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　　摘要：随着规模化养羊业的发展，肉羊呼吸道疾病流行普遍、发病严重、防治困难，给养殖业及养殖户造成较大的
经济损失。为明确安徽某肉羊养殖场呼吸道疾病的病因，结合流行病学、临床症状、剖检病变观察、细菌学及病毒学检

测与分离鉴定以及血清学检测对病因进行分析，结果表明该病是由山羊副流感病毒３型与巴氏杆菌混合感染所致。
分离菌株对丁胺卡那霉素、氟苯尼考、阿奇霉素、恩诺沙星和头孢曲松敏感，对青霉素、克林霉素和强力霉素不敏感。

通过ＭＤＢＫ细胞成功分离获得山羊副流感病毒３型毒株，其Ｍ基因片段与已有毒株同源性达９９％。血清学检测也进
一步证实病毒的感染。这为临床上科学防控山羊呼吸道疾病提供了指导和借鉴。
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　　近年来，随着规模化养羊业的发展，肉羊呼吸
道疾病流行普遍、发病严重、防治困难，给养殖业及

养殖户造成较大的经济损失［１－３］。研究表明，与牛

呼吸道疾病综合征（ＢＲＤＣ）是由多种病毒、细菌感
染导致的［４］类似，临床上肉羊呼吸道疾病的发生可

由多种病毒［如山羊副流感病毒３型（ＣＰＩＶ３）、小反
刍兽疫病毒（ＰＰＲＶ）、呼吸道合胞病毒（ＲＳＶ）］和细
菌性病原（巴氏杆菌、曼氏杆菌、绵羊肺炎支原体、

肠外致病性大肠杆菌、链球菌等）单独或混合感染

引起，尤其在机体健康状态低下、环境改变、长途运

输等应激条件下引起严重的临床症状［１，３，５－６］。

２０２０年９月，安徽一山羊养殖场外购育肥山羊
（１８２头）于到场后１０ｄ陆续发生严重的呼吸道疾
病，治疗效果较差。发病羊主要表现为发热、咳嗽、

流涕、精神萎靡，严重者呼吸困难并出现死亡。剖

检２只病死羊均可见肺脏严重实变、化脓并与胸腔、

心包膜黏连，胸腔积液，气管出血并充满泡沫与黏

液。发病率约３５％，死亡率８．２％。为查明病因，本
研究结合流行病学、临床症状、剖检病变观察、病原

学、血清学检测以及病原分离鉴定等方法对病因进行

分析，明确致病病原，为该病的防治提供指导和依据。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
ＲＮＡ／ＤＮＡ提取试剂盒、胶回收试剂盒，购自

Ａｘｙｇｅｎ公司；一步法 ＲＴ－ＰＣＲ试剂盒、胎牛血清、
ＤＮＡ分子量标准 ＤＬ２０００ｐｌｕｓ，购自北京全式金生
物科技有限公司；ＰＣＲＭｉｘ，购自南京诺唯赞生物科
技有限公司；血平皿、药敏纸片，购自杭州微生物试

剂有限公司；革兰氏染色液，购自北京索莱宝生物

科技有限公司；ＤＭＥＭ培养基，购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司；
其他试剂均为国产分析纯。

１．２　细菌分离鉴定
１．２．１　染色与镜检　取肺、肝组织病料，涂布于绵
羊血平板，３７℃恒温过夜培养，２４ｈ后取出。挑取
典型菌落涂片并进行革兰氏染色、镜检。

１．２．２　细菌１６ＳｒＲＮＡ序列测定　挑取纯化的菌
落，采用１６ＳｒＲＮＡ通用引物进行菌落ＰＣＲ扩增，预
期扩增片段为 １５００ｂｐ。引物序列如下：Ｆ：５′－
ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ－３′；Ｒ：５′－ＧＧＷＴＡＣＣＴ
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ＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ－３′。反应体系为２０μＬ，２×ＰＣＲ
ｂｕｆｆｅｒ１０μＬ，引物各为 １μＬ，提取的核酸 ４μＬ，
ｄｄＨ２Ｏ４μＬ。反应条件：９４℃ ５ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ，
５４℃ ３０ｓ，７２℃ ３０ｓ，３５个循环；７２℃ ５ｍｉｎ，４℃
保存。扩增后 ＰＣＲ样品于１０ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶中电
泳观察结果。用胶回收试剂盒将 ＰＣＲ扩增产物纯
化后，送南京擎科生物科技有限公司进行测序并对

结果进行ＢＬＡＳＴ分析。
１．２．３　药敏试验　挑取纯化培养的菌落，涂布血平
板，用纸片法进行药敏试验。３７℃培养一昼夜，观

察结果，根据美国临床与实验室标准化协会（ＣＬＳＩ）
Ｍ１００－Ｓ２１标准判定敏感性［７］。

１．３　病毒与支原体检测
分别取２００μＬ鼻拭子（２份）、肺脏组织匀浆上

清（２份）样品，按照 ＲＮＡ／ＤＮＡ提取试剂盒说明书
提取样品中的核酸。分别使用 ＣＰＩＶ３、ＲＳＶ、ＰＰＲＶ、
绵羊肺炎支原体的引物分别进行 ＲＴ－ＰＣＲ或 ＰＣＲ
检测（引物序列如表１所示），一步法 ＲＴ－ＰＣＲ和
ＰＣＲ反应均参照试剂说明书进行。取扩增产物进
行１０ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶电泳，观察结果。

表１　核酸检测所需引物

检测病原 引物序列（５′－３′） 片段大小

（ｂｐ）
退火温度

（℃）

ＣＰＩＶ３ Ｆ：ＧＣＡＡＴＣＣＡＣＣＡＡＡＧＣＡＴＧＧＧＧＴ；Ｒ：ＧＧＧＧＣＡＡＧＴＧＣＴＡＣＴＴＴＴＴＧＡＧＣＡ ３４６ ５４

ＲＳＶ［８］ Ｆ：ＴＧＣＣＡＡＡＡＣＡＴＡＡＣＡＧＡＡＧ；Ｒ：ＴＴＴＡＴＴＣＡＣＣＴＣＴＣＣＣＴＣ ４２６ ５２

ＰＰＲＶ［９］ Ｆ：ＡＴＴＧＴＣＣＡＣＴＡＴＴＧＡＴＣＣＴＴＧＡＴ；Ｒ：ＴＴＧＴＣＧＴＴＧＴＡＧＡＣＣＴＧＡＣＴＧＴＴＧ ６７０ ５１

绵羊肺炎支原体［１０］ Ｆ：ＴＧＡＡＣＧＧＡＡＴＡＴＧＴＴＡＧＣＴＴ；Ｒ：ＧＡＣＴＴＣＡＴＣＣＴＧＣＡＣＴＣＴＧＴ ３６１ ５４

１．４　病毒分离与序列分析
选取ＣＰＩＶ３检测阳性的鼻拭子样品，参照文献

［６］方法采用ＭＤＢＫ细胞进行病毒分离、传代，观察
细胞病变（ＣＰＥ）情况，检测病毒血凝价。采用ＲＴ－
ＰＣＲ检测ＣＰＩＶ３，将扩增产物送南京擎科生物科技
有限公司进行测序并进行ＢＬＡＳＴ分析。
１．５　血清学检测

按照报道的阻断 ＥＬＩＳＡ方法［１１］对发病期（１５
份，其中２份为剖检羊）和１个月后（３１份）采集的
血清样品进行ＣＰＩＶ３抗体检测。

２　结果与分析

２．１　细菌分离鉴定
从肺脏、肝脏样品中均分离到单一的透明、湿

润、光滑、不溶血的小菌落。染色后镜检可见大量

革兰氏阴性杆菌并呈两极着染。菌落 ＰＣＲ后电泳
结果显示，得到的扩增的核苷酸片段与预期结果大

小相符。测序表明，该菌株 １６ＳｒＲＮＡ基因部分序
列与巴氏杆菌同源性最高。药敏试验结果显示，此

菌对丁胺卡那、氟苯尼考、阿奇霉素、恩诺沙星和头

孢曲松敏感（表２）。
２．２　病毒检测与分离鉴定

结果显示，２份鼻拭子和１份肺脏样品检测到
ＣＰＩＶ３为阳性，而ＲＳＶ、ＰＰＲＶ和绵羊肺炎支原体均
未检出（图略）。

选择阳性的鼻拭子样品经离心、过滤除菌后接

表２　分离菌株的药敏试验结果

药物名称
抑菌圈直径

（ｃｍ） 耐药性

青霉素 ０．８ 不敏感

克林霉素 ０．９ 不敏感

强力霉素 １．３ 不敏感

庆大霉素 １．７ 中度敏感

氟苯尼考 ２．１ 敏感

阿奇霉素 ２ 敏感

恩诺沙星 ２．２ 敏感

丁胺卡那霉素 ２．７ 敏感

头孢曲松 ３．０ 敏感

种ＭＤＢＫ细胞进行病毒分离，接种后４ｄ可见细胞
出现ＣＰＥ，传代至第二代时 ３ｄ即可出现明显的
ＣＰＥ，５ｄ时细胞出现融合、死亡、脱落（图１），与已
有报道［６］一致。通过血凝试验检测第 ３代病毒血
凝价为１２８。对第３代病毒进行 ＲＴ－ＰＣＲ检测，结
果为阳性（图略）。将扩增产物纯化后进行测序，并

进行 ＢＬＡＳＴ分析，与已报道 ＣＰＩＶ３毒株同源性
为９９％。
２．３　ＣＰＩＶ３抗体检测

采用阻断ＥＬＩＳＡ方法检测采集的血清样品，结
果见图２。发病早期采集的１５份血清样品抗体阳
性率为５３．３３％，但阻断率不高，有６份样品在临界
值（３５％）左右，２份剖检病死羊的血样均为阴性。
发病１个月后血清抗体阳性率为９６．７７％，绝大多
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数阻断率达到７０％以上，仅有１份为阴性。

３　讨论

根据流行病学、临床症状、病理观察和实验室

检测，综合判定发病羊场为 ＣＰＩＶ３和巴氏杆菌的混
合感染。建议对发病羊隔离饲养，使用专用的器具

与饲料等；对死亡羊尸体及圈舍、粪便等污染物进

行无害化处理；对整个羊舍，尤其对发病羊舍及其

污染的环境、器具等进行全面消毒，１～２ｄ／次；对发
病羊使用氟苯尼考、氟尼辛葡甲胺和维生素 Ｃ注射
治疗，疗程３～７ｄ，同时采用氟苯尼考进行全群预防
用药２次，１周后病情逐步好转，死亡率显著降低，１
个月后回访已基本恢复正常。

近年来，随着国内养羊规模化的发展，集约化

增加、流通运输频繁，但相应的防疫措施不到位，相

关疾病频发，逐渐引起大家关注，其中呼吸道疾病

造成的危害最为突出。临床上肉羊呼吸道疾病的

发生可由多种病毒和细菌性病原引起，疾病的严重

程度与感染病原的致病性、混合感染的程度以及应

激、饲养管理等有关。小反刍兽疫致病性强，自

２０１４年流行以来已通过疫苗免疫得到有效控制，但
仍有散发的病例［１２－１３］。养殖户需提高防范意识，做

好疫苗免疫，定期监测抗体水平，保证免疫效果。

ＣＰＩＶ３是新近报道的羊源副流感病毒，其流行分布

较广，尚无疫苗和特效药物，应给予重视并采取预

防为主的措施［６，１４］。此外，根据笔者所在实验室调

查发现，绵羊肺炎支原体流行普遍［１５］，危害较大且

缺乏针对性的疫苗，巴氏杆菌、曼氏杆菌、肠外致病

性大肠杆菌等常与之混合感染。针对这些细菌性

病原，应重视病原的检测、鉴定，筛选敏感药物进行

治疗。本病例中检测到 ＣＰＩＶ３与巴氏杆菌混合感
染，未检测到ＰＰＲＶ和绵羊肺炎支原体，该株巴氏杆
菌耐药性不强，但养殖户最初使用的是不敏感药

物，根据检测结果调整药物并配合对症支持治疗药

物后即收到良好的效果，发病率和死亡率明显下降

并最终恢复正常。

总之，面对规模化养殖模式下肉羊呼吸道疾病

多发难防的问题，养殖户和研究人员均应给予足够

的重视，贯彻预防为主的综合防控措施，发病后应

结合流行病学和病原学检测科学分析病因并采取

针对性的防治方案，最大限度降低造成的损失。
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广西畜牧兽医，２０１８，３４（６）：３０５－３０６．

［６］ＬｉＷ，ＭａｏＬ，ＣｈｅｎｇＳ，ｅｔａｌ．Ａｎｏｖｅｌｐａｒａｉｎｆｌｕｅｎｚａｖｉｒｕｓｔｙｐｅ３

（ＰＩＶ３）ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｆｒｏｍｇｏａｔｈｅｒｄｓｗｉｔｈｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｄｉｓｅａｓｅｓｉｎｅａｓｔｅｒｎ

Ｃｈｉｎａ［Ｊ］．ＶｅｔｅｒｉｎａｒｙＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２０１４，１７４（１／２）：１００－１０６．

［７］钟舒红，吴翠兰，李军，等．一起牛呼吸道疾病综合征的病原分析

与药敏试验［Ｊ］．江苏农业科学，２０２０，４８（１９）：１６８－１７１．

［８］ＥｌｅｒａｋｙＮＺ，ＫａｎｉａＳ，ＰｏｔｇｉｅｔｅｒＬＮ．Ｔｈｅｏｖｉｎｅｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｓｙｎｃｙｔｉａｌ

ｖｉｒｕｓＦｇｅｎｅｓｅｑｕｅｎｃｅａｎｄｉｔｓｄｉａｇｎｏｓｔｉｃａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌｏｆ

ＶｅｔｅｒｉｎａｒｙＤｉａｇｎｏｓｔｉｃＩｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ，２００１，１３（６）：４５５－４６１．

［９］毛　立，窦永喜，翟军军，等．小反刍兽疫病毒 ＲＴ－ＰＣＲ检测方

法的建立［Ｊ］．中国兽医科学，２０１０，４０（６）：５９３－５９７．

［１０］ＭｃａｕｌｉｆｆｅＬ，ＨａｔｃｈｅｌｌＦＭ，ＡｙｌｉｎｇＲ Ｄ，ｅｔａｌ．Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆ

ｍｙｃｏｐｌａｓｍａｏｖｉｐｎｅｕｍｏｎｉａｅｉｎｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａ－ｖａｃｃｉｎａｔｅｄｓｈｅｅｐｆｌｏｃｋｓ

ｗｉｔｈｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｄｉｓｅａｓｅｉｎＥｎｇｌａｎｄ［Ｊ］．ＴｈｅＶｅｔｅｒｉｎａｒｙＲｅｃｏｒｄ，

２００３，１５３（２２）：６８７－６８８．

［１１］ＭａｏＬ，ＬｉＷ，ＺｈｏｕＴ，ｅｔａｌ．ＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆａｂｌｏｃｋｉｎｇＥＬＩＳＡｆｏｒ

Ｃａｐｒｉｎｅｐａｒａｉｎｆｌｕｅｎｚａｖｉｒｕｓｔｙｐｅ３［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＶｉｒｏｌｏｇｉｃａｌ

Ｍｅｔｈｏｄｓ，２０１７，２５０：５９－６５．

—６２１— 江苏农业科学　２０２１年第４９卷第１１期



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
［１２］兰德松，刘　贺，王海丰，等．辽宁省一起小反刍兽疫疫情的紧

急流行病学调查［Ｊ］．中国动物检疫，２０２０，３７（１０）：１－６．

［１３］王治维，图门巴雅尔，胡明明，等．２０１７—２０１９年山西省小反刍

兽疫血清学和病原学监测［Ｊ］．中国动物检疫，２０２０，３７（８）：

１－４．　

［１４］ＭａｏＬ，ＹａｎｇＬ，ＬｉＷ，ｅｔａｌ．Ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｉｃａｌｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎａｎｄ

ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃａｎａｌｙｓｉｓｏｆｃａｐｒｉｎｅｐａｒａｉｎｆｌｕｅｎｚａｖｉｒｕｓｔｙｐｅ３ｉｎｓｈｅｅｐ

ｏｆＣｈｉｎａ［Ｊ］．ＴｒａｎｓｂｏｕｎｄａｒｙａｎｄＥｍｅｒｇｉｎｇＤｉｓｅａｓｅｓ，２０１９，６６（３）：

１４１１－１４１６．

［１５］霍晓丽，李文良，毛　立，等．绵羊肺炎支原体和小反刍兽疫病

毒双重ＲＴ－ＰＣＲ检测方法的建立［Ｊ］．江苏农业科学，２０２０，４８

（１９）：１８５－１８９．

王礼伟，周　刚，柏传茂，等．苏淮仔猪腹泻细菌性病原的分离鉴定与耐药性分析［Ｊ］．江苏农业科学，２０２１，４９（１１）：１２７－１３１．

ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０２１．１１．０２３

苏淮仔猪腹泻细菌性病原的分离鉴定与耐药性分析

王礼伟１，周　刚１，柏传茂２，杨生明２，郭永久２，唐　炎２，汪国莲１

（１．江苏徐淮地区淮阴农业科学研究所，江苏淮安２２３００１；２．江苏省金湖县吕良中心畜牧兽医站，江苏金湖 ２１１６００）

　　摘要：为了解淮安地区苏淮猪仔猪出现细菌性腹泻的病因并提供治疗方案，采集腹泻仔猪的肛拭子样品共９５份，
对采集的样品进行细菌分离与鉴定、动物致病性鉴定及耐药性分析。结果显示，本次试验共分离鉴定到７８株大肠杆
菌，９２株沙门氏菌；动物致病性试验显示，大肠杆菌致小鼠死亡率为６５．３８％，沙门氏菌致小鼠死亡率为９５．８４％；药敏
试验结果显示，大肠杆菌耐药率高于沙门氏菌，且均对青霉素类和林可霉素类高度耐药，对氟喹诺酮类耐药率最低。

多重耐药结果显示，所有分离菌株均为多重耐药菌株，大肠杆菌主要表现８～１０耐，沙门氏菌主要表现在６～８耐。
　　关键词：仔猪；腹泻；大肠杆菌；沙门氏菌；耐药性
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　　仔猪腹泻伴有不同程度的腹泻、脱水、自身免
疫力下降，是仔猪死亡和继发其他疾病的重要原

因，影响养猪生产效率和盈利情况，给养猪业带来

严重的经济损失，主要体现在发病率高、降低日增

质量、延长出栏时间、饲料转化率下降、饲料成本增

加等［１－２］。仔猪腹泻是病原体、肠道环境和管理之

间相互作用的结果，其中病原体的感染是导致仔猪

发生腹泻的主要原因，根据病原体的不同，细菌引

发的可分为埃希氏大肠杆菌、沙门氏菌、产气荚膜

梭菌等；病毒引发的如流行性腹泻病毒、传染性胃

肠炎病毒、非洲猪瘟病毒等；寄生虫引发的如刚地

弓形虫、艾美耳球虫等［３］。鉴于细菌性腹泻在规模

化养猪场患病中的普遍性和重要性，为进一步了解

淮安地区苏淮仔猪腹泻细菌性病原流行病学和抗

生素耐药情况，本试验采集腹泻仔猪的肛拭子样本

进行了细菌的分离鉴定、致病力试验及耐药性分

析，旨在为疾病防控、减抗禁抗、食品安全提供参考。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　样品来源　２０２０年１月至４月采集来自淮
安地区３个苏淮猪养殖场出现腹泻症状的仔猪肛拭
子９５份。发病仔猪主要表现为精神不振、食欲不
佳、被毛耸乱、拉黄白色稀软或水样粪便等。以灭

菌棉拭子采集发病仔猪肛拭样品置于灭菌 ＥＰ中，
保存于－２０℃冰箱待用。
１．１．２　试验材料　麦康凯琼脂培养基、ＳＳ琼脂培
养基、ＭＨ琼脂培养基、ＭＨ液体培养基均购自青岛
海博生物技术有限公司；无菌脱纤维兔血琼脂培养

基的制备参考文献［４］；兽医临床常用药敏纸片均
购自杭州微生物试剂有限公司，包括红霉素、阿奇

霉素、克林霉素、林可霉素、链霉素、庆大霉素、多西

环素、四环素、头孢唑啉、青霉素、利福平、氧氟沙星。

１．２　方法
１．２．１　细菌的富集、分离与纯化　将采集的肛拭子
接种于 ５ｍＬＭＨ液体培养基中，３７℃恒温培养
１２ｈ。然后用接种环按照常规细菌分离方法分别接
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