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摘   要：【背景】狐、貉肺炎频发导致养殖户遭受巨大经济损失。【目的】调查黑龙江省、吉林省、

河北省、山东省等地狐、貉肺炎原因，对病原菌进行分离、鉴定及部分生物学特性研究。【方法】无

菌采集患病狐、貉肺组织进行细菌分离培养；对分离菌进行革兰氏染色、生化试验、特异性基因

PCR 鉴定、药物纸片扩散法敏感性试验、毒力基因检测及小鼠致病性试验。【结果】分离的 136 株

菌的革兰氏染色均为阴性杆菌，生化特性及特异性基因 PCR 均鉴定为大肠杆菌；分离株具有多重

耐药性且有 29 种毒力基因组合方式，其主要流行毒力基因有 8 种：yijP、fimC、fimH、fyuA、iutA、

papC、irp2、astA；小鼠致病性结果显示，分离菌株含主要流行毒力基因越多对小鼠致病性越

强。【结论】明确了引发狐、貉肺炎的病原菌为大肠杆菌，其携带毒力基因数量与致病力相关。 

关键词：狐、貉肺炎；大肠杆菌；耐药性；毒力基因；致病性  
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Abstract: [Background] Frequent occurrence of pneumonia in foxes and raccoon dogs has resulted in 
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huge economic losses for farmers. [Objective] In order to investigate the causes of pneumonia attacking 

foxes and raccoon dogs in Heilongjiang, Jilin, Hebei, and Shandong provinces, we isolated, identified, 

and characterized the pathogenic bacteria. [Methods] The bacteria were isolated aseptically from the 

lung tissues of diseased foxes and raccoon dogs. Gram staining, biochemical test, PCR identification of 

specific genes, susceptibility test by disk diffusion method, virulence gene detection, and mouse 

pathogenicity test were then conducted for the isolates. [Results] All the 136 isolates were 

Gram-negative bacilli and were identified as Escherichia coli based on biochemical characteristics and 

specific gene PCR. The isolates had multiple drug resistance and 29 virulence gene combinations. The 

main virulence genes were yijP, fimC, fimH, fyuA, iutA, papC, irp2, and astA. The isolates carrying more 

virulence genes had stronger pathogenicity to mice. [Conclusion] E. coli was identified as the pathogen 

causing pneumonia of foxes and raccoon dogs, and the number of virulence genes was related to the 

pathogenicity. 

Keywords: fox and raccoon dog pneumonia; Escherichia coli; drug resistance; virulence gene; 
pathogenicity 

我国作为世界上最大的裘皮服装消费国与

出口国，年消费裘皮服装 600 万−800 万件，约

占世界消费总量的 70%[1]。狐、貉作为我国饲

养规模较大的毛皮动物，养殖密度逐年攀升，

但养殖户的饲养管理水平未见提高，导致细菌

性肺炎成为危害毛皮动物养殖业发展的主要传

染病之一。大肠杆菌作为病原菌之一，在导致

特产经济动物狐、貉、貂肺炎方面发挥了不可

轻视的作用[2-7]，常引发狐、貉急性肺炎。临床

症状表现为咳嗽、流鼻涕等，轻者影响生长发

育，重者出现死亡。通过听诊和叩诊可在胸部

听到捻发音，病程很快，往往呈急性经过，剖

检的尸体营养状态良好，嘴有分泌物，胸腔内

器官有泡沫样粘液，肺充血、出血，切面呈暗红

色、有血液流出，肺小叶间有散在的肉变区[8]。

因有众多病原菌与大肠杆菌导致的肺炎临床症

状相似，如肺炎双球菌[9]、金黄色葡萄球菌、

铜绿假单胞菌[10]、肺炎克雷伯菌[11-12]，所以养

殖场在动物发病时很难辨别致病菌，以至无法

选择出最佳敏感药物。仅凭临床经验用药不但

贻误病情，还使病原菌产生了多重耐药性，导

致大量狐、貉因病情危重死亡。目前有关致狐、

貉肺炎型大肠杆菌方面的研究有限，而且存在

流行基数及背景不清的问题，因此，对引发毛

皮动物肺炎的大肠杆菌进行大范围调查研究并

总结其流行规律是亟待解决的问题。病原菌的

致病能力对疾病的发生、发展起着决定作用，

而致病能力往往与其所携带的毒力基因密切相

关，将大肠杆菌的毒力基因作为研究重点是探

究致狐、貉肺炎大肠杆菌流行特点的关键。 

1  材料与方法 

1.1  样本 
2019−2020 年采自黑龙江省的肇州、肇源、

牡丹江和河北省的荒佃庄、肃宁、石家庄、秦

皇岛及山东省的淄博、海洋、烟台等地共 62 个

规模化狐貉养殖场患肺炎的狐狸、貉子共 316 份。

其中狐狸样品 78 份、貉子样品 238 份。 

小鼠购自辽宁长生生物技术有限公司。小

鼠品系为封闭群小鼠(SPF)，品种为 KM 鼠，日

龄为 5 周龄，体重为(18±2) g。 

1.2  主要试剂和仪器 
胰蛋白胨大豆琼脂(TSA)、胰蛋白胨大豆肉

汤(TSB)、麦康凯琼脂培养基(MacC)、药敏片、
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微量生化管、DL2000 DNA Marker，青岛海博

生物公司；2×M5 Hiper Plus Taq HiFi PCR Mix，

北京聚合美生物科技有限公司；革兰染色液，

北京奥博星生物技术有限责任公司；PCR 引物

均由生工生物工程(上海)股份有限公司合成。 

光学显微镜，上海万恒精密仪器有限公司；

PCR 仪，赛默飞世尔科技有限公司；核酸电泳

仪，北京六一生物科技有限公司；凝胶图像分

析系统，UVP 公司。 

1.3  细菌分离培养及形态观察 
无菌取肺部病料在 TSA 平板上涂板，37 °C

培养 18−24 h 后，挑取单菌落于 TSA 平板及

麦康凯平板划线。37 °C 培养 18−24 h，观察

菌落形态，并挑取典型单个菌落进行革兰氏染

色镜检。 

1.4  生化试验 
取纯培养 18−24 h 后的分离株单菌落分别

接种至靛基质、MR、VP、西蒙氏枸橼酸盐共     

4 种微量生化管中，37 °C 培养 24 h，记录结果。 

1.5  大肠杆菌特异性基因 phoA的PCR鉴定 
根据文献中大肠杆菌特异性基因 phoA 引

物序列 [13]合成引物。上游引物 F：5′-CGATT 

CTGGAAATGGCAAAA-3′；下游引物 R：5′-CGT 

GATCAGCGGTGA-3′。预期扩增产物大小为

720 bp 左右。PCR 反应体系(20 µL)：混合酶   

10 µL，引物 F、R (10 μmol/L)各 1 µL，菌液模

板 2 µL，ddH2O 6 µL。PCR 反应条件：94 °C    

5 min；94 °C 20 s，58 °C 20 s，72 °C 45 s，共

35 次循环；72 °C 5 min。取 10 µL PCR 扩增产

物以 1%琼脂糖凝胶进行电泳检测。 

1.6  大肠杆菌分离株毒力基因检测 
根据参考文献[2,14-15]中报道的大肠杆菌

的 14 个毒力基因合成 14 对引物，如表 1 所示。

将纯培养的分离菌菌液作为模板进行 PCR。

PCR 反应体系(20 µL)：混合酶 10 µL，上、下

游引物(10 μmol/L)各 1 µL，模板 2 µL，ddH2O   

 
表 1  毒力基因引物信息 
Table 1  Information of virulence gene primer sequence 

毒力 

基因 

Virulence 

gene 

上游引物 

Upstream primer (5′→3′) 

下游引物 

Downstream primer (5′→3′) 

退火温度 

Annealing 

temperature 

(°C) 

扩增长度 

Amplification 

length (bp) 

文献 

References

tsh GTCTGTCAGACGTCTGTGTTTC ATAGGATGACAGGCTACCGAC 55 598 [2] 

yijP TGGCTTGATTCTGCATCCGAT CATCGTCTGCTGGTTGGTGAT 55 517 [2] 

ibeA GTATGACGGTGGGAACAAGAG TGGCAATAGCAGCGGCAGTC 55 321 [2] 

fimC GCCGATGGTGTAAAGGATGG GGGTAAGTGCGCCATAATCA 58 475 [2] 

fimH TGCAGAACGGATAAGCCGTGG GCAGTCACCTGCCCTCCGGTA 58 508 [14] 

afa GGCAGAGGGCCGGCAACAGGC  CCCGTAACGCGCCAGCATCTC  60 594 [15] 

iutA ATCGGCTGGACATCATGGGAAC  CGCATTTACCGTCGGGAACGG  60 314 [15] 

papC GTGGCAGTATGAGTAATGACCGTT  ATATCCTTTCTGCAGGGATGCAATA 60 203 [15] 

astA TGCCATCAACACAGTATATCCG  ACGGCTTTGTAGTCCTTCCAT  57 102 [15] 

escV ATTCTGGCTCTCTTCTTCTTTATGGCTG CGTCCCCTTTTACAAACTTCATCGC 63 544 [15] 

eaeA TAACGGCTATTTCCGCATGA  TCCCAGACGATACGATCCAG  58 552 [15] 

ler CGCACACAACAAGCCCATAC  GATGAGTTCCGGCGAGCAA  58 195 [15] 

irp2 AAGGATTCGCTGTTACCGGAC  TCGTCGGGCAGCGTTTCTTCT  58 280 [15] 

fyuA ATGATTAACCCCGCGACGGGAA  CGCAGTAGGCACGATGTTGTA  52 787 [15] 
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6 µL。PCR 反应条件：94 °C 10 min；94 °C 1 min，

52−63 °C 1 min，72 °C 1 min，共 30 次循环；

72 °C 8 min。取 10 µL 扩增产物以 1%琼脂糖凝

胶进行电泳检测。 

1.7  药敏试验 
以大肠杆菌 ATCC 2592 为质控菌株。用移

液器吸取各纯培养的分离株菌液 100 µL，涂布

于 TSA 平板。将 16 种药敏片分别粘贴于平板

上，置于 37 °C 培养 18−24 h，测量抑菌圈。 

1.8  小鼠致病性试验 
根据大肠杆菌毒力基因检测结果，将毒力

基因组合不同的菌株分别进行小鼠致病性试

验。挑取单菌落于 TSB 培养基中培养 10 h 后平

板计数，并将菌落含量调整至 1×109 CFU，以

200 µL 的剂量采取腹腔注射的方法各攻毒 6 只

小鼠，观察小鼠 10 d 内存活情况。随后将菌落

含量调整至 1×108 CFU，以同样剂量及方法各

攻毒 6 只小鼠，观察小鼠 10 d 内存活情况。 

2  结果与分析  

2.1  分离菌株的形态 
大肠杆菌在 TSA 培养基上呈乳白色圆形，

中央凸起，如图 1A 所示。在麦康凯培养基上

呈玫红色圆形，中央凸起，如图 1B 所示。革兰

氏染色为杆状阴性菌，如图 1C 所示。 

2.2  生化试验结果 

大肠杆菌西蒙氏枸橼酸盐试验阴性，靛

基质试验阴性，VP 试验阴性，MR 试验为阳

性，表明所分离的大肠杆菌为非典型性大肠

埃希氏菌。 

2.3  大肠杆菌特异性基因 phoA 的 PCR 部

分鉴定结果 

分离菌株经大肠杆菌 phoA 特异性基因

PCR 鉴定，电泳条带均为 720 bp，确认为大肠

杆菌，部分鉴定结果如图 2 所示。 

 
 

图 1  分离菌菌落形态及染色结果   A：胰蛋白

胨大豆琼脂平板；B：麦康凯培养基平板；C：革

兰染色 

Figure 1  Colony morphology and staining results of 
isolated bacteria. A: TSA plate; B: MacC plate; C: 
Gram stain. 
 

 
 

图 2  部分分离株特异性基因 PCR 产物电泳结果   

M：DL2000 DNA Marker；1−6：为大肠杆菌分离

株 phoA 引物扩增结果；7：阴性对照 

Figure 2  Results of electrophoresis of specific 
genes PCR products of some isolates. M: DL2000 
DNA Marker; 1−6: The results of phoA primer 
amplification of E. coli isolates; 7: Negative control. 
 

2.4  大肠杆菌毒力基因鉴定结果 

对 14 个致病性大肠杆菌毒力基因进行检

测，分离的 136 株大肠杆菌毒力基因组合形式

和各类型菌株数量及所占比例见表 2。根据各

毒力基因在 136 株菌中的出现频率，分析可知

各毒力基因的流行率(图 3)。 

2.5  药敏试验结果 
对 136 株分离菌进行耐药表型鉴定的结果

显示，大肠杆菌分离株对 16 种药物不同程度耐

药，详细结果见表 3。 
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表 2  大肠杆菌毒力基因组合 
Table 2  Escherichia coli virulence gene combination 

毒力基因组合 

Virulence gene combination 

菌株数量 

Number of strains 

百分比 

Percentage (%) 

yijP, fimC, fimH, fyuA, iutA, papC, irp2, astA 5 3.68 

Yijp, fimC, fimH, fyuA, iutA, irp2, astA, tsh 5 3.68 

yijP, fimC, fyuA, iutA, papC, irp2, astA  1 0.74 

YijP, fimC, fimH, fyuA, iutA, papC, irp2 11 8.09 

yijP, fimC, fimH, fyuA, papC, irp2, ibeA 12 8.82 

yijP, fimC, fimH, fyuA, iutA, astA, tsh 1 0.74 

yijP, fimC, fimH, fyuA, papC, irp2, astA 1 0.74 

yijP, fimC, fimH, fyuA, iutA, papC, tsh 1 0.74 

yijP, fimC, fyuA, iutA, papC, irp2 7 5.15 

yijP, fimC, fimH, fyuA, iutA, papC 19 13.97 

yijP, fimC, fimH, fyuA, iutA, tsh 3 2.21 

yijP, fimC, fimH, fyuA, iutA, astA 2 1.47 

yijP, fimC, fimH, iutA, astA, tsh 1 0.74 

yijP, fimC, fimH, fyuA, irp2, astA 4 2.94 

yijP, fimC, fyuA, papC, irp2, astA 1 0.74 

yijP, fyuA, iutA, papC, irp2 2 1.47 

yijP, fimC, fimH, fyuA, iutA 11 8.09 

yijP, fimC, fyuA, iutA, papC 6 4.41 

yijP, fimC, fyuA, iutA, ibeA 2 1.47 

yijP, fyuA, iutA, ibeA, afa 1 0.74 

yijP, fimC, fimH, iutA, papC 8 5.88 

yijP, fimC, fimH, fyuA, papC 1 0.74 

yijP, fimC, fimH, fyuA 16 11.76 

yijP, fimC, fimH, astA 1 0.74 

yijP, fimC, fimH, iutA 1 0.74 

yijP, fimC, fimH, ibeA 2 1.47 

yijP, fimC, fimH 9 6.62 

yijP, fimC, iutA 1 0.74 

yijP, fimC, fyuA 1 0.74 
 

 
 

图 3  大肠杆菌单个毒力基因流行率 
Figure 3  Prevalence of a single virulence gene in Escherichia coli. 
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表 3  大肠杆菌分离菌株药敏试验结果 
Table 3  Results of drug sensitivity test of Escherichia coli isolated strains 

药敏片 

Drug sensitive tablets 

耐药菌株数 

Number of resistance 

strains (%) 

中介菌株数 

Number of intermediary 

strains (%) 

敏感菌株数 

Number of sensitive 

strains (%) 

丁胺卡那 Amikana 36 (26.47) 9 (6.62) 91 (66.91) 

多西环素 Doxycycline 136 (100.00) 0 (0.00) 0 (0.00) 

多粘菌素 B Polymyxin B 14 (10.29) 54 (39.71) 68 (50.00) 

氟苯尼考 Florfenicol 60 (44.12) 14 (10.29) 62 (45.59) 

复方新诺明 Compound trimethoprim 113 (83.09) 9 (6.62) 14 (10.29) 

卡那霉素 Kanamycin 99 (72.79) 23 (16.91) 14 (10.29) 

链霉素 Streptomycin 108 (79.41) 9 (6.62) 19 (13.97) 

氯霉素 Chloramphenicol 99 (72.79) 9 (6.62) 28 (20.59) 

美洛西林 Mezlocillin 126 (92.65) 0 (0.00) 10 (7.35) 

萘啶酸 Nalidixic acid 113 (83.09) 0 (0.00) 23 (16.91) 

诺氟沙星 Norfloxacin 108 (79.41) 9 (6.62) 19 (13.97) 

庆大霉素 Gentamicin 99 (72.79) 9 (6.62) 28 (20.59) 

头孢曲松 Ceftriaxone 68 (50.00) 14 (10.29) 54 (39.71) 

新霉素 Neomycin 86 (63.24) 36 (26.47) 14 (10.29) 

左氧氟沙星 Levofloxacin 99 (72.79) 0 (0.00) 37 (27.21) 

妥布霉素 Tobramycin 104 (76.47) 32 (23.53) 0 (0.00) 

注：括号外数字是菌株数，括号内数值是耐药率 

Note: The number outside the brackets is the number of strains, and the number inside the brackets is the resistance rate. 

 
2.6  小鼠致病性试验结果 

以菌含量为 1×109 CFU 和 1×108 CFU 攻毒

小鼠，小鼠存活数量及时间试验结果见表 4。 

3  讨论与结论 

本研究通过对 2019−2020 年间采集自 62 个

规模化狐貉养殖场患肺炎的 316 份狐狸和貉子

样品进行病原菌分离鉴定，共分离出 136 株大

肠杆菌，分离率为 43.04%，表明大肠杆菌是引

发狐、貉肺炎的主要病原菌。 

大肠杆菌为一种携带黏附素铁获取系统、

毒素和保护蛋白等毒力因子(virulence factor，

VF)[16]的条件致病性病原菌。编码这些 VF 的基

因通常存在于致病岛中 [17]，包括黏附素 papC

和铁载体 fyuA、iutA 及与 ColV/BM 质粒相关的

毒力基因 tsh 等[18]。病原体在宿主中生存和传

播的先决条件是避免补体攻击，肠外致病性大

肠杆菌已经进化出应对策略[19]。大肠杆菌毒力

基因有促进细菌定殖、宿主组织损伤[20]、生物

膜形成和免疫逃逸的作用[21]，其作用之一就是

抵抗补体介导的杀伤和吞噬 [22]。此外，不同

的毒力基因也具备独特的功能。其中大肠杆菌

fim 基因的表达能够促进细菌定殖、侵袭和生

物膜的形成，对细菌的毒力至关重要 [20]。毒

力基因 fimC、fimH 位点的产物是 1 型菌毛生

物合成所必需的 [23]。 irp2-fyuA 基因簇已被证

实是参与高致病性毒力岛 (high pathogenicity 

island，HPI)合成的主要基因[24]。大肠杆菌 K1

基因 ompA、ibeA 和 yijP 参与侵袭脑微血管内

皮细胞[25]。 
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表 4  大肠杆菌的小鼠致病性试验结果 
Table 4  Results of pathogenicity test of Escherichia 
coli in mice 

毒力基因数量(组合 

类型) 

Number of virulence 

genes (combination type) 

攻毒剂量 

Challenge 

dose 

(CFU) 

小鼠死亡数

(只) 

Number of 

dead mice 

死亡 

时间 

Time to 

death (h)

8 (2) 1×108 6 20 

 1×109 6 16 

7 (6) 1×108 0 − 

 1×109 6 16 

6 (7) 1×108 0 − 

 1×109 6 16 

5 (7) 1×108 0 − 

 1×109 6 16 

4 (4) 1×108 − − 

 1×109 0 − 

3 (3)  1×108 − − 

 1×109 0 − 

注：−：试验观察期结束，小鼠未死亡 

Note: −: The mouse has not died until the end of the 
experimental observation period. 

 

 
为了能够在宿主体内定殖和存活，用高度

适应的大肠杆菌克隆获得了一系列 VF，但是具

有最成功 VF 组合的大肠杆菌才能持续成为致

病性病原体类型，导致被感染的机体产生严重

的疾病[20]。因此，本研究对毒力基因进行检测

并根据其结果总结大肠杆菌分离株的毒力基因

流行情况：136 株大肠杆菌共有 29 种毒力基因

组合方式；14 个毒力基因 yijP、fimC、fimH、

fyuA、iutA、papC、irp2、astA、ibeA、tsh、afa、

escV、eaeA、ler 的检出率分别为 100%、97.79%、

83.82%、82.35%、63.97%、55.15%、37.5%、

16.18%、12.50%、8.09%、0.74%、0、0、0，

与马帅等检测来自黑龙江省、山东省不同养殖

场的共 15 株引发狐、貉肺炎的大肠杆菌 ibeA、

tsh 毒力基因的 100%高检出率不同[2]，造成此

差异的原因可能与其样品来源分散和总量过少

有关。与朱利霞等对河北地区狐肺炎大肠杆菌

的 4 个毒力基因 fyuA、irp2、eaeA、ler 的检出

率 56.8%、50.6%、23.5%、9.9%相比[6]，本研

究未检出 eaeA 和 ler 这 2 个毒力基因，推断其

为河北地区狐肺炎大肠杆菌所特有，引发狐肺

炎的大肠杆菌具有地域差异性。与芮萍等所检

测引发狐貉貂流产的大肠杆菌毒力基因结果相

比，发现其 ler、irp2、iutA、fyuA、astA 和 papC

基因的检出率分别为 100%、75.0%、50.0%、

50.0%、50.0%和 50.0% [15]。ler 基因检出率的极

大差异表明，ler 毒力基因可能是区别致毛皮动

物流产型大肠杆菌和致毛皮动物肺炎型大肠杆

菌的关键。 

分别将 29 种毒力基因组合的菌株以  

1×109 CFU 的菌含量对小鼠进行致病性试验，

毒力基因组合数量为 8、7、6、5 的菌株可导致

小鼠在 16 h 内死亡，毒力基因组合数量为 4、3

的菌株攻毒小鼠 1 周后仍存活；进一步减小攻

菌含量，以 1×108 CFU 的菌含量攻毒小鼠后，

仅含 8 个毒力基因的 2 种毒力基因组合类型的

菌株使小鼠在攻毒后 20 h 内死亡，其余 27 种

毒力基因组合的菌株攻毒小鼠 1 周后仍存活。

可见基因流行率居前 8 名的毒力基因组合类型

对小鼠致病性最强。此外，分析药敏试验结果

发现，分离菌对丁胺卡那的敏感率为 66.91%，

多粘菌素 B 敏感率为 50%，其余药物敏感率

均低于 50%。可见，只有极少的抗生素仍然对

结合多种灵活毒力机制的肠外致病性大肠杆菌

有效[26]。此类强致病性的大肠杆菌毒力基因组

合菌株类型可为黑龙江、吉林、河北、山东四

省的狐貉养殖场中由大肠杆菌引发的肺炎病例

提供病情评定参考，一旦发现引发狐、貉肺炎

的病原菌为大肠杆菌且携带此种毒力基因组

合，应尽快采取措施对患病动物进行隔离，对

场地进行全面消毒、杀菌，防止更多动物受到

病原菌的感染。 
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综上所述，本研究对分离的 136 株大肠杆

菌进行了耐药表型、毒力基因及致病性分析，

结合临床发病情况，发现引发狐貉肺炎的大肠

杆菌具有多重耐药性及多毒力基因组合，致病

性增强，治疗难度增大，亟须探索一种有效的

广谱抗生素治疗方法。此外，针对多毒力基因

不同血清型的多价大肠杆菌疫苗可能是预防此

类疾病负担的一种有前途的替代方法。 
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