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［摘　 要］ 　 为了解我国部分地区奶牛乳房炎奶样中大肠杆菌的耐药情况，以指导牛场合理使用抗

生素，提高治疗效果和畜产品质量，从全国六个省市自治区采取 １５８ 例奶牛乳房炎的奶样，对奶样

中的大肠杆菌进行分离纯化与鉴定，并进行药敏试验。 结果显示，１５８ 份奶样中，共分离出 ３８ 株大

肠杆菌，其中黑龙江 １８ 株（分离率为 ３６． ０％ ）、上海 ３ 株（分离率 ６． ０％ ）、北京 ３ 株（分离率２７． ２％ ）、

新疆 １０ 株（分离率 ３３． ３％ ）、山东 ４ 株（分离率 ２６． ７％ ）、陕西 ０ 株（分离率 ０）。 药敏试验显示，磺胺

异噁唑耐药率最高，为 ７３． ７％ ；环丙沙星、诺氟沙星、四环素、链霉素药物的敏感率最高，为 １００％ 。

分离菌株最多耐 １３ 种药物，最少耐 ４ 种药物，呈现多重耐药性。 不同种类的抗生素中，上海和山东

对 β －内酰胺类药物和氯霉素类药物以及黑龙江、上海和新疆对磺胺类药物的耐药情况比较严重，

耐药率高达 ５０％以上。 结果表明，各地区分离株对多种抗菌药物产生了不同程度耐药性和多重耐

药，临床兽医在治疗时应注意合理用药，提高疗效和畜产品质量，减少耐药性的产生。
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　 　 乳房炎是危害全世界奶牛的主要疾病之一。

乳房炎不仅会对奶牛的健康造成极大的危害，也是

养殖场经济损失的主要来源。 此外，乳制品中细菌

及毒素的脱落也使得乳腺炎具有严重的人畜共患

病风险［１］。 引起牛乳房炎感染的病原体可分为传

染性和环境性病原体［２］。 其中，大肠杆菌是引起奶

牛乳房炎的主要环境性病原体之一［３］，也是引起毒

性和致命性乳腺炎的最常见原因［４］。 研究表明，大

肠杆菌乳腺炎的严重性主要受患病奶牛的健康状

况、泌乳阶段、胎次和遗传背景等影响［５］。 由大肠

杆菌引起的乳腺炎往往是急性发作，即使患病奶牛

的临床症状和病菌消失，腺体在长时间内仍会受到

影响，在此期间，乳品成分也会持续受到影响，从而

对乳制品生产造成经济影响［６］。 研究显示，奶牛乳

房炎是牛场抗菌药物使用的主要原因［７］。 但大部

分养殖户对奶牛乳房炎病情和抗菌药物的用量不

能很好掌握，奶牛场中未经控制的使用抗菌药物会

增加细菌的耐药性，从而导致治疗的失败。 吴利军

等［８］的研究发现湖北一牛场奶牛乳房炎乳样大肠

杆菌对林可霉素、青霉素、四环素和复方新诺明存

在耐药性；尤从彪等［９］的研究发现甘肃省武威市凉

州区乳房炎奶样中大肠埃希氏菌对氨苄西林、链霉

素、四环素等的耐药性较强， 对庆大霉素、诺氟沙

星、氧氟沙星、氯霉素、卡那霉素敏感；廖智慧等［１０］

的研究发现河北衡水地区奶牛乳房炎大肠杆菌对

头孢克肟、恩诺沙星、丁胺卡那、强力霉素 ４ 种药物

敏感， 对磺胺异噁唑、链霉素、阿莫西林耐药率在

８０％ ～ １００％ 之间。 可见，不同地区奶牛乳房炎大

肠杆菌分离株对常用抗菌药物的抗药性明显不同。

因此，定期对主要病原菌进行相应药物的敏感性试

验，针对不同地区不同农场选择性地使用药物，可

以有效提高药物的治疗效果，从而减少牛乳中抗菌

药物的残留。 鉴于此，本试验无菌采集 ２０１９ 年 ７ ～

８ 月份陕西、山东、新疆、北京、上海、黑龙江等六个

省、市、自治区患有乳房炎的 １５８ 例奶牛的奶样，对

其进行大肠杆菌的分离鉴定和药敏性试验，从而指

导牛场合理使用抗菌药物，提高治疗效果和畜产品

质量。

１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １　 奶样来源 　 陕西、上海、山东、新疆、北京、

黑龙江等六个省、市、自治区的患有乳房炎的奶牛
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的奶样，共计 １５８ 份。

１． １． ２　 主要培养基与试剂 　 胰蛋白胨大豆肉汤

（ＴＳＢ），Ｍｕｅｌｌｅｒ － Ｈｉｎｔｏｎｑ 琼脂（ＭＨＡ），伊红美蓝琼

脂（ＥＭＢ），大肠杆菌生化鉴定管（ＤＣＳＮ），Ｋｏｖａｃｓ

氏靛基质，甲基红指示剂，Ｖ － Ｐ 试剂，购自青岛高

科园海博生物技术有限公司；抗生素试纸片购自杭

州滨河微生物试剂有限公司。

１． １． ３　 主要仪器与设备　 单人双面垂直净化工作

台，ＳＷ － ＣＪ － １Ｆ，苏州智净净化设备有限公司；立

式压力蒸汽灭菌锅，ＬＳ － ３０，海门市其林贝尔仪器

制造有限公司；生化培养箱，ＳＰＸ 型，宁波东南仪器

有限公司；旋涡混合器，ＱＬ － ８６６，海门市其林贝尔

仪器制造有限公司。

１． ２　 方法

１． ２． １ 　 奶样来源　 对患乳房炎的奶牛乳房，按常

规方法消毒后收集奶样。 去掉乳房出奶的前三把，

无菌条件下采集 １５ ｍＬ，贴好标签，４ ℃保存，２４ ｈ

内检测［１１］。

１． ２． ２ 　 大肠杆菌的分离纯化 　 参照文献［１２］ 的方

法进行。 在超净工作台上将采集的 １５８ 例奶样，取

２ ｍＬ于 ２０ ｍＬ ＴＳＢ 培养基，充分混匀后 ３７ ℃恒温

培养 ２４ ｈ，待用。 用无菌接种环蘸取增菌液，在

ＥＭＢ 培养基中四区划线后 ３７ ℃恒温培养 ２４ ｈ。 之

后挑出在 ＥＭＢ 培养基中呈现紫黑色或者纯紫色，

并且对光观察有金属光泽的菌落，无菌挑入准备好

的 ＴＳＢ 肉汤中，放入 ３７ ℃恒温箱培养 ２４ ｈ 备用。

１． ２． ３　 乳房炎奶样大肠杆菌的鉴定　 无菌挑取上

述菌落分别接种于蛋白胨水 （色氨酸肉汤），

ＭＲ － ＶＰ（２ 支）和西蒙氏柠檬酸盐生化反应管。 结

果参照 ＧＢ ／ Ｔ４７８９． ３８ － ２０１２ 标准判定，生化鉴定

结果比照表见表 １。

表 １　 生化鉴定结果比照表

Ｔａｂ １　 Ｔｈｅ ｔａｂｌｅ ｏｆ Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ

产品名称
结果判断

阳性 阴性
培养时间 ／ ｈ 备注

蛋白胨水（色氨酸肉汤） 红色环 黄色环 ２４ 滴加 Ｋｏｖａｃｓ 靛基质试剂 ０． ２ ～ ０． ３ ｍＬ

ＭＲ 红色 黄色或不变色 ９６ ± ２ 加 ＭＲ 试剂 ２ ～ ３ 滴，混匀观察结果

ＶＰ 伊红色 黄色或不变色 ４８ ± ２ 加 ＶＰ 试剂（甲液 ６ 滴，乙液 ２ 滴），混匀，
静置 ２ ｈ 观察结果

西蒙氏枸橼酸盐 蓝色 绿色或不变色 ２４ ± ２

１． ２． ４　 药敏试验　 大肠杆菌的药敏试验采用纸片

扩散法检测常用六类 １９ 种抗菌药物的耐药率，具
体步骤参照文献［１２］。 用移液枪移取 １． ６ ｍＬ 大肠

杆菌菌种于 ２０ ｍＬ 无菌水的试管中，用无菌面蘸取

无菌水中菌液，均匀的涂抹在 ＭＨＡ 培养基上，再用

镊子夹取药敏片呈三角状均匀的放置在 ＭＨＡ 培养

基上，每个培养基上放 ４ 个药敏片。 将放好药敏片

的培养基做好标记，然后在 ３７ ℃恒温箱培养 ２４ ｈ，
测量药敏片周围透明光环的直径并进行记录。
２　 结果与分析

２． １　 大肠杆菌鉴定结果　 经分离纯化，从 １５８ 例

奶样中鉴定出疑似大肠杆菌 ５７ 例，经生化鉴定确

认大肠杆菌株 ３８ 例，检出率为 ２４． １％ ，具体结果见

表 ２。

表 ２　 大肠杆菌鉴定结果表

Ｔａｂ ２　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｅ． ｃｏｌｉ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

地区
采奶样
（份）

疑似大肠杆菌
奶样（份）

含有大肠杆菌
奶样（份） 检出率 ／ ℅

陕西 ２ ０ ０ ０． ０

山东 １５ ７ ４ ２６． ７

新疆 ３０ １４ １０ ３３． ３

北京 １１ ５ ３ ２７． ３

上海 ５０ ７ ３ ６． ０

黑龙江 ５０ ２４ １８ ３６． ０

共计 １５８ ５７ ３８ ２４． １

·８·
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２． ２　 药敏试验

２． ２． １　 大肠杆菌分离菌株药敏试验　 ３８ 株大肠杆

菌分离株对 １９ 种药物的药敏试验见表 ３。 同一株

大肠杆菌在不同的药物作用下所表现的耐药性差

异很大，从 ０ 到 ７３． ７％ ，其中磺胺异噁唑耐药率最

高，为 ７３． ７％ 。 大肠杆菌分离株对环丙沙星、诺氟

沙星、四环素、链霉素药物的敏感率达到 １００％ 。

表 ３　 大肠杆菌分离株药敏试验结果

Ｔａｂ ３　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ ｏｆ　 Ｅ． ｃｏｌｉ

药物名称

菌株数（株）

敏感
（Ｓ）

中介
（Ｉ）

耐药
（Ｒ）

敏感率
／ ％

耐药率
／ ％

头孢哌酮 ３０ ２ ６ ７８． ９ １５． ８

头孢噻肟 ２５ ６ ７ ６５． ８ １８． ４

阿莫西林 ３１ １ ６ ８１． ６ １５． ８

氨苄西林 １９ １１ ８ ５０． ０ ２１． １

头孢西丁 ３５ ０ ３ ９２． １ ７． ９

头孢噻吩 １０ １５ １３ ２６． ３ ３４． ２

环丙沙星 ３８ ０ ０ １００． ０ ０． ０

诺氟沙星 ３８ ０ ０ １００． ０ ０． ０

左氧氟沙星 ３４ ３ １ ８９． ５ ２． ６

四环素 ３８ ０ ０ １００． ０ ０． ０

多西环素 ３１ ５ ２ ８１． ６ ５． ３

甲氧嘧啶 ３２ ０ ６ ８４． ２ １５． ８

磺胺异噁唑 ０ １０ ２８ ０． ０ ７３． ７

链霉素 ３８ ０ ０ １００． ０ ０． ０

庆大霉素 ３５ ０ ３ ９２． １ ７． ９

妥布霉素 ３６ ０ ２ ９４． ７ ５． ３

阿米卡星 ３６ １ １ ９４． ７ ２． ６

卡那霉素 ３２ ５ １ ８４． ２ ２． ６

氯霉素 ３３ １ ４ ８６． ８ １０． ５

２． ２． ２ 　 单菌株多重耐药性分析　 对 ３８ 株大肠杆

菌的单株耐药性分析见图 １。 试验结果表明，大肠

杆菌分离菌株最多耐 １３ 种药物，最少耐 ４ 种药物。
其中 １２ 株耐 ５ 种药物、１０ 株耐 ６ 种药物，这些菌株

均对磺胺异噁唑、头孢噻吩两种药物具有耐药性；
７ 株耐 ７ 种药物，这些菌株均对头孢噻肟、氨苄

西林、头孢噻吩和磺胺异噁唑四种药物具有耐

药性。

图 １　 大肠杆菌分离株多重耐药情况

Ｆｉｇ １　 Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ｉｓｏｌａｔｅｓ

２． ３　 不同地区大肠杆菌分离株药敏试验结果　 对

上海、山东、北京、新疆、黑龙江五地患病奶牛奶样

中大肠杆菌分离株药敏试验结果见表 ４。 从表 ４ 可

见，不同地区分离的大肠杆菌对同一种抗菌药物耐

药性差异很大，头孢哌酮在上海地区耐药率为

１００％ ，在山东地区耐药率为 ７５％ ，而在北京地区的

敏感率为 １００％ ；头孢西丁和庆大霉素在上海地区

耐药率为 １００％ ，而在其他四个地区的敏感率均

为 １００％ 。
２． ４　 不同地区大肠杆菌分离株对六类抗生素耐药

情况　 上海、山东、北京、新疆、黑龙江五地患病奶

牛奶样中大肠杆菌分离株对六类抗生素耐药情况

见表 ５。 从表 ５ 可见，上海和山东地区对 β － 内酰

胺类药物的耐药情况很严重，耐药率高达 ７５％ 以

上；黑龙江和新疆地区对此类药物的耐药率分别为

４４． ４％和 ４． ０％ 。 对于喹诺酮类药物，只有黑龙江

地区对此类药物出现耐药，耐药率为 １． ９％ ，其他地

区都为 ０。 山东和黑龙江地区对四环素类药物耐药

率分别为 １２． ５％和 ２． ８％ ，其他地区耐药率均为 ０。
黑龙江地区对于磺胺类药物耐药率为 ５２． ５％ ，上海

和新疆地区对磺胺类药物的耐药效果相同，均为

５０％ ，北京地区耐药率为 ３３． ３％ 。 氨基糖苷类药物

在上海和黑龙江耐药率分别为 ２０． ０％和 １． １％ ，其
他地区均为 ０。 氯霉素类药物在上海和山东的耐药

率为 ６６． ７％和 ５０％ ，其他三省的耐药率均为 ０。

·９·
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表 ４　 不同地区大肠杆菌分离株药敏试验结果（％）

Ｔａｂ ４　 Ｔｈｅ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｅ． ｃｏｌｉ ｉｓｏｌａｔｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｅｇｉｏｎｓ（％）

药物名称
上海 山东 新疆 北京 黑龙江

Ｒ Ｓ Ｒ Ｓ Ｒ Ｓ Ｒ Ｓ Ｒ Ｓ

头孢哌酮 １００ ０ ７５ ０ ０ ９０ ０ １００ ０ ９４． ４

头孢噻肟 ６６． ７ ０ １００ ０ １０ ７０ ０ １００ ０ ８３． ３

氨苄西林 ６６． ７ ０ ７５ ０ １０ ５０ ０ １００ １１． １ ５５． ６

头孢西丁 １００ ０ ０ １００ ０ １００ ０ １００ ０ １００

阿莫西林 ５５． ７ ３３． ３ １００ ０ ０ １００ ０ １００ ０ ８８． ９

头孢噻吩 １００ ０ １００ ０ ０ ０ ０ １００ ３３． ３ ３３． ３

环丙沙星 ０ １００ ０ １００ ０ １００ ０ １００ ０ １００

诺氟沙星 ０ １００ ０ １００ ０ １００ ０ １００ ０ １００

左氧氟沙星 ０ １００ ０ １００ ０ １００ ０ １００ ５． ６ ７２． ２

多西环素 ０ １００ ２５ ５０ ０ ９０ ０ ６６． ７ ５． ６ ７７． ８

四环素 ０ １００ ０ １００ ０ １００ ０ １００ ０ １００

甲氧嘧啶 １００ ０ ０ １００ ０ １００ ０ １００ １６． ７ ７７． ８

磺胺异噁唑 ０ ０ ０ ０ １００ ０ ６６． ７ ０ ８８． ３ ０

庆大霉素 １００ ０ ０ １００ ０ １００ ０ １００ ０ １００

链霉素 ０ １００ ０ １００ ０ １００ ０ １００ ０ １００

妥布霉素 ０ ３３． ３ ０ １００ ０ １００ ０ １００ ０ １００

卡那霉素 ０ ３３． ３ ０ ５０ ０ ９０ ０ ６６． ７ ０ １００

阿米卡星 ０ １００ ０ １００ ０ １００ ０ １００ ５． ６ ９４． ４

氯霉素 ６６． ７ ３３． ３ ５０ ５０ ０ １００ ０ １００ ０ ８８． ９

Ｒ 表示高度耐药；Ｉ 表示中度耐药；Ｓ 表示敏感。
Ｒ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｈｉｇｈ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ；Ｉ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｍｏｄｅｒａｔｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ；Ｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ．

表 ５　 不同地区大肠杆菌分离株对六类抗生素耐药情况（％）

Ｔａｂ ５　 Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ Ｅ． ｃｏｌｉ ｉｓｏｌａｔｅｓ ｔｏ ｓｉｘ

ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｅｇｉｏｎｓ（％）
上海 山东 新疆 北京 黑龙江

β － 内酰胺类药物 ７７． ８ ７５． ０ ４． ０ ０． ０ ４４． ４

喹诺酮类药物 ０． ０ ０． ０ ０． ０ ０． ０ １． ９

四环素类药物 ０． ０ １２． ５ ０． ０ ０． ０ ２． ８

磺胺类药物 ５０． ０ ０． ０ ５０． ０ ３３． ４ ５２． ５

氨基糖苷类药物 ２０． ０ ０． ０ ０． ０ ０． ０ １． １

氯霉素类药物 ６６． ７ ５０． ０ ０． ０ ０． ０ ０． ０

３　 讨　 论

目前，国内外对乳房炎治疗的药物以抗菌药物

为主，再加上很多农场对抗生素不科学的使用，导

致大肠杆菌耐药菌株不断增多［１３］，大肠杆菌的耐

药性也越来越强。 本试验对 ３８ 株临床分离的奶牛

乳房炎大肠杆菌进行了药敏试验，结果发现，分离

株对 １９ 种抗菌药物产生了不同程度耐药性，不同

地区分离的大肠杆菌对同一种抗菌药物敏感性差

异很大。 其中上海和山东地区对 β － 内酰胺类药

物和氯霉素类药物的耐药情况比较严重，耐药率高

达 ５０％以上，因此，上海和山东地区在治疗患乳房

炎奶牛应尽量避免使用 β － 内酰胺类药物和氯霉

素类药物。 黑龙江、上海和新疆地区对磺胺类药物

的耐药效果均超过 ５０％ ，因此，这些地区在治疗患

乳房炎奶牛时不建议使用磺胺类药物，若需要使用

此类药物，必须注意药物的使用剂量和要求，防止

耐药率的进一步提高。 本研究发现各地区大肠杆

菌分离株对喹诺酮类药物、四环素类药物和氨基糖

·０１·
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苷类药物耐药率极低，因此，在治疗奶牛大肠杆菌

源乳房炎时可搭配此类药物提高疗效。 大肠杆菌

分离菌株最多耐 １３ 种药物，最少耐 ４ 种药物，菌株

数最多的是耐 ５ 种药物。 这种多重耐药性的出现

可能跟不科学使用抗菌药物有关。 石润佳等［１１］ 的

研究发现华北地区乳房炎奶样中大肠杆菌分离株

对至少 ４ 种抗菌药物产生耐药性，最多耐药 １９ 种，

耐药 ５ 种的菌株较多（５８． ８２％ ）。

据研究报道，许多编码抗菌药物耐药性的基因

位于细菌质粒上，而细菌耐药性可以通过质粒水平

传播到另一株细菌，使得有些耐药菌株有可能在动

物和人体内相互传播，引起危险的人类疾病，对人

体的健康安全产生极大的影响，因此，也可以通过

研究细菌基因内所携带的耐药基因来分析细菌的

耐药性，具体可通过脉冲场凝胶电泳 （ ＰＦＧＥ）、

ＰＣＲ、ＭＬＳＴ 等方法来实现［１４］。

畜牧养殖过程中频繁使用抗菌药物会造成耐

药性增强、环境污染以及畜产品中的药物残留，最

终也会对人类的健康产生极大的危害［１５ － １７］。 中草

药因其无抗药性、无污染、无残留等优点，可成为抗

菌药物的理想替代品，在奶牛乳房炎的防治中具有

广阔的发展前景，应成为未来研究的重点。 开发中

草药防治奶牛乳房炎，减少耐药性、药物残留等一

系列问题对实现绿色健康养殖及达到国家“十二

五”规划对乳品行业的要求也具有重要意义［１８］。
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土壤中头孢噻呋的高效液相色谱检测方法的建立

安博宇１，徐向月２，霍美霞２，马文瑾２，王涵宇２，刘振利２，程古月１，∗，黄玲利２，∗

（１． 华中农业大学农业部畜禽产品质量安全风险评估实验室，武汉 ４３００７０；
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［摘　 要］ 　 兽用抗菌药物的大量使用后进入环境后的行为、对环境的污染以及环境耐药基因的诱

导现象逐渐受到人们的重视。 建立了一种以高效液相色谱（ＨＰＬＣ）检测四种不同类型土壤中兽用

抗生素头孢噻呋的方法，为今后此类药物环境行为研究提供方法学借鉴。 使用硼酸缓冲液（ｐＨ ＝９）
简单提取两次，Ｗａｔｅｒｓ Ｏａｓｉｓ ＨＬＢ 固相萃取小柱富集浓缩药物之后，氮吹干，初始流动相复溶，ＨＰＬＣ
检测。 流动相为 ０． １％三氟乙酸和乙腈，梯度洗脱之后经过 Ｗａｔｅｒｓ ２９９８ 二极管阵列检测器（ＰＤＡ）
进行定量分析。 该方法在四种土壤中的加标回收率为 ７０． ８％ ～８５． ６％ ，检测限为 ３０ μｇ ／ ｋｇ，定量限

为 ５０ μｇ ／ ｋｇ，日内变异系数范围为 ３． ８％ ～９． ８％ ，日间变异系数范围为 ４． １％ ～１０． ６％ 。 结果表明，
本方法高效、稳定、特异性好，可以用于不同类型土壤中头孢噻呋的检测。
［关键词］ 　 头孢噻呋；环境；高效液相色谱；土壤
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