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［摘　 要］ 　 为进行一例鸡源致病型大肠杆菌的分离鉴定，无菌采集疑似大肠杆菌患病蛋鸡肝脏、脾
脏等组织，进行病原菌的分离培养。 利用培养特性检查、菌落形态观察、革兰氏染色鉴定、生化特性

考察、ＰＣＲ 鉴定、测序分析以及动物致病性试验对分离菌株进行鉴定，并同时进行药敏试验。 结果

显示，分离菌株为一株致病型大肠杆菌，对青霉素、氟苯尼考、阿莫西林等多种抗生素产生耐药性，
对丁胺卡那敏感。 建议使用丁胺卡那霉素对大肠杆菌进行防治。
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　 　 大肠杆菌病是由致病性大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ
ｃｏｌｉ）引起的各种急性或慢性疾病的总称。 不同品

种及日龄的鸡均可感染，尤其 ２ ～ ３ 周龄雏鸡发病

严重，病鸡表现精神沉郁，腹泻，关节有肿胀，气囊

炎等症状［１］。 该病的发病率和死亡率高，暴发频

繁，严重影响养鸡业的发展。 因此，集约化鸡群养

殖中常常使用抗生素来预防大肠杆菌病的发生［２］，
抗生素的大量不合理使用导致耐药菌株的产生，为
大肠杆菌病的防治增加了难度。 本研究自集约化

养殖场的蛋鸡中分离鉴定了一株致病型大肠杆菌，
同时通过药敏试验对分离菌株进行了敏感药物筛

选，以期为鸡场大肠杆菌病的抗生素治疗提供药物

指导，避免无效抗生素的滥用。
１　 材料与方法

１ １　 材料

１ １ １　 病料　 采集自黑龙江省拉哈镇某蛋鸡养殖

场 ６ 月龄蛋鸡，濒死鸡表现精神沉郁，腿部关节肿

胀，排黄白色稀粪。 死亡鸡剖检可见明显的心脏纤

维素沉积、包心包肝症状。
１ １ ２　 试剂与仪器　 葡萄糖、乳糖、蔗糖、麦芽糖、
甘露醇、尿素酶、吲哚、ＶＰ、ＭＲ、麦康凯、伊红美蓝琼

脂培养基等生化试剂，购自青岛海博生物技术有限

公司；药敏片购自杭州滨和微生物试剂有限公司；
Ｖｅｒｉｔｉ９６ 孔 ＰＣＲ 仪购自美国 Ｌｉｆｅ ＡＢＩ 公司。
１ １ ３　 试验动物　 ２ 周龄雌性 ＳＰＦ 雏鸡 １０ 只，购
自哈尔滨维科生物制品有限公司。
１ ２　 方法

１ ２ １　 病原分离培养　 无菌条件下取病死蛋鸡的

肝脏、脾脏，接种于营养琼脂、麦康凯和伊红美兰琼

脂平板上，３７ ℃ 条件下培养 ２４ ｈ，再挑取菌落形态

特征明显的单菌落，划线传代培养，纯化 ３ 代后观

察单菌落细菌菌落形态，并挑取单菌落进行革兰氏

染色，显微镜观察细菌形态。 单个典型菌落接种普

通肉汤增殖培养。
１ ２ ２　 分离菌株生化试验 　 通过糖发酵试验、尿
素酶试验、ＶＰ 试验、ＭＲ 试验、吲哚试验进行分离菌

株生化特性检测。
１ ２ ３　 分离菌株的 ＰＣＲ 扩增和测序　 以增殖的菌

液为模板，用细菌 １６Ｓ ｒＤＮＡ 的通用引物（表 １）进
行 ＰＣＲ 扩增。 ＰＣＲ 扩增体系为：模板 ０ ５ μＬ，上、

下游引物各 １ μＬ，Ｐｒｅｍｉｘ １２ ５ μＬ，ｄｄＨ２Ｏ １０ μＬ。

ＰＣＲ 扩增程序为：９４ ℃ 预变性 ５ ｍｉｎ；９４ ℃ 变性

１ ｍｉｎ，５５ ℃退火 １ ｍｉｎ，７２ ℃延伸 ９０ ｓ，３０ 个循环；
７２ ℃终延伸 １０ ｍｉｎ。 扩增产物用 １％ 琼脂糖凝胶

电泳检测。

表 １　 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ
引物（ｐｒｉｍｅｒ） 序列（ｓｅｑｕｅｎｃｅ）

上游引物（ｕｐ） ａｇａｇｔｔｔｇａｔｃｃｔｇｇｃｔｃａｃ

下游引物（ｄｏｗｎ） ｇｇｔｔａｃｃｔｔｇｔｔａｃｇａｃｔｔ

１ ２ ４　 分离菌株的同源性分析 　 将分离菌株的

１６Ｓ ｒＤＮＡ 测序结果提交到 ＧｅｎＢａｎｋ 中进行同源性

比对，确定分离菌株的种属。
１ ２ ５　 动物致病性试验 　 ＳＰＦ 雏鸡致病性试验：
取 ＳＰＦ 雏鸡 １０ 只，随机分成 ２ 组，每组 ５ 只，试验

组分别用分离纯化细菌肉汤进行颈部皮下注射，每
只雏鸡接种上述细菌 ０ ５ ｍＬ （大肠杆菌浓度为

３ ０ × １０９ ＣＦＵ ／ ｍＬ），对照组每只接种生理盐水

０ ５ ｍＬ，观察细菌致病性情况，雏鸡死亡后剖检，对
死亡雏鸡心脏、肝脏组织涂片染色镜检。
１ ２ ６　 药敏试验　 将稀释好的菌液每个平板接种

０ １ ｍＬ，用灭菌玻璃棒涂匀整个平板表面，用无菌

镊子取 １０ 种药敏纸片贴于平板上，每个平板贴 ５
张纸片，相隔不少于 ３ ｃｍ，将上述平板置于 ３７ ℃温

箱内培养，２４ ｈ 后观察结果并测量各纸片周围抑菌

圈直径（ｍｍ），参照 ＥＵＣＡＳＴ 欧盟药敏试验（２０１６）
标准［３］进行结果判定。

２　 结果与分析

２ １　 培养特性　 麦康凯培养基上菌落呈现小粉红

色；伊红美兰琼脂培养基上菌落呈现黑色带金属光

泽、边缘整齐、光滑湿润形态； 在普通琼脂培养基

上呈灰白色、圆形、整齐、隆起的菌落。
２ ２　 染色镜检　 分离菌株革兰氏染色为阴性小杆

菌，两端钝圆，与大肠杆菌染色特性相符。
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２ ３　 生化试验鉴定 　 分离菌株能发酵乳糖，发酵

葡萄糖产酸产气，发酵麦芽糖、甘露醇，吲哚试验为

阳性，ＶＰ 试验为阴性，尿素酶阴性，ＭＲ 试验阳性，
与大肠杆菌生化特性相符（表 ２）。

表 ２　 生化试验结果

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｔｅｓｔ

试验
Ｔｅｓｔ

常规特性
Ｒｅｇｕｌａｒ
ｆｅａｔｕｒｅ

反应模式
Ｒｅａｃｔｉｏｎ
ｍｏｄｅ

试验
Ｔｅｓｔ

常规特性
Ｒｅｇｕｌａｒ
ｆｅａｔｕｒｅ

反应模式
Ｒｅａｃｔｉｏｎ
ｍｏｄｅ

尿素酶 － － 麦芽糖 ⊕ ⊕

ＶＰ － － 蔗糖 － －

吲哚 ＋ ＋ 甘露醇 ⊕ ⊕

葡萄糖 ⊕ ⊕ ＭＲ ＋ ＋

乳糖 ⊕／ － ⊕

“ ＋ ”表示阳性，“ － ”表示阴性，“⊕”表示产酸产气
＂ ＋ ＂ ｍｅａｎｓ ｐｏｓｉｔｉｖｅ，＂ － ＂ ｍｅａｎｓ ｎｅｇａｔｉｖｅ，＂ ⊕＂ ｍｅａｎｓ ａｃｉｄ

ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ ｇａｓ

２ ４　 ＰＣＲ 鉴定　 分离菌进行 １６Ｓ ｒＤＮＡ 扩增，得到

大小为 １４５７ ｂｐ 的目的片段（图 １），与预期大小一

致，目的片段送吉林库美生物有限公司测序。

１ Ｍ ＤＬ － ２ ０００ Ｍａｒｋｅｒ；２ 阴性对照；

３ 分离菌；４ 阳性对照

１ Ｍ ＤＬ － ２ ０００ Ｍａｒｋｅｒ； ２ Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ；

３ Ｉｓｏｌａｔｅｄ ｂａｃｔｅｒｉａ； ４ Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ

图 １ 细菌 １６Ｓ ｒＤＮＡ 琼脂糖凝胶电泳结果

Ｆｉｇ １ Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ １６Ｓ ｒＤＮＡ

ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ

２ ５　 测序分析　 １６ＳｒＤＮＡ 测序结果进行 ＢＬＡＳＴ 比

对分析，结果表明（表 ３），分离菌 １６ＳｒＤＮＡ 测序片段

与 Ｇｅｎｂａｎｋ 中已知 １０ 株大肠杆菌菌株的同源性均

在 ９９％以上，因此，确定分离菌株为大肠杆菌菌株。

表 ３　 分离菌株序列同源性分析

Ｔａｂｌｅ ３　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｏｆ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｓｔｒａｉｎ

菌株
Ｓｔｒａｉｎ

登录号
Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒ

与分离菌株同源性 ／ ％
Ｈｏｍｏｌｏｇｙ（％ ）

ＣＬＳＣ３６ ＣＰ０４１３００ １ ９９ ５２

Ｋ７１ － ７７ ＣＰ０４０８８６ １ ９９ ４５

２０１４Ｃ － ３０９７ ＣＰ０２７４４９ １ ９９ ５２

ＥＣＣ － １４０７ ＣＰ０１０ － ３４４ １ ９９ ５２

Ａ１ － １８１ ＣＰ０４００６７ １ ９９ ４５

ＡＲ２４ ２ｂ ＣＰ０３５９４４ １ ９９ ４５

ＦＷＳＥＣ０００３ ＣＰ０３１９１６ １ ９９ ４５

ＣＰ５３ ＣＰ０３３０９６ １ ９９ ４５

２０１１Ｃ － ４２１５ ＣＰ０２７３８８ ９９ ４５

０５ － ３６２９ ＣＰ０２７３７３ １ ９９ ４５

２ ６　 雏鸡致病性试验结果　 ＳＰＦ 雏鸡颈部皮下接

种后 １２ ｈ 全部开始发病，出现明显腹泻症状，肛门

周围有污秽物，４８ ｈ 内全部死亡。 剖检死亡雏鸡发

现气管支气管粘液增加（图 ２ Ａ）；雏鸡少量心包积

液，肝脏肿胀，有出血点及出血斑，质地变脆（图 ２
Ｂ）； 十二指肠出血（图 ２ Ｃ）。 雏鸡的心脏和肝脏

组织中均可见所接种的细菌（图 ２ Ｄ，１００ ｘ）。

图 ２　 致病性试验结果

Ｆｉｇ ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ａｔｔａｃｋ ｔｅｓｔ
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２ ７　 药敏试验结果　 对已鉴定出的大肠杆菌进行

药敏试验，结果见表 ４。 药敏试验结果显示，本次分

离鉴定出的大肠杆菌对丁胺卡那敏感性较高，多粘

菌素次之。
表 ４　 药敏试验结果

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｔｅｓｔ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ

抗菌药物
Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｓ

抑菌圈直径 ／ ｍｍ
Ｂａｃｔｅｒｉａ ｒｉｎｇ ｄｉａｍｅｔｅｒ（ｍｍ）

判定标准 ／ ｍｍ

Ｒ Ｉ Ｓ
结果判定
Ｒｅｓｕｌｔ

青霉素 ０ ≤１１ ＞ １１ ～ ＜ １５ ≥１５ Ｒ

氟苯尼考 ６ ≤１２ ＞ １２ ～ ＜ １８ ≥１８ Ｒ

庆大霉素 ３ ≤１２ ＞ １２ ～ ＜ １５ ≥１５ Ｒ

阿莫西林 ０ ≤１９ ＞ １９ ～ ＜ ２５ ≥２５ Ｒ

氨苄西林 ０ ≤１３ ＞ １３ ～ ＜ １７ ≥１７ Ｒ

头孢唑啉 ０ ≤１４ ＞ １４ ～ ＜ １８ ≥１８ Ｒ

红霉素 ０ ≤１３ ＞ １３ ～ ＜ ２３ ≥２３ Ｒ

丁胺卡那 ２４ ≤１４ ＞ １４ ～ ＜ １７ ≥１７ Ｓ

氧氟沙星 ０ ≤１２ ＞ １２ ～ ＜ １６ ≥１６ Ｒ

多粘菌素 １８ ≤８ ＞ ８ ～ ＜ １２ ≥１２ Ｓ

Ｒ 表示耐药，Ｉ 表示中介，Ｓ 表示敏感

３　 讨论与结论

通过细菌的形态学观察、生化试验考察以及

ＰＣＲ 鉴定等，确定从死亡蛋鸡中分离得到菌株为大

肠杆菌，动物致病性试验证实，分离菌株具有强致

病性。 药敏试验证实，分离菌株对青霉素、氟苯尼

考、庆大霉素、阿莫西林、氧氟沙星、头孢唑啉、红霉

素等临床上常用多种抗生素耐药，仅对丁胺卡那霉

素和多粘菌素较为敏感。 这一结果与已报道黑龙

江地区鹅源大肠杆菌药敏结果较为相似［４］，证明临

床中禽源大肠杆菌耐药性情况非常严重，有必要通

过药敏试验进行药物筛选使用，根据药敏试验结果

筛选最敏感的药物和最合适的剂量，切忌盲目用

药，滥用药，否则耐药情况很可能进一步加重。

与国外相比，我国的大肠杆菌分离株存在着明

显的地域性和多样性，致病型血清型数量较大，鸡

源致病型大肠杆菌血清型多集中在 Ｏ１、Ｏ２、Ｏ７８ 等

型，邓彦宏等在东北地区（黑龙江，吉林，辽宁）分离

得到 ２１９ 株大肠杆菌，共鉴定了 １８９ 个分离株的血

清型，其中 Ｏ１、Ｏ４、Ｏ７８、Ｏ１３８、Ｏ１０７、Ｏ１４１ 检出率

较高，证明这些血清型为东北地区的流行优势血清

型［５］，本研究并未进行大肠杆菌的血清型检测，但

测序结果表明，分离株与 Ｏ１ 血清型 ＣＬＳＣ３６ 株同

源性最高，为 ９９ ５％ ，这一结果与已报道流行大肠

杆菌优势血清型结果一致，说明 Ｏ１ 型大肠杆菌在

黑龙江地区存在流行，并且耐药性较高，本研究中

丁胺卡那霉素和多粘菌素对其较为敏感，此结果对

黑龙江省鸡源致病型大肠杆菌的防治有一定的参

考意义。

大肠杆菌病的控制主要以预防为主，但如果出

现发病，抗生素治疗仍是目前最有效的治疗方式。

随着蛋鸡、肉鸡集约化养殖的增加，饲喂抗生素进

行预防和治疗大肠杆菌病已成为集约化养殖过程

中必不可少的程序［２］，不合理使用抗生素必然导致

大量细菌产生耐药［６］，为此兽医主管部门已经提出

了减量化使用抗生素的倡议。 最为行之有效的办

法仍然是找到一种可以代替抗生素治疗细菌性疾

病的替代品。 应用疫苗和生物制剂防控大肠杆菌

病被认为是一种良好防控措施［７ － ８］。 益生菌的发

现也为耐药菌治疗提供了机会［９］。 而中草药及中

药复方制剂因其疗效好、低残留、不宜产生耐药性

的特点，成为近年来的研究热点［１０］，但目前上述方

法仍不能完全取代抗生素的作用，因此，还应进一
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步探索研究，为真正做到抗生素减量化使用奠定

基础。
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