
鸡大肠杆菌病是由致病性大肠埃希氏菌

（Escherichia coli）引起的以肝周炎、纤维素性气囊

炎、腹膜炎、心包炎、败血症为主要特征的传染病。

不同品种不同日龄的鸡都可发生，但以肉仔鸡最易

感。1885年发现该菌，主要栖息于人和恒温动物的

肠道内，一直被认为是正常肠道菌群的组成成分，

无致病性；直到 20世纪 40年代才发现一些特殊血

清型大肠杆菌对人和动物具有致病性[1]。鸡大肠杆

菌血清型众多且复杂，具有时间和地域变化而不同

的特点[2-3]。因此用疫苗防治该病有一定难度，药物

治疗仍是主要手段。致病性大肠杆菌引起的禽疾

病发病率和死亡率较高，而大肠杆菌耐药菌株引起

的感染不但有增多趋势，而且其耐药性不断发生变

迁[4]。因为临床上大量滥用抗菌药物，导致不断出

现耐药菌株，扩大耐药谱[9]。不仅给养殖业带来巨

大的经济损失，也会加剧食品卫生安全的发展。传

统 鉴 定 方 法 繁 杂 且 准 确 性 较 差 [5]，因 细 菌 中

16SrRNA 具有高度保守性和特异性以及该基因序

列足够长（包含 50 个功能域），应用 16SrRNA 基因

检测技术可以实现对病原菌进行快速、微量、准确、

简便地分类鉴定和检测。鸡大肠杆菌病是严重危

害养鸡业一种常见的细菌性传染病，本次试验为了

解鸡源致病性大肠杆菌的生物学特性和耐药情况，

从而更好掌握该病的传播流行以及耐药状况，为该
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病的防治提供一定的参考依据。

1 试验材料

1.1 试验试剂

革兰氏染液（杭州微生物试剂有限公司）、香

柏油、擦镜液、核酸染料、DL2000、TBE 溶液、2×

Taq PCR Master Mix、ddH2O、细菌基因组 DNA 提

取试剂盒（天根生化科技有限公司）、普通琼脂培

养基（青岛高科园海博生物技术有限公司、麦康

凯琼脂培养基（青岛高科园海博生物技术有限公

司）、伊红美蓝琼脂培养基（杭州微生物试剂有限

公司）、营养肉汤（青岛高科园海博生物技术有限

公司）等。

1.2 标准菌株

大肠杆菌标准菌株ATCC25922购自广东环凯

微生物科技有限公司

1.3 仪器设备

摇床（无锡成霖科技有限公司）、PCR 仪（珠海

黑马医学仪器有限公司）、核酸蛋白分析仪（苏州净

化设备有限公司）、舒适恒温混匀仪（Eppendor 公

司）、超净工作台（苏州净化设备公司）、恒温恒湿培

养箱（上海乔跃电子有限公司）、SDS-PAGE凝胶成

像系统、DYY-6C 型电泳仪电源（北京市六一仪器

厂）、高速离心机（Eppendorf 公司）、电子天平（上海

菁海仪器有限公司）等。

1.4 试验动物

选择 3 d龄雏鸡 130只，隔离饲养 48 h后，随机

选择110只进行动物致病性试验。

1.5 抗菌药物

氨苄西林、羧苄西林、哌拉西林、卡那霉素、头

孢唑林、四环素、环丙沙星、复方新诺明、庆大霉素、

头孢哌酮、头孢他啶、头孢噻肟、氧氟沙星、诺氟沙

星米诺环素，以上15种药敏纸片均购自杭州微生物

试剂有限公司。

2 试验方法

2.1 病料来源

无菌条件下采集凉山多个养殖场疑似鸡大肠

杆菌病病死鸡的典型病变器官心脏、肝脏、脾脏

等，置于采样袋中密封，带回实验室置于 4 ℃冰吧

保存备用。

2.2 细菌的分离与纯化

无菌环境下，用镊子夹住病变组织中部，用灭

菌的剪刀剪取一小块，将新鲜切面分别触压于普通

营养琼脂培养基，置于恒温恒湿培养箱中 37 ℃，培

养18～24 h，观察细菌的生长情况及形态特征，做好

记录；挑取典型单个菌落抹片，革兰氏染色，在光学

显微镜下观察细菌的染色特征。

挑取典型单个菌落划线于麦康凯培养基和伊

红美蓝琼脂培养基上，置于恒温恒湿培养箱中

37 ℃，培养18～24 h，挑选典型菌落进行镜检，纯化

后进行保种。

2.3 16S rRNA基因鉴定

2.3.1引物设计

根据Genbank中细菌的16S rRNA基因序列，进

行引物设计，送往上海杰李有限公司进行合成。引

物序列见表1。

2.3.2 DNA的提取

将分离的20株菌株接种至营养肉汤，置于摇床

37℃，180 r/min，培养过夜。

取细菌培养液 1～5 mL，10 000 r/min(~11 500

g)离心1 min，尽量吸净上清。

向菌体沉淀加入 200 uL缓冲液 GA，震荡至菌

体 彻底悬浮。

向管中加入20 uL Proteinase K溶液，混匀。

加入 220 uL 缓冲液 GB，震荡 15 s，70 ℃放置

10 min，溶液应变清亮，简短离心以除去管盖内壁的

水珠。

将上一部所得溶液和絮状沉淀都加入一个吸

附柱CB3中 12 000 r/min(~13 400 g)离心 30 s，倒掉

废液，将吸附柱CB3放入收集管中。

向吸附柱 CB3 中加入 500 uL 缓冲液 GD ，

12 000 r/min(~13 400 g)离心30 s，倒掉废液，将吸附

柱CB3放入收集管中。

向吸附柱 CB3 中加入 600 uL 漂洗液 PW，

12 000 r/min(~13 400 g)离心30 s，倒掉废液，将吸附

柱CB3放入收集管中。

重复前一步操作。

将吸附柱 CB3 转入一个干净的离心管中，

12 000 r/min(~13 400 g)离心 2 min，倒掉废液，将吸

附柱CB3室温放置 5 min，以彻底晾干吸附柱材料

中残余的漂洗液。

将吸附柱 CB3 转入一个干净的离心管中。向

吸附膜的中间部位悬空滴加 60 uL洗脱缓冲液TE，

室温放置 5 min，12 000 r/min(~13 400 g)离心 2 min,

将溶液收集到离心管中。

引物名称

B-27F

B-1492R

表1 16S rRNA通用引物

引物序列

5'＞AGAGTTTGATCCTGGCTCAG＜3'

5'＞ TACGGYTACCTTGTTACGACTT＜3’
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2.4 目的片段的扩增及测序

2.4.1 PCR反应体系

试验建立25 uL反应体系，组成见表2。

2.4.2 反应程序

94 ℃预变性5 min；94 ℃ 变性45 s ，56 ℃ 复性

45 s ，72 ℃延伸 50 s，35次循环 ；72 ℃延伸 5 min ；

15 ℃保温 30 min。

抽取PCR产物10 uL经1.5%（1×TBE）琼脂糖凝

胶电泳，电压 105 V，电流 85 mA，观察并成像，切胶

送至上海杰李有限公司测序。测序结果，运用

NCBI数据库中BLAST程序进行比对分析。

2.5 致病力试验

2.5.1 大肠杆菌悬液的制备

将分离出的 20 株大肠杆菌接种于营养肉

汤培养基，37 ℃，180 r/min，于摇床中震荡培养

18～24 h。按照麦氏比浊法将菌液稀释至1.0麦氏

单位（菌落数为3×108 cfu/mL）悬液，备用。

2.5.2 致病力试验分组

将 3日龄健康非免疫雏鸡 110只，随机分为 22

组。每组5只，1组到20组为试验组，腹腔注射大肠

杆菌悬液1 ml/只；第21组为试验对照组，腹腔注射

无菌肉汤1 ml/只；第22组为空白对照组，不做任何

处理。

注射后每6 h观察试验鸡的精神状况，采食量，

饮水量，排泄物做好记录，连续观察 72 h，对发病和

死亡雏鸡进行病理解剖观察，取其病变器官进行细

菌的分离鉴定回收菌种。

2.6 药敏试验

根据细菌来源、致病力情况，从不同养殖场中

选取 10 株鸡致病性大肠杆菌进行药敏试验，按照

WHO 推荐的纸片扩散法 Kirby-Barer 氏法进行，测

定其对选取的 15种抗菌药物的敏感性。药敏结果

判断标准参照NCCLs手册2005版，详见表3。

3 结果

3.1 病原菌的分离培养结果

分离出 20株大肠杆菌。在营养肉汤中呈均匀

浑浊，试管底部有絮状沉淀；普通营养琼脂上形成

圆形，边缘整齐，小凸起，表面光滑，湿润，半透明，

中等大小菌落；麦康凯培养基上形成粉红色菌落；

伊红美蓝培养基形成中等大小，周围透明，带有绿

色金属光泽的菌落；镜检可见到革兰氏阴性杆菌，

两端钝圆的短小杆菌，多以单个存在，无芽孢。结

果见图1—4。

3.2 16S rRNA基因鉴定

从图 5 可见，PCR 扩增出与预期条带大小（1

465 bp）一致的特异性片段。将测序结果进行

BLAST序列比对，与GenBank中公布的大肠杆菌基

因序列的同源性为99.9%～100%。

表2 PCR 25 uL 体系

体系类别

上游引物B-27F

下游引物B-1492R

Mix

ddH2O

DNA

体积/uL

1.0

1.0

12.5

8.5

2.0

头孢唑啉

头孢他啶

头孢哌酮

头孢噻肟

羧苄西林

氨苄西林

哌拉西林

卡那霉素

庆大霉素

氧氟沙星

诺氟沙星

环丙沙星

复方新诺明

米诺环素

四环素

抗菌药物

注：R表示耐药，I表示中度敏感，S表示敏感

表3 NCCLS-药敏试验标准

30

30

75

30

100

10

100

30

10

5

10

5

25

30

30

药量/ug R

≤14

≤14

≤15

≤14

≤19

≤13

≤17

≤13

≤12

≤12

≤12

≤15

≤12

≤14

≤14

I

15-17

15-17

16-20

15-22

20-22

14-16

18-20

14-17

13-14

13-15

13-16

16-20

13-16

15-18

15-18

S

≥18

≥18

≥21

≥23

≥23

≥17

≥21

≥18

≥15

≥16

≥17

≥21

≥17

≥19

≥19

头孢烯类

青霉素

氨基糖苷类

氟喹诺酮类

磺胺类

四环素类

抑菌环直径/mm

图1 普通营养琼脂平板 图2 麦康凯平板

图3 伊红美蓝平板 图4 染色特征
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3.3 致病力试验

腹腔感染雏鸡 6 h 后，部分雏鸡开始出现精神

沉郁，食欲下降，羽毛粗乱，腹泻，排黄绿色稀便，偶

有鸡只出现脱肛，24 h后神经症状主要表现为头颈

震颤，角弓反张，开始死亡；病理解剖可见明显的肝

周炎、心包积液、腺胃乳头出血等病理改变。各试

验组死亡率为40%～100%，其中ML1Q溶和LG4肝

的死亡率最高，达100%，见表4。

M 1 2 3 4 5 6

2 000bp

1 000bp
750bp

500bp

200bp
100bp

1 465bp

图5 PCR结果

M:D2 000；1:DGCP3；2:DKH1；3:DC16-1；4:QLW-4；5：DC；

6：阴性对照

序号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

表4 致病力试验结果

菌株

DGCP3

DGCG1

DKH1

DKH3

DC16-1

DC1-15-1

QLW-4

QLW-5

ML2Q溶

ML1Q溶

WSM19-12

WSM7-1

LG4肝

LG5脾

WSM19-12

WSM7-1

BJ1-C-3-1

BJ1-P-2-1

TH8G2-5-2

TH8G3-4

试验鸡/只

5

5

5

5

5

5

5

5

5

5

5

5

5

5

5

5

5

5

5

5

致死鸡/只

3

2

3

4

3

3

4

4

4

5

3

3

5

2

3

3

4

4

4

4

死亡率/%

60

40

60

80

60

60

80

80

80

100

60

60

100

40

60

60

80

80

80

80

头孢类

青霉素

氨基糖苷类

氟喹诺酮类

磺胺类

四环素类

头孢唑啉

头孢他啶

头孢哌酮

头孢噻肟

羧苄西林

氨苄西林

哌拉西林

卡那霉素

庆大霉素

氧氟沙星

诺氟沙星

环丙沙星

复方新诺明

米诺环素

四环素

DGCP3

23

14

15

10

0

0

14

0

0

22

16

15

0

19

0

DKH3

0

0

0

0

0

0

14

0

14

10

0

0

0

0

0

WSM19-12

15

10

20

13

13

0

17

0

9

22

23

23

16

19

16

LG4G乳

17

15

21

21

12

0

16

12

0

24

15

20

20

20

16

YS1-2X-1

0

14

0

10

0

0

0

0

0

11

17

8

17

17

0

ML2Q溶

12

12

16

12

0

0

10

0

0

0

0

0

12

9

0

TH8G-2-1

0

17

14

13

0

0

11

0

16

13

11

12

0

14

0

BJ1C-3-1

10

13

13

17

0

0

0

11

16

17

16

19

0

17

0

DC4-1

0

15

12

16

0

0

10

0

0

10

0

8

0

16

0

抗菌药物

表5 药敏试验结果 mm

菌株抑菌环

QLW-5

9

17

18

23

17

11

20

14

17

9

9

10

9

9

0

3.4 药敏试验

从表5、表6、表7可以看出，10株鸡源大肠杆菌

均呈现多重耐药性，耐药率为33.3%～93.3%。其中

耐药能力最强的为 ML2Q 溶和 DKH3，耐 14 种药，

耐药率达93.3%；耐药能力最弱为LG4G乳，但也对

5种药物耐药，耐药率为33.3%。

4 讨论与分析

本次试验从多个养鸡场采集病料，分离得到20

株分离菌，菌株在麦康凯培养基上长出中等大小的

粉红色光滑菌落，伊红美蓝培养基上长出带绿色金

属光泽的菌落，染色镜检可见两端钝圆，短小的杆
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表6 药敏试验结果

头孢类

青霉素

氨基糖苷类

氟喹诺酮类

磺胺类

四环素类

头孢唑啉

头孢他啶

头孢哌酮

头孢噻肟

羧苄西林

氨苄西林

哌拉西林

卡那霉素

庆大霉素

氧氟沙星

诺氟沙星

环丙沙星

复方新诺明

米诺环素

四环素

10株大肠杆菌药敏试验统计结果

DGCP3

S

R

R

R

R

R

R

R

R

S

I

R

R

S

R

DKH3

R

R

R

R

R

R

R

R

I

R

R

R

R

R

R

WSM19-12

I

R

I

R

R

R

R

R

R

S

S

S

I

S

I

LG4G乳

I

I

S

S

R

R

R

R

R

S

I

I

S

S

I

YS1-2X-1

R

R

R

R

R

R

R

R

R

R

S

R

S

I

R

ML2Q溶

R

R

I

R

R

R

R

R

R

R

R

R

R

R

R

TH8G-2-1

R

I

R

R

R

R

R

R

S

I

R

R

R

R

R

BJ1C-3-1

R

R

R

I

R

R

R

R

S

S

I

I

R

I

R

DC4-1

R

I

R

I

R

R

R

R

R

R

R

R

R

I

R

QLW-5

R

I

I

S

R

R

I

I

S

R

R

R

R

R

R

抗菌药物

菌，均符合大肠杆菌的形态特征。

传统鉴定方法繁杂且耗时较长。16S rRNA基

因检测技术可以实现对病原菌进行快速，高通量，

准确简便地鉴定和检测。本试验分离得到的 20株

鸡源大肠杆菌的 16S rRNA 基因序列经比对，与大

肠杆菌同源性达99.9%～100%，可确定本次试验分

离的20株菌为大肠杆菌。

致病力试验结果显示本次试验的鸡源大肠杆

菌致病力强弱存在差异，死亡率为40%～100%。其

主要原因是大肠杆菌为条件性致病菌，当动物机体

抵抗力下降时，特别是应激情况下，大肠杆菌与宿

主的生态平衡被打破，形成生态失调，细菌的致病

性可表现出来，使感染的鸡发病[9]。造成致病的条

件主要为寄居部位的改变，机体免疫功能低下，菌

群失调。因此在养殖过程中应做到加强饲养管理，

做好各个环节的卫生消毒，消除各种发病诱因。日

常要提供全价优质饲料，并足量补充维生素和电解

质，严格执行卫生防疫措施，创造一个良好的饲养

环境，是防控鸡大肠杆菌病的主要手段。

药敏试验结果发现，本次试验在不同鸡场分离

到的10株鸡源致病性大肠杆菌都呈现多重耐药性,

从总体来看，耐药率从 33.3%～93.3%，耐药情况严

重而复杂。主要原因可能是：（1）目前，几个试验鸡

场对鸡大肠杆菌病主要是通过抗菌药物来预防和

控制，但小剂量长期盲目使用抗菌药，助长了耐药

菌的产生，形成了对微生物的选择性压力，是病原

菌多重耐药率的比例逐渐上升的主要原因；（2）本

次试验中进行药敏试验的样本量较小，耐药率较

高，仅对试验鸡场耐药情况和敏感药物筛选提供参

考。要掌握该地区鸡源大肠杆菌总体耐药情况，

则需在后续研究中进一步加大鸡源大肠杆菌样本

的收集，进一步完善药敏试验数据。针对本次试

验结果，建议养殖场实时动态监测大肠杆菌对药

物的敏感性，针对不同养殖场的耐药情况根据药

敏试验结果，筛选敏感药物针对性治疗。多种高

敏抗菌药交替使用或联合使用，以防止长期使用

单一抗菌药而进一步产生抗药性，造成不必要的

经济损失。后续还可展开对该地区鸡源大肠杆菌

耐药机制的研究，可建立大肠杆菌耐药基因的快

速检测方法，对该地区耐药基因表达情况进行检

测，进一步丰富该地区鸡源大肠杆菌耐药基因分子

流行病学调查的研究。

表7 10株鸡源大肠杆菌耐药率统计结果

序号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

菌株

DGCP3

DKH3

YS1-2X-1

QLW-5

ML2Q溶

WSM19-12

LG4乳

DC4-1

BJ1-C-3-1

TH8G-2-1

试验药物/种

15

15

15

15

15

15

15

15

15

15

耐药药物/种

11

14

12

9

14

7

5

12

9

12

耐药率/%

73.30

93.30

80.00

60.00

93.30

46.70

33.30

80.00

60.00

80.00
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