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摘 要:分离鉴定导致昌都市卡若区牧民家中藏羊腹泻的病原菌,研究其耐药性,为发病地区藏羊腹泻病的防控提供数据支

撑。从正在发生腹泻的藏羊群中采集腹泻粪便样品进行病原菌的分离培养,对分离菌进行染色镜检、生化鉴定及分子生物

学鉴定,最后对分离菌进行体外药物敏感性试验。结果从7份藏羊腹泻粪便中分离到3株细菌,染色镜检为革兰氏阳性球

菌,分别命名为changdu-1、changdu-2、changdu-3。3株细菌表现出相同的生化特性,均能够分解海藻糖、麦芽糖、果糖、松三

糖、蔗糖、乳糖、葡萄糖、山梨醇、甘露醇,不能分解阿拉伯糖、棉子糖、鼠李糖和木糖。提取分离菌基因组DNA,经16SrRNA
PCR扩增得到长度为1500bp左右的产物,与预期结果一致。序列同源性分析显示,3株分离株之间的同源性为100.0%,
与粪肠球菌参考株之间的同源性高达99.6%~100.0%。进化树分析显示,分离株与粪肠球菌参考株处于同一分支,而与大

肠杆菌、地衣芽孢杆菌、蜡样芽孢杆菌和产气荚膜梭菌处于不同分支。3株分离株体外药物敏感性结果相似,对氧氟沙星、恩
诺沙星等敏感,对复方新诺明、四环素、庆大霉素、林可霉素等耐药。
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Abstract:InordertoisolateandidentifythepathogenicbacteriathatcausediarrheainXizangsheepintheherdsmenhouseholdsinKaruo
District,ChangduCity,andstudytheirantibioticresistance,providingdatasupportforthepreventionandcontrolofdiarrheainXizangsheepin
affectedareas,thisstudycollectedfecalsamplesfromXizangsheepsufferingfromdiarrhea,isolatedandculturedpathogenicbacteria,andper-
formedstainingmicroscopy,biochemicalidentification,andmolecularbiologyidentificationtoconductinvitrodrugsensitivitytestsontheiso-
latedbacteria.Asaresult,threestrainsofbacteriawereisolatedfromsevensamplesofdiarrheafecesfromXizangsheep,whichwereGram

positivecoccidetectedbystainingmicroscopy.Theywerenamedchangdu-1,changdu-2andchangdu-3.Threestrainsofbacteriaexhibitthe
samebiochemicalcharacteristics,allcapableofdecomposingtrehalose,maltose,fructose,trisaccharide,sucrose,lactose,glucose,sorbitol,and
mannitol,butunabletodecomposearabinose,raffinose,xylose,andxylose.ThegenomicDNAoftheisolatedbacteriawasextractedandampli-
fiedby16SrRNAPCRtoobtainaproductwithalengthofapproximately1500bp,whichwasconsistentwiththeexpectedresults.Theho-
mologyanalysisofthe16SrRNAsequencesoftheisolatesshowedthatthehomologybetweenthethreeisolateswas100.0%,andthehomolo-

gywiththereferencestrainofEnterococcusfaecaliswasashighas99.6to100.0%.Evolutionarytreeanalysisshowsthattheisolatedstrain
wasonthesamebranchasthereferencestrainofEnterococcusfaecalis,butondifferentbranchesfromEscherichiacoli,Bacilluslichenifor-
mis,Bacilluscereus,andClostridiumperfringens.Theinvitrodrugsensitivityresultsofthethreeisolatedstrainsweresimilar,showingsensi-
tivitytoofloxacin,enrofloxacin,etc.,butresistancetocompoundsulfamethoxazole,tetracycline,gentamicin,andlincomycin.Theresearchre-
sultsprovidedscientificguidanceforthetreatmentofdiarrhealsheepinherdsmenhouseholds.
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  粪肠球菌(Enterococcusfaecalis)也被称为

粪链球菌(Streptococcusfaecalis),是一种革兰

氏染色阳性兼性厌氧球菌,无芽孢和荚膜,是人

和动物肠道内正常的菌群之一[1]。个别粪肠球
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菌存在益生特性,在食品和微生态制剂领域发挥

着重要作用[2]。部分肠球菌可以产生细菌素抑

制致病菌,因而有望成为替抗产品[3]。粪肠球菌

具有明显的两面性(益生性与致病性),在动物免

疫力低时可以引起多种动物发病和死亡,如奶牛

乳腺炎、鸡心内膜炎等多种疾病[4]。此外,部分

粪肠球菌还可与沙门氏菌、大肠杆菌等混合感

染,引发动物发病死亡[5-7]。近年来,由粪肠球菌

引起人类的脑膜炎、心内膜炎、关节炎、尿道感染

以及引起动物的脑膜炎、腹泻病例陆续增多,耐
药性也在逐渐增强,已经成为一个严重的公共卫

生问题,给畜牧业发展带来严重影响[8]。
藏羊主产于我国青藏高原地区,是我国宝贵

的畜禽种质资源,其肉质风味独特,营养丰富,是
当地农 牧 民 重 要 的 食 物 来 源[9]。2024年4—

5月,西藏昌都市卡若区某牧民家中饲养的藏羊

出现水样腹泻、食欲减退、精神沉郁等症状,经常

规治疗效果不佳。本研究通过采集腹泻藏羊粪

便,进行病原分离鉴定,并研究其体外药物敏感

性,旨在为该病的治疗提供指导。

1 材料与方法

1.1 主要试剂

培养基胰酪大豆胨琼脂培养基(TSA)、胰酪

大豆胨液体培养基(TSB),青岛海博生物技术有

限公司;革兰氏染色试剂,珠海贝索生物技术有

限公司;药敏纸片,杭州微生物试剂有限公司;微
量生化反应管,青岛海博生物技术有限公司;

2XTaqPCR MasterMix,上 海 生 工。Trans2K

PlusDNALadder,细菌16SrRNA通用引物干

粉,天根生化科技(北京)有限公司。

1.2 样品来源

从昌都市卡若区牧民家藏羊腹泻粪便中取

样7份,运送回实验室后低温保存,待用。

1.3 分离培养与染色镜检

取适量藏羊腹泻粪便接种于 TSB培养基,
置于37℃恒温培养箱中培养过夜,划线接种到

TSA固体培养基上,再次恒温培养过夜,观察菌

落形态,挑取单个菌落接种至 TSB液体培养基

中培养,得到待测菌液,挑取单个菌落进行革兰

氏染色镜检。

1.4 生化鉴定

严格按照微量生化鉴定管说明书进行操作。

1.5 分子生物学鉴定

取1.5mL菌液,提取 细 菌 基 因 组 DNA,
运用16SrRNA 基 因 的 通 用 引 物 27F(5'-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3')、1492 R
(5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3')进 行 PCR
扩增反应。PCR反应体系50μL:2×TaqPCR
Mix25μL,上、下游引物(10μmol/L)各1μL,

DNA2μL,ddH2O21μL。PCR反应程序:95℃
预变性5min;94℃变性30s,60℃退火30s,

72℃延伸1min,共32个循环;72℃延伸10min。

PCR产物进行1.0%琼脂糖凝胶电泳检测,使用凝

胶成像系统获得PCR扩增结果。将扩增产物送

至天 根 生 化 科 技(北 京)有 限 公 司 测 序,通 过

DNAStar软件进行序列比对分析,构建系统进

化树。参考菌株信息见表1。
表1 参考菌株信息

物种 菌株 登录号 宿主 国家

粪肠球菌Enterococcusfaecalis B5-M-100 OK271645.1 人类粪便 韩国

粪肠球菌Enterococcusfaecalis JCM20381 LC311736.1 日本

粪肠球菌Enterococcusfaecalis 28157_4#209 LR962792.1 荷兰

粪肠球菌Enterococcusfaecalis Y13 OP216752.1 中国

粪肠球菌Enterococcusfaecalis VE18379 CP039548.1 人 法国

粪肠球菌Enterococcusfaecalis M1-6-2 MT509927.1 蜜蜂 中国

粪肠球菌Enterococcusfaecalis S4.46 ON479009.1 阿尔及利亚

粪肠球菌Enterococcusfaecalis 003 OQ405950.1 中国

粪肠球菌Enterococcusfaecalis VSE-WC032 CP092574.1 人类直肠 美国

粪肠球菌Enterococcusfaecalis N1021 OR018315.1 中肠 俄罗斯

蜡样芽孢杆菌Bacilluscereus ATCC14579 AF290547.1 土壤 美国

大肠杆菌Escherichiacoli U5/41 NR024570.1 尿液 美国

地衣芽孢杆菌Bacilluslicheniformis AD6 OL757865.1 德贝德河 尼美尼亚

产气荚膜梭菌Clostridiumperfringens W16-2 KP944155.1 脓液 中国
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1.6 药物敏感性试验

采用纸片扩散法(Kirly-Baue法),选取氧氟

沙星、恩诺沙星、环丙沙星、复方新诺明、多粘菌

素B、四环素、多西环素、氯霉素、红霉素、万古霉

素、庆大霉素、林可霉素、卡那霉素、青霉素、头孢

哌酮、氨苄西林16种抗菌药进行分离菌体外药

物敏感性试验。

2 结果与分析

2.1 分离纯化与形态观察

从7份藏羊腹泻粪便中,分离到3株细菌,

分离株经革兰氏染色,镜检为革兰氏阳性球菌,

并命名为changdu-1、changdu-2、changdu-3。

2.2 生化鉴定

3株细菌表现出相同的生化特性,均能够分

解海藻糖、麦芽糖、果糖、松三糖、蔗糖、山梨醇、

甘露醇、乳糖、葡萄糖,不能分解阿拉伯糖、棉子

糖、鼠李糖和木糖,结果见表2。
表2 生化鉴定结果

项目
分离株

Changdu-1 Changdu-2 Changdu-3

海藻糖 + + +

麦芽糖 + + +

果糖 + + +

松三糖 + + +

阿拉伯糖 – – –

棉子糖 – – –

鼠李糖 – – –

木糖 – – –

蔗糖 + + +

山梨醇 + + +

甘露醇 + + +

乳糖 + + +

葡萄糖 + + +

  注:+为阳性,–为阴性。

2.3 16SrRNAPCR鉴定结果

分离株16SrRNAPCR扩增产物电泳结果

与预期结果一致,长度为1500bp左右(图1)。

注:M为DL5000DNAMarker;

1~3为分离株changdu-1~changdu-3。

图1 分离株16SrRNA电泳图

2.4 序列分析

通过DNAStar软件进行核酸序列比对分析

发现(图2),3株分离株之间的同源性为100.0%,

与粪肠球菌参考株之间的同源性高达99.6%~
100.0%,与大肠杆菌(NR024570.1)参考株的同

源性为67.2%,与产气荚膜梭菌(KP944155.1)参
考 株 的 同 源 性 为 73.8%,与 蜡 样 芽 孢 杆 菌

(AF290547.1)参考株的同源性为88.7%,与地衣芽

孢杆菌(OL757865.1)参考株的同源性为87.4%。

进化树(图3)显示,分离株changdu-1、chang-
du-2、changdu-3与粪肠球菌参考株处于同一分

支,而与大肠杆菌、地衣芽孢杆菌、蜡样芽孢杆菌

和产气荚膜梭菌处于不同分支。

2.5 药物敏感性试验

药物敏感性试验结果见表3,分离株chang-
du-1对氧氟沙星、恩诺沙星、氯霉素、万古霉素、

卡那霉素、青霉素和氨苄西林敏感,对环丙沙星、

多西环素、头孢哌酮中度敏感,对复方新诺明、多
粘菌素B、四环素、红霉素、庆大霉素、林可霉素

耐药;分离株changdu-2对氧氟沙星、恩诺沙星、

环丙沙星、氯霉素、万古霉素、卡那霉素敏感,对
四环素、红霉素、青霉素、头孢哌酮中度敏感,对
复方新诺明、多粘菌素B、多西环素、庆大霉素、

林可霉素和氨苄西林耐药;分离株changdu-3对

氧氟沙星、恩诺沙星、万古霉素、卡那霉素、青霉

素、头孢哌酮敏感,对环丙沙星、多粘菌素B、多
西环素、氯霉素、红霉素、氨苄西林中度敏感,对
复方新诺明、四环素、庆大霉素、林可霉素耐药。
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图2 同源性比对

图3 进化树

表3 耐药性结果表

药物名称
分离株

changdu-1 changdu-2 changdu-3
氧氟沙星 S S S
恩诺沙星 S S S
环丙沙星 I S I
复方新诺明 R R R
多粘菌素B R R I
四环素 R I R
多西环素 I R I
氯霉素 S S I
红霉素 R I I
万古霉素 S S S
庆大霉素 R R R
林可霉素 R R R
卡那霉素 S S S
青霉素 S I S
头孢哌酮 I I S
氨苄西林 S R I

  注:S为敏感,I为中度敏感,R为耐药。

3 讨论与结论

粪肠球菌是人和动物肠道的正常菌群,也是

重要的人畜共患条件致病菌[10]。由于抗菌药物

的广泛使用,粪肠球菌的耐药性不断增加,引起

的动物疾病也日益增多[11]。夏伦斌等[12]从具有

昏睡、瘫痪或共济失调等症状的雏鸡内脏中分离

出致病性粪肠球菌,对小鼠致死率为66.67%。

2020年,阿迪莱·卡哈曼等[13]从新疆南疆某羊

场陆续死亡的8只羔羊的肺、脾、肝、肾、心等组

织中分离到致病性的粪肠球菌和金黄色葡萄球

菌。林倩颖[14]从320只疑似感染粪肠球菌的羊

肝、肺等病变组织中分离出了108株粪肠球菌,
分离株对小鼠的致死率达100%。

肠球菌耐药机制复杂,不仅对氨基糖苷类、
头孢类抗菌药物具有固有耐药,还可以作为肠道

中其他致病菌耐药基因的“蓄水池”,促进耐药性
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的传播[15]。陈万昭等[16]从新疆9个区县养殖场

猪、牛、羊、骆驼、鸡和鸽的粪样中分离到242株

粪肠球菌,这些粪肠球菌对红霉素、四环素、利福

平和多西环素的耐药率均高达80%,对恩诺沙星

和氟苯尼考敏感性较高,未检出万古霉素和氨苄

西林的耐药菌株。徐琦琦等[17]的研究结果显示,
羊源粪肠球菌对红霉素、四环素、氟苯尼考、多西

环素的耐药率均大于75.0%,显著高于鸡源和牛

源粪肠球菌(p<0.05)。钟锐等[18]从四川某动物

园病死浣熊肝脏中分离到的粪肠球菌对头孢西

丁、头孢哌酮、头孢曲松、头孢吡肟、头孢噻肟、氨
苄西林、卡那霉素、链霉素、奈替米星、丁胺卡那、
阿奇霉素、红霉素、多西环素、四环素耐药,仅对

万古霉素和庆大霉素中度敏感。本次研究结果

显示,3株藏羊源粪肠球菌对氧氟沙星、恩诺沙星

等敏感,对复方新诺明、庆大霉素、林可霉素等耐

药,与陈万昭等[16]和钟锐等[18]的研究结果类似。
研究结果再次表明,藏羊源粪肠球菌具有较强的

耐药性。
粪肠球菌属条件致病菌,预防其感染:1)加

强饲养管理,保证洁净的饲料和饮水,及时清除

圈舍里的粪便,保持圈舍内环境干燥,安排专人

定时消毒,夏季做到通风防暑,冬季做到保暖防

冻;2)注意引种安全,做好隔离和监测,如有发病

羊只及时采取治疗和控制手段[14]。此外,应加强

产后母羊和羔羊的饲养管理,做到保温、防风,保
证充足的饲料和饮水,以增强羊只免疫力,降低

粪肠球菌等致病菌的发生几率。
本研究检测发现昌都市卡若区牧民家养藏

羊源粪肠球菌对氧氟沙星、恩诺沙星等敏感,对
复方新诺明、庆大霉素、林可霉素等耐药,因此建

议相关地区加强抗菌药物的规范合理使用,结合

本次试验中的药物敏感性结果,进行科学合理的

抗生素治疗。
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