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摘要：【目的】本试验旨在阐明鸡源大肠杆菌致病性及分子流行特性，为探索大肠杆菌流行途径制定合

理的防控策略提供新思路。【方法】2018–2019 年在河北省采集病死鸡肝脏样品，通过选择培养基筛选、

生化鉴定、血清凝集试验对分离菌株进行系统鉴定，应用 PCR 方法检测分离株中毒力基因流行情况。

参考系统发育群分类方法对大肠杆菌进行分群分析，并参照 McMLST 网站数据库提供的 7 对管家基因

序列进行多位点序列分型(multilocus sequence typing, MLST)分析。【结果】结果显示，56 株分离株符合

大肠杆菌生化特征，分为 8 个生化表型，B4(30.36%)、B5(25%)和 B2(23.21%)为主要生化表型。56 株分

离株大肠杆菌血清凝集试验均呈阳性，分为 11 种血清型，O78(26.79%)、O2(23.21%)、O157(17.86%)和

O1(14.29%)为主要流行血清型。56 株大肠杆菌共检测出 15 种肠外大肠杆菌毒力基因，未检出 papC、ibeA

和 ibeB 基因。黏附相关基因 fimC 和抗血清存活因子相关基因 ompA 携带率为 100%。aatA、yijP、irp2、

mat、iss，检出率分别为 98.21%、98.21%、98.21%、96.43%、92.86%。同时，大肠杆菌与铁转运相关

基因 iroN、fyuA、iucD、irp2 检出率均在 80%以上。56 株大肠杆菌中有 20 株属于肠出血型大肠杆菌

(enterohemorrhagic E. coli，EHEC)，其次是肠聚集型大肠杆菌(enteroaggregative E. coli，EAEC)(n=4)、

肠产毒素型大肠杆菌(Enterotoxigenic E. coli，ETEC)(n=2)。这些菌株 D 群分离株较多，其次是 B2 群。

通过 MLST 分型分析，共分为 22 个 ST 型，其中 ST88(n=7)、ST85(n=6)、ST243(n=6)型为主要流行型。

【结论】结果显示大肠杆菌血清型多样，毒力因子种类繁多，致病性大肠杆菌同时携带多种毒力基因，

表明动物源大肠杆菌具有较强的毒力基础。 
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禽大肠杆菌病是由致病性大肠杆菌引起的一

种细菌性传染病，是对我国养禽业危害极大的重

要疾病之一[1–3]，急性病例能够引起败血症，亚急

性病例引起心包炎、肝周炎、腹膜炎、气囊炎、

肠炎和输卵管炎。禽大肠杆菌病一般继发于某些

病毒病，如新城疫、马立克氏病、传染性支气管

炎 等 ， 鸡 群 感 染 大 肠 杆 菌 的 发 病 率 一 般 为

11%–69%，死亡率为 3.2%–72.9%，各品种及各日

龄的鸡均可发病，给养禽业带来巨大经济损失[4]。 

致病性大肠杆菌血清型较多，我国报道的血

清型主要有 O1、O2、O5、O7、O78、O88、O103 等

70 余种[5]。由于不同地区流行的优势血清型不同，

即使同一鸡场分离的致病性大肠杆菌也有多种血

清型，各血清型之间又缺乏交叉免疫，给疫苗防

治 带 来 挑 战 [5–7] 。 肠 外 致 病 性 大 肠 杆 菌

(extraintestinal pathogenic E. coli，ExPEC)是近几

年提出来的大肠杆菌菌群，主要是指能在肠道内

无症状定殖不引起腹泻但能引起肠外组织感染的

一类大肠杆菌[8]，这类大肠杆菌能随血液循环进入

心、肝、脾、肺、肾、脑等肠外组织，并在其中

定植引起相应的疾病，可导致人与动物肠道外相

关疾病的发生，并可能呈现暴发式流行。对于家

禽而言，以禽致病性大肠杆菌(avian pathogenic   

E. coli，APEC)流行最为广泛[9]。APEC 毒力因子

众多，主要以外膜蛋白(opmA)、黏附相关基因(Ⅰ

型菌毛、P 菌毛)、铁摄取系统(气杆菌素、肠杆菌

素、耶尔森菌素)、血清抗性蛋白(iss)、溶血素(温

度敏感性血凝素和溶血素 E)和大肠杆菌素脂多糖

为主。这些毒力因子是大肠杆菌引起家禽致病的

主要因素[10]。肠道致病性大肠杆菌根据引起的临

床症状、病理变化又可分为 6 类：ETEC、EHEC、

EAEC、 肠 致 病 性 大肠 杆 菌 (enteropathogenic E. 

coli，EPEC)、肠侵袭性大肠杆菌(enteroinvasive E. 

coli ， EIEC) 和 弥 散 粘 附 性 大 肠 杆 菌

(diffuselyadherent E. coli，DAEC)[11]。EHEC 和

EIEC 菌株主要定殖于盲肠、结肠和直肠部分，能

够导致禽传染性肠炎和出血性肠炎，EAEC 在小

肠和大肠定植引起禽类严重腹泻。EHEC 亦可在

人或动物间相互传播，在德国、日本和欧美国家

都曾出现过 O157:H7 和 O104:H4 菌株严重流行的

感染事件，给人和动物机体造成了很大危害[12–13]。

分析菌株的毒力因子携带情况，可以评估大肠杆

菌的危害性，便于采取相应的控制措施。本研究

对 2018–2019 年河北省分离的大肠杆菌进行了系

统鉴定及毒力基因检测、系统发育群鉴定和 MLST

分型分析，旨在阐明鸡源大肠杆菌致病性及分子

流行特征。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

1.1.1  样品采集：试验样品于 2018–2019 年在河

北省采集疑似大肠杆菌病的病鸡肝脏，病鸡肝脏

样品共 418 份：邯郸 n=97、邢台 n=105、石家庄

n=104、秦皇岛 n=112。 

1.1.2  试验材料：LB、LB 琼脂、SS 琼脂和麦康

凯培养基购自广东环凯微生物科技有限公司；

API20E 生化鉴定试剂盒购自法国梅里埃；大肠杆

菌 O 抗原血清购自 SSI Diagnostica; DNA Maker、

琼 脂 糖 凝 胶 购 自 宝 生 物 工 程 大 连 有 限 公 司 ；

50×TAE Buffer、溴化乙锭(ethidium bromide，EB)

购自北京索莱宝科技有限公司。 

1.1.3  仪器设备：生物安全柜，购自力新仪器(上

海 ) 有 限 公 司 ； 高 压 灭 菌 锅 ， 购 自 日 本 松 下

Panasonic 公 司 ； 隔 水 式 恒 温 细 菌 培 养 箱 、

DHG-9240A 型电热恒温鼓风干燥箱、DK-8D 型电
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热 恒 温 水 槽 ， 购 自 上 海 一 恒 科 技 有 限 公 司 ；

DYY-8B 型电泳槽、DYY-6C 型稳压稳流电泳仪，

购自北京六一仪器厂；IS-RDV1 恒温摇床，购自

美国精骐仪器制造有限公司；MINI-4K 型为型离

心机，购自杭州米欧仪器有限公司；离心机为

Centrifuge 5415D，购自 Eppendorf 公司；T100 型

梯度 PCR 仪、Universal Hood II 型紫外凝胶成像

系统，购自美国 Bio-Rad 公司；ZHSY-50S 水浴恒

温摇床，购自上海知楚仪器有限公司。 

1.2  菌株分离培养 

将采集的样品接种于 SS 培养基上，37 °C 恒

温培养 18–24 h。挑取粉红色、光滑、湿润、边缘

整齐、圆形单菌株，纯化培养后进行生化及血清

型鉴定。 

1.3  生化鉴定 

将纯化好的可疑菌株接种于麦康凯培养基

上，37 °C 过夜培养，用吸管挑取单个纯菌落到

0.85%的 API NaCl 培养基中，调整细菌浓度为 0.5

麦氏单位，加入 API20E 生化鉴定试剂盒中，37 °C

孵育 18–24 h。依据 APIweb TMM 鉴定软件读取 

结果。 

1.4 血清学鉴定 

生化鉴定为大肠杆菌的菌株接种于 LB 中增

菌培养，取大肠杆菌 5 mL、4000 r/min 离心 10 min，

弃去上清液，用 2 mL 0.5%石炭酸生理盐水稀释均

匀，121 °C 高压灭菌 2 h，破坏荚膜抗原(K 抗原)，

制成只含有 O 抗原的待检菌株。同时根据试剂盒

说明提取菌株 DNA。参照文献[14]，应用 PCR 方

法，对分离株大肠杆菌血清型初步鉴定。共检测

147 种 O 抗原，反应条件如下：94 °C 5 min；4 °C 

30 s，58 °C 30 s，72 °C 1 min，共 25 个循环；72 °C 

5 min，根据检测结果，采用公认大肠杆菌 O 抗原

的单一抗血清进行验证。通过平板凝集和微量凝

集法，分别对分离株进行相应的单价血清玻片凝

集试验，同时用待检的菌株与 0.5%石炭酸生理盐

水做阴性对照，观察有无凝集现象，若 1min 内   

出现凝集现象，则判定为阳性反应，否则为阴性  

反应。 

1.5 毒力基因检测 

1.5.1  DNA 模板制备：刮取麦康凯培养基上经

18–24 h 生长的细菌培养物至 400 μL TE 缓冲   

液中，100 °C 水浴 15 min，然后 12000 r/min 离心  

10 min，吸取 200 μL 上清液至另一无菌 EP 管，

置–20 °C 冰箱备用。 

1.5.2  PCR 反应及电泳：采用 PCR 技术对大肠杆

菌分离株的毒力基因进行检测，肠外致病性大肠

杆菌毒力基因分别为黏附相关基因、侵袭相关基

因、抗血清存活因子相关基因和铁转运相关基因，

共 18 个毒力基因，肠道致病性大肠杆菌毒力基因

有 7 种。 

引物均参考已发表文献合成。PCR 反应体系、

反应条件及电泳，参照文献[10]报道。 

1.6  大肠杆菌系统发育群分析 

参考文献报道的大肠杆菌系统发育群分类方

法[15–18]，应用 PCR 法对分离的大肠杆菌进行系统

发育分群鉴定。PCR 扩增体系为 25 µL：2×Taq PCR 

Master Mix 12.5 µL，上下游引物各 1 µL，DNA 模

板 2 µL，ddH2O 8.5 µL。PCR 扩增条件：94 °C     

5 min；94 °C 30 s，55 °C 30 s，72 °C 1 min，      

30 个循环；72 °C 5 min。将扩增产物用 2%琼脂糖

凝胶电泳，120 V 电泳 30 min，对电泳结果拍照，

并根据图 1 进行结果判读。 
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图 1.  大肠杆菌系统进化群鉴定表 

Figure 1.  E. coli phylogeny identification table. 
 

1.7  多位点序列分型 

1.7.1  实验方法：MLST 试验参照 McMLST 网站

数据库提供的 7 对管家基因序列及实验条件进行

(http://www.shigatox.net/ecmlst/cgi-bin/scheme) 。 PCR

产物经纯化后送金唯智科技服务有限公司双向测序。 

1.7.2  序列比对及聚类分析：7 对管家基因序列结

果分别按照 McMLST 对各基因规定的长度要求，

使用 Editseq 软件剪切，并分别上传 McMLST 数

据库，得到各基因的等位基因值及菌株的 ST 型

(sequence type)。使用 goeBURST 软件对分析结果

进行聚类分析。 

2  结果和分析 

2.1  细菌分离鉴定 

经 SS 和 MAC 平板选择培养，共发现 56 株

具有大肠杆菌生长特征的疑似菌株。经生化鉴定 

后这些分离株均符合大肠杆菌生化特征，重复鉴

定结果一致。经统计，56 株大肠杆菌分为 8 个生

化表型，其中以发酵邻硝基苯-半乳糖、葡萄糖、

甘露醇、甘露醇、鼠李糖、密二糖和阿拉伯糖同

时能够水解赖氨酸和鸟氨酸(n=17)为主要生化表

型。其次有 14 株菌能够发酵邻硝基苯-半乳糖、

赖氨酸、鸟氨酸、甘露醇、山梨醇、鼠李糖、蔗

糖、密二糖和阿拉伯糖。有 13 株能够发酵邻硝基

苯-半乳糖、赖氨酸、葡萄糖、甘露醇、山梨醇、

鼠李糖、蔗糖、密二糖和阿拉伯糖，见表 1 和图 2。 

对初步分离确定的 56 株大肠杆菌先通过 PCR

技术对大肠杆菌 O 血清型进行初步鉴定，共检测

出 56 株大肠杆菌共分为 11 种血清型。分别为 O1、

O2、O5、O6、O9、O18、O45、O65、O78、O91

和 O157。根据 PCR 鉴定结果，购买这 11 种 O 抗

原血清进行血清凝集试验，共鉴定出 11 种血清型。

由图 3 可知，15 株大肠杆菌菌株血清型为 O78，

比例为 26.79%，O2、O157 和 O1 血清型分离菌株分

别是 13 株、10 株和 13 株，比例分别为 23.21%、

17.86%和 14.29%，为优势血清型。O5、O6、O9、

O18、O45、O65 和 O91 血清型大肠杆菌菌株数量较

少。血清凝集结果与 PCR 鉴定结果保持一致。 

 

表 1.  大肠杆菌生化表型 

Table 1.  The biochemical characteristics of E. coli isolates 
Biochemical phenotype Sample number Ratio/% (n=56) 

B1 ONPG+LDC+GLU+MAN+SOR+RHA+MEL+ARA 5 8.93 
B2 ONPG+LDC+GLU+MAN+SOR+RHA+SAC+MEL+ARA 13 23.21 
B3 ONPG+ODC+GLU+MAN+SOR+RHA+SAC+MEL+ARA 3 5.36 
B4 ONPG+LDC+ODC+ GLU+MAN+SOR+RHA+MEL+ARA 17 30.36 
B5 ONPG+LDC+ODC+GLU+MAN+SOR+RHA+SAC+MEL+ARA 14 25.00 
B6 ONPG+ADH+LDC+GLU+MAN+SOR+RHA+SAC+MEL+ARA 1 3.57 
B7 ONPG+ LDC+ GLU+MAN+INO+SOR+RHA+SAC+MEL+ARA 1 1.79 
B8 ONPG+LDC+ODC+GLU+MAN+SOR+RHA+MEL+AMY+ARA 2 1.79 
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图 2.  56 株大肠杆菌对各生化试剂反应阳性率 

Figure 2.  The positive rate of 56 E. coli strains to 
various biochemical reagents. 
 

 
 

图 3.  大肠杆菌血清型鉴定结果 

Figure 3.  The results of E. coli serotypes. 

2.2  毒力基因检测结果 

2.2.1  肠外致病性大肠杆菌毒力相关基因分析：

56 株大肠杆菌经 PCR 扩增分别检出 aatA、fimC、

mat、tsh、vat、yijP、ompA、neuC、cva/cvi、iss、

iroN、fyuA、iucD、irp2、ChuA 共 15 种肠外致病

性大肠杆菌毒力基因，未检出 papC、ibeA 和 ibeB

基因(图 4)。根据大肠杆菌分离株毒力相关基因结

果分析，黏附相关基因 fimC 和抗血清存活因子相

关基因 ompA 基因，携带率为 100%，aatA、yijP、

irp2、mat、iss 检出率分别为 98.21%、98.21%、

98.21%、96.43%、92.86%。 

这些毒力基因与大肠杆菌黏附、侵袭和代谢

有密切关系。在大肠杆菌对机体的感染及形成菌

血症过程中起重要作用[19–21]。与黏附相关的基因

有 aatA、papC、fimC、mat 和 tsh，这类基因以 fimC 

(100%)为主，papC 的携带率最低，为 3.57%。aatA、

mat、tsh 基因携带率不低于 85%。侵袭相关基因

中检测到了 vat (32.14%)和 yijP (98.21%)基因，抗

血清存活因子相关基因 opmA、iss、cva/cvi、neuC

的携带率分别为 100%、92.86%、66.07%、8.93%。

大肠杆菌分离株中与铁转运相关基因检出率较

高，在 80%以上(图 4)。 

2.2.2  肠道致病性大肠杆菌毒力基因相关分析：

本试验大肠杆菌分离株共检出 stx1、stx2、aggR

和 stlb 四种毒力基因，根据毒力基因的不同，分

为以下三类肠道致病性大肠杆菌，分别为 EHEC 

(n=20)、EAEC (n=4)和 ETEC (n=2)菌株，未 

 

 
 

图 4.  ExPEC 毒力基因的检出率 

Figure 4.  Detection of virulence genes in ExPEC. 
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检出 EPEC、DAEC 与 EIEC (图 5-A)。EHEC 菌株

中 stx2 (n=19)为主要毒力基因型，携带率为 95%，

携带 stx1 基因的菌株只有一株。EAEC 和 ETEC

菌株携带的毒力基因分别为 aggR (n=4)和 stlb 

(n=2)。 

EHEC、EAEC 和 ETEC 菌株均不携带 neuC

基因。EAEC 和 ETEC 也未携带 vat 基因。EHEC

菌株主要携带黏附相关基因 aatA (n=20)、fimC 

(n=20)、mat (n=19)、tsh (n=19)，以及侵袭相关基

因 yijP (n=20)以及抗血清存活因子相关基因 ompA 

(n=20)和 iss (n=20)。铁转运相关基因中以 iroN 

(n=19)为主(图 5-B)。 

2.3  大肠杆菌系统发育群检测结果 

根据不同进化群携带不同的标志基因 ChuA、

yjaA 和 TspE4.C2，将大肠杆菌分为 4 个进化群，

分别为 A、B1、B2 和 D 群。本试验分离株系统发

育群分别为 A 群、B1 群、B2 群和 D 群(图 6)。以

D 群占比最多，为 42.86% (n=24)，其次为 B2 群 25% 

(n=14)、B1 群 21.43% (n=12)、A 群 10.71% (n=6)。

EHEC 菌株中主要以 D 群菌株数量最多(n=12)，其

次为 B1 群(n=5)、A 群(n=3)。4 株 EAEC 菌株中有

3 株为 D 群，2 株 ETEC 菌株属于 B1 群。 

 

 
 

图 5.  肠道致病性大肠杆菌毒力基因 

Figure 5.  Enteropathogenic E. coli and virulence genes. A: the result of intestinal pathogenic Escherichia coli 
virulence gene detection; B: the result of intestinal pathogenic Escherichia coli carrying parenteral virulence gene. 
 

 
图 6.  大肠杆菌系统发育群 

Figure 6.  Phylogenetic group of E. coli. Phylogenetic 
groups are divided into A, B1, B2, D. 

2.4  MLST 分型结果 

2.4.1  大肠杆菌分子分型特征：依据 7 个等位基

因型差异，56 株大肠杆菌共分为 22 个 ST 型，其

中 ST1199、ST1200、ST1201、ST1202、ST1203、

STN1、STN2 和 STN3 为本试验发现的新 ST 型大

肠杆菌。大肠杆菌以 ST88(n=7)型为主要流行型，

其次是 ST85(n=6)和 ST243(n=6)型大肠杆菌(图 7)。

在大肠杆菌的 22 个 ST 型中，ST243 和 ST925 型

只有 aspC 一个等位基因的差异。ST88 与 STN3、
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ST1201 与 ST1202、ST1203 与 ST855、ST1203 与

STN2 差异较小，仅有 2 个等位基因的差异，分别

为 fadD 和 uidA、clpX 和 lysp、fadD 和 icdA、clpX

和 fadD。其余 ST 型之间等位基因相差较大。ST260

与 ST243 型、ST243 与 ST1201 型、ST243 与 ST29

型、ST243 与 STN1 型大肠杆菌等位基因差异最

大，均有 7 个等位基因的差异(图 8)。 

2.4.2  大肠杆菌毒力基因与 MLST 分型关系：

ST88 型大肠杆菌主要存在 aatA、fimC、mat、tsh、

vat、yijP、ompA、cva/cvi、iss、iroN、fyuA、iucD、

irp2、ChuA 这 14 个毒力基因。ST85 型和 ST243

型大肠杆菌比 ST88 型大肠杆菌少 vat 基因，ST85 
 

 
 

图 7.  大肠杆菌 MLST 分型结果 

Figure 7.  MLST typing results of E. coli. 
 

 
 

图 8.  大肠杆菌分离株 MLST 聚类分析图 

Figure 8.  The clustering tree of E. coli isolates based on STs. 
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型大肠杆菌未检测出 ChuA 基因。 

20 株 EHEC 菌株被分为 13 个不同 ST 型，分

别为 ST85、ST1201、ST134、ST243、ST254、ST260、

ST1006、ST1199、ST1200、ST171、ST855、ST925

和 STN2(图 9-A)，以 ST85 型为主要流行型。本试

验的 EAEC 菌株经数据分析均为 ST243 型。两株

ETEC 菌株分为 ST461 和 ST855，见图 9-B。 

3  讨论 

大肠杆菌能够引发一系列疾病，禽大肠杆菌

病几乎遍布我国各地，已经成为危害我国养禽业

的细菌性疾病之一。鉴于大肠杆菌对公共健康的

严重威胁，本研究调查分析了大肠杆菌在河北省

主要养殖区域流行特性，结果发现从 418 份肝脏

样品中分离 56 株大肠杆菌对其进行血清型鉴定，

结果显示以 O78 为主要流行血清型，其次是 O2、

O157、O1。其中血清型 O 1、O2、O18 和 O78 与禽大

肠杆菌病的暴发有密切关系，大约占 50%以上，

这在经济上对全世界的家禽业造成了破坏[22]。此

外，本实验结果与其他地区报道的大肠杆菌主要

流行血清型略有不同，如秦皇岛地区鸡源大肠杆

菌分离株以 O1 和 O2 为主要流行血清型[23]，河南 

省禽源大肠杆菌以 O78、O1、O2、O36、O119 和 O18

为主要流行血清型[24]，天津地区禽源大肠杆菌优

势血清型以 O78、O88、O2、O45、O53 和 O145 为主[25]，

云南地区大肠杆菌优势血清型为 O78、O11、O88、

O100、O65 和 O2
[26]，潍坊地区的优势血清型为 O78、

O2、O15 和 O11
[27]，辽宁地区的优势血清型为 O65、

O131、O92 和 O1
[28]，黑龙江地区的优势血清型为

O9、O18、O64 和 O93
[29]，吉林的优势血清型为 O78、

O2、O9 和 O24
[30]。以上结果表明同一地区具有多

种大肠杆菌血清型，各地区的优势血型略有不同，

不同省份的优势血清型有较大差异，这说明了解

各省份的大肠杆菌血清型的重要性，为禽大肠杆

菌病的治疗与防控提供理论依据。 

大肠杆菌毒力因子多种多样，而且不断发现

新毒力因子。本试验发现 fimC 和 ompA 基因的检

出率为 100%，其次是 aatA、yijP、irp2、mat、iss。

大肠杆菌分离株中与铁转运相关基因 iroN、fyuA、

iucD、irp2 检出率均在 80%以上。papC 的携带率

最低，为 3.57%。据国内外报道，Asai 等研究表

明 iutA、hlyF、iss、iroN 和 ompT 这 5 个毒力基 

 

 
 

图 9.  肠致病性大肠杆菌与 ST 型关系 

Figure 9.  Relationship between enteropathogenic E. coli and ST type. A: the result of EHEC MLST typing; B: the 
result of ETEC MLST typing. 
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因与禽致病性大肠杆菌中的高致病力密切相关[31]。

郑志明和金文杰发现禽致病性大肠杆菌 fimC 和

iucD 基因的检出率非常高，表明黏附和摄铁能力

对其的生存和繁殖非常重要[32–33]。赵李祥研究发

现，在检测的菌株中 iroN、iss、iucC、iutA、sitA

和 traT 等 6 个基因的检出率均超过 70%，有 40%

的菌株发现 irp2、fyuA、cvaC、kpsMT(K1)、kpsMTⅡ

和 papEF 基因，而 papC 和 papA 检出率相对较低，

分别为 37%和 17%[34]。检测结果表明不同地区的

大肠杆菌毒力因子有差异。大肠杆菌的致病性是

由多种毒力因子共同作用的结果，这些毒力因子

之间相互协调，使细菌逃避或破坏宿主的防御系

统，进而引起炎症反应。大肠杆菌的致病力与其

自身携带的多种毒力因子密切相关。 

iss 基因是血清抗体蛋白，检出率为 92.86%。

有学者发现 iss 基因能显著增强大肠杆菌对 1 日龄

雏鸡的致病力，还能增强转化菌的血清抗性，国

外相关研究者大多将 iss 基因作为大肠杆菌毒力基

因的参考指标之一[35–36]。iroN 和 irp2 是大肠杆菌

铁吸收和转运相关基因，irp2 作为耶尔森氏菌强

毒 力 岛 的 检 测 标 志 (high pathogenictiy island ，

HPI)，本实验的 HPI 阳性反应率为 28.57%。有学

者在腹泻病死貉脏器和粪便中分离出致病力较强

的大肠杆菌，这些菌株均携带 irp2[37]。高志刚和

沙玉宁报道了呼和浩特地区禽大肠杆菌 HPI 阳性

率为 51.4%[38]。河南、河北、辽宁地区分离的 256

株大肠杆菌 HPI 阳性率为 30.6%[39]。安徽地区的

80 株大肠杆菌均携带 HPI[15]。本研究与其他地区

报道的结果有所不同，这可能与采集的样品有关

系，报道 HPI 阳性率高的菌株大多分离于病死动

物，阳性率与患病程度及死亡率有密切关系，说

明 HPI 与大肠杆菌的致病性及毒力关系密切相

关。而且携带 HPI 的大肠杆菌能够在细菌种属之

间进行水平传播，具有高致病性，能够导致家禽

患心包炎、败血症、呼吸道感染、腹膜炎等，严

重的能导致家禽突然死亡，使家禽发病风险增加，

易导致发生危害程度较重且治愈难度较大的疾

病，造成极大的损失[40]。 

本研究利用 ChuA、YiaA、TspE4.C2 三个基因

对大肠杆菌进行系统发育群分类，检测出 42.86%

的菌株属于 D 群，25%分离菌株为 B2 群。Maynard

等通过对 39 株动物源性(猪、牛、鸡、宠物等) 

ExPEC 和 70 株人源 ExPEC 进行比较，发现 67%

动物源性 ExPEC 属于 A 和 B1 进化群，77%人源

ExPEC 属于 B2 和 D 进化群[41]；Johnson 等对分离

鉴定的 28 株 ExPEC 进行系统发育群分析，结果

显示 82.1%属于进化群 A，其他为 B1、B2 和 D

群 [8]；Tan 等对在我国猪场分离鉴定的 315 株

ExPEC 进行系统发育群分析，结果表明 30.8%属

于 A 群，29.2%属于 B1 群，17.5%属于 B2 群，22.5%

属于 D 群[42]。研究发现致病性大肠杆菌主要存在

于 B2 群，其次为 D 群，A 和 B1 群致病性较弱，

一般在机体免疫力低下时能够引发肠道外感染。 

伴随着人们对病原菌研究的逐渐深入，传统

的血清型分型、生化表型分型等分型方法，已不

能满足人们对病原菌分型、变异菌株鉴定以及细

菌追踪溯源的要求。MLST 分子分型技术逐渐成

为菌株遗传多态性研究及揭示菌株之间关系的重

要手段。MLST 分型技术是基于细菌高度保守的

管家基因差异对细菌进行分析，具有较强的通用

性，便于不同实验室或不同数据相互比较。本试

验检测到的 22 个 ST 型中有 8 个 ST 型为本次试

验发现的新 ST 型，ST88、ST85、ST243 型为主

要流行型。而且这些分离株等位基因差异较大。 
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4  结论 

本研究利用系统发育群和 MLST 分子分型技

术对河北省分离到的 56 株大肠杆菌进行了分子流

行病学分析，结合生化鉴定、血清学鉴定、毒力

基因等常规检测结果进一步丰富了动物源大肠杆

菌流行病学资料。多数菌株携带与黏附相关、侵

袭相关、抗血清存活因子相关和铁转运相关基因，

表明动物源大肠杆菌具有较强的毒力基础，对公

共安全具有潜在的威胁。 
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Virulence genes and molecular characteristics of chicken-derived 
Escherichia coli 

Liwei Zhang, Yuxiang Shi, Yongying Zhang, Xinze Li, He Hao, Yuan Zhu, Shuang 
Zhou, Zhichao Wang, Tongtong Du, Ahemaerlie·Haiyilati, Xinxin Shi, Wang Han, 
Xing Tong, Zhen Zhu* 
School of Life Sciences and Food Engineering, Hebei University of Engineering, Handan 056000, Hebei Province, China 

Abstract: [Objective] The purpose of this test is to elucidate the pathogenicity and molecular epidemic 

characteristics of chicken-derived Escherichia coli, and to provide new ideas for exploring reasonable ways to 

prevent and control E. coli. [Methods] Livers of dead chicken samples were collected in Hebei Province from 2018 

to 2019, and the isolated strains were systematically identified through selection of media selection, biochemical 

identification, and serum agglutination test. Detection of virulence genes in isolates was conducted by PCR. Cluster 

analysis of E. coli was performed with reference to phylogenetic classification. Multi-sequence typing analysis of 

housekeeping gene sequences with reference to 7 databases provided on the McMLST website database. [Results] 

The results show that 56 isolates conformed to the biochemical characteristics of E. coli were divided into 8 

biochemical phenotypes. Among them, B4 (30.36%), B5 (25%), and B2 (23.21%) were the main biochemical 

phenotypes. 56 isolates of E. coli were positive for serum agglutination test, divided into 11 serotypes. O78 

(26.79%), O2 (23.21%), O157 (17.86%), and O1 (14.29%) were the main epidemic serotypes. A total of 15 E. coli 

virulence genes were detected in 56 strains of E. coli, but no papC, ibeA, and ibeB genes were detected. The gene 

carrying rate of Adhesion-related gene fimC and antiserum survival factor-related gene ompA in all isolates is 

100%. The detection rates of the genes of aatA, yijP, irp2, mat, and iss were 98.21%, 98.21%, 98.21%, 96.43% and 

92.86%. The detection rates of iroN, fyuA, iucD and irp2 of E. coli and iron transport-related genes were all above 

80%. Of the 56 strains of E. coli, 20 are Enterohemorrhagic E. coli (EHEC), followed by Enteroaggregative E. coli 

(EAEC) (n=4) and enterotoxigenic E. coli (ETEC) (n=2). These strains have more D group isolates, followed by B2 

group. According to MLST typing analysis, there are 22 ST types in total, of which ST88, ST85 and ST243 are the 

main epidemic types. [Conclusion] The serotypes of E. coli were diverse and the virulence factors were various. 

The pathogenic E. coli also carried multiple virulence genes, indicating that animal-derived E. coli has a strong 

virulence basis. 

Keywords: Escherichia coli, virulence gene, MLST, phylogenetic group 
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