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摘　要　对牦牛致病性大肠杆菌的某些生物学特性进行了研究, 包括分离菌株血清学特性、溶血性、血凝性、

菌毛的表达、对小鼠、兔的致病性及抗生素敏感性等。结果表明, 该菌株血清型属O 148, 为国内外首次报道, 不

产生溶血素; 对绵羊、豚鼠、马、鸡的红细胞表现强凝集, 而对猪、兔的红细胞不凝集, 血凝能被 D 2甘露糖抑制,

表现为M SHA ; 在营养肉汤中经 37℃, 48 h 培养表达菌毛; 肌肉接种兔、腹腔接种小白鼠均具有高致病性。分

离菌株对恩诺沙星、环丙沙星、阿莫西林、羧苄青霉素等高度敏感, 而对青霉素、四环素、土霉素、氯霉素等表现

耐药性。
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Abstract　A n E scherich ia coli st ra in iso la ted from yak w as studied w ith respect to som e

characterist ics including sero type, hemo lysin p roduct ion, hem agglu t ina t ion, f im b riae

exp ression, pathogen icity fo r m ice and rabb its, and an t ib io t ics sen sit ivity as w ell. T he

resu lts show ed that the sero type of the st ra in w as O 148, and w as first ly repo rted in litera tare.

N o hemo lysin w as p roduced from the iso la te. M anno se sen sit ive hem agglu t ina t ion (M SHA )

again st eryth rocytes from sheep , gun ia2p ig, ho rse, ch icken w ere eviden t,w hereas there w as

no M SHA again st p ig and rabb it eryth rocyte. T he stra in exp ressed fim b riae w hen cu ltu red at

37℃ fo r 48 h rs in NB and w as h igh pathogen ic fo r rabb its th rough m u sclar in ject ion and m ice

th rough abdom inal in ject ion. T he iso la te w as h igh sen sit ive to En rofloxacin, C ip roflo racin,

Amox icillin and Carben icillin , bu t resistan t to Pen icillin, T etracycline, O xytetracycline and

Ch lo ramphen ico l.

Key words　yak; pathogen ic E scherich ia coli; b io logica l characterist ics

牦牛腹泻症是目前危害西藏地区牦牛生产的主要疾病之一, 它流行范围大, 发病率高, 致

死力强, 临床上以高热、呼吸困难、排水样或血色粪便、进行性消瘦和死亡为特征, 以急性出血
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性肠炎为典型病理变化。通过流行病学调查、临床症状和病理变化观察、细菌学试验、血清学检

查、动物回归试验等, 证实致病性大肠埃希氏菌 (E scherich ia coli) 是西藏地区牦牛腹泻症的主

要病原[1 ] , 这与其他学者的报道基本一致[2, 3 ]。然而, 关于牦牛致病性大肠杆菌生物学特征的研

究, 国内外尚未见报道。本试验对西藏地区牦牛致病性大肠杆菌的某些生物学特性进行了探

讨, 目的在于揭示牦牛大肠杆菌病的致病机制, 为该病的防治提供科学依据。

1　材料和方法

1. 1　菌株

从西藏那曲地区牦牛内脏中分离并经致病性试验、血清学试验初步鉴定和命名为优势菌

株的 E. coli TD 1 分离株作为试验菌株; 标准菌株C83902 由中国兽药监察所提供。

1. 2　试验动物

昆明系小鼠 (体重 17～ 22 g)、新西兰白兔购自中国兽药监察所。

1. 3　培养基及试剂

普通琼脂平板、鲜血琼脂平板、营养肉汤 (NB ) 等按廖延雄方法制备[4 ]; 药敏纸片购自杭州

微生物试剂厂, 恩诺沙星、环丙沙星、阿莫西林药敏片为课题组自制; D 2甘露糖购自上海试剂

厂; 大肠杆菌O 型因子血清由中国兽药监察所提供。

1. 4　血清型鉴定

取 TD 1 菌株 37℃培养 48 h 的NB 培养物制成浓缩菌液, 经 121℃高压处理 2 h, 制成的O

抗原与O 因子血清进行试管凝集试验以鉴定其血清型。

1. 5　溶血试验

将 TD 1 菌株划线接种于 5% 绵羊鲜血琼脂平板, 37℃培养 48 h, 观察菌落周围有无溶血

圈。

1. 6　血凝试验

按常规方法使用 0. 01 mo lõL - 1, pH 7. 4 的 PBS 制备 2% 的绵羊、豚鼠、马、鸡、兔、猪RBC

悬液, 同时使用 0. 5% 的D 2甘露糖配制 2% 的上述动物RBC 悬液, 按A llan 方法进行HA 试

验[5 ]。

1. 7　菌毛的表达及电镜观察　取 TD 1 菌株 37℃培养 48 h 的NB 培养物 100 ΛL 加于铜网

上, 按常规方法负染, 透射电镜观察菌体菌毛并照像。

1. 8　致病性试验　以 TD 1 菌株纯培养物接种NB , 37℃培养 48 h, 以 0. 2 mL ö只 (每mL 约含

109CFU ) 腹腔接种小鼠 4 只, 同时以 1 mL ö只 (每mL 约含 109CFU ) 肌肉接种兔 4 只, 以相同

剂量营养肉汤按相同途径分别接种小鼠 4 只、兔 4 只作为对照组, 接种后隔离饲养观察 72 h,

及时剖解观察病死动物病变并从肝、脾、心血中分离回收攻毒菌。

1. 9　抗菌药物敏感试验

按常规抗菌药物敏感纸片法对分离菌进行药敏试验。取TD 1 菌株液体培养物均匀涂布于

普通琼脂培养基, 稍干后将待测抗菌药物敏感纸片粘贴在合适的位置上, 37℃培养 24 h, 测定

抑菌圈直径, 判定其对抗菌药物敏感性。
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2　结果

2. 1　血清学特性

使用大肠埃希氏菌标准O 型单因子血清对分离菌作试管凝集试验进行血清型鉴定, 结果

TD 1 的血清型为O 148。

2. 2　溶血特性

TD 1 菌株不产生溶血素。在 5% 绵羊鲜血琼脂平板上, 37℃培养 48 h, 分离菌周围无溶血

圈, 不产生溶血现象。

2. 3　血凝特性

TD 1 菌株对几种动物红细胞的血凝试验结果见表 1。从表中可见, TD 1 菌株血凝谱及血凝

方式与参考菌株比较有一定差异, 所有血凝均能被D 2甘露糖抑制, 表现为甘露糖敏感性血凝

(M SHA )。

表 1　TD 1 对几种动物红细胞的血凝特性

菌株
绵羊 豚鼠 马 鸡 猪 兔

S R S R S R S R S R S R

TD 1 + — + — + — + — — — — —

标准菌株C83902 — — + — — — + — — — + —

　注: S——M SHA ; R——甘露糖抗性血凝 (M RHA ) ;“+ ”——凝集;“—”——不凝集。

图 1　TD 1 菌株表达的菌毛

2. 4　菌毛的表达

TD 1 菌株在NB 中经 37℃培养 48 h, 能表达大量细长而密

集的菌毛, 见图 1。

2. 5　致病性

TD 1 菌株对小鼠和兔的致病性试验结果见表 2。从表中可

看出, TD 1 菌株腹腔接种小白鼠和肌肉接种兔均具有高致病性。

从病死小鼠和兔肝、脾、心血中均能分离出攻毒菌, 而对照组小

鼠和兔则全部健康存活。

2. 6　抗生素敏感性

抗菌药物敏感试验结果见表 3。从表中可以看出, TD 1 菌株

对恩诺沙星、环丙沙星、阿莫西林、羧苄青霉素、氟哌酸、丁胺卡

那霉素等高度敏感, 对先锋Í、庆大霉素、利福平等中度敏感, 对青霉素、四环素、土霉素、氯霉

素等表现耐药性。

表 2　TD 1 对小鼠和兔的致病性

菌　株　　 腹腔接种小鼠数量 72 h 死亡数量 致病性 肌肉接种兔数量 72 h 死亡数量 致病性

TD 1 4 4 高 4 4 高

对照　标准菌株C83902 4 4 高 4 4 高

　　　营养肉汤 (NB) 4 0 无 4 0 无
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表 3　药敏试验结果①

菌株 氟哌酸 丁胺卡那 先锋Í 青霉素 庆大霉素 环丙沙星 利福平 阿莫西林 土霉素 四环素 恩诺沙星 氯霉素 羧苄青霉素

TD 1 19 18 7 — 5 26 6 21 — — 27 — 16

①表中数字为抑菌圈直径ömm;“—”表示耐药。

3　讨论

大肠杆菌病是由病原性大肠杆菌引起的畜禽多种类型疾病的总称, 病原性大肠杆菌一般

以O 抗原进行分型[6 ]。到目前为止, 国内外学者已经从不同种类的动物中分离出几十种血清

型的大肠杆菌, 然而关于牦牛病原性大肠杆菌则未见报道。血清学鉴定表明, 我们从牦牛分离

到的大肠杆菌 TD 1 血清型为O 148, 为国内外首次发现。

研究资料表明, 呼吸道和消化道是致病性大肠杆菌侵入机体的主要途径, 而细菌菌毛是细

菌粘附呼吸道和消化道粘膜的重要致病因子, 具有致病性的菌株, 在体外一般能表达菌毛; 同

时细菌产生的菌毛与细菌的血凝性高度相关, 并与其致病性有一定的联系[7, 8 ]。本试验结果表

明, 牦牛致病性大肠杆菌TD 1 菌株在营养肉汤中经 37℃培养 48 h, 表达了丰富的菌毛, 同时对

绵羊、豚鼠、马、鸡的红细胞表现强凝集, 进一步研究表明, TD 1 菌株腹腔接种小鼠和肌肉接种

兔均具有很高致病性。因此牦牛致病性大肠杆菌分离株的菌毛表达、血凝特性和致病性三者之

间存在一定的相关关系。

随着抗菌药物在生产中大量和不规范的使用, 使得抗菌药物耐药菌株不断增多, 在生产中

若不进行药敏试验来指导用药, 极易影响药物的治疗效果, 造成经济损失。本试验中, TD 1 分离

株对恩诺沙星、阿莫西林等 6 种药物高度敏感, 在生产中可考虑优先使用。
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