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［摘　 要］ 　 为确定导致黑龙江省哈尔滨市周边某牛场犊牛出现腹泻症状的病原，对病死犊牛进行

剖检，无菌采集其相关病料。 试验对采集的病料进行病原菌的分离培养，通过革兰氏染色镜检、生
化特性考察、ＰＣＲ 鉴定以及动物致病性试验的方式确定病原菌种类，并对分离出来的病原菌进行药

敏试验。 结果表明：引起该牛场犊牛腹泻的病原菌为含有毒力基因 Ｋ９９ 的产肠毒素性大肠杆菌

（ＥＴＥＣ），该株细菌对氨苄西林、头孢曲松以及头孢噻肟敏感，对环丙沙星、恩诺沙星、左氧氟沙星以

及四环素耐药，对庆大霉素和土霉素处于中介状态，说明分离出的大肠杆菌具有较强致病性，用氨

苄西林、头孢曲松以及头孢噻肟可以对其引起的疾病进行治疗。
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　 　 大肠埃希氏菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ） 俗称大肠杆

菌，属于肠杆菌科、埃希氏菌属，一种兼性厌氧、两
端钝圆、革兰氏阴性短杆菌，几乎是所有动物肠道

内的常在菌。 但随着研究的不断加深，发现了一些

大肠杆菌是有致病性的［１］，可引起多种动物疾病。
致病性大肠杆菌可以引起犊牛腹泻，这种病发病急

且具有传染性，２ ～ ３ 日龄犊牛最易感染。 本病又

被称为牛白痢，一般在气温多变的冬末春初发病率

较高［２］。 致病性大肠杆菌携带的毒力因子种类较

多，其致病性也来源于多种毒力因子的相互作用。
目前确定致病性大肠杆菌毒力因子主要有黏菌素

菌毛、肠毒素、ＬＥＥ 毒力岛、志贺毒素以及溶血素

等。 不同种致病性大肠杆菌所携带的毒力基因是

不同的，因此可以通过 ＰＣＲ 技术对致病性大肠杆

菌进行分类。 根据相关研究表明，产肠毒素性大肠

杆菌（ＥＴＥＣ）目前是导致犊牛腹泻最常见的致病性

大肠杆菌。 目前牛源性致病性大肠杆菌所携带的

毒力基因包括 Ｋ８８、Ｋ９９、Ｆ１７ 以及 Ｆ４１ 等［３ － ４］。
２０１８ 年 １１ 月黑龙江省哈尔滨市某牛场犊牛出

现腹泻症状。 患病犊牛出现暴发性腹泻，已导致 ３
头犊牛死亡。 本试验从该牛场送检病死犊牛器官

中分离细菌，并通过生化试验、１６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列

测定、毒力基因测定等方法对该株细菌进行鉴定，
通过药敏试验筛选出这株细菌的敏感药物，旨在为

帮助该牛场治疗犊牛腹泻提供实验依据。
１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １　 病料　 无菌采集来自哈尔滨周边地区某牛

场中死亡犊牛的病料，包括小肠、大肠、瘤胃、肝脏

以及脾脏等。
１． １． ２ 　 试剂与仪器　 伊红美蓝培养基、麦康凯培

养基，北京奥博星生物技术有限公司生产。 ＭＨ 培

养基，广州鸿泉生物科技有限公司生产。 ５０ ×
ＴＡＥ，北京索莱宝科技有限公司生产。 革兰氏染色

液，郑州理利生物工程有限公司生产。 药敏纸片、
生化试验管，杭州滨和微生物试剂有限公司生产。
Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ、ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ，大连 Ｔａｋａｒａ 公司生

产。 ＤＮＡ 提取试剂盒，北京天根生化科技有限公司

生产。 Ｂｉｏ － Ｒａｄ 梯度 ＰＣＲ 仪，伯乐生命医学产品

有限公司生产。 凝胶图像处理系统，青岛科易伟业

生物有限公司生产。
１． １． ３　 试验动物 　 清洁级昆明雌鼠 １０ 只，４０ 日

龄，体重大致在 ２２ ～ ２５ ｇ，购自哈尔滨医科大学附

属第二医院实验动物中心。
１． ２　 方法

１． ２． １　 病原分离培养　 分别无菌取病死犊牛的小

肠、大肠、瘤胃、肝脏以及脾脏接种于麦康凯和伊红

美兰琼脂平板上，３７ ℃条件下培养 １２ ｈ，再挑取菌

落形态特征明显的单菌落，划线传代培养，连续培

养 ３ 代后挑取单菌落进行革兰氏染色，显微镜观察

细菌形态。
１． ２． ２　 生化试验鉴定　 对分离出来的菌株进行相

关生化试验，包括麦芽糖、甘露糖、ＶＰ、吲哚、尿素

酶、乳糖、Ｌ 鼠李糖、间肌醇以及葡萄糖。
１． ２． ３ 　 分离菌株的 ＰＣＲ 扩增和测序 　 根据相关

文献［５］，合成大肠杆菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 的通用引物。 菌

液为模板提取 ＤＮＡ，用细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 的通用引物，
进行 ＰＣＲ 扩增。 引物序列如表 １ 所示。

表 １　 １６Ｓ ｒＲＮＡ 通用引物序列

Ｔａｂ １　 １６Ｓ ｒＲＮＡ ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ
引物 引物序列（５’ － ３’） 扩增长度 ／ ｂｐ

１６Ｓ ｒＲＮＡ Ｆ：ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ
Ｒ：ＴＡＣＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ １５４３

１． ２． ４　 毒力基因的测定　 根据相关参考文献中的

引物序列设计 ＣＳ３１Ａ、Ｋ８８、Ｋ９９、Ｆ１７ 以及 Ｆ４１ 等毒

力基因引物［６ － ７］。 已提取的细菌 ＤＮＡ 为模板进行

扩增。 引物序列如表 ２ 所示。
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表 ２　 毒力基因引物序列

Ｔａｂ ２　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ
引物 引物序列（５’ － ３’） 扩增长度 ／ ｂｐ

Ｆ１７ Ｆ：ＧＧＧＣＴＧＡＣＡＧＡＧＧＡＧＧＴＧＧＧＧＣ
Ｒ：ＣＣＣＧＧＣＧＡＣＡＡＣＴＴＣＡＴＣＡＣＣＧＧ ４１１

Ｆ４１ Ｆ：ＧＣＡＴＣＡＧＣＧＧＣＡＧＴＡＴＣＴ
Ｒ：ＧＴＣＣＣＴＡＧＣＴＣＡＧＴＡＴＴＡＴＣＡＣＣＴ ３８０

Ｋ８８ Ｆ：ＧＡＴＧＡＡＡＡＡＧＡＣＴＣＴＧＡＴＴＧＣＡ
Ｒ：ＧＡＴＴＧＣＴＡＣＧＴＴＣＡＧＣＧＧＡＧＣＧ ８４１

Ｋ９９ Ｆ：ＴＡＴＴＡＴＣＴＴＡＧＧＴＴＧＧＴＡＴＧＧ
Ｒ：ＧＧＴＡＴＣＣＴＴＴＡＧＣＡＧＣＡＧＴＡＴＴＴＣ ３１４

ＣＳ３１Ａ Ｆ：ＧＧＧＣＧＣＴＣＴＣＴＧＣＴＴＣＡＡＣ
Ｒ：ＣＧＣＣＣＴＡＡＴＴＧＣＴＧＧＣＧＡ ４０２

１． ２． ５　 动物致病性试验　 试验小鼠分为试验组和

对照组，每组 ５ 只。 试验小鼠在试验前适应环境一

周。 在试验前 ２４ ｈ 禁食、禁水。 根据相关文献［３］，
将分离菌种进行培养，并对试验组小鼠进行腹腔注

射。 每只小鼠注射量为 １． ５ × １０９ＣＦＵ ／只。 对照组

注射无菌生理盐水。
１． ２． ６ 　 药敏试验　 按照 ＣＬＳＩ 相关指导［８］ 进行药

敏试验。 将分离得到的菌株用 ＭＨ 肉汤进行培养，
用麦氏比浊仪将细菌浓度调整到 ０． ５ 麦氏单位。
将调整好的菌液均匀涂抹于 ＭＨ 琼脂平板上。 将

药敏纸片均匀的放置在涂抹细菌的平板上，两纸片

之间圆心的距离不少于 ２４ ｍｍ，每个平板放置不超

过 ５ 个纸片。 质控菌株为 ＡＴＣＣ２５９２２。
２　 结果与分析

２． １　 菌株的分离与形态观察　 分离出来的细菌在

麦康凯培养基上呈现粉红色菌落。 在伊红美兰琼

脂培养基上菌落呈现黑色带金属光泽、边缘整齐、
光滑湿润的菌落。 挑取菌落进行革兰氏染色，通过

镜检观察到阴性杆菌，多散在，两端稍钝圆（图 １）。

图 １　 分离菌株镜检（１０ ×１００）

Ｆｉｇ １　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｉｓｏｌａｔｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ（１０ ×１００）

２． ２　 生化鉴定　 生化鉴定结果如表 ３ 所示。 分离

出的细菌能发酵乳糖，发酵葡萄糖产酸产气，发酵

麦芽糖、甘露醇。 吲哚试验、鼠李糖试验为阳性，
ＶＰ、尿素酶以及间肌醇试验为阴性。 分离细菌的生

化特性与大肠杆菌生化特性相一致。

表 ３　 生化试验结果

Ｔａｂ ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｔｅｓｔ
生化试剂 麦芽糖 甘露醇 ＶＰ 吲哚 尿素酶 乳糖 Ｌ 鼠李糖 间肌醇 葡萄糖

结果 ＋ ＋ － ＋ － ＋ ＋ － ＋

２． ３　 ＰＣＲ 鉴定　 分离菌株通过 ＤＮＡ 提取试剂盒，
提取出 ＤＮＡ 模板。 提取的 ＤＮＡ 模板经合成 １６Ｓ
ｒＲＮＡ 通用引物进行扩增，凝胶电泳后，在 １５４３ ｂｐ
处获得明显的条带（图 ２），复合预期大小。 用胶回

收试剂盒进行回收测序后，用 ＮＣＢＩ 的 Ｂｌａｓｔ 功能进

行比对，发现其与 ＧｅｎＢａｎｋ 上已知的大肠杆菌 １６Ｓ
ｒＲＮＡ 序列同源性为 ９８％ ～９９％ 。 结合生化试验与

序列比对结果，确定该株分离菌株为大肠杆菌。

２． ４　 毒力基因鉴定 　 以分离出的细菌的 ＤＮＡ 为

模板，检测该株细菌是否具有 Ｋ８８、Ｋ９９、Ｆ１７、Ｆ４１
以及 ＣＳ３１Ａ 毒力基因。 经过试验发现，该株细菌携

带 Ｋ９９ 毒力基因，未检测到其他毒力基因，如图 ３
所示，为产肠毒素性大肠杆菌（ＥＴＥＣ）。
２． ５　 动物致病性试验　 腹腔注射菌液的小鼠在注

射完的 ６ ｈ 后，出现精神沉郁、颤栗等症状；８ ｈ 后，
小鼠排稀便；２４ ｈ，小鼠全部死亡。 对死亡小鼠进

·８·
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Ｍ． ＤＬ２０００ Ｍａｒｋｅｒ；１． 阳性对照 １；２． 阳性对照 ２；３． 分离菌株

Ｍ． ＤＬ２０００ Ｍａｒｋｅｒ；１． Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ １；

２． Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ２；３ Ｉｓｏｌａｔｅｄ ｂａｃｔｅｒｉａ

图 ２　 细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 琼脂糖凝胶电泳结果

Ｆｉｇ ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ １６Ｓ ｒＲＮＡ ａｇａｒｏｓｅ

ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ

Ｍ． ＤＬ２０００ Ｍａｒｋｅｒ； １． 阳性对照 １； ２． 阳性对照 ２； ３． 分离菌株

Ｍ． ＤＬ２０００ Ｍａｒｋｅｒ； １． Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ １；

２． Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ２； ３． Ｉｓｏｌａｔｅｄ ｂａｃｔｅｒｉａ

图 ３　 Ｋ９９ 基因 ＰＣＲ 鉴定结果

Ｆｉｇ ３　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｋ９９ ｇｅｎｅ ｂｙ ＰＣＲ

行剖检，发现小鼠腹水增多，胃扩张鼓气，肠道积

液，肠系膜充血，病变情况如图 ４ 所示。 无菌采集

病死小鼠的器官接种于麦康凯以及伊红美蓝培养

基上。 发现分别长出了粉红色菌落和带有金属光

泽的菌落。 可以认为是腹腔注射的大肠杆菌导致

了小鼠的死亡。 对照组小鼠注射了生理盐水，身体

状况良好，无死亡现象。

图 ４　 小鼠病变情况

Ｆｉｇ ４　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｍｉｃｅ

２． ６　 药敏试验结果　 药敏试验结果如表 ４ 所示。
将药敏试验结果与 ＣＬＳＩ 相关文件［１０］ 进行对比，发
现这株大肠杆菌对氨苄西林、头孢曲松以及头孢噻

肟敏感，对环丙沙星、恩诺沙星、左氧氟沙星以及四

环素耐药，对庆大霉素和土霉素素处于中介状态。

表 ４　 药敏试验结果

Ｔａｂ ４　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｄｒｕｇ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ
药敏片 抑菌环直径 ／ ｍｍ

环丙沙星（ＣＩＰ，５ μｇ） １１． ５ ± ２． ３９

恩诺沙星（ＥＮＲ，５ μｇ） １０． ３ ± １． １５

氨苄西林（ＡＭ，３０ μｇ） １５． ６ ± １． １５

头孢曲松（ＣＲＯ，３０ μｇ） ２５． ７ ± ３． ５１

头孢噻肟（ＣＴＸ，３０ μｇ） ３０． ５ ± ２． ７１

庆大霉素（ＧＭ，１５ μｇ） １３． ４ ± １． ９１

左氧氟沙星（ＬＶＸ，５ μｇ） ９． ６５ ± ０． ７１ ｍｍ

四环素（ＴＥ，３０ μｇ） ９． ４ ± ２． ３５

土霉素（ＯＴ，３０ μｇ） １３． ２ ± １． ４１

３　 讨论与结论

引起犊牛腹泻的因素有很多，根据其发生的原

因不同，大致可以分为消化不良性腹泻以及传染性

腹泻。 传染性腹泻包括细菌、病毒以及寄生虫性腹

泻［９］。 细菌性犊牛腹泻的病原菌很多，包括了大肠

杆菌、沙门氏菌以及产气荚膜梭菌等［１０］。 通过大

·９·
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量的试验证明，在细菌性的腹泻病中，致病性大肠

杆菌引起的腹泻病居多［１１］，给相关养殖业造成了

巨大影响。 根据毒力因子、致病机理以及流行病学

特征可以将致病性大肠杆菌分为五类，为产肠毒素

性大肠杆菌（ＥＴＥＣ）、肠出血性大肠杆菌（ＥＨＥＣ）、
肠致病性大肠杆菌 （ ＥＰＥＣ）、肠侵袭性大肠杆菌

（ＥＩＥＣ）以及肠粘附性大肠杆菌（ＥＡＥＣ） ［１２］。 目前

主要应用 ＰＣＲ 技术对相关毒力基因进行检测，来
对大肠杆菌进行分型。 其中 ＥＴＥＣ 主要检测的毒

力基因为 Ｋ８８、Ｋ９９、Ｆ１７ 及 Ｆ４１ 等，ＥＰＥＣ 为 ｂｆｐＡ
基因，ＥＨＥＣ 主要检测 ｅａｅＡ 以及 ｉｒｐ２ 基因［１３ － １５］。
通过检测致病性大肠杆菌所携带的毒力基因，可以

迅速为大肠杆菌进行分型，了解其致病机理以及对

其治疗方案提供科学依据。 张震等研究发现，在黑

龙江部分牛场致病性大肠杆菌毒力因子的调查与

分析中，ＥＴＥＣ 菌株的检出率占比为 ７６． ０９％ ［６］。
经过流行病学调查已经证明，ＥＴＥＣ 是导致犊牛腹

泻最常见的大肠杆菌，其致病性与毒力因子密切相

关，其中就包括了黏附素性菌毛以及肠毒素。
ＥＴＥＣ 被证实在进入机体后会依靠菌毛定殖于小肠

黏膜进行繁殖，并分泌肠毒素，干扰正常的代谢，引
起腹泻等症状，严重者可造成死亡［１６］。 菌毛 Ｋ９９
最早分离于腹泻的犊牛和羔羊，是 ＥＴＥＣ 常见的菌

毛之一［１７］。 本次从病死犊牛的体内检出的致病性

大肠杆菌携带的毒力基因为 Ｋ９９，属产肠毒素性大

肠杆菌（ＥＴＥＣ）。 本次试验对分离出来的致病性大

肠杆菌进行了分型，了解该株细菌的大体致病机

理，为今后的治疗提供了一定的理论依据。
药敏试验可以为治疗某种病原菌造成疾病的

临床用药提供依据。 药敏试验结果显示，本次分离

出来的致病性大肠杆菌对氨苄西林、头孢曲松以及

头孢噻肟敏感，对恩诺沙星、环丙沙星、左氧氟沙星

以及四环素展现出了耐药性，这可能与这些抗生素

多年来的使用有关系。 根据王宏、杨斯琴等对牛源

致病性大肠杆菌耐药情况的研究［１８ － １９］ 可以看出，
细菌的耐药性问题逐渐呈现出来，多重耐药的情况

逐渐加重。 研究表明，牛源致病性大肠杆菌对恩诺

沙星、环丙沙星、庆大霉素、多西环素等抗生素展现

出较为强烈的耐药性，一些菌株多重耐药性情况严

重，少则为 ４ 重耐药，多则达到 １７ 重耐药［２０］，这对

以后具有多重耐药性细菌的治疗会带来许多阻碍。
面对这种情况，许多专家提出了解决方案，如抗生

素的轮流使用、联合用药以及通过 ＰＫ ／ ＰＤ 模型对

药物的剂量以及给药间隔重新进行评定［２１］ 等，其
中通过 ＰＫ ／ ＰＤ 模型对现有以及正在研发的抗生素

提供具有科学依据的给药剂方案被广泛使用［２２］。
ＰＫ ／ ＰＤ 模型与其他模型以及软件的联用为今后抗

生素的合理使用提供了一种新的方向。 通过相应

的药敏试验与 ＰＫ ／ ＰＤ 模型的联用会为减缓细菌耐

药性的产生做出巨大贡献。
本试验从牛场病死犊牛体内中分离出了致病

性大肠杆菌，通过毒力基因检测以及药敏试验确定

了该株细菌的分型以及对何种抗生素敏感，为治疗

这株细菌引起的犊牛腹泻提供合理的依据。 与以

往的细菌鉴定试验相比，本次试验测定了相关的毒

力基因，从基因角度证明了该株大肠杆菌的致

病性。
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２００６， １１５（４）： ３２０ － ３２８．

［６］ 　 张 震， 宋美英， 只 勇， 等． 黑龙江省部分牛场致病性大肠杆

菌毒力因子的调查与分析［ Ｊ］ ． 黑龙江畜牧兽医， ２０１７（２）：

１６０ － １６６．

Ｚｈａｎｇ Ｚ， Ｓｏｎｇ Ｍ Ｙ， Ｚｈｉ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ

ｔｈｅ ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ｆａｃｔｏｒｓ ｏｆ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ｆｒｏｍ ｓｏｍｅ

ｃａｔｔｌｅ ｒａｎｃｈｅｓ ｉｎ Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ［Ｊ］ ． Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ Ａｎｉｍａｌ

Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， ２０１７ （２）： １６０ － １６６．

［７］ 　 Ｚｈａｎｇ Ｗ， Ｚｈａｏ Ｍ， Ｒｕｅｓｃｈ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｐｒｅｖａｌｅｎｃｅ ｏｆ ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ

ｇｅｎｅｓ ｉｎ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ｓｔｒａｉｎｓ ｒｅｃｅｎｔｌｙ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｙｏｕｎｇ ｐｉｇｓ

ｗｉｔｈ ｄｉａｒｒｈｅａ ｉｎ ｔｈｅ ＵＳ［Ｊ］ ． Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ， ２００７， １２３

（１３）： １４５ － １５２．

［８］ 　 ＣＬＳＩ． Ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ Ｓｔａｎｄａｒｄｓ ｆｏｒ Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ Ｄｉｓｋ ａｎｄ Ｄｉｌｕｔｉｏｎ

Ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ Ｔｅｓｔｓ ｆｏｒ Ｂａｃｔｅｒｉａ Ｉｓｏｌａｔｅｄ Ｆｒｏｍ Ａｎｉｍａｌｓ： Ａｐｐｒｏｖｅｄ

Ｓｔａｎｄａｒｄ － Ｆｏｕｒｔｈ Ｅｄｉｔｉｏｎ ａｎｄ Ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔ， ＶＥＴ０１Ａ４Ｅ ａｎｄ

ＶＥＴ０１Ｓ２Ｅ ＰＡ： Ｃｌｉｎｉｃａｌ ａｎｄ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ｓｔａｎｄａｒｄｓ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ

［Ｚ］ ． ２０１３．

［９］ 　 高 睿． 陕西省犊牛大肠杆菌性腹泻的流行病学调查及初步

免疫试验［Ｄ］． 杨凌： 西北农林科技大学， ２００８．

Ｇａｏ Ｒ． Ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｉｃ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｒｉｍａｒｙ ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃ

ｔｅｓｔ ｏｆ ｃａｔｔｌｅ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ｄｉａｒｒｈｅａ ｉｎ Ｓｈａｎｘｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ ［ Ｄ］．

Ｙａｎｇｌｉｎｇ： Ｎｏｒｔｈｅａｓｅ Ａ＆Ｆ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， ２００８．

［１０］ 刘明春， 于立辉， 何剑斌， 等． 犊牛腹泻病原菌的分离鉴定

及敏感药物筛选［Ｊ］ ． 黑龙江畜牧兽医， ２００５ （１２）： ４２ － ４６．

Ｌｉｕ Ｍ Ｃ， Ｙｕ Ｌ Ｈ， Ｈｅ Ｊ Ｂ， ｅｔ ａｌ． Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｏｆ ｃａｌｆｄｉａｒｒｈｅａ ｐａｔｈｏｇｅｎｓ ａｎｄ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｄｒｕｇｓ ［ Ｊ］ ．

Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ Ａｎｉｍａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， ２００５

（１２）： ４２ － ４６．

［１１］ 方光远， 张 莉， 陆宇超， 等． 犊牛腹泻大肠杆菌的分离鉴定

和耐药性检测［Ｊ］ ． 中国畜牧兽医， ２０１４， ４１（９）： ２７３ － ２７７．

Ｆａｎｇ Ｇ Ｙ， Ｚｈａｎｇ Ｌ， Ｌｕ Ｙ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ， ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ

ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｅｓｔｉｎｇ ｏｆ Ｅ． ｃｏｌｉ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｄｉａｒｒｈｅａｌ ｃａｌｖｅｓ ［ Ｊ］ ．

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ａｎｄ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，

２０１４， ４１（９）： ２７３ － ２７７．

［１２］ 张力国． 牛源大肠杆菌毒素基因、黏附素基因、Ｏ 血清型及耐

药性调查［Ｄ］． 哈尔滨： 东北农业大学， ２０１５．

Ｚｈａｎｇ Ｌ Ｇ． Ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｏｘｉｎ ｇｅｎｅ， ａｄｈｅｓｉｉｎ， Ｏ ｓｅｒｏｔｙｐｅ ａｎｄ

ｄｕｒｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｏｆ ｃａｔｔｌｅ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ［Ｄ］． Ｈａｒｂｉｎ： Ｎｏｒｔｈｅａｓｔ

Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， ２０１５．

［１３］ Ｖａｌａｔ Ｃ， Ｆｏｒｅｓｔ Ｋ， Ａｕｖｒａｙ Ｆ， ｅｔ ａｌ． Ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｏｆ ａｄｈｅｓｉｎｓ ａｓ

ａｎ ｉｎｄｉｃａｔｏｒ ｏｆ ｐａｔｈｏｖａｒ － ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ ｂｏｖｉｎｅ

Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ［Ｊ］ ． Ａｐｐｌｉｅｄ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ， ２０１４，

８０（２３）： ７２３０ － ７２３４．

［１４］ 孟相秋． 黑龙江省犊牛腹泻粪便中大肠杆菌的毒力基因和耐

药性调查［Ｄ］． 哈尔滨： 东北农业大学， ２０１４．

Ｍｅｎｇ Ｘ Ｑ． Ｔｈｅ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ ｏｆ ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ

ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ Ｅ． ｃｏｌｉ ｓｔｒａｉｎｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｆｅｃｅｓ ｏｆ ｃａｌｖｅｓ ｗｉｔｈ

ｄｉａｒｒｈｅａ ｉｎ Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ ［ Ｄ ］． Ｈａｒｂｉｎ： Ｎｏｒｔｈｅａｓｔ

Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， ２０１４．

［１５］ Ｂｕｇｒａｅｌ Ｍ． Ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ｇｅｎｅ ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ ｏｆ ｅｎｔｅｒｏｈｅｍｏｒｒｈａｇｉｃ

（ＥＨＥＣ） ａｎｄ ｅｎｔｅｒｏｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ （ＥＰＥＣ） Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ｓｔｒａｉｎｓ：

ａ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｒｉｓｋ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｏｆ ｔｙｐｉｃａｌ ａｎｄ ａｔｙｐｉｃａｌ ＥＰＥＣ

ｓｔｒａｉｎｓ［Ｊ］ ． ＢＭＣ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ， ２０１１， １１（１）： １ － １０．

［１６］ 张雪寒， 何孔旺， 张书霞． 产肠毒素性大肠杆菌肠毒素的研

究概况［Ｊ］ ． 动物医学进展， ２００３， ２４（０３）： ３９ － ４１．

Ｚｈａｎｇ Ｘ Ｈ， Ｈｅ Ｋ Ｗ， Ｚｈａｎｇ Ｓ Ｘ． Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｓｕｒｖｅｙ ｏｆ ｅｎｔｅｒｏｔｏｘｉｎ

ｉｎ ｅｎｔｅｒｏｔｏｘｉｇｅｎｉｃ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ［ Ｊ］ ． Ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｉｎ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ

Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， ２００３， ２４（０３）： ３９ － ４１．

［１７］ 张永红， 崔德凤， 李焕荣， 等． 大肠杆菌 Ｋ９９ 菌毛抗原的制备

及其免疫抗体效价的测定 ［ Ｊ］ ． 中国兽医杂志， ２００３， ３９

（１２）： １０ － １６．

Ｚｈａｎｇ Ｙ Ｈ， Ｃｕｉ Ｄ Ｆ， Ｌｉ Ｈ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｉｍｂｉｒａｅ

ａｎｔｉｇｅｎ ｏｆ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ Ｋ９９ ａｎｄ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｔｓ

ｉｍｍｕｎｏａｎｔｉｂｏｄｙ ｔｉｔｅｒ ［ Ｊ ］ ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ

Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， ２００３， ３９（１２）： １０ － １６．

［１８］ 王 宏． 牛源大肠杆菌耐药性及耐药机制研究［Ｄ］． 哈尔滨：

东北农业大学， ２０１１．

Ｗａｎｇ Ｈ． Ｓｔｕｄｙ ｏｎ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ａｎｄ ｒｅｓｉｓｉｔａｎｔ ｍｅｃｈａｎｉｓａ

ｏｆ ｂｏｖｉｎｅ Ｅ． ｃｏｌｉ［Ｄ］． Ｈａｒｂｉｎ： Ｎｏｒｔｈｅａｓｔ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，

２０１１．

［１９］ 杨斯琴， 敖日格乐， 王纯洁， 等． 内蒙古呼和浩特地区牛源

致病性大肠杆菌的血清型、毒力基因检测及耐药性分析［ Ｊ］ ．

中国预防兽医学报， ２０１５， ３７（１０）： ７６１ － ７６４．

Ｙａｎｇ Ｓ Ｑ， Ａｏｒｉ Ｇ Ｌ， Ｗａｎｇ Ｃ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｐｒｅｖａｌｅｎｃｅ ｏｆ ｓｅｒｏｔｙｐｅｓ

ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｂｏｖｉｎｅ

ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ｉｓｏｌａｔｅｓ ｉｎ Ｉｎｎｅｒ Ｍｏｎｇｏｌｉａ ［ Ｊ ］ ．

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｐｒｅｖｅｎｔｉｖｅ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， ２０１５， ３７

（１０）： ７６１ － ７６４．

［２０］ 纪亚楠． 牛源性大肠杆菌耐药基因流行病学调查及耐药突变

选择窗的应用［Ｄ］． 哈尔滨： 东北农业大学， ２０１７．

Ｊｉ Ｙ Ｎ． Ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ｏｆ

ｂｏｖｉｎｅ － ｄｅｒｉｖｅｄ Ｅ． ｃｏｌｉ ａｎｄ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ

ｍｕｔａｔｉｏｎ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｗｉｎｄｏｗ［Ｄ］． Ｈａｒｂｉｎ： Ｎｏｒｔｈｅａｓｔ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ

Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， ２０１７．
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ＨＰＬＣ 法同时测定复方磺胺间甲氧嘧啶钠粉中
磺胺间甲氧嘧啶钠和甲氧苄啶的含量

梁劲康，张桂君，黎健业，吴志玲，黎乃添，方炳虎∗

（广东温氏大华农生物科技有限公司，广东云浮 ５２７４００）
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［摘　 要］ 　 为建立同时测定复方磺胺间甲氧嘧啶钠粉中磺胺间甲氧嘧啶钠和甲氧苄啶的高效液相

色谱方法，采用 ＥＣＯＳＩＬ １２０ － ５ － Ｃ１８（２５０ ｍｍ ×４． ６ ｍｍ，５． ０ μｍ）色谱柱，以乙腈 － ０． １％磷酸溶液

（２０ ∶ ８０，Ｖ ／ Ｖ）为流动相进行洗脱，流速 １． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ，检测波长 ２７０ ｎｍ，柱温 ３０ ℃，进样量为 ２０ μＬ。
结果表明，磺胺间甲氧嘧啶钠和甲氧苄啶色谱峰峰型良好，均能达到完全分离。 磺胺间甲氧嘧啶和

甲氧苄啶分别在 ０． １００７７ ～ １００． ７７ μｇ ／ ｍＬ 和 ０． １００３６ ～ １００． ３６ μｇ ／ ｍＬ 范围内线性关系良好（Ｒ２ ＞
０． ９９９）。 精密度和稳定性等考察结果的相对标准偏差（ＲＳＤ）均小于 ２． ０％ ；而磺胺间甲氧嘧啶和甲

氧苄啶的平均加样回收率分别为 ９８． ６８％ ～ １００． ０１％ 和 ９８． ８４％ ～ ９９． ９４％ ，ＲＳＤ 也均小于 ２． ０％ ，
均符合方法学要求。 采用建立的高效液相色谱法测定了 ５ 份供试品中磺胺间甲氧嘧啶钠和甲氧苄

啶的含量，结果均符合规定，且与原质量标准方法的测定结果无显著性差异。 建立的高效液相色谱

法能够用于定量测定磺胺间甲氧嘧啶钠和甲氧苄啶的含量。
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