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禽源大肠杆菌的分离及其毒力因子的检测
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摘 要：从临床疑似大肠杆菌感染的病禽组织中分离到 2’ 株细菌（其中鹅源 $’ 株，鸡源 !% 株）；通过常规形态学、

培养特性和生化特征的研究，确定为大肠杆菌。EFG 检测表明，其中 !2 株（22H"I）为 9&J 大肠杆菌，&% 株（&!H#I）

为 9&J KELJ 大肠杆菌，$ 株（$H’I）为 KELJ 大肠杆菌；通过比较还发现，9& 菌毛和 KEL 在鹅源和鸡源大肠杆菌中以

及不同脏器来源的菌株中具有相似的分子流行病学。) 抗原鉴定结果表明鹅源大肠杆菌的 ) 抗原型主要有 )$2、

)"3、)&3、)&&"，鸡源大肠杆菌的 ) 抗原型主要有 )&%’、)$!、)&3、)&8’、)"3。药敏试验表明，其中绝大多数菌株对

先锋霉素 M、呋喃妥因、庆大霉素敏感，对环丙沙星因菌株差异而不同，林可霉素、四环素、多粘菌素多不敏感。
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禽大肠杆菌病是由致病性大肠杆菌感染引起家

禽的传染病，临床表现多种病型。在规模养殖的条

件下，该病仍然是影响养禽业发展的重要疾病之一，

造成的损失仍然不可低估。菌毛是大肠杆菌的重要

毒力因子；研究表明，鸡源大肠杆菌在侵袭宿主的过

程中，主要依靠菌毛对组织上皮细胞的黏附，使细菌

易于定植、移行，从而获得侵袭的通道［& ( 8］。禽源大

肠杆菌主要有 9& 和 E 菌毛，其中 9& 菌毛最为多

见［!］。近年来，在许多病原菌中发现了毒力岛的存

在，并 可 能 与 其 毒 力 进 化 有 关；例 如 KEL（ P>QP
R:+P,Q.S>*>+B >@6:ST）是最早发现于耶尔森菌属的强毒

力岛［#］，但在人源、猪源、牛源、兔源大肠杆菌中也广

泛存在［2 ( 3］。本试验对江苏省泰州市、扬州市及其

周边地区部分养殖户的疑似大肠杆菌病的病禽进行

了实验室诊断，并对分离的大肠杆菌进行了毒力因

子（9& 菌毛、KEL）检测、) 抗原鉴定以及药物敏感性

试验。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 主要试剂和仪器：5:1:G: 5:U（#VW!X）、&% Y
EFG 0Z[[./（\Q$ J 9/..）、\QF6$（ $#==,6WX）、T]5E

\>;+Z/.（.:*P $H#==,6WX）、̂ ]O \:/_./ ^X$%%% 等均

购自 5:1:G: 公司；琼脂糖购自上海 ‘>+, 公司（西班

牙产）；大肠杆菌 ) 抗原单因子血清购自中国兽药

监察所；吲哚试剂、\DG 试剂、M7E 试剂、革兰氏染色

液均根据文献配制［’］。呋喃妥因、林可霉素、四环

素、庆大霉素、先锋霉素 M、环丙沙星、多黏菌素等药

敏纸片，均购自杭州天和微生物试剂有限公司。

!"!"# 病料与参考菌株：病料来自 $%%2 年 8 ( # 月

份江苏省泰州市、扬州市及周边地区的 3 个鹅场和

&# 个鸡场的疑似大肠杆菌（ !"#$%&’#$’( #)*’）感染的

病禽；所有病禽均有腹泻和呼吸道罗音等症状，剖检

均可见肠炎、肝周炎、气囊炎、肺炎以及气管黏液增

多等病变；采集十二指肠、肺以及肝脏作为分离细菌

的材料。9&J 大肠杆菌 F2%% 株、&$#87"" 株、F&$&a7
""株，9&4 大 肠 杆 菌 5b&；KELJ 大 肠 杆 菌 c!#$2$&
株、c!88%&! 株；KEL4 大肠杆菌 c!!$"&$ 株（X<<J ），

为扬州大学兽医微生物实验室收藏。

!"!"$ 培养基：麦康凯琼脂（购自上海中科昆虫生

物技术开发有限公司）；<\0 琼脂（尹红美蓝琼脂，

购自上海精析化工科技有限公司）；X0 培养基、三糖

铁琼脂等均根据文献［’］配制。葡萄糖、麦芽糖、甘露

糖、乳糖、蔗糖、枸橼酸盐等微量生化培养管均为杭



州天和微生物试剂有限公司生产。

!"!"# 引物：根据文献报道的 !" 菌毛主要结构亚

单位（!#$%）基因（ !"#$）［"& ’ "(］，在序列分析比较的基

础上，根据保守区域设计用于 )*+ 鉴定 !" 菌毛的

引物；根据文献［",］合成 " 对引物，用于 -). 核心区

基因 #/0( 的扩增；所有引物由上海生工生物工程技

术服务有限公司合成，其序列见表 "。

表 ! 用于大肠杆菌 $!菌毛和 %&’毒力岛鉴定的 &()引物

12345 " )*+ 0/#$5/6 6057#8#7 89/ !" 9/ -). #: ;<#6 6;=>?

)/#$5/ @5A=5:75（BC!,C） 12/D5;
D5:5 @#E5F30

!"G! %%1H**HH*1*1H11H%1*%%%**H1 !"#$ I(&

!"G+ %H%1%*1H%%**11H%%HH1*H*%1*

#/0(GJ %%HH%11*H*1H11%**HH%* "%&’ (K&

#/0(G+ 1*H1*HHH*%H*H111*11*1

!"* 细菌的分离和培养

取采集的病料，使用麦康凯琼脂平板进行划线

分离；,LM培养 (I< 后，挑取疑似大肠杆菌的菌落连

续纯培养 , 代。纯培养物进行革兰氏染色镜检后，

分别于接种 NOP 琼脂平板和三糖铁琼脂。

!"+ 生化试验

糖类发酵试验、吲哚试验、OQ+ 试验、RG) 试验、

枸橼酸盐利用试验、尿素分解试验、硫化氢产生试验

等均按照文献［S］进行。

!"# &() 检测大肠杆菌毒力基因

!"#"! TU% 模板的制备：参考菌株和分离株分别在

JP 平板上 ,LM培养 (I<，各挑取 " 个菌落，以煮沸

法制备细菌的 TU% 模板［L，K］。

!"#"* )*+ 检测 !"V 大肠杆菌：取 "& W )*+ P=885/
B!J，OD*4( ,!J，I W >U1)6 I!J，引物 !"G!、!"G+ 各

"!J（浓度均为 B&$$94FJ），参考菌株的 TU% 模 板

(!J，12X2+2 ()* "!J，加灭菌超纯水至 B&!J。反应

条件：SIM ,$#:；SIM I&6，BKM I&6，L(M "$#:，,& 循

环；L(M "&$#:。

!"#"+ )*+ 检测 -). 核心基因 "%&’：参考菌株的

TU% 模板 (!J，引物 #/0(GJ、#/0(G+ 各 "!J（浓度均为

B&$$94FJ），其它同步骤 "QIQ(；反应条件：SIM ,$#:；

SIM ,&6，BKM ,&6，L(M ,&6，,& 循环；L(M "&$#:。

!"#"# )*+ 产物电泳鉴定：取 )*+ 产物 I!J 进行

"Y琼脂糖凝胶电泳，以 TU% O2/Z5/ TJ(&&& 为参照，

溴化乙锭（NP）染色后置紫外灯下观察。

!"#", 大肠杆菌 !" 和 -). 的 )*+ 检测：取分离菌

的 TU% 模板，分别按步骤 "QIQ(、"QIQ, 进行 )*+ 扩

增，以确定 !" 和 -). 在泰州、扬州及其周边地区禽

源大肠杆菌中的流行情况。

!", - 抗原型鉴定

取分离菌在 JP 平板上的培养物，用灭菌生理

盐水漂洗 , 次后，制成约 " W "&"& *![F$J 的悬液；

"&BZ)2 高压蒸汽处理 "< 后，使用大肠杆菌 \ 抗原

单因子血清，以玻板凝集试验鉴定 \ 抗原型。

!". 药敏试验

随机取纯培养后的鹅源大肠杆菌 I 株、鸡源大

肠杆菌 B 株，通过纸片扩散法测定其对临床常用抗

生素的敏感性。

* 结果和分析

*"! 细菌的分离和培养

共分离到细菌 ]S 株，其中鹅源 (S 株（分离自肝

脏 L 株、肺脏 ", 株、肠道 S 株）、鸡源 I& 株（分离自

肝脏 "( 株、肺脏 "I 株、肠道 "I 株）。所有细菌在麦

康凯平板上均生长为表面光滑、边缘整齐、圆形、隆

起的红色菌落，在 NOP 琼脂平板上为黑色带金属闪

光的菌落，在三糖铁琼脂中为斜面变黄、底部变黄、

产气、不产生 -(@。革兰氏染色镜检均为两端钝圆、

形态均一、中等大小、散在排列的红色杆菌，初步确

定为大肠杆菌。

*"* 生化试验结果

所有菌株均分解葡萄糖、乳糖、麦芽糖、甘露糖

产酸 产 气，约 ""Q]Y 的 菌 株（鹅 源 ",QKY，鸡 源

"&Y）分解蔗糖产酸产气，所有的菌株均能产生吲

哚、OQ+ 试验阳性、RG) 试验阴性、不能利用枸橼酸

盐、不能产生硫化氢、不分解尿素，证明了所分离的

细菌就是大肠杆菌。

图 ! &() 检测 $! 菌毛阳性大肠杆菌

!#D^" )*+ >5;7;#9: 98 ;<5 !" V + ^ ,-." 6;/2#:6；O^ TU% TJ(&&&

O2/Z5/；"^ )*+ 0/9>=7; 98 !" V + ^ ,-." 6;/2#:6 *]&&；(^ )*+ 0/9>=7;

98 !" V + ^ ,-." 6;/2#:6 *"(B,GLL；, ^ )*+ 0/9>=7; 98 !" V + ^ ,-."

6;/2#:6 *"("_GLL；I^ )*+ 0/9>=7; 98 !" ‘ + ^ ,-." 6;/2#:6 1H"^

*"+ &() 检测 $!/ 大肠杆菌

结果表明从 !" 菌毛阳性大肠杆菌 *]&& 株、

]SL a-[ @<2:G?=2: /0 ). ^ F$,0) 1",%-2"-.-3",) 4"5",)（(&&L）IL（B）



!"#$%&’’ 株、!"#"(&’’ 株均可扩增到约为 )#*+, 的

片段，与期望的长度大小相当（图 "），而从 -". 大肠

杆菌 /0" 中不能扩增到期望的片段；这表明引物

-"&-、-"&1 可特异性鉴定 -"2 大肠杆菌。

!"# $%& 检测 ’$( 核心基因 !"#!
结果表明从 3452 大肠杆菌 6)$#7#" 株、6)%%*")

株中均可扩增到约 #8*+, 的片段，与期望的大小相

当（图 #），而从 345. 大肠杆菌 6))#’"# 株中不能扩

增到期望的片断；这表明引物 9:,#&;、9:,#&1 可特异

性鉴定 3452 大肠杆菌。

图 ! $%& 检测 ’$( 核心基因 !"#!
-9<=# 4!1 >?@A@9BC BD @E? 345 2 " = #$%& F@:G9CF= H= IJK I;#***

HG:L?:；" = 4!1 ,:B>MA@ BD 345 2 " = #$%& F@:G9CF 6)$#7#"；# = 4!1

,:B>MA@F BD 345 2 " = #$%& F@:G9CF 6)%%*")；%= 4!1 ,:B>MA@ BD ;NN2 " =

#$%& F@:G9CF 6))#’"#=

!") 临床分离株 *+ 菌毛和 ’$( 的检测

对 #O 株鹅源大肠杆菌、)* 株鸡源大肠杆菌的

4!1 检测发现，其中 )7 株（77P’Q）为 -"2 大肠杆

菌，"* 株（")P$Q）为 -"2 3452 大 肠 杆 菌，# 株

（#POQ）为 3452 大肠杆菌（表 #）。

表 ! 所分离的禽源大肠杆菌毒力因子的检测结果（单位：株）

/G+R? # 4!1 >?@?A@9BC BD (9:MR?CA? DGA@B:F 9C G(9GC

" = #$%& 9FBRG@?F 9C @E9F F@M>S

KC9TGR 6GT,R? /B@GR -" 2 -" 2 345 345 2

0BBF? R9(?: ’ % # "
RMC< "% "* " *
>MB>?CMT O 7 " "

!EBBL R9(?: "# O # *
RMC< ") "* # *
>MB>?CMT ") 8 # *

/B@GR 7O )7 "* #

其中鹅源大肠杆菌分离株中，"O 株（7$P$Q）为

-"2 、) 株（"%P8Q）为 -"2 3452 、# 株（7POQ）为

3452 ，鸡 源 大 肠 杆 菌 分 离 株 中，#’ 株（7’P$Q）为

-"2 、7 株（"$Q）为 -"2 3452 、未发现（*Q）3452 大

肠杆菌；-" 菌毛和 345 在鹅源和鸡源大肠杆菌中的

分子流行病学基本相似（图 %）。通过比较还发现，

-" 菌毛和 345 在不同脏器来源的鹅源和鸡源大肠

杆菌 分 离 株 中 的 也 具 有 相 似 的 分 子 流 行 病 学

（图 )）。

图 , 鹅源和鸡源大肠杆菌分离株 *+ 与 ’$( 的分子流行

病学

-9<=% 4:?(GR?CA? BD -" D9T+:9G GC> 345 9C G(9GC " P #$%& 9FBRG@?F D:BT

>9DD?:?C@ GC9TGR =

图 # 不同脏器来源的大肠杆菌分离株 *+ 与 ’$( 的分子

流行病学

-9<=) 4:?(GR?CA? BD -" D9T+:9G GC> 345 9C G(9GC " = #$%& 9FBRG@?F D:BT

>9DD?:?C@ @9FFM?=

!"- . 抗原鉴定结果

该试验分离的鹅源大肠杆菌分离株主要为 U#7
（ #$P*Q）、U’8（ "#P$Q）、U"8（ "#P$Q）、U""’
（"#P$Q）、未定型 %’P$Q；鸡源大肠杆菌分离株主要

为 U"*O（%’P$Q）、U#)（"8P’$Q）、U"8（"#P$Q）、U"%O
（"#P$Q）、U’8（7P#$Q）、未定型 "#P$Q。

!"/ 药敏试验结果

通过对 "" 株大肠杆菌的药敏试验，发现绝大多

菌株对先锋霉素 V、呋喃妥因、庆大霉素敏感，对环

丙沙星因菌株差异而不同，林可霉素、四环素、多粘

菌素多不敏感（表 %）。

’O’朱善元等：禽源大肠杆菌的分离及其毒力因子的检测 = W微生物学报（#**’）)’（$）



表 ! "" 株禽源大肠杆菌的药敏试验结果

!"#$% & !’% "()*#*+)*,- -.-,%/)*#*$*)0 +1 )’% 22 "3*"( ! 4 "#$% *-+$")%-
5"6/$% 7%()"60,*( 8*/9+1$+:",*( 8%1";+$*( <*)9+1.9"()+*( =*(,+60,*( !%)9",0,$*( >+$060,*( ?

2 = @ @ @ A A A
B = = @ = A @ A
& = A @ = A A A
C A A = = A A A
D = A E E A A A
F @ = E E A A A
G @ A E @ A A A
H = A A @ A A A
I @ @ E E A A A
2J @ @ E @ A A A
22 @ E E E A E A

K%6"9L：“E”*- "##9%3*")*+( 1+9“’*M’ -%(-*)*3%”；“@”*- "##9%3*")*+( 1+9“6%N*.6 -%(-*)*3%”；“=”*- "##9%3*")*+( 1+9“$+O -%(-*)*3%”；“ A ”*- "##9%3*")*+(
1+9“9%-*-)*3%”4 5"6/$%- 2PC O%9% *-+$")%N 19+6 M%%-% "(N -"6/$%- D Q 22 O%9% *-+$")%N 19+6 ,’++L4

! 讨论

本试验建立了检测禽源大肠杆菌毒力因子（R2
菌毛、E>S）的 >8K 方法，具有敏感、特异、快速等优

点；并利用建立的 >8K 方法对江苏省泰州市、扬州

市及其周边地区鹅源与鸡源大肠杆菌进行了鉴定，

这对于科学防控大肠杆菌感染具有积极的意义。

许多研究表明 R2 菌毛是禽源大肠杆菌的重要

毒力因子［2 A C］，本试验结果也揭示了其在泰州市、扬

州市及其周边地区鹅源与鸡源大肠杆菌中广泛存

在，证明了 R2T 大肠杆菌是该地区重要的禽大肠杆

菌病病原。许多资料表明 E>S 是人源、牛源、猪源、

兔源致泻性大肠杆菌的重要毒力因子［D Q H］，但在禽

源大肠杆菌中尚未见系统报道；本试验结果表明，

E>S 在禽源大肠杆菌中已经存在（2GUCV），这为揭

示 E>S 在不同细菌之间的转移提供了又一重要证

据，同时对今后禽大肠杆菌病的防制具有指导意义。

大肠杆菌血清型众多，我国已分离鉴定的禽致

病性大肠杆菌血清型有 GC 个之多，本试验中发现江

苏省泰州市、扬州市及其周边地区的鸡源大肠杆菌

W 抗原型主要有 W2JI、WBC、W2H、W2&I、WGH，鹅源大

肠杆菌 W 抗原型主要有 WBF、WGH、W2H、W22G，与国

外报道（W2、WB、W&D 和 WGH）、高崧等报道（W2H、WGH、

WB、WHH、W22、WBF）、李富金等报道（WGH、W&F、WF、

W2JG、WB、W2BJ、W2D、W2JI、WH）以 及 韦 平 等 报 道

（WDJ、WHH、W2&&、WH、WGH 和 W2D）的大肠杆菌优势血

清型不尽相同［2C Q 2F］，这也进一步证明了我国禽源大

肠杆菌血清型复杂多样。

近年来，由于各种抗菌药物的广泛应用，导致耐

药菌株数的迅速上升，尤其广谱及超广谱抗菌药物

的不加控制的使用，是造成耐药菌株大量出现的重

要原因。加强对病原菌的耐药性的检测，定期总结

经验，观察耐药趋势，对指导临床合理用药减缓细菌

耐药的产生具有重要意义。
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