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摘　 要：为了解山东地区驴源沙门氏菌的流行情况及其生物学特性，试验将采自山东多地的 １４ 份驴流产病料及

１３７ 份驴粪便样本分别接种于沙门氏菌显色培养基中对沙门氏菌进行分离培养，提取细菌基因组 ＤＮＡ 后采用双重

ＰＣＲ 方法判定分离菌是否为沙门氏菌并进一步判定是否为马流产沙门氏菌，并对分离到的沙门氏菌进行血清型鉴

定、生化试验、细菌运动力和生物膜形成能力检测及药敏试验，选取部分菌株进行致病性试验，并采用双层平板法检测

分离菌对 ９ 株噬菌体 Ａ１８０２８、Ｃ５９１０２、Ｆ５９１０２、Ｆ１８０２４、Ｆ１８０３８、Ｅ１７０１６、ＤＳ２、ＤＳ４、５ＦＳ４ 的敏感性。 结果表明：从驴流

产病料中共分离到 １４ 株马流产沙门氏菌（Ａ１～ Ａ１４ 株）；从驴粪便样本中共分离到 ２２ 株其他血清型沙门氏菌（Ｆ１～
Ｆ２２ 株），其中 Ｆ１ 株为山夫顿堡沙门氏菌，Ｆ２、Ｆ３、Ｆ４、Ｆ５、Ｆ７、Ｆ８、Ｆ９、Ｆ１０、Ｆ１２、Ｆ１３、Ｆ１５ 株为肯塔基沙门氏菌，Ｆ６、 Ｆ１１
株为 Ｇｉｖｅ 沙门氏菌，Ｆ１４ 株为乙型副伤寒 Ｊａｖａ 型沙门氏菌，Ｆ１６、Ｆ２０ 株为阿哥纳沙门氏菌；Ｆ１７ 株为鼠伤寒沙门氏菌，
Ｆ１８、 Ｆ１９ 株为汤卜逊沙门氏菌，Ｆ２１ 株为阿伯丁沙门氏菌，Ｆ２２ 株未鉴定出血清型；３６ 株分离菌均符合沙门氏菌属的

生化特性，但马流产沙门氏菌与其他血清型沙门氏菌生化特性略有差异；１４ 株马流产沙门氏菌的平均运动力较 ２２ 株

其他血清型沙门氏菌弱；３６ 株沙门氏菌均能形成生物膜；３６ 株沙门氏菌对链霉素、庆大霉素、哌拉西林的耐药率较高，
对亚胺培南和美罗培南的耐药率为 ０；小鼠接种 Ａ２ 株 １４ ｄ 后的死亡率为 １００％，接种 Ｆ１４ 株和 Ｆ２０ 株 １４ ｄ 后死亡率

分别为 ５０. ０％和 ６２. ５％，接种 Ｆ１、Ｆ２、Ｆ６、Ｆ１８、Ｆ２１、Ｆ２２ 株 １４ ｄ 后无死亡情况；１４ 株马流产沙门氏菌对 ９ 株噬菌体均敏

感，而 ２２ 株其他血清型沙门氏菌对 ９ 株噬菌体的敏感性不同，其中沙门氏菌 Ｆ１、Ｆ６、Ｆ１１ 株仅对 １ 株噬菌体敏感，Ｆ１８、
Ｆ１９、Ｆ２０ 株对 ９ 株噬菌体均不敏感。 说明不同沙门氏菌的生物学特性存在差异，马流产沙门氏菌对噬菌体具有很高

的敏感性。
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ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｂａｃｔｅｒｉａ ｗｅｒｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ， ａｎｄ Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｅｑｕｉ ａｂｏｒｔｕｓ ｈａｄ ａ ｈｉｇｈ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｔｏ ｐｈａｇｅｓ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｄｏｎｋｅｙｓ；Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ； Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ａｂｏｒｔｕｓ ｅｑｕｉ；ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｍｏｔｉｌｉｔｙ；ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙ；ｂｉｏｆｉｌｍ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ

　 　 近年来，驴肉、驴皮的需求量不断攀升，而驴奶则
以其低胆固醇、高钙、富含硒等特点成为备受欢迎的

奶产品［１］。 驴产品需求的增加促进了驴养殖业的发

展，但驴是单胎动物，繁殖周期长，一年只有一胎，
“怀不上，留不住，活不了”成为很多驴场的“卡脖子”
问题，病原感染是重要的原因之一［２－３］。 沙门氏菌是

动物的常见致病菌，给畜禽养殖和公共卫生安全带来
巨大的挑战。 沙门氏菌耐药株的出现给沙门氏菌的

防控带来了一定困难［４］。 沙门氏菌的宿主广泛，根
据其对宿主的嗜性可以分为仅对特定动物或人产生
疾病的专嗜性沙门氏菌及对人和动物都具有普遍致

病性的泛嗜性沙门氏菌［５］。 马流产沙门氏菌属于专

嗜性沙门氏菌，为驴沙门氏菌病的主要致病菌，不仅
可引起母驴流产和子宫内膜炎，还会引起公驴睾丸
炎、幼驹腹泻、败血症等疾病，既可垂直传播，也可通
过饲草、粪便、接触等途径水平传播，给驴场造成巨大

经济损失［６］。
近年来山东省驴产业发展迅速，截至 ２０２１ 年全

省驴存栏量为 ７. ４７ 万头，其中母驴存栏量为 ２. ８６ 万

头［７］。 为了解山东地区驴源沙门氏菌的流行情况及

其生物学特性，本试验对采自山东多地的驴流产病料
及粪便样本中的沙门氏菌进行了分离鉴定、运动力和
生物膜形成能力检测、小鼠致病性试验、药敏试验及
对噬菌体敏感性检测，以期为山东地区驴源沙门氏菌
的防控提供参考。

１　 材料

１. １　 病料和菌株

驴流产病料（流产胎驴肝脏、脾脏、肺脏、胎盘及

母驴羊水）１４ 份、驴粪便样本 １３７ 份，均采自山东省
阳谷县、禹城市、东阿县的驴场。 马流产沙门氏菌
ＡＴＣＣ９８４２、鼠伤寒沙门氏菌 ＡＴＣＣ１４０２８、鸡白痢沙门
氏菌 ＣＶＣＣ５３３ 和噬菌体 Ａ１８０２８、Ｃ５９１０２、 Ｆ５９１０２、
Ｆ１８０２４、Ｆ１８０３８、Ｅ１７０１６、ＤＳ２、ＤＳ４、５ＦＳ４，由青岛农业
大学兽医微生物学实验室保存。
１. ２　 试验动物

６～８ 周龄的健康昆明小鼠 ８０ 只，购自青岛大吴

富城科技有限公司。
１. ３　 主要试剂与仪器

沙门氏菌显色培养基、ＳＳ 培养基、营养琼脂培养

基、ＬＢ 肉汤、四硫磺酸盐煌绿（ＴＴＢ）增菌液、缓冲蛋
白胨水（ＢＰＷ）、ＭＲＳＶ 半固体培养基、脑心浸出液肉
汤（ＢＨＩ）培养基、细菌微量生化反应管，均购自青岛
海博生物技术有限公司；药敏纸片，购自杭州滨河微
生物试剂有限公司；沙门氏菌诊断血清，购自宁波天
润生物药业有限公司；细菌基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒，
购自天根生化科技（北京）有限公司；结晶紫，购自北
京索莱宝科技有限公司；异丙醇、无水乙醇，均购自国
药集团化学试剂有限公司；Ａｃｃｕｒａｔｅ Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合
酶，购自湖南艾科瑞生物工程有限公司；ＤＬ ２０００
ＤＮＡ Ｍａｋｅｒ，购自宝日医生物技术（北京）有限公司。

高速离心机（型号为 ３－１８ＫＳ），购自德国 ＳＩＧＭＡ
公司；ＰＣＲ 仪（型号为 Ｔ２０），购自杭州朗基科学仪器
有限公司；摇床（型号为 ＭＱＴ－６０Ｒ），购自上海旻泉
仪器有限公司；恒温培养箱（型号为 ＤＨＰ－９２７２Ｂ），
购自上海一恒科学仪器有限公司；酶标仪（型号为
Ｓｐａｒｋ），购自瑞士 Ｔｅｃａｎ 公司。

２　 方法

２. １　 沙门氏菌的分离培养

将 １４ 份驴流产病料分别划线接种于沙门氏菌显

色培养基中，３７ ℃倒置培养 ２４ ｈ，观察菌落特征。
将 １３７ 份驴粪便样本（每份取 １０ ｇ）分别加入到

１００ ｍＬ ＢＰＷ 中，３７ ℃静置 １８ ｈ 进行预增菌培养；培
养结束后取 １ ｍＬ ＢＰＷ 加入到 ９ ｍＬ ＴＴＢ 增菌液中，
３７ ℃、 ２２０ ｒ ／ ｍｉｎ 振荡 ２４ ｈ 进行增菌培养；培养结束
后取 ２０ μＬ 菌液接种于含有新生霉素的 ＭＳＲＶ 半固
体培养基平板中央，３７ ℃培养 ２４ ｈ；取灰白色扩散区
域于沙门氏菌显色培养基上进行三区划线，３７ ℃倒
置培养 ２４ ｈ 后观察并拍照；取紫色菌落划线接种于
ＳＳ 培养基中，反复纯化 ３ 代。
２. ２　 分离菌基因组 ＤＮＡ 的提取及 ＰＣＲ 鉴定

按照细菌基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒说明书方法提
取分离菌的基因组 ＤＮＡ，并将其作为模板，参照参考
文献［８］采用双重 ＰＣＲ 方法判定分离菌是否为沙门
氏菌并进一步判定是否为马流产沙门氏菌。 所用引
物由青岛擎科生物科技有限公司合成，具体信息见
表 １。 ＰＣＲ 扩增体系（２５ μＬ）：模板 ２ μＬ，Ａｃｃｕｒａｔｅ
Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶 １２. ５ μＬ，引物 ｉｎｖＡ －Ｆ、 ｉｎｖＡ－Ｒ、
ＦｌｉＣ－Ｆ、ＦｌｉＣ－Ｒ 各 １ μＬ，ｄｄＨ２Ｏ ６. ５ μＬ。 ＰＣＲ 扩增
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程序：９５ ℃预变性 ３ ｍｉｎ；９５ ℃变性 ３０ｓ，５２ ℃退火
３０ ｓ，７２ ℃ 延伸 ３０ ｓ，共 ３４ 个循环；７２ ℃ 终延伸
５ ｍｉｎ。 同时设置阳性对照和阴性对照，阳性对照以
马流产沙门氏菌 ＡＴＣＣ９８４２ 基因组 ＤＮＡ 为模板，阴

性对照以 ｄｄＨ２Ｏ 为模板。 ＰＣＲ 产物用 １％琼脂糖凝
胶电泳检测。 若 ｉｎｖＡ 基因为阳性，可判定分离菌为
沙门氏菌；若 ＦｌｉＣ 基因为阳性，可判定分离菌为马
流产沙门氏菌。

表 １　 引物信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ

基因 引物名称 引物序列 片段长度 ／ ｂｐ

ｉｎｖＡ
ｉｎｖＡ－Ｆ
ｉｎｖＡ－Ｒ

５′－ ＧＴＣＡＣＣＧＴＧＧＴＣＣＡＧＴＴＴ－３′
５′－ＣＴＣＴＴＴＣＣＡＧＴＡＣＧＣＴＴＣＧ－３′

１７５

ＦｌｉＣ
ＦｌｉＣ－Ｆ
ＦｌｉＣ－Ｒ

５′－ＡＴＧＧＣＡＣＡＡＧＴＣＡＴＴＡＡＴＡＣ－３′
５′－ＴＴＴＡＴＡＧＡＡＴＣＣＧＣＣＴＴＴＧＴ－３′

７４７

２. ３　 分离菌的血清型鉴定

挑取 ＳＳ 培养基上的单菌落，划线接种于营养琼

脂培养基上，参照沙门氏菌诊断血清说明书对分离菌

进行玻片凝集试验和结果判定，以鉴定分离菌的血

清型。
２. ４　 分离菌的生化鉴定

对分离菌进行生化鉴定，包括葡萄糖、乳糖、靛基

质、尿素酶、赖氨酸脱羧酶、氰化钾、三糖铁、卫矛醇等

１９ 种生化试验，具体操作和结果判定方法参照细菌

微量生化反应管说明书。
２. ５　 分离菌运动力的检测

参照参考文献［９］的方法进行细菌运动力的检

测，具体步骤：将分离菌菌液的 ＯＤ６００ 值调至 ０. ８，吸
取 １ μＬ 菌液以点样方式接种于 ０. ５％的 ＢＨＩ 半固体
培养基上，置于 ２８ ℃温箱中培养 ２４ ｈ，同时以产生鞭

毛的鼠伤寒沙门氏菌 ＡＴＣＣ１４０２８ 作为阳性对照，以
鸡白痢沙门氏菌 ＣＶＣＣ５３３ 作为阴性对照，通过测量

细菌在平板中迁移所形成的扩散圈直径评估其运

动力。
２. ６　 分离菌生物膜形成能力的检测

采用结晶紫染色法［１０］测定分离菌的生物膜形成

能力，具体步骤：将分离菌菌液 ＯＤ６００ 值调至 ０. １，将
２０ μＬ 菌液与 １８０ μＬ 的 ＬＢ 肉汤混合后加入到 ９６ 孔

细菌培养板中，置于 ３７ ℃ 温箱分别培养 ２４ ｈ 和

４８ ｈ；弃菌悬液，用超纯水洗板 ３ 次，用甲醇固定

１５ ｍｉｎ；弃甲醇，用超纯水洗板 ３ 次，用结晶紫染色

３０ ｍｉｎ；用超纯水洗板 ３ 次，用无水乙醇脱色 ３０ ｍｉｎ；
使用酶标仪测定 ＯＤ５７０ 值，并以 ＯＤ５７０ 值表示细菌生

物膜形成能力，以 ＬＢ 肉汤作为空白对照。 采用

Ｐｒｉｓｍ ６. ０２ 软件对各分离菌培养菌液和 ＬＢ 肉汤的

ＯＤ５７０ 值进行 ｔ 检验，以 Ｐ＜０. ０５ 作为细菌生物膜形成

标准。
２. ７　 药敏试验

按照美国临床实验室标准化协会（ ｃｌｉｎｉｃａｌ ａｎｄ
ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｓｔａｎｄａｒｄｓ ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ，ＣＬＳＩ）推荐的纸片扩散法

用 １６ 种抗菌药物（庆大霉素、链霉素、哌拉西林、氨
曲南、妥布霉素、环丙沙星、诺氟沙星、氧氟沙星、恩诺

沙星、阿米卡星、美罗培南、亚胺培南、头孢曲松、头孢

他啶、氨苄西林和卡那霉素）对所有分离菌进行药敏

试验，参照《欧盟药敏试验标准》根据抑菌圈直径判

定分离菌对抗菌药物的敏感性，并计算分离菌对各抗

菌药物的耐药率（耐药菌株数 ／菌株总数）。
２. ８　 致病性试验

从各血清型中随机选择 １ 株分离菌进行致病性

试验，具体步骤：将分离菌接种于 ＬＢ 肉汤，３７ ℃、
２２０ ｒ ／ ｍｉｎ 振荡培养过夜，菌落计数后将菌液浓度调

整为 １×１０９ｃｆｕ ／ ｍＬ。 每株分离菌腹腔接种 ８ 只昆明

小鼠，０. ２ ｍＬ ／只；同时以 ８ 只昆明小鼠作为阴性对

照，每只小鼠腹腔注射 ＬＢ ０. ２ ｍＬ。 观察 １４ ｄ，期间

记录小鼠的发病情况并统计死亡率，剖检小鼠，观察

病理变化，并取肝脏和脾脏进行细菌的分离培养，以
及 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因的 ＰＣＲ 扩增与测序。
２. ９　 分离菌对噬菌体敏感性的检测

采用双层平板法［１１］分别检测分离菌及马流产沙

门氏 菌 ＡＴＣＣ９８４２ 对 噬 菌 体 Ａ１８０２８、 Ｃ５９１０２、
Ｆ５９１０２、Ｆ１８０２４、Ｆ１８０３８、Ｅ１７０１６、ＤＳ２、ＤＳ４、５ＦＳ４ 的

敏感性，具体步骤：取 １００ μＬ 菌液添加至 ５ ｍＬ ５０ ℃
的半固体琼脂培养基中，充分混匀后平铺到普通琼脂

平板上，待凝固后吸取 ２ μＬ 噬菌体增殖液接种于平

板上，３７ ℃培养 １６ ｈ，根据噬菌斑的生成情况判断分

离菌对噬菌体的敏感性。

３　 结果与分析

３. １　 沙门氏菌的分离结果

从 １４ 份驴流产病料中分离到疑似沙门氏菌

１４ 株，均在沙门氏菌显色培养基上形成表面光滑、边
缘整齐的紫色菌落，分别命名为 Ａ１ ～ Ａ１４；从 １３７ 份

驴粪便样本中分离到疑似沙门氏菌 ２２ 株，在 ＳＳ 培养

基上形成边缘整齐、无色，中心黑色的菌落，分别命名

为 Ｆ１～Ｆ２２。 代表菌株的菌落形态见 １１６ 页彩图 １。
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３. ２　 分离菌的 ＰＣＲ 鉴定结果

对分离到的 ３６ 株疑似沙门氏菌进行双重 ＰＣＲ
扩增，结果显示，从驴流产病料中分离到的菌株均能
扩增到大小分别为 １７５ ｂｐ 和 ７４７ ｂｐ 的目的条带，而
从驴粪便样本中分离到的菌株仅能扩增到一条大小
为 １７５ ｂｐ 的目的条带，因此确定 Ａ１ ～ Ａ１４ 株为马流
产沙门氏菌，Ｆ１ ～ Ｆ２２ 株为其他血清型沙门氏菌，代
表菌株的 ＰＣＲ 扩增结果见图 ２。
３. ３　 分离菌的血清型鉴定结果

结果显示：沙门氏菌 Ａ１ ～ Ａ１４ 株为马流产沙门
氏菌，Ｆ１ 株为山夫顿堡沙门氏菌，Ｆ２、Ｆ３、Ｆ４、Ｆ５、Ｆ７、
Ｆ８、Ｆ９、Ｆ１０、Ｆ１２、Ｆ１３、Ｆ１５ 株为肯塔基沙门氏菌，Ｆ６、
Ｆ１１ 株为 Ｇｉｖｅ 沙门氏菌，Ｆ１４ 株为乙型副伤寒 Ｊａｖａ
型沙门氏菌，Ｆ１６、Ｆ２０ 株为阿哥纳沙门氏菌，Ｆ１７ 株
　 　 　 　 　

为鼠伤寒沙门氏菌，Ｆ１８、 Ｆ１９ 株为汤卜逊沙门氏菌，
Ｆ２１ 株为阿伯丁沙门氏菌，Ｆ２２ 株未鉴定出血清型，
见表 ２。

图 ２　 分离菌的 ＰＣＲ 鉴定结果

Ｆｉｇ． ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｄｏｕｂｌｅ ＰＣＲ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｓｔｒａｉｎｓ

表 ２　 分离菌的血清型鉴定结果

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｅｒｏｔｙｐｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｓｏｌａｔｅｏｌ ｓｔｒａｉｎｓ

菌株名称 血清型 所属群

Ａ１～Ａ１４ 马流产沙门氏菌（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ａｂｏｒｔｕｓ ｅｑｕｉ） Ｂ

Ｆ１ 山夫顿堡沙门氏菌（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｓｅｎｆｔｅｎｂｅｒｇ） Ｅ

Ｆ２、Ｆ３、Ｆ４、Ｆ５、Ｆ７、Ｆ８、Ｆ９、Ｆ１０、Ｆ１２、Ｆ１３、 Ｆ１５ 肯塔基沙门氏菌（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｋｅｎｔｕｃｋｙ） Ｃ

Ｆ６、 Ｆ１１ Ｇｉｖｅ 沙门氏菌（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ Ｇｉｖｅ） Ｅ

Ｆ１４ 乙型副伤寒 Ｊａｖａ 型沙门氏菌（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｐａｒａｔｙｐｈｉ Ｂ ｖａｒ． Ｊａｖａ） Ｂ
Ｆ１６、 Ｆ２０ 阿哥纳沙门氏菌（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ａｇｏｎａｕｔｉｃｕｓ） Ｂ
Ｆ１７ 鼠伤寒沙门氏菌（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ） Ｂ
Ｆ１８、 Ｆ１９ 汤卜逊沙门氏菌（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｔｈｏｍｐｓｏｎ） Ｃ
Ｆ２１ 阿伯丁沙门氏菌（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ａｂｅｒｄｅｅｎ） Ｆ
Ｆ２２ 未鉴定出

３. ４　 分离菌的生化鉴定结果

结果显示：３６ 株分离菌均符合沙门氏菌属的生
化特性，但马流产沙门氏菌与其他血清型沙门氏菌生
化特性具有差异。 １４ 株马流产沙门氏菌均不产硫化
氢， 不利用枸橼酸盐，卫矛醇试验为阴性；而 ２２ 株其
他血清型沙门氏菌中，仅 Ｇｉｖｅ 沙门氏菌 Ｆ６ 和 Ｆ１１ 株
不产硫化氢，其余 ２０ 株均产 Ｈ２Ｓ；仅 Ｇｉｖｅ 沙门氏菌
Ｆ１１ 株不利用枸橼酸盐，其余 ２１ 株均可利用枸橼酸
盐；２２ 株其他血清型沙门氏菌的卫矛醇试验均为阳
性。 具体结果见表 ３。
３. ５　 分离菌运动力的检测结果

结果显示，马流产沙门氏菌 Ａ１ ～ Ａ１４ 株的扩散
圈平均直径为 ０. ８ ｃｍ，其他血清型沙门氏菌的扩散
圈平均直径为（２. ７±０. ３）ｃｍ。 可见 ２２ 株马流产沙门
氏菌的平均运动力较 １４ 株其他血清型沙门氏菌弱，
代表菌株的扩散圈见图 ３。
３. ６　 分离菌生物膜形成能力的检测结果

结果（见图 ４） 显示：所有分离菌培养 ２４ ｈ 和
４８ ｈ 的 ＯＤ５７０ 值均显著或极显著高于对照（Ｐ＜０. ０５

或 Ｐ＜０. ０１），说明所有分离菌均能形成生物膜。
３. ７　 致病性试验结果

结果显示：小鼠接种马流产沙门氏菌 Ａ２ 株后第
１０ 小时左右出现嗜睡、被毛凌乱等症状，第 １６ 小时
左右陆续死亡，接种 １４ ｄ 后死亡率为 １００％ （见表
４）；死亡小鼠剖检可见肝脏出现大量针尖状白色坏
死点，脾脏肿大，见 １１６ 页彩图 ５Ａ。 接种乙型副伤寒
Ｊａｖａ 型沙门氏菌 Ｆ１４ 株和阿哥纳沙门菌 Ｆ２０ 株后第
１０ 小时左右出现精神萎靡、食欲不振等症状，第 １８
小时左右小鼠陆续死亡，接种 １４ ｄ 后死亡率分别为
５０. ０％和 ６２. ５％（见表 ４）；死亡小鼠剖检可见肝脏出
现大量坏死灶（见 １１６ 页彩图 ５Ｂ、Ｄ）。 接种鼠伤寒
沙门菌 Ｆ１７ 株后第 １０ 小时左右出现被毛凌乱、精神
沉郁等症状，第 ２０ 小时左右小鼠有死亡现象，接种
１４ ｄ 后死亡率为 １２． ５％（见表 ４）；死亡小鼠剖检可见
肝脏有出血点（见 １１６ 页彩图 ５Ｃ）。 接种其他菌株及
阴性对照小鼠均无死亡（见表 ４），剖检后肝脏无明显
变化（见 １１６ 页彩图 ５Ｅ）。 取病死小鼠肝脏和脾脏进
行细菌分离培养、１６Ｓ ｒＤＮＡ 基因的 ＰＣＲ 扩增与测
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序，结果显示，分离菌与接种菌的测序结果相同。 以
上结果说明马流产沙门氏菌 Ａ２ 株的致病性强于乙
型副伤寒 Ｊａｖａ 型沙门氏菌 Ｆ１４ 株和阿哥纳沙门氏菌
Ｆ２０ 株。

图 ３　 代表菌株的扩散圈

Ｆｉｇ． ３　 Ｄｉｆｆｕｓｉｏｎ ｏｆ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｓｔｒａｉｎｓ

表 ３　 分离菌的生化鉴定结果

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ
ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｓｔｒａｉｎｓ

项目
结果（阳性菌株数 ／检测菌株数）

马流产沙门氏菌 其他血清型沙门氏菌
甘露醇 ＋（１４ ／ １４） ＋（２２ ／ ２２）
葡萄糖 ＋（１４ ／ １４） ＋（２２ ／ ２２）
麦芽糖 ＋（１４ ／ １４） ＋（２２ ／ ２２）
乳糖 －（１４ ／ １４） －（２２ ／ ２２）
蔗糖 －（１４ ／ １４） －（２２ ／ ２２）

三糖铁（ＴＳＩ）
Ｋ；Ａ
－； － （１４ ／ １４） Ｋ ／ Ａ

＋； ＋ ／ － （２０ ／ ２２）

甲基红（ＭＲ）
ＶＰ

＋（１４ ／ １４）
－（１４ ／ １４）

＋（２２ ／ ２２）
－（２２ ／ ２２）

靛基质 －（１４ ／ １４） －（２２ ／ ２２）
硫化氢 －（１４ ／ １４） ＋ ／ －（２０ ／ ２２）
枸橼酸盐 －（１４ ／ １４） ＋ ／ －（２１ ／ ２２）
尿素酶 －（１４ ／ １４） － ／ ＋（２１ ／ ２２）
赖氨酸脱羧酶 ＋（１４ ／ １４） ＋（２２ ／ ２２）
丙二酸盐 －（１４ ／ １４） －（２２ ／ ２２）
卫矛醇 －（１４ ／ １４） ＋（２２ ／ ２２）
氰化钾 －（１４ ／ １４） －（２２ ／ ２２）
山梨醇 ＋（１４ ／ １４） ＋（２２ ／ ２２）
酒石酸盐 －（１４ ／ １４） －（２２ ／ ２２）
明胶 －（１４ ／ １４） －（２２ ／ ２２）

　 　 注：三糖铁试验结果以
斜面；底层

产气；硫化氢
表示，Ｋ 表示产碱（呈

红色），Ａ 表示产酸（呈黄色），＋表示阳性，－表示阴性。

图 ４　 分离菌培养 ２４ ｈ 和 ４８ ｈ 生物膜形成能力的检测结果

Ｆｉｇ． ４　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｂｉｏｆｉｌｍ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｓｔｒａｉｎｓ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｆｏｒ ２４ ｈ ａｎｄ ４８ ｈ
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表 ４　 致病性试验结果

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙ ｔｅｓｔｓ
项目 死亡数量 ／ 只 死亡率 ／ ％ 项目 死亡数量 ／ 只 死亡率 ／ ％
Ａ２ ８ １００ Ｆ１８ ０ ０
Ｆ１ ０ ０ Ｆ２０ ５ ６２. ５
Ｆ２ ０ ０ Ｆ２１ ０ ０
Ｆ６ ０ ０ Ｆ２２ ０ ０
Ｆ１４ ４ ５０. ０ 阴性对照 ０ ０
Ｆ１７ ０ １２. ５

３. ８　 药敏试验结果

３６ 株分离菌的药敏试验结果见表 ５，耐药率统计
结果见图 ６。
　 　 由表 ５ 和图 ６ 可知：３６ 株沙门氏菌分离株对链
霉素、庆大霉素、哌拉西林的耐药率较高，其中对链霉
素的耐药率最高（７５％）；对庆大霉素和哌拉西林的
耐药率分别为 ６８％、６６％；对亚胺培南和美罗培南的
耐药率为 ０。

表 ５　 ３６ 株分离菌的药敏试验结果

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｄｒｕｇ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ３６ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｓｔｒａｉｎｓ
菌株名称 庆大霉素 链霉素 哌拉西林 氨曲南 妥布霉素 环丙沙星 诺氟沙星 氧氟沙星 恩诺沙星 阿米卡星 美罗培南 亚胺培南 头孢曲松 头孢他啶 氨苄西林 卡那霉素

Ａ１ Ｒ Ｒ Ｒ Ｉ Ｓ Ｓ Ｓ Ｉ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｉ
Ａ２ Ｒ Ｒ Ｒ Ｉ Ｓ Ｓ Ｓ Ｉ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｉ Ｉ
Ａ３ Ｒ Ｒ Ｉ Ｒ Ｉ Ｉ Ｓ Ｒ Ｓ Ｉ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ
Ａ４ Ｒ Ｒ Ｒ Ｓ Ｒ Ｓ Ｉ Ｓ Ｓ Ｉ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ
Ａ５ Ｒ Ｒ Ｒ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ
Ａ６ Ｒ Ｒ Ｓ Ｉ Ｓ Ｓ Ｒ Ｉ Ｉ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｉ Ｓ
Ａ７ Ｒ Ｒ Ｉ Ｒ Ｓ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｒ
Ａ８ Ｉ Ｉ Ｒ Ｓ Ｉ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｒ Ｓ Ｓ Ｒ Ｒ Ｓ Ｓ
Ａ９ Ｒ Ｒ Ｒ Ｓ Ｓ Ｒ Ｓ Ｓ Ｓ Ｒ Ｓ Ｓ Ｉ Ｉ Ｓ Ｓ
Ａ１０ Ｉ Ｒ Ｒ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ
Ａ１１ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｉ Ｉ Ｉ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｉ Ｓ
Ａ１２ Ｉ Ｒ Ｓ Ｉ Ｒ Ｓ Ｓ Ｒ Ｓ Ｓ Ｓ Ｉ Ｓ Ｓ Ｓ Ｉ
Ａ１３ Ｒ Ｉ Ｒ Ｓ Ｓ Ｓ Ｒ Ｓ Ｒ Ｒ Ｓ Ｉ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ
Ａ１４ Ｒ Ｒ Ｉ Ｓ Ｉ Ｓ Ｉ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ
Ｆ１ Ｒ Ｒ Ｒ Ｉ Ｓ Ｒ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｒ Ｒ Ｉ
Ｆ２ Ｒ Ｒ Ｒ Ｓ Ｉ Ｓ Ｉ Ｓ Ｉ Ｉ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ
Ｆ３ Ｒ Ｉ Ｉ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｉ
Ｆ４ Ｉ Ｉ Ｒ Ｓ Ｒ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｉ
Ｆ５ Ｒ Ｒ Ｒ Ｓ Ｉ Ｓ Ｒ Ｓ Ｓ Ｒ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｉ Ｉ
Ｆ６ Ｉ Ｒ Ｒ Ｓ Ｓ Ｓ Ｒ Ｓ Ｒ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｒ Ｓ Ｉ
Ｆ７ Ｒ Ｒ Ｓ Ｉ Ｓ Ｒ Ｓ Ｉ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｉ Ｓ Ｉ
Ｆ８ Ｉ Ｒ Ｉ Ｓ Ｉ Ｓ Ｓ Ｓ Ｒ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｉ Ｉ Ｓ
Ｆ９ Ｒ Ｒ Ｒ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ
Ｆ１０ Ｉ Ｉ Ｉ Ｓ Ｒ Ｉ Ｓ Ｓ Ｉ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ
Ｆ１１ Ｓ Ｒ Ｒ Ｒ Ｓ Ｓ Ｓ Ｒ Ｓ Ｉ Ｓ Ｓ Ｒ Ｓ Ｓ Ｒ
Ｆ１２ Ｉ Ｒ Ｒ Ｓ Ｓ Ｉ Ｉ Ｓ Ｒ Ｓ Ｓ Ｉ Ｉ Ｓ Ｓ Ｓ
Ｆ１３ Ｒ Ｓ Ｒ Ｓ Ｓ Ｓ Ｒ Ｓ Ｒ Ｒ Ｓ Ｉ Ｓ Ｓ Ｓ Ｒ
Ｆ１４ Ｉ Ｉ Ｓ Ｒ Ｉ Ｓ Ｓ Ｒ Ｓ Ｓ Ｓ Ｉ Ｒ Ｓ Ｒ Ｉ
Ｆ１５ Ｒ Ｒ Ｒ Ｓ Ｉ Ｓ Ｉ Ｓ Ｉ Ｓ Ｓ Ｓ Ｉ Ｓ Ｓ Ｉ
Ｆ１６ Ｒ Ｒ Ｒ Ｓ Ｓ Ｉ Ｒ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｉ
Ｆ１７ Ｒ Ｉ Ｉ Ｓ Ｒ Ｉ Ｓ Ｓ Ｓ Ｉ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｒ Ｓ
Ｆ１８ Ｉ Ｒ Ｓ Ｉ Ｉ Ｓ Ｉ Ｉ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｉ
Ｆ１９ Ｒ Ｒ Ｒ Ｉ Ｓ Ｓ Ｓ Ｉ Ｉ Ｉ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｉ
Ｆ２０ Ｉ Ｒ Ｒ Ｒ Ｓ Ｓ Ｉ Ｒ Ｒ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ
Ｆ２１ Ｒ Ｒ Ｒ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｒ Ｓ Ｓ Ｓ Ｉ Ｉ Ｓ Ｓ Ｓ
Ｆ２２ Ｉ Ｒ Ｒ Ｉ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｉ Ｓ Ｓ Ｉ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ

　 　 注：Ｒ 表示耐药，Ｓ 表示敏感，Ｉ 表示中敏。

３. ９　 分离菌对噬菌体敏感性的检测结果

结果显示：１４ 株马流产沙门氏菌对 ９ 株噬菌体

均敏感；而其他血清型沙门氏菌对 ９ 株噬菌体的敏感

性不同，其中山夫顿堡沙门氏菌 Ｆ１ 株及 Ｇｉｖｅ 沙门氏

菌 Ｆ６、Ｆ１１ 株仅对 １ 株噬菌体敏感，汤卜逊沙门氏菌

Ｆ１８、Ｆ１９ 及阿哥纳沙门氏菌 Ｆ２０ 株对 ９ 株噬菌体均

不敏感。 见表 ６。

４　 讨论

研究结果表明，马流产沙门氏菌可以引起孕鼠流
产［１２］。 本试验从 １４ 份驴流产病料中分离到了 １４ 株
马流产沙门氏菌，说明马流产沙门氏菌是引起孕驴流
产的重要病原。 另外本试验还分离到了 ２２ 株其他血
清型沙门氏菌，其中 Ｆ１ 株为山夫顿堡沙门氏菌，Ｆ２、
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图 ６　 分离菌的耐药率检测结果

Ｆｉｇ． ６　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｄｒｕｇ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ ｏｆ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｓｔｒａｉｎｓ

　 　 　 　

Ｆ３、Ｆ４、Ｆ５、Ｆ７、Ｆ８、Ｆ９、Ｆ１０、Ｆ１２、Ｆ１３、Ｆ１５ 株为肯塔基
沙门氏菌，Ｆ６、Ｆ１１ 株为 Ｇｉｖｅ 沙门氏菌，Ｆ１４ 株为乙型
副伤寒 Ｊａｖａ 型沙门氏菌，Ｆ１６、Ｆ２０ 株为阿哥纳沙门
氏菌，Ｆ１７ 株为鼠伤寒沙门氏菌，Ｆ１８、 Ｆ１９ 株为汤卜
逊沙门氏菌，Ｆ２１ 株为阿伯丁沙门氏菌。 由于本试验
使用的沙门氏菌诊断血清有限，Ｆ２２ 未鉴定出血清
型，有待后续通过更多诊断血清来鉴定。
　 　 蒲小峰等［１３］用 １×１０８ ～ １×１０９ｃｆｕ 的马流产沙门
氏菌接种 ５ 周龄昆明小鼠，结果显示，小鼠死亡率为
８３％～ １００％。 孙阳阳等［１４］ 用 ４×１０７ｃｆｕ 的马流产沙
门氏菌接种小鼠，结果显示，小鼠仅发生腹泻但无死
亡情况。 本试验用 ２×１０８ｃｆｕ 的马流产沙门氏菌 Ａ２
株腹腔注射昆明小鼠，结果表明，小鼠死亡率为
１００％，说明该马流产沙门氏菌分离株的致病性较强。

表 ６　 ２２ 株其他血清型沙门氏菌对噬菌体敏感性的检测结果

Ｔａｂｌｅ ６　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ２２ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｆ ｏｔｈｅｒ ｓｅｒｏｔｙｐｅｓ ｏｆ Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ

菌株名称
噬菌体名称

Ａ１８０２８ Ｃ５９１０２ Ｆ５９１０２ Ｆ１８０２４ Ｆ１８０３８ Ｅ１７０１６ ＤＳ２ ＤＳ４ ５ＦＳ４
Ｆ１ ＋＋ － － － － － － － －
Ｆ２ ＋＋＋ － － ＋＋ － ＋＋＋ － － －
Ｆ３ － ＋＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋＋ － － － －
Ｆ４ － ＋＋ ＋＋＋ ＋＋ ＋＋ － － － －
Ｆ５ － ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋ － － － －
Ｆ６ ＋＋＋ － － － － － － － －
Ｆ７ － ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋ － － － －
Ｆ８ － ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋ ＋＋＋ － － － －
Ｆ９ － ＋＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋＋ － － － －
Ｆ１０ － ＋＋＋ ＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋ － － － －
Ｆ１１ ＋＋ － － － － － － － －
Ｆ１２ － ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋ － － － －
Ｆ１３ － ＋＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋＋ － － － －
Ｆ１４ ＋＋＋ － － － － － ＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋
Ｆ１５ － ＋＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ － － － －
Ｆ１６ － － － － － － － － －
Ｆ１７ ＋＋＋ － － － － － － － ＋＋
Ｆ１８ － － － － － － － － －
Ｆ１９ － － － － － － － － －
Ｆ２０ － － － － － － － － －
Ｆ２１ ＋＋ － － ＋＋ － － － － －
Ｆ２２ ＋＋ － － ＋＋ ＋ ＋＋＋ － － －

　 　 注：＋表示仅有裂解痕迹，＋＋表示有不透明的噬菌斑，＋＋＋表示有大而透明的噬菌斑，－表示没有裂解能力。

此外，从驴粪样本中分离出的乙型副伤寒 Ｊａｖａ 型沙
门氏菌 Ｆ１４ 株和阿哥纳沙门氏菌 Ｆ２０ 株对小鼠也表
现出了致病性，致死率分别为 ５０. ０％和 ６２. ５％，说明
沙门氏菌不同菌株的致病性存在差异。 研究结果表
明，乙型副伤寒 Ｊａｖａ 型沙门氏菌可导致婴儿发生脑
膜炎［１５］，而阿哥纳沙门氏菌可导致人类出现腹泻症
状［１６］。 但这两种沙门氏菌对驴的致病性有待进一步

研究。
孙莹慧等［１７］对 ９ 株驴源马流产沙门氏菌进行了

药敏试验，结果表明，９ 株菌对阿莫西林和链霉素均
有耐药性。 王思敏等［１８］发现 ４ 株羊源沙门氏菌对利
福平、林可霉素、青霉素等 １０ 种抗菌药物均具有耐药
性，且均为多重耐药菌。 本试验分离到的 ３６ 株沙门
氏菌对链霉素、庆大霉素、哌拉西林的耐药率较高，对

·００１·
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培南类药物（亚胺培南和美罗培南）的耐药率为 ０。
培南类药物属于碳青霉烯类抗生素，主要针对顽固性
细菌感染［１９］，驴场在临床上很少使用该类抗生素，因
此具有较高的敏感性。 Ｙ． Ｓ． Ｃｈｕｎｇ 等［２０］的研究结果
表明，链霉素为治疗马属动物革兰氏阴性菌病的首选
抗菌药。 本试验分离到的 ３６ 株沙门氏菌对链霉素耐
药率高达 ７５％，这可能与驴场长期使用链霉素有关。
细菌耐药性的普遍存在会导致临床上出现无药可用
的尴尬局面，尤其是妊娠母驴使用药物时更应该考虑
药物的不良反应，因此开发和研制替抗药物势在
必行。

噬菌体是一种高度特异性的病毒，可快速杀灭特
定的细菌［２１］。 研究结果表明，由多株噬菌体制备的
鸡尾酒制剂可以拓宽宿主谱，对细菌具有较好的杀灭
效果［２２－２３］。 本试验采用双层平板法分别检测 ３６ 株
沙门氏菌分离株对 ９ 株噬菌体 Ａ１８０２８、 Ｃ５９１０２、
Ｆ５９１０２、Ｆ１８０２４、Ｆ１８０３８、Ｅ１７０１６、ＤＳ２、ＤＳ４、５ＦＳ４ 的
敏感性，结果表明：１４ 株马流产沙门氏菌对 ９ 株噬菌
体均敏感，因此用噬菌体治疗马流产沙门氏菌感染将
会取得较好的效果；而 ２２ 株其他血清型沙门氏菌对
９ 种噬菌体的敏感性不同，其中山夫顿堡沙门氏菌 Ｆ１
株及 Ｇｉｖｅ 沙门氏菌 Ｆ６、Ｆ１１ 株仅对 １ 株噬菌体敏感，
汤卜逊沙门氏菌 Ｆ１８、Ｆ１９ 株及阿哥纳沙门氏菌 Ｆ２０
株对 ９ 株噬菌体均不敏感，因此为了达到良好的治疗
效果，可将多株噬菌体联合使用来治疗沙门氏菌
感染。

５　 结论

本试验从 １４ 份驴流产病料与 １３７ 份驴粪便样本
中分离得到 １４ 株马流产沙门氏菌和 ２２ 株其他血清
型沙门氏菌，这些沙门氏菌的生物学特性存在差异，
其中马流产沙门氏菌对噬菌体具有很强的敏感性，该
结果为驴源沙门氏菌病的防控提供一定的参考。
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彩　 图

·特种动物研究·

山东地区驴源沙门氏菌的分离鉴定及其生物学特性比较分析
（作者刘香等，正文见第 ９４－１０１ 页）

图 １　 代表菌株的菌落形态

Ｆｉｇ． １　 Ｃｏｌｏｎｙ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｓｔｒａｉｎｓ

图 ５　 小鼠解剖结果

Ｆｉｇ． ５　 Ｄｉｓｓｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｍｉｃｅ
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·特种动物研究·

野血牦牛和家养牦牛瘤胃发酵参数及微生物多样性的比较分析
（作者洛桑顿珠等，正文见第 １０２－１０９ 页）

图 ６　 野血牦牛与家养牦牛瘤胃优势菌群分析结果
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