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摘要：为了解华北地区乳房炎奶样中大肠杆菌的耐药情况，本试验采集华北地区乳房炎奶样 240 批次，采用 EMB 培养基和菌

悬液法对大肠杆菌进行分离鉴定，通过纸片扩散法对常用的八类 29 种抗生素进行药敏试验。试验结果表明共分离大肠杆菌 17 株

（7.08%）。药敏试验结果显示大肠杆菌分离株表现出高度耐药和多重耐药。分离株对至少 4 种抗生素产生耐药性，最多耐药 19 种，

耐药 5 种以上的菌株较多（58.82%）；针对单一抗生素，分离菌株对青霉素、苯唑西林、林可霉素 3 种药物耐药率高达 100%。针对

不同种类抗生素，大肠杆菌分离株对 β-内酰胺类药物和林可酰胺类药物的耐药率分别为 55.15%，61.76%，均超过半数。本研究旨在

发现乳房炎奶样中大肠杆菌的耐药性规律，并根据数据对奶牛乳房炎精准防控，减少牛乳中兽药残留，提升牛乳质量。 
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Abstract: In order to investigate the drug resistance of E. coli in the breast milk samples in North China, 240 batches of mastitis milk 

samples from North China were collected. E. coli was isolated and identified by EMB medium and bacterial suspension method. Susceptibility 

tests were performed on eight commonly used antibiotics. The results showed that 17 strains (7.08%) of Escherichia coli were isolated. The 

results of drug susceptibility tests showed that isolated strains of E. coli showed high resistance and multi-drug resistance. The isolated strains 

were resistant to 4 antibiotics at least, with the most resistant 19 species, and more than 5 resistant strains (58.82%). For single antibiotics, the 

resistance rate to penicillin, oxacillin, and lincomycin of isolated strains was 100%. For different types of antibiotics, the resistance rates of 

isolated strains of E. coli to β-lactams and lincosamides were 55.15% and 61.76%, respectively. The objective of this work was to find out the 

drug resistance of E. coli in milk samples from mastitis. It was helpful to prevent and control cow mastitis according to the data and reduce the 

residue of veterinary drugs in milk, which would improve the quality of milk. 
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牛乳富含多种营养成分，易消化吸收，已成为人

们餐桌上不可缺少的食物[1]。 
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近年来，牛场工作人员不合理的使用抗生素，导

致牛奶中致病菌的耐药情况逐年恶化。奶牛乳房炎的

高发病率严重影响了人们对牛乳的质量要求，其是影

响世界奶牛业发展的主要疾病之一，由世界奶牛协会

调查数据统计可知，全世界约有 1/3 的奶牛患有各种

类型乳房炎，各个国家都不同程度上受到奶牛乳房炎

的困扰，其每年造成经济损失高达 350 亿美元[2~5]。 
据统计，在印度[6]，大肠杆菌是引起奶牛乳房炎

的第二大常见病原菌，仅次于金黄色葡萄球菌；在中

国奶牛养殖场，大肠杆菌也是引起奶牛乳房炎常见的

病原菌之一[7]。 
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目前国内外治疗奶牛乳房炎的主要方法为抗生素

治疗，该方法快速有效，但不合理使用会使致病菌产

生耐药性，使治疗效果减弱[8]。目前关于细菌的耐药

机制主要分为遗传学机制和生化机制，其中遗传学机

制又分为固有耐药和获得性遗传[9]。获得性耐药则是

在长期使用抗生素后，细菌通过自发突变和水平基因

转移获得专门的耐药基因以保证自身生存，从而导致

细菌的固有耐药。因此研究乳房炎奶样中大肠杆菌的

耐药情况是十分必要的。王晓[10]等收集中国北方地区

某奶牛场患乳房炎奶牛奶样研究分析表明，奶样分离

出所得的 28 株大肠杆菌对苯唑西林和万古霉素的耐

药率均为 100%，对青霉素和克林霉素的耐药率均为

96.43%，而对大观霉素、庆大霉素、呋喃妥因、头孢

西丁、妥布霉素、左氟沙星等抗生素的耐药率均为0%；

许丹丹[11]等收集新疆石河子地区奶牛场患乳房炎的

奶牛牛乳，分离所得 16 株大肠杆菌对头孢唑啉、氧氟

沙星、克林霉素的敏感率分别为 100%、87.50%和

75.00%；对庆大霉素、氨苄西林、链霉素的敏感率分

别为 68.75%、43.75%和 18.75%；张亚茹[12]等人通过

查阅近 15 年有关资料总结得出，奶牛乳房炎主要致病

菌对青霉素类、大环内酯类和四环素类 3 类传统抗生

素耐药性升高最明显，磺胺类和氨基糖苷类的耐药性

上升较快，头孢菌素类和喹诺酮类等广谱抗生素在 20
年间耐药性报道较少。由此可见，我国患乳房炎奶牛

牛乳中大肠杆菌耐药情况并不乐观。 
目前来讲，奶牛乳房炎病原菌呈现出高度耐药性

和多重耐药性是畜牧业面临的棘手问题[13]，必须引起

足够的重视。本文收集华北地区乳房炎奶样，进行耐

药性试验，旨在对抗生素的作用机制进行深入研究，

指导牛场工作人员科学合理使用抗生素，针对性用药，

提高牛乳质量[14]。 

1  材料与方法 

1.1  样品来源 

本试验样品来源为我国华北地区中小型牧场（奶

牛存栏数为 200~500 头）：河北省 100 批次，天津市

100 批次，山东省 25 批次，北京市 15 批次，共计 240
批次乳房炎奶样，采样时间范围为 2018 年 3 月~10 月

份。 

1.2  采样方法 

采样时，首先用温水拭净乳房和乳头，后用 75%
的酒精对奶牛的乳房及采样者双手进行消毒，按照国

家无菌标准操作流程挤奶，弃前 3 把奶，收集 50 mL
样品于灭菌试管中，及时密封，并标明样品编号，于

冰盒内保存，及时送到试验室检验。 

1.3  大肠杆菌的分离和纯化培养 

将样品充分混匀后，吸取 2 mL 奶样接种至 15 mL
胰蛋白胨蛋白肉汤（TSB）培养基中，37 ℃恒温培养

24 h，进行增菌，然后将培养好的细菌接种于伊红美

蓝(EMB)培养基，37 ℃恒温倒置培养 24 h。 
用接种环挑取上述培养后的 EMB 培养基上出现

的紫黑色，对光观察具有金属光泽的单个典型菌落涂

片，革兰氏染色，镜检。视野中菌体形态应是两端钝

圆、短小的杆状菌。将镜检后的菌体再接种于 TSB 肉

汤中。振荡摇匀，37 ℃培养 18~24 h，并编号，以备

生化鉴定[15]，EMB 培养基和 TSB 培养基均购自青岛

海博生物技术有限公司。 

1.4  大肠杆菌的生化鉴定 

表1 生化鉴定结果比照表 

Table 1 Biochemical identification results comparison table 

产品名称 
结果判定 

培养时间/h 阴阳性 备注 
阳性 阴性 

蛋白胨水 

(色氨酸肉汤) 
红色环 黄色环 24 阴/阳性(+/-) 滴加 Kovacs 靛基质试剂 0.2~0.3 mL 

MR 红色 黄色或不变色 96±2 阳性(+) 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 阴性(-) 
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 阴性(-)  

本试验生化鉴定方法采用菌悬液法。取疑似大肠

杆菌的菌悬液胰蛋白胨大豆琼脂（TSA）培养基上进

行培养。取装有 2 mL 无菌水的试管，用无菌接种环

从上述培养完毕的 TSA 平板上挑取单个菌落试管内，

于试管壁仔细研磨菌落，配制成 0.5 麦氏浊度的菌悬

液，将配制好的菌悬液分别接种于西蒙氏枸橼酸盐培

养基、蛋白胨水(色氨酸肉汤)和 MR-VP(2 支)微量生化

鉴定管中(按照说明书或每根鉴定管滴 2~3 滴)，接种
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完毕后，用封口膜封口。置于 37 ℃的生化培养箱培

养。大肠杆菌的生化鉴定判别标准详见表 1，符合蛋

白胨(+/-)，MR(+)，VP(-)，西蒙氏枸橼酸盐(-)的菌株

即可确定为大肠杆菌[16]，TSA 培养基和微量生化鉴定

管均购自青岛海博生物技术有限公司。 

表2 抗菌药物试纸片 

Table 2 Antibacterial drug test piece 

药物种类 药物名称 兽用/非兽用 试纸片药物含量/(μg/片) 

β-内酰胺类药物 

(必)头孢哌酮 非兽用 75 

(青)青霉素 G 兽用 10 

(肟)头孢噻肟 非兽用 30 

(氨)氨苄西林 兽用 10 

(叮)头孢西丁 非兽用 30 

(莫)阿莫西林/羟氨苄青 兽用 10 

(吩)头孢噻吩 兽用 30 

(笨)苯唑西林 兽用 1 

大环内酯类药物 

(红)红霉素 兽用 15 

(乙)乙酰螺旋霉素 兽用 30 

(阿)阿奇霉素 兽用 15 

喹诺酮类药物 

(环)环丙沙星 兽用 5 

(恩)恩诺沙星 兽用 5 

(氟)诺氟沙星/氟哌酸 兽用 10 

(嗪)氧氟沙星 非兽用 5 

四环素类药物 
(强)多西环素/强力霉素 兽用 30 

(四)四环素 兽用 30 

磺胺类药物 
(TMP)甲氧苄氨嘧啶/甲氧苄啶 非兽用 5 

(ZIS)磺胺异噁唑 兽用 300 

氨基糖苷类药物 

(庆)庆大霉素 兽用 10 

(链)链霉素 兽用 10 

(壮)大观霉素 兽用 100 

(妥)妥布霉素 非兽用 10 

(新)新霉素 兽用 30 

(卡)卡那霉素 兽用 30 

(丁)阿米卡星/丁胺卡那 兽用 30 

(林)林可霉素/洁霉素 兽用 2 

林可酰胺类药物 (克)克林霉素 兽用 2 

氯霉素类药物 (氯)氯霉素 兽用 30 

1.5  大肠杆菌药敏试验 

药敏试验是根据 CLSI(Clinicai and Laboratory 
Standards Institute)标准采用纸片扩散法[17,18]。先将大

肠杆菌纯菌株增菌液稀释至 0.5 麦氏浊度，后用无菌

镊子夹取适量无菌棉蘸取稀释液，均匀涂布在 MHA
琼脂培养基上，用无菌镊子取药敏片(本试验共采用八

类 29 种抗生素药物，药敏片种类详见表 2)间隔相同

距离贴在平板上，呈正三角形，每个平板上贴 3 个不

同药敏片，贴好后将培养基放在 37 ℃恒温培养箱内，

倒置培养 18~24 h。培养结束后，以游标卡尺测量并

记录培养基上各个抑菌圈的直径，按照 CLSI 推荐的

《抗微生物药物敏感性试验执行标准》将药敏性结果

分为敏感(S)、中介(I)和耐药(R)。 

2  结果与分析 

2.1  大肠杆菌鉴定结果 

经过分离、纯化、生化鉴定后，从华北地区 240
批次样品中共分离 17 株大肠杆菌，其中河北省 5 株，
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天津市 4 株，山东省 5 株，北京市 3 株。具体分离情

况见表 3。 
表3 样品组成和大肠杆菌检出结果统计表 

Table 3 Statistical table of sample composition and E. coli 

detection results 

采样地区 样品数 
/批次 

大肠杆菌分离数 
/株 

分离率 
/% 

河北 

天津 

山东 

北京 

100 5 5.00 

100 4 4.00 

25 5 20.00 

15 3 20.00 

合计 240 17 7.08 

   
图1 大肠杆菌生长状况阴阳对照 

Fig.1 The positive and negative comparison of the growth of E. 

coli 

由表 3 可知，河北、天津、山东、北京乳房炎奶

样中大肠杆菌分离率为分别为 5.00%、4.00%、20.00%、

20.00%。河北、天津奶样中大肠杆菌分离率均在 5%
以下，检出率较低；山东和北京地区奶样中大肠杆菌

检出率较高。图 1 为本试验中大肠杆菌在伊红美蓝

(EMB)培养基生长菌落形态的阴阳性对照。 

2.2  药敏试验结果 

通过纸片扩散法对 17 株大肠杆菌分离株进行药

敏试验，药敏试验选用牛场常用的八大类 29 种抗生

素。药敏试验中药敏片周围抑菌圈情况见图 2。 

 
图2 药敏试验现象 

Fig.2 Antibiotics susceptibility experiment 

表4 华北地区奶样中大肠杆菌耐药性分析 

Table 4 Analysis of Antibiotics Resistance of E. coli in milk samples in North China 

药物 
河北  天津 山东 北京 

敏感率/% 耐药率/%
S R  S R S R S R 

必 5 0  2 2 0 4 3 0 58.82 35.29 

青 0 5  0 4 0 5 0 3 0 100.00 

肟 4 1  1 3 0 5 3 0 47.06 52.94 

氨 3 1  1 3 0 4 3 0 41.18 47.06 

叮 5 0  2 2 5 0 3 0 88.24 11.76 

莫 3 1  1 2 0 5 3 0 41.18 47.06% 

吩 4 0  1 3 0 5 3 0 47.06 47.06 

苯 0 5  0 4 0 5 0 3 0 100.00 

红 2 2  4 0 4 1 2 0 70.59 17.65 

乙 0 5  0 4 0 5 0 3 0 100.00 

阿 5 0  4 0 5 0 3 0 100.00 0 

环 4 1  3 1 5 0 3 0 88.24 11.76% 

恩 4 1  3 1 5 0 3 0 88.24 11.76 

氟 4 1  3 1 5 0 3 0 88.24 11.76 

嗪 4 1  3 1 5 0 3 0 88.24 11.76 

强 4 1  4 0 3 1 2 0 76.47 11.76 

四 4 1  4 0 5 0 4 0 94.12 5.88 

TMP 4 1  3 1 5 0 3 0 88.24 11.76 

转下页
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ZIS 0 2  0 1 0 0 0 2 0 29.41 

庆 4 1  4 0 5 0 3 0 94.12 5.88 

链 4 1  4 0 5 0 3 0 94.12 5.88 

壮 5 0  4 0 5 0 3 0 100.00 0 

妥 4 1  4 0 5 0 3 0 94.12 5.88 

新 4 1  4 0 5 0 3 0 94.12 5.88 

卡 4 1  4 0 3 0 2 0 76.47 5.88 

丁 5 0  2 0 5 0 3 0 88.24 0 

林 0 5  0 4 0 5 0 3 0 100.00 

克 0 1  0 2 0 0 0 0 0 17.65 
氯 4 1  2 0 3 2 3 0 70.59 17.65 

注：S 表示敏感；I 表示中度耐药；R 表示高度耐药。 

表5 华北地区17株大肠杆菌对8类抗生素耐药情况 

Table 5 17 strains of E.coli in North China resistant to 8 antibiotics 

抗生素类型 耐药株数/株 平均耐药率/% 

β-内酰胺类 

头孢哌酮 6 

55.15 

青霉素 G 17 

头孢噻肟 9 

氨苄西林 8 

头孢西丁 2 

阿莫西林 8 

头孢噻吩 8 

苯唑西林 17 

大环内酯类 

红霉素 3 

39.12 乙酰螺旋霉素 17 

阿奇霉素 0 

喹诺酮类 

环丙沙星 2 

11.76 
恩诺沙星 2 

诺氟沙星/氟哌酸 2 
氧氟沙星 2 

四环素类 
多西环素/强力霉素 2 

15.69 
四环素 1 

磺胺类 
甲氧苄氨嘧啶/甲氧苄啶 2 

磺胺异噁唑 5 

氨基糖苷类 

庆大霉素 1 

5.04 

链霉素 1 

大观霉素 0 

妥布霉素 1 

新霉素 1 

卡那霉素 2 

阿米卡星 0 

林可酰胺类 
林可霉素/洁霉素 17 

58.83 
克林霉素 3 

氯霉素类 氯霉素 3 17.65 
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根据 CLSI 标准对华北地区奶样中分离的大肠杆

菌的耐药性进行分析，其分析结果见表 4。 
由表 4 可知，29 种抗菌药物中有 4 种抗菌药物的

耐药率超过了 50%，包括青霉素、头孢噻肟、苯唑西

林和林可霉素。其中青霉素、苯唑西林、林可霉素这

3 种抗生素的耐药率均达到 100.00%，说明河北、天

津、山东、北京地区患病牛乳大肠杆菌对这 3 种抗菌

药物完全耐药，治疗奶牛乳房炎完全失去作用，在临

床应用时应该避免使用这 3 种药物。值得注意的是，

大肠杆菌分离株对阿奇霉素、大观霉素、阿米卡星的

耐药率均是 0%，该数据可以在治疗该地区奶牛乳房

炎时提供依据，对症下药。为了做进一步耐药性分析，

将17株大肠杆菌对8类抗生素的耐药情况分别进行统

计，详见表 5。 
由表 5 可知，这 8 类抗菌药物中，大肠杆菌分离

株对β-内酰胺类药物和林可酰胺类药物的耐药率分别

为 55.15%、61.76%，均超过了 50%，耐药率偏高。

大肠杆菌分离株对其他 6 类抗菌药物的耐药率均在

20%以下，但对 β-内酰胺类药物和林可酰胺类药物的

耐药率值得引起关注，防止治疗乳房炎时药物的滥用

及耐药性菌株的泛滥情况的发生。 
综合表 4 及表 5 可知，不同菌株对不同种、不同

类的抗菌药物具有不同的耐药性，此外，该试验中的

大肠杆菌分离株存在较为严重的多重耐药情况，详见

图 3。17 株大肠杆菌中，无一株菌对 29 种药物均有耐

药性或仅对一种药物有耐药性，最多耐药 19 种，最少

耐药 4 种，耐药 5 种以上的菌株所占比率为 58.82%。

大肠杆菌分离株对多种抗菌药物高度耐药性以及如此

之高的多重耐药率应引起兽医工作者的高度重视。 

 
图3 大肠杆菌分离株多重耐药情况 

Fig.3 Multidrug resistance of E. coli isolates 

3  结论 

3.1  随着我国经济实力不断的提高，奶牛产业也在不

断的进步，奶牛业及其乳制品行业的不断发展和人类

对公共卫生安全的重视，乳源性致病菌的危害已经引

起了相关学者和兽医工作者的极大重视[19,20]。 
3.2  本试验从中国华北地区收集的共240批次乳房炎

样品中共分离出 17 株大肠杆菌，并对其进行了 29 种

抗菌药物的药敏试验，较为系统的调查了该地区奶牛

场奶样中大肠杆菌的耐药情况，在一定程度上可以为

该地区奶牛场治疗奶牛乳房炎提供数据支持，根据药

敏试验结果用药，减少抗菌药物的滥用，防止超级细

菌的出现及传播。 
3.3  研究表明河北、天津、山东、北京乳房炎奶样中

大肠杆菌分离率为分别为 5.00%、4.00%、20.00%、

20.00%，天津地区奶样中大肠杆菌的检出率最低，山

东和北京奶样中大肠杆菌分离率较高，说明这两个省

份奶场在牛奶的生产及运输的过程中存在污染的问

题。本试验中大肠总分离率为 7.08%，药敏试验中 29
种抗菌药物中有 4 种抗菌药物的耐药率超过了 50%，

包括青霉素(100.00%)、头孢噻肟(52.94%)、苯唑西林

(100.00%)、林可霉素(100.00%)，说明华北地区治疗乳

房炎用药情况不容乐观，值得注意的是，其中四个省

份奶样中大肠杆菌分离株对青霉素、苯唑西林、林可

霉素这 3 类抗生素的耐药率更是达到了 100.00%，四

个省份的兽医工作者在治疗奶牛乳房炎时应避免使用

这 3 类抗生素。然而大肠杆菌分离株对阿奇霉素、大

观霉素、阿米卡星的耐药率均是 0%，所以兽医工作

者在治疗奶牛乳房炎时，可以使用其它种类的抗生素

搭配上述 3 类抗生素药物，提高疗效。 
3.4  本研究所使用的 8 类抗菌药物，大肠杆菌分离株

对β-内酰胺类药物和林可酰胺类药物的耐药率分别为

55.15%、61.76%，均超过了半数。在临床治疗时，应

尽量避免使用这两种药物。大肠杆菌分离株表现出的

多重耐药性，可能与大肠杆菌产生耐药性的特点与奶

牛场治疗奶牛乳房炎时抗生素的使用习惯和频率相

关，这与徐继英[21]报道的结果相符。 
3.5  通过以上研究，希望可以引起华北地区奶场工作

人员的重视，在治疗奶牛乳房炎时可以先进行大肠杆

菌药敏性试验[22]，根据试验结果，对症下药，避免抗

生素的滥用，使细菌耐药性增强，同时减少牛乳中药

物残留，防止对消费者造成损害。 
3.6  随着近年来国内的规模化、集中化奶牛养殖愈来

愈多，乳源致病菌的耐药性问题日益显著，亟待相关

学者解决。因此，对国内各地区奶牛养殖场进行致病

菌耐药性的流行病学调查及监控就显得极为必要[23]，

本研究对华北地区奶样中大肠杆菌的耐药性分析，可

以为大肠杆菌的耐药性控制及奶牛乳房炎的临床治疗

用药提供一定的科学依据。 
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