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摘  要：【背景】林麝是我国特殊经济动物，细菌性疾病在圈养麝种群中高发，研究相关病原对

林麝疾病防控具有重要意义。【目的】探究导致 1 例林麝死亡的病原微生物的耐药性和致病性。

【方法】对死亡林麝进行细菌分离鉴定、药敏试验、小鼠致病性试验、耐药基因及毒力基因检测。

【结果】该林麝为缓慢葡萄球菌(Staphylococcus lentus)和大肠杆菌(Escherichia coli)混合感染，两株

分离菌分别命名为菌株 23HYSL 和菌株 23HYEC。药敏试验显示菌株 23HYSL 对氨曲南、林可霉

素、四环素和磺胺异噁唑耐药，而菌株 23HYEC 为产超广谱 β-内酰胺酶的多重耐药大肠杆菌。小

鼠致病性试验显示菌株 23HYSL 的 LD50 为 1.39×108 CFU，菌株 23HYEC 的 LD50 为 8.97×107 CFU，

病理切片结果显示混合感染组的脾脏病变程度更严重，并且混合感染能帮助菌株 23HYEC 在小鼠

的心脏和肝脏定殖。两种菌均检出耐药基因 sul2、tetA、tetC、blaTEM 和 blaCTX-M。同时检出菌株

23HYSL 携带毒力基因 clfa，菌株 23HYEC 携带包括 astA 在内的 5 个毒力基因。【结论】分离到林

麝源缓慢葡萄球菌，同时进行了该菌与混合感染的 astA+大肠杆菌的耐药性和致病性研究，为相关

疾病的防治和合理用药提供了依据。 
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Abstract: [Background] Forest musk deer are valuable economic animals in China. Captive musk 
deer populations frequently suffer from bacterial diseases, and thus studying the related pathogens 
is of great significance for the prevention and control of diseases attacking forest musk deer. 
[Objective] To investigate the drug resistance and pathogenicity of the microorganisms causing the 
death of a forest musk deer. [Methods] Bacteria were isolated from a deceased musk deer and 
identified. The drug susceptibility, pathogenicity in mice, and resistance gene and virulence genes 
of the isolates were studied. [Results] The forest musk deer suffered from mixed infection of 
Staphylococcus lentus (named 23HYSL) and Escherichia coli (named strain 23HYEC). The strain 
23HYSL was resistant to aztreonam, lincomycin, tetracycline, and sulfisoxazole, while strain 
23HYEC was a multi-drug resistant E. coli strain producing extended-spectrum β-lactamases. The 
median lethal doses (LD50) of strain 23HYSL and strain 23HYEC in mice were 1.39×108 CFU and 
8.97×107 CFU, respectively. The pathological sections showed that the mixed infection caused 
severer spleen lesions and facilitated the colonization of strain 23HYEC in the heart and liver of 
mice. Both strains carried the resistance genes sul2, tetA, tetC, blaTEM, and blaCTX-M. In addition, 
strain 23HYSL carried the virulence gene clfa, while strain 23HYEC carried 5 virulence genes 
including astA. [Conclusion] We isolated S. lentus from forest musk deer for the first time and 
studied the drug resistance and pathogenicity of this bacterium in the case of mixed infection with 
astA+ E. coli, giving insights into the prevention of related diseases and the rational use of drugs. 
Keywords: forest musk deer; Staphylococcus lentus; Escherichia coli; pathogenicity 
 

林麝(Moschus berezovskii)是一种胆小、谨

慎、独居的小型反刍动物，属于国家一级保护动

物，同时被国际自然保护联盟列为濒危物种[1]。

我国自 1958 年以来一直在发展人工养麝，而圈

养种群患病对林麝繁殖、泌香和生存产生重要

影响。据调查，发病率最高的是铜绿假单胞菌

(Pseudomonas aeruginosa)、解没食子酸链球菌

(Streptococcus gallolyticus) 和 大 肠 杆 菌

(Escherichia coli)等细菌引起的呼吸道、泌尿道

及外科疾病[2-3]。随着引起林麝死亡的弗格森埃

希菌(Escherichia fergusonii)[4]、创口博德特氏菌

(Bordetella trematum)[5] 和 蜡 样 芽 孢 杆 菌

(Bacillus cereus)[6]等被首次报道，机会致病菌在

实验室检测中的重要性也更加值得关注。 
缓慢葡萄球菌(Staphylococcus lentus)是一种

凝 固 酶 阴 性 葡 萄 球 菌 (coagulase-negative 
Staphylococcus, CoNS)，属于松鼠葡萄球菌群。

缓慢葡萄球菌普遍被认为是一种动物病原体，
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已从宠物、农场动物、野生动物和零售肉类中

分离出来 [7]。在鼻窦炎、心内膜炎、腹膜炎、

感染性休克、尿路感染、伤口感染等几种严重

的人类感染中，也发现缓慢葡萄球菌的致病菌，

其临床意义明显增加。作为一种机会致病菌，

其通常易感于新生儿或者患有严重基础性疾病

等免疫力相对低下的群体，但目前尚无林麝感

染缓慢葡萄球菌的报道[8-10]。大肠杆菌存在于哺

乳动物肠道中，根据遗传和临床标准分为共生

型、致病性(肠道或腹泻性)和肠外致病性大肠杆

菌三大类[11]。致病菌株可引起健康和免疫功能

低下个体的胃肠道疾病或肠外疾病，严重程度

取决于微生物和宿主因素，范围从轻度胃肠炎

到严重并危及生命[11]。近年来，大肠杆菌引起

林麝腹泻、肺炎甚至死亡的报道屡见不鲜[12-14]。

本研究对一头疑似缓慢葡萄球菌和大肠杆菌混

合感染致急性死亡的林麝进行细菌分离鉴定、

耐药性及致病性研究，以期为林麝源缓慢葡萄

球菌的相关生物学特性提供临床资料，并为二

者混合感染的综合防治提供理论依据。 

1  材料与方法 
1.1  材料 

病料来源于四川省某林麝养殖场。SPF 级

昆明小鼠，成都达硕实验动物有限公司，动物

试验由四川农业大学动物福利委员会审查通过

(批准编号：20230174)。细菌基因组 DNA 提取

试剂盒、DNA Loading Buffer 和 2×Taq PCR 
Master Mix，天根生化试剂(北京)有限公司；

2×SYBR Green Mix，宝日医生物技术(北京)有
限公司；麦康凯培养基、胰酪大豆胨琼脂

(tryptone soy agar, TSA)培养基、血琼脂培养基、

水解酪蛋白(Müller-Hinton, MH)培养基、细菌微

量生化反应管和药敏纸片，杭州微生物试剂有

限公司；所用引物由北京擎科生物科技股份有

限公司合成。凝胶成像分析仪、凝胶电泳仪、

PCR 扩增仪和荧光定量 PCR 仪，伯乐生命医学

产品有限公司；恒温培养箱、恒温水摇床和

NanoDrop 2000，赛默飞世尔科技有限公司；微

量高速冷冻离心机和台式高速离心机，艾本德

公司。 

1.2  病原菌的分离和纯化 
无菌采集死亡林麝的心脏、肝脏、脾脏、

肺脏、肾脏及胸腹水，划线接种于麦康凯培养

基、TSA 培养基和血琼脂培养基，于 37 ℃培养

箱放置 48 h，根据菌落形态特征及革兰氏染色

结果，挑取单菌落进一步纯化、保存。 

1.3  病原菌的生化试验 
依据细菌的理化特性，挑取纯培养物的单

个菌落接种于细菌微量生化反应管中，37 ℃培

养 24−48 h 后观察并记录结果。 

1.4  16S rRNA 基因的扩增及测序 
以菌液为模板，用细菌 16S rRNA 基因通用

引物 27F (5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′)
和 1492R (5′-GGTTACCTTGTTACGACTT-3′)扩
增 16S rRNA 基因[15]。PCR 反应体系(20 μL)：
模板 1 μL，2×Taq PCR Mix 10 μL，ddH2O 7 μL，

上、下游引物(10 μmol/L)各 1 μL。同时设置

ddH2O 为阴性对照。PCR 反应条件：95 ℃ 5 min；
94 ℃ 1 min，58 ℃ 1 min，72 ℃ 1 min，共 34 个

循环；72 ℃ 5 min。阳性 PCR 扩增产物送至北

京擎科生物科技股份有限公司测序，并通过

BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov)在线分析。

同时与 GenBank 中已收录的相关参考菌株的基

因序列进行系统发育分析。 

1.5  耐药基因和毒力基因的检测 
分离菌使用的耐药基因引物有磺胺类耐药

基因 sul1、sul2、sul3，四环素类耐药基因 tetA、

tetB、tetC、tetD、tetE、tetM，氨基糖苷类耐药

基因 aph(3')-Ⅱa、ant(3'')-Ia，β-内酰胺类耐药基
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因 blaTEM、blaSHV、blaCTX-M、bla，喹诺酮类耐

药基因 qnrB、aac(6′)-Ib-cr，以及氯霉素类耐药

基因 floR。毒力基因引物有葡萄球菌肠毒素基

因 sea、seb、sec、clfa，黏附相关基因 fnbA、fnbB，

溶血素基因 hla、hlb，外毒素基因 pvl、tst，以

及大肠杆菌外毒素 astA、hlyF、papC，铁转运

相关基因 fyuA、irp2、iucD、sitA，抗血清存活

因子相关基因 iss、cva/cvi，黏附相关基因 tsh、
fimC，侵袭及毒素相关基因 vat。引物信息如表 1
所示。 

 
表 1  耐药基因和毒力基因引物信息 
Table 1  Primers of resistance genes and virulence genes 
Gene Primer sequence (5′→3′) Product size (bp) Annealing temperature (℃) Source 
sul1 F: ATTGCCTGGTTGCTTCAT 

R: ATCCGACTCGCAGCATTT 
238 52.0 [16] 

sul2 F: CATCATTTTCGGCATCGTC 
R: TCTTGCGGTTTCTTTCAGC 

793 55.0 

sul3 F: AGATGTGATTGATTTGGGAGC 
R: TAGTTGTTTCTGGATTAGAGCCT 

443 55.0 

tetA F: GTAATTCTGAGCACTGTCGC 
R: CTGCCTGGACAACATTGCTT 

1 000 50.0 [17] 

tetB F: CTCAGTATTCCAAGCCTTTC 
R: CTAAGCACTTGTCTCCTGTT 

416 52.0 

tetC F: TCTAACAATGCGCTCATCGT 
R: GGTTGAAGGCTCTCAAGGGC 

569 53.0 

tetD F: ATTACACTGCTGGACGCGAT 
R: CTGATCAGCAGACAGATTGC 

1 103 51.0 

tetE F: GTCATGATGGCACTGGTCAT 
R: CTCTGCTGTACATCGCTCTT 

1 180 52.5 

tetM F: GTTAAATAGTGTTCTTGGAG 
R: CTAAGATATGGCTCTAACAA 

657 57.0 [18] 

aph(3')-IIa F: TGACTGGGCACAACAGACAA 
R: CGGCGATACCGTAAAGCAC 

667 52.0 [16] 

ant(3'')-Ia F: ATCTGGCTATCTTGCTGACA 
R: TATGACGGGCTGATACTGG 

284 50.0 

blaTEM F: CAGAAACGCTGGTGAAAGTA 
R: ACTCCCCGTCGTGTAGATAA 

719 54.5 [19] 

blaSHV F: TGGTTATGCGTTATATTCGCC 
R: GCTTAGCGTTGCCAGTGCT 

800 54.0 

blaCTX-M F: TTTGCGATGTGCAGTACCAGTAA 
R: CGATATCGTTGGTGGTGCCATA 

500 54.0 

bla F: CATARTTCCGATAATASMGCC 
R:  CGTSTTTAACTAAGTATSGY 

297 51.0 

qnrB F: ACGATGCCTGGTAGTTGTCC 
R: GATCGTGAAAGCCAGAAAGG 

469 54.0 [20] 

aac(6′)-Ib-cr F: TTGCGATGCTCTATGAGTGGCTA 
R: CTCGAATGCCTGGCGTGTTT 

482 55.0 

floR F: TATCTCCCTGTCGTTCCAG 
R: AGA ACTCGCCGATCAATG 

399 53.0 

    (待续) 
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   (续表 1) 

Gene Primer sequence (5′→3′) Product size (bp) Annealing temperature (℃) Source 
sea F: GAAAAAAGTCTGAATTGCAGGGAACA 

R: CAAATAAATCGTAATTAACCGAAGGTTC 
560 57.0 [21] 

seb F: ATTCTATTAAGGACACTAAGTTAGGGA 
R: ATCCCGTTTCATAAGGCGAGT 

404 57.0 

sec F: GTAAAGTTACAGGTGGCAAAACTTG 
R: CATATCATACCAAAAAGTATTGCCGT 

297 56.0 

fnbA F: GTGAAGTTTTAGAAGGTGGAAAGATTAG 
R: GCTCTTGTAAGACCATTTTTCTTCAC 

643 57.0 

fnbB F: GTAACAGCTAATGGTCGAATTGATACT 
R: CAAGTTCGATAGGAGTACTATGTTC 

524 57.0 

hla F: CTGATTACTATCCAAGAAATTCGATTG 
R: CTTTCCAGCCTACTTTTTTATCAGT 

209 57.0 

hlb F: GTGCACTTACTGACAATAGTGC 
R: GTTGATGAGTAGCTACCTTCAGT 

309 58.0 

clfa F: ATTGGCGTGGCTTCAGTGCT 
R: CGTTTCTTCCGTAGTTGCATTTG 

292 57.0 

pvl F: ATCATTAGGTAAAATGTCTGGACATGATCCA 
R: GCATCAASTGTATTGGATAGCAAAAGC 

433 56.0 

tst F: TTCACTATTTGTAAAAGTGTCAGACCCACT 
R: TACTAATGAATTTTTTTATCGTAAGCCCTT 

180 57.0 

astA F: GCCATCAACACAGTATATCC 
R: GAGTGACGGCTTTGTAGTCC 

106 58.0 [22] 

cva/cvi F: TGGTAGAATGTGCCAGAGCAAG 
R: GAGCTGTTTGTAGCGAAGCC 

1 181 58.0 

fimC F: GGGTAGAAAATGCCGATGGTG 
R: CGTAATTTTGGGGGTAAGTGC 

497 58.0 

fyuA F: ATGATTAACCCCGCGACGGGAA 
R: CGCAGTAGGCACGATGTTGTA 

787 52.0 

hlyF F: TCGGCATCCACATTAGTTG 
R: AATCGAGTTGTTTCCGTCTCT 

599 60.0 

irp2 F: AAGGATTCGCTGTTACCGGAC 
R: AACTCCTGATACGGTGGC 

413 58.0 

iss F: ATCACATAGGATTCTGCCG 
R: CAGCGGAGTATAGATGCCA 

309 58.0 

iucD F: ACAAAAAGTTCTATCGCTTCC 
R: CCTGATCCAGATGATGCTC 

714 58.0 

papC F: TGATATCACGCAGTCAGTAGC 
R: CCGGCCTATTCACATAA 

501 58.0 

sitA F: AGGGGGCACAACTGATTCTCG 
R: TACCGGGCCGTTTTCTGTGC 

608 60.0 

tsh F: ACTATTCTCTCTGCAGGAAGTC 
R: CTTCCGATGTTCTGAACGT 

824 58.0 

vat F: TCCTGGGACATAATGGTCAG 
R: GTGTCAGAACGGAATTGT 

981 58.0 
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1.6  药敏试验 
将菌株接种于 MH 液体培养基，37 ℃、   

180 r/min 振荡培养至 0.5 麦氏浊度。采用

Kirby-Barer 纸片法[23]在无菌条件下将 100 µL
菌液均匀涂布于 MH 固体培养基，保持均匀间

隔贴上药敏纸片，37 ℃倒置培养 18−20 h。选

用抗生素包括青霉素、氨苄西林、哌拉西林、

头孢氨苄、头孢唑林、头孢呋辛、头孢他啶、

头孢曲松、头孢哌酮、氨曲南、亚胺培南、阿

米卡星、庆大霉素、卡那霉素、链霉素、红霉

素、林可霉素、甲氧苄啶、多黏菌素 B、万古

霉素、四环素、多西环素、呋喃妥因、氧氟沙

星、环丙沙星、复方新诺明、磺胺异恶唑、氯

霉素、利福平和磷霉素，参照美国临床实验室

标准化委员会(Clinical and Laboratory Standards 
Institute, CLSI)鉴定手册(2022 版)筛选分离菌的

药物敏感性[23]。 

1.7  小鼠致病性试验 
根据预试验分别将 2 种菌液大致调整为

109、108、107、106、105 CFU/mL 这 5 个梯度，

再使用平板计数法统计具体菌液浓度。同时将

小鼠分为 3 批，每批再按每组 6 只的数量分为    

5 组，分别按不同的浓度梯度注射菌液。第 1 批

和第 2 批小鼠分别单独注射缓慢葡萄球菌和大

肠杆菌每只各 0.4 mL，第 3 批小鼠每只注射  

0.2 mL缓慢葡萄球菌和 0.2 mL大肠杆菌的混合

液，最后对 1 组小鼠注射等剂量的生理盐水作

为对照。攻毒后 7 d 内正常饲喂，观察并记录

小鼠状态，然后根据小鼠死亡情况计算半数致

死量 LD50。在无菌环境下对死亡小鼠进行剖检，

观察脏器变化和平板划线接种，并采集其肺、肝、

脾组织，经体积分数 4%甲醛固定后，制作病理

组织切片。同时解剖菌液注射量为 108 CFU/mL

的小鼠，根据田国钦等[24]的方法，取其心、肝、

脾、肺、肾各 30 mg，研磨为匀浆后收集上清

至离心管，然后分别按照细菌基因组提取试剂

盒的说明书提取 DNA，经 NanoDrop 2000 检测

OD260/OD280 的比值均在 1.7−1.9 间。使用表 2

所示引物 qSl 和 qEc 进行实时荧光定量 PCR，

分别检测小鼠各脏器中缓慢葡萄球菌和大肠杆

菌的载量，PCR 反应体系(20 μL)：DNA 模板   

1 μL、2×SYBR Green Mix 10 μL、qSl 或 qEc 的

上、下游引物(10 μmol/L)各 1 μL，ddH2O 7 μL；

PCR 反应条件：95 ℃ 3 min；95 ℃ 10 s，退火

30 s，42 个循环，并进行溶解曲线分析。每个

反应设置 3 个重复。 

2  结果与分析 

2.1  分离菌株的形态特征 
分离菌呈现 2 种菌落特点，1 号菌在 TSA

平板和血平板上均生长为湿润、光滑、隆起的

白色菌落，无溶血现象，革兰染色镜检呈阳性

球菌；2 号菌在麦康凯培养基上呈光滑的桃红

色菌落，在血平板上呈灰白色菌落，不溶血，

革兰染色镜检呈阴性短小杆菌(图 1)。 

 
表 2  缓慢葡萄球菌和大肠杆菌实时荧光定量 PCR 引物 
Table 2  Primer for real-time quantitative PCR of Staphylococcus lentus and Escherichia coli 
Primer Sequence (5′→3′) Product size (bp) Annealing temperature (℃) Source 
qSlF ATCAGCTCAACGTGTTCCAGT 204 59 CP120062.1 
qSlR ACACGAGTTTGAGTTGCGTC    
qEcF GCGATGACCTTTAACTTTGGCGAAC 133 63 [24] 
qEcR TGTCGGCAATGGCATCAGTATAGC    
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图 1  分离菌株在不同培养基上的形态及革兰染色镜检形态(1 000×) 
Figure 1  Morphology of isolated strains on different culture media and Gram staining microscopy (1 000×). 
 

2.2  分离菌的生化鉴定结果 
1 号菌的乳糖、β-半乳糖苷、蔗糖、葡萄糖

酸盐、蛋白胨、山梨醇、氧化酶和赖氨酸试验

结果均呈阳性，木糖、尿素酶和凝固酶试验结

果均呈阴性，初步判断为凝固酶阴性葡萄球菌。

2 号菌的乳糖、葡萄糖、三糖铁、吲哚试验、

蛋白胨、木糖、赖氨酸、尿素酶、甘露醇和木

糖试验结果均呈阳性，枸橼酸盐、硫化氢、氧

化酶、山梨醇和尿素酶试验结果均呈阴性，符

合大肠杆菌的生化特征。 

2.3  16S rRNA 基因鉴定结果 
1 号菌和 2 号菌的 16S rRNA 基因 PCR 扩增

结果显示，约在 1 400 bp 处出现特异性条带，与

目的条带大小一致(图 2)。将测序结果上传至

NCBI，BLAST 比对结果显示 1 号菌和 2 号菌分

别与缓慢葡萄球菌和大肠杆菌的相似性最高，

达 99%，结合培养特征与生化结果，鉴定 1 号

菌为缓慢葡萄球菌，命名为 23HYSL (GenBank
登录号：PP439483)，2 号菌为大肠杆菌，命名

为 23HYEC (GenBank 登录号：PP439482)。 

2.4  菌株的系统发育分析 
基于分离菌株 23HYSL 和菌株 23HYEC 的

16S rRNA基因序列分别构建系统发育树。由图 3A 

 
 
图 2  分离菌的 16S rRNA 基因 PCR 结果   N：阴

性对照；M：DL2000 DNA Marker；1：1 号菌；2：
2 号菌 
Figure 2  16S rRNA gene PCR results of isolated 
bacteria. N: Negative control; M: DL2000 DNA 
Marker; 1: Bacteria 1; 2: Bacteria 2. 
 
可见，菌株 23HYSL 与多数缓慢葡萄球菌处于

同一分支，其中亲缘关系最近的是 2023 年于俄

罗斯莫斯科的鸡窝中分离到的宿主为鸡虱的缓

慢葡萄球菌 Mg1-7。在图 3B 中，大肠杆菌在进

化上聚类，其中与菌株 23HYEC 亲缘关系最近

的为 2019 年于巴西的断奶仔猪粪便样本中分

离得到的大肠杆菌 UFV 627。 
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图 3  基于 16S rRNA 基因序列构建的菌株 23HYSL (A)和菌株 23HYEC (B)系统发育树   括号内为

GenBank 登录号；节点的数字为 bootstrap 值，范围从 0−100，值越大置信度越高；标尺表示该长度分

支代表的基因组遗传变异度 
Figure 3  Phylogenetic trees of strains 23HYSL (A) and 23HYEC (B) based on 16S rRNA gene sequence. 
GenBank accession number in parentheses; The number of the node is the bootstrap value, ranging from 0 to 
100, the larger the value, the higher the confidence; The scale indicates the degree of genetic variation in the 
genome represented by the length branch. 
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2.5  药敏试验结果 
药敏试验显示(表 3)，缓慢葡萄球菌对氨曲

南、林可霉素、四环素和磺胺异噁唑耐药，对

红霉素表现为中介；大肠杆菌对大多数 β-内酰

胺类、庆大霉素、链霉素、红霉素、林可霉素、

万古霉素、四环素类、环丙沙星、磺胺类、利

福平表现为耐药，亚胺培南介于敏感和耐药之

间，对表中其余抗生素表现为敏感。大肠杆菌 
 
表 3  药敏试验结果 
Table 3  Drug sensitivity test results 
Drug type Drug name Strain 23HYSL  Strain 23HYEC 

Diameter of 
antibacterial 
zone (mm) 

Result  Diameter of 
antibacterial 
zone (mm) 

Result 

β-lactam Penicillin 33 S  6 R 
Ampicillin 33 S  6 R 
Piperacillin 34 S  16 R 
Cefalexin 37 S  13 R 
Cefazolin 26 S  6 R 
Cefuroxime 29 Sa  7 R 
Ceftazidime 20 S  15 R 
Ceftriaxone 26 Sa  12 R 
Cefoperazone 30 S  9 R 
Aztreonam 6 R  13 R 
Imipenem 40 S  22 I 

Aminoglycosides Amikacin 22 S  22 S 
Gentamicin 23 S  8 R 
Kanamycin 24 S  19 S 
Streptomycin 19 S  10 R 

Macrolides Erythrocin 16 I  7 R 
Lincosamides Lincomycin 11 R  10 R 
Trimethoprim Trimethoprim 19 S  20 S 
Polypeptide Polymyxin B 14 S  14 S 

Vancomycin 17 S  13 R 
Tetracyclines Tetracycline 9 R  7 R 

Doxycycline 16 S  7 R 
Furane Furadantin 25 S  20 S 
Quinolones Ofloxacin 17 S  27 S 

Ciprofloxacin 21 S  20 R 
Sulfonamides Sulfamethoxazole 22 S  6 R 

Sulfisoxazole 6 R  9 R 
Amphenicol Chloramphenicol 22 S  27 S 
Rifamycin Rifampicin 22 S  16 R 
Other antibiotics Fosfomycin 33 S  35 S 
S：敏感；I：中介；R：耐药；a：判断标准为杭州微生物试剂提供的参考范围 
S: Sensitive; I: Intermediary; R: Resistance; a: The judgment criteria are within the reference range provided by Hangzhou 
microbial reagents.
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对 9 类药物的至少 1 种表现为耐药，根据细菌

多重耐药(multi-drug resistance, MDR)的定义，

菌株 23HYEC 被归类为 MDR 大肠杆菌。 

2.6  攻毒小鼠存活率统计 
根据平板计数法，缓慢葡萄球菌的初始菌

液浓度为 1.11×109 CFU/mL，大肠杆菌的初始

菌液浓度为 4.46×109 CFU/mL。3 批攻毒小鼠的

生存曲线如图 4 所示，攻毒缓慢葡萄球菌的批

次中，菌液浓度为 109组小鼠在 4 d 内全部死亡，

108 组小鼠 7 d 内存活率为 83.3%，其余组小鼠

全部存活，通过 SPSS 计算得到缓慢葡萄球菌

的 LD50=1.39×108 CFU。攻毒大肠杆菌的批次

中，菌液浓度为 109 组小鼠在 1 d 内全部死亡，

108 组小鼠 7 d 内存活率为 16.7%，其余组小鼠全

部存活，可得大肠杆菌的 LD50=8.97×107 CFU。

混合感染的批次中，菌液浓度为 109 组小鼠在 1 d
内全部死亡，108 和 107 组小鼠 7 d 内存活率分

别为 16.7%和 66.7%，其余组小鼠全部存活，通

过 SPSS 计算得到仅需 4.87×106 CFU 的缓慢葡

萄球菌与 1.95×107 CFU 的大肠杆菌混合即可达

小鼠半数致死量，与 2 种菌单独攻毒所需量相比

均减少，可见同剂量下混合感染的致死率更高。 

2.7  攻毒小鼠组织病理变化情况 
由图 5 可见，无菌剖检死亡小鼠 3 个试验

组小鼠的各脏器被膜完整，肺脏呈轻微出血，

由于死亡时间不同而色泽不一；缓慢葡萄球菌

组和混合感染组的肝脏以瘀血、暗红为主要特

点，大肠杆菌组则无明显异常；脾脏均表现为

不同程度的瘀血肿大；心脏和肾脏未观察到明

显病变。在死亡小鼠体内均分离到大量相应攻

毒细菌。 
肺脏、肝脏和脾脏的组织病理切片如图 6

所示，缓慢葡萄球菌攻毒组肝脏可见轻微肝细

胞脂肪变性，局部肝窦内见嗜碱性物质沉积和

肝窦轻微瘀血扩张，脾脏红髓区轻度瘀血，肺

脏存在轻微肺泡上皮细胞变性坏死，少量炎性

细胞浸润和局部肺泡腔及肺间质内少量出血，

红细胞溢出；大肠杆菌攻毒组肝脏可见部分肝 
 

 
 

图 4  不同浓度缓慢葡萄球菌和大肠杆菌攻毒小鼠的 7 d 内生存曲线   A：不同浓度缓慢葡萄球菌感

染小鼠的 7 d 内生存曲线. B：不同浓度大肠杆菌感染小鼠的 7 d 内生存曲线. C：不同浓度缓慢葡萄球

菌和大肠杆菌共同感染小鼠的 7 d 内生存曲线 
Figure 4  Survival curves of mice infected with different concentrations of Staphylococcus lentus and 
Escherichia coli within 7 d. A: Survival curves of mice infected with different concentrations of 
Staphylococcus lentus within 7 d. B: Survival curves of mice infected with different concentrations of 
Escherichia coli within 7 d. C: Survival curves of mice co infected with different concentrations of 
Staphylococcus lentus and Escherichia coli within 7 d. 
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图 5  小鼠剖检结果 
Figure 5  Pathological examination results of mice. 
 
细胞空泡变性，极少量肝细胞脂肪变性，少量

肝细胞变性坏死和轻微肝窦瘀血，肺脏炎性细

胞浸润程度大于缓慢葡萄球菌攻毒组，脾脏无

明显病变。混合感染组的肝脏与大肠杆菌攻毒

组病变相似，肺脏与之相比还能多观察到轻度

充血，除此之外，该组的脾脏白髓脾小结部分

脾小结萎缩，生发中心不明显，淋巴细胞数量

明显减少，边缘区丢失，红髓区瘀血明显，可

见大量红细胞聚集。根据病变情况分级，相较

于单独感染组，混合感染组的脾脏病变程度更

为严重。 

2.8  攻毒小鼠主要脏器相对载菌量 
进一步检测单独感染组和混合感染组的脏

器相对载菌量，结果显示(图 7)，缓慢葡萄球菌

攻毒组只能在肝脏和脾脏扩增出大量 qSl 产物，

与对照组相比分别可达 263 倍和 584 倍，其他

脏器的相对载菌量较低，几乎无法检出大肠杆

菌；大肠杆菌攻毒组在肝脏的载菌量最高，与

对照组相比最高可达 776 倍，在脾脏最低，为

173 倍，几乎无法检出缓慢葡萄球菌；混合感

染组内两种菌的相对载菌量均较对照组升高，

除心脏外，该组缓慢葡萄球菌的相对载菌量较

单独感染组减少，而大肠杆菌在小鼠的心脏和肝

脏中的相对载菌量均显著高于单独感染组，在其

他脏器中的含量较为相似。可见混合感染能帮助

大肠杆菌在小鼠的心脏和肝脏定殖。 

2.9  耐药基因和毒力基因检测结果  
1 号分离菌株和 2 号分离菌株的毒力基因

和耐药基因 PCR 扩增结果见表 4。缓慢葡萄球

菌具有磺胺类耐药基因 sul1 和 sul2；四环素类

耐药基因 tetA 和 tetC；β-内酰胺类耐药基因

blaTEM 和 blaCTX-M，同时含有毒力因子 clfa。大肠 
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图 6  剖检小鼠组织病理切片 
Figure 6  Pathological section of mice tissue. 
 

 
 
图 7  攻毒小鼠脏器相对载菌量 
Figure 7  Relative bacterial load in organs of infected mice. *: P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001. 
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表 4  耐药基因和毒力基因检测结果 
Table 4  Drug resistance gene and virulence gene test results 
Strain 23HYSL  Strain 23HYEC 
Drug resistance gene Result Virulence gene Result  Drug resistance gene Result Virulence gene Result 
sul 1 + sea −  sul 1 − astA + 
sul 2 + seb −  sul 2 + cva/cvi − 
sul3 − sec −  sul3 − fimC + 
tetA + fnbA −  tetA + fyuA + 
tetB − fnbB −  tetB + hlyF − 
tetC + hla −  tetC + irp2 − 
tetD − hlb −  tetD + iss + 
tetE − clfa +  tetE − iucD − 
tetM − pvl −  tetM − papC − 
aph(3')-IIa − tst −  aph(3')-IIa + sitA + 
ant(3'')-Ia −  ant(3'')-Ia + tsh − 
blaTEM +  blaTEM + vat + 
blaSHV −  blaSHV + 
blaCTX-M +  blaCTX-M + 
bla −  bla − 
qnrB −  qnrB − 
aac(6′)-Ib-cr −  aac(6′)-Ib-cr − 
floR −  floR − 
+：阳性；−：阴性 
+: Positive; −: Negative. 
 
杆菌具有磺胺类耐药基因 sul2；四环素类耐药

基因 tetA、tetB、tetC 和 tetD；氨基糖苷类耐药

基因 aph(3')-IIa 和 ant(3'')-Ia，β-内酰胺类耐药

基因 blaTEM、blaSHV 和 blaCTX-M，同时含有毒力

基因 astA、fimC、fyuA、iss、sitA 和 vat。结合

耐药表型，大肠杆菌菌株 23HYEC 对亚胺培南

外的 β-内酰胺类药物均表现为耐药，为产超广谱

β-内酰胺酶(Extended-Spectrum β-lactamase, ESBL)
的 MDR 大肠杆菌。 

3  讨论与结论 
临床感染性疾病通常由多种病原菌混合感

染导致[25]。本研究的林麝经实验室诊断是由缓

慢葡萄球菌和大肠杆菌混合感染致死，这也是

国内外关于林麝源缓慢葡萄球菌致病性研究的

首次报道。在动物上，该菌曾引起一窝仓鼠急性

死亡[26]以及猪场发生高死亡率的传染病[27]，均表

明其感染后具有致病性。通过小鼠攻毒，得到分

离株 23HYSL 的半数致死量为 1.39×108 CFU，对

小鼠的毒力低于刘富来等[27]的结果。对其进行

葡萄球菌属 10 种主要毒力基因检测，仅发现其

携带 clfa。据报道，该基因表达的葡萄球菌细

胞壁锚定蛋白聚集因子 A (cell wall-anchored 
protein clumping factor A, ClfA)是菌体表面主

要黏附因子，在发病机制和毒力中起重要作用，

它能抑制吞噬作用，帮助细菌免疫逃逸，在识

别宿主靶细胞后介导与纤维蛋白和纤维蛋白原

的黏附，促进细菌的入侵和增殖[28]。在金黄色

葡萄球菌(Staphylococcus aureus)中，ClfA 被认

为是建立感染的先决条件[29]。由于该蛋白在识
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别和结合宿主组织细胞的同时还能识别血浆蛋

白，结合缓慢葡萄球菌造成仓鼠全身性菌血症

的报道[26]，可知缓慢葡萄球菌同样是能侵入血

液循环，是引起急性感染的不可忽视的潜在病

原。剖检单独感染该菌的小鼠未发现内脏有明显

致死性病灶，病理切片显示肺脏有炎性细胞浸

润，肝脏和脾脏相对载菌量较高，推测小鼠处于

由菌血症形成的多器官转移性感染的病发期。 
大肠杆菌的致病性很大程度上取决于特殊

毒力因子的存在，例如菌毛、黏附素、毒素、

铁载体、荚膜、溶血素和侵袭素，这些毒力因

子有助于避免或破坏宿主防御，定殖于关键部

位，引发宿主炎症反应，从而引起疾病[11]。大

肠杆菌单独感染后各脏器的相对载菌量均显著

升高，混合感染后也以大肠杆菌的定殖为主导，

表明大肠杆菌菌株 23HYEC 具有强大的定殖功

能。在检出的毒力基因中，fimC 介导大肠杆菌Ⅰ
型菌毛的装配，与感染黏附有关[30]。此外，astA、

fyuA、iss、sitA 和 vat 均是大肠杆菌重要的毒力

基因。fyuA 是耶尔森氏菌(Yersinia)强毒力岛核

心区的主要结构基因之一，该毒力岛与小鼠致

死表型密切相关，可在耶尔森氏菌和大肠杆菌

之间水平传播，fyuA 编码鼠疫菌素受体与细菌

的摄铁能力调节有关[31]；血清存活率增加基因

iss 编码外膜蛋白的组成部分, 参与细菌抗补体

作用从而增加其致病力[24]；SitA 介导铁和锰的

输入，锰能保护细菌免受活性氧、辐射和酸性

环境的影响[32]；空泡自转运蛋白毒素 Vat 能使

细胞连接改变，使细胞骨架变化，从而形成病

变[33]。另外，在分离株菌株 23HYEC 中，由 astA
编码的肠聚集性大肠杆菌热稳定肠毒素 1 
(enteroaggregative Escherichia coli heat-stable 
enterotoxin 1, EAST1)是一种新型致病性肠毒

素，只含有 EAST1 唯一毒素的大肠杆菌定义为

肠聚集性大肠杆菌热稳定性肠毒素 1 大肠杆菌

(enteroaggregative Escherichia coli heat-stable 
enterotoxin 1 Escherichia coli, EAST1EC)[34]。携

带 astA 基因的致泻性大肠杆菌通常比未携带的

表现出更强的致病性[34]。因此 EAST1 可能是导

致林麝发病的关键原因，但其是否与其他毒力

因子关联作用，以及在林麝机体内的作用机制

等都需要进一步探究。 
混合感染结果受多种因素调控，如不同病

原菌毒力因子间的相互作用、病原菌与宿主细

胞之间的相互作用及机体免疫系统抵抗病原体

的方式不同等[25]。研究显示，共感染或重复感

染的病原之间的相互作用会影响机体的免疫功

能[25]。共感染会通过诱导免疫细胞的细胞毒性

或影响细胞因子的分泌来影响宿主免疫反应，

与单一感染相比，混合感染常常导致更严重临

床症状[35-37]。田国钦等[24]研究表明，大肠杆菌、

模仿葡萄球菌(Staphylococcus simulans)、猪链

球菌(Streptococcus suis)的混合感染较单独感染

的细菌更易在宿主体内快速定殖和增殖，导致

致病性增强。在本研究中，混合感染组的脾脏

病变程度比 2 种菌单独感染更为严重，并且混

合感染增加了大肠杆菌在小鼠心脏和肝脏的定

殖，表明二者对机体的致病产生一定的协同作

用。除此之外，本研究分离的菌株 23HYEC 为

产 ESBL 的 MDR 大肠杆菌，而这种菌在预防和

治疗上具有一定困难，众所周知，细菌的耐药

基因主要通过转移在宿主细胞中保持稳定的质

粒或噬菌体获得。本研究中，2 种菌均检出耐

药基因 sul2、tetA、tetC、blaTEM 和 blaCTX-M，并

且菌株 23HYEC 还携带菌株 23HYSL 中未检出

的氨基糖苷类耐药基因。研究表明，抗生素抗

性基因能够跨菌门传播，包括革兰氏阴性和革

兰氏阳性菌之间的传播[38]，由此不排除二者共

同携带的耐药基因是互相传播的结果。因此混

合感染的病例在治疗方面应综合考虑，避免盲
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目用药导致质粒携带的耐药基因转移。对于本

研究缓慢葡萄球菌与大肠杆菌混合感染的情

况，应根据药敏试验结果，选用均敏感的阿米

卡星、卡那霉素、甲氧苄啶、多黏菌素 B、呋

喃妥因、氧氟沙星、氯霉素和磷霉素治疗，或

使用 2 种及以上药物联合治疗的方式。 
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