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摘要： 旨在调查北京地区规模化牛场乳房炎相关病原菌的分布和耐药性。 采集养殖场奶样 １００ 份， 使用细菌测试片进行菌株初筛， 经过质谱鉴定

和 １６Ｓ ｒＤＮＡ 测序确定病原菌种属， 并对病原菌进行药敏检测。 结果： 奶样中共分离到 ７４ 株细菌， 主要流行病原菌为大肠杆菌、 产色葡萄球菌、
松鼠葡萄球菌、 乳房链球菌、 副乳房链球菌和停乳链球菌， 分离率分别为 １３􀆰 ００％、 １１􀆰 ００％、 ６􀆰 ００％、 ６􀆰 ００％、 ５􀆰 ００％和 ３􀆰 ００％； 大肠杆菌对阿

莫西林－克拉维酸、 头孢噻呋和卡那霉素－头孢氨苄耐药率分别为 ３０􀆰 ７７％、 ３０􀆰 ７７％和 ７􀆰 ６９％； 乳房链球菌对卡那霉素－头孢氨苄和强力霉素的耐

药率分别为 １６􀆰 ６７％和 ３３􀆰 ３３％； 副乳房链球菌对卡那霉素－头孢氨苄和马波沙星的耐药率均为 ２０􀆰 ００％， 其余菌株对检测药物均敏感。 本研究结果

可为北京地区奶牛乳房炎的防控提供基础数据支持。
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　 　 乳房炎是奶牛养殖中常见的多发性疾病， 因外

伤、 挤奶操作不规范、 环境卫生不佳、 营养不均衡等

导致病原菌入侵乳房， 引起乳腺组织炎症， 从而使生

鲜乳汁品质下降， 例如乳汁乳脂率、 乳糖率、 总固体

与尿素氮含量下降［１］， 以及产奶量下降， 危害病牛

健康。 目前， 牛乳房炎主要依靠抗菌药治疗， 但由于

抗菌药的不规范应用， 导致耐药菌株高发［２］， 对牛

乳房炎的治疗形成阻碍。
引起牛乳房炎的病原菌主要有葡萄球菌、 链球

菌、 大肠杆菌、 克雷伯菌、 铜绿假单胞菌、 化脓性棒

状杆菌和支原体等， 其中无乳链球菌、 金黄色葡萄球

菌、 化脓性棒状杆菌和支原体为接触性病原， 可通过

挤奶工或挤奶机械传播， 而凝固酶阴性葡萄球菌、 大

肠杆菌、 克雷伯菌和铜绿假单胞菌为环境性病原， 通

常存在于空气、 粪便、 污水等环境中［３］。 程思颖

等［４］２０２５ 年研究发现， 凝固酶阴性葡萄球菌是西北

地区奶牛隐性乳房炎的主要致病菌， 其次为大肠杆

菌、 肺炎克雷伯菌和停乳链球菌； 张贝贝等［５］ ２０２４
年研究发现， 宁夏地区牛乳房炎的主要致病菌是凝固

酶阴性葡萄球菌， 其次是埃希菌属， 且金黄色葡萄球

菌对青霉素耐药高达 ９４􀆰 ７４％。 郭朝刚等［６］２０２３ 年在

甘肃天水奶牛乳房炎样本中分离出大肠杆菌、 金黄色

葡萄球菌和无乳链球菌， 且大肠杆菌对青霉素耐药率

高达 １００％。
目前， 牛乳房炎病原菌的分离鉴定主要采用微生

物显色培养基培养法［７］ 和分子生物学法［８］， 病原菌

药物敏感性检测采用纸片扩散法和稀释法。 本研究使

用病原菌快速筛查和实验室确证相结合的方法对样品

进行菌株初筛、 质谱鉴定和 １６Ｓ ｒＤＮＡ 测序， 明确牛

乳房炎相关病原菌种类， 并对病原菌进行快速药敏检

测， 可为奶牛乳房炎的预防和治疗提供基础数据

支持。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 样本采集

选取北京地区 ４ 个规模化牛场 （符合农业农村

部公告第 ９２７ 号要求， 存栏量均≥３００ 头， 机械化挤

奶）， 按 ＮＹ ／ Ｔ ４１４１—２０２２ 《动物源细菌耐药性监测

样品采集技术规程》 ［９］ 要求， 采集乳样 １００ 份， 每场

２５ 份， 装入无菌管中并编号记录。

１􀆰 ２　 主要试剂、 仪器和质控菌

胰酪大豆胨琼脂培养基 （ＴＳＡ） 购自北京陆桥技

术股份有限公司； ＭＨ 肉汤购自赛默飞世尔科技 （中
国）； 细菌测试片和药敏试剂盒购自北京纳百生物科

技有限公司。
基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱仪 （Ａｕｔｏｆ

ｍｓ１０００， 郑州安图生物股份有限公司）； 电热恒温培

养箱 （ＧＨＰ－９１６０， 上海一恒科学仪器有限公司）。
质控菌： 铜绿假单胞菌 （ＡＴＣＣ ２７８５３）、 大肠杆

菌 （ＡＴＣＣ ２５９２２）、 金黄色葡萄球菌 （ＡＴＣＣ ２９２１３），
购自中国食品药品检定研究院。
１􀆰 ３　 细菌分离与鉴定

使用细菌测试片对 １００ 份乳样进行细菌初筛。 细

菌测试片包含无乳链球菌、 链球菌、 葡萄球菌和革兰

阴性杆菌 ４ 种测试片。 革兰阴性杆菌测试片可筛选大

肠杆菌、 克雷伯菌和铜绿假单胞菌， 葡萄球菌测试片

可筛选金黄色葡萄球菌和其他葡萄球菌 （除金黄色

葡萄球菌以外的葡萄球菌）， 无乳链球菌测试片可筛

选无乳链球菌和乳房链球菌， 链球菌测试片可筛选链

球菌。
细菌测试片初筛得到目标菌株， 挑单菌落于 ＴＳＡ

平板上进行纯化， 得到的纯化细菌使用质谱仪鉴定，
再经 １６Ｓ ｒＤＮＡ 测序［１０］确定。 质谱仪检测得分 ９ 分以

上认为鉴定结果可靠。 １６Ｓ ｒＤＮＡ 测序选择北京擎科

生物科技有限公司， 将测序得到的基因在 ＮＣＢＩ 上进

行 ＢＬＡＳＴ 分析， 进行细菌的种属确定。
１􀆰 ４　 药敏试验

使用药敏试剂盒进行检测。 药敏盘共 ４ 列， 每列

６ 孔， 其中 １ 个为阳性对照孔 （不含抗菌药物）。 结

果判读时阳性对照孔需有菌生长， 表明测试细菌状态

良好， 否则本次试验无效； ５ 个为药物孔， 分别检测

铜绿假单胞菌、 葡萄球菌、 肠杆菌和链球菌的药物敏

感性， 测试药物见表 １， 药物浓度设定参照 ＣＬＳＩ
ＶＥＴ０１Ｓ ７Ｅ ２０２４ 和 ＣＬＳＩ Ｍ１００ ３３ｒｄ－２０２３。

药敏试验质控菌株为铜绿假单胞菌 ＡＴＣＣ ２７８５３、
大肠杆菌 ＡＴＣＣ ２５９２２ 和金黄色葡萄球菌 ＡＴＣＣ
２９２１３。 对表 １ 中所示药物进行梯度稀释， 只有当质

控菌株的最小抑菌浓度 （ＭＩＣ） 在允许范围时， 测试

菌株的结果才可以报告。

表 １　 药敏盘测试抗菌药物分布

药敏盘孔位 Ａ 列 （铜绿假单胞菌） Ｂ 列 （葡萄球菌） Ｃ 列 （肠杆菌） Ｄ 列 （链球菌）

１ 阳性对照 阳性对照 阳性对照 阳性对照

２ 头孢吡肟 （３２） 头孢噻呋 （８） 阿莫西林－克拉维酸 （３２ ／ １６） 头孢噻呋 （８）
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续表１

药敏盘孔位 Ａ 列 （铜绿假单胞菌） Ｂ 列 （葡萄球菌） Ｃ 列 （肠杆菌） Ｄ 列 （链球菌）

３ 庆大霉素 （４） 庆大霉素 （１６） 头孢噻呋 （８） 卡那霉素－头孢氨苄 （４ ／ ０􀆰 ４）

４ 恩诺沙星 （４） 强力霉素 （１６） 卡那霉素－头孢氨苄 （１６ ／ １􀆰 ６） 强力霉素 （１）

５ 马波沙星 （４） 卡那霉素－头孢氨苄 （１６ ／ １􀆰 ６） 恩诺沙星 （４） 恩诺沙星 （４）

６ 左氧氟沙星 （４） 恩诺沙星 （４） 甲氧苄啶－磺胺甲噁唑 （４ ／ ７６） 马波沙星 （４）

　 　 注： 括号中数字代表药物浓度， 单位 μｇ ／ ｍＬ。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 菌株分离鉴定

２􀆰 １􀆰 １　 细菌测试片初筛

使用细菌测试片对 １００ 份样本病原菌进行初筛，
４４ 份样本有菌生长， ５６ 份样本无菌生长。 从 ４４ 份样

本中共筛选到 ７４ 株菌， 其中葡萄球菌测试片筛选到

１ 株疑似金黄色葡萄球菌和 ２７ 株疑似其他葡萄球菌；
革兰阴性杆菌测试片筛选到 １３ 株疑似大肠杆菌和 ２

株疑似克雷伯菌； 链球菌测试片筛选到 ３０ 株疑似链

球菌、 ８ 株疑似乳球菌和 ５ 株疑似肠球菌； 无乳链球

菌测试片筛选到 ６ 株疑似乳房链球菌。
部分病原在细菌测试片上的菌落形态见图 １。 金

黄色葡萄球菌在葡萄球菌测试片上为紫色菌落， 其他

葡萄球菌为黑色针尖状菌落； 乳房链球菌在无乳链球

菌测试片上为蓝色菌落； 链球菌在链球菌测试片上为

绿色菌落； 大肠杆菌在革兰阴性菌测试片上为紫色菌

落， 克雷伯菌为绿色菌落。

图 １　 测试片分离细菌生长形态

２􀆰 １􀆰 ２　 菌株鉴定

将细菌测试片初筛得到的 ７４ 株细菌使用细菌质

谱仪进行菌株鉴定， ２ 种方法鉴定一致的菌株有 ７２
株， 总符合率为 ９７􀆰 ３０％， 编号为 ２－１２－Ｋ 和 ２－１８－
Ｄ 两株菌与质谱鉴定不符合。 菌株 ２－１２－Ｋ 经细菌测

试片结果为大肠杆菌， 而质谱鉴定结果为黏质沙雷

菌； 菌株 ２－１８－Ｄ 细菌测试片结果为克雷伯菌， 而质

谱鉴定结果为霍马肠杆菌。

对 ７４ 株菌进一步经 １６Ｓ ｒＤＮＡ 测序鉴定， 将测序

结果在 ＮＣＢＩ 上进行 ＢＬＡＳＴ 相似性检索， 在相似度处

于 ９８％以上时确定菌株种属。 结果表明， ７４ 株菌 １６Ｓ
ｒＤＮＡ 测序鉴定结果和质谱鉴定结果完全一致。
２􀆰 １􀆰 ３　 细菌分离情况统计

７４ 株菌鉴定结果表明 （图 ２）， 葡萄球菌属占比

较大 （３７􀆰 ８４％）， 其次为链球菌属 （２１􀆰 ６２％）。 在

种的水平上， 大肠杆菌占比最高 （１７􀆰 ５７％， １３ ／ ７４），
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其次为产色葡萄球菌 （１４􀆰 ８７％， １１ ／ ７４）， 然后依次

为乳房链球菌 （ ８􀆰 １０％， ６ ／ ７４ ）， 松鼠葡萄球菌

（８􀆰 １０％， ６ ／ ７４）， 副乳房链球菌 （ ６􀆰 ７６％， ５ ／ ７４），
中间葡萄球菌 （４􀆰 ０５％， ３ ／ ７４）， 停乳链球菌似马亚

种 （２􀆰 ７０％， ２ ／ ７４）， 停乳链球菌 （１􀆰 ３５％， １ ／ ７４），
金黄色葡萄球菌 （１􀆰 ３５％， １ ／ ７４） 和肺炎克雷伯菌

（１􀆰 ３５％， １ ／ ７４）。
４ 家奶牛养殖场细菌分离的数量依次为： １ 号牛

场共分离出 １２ 株菌， ２ 号牛场共分离出 ３２ 株菌， ３

号牛场共分离出 ２２ 株菌， ４ 号牛场共分离出 ８ 株菌。
葡萄球菌在 ４ 家奶牛养殖场中均有较高的分离率， 分

别为 ４１􀆰 ６７％、 ２５􀆰 ００％、 ５０􀆰 ００％和 ３７􀆰 ５％。
从细菌分布来看， 大肠杆菌 （１０ ／ １３）、 松鼠葡

萄球菌 （５ ／ ６） 和乳房链球菌 （５ ／ ６） 在 ２ 号牛场分

离率最高， 产色葡萄球菌在 ３ 号牛场分离率最高

（６ ／ １１）。 常见的奶牛乳房炎致病菌金黄色葡萄球菌

和肺炎克雷伯菌分别只在 １ 号牛场和 ４ 号牛场检出，
且各分离到 １ 株。

图 ２　 ４ 家奶牛养殖场分离菌株分布

２􀆰 ２　 药物敏感性分析

在测试分离菌株药物敏感性之前， 检测了质控菌

株铜绿假单胞菌 （ＡＴＣＣ ２７８５３）、 大肠杆菌 （ＡＴＣＣ

２５９２２）、 金黄色葡萄球菌 （ ＡＴＣＣ ２９２１３ ） 的 ＭＩＣ
值， 结果显示均在质控范围内， 不同病原菌检测结果

见表 ２。

表 ２　 主要分离菌的耐药率 ％

抗菌药物
大肠杆菌

（ｎ＝ １３）
肺炎克雷伯菌

（ｎ＝ １）
乳房链球菌

（ｎ＝ ６）
副乳房链球菌

（ｎ＝ ５）
停乳链球菌

（ｎ＝ ３）
产色葡萄球菌

（ｎ＝ １１）
松鼠葡萄球菌

（ｎ＝ ６）
金黄色葡萄

球菌 （ｎ＝ １）

恩诺沙星 ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

头孢噻呋 ３０􀆰 ７７ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

卡那霉素－头孢氨苄 ７􀆰 ６９ ０ １６􀆰 ６７ ２０􀆰 ００ ０ ０ ０ ０

强力霉素 ／ ／ ３３􀆰 ３３ ０ ０ ０ ０ ０

庆大霉素 ／ ／ ／ ／ ／ ０ ０ ０

阿莫西林－克拉维酸 ３０􀆰 ７７ ０ ／ ／ ／ ／ ／ ／

甲氧苄啶－磺胺甲噁唑 ０ ０ ／ ／ ／ ／ ／ ／

马波沙星 ／ ／ ０ ２０􀆰 ００ ０ ／ ／ ／

　 　 注： ／ 代表未进行药敏测试。

　 　 １３ 株大肠杆菌对恩诺沙星和甲氧苄啶－磺胺甲噁

唑均敏感； ４ 株对阿莫西林－克拉维酸和头孢噻呋耐

药， 耐药率均为 ３０􀆰 ７７％； １ 株对卡那霉素－头孢氨苄

耐药， 耐药率为 ７􀆰 ６９％； 肺炎克雷伯菌对恩诺沙星、

头孢噻呋、 卡那霉素－头孢氨苄、 阿莫西林－克拉维

酸、 甲氧苄啶－磺胺甲噁唑均敏感。
６ 株乳房链球菌对恩诺沙星、 头孢噻呋和马波沙

星均敏感， 对卡那霉素－头孢氨苄和强力霉素的耐药
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率分别为 １６􀆰 ６７％ （１ ／ ６） 和 ３３􀆰 ３３％ （２ ／ ６）； ５ 株副

乳房链球菌对恩诺沙星、 头孢噻呋和强力霉素均敏

感， 对卡那霉素－头孢氨苄和马波沙星的耐药率均为

２０􀆰 ００％ （１ ／ ５）； ３ 株停乳链球菌对恩诺沙星、 头孢

噻呋、 卡那霉素－头孢氨苄、 强力霉素和马波沙星均

敏感。
产色葡萄球菌、 松鼠葡萄球菌和金黄色葡萄球菌

对恩诺沙星、 头孢噻呋、 卡那霉素－头孢氨苄、 强力

霉素和庆大霉素均敏感。

３　 讨论

３􀆰 １　 乳房炎病原菌分布情况分析

目前， 牛乳房炎病原菌鉴别培养的快速筛查产品

已经在临床兽医中使用［１１］， 提高了病原菌的检测速

度。 本研究使用细菌测试片可对奶样进行乳房炎相关

多种病原菌的同步筛查， 经过质谱鉴定和 １６Ｓ ｒＤＮＡ
测序确证， 发现快速筛查法与仪器法鉴定一致性较

高， 达 ９７􀆰 ３０％， 其中黏质沙雷菌和霍马肠杆菌无法

通过快筛鉴定， 分析可能由于两菌株培养后产生与大

肠杆菌、 克雷伯菌相同种类的酶［１２］， 导致测试片假

阳性结果。 据报道， 黏质沙雷菌和霍马肠杆菌也具有

一定的致病性［１３－１４］。
在分析的样品中， 葡萄球菌的平均分离率最高

（３７􀆰 ８４％， ２８ ／ ７４）， 主要为其他葡萄球菌， ４ 家牛场

均占比较高， 同时分离到 １ 株金黄色葡萄球菌。 近年

来， 葡萄球菌为牛乳房炎的主要流行病原菌， 引起奶

牛隐性乳房炎的比例不断增加。 吴钰楠等［１５］ ２０２２ 年

调查苏北地区 ３ 家奶牛养殖场发现， 主要优势致病菌

为松鼠葡萄球菌和木糖葡萄球菌。 唐俊妮等［１０］ 调查

成都市某奶牛场病原菌发现， 葡萄球菌分离率为

６４􀆰 ３７％。 李托等［１６］ ２０２０ 年从陕北地区奶牛乳房炎

８９ 份乳样中分离得到 ５６ 株葡萄球菌， 其中， 金黄色

葡萄球菌分离率最高。 张行［１７］ ２０２０ 年从甘肃、 陕

西、 山西、 宁夏和青海等地 １５ 个奶牛场分离出 １０１
株葡萄球菌， 且以产色葡萄球菌为主要优势菌。 本研

究及不同地区的葡萄球菌虽然都具有较高的分离率，
但在种的水平上分离结果不一致， 这是因为我国不同

地区奶牛乳房炎病原菌群具有多样性特征［１８］。
大肠杆菌广泛存在于自然界中， 是一种存在于环

境中的条件致病菌， 是牛乳房炎的主要致病菌［１９－２０］，
还会引起犊牛腹泻［２１］ 和呼吸道［２２］ 等疾病。 本次研究

共分离到 １３ 株大肠杆菌， 分离率为 １７􀆰 ５７％。 由于大

肠杆菌广泛存在于人和动物的肠道、 水、 土壤和空气

中， 大肠杆菌因此成为最常见的病原菌之一［２３］。 ４
个牛场中， 大肠杆菌的分离率差异明显， 最高为

７６􀆰 ９２％， 最低为 ０， 分析可能和牛场的卫生条件有

关系［２４］。
无乳链球菌、 停乳链球菌和乳房链球菌也是牛乳

房炎的主要病原菌［２５］， 主要存在于垫料、 粪便和乳

房皮肤上等［２６］。 本次研究中， 链球菌的总体分离率

为 ２１􀆰 ６２％， ２ 号牛场的链球菌 （５６􀆰 ２５％， ９ ／ １６） 和

大肠杆菌 （７６􀆰 ９２％， １０ ／ １３） 分离率相较于其他 ３ 个

场均高， 这提示 ２ 号牛场需要加强饲养管理， 进行垫

料更换和粪便清理等［２７］。
３􀆰 ２　 乳房炎病原菌药物敏感性分析

许多国家与地区 （中国、 美国、 欧盟和日本）
已经对兽药进行了严格监管［２８］， 研究牛乳房炎病原

菌的耐药性情况， 合理选择抗菌药物， 可有效遏制牛

乳房炎病原菌耐药。 近年来， 有很多学者研究牛乳房

炎病原菌的快速药敏方法， 例如王娟等［２９］ 使用刃天

青为显色剂建立牛乳房炎大肠杆菌的快速诊断和药敏

试验方法； 钱科［３０］ 研制出牛乳房炎链球菌快速鉴别

培养和药敏选择培养液。
本研究药敏试验结果表明， 葡萄球菌对头孢噻

呋、 卡那霉素－头孢氨苄、 庆大霉素、 强力霉素和恩

诺沙星为 １００％敏感， 耐药率远远低于李文杰［３１］的研

究。 大肠杆菌对阿莫西林－克拉维酸、 头孢噻呋和卡

那霉素－头孢氨苄有不同程度的耐药 （耐药率分别为

３０􀆰 ７７％、 ３０􀆰 ７７％和 ７􀆰 ６９％）， 对恩诺沙星和甲氧苄

啶－磺胺甲恶唑均 １００％敏感， 这与高明艳等［３２］ 研究

相似， 对阿莫西林－克拉维酸和头孢噻呋有较高的耐

药率， 分析可能与牛场经常使用 β－内酰胺类和头孢

类药物有关。 链球菌对头孢噻呋和恩诺沙星 １００％敏

感， 对卡那霉素－头孢氨苄、 强力霉素和马波沙星有

不同程度的耐药 （耐药率分别为 １２􀆰 ５０％、 １２􀆰 ５０％和

６􀆰 ６７％）。 葡萄球菌对药物的高度敏感性主要与牛场

分阶段饲养、 规范用药和科学管理有关。
综上， 北京地区奶牛养殖场的主要病原菌为葡萄

球菌， 其次为链球菌和大肠杆菌。 不同菌株对卡那霉

素－头孢氨苄、 阿莫西林－克拉维酸、 头孢噻呋、 强

力霉素和马波沙星存在不同程度耐药， 临床上应注意

对病原菌的鉴别和按疗程用药。
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