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鸡舍内外环境中气载大肠杆菌同源性的分子鉴定

段会勇，柴同杰

（山东农业大学动物科技学院，泰安２７１０１８）

摘　要：采用ＡＮＤＥＲＳＥＮ６级空气微生物样品收集器和ＲＣＳ离心式采样器在５个鸡场舍内空气、舍外上风向和

下风向不同距离收集气载大肠杆菌；并收集鸡的粪便，分离大肠杆菌。利用大肠杆菌基因间重复一致序列为引物

的聚合酶链式反应（ＥＲＩＣＰＣＲ）分型技术，扩增不同测量点收集的大肠杆菌的ＤＮＡ图谱。通过每个采样点的大肠

杆菌的浓度变化以及大肠杆菌遗传相似性分析确认动物舍微生物气溶胶向舍外环境的传播。结果显示：５个鸡舍

内空气中大肠杆菌的浓度远远高于舍外上风和下风向的大肠杆菌浓度（犘＜０．０５或犘＜０．０１），但是舍外不同距离

间的大肠杆菌浓度差异并不显著（犘＞０．０５）。同样，ＥＲＩＣＰＣＲ结果表明，从鸡的粪便中分离的大肠杆菌与从舍内

空气中分离的部分大肠杆菌（３４．１％），以及从鸡场舍外下风方向分离到的多数大肠杆菌（５４．５％）与从舍内空气或

粪便中分离的大肠杆菌相似性可达１００％。而从鸡舍上风向分离到的大肠杆菌与从舍内空气或粪便中分离的大肠

杆菌相似性为７３％～９２％。从而说明来自动物体的大肠杆菌既能污染舍内空气，又能对其周围的环境构成污染。

本研究揭示了微生物气溶胶的传播规律，具有公共卫生及流行病学意义。
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　　微生物是动物舍环境污染的主要因素，动物舍

的微生物污染可以引起一系列传染病的流行。动物

舍空气中的细菌包括致病菌、条件性致病菌和非病

原菌［１］，它们在一定程度上均可导致动物或饲养员

的感染［２］。甚至极少量的致病菌就可直接导致呼吸

道的感染，特别是下呼吸道的感染［２］。所以，动物舍

空气中微生物气溶胶的污染，不仅能够影响人及动

物的健康，而且使一些人兽共患疾病病原体在人和

动物间传播。

　　研究表明，一些气载病原微生物能够通过空气

传播很远，造成传染病的流行［３］。１９８１年口蹄疫病

毒（ＦＭＤＶ）由法国布列塔尼以惊人的速度通过空气

传到英格兰南部［４］；２００２－２００３年ＳＡＲＳ的流行

（ＳｅｖｅｒｅＡｃｕｔｅＲｅｓｐｉｒａｔｏｒｙＳｙｎｄｒｏｍｅ）证明空气传

播是其重要的传播方式［５６］；更典型的是麻疹病毒通

过空气的传播，引起了未接种疫苗地区人们麻疹病

的大流行［７］。２００１－２００２年在美国由于气载炭疽引

起人类死亡［８］；肺炎克雷波氏菌可以通过空气传播，

并造成极高的发病率和死亡率［９］；铜绿假单胞菌也可

以通过空气传播［１０］。大量的事实证明，微生物气溶

胶的传播与感染是威胁畜禽和人类健康的一大杀手。

　　过去对畜禽养殖环境微生物气溶胶的传播主要

是通过舍内外环境中的细菌浓度的变化［１１］以及细

菌耐药性及某些致病菌含量［１２］等方面来确认的。

不能证明舍内外环境分离的微生物气溶胶的起源及

其同源性，没有畜禽舍微生物气溶胶向环境传播的

证据。因此，笔者测量了５个鸡场舍内及舍外不同

距离的大肠杆菌含量，在细菌学鉴定的基础上，采用

ＥＲＩＣＰＣＲ方法鉴定不同地点分离大肠杆菌的同源

性，获得大肠杆菌ＥＲＩＣ片段指纹图谱，通过该片段

在细菌基因组内的数量和分布之间的关系，比较其

遗传相似性，确定动物舍微生物气溶胶向环境中的

传播。

１　材料和方法

１１　动物舍情况

　　本试验在５个鸡场内进行，各个鸡场的具体情

况见表１。

表１　被研究的５个鸡场情况

犜犪犫犾犲１　犇犲狊犮狉犻狆狋犻狅狀狅犳犮犺犻犮犽犲狀犺狅狌狊犲狊狊狋狌犱犻犲犱

鸡舍

Ｃｈｉｃｋｅｎ

ｈｏｕｓｅｓ

饲养数量

Ｎｕｍｂｅｒ

ｏｆｃｈｉｃｋｅｎ

饲养方式

Ｌａｙｏｕｔ

舍内Ｉｎｄｏｏｒ 舍外Ｏｕｔｄｏｏｒ

温 度

Ｔ／℃

相对湿度

ＲＨ／％

风 速

ＷＳ／（ｍ／ｓ）

温 度

Ｔ／℃

相对湿度

ＲＨ／％

风 速

ＷＳ／（ｍ／ｓ）

Ａ ６０００ 地面Ｆｌｏｏｒｕｎｉｔ ２６ ４０ ０ ２１ ５０ １－３

Ｂ ２２００ 笼养Ｃａｇｅｕｎｉｔ ２６ ３４ ０ ２９ ５０ １－３．１

Ｃ ３０００ 笼养Ｃａｇｅｕｎｉｔ ３１ ４４ ０ ３５ ３６ １．５－３

Ｄ ３５００ 笼养Ｃａｇｅｕｎｉｔ ３１ ６０ ０ ３２ ７５ ０－１．５

Ｅ ４５００ 笼养Ｃａｇｅｕｎｉｔ ３０ ７０ ０ ３１ ６５ ０－２

Ｔ．Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ；ＲＨ．Ｒｅｌａｔｉｖｅｈｕｍｉｄｉｔｙ；ＷＳ．Ｗｉｎｄｓｐｅｅｄ

１２　鸡场内外环境空气样品的采集

　　舍内采用 ＡＮＤＥＲＳＥＮ６级
［１３］空气微生物样

品收集器，气流速度２８．３Ｌ／ｍｉｎ，收集器设置于鸡

舍中央，放置高度为１ｍ，根据不同卫生条件驱动时

间在１～５ｍｉｎ；舍外（上风向１０、５０ｍ和下风向１０、

５０、１００、２００、４００ｍ）同时采用两台 ＲＣＳ离心式采

样器（ＲｅｕｔｅｒＣｅｎｔｒｉｆｕｇａｌＳａｍｐｌｅｒ，Ｂｉｏｔｅｓｔ，Ｆｒａｎｋ

ｆｕｒｔ）采样，气流速度４０Ｌ／ｍｉｎ，采集时间在０．５～８

ｍｉｎ。采 样 时，均 选 用 麦 康 凯 ３ 号 （ＯＸＯＩＤ，

ＣＭ０１１５）培养基为采样介质。在每个采样点重复

５１６
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采样５次。

１３　空气中大肠杆菌的分离、鉴定与浓度计算

　　采集的样本在３７℃培养２４ｈ后，所有的阳性菌

落进行“ＫＯＨ 反应”鉴定。革兰氏阴性菌再在麦康

凯培养基上进行一次纯分离培养，然后用ＡＰＩ２０Ｅ

（ＢｉｏＭｅｒｉｅｕｘ，ＭａｒｃｙＩ’Ｅｔｏｉｌｅ，Ｆｒａｎｃｅ）鉴定，统计

大肠杆菌的数量，并根据公式计算每立方米空气中

大肠杆菌的含量（ＣＦＵ／ｍ３），最后将含２０％甘油的

肉汤培养物保存在－２０℃。

１４　粪便中大肠杆菌的分离与鉴定

　　在每个鸡舍中随机采集１５个样本。根据Ｌｉｍ

等［１４］介绍的方法，将粪便样本在实验室经过１０～

１０３倍递增稀释后接种到伊红美蓝培养基（杭州天

河），３７℃培养１８～２０ｈ，挑取黑色带金属闪光的菌

落接种到麦康凯３号（ＯＸＯＩＤ）培养基３７℃培养１８

～２０ｈ，每个平板挑取１～２个典型红色菌落，并根

据１．３方法鉴定保存。

１５　模板的制备

　　将大肠杆菌接种到５ｍＬＬｕｒｉａＢｅｒｔａｎｉ培养基

中振荡培养１８ｈ。然后取出培养液１．５ｍＬ１００００

×ｇ离心２ｍｉｎ，弃掉上层液体，用１００μＬＴＥ缓冲

液（１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，１ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，ｐＨ

８．０）悬浮沉淀，在１００℃条件下煮沸１０ｍｉｎ，再迅速

冰浴５ｍｉｎ，最后１２０００×ｇ离心２ｍｉｎ，取出上清液

作为模板－２０℃保存备用。

１６　犈犚犐犆犘犆犚反应

　　引物 ＥＲＩＣ１（３′ＣＡＣＴＴＡＧＧＧＧＴＣＣＴＣＧＡ

ＡＴＧＴＡ５′）和 ＥＲＩＣ２ （５′ＡＡＧＴＡＡＧＴＧＡＣＴ

ＧＧＧＧＴＧＡＧＣＧ３′）均由大连宝生物公司合成。

ＥＲＩＣＰＣＲ 反 应 体 系：１×ｂｕｆｆｅｒ，２００μｍｏｌ／Ｌ

ｄＮＴＰｓ，１．５Ｕ 犜犪狇ＤＮＡ 聚合酶，１．５ｍｍｏｌ／Ｌ

ＭｇＣｌ２（ＴａＫａＲａ），引物 ＥＲＩＣ１ 和 ＥＲＩＣ２ 各 ５０

ｐｍｏｌ，３μＬ模板ＤＮＡ，最后用灭菌双蒸水补充至

５０μＬ。反应参数：９５℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性３０

ｓ，５１℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸２ｍｉｎ，共３２个循环；

最后７２℃延伸１６ｍｉｎ结束反应。ＰＣＲ 产物经

１．２％～１．５％的琼脂糖凝胶电泳分离（１×ＴＡＥ为

电泳缓冲液，ＥＢ染色，３Ｖ／ｃｍ条件下电泳１．５～２

ｈ），以ＤＬ２０００Ｍａｋｅｒ（ＴａＫａＲａ）作为分子量标准，

电泳结果在紫外分析仪（Ｔａｎｏｎ２５００，Ｓｈａｎｈａｉ，

Ｃｈｉｎａ）上照相。

１７　犈犚犐犆犘犆犚反应结果分析

　　记录经过扩增及电泳、染色过程得到的谱带。

每个样品的扩增带存在时赋值为“１”，不存在时赋值

为“０”，用电泳图像分析软件（ＧｅｌＩｍａｇｅＳｙｓｔｅｍ，

Ｖｅｒｓｉｏｎ４．００）自动生成矩阵图。采用非加权对数

算术平均法（Ｕｎｗｅｉｇｈｔｅｄｐａｉｒｇｒｏｕｐｍｅｔｈｏｄｕｓｉｎｇ

ａｖｅｒａｇｅｓａｌｇｏｒｉｔｈｍ，ＵＰＧＭＡ），利用 ＮＴＳＹＳｐｃ

２．１０
［１５］软件构建聚类树状图。

２　结　果

２１　舍内外不同采样点空气中大肠杆菌含量

　　５个鸡场舍内ＡＮＤＥＲＳＥＮ６采样器测得的大

肠杆菌含量 （中间值）分别为 ３７、１３、１４、６３、９

ＣＦＵ／ｍ３。舍外大肠杆菌含量如下：上风向１０ｍ和

上风向５０ｍ仅在２个鸡场分离到大肠杆菌，含量分

别为鸡舍 Ａ 的２、１ＣＦＵ／ｍ３ 和鸡舍 Ｄ 的７、２

ＣＦＵ／ｍ３；５个鸡舍下风向１０ｍ处大肠杆菌含量分

别为１２、８、３、２４和５ＣＦＵ／ｍ３，下风向５０ｍ处大肠

杆菌含量分别为６、２、０、１６、０ＣＦＵ／ｍ３；下风向１００

和２００ｍ处也仅在２个鸡场分离到大肠杆菌，鸡舍

Ａ 含 量 分 别 为 ３、１ ＣＦＵ／ｍ３，鸡 舍 Ｄ 为 ２、２

ＣＦＵ／ｍ３；下风向４００ｍ处都没有分离到大肠杆菌。

而且，同一鸡场舍内与舍外不同距离处（上风向１０、

５０ｍ和下风向１０、５０、１００、２００ｍ）得到的大肠杆菌

含量差异显著（犘＜０．０５），但是舍外下风向不同距

离间（１０～２００ｍ）的大肠杆菌含量差异并不显著（犘

＞０．０５）（表２）。

２２　犈犚犐犆犘犆犚结果

　　用ＥＲＩＣＰＣＲ方法对鸡粪便中、舍内空气和舍

外空气中分离到的大肠杆菌进行扩增，得到了每一

个鸡场舍内外不同环境中大肠杆菌的遗传进化树

（图１）。具有相同进化关系的大肠杆菌具有相同的

ＥＲＩＣＰＣＲ指纹图谱。同时，为了减少误差，把同一

个鸡场粪便、舍内空气和舍外空气中分离到的大肠

杆菌在同一个反应条件下一次完成，而且电泳时也

是在同一块凝胶中一次完成电泳。

　　结果显示：在鸡舍Ａ（图１Ａ）粪便中分离的１株

大肠杆菌（Ｆｅｃｅｓ６）与舍内２株气载大肠杆菌（Ｉｎ

ｄｏｏｒ６和Ｉｎｄｏｏｒ７）和下风向１０ｍ处分离的１株气

载大肠杆菌（Ｄｏｗｎｗｉｎｄ１０ｍ１）具有相同 ＥＲＩＣ

ＰＣＲ指纹图谱，即遗传相似性为１００％；舍内２株气

载大肠杆菌（Ｉｎｄｏｏｒ１和Ｉｎｄｏｏｒ２）与下风向处分离

的３ 株气载大肠杆菌 （Ｄｏｗｎｗｉｎｄ１０ｍ３、Ｄｏｗｎ

ｗｉｎｄ５０ｍ和Ｄｏｗｎｗｉｎｄ２００ｍ１），以及粪便中１株大

肠杆菌（Ｆｅｃｅｓ９）与下风１００ｍ处分离的１株气载
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表２　５个鸡场环境中气载大肠杆菌的含量（狀＝５）

犜犪犫犾犲２　犜犺犲犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狅犳犪犻狉犫狅狉狀犲犈狊犮犺犲狉犻犮犺犻犪犮狅犾犻犻狀犳犻狏犲犮犺犻犮犽犲狀犺狅狌狊犲狊（狀＝５） ＣＦＵ／ｍ３

鸡 舍

Ｃｈｉｃｋｅｎｈｏｕｓｅｓ

上风向５０ｍ

ＵＷ５０ｍ

上风向１０ｍ

ＵＷ１０ｍ

舍 内

Ｉｎｄｏｏｒ

下风向１０ｍ

ＤＷ１０ｍ

下风向５０ｍ

ＤＷ５０ｍ

下风向１００ｍ

ＤＷ１００ｍ

下风向２００ｍ

ＤＷ２００ｍ

下风向４００ｍ

ＤＷ４００ｍ

Ａ

最大值 Ｍａｘ ７ １１ １３４ ４９ ２４ １１ ３ ０

最小值 Ｍｉｎ ０ ０ ７ ０ ０ ０ ０ ０

中间值 Ｍｅｄｉａｎ １ ２ ３７ １２ ６ ３ １ ０

Ｂ

最大值 Ｍａｘ ０ ０ ５９ ３５ １２ ０ ０ ０

最小值 Ｍｉｎ ０ ０ ３ ０ ０ ０ ０ ０

中间值 Ｍｅｄｉａｎ ０ ０ １３ ８ ２ ０ ０ ０

Ｃ

最大值 Ｍａｘ ０ ０ ７１ １２ ０ ０ ０ ０

最小值 Ｍｉｎ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

中间值 Ｍｅｄｉａｎ ０ ０ １４ ３ ０ ０ ０ ０

Ｄ

最大值 Ｍａｘ １０ ２７ ２３６ ８０ ４０ １０ １０ ０

最小值 Ｍｉｎ ０ ０ １１ ０ ０ ０ ０ ０

中间值 Ｍｅｄｉａｎ ２ ７ ６３ ２４ １６ ２ ２ ０

Ｅ

最大值 Ｍａｘ ０ ０ ３５ １８ ０ ０ ０ ０

最小值 Ｍｉｎ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

中间值 Ｍｅｄｉａｎ ０ ０ ９ ５ ０ ０ ０ ０

ＵＷ．Ｕｐｗｉｎｄ；ＤＷ．Ｄｏｗｎｗｉｎｄ

大肠杆菌（Ｄｏｗｎｗｉｎｄ１００ｍ）相似性都为１００％。它

们可能来自于粪便，由粪便中的大肠杆菌繁殖而来；

而粪便中１株大肠杆菌（Ｆｅｃｅｓ３）与上风向１０ｍ处

分离的１株气载大肠杆菌（Ｕｐｗｉｎｄ１０ｍ）相似性仅

为７７％，与上风向５０ｍ处分离的２株气载大肠杆

菌（Ｕｐｗｉｎｄ５０ｍ１和 Ｕｐｗｉｎｄ５０ｍ２）相似性仅为

７３％，从而说明从上风向分离的这３株细菌都不是

来自于粪便；上风向５０ｍ处分离的２株气载大肠杆

菌（Ｕｐｗｉｎｄ５０ｍ１和 Ｕｐｗｉｎｄ５０ｍ２）与下风向１００

ｍ处分离的１株气载大肠杆菌（Ｄｏｗｎｗｉｎｄ１００ｍ２）

相似性为９１％。

　　同样，在鸡舍Ｂ内（图１Ｂ）粪便中分离的２株大

肠杆菌（Ｆｅｃｅｓ２和Ｆｅｃｅｓ３）与舍内空气中分离的２

株气载大肠杆菌（Ｉｎｄｏｏｒ１和Ｉｎｄｏｏｒ３）及下风向５０

ｍ处分离的１株气载大肠杆菌（Ｄｏｗｎｗｉｎｄ５０ｍ）相

似性为１００％；粪便中分离的２株大肠杆菌（Ｆｅｃｅｓ

１０和Ｆｅｃｅｓ１１）与舍内空气中分离的１株气载大肠

杆菌（Ｉｎｄｏｏｒ５）以及下风向１０ｍ处分离的２株气

载大肠杆菌（Ｄｏｗｎｗｉｎｄ１０ｍ２和Ｄｏｗｎｗｉｎｄ１０ｍ３）

相似性为１００％；而下风向１０ｍ处分离的１株气载

大肠杆菌（Ｄｏｗｎｗｉｎｄ１０ｍ１）与粪便中分离的多株

大肠杆菌（Ｆｅｃｅｓ２、Ｆｅｃｅｓ３等）及舍内空气中的气

载大肠杆菌（Ｉｎｄｏｏｒ１、Ｉｎｄｏｏｒ３等）相似性仅为

８３％（图１Ｂ），可见下风向分离到的这株大肠杆菌既

不是来自于粪便，也不是来自于舍内空气。

　　在鸡舍Ｃ（图１Ｃ）内粪便中分离的１株大肠杆

菌（Ｆｅｃｅｓ２）与舍内空气中分离的１株气载大肠杆

菌（Ｉｎｄｏｏｒ２），粪便中分离的１株大肠杆菌（Ｆｅｃｅｓ

３）与舍内空气中分离的１株气载大肠杆菌（Ｉｎｄｏｏｒ

４）及下风向１０ｍ 处分离的１株气载大肠杆菌

（Ｄｏｗｎｗｉｎｄ１０ｍ１），粪便中分离的３株大肠杆菌

（Ｆｅｃｅｓ４、Ｆｅｃｅｓ６和Ｆｅｃｅｓ７）与舍内空气中分离的

１株气载大肠杆菌（Ｉｎｄｏｏｒ１）相似性均为１００％（图

１Ｃ）；而下风向１０ｍ 处分离的１株气载大肠杆菌

（Ｄｏｗｎｗｉｎｄ１０ｍ２）与粪便中分离的大肠杆菌（Ｆｅ

ｃｅｓ３等）及舍内空气中分离的大肠杆菌（Ｉｎｄｏｏｒ１

等）相似性仅为８０％。

　　在鸡舍Ｄ内（图１Ｄ）粪便中分离的１株大肠杆

菌（Ｆｅｃｅｓ８）与下风向１００ｍ处分离的１株气载大

肠杆菌（Ｄｏｗｎｗｉｎｄ１００ｍ２），粪便中分离的１株大

肠杆菌（Ｆｅｃｅｓ１０）与舍内空气中分离的１株气载大

肠杆菌（Ｉｎｄｏｏｒ１１），粪便中分离的２株大肠杆菌

（Ｆｅｃｅｓ１１和Ｆｅｃｅｓ１２）与舍内空气中分离的１株气

载大肠杆菌（Ｉｎｄｏｏｒ４），舍内空气中分离的２株气载

大肠杆菌（Ｉｎｄｏｏｒ１和Ｉｎｄｏｏｒ５）与下风向１０ｍ处分

离的１株气载大肠杆菌（Ｄｏｗｎｗｉｎｄ１０ｍ２）相似性都

为１００％；而 Ｆｅｃｅｓ９ 与 Ｕｐｗｉｎｄ５０ｍ２ 相 似 性 为

９２％；粪便中分离的３株大肠杆菌（Ｆｅｃｅｓ１０、Ｆｅｃｅｓ１１

和Ｆｅｃｅｓ１２）与 Ｕｐｗｉｎｄ５０ｍ１相似性仅为８０％。

　　在鸡舍Ｅ内（图１Ｅ）粪便中分离的３株大肠杆

菌（Ｆｅｃｅｓ２、Ｆｅｃｅｓ４和Ｆｅｃｅｓ８）与舍内空气中分离

的１株气载大肠杆菌（Ｉｎｄｏｏｒ４），粪便中分离的１

７１６
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图１　基于犈犚犐犆犘犆犚的大肠杆菌起源关系（犃、犅、犆、犇、犈５个鸡舍）聚类分析

犉犻犵１　犇犲狀犱狉狅犵狉犪犿狅犳犈狊犮犺犲狉犻犮犺犻犪犮狅犾犻狊狋狉犪犻狀狊犻狀５犮犺犻犮犽犲狀犺狅狌狊犲狊

（犃，犅，犆，犇，犈）犫犪狊犲犱狅狀犈犚犐犆犘犆犚犿犲狋犺狅犱

株大肠杆菌（Ｆｅｃｅｓ５）与舍内空气中分离的１株气

载大肠杆菌（Ｉｎｄｏｏｒ５），粪便中分离的１株大肠杆

菌（Ｆｅｃｅｓ６）与舍内空气中分离的２株气载大肠杆

菌（Ｉｎｄｏｏｒ１，Ｉｎｄｏｏｒ３）相似性都为１００％。本鸡场

在上风向各处以及下风向５０ｍ处，甚至更远的地

方都没有分离到大肠杆菌。

３　讨　论

　　大肠埃希菌（犈．犮狅犾犻）是人和动物肠道中的一

种共栖菌［１６］，在特定条件下可致大肠杆菌病，作为

共生或腐生菌在肠道中含量达到１０４～１０
８ＣＦＵ／ｇ，

可以随粪便排出。因此，大肠杆菌在人和温血动物

生活环境中到处存在，可作为环境、水、食品等粪便

污染的指示细菌［１７１９］。Ｈｏｊｏｖｅｃ等
［２０］曾将大肠杆

菌作为评估畜禽舍空气的指示细菌。多数致病性大

肠杆菌都能够通过消化道、接触感染，也能够通过气

源性呼吸道感染［２１］。大肠杆菌有多种血清型，有些

是致病菌。不同血清型的大肠杆菌其感染途径和毒

素产生机制不同。少数大肠杆菌与动物和人的大肠

杆菌病密切相关。在禽类，大肠杆菌能导致禽的多

种疾病，如败血病、肿头综合征、脐带炎、卵黄性腹膜

炎和慢性呼吸道病等，给养禽业造成巨大的经济损
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失。对人类而言，少数大肠杆菌可以导致人类的多

种疾病，如：溶血性尿毒症（ＨＵＳ）、血小板减少性紫

癜（ＴＴＰ）、溶血性肠炎（ＨＣ）、新生儿脑膜炎以及血

痢等［２２］。因此，在本试验中，以大肠杆菌作为指示

菌来研究动物舍中微生物向周围环境的传播，具有

兽医公共卫生学意义。

　　通过比较舍内外的气载大肠杆菌含量可以发现

（表２），鸡场舍内空气中大肠杆菌的浓度高于舍外

下风向不同距离处空气中大肠杆菌的浓度（犘＜

０．０５），该结果说明，鸡舍中鸡的粪便等排泄物不断

形成微生物气溶胶，舍内微生物气溶胶含量较高，随

着舍内外气体的交换不断传播到舍外。舍外上风向

仅在鸡舍Ａ和Ｄ分离到气载大肠杆菌，并且含量较

低，在其它３个鸡舍上风向处都没有分离到，而且在

下风向５个鸡场都可以分离到气载大肠杆菌。可

见，上风向大肠杆菌的含量不足以影响下风向气载

大肠杆菌的含量，下风向气载大肠杆菌主要由鸡场

舍内传播而来。而舍外下风向不同距离处（１０～２００

ｍ）大肠杆菌的浓度差异不显著（犘＞０．０５），意味着

舍内大肠杆菌气溶胶向舍外传播距离较大，影响范

围较广（＞２００ｍ）。由此可见，舍内大肠杆菌在舍

内外气体交换的过程中对其周围的环境会产生影

响。本试验仅在２个鸡舍（Ａ和Ｄ）的上风向分离到

气载大肠杆菌，在鸡舍下风向４００ｍ处都没有分离

到大肠杆菌，这可能是此处大肠杆菌含量较低，或者

是紫外线、氧气含量、各种污染物以及温度和相对湿

度等多种因素影响了微生物在空气中的存活［２３］，此

外，较长时间的采样、应激等因素对细菌的伤害也能

导致细菌死亡［２４］。

　　细菌的传统分类方法难以区分同一种类中极为

相近的菌株。近十年来，在肠道细菌中发现的大肠杆

菌基因间的重复共有序列（ＥｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｌＲｅｐｅｔｉｔｉｖｅ

ＩｎｔｅｒｇｅｎｉｃＣｏｎｓｅｎｓｕｓ，ＥＲＩＣ序列）是一段１２６ｂｐ的反

向重复序列，定位于基因组内可转录的非编码区域或

与转录有关的区域［２５］。ＥＲＩＣ序列散布在整个基因

组中，具有极强的保守性，用ＥＲＩＣＰＣＲ得到的ＤＮＡ

条带特征能反映出细菌整个基因组结构的差异，能清

晰地区别包含有ＥＲＩＣ序列的不同细菌种和不同菌

株，因此对于菌种乃至菌株具有很强的鉴别能力［２６］。

ｄｅＢｒｕｉｊｎ
［２７］用ＥＲＩＣ特异的引物以犚．犿犲犾犻犾狅狋犻（草木

樨组根瘤菌）的染色体ＤＮＡ为模板进行ＰＣＲ扩增，

发现供试的３０多个菌株的产物在琼脂糖凝胶电泳分

离时能各自显示独特的条带特征，从而有效区分不同

的菌株。Ｊｕｄｄ等
［２８］用ＥＲＩＣＰＣＲ对慢生型大豆根瘤

菌血清簇１２３个菌株进行的系统发育分析与限制性

片段长度多态性（ＲＦＬＰｓ）分析的结果一致。可见，

ＥＲＩＣＰＣＲ作为一种有效的分子分型技术，可以用于

分子流行性病学调查。

　　本研究通过ＥＲＩＣＰＣＲ方法发现各鸡舍内从

鸡粪样中分离的大肠杆菌与在舍内空气中分离到的

１４株大肠杆菌相似性分别达１００％，提示舍内空气

中分离到的这些大肠杆菌来自粪便中基因型完全相

同的菌株；同样，从鸡场舍外下风向分离到大肠杆菌

有１２株与舍内空气或粪便中的大肠杆菌相似性也

为１００％，而从２个（Ａ和Ｄ）鸡舍上风向分离到的

大肠杆菌与舍内空气、粪便中的大肠杆菌相似性较

小，仅为７３％～９２％。可见，在所测量的５个鸡舍

内，鸡粪便中的大肠杆菌可以经过复杂的物理化学

过程形成气溶胶，进入气悬状态，对鸡舍的鸡群和饲

养人员形成感染威胁。而且，这些气载菌能够随着

舍内外气体的交换而传播到鸡场周围环境中，传播

到下风向一定的距离，对牧场周边环境造成污染，对

邻近人员和动物的健康构成潜在威胁，其危害程度

及机制有待进一步研究。
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