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［摘　要］　为评价貂源肺炎克雷伯氏菌（抗原型 Ｋ２－５）的致病性和药物防控效果，利用水貂和小

白鼠分别进行动物回归试验和半数致死量（ＬＤ５０）毒力测定，旨在建立小白鼠致病模型。同时，按

１ＬＤ５０剂量接种小白鼠，选用盐酸洛美沙星分别按０．０５（低）、０．２ｍｇ／只（高）两个不同的剂量进行

饮水预防和治疗，同时设攻毒和健康对照，观察、记录和比较试验结果。结果表明：该菌对小白鼠腹

腔注射的ＬＤ５０为６．２９ＣＦＵ／０．３ｍＬ。药物试验表明，高剂量组预防和治疗效果显著优于低剂量组，

预防组优于单纯的治疗组，而攻毒组则１００％发病，存活率仅为６０％。该结果为临床防控貂源肺炎

克雷伯氏菌病提供了依据。
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　　肺炎克雷伯氏菌（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）为革

兰氏阴性杆菌，广泛分布于自然界，亦存在于健康

人与动物的呼吸道和肠道中，是一种可以引起人和

多种动物患病的条件性致病菌，可引起支气管炎、

肺炎、泌尿系统和创伤感染、败血症、脑膜炎、腹膜

炎等［１－２］。肺炎克雷伯氏菌毒力因子主要包括：荚

膜多糖（Ｋ抗原）、Ⅰ型菌毛、脂多糖（Ｏ抗原）、铁摄

入能力等。荚膜多糖是肺炎克雷伯氏菌的主要毒

力因子。根据荚膜多糖（Ｋ抗原）分型，可将肺炎克

雷伯氏菌分为８２个抗原型。其中 Ｋ１、Ｋ２和 Ｋ５型

与人和动物体的严重感染性疾病有密切关系。

近年来，水貂感染肺炎克雷伯氏菌导致肺炎和

败血症的病例逐渐增多，对水貂造成了严重的经济

损失，是危害貂仅次于大肠杆菌的第二大革兰氏阴

性菌，日益引起人们的关注［３－４］。由于肺炎克雷伯

氏菌发病快、耐药性强，对该病的防控十分困难。

建立合适的动物致病模型，快速筛选出敏感药物是

控制该病的关键。本试验结合临床发病病例，从临

床药物控制失败的貂群中分离出一株肺炎克雷伯

氏菌，在对其进行鉴定的基础上，评价了其对貂和

小白鼠的致病性，构建了小鼠发病模型，结合水貂

用药特点，筛选出盐酸洛美沙星等敏感药物，生物

利用度高，预防和治疗效果好，为临床水貂克雷伯

氏菌肺炎的防控提供了技术依据。

１　材 料

１．１　菌株　肺炎克雷伯氏菌，分离自患肺炎的水

貂，由山东省动物疫病预防与控制中心鉴定和分

型，抗原型为Ｋ２－５型。

１．２　试验动物　水貂（母）１５只，４２０日龄，由潍坊

诸城某养殖场提供。ＳＰＦ级昆明小白鼠１５５只，雌

雄各半，体重１８～２２ｇ，鼠粮及垫料若干；均由济南

朋悦实验动物繁育有限公司，生产资质 ＳＣＸＫ（鲁）

２０１４０００７。

１．３　药品与试剂　盐酸洛美沙星可溶性粉，规格

为２．５％，生产批号２０１５０５０１，由山东省健牧生物

药业有限公司生产。营养肉汤，批号２０１４０７０５；营

养琼脂，批号：２０１５０４２８，北京奥博星生物技术有限

责任公司。氨苄西林、阿莫西林、卡那霉素、林可霉

素、氟苯尼考、多西环素、环丙沙星、恩诺沙星、盐酸

洛美沙星、粘杆菌素 Ｂ和庆大霉素标准药敏片，杭

州滨和微生物试剂有限公司，批号：２０１５０３２７。

１．４　仪器　超净工作台，型号：ＬＣＴ－２ＤＣ－Ａ，济

南绿之洁科技有限公司；恒温摇床培养箱，型号：

ＨＺＱ－Ｑ，东联电子技术开发有限公司；恒温培养

箱，型号ＤＨＰ－４２０，北京市永光明医疗仪器有限公

司；手提式蒸汽灭菌器，型号：ＧＭＳＸ－２６０，北京市

永光明医疗仪器有限公司。

２　方 法

２．１　药敏试验　按照 ＷＨＯ推荐的 Ｋｉｒｂｙ－Ｂａｕｅｒ

法［５］进行药敏试验。

２．２　试验菌液制备　菌种复苏后划线接种于普通

营养琼脂平板，３７℃培养２４ｈ；挑取单菌落，接种

于灭菌营养肉汤培养基试管中，３７℃培养２４ｈ；取

培养液５ｍＬ，接种于含普通营养琼脂的２个克氏瓶

中，３７℃培养２４ｈ；用营养肉汤７０ｍＬ洗脱菌苔，重

悬，将菌液加入带有玻璃珠的锥形瓶内，３７℃摇床

振荡１ｈ，即得试验菌液；对试验菌液进行１０倍梯

度稀释，接种普通营养琼脂平板，培养２４ｈ，计数。

２．３　动物回归试验和小鼠致病模型建立　水貂组

将试验菌液按１０－４、１０－５、１０－６、１０－７四个梯度稀释

后，每个稀释度菌液接种３只４２０日龄健康水貂，

按０．３ｍＬ／２００ｇ体重的剂量腹腔注射作为试验组，

同时设置灭菌生理盐水对照组。接种后每天观察

水貂发病情况，记录分析菌株对水貂的致病性，病

死水貂剖检、分菌鉴定。小白鼠组将试验菌液按

１０－５、１０－６、１０－７、１０－８四个梯度稀释后，每个稀释度
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菌液接种５只小白鼠，腹腔注射剂量０．３ｍＬ／只，同

时设置生理盐水对照组。攻毒后，每天观察小白鼠

发病和死亡情况，病死小白鼠剖检，分菌鉴定。

２．４　ＬＤ５０测定　试验分７组，每组１０只小白鼠，包

括６个攻毒组和１个对照组。试验小白鼠攻毒前

１２ｈ禁食，自由饮水。试验菌液分别按１０－６、１０－７、

１０－８、１０－９、１０－１０、１０－１１六个梯度稀释，对小白鼠腹

腔注射，注射剂量为每２０ｇ体重０．３ｍＬ；对照组腹

腔注射相同剂量的灭菌生理盐水。攻毒后连续观

察１４ｄ，并统计死亡数据。按 Ｋａｒｂｅｒ法计算 ＬＤ５０，

即ｌｏｇＬＤ５０＝Ｘｋ－ｉ（Σｐ－０．５），其中Ｘｋ为最大剂量

的对数，Σｐ为死亡率的总计，ｉ为剂量对数的间

距［５］。

２．５　药物防治　试验分６组，参考ＬＤ５０数据，试验

菌液按ＬＤ５０剂量攻毒。药物防治分为预防组和治

疗组，预防组提前用药２ｄ，攻毒后继续用药３ｄ；治

疗组攻毒后６ｈ开始用药，连用３ｄ，小白鼠每天的

饮水量按３ｍＬ计算，全天饮用盐酸洛美沙星水溶

液，药液每天更换；同时做阳性攻毒对照组和空白

对照组（表１）。观察记录小白鼠发病和死亡情况，

统计死亡率；死亡小白鼠剖检，肉眼观察病变，自肝

脏、肺脏分菌鉴定。

表１　盐酸洛美沙星对肺炎克雷伯氏菌感染小白鼠的防治试验分组
组别 小白鼠只数 处理方法

预防高剂量组 １０ 盐酸洛美沙星加水稀释至２ｍｇ／３０ｍＬ，自由饮用

预防低剂量组 １０ 盐酸洛美沙星加水稀释至０．５ｍｇ／３０ｍＬ，自由饮用

治疗高剂量组 １０ 盐酸洛美沙星加水稀释至２ｍｇ／３０ｍＬ，攻毒后自由饮用

治疗低剂量组 １０ 盐酸洛美沙星加水稀释至０．５ｍｇ／３０ｍＬ，攻毒后自由饮用

阳性攻毒组 １０ 只攻毒，不用药

空白对照组 １０ 按每２０ｇ体重０．３ｍＬ的剂量腹腔注射生理盐水，不用药

３　结 果

３．１　细菌分离和药物敏感试验　分离株耐药性
强，对氨苄西林、阿莫西林、卡那霉素、林可霉素、氟

苯尼考、多西环素、环丙沙星、恩诺沙星等常见的兽

用抗生素耐药，对盐酸洛美沙星、粘杆菌素 Ｂ、庆大
霉素中敏。

３．２　水貂动物回归试验和小鼠疾病模型建立　试
验菌液活菌含量为３．１５×１０１０ＣＦＵ／ｍＬ。试验组水
貂在接种试验菌液６ｈ后，各组水貂均表现为精神
极度沉郁，卧地不起，急促喘气，食欲废绝，眼睛有

大量分泌物等症状，个别出现腹泻；１０－４、１０－７组
２４ｈ各死亡１只，另外１０只也在４８ｈ内相继死亡
（表２）。剖检可见肺脏出血，坏死，肝脏、肾脏表面
有少量出血点，肠道无明显变化。并再次从病死水

貂肺脏、肝脏和大脑分离到该菌，表明该分离株对

水貂有很强的致病性。

试验菌液活菌含量为２．８×１０１０ＣＦＵ／ｍＬ。小
白鼠攻毒后６ｈ发病，表现为精神沉郁、站立不稳、
被毛逆立、呼吸急促等症状，采食量和饮水量减少。

２４ｈ后，小白鼠开始出现死亡，除１０－８剂量组７２ｈ

死亡率 ８０％外，其他 ３组均在 ４８ｈ内全部死亡
（表２）。病死小白鼠剖检，可见胸腔、肺脏有积液，
肝脏肿大淤血，肺部有出血，肠壁充血、变薄；从病

死小白鼠肝脏、肺脏中分离到该菌。小白鼠和水貂

发病时间、发病症状和死亡率等相似。

３．３　ＬＤ５０测定　试验菌液活菌含量为３．１５×１０
１０

ＣＦＵ／ｍＬ。小白鼠攻毒后，立即表现为精神沉郁、呆
立症状，３０ｍｉｎ后恢复正常；１０－１１稀释度试验组无
明显症状，１０－６、１０－７、１０－８、１０－９、１０－１０稀释度试验
组在攻毒后６ｈ开始发病，表现为精神沉郁、站立
不稳、被毛逆立、呼吸急促等症状，采食量和饮水量

减少。１０－６和１０－７稀释度试验组小白鼠在３ｄ内
全部死亡；１０－８稀释度试验组小白鼠在５ｄ内全部
死亡；１０－９和１０－１０稀释度试验组小白鼠在７ｄ内分
别死亡７只和５只，剩余小白鼠１４ｄ仍存活；１０－１１

稀释度试验组小白鼠均存活（表３）。按 Ｋａｒｂｅｒ法
计算，ＬＤ５０为１０

－９．７／０．３ｍＬ，ＬＤ５０的９５％可信区间
为１０－９．２４～１０－１０．１４／０．３ｍＬ，即按 １．８９ＣＦＵ／只的
剂量腹腔注射小白鼠，可使 ５０％的小白鼠发生
死亡。
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病死小白鼠剖检，可见胸腔、肺脏有积液，肝脏

肿大淤血，肺部有出血，肠壁充血、变薄；从病死小

白鼠肝脏、肺脏中分离细菌，经鉴定，为肺炎克雷伯

氏菌。

表２　各攻毒试验组动物在不同时间的死亡率

攻毒时间／ｈ

累积死亡率／％

１０－４

水貂

１０－５

水貂

１０－６

水貂

１０－７

水貂

１０－５

小白鼠

１０－６

小白鼠

１０－７

小白鼠

１０－８

小白鼠

６ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

２４ ３３．３ ０ ０ ３３．３ ２０．０ ２０．０ ０ ２０．０

３６ ６６．７ ６６．７ １００．０ ６６．７ １００．０ ８０．０ ６０．０ ６０．０

４８ １００．０ １００．０ １００．０ １００．０ １００．０ １００．０ １００．０ ８０．０

７２ １００．０ １００．０ １００．０ １００．０ １００．０ １００．０ １００．０ ８０．０

表３　ＬＤ５０试验组小白鼠攻毒后的死亡情况
菌液稀释度 小白鼠总数 死亡只数 死亡率／％

１０－６ １０ １０ １００

１０－７ １０ １０ １００

１０－８ １０ １０ １００

１０－９ １０ ７ ７０

１０－１０ １０ ５ ５０

１０－１１ １０ ０ ０

３．４　防治效果　小白鼠饮用盐酸洛美沙星水溶
液，无明显毒副作用；小白鼠攻毒后的症状表现与

ＬＤ５０组一致，药物防治组症状较轻；病死小白鼠剖
检，可见胸腔、肺脏有积液，肝脏肿大淤血，肺部有

出血，肠壁充血、变薄；病死小白鼠肝脏、肺脏分菌，

经鉴定，为肺炎克雷伯氏菌。

盐酸洛美沙星对貂源肺炎克雷伯氏菌人工感

染的小白鼠具有一定的疗效，其中，药物预防高剂

量组最佳，１００％存活，预防低剂量组和治疗高剂量
组一致，存活率均为８０％，治疗低剂量组无明显效
果（表４）。治疗组和阳性攻毒组死亡均发生在攻
毒后３ｄ内，之后均存活；预防低剂量组死亡发生
在１ｄ内，之后均存活且症状恢复正常，表明药物
预防组小白鼠攻毒后在较快时间内恢复健康。

表４　盐酸洛美沙星对克雷伯氏菌感染小白鼠的防治效果
组别 实验数量／只 死亡数量／只 存活率／％

预防高剂量组 １０ ０ １００

预防低剂量组 １０ ２ ８０

治疗高剂量组 １０ ２ ８０

治疗低剂量组 １０ ４ ６０

阳性攻毒组 １０ ４ ６０

空白对照组 １０ ０ １００

４　讨 论

国内外已有学者报道过肺炎克雷伯氏菌对小

白鼠的半数致死量，Ｌ．ＫｒｉｓｔｏｐｈｅｒＳｉｕ等［６］测定了

１５株人源分离株的腹腔注射 ＬＤ５０，分别从 ＜１０
２～

３．５×１０５ＣＦＵ／只；Ｓｈａｎｋａｒ－ｓｉｎｈａＳｕｎｉｔａ等［７］测定

了人源野生型分离株和 Ｏ抗原缺失株的气管攻毒
ＬＤ５０，分别是２×１０

３ＣＦＵ／只和６×１０４ＣＦＵ／只；张
诗渝［８］测定了鼠分离株 ＫＰｍ０９１２与标准株
ＫＰ１３００的皮下注射ＬＤ５０，分别为５．５×１０

４ＣＦＵ／只
和６．５×１０５ＣＦＵ／只；郝中香等［９］测定了四株扭角

羚分离株的腹腔注射 ＬＤ５０，最强株是 ２．９×１０
７

ＣＦＵ／只；马磊等［１０］从竹鼠中分离的克雷伯氏菌腹

腔注射的半数致死量为 ４．５×１０７ＣＦＵ／只；钟世
勋［１１］从毛皮动物分离的肺炎克雷伯氏菌 Ｋ１腹腔
注射的ＬＤ５０为３．０６×１０

７ＣＦＵ／只；王剑等［１２］从水

貂中分离的两株克雷伯氏菌 ＫＰ－ＺＣ１和 ＫＰ－ＺＣ２
的腹腔注射 ＬＤ５０分别为 ９．８×１０

５ＣＦＵ／只、６．２×
１０５ＣＦＵ／只；李富祥等［１３］从仔猪中分离的ＫＰ１４０１３
株对小白鼠腹腔注射的 ＬＤ５０为 ３×１０

１．８ＣＦＵ／只。
本试验菌株（Ｋ２－５型）对小白鼠腹腔注射 ＬＤ５０为
１．８９ＣＦＵ／只，毒力明显强于上述报道。试验过程
中发现，菌株培养６代以后，致病性显著下降，１００
ＣＦＵ腹腔注射，小白鼠死亡率为 ０，剂量增大至
１００００ＣＦＵ时，小白鼠死亡率才能达到１００％，原因
可能是传代造成毒力因子的丢失，有待进一步

研究。

动物回归试验发现，貂源肺炎克雷伯氏菌按每

２００ｇ体重０．３ｍＬ腹腔注射３．１５×１０３ＣＦＵ，４８ｈ可
导致水貂１００％死亡，证实了该菌是引起水貂肺炎
和大量死亡的病原。再次从病死水貂的脑组织中
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分离到该菌，说明该菌能通过血脑屏障，对于其致

病机理的研究和防控具有重要的借鉴作用。

盐酸洛美沙星属于氟喹诺酮类抗菌药，其抗菌

机理是抑制ＤＮＡ回旋酶的Ａ亚单位的切割及封口
活性，阻碍细菌ＤＮＡ合成而导致细菌死亡，该药物
对细菌选择性高，不良反应少，口服吸收好，生物利

用度为８５％，血药浓度高而持久，ｔ１／２约７ｈ，每日给
药一次即可［１４］。粘菌素Ｂ和庆大霉素内服用药很
少吸收［１５］，适合注射使用。水貂攻击性强、捕捉难

度大，在规模化养殖条件下，应优先选择全群防治、

口服用药的疫病防控措施。本试验证实了混饮使

用盐酸洛美沙星对感染肺炎克雷伯氏菌的小白鼠

具有良好的防治效果，有助于进一步研究该药物对

水貂感染肺炎克雷伯氏菌的防治效果，为经济动物

专用药物的研制和应用提供参考。

肺炎克雷伯氏菌对洛美沙星等氟喹诺酮类药

物的耐药机制是：编码 ＤＮＡ旋转酶的 ｇｙｒＡ基因及
编码拓扑异构酶Ⅳ的 ｐａｒＣ基因变异，导致 ＤＮＡ旋
转酶和拓扑异构酶Ⅳ的结构、构象发生变化，使药
物不能与酶－ＤＮＡ复合物稳定结合，起不到阻止细
菌ＤＮＡ合成的作用［１５］；ｒａｍＡ基因过度表达可能
促进 ＡｃｒＡＢ外排系统表达增加，从而导致肺炎克
雷伯氏菌对氟喹诺酮类耐药性增加［１６］。因此，在

氟喹诺酮类药物应用的同时，应注意监测肺炎克雷

伯氏菌耐药基因的变化。
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