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摘要  [ 目的] 对鸡舍空气和周围基质( 饲料、粪便、灰尘、土壤) 中镰孢菌( Fusariu m) 的浓度和分布进行定量研究, 为控制从业人员和禽类
Fusarium 感染及预警提供科学依据。[ 方法] 采用6 级Anderson 空气微生物采样器和曝皿法采集空气中样本 , 采用无菌袋随机采取周围
基质中样本 , 进行实验室培养、计数、纯化。[ 结果] 共得到镰孢菌分离株717 株, 以灰尘中 Fusari um 的浓度最高( 2 .8 ×105 ～1 .5 ×106

cfu/ g , 平均为8 .8×105 cfu/ g) 。[ 结论] 空气中的镰孢菌分布与土壤中和灰尘中镰孢菌相关性较大。
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Abstract  [ Objective] The ai mof this study is to quantitatively analyze the Fusariu mconcentration and distributioninthe air and the surrounding sub-
strates ( feed ,feces ,dust ,soil ) inthe chicken house to provi de a scientific basis for the control and early warning of Fusari uminfectioni n poultry and prac-
titioner .[ Method] Air samples collected by a 6-stage Anderson air microorganismsampler and exposed culture plates as well as substrate samples gathered
by aseptic bags were cultured ,counted and purified inthe lab .[ Result] 717 strains of Fusari umisolates were obtained and the dust had the highest Fusar-
ium concentration among the samples ( 2 .8 ×105 - 1 .5 ×106 cfu/ g with an average of 8 .8×105cfu/ g) .[ Conclusion] The Fusariu mdistributioni nthe air
was in high correlation with those in soil and dust .
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  镰孢菌( Fusari u m) 是自然界中普遍存在的一类真菌, 主

要通过生长繁殖过程中产生的次级代谢产物( 如T-2 毒素

等) 的作用对健康造成危害。近年来, 因 Fusariu m 引起的马、

牛、猪、雏鸡等中毒现象频繁发生[ 1] , 造成大批牲畜死亡或淘

汰, 给国民经济造成巨大损失, 引起了人们的极大关注。空

气中可吸入及饲料中可食入的 Fusari um 种类和浓度是导致

人与禽类呼吸道菌类病传播的关键因素, 目前已有研究证明

鸡舍空气中可分离到产毒镰孢菌株和T- 2 毒素 , 长期暴露在

其污染环境中可对人与动物造成潜在危害[ 2] 。还有调查表

明, Fusari um 已经成为感染角膜的首位致病菌[ 3] , 且难以治

愈。该试验对鸡舍镰孢菌的浓度和分布进行定量研究 , 旨在

为控制 Fusari um 感染及预警提供科学依据。

1  材料与方法

1 .1 材料

1 .1.1 培养基。马铃薯葡萄糖琼脂培养基( PDA) 、虎红( 孟

加拉红) 氯霉素琼脂培养基( RBC) 、马铃薯蔗糖琼脂培养基

( PSA) 和蔗糖 Nirenberg 琼脂培养基( SNA) 。

1 .1 .2 仪器。FA-1 型6 级 Anderson 空气微生物采样器( 辽

阳市应用技术研究所) 、BX51 显微镜( 日本 OLYMPUS) 。

1 .2  采样方法 于1 月份在室温23 ℃, 相对湿度64 % 的雏

鸡舍采样。①空气采样。采用2 种方法进行 , 一是采用6 级

Anderson 空气微生物采样器[ 4] 采样 , 各级的有效截流直径( A

～F 级) 依次为8 .20、6 .00、3 .00 、2 .00、1 .00、0 .65 μm; 二是采用

曝皿法( 培养基为 PDA) [ 2] 采样, 采样持续时间有5 、7 min 2

种。采用2 种方法依次在距地面0 .20 、0 .90、1 .80 m 高度处采

样。②基质采样。利用无菌袋随机取周围基质( 饲料、粪便、

灰尘、土壤) 各10 g , 其中灰尘分4 个高度( 距地面0、0 .72 、

1 .44 、2 .16 m 处) 取样。

1 .3  镰孢菌的分离、纯化和鉴定  采用PDA 培养基和 RBC

培养基为收集培养基[ 5] , 基质样本稀释2 个倍数( 100、1 000

倍) 培养,3～7 d 后, 再采用镰孢菌鉴定培养基———PSA 培养

基和SNA 培养基[ 5] 培养3 d , 在显微镜下观察菌落形态和产

孢结构 , 根据形态学特征将其鉴定到种。

1 .4 数据处理

1 .4.1 Anderson 采样器测定的气载 Fusari um 浓度。以每立

方米空气中菌落形成单位数( colony for ming unit ,cfu) 表示, 空

气流量是28 .3 L/ min[ 6] , 按照公式( 1) 进行计算。

Y1( cfu/ m3) = 总菌落数
28 .3 L/ min×采样时间( min)

×1 000 ( 1)

1 .4.2 曝皿法采样测定的气载 Fusari um 浓度。类似于大气

真菌粒子沉降量与大气真菌粒子含量的关系, 其校正系数

L = a w( β) - 1
2 ( ρ’pρp) VsTfN[ 7]( 经计算曝皿5 min 的校正系数

L5 = 13 .37 ; 曝皿7 min 的校正系数 L7 = 18 .72 , 计算方法参见

文献[ 8] ) , 按照公式( 2) 进行计算。

Y2( cfu/ m3) = L×N
5 000
A×t

( 2)

式中: A 为所用平板面积( c m) ; t 为平板曝露于空气中的时

间( min) ; N 为经培养的每个平板生长的菌落数( cfu) 。

1 .4 .3 基质中 Fusari u m 浓度。稀释2 个倍数培养( n1 、n2 分

别代表稀释100 、1 000 倍培养时培养皿中镰孢菌的分离株

数) , 按照公式( 3) 进行计算。

C ( cfu/ g) =
n1 ×100 ×10 + n2 ×1 000×10

2
( 3)

1 .4.4 相关性及线性分析。将数据输入SPSS 分析软件, 运

用Correlate 中的 Bivariate Correlations 进行相关性分析, 运用

Regretion 目录下Linear 中的Forward 进行线性分析。

2  结果与分析

2 .1 鸡舍空气中镰孢菌的组成和浓度  从 48 个空气样本

中共获得真菌1 162 株, 其中镰孢菌分离株为23 株, 分离率

为1 .9 % ; 其中Anderson 采样器采样分离株为19 株。Anderson
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采样器在3 个高度处的取样结果表明: 距地面0 .2 、0 .9 m 处

的镰孢菌主要分布在第2 级( 6 .00 μm 左右) , 而1 .8 m 高度处

的镰孢菌主要分布在第5 级( 1 .00 μm 左右) ( 图1) 。3 ～6 级

(3 .00 ～0 .65 μm) 采集的镰孢菌占镰孢菌分离株总量的

34 .8 %( 8/ 23) , 可吸入到呼吸道深部, 可能对人和动物的呼吸

道造成较大危害。

图1 Anderson 采样器各级镰孢菌的分布

Fig .1 Fusariu mdistributionineachstage of Andersonsampler

2.2  鸡舍各基质中镰孢菌的组成和浓度  从30 个稀释的

基质样本中共获得真菌2 240 株, 其中镰孢菌分离株694 株 ,

占基质真菌总数的31 .0 % ;6 个土壤样本中镰孢菌的浓度为

3 .7×104 ～1 .1×105 cfu/ g , 平均浓度为7 .4 ×104 cfu/ g ;4 个饲

料样本中镰孢菌的浓度为4 .3 ×104 ～2 .5 ×105 cfu/ g , 平均浓

度1 .5×105 cfu/ g ;4 个粪便样本中镰孢菌的浓度为6 .0 ×104

～5 .0×105 cfu/ g , 平均浓度2 .8 ×105 cfu/ g ;16 个灰尘样本中

镰孢菌的浓度为2 .8 ×105 ～1 .5 ×106 cfu/ g , 平均浓度8 .8 ×

105 cfu/ g , 其中灰尘中镰孢菌浓度最高。

2 .3  空气与各基质中镰孢菌分布的相关性及线性分析 根

据“1 .4 .4”中方法分析空气中与4 种基质中镰孢菌浓度的相

关性, 发现气载镰孢菌浓度与土壤、灰尘中镰孢菌浓度相关

性较大( 表1) , 说明空气中镰孢菌大部分来源于周围的土壤、

灰尘。同时分析空气与各个基质镰孢菌浓度的线性关系, 建

立相关性方程: Y= 0 .075 X1 - 0 .002 X2 + 0 .003 X4( 其中 , Y 代

表空气中的镰孢菌浓度; X1 ～X4 分别代表土壤、饲料、粪便、

灰尘中的镰孢菌浓度, 式中无 X3 是因为相关系数太小, 电脑处

理时自动忽略) 。

表1 空气与4 种基质中镰孢菌浓度的相关性分析

Table 1 Correlation of Fusari umconcentrationbetweenair and4 kinds of

substrates

项目

Item

土壤

Soil

饲料

Feed

粪便

Feces

灰尘

Dust

空气

Air
土壤Soil 1.000 0 .981 * 0 .912 0 .999 * * 0 .996 * *

饲料Feed 0.981* 1 .000 0 .816 0 .973 * 0 .980 *

粪便Feces 0.912 0 .816 1 .000 0 .927 0 .908

灰尘Dust 0.999* * 0 .973 * 0 .927 1 .000 0 .995 * *

空气Air 0.996* * 0 .980 * 0 .908 0 .995 * * 1 .000

 注 : * 表示在0 .05 水平显著相关 , * * 表示在0 .01 水平显著相关( 双

尾检验) 。

 Note : * means significant correlation at 0 .05 level and * * means significant

correlation at 0 .01 level (two-tailedtest) .

2 .4  鸡舍中镰孢菌的种类及其分布  鸡舍环境镰孢菌分离

株中串珠镰孢菌( Fusari um monilifor me) 占17 .4 %( 125/ 717) ;

多隔镰孢菌( Fusari u m dece mcell ul are) 占11 .7 %( 84/ 717) ; 尖孢

镰孢菌( Fusari um oxyspori um) 占0 .9 %( 6/ 717) , 未知镰孢菌占

70 .0 %( 502/ 717) 。3 个高度空气中镰孢菌分布与4 个高度灰

尘中镰孢菌分布规律相当一致, 证明空气中镰孢菌可能来自

灰尘, 因为空气中不存在镰孢菌生长繁殖所需的营养物质 ,

其存在必定依赖于周围基质。

3  讨论与结论

(1) 空气中镰孢菌不仅可经粘膜进行侵染, 更重要的是

可通过呼吸道随吸入气流侵入造成深部感染, 特别是空气中

活性产毒镰孢菌吸入体内后还能不断产生毒素[ 7] , 诱发一定

的病变[ 9 - 10] 。Anderson 采样器可模拟收集空气中入侵呼吸

道不同部位的粒子。6 级 Anderson 第1 ～2 级的 Fusari um 粒

子( d > 6 .00 μm) 可沉着在小支气管内, 第3 ～6 级( d < 5 .00

μm) 的 Fusari um 粒子可直接侵入肺泡[ 11 - 12] 。该试验中3 ～6

级镰孢菌粒子占总量的34 .8 %( 8/ 23) , 证明该鸡舍空气中镰

孢菌对呼吸道潜在的危害较大, 应采取提高空气湿度等控制

措施。

(2) T- 2 毒素的浓度主要取决于产毒镰孢菌孢子的数

量[ 13 - 14] , 也是决定镰孢菌危害程度的关键因素。该试验仅

得出镰孢菌数量、分布与环境的关系, 但并非所有镰孢菌都

产毒, 因此应进一步对产毒镰孢菌进行研究, 以期得到更为

直接和准确的结果。

(3) 对空气与各个基质中镰孢菌分布的相关性分析表

明, 空气中的镰孢菌分布与灰尘、土壤中镰孢菌相关性较大 ,

因此, 建议对鸡舍环境采取增加空气湿度或勤打扫等措施 ,

以降低空气中菌的来源。

(4) 由“2 .3”中分析得出的线性方程可代表该鸡舍环境

中空气与其他4 种基质中镰孢菌浓度的相关线性关系, 即可

以通过测定4 种基质中镰孢菌的浓度推算出空气中镰孢菌

的浓度。因为空气中菌的浓度相对而言较难测定 , 而其对人

畜的危害又是极其严重的, 因而此方程具有一定的实用性 ,

简化了研究和检疫的工序, 但考虑到季节、取样环境以及人

为误差等因素的影响, 其普遍性关系还有待于在不同季节、

不同鸡舍环境以及正确的操作下做进一步研究。

(5) 该试验中仅鉴定出镰孢菌的3 个种, 可能与该次试

验采样样本数量少, 采样时间为冬季以及人为误差等因素有

关, 同时说明了镰孢菌的形态学鉴定难度大, 今后须结合分

子生物学方法进行研究。
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3  结论

( 1) 5 批禽霍乱、新城疫二联油乳剂灭活疫苗对60 日龄

鸭和鹅2 倍使用剂量的安全性试验结果表明 : 鸭和鹅均未出

现由疫苗引起的任何局部和全身不良反应, 且全部健活。证

明该二联苗用于免疫水禽( 鸭、鹅) 安全可靠, 无任何毒副

作用。

(2) 5 批二联苗对90 日龄鸭和鹅的免疫效力试验结果

表明: 免疫后3 周,5 个免疫组鸭、鹅的 ND- HI 抗体效价均≥

4 log2 , 对照组均≤2 log2 ; 免疫组NDV 攻毒保护率均为100 % ,

APM 攻毒保护率为66 .7 % ～83 .3 % 。说明该二联苗免疫鸭

和鹅等水禽, 能获得较好的禽霍乱和新城疫免疫效果。

(3) 在水禽免疫的研究中, 关于副粘病毒和禽多杀性巴氏

杆菌目前只有相关单价疫苗的免疫效果报道[7 - 8] 。该研究为

禽霍乱、新城疫二联油乳剂灭活疫苗免疫鸭和鹅等水禽提供了

理论依据, 其临床应用效果有待于田间试验的进一步验证。

表1 鸭的免疫效力试验

Table 1 The results of i mmuneefficacytest on ducks

组别
Group

日龄∥d
Age

数量∥只
Number

免疫剂量∥ml
Immunizing dose

ND- HI 抗体∥×log2

ND- HI antibody titer

免疫前
Before

i mmunization

免疫后3 周
3 weeks after
i mmunization

NDV 攻毒保护率 ∥%
( 保护数/ 攻毒数)

Protectionrate
against NDV

( Protective number/
challenge number)

APM攻毒保护率∥%
( 保护数/ 攻毒数)

Protectionrate
agai nst APM

( Protective number/
challenge number)

2001-01   90   16    1 ≤2   4 .2 (4～5)     100( 10/ 10)    83 .3 (5/ 6)
2001-02 90 16 1 ≤2 4 .6 (4～5) 100( 10/ 10) 83 .3 (5/ 6)
2001-03 90 16 1 ≤2 4 .2 (4～5) 100( 10/ 10) 66 .7 (4/ 6)
2001-04 90 16 1 ≤2 4 .4 (4～5) 100( 10/ 10) 83 .3 (5/ 6)
2001-05 90 16 1 ≤2 4 .8 (4～5) 100( 10/ 10) 83 .3 (5/ 6)
对照组 90 8    -  ≤2    ≤2 0( 0/ 5) 0 (0/ 3)
Control group

表2 鹅的免疫效力试验

Table 2 Theresults of immuneefficacytest ongeese

组别
Group

日龄∥d
Age

数量∥只
Number

免疫剂量∥ml
Immunizing

dose

ND- HI 抗体∥×log2

ND- HI antibody titer

免疫前
Before

i mmunization

免疫后3 周
3 weeks after
i mmunization

NDV 攻毒保护率 ∥%
( 保护数/ 攻毒数)

Protectionrate
against NDV

( Protective number/
challenge number)

APM攻毒保护率∥%
( 保护数/ 攻毒数)

Protectionrate
agai nst APM

( Protective number/
challenge number)

2001-01 90   16 1 ≤2   4 .4 (4～5) 100 (10/ 10)   66 .7 (4/ 6)
2001-02 90 16 1 ≤2 4 .2 (4～5) 100 (10/ 10) 83 .3 (5/ 6)
2001-03 90 16 1 ≤2 4 .6 (4～5) 100 (10/ 10) 66 .7 (4/ 6)
2001-04 90 16 1 ≤2 4 .2 (4～5) 100 (10/ 10) 83 .3 (5/ 6)
2001-05 90 16 1 ≤2 4 .4 (4～5) 100 (10/ 10) 83 .3 (5/ 6)
对照组 90 8 - ≤2     ≤2 0 (0/ 5) 0 (0/ 3)
Control group
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