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［摘　 要］ 　 为探究甘肃省民勤县某饲养场肉仔鸡腹泻的病原及复方中草药制剂和抗生素分别对分

离病原的抑菌效果，对 ７ 日龄病死肉鸡进行解剖，通过采集死亡肉仔鸡肝脏、脾脏、心脏进行病原菌

分离培养、形态观察、１６Ｓ ｒＤＮＡ 分子鉴定，最终鉴定该病死肉仔鸡为大肠杆菌与沙门氏菌混合感染。
抑菌结果显示，复方中草药对分离得到的大肠杆菌、鸡白痢沙门氏菌、鸡副伤寒沙门氏菌均有良好

的抑菌效果。 １０ 种抗生素药敏试验结果显示，此三株菌同时对氨苄西林、环丙沙星、四环素、恩诺沙

星四种药物耐药；鸡大肠杆菌对庆大霉素、阿米卡星敏感，鸡白痢沙门氏菌对链霉素、氟苯尼考、头
孢噻肟敏感，鸡副伤寒沙门氏菌对头孢曲松、链霉素、头孢噻肟敏感。 上述研究结果为肉仔鸡大肠

杆菌与沙门氏菌混合感染的分离鉴定以及科学指导用药提供参考。
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ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ， ａｎｄ １６Ｓ ｒＤＮＡ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ． Ｆｉｎａｌｌｙ， ｔｈｅ ｄｅａｄ ｂｒｏｉｌｅｒｓ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ａｓ ｍｉｘｅｄ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ
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ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅｓｅ ｔｈｒｅｅ ｓｔｒａｉｎｓ ｗｅｒｅ ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓｌｙ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｔｏ ｆｏｕｒ ｄｒｕｇｓ，
ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ， ｃｉｐｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ， ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ， ａｎｄ ｅｎｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ； Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｇａｌｌｉｎａｒｕｍ ｉｓ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｔｏ ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｉｎ，
ｆｌｏｒｆｅｎｉｃｏｌ ａｎｄ ｃｅｆｏｔａｘｉｍｅ， ｗｈｉｌｅ Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｐａｒａｔｙｐｈｉ ｉｓ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｔｏ ｃｅｆｔｒｉａｘｏｎｅ， ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｉｎ ａｎｄ ｃｅｆｏｔａｘｉｍｅ．
Ｔｈｅ ａｂｏｖｅ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｒｅｓｕｌｔｓ ｐｒｏｖｉｄｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｒｏｉｌｅｒ ｃｈｉｃｋｅｎ Ｅ． ｃｏｌｉ ａｎｄ
Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｍｉｘｅｄ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ ｇｕｉｄａｎｃｅ ｆｏｒ ｍｅｄｉｃａｔｉｏｎ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Ｂｒｏｉｌｅｒ； Ｅ． ｃｏｌｉ； ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ； ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

　 　 目前，中国畜禽养殖业中流行的细菌性传染病

主要由条件致病菌和耐药菌引起［１］。 在家禽养殖

中最为常见的致病性细菌有大肠杆菌和沙门氏菌，
发病的形式主要有单发、混合感染及与其他疾病并

发［２］。 鸡源大肠杆菌不仅会引起鸡只腹泻、气囊

炎、滑膜炎等疾病，而且可因继发感染导致生长缓

慢、产蛋下降［３］。 鸡白痢沙门氏菌极易引起雏鸡下

痢、急性败血症等，死亡率较高，成年鸡主要呈现慢

性感染或隐形感染，长期带毒且经卵垂直传播［４］。
鸡副伤寒沙门氏菌可感染大多数温血动物和冷血

动物， 全世界范围内已分离到鸡副伤寒沙门氏菌

有 ９０ 多个血清型，其中鼠伤寒、海德堡和肠炎沙门

氏菌是主要血清型［５］。 作为条件致病菌，大肠杆菌

和沙门氏菌都具有水平传播和垂直传播的特点，四
季均可发病，不但对家禽业生产造成严重的经济损

失，而且威胁到人类的健康［６］。 加强生物安全防

控、疾病净化、病原菌疫苗免疫、抗生素预防与治疗

等措施，可以有效预防控制鸡病原菌病的发生［７］。
肉仔鸡生长发育尚未健全，机体抵抗力较弱，易受

大肠杆菌和沙门氏菌的感染。 常用抗生素因长期

不合理的使用，致使病原菌的耐药性越来越强。 本

试验采集甘肃省民勤县某鸡场 ７ 日龄病死肉鸡肝

脏、脾脏、心脏进行病原菌分离培养、形态观察、１６Ｓ
ｒＤＮＡ 分子鉴定，确认引起肉仔鸡腹泻、死亡的病原

菌，之后通过复方中草药及常用抗生素的药敏实验

分析抑菌效果，对此次病情的预防控制和科学用药

及复方中药应用于肉鸡生产提供参考依据。
１　 材料与方法

１． １　 实验材料

１． １． １　 病料来源　 ２０１９ 年 ６ ～ ８ 月，甘肃省民勤县

勤峰滩某肉鸡饲养场前期幼鸡出现腹泻、精神萎

靡、厌食并出现死亡症状，无菌采集 １０ 只患病鸡心

脏、肝脏、脾脏带回实验室进行病原菌的分离培养

及检测。
１． １． ２ 　 主要试剂及仪器　 普通琼脂培养基、血平

板培养基，购自北京索莱宝科技有限公司。 ＤＮＡ 提

取试剂盒、胶回收试剂盒，购自美国纽英伦生物技

术（ＮＥＢ）；ＤＬ ２０００ Ｍａｒｋｅｒ，购自宝生物（Ｔａｋａｒａ）工
程（大连）有限公司；浓度为 １ ｇ ／ ｍＬ 复方中草药制

剂由兰州威特森生物科技有限公司自主研发，主要

成分为女贞子、板蓝根、当归、柴胡、丹参、黄芪；其
他化学试剂均购自美国 ＳＩＧＭＡ 生物科技有限公

司。 实验所用主要仪器 ＰＣＲ 仪、电泳仪、凝胶成像

仪（Ｂｉｏ － Ｒａｄ）；离心机（德国赫默）；水浴锅、电热

恒温培养箱（上海，一恒）；恒温培养摇床（上海，南
荣）；超净工作台（苏州，安泰）。
１． ２　 实验方法

１． ２． １　 细菌的形态学观察 　 将无菌采集患病鸡

心、肝、脾分别划线接种于普通琼脂培养基 ３７ ℃恒

温培养 ２４ ｈ。 挑取典型优势菌落继续接种培养，
３７ ℃培养 ２４ ｈ，挑取优势菌落进行涂片，将镜检结

果为革兰氏阴性短杆菌进一步划线纯化，以备后续

实验。
１． ２． ２ 　 １６Ｓ ｒＤＮＡ 分子鉴定 　 制备分离纯化后的

细菌菌液，根据细菌基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒说明

书提取 ＤＮＡ。 以细菌 １６Ｓ ｒＤＮＡ 通用引物扩增提取

ＤＮＡ，预期扩增长度 １４００ ｂｐ 左右。 反应体系 ５０
μＬ：ＤＮＡ 模板 ５ μＬ、Ｍｉｘ ２５ μＬ、通用引物 ２７Ｆ（５′ －
ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ － ３′） 和 １４９２Ｒ （５′ －
ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ － ３′）各 ２ μＬ、无菌双蒸

水补足至 ５０ μＬ。 反应条件：９４ ℃ 预变性 ２ ｍｉｎ，
９８ ℃变性 １０ ｓ，５６ ℃退火 ３０ ｓ，７２ ℃延伸 ９０ ｓ，共
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进行 ３１ 个循环，最后 ７０ ℃延伸 １０ ｍｉｎ。 扩增产物

用１． ５％的琼脂糖凝胶电泳进行检测。
根据 ＰＣＲ 产物纯化试剂盒说明书将所得产物

纯化，纯化产物送至武汉金开瑞生物工程有限公司

进行测序。 将所得测序结果与 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库进

行同源性分析，分别选取其中同源性较高菌株的

１６Ｓ ｒＤＮＡ 序列，使用 Ｍｅｇａ ７． ０ 软件基于邻接法

（ＮｅｉｇｈｂｏｒＪｏｉｎｉｎｇ， ＮＪ 法） 构建系统进化树， Ｂｏｏｔｓｔｒａｐｓ
重复检验 １０００ 次，以确定各菌株在分类学上的

定位。
１． ２． ３　 菌液及药敏纸片的制备　 利用平板计数法

将菌液浓度调至 １． ０ × １０６ＣＦＵ ／ ｍＬ。 无菌采用二倍

稀释法，将原浓度的复方中草药制剂依次稀释至最

低浓度为 ３１． ２５ ｍｇ ／ ｍＬ。 １０ 片灭菌 ６ ｍｍ 小纸片

依次平铺与无菌培养皿，每纸片滴加 ３０ μＬ 中草药

制剂，密封培养皿，烘干 ４ ℃保存。
１． ２． ４ 　 体外抑菌　 将调制后菌液 ２００ μＬ 均匀涂

抹于普通琼脂培养基，取 ４ 片不同浓度中草药药敏

纸片置于上述涂有菌液培养基，倒置 ３７ ℃ 恒温

２４ ｈ，测定抑菌圈直径。 判定标准：抑菌圈直径≥
２０ ｍｍ 为高敏，１５ ｍｍ≤抑菌圈直径 ＜ ２０ ｍｍ 为中

敏，１０ ｍｍ≤抑菌圈直径 ＜ １５ ｍｍ 为低敏，１０ ｍｍ 以

下的为不敏感［８］。 同时用 １０ 种常用抗生素药敏纸

片做对照，药敏试验采用 Ｋｉｒｂｙ － ｂａｕｅｒ 琼脂扩散法

并参照参考文献［９］进行。
２　 结果与分析

２． １　 菌株的分离与镜检 　 　 经分离纯化培养，在
１０ 只病鸡心、肝、脾脏中分离得到三株病原菌，依
次编号 Ｇ１、Ｇ２、Ｇ３。 如图 １ 所示，在血琼脂平板上，
Ｇ１ 为灰白色、不透明菌落，未见明显溶血环。 Ｇ２、
Ｇ３ 菌落呈针尖大小“露珠状”，圆形，微隆起，光滑

湿润、半透明，边缘整齐。 革兰氏镜检发现三株菌

均为革兰氏阴性短杆菌，Ｇ１ 菌珠多以单个存在，无
芽孢、是两端钝圆的短杆菌。 Ｇ２、Ｇ３ 菌两端钝圆，
短杆状，单个、成对或成丛排列。 通过镜检得知 Ｇ１
菌与大肠杆菌的形态特征相似；Ｇ２、Ｇ３ 与沙门氏菌

的形态特征相似。
２． ２　 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因序列及系统进化关系

图 １　 分离菌株菌落形态与革兰染色图

Ｆｉｇ １　 Ｃｏｌｏｎｙ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｇｒａｍ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ

ｉｓｏｌａｔｅｄ ｓｔｒａｉｎｓ

２． ２． １　 ＰＣＲ 结果 　 ＰＣＲ 结果如图 ２ 所示，测序结

果显示 Ｇ１ 扩增长度 １４０６ ｂｐ，Ｇ２ 扩增长度 １３８６
ｂｐ，Ｇ３ 扩增长度 １３９４ ｂｐ，各菌株序列均与预期扩

增长度结果一致。

Ｍ： ＤＬ２０００ Ｍａｒｋｅｒ；Ｇ１ － Ｇ３ 分离菌株

Ｍ： ＤＬ２０００ Ｍａｒｋｅｒ； Ｇ１ － Ｇ３ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｓｔｒａｉｎ

图 ２　 １６Ｓ ｒＤＮＡ ＰＣＲ 扩增电泳图

Ｆｉｇ ２　 １６Ｓ ｒＤＮＡ ＰＣＲ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ
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２． ２． ２ 　 同源性比较和进化树 　 将 ＰＣＲ 测序结果

提交至 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库进行 ＢＬＡＳＴ 同源性搜索，
发现 Ｇ１ 菌株与 ＧｅｎＢａｎｋ 已登录的大肠杆菌基因序

列同源性高达 ９８％ 以上，Ｇ２、Ｇ３ 与沙门氏菌菌株

同源性达 ９９％以上。 分别选取同源性最高菌株的

１６Ｓ ｒＤＮＡ 序列，使用 Ｍｅｇａ ７． ０ 软件基于邻接法构

建系统进化树。 图 ３ 可得，所有菌株形成 ２ 个主要

分支，分离菌 Ｇ１ 与 ＧｅｎＢａｎｋ 已登录的大肠杆菌

Ｎｂｒｃ １０２２０３ 聚为一支，置信度为 １００。 图 ４ 可得，
Ｇ２ 与 ＧｅｎＢａｎｋ 已登录的肠沙门氏菌亚种小肠浆液

白痢株 Ｓ０９６２９ 序列聚为一支，置信度为 １００。 从图

５ 可得，Ｇ３ 与 ＧｅｎＢａｎｋ 已登录的沙门氏菌肠杆菌

亚种甲型副伤寒肠杆菌 ＧＺ９Ａ０００５２ 序列聚为一

支，置信度为 ９８。

图 ３　 基于 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列构建的大肠杆菌种群邻接法系统进化树

Ｆｉｇ ３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ Ｅ． ｃｏｌｉ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ａｄｊａｃｅｎｃｙ ｍｅｔｈｏｄ ｂａｓｅｄ ｏｎ １６Ｓ ｒＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

图 ４　 基于 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列构建的沙门氏菌种群邻接法系统进化树

Ｆｉｇ ４　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｂａｓｅｄ ｏｎ １６Ｓ ｒＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ

图 ５　 基于 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列构建的沙门氏菌种群邻接法系统进化树

Ｆｉｇ ５　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｂａｓｅｄ ｏｎ １６Ｓ ｒＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ
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２． ３　 抑菌结果

２． ３． １ 　 复方中草药制剂　 由表 １ 可知，复方中草

药制剂抑菌效果与其浓度呈正相关。 其最小抑菌

浓度（ＭＩＣ）为 ６２． ５ ｍｇ ／ ｍＬ。 浓度为 １ ｇ ／ ｍＬ 时三

株菌均为高度敏感，抑菌效果最好。

表 １　 复方中草药制剂抑菌试验

Ｔａｂ １　 Ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ｔｅｓｔ ｏｆ ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｈｅｒｂａｌ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｓ

菌株

１ ｇ ／ ｍＬ ５００ ｍｇ ／ ｍＬ ２５０ ｍｇ ／ ｍＬ １２５ ｍｇ ／ ｍＬ ６２． ５ ｍｇ ／ ｍＬ ３１． ２５ ｍｇ ／ ｍＬ
抑菌圈
直径
／ ｍｍ

判定
抑菌圈
直径
／ ｍｍ

判定
抑菌圈
直径
／ ｍｍ

判定
抑菌圈
直径
／ ｍｍ

判定
抑菌圈
直径
／ ｍｍ

判定
抑菌圈
直径
／ ｍｍ

判定

鸡大肠杆菌 ２４ 高敏 ２０ 高敏 １６ 中敏 １２ 低敏 １０ 低敏 ８ 不敏感

鸡白痢沙门氏菌 ２１ 高敏 １７ 中敏 １５ 中敏 １１ 低敏 ９ 不敏感 ４ 不敏感

鸡副伤寒沙门氏菌 ２３ 高敏 ２１ 高敏 １８ 中敏 １４ 低敏 ９ 不敏感 ６ 不敏感

２． ３． ２ 　 抗生素　 由图 ６ 可知，此次分离鸡大肠杆

菌对庆大霉素、阿米卡星 ２ 种药物敏感，对头孢曲

松、链霉素、氨苄西林、氟苯尼考、环丙沙星、头孢噻

肟和恩诺沙星 ７ 种药物耐药；而鸡白痢沙门氏菌对

链霉素、氟苯尼考、头孢噻肟 ３ 种药物敏感，对庆大

霉素、氨苄西林、环丙沙星、四环素、恩诺沙星 ５ 种

药物表现耐药；鸡副伤寒沙门氏菌对头孢曲松、链
霉素、头孢噻肟 ３ 种药物敏感，对庆大霉素、氨苄西

林、环丙沙星、四环素、恩诺沙星 ５ 种药物耐药。

图 ６　 分离株药敏试验结果

Ｆｉｇ ６　 Ｉｓｏｌａｔｅ ｄｒｕｇ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ

３　 讨论与结论

禽大肠杆菌病和沙门氏菌病混合感染的情况

越来越严重，在卫生状况差、消毒不彻底、空气流通

不足、鸡群抵抗力下降时极易发生［１０］。 大肠杆菌

为条件性致病菌，当动物机体抵抗力下降时，大肠

杆菌与宿主的生态平衡被打破，形成生态失调，细
菌的致病性便会表现出来，引起感染肉鸡腹泻、呕
吐、出血性结肠炎等疾病［１１］。 大肠杆菌与沙门氏

菌既可单独感染肉鸡，也可与其他病原菌混合感染

致发病，实际生产中，大肠杆菌和沙门氏菌混合感

染的病例尤为突出。 安慧慧等［１２］ 在固原区检测出

引起鸡输卵管炎症的病原菌为大肠杆菌。 李蕴玉

等［１３］从采集的秦皇岛地区患病死亡育成鸡 ３８ 份

肝脏病料组织中分离鉴定出 ２０ 株大肠杆菌。 宋欣

媛等［１４］在昆明地区发病鸡的肝脏和脾脏病料中分

离出沙门氏菌。 陈培培等［１５］ 在即墨地区从病样中

分离出大肠杆菌和沙门氏菌。 李志红［１６］ 在宁夏某

商品蛋鸡养殖场病料中分离鉴定出两株鸡白痢沙

门氏菌。 宋海霞等［１７］ 在河南省地区腹泻鸡群中检

测出主要致病菌为鸡大肠杆菌和沙门氏菌。 上述

结果与本试验结果基本一致。
大肠杆菌和沙门氏菌都易产生对抗生素的耐

受性，而且多重耐药现象严重，尤其是大肠杆菌和

沙门氏菌混合感染的病例［１８］。 混合感染时，鸡的

死亡率较高，用药难度较大，其发病率、死亡率显著

增高。 两种细菌血清型种类较多，不同地区差别较

大；不同菌株之间不产生交叉保护作用，极易产生

耐药性［１９］。 中草药具有毒副作用小、促进生长、促
进动物新陈代谢、无耐药性、提高饲料报酬、预防疾

病等优点［２０］。 关于鸡大肠杆菌和沙门氏菌分离鉴

定及抗生素药敏实验的文献报道较多，但以复方中
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药代替抗生素做体外抑菌实验报道少见。 尹姣姣

等［２１］在晋中地区分离出鸡致病性大肠杆菌做药敏

试验，结果显示耐药率极高。 宋健等［２２］ 分离出鸡

白痢沙门氏菌对环丙沙星、恩诺沙星高度敏感。 其

结果与本实验不一致可能是地理和养殖环境所不

同造成，此结果也提示肉鸡生产中要合理使用抗菌

药物，避免经验用药。 中草药中的生物活性物质能

够促进动物健康生长，使畜禽机体内环境保持平衡

状态［２３］。 女贞子所含的路类及苯芒醇巧类等具有

补肝补肾、清虚热的作用；板蓝根当中所含有的黄

酬类和三瞄皂巧类具有清热解毒的作用；当归中含

有的当归多糖和挥发油具有补血活血、润燥滑肠作

用；柴胡中所含的皂苷能抑制各种炎症因子引起的

踝关节肿胀和结缔组织增生性炎症［２４］。 本试验复

方中药抑菌实验结果显示，将 １ ｇ ／ ｍＬ 复方中草药

制剂浓度稀释至 ６２． ５ ｍｇ ／ ｍＬ（ＭＩＣ）时依然对 ３ 株

菌均有抑菌作用。 刘永波等［２５］ 以云南 １０ 种中草

药水煎剂对猪源大肠杆菌进行体外抑菌实验，结果

显示中药材水煎液对猪源大肠杆菌皆有不同程度

的体外抑菌效果。 林炎权等［２６］ 对四种中草药对致

病菌的抑菌作用测试结果显示，在药液 ｐＨ 值调至

中性后，五倍子和石榴皮能有效抑杀四种弧菌。 综

上结果所述，中草药对致病菌有抑制作用。
根据大肠杆菌与沙门氏菌的流行特点，要有效

控制和预防疾病的发生，除改善环境卫生条件外，
还需提高机体的抵抗力，从而有效抵御病原的侵

袭。 由于人们对抗生素的滥用，导致常见病原菌对

很多药物产生了耐药性，因此，治疗效果十分不明

显。 本试验结果显示大肠杆菌和沙门氏菌耐药性

极高，复方中药抑菌效果较好。 故鸡场发生此类型

病情时应根据药敏试验结果指导科学用药，才能获

得良好的治疗效果。
本实验条件下，研究发现常用抗生素的杀菌效

果并不理想，复方中草药制剂杀菌效果良好。 建议

生产中应采用药敏试验，根据其结果选择敏感药

物，且应注意交替用药，以收到良好的治疗效果。
可以考虑在生产中使用复方中草药制剂代替部分

常用抗生素。
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