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研究进展

无菌动物在奶牛乳房炎发病机理研究中的应用
马晨，张和平∗

（内蒙古农业大学乳品生物技术与工程教育部重点实验室，呼和浩特　 ０１００１８）

　 　 【摘要】 　 乳房炎是奶牛养殖场中的高发病，经抗生素治愈后极易复发。 疾病的反复发作导致奶牛的产奶量

持续下降，乳头坏死，进而被淘汰。 乳房炎也是哺乳期妇女常患的疾病，传统的抗生素治疗损伤新生儿的神经系

统。 在乳房炎的治疗方法中，抗生素因其大量的负面作用使得其已不适合在乳房炎治疗中滥用，应加快开发新的

且有效的抗生素替代物用以治疗或预防乳房炎。 益生菌在多种疾病的预防与治疗中都有成功的应用实例。 因此，
益生菌在乳房炎的治疗与预防中是否真的有效是一个有趣的研究方向。 益生菌主要于宿主的肠道中发挥其关键

作用，因此肠道菌群与乳房炎发病是否有关联，是益生菌能否应用于乳房炎的治疗中需要解答的首个问题。 通过

菌群移植，对哺乳期小鼠的乳腺组织以及身体其他各项免疫指标进行监控，探究移植健康奶牛粪便小鼠组与移植

乳房炎奶牛粪便小鼠组以及移植乳房炎奶牛粪便同时进行益生菌干预组小鼠的乳腺组织是否发生炎症以及炎症

程度如何。 奶牛肠道菌群移植入无菌小鼠之后，这种菌群结构与功能之上的差异同时被放大形成鲜明的对比。 表

明健康的肠道菌群结构对于保持奶牛的健康状态有直接的影响，益生菌可调节奶牛的肠道菌群，对于维持奶牛健

康，预防和缓解乳房炎有不可忽视的潜能。
【关键词】 　 奶牛；肠道菌群；乳房炎；无菌小鼠；菌群移植
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　 　 奶牛乳房炎是由挤奶操作时的机械刺激与病原

微生物感染所导致的乳腺组织炎症，奶牛患乳房炎

后的表现主要为体温升高，乳房红肿、疼痛，乳房腺

泡损伤，炎症细胞浸润，腺泡导管水肿，间质出

血［１］。 对乳房炎研究的技术手段逐步更新，从传统

的生物学方法到近年来的分子生物学新技术［２ － ５］。
然而研究表明，在科学管理的现代奶牛养殖场中，临
床型乳房炎发病的概率较低，临床型乳房炎只占乳

房炎发病率的 ５％ ～ １０％ ，绝大部分是隐性乳房

炎［６］。 隐性乳房炎如果不及时治疗，极易发展为急

性乳房炎，因此，对隐性乳房炎的防治工作尤为重

要。 隐性乳房炎的主要症状是体细胞数 （ ｓｏｍａｔｉｃ
ｃｅｌｌ ｃｏｕｎｔ， ＳＣＣ）显著升高，体细胞主要包括巨噬细

胞（ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ），淋巴细胞（ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ），上皮细

胞（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ），而当病情加重或发生急性乳房

炎时，几乎多为形核中性粒细胞（ＰＭＮｓ） ［７］。 乳中

的体细胞数量是反映牛奶和牛群健康程度的一项重

要指标，近年来，大多数国家均将牛乳的体细胞数作

为牛奶收购标准之一，国际上也将乳体细胞数作为

判定奶牛隐性乳房炎的标准，体细胞数越高，乳房健

康状况越差。 导致奶牛患乳房炎的因素主要有，过
挤导致乳头括约肌受损，挤前药浴液时间不充分，环
境卫生差，牛本身免疫力下降，例如日粮中精料过多

导致奶牛酸中毒（亚临床酸中毒居多），造成瘤胃内

革兰氏阴性菌大量死亡而释放出内毒素，内毒素通

过瘤胃壁吸收入血后随血液循环进入乳腺，引起炎

症［８］。 不同的产犊季节或泌乳季节对隐型乳房炎

的发病率有较大的影响［９］。 高温高湿的气候条件

易产生大量的微生物，奶牛在产犊后乳孔并不闭塞，
极易患细菌侵入性乳房炎，而病原菌入侵乳腺导管

是公认的导致乳房炎发生的最主要原因［１０］。 严寒

的时期，细菌的生长、繁殖和传播受到了高度抑制，
同时奶牛的冷应激不明显，从而降低了隐型乳房炎

的发病率［１１］。 动物体感染乳房炎后，体温升高，乳
房红肿，疼痛，乳房腺泡损伤，炎症细胞浸润，乳腺水

肿，间质出血［１２］。 Ｅｒｉｃ Ｂｒｏｕｉｌｌｅｔｔｅ 等［１３］ 对患有乳房

炎的小鼠模型进行研究，发现，因金黄色葡萄球菌感

染而导致的乳房炎，多形核的中性粒细胞（ＰＭＮｓ）
发生迁移。 结合吖啶橙染色，荧光显微镜和计算机

辅助图像分析，估计乳腺炎小鼠模型中性粒细胞浸

润的数量。 组织中细菌的数量增多，ＰＭＮｓ 的数量

也增加。 并且在感染发生 １２ ～ ２４ ｈ 后，ＰＭＮｓ 数量

是感染初始的 ４００ 倍和 １１００ 倍。 使用剂量为 ２５
ｍｇ ／ ｋｇ 头孢匹林治疗后中性粒细胞浸润减少了

８５％ 。 此外 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β ａｎｄ ＩＬ⁃６ 是炎症免疫应答

中主要的促炎性细胞因子，可通过 ｅｎｚｙｍｅ⁃ｌｉｎｋｅｄ
ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙｓ （ＥＬＩＳＡｓ） 来检测，从而诊断乳

房炎病变的发生［１４］。

１　 乳房炎致病菌

乳房炎致病菌不仅感染奶牛，降低产奶量，影响

原奶的营养成分，且对由原奶加工产生的食品也带

来负面影响，严重威胁着食品安全［１５］。 引起奶牛乳

房炎的病原微生物包括金黄色葡萄球菌、无乳链球

菌、停乳链球菌、大肠杆菌、支原体、真菌、病毒等，引
起奶牛发生特异性免疫反应，导致产奶量减少，乳中

体细胞数升高，同时产生一系列生理生化反应，如乳

中 ＩｇＧ、溶菌酶、乳铁蛋白等抗菌物质含量增加。 这

些细菌一旦感染宿主之后将很难被完全杀死，而且

一旦遇到合适的繁殖条件，又会卷土重来［１６］。 不同

细菌感染所带来的病变也有差别，尤其在原奶的成

分中所造成的差异尤为明显。 因为不同的细菌产生

的代谢物就有差异，另一方面，宿主面对不同的致病

菌的影响，导致自身代谢产物也有差异［１７］。 由于不

同细菌引起炎症的机制有所不同，故奶牛机体产生

的反应及其对产奶量的影响也有所不同［１８］。 对不

同乳房炎类型和隐性乳房炎病原菌组成对测定日泌

乳性能和乳中 ＳＣＣ 变化的影响。 其中隐性乳房炎

以大肠杆菌和链球菌混合感染最多占 ２６ ００％ ，其
次为链球菌单独感染占 ２３ ３０％ ，由 １ 种细菌单独

感染的比例为 ３６ １１％ ，２ 种或 ２ 种以上细菌混合感

染为 ６１ １１％ ［１９］。 药敏试验检测结果显示，在所选

的 １５ 种药物中，主要分离菌均对丁胺卡那霉素、氟
哌酸和恩诺沙星 ３ 种药物敏感；大肠杆菌、克雷伯

菌、凝固酶阴性葡萄球菌对青霉素类和 β⁃内酰胺 ／
β⁃内酰胺酶抑制剂类药物产生了极强的耐药性；乳
房链球菌对该类药物也产生不同程度的耐药；部分

分离菌对卡那霉素、庆大霉素、链霉素、四环素、红霉

素、先锋霉素Ⅴ、复方新诺明等药物产生不同程度耐

药［２０］。 无绿藻能够在牛群中引起乳房炎，感染后乳

房轻度肿胀，乳汁呈水样，伴有絮状沉淀，且对抗生

素治疗效果不佳，导致奶牛产奶量急剧下降，其中以

４９６
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中型无绿藻 （Ｐｒｏｔｏｔｈｅｃａ ｚｏｐｆｉｉ） 和小型无绿藻（Ｐｒｏ⁃
ｔｏｔｈｅｃａ ｗｉｃｋｅｒｈａｍｉｉ） 较为常见。 从患乳房炎奶牛的

１１ 个乳区分离到 ８ 株酵母样微生物， 鉴定为中型无

绿藻，用 １６ 种抗生素药敏纸片进行药敏试验， 结果

显示中型无绿藻仅对庆大霉素、链霉素和阿米卡星

等氨基糖苷类抗生素敏感［２１］。 Ｚａｉｎｉ 等［２２］从 １３０ 头

患有乳房炎的奶牛中成功分离出 ４ 株中型无绿藻，
并对其基因型进行了鉴定。 Ｃｈａｎｇ 等［２３］ 也研究了

Ｐｒｏｔｏｔｈｅｃａ ｚｏｐｆｉｉ 感染后的小鼠乳房炎模型，并针对

Ｐｒｏｔｏｔｈｅｃａ ｚｏｐｆｉｉ 的感染实验了庆大霉素对其治疗的

效果。 诺卡氏菌属也是导致牛乳房炎的一种致病

菌，不仅可以严重破坏乳腺，且尚缺乏有效的治疗手

段。 Ｃｏｎｄａｓ 等［２４］对诺卡氏菌属的药敏感性进行研

究，发现从乳房炎病牛分离出的 ８０ 株诺卡氏菌种均

对氯唑青霉素，氨苄西林，头孢哌酮有耐药性。
Ｂｒｏｕｉｌｌｅｔｔｅ 等［２５］ 还深入研究了乳房炎致病菌的感染

机制，发现金黄色葡萄球菌吸附在乳腺细胞上的主

要依靠自身产生的纤粘蛋白。 未来的研究中，或许

可以通过抑制纤粘蛋白基因的表达，使致病菌无法

附着在机体表面，降低对乳腺的感染能力。

２　 乳房炎治疗方法

对奶牛乳房炎的预防与治疗是乳品行业中难以

突破的难点，目前为止，尚未出现防治该疾病的有效

方法，同时在奶牛健康与食品安全之间维持有益的

平衡状态。 目前对于乳房炎的主要治疗策略仍旧为

大量的使用抗生素［２６， ２７］，因此许多研究者都针对不

同的致病菌进行多种抗生素的抑菌实验。 然而抗生

素治疗却带来了诸如耐药性增加，抗生素及抗性基

因的残留等种种负面影响。 因此，为了避免这些问

题，更多的科学家专注于开发新药物，特别是天然无

污染的化合物。
乳房炎是奶牛养殖场中的常见疾病，并且对乳

业经济造成很大的负面影响，抗生素是治疗和预防

这一疾病的主要方法，但是抗生素在治疗和预防疾

病的同时，导致耐药性的增加和原奶中抗生素残留

等问题，因此，抗生素治疗方法并未取得成功，仍然

急需研发其他有效的治疗方法。 近年来，作为颠覆

传统抗生素疗法的新型治疗手段，益生菌逐渐成为

该领域研究的热点。 乳酸菌便是其中具有代表性的

一类原核生物，乳酸菌（ ｌａｃｔｉｃ ａｃｉｄ ｂａｃｔｅｒｉａ，ＬＡＢ）是
一类能利用可发酵碳水化合物产生大量乳酸的细菌

的通称。 这类细菌在自然界分布极为广泛，具有丰

富的物种多样性，是对宿主具有有益作用的活微生

物。 此类益生菌与致病菌产生拮抗，抑制致病菌的

定殖，产生抗菌肽，对环境无污染，与动物互利共生，
被认为具有替代抗生素治疗乳房炎的潜力［２８， ２９］。
在先前的研究中就有关于乳酸菌对牛肠道菌群的积

极影响，加强宿主对营养物质的吸收以及对致病菌

感染的拮抗作用［３０， ３１］。 因此，关于乳酸菌与疾病的

预防与诊疗的研究对于畜牧生产具有很大的现实意

义。

３　 菌群移植研究

粪便菌群移植的应用，是通过将健康宿主体的

肠道菌群移植到有需求的受者体内，帮助受者建立

健康的肠道菌群环境，目前已经成功的治愈了多种

与肠道菌群紊乱相关的疾病［３２］，尤其是在与肠道菌

群直接相关的肠道炎症类疾病，如 Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｄｉｆｆｉ⁃
ｃｉｌｅ 感染导致的肠炎。 Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｄｉｆｆｉｃｉｌｅ 感染性肠

炎是抗生素的过量使用所引起的肠道菌群紊乱，是
菌群紊乱引起的人体病变中最典型的例子［３３， ３４］。
目前已有许多研究报道了肠道菌群紊乱与肥胖以及

二型糖尿病发病的关联［３５］。 人体肠道菌群的结构

十分复杂，且有其独特的动态平衡关系，在体外无法

完全模拟到肠道菌群的真实结构。 肠道菌群移植利

用健康人体的粪便，其中饱含人体肠道内的正常菌

群结构，移植入受体患者肠道内，这是任何体外菌株

摄入都无法替代的优势［３６］。 早在 １９５０ 年，Ｅｉｓｅｍａｎ
就将粪便移植疗法成功的用于对假膜性肠炎的治

疗，患者在进行粪便移植之前曾尝试过抗生素药物

治疗以及 Ｌ． ａｃｉｄｏｐｈｉｌｕｓ 干预治疗，但是都未能起到

明显的治疗效果，直到 Ｅｉｓｅｍａｎ 医生的粪便移植疗

法，才使得 ４ 位深受 Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｄｉｆｆｉｃｉｌｅ 感染性肠炎

困扰的患者摆脱肠炎疾病的困扰［３７］。 Ｇｒｅｈａｎ 等［３８］

研究发现菌群整体移植后可以在受者体内保持完整

性长达 ２４ 周，而摄入一次益生菌，在肠道中基本 ２
周之后就无法检测到，因此在菌群紊乱疾病的治疗

中，粪便移植要比益生菌的治疗效果更为显著。
Ａｎｇｅｌｂｅｒｇｅｒ 研究小组对进行菌群移植治疗肠炎的患

者肠道菌群进行了连续 １２ 周的分析，结果发现，在
移植健康人体粪便后，患者肠道中的 Ｆａｅｃａｌｉｂａｃｔｅｒｉ⁃
ｕｍ ｐｒａｕｓｎｉｔｚｉｉ，Ｒｏｓｅｂｕｒａ ｆａｅｃｉｓ 和 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ ｏｖａｔｕｓ 数
量恢复，且发现 Ｆａｅｃａｌｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｐｒａｕｓｎｉｔｚｉｉ，Ｒｏｓｅｂｕｒａ
ｆａｅｃｉｓ 和 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ ｏｖａｔｕｓ 与抗炎因子以及短链脂肪

酸的产生有关，同时 Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ 和毛螺菌科

５９６
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（Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａｅ）的数量降低，而 Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ
和 Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａｅ 与肠炎的发病相关［３９］。 对自身

免疫性疾病有效的治疗研究多年来一直未有重大的

突破，但是近几年，将菌群移植引入自身免疫性疾病

的治疗中，并获得了积极的治疗效果［４０， ４１］。

４　 无菌小鼠为模型探究菌群疾病关联
互作
　 　 无菌小鼠作为研究肠道菌群与疾病发生的动物

模型，与奶牛肠道的菌群结构进行相互结合，深入解

析，以奶牛肠道微生物构成模式与肠道功能基因组

的表达差异，在探究奶牛肠道菌群在健康状态下与

患乳房炎状态下两者间是否存在差异，存在何种差

异，这种差异是否为导致奶牛患乳房炎的关键诱因。
与第三军医大学合作利用哺乳期无菌小鼠为动物模

型，将健康奶牛粪便与患乳房炎奶牛粪便分别移植

入无菌小鼠肠道中，通过对无菌小鼠移植奶牛肠道

菌群之后的乳腺病理表型研究，以及免疫指标分析

鉴定，观测无菌小鼠在接受乳房炎奶牛粪便后是否

会发生乳房炎，并且对移植乳房炎奶牛粪便的小鼠

同时进行益生菌 Ｌ． ｃａｓｅｉ Ｚｈａｎｇ 干预，观测益生菌干

预对肠道菌群的影响以及对乳房炎疾病的防治效

果。 对移植健康奶牛粪便与患乳房炎奶牛粪便以及

移植乳房炎奶牛粪便的小鼠同时进行益生菌 Ｌ． ｃａ⁃
ｓｅｉ Ｚｈａｎｇ 干预的三组小鼠肠道菌群进行深度测序分

析，与奶牛肠道菌群结构进行比较，探究移植前后菌

群结构的异同以及在疾病发生中起到关键作用的菌

属。 为后续的益生菌作为抗生素替代疗法治疗奶牛

乳房炎提供行之有效的科学理论依据。
在小鼠与奶牛以肠道菌群搭建的物种多样性桥

梁之间，存在着特定的关联，同时发现，在小鼠肠道

中，虽然为能够完全保有奶牛肠道菌群的原始结构，
但是所形成的新的菌群结构仍旧存在与奶牛相似的

共性，例如大部分产酸菌在健康奶牛以及健康小鼠

肠道中均为优势菌群，这可能是宿主抵抗致病菌的

重要生物防线。 此外，研究中还发现，无菌小鼠可以

将原本奶牛肠道菌群中的细微差异放大，形成自己

独特的但是差异显著的菌群结构，这也是印证乳房

炎奶牛与健康奶牛肠道菌群差异的重要例证。 然而

无菌动物作为肠道菌群疾病研究的动物模型，也存

在一些问题。 例如是否会因为跨宿主的重要差距，
导致肠道菌群原有的差异丢失，进而掩盖了疾病下

的肠道菌群真实状况。
在动态的环境中去研究个体与个体之间共性及

特性，个体与环境之间的互作等。 尤其是在微生物

领域，微生物代谢速度非常快，微生物个体会对周围

微小的变化迅速做出反应，因此在研究中或许应该

对微生物的生存环境也进行限定，即在生存环境已

定的条件中，来研究该环境中的微生物活动代谢，研
究的结果也应该只针对在该环境下的微生物遗产变

异或代谢信息等，并不能概括在其他环境中也生存

的同种微生物。 肠道菌群与人体的长期互作，目前

的技术使得在体外无法完整的模拟人体肠道菌群的

真实结构特征，并且，肠道菌群数量庞大，结构复杂，
不同种属的菌群相互制约相互影响，因此，修复肠道

菌群紊乱难以通过单一的菌群干预达到目的，这也

是粪便移植最为独特的优势所在。 粪便移植不仅包

含患者肠道中含量减少的有益菌群，同时还包含菌

群生存结构与空间。 所以，实验设计将奶牛的肠道

菌群整体移植入小鼠肠道中，避免奶牛的肠道菌群

发生我们无法观测到的细微改变。 同时，将奶牛粪

便样本混合到一起对小鼠进行移植，想要观测健康

奶牛与患乳房炎奶牛的两个大群体的肠道菌群对乳

房炎疾病的发病关系，群体的共性是肯定的，唯一

的，但是群体之间的个体间差异也是存在的。 从移

植之后的小鼠菌群分析中发现，在两组奶牛之间的

细小差别，到小鼠体内均被放大。 如若以奶牛个体

的粪便样本为单位进行移植，个体的差异将会引导

实验结果偏差，甚至个体差异的放大掩盖了群体差

异的存在。 另一方面，观测到的群体差异，又是否由

于个体差异所导致，这就给予实验结果更多的不可

解释性。 因此采用将每组奶牛的粪便样品混合均匀

后，以两组奶牛的群体为单位进行粪便移植实验，可
以定格唯一的研究视角，即健康奶牛与乳房炎奶牛

的肠道菌群是否与乳房炎发病相关。

５　 展望

乳房炎不仅是奶牛养殖业中常见的疾病，也是

哺乳期妇女常患的疾病。 乳房炎不仅对母体造成很

大的损伤，对新生儿的健康也存在很大的威胁。 母

乳被认为是对新生儿的健康非常有益的饮食来源，
在奶牛养殖中也同样，健康的新生牛犊与其从母牛

获得的高品质初乳有着密不可分的关系。 肠道菌群

直接影响宿主的健康，而母乳是新生儿早期肠道菌

群建立的重要来源，健康的母乳对于帮助新生儿建

立正常的肠道菌群负有很大的责任。 因此，健康的

乳汁对新生儿乃至新生牛犊都是极其重要的。 因

６９６
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此，乳房炎的发生对动物体造成的危害大且深远。
传统的抗生素治疗不仅可细菌带来耐药性，影响药

物的治疗效果，然而对于哺乳期的妇女来说，抗生素

通过哺乳过程传递给幼儿十分危险，因此，益生菌的

出现更是为之一难题的解决带来了希望。 众多的研

究都表明了益生菌对乳房炎致病菌有显著的抑制效

果，因此，可以具有替代抗生素的潜力。 通过口服益

生菌，而治疗乳房内部的感染究竟是何原因，肠道菌

群与乳房菌群这两块看似毫无关联的细菌定殖场

所，必定存在一定的联系，使之能够通过口服益生菌

到达肠道，而对乳房内的致病菌有抑制效果。 因此，
通过无菌动物模型来研究乳房炎肠道菌群的发病关

联，可以排除外源微生物的干扰，使肠道菌群为唯一

变量，结果能够更为真实的展现肠道菌群结构功能，
是导致乳房炎发生的主要因素。 无菌动物在肠道菌

群与疾病的研究领域具有非常宽阔的应用前景，能
够在宿主体外建立肠道环境，排除身体其他部位菌

群掺杂，明确肠道菌群的重要生理功能。
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