＣＦＵ／ｍ３；Ｎ表示每皿菌落数，个；Ａ表示培养皿面积，ｃｍ２；Ｔ表
示采样时间，ｍｉｎ。所得菌落总数见表２。

表２　羊舍内空气中的细菌菌落总数

羊舍编号 消毒剂种类 消毒状态
各采集点羊舍内空气中的细菌数（ＣＦＵ／ｍ３）

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ Ｅ Ｆ
１号羊舍 戊二醛 消毒前 ３２０ ３３６ ２５６ ２５６ ２４４ １６０

消毒后 １６０ ２５６ ８８ １５２ １３６ ９８
２号羊舍 戊二醛癸甲溴铵 消毒前 ６８０ ３６０ ８８０ ７２０ ８４０ ６４０

消毒后 ２５６ ２０４ ３２０ ２８０ ３６８ ２２３
３号羊舍 溴氯海因 消毒前 ３０４ ６４０ ５６０ ５６０ ６００ ４８０

消毒后 １００ ５２ ８４ ２００ １０１ １５６
４号羊舍 聚维酮碘 消毒前 ２０８ １２８ １６０ １４０ １０４ １２０

消毒后 １６０ ７２ ８５ ８９ ６５ ６７

２．２　消毒剂杀菌试验
对４间羊舍分别使用４种消毒剂进行喷洒消毒，因消毒

剂的种类不同，消毒效果也不同，４种消毒剂的杀菌率见表３，
其中以溴氯海因杀菌效果最好。

表３　４种消毒剂的杀菌率

消毒剂种类
杀菌率（％）

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ Ｅ Ｆ 平均杀菌率

戊二醛 ５０．０ ２３．８ ６５．６ ４０．６ ３７．７ ３８．８ ４２．８
戊二醛癸甲溴铵 ６２．４ ４３．３ ６３．６ ６１．１ ５６．２ ６５．２ ５８．６
溴氯海因 ６７．１ ９１．９ ８５．０ ６４．３ ８３．２ ６７．５ ７６．５
聚维酮碘 ２３．１ ４３．８ ７２．５ ４６．９ ３６．４ ４４．２ ４４．５

２．３　优势细菌鉴定
２．３．１　ＰＣＲ鉴定结果　将 ＰＣＲ产物在１．０％琼脂糖凝胶中
电泳，得到大小约１４００ｂｐ的特异性条带，与预期结果一致
（图２）。测序获取核酸序列，ＢＬＡＳＴ比对分析发现，主要优势
菌包括芽孢杆菌属（枯草芽孢杆菌、地衣形芽孢杆菌、克劳氏

芽孢杆菌、土地芽孢杆菌和类芽孢杆菌）、葡萄球菌属（产色

葡萄球菌、腐生葡萄球菌、溶血性葡萄球菌和金黄色葡萄球

菌）、不动杆菌属（不动杆菌和鲁氏不动杆菌）、肠球菌（希氏

肠球菌和屎肠球菌）、痢疾志贺氏菌、大肠杆菌、奥斯陆莫拉

菌、胚芽乳杆菌等。
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２．３．２　遗传进化分析　将获取的核酸序列经ＢＬＡＳＴ比对分

析发现，痢疾志贺氏菌、奥斯陆莫拉菌、不动杆菌、屎肠球菌、

胚芽乳杆菌、大肠杆菌、枯草芽孢杆菌和金黄色葡萄球菌与

ＧｅｎＢａｎｋ中收录的菌株１６ＳｒＲＮＡ同源性均达９８％以上。用
ＭＥＧＡ５．０绘制遗传进化树得出，金黄色葡萄球菌、大肠杆
菌、不动杆菌、胚芽乳杆菌和奥斯陆莫拉菌与 ＧｅｎＢａｎｋ中的
参考序列遗传距离均较远；痢疾志贺氏菌与 ＨＱ７５９１８５．１、
ＫＹ７８９４４２、ＥＵ００９１８５．１、ＫＸ１６２６５７．１等１１株菌序列亲缘关
系最近；屎肠球菌与 ＫＴ２６１０３１．１、ＫＴ２６１０８２．１亲缘关系最
近；枯草芽孢杆菌与 ＣＰ０２４６４９、ＣＰ０１７６８２、ＡＰ０１８３４９．１、
ＡＰ０１７８９１．１亲缘关系最近，共同组成一组微小分支（图３）。
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３　讨论与结论

规模化养羊场疫病往往是在多种因素诱导下发生的，包

括外界病原菌入侵或动物机体内细菌增殖紊乱等因素造

成［１１］。因此，对羊舍空气进行消毒是减少环境中的病原菌、

消灭传染源、预防和控制羊群疾病的发生的重要措施。目前，

消毒剂的种类繁多，消毒效果各异，在实际使用过程中存在选

择不当造成效果不佳、疫病控制不力等问题。本试验对消毒

剂杀菌能力进行比较分析，可筛选适用于规模化养羊场消毒

使用的消毒剂。结果表明，通过测定消毒前后羊舍内空气细

菌数量，４种消毒剂均有较好的消毒效果，其中溴氯海因杀菌
效果最佳，杀菌率能达到７６．５％，戊二醛癸甲溴铵次之，杀菌
率为 ５８．６％，戊二醛杀菌率为４２．８％，聚维酮碘消毒能力最
弱，杀菌率为４４．５％。卤素类消毒剂的杀菌效果具有广谱、
高效、廉价等特点，是当前养殖生产中常用的消毒剂，其中氯

的杀菌力最强，对皮肤和黏膜有刺激作用，广用于饮水消毒和

厩舍、场地、车辆、排泄物等的消毒；碘杀菌能力稍弱，刺激性

较小，一般用于皮肤消毒和创面消毒［１２－１３］。本研究使用的溴

氯海因溶于水后可形成次溴酸和次氯酸，推测混合型消毒剂

的消毒效果较好；多重组分的消毒剂戊二醛癸甲溴铵的杀菌

效果也强于单一组份的消毒剂戊二醛。

空气中的致病菌可能通过微生物气溶胶的形式污染饮水

槽或进入羊呼吸道引起感染，甚至污染羊场周围环境，威胁公

共卫生安全［１４］。本试验通过对优势菌落进行 ＰＣＲ鉴定发
现，该羊场存在一定数量的致病菌，其中痢疾志贺氏菌可感染

幼羊导致腹泻，从而引起大批发病和死亡；金黄色葡萄球菌常

引发渗出性皮炎、乳房炎、拉稀、关节肿大和脓肿等，说明兽医

人员应制定健全的卫生管理制度，做好环境消毒和免疫接

种［１５］。大肠杆菌是危害养羊生产的常见条件致病菌，在临床

检测中分离率较高，耐药性也较强［１６－１７］。惠艳华等、陆桂平

等和王磊等在上海、江苏和青海地区均检测到大肠杆菌病的

发生［１８－２０］。颜艾等对贵州省发病羊进行细菌检测发现，大肠

杆菌感染率较高，且检出大肠杆菌和支原体混合感染［２１］。本

试验羊场的空气中存在大肠杆菌，推测该细菌来源于羊群粪

便和污水，因此羊场工作人员应加强粪便和污水的清理及无

害化处理，防止大肠杆菌病的发生。本试验在羊舍空气中检

测到枯草芽孢杆菌和屎肠球菌，近期研究表明这些细菌可作

为日粮添加以提高动物的生长性能［２２－２３］，但其在羊舍空气环

境中存在是否会对羊群健康造成影响，有待进一步探究。

以上结果表明，规模养羊场羊舍空气中细菌含量较高，种

类繁多，且存在一些致病菌和条件致病菌。４种常见消毒剂
杀菌效果均较好，其中以溴氯海因的消毒能力最佳，可在规模

羊场推广应用。

参考文献：

［１］王　磊．冬季舍饲密度对羊舍环境及肉羊生产性能影响的研究
［Ｄ］．石河子：石河子大学，２０１５．

［２］Ｗｉｌｓｏｎ－ＷｅｌｄｅｒＪＨ，ＮａｌｌｙＪＥ，ＡｌｔＤ Ｐ，ｅｔａｌ．Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ

ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｏｆｂｏｖｉｎｅｄｉｇｉｔａｌｄｅｒｍａｔｉｔｉｓｔｏｓｈｅｅｐ：ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆａｎ
ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｍｏｄｅｌ［Ｊ］．ＶｅｔｅｒｉｎａｒｙＰａｔｈｏｌｏｇｙ，２０１７（５）：１－１３．

［３］王　振．规模化羊场细菌病的流行病学调查及细菌性病原的分
离鉴定和系统进化分析［Ｄ］．泰安：山东农业大学，２０１５．

［４］李奕芙．规模化羊场细菌多重感染的病原分析与生物安全体系
的实施［Ｄ］．泰安：山东农业大学，２０１４．

［５］ＭｉｔｓｕｉＴ，ＨａｒａｓａｗａＲ．Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｅｓｓｅｎｔｉａｌｏｉｌ，ｐｏｖｉｄｏｎｅ－ｉｏｄｉｎｅ，
ａｎｄｃｈｌｏｒｈｅｘｉｄｉｎｅｍｏｕｔｈｗａｓｈｏｎｓａｌｉｖａｒｙｎｉｔｒａｔｅ／ｎｉｔｒｉｔｅａｎｄｎｉｔｒａｔｅ－
ｒｅｄｕｃｉｎｇｂａｃｔｅｒｉａ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＯｒａｌＳｃｉｅｎｃｅ，２０１７，５９（４）：５９７－
６０１．　

［６］熊云梅．牛、羊场环境中气载需氧菌及金黄色葡萄球菌的检测与
散播研究［Ｄ］．晋中：山西农业大学，２０１６．

［７］公共场所空气微生物检验方法　细菌总数测定：ＧＢ／Ｔ１８２０４．
１—２０００［Ｓ］．

［８］伍清林，金兰梅，张玉红，等．猪舍环境中细菌总数测定和消毒剂
对致病菌的敏感性试验［Ｊ］．金陵科技学院学报，２０１２，２８（４）：
７１－７８．　

［９］丁燕霞．市售鲜肉中细菌污染的安全评价和耐药性分析［Ｄ］．长
春：吉林大学，２０１５．

［１０］李基棕，高　颖，杜海燕，等．规模化养猪场环境细菌的调查与
分析［Ｊ］．中国畜牧兽医，２０１０，３７（８）：１９９－２０３．

［１１］ＷｉｎｄｓｏｒＰＡ．Ｐａｒａｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓｉｎｓｈｅｅｐａｎｄｇｏａｔｓ［Ｊ］．Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２０１５，１８１（１／２，ＳＩ）：１６１－１６９．

［１２］刘春燕．含氯消毒剂的研究进展［Ｊ］．中国家禽，２００４，２６（１０）：
５１－５２．

［１３］陈杖榴．兽医药理学［Ｍ］．３版．北京：中国农业出版社，２００５．
［１４］唐　芳，高　静，靳玉舒，等．山西省某舍饲羊场环境微生物的

检测与分析［Ｃ］．中国畜牧兽医学会兽医病理学分会第二十一
次学术研讨会暨中国病理生理学会动物病理生理学专业委员会

第二十次学术研讨会论文集，２０１５．
［１５］李基棕，周碧君，王开功，等．贵州省规模养猪场主要病原菌的

耐药性检测［Ｊ］．贵州农业科学，２０１１，３９（８）：１３２－１３５．
［１６］夏利宁，向　发，罗小鱼，等．新疆某羊场分离的大肠杆菌对抗

生素耐药性调查［Ｊ］．新疆农业科学，２０１４，５１（１）：１５０－１５６．
［１７］ＮｉｅｌｓｅｎＪＮ，ＰａｔｔｅｒｓｏｎＪＡ．Ｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅａｎｄｐｒｅｖａｌｅｎｃｅｏｆ

ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ，ｃａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒｓｐｐａｎｄｏ－ｓｅｒｏｔｙｐｅｓｏｆＥ．ｃｏｌｉｉｎｓｗｉｎｅ
ｒａｉｓｅｄｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｉｎｇｍａｎａｇｅｍｅｎｔｓｃｈｅｍｅｓ［Ｊ］．ＩｅｔｏｃｋＭａｎ，１９９６，
９５（５）：１４３－１４８．

［１８］惠艳华，叶慧萍，付贵香．一例羊大肠杆菌病的诊治［Ｊ］．上海
畜牧兽医通讯，２０１３（３）：６３．

［１９］陆桂平，王海燕．一例羊大肠杆菌性腹泻的诊断和防控建议
［Ｊ］．上海畜牧兽医通讯，２０１４（２）：１１８－１２０．

［２０］王　磊，董海宏，乜志刚．一起羊大肠杆菌病的诊治报告［Ｊ］．
上海畜牧兽医通讯，２０１７（４）：８０．

［２１］颜　艾，王开功，文　明，等．羊场主要流行疫病调查［Ｊ］．中国
畜牧兽医，２０１１，３８（１２）：１９１－１９４．

［２２］邓　军，李云锋，杨　倩．枯草芽孢杆菌和猪源乳酸杆菌混合饲
喂对仔猪肠绒毛发育的影响［Ｊ］．畜禽业，２０１３，４４（６）：２７．

［２３］文　静，孙建安，周绪霞，等．屎肠球菌对仔猪生长性能、免疫和
抗氧化功能的影响［Ｊ］．浙江农业学报，２０１１，２３（１）：７０－７３．

—７９１—江苏农业科学　２０１９年第４７卷第８期


