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研究报告 

致病性大肠杆菌和蜡样芽胞杆菌的分离鉴定 

殷鑫欢  曾喻兵  赵军  徐志文*  朱玲* 
四川农业大学动物医学院动物生物技术中心  四川 成都  611130 

摘  要：【背景】猪只消化道疾病是养猪业上一大重要疾病，给养猪业带来一定的经济损失。大肠杆菌是

引起猪腹泻的一种常见病原菌，可以引起不同日龄的猪腹泻，但主要以幼龄猪为主。【目的】旨在分离鉴

定引起四川省眉山市一规模化养猪场病猪大规模腹泻的病原菌。【方法】采用常规细菌分离方法结合 16S 

rRNA 基因序列的分析方法从发病猪肝脏、胃以及污染的饲料分离鉴定细菌，并对分离株进行小鼠致病

性试验、16S rRNA 基因遗传进化树分析、毒力基因的检测、药物敏感试验。【结果】从腹泻猪肝脏中分

离到一株致病性大肠杆菌，胃中分离到一株蜡样芽胞杆菌，并且追溯到传染源是该猪场饲料。通过检测

这两株菌相应的毒力基因发现大肠杆菌不属于肠外致病性型，蜡样芽胞杆菌检测到了 nheA、nheB、nheC、

bceT、entFM 5 种毒力基因；药敏试验表明常规的氨基糖苷类和头孢类抗生素对大肠杆菌抑菌效果较好，

红霉素、氟苯尼考、头孢氨苄、头孢哌酮对蜡样芽胞杆菌抑菌效果较好，而蜡样芽胞杆菌对青霉素、阿

莫西林等常规药物不敏感。【结论】饲料存在大肠杆菌和蜡样芽胞杆菌的混合污染。 

关键词：大肠杆菌，蜡样芽胞杆菌，饲料污染，毒力基因，药敏试验 

Isolation and identification of pathogenic Escherichia coli and 
Bacillus cereus 
YIN Xin-Huan  ZENG Yu-Bing  ZHAO Jun  XU Zhi-Wen*  ZHU Ling* 

Animal Biotechnology Center, College of Veterinary Medicine of Sichuan Agricultural University, Chengdu, Sichuan 
611130, China 

Abstract: [Background] Pig digestive tract disease is one of the most important diseases in the pig 
industry and brings certain economic losses to the swine industry. Escherichia coli is a common pathogen 
causing diarrhea of pigs at different ages, but mainly in young pigs. [Objective] The purpose of this study 
was to isolate and identify pathogens causing large-scale diarrhea in pigs on a large-scale pig farm in 
Meishan City, Sichuan Province. [Methods] Bacteria were isolated and identified from the infected pig 
liver, stomach and contaminated feed using conventional bacterial isolation methods combined with 16S 
rRNA gene sequence analysis. The isolates were tested for pathogenicity in mice, 16S rRNA gene 
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phylogenetic analysis, virulence genes, and drug sensitivity testing. [Results] One pathogenic Escherichia 
coli was isolated from the liver of diarrhea pigs, one strain of Bacillus cereus was isolated from the 
stomach, and the source of infection was traced back to the feed on the farm. By detecting the 
corresponding virulence genes of these two strains, it was found that Escherichia coli is not extra-intestinal 
pathogenic type. Bacillus cereus was detected to have five virulence genes: nheA, nheB, nheC, bceT, 
entFM; Aminoglycosides and cephalosporins have good antibacterial effects on Escherichia coli. 
Erythromycin, florfenicol, cephalexin, cefoperazone have good antibacterial effect on Bacillus cereus, but 
the bacteria were not sensitive to conventional antibiotics such as penicillin and amoxicillin. [Conclusion] 
Feed is contaminated by Escherichia coli and Bacillus cereus. 

Keywords: Escherichia coli, Bacillus cereus, Feed contamination, Virulence genes, Drug sensitive test 

目前，猪的肠道腹泻疾病是危害养猪业的一

类重要疾病，可以由细菌、病毒、寄生虫等混合

感染引起[1]。2018 年 3 月初四川省眉山市一规模

化养猪场发生了大范围的猪腹泻，囊括产房的小

猪、母猪、保育舍和育肥舍的猪，表现为仔猪败

血、腹泻、大猪拉稀不间停，造成了大量的猪死

亡，主要集中于产房猪和保育猪，也造成了部分

母猪死亡。送检来的猪剖解发现猪消化道严重出

血、肝脏表面有白色的点状坏死灶。后续我们相

继检测了各个年龄阶段的发病猪体内的病原，包

括保育猪和育肥猪。同时针对腹泻的病毒性病原

猪德尔塔冠状病毒、猪流行性腹泻病毒、猪轮状

病毒、猪伪狂犬病毒以及常发疾病猪蓝耳病毒和

猪瘟病毒进行了检测，结果全部是阴性，证实此

次发病是由细菌污染饲料引起的。 

本试验经过细菌常规分离结合 16S rRNA 基因

序列分析鉴定病原菌，最终经过对该猪场的饲料、

奶粉、豆粕、猪舍饮水几轮检查后发现该厂的一个

批次饲料存在大肠杆菌和蜡样芽胞杆菌污染，与在

发病猪体内分离到的致病菌一致。参考文献[2-4]

合成 10 对针对大肠杆菌和蜡样芽胞杆菌的毒力基

因引物，通过 PCR 鉴定其携带的毒力基因。同时

对分离的 2 种菌选用了常规的抗生素做药敏试验，

用来确定感染猪死亡的细菌性病原及其特性。 

1  材料与方法 

1.1  样本来源  

送检样本来自四川眉山市一规模化猪场的猪

组织器官，包括肝脏和胃。该厂 3 月初猪的腹泻和

败血症一直持续，因此我们筛查到了饲料，包括送

来的饲料、奶粉、豆粕和鱼粉。 

1.2  实验试剂和动物 

TSA 培养基、麦康凯培养基、药敏纸片购自瑞

进特公司；DL2000 DNA marker、2Taq PCR Master 

Mix、pMD19-T 载体、Solution Ι 均为宝生物工程(大

连)有限公司产品；细菌 DNA 提取试剂盒、胶回收

试剂盒、质粒提取试剂盒均为 TIANGEN 公司产品；

大肠杆菌 DH5α 感受态细胞为本实验室之前所保

存。8 周龄的 BALB/c 小鼠购自达硕公司。 

1.3  细菌的培养和纯化  

猪送来的组织包括胃和肝脏，用接种环从当中

分别穿刺取样，无菌接种于麦康凯、TSA 培养基，

培养皿置于 37 °C 细菌培养箱培养 24 h，观察菌落

形态，挑取单个菌落继续划线扩大，之后染色镜检。

送检的饲料用无菌的生理盐水 2 mL 溶解 0.5 g 并

漩涡振荡，随后取 150 μL 的上清分别涂抹麦康凯、

TSA 培养基置于 37 °C 细菌培养箱，24 h 后观察结

果，将疑似菌落继续挑单划线扩大。扩大后的菌落

经过革兰氏染色观察形态。挑取单一形态的菌落接

种于 TSB 液体培养基纯培养，37 °C、170 r/min 培

养过夜后取菌液与 50%甘油等体积混合保种，置

于−20 °C。 

1.4  细菌16S rRNA基因的扩增及系统发育树构建 

应用实验室设计的细菌 16S rRNA 基因通用

引物扩增分离菌的 16S rRNA 基因，预期扩增长

度为 1 465 bp。引物序列见表 1。 

反应体系(30 μL)：上、下游引物(20 μmol/L)各

0.5 μL，细菌基因组(427 ng/μL) 2 μL，2×Taq PCR 
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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) 

目的条带 

Product size (bp)

16S rRNA 
F-16SrRNA AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 

55 1 465 
R-16SrRNA TACGGYTACCTTGTTACGACTT 

hblA 
F-hblA AAGCAATGGAATACAATGGG 

56 1 154 
R-hblA AGAATCTAAATCATGCCACTGC 

hblC 
F-hblC GATACTCAATGTGGCAACTGC 

58 740 
R-hblC TTGAGACTGCTCGTCTAGTTG   

hblD 
F-hblD ACCGGTAACACTATTCATGC 

58 829 
R-hblD GAGTCCATATGCTTAGATGC  

nheA  
F-nheA  GTTAGGATCACAATCACCGC 

56 755 
R-nheA  ACGAATGTAATTTGAGTCG 

nheB    
F-nheB  TTTAGTAGTGGATCTGTACGC 

54 743 
R-nheB TTAATGTTCGTTAATCCTGC 

nheC 
F-nheC TGGATTCCAAGATGTAACG 

58 683 
R-nheC  ATTACGACTTCTGCTTGTGC 

entFM 
F-entFM AAAGAAATTAATGGACAAACTCAAACTCA 

60 596 
R-entFM GTATGTAGCTGGGCCTGTACGT  

bceT 
F-bceT TTACATTACCAGGACGTGCTT 

52 428 
R-bceT TGTTTGTGATTGTAATTCAGG  

ces 
F-ces GGTGACACATTATCATATAAGGTG 

58 1 271 
R-ces GTAAGCGAACCTGTCTGTAACAACA 

EM1 
F-EM1 GACAAGAGAAATTTCTACGAGCAAGTACAAT 

60 635 
R-EM1 GCAGCCTTCCAATTACTCCTTCTGCCACAGT 

 
Master Mix 15 μL，ddH2O 12 μL。反应条件：95 °C 

5 min；95 °C 30 s，55 °C 30 s，72 °C 45 s，30 个循

环；72 °C 7 min。 

PCR 产物经琼脂糖凝胶电泳分离后用胶回

收试剂盒回收片段，连接至 pMD19-T 载体，随

后转化至大肠杆菌 DH5α 感受态细胞。蓝白斑

筛选阳性克隆后送至生工生物工程 (上海 )股份

有限公司测序。将测序的结果在 NCBI 上进行比

对，BLAST 比对后下载 GenBank 中相似性较高

的 标 准 菌 株 ， 采 用 MEGA 6.0 软 件 中 的

Neighbor-Joining 法建立分离菌与已知菌的系统

进化树。 

1.5  分离菌的生理生化鉴定 

按照常规方法对分离菌进行各种糖发酵试验，

同时进行吲哚试验、甲基红试验、VP 试验、触酶

试验、硫化氢试验，观察生化反应特性。 

1.6  动物试验  

动物试验分为两组，每小组选取 4 只成年系

BALB/c 小鼠，第一组选取两只老鼠注射蜡样芽胞

杆菌，另外两只注射大肠杆菌，第二组全部注射生

理盐水。挑取单菌落 37 °C、150 r/min 振荡培养过

夜，4 °C、5 000 r/min 离心 5 min 收集菌体，用无菌

生理盐水悬浮菌体，按 0.2 mL/只(6×108 CFU/mL)剂

量腹腔注射，对照组注射等量生理盐水。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。 

1.7  分离株毒力因子的检测及测序 

根据文献合成 hblA、hblC、hblD、nheA、nheB、
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nheC、entFM、bceT、ces、EM1 等关于蜡样芽胞

杆菌的 10 对毒力基因[2-4]，序列见表 1，由生工生

物工程(上海)股份有限公司合成。以蜡样芽胞杆菌

基因组为模板进行毒力因子的扩增，产物送生工

生物工程(上海)股份有限公司进行测序。大肠杆菌

由于没有扩增出肠外致病性基因片段，因此未附

引物序列。 

1.8  药敏试验 

药敏试验参照 CLSI 标准[5]采用纸片扩散法，

选择对革兰氏阳性菌和阴性菌效果偏好的药物进

行药敏实验，对于大肠杆菌和蜡样芽胞杆菌各选取

14 种药物，每组设置 3 个平行对照。密集划线两种

菌于 MH 平板上，无菌镊子夹取药敏纸片贴于平板

表面静置 2 min 后，37 °C 培养 24 h 后，测量各种

药敏纸片的抑菌圈直径并判定药敏结果。 

2  结果与分析 

2.1  细菌的分离培养及镜检  

在 12−18 h 的培养过后，TSA 培养基上长出了

较扁平、干燥、直径约为 4 mm−5 mm 的浅黄色菌

落，为革兰氏染色阳性的链状排列杆菌，有芽孢存

在。麦康凯培养基上长出粉红色的菌落，革兰氏染

色阴性的小杆菌，具体染色形态如图 1 所示。 

2.2  分离菌株的生理生化鉴定 

生理生化试验发现菌株 MS-2 能发酵葡萄糖、

蔗糖和麦芽糖，不发酵乳糖、木糖、甘露醇和果胶

糖。过氧化氢酶试验、甲基红试验(M.R.)和乙酰甲

基甲醇试验(VP)为阳性，吲哚试验和硫化氢试验为

阴性，这些符合蜡样芽胞杆菌的特性。MS-1 可以

发酵乳糖和山梨醇，吲哚和甲基红试验(M.R.)均为

阳性，乙酰甲基甲醇试验(VP)和枸橼酸盐利用试验

阴性，氧化酶试验和硫化氢试验阴性，符合大肠杆

菌的特点。 

2.3  分离株 16S rRNA 基因扩增结果及进化树 

分析 

16S rRNA 基因引物扩增出相应 1 465 bp 的片

段(图 2)。将扩增片段连接 pMD-19T 载体转化大肠

杆菌 DH5α 挑选阳性克隆测序。DNASTAR 软件进

行序列拼接，然后在 NCBI 上进行比对，采用 MEGA 

6.0 构建 16S rRNA 基因系统发育树，结果显示 MS-2

与蜡样芽胞杆菌 KU179332.1 相似性较高(99%)，位

于 一 个 分 支 上 ( 图 3A) ； 而 MS-1 与 大 肠 杆 菌

KU870317.1 相似性较高(99%)，位于一个分支上(图

3B)。综合分析分离菌的形态特征、理化特性和 16S 

rRNA 基因序列的系统发育进化树，证实分离到大

肠杆菌和蜡样芽胞杆菌各一株。 
 
 

 
 
 

图 1  分离菌的革兰氏染色(1 000×) 
Figure 1  Gram stain of isolates (1 000×) 

注：A：疑似蜡样芽孢杆菌；B：疑似大肠杆菌. 
Note: A: Suspected Bacillus cereus isolates; B: Suspected Escherichia coli isolates. 
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图 2  16S rRNA 基因的 PCR 扩增 
Figure 2  The PCR amplication of 16S rRNA gene 
注：A：M：DL2000 DNA marker；1：疑似蜡样芽胞杆菌分离

株；2：疑似大肠杆菌分离株；−：阴性对照；+：阳性对照. 
Note: A: M: DL2000 DNA marker; 1: Suspected Bacillus cereus 
isolates; 2: Suspected Escherichia coli isolates; −: Negative control; 
+: Positive control. 

2.4  分离株致病性试验结果  

注射两种细菌的老鼠感染后被毛凌乱，呼吸

急促呈现腹式呼吸，双眼紧闭。接种蜡样芽胞杆

菌和大肠杆菌的试验组小白鼠均在 12 h 内死亡，

而对照组未见任何异常变化。通过剖解发现蜡样

芽胞杆菌注射的小鼠整个肠道出血发红、腹腔有

渗出液、肝脏的边缘也有出血；大肠杆菌注射组

的老鼠肝脏边缘出血、肺脏有片状出血、腹腔内

部有胶冻状物质。 

2.5  蜡样芽胞杆菌毒力因子扩增结果 

以蜡样芽胞杆菌基因组为模板，对 10 种

毒力因子进行 PCR 检测，扩增到 nheA (755 bp)、

nheB (743 bp)、nheC (683 bp)、bceT (428 bp)、entFM 

(596 bp)，见图 4。但实验中未检测到 hblA、hblC、

hblD、ces、EM1 等基因。 

 

 
 
 

图 3  基于 16S rRNA 基因序列的系统进化树 
Figure 3  The phylogenetic analysis tree based on 16S rRNA gene sequence 

注：A：蜡样芽胞杆菌系统进化树；B：大肠杆菌系统进化树. 
Note: A: Phylogenetic analysis tree of Bacillus cereus; B: Phylogenetic analysis tree of Escherichia coli. 
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图 4   蜡样芽胞杆菌的毒力因子 PCR 扩增结果 
Figure 4  PCR amplification of virulence factors of Bacillus cereus 

注：A：nheA；B：nheB；C：nheC；D：bceT；E：entFM. M：DL2000 DNA marker；1：蜡样芽胞杆菌；−：阴性对照. 
Note: A: nheA; B: nheB; C: nheC; D: bceT; E: entFM. M: DL2000 DNA marker; 1: Bacillus cereus; −: Negative control. 
 

2.6  药敏试验 

药敏结果如表 2 和表 3 所示，分别选用 14 种

抗生素对两种菌做药敏试验，蜡样芽胞杆菌对红霉

素、头孢氨苄、头孢哌酮、氟苯尼考敏感，对头孢

他啶、头孢曲松、头孢吡肟、头孢噻肟、青霉素、

氨苄西林、阿莫西林耐药，对多西环素、四环素、

头孢唑林中度敏感。大肠杆菌对头孢曲松、头孢他

啶、头孢氨苄、头孢哌酮、头孢吡肟、头孢噻肟、

头孢唑林、大观霉素、丁胺卡那、恩诺沙星、卡那

霉素敏感，对链霉素、林可霉素耐药。 
 

表 2  蜡样芽胞杆菌药敏结果 
Table 2  The results of Bacillus cereus drug sensitive tests 

药物名称 

Drug names 

抑菌圈直径 

Diametre of the 
inhibition zone (mm) 

分离菌敏感性 

Sensitivity of the isolate

青霉素 PEN 9 R 

红霉素 ERY 28 S 

氨苄西林 AMP 8 R 

阿莫西林 AMX 9 R 

多西环素 DOX 15 I 

头孢曲松 CRO 10 R 

头孢他啶 CAZ 9 R 

头孢氨苄 CFR 20 S 

头孢哌酮 CFP 20 S 

头孢吡肟 FEP 8 R 

头孢噻肟 CTX 11 R 

头孢唑林 CZO 16 I 

四环素 TCY 16 I 

氟苯尼考 FFC 30 S 

注：S：敏感；I：中度敏感；R：耐药. 
Note: S: Sensitivity; I: Intermediately sensitivity; R: Resistance. 

表 3  大肠杆菌药敏结果 
Table 3  The results of Escherichia coli drug sensitive tests 

药物名称 

Drug names 

抑菌圈直径 

Diametre of the 
inhibition zone (mm) 

分离菌敏感性 

Sensitivity of the isolate

大观霉素 STP 19 S 

林可霉素 LIN 6 R 

庆大霉素 GEN 15 S 

恩诺沙星 ENR 16 S 

卡那霉素 KAN 18 S 

丁胺卡那 AMK 18 S 

链霉素 STR 6 R 

头孢氨苄 CFR 20 S 

头孢哌酮 CFP 20 S 

头孢吡肟 FEP 28 S 

头孢噻肟 CTX 23 S 

头孢唑林 CZO 22 S 

头孢他啶 CAZ 22 S 

头孢曲松 CRO 21 S 

注：S：敏感；I：中度敏感；R：耐药. 
Note: S: Sensitivity; I: Intermediately sensitity; R: Resistance. 

 

3  讨论与结论 

蜡样芽胞杆菌是一种常见的食品污染菌和食

源性条件致病菌，1950 年挪威首次报道它可以引起

食物中毒以来，关于蜡样芽胞杆菌引起食物污染的

报道较多，1973 年就有报道其污染乳制品引起食物

中毒[6-7]，它在土壤中、灰尘中、污水中较常见，蔬

菜和许多食物制品很容易被污染。蜡样芽胞杆菌引

起的食品中毒事件在国内外都有发生，中毒后可导

致胃肠功能紊乱，全身局部或全身性感染，如坏死
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性肠炎、肝功能衰竭、菌血症和脑膜炎[8-9]，但最为

常见的是腹泻和呕吐两种类型的食物中毒[10-12]。 

大肠杆菌属于肠杆菌科埃希氏菌属，是一种重

要的人兽共患型致病菌，大肠杆菌的毒力因子主要

分为黏附素和肠毒素两大类[13-14]，与猪腹泻相关的

肠外致病性大肠杆菌通过菌毛或者黏附素因子定

殖在小肠黏膜上皮细胞，然后分泌肠毒素引发猪发

生腹泻[15]。临床中，因大肠杆菌引发的猪腹泻案例

很多，在肝脏中也可以分离到该菌。 

细菌 16S rRNA 基因保守性较强，碱基替换速

率为每 5 000 万年进化 1%，现阶段常作为细菌鉴定

的金标准[16]。本研究通过扩增细菌 16S rRNA 基因

和测序再结合分离菌的形态特征确定分离到一株

大肠杆菌和一株蜡样芽胞杆菌，动物实验表明这两

种菌都对小鼠具有致病性，剖解可见蜡样芽胞杆菌

感染的小鼠胃肠道出血鲜红呈现胶冻状，这可能有

细菌产生的肠毒素有关。蜡样芽胞杆菌的致病性可

以由溶血性毒素 BL (HBL)、非溶血性肠毒素(NHE)

和肠毒素 FM (entFM)等引起。编码 HBL 的 3 个基

因位于染色体上，是共转录的，分别是 hblA、hblC

和 hblD；而编码 NHE 的 3 个基因位于质粒上，分

别是 nheA、nheB、nheC；除此之外肠毒素相关基

因还有 entFM、bceT 等[17-18]。在针对蜡样芽孢杆菌

合成的 10 对毒力基因中，本次试验中 nheA、nheB、

nheC、bceT、entFM 都被检测到，hbL、cytK、ces

等毒力基因未检测到。 

为了分辨该株大肠杆菌是否是肠外致病性大

肠杆菌，本研究参考文献[19]设计合成了 10 对肠外

大肠杆菌的毒力基因，但是并没有检测到 papA、

sfaS、focG、iutA、hlyD、afa、fyuA、ireA 和 vaT 等

基因，且本次猪场的猪就是腹泻，因此该株大肠杆

菌就是肠内致病性大肠杆菌。通过对分离株进行药

敏试验发现该株蜡样芽胞杆菌对红霉素、头孢氨

苄、头孢哌酮、氟苯尼考等药物敏感，该株大肠杆

菌对常规的对革兰氏阴性菌有效的药物都比较敏

感，例如大观霉素、卡那霉素、丁胺卡那、卡那霉

素、恩诺沙星、以及头孢类药物。本实验中的两种

菌污染饲料导致猪场发生大规模且持续的污染，对

于生产中饲料的良好保存有着警戒意义。 
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