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华东地区致初生仔猪腹泻大肠杆菌的 ! 血清型和毒力因子

陈 祥 高 崧" 王 雷 焦新安 刘秀梵
（扬州大学 农业部畜禽传染病学重点开放实验室 扬州 ##9$$;）

摘 要：从江苏、江西、安徽等 : 个省疑似黄、白痢直肠棉拭及病死猪的十二指肠和肠系膜淋巴结中分离鉴定出 33;
株病原性大肠杆菌。经 L 血清型鉴定，除 :: 株未能定型、!" 株自凝外，测定出 ##" 个分离株的 L 血清型，这些分离

株覆盖了 2! 个血清型，以 L"$: 、L"$"、L#$ 、L;3 、L""和 L"!;为主，共 ;; 株，占定型菌株的 !!K1$M。这些血清型与已报道

的常见血清型间存在一定差异。运用黏附素单抗对以上菌株进行 )!、)9、)2、)"1、)!" 9 种黏附素检测，共 ;: 个分离

株表达黏附素（#1K2"M），而表达两种和 3 种黏附素的菌株分别有 ## 株和 1 株，它们分别占表达黏附素菌株的

##K21M和 1K#9M，其中单 独 表 达 )!、)2、)9 N )!" 黏 附 素 菌 株 分 别 有 "1、3$、"9 株，分 别 占 表 达 黏 附 素 菌 株 的

"1K92M、3$K;3M和 "9K!2M；同时运用多重 OPQ 对其中 "!9 个分离株进行毒素基因（ !"#、!"$、%"、!%"8 #&）的检测，

拥有 !"# 和 !"$ 毒素基因的菌株分别占检测菌株的 9"K:#M和 3:K#!M。)2、)!、)9 N )!" 和 R7.、R7+ 为该地区致初

生仔猪腹泻大肠杆菌常见的毒力因子。
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随着猪场规模的扩大和仔猪饲养密度的增加，

仔猪腹泻已成为养猪业一个有重要经济意义的疾

病。大肠杆菌是造成初生仔猪腹泻（习惯上称为仔

猪黄痢和仔猪白痢）最重要的病原体。仔猪黄痢由

肠产毒素性大肠杆菌（=CH*,&H&<?A*C?I ’()*&+,)*,# )-.,，
=7=P）引起，仔猪白痢症状与仔猪黄痢相似，但它发

病程度轻，发病率较高（可达 1$M），死亡率较低，但

可影响仔猪生长发育和降低饲料报酬而造成较大经

济损失［"］。

有关猪大肠杆菌病流行病学的研究，国内已有

不少报道［#，3］，但华东地区近年来在初生仔猪腹泻的

流行病学方面报道不多，且有关大肠杆菌的黏附素

及毒素的流行病学资料国内很少报道。有鉴于此，

我们以华东地区为重点，同时包括其他地区的一些

省份的仔猪黄、白痢中收集病料作为研究对象进行

相关研究，现将有关结果报道如下。

" 材料和方法

"#" 病料来源

江苏、江西、安徽、河南、广东、山东、上海等 : 个

省市部分地区临诊上疑似仔猪黄、白痢直肠棉拭及

病死猪的十二指肠和肠系膜淋巴结作病料分离病

原，所有分离株均来自患病猪。

"#$ 培养基

麦康凯干粉培养基、营养琼脂斜面、营养肉汤为

上海市医学化验所试剂厂产品；葡萄糖、乳糖、麦芽

糖、甘露醇、蔗糖、吲哚、S( Q、%8O、枸橼酸盐等生化

发酵培养基参照文献配制［!］；T5 培 养 基、R’.C*H@、
S?CI. 按文献［9］方法制备；7R4、7R5 购自美国 R?A>.
公司，按说明书配制；9M 犊牛血琼脂平板按常规方

法制备［9］；大肠杆菌标准抗 L 血清购自中国兽药监

察所。

"#% 参考菌株

P13;$:（ 611N ）， P139#;（ 6;;N ）， P13:"$
（;1:ON ），P13:$:（)!"N ）购自中国兽药监察所；=21
（R7+N ，T7N ，RT78#*N ），"$:U12（RT78#*N ，)"1.+N ），

#"3!（R7.N ，R7+N ，)"1.IN ），7S"#1（611N ，T7N ）由

扬州大学农业部畜禽传染病学重点开放实验室保

存。

"#& 细菌分离培养

病料划线于麦康凯斜面，3:V培养 "1J；挑取典

型菌落在麦康凯平板上分区划线，3:V培养 "1J，选



取单个典型菌落纯培养后冻干保存。

!"# 生化试验

按文献报道方法对所有分离株进行 !" 项生化

指标的测定［#］。

!"$ 血清型鉴定

参照中国兽药监察所大肠杆菌“$”抗原定型血

清使用说明完成。所有分离株首先经玻板凝集试验

初步筛选可能的 $ 血清型，然后通过试管凝集试验

确定其 $ 血清型。定型标准为血清的试管凝集价

达到原血清“$”效价的 !%& 以上。

!"% 黏附素与溶血素的鉴定

分离到的大肠杆菌菌株（纯化后传代不超过两

次）分别接种 ’()、(*+,-./、01,2+ 培养基 345 培养

&#6，’(7 培养基 345培养 #86，其中 ’() 用于表达

9#（:88）菌毛、(*+,-./ 用于表达 9;（<84=）菌毛、01,2+
用于表达 9>（:<<）和 9#! 菌毛、’(7 用于表达 9!8 菌

毛，黏附素单抗 )?3（针对 9# + 因子）、@:#"<（针对

9> 菌毛）、@=A3（针对 9; 菌毛）、B!"?>（针对 9#! 菌

毛）、!<7#（针对 9!8 菌毛）由扬州大学农业部畜禽传

染病学重点开放实验室研制，应用玻板凝集试验检

测粘附素；同时分离的菌株分别接种犊牛血琼脂平

板，345培养 !86 观察溶血性。

!"& 多重 ’() 试验鉴定毒素

!"&"! =CD 引物的设计：根据基因文库中已发表的

大肠杆菌毒素基因序列，分别设计出 # 种毒素基因

（!"#、!"$、%"、!%"? &&）的 # 对特异性引物，预期扩

增出的目的片段大小分别为 !;;EF、&83EF、3!#EF 和

38;EF，由上海生物工程技术服务有限公司合成。

引物序列见表（!）。

表 ! ’() 引物序列

’+E*- ! AG2*-H.1I- J-KG-,2-J HL JM,.6-.12 H*1NH,G2*-H.1I- FO1P-OJ

’+ON-. N-,- =O1P-O 2HI- =O1P-O (-KG-,2->Q?3Q
(1/- HL +PF*1L1-I

FOHIG2.%EF

!"# !"#? !
!"#? &

’C’’’CCCC’C’’’’)R’C)R

)C)RRC)RR)’?

’)C))C)))R

!;;

!"$ !"$? !
!"$? &

’RCC’)’R?

C)’C’)C)C))’C

RC)R’?

R)R)))’RR)C))’R

&83

%" %"? !
%"? &

CRRCR’’)C’)’CC’C’C’)

)’’RRRRR’’’’)’’)’’CC
3!#

!%"? &&
!’(? &&? !
!’(? &&? &

)RR))R’?

’)’)’’’CCR’)RR

R’)’’’RCC’R))CCR’))

38;

!"&"* 细菌 SA) 模板的制备：分别挑取 B7 板上大

肠杆菌分离株的单个菌落加入 >""!B 灭菌超纯水，

混匀，!""""O%P1, 离心 >P1,，弃上清，沉淀用&""!B灭

菌超 纯 水 悬 浮，置 沸 水 浴 !>P1,，!""""O%P1, 离 心

>P1,，上清液作为 =CD 反应的 SA) 模板。

!"&"+ 多重 =CD 扩增：在总量为 >"!B 的反应体系

中加入 !" T =CD 缓冲液（含 !U> PPH*%B 0N& V ）>!B、

&U>!PH*%B IA’= 3!B、混合引物 8!B（每种引物为

&" FPH*）、SA) 模 板 !"!B（"U! W !!N）、3X%!B "#)
SA) 聚合酶 "U>!B，加灭菌超纯水至 >"!B（=CD 试

剂盒购自 =OHP-N+ 公司）。运用热启动 =CD 和降落

式 =CD，扩增条件为：<#5 #>J，>35 #>J，4&5 #>J，共

进行 3" 个循环；最后 4&5延伸 >P1,。同时以标准

菌株作为阳性对照，以灭菌超纯水作为空白对照。

琼脂糖凝胶电泳检测扩增产物。

* 结果

*"! 细菌分离和生化试验

从疑为患仔猪黄白痢（##" 头）的病死仔猪中共

分离出 >"! 株细菌。经 !" 项生化鉴定，33< 个分离

株符合大肠杆菌的特征（表 &）。

表 * ++, 株大肠杆菌的来源与鉴定结果

’+E*- & ’6- HO1N1,J +,I $?J-OHNOHGFJ 1I-,.1L12+.1H,J

HL 33< *+,-&./,-/# ,0’/ 1JH*+.-J HL F1N*-. HO1N1,

D-N1H,
AHY HL

1JH*+.-J

AHY HL J-OH?

NOHGF+E*- 1JH*+.-J

AHY HL ,H,?

NOHGF+E*- 1JH*+.-J

AHY HL $?

OHGN6 1JH*+.-J

Z1+,NJG !4> !!! ## &"

Z1+,N[1 44 ## !> !8

),6G1 ># 38 !; "

RG+,NIH,N !< !; ! &

(6+,IH,N < 8 " !

(6+,N6+1 3 & ! "

\-,+, & & " "

’H.+* 33< &&! 44 #!

*"* 血清型鉴定

通过玻板凝集和试管凝集，在 33< 个分离株中，

除 44 株未能定型、#! 株自凝外，测定出 &&! 个分离

株的血清型（表 &）。这些分离株覆盖了 ;# 个血清

型，前 !! 种血清型为：$!"4、$!"!、$&"、$<3、$!!、$!#<、

$!!<、$<、$38、$;# 和 $8<，它们拥有 !&< 个分离株。其

中以 $!"4、$!"!、$&"、$<3、$!! 和 $!#< 为主，共 << 株，占

定型菌株的 ##U8"]，为这次初生仔猪腹泻大肠杆

菌调查的主要流行血清型（表 3）。
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表 ! !!" 株初生仔猪腹泻大肠杆菌分离株的 # 血清型

!"#$% & ’%()*()+,- ".)/* &&0 ! 1 "#$%

2-)$"3%- 4(). 52"((6%" 2/ ,2*$%3-
78-%()*()+,- 9)1 )4 2-)$"3%- :%(;%/3"*%<=

7>?@ A@ >ABAA
7>?> >C CB>D
7A? >E @BAD
70& >F EB@0
7>> >A FBD&
7>D0 >> DB0C
7>>0 @ &B>@
70 @ &B>@
7&C E AB@>
7ED F ABAE
7C0 F ABAE
7&A D >BC>
7>D@ D >BC>
7>F@ D >BC>
7>D> & >BDF
7C A ?B0?
7E? > ?BDF
736%( @D &&BDC
!)3"$ AA>
7G D>
9! @@
!)3"$ &&0

736%(：7>A、7>E、7A>、7A&、7AE、7A@、7&&、7&D、7&C、7D&、7DE、7F@、7FC、7E&、

7@F、7@E、7@0、7C@、7>?&、7>?D、7>>D、7>>E、7>>@、7>A>、7>AC、7>&>、7>F0（7/%
2-)$"3% %";6）；7>?、7>F?、7>E?、7&E、7D、7DA、7F、7EE、7EC、7@D、7CF、70>、70C

（!H) 2-)$"3%- %";6）；7>、7>F、7>EA、7>FD、7DD、7EF、7>&A（!6(%% 2-)$"3%-
%";6）1 7G：78()+*6；9!：/)3 -%()*()+,"#$%1

$%! 黏附素鉴定

运用黏附素单抗对 &&0 个分离株进行玻板凝集

试验，其中 0@ 个分离株表达黏附素，占分离株的

ACBE>=（0@<&&0），而表达 A 种和 & 种黏附素的菌株

分别为 AA 株和 C 株，它们分别占表达黏附素菌株的

AABEC=和 CBAF=。其中单独表达 ID、IE、IF J ID>
黏附素菌株分别有 >C、&?、>F 株，分别占表达黏附素

菌株的 >CBFE=、&?B0&=和 >FBDE=。在拥有黏附素

大肠杆菌中，有 F 株表达 I>C 菌毛，I>C 与 IF、ID> 共

表达的菌株有 A 株（表 D、表 F）。

$%& 溶血素鉴定

&&0 个分离株溶血性反应中，仅有 C 株大肠杆

菌呈!溶血，占分离株的 AB&E=。

$%’ 毒素鉴定

对 &&0 个分离株中的 >DF 株仔猪黄、白痢大肠

杆菌毒素基因（ &’(、&’)、*’、&*’8 A+）进行 :KG 检

测，共有 >D> 株大肠杆菌检测到毒素基因，其中单独

拥有 &’( 基因的菌株有 @F 株（F>B@A=）；单独拥有

&’) 基因的菌株有 FD 株（&@BAD=）（表 D）。

表 & (&’ 株初生仔猪腹泻大肠杆菌分离株黏附素与毒素的关系

!"#$% D L56%-2/ "/5 3)M2/ *%/%- 5%3%;3%5 2/ >DF ! 1 "#$% 2-)$"3%- 4(). 52"((6%" 2/ ,2*$%3-

&’( &’)
&’(，

&’)

&’(，&’)

&*’8 A+
&’(，

&*’8 A+
&’(，&’)，

*’

’#,%-8
-+.

9)1 )4

-3("2/-

ID F 0 > & >C

IF > @ > 0

IE A& E > &?

I>C & > > F

ID> D > F

IE J ID> A > &

IF J ID> A >& >F

IF J IE > >

ID J IE A > &

ID J IF J ID> & &

IF J I>C J ID> A A

IF J IE J ID> > A &

F:N &F >? & DC

!)3"$ @F FD @ > > & D >DF

F:N ：9) "56%-2/- )4 ID，IF，IE，I>C "/5 ID> H%(% 5%3%;3%5 2/ 36%-% 2-)$"3%-1
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表 ! ""# 株初生仔猪腹泻大肠杆菌分离株黏附素与 $ 血清型的关系

!"#$% & !’% (%$")*+,-’*. #%)/%%, "0’%-*, ",0 +1-%(+2(+3. 0%)%4)%0 *, 556 ! 7 "#$%

80’%-*, 9+7 +: *-+$")%- ;1-%(+2(+3.

<= >? >@A（5），>=6（B），&（>），6（>），>>（>），>C（>），5?（>），>5B（>），>=A（>），9!（C）

<& 6 5B（B），6（>），=B（>），9!（=），;D（>）

<C 5@
>=6（5），C=（B），65（B），>=>（B），>B?（>），=5（>），&A（>），C?（>），A&（>），?&（>），>@>（>），

>@A（>），9!（?），;D（&）

<>? & 65（>），>@=（>），>>C（>），>5>（>），9!（>）

<=> & >@>（B），6（>），==（>），>CB（>）

<& E <=> >& >>（C），>@A（B），B>（>），==（>），C=（>），>=A（>），>=6（>），9!（>），;D（>）

<= E <C 5 >（>），>@>（>），>=A（>）

<& E <C > 6（>）

<C E <=> 5 >@A（>），>=>（>），;D（>）

<& E <C E <=> 5 >@>（>），6>（>），9!（>）

<& E <>? E <=> B >@A（>），9!（>）

<= E <& E <=> 5 >=6（5），

&FG B=B
>@A（>6），B@（>C），>@>（>5），65（>B），>>6（A），>>（&），5?（&），?6（&），>&A（=），;)’%(（C?），

9!（&&），;D（55）

!+)"$ 556

9!：9+) -%(+2(+3."#$%；;D：;1(+32’；&FG ：9+ "0’%-*,- +: <=，<&，<C，<>? ",0 <=> /%(% 0%)%4)%0 *, )’%-% *-+$")%-7

" 讨论

在这次调查中，我们共分离到 556 株致初生仔

猪腹泻大肠杆菌，包括 ;>@A、;>@>、;B@、;65、;>>、;>=6、

;>>6、;6、;5?、;?6、;C= 和 ;5B 等 ; 血清型。致仔猪黄、

白痢大肠杆菌 ; 血清型国外主要报道有：;?、;6、

;B@、;=&、;C=、;>@>、;>5?、;>56、;>=>、;>=A、;>=6、;>&A等［C H 6］，

国内部分地区也有一些报道，如刘书亮等报道四川

部分地区分离株血清型为 ;>=>、;?、;B、;>&A、;>、;6、

;&=、;>=6等［B］；王红琳等则发现湖北部分地区分离株

以 ;>@A、;>@>、;65、;6、;>56、;>=>、;>&A 等血清型为主［5］，

我们的调查结果除与王红琳等的报道有一定相似

外，与国外及国内其他地区的报道间存在较大差异。

这是否意味着 I!IJ 的 ; 血清型出现多样性的可

能，值得关注。

仔猪黄、白痢主要由 I!IJ 引起的，其致病机理

是 I!IJ 通过其表面的黏附素（<*K#(*"$ "0’%-*,-）吸

附于小肠上皮细胞，然后通过其产生的肠毒素致

病［>］。在国内，高崧等［>@］发现江苏、上海地区致仔

猪黄、白 痢 大 肠 杆 菌 粘 附 素 的 阳 性 率 为 5@L&=M
（5>AN>@5?）与我们这次调查所得粘附素的阳性率

B?LC>M（6AN556）相似，但黏附素的种类有了较大的

变化。具体表现在两方面：一是单独表达 <C、<=、<&
E <=> 黏 附 素 菌 株 分 别 占 表 达 黏 附 素 菌 株 的

5@L65M、>?L&CM和 >&L=CM，即 <C 阳性株的比例上

升，而 <= 阳性株的比例相对下降，这是否与我国

O??、O66 基因工程疫苗的广泛应用有关需进一步的

研究；二是表达 B 种和 5 种黏附素的菌株分别占表

达黏附素菌株的 BBLC?M和 ?LB&M。<>? 菌毛是致

猪水肿病和断奶仔猪腹泻大肠杆菌的主要毒力因子

之一。现已知，<>? 菌毛包括 <>?"# 与 <>?"4 两种

血清型变异体。本调查分离到表达 <>? 黏附素菌

株，其中有 & 株表达 <>? 菌毛，<>? 与 <&、<=> 共表达

的菌株有 B 株。

关于 I!IJ 肠毒素与 ; 血清型、黏附素类型之

间的关系，国外发现致新生仔猪腹泻最常见的 I!IJ
属于血清型 ;>=6、;?、;>=A 及 ;>&A，且呈 <= 阳性，并能

产生 P!、Q!# 肠毒素；同时，越来越多的 ;?、;6、;C=和

;>@>血清型的 I!IJ 被分离到，这些 I!IJ 是 <&、<C
及 <=> 阳性并产生肠毒素 Q!" 或很少产生 Q!#［>］。

与国外报道相比，尽管本次调查所得 I!IJ 分离株

的 ; 血清型以及黏附素的种类均发生了一定变化，

但肠毒素的检测结果却与国外的报道相似，即分离

株主要产生 Q!"（A&N>=&）和 Q!#（&=N>=&）B 种肠毒素

（表 =）。

常规检测猪源大肠杆菌毒素的方法费时耗钱，

操作复杂，不适合大批量临床分离株的检测。多重

FJD 方法的建立为临床实验室等提供了一个更为快

速、简便、灵敏的测定毒素的方法。此外，我们还发

现，绝大多数致仔猪腹泻 I!IJ 分离株不能产生针

对犊牛红细胞的溶血素。

66> 期 陈 祥等：华东地区致初生仔猪腹泻大肠杆菌的 ; 血清型和毒力因子
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