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　　摘要：无乳链球菌作为引起奶牛乳房炎的主要致病菌之一，常常会引起奶牛乳腺组织的局部炎症。随着无乳链球
菌分离率的提高和各种抗生素的滥用，会导致其对抗菌药物的耐药性逐渐增强，从而给奶牛场针对乳房炎的临床治疗

带来一定的困难，导致奶牛场生产性能下降，经济效益降低。此外，无乳链球菌可在宿主中定殖，持续破坏宿主的免疫

系统，导致其自身的毒力因子引起宿主机体致病。为了解新疆部分地区奶牛源无乳链球菌的毒力因子、感染及耐药情

况，对２０２１年７—８月采集的１４７份隐性乳房炎和临床型乳房炎牛的乳样进行病原菌的分离培养鉴定，采用Ｋ－Ｂ纸
片扩散法和ＰＣＲ技术对分离出的无乳链球菌进行生化鉴定、药物敏感性试验、毒力基因和耐药基因检测。结果可知，
从临床型乳房炎牛和隐形性乳房炎牛中，共计采集１４７份的乳样中共分离到６株无乳链球菌，分离率为４１％。药敏
试验结果显示，在脱纤维绵羊血琼脂平板中分离出的疑似链球菌菌株对氨基糖苷类药物、头孢类及糖肽类药物高度敏

感，对β－内酰胺类药物耐药，耐药基因检测结果显示，介导β－内酰胺类药物耐药的ＴＥＭ基因、四环素类药物耐药的
ｔｅｔＬ基因、青霉素类药物耐药的ｐｂｐ２ｂ基因、大环内酯类药物耐药的ｅｒｍＢ基因检出率为１００％，与药敏表型结果也近似
一致。毒力基因检测结果显示，除 ｂａｃ、ｂｃａ、ＳｃｐＢ、ｒｉｂ、ｌｍｂ基因未检测到外，ｃｆｂ、ｈｙｌＢ、ｃｙｌＥ、ｆｂｓＡ、Ｓｉｐ基因检出率为
１００％，发现在新疆部分地区规模化奶牛场分离出的无乳链球菌具有高度相似的药物敏感性和毒力基因。
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　　奶牛乳房炎是奶牛的常见多发病，由于其病因
复杂多样、病原种类繁多、易反复发作等特点，目

前，已成为奶牛养殖中造成经济损失最严重的疾

病［１］。无乳链球菌更是引起奶牛乳房炎最重要的

病原菌之一，常存在于奶牛的皮肤、乳头及乳房内，

并通过挤乳人员手或挤乳机械及蝇类的携带而传

播。无乳链球菌引起乳房炎后不产生明显免疫力，

目前暂无可靠的多价菌苗［２］。无乳链球菌属革兰

氏阳性菌，会对人类和动物造成严重的侵入性感

染。无乳链球菌不仅可引起人类脑膜炎、肺炎、新

生儿败血症等，也会引起猪、牛、鱼等动物的链球菌

病，这主要是由于该菌具有多种毒力因子，使其能

够在宿主中定殖，逃避宿主吞噬从而大量繁殖［３］，

具有较高的致病性和致死性。

现阶段采用抗生素治疗仍是最普遍治疗奶牛

乳房炎的方法，大量且多种类的抗生素，在临床治

疗奶牛乳房炎时被广泛应用。抗生素的疗效与抗

生素本身的性质、到达乳房的有效浓度、用药次数

及给药时间等有关［１］。在抗生素治疗奶牛乳房炎

的过程中，诸多不利因素也逐渐呈现，易出现抗药

性和耐药性；引发其他一些副作用，如肠道菌群失

调、影响食欲等；造成牛奶中药物残留及奶牛体内

药物积蓄等［４］。此外，无乳链球菌中存在许多毒力

因子，这些毒力因子可黏附聚集在乳腺上皮细胞

上，通过破坏乳腺细胞的酶系统来打破乳腺细胞的

蛋白平衡，这些毒力因子的免疫调节作用不仅与致

病机制具有一定的关系，而且还决定着无乳链球菌

的感染方式［５］。

为更加全面地了解新疆部分地区无乳链球菌

的生物学特性，本研究采用实验室传统的细菌学鉴
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定方法与分子生物学技术相结合的方式，对新疆部

分地区规模化奶牛场２０２１年７—８月所采集目标牛
乳样中的无乳链球菌进行分离鉴定。并对目标菌

株进行生化鉴定、药物敏感性测定、分子生物学鉴

定、耐药基因及毒力基因检测等一系列工作。从而

为新疆部分地区的规模化奶牛场中由于无乳链球

菌所引发的一系列疾病，提供合理的防治方案、检

测方法，为日后研究无乳链球菌致病性及流行病学

调查、疫苗的研制提供一定的理论基础。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　试验样品　试验样品均采自新疆石河子、奎
屯地区规模化奶牛场共计１４７份体细胞数≥３００万
个／ｍＬ的奶样，－４℃运输保存。
１．１．２　主要试剂及药品　试验所需相关试剂见
表１。

表１　实验试剂

试剂 来源

脑心浸出液肉汤（ＢＨＩ） 上海生工生物工程股份有限公司

哥伦比亚血琼脂基础培养基、

叠氮钠葡萄糖肉汤

青岛高科园海博生物技术有限公司

无菌脱纤维绵羊血 北京索莱宝科技有限公司

革兰氏染色液 珠海贝索生物技术有限公司

２×ＴａｑＰｌｕｓＭａｓｔｅｒｍｉｘⅡ 南京诺唯赞生物科技股份有限公司

ＴｒａｎｓＤＮＡＭａｒｋｅｒⅠ、２０００
ＤＮＡＭａｒｋｅｒ、２０００ＰｌｕｓＤＮＡ
Ｍａｒｋｅｒ

北京全式金生物技术有限公司

ＤＮＡＭａｒｋｅｒⅡ 北京天根生化科技有限公司

ＳｕｐｅｒＲｄｅ核酸染液 合肥兰杰柯科技有限公司

细菌基因组ＤＮＡ提取试剂盒 北京天根生化科技有限公司

引物 上海生工生物工程股份有限公司

药敏试纸 杭州滨和微生物试剂有限公司

１．１．３　主要仪器与设备　试验所需相关仪器与设
备见表２。
１．２　样品采集

２０２１年７—８月在新疆石河子、奎屯地区饲养
规模均为１２００头左右的２个规模化奶牛场，在进
行奶样采集工作时，首先根据奶牛场最近存档的

ＤＨＩ数据中ＳＣＣ（体细胞数）≥３００万个／ｍＬ的泌乳
牛信息，并通过奶牛场“阿菲金”软件系统，快速、准

确的锁定体细胞数 ≥３００万个／ｍＬ目标牛，从而准
确筛选出 ＳＣＣ≥３００万个／ｍＬ目标牛的乳样，确保
样品的正确性。再通过牛博士体细胞检测仪的联合

表２　仪器与设备

试剂与仪器名称 购买厂家

光学显微镜 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司

纯水机 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司

高压灭菌器 Ｈｉｒａｙａｍａ公司

电子天平 北京赛多利斯仪器系统有限公司

冰箱 海信集团有限公司

旋涡混合器 ＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＩｎｄｕｓｔｒｉｅｓ公司

电子分析天平 赛多利斯科学仪器有限公司

恒温培养箱 北京市永光明医疗仪器厂

超净工作台 上海鸿都电子科技有限公司

离心机 Ｓｉｇｍａ公司

隔水式恒温培养箱、

电热恒温水浴锅

北京市永光明医疗仪器厂

全自动振荡培养箱 上海智城分析仪器制造有限公司

ＰＣＲ扩增仪 Ｔｅｃｈｎｅ公司

微波炉 广东美的厨房电器制造有限公司

电泳仪 北京市六一仪器厂

凝胶成像仪 Ｂｉｏｒａｄ公司

微量移液器及大容量移液枪 英国Ｂｉｂｂｙ科技有限公司

牛博士Ⅲ型体细胞检测仪器 华诚睿光（中国）生物科技有限公司

使用，对ＳＣＣ≥３００万个／ｍＬ的奶样进行二次确诊，
７—８月牛场ＳＣＣ≥３００万个／ｍＬ奶牛头数共计１３４
份。其次，对均处于泌乳期的已确诊为临床型乳房

炎成年奶牛进行样品采集（所选牛均未投喂含有抗生

素的饲草料并且没有参与兽医治疗），共采集１３份临
床型乳房炎牛奶样。采用 ５ｍＬ无菌ＥＰ管采集，挤
奶时选择已完成前药浴、弃头３把奶工作后的奶样，
共采集１４７份奶样，－４℃ 运输保存。
１．３　无乳链球菌的分离纯化与保藏
１．３．１　分离纯化　将奶样样品管充分涡旋振荡均
质，移取５０μＬ，转种于８００μＬ叠氮钠葡萄糖肉汤
培养基内，在振荡培养箱中 ３７℃、１８０ｒ／ｍｉｎ培养
１８～２４ｈ。在脱纤维绵羊血琼脂培养基上划线接
种，在３７℃恒温培养箱中培养１８～２４ｈ。挑取具有
β溶血环的单个菌落重复转种于叠氮钠葡萄糖肉汤
培养基中振荡培养１８～２４ｈ。再次在脱纤维绵羊血
琼脂培养基上划线接种，在３７℃恒温培养箱中培养
１８～２４ｈ。挑取具有 β溶血环的单个菌落进行涂
片、革兰氏染色，于显微镜下镜检观察，将镜检呈革

兰氏阳性球菌、链状排布的单个菌落再次转种于脑

心浸出液肉汤（ＢＨＩ）培养基振荡培养１８～２４ｈ。
１．３．２　菌种的保藏　首先将丙三醇（甘油）与蒸馏
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水１∶１混匀在锥形瓶中，使得甘油浓度保持在
５０％，再通过高压灭菌锅１２１℃条件下高压２０ｍｉｎ。
再将经多次分离纯化后的无乳链球菌的菌液与

５０％甘油，按照１∶１比例各取５００μＬ加入无菌冻
存管中混匀，最后置于－２０℃冰箱储存。
１．４　分离菌形态学观察

使用接种环分别将纯化后的链球菌属菌液均

匀涂抹在载玻片中央，将载玻片置于乙醇灯外焰上

３～５ｃｍ处固定，经革兰染色法染色后，在光学显微
镜的１００倍油镜下观察菌株形态。
１．５　生化反应

参照链球菌生化鉴定手册，吸取１０μＬ纯化后
的无乳链球菌菌液，分别依次接种至Ｖ－Ｐ、ＰＹＲ、精
氨酸、ＤＰＰ、ＰＭＧ、七叶苷、ＭＡＧ、ＴＭＺ、蕈糖、蔗糖、山
梨醇生化鉴定管中，置于３４℃恒温培养箱中培养
３６～４８ｈ后观察结果。
１．６　ＣＡＭＰ法检测

无乳链球菌能够产生 ＣＡＭＰ因子，该因子可与
红细胞反应产生溶血现象，而金黄色葡萄球菌中的

β毒素能够增强这种溶血程度。因此，在这２种细
菌的交界处溶血现象会大大

!

强，出现箭头型透明

溶血区。具体操作方法为：使用无菌接种环，先以

溶血性金黄色葡萄球菌划一横线接种在５％脱纤维

绵羊血琼脂平板上，再将待检菌与前一划线作垂直

接种，两者应相距１
"

，于３７℃培育１８～２４ｈ后观
察结果，每次试验应做阴、阳性对照。２种细菌划线
交接处出现箭头型溶血区为阳性。

１．７　分子生物学鉴定
依照ＤＮＡ提取试剂盒操作步骤提取链球菌属

ＤＮＡ，于－２０℃保存。对提取的分离菌 ＤＮＡ进行
ＰＣＲ扩增，引物合成参考文献［６－７］，引物序列及
条件见表 ３，反应体系为 ２５．０μＬ：２×ＴａｑＰｌｕｓ
ＭａｓｔｅｒｍｉｘⅡ １２．５μＬ，双蒸水６．５μＬ，上下游引物
各１．０μＬ，细菌ＤＮＡ模板４．０μＬ。反应程序为：①
９５℃预变性 ５ｍｉｎ；９４℃变性 １ｍｉｎ，５６℃退火
１ｍｉｎ，７２℃延伸２ｍｉｎ，进行３０个循环；７２℃终延
伸１０ｍｉｎ，４℃保存。②９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变
性３０ｓ，５５℃退火４０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，进行３０个
循环；７２℃终延伸５ｍｉｎ，４℃保存。

扩增ＰＣＲ产物经２％琼脂糖凝胶电泳检测，电
泳条件为：０．５×ＴＢＥ电泳液，１２０Ｖ，９０ｍＡ，４５ｍｉｎ。
采用凝胶成像仪对电泳后的琼脂糖凝胶进行分析。

无乳链球菌目的基因预期扩增片段约３４５ｂｐ、乳房
链球菌目的基因预期扩增片段约３３０ｂｐ。将扩增产
物送至睿博兴科生物技术有限公司测序，并在ＮＣＢＩ
上对序列进行在线比对。

表３　ＰＣＲ扩增条件及引物序列

检测菌 序列（５′→３′）
退火温度

（℃）
延伸时间

（ｓ）
产物大小

（ｂｐ）

无乳链球菌 Ｆ：ＧＧＧＡＴＴＴＧＧＧＡＴＡＡＣＴＡＡＧ；Ｒ：ＴＧＡＡＧＴＧＣＴＧＣＴＴＧＴＡＡＴＧ ５６ １２０ ３４５

乳房链球菌 Ｆ：ＴＡＡＧＧＡＡＣＡＣＧＴＴＧＧＴＴＡＡＧ；Ｒ：ＴＣＣＡＧＴＣＣＴＴＡＧＡＣＣＴＴＣＴ ５５ ３０ ３３０

１．８　无乳链球菌药物敏感性试验
根据ＣＬＳＩ推荐的药敏纸片扩散法（Ｋ－Ｂ法）

选取β－内酰胺类（青霉素、氨苄西林、阿莫西林）；
氨基糖苷类（链霉素、卡那霉素、庆大霉素、新霉

素）；喹诺酮类（恩诺沙星、诺氟沙星、环丙沙星）；头

孢类（头孢氨苄、头孢噻肟）；糖肽类（万古霉素）；四

环素类（四环素）；林可霉素类（克林霉素）测定各分

离株对１５种抗生素的敏感性。药敏纸片，均购自杭
州滨和微生物试剂有限公司。将多次分离纯化后

得到的无乳链球菌，接种与 ＢＨＩ肉汤培养基中，置
于恒温摇床内增菌培养２４ｈ后，采用生理盐水将菌
液浓度调节至（１～２）×１０ＣＦＵ／ｍＬ。按照纸片法
的操作，吸取适量菌液涂布在 ＬＢ琼脂平板上，取出
不同药敏纸片，贴于琼脂表面，不同药敏纸片的间

距至少２４ｍｍ。将平板置于３７℃恒温培养箱中培
养２４ｈ后，测量琼脂上的抑菌环直径。评判结果均
参照美国临床实验室国家标准化管理委员会标准

（ＣＬＳＩ２００８）。
１．９　无乳链球菌主要耐药基因ＰＣＲ检测

对下列８种耐药性基因进行ＰＣＲ检测：氨基糖
苷类耐药基因 ａｐｈＡ和 ａａｄ－６；四环素类耐药基因
ｔｅｔＯ、ｔｅｔＬ；青霉素类耐药基因突变ｐｂｐ２ｂ；大环内酯类
耐药基因ｅｒｍ（Ａ／Ｔ）、ｅｒｍＢ；β－内酰胺类耐药基因
ＴＥＭ；并对其进行序列测定。以提取的基因组 ＤＮＡ
作为模板，采用上述引物 ＰＣＲ扩增各基因目的条
带。ＰＣＲ 反 应 体 系 ２５．０μＬ：２×ＲａｐｉｄＴａｑ
ＭａｓｔｅｒＭｉｘ１２．５μＬ，上、下游引物各１．０μＬ，ＤＮＡ模
板２μＬ，ｄｄＨ２Ｏ８．５μＬ。ＰＣＲ反应条件：９５℃预变

—３７１—江苏农业科学　２０２２年第５０卷第２２期



性５ｍｉｎ；９５℃变性３０ｓ（ｐｂｐ２ｂ１ｍｉｎ、ＴＥＭ２０ｓ），
按照表４退火温度３０ｓ（ｔｅｔＬ１ｍｉｎ、ｐｂｐ２ｂ４５ｓ、ＴＥＭ
２０ｓ），７２℃延伸１ｍｉｎ（ａｐｈＡ延伸１ｍｉｎ、ａａｄ－６延
伸１ｍｉｎ、ｔｅｔＬ延伸１ｍｉｎ、ｐｂｐ２ｂ延伸１．５ｍｉｎ、ＴＥＭ
延伸４５ｓ），共３０个循环（ｅｒｍＢ２５个循环、ＴＥＭ３４
个循环）；７２℃终延伸 １０ｍｉｎ（ＴＥＭ延伸 ７ｍｉｎ）；
４℃ 保存。各基因的特异性引物合成参考相关文
献［８－１０］，相关信息见表４。
１．１０　无乳链球菌主要毒力基因ＰＣＲ检测

参考已有研究［１１－１４］中的引物序列，利用表５中
的特异性引物对无乳链球菌９种主要毒力基因进行
ＰＣＲ检测。ｓｃｐＢ（ｃｐｓ编码的 Ｃ５ａ肽酶）、ｈｙｌＢ（透明

质酸盐裂解酶）、ｂａｃ（β－Ｃ蛋白基因）、ｂｃａ（α－Ｃ
蛋白基因）、ｃｆｂ（ＣＡＭＰ因子）、ｃｙｌＥ（β－溶血素）、
ｆｂｓＡ（纤维蛋白原结合蛋白 Ａ）、ｌｍｂ（黏连蛋白结合
蛋白）、Ｓｉｐ（表面免疫原性蛋白），并对其进行序列
测定。以提取的基因组ＤＮＡ作为模板，采用上述引
物ＰＣＲ扩增各基因目的条带。ＰＣＲ反应体系同
“２８”节。ＰＣＲ反应程序：９５℃预变性５ｍｉｎ；９５℃
变性３０ｓ（Ｓｉｐ１ｍｉｎ），按照表５退火温度３０ｓ（Ｓｉｐ
１ｍｉｎ、ｃｙｌＥ４０ｓ），７２℃延伸３０ｓ（Ｓｉｐ延伸 １ｍｉｎ），
共３０个循环（ｃｆｂ、ｆｂｓＡ、ｃｙｌＥ、ｈｙｌＢ３５个循环）；７２℃
终延伸１０ｍｉｎ；４℃保存。各基因的特异性引物和
相关信息见表５。

表４　耐药基因引物序列

基因 引物序列（５′→３′）
退火温度

（℃）
延伸时间

（ｓ）
产物大小

（ｂｐ）

ａｐｈＡ Ｆ：ＧＧＧＧＴＡＣＣＴＴＴＡＡＡＴＡＣＴＧＴＡＧ；Ｒ：ＴＣＴＧＧＡＴＣＣＴＡＡＡＡＣＡＡＴＴＣＡＴＣＣ ５１ ６０ ８４８

ａａｄ－６ Ｆ：ＡＧＡＡＧＡＴＧＴＡＡＴＡＡＴＡＴＡＧ；Ｒ：ＣＴＧＴＡＡＴＣＡＣＴＧＴＴＣＣＣＧＣＣＴ ４６ ６０ ９７８

ｔｅｔＯ Ｆ：ＧＣＧＧＡＡＣＡＴＴＧＣＡＴＴＴＧＡＧＧＧ；Ｒ：ＣＴＣＴＡＴＧＧＡＣＡＡＣＣＣＧＡＣＡＧＡＡＧ ５７ ３０ ５３８

ｔｅｔＬ Ｆ：ＧＧＡＴＣＧＡＴＡＧＴＡＧＣＣＡＴＧＧＧ；Ｒ：ＧＴＡＴＣＣＣＡＣＣＡＡＴＧＴＡＧＣＣＧ ４６ ６０ ５１６

ｐｂｐ２ｂ Ｆ：ＧＡＴＣＣＴＣＴＡＡＡＴＧＡＴＴＣＴＣＡＧＧＴＧＧ；Ｒ：ＣＣＡＴＴＡＧＣＴＴＡＧＣＡＡＴＡＧＧＴＧＴＴＧＧ ５５ ９０ １５００

ｅｒｍ（Ａ／Ｔ） Ｆ：ＴＣＡＧＧＡＡＡＡＧＧＡＣＡＴＴＴＴＡＣＣ；Ｒ：ＡＴＡＣＴＴＴＴＴＧＴＡＧＴＣＣＴＴＣＴＴ ４７ ３０ ４２３

ｅｒｍＢ Ｆ：ＧＧＴＡＡＡＧＧＧＣＡＴＴＴＡＡＣＧＡＣ；Ｒ：ＣＧＡＴＡＴＴＣＴＣＧＡＴＴＧＡＣＣＣＡ ４７ ３０ ４５４

ＴＥＭ Ｆ：ＣＡＴＴＴＣＣＧＴＧＴＣＧＣＣＣＴＴＡＴ；Ｒ：ＧＡＣＣＧＡＧＴＴＧＣＴＣＴＴＧＣＣ ５５ ４５ ２５９

表５　毒力基因引物序列

基因 引物序列（５′→３′）
退火温度

（℃）
延伸时间

（ｓ）
产物大小

（ｂｐ）

ＳｃｐＢ Ｆ：ＡＧＣＣＡＴＡＴＧＣＴＧＣＧＡＴＣＴＣＴ；Ｒ：ＧＧＧＴＴＧＡＡＣＣＡＡＧＴＧＴＧＣＴＴ ５６ ３０ １９８

ｈｙｌＢ Ｆ：ＴＣＣＡＴＴＴＡＡＡＧＣＣＣＴＴＧＧＴＧ；Ｒ：ＧＧＣＧＣＣＡＧＴＡＴＡＡＧＣＡＡＣＡＴ ５４ ３０ １９９

ｂａｃ Ｆ：ＣＴＡＴＴＴＴＴＧＡＴＡＴＴＧＡＣＡＡＴＧＣＡＡ；Ｒ：ＧＴＣＧＴＴＡＣＴＴＣＣＴＴＧＡＧＡＴＧＴＡＡＣ ６０ ３６ ５９２

ｂｃａ Ｆ：ＴＡＡＣＡＧＴＴＡＴＧＡＴＡＣＴＴＣＡＣＡＧＡＣ；Ｒ：ＡＣＧＡＣＴＴＴＣＴＴＣＣＧＴＣＣＡＣＴＴＡＧＧ ６８ ３０ ５３５

Ｓｉｐ Ｆ：ＣＡＡＧＧＡＴＣＣＧＡＡＡＣＡＧＡＴＡＣＧＡＣＧ；Ｒ：ＣＴＧＡＡＧＣＴＴＧＡＴＡＴＴＧＧＡＧＣＣＣＴＧＣ ５５ ６０ ８７９

ｃｆｂ Ｆ：ＡＡＧＣＧＴＧＴＡＴＴＣＣＡＧＡＴＴＴＣＣ；Ｒ：ＡＧＡＣＴＴＣＡＴＴＧＣＧＴＧＣＣＡＡＣ ５８ ３０ ３１７

ｃｙｌＥ Ｆ：ＣＡＴＴＧＣＧＴＡＧＴＣＡＣＣＴＣＣＣ；Ｒ：ＧＧＧＴＴＴＣＣＡＣＡＧＴＴＧＣＴＴＧＡ ５８ ３０ ３８０

ｆｂｓＡ Ｆ：ＧＡＡＣＣＴＴＣＴＴＧＴＣＡＣＡＣＴＴＧ；Ｒ：ＴＴＧＡＴＣＣＴＡＧＣＡＣＴＣＣＣＡ ５８ ３０ ５５６

ｌｍｂ Ｆ：ＣＣＧＴＣＴＧＴＡＡＡＴＧＡＴＧＴＧＧＣ；Ｒ：ＧＡＡＡＴＡＣＣＣＧＡＧＡＴＡＣＣＡＡＧ ５５ ４５ ４７３

ｒｉｂ Ｆ：ＣＡＧＧＡＡＧＴＧＣＴＧＴＴＡＣＧＴＴＡＡＡＣ；Ｒ：ＣＧＴＣＣＣＡＴＴＴＡＧＧＧＴＣＴＴＣＣ ５８ ３０ ３６９

２　结果与分析

２．１　无乳链球菌分离鉴定
２．１．１　形态学特征　从１４７份乳样中共分离出６
株无乳链球菌，分离率为４．１％。观察分离菌的培

养特征，纯化后的无乳链球菌菌液划线于脱纤维无

菌绵羊血琼脂平板上的菌落出现灰白色，表面光

滑、露滴状菌落，菌落周围出现透明的 β溶血环（图
１－ａ）；经革兰氏染色后该菌在显微镜下呈现蓝紫
色的革兰氏阳性球菌，短链或长链排列（图１－ｂ）。
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２．１．２　分离菌生化试验鉴定结果　生化试验参照
链球菌生化鉴定手册，生化试验结果见表６。由表６
可知，分离菌的 Ｖ－Ｐ、精氨酸、ＰＭＧ、蕈糖、蔗糖和
ＣＡＭＰ试验结果均为阳性，ＰＹＲ、ＧＰＰ、七叶灵、
ＭＡＧ、ＴＭＺ、山梨醇及触酶试验均为阴性。分离菌的
试验结果结合链球菌生化鉴定手册与无乳链球菌

的生化反应一致。

表６　无乳链球菌生化鉴定

试验 阳性 阴性 需添加的试剂 结果

ＰＹＲ 红色 黄色 添加ＰＹＲ试剂 －

Ｖ－Ｐ 红色 无色 添加Ｖ－Ｐ试剂甲液２滴
乙液１滴

＋

精氨酸 紫色 黄色 需添加无菌液体石蜡覆盖 ＋

ＧＰＰ 黄色 无色 无需添加试剂 －

ＰＭＧ 黄色 红色 无需添加试剂 ＋

七叶灵 黑色 不变色 无需添加试剂 －

ＭＡＧ 黄色 红色 无需添加试剂 －

ＴＭＺ 黄色 红色 无需添加试剂 －

蕈糖 黄色 红色 无需添加试剂 ＋

蔗糖 黄色 红色 无需添加试剂 ＋

山梨醇 黄色 红色 无需添加试剂 －

溶血 乙型溶血 非乙型 无需添加试剂 ＋

２．１．３　ＣＡＭＰ试验结果　ＣＡＭＰ反应结果见图２。

２．２　分离菌株的ＰＣＲ鉴定结果和系统发育进化树
构建结果

对１４７份样品纯化后的链球菌属菌液进行ＰＣＲ
鉴定。由电泳结果（图３）可知，扩增产物经琼脂糖
凝胶电泳，产物大小与预期大小一致，其中，６株经
无乳链球菌特异性引物ＰＣＲ扩增后，在３４５ｂｐ处出
现特异性扩增条带，但未分离出乳房链球菌。１４７
份乳样病原菌分离率见表７，将 ＰＣＲ产物送至睿博
兴科生物技术有限公司测序，并在 ＮＣＢＩ上对序列
进行在线比对，６株分离菌与无乳链球菌的相似度
均在９７％以上，由此可确定其中 ６株菌为无乳链
球菌。

表７　１４７份乳样细菌分离鉴定

病原菌 ＰＣＲ鉴定结果 所占比率

（％）

无乳链球菌 ６ ４．１

乳房链球菌 ０ ０．０

　　试验分离菌扩增的片段经测序后分别与不同
的５种基因片段比对，由图４、图５可知，６株无乳链
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球菌（ＷＲ１－６）的测序片段与 ＧｅｎＢａｎｋ编号
ＣＰ０３３８０８．１、ＣＰ０１２４８０．１、ＣＰ０２６０８４．１、ＣＰ０１０３１９．１、
ＣＰ０２６０８２．１的无乳链球菌基因组的片段同源性
较高。

２．３　分离菌药敏试验结果
由表８可知，分离得到的无乳链球菌主要对万
表８　无乳链球菌对常见抗生素的药敏试验结果

抗生素名称
药物敏感程度（％）

敏感（Ｓ） 中敏（Ｉ） 耐药（Ｒ）

青霉素 ０／６（０．０％） ２／６（３３．３％） ４／６（６６．６％）

链霉素 ０／６（０．０％） ０／６（０．０％） ６／６（１００．０％）

卡那霉素 ０／６（０．０％） ６／６（１００．０％） ０／６（０．０％）

万古霉素 ６／６（１００．０％） ０／６（０．０％） ０／６（０．０％）

恩诺沙星 ６／６（１００．０％） ０／６（０．０％） ０／６（０．０％）

诺氟沙星 ３／６（５０．０％） ３／６（５０．０％） ０／６（０．０％）

环丙沙星 ４／６（６６．６％） ２／６（３３．３％） ０／６（０．０％）

头孢氨苄 ０／６（０．０％） ３／６（５０．０％） ３／６（５０．０％）

氨苄西林 ０／６（０．０％） ２／６（３３．３％） ４／６（６６．６％）

克林霉素 ４／６（６６．６％） １／６（１６．６％） １／６（１６．６％）

四环素 １／６（１６．６％） ４／６（６６．６％） １／６（１６．６％）

庆大霉素 ０／６（０．０％） ４／６（６６．６％） ２／６（３３．３％）

阿莫西林 ０／６（０．０％） ０／６（０．０％） ６／６（１００．０％）

头孢噻肟 ６／６（１００．０％） ０／６（０．０％） ０／６（０．０％）

新霉素 ６／６（１００．０％） ０／６（０．０％） ０／６（０．０％）

古霉素、恩诺沙星、头孢噻肟、新霉素高度敏感，对

其他药物表现中度敏感或耐药。

２．４　分离菌耐药基因检测
对分离的６株无乳链球菌分别进行氨基糖苷类

耐药基因ａｐｈＡ和ａａｄ－６，四环素类耐药基因 ｔｅｔＯ、
ｔｅｔＬ，青霉素类耐药基因突变ｐｂｐ２ｂ，大环内酯类耐药
基因ｅｒｍ（Ａ／Ｔ）、ｅｒｍＢ，β－内酰胺类耐药基因 ＴＥＭ
共８种耐药基因进行ＰＣＲ检测，并对其进行测序比
对。由图６至图９可知，从分离株中检测到四环素
类耐药基因 ｔｅｔＬ、青霉素类耐药基因突变 ｐｂｐ２ｂ、大
环内酯类耐药基因ｅｒｍＢ、β－内酰胺类耐药基因ＴＥＭ，
检出率为１００％，其余耐药基因均未检出。
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２．５　分离菌毒力基因检测
由图１０至图１４可知，对分离的６株无乳链球

菌进行９种毒力基因 ｓｃｐＢ（ｃｐｓ编码的 Ｃ５ａ肽酶）、
ｈｙｌＢ（透明质酸）、ｂａｃ（β－Ｃ蛋白基因）、ｂｃａ（ɑ－Ｃ
蛋白基因）、ｃｆｂ（ＣＡＭＰ因子）、ｃｙｌＥ（β－溶血素）、
ｆｂｓＡ（纤维蛋白原结合蛋白）、ｌｍｂ（黏连蛋白 ｌｍｂ蛋
白）、Ｓｉｐ（侵袭蛋白）ＰＣＲ检测，并对其进行测序比
对。其中 ｃｆｂ、ｃｙｌＥ、ｆｂｓＡ、ｈｙｌＢ和 Ｓｉｐ基因检出率达
１００％，其余毒力基因均未检出。

３　讨论与结论

无乳链球菌作为乳房炎主要病原之一，是一种

传染性很强的乳腺炎病原体。它往往定殖于受感

染奶牛的乳房组织、乳头和生殖道中，一般是由于

挤奶工的手或挤奶机中的吸奶杯消毒不够彻底或

消毒剂杀菌率较低而导致接触性传播的。李宏胜

等对我国６个城市的乳房炎奶样进行细菌学调查发
现，无乳链球菌总分离率为１５．５６％［１５］。刘琪等对

内蒙古部分地区奶牛乳房炎奶样的分离结果表明，
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无乳链球菌的感染率为４．２４％［１６］。杜琳等对华北

地区奶牛场隐性乳房炎病牛乳样进行细菌学调查

发现，无乳链球菌的分离率为５．０３％［１］。王蒴等对

新疆４个地区牛场的乳房炎奶样检测结果表明，无
乳链球菌的感染率为１７．２７％［１７］，尹欣悦等对新疆

某牛场的乳房炎奶样检测结果表明，无乳链球菌的

分离率为３．３３％［１８］。因无乳链球菌感染引起的具

有高度传染性的乳房炎病例广泛存在于我国各地

区，故对无乳链球菌的耐药表型及毒力因子的研究

具有重大意义。本研究从临床型乳房炎牛和隐形

性乳房炎牛中，共计采集１４７份的乳样中共分离到
６株无乳链球菌，分离率为４．１％。低于李宏胜等在
多个地区检测的无乳链球菌的分离率［１５］，同样也低

于王蒴等在新疆地区的分离率［１７］，但与刘琪等、杜

琳等、尹欣悦等对内蒙古部分地区、华北地区、新疆

某牛场中无乳链球菌的分离率［１６，１，１８］近似。引起奶

牛乳房炎主要病原菌的分离率之所以存在一定差

异，可能与不同地域环境、不同季节、不同饲养管理

方式、采用不同抗菌药物的治疗有关。

现阶段，虽已具有针对大肠杆菌、金黄色葡萄

球菌、无乳链球菌等病原菌引起的奶牛乳房炎的一

系列相关疫苗应用于奶牛乳房炎的防控中，但是抗

生素治疗仍是首选的治疗方法。Ｚｉｇｏ等的研究结果
显示，３株无乳链球菌对苯唑西林、链霉素的耐药率
分别为８．７％和３０．４％，对青霉素和头孢噻呋高度
敏感［１９］，本研究结果与之有一定差异，表明新疆部

分地区的规模化奶牛场在临床上治疗奶牛乳房炎

使用抗生素时，应优先选择万古霉素、头孢噻肟、新

霉素及喹诺酮类药物。张保海等的研究结果显示，

对青霉素耐药的１０５株无乳链球菌中，β－内酰胺类
的ＴＥＭ耐药基因的检出率为９８％［１０］。杨明伟等研

究结果显示，４种氨基糖苷类耐药基因 ａｐｈ（３′）Ｉａ、
ａａｃ（３′）Ｉｂ、ａａｃ（６′）Ｉｂ和 ａｎｔ（３′）Ｉ的检出率分别为
００％、０．０％、３１．３％和７５．０％［２０］，本研究结果与之

基本一致。

结合耐药表型和耐药基因分析，新疆部分地区

的规模化奶牛场中分离出的无乳链球菌对β－内酰
胺类药物具有较高的耐药性，但对喹诺酮类药物及

头孢类、糖肽类、氨基糖苷类药物敏感，这与尹欣悦

等研究的无乳链球菌的耐药表型［１８］基本一致，在今

后的治疗中可优先选择喹诺酮类药物并且配合头

孢类和氨基糖苷类药物交替使用。

无乳链球菌为常见的条件性致病菌，对人、牛

及水生动物均表现易感，对无乳链球菌致病力起促

进作用的包括多种表面蛋白和内毒素，这些致病因

子使无乳链球菌具有很强的吸附力、抗吞噬及免疫

逃避能力［２１］。祝宇等对云南地区牛源无乳链球菌

ｃｆｂ和 ＣＡＭＰ这 ２种毒力基因的检出率分别为
１０００％和８．８％，其中，ｃｆｂ的检出率［９］与本试验一

致。Ｃａｒｖａｌｈｏ－Ｃａｓｔｒｏ等对巴西奶牛源无乳链球菌
ｃｆｂ的检出率为１００．０％，ｂａｃ检出率为０．０％［２２］，本

试验结果与之一致，但 ｆｂｓＡ检出率（４２．３７％）低于
本研究的１００％。张阳等对河南牛无乳链球菌 ｈｙｌＢ
的检出率为２０．６５％，低于本研究的１００．００％，ＳｃｐＢ
和ｂｃａ的检出率分别为４８．３９％、５６．７７％，均高于本
研究结果（０．００％），但 ｂａｃ的检出率为０．００％［８］，

本研究结果与之一致。高菊梅等对宁夏地区牛源

无乳链球菌 Ｓｉｐ的检出率为３１．８％［７］，低于本研究

的１００％。张保海等对四川部分地区奶牛源无乳链
球菌ｃｙｌＥ的检出率为１００％［１０］，本试验结果与之一

致。Ｌｍｂ蛋白不仅是调节细菌体内金属稳态的关
键，而且能识别黏连蛋白从而发挥黏附作用，但这

类蛋白仅存在于人源无乳链球菌，在牛源菌上基本

不存在［２３］。这些毒力因子为病原体侵入宿主提供
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了必要的帮助，也可能直接参与宿主感染的过程。

本研究从新疆部分地区规模化奶牛场因无乳

链球菌感染所引起的奶牛乳房炎的奶牛中分离出６
株无乳链球菌携带ｃｆｂ、ｃｙｌＥ、ｆｂｓＡ、ｈｙｌＢ、Ｓｉｐ毒力基因
和介导β－内酰胺类药物耐药的 ＴＥＭ基因、四环素
类药物耐药的ｔｅｔＬ基因、青霉素类药物耐药的ｐｂｐ２ｂ
基因、大环内酯类药物耐药的 ｅｒｍＢ基因，且对喹诺
酮类药物和氨基糖苷类、头孢类、糖肽类药物敏感，

对β－内酰胺类的多种药物表现高度耐药。
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