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绵羊肺源性致病性大肠杆菌的分离与鉴定 
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摘  要：【目的】近年来，羊呼吸系统疾病日益频发，由肠外致病性大肠杆菌感染引起的呼吸

道疾病也日渐增多，给养羊业带来了一定经济损失。本文旨在确定新疆石河子地区某羊场表现

为呼吸道感染症状的病死羔羊的细菌性病原及其特性。【方法】采用细菌常规分离鉴定结合

16S rRNA 基因序列分析的方法从发病羔羊的肺脏中分离鉴定细菌，并对分离株进行药敏试验、

特异基因 PCR 检测、小鼠致病性试验及肺脏组织的病理学观察。【结果】从病死羔羊肺脏组织

分离得到一株致病性大肠杆菌，该分离株呈多重耐药现象，检测到 iutA、fyuA 和 ireA 三种毒

力基因；病变肺脏肺泡壁毛细血管充血，界限不清，支气管管腔充血，周围淋巴细胞浸润、增

生。【结论】从病死羔羊肺中分离的细菌性病原是肠外致病性大肠杆菌(ExPEC)。 

关键词：绵羊呼吸道，肠外致病性大肠杆菌，毒力因子，病理组织学 
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Abstract: [Objective] In recent years, more and more reported sheep respiratory diseases are 
partially caused by ExPEC (Extraintestinal pathogenic Escherichia coli), resulting in some economic 
losses. We determine and characterize the bacterial pathogen from sheep with respiratory tract 
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infection in Shihezi, Xinjiang. [Methods] Bacteria were isolated and identified from the lungs of 
infected lambs by routine methods combined with 16S rRNA gene sequence analysis. Meanwhile, 
antimicrobial susceptibility and specific virulence gene of the isolates were tested with K-B and 
PCR. Pathological examination was carried out from the lung of naturally infected sheep and 
artificially infected mice. [Results] A pathogenic Escherichia coli was isolated from infected lamb 
lung, which showed multiple drug resistance and carried 3 virulence genes (iutA, fyuA and ireA). 
Histology examination showed that the capillary vessel of alveolar wall was congested, bronchial 
lumen was found hyperemia, infiltration and hyperplasia of lymphocyte could be seen in lung tissue. 
[Conclusion] The bacterial pathogen isolated from infected lambs was ExPEC. 

Keywords: Sheep respiratory tract infection, Extraintestinal pathogenic Escherichia coli, Virulence 
gene, Histopathology 

大肠杆菌是能够感染人和动物的一种重要的

人畜共患病病原体[1]，目前可划分为肠内致病性

大肠杆菌(ETEC、STEC、NTEC、EPEC、EHEC

和 EIEC)和肠外致病性大肠杆菌 (Extraintestinal 

pathogenic Escherichia coli，ExPEC)。近年来，

ExPEC 被认为是可以特异性定居于宿主肠外并引

起严重致病的一类大肠杆菌[2-4]。ExPEC可在人和

动物中引起多种肠道外感染和疾病，其典型特征为

多器官感染，引起人类的尿道感染、新生儿脑膜炎、

肺炎等；在兽医临床中可导致禽类的气囊炎、滑膜

炎、腹膜炎、败血症等，猪的肺炎、肾炎、脑膜炎、

败血症等[5]。在 ExPEC 中已经发现了多种毒力因

子，包括致病性相关毒力岛(PAI)、黏附素、侵袭

素、毒素、表面抗原、铁摄取系统和分泌系统等[6]。 

目前，羊的呼吸系统病是严重危害养羊业健

康的一类疾病，其病原组成复杂，可由细菌、病

毒、真菌、支原体、寄生虫等的一种或几种引发[7]。

2017 年 2 月，新疆石河子地区某规模场部分羔羊

出现采食量减少、体温升高、咳嗽气喘、口鼻流涎、

严重呼吸困难等症状，最后因呼吸衰竭而死亡。本

研究以死亡病羊为研究对象，采集病变组织，采用

常规细菌分离方法结合 16S rRNA基因序列分析从

病变组织中分离鉴定细菌，并对分离株进行

ExPEC 特异性毒力基因检测、药物敏感性试验以

及小鼠致病性试验，同时观察感染肺脏病理变化，

用于确定该羊场呼吸道感染死亡羔羊的细菌性病

原及其特性。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  病料采集：病料采自新疆石河子地区某规

模场送检的因呼吸道感染死亡的羊肺脏组织。 

1.1.2  主要试剂和仪器及实验动物：各类培养基

购自 Oxiod公司；药敏纸片(21种)购自杭州天和微

生物试剂有限公司；Taq 酶、dNTP Mix、Marker

等购自 TaKaRa 公司。细菌生化鉴定仪(VITEK 2 

COMPACT)购自梅里埃生物公司。昆明系小鼠购

自石河子大学动物实验中心。 

1.2  方法 

1.2.1  病原微生物的分离培养：无菌采集病死羔

羊肺脏组织，划线接种于绵羊血琼脂平板，37 °C

培养 10−15 h，挑取菌落涂片染色镜检，观察菌体

形态及染色特性。 

1.2.2  生化鉴定：将分离菌纯培养物在营养琼脂

培养基上接种划线，37 °C培养过夜，按照细菌生化

鉴定仪使用说明书进行生化鉴定(47种生化反应)。

同时接种伊红美兰和麦康凯培养基观察菌落形态。 

1.2.3  细菌基因组的提取和 16S rRNA 基因序列分

析：按照细菌基因组 DNA 提取试剂盒说明书提取

基因组，根据 GenBank公布的大肠杆菌 16S rRNA

基因(LC217387.1)序列设计引物，序列见表 1。以

细菌基因组 DNA为模板 PCR扩增 16S rRNA基因

序列，PCR 反应体系和条件参照文献[7]。PCR 反

应产物连接 pMD18-T载体后送新疆昆泰锐生物技

术有限公司测序，测序结果与 GenBank 数据库基 
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表 1  试验中使用的引物序列 
Table 1  Primers sequence used in experiments  

基因名称 

Gene name 

引物名称 

Primers 

引物序列 

Primer sequence (5′→3′) 

退火温度 

Annealing temperature (°C) 

片段大小 

Product size (bp) 
16S rRNA F-16S rRNA 

R-16S rRNA 
GCGGACGGGTGAGTAATGT 
TCATCCTCTCAGACCAGCTA 

52 202 

papA F-PapA 
R-PapA 

ATGGCAGTGGTGTCTTTTGGTG 
CGTCCCACCATACGTGCTCTTC 

61 717 

sfaS F-sfaS 
R-sfaS 

GTCTCTCACCGGATGCCAGAATAT 
GCATTACTTCCATCCCTGTCCTG 

61 138 

focG F-focG 
R-focG 

CGTACCTGTACCATTGGTAATGGGG 
TGAATTAATACTTCCCGCACCAGC 

61 366 

iutA F-iutA 
R-iutA 

ATCGGCTGGACATCATGGGAAC 
CGCATTTACCGTCGGGAACGG 

61 314 

hlyD F-hlyD 
R-hlyD 

CTCCGGTACGTGAAAAGGAC 
GCCCTGATTACTGAAGCCTG 

61 904 

afa F-afa 
R-afa 

GGCAGAGGGCCGGCAACAGGC 
CCCGTAACGCGCCAGCATCTC 

61 594 

fyuA F-fyuA 
R-fyuA 

TGATTAACCCCGCGACGGGAA 
CGCAGTAGGCACGATGTTGTA 

52 787 

ireA F-ireA 
R-ireA 

GATGACTCAGCCACGGGTAA 
CCAGGACTCACCTCACGAAT 

52 254 

vaT F-vaT 
R-vaT 

ATGGCGGAATACAGGCGAACA 
AATGTGGCGGCAGCCTTACC 

60 901 

 
因序列进行相似性比对。 

1.2.4  小鼠致病性试验：普通级成年昆明系小鼠

分为试验组和对照组，每组 5 只。挑取单菌落

37 °C、150 r/min振荡培养过夜，4 °C、5 000 r/min

离心 3 min 收集菌体，用灭菌 PBS 悬浮菌体，按

0.2 mL/只(6×108 CFU/mL)剂量腹腔注射，对照组

注射等量灭菌 PBS。观察并记录小鼠状态和死亡

情况，剖检死亡小鼠并分离细菌。 

1.2.5  药敏试验：按照 CLSI 标准采用纸片扩散

法，使用常用 21种新药敏纸片，包括青霉素、阿

莫西林、头孢唑啉、头孢他啶、头孢拉定、头孢哌

酮、链霉素、庆大霉素、多西环素、麦迪霉素、氟

苯尼考、丁胺卡那、多粘菌素 B、诺氟沙星、恩诺

沙星、环丙沙星、氧氟沙星、复方新诺明、阿奇霉

素、米诺环素和克林霉素，以 Escherichia coli ATCC 

25922作为质控菌株。 

1.2.6  分离株毒力因子检测及测序：根据文献[8-10]

设计并合成 papA、sfaS、focG、iutA、hlyD、afa、

fyuA、ireA 和 vaT 等肠外致病性大肠杆菌(ExPEC)

毒力基因的 9对引物，序列见表 1，由生工生物工

程(上海)股份有限公司合成。以细菌基因组为模板

对 9 种毒力因子进行 PCR 扩增[8-10]，产物送新疆

昆泰锐生物技术有限公司测序。 

1.2.7  病理组织学观察：采集送检病死羔羊和人

工感染死亡小鼠的肺脏组织固定，按常规方法制作

石蜡切片，HE染色，显微镜观察病理变化。 

2  结果与分析 

2.1  菌株分离培养特性和镜检 

剖检观察病死羔羊肺脏组织，肉眼可见肺脏大

部分呈现肉变，并伴有白色化脓灶(图 1A)。分离

菌株在绵羊血琼脂平板上生长为均一的灰白色、边

缘光滑、湿润的圆形菌落，革兰氏染色呈现阴性短

小杆菌(图 1B)。 

2.2  分离菌株生化特性 

经细菌生化鉴定仪鉴定，分离株与大肠杆菌的

生化反应特点一致，包括不产生氧化酶、苯丙氨酸

脱氨酶、DNA 酶以及硫化氢；能产生赖氨酸脱羧

酶；分解乳糖，但不利用柠檬酸盐、D-阿东醇和

纤维二糖等，是大肠杆菌的可信度为 99% (表 2)。

在麦康凯平板上生长为红色、湿润圆形菌落；在伊 
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图 1  发病羔羊病变肺脏组织和分离菌株革兰氏染色结果 
Figure 1  Pathological lesions of lamb lung tissue and bacterial Gram staining results 

注：A：箭头所指为发生肉变的肺脏组织；B：分离菌株革兰氏染色镜检结果(1 000×). 

Note: A: Pathological lesions of lamb lung tissue; B: Results of Gram staining under microscopy (1 000×). 
 
 

表 2  分离菌株生化鉴定结果 
Table 2  Biochemical identification results of isolated strain 

生化鉴定项目 

Biochemical identification items

结果 

Results 

生化鉴定项目 

Biochemical identification items

结果 

Results

生化鉴定项目 

Biochemical identification items

结果 

Results

丙氨酸-苯丙氨酸-脯氨酸芳胺酶 

APPA 

− 侧金盏花醇 ADO − 吡咯烷基芳胺酶 PyrA − 

L-阿拉伯醇 IARL − D-纤维二糖 dCEL − β-半乳糖苷酶 BGAL + 

H2S产生 − β-N-乙酰葡萄糖苷酶 BNAG − 谷氨酰芳胺酶 AGLTp − 

D-葡萄糖 dGLU − γ-谷氨酰转移酶 GGT − 葡萄糖发酵 OFF + 

β-葡萄糖苷酶 BGLU − D-麦芽糖 dMAL + D-甘露醇 dMAN + 

D-甘露糖 dMNE + β-木糖苷酶 BXYL − β-丙氨酸芳酶 BAlap − 

L-脯氨酸芳胺酶 ProA − 酯酶 LIP − 古老糖 PLE − 

酪氨酸芳胺酶 TyrA + 尿素酶 URE − D-山梨醇 dSOR + 

蔗糖 SAC + D-塔格糖 dTAG − D-海藻糖 dTRE + 

柠檬酸盐(盐) CIT − 丙二酸盐 MNT − 5-酮-葡萄糖苷 5KG + 

乳酸盐产碱 ILATk + α-葡萄糖 AGLU − 琥珀酸盐产碱 SUCT + 

N-乙酰-β-半乳糖氨酶 NAGA − α-半乳糖苷酶 AGAL + 磷酸酶 PHOS − 

氨基乙酸芳酶 GlyA − 鸟氨酸脱羧酶 ODC − 赖氨酸脱羧酶 LDC + 

组氨酸同化 IHISa − COURMARATE + β-葡萄糖苷酸酶 BGUR + 

O/129耐受 O129R + 谷氨酸-甘氨酸-精氨酸芳胺酶 

GGAA 

− L-苹果酸盐同化 IMLTa − 

ELLMAN  + L-乳酸盐同化 ILATa −   

注：+：反应阳性；−：反应阴性. 

Note: +: Positive reaction; −: Negative reaction. 

 
红美兰平板上生长为黑色带有金属光泽圆形菌落；

革兰氏染色镜检为阴性杆菌。 

2.3  分离株 16S rRNA 基因鉴定结果 

以细菌 DNA 为模板，PCR 扩增大肠杆菌 16S 

rRNA 基因序列，经琼脂糖凝胶电泳检测分离株扩

增出 202 bp大小的目的条带(图 2)。将测序序列与

GenBank数据库 E. coli参考株 16S rRNA基因序列

进行同源性比对。结果显示，分离株 16S rRNA基

因序列与 E. coli参考株 CP020933.1、KY906967.1、

LC259015.1等相似性均为 99%以上。 
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图 2  分离株 16S rRNA 基因的 PCR 结果 
Figure 2  Determination of isolate strain 16S rRNA gene 
by PCR 
注：M：DL2000分子量标准；1−10：分离株；11：阴性对照. 

Note: M: DL2000 marker; 1−10: Isolate strain; 11: Negative control. 

 

2.4  分离株致病性试验结果 

试验组小鼠感染后双目紧闭，被毛潮湿杂乱，

呈腹式呼吸，濒死小鼠表现为全身颤抖，6 h内全部

死亡(100%)，而对照组小鼠无死亡。剖检发现死亡

小鼠肝脏肿大，边缘有出血点，脾脏肿大变黑，肺

脏充血及出血，局部出现坏死。无菌采集小鼠肺脏、

肝脏、脾脏，均分离到与注射菌一致的大肠杆菌。 

2.5  药物敏感性试验结果 

按 CLSI标准判断分离菌株对青霉素、阿莫西

林、头孢拉定、链霉素、庆大霉素、多西环素、麦

迪霉素、氟苯尼考、诺氟沙星、恩诺沙星、环丙沙

星、复方新诺明、阿奇霉素和克林霉素等 14种抗

生素耐药；对头孢唑啉、丁胺卡那和多粘菌素 B

中度耐药；对头孢他啶、头孢哌酮、氧氟沙星和米

诺环素敏感。 

2.6  ExPEC 毒力因子扩增结果 

以细菌 DNA为模板，对 9种 ExPEC毒力因子

进行 PCR检测，扩增到 iutA (314 bp)、fyuA (787 bp)

和 ireA (254 bp) (图 3)，且扩增片段序列与GenBank

参考序列的相似性大于 99%。未检测到 papA、sfaS、

focG、hlyD、afa和 vaT等基因。 

2.7  病理组织学观察结果   

病死羔羊肺脏支气管管腔充血，淋巴管扩张，

周围淋巴细胞浸润、增生(图 4A)，肺脏肺泡壁毛细

血管充血，肺泡腔内淋巴细胞浸润(图 4B)；人工感

染小鼠肺脏肺泡腔内充满渗出物，出现肺泡性肺气

肿(图 4C)，肺脏血管管腔充血，淋巴细胞增生，肺

泡周围炎性细胞浸润(图 4D)。 

3  结论与讨论 

牛羊呼吸道感染疾病日渐普遍，仅在美国每

年因牛呼吸道疾病综合征造成的经济损失可达   

数十亿美元[11]。大量研究表明引起牛羊呼吸道感

染除了环境因素、免疫状态、饲养管理等因素外，

支原体[12]和细菌性病原是至关重要的原因，其中细

菌性病原包括巴氏杆菌、链球菌等[13-14]。近年来由

大肠杆菌引起的犊牛肺炎在国内也有报道[15-16]。本 

 

 
 

图 3  分离株毒力因子 PCR 检测结果 
Figure 3  Isolated strain virulence gene test result by PCR 

注：A：iutA; B：fyuA; C：ireA. M：DL2000分子量标准；1−2：分离菌株；3：阴性对照. 

Note: A: iutA; B: fyuA; C: ireA. M: DL2000 marker; 1−2: Isolated strains; 3: Negative control.  
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图 4  病变羔羊和人工感染小鼠肺脏组织切片 
Figure 4  Paraffin sections of lung tissue from diseased lamb and artificially infected mice 

注：A：病变羔羊肺脏组织(HE×100)，淋巴管扩张(箭头 1)，支气管管腔充血(箭头 2); B：病变羔羊肺脏组织(HE×400)，肺泡腔淋

巴细胞浸润(箭头 1)，肺泡壁充血扩张(箭头 2); C：人工感染小鼠肺脏组织(HE×100)，肺泡腔内充满渗出物(箭头 1)，出现肺泡性

肺气肿(箭头 2); D：人工感染小鼠肺脏组织(HE×400)，肺脏血管管腔充血(箭头 1)，肺泡周围炎性细胞浸润(箭头 2). 

Note: A: Pathological changes of lung tissue in lamb (HE×100), lymphatic dilatation (Arrow 1), and bronchial lumen congestion (Arrow 
2); B: Pathological changes of lung tissue in lamb (HE×400), alveolar cavity lymphocyte infiltration (Arrow 1), hyperemia and dilation 
of the alveolar wall (Arrow 2); C: Infected lung tissue in mice (HE×100), the alveolar cavity is filled with exudate (Arrow 1) and alveolar 
emphysema occurs (Arrow 2); D: Infected lung tissue in mice (HE×400), pulmonary luminal congestion (Arrow 1) and inflammatory cell 
infiltration around the alveoli (Arrow 2). 

 
研究从患呼吸道症状死亡的羔羊肺脏组织中分离

到一株细菌，经生化鉴定、16S rRNA基因序列分析

以及特征性基因的检测确定为肠外致病性大肠杆

菌，同时病理切片显示发病羔羊和人工感染小鼠肺

泡壁毛细血管充血，大量淋巴细胞浸润，人工感染

小鼠在短时间内全部死亡。由此可见，本次从表现

为呼吸道症状死亡的羔羊分离的肠外致病性大肠

杆菌具有很强的致病性。已有的研究结果显示来自

于不同羊群的大肠杆菌对大多数抗生素产生明显的

多重耐药[17-18]。本研究中分离的大肠杆菌对 21种受

试抗生素中的 17 种表现出不同程度的耐药，然而

抗生素在该羊场的使用并不普遍，该大肠杆菌耐药

性的来源和产生的原因值得进一步探讨。 

有研究者认为只要是除了从动物肠道以外的

脏器中分离到的大肠杆菌均可定为 ExPEC，也有

人提出根据大肠杆菌携带某些特定毒力基因的种

类和数量(≥2)可初步确定为 ExPEC[8]。马增军等[19]

从猪源 ExPEC 中检测到了 ler、iutA、irp2、fyuA

和 astA，其中 iutA和 fyuA检出率较高，并且发现

同时携带 iutA、fyuA基因和 LEE毒力岛 ler基因的

菌株致病性最强。Clermont 等[20]通过研究动物源

和人源致病性 E. coli 进化背景发现，携带毒力基

因 pap (P菌毛)、sfa/foc (S/F1C菌毛)、afa/dra (Dr

结合黏附素)、iutA (螯铁蛋白受体)、kpsMTⅡ (二

型荚膜多糖)的菌株属于 ExPEC，从系统发育进化

群来看 ExPEC 分离株大多都在 B2和 D群，不同

来源 ExPEC 菌株具有相同的遗传背景，毒力基因

种类的差异可能与宿主的特异性相关。本研究结果
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显示分离株携带 iutA、fyuA 和 ireA 基因，同时也

表现出较强的致病性。 

在这些特殊的毒力基因中，ireA 是一种铁载

体外膜受体蛋白，位于毒力岛内，与细菌从宿主

中对铁的摄取密切相关；iutA 为螯铁蛋白受体，

是铁摄取系统蛋白中的一种，iutA 和 ireA 都对细

菌的生存至关重要。fyuA是耶尔森强毒力岛(HPI)

中的核心基因，HPI 可在耶尔森氏菌和致病性大

肠杆菌之间水平传播，与大肠杆菌毒力的进化密

切相关。据报道，动物源 ExPEC是人感染 ExPEC

的重要原因[3]，因此污染 ExPEC 的动物制品被认

为是一个极大的隐患，值得引起人们的关注。 
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