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１例冠状病毒、大肠杆菌和肺炎克雷伯氏菌
引起的犊牛腹泻

王海燕，管远红，蔡丙严，郭广富，陈长春

（江苏农牧科技职业学院，江苏泰州２２５３００）

　　摘要：犊牛腹泻对养牛业造成了极大威胁和损失，其病因复杂，以传染性病原体的威胁最大。２０１７年２—３月，江
苏某奶牛场的 ５０多头新生乳犊牛陆续出现腹泻，发病率达到 ３０％，用多种药物治疗后无效，犊牛的病死率达到
１００％。为了解其病因，笔者对病死犊牛进行了剖检，无菌采集肠系膜淋巴结、脾脏等进行细菌分离，并取腹腔渗出液、
肠道内容物进行处理和电镜观察。结果表明，从病样中分离鉴定得到大肠杆菌、肺炎克雷伯氏菌，通过对处理的病料

进行电镜观察，发现了大量冠状病毒样颗粒；应用逆转录ＰＣＲ（ＲＴ－ＰＣＲ）扩增冠状病毒Ｎ蛋白基因部分片段，得到特
异性目的片段大小的产物。使用头孢唑啉、头孢噻肟、头孢曲松钠、氧氟沙星、诺氟沙星、环丙沙星、阿莫西林、卡那霉

素、链霉素、阿米卡星、庆大霉素、妥布霉素、大观霄素、四环素、氯霉素、利福平、呋喃唑酮等药物对分离菌进行耐药性

试验，结果显示，分离菌对供试药物大多表现为耐药，仅对头孢唑啉、头孢噻肟、头孢曲松钠等表现为中度敏感。由研

究结果可以看出，江苏某奶牛场的病例是由冠状病毒与２种细菌的混合感染所致，抗生素治疗效果不好，由于存在混
合感染，消毒和预防措施显得更为重要。
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　　犊牛腹泻是牛场生产过程中犊牛面临的最主
要的健康问题之一，是犊牛死亡的最常见的原

因［１］。犊牛腹泻是指新生１０日龄左右的犊牛发生
的一种以消化不良、腹泻为主要症状的胃肠消化道

疾病［２－４］，该病一年四季均可发生，尤其在初春、夏

末、秋初气候多变的季节多发，发病率高，哺乳期的

犊牛更容易发生腹泻，在世界范围内，奶牛场犊牛

腹泻发病率为２０％～１００％［５－１０］。腹泻往往是多种

疾病的一种临床表现，犊牛腹泻的原因很多，包括

犊牛本身的因素以及所处的环境、营养与传染性因

子等多种因素［１，１１］。因此，以上原因造成发病犊牛

在临床上的表现各异，但是主要症状表现为腹泻，

在犊牛发病初期，犊牛往往排稀软、水样粪便；随着

病程的发展，犊牛可能表现出脱水的症状，如眼窝

下陷、黏膜干燥、被毛焦燥等；随着脱水症状的加

重，患病犊牛可能表现出末梢发凉、食欲减退或废

绝、喜卧或难以站立、昏迷等症状［１－２］。腹泻会造成

新生犊牛死亡和发育不良，从而引起巨大经济损

失，是牛场需要重点防控的疫病［１，１２－１３］。

２０１７年初江苏某奶牛场产犊牛５０多头，新生
犊牛陆续出现腹泻，用多种药物治疗后均无明显效

果。笔者对死亡犊牛进行剖检和病原学研究。

１　病例情况与病死犊牛剖检情况

某奶牛场存栏５００头左右，奶产量较高，每头产
奶牛平均每天产奶３４ｋｇ左右，２０１７年２月开始陆
续产犊，初期吃初乳基本没有问题，换常奶后发病。

换常奶期间母牛饲料及饲养管理与以前相比没有任

何变化。出现腹泻后，犊牛后躯被稀粪污染，使用拜

有利、青霉素、百痢克等药物（按厂家推荐剂量使用）

进行治疗，对于体温高的犊牛注射安乃近后，效果不

佳，然后使用恩诺沙星、氟苯尼考等药物（按厂家推荐

剂量使用），效果仍不佳，最后增加使用中药（白头

翁、黄连、黄柏、陈皮等），仍然不见好转。一般病程

为２～３周，发病率约３０％，病死率为１００％。
病死犊牛剖检情况如下：主要见极度消瘦，严
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重脱水，体表被粪便污染（图１）；齿龈出血、溃疡；胸
腔、腹腔、心包积液（图２）；全身淋巴结肿大，出血
（图３）；肠道空虚（图４），胃底出血。

　　无菌采集病死犊牛脾脏、肝脏、肾脏、肠系膜淋
巴结等脏器放入无菌收集袋中；将胸腔、腹腔渗出

液等放入高压处理的指形管中保存。

２　实验室病原学检查

２．１　病毒学检测
对采集的病死牛的脏器和渗出液等进行处理

和检测。

２．１．１　电镜观察　将采集的病死犊牛胸腔、腹腔渗
出液经离心、浓缩处理后进行负染，随后在扬州大

学测试中心电镜室进行电镜观察。

２．１．２　分子生物学检测　通过逆转录 ＰＣＲ（ＲＴ－
ＰＣＲ）扩增牛冠状病毒 Ｎ蛋白编码基因，上游引物
序列为５′－ＣＧＡＴＣＡＧＴＣＣＧＡＣＣＡＡＴＣＴＡ－３′，下游
引物序列为 ５′－ＧＡＧＧＴＡＧＧＧＧＴＴＣＴＧＴＴＧＧＧ－
３′［１４－１５］，预期扩增的 Ｎ基因产物片段大小为
５９７ｂｐ。用ＴＲＩｚｏｌ试剂提取病死犊牛肠道内容物病
毒总ＲＮＡ用于反转录，具体参照 ＴａＫａＲａ反转录试
剂盒说明书进行。采用２０μＬ扩增体系，其组成如
下：１μＬｃＤＮＡ，１０μＬ２×ＰＣＲＭｉｘ，各０．５μＬ上、下
游引物，８μＬ超纯水。反应条件如下：９４℃ ５ｍｉｎ；
９４℃ ５０ｓ，５３℃ ５０ｓ，７２℃ ５０ｓ，３５个循环；７２℃
１０ｍｉｎ。随后电泳观察扩增结果。
２．２　细菌的分离和鉴定

分别取病死犊牛脾脏、肠系膜淋巴结、肝脏并

无菌接种于血琼脂平板上，同时进行有氧和厌氧培

养，于３７℃培养１８ｈ左右，观察是否有菌落生成，
若有，则进行多次传代纯化，最终记录菌落结果。

２．２．１　染色镜检　对纯化得到的菌株进行革兰氏
染色、镜检。

２．２．２　生化试验　利用细菌微量生化反应管（购
自杭州微生物试剂有限公司）对分离所得菌株进行

生化指标的测定，操作方法与判定标准参照说明

书。在３７℃条件下培养２４ｈ后，与对照管比对，观
察反应结果并记录。

２．２．３　１６ＳｒＤＮＡ基因的扩增与测序、分析　挑取４
个典型菌落提取基因组ＤＮＡ，利用煮沸法煮沸１０～
１５ｍｉｎ后离心、取上清，备用。ＰＣＲ参照宝生物工
程（大连）有限公司的 ＴａＫａＲａ１６ＳｒＤＮＡＢａｃｔｅｒｉａｌ
ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎＰＣＲｋｉｔ说明书进行，采用２５μＬ扩增
体系，含有 ２μＬＤＮＡ模板，１２．５μＬＰＣＲＭｉｘ，各
０２５μＬ上、下游引物，１０μＬ超纯水。ＰＣＲ反应条
件：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性１ｍｉｎ，５３℃退火
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１ｍｉｎ，７２℃延伸１ｍｉｎ，３０个循环；７２℃延伸５ｍｉｎ。
将ＰＣＲ产物经电泳后观察结果，再将 ＰＣＲ产物送
至生工生物工程（上海）股份有限公司测序。对测

定的ＤＮＡ序列进行 ＢＬＡＳＴ比对，根据同源性高低
确定细菌的种属。

２．３　药物敏感性试验
使用头孢唑啉、头孢噻肟、头孢曲松钠、氧氟沙

星、诺氟沙星、环丙沙星、阿莫西林、卡那霉素、链霉

素、阿米卡星、庆大霉素、妥布霉素、大观霄素、四环

素、氯霉素、利福平、呋喃唑酮等药物纸片对分离得

到的细菌进行药物敏感性试验。

３　结果与分析

３．１　病毒学检测结果
由图５可以看出，负染镜检可见大量冠状病毒

样颗粒，完整的病毒粒子直径为１２０～１３０ｎｍ，花冠
状的病毒纤突清晰可见。

　　由图６可以看出，从样本中扩增出了与牛冠状
病毒Ｎ蛋白编码基因预期大小一致的核酸条带。

３．２　细菌分离结果和菌落形态
于３７℃培养１８ｈ后，在有氧培养和厌氧培养

的血琼脂平板上均长出了菌落，未见溶血，其中有

氧培养的菌落相对厌氧培养的稍大；肉眼观察发

现，在有氧和厌氧培养的菌落特征中，除大小外无

其他差异。进一步纯化发现，有氧培养的菌落中的

一种较大，呈凸起、不透明、灰白状，边缘整齐，且边

缘由于遮光性和水分而似透明状；另一种菌落稍小

一些，呈稍凸起、不透明、灰白状，边缘整齐。

染色后的镜检结果表明，有氧和厌氧培养的细

菌间无明显差异。染色镜检结果显示，有氧和厌氧

培养的细菌均为粗短直杆菌，革兰氏染色结果呈阴

性。１６ＳｒＲＮＡ基因测序结果表明，分离菌分别为肺
炎克雷伯氏菌、大肠杆菌。此外，生化发酵管试验

结果也验证了这２种分离菌的生化特征。
３．３　药物敏感性试验结果

用头孢唑啉、头孢噻肟、头孢曲松钠、氧氟沙

星、诺氟沙星、环丙沙星、阿莫西林、卡那霉素、链霉

素、阿米卡星、庆大霉素、妥布霉素、大观霄素、四环

素、氯霉素、利福平、呋喃唑酮等药敏纸片进行药敏

试验的结果表明，分离菌对很多药物耐药，对头孢

唑啉、头孢噻肟、头孢曲松钠的敏感性稍强，对大多

数药物完全耐药。

４　结论和讨论

犊牛发生腹泻主要由饲养管理不当、应激、细

菌、病毒及寄生虫等方面的原因引起［１］。细菌中的

大肠杆菌［１６－１８］、沙门氏菌［１９］、弯曲杆菌、产气荚膜

梭状芽孢杆菌［１，２０－２４］，病毒中的轮状病毒［２５－２８］、冠

状病毒［１４－１５］、星形病毒、微病毒，寄生虫中的隐孢子

虫等均可造成该病的传播和流行［１，２９－３０］。近年来，

混合感染的报道越来越多，王丹阳等曾报道了牛病

毒性腹泻病毒、大肠杆菌和奇异变形杆菌混合感染

引起的犊牛腹泻［３１］；吴城等对福建省牛流行性腹泻

病毒和牛轮状病毒混合感染进行了调查［３２］。此外，

还有一些研究针对细菌性或病毒性的多种感染进

行了调查报道［２９－３０］。本研究中的病例是由冠状病

毒、大肠杆菌和肺炎克雷伯氏菌混合感染引起的，

这也是首次报告。目前，多种病原体造成混合感染

的病例越来越多，需要引起相关人员的重视。群体

中的疾病发生时，各种复杂因素综合作用会造成临

床表现复杂，剖检病变也很复杂，此外，由于混合感

染的病例越来越多，根据病史、临床症状也很难作

出诊断。疾病的确诊必须依据肠道微生物、患犊粪

便的检查，甚至须要进行病原学、分子生物学检查

或动物试验［１］。由于各种方法本身的限制性及临
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床经验的差异，检测本身可能也存在漏检问题，也

因此造成临床用药效果不佳。随着药的种类越来

越多，量也可能越来越大，从而产生耐药性，这样就

会形成恶性循环，因此，确诊就显得非常重要，筛检

的项目也须要增加。在本试验剖检结果中出现了

很多与腹泻无关的病变，可能是由病程长、施用多

种干预措施与继发感染等导致的。所以，很多剖检

变化不能作为指征性的病变，在这类疾病的诊断过

程中要注意相关问题。

在本试验中检测出了３种病原体，其中１种是
冠状病毒，该病毒虽然不是造成犊牛腹泻的主要病

原体，但是在本例的肠道和渗出物中出现了大量病

毒颗粒，说明该病原体在致病过程中起到重要作

用。而在淋巴结和多种脏器中均分离到了２种细菌
病原体（大肠杆菌和肺炎克雷伯氏菌），说明它们在

致病过程中也有一定作用，但是由于各种因素的制

约，很难对其致病性进行明确。

大肠杆菌和肺炎克雷伯氏菌均属于肠道杆菌，

很多生物学特性相似，在区分时并不是非常明显，

从而给诊断带来了一定困难，有时候甚至会出现漏

诊。此外，在本试验中发现菌落稍有差异，因此在

进行１６ＳｒＲＮＡ基因测序时选择几个不同的单个菌
落进行测定才发现有２种菌落，进而进行回顾性菌
落鉴定，差点造成误诊。２种细菌的耐药谱广、耐药
性强，与临床上用药效果不佳有一定关系。在本试

验的治疗过程中虽然也使用了中药，但是由于中药

以调理为主，因此在这种急性病例中的效果不明显。

在我国，种牛、冷冻精液的引进给我国的奶牛

养殖带来了一定风险，虽然大多数养殖场都是从正

规企业购进种牛的，但是多种病原体的间歇性带毒

问题给检测工作带来了一定难度，再加上由于成本

的增加，由非正规途径获得的冷冻精液的风险更

高，例如很多西方国家牛场的牛病毒性腹泻非常严

重。因此，规范引种、引进冷冻精液或胚胎至关重

要［１－２］。加强生物安全是该病防控的重点［３２－３４］，但

是生物安全是一系列工作的集成，一旦某个环节出

现问题，将造成巨大经济损失［３５］。奶牛场的管理者

和兽医在平时工作中应对各种生物安全措施进行

风险评估，查漏补缺，抓重点措施和影响较大的措

施，这样即使出现问题，也是小的问题，从而将损失

降到最低。
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对猪小腔卵泡孤雌激活胚胎发育力的初步探索
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　　摘要：为探讨直径为２ｍｍ以下和２～６ｍｍ猪卵泡卵母细胞的体外培养分裂率与囊胚率差异，采用相同体外成熟
培养条件，来培养从不同直径的２种卵泡中所抽出的卵母细胞，在卵母细胞成熟培养后４４～４８ｈ，对卵母细胞进行化
学激活和体外培养，观察胚胎体外发育能力；在培养４８ｈ时进行分裂数据统计，培养１６８ｈ时统计囊胚个数。结果发
现，２ｍｍ以下猪卵泡卵母细胞孤雌激活后胚胎的体外培养平均分裂率与２～６ｍｍ猪卵泡卵母细胞孤雌激活后胚胎
的体外培养平均分裂率差异显著，分别为６２．４６％、８１．７６％（Ｐ＜０．０５）；２ｍｍ以下猪卵泡卵母细胞孤雌激活后胚胎的
体外培养平均囊胚率与２～６ｍｍ猪卵泡卵母细胞孤雌激活后胚胎的体外培养平均囊胚率差异不显著，分别为１１．
７１％、１５．３０％。说明正常卵泡、小腔卵泡的卵母细胞在体外成熟后，孤雌激活胚分裂率依次降低，孤雌胚胎的分裂能
力随卵泡直径的增大而增强；正常卵泡、小腔卵泡的卵母细胞体外成熟后，孤雌激活胚囊胚率随卵泡直径的增大有一

定增高，但变化不显著。
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　　对于卵母细胞成熟体系、胚胎发育体系、胚胎
干细胞体系的建立及体细胞核移植效率的提高仍

需要依赖于各技术环节的进一步完善［１］，而孤雌激

活胚胎的准备是其中不可或缺的一个环节，也是非

常重要的影响因素之一［２］。因此，对于小腔卵泡孤

雌激活胚胎发育率的研究显得十分必要。在猪卵

巢卵母细胞体外成熟、孤雌激活方面的研究，目前

已取得关键性突破［３］。只有卵泡直径达２ｍｍ时，
卵泡内的卵母细胞才具有体外成熟的能力［４］。卵

巢上分布着许许多多的细胞，不仅包括少量的大腔

卵泡卵母细胞，还包括数以万计的腔前卵泡卵母细

胞和小腔卵泡细胞，这些细胞是供给进行体外培养
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