
书书书

櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄
［２４］ＮｅｉＭ，ＬｉＷＨ．Ｍａｔｈｅｍａｔｉｃａｌｍｏｄｅｌｆｏｒｓｔｕｄｙｉｎｇｇｅｎｅｔｉｃｖａｒｉａｔｉｏｎｉｎ

ｔｅｒｍｓｏｆｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅｓ［Ｊ］．ＰｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓｏｆｔｈｅＮａｔｉｏｎａｌ
ＡｃａｄｅｍｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅｓｏｆｔｈｅＵｎｉｔｅｄＳｔａｔｅｓｏｆＡｍｅｒｉｃａ，１９７９，７６
（１０）：５２６９－５２７３．

［２５］ＴａｊｉｍａＦ．Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｍｅｔｈｏｄｆｏｒｔｅｓｔｉｎｇｔｈｅｎｅｕｔｒａｌｍｕｔａｔｉｏｎ
ｈｙｐｏｔｈｅｓｉｓｂｙＤＮＡｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ［Ｊ］．Ｇｅｎｅｔｉｃｓ，１９８９，１２３（３）：
５８５－５９５．　

［２６］ＥｘｃｏｆｆｉｅｒＬ，ＬａｖａｌＧ，ＳｃｈｎｅｉｄｅｒＳ．Ａｒｌｅｑｕｉｎ（ｖｅｒｓｉｏｎ３．０）：ａｎ
ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄｓｏｆｔｗａｒｅｐａｃｋａｇｅｆｏｒｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｇｅｎｅｔｉｃｓｄａｔａａｎａｌｙｓｉｓ［Ｊ］．
ＥｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙＢｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓＯｎｌｉｎｅ，２００７，２３：４７－５０．

［２７］Ｓｌａｔｋｉｎ Ｍ． Ａ ｍｅａｓｕｒｅ ｏｆｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｓｕｂｄｉｖｉｓｉｏｎ ｂａｓｅｄ ｏｎ
ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅａｌｌｅｌｅｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓ［Ｊ］．Ｇｅｎｅｔｉｃｓ，１９９５，１３９（１）：４５７－４６２．

［２８］ＴａｍｕｒａＫ，ＤｕｄｌｅｙＪ，ＮｅｉＭ，ｅｔａｌ．ＭＥＧＡ４：ＭｏｌｅｃｕｌａｒＥｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ
ＧｅｎｅｔｉｃｓＡｎａｌｙｓｉｓ（ＭＥＧＡ）ｓｏｆｔｗａｒｅｖｅｒｓｉｏｎ４．０［Ｊ］．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ＢｉｏｌｏｇｙａｎｄＥｖｏｌｕｔｉｏｎ，２００７，２４（８）：１５９６－１５９９．

［２９］ＫｉｍｕｒａＭ．Ａｓｉｍｐｌｅｍｅｔｈｏｄｆｏｒｅｓｔｉｍａｔｉｎｇｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙｒａｔｅｓｏｆｂａｓｅ
ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎｓｔｈｒｏｕｇｈｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅｓｔｕｄｉｅｓｏｆｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＭｏｌｅｃｕｌａｒＥｖｏｌｕｔｉｏｎ，１９８０，１６（２）：１１１－１２０．

［３０］刘占江．水产基因组学技术［Ｍ］．鲍宝龙，王志勇，张士璀，等
译．北京：化学工业出版社，２０１１：４４－４７．

［３１］单云晶，鲁翠云，李　超，等．基于线粒体ＣＯⅠ基因序列的５种
鲤养殖品种遗传多样性研究［Ｊ］．中国水产科学，２０１３，２０（５）：
９３１－９３８．

［３２］何福玲，凌正宝，肖　俊，等．两个人工选择奥利亚罗非鱼群体
系统发育及其遗传多样性分析［Ｊ］．南方农业学报，２０１７，４８
（２）：３４１－３４９．

［３３］顾万春．统计遗传学［Ｍ］．北京：科学出版社，２００４：１９１－１９２．
［３４］ＤｏｎｇＺ，ＺｈｏｕＥ．Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｒａｎｄｏｍａｍｐｌｉｆｉｅｄｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ

ＤＮＡｔｅｃｈｎｉｑｕｅｉｎａｓｔｕｄｙｏｆｈｅｔｅｒｏｓｉｓｉｎｃｏｍｍｏｎｃａｒｐ，Ｃｙｐｒｉｎｕｓ
ｃａｒｐｉｏＬ．［Ｊ］．ＡｑｕａｃｕｌｔｕｒｅＲｅｓｅａｒｃｈ，１９９８，２９（８）：５９５－６００．

高静雯，曾宗波，武　磊，等．新疆某规模化驴场奶驴乳房炎的临床及实验室诊断［Ｊ］．江苏农业科学，２０１９，４７（２０）：１９６－１９９．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１９．２０．０４５

新疆某规模化驴场奶驴乳房炎的临床及实验室诊断
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　　摘要：为查明导致新疆某规模化驴场奶驴乳房炎的主要致病菌及其发病原因，首先进行了现场流行病学调查，后
对２０头奶驴（１３头患乳房炎、７头健康）的血常规进行检测，并无菌采集１３头临床型奶驴乳房炎的奶样，采用常规微
生物学方法进行病原菌的分离鉴定及药敏试验。研究结果表明，本次乳房炎的发生与奶驴营养不良和养殖环境差息

息相关，其中乳房炎组与健康组相比，血红蛋白、红细胞、淋巴细胞、粒细胞比例等均有所下降，其余指标变化不明显。

同时，从乳汁中共分离鉴定到１６株细菌，其中大肠杆菌１３株，链球菌３株；药敏试验结果表明，大肠杆菌对链霉素、恩
诺沙星、氟苯尼考的敏感率都在７５％以上，对β－内酰胺类药物耐药率在６０％以上；链球菌对青霉素、氨苄西林、氟苯
尼考的敏感率都在６０％以上，但对恩诺沙星耐药率达到１００％。研究结果揭示，尽管关于奶驴乳房炎发病率的报道较
少，但通过本次试验发现，在生产环节中各种细菌对奶驴乳房炎的威胁不容小觑，且本次分离到的病原菌已经表现出

比较严重的耐药性。
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　　乳房炎是奶牛和奶山羊的常见高发病，产奶驴也有发生，
以乳房发热、肿胀、疼痛、乳汁不通为主［１］。驴乳房炎，主要

是由于驴乳腺受微生物、物理、化学和环境等因素刺激从而产

生的一类炎症反应。驴和其他马属动物一样，哺乳期能产奶，

奶驴泌乳期一般可达到７～８个月，驴的产乳量：驴产奶因品
种不同标准不一，产后１．５～４个月处于高产期，日单产最高
可达３．５～４．０ｋｇ，平均１．５～１．８ｋｇ［２］。驴奶具有较高的开
发利用价值，Ｍａｌａｃａｒｎｅ等发现驴奶具有极高的营养价值，其

主要成分与人奶非常相近，可作为人乳的替代品，同时还具有

较高的药用价值，《本草纲目》中记载：“驴乳，气味甘，冷利，

无毒，热频饮之可治气郁，解小儿热毒，不生痘疹”［３］。因此，

驴乳房炎不仅对养殖户造成严重的经济损失，更对动物性食

品安全与畜牧行业的发展造成了巨大的安全隐患。

２０１８年６月，新疆某规模化驴场在采集驴奶时发现驴奶
出现异常，其中有１３头驴出现典型乳房炎症状，奶汁呈絮状，
黄褐色泛黑。驴乳房炎给驴场带来了奶产量和奶质量降低、

驴奶的废弃，甚至患驴的淘汰等较大的经济损失。本研究对

该规模化驴场中病驴进行驴乳房炎致病菌的分离鉴定，并对

这１３头采样驴和７头健康驴进行血细胞成分分析测定，旨在
明确引起驴乳房炎的主要病原菌种类，并探讨乳房炎患驴和

健康驴血细胞成分的关系。
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１　试验材料

１．１　病料来源
采集新疆某规模化驴场明显发作驴乳房炎的１３头驴的

奶样。采集时，先对乳头进行消毒，弃掉前５～１０ｍＬ驴乳后
无菌采集乳样５ｍＬ左右。
１．２　主要试剂和仪器

培养基：ＬＢ肉汤、ＬＢ琼脂、伊红－美兰琼脂（ＥＭＢ）；麦康
凯培养基（ＭＡＣ）均购自北京奥博星生物科技有限责任公司；
脑心浸出液肉汤（ＢＨＩ）（青岛高科园海博生物技术有限公
司）；羊血琼脂；链球菌选择培养基。

鉴定用培养基及试剂：硫化氢、苯丙氨酸、葡萄糖酸盐、蛋

白胨水、葡磷胨水、枸橼酸盐、尿素、赖氨酸、鸟氨酸、棉子糖、

山梨醇、侧金盏花醇、木胶糖、七叶苷（青岛高科技生物园海

博生物有限公司）。

药敏纸片：包括β－内酰胺类３种：青霉素（１０μｇ，Ｐ）、氨
苄西林（１０μｇ，ＡＭＰ）、阿莫西林（１０μｇ，ＡＭＣ）；氨基糖苷类２
种：庆大霉素（１０μｇ，ＧＥＮ）、链霉素（１０μｇ，ＳＴＲ）；喹诺酮类１
种：恩诺沙星（１５μｇ，ＥＮＲ）；酰胺醇类１种：氟苯尼考（３０μｇ，
ＦＦＣ）；大环内酯类１种：红霉素（１０μｇ，Ｅ）；均购自杭州微生
物试剂有限公司。

仪器：显 微 镜 （型 号 ＣＸ２１ＦＳ１），血 细 胞 分 析 仪
（ＸＦＡ６１００Ａ型），隔水式恒温培养箱（北京市永光明医疗仪
器厂），净化工作台（上海鸿都电子科技有限公司）。

２　试验方法

２．１　现场流行病学调查及血常规分析
２．１．１　现场流行病学调查　采用现场流行病学调查的手段
和方法，查找导致该次奶驴乳房炎暴发的主要因素，包括天

气、环境、饲养、挤奶情况以及发病率、死亡率等。

２．１．２　血常规检测　从该标准化驴场通过颈静脉采血的方
法［４］，采集１３头发病驴的血液和７头健康母驴的血液进行血
细胞成分的检测。

判定标准：参考《兽医检验》［５］和姜生成等的研究中驴的

血细胞成分标准［６］进行分析（表１）。

表１　驴的血细胞成分标准

血细胞 标准

血红蛋白 １１．９ｇ／１００ｍＬ
红细胞总数 ６．５（５．００～７．００）×１０６个／ｍｍ３

白细胞总数 １４．４（７．００～１９．５０）×１０３个／ｍｍ３

粒细胞比率 ２２．３％
淋巴细胞比率 ５６．５％
单核细胞比率 ４．１％
血小板总数 （２００～９００）×１０３个／ｍｍ３

２．２　细菌分离、培养及纯化
首先加入适量采集的奶样到普通ＬＢ肉汤进行１２ｈ摇床

培养，然后分别接种到不同的固体培养基上，包括 ＬＢ平板、
麦康凯培养基及血平板上，置于３７℃温箱培养 ２４ｈ，观察菌
落及菌体的形态学特征；然后挑取单个菌落进行纯化，保存菌

株，待进一步进行鉴定。

２．３　细菌的生化鉴定
将纯化后的单个菌落分别接种于硫化氢、苯丙氨酸、葡萄

糖酸盐、蛋白胨水、葡磷胨水、枸橼酸盐、尿素、赖氨酸、鸟氨

酸、棉子糖、山梨醇、侧金盏花醇、木胶糖、七叶苷等鉴定培养

基中，３７℃培养６～４８ｈ，观察试验结果（表２）。

表２　生化鉴定标准

实验项目
结果判定

阳性 阴性

观察时间

（ｈ）

硫化氢 黑色 无黑色 ６～２４
苯丙氨酸 兰绿色环 无兰绿色环 １８～２４
葡萄糖酸盐 黄色或橙色 不变色 ２４～４８
蛋白胨水 红色 不变色 １８～２４
葡磷胨水 红色 不变色 ２４～２８
枸橼酸盐 兰色 淡绿色 ２４～２８
尿素 红色 黄色 １２～２４
赖氨酸 紫红色 黄色 １８～２４
鸟氨酸 紫红色 黄色 １８～２４
棉子糖 黄色 紫色 ８～２４
山梨醇 黄色 紫色 ８～２４
侧金盏花醇 黄色 紫色 ８～２４
木胶糖 黄色 紫色 ８～２４
七叶苷 深棕色 浅棕色 ８～２４

２．４　药敏试验
药物敏感性试验按照ＣＬＳＩ推荐的Ｋ－Ｂ（Ｋｉｒｂｙ－Ｂａｕｅｒ）

法进行［７］，将纯化的菌株分别在ＬＢ肉汤培养１８～２４ｈ，用移
液枪吸取５００μＬ菌液置于普通ＬＢ琼脂平板上，用涂布器进
行涂匀，反复、多次涂抹，待菌液快干燥时，在平板上均匀贴上

５片不同的药敏纸片，置于温箱培养１８～２４ｈ后测量抑菌环
的直径，根据抑菌圈的大小判断其对抗菌药的敏感性。判定

标准见表３。

表３　药敏试验判定标准

药物
纸片含量

（Ａｇ）
抑菌环直径（ｍｍ）

Ｒ Ｉ Ｓ
青霉素　 １０ ≤１４ — ≥１５
氨苄西林 １０ ≤１３ １４～１６ ≥１７
阿莫西林 ２０ ≤１３ １４～１７ ≥１８
庆大霉素 １０ ≤１２ １３～１４ ≥１５
链霉素　 １０ ≤１１ １２～１４ ≥１５
恩诺沙星 １５ ≤１５ １６～２０ ≥２１
氟苯尼考 ３０ ≤１２ １３～１７ ≥１８
红霉素　 １５ ≤１３ １４～２２ ≥２３

　　注：Ｒ为耐药，Ｉ为中度敏感，Ｓ为高度敏感。

３　试验结果

３．１　现场流行病学调查结果
养殖规模：挤奶驴８７２头，公驴２３头。

　　发病时间：２０１８年６月份。
挤奶设备：移动式手工辅助挤奶设备，主要依靠人工挤

奶，挤奶时未做消毒处理。

发病率与死亡率：１３头驴出现典型乳房炎症状，奶汁呈
絮状，黄褐色或者黑色；无奶驴死亡。

饲养方式及营养比例：半舍饲化饲养，主要饲喂玉米秸

—７９１—江苏农业科学　２０１９年第４７卷第２０期



秆、玉米及少量苜蓿，均采用自由采食方式。

３．２　血常规检测结果
检测发病驴和健康驴的血液，由表４可知，健康驴的血细

胞的数据都是在驴血细胞标注的数据范围内有小幅度波动；

发病驴的血细胞大部分数量相比下降了，红细胞、血红蛋白、

粒细胞比率及淋巴细胞比率均有所下降。

表４　发病驴与健康驴血细胞检测结果

血细胞 正常（ｎ＝７） 发病（ｎ＝１３）
血红蛋白（ｇ／１００ｍＬ） １２．４±２．０ １０．２±２．０
红细胞总数（个／ｍｍ３） （６．６±０．６）×１０６ （５．７±０．６）×１０６

白细胞总数（个／ｍｍ３） （９．６±２．０）×１０３ （２１．５±２．０）×１０３

粒细胞比率（％） ２５．３±１．１ １８．４±１．３
淋巴细胞比率（％） ５２．９±１．７ ４９．９±２．６
单核细胞比率（％） ４．１１±０．１３ ３．９７±０．２
血小板总数（个／ｍｍ３） （２５６±３０．５）×１０３ （２２３±１５．１）×１０３

　　注：结果以“平均值±标准差”（ｘ±ｓ）表示。

３．３　细菌分离纯化及形态学结果
将１３份奶样进行接种培养，分离出１６株可疑菌株，通过

麦康凯培养基、伊红－美蓝培养基、以及链球菌选择培养基的
培养，观察其菌落及菌体的形态，其中１３株菌疑似大肠杆菌
（图１），３株疑似链球菌（图２）。所有株菌在普通 ＬＢ培养基
上都长出边缘光滑且规则的菌落，其中１３株菌落较大１．０～
２．５ｍｍ，３株菌落较小直径为１．０～１．５ｍｍ；１３株菌在麦康凯
培养基上长出粉红色圆滑的菌落（图３），在伊红 －美蓝培养
基上长出具有金属光泽的菌落（图４），革兰氏染色镜检可见
革兰氏阴性、粉红色、两端钝圆的短杆状菌［８］；剩余３株菌在
链球菌选择培养基上长出了圆形、隆起、光滑、湿润、露滴状菌

落（图５），同时在血平板上长出了光滑、伽马 －溶血状、半透
明边缘的菌落［９］（图６）。
３．４　生理生化鉴定结果

对分离纯化的细菌进行生理生化特性鉴定，进一步探究

细菌的特性，观察鉴定试剂的颜色变化情况以及是否有产酸

产气情况等，结果见表５。
　　由表５可知，疑似为大肠杆菌的１３株菌生化鉴定结果基
本一致，有产酸产气现象，蛋白胨水和葡磷胨水都变成红色阳

性，赖氨酸脱羧酶试验阳性，能发酵山梨醇、棉子糖、侧金盏花

醇和木胶糖，其生化特性符合大肠杆菌的特性［１０］；另外３株
菌的生化鉴定显示其能发酵山梨醇、棉子糖、木胶糖，并且不

能使七叶苷水解，其特性基本符合链球菌的特征。

３．５　药敏试验结果
由表６可知，２类菌同时对链霉素和氟苯尼考都是高敏

的；大肠杆菌对氟苯尼考最敏感，敏感率９２％；对恩诺沙星和
链霉素敏感率分别８４．６％和７６．９％；对β－内酰胺类药物较
为耐药，氨苄西林和阿莫西林耐药率均是６１．５％，青霉素更
是１００％耐药。链球菌则是对氨苄西林、阿莫西林和氟苯尼

考有１００％的高度敏感率；对青霉素和链霉素也较为敏感，敏
感率为６６．７％；对恩诺沙星则完全耐药。

４　分析与讨论

导致各种动物乳房炎的最直接原因主要是病原微生物的

感染［１１］，例如葡萄球菌、链球菌、大肠埃希菌、变形杆菌、沙门

氏菌、肠杆菌属、棒状杆菌属、酵母菌、支原体等［１２］。其中大

肠杆菌性乳房炎常引起急性炎症，使乳房炎从隐性乳房炎转

变为临床型［１３］，链球菌性乳房炎往往是由于饲养环境造成

的。试验结果表明，发病驴血红蛋白和红细胞数量相对减少，

淋巴细胞不具有吞噬作用，其比例下降说明自身免疫力下降；

粒细胞比率下降，白细胞数量明显增多，说明由于有炎症反

应，导致其产生抗体来抵抗病原菌，这与张银亮关于乳房炎的
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表５　纯化的细菌生化鉴定结果对比

试验项目
结果判定

１３株菌 ３株菌
观察时间

（ｈ）

硫化氢 － ＋ １２
苯丙氨酸 － － ２４
葡萄糖酸盐 － ＋ ２４
蛋白胨水 ＋ － ２４
葡磷胨水 ＋ － ２４
枸橼酸盐 － － ２４
尿素 － － ２４
赖氨酸 ＋ ＋ ２４
鸟氨酸 ＋ ＋ ２４
棉子糖 ＋ ＋ １２
山梨醇 ＋ － １２
侧金盏花醇 ＋ ＋ １２
木胶糖 ＋ ＋ １２
七叶苷 － － ２４

　　注：“＋”为９０％以上菌株阳性，“－”为９０％以上菌株阴性。

发生与免疫力之间相关性的内容相符［１４］。同时该驴场的饲

养管理差、环境不良、营养水平低也是导致发生乳房炎的诱

因，而且对发病驴群也没有采取隔离措施，挤奶设备也没有分

开使用。

近年，乳房炎在奶牛上为高发病，因此研究得也较为透

彻，而驴的乳房炎鲜有报道。根据药敏试验及血常规分析，分

离株已经表现明显的耐药性，建议该场采用中药和高敏抗炎

药物相结合的方式进行该病的综合防控［１］，尤其要有“防大

于治”的思维，定期对驴奶进行乳液中体细胞数量检测或

ＣＭＴ（加州乳房炎检测法）进行检测，避免隐性乳房炎转变为
临床型乳房炎［１５］。

本研究通过现场流行病学调查、血常规检测和细菌的分

离鉴定及药敏相结合的方式，查明了导致新疆某规模化驴场

奶驴乳房炎的发病原因，为控制该场奶驴乳房炎的蔓延提供

了科学依据，同时为进一步研究驴乳房炎提供了科学支撑。

表６　纯化的菌株药敏实验结果

药物
大肠杆菌（ｎ＝１３） 链球菌（ｎ＝３）

敏感 中敏 耐药 敏感 中敏 耐药

青霉素 ０ ０ １３（１００．０％） ２（６６．７％） １（３３．３％） ０
氨苄西林 ０ ５（３８．５％） ８（６１．５％） ３（１００．０％） ０ ０
阿莫西林 １（７．７％） ４（３０．８％） ８（６１．５％） ３（１００．０％） ０ ０
庆大毒素 １（７．７％） ６（４６．２％） ６（４６．２％） ０ ３（１００．０％） ０
链霉素 １０（７６．９％） ３（２３．１％） ０ ２（６６．７％） １（３３．３％） ０
恩诺沙星 １１（８４．６％） ２（１５．０％） ０ ０ ０ ３（１００．０％）
氟苯尼考 １２（９２．０％） １（８．０％） ０ ３（１００．０％） ０ ０
红霉素 ０ １（８．０％） １２（９２．０％） ０ ３（１００％） ０
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