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　 　 大肠杆菌是一种重要人畜共患病病原体ꎬ可感染人和

多种动物ꎬ根据其对宿主寄生部位不同ꎬ划分为肠内致病性

大肠杆菌和肠外致病性大肠杆菌(ＥｘＰＥＣ) [１] ꎮ 近几年来ꎬ国
内外众多学者陆续报道了关于 ＥｘＰＥＣ 的感染案例ꎬ指出其

可特异性定殖于宿主肠道外ꎬ使感染宿主发生不同程度的脑

膜炎、败血症、泌尿道及呼吸道感染[２] ꎮ 目前在 ＥｘＰＥＣ 中发

现了多种毒力因子ꎬ包括与其致病性相关的毒力岛(ＰＡＩ)、
黏附素、侵袭素、毒素、表面抗原、铁摄取系统和分泌系统

等[３] ꎮ
化脓隐秘杆菌(Ｔｒｕｅｐｅｒｅｌｌａ ｐｙｏｇｅｎｅｓꎬ原名 Ａｒｃａｎｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ

ｐｙｏｇｅｎｅｓ)又名化脓放线菌或化脓棒状杆菌ꎬ为隐秘杆菌属

(Ｔｒｕｅｐｅｒｅｌｌａ)细菌ꎮ 可以感染牛、羊、猪、林麝等重要经济动

物ꎬ也可以感染人ꎬ是一种机会致病菌[４] ꎮ 化脓隐秘杆菌可

在家畜间广泛传播ꎬ常引起感染动物化脓性肺炎及乳房炎、
心内膜炎、关节炎、多发性淋巴结炎ꎬ甚至会造成宿主流产和

不孕等ꎬ最严重时可引发脓毒败血症导致家畜死亡[５] ꎮ 目前

已发现的化脓隐秘杆菌毒力因子有 ４ 类ꎬ分别为化脓隐秘杆

菌溶血素 ( ＰＬＯ)、胶原结合蛋白质 ( ＣｂｐＡ)、神经氨酸酶

(Ｎａｎ)及菌毛合成蛋白质(Ｆｉｍ) [６] ꎮ
秋季早晚温差大ꎬ猪群发生呼吸道疾病的可能性增加ꎬ发

病的原因也是多种多样ꎬ多数由细菌、病毒或寄生虫等感染ꎬ
甚至由多种病原混合感染诱发[７]ꎮ ２０１８ 年 １０ 月ꎬ四川省蒲江

地区某规模化养猪场部分猪只出现严重的呼吸道症状ꎬ包括

仔猪、保育猪、母猪均有发病ꎬ具体表现为呼吸急促且伴随厚

重的喘气声ꎬ耳部发绀ꎬ眼部、鼻腔部黏液增多ꎬ采食减少ꎬ体
温升高ꎬ最后因呼吸衰竭而亡ꎮ 采用常用细菌分离方法结合

１６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列分析综合鉴定病原菌ꎬ分离出 １ 株肠外致

病性大肠杆菌和 １ 株化脓隐秘杆菌ꎮ 为详细了解细菌毒力情

况ꎬ对这 ２ 种菌进行特异性毒力基因检测ꎬ同时选用常用抗生

素对分离菌进行药敏试验ꎬ为临床用药提供依据ꎮ

４５２



１　 材料和方法

１.１　 样品来源

样品来源于四川省蒲江某猪场发病濒死保育猪ꎬ无菌采

集病猪心脏、肺脏、肝脏及肺门淋巴结、脾脏备用ꎮ
１.２　 细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因的扩增及系统发育树构建

细菌基因组 ＤＮＡ 的提取按试剂盒说明书进行ꎮ 细菌

１６Ｓ ｒＲＮＡ 通用引物由生工生物工程(上海)股份有限公司合

成ꎬＦ￣１６Ｓ ｒＲＮＡ 为 ５′￣ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＭＴＧＧＣＴＣＡＧ￣３′ꎬＲ￣１６Ｓ
ｒＲＮＡ 为 ５′￣ ＴＡＣＧＧＹＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ￣３′ꎬ预期扩增长

度为１ ４６５ ｂｐꎮ 反应体系(３０ μｌ):上、下游引物各 ０􀆰 ５ μｌ(２０
μｍｏｌ / Ｌ)ꎬ细菌基因组 １􀆰 ５ μｌ(６３４ ｎｇ / μｌ)ꎬ２×Ｔａｑ ＰＣＲ Ｍａｓ￣
ｔｅｒＭｉｘ １５􀆰 ０ μｌꎬｄｄＨ２Ｏ １２􀆰 ５ μｌꎮ 反应条件:９５ ℃ ５ ｍｉｎꎻ９５
℃ ３０ ｓꎬ５５ ℃ ３０ ｓꎬ７２ ℃ ４５ ｓꎬ３０ 个循环ꎻ７２ ℃ ７ ｍｉｎꎮ

ＰＣＲ 产物用回收试剂盒回收片段ꎬ与 ｐＭＤ￣１９Ｔ 载体 １６
℃过夜连接ꎬ之后转化大肠杆菌 ＤＨ５α 感受态细胞ꎬ筛选阳

性克隆后送至上海生物工程公司测序ꎮ 将测序结果与 Ｇｅｎ￣
Ｂａｎｋ 数据库中已发表菌株序列进行比对分析ꎮ
１.３　 分离株毒力因子的检测及测序

根据文献[８] ~ [１０]所设计的 ９ 对肠外致病性大肠杆菌

(ＥｘＰＥＣ)毒力基因 ｐａｐＡ、ｓｆａＳ、ｆｏｃＧ、ｉｕｔＡ、ｈｌｙＤ、ａｆａ、ｆｙｕＡ、ｉｒｅＡ、
ｖａＴ 特异性引物ꎬ同时根据 Ｚａｓｔｅｍｐｏｗｓｋａ 等[１１] 、徐凝等[１２] 设

计的 ８ 对化脓隐秘杆菌的毒力基因 ｐｌｏ、ｎａｎＨ、ｎａｎＰ、ｃｂｐＡ、ｆｉ￣
ｍＡ、ｆｉｍＣ、ｆｉｍＥ、ｆｉｍＧ 特异性引物检测两种细菌的毒力基因ꎬ
引物由生工生物工程(上海)股份有限公司合成ꎮ 分别以大

肠杆菌和化脓隐秘杆菌基因组为模板进行毒力因子的扩增ꎬ
产物送生工生物工程(上海)股份有限公司进行测序ꎮ
１.４　 药敏试验

参照 ＣＬＳＩ 标准[１３] ꎬ采用纸片扩散法测定两株菌对临床

上常用抗生素的敏感情况ꎬ测量抑菌圈的直径ꎬ判定药敏试

验结果ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 分离株 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因扩增结果及进化树分析

提取分离菌株 ＤＮＡꎬ用 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因通用引物扩增出

１ ４６５ ｂｐ的目的片段ꎬ测序后将结果与 ＧｅｎＢａｎｋ 上已发表序

列进行同源性分析ꎮ 结果显示疑似大肠杆菌菌株(ＭＳ￣１)与
大肠杆菌 ＣＰ０２２９５９􀆰 １ 同源性达 ９９％且位于一个分支上ꎬ疑
似化脓隐秘杆菌菌株(ＭＳ￣２)与化脓隐秘杆菌 ＣＰ００７５１９􀆰 １
同源性达 ９９％且位于一个分支上ꎮ 确认分离到 １ 株大肠杆

菌和 １ 株化脓隐秘杆菌ꎬ且由于大肠杆菌是从患病猪的肺部

病变区域中分出ꎬ在病猪肠道并未发现明显的病变ꎬ初步判

定该大肠杆菌为肠外致病性大肠杆菌(ＥｘＰＥＣ)ꎮ
２.２　 分离菌株毒力因子扩增结果

以大肠杆菌基因组为模板ꎬ对 ９ 种毒力因子进行 ＰＣＲ
检测ꎬ结果扩增出 ｉｕｔＡ(３１４ ｂｐ)、ｆｙｕＡ(７８７ ｂｐ)基因ꎬ未扩增

出 ｐａｐＡ、ｓｆａＳ、ｆｏｃＧ、ｈｌｙＤ、ａｆａ、ｉｒｅＡ、ｖａＴ 基因ꎻ以化脓隐秘杆菌

基因组为模板ꎬ对 ８ 种毒力因子进行 ＰＣＲ 检测ꎬ扩增出 ｐｌｏ
(１５０ ｂｐ)、ｎａｎＨ ( １００４ ｂｐ)、 ｆｉｍＡ ( ６０５ｂｐ)、 ｆｉｍＣ ( ８４３ｂｐ)、
ｆｉｍＧ(９２９ｂｐ)基因ꎬ未扩增出 ｎａｎＰ、ｃｂｐＡ、ｆｉｍＥ 基因ꎮ
２.３　 药敏试验

分别对分离出的大肠杆菌和化脓隐秘杆菌进行常用抗生

素的敏感性试验ꎬ根据杭州天和微生物试剂有限公司的药敏

试验纸片法抑菌范围解释标准进行药物敏感性判断ꎬ结果显

示两种菌对庆大霉素、头孢噻肟以及氟苯尼考均表现敏感ꎮ

３　 讨 论

根据发病情况、临床症状以及实验室常用细菌分离和

１６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列测定结果ꎬ结合之前实验室检测结果(未
发现患病猪有寄生虫感染迹象ꎬ且常见呼吸道病毒性疾病检

测结果全部为阴性)ꎬ综合判定该猪场疫情由大肠杆菌和化

脓隐秘杆菌混合感染造成ꎮ
有研究者认为ꎬ从动物肠道以外的脏器中分离到的大肠

杆菌均可判定为 ＥｘＰＥＣꎬ也有人提出可根据大肠杆菌携带的

特定毒力基因种类和数量初步确定是否为 ＥｘＰＥＣ[１４] ꎮ 在本

研究中ꎬ我们从猪肺脏中分离出 １ 株具有较强致病性的大肠

杆菌ꎬ通过基因检测发现该大肠杆菌具有 ｉｕｔＡ、ｆｙｕＡ ２ 种毒力

基因ꎬ综合判定其为肠外致病性大肠杆菌ꎮ ｉｕｔＡ 是大肠杆菌

代谢相关毒力基因ꎬ是铁摄取蛋白系统中的一种基因ꎬ对细

菌的生存至关重要ꎮ ｆｙｕＡ 基因也参与铁的摄取ꎬ是耶尔森强

毒力岛(ＨＰＩ)中的核心结构和功能基因ꎬ与大肠杆菌毒力的

进化密切相关[３] ꎮ Ｊｏｓｔ 等[４]研究结果表明ꎬ化脓隐秘杆菌的

毒力是由多种毒力因子决定的ꎬ各类毒力基因具有协同作

用ꎬ并且细菌可以在不同宿主中差异表达各种毒力基因而引

发不同的感染症状ꎮ 本研究中分离出的化脓隐秘杆菌中检

测出 ８ 种毒力基因中的 ５ 种(ｐｌｏ、ｎａｎＨ、ｆｉｍＡ、ｆｉｍＣ、ｆｉｍＧ)ꎬ其
中 ｐｌｏ 编码的溶血素(ｐｌｏ)是一种细菌外毒素ꎬ能够裂解多种

动物的红细胞、免疫细胞ꎬ引起动物皮肤坏死最终死亡ꎮ 神

经氨酸酶 ｎａｎＨ 也具有多种毒力作用:分解宿主唾液酸作为

碳源提高自身在宿主的生存力ꎻ降低细胞膜表面的黏滞性ꎬ
促进其对宿主细胞的感染力ꎻ分解免疫球蛋白 ＩｇＡꎬ降低宿

主防御能力ꎮ 针对化脓隐秘杆菌菌毛合成蛋白质的研究还

不够深入ꎬ只知道其与细菌的黏附作用相关ꎬ目前已报道的

４ 种化脓隐秘杆菌菌毛合成蛋白质中ꎬ本研究分离的菌株中

含 ３ 种ꎬ推测该菌可能具有较强的黏附性ꎮ
大肠杆菌是猪临床中较为常见的一种传染病原ꎬ以往也

有肠外致病性大肠杆菌引发猪肺炎的病例报道[１５]ꎬ而化脓隐

秘杆菌感染的案例在林麝、牛、羊中报道的较多ꎬ对猪感染的

案例相对较少ꎮ 但近年来ꎬ国内报道从猪呼吸道疾病中分离

出化脓隐秘杆菌的频率也逐年提高[１６￣１９]ꎮ 在林麝[２０]、奶
牛[２１￣２２]中有报道大肠杆菌会同化脓隐秘杆菌混合感染ꎬ尤其

是奶牛ꎬ在大多数患有乳房炎和子宫炎的奶牛中都能分离出

５５２蔡　 瑶等:猪肺源致病性大肠杆菌和化脓隐秘杆菌混合感染病原的分离鉴定及主要毒力因子的检测



大肠杆菌和化脓隐秘杆菌ꎮ 但是ꎬ在猪呼吸道疾病中却几乎

没有大肠杆菌同化脓隐秘杆菌混合感染的病例报道ꎬ本研究

发现这 ２ 种细菌在猪中的混合感染ꎬ对今后猪病的研究具有

较好的参考价值ꎮ Ｊｏｓｔ 等[４]在对机会致病菌化脓隐秘杆菌的

研究中也发现ꎬ化脓隐秘杆菌不是具有实质致病潜力的细菌ꎬ
往往同其他病原体共同感染导致宿主发病ꎮ Ｚｅｒｂｅ 等[２１] 和

Ｂｉｃａｌｈｏ 等[２２]在大肠杆菌和化脓隐秘杆菌的毒力因子与奶牛

子宫疾病的关系研究中发现ꎬ大肠杆菌感染后会抑制奶牛子

宫中性粒细胞的功能ꎬ很有可能是大肠杆菌先感染奶牛子宫

造成子宫内环境发生变化ꎬ从而给化脓隐秘杆菌提供适宜的

生存条件ꎬ继发感染导致子宫内膜炎的加重和生殖功能衰竭ꎮ
Ｗａｇｅｎｅｒ 等[２３]研究发现并不是所有大肠杆菌都会促进化脓隐

秘杆菌的感染ꎬ而只有肠外致病性大肠杆菌菌株(ＥｘＰＥＣ)才
能促进化脓隐秘杆菌感染ꎮ 对小鼠的致病性研究结果表明ꎬ
两种菌混合感染会相互加强毒力ꎮ 而药物敏感性试验结果显

示ꎬ两种菌对庆大霉素、头孢噻肟以及氟苯尼考均表现敏感ꎬ
这 ３ 种药物对两种病原菌均可能具有较强的杀灭作用ꎮ
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