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摘  要：【背景】腹泻是导致新生犊牛死亡的主要原因之一，而大肠杆菌(Escherichia coli)作为机会

性致病菌是新生犊牛肠道感染的主要病原。尽管常用抗生素对其进行治疗，但大肠杆菌的多血清

型及多种抗生素耐药性的增加给治疗带来了极大的困难。【目的】探究吉林省地区牛场犊牛腹泻中

大肠杆菌感染的临床症状、毒力基因、血清型、耐药性及系统进化群等流行特征。【方法】采用

PCR、药敏试验等方法对大肠杆菌的血清型、毒力因子和耐药性、系统发育进行检测。【结果】从

150 份病料中分离出 92 株大肠杆菌，检出率为 61.3%；肠道内致病性大肠杆菌主要毒力基因为 K88 
(10%)、K99 (48%)、F17 (85%)、F41 (20%)、fimH (20%)、csgA (87%)、eaeA (4.5%)、bfpA (5%)、
hlyA (4.5%)、hlyE (61.8%)、stx1 (22%)、stx2 (34%)、fyuA (3%)、STa (15%)、STb (92%)，未检出

F6 和 F18。O 血清检测中，86% (79/92)的毒株确定了 O 抗原血清型，其中 O101 (32%)为优势血清

型；其次为 O103 (15%)。分离菌株多数具有多重耐药性，对氨苄西林、四环素、庆大霉素和链霉

素耐药率分别为 52.7%、53.3%、40.7%和 50%。菌株携带 β-内酰胺类 ampC (45.21%)、blaCTX (42.47%)、
blaTEM (56.85%)，四环素类 tetA (55.48%)，氨基糖苷类 addA (55.48%)、aph(3')-Ia (43.15%)和 aphA3 
(30.22%)基因。菌株中 36 株为 A1 群(24%)，27 株为 B1 群(18%)，6 株为 B2 群(4%)，20 株为 D 群

(13.3%)。【结论】吉林省牛场犊牛腹泻大肠杆菌感染率较为严重，多属于 A1 和 B1 群，O101 为优

势血清型，分离株携带多种毒力基因和耐药基因，多重耐药严重。应加强犊牛饲养管理及疫苗免

疫，减少抗生素使用。 
关键词：犊牛腹泻；肠道内致病性大肠杆菌；毒力基因；耐药性 
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Abstract: [Background] Diarrhea is one of the main causes of death in newborn calves, and 
Escherichia coli, as an opportunistic pathogen, is the main pathogen of intestinal infection in 
newborn calves. Although antibiotics are commonly used to treat this pathogen, the multiple 
serotypes of E. coli and the enhancing resistance to multiple antibiotics have brought great 
difficulties to treatment. [Objective] To investigate the clinical symptoms of E. coli-induced 
diarrhea and the virulence genes, serotypes, drug resistance, and phylogenetic characteristics of 
E. coli in calves in Jilin Province. [Methods] PCR, drug sensitivity test, and other methods were 
employed to determine the serotypes, phylogeny, virulence factors, and drug resistance of E. coli. 
[Results] A total of 92 strains of E. coli were isolated from 150 samples, with the detection rate 
of 61.3%. The main virulence genes of intestinal pathogenic E. coli were K88 (10%), K99 (48%), 
F17 (85%), F41 (20%), fimH (20%), csgA (87%), eaeA (4.5%), bfpA (5%), hlyA (4.5%), hlyE 
(61.8%), stx1 (22%), stx2 (34%), fyuA (3%), STa (15%), and STb (92%), while F6 and F18 were 
not detected. Among the isolates, 86% (79/92) were of O-antigen serotypes, among which O101 
(32%) was the dominant serotype, followed by O103 (15%). Most of the isolates had multidrug 
resistance, with the resistance rates to ampicillin, tetracycline, gentamicin, and streptomycin 
being 52.7%, 53.3%, 40.7%, and 50%, respectively. The strains carried ampC (45.21%), blaCTX 
(42.47%), blaTEM (56.85%) of β-lactams, tetA (55.48%) of tetracyclines, and addA (55.48%), 
aph(3')-Ia (43.15%), and aphA3 (30.22%) of aminoglycosides. Among the strains, 36 (24%), 27 
(18%), 6 (4%), and 20 (13.3%) strains belonged to groups A1, B1, B2, and D, respectively. 
[Conclusion] The infection rate of E. coli causing diarrhea in calves in Jilin Province is serious, 
and most of the pathogen strains belonged to A1 and B1 groups. O101 was the dominant 
serotype, and the isolates carried a variety of virulence genes and drug resistance genes, 
demonstrating serious multidrug resistance. Feeding management and vaccine immunization 
should be strengthened for calves, and the use of antibiotics should be reduced. 
Keywords: calf diarrhea; intestinal pathogenic Escherichia coli; virulence gene; drug resistance 
 
 

新生犊牛是全球肉类或养殖动物生产的重

要来源。腹泻是导致犊牛死亡的主要病因之一，

30 日龄以下犊牛发病率最高。由腹泻引起的死

亡率占犊牛总死亡率的 39%，严重影响牛出栏量

以及牛产品质量，阻碍养牛产业的健康发展[1]。

新生犊牛腹泻是一种多因素的疾病，包括非传

染性原因，如饲养管理不当，营养不足，暴露

于恶劣环境，对新生犊牛的关注不足；还包括

传染性原因，如病原感染[2]。大多数地区常见

的流行感染病原主要是大肠杆菌 (Escherichia 
coli)、牛轮状病毒(Bovine rotavirus, BRV)、牛冠

状病毒(Bovine coronavirus, BcoV)、产气荚膜梭

菌(Clostridium perfringens)、沙门氏菌(Salmonella)
和隐孢子虫(Cryptosporidium tyzzer)[3]。不同病原
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感染和致病情况与犊牛日龄、饲养管理等密切

相关。新生犊牛腹泻原因通常与其中一种以上

的因素有关，多数暴发原因是多因素共同导

致的。 
大肠杆菌是引起新生犊牛腹泻非常重要的

细菌性病原菌，一年四季均能发病，尤其是冬

春季节，不仅能够引起犊牛腹泻，还能引起犊

牛的败血症、腹膜炎等，严重者导致急性死亡，

发病率高达 90%，死亡率约为 50%[4]。因此，

根据其临床症状分为败血症型、肠毒血症型和

肠炎型[5]。败血症型主要发生在 5 日龄以内的

新生犊牛，被毛杂乱无光泽、精神萎靡、反应

迟钝，体温升高，食欲减退甚至是废绝，呈现

淡黄色水样粪便，发病后 24 h 内急性死亡，少

数犊牛未出现以上临床症状而急性死亡，死亡

率高达 50%以上；肠毒血症型主要发生于 7 日

龄以内犊牛，发病率和死亡率高达 70%以上，

常常不表现临床症状而突然死亡；肠炎型多发

生于 14 日龄以内犊牛，温度升高，几小时后开

始腹泻，腹泻初期稀粪呈淡黄色，慢慢转变成

水样灰白色；发病后期，犊牛出现肛门失禁，

出现脱水、酸中毒等症状，因脱水和电解质失

衡而死亡[6]。 
肠道内致病性大肠杆菌主要包括产肠毒素

大 肠 杆 菌 (enterotoxigenic Escherichia coli, 
ETEC)、肠致病性大肠杆菌 (enteropathogenic 
Escherichia coli, EPEC)、肠出血性大肠杆菌

(enterohemorrhagic Escherichia coli, EHEC)、产

志 贺 毒 素 大 肠 杆 菌 (Shiga toxin-producing 
Escherichia coli, STEC)。肠道内致病性大肠杆

菌的致病力取决于 2 种重要的毒力因子，菌体

表面的菌毛(负责细菌能够黏附并定殖于小肠

腔表面)及影响肠道体液分泌的肠毒素[7]。例如

热稳定性肠毒素(heat-stable enterotoxin, ST)和
菌毛 K99、F41 与犊牛腹泻有关[8]；菌毛 F17 与

犊牛腹泻、败血症有关[9]；志贺毒素 1 (Stx1)和
志贺毒素 2 (Stx2)也是导致犊牛腹泻的主要原

因[10]。国内对犊牛大肠杆菌分子流行病学调研

中发现，导致犊牛腹泻的大肠杆菌具有地域流

行性，其中携带 K88、K99、F41 及 F17 毒力因

子的产肠毒素大肠杆菌在腹泻犊牛中经常被分

离出来[11-13]。也有研究人员分离出 K99 和 F41
多价的致病菌株[14]。 

目前牛场大剂量使用抗生素来治疗犊牛腹

泻，导致多重耐药菌的出现，极大地增加了治

疗难度[15]。为了有效预防和控制由大肠杆菌引

起的犊牛腹泻，本研究收集吉林省肉牛养殖场

中腹泻犊牛的粪便样，通过病原分离鉴定、血

清型、毒力基因、系统发育及耐药性检测，旨

在获得主要流行菌株，为将来新型疫苗的研制

和临床防治过程中选择有效抗生素提供了科学

依据。 

1  材料与方法 
1.1  样品 

自 2023 年 1 月至 2024 年 1 月期间，实验

室工作人员从我国吉林省不同规模牛场采集了

60 日龄以内腹泻犊牛粪便、肛拭子及肠道内容

物等样品，共计 150 份。150 份病料来自 11 个

县市共计 15 个大中小型牛场，分别是长春市的

九台区、南关区、榆树、农安，吉林市的桦甸、

磐石，四平市的梨树县、伊通满族自治县，通

化市的通化县，松原市的长岭县，以及白城市

的通榆县。所有采集的样品均保存在 4 ℃，并

在 24 h 内带回实验室进行大肠杆菌分离。 

1.2  培养基和主要试剂、仪器 
LB 培养基，Oxoid 公司；麦康凯琼脂和伊

红美蓝琼脂，青岛高科园海博生物技术有限公

司。氯化钠，国药集团化学试剂有限公司；琼

脂粉和革兰氏染色试剂盒，Solarbio 公司；大肠



 
张东 等 | 犊牛腹泻大肠杆菌临床症状及分子流行病学 739 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

埃希氏菌属诊断血清试剂盒，宁波天润生物药

业有限公司；2×Taq Master Mix (Dye Plus)，南

京诺唯赞生物科技股份有限公司；DL2000 DNA 
Marker，TaKaRa 公司；药敏试验纸片，赛默飞

世尔科技公司；大肠杆菌诊断血清型试剂盒，

宁波天润生物药业有限公司。赛洛捷克梯度

PCR 基因扩增仪，上海珂淮仪器有限公司；恒

温细菌培养箱，上海三腾仪器有限公司；倒置

显微镜，上海徕卡仪器有限公司。 

1.3  大肠杆菌的分离纯化及扩大培养 
将粪便、肛拭子及肠道内容物样品分别溶

于 PBS 中并分别划线接种于麦康凯琼脂培养基

和伊红美蓝琼脂培养基中，37 ℃培养 18 h 后观

察菌落的分布和形态特征，选择粉红色典型的

单菌落，再在伊红美蓝琼脂培养基上进行纯化；

纯化到第 3 代后，挑取单菌落接种于 4 mL LB
液体培养基中，37 ℃、220 r/min 培养 24 h 后

按照 1%的接种量将菌液接种于新鲜 LB 液体培

养基，37 ℃、220 r/min 培养 8 h，并加入 25%
甘油进行保种，保存于−80 ℃备用。剩余菌液

用于革兰氏染色、DNA 模板制备及 O 抗原凝集

试验。 

1.4  革兰氏染色方法 
取适量混匀的细菌培养液按照革兰氏染色

试剂盒说明书进行革兰氏染色，染色完成后镜

检观察其纯度及形态。 

1.5  分离纯化大肠杆菌的 PCR 鉴定 
大肠杆菌基因组 DNA 的提取：将 1.3 中剩

余培养菌液通过煮沸法对细菌进行 DNA 模板制

备，−20 ℃保存。 
大肠杆菌毒力基因的 PCR 扩增：使用大肠

杆菌鉴定引物 K88、K99、F6、F17、F18、F41、
fimH、csgA、eaeA、bfpA、hlyA、hlyE、stx1、
stx2、fyuA、STa、STb 等毒力基因引物(表 1)进
行 PCR 鉴定。PCR 反应体系(25 μL)：2×Taq 

Master Mix 12.5 μL，上、下游引物(10 μmol/L)
各 1 μL，模板 DNA 2 μL，ddH2O 8.5 μL。PCR
反应条件：95 ℃ 5 min；95 ℃ 30 s，56 ℃ 30 s，
72 ℃ 1 min，30 个循环；72 ℃ 10 min；4 ℃保存。

用 1%琼脂糖凝胶进行电泳，参照 DL2000 DNA 
Marker 判断产物大小是否正确。 

1.6  大肠杆菌血清型鉴定 
O 抗原采用传统的玻片凝集试验，根据大

肠杆菌诊断血清型试剂盒说明书进行凝集试验

鉴定血清型。 

1.7  耐药表型和耐药基因型检测 
采用 K-B 纸片法对分离株进行药敏试验。

吸取 200 μL 细菌培养液均匀涂布于 LB 固体

培养基上，待吸收 10 min 后将药敏片等距放

置于培养基上进行药敏试验，37 ℃恒温培养

18 h 后判定结果[16]。耐药基因所用检测引物列

于表 2，PCR 反应体系(25 μL)：2×Taq Master 
Mix 12.5 μL，上、下游引物(10 μmol/L)各 1 μL，

模板 DNA 2 μL，ddH2O 8.5 μL。反应条件：95 ℃ 
5 min；95 ℃ 30 s，56 ℃ 30 s，72 ℃ 1 min，
30 个循环；72 ℃ 10 min；4 ℃保存。用 1%琼

脂糖凝胶进行电泳，参照 DL2000 DNA Marker
判断产物大小是否正确。 

1.8  系统发育群分析 
利用快速系统发育分组 PCR 将大肠杆菌菌

株分为 8 个系统发育群。因此，通过 PCR 检测

基因 chuA、yjaA、TspE4 来确定大肠杆菌分离

株的系统发育群，引物见表 3。 

2  结果与分析 
2.1  腹泻犊牛发病临床症状 

收集的所有样品均来自腹泻犊牛。犊牛临

床症状主要表现为高热(>38 ℃)、厌奶、喜卧、

腹泻，呈粥样臭便，粪便颜色多为黄色(图 1A)、
白色(图 1B)，而有些粪便呈深棕色(图 1C)；病 
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表 1  分离株毒力基因引物 
Table 1  Primer of virulence gene of isolated bacteria 
Primer name Primer sequence (5′→3′) Product length (bp) 
K88-F 
K88-R 

ATTTCAATGGTTCGGTCG 770 
GATTGCTACGTTCAGCGGAGCG 

K99-F 
K99-R 

AAACACTGCTAGCTATTATC 533 
ATAAGTGACTAAGAAGGATGC 

F6-F 
F6-R 

ACTTCTAATCTGTCGCAAACC 422 
GAACGAATAGTCATTACTGCAC 

F17-F 
F17-R 

CTGATAAGCGATGGTGTAATTAAC 538 
GCAGAAAATTCAATTTATCCTTGG 

F18-F 
F18-R 

GGTGATGATGATTAGTGATGTG 1 140 
TGTTGCCCCCACTGAGA 

F41-F 
F41-R 

ATCAGCGGCAGTATCTGGTT 643 
GAGGTCATCCCAATTGTG 

fimH-F 
fimH-R 

ATTTCACCAGCCAACGTC 643 
GGGTTTGTGGATTCAGGG 

csgA-F 
csgA-R 

GGTAATAATAGCGGCCCAAA 305 
CAAAGCCAACCTGAGTGA 

eaeA-F 
eaeA-R 

GAAGCCAAAGCGCACAAGACT 413 
CTCCGCGGTTTTAGCAGACAC 

bfpA-F 
bfpA-R 

CTGTATATTGGGCAGACCAGTT 219 
CGTTGCAAGACTAACACATGC 

hlyA-F 
hlyA-R 

AGCCGGAACAGTTCTCTCAG 526 
CCAGCATAACAGCCGATGTA 

hlyE-F 
hlyE-R 

GAAACCGCAGATGGAGCATT 543 
CGCCCGCAGCAATAGAATAG 

stx1-F 
stx1-R 

CAGTTAATGTGGTGGCGAAGG 348 
CACCAGACAATGTAACCGCTG 

stx2-F 
stx2-R 

CTTCGGTATCCTATTCCCGG 478 
GGATGCATCTCTGGTCATTG 

fyuA-F 
fyuA-R 

TGATTAACCCCGCGACGGGAA 880 
CGCAGTAGGCACGATGTTGTA 

STa-F 
STa-R 

TCCCCTCTTTTAGTCAGTCAACTG 163 
GCACAGGCAGGATTACAACAAAGT  

STb-F 
STb-R 

GCAATAAGGTTGAGGTGAT 368 
GCCTGCAGTGAGAAATGGAC  

 
症严重的犊牛出现卧地不起(图 1D)，腹泻血便

(图 1E、1F)，并出现神经症状和呼吸困难；而在

剖检的某个死亡犊牛中发现，犊牛腹腔呈严重积

水(图 1G)和腹膜炎(图 1H)，以及肺部出血(图 1I)
等症状。ETEC 主要多发现于 10 日龄以内腹泻

犊牛，尤其是 K99(F5)、F17 和 F41、热稳定肠

毒素等与犊牛腹泻显著相关，粪便多呈黄色或

者白色稀便，导致犊牛脱水严重，陷入昏迷状

态，腹腔肿胀，死亡率很高。而其他的大肠杆

菌多见于 10–60 日龄内腹泻犊牛，菌株分泌的毒 
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表 2  分离株耐药基因引物 
Table 2  Primer of antibiotic resistance gene of isolated bacteria 
Primer name Primer sequence (5′→3′) Product length (bp) 
strA-F 
strA-R 

TGCTCCTCTTCTCCATCC 197 
CGCCGCCAATATGTTCTA 

strB-F 
strB-R 

ATGATGCAGATCGCCATGTA 326 
CGGTCGTAGAGGCAATCTG 

mcr-1-F 
mcr-1-R 

CGGTCAGTCCGTTTGTTC 309 
CTTGGTCGGTCTGTAGGG 

mcr-2-F 
mcr-2-R 

TGTTGCTTGTGCCGATTGGA 577 
AGATGGTATTGTTGGTTGCTG 

oqxA-F 
oqxA-R 

GACAGCGTCGCACAGAATG 339 
GGAGACGAGGTTGGTATGGA 

oqxB-F 
oqxB-R 

GCGGTGCTGTCGATTTTA 781 
TACCGGAACCCATCTCGAT 

qnrB-F 
qnrB-R 

GGCATCGAAATTCGCCACTG 264 
TTTGCCGCCCGCCAGTCGAA 

qepA-F 
qepA-R 

CTTGCACTTAGTTAAGCGCC 866 
GAGGTTTTGATAGTGGAGGTAGG 

tetA-F 
tetA-R 

GCTACATCCTGCTTGCCTTC 210 
CATAGATCGCCGTGAAGAGG 

tetB-F 
tetB-R 

TTGGTTAGGGGCAAGTTTTG 695 
GTAATGGGCCAATAACACCG 

cat-F 
cat-R 

AGTTGCTCAATGTACCTATAACC 547 
TTGTAATTCATTAAGCATTCTGCC 

floR-F 
floR-R 

AACCCGCCCTCTGGATCAAGTCAA 590 
GCACCAGCCCCAACGAAACCAGTA 

cmlA-F 
cmlA-R 

CTGAGGGTGTCGTCATCTAC 517 
GCTCCGACAATGCTGACTAT 

ampC-F 
ampC-R 

CCCCGCTTATAGAGCAACAA 634 
TCAATGGTCGACTTCACACC 

blaPSE-F 
blaPSE-R 

ATGCTTTTATATAAAATGTG 914 
TCAGCGCGACTGTGATGTAT 

blaCTX-M-F 
blaCTX-M-R 

TTTGCGATGTGCAGTACCAGTAA 544 
CGATATCGTTGGTGGTGCCATA 

blaTEM-F 
blaTEM-R 

ATGAGTATTCAACATTTCCGTG 861 
TTACCAATGCTTAATCAGTGAG 

blaSHV-F 
blaSHV-R 

AGCCGCTTGAGCAAATTAAAC 713 
ATCCCGCAGATAAATCACCAC 

sul1-F 
sul1-R 

TGGTGACGGTGTTCGGCATTC 789 
GCGAGGGTTTCCGAGAAGGTG 

sul2-F 
sul2-R 

CGGCATCGTCAACATAACC 722 
GTGTGCGGATGAAGTCAG 

sul3-F 
sul3-R 

CATTCTAGAAAACAGTCGTAGTTCG 990 
CATCTGCAGCTAACCTAGGGCTTTGA 

  (待续) 
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  (续表 2) 
Primer name Primer sequence (5′→3′) Product length (bp) 
addA-F 
addA-R 

GTGGATGGCGGCCTGAAGCC 525 
AATGCCCAGTCGGCAGCG 

aph(3')-Ia-F 
aph(3')-Ia-R 

TGACTGGGCACAACAGACT 717 
TCAAGAAGGCGATAGAAGGC 

rmtB-F 
rmtB-R 

ATGAACATCAACGATGCCCTC 756 
TTATCCATTCTTTTTTATCAAGTATAT 

aphA3-F 
aphA3-R 

TGACTGGGCACAACAGACAA 697 
CGGCGATACCGTAAAGCAC 

 
表 3  四种主要系统发育群基因引物 
Table 3  Primer of the four main phylogenetic 
groups 
Primer 
name 

Primer sequence (5′→3′) Product 
length (bp) 

chuA-F ATGGTACCGGACGAACCAAC 288 
chuA-R TGCCGCCAGTACCAAAGACA  
yjaA-F CAAACGTGAAGTGTCAGGAG 211 
yjaA-R AATGCGTTCCTCAACCTGTG  
TspE4-F GAGTAATGTCGGGGCATTCA 152 
TspE4-R CGCGCCAACAAAGTATTACG  

素 Stx1/Stx2 导致犊牛腹泻及肠道出血等症状紧

密相关。目前发现多为混合菌株感染。 

2.2  大肠杆菌分离培养及染色镜检结果 
共获得 92 株疑似大肠杆菌的菌株。这些菌

株在麦康凯琼脂培养基上为边缘整齐、表面光滑

的圆形或者椭圆形粉红色单菌落(图 2)，在伊红美

蓝培养基上为紫黑色带有金属光泽的圆形菌落

(图 3)。挑取单菌落进行革兰氏染色，显微镜下观

察可见单个存在的红色两端钝圆的短杆菌(图 4)。 
 

 
 
图 1  腹泻犊牛临床症状 
Figure 1  Clinical symptoms of diarrhea calves. 
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图 2  麦康凯琼脂培养基培养结果 
Figure 2  The result of McConkey agar medium. 
 

 
 
图 3  伊红美蓝培养基培养结果 
Figure 3  The result of eosin methylene blue 
medium. 

 
 
图 4  革兰氏染色镜检结果(1 000×) 
Figure 4  Gram staining microscopic results (1 000×). 
 
2.3  大肠杆菌毒力基因鉴定结果 

通过 PCR 试验对 92 株大肠杆菌分离株进

行菌毛毒力基因、黏附基因及毒素基因的检测

(图 5)。在 92 株菌株中，K88 (10, 10.9%)、K99 
(45, 48.9%)、F17 (79, 85.9%)、F41 (19, 20.7%)、
fimH (19, 20.7%)、csgA (80, 87.0%)、eaeA (4, 
4.3%)、bfpA (5, 5.4%)、hlyA (4, 4.3%)、hlyE (57, 
62.0%)、stx1 (21, 22.8%)、stx2 (32, 34.8%)、fyuA 
(3, 3.2%)、STa (14, 15.2%)、STb (85, 92.4%)，
未检测到 F6、F18。结果表明，致腹泻大肠杆菌

主要菌株为产肠毒素大肠杆菌，其次为产志贺

毒素大肠杆菌。 
 

 
 
图 5  大肠杆菌毒力基因鉴定结果 
Figure 5  The result of virulence gene identification in Escherichia coli. 
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2.4  大肠杆菌优势血清型鉴定结果 
对大肠杆菌 O 抗原血清型进行鉴定，结果

显示(图 6)血清分型中 86% (79/92)的大肠杆菌

分离株可分为 O 血清型，而 13 株不能分为任

何血清型。在鉴定出的 O 血清型中，有 O6 (3, 
3.8%)、O7 (1, 1.3%)、O12 (8, 10.1%)、O15 (7, 
8.9%)、O16 (3, 3.8%)、O18 (3, 3.8%)、O78 (7, 
8.9%)、O101 (26, 32.9%)、O103 (12, 15.2%)、
O145 (3, 3.8%)和 O157 (4, 5.1%)，O101 和 O103
为流行血清型。这些结果表明，吉林省主要的

流行血清型为 O101，其次是 O103 和 O12。 

2.5  大肠杆菌药敏试验结果 
药敏试验结果中(图 7)，92 株大肠杆菌对链

霉素(46, 50%)、壮观霉素(39, 42.4%)、新霉素(43, 
46.7%)、庆大霉素 (37, 40.2%)、四环素 (49, 
53.3%)、氯霉素(40, 43.5%)、卡那霉素(43, 46.7%)
和氨苄青霉素(48, 52.2%)表现出高度耐药，多

数具有至少 3 种抗生素耐药性。在检测 92 株大

肠杆菌耐药基因的结果中(图 8)，检出的耐药基

因有链霉素类 strA、strB，多黏菌素类 mcr-1、
mcr-2，喹诺酮类 oqxA、oqxB、qnrB、qepA，

四环素类 tetA、tetB，氯霉素类 cat、floR、cmlA，

β-内酰胺类 ampC、blaPSE、blaCTX-M、blaTEM、

blaSHV，磺胺类 sul1、sul2、sul3，以及氨基糖

苷类 addA、aph(3')-Ia、rmtB、aphA3。 

2.6  系统发育群结果 
系统发育群分型结果表明(图 9)，大部分大

肠杆菌菌株属于 A 群(36, 39.1%)、B1 群(18, 
19.6%)和 D 群(20, 21.7%)。只有 6.5%的大肠杆

菌菌株属于 B2 群。然而，有 13%的大肠杆菌

菌株未被归类在这 4 种系统发育群里。因此，引

起犊牛腹泻的大肠杆菌菌株与系统发育群 A、

B1 和 D 密切相关。 
多数毒力因子、流行血清型与系统发育群

A、B1 和 D 相关(如表 4 和表 5 所示)。其中，

F17、F41、fimH、csgA、hlyE、STb 在所有群

中均有分布；K88、K99、F17、F41、fimH、csgA、

hlyE、stx1、stx2、STa 和 STb 在系统发育群 A
群中分布广泛。而 eaeA 和 stx1 仅与系统发育群

A 和 B1 相关。O12、O78、O101、O103 血清

型在所有群中均有分布；O12、O15、O101、
O103 在系统发育群 A 中广泛分布，O7 仅在系

统发育群 A 中发现。O18、O145 与系统发育群

A 和 D 相关。 

3  讨论 
新生犊牛对致病性大肠杆菌易感，尤其是

出生 1 周以内的发病率和死亡率较高。因此， 
 

 
 
图 6  大肠杆菌 O 血清型结果 
Figure 6  The result of O serotype in Escherichia coli. 
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图 7  大肠杆菌耐药性结果 
Figure 7  The result of drug resistance in Escherichia coli. 
 

 
 
图 8  大肠杆菌耐药基因结果 
Figure 8  The result of drug resistance gene in Escherichia coli. 
 

 
 
图 9  系统发育群结果 
Figure 9  The result of phylogenetic group in 
Escherichia coli. 

本实验样本多采自 60 日龄以内犊牛粪便样品，

有利于了解犊牛不同日龄下易感流行株及其毒

力基因分布等。本研究利用大肠杆菌鉴别培养

方法、PCR 技术、药敏试验鉴定了大肠杆菌检

出率、流行菌株及耐药性。通过鉴定的毒力基

因结果结合采集粪便形态颜色、腹泻犊牛发病

症状及死亡犊牛剖检病症，总结分析不同种类

大肠杆菌感染所导致犊牛的临床症状。首先，通

过鉴别培养筛选出吉林省腹泻犊牛大肠杆菌总

检出率为 61.3% (92/150)。贾垌等[17]报道 2020 年 
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表 4  系统发育群与毒力基因相关性 
Table 4  Relationship among phylogenetic groups and virulence genes 
Gene Phylogenetic group (n (%)) Total 

A (N=36) B1 (N=18) B2 (N=6) D (N=20) 
K88 6 (16.7%) 3 (16.7%) 0 (0%) 1 (5%) 10 
K99 25 (69.4%) 15 (83.3%) 1 (16.7%) 4 (20%) 45 
F17 36 (100%) 18 (100%) 6 (100%) 19 (95%) 79 
F41 10 (27.8%) 5 (27.8%) 2 (33.3%) 2 (10%) 19 
fimH 10 (27.8%) 4 (22.2%) 4 (66.7%) 1 (5%) 19 
csgA 36 (100%) 18 (100%) 6 (100%) 20 (100%) 80 
eaeA 1 (2.8%) 3 (16.7%) 0 (0%) 0 (0%) 4 
bfpA 2 (5.6%) 2 (11.1%) 0 (0%) 1 (5%) 5 
hlyA 1 (2.8%) 0 (0%) 2 (33.3%) 1 (5%) 4 
hlyE 33 (91.7%) 12 (66.7%) 6 (100%) 6 (30%) 57 
stx1 19 (52.8%) 2 (11.1%) 0 (0%) 0 (0%) 21 
stx2 17 (47.2%) 13 (72.2%) 0 (0%) 2 (10%) 32 
fyuA 1 (2.8%) 1 (5.6%) 0 (0%) 1 (5%) 3 
STa 10 (27.8%) 3 (16.7%) 0 (0%) 1 (5%) 14 
STb 36 (100%) 18 (100%) 6 (100%) 20 (100%) 80 
n：毒力基因型的数量；N：系统发育群的数量。 
n: The number of virulence genes; N: The number of phylogenetic groups. 
 
表 5  系统发育群与 O 血清型相关性 
Table 5  Relationship among phylogenetic groups and O serotype 
Serotype Phylogenetic group (n (%)) Total 

A (N=36) B1 (N=18) B2 (N=6) D (N=20) 
O6 1 (2.8%) 1 (5.6%) 0 (0%) 1 (5%) 3 
O7 1 (2.8%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1 
O12 4 (11.1%) 2 (11.1%) 1 (16.7%) 1 (5%) 8 
O15 3 (8.3%) 2 (11.1%) 0 (0%) 2 (10%) 7 
O16 1 (2.8%) 1 (5.6%) 0 (0%) 1 (5%) 3 
O18 2 (5.6%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (5%) 3 
O78 1 (2.8%) 3 (16.7%) 2 (33.3%) 1 (5%) 7 
O101 10 (27.8%) 6 (33.3%) 2 (33.3%) 8 (40%) 26 
O103 7 (19.4%) 2 (11.1%) 2 (33.3%) 1 (5%) 12 
O145 2 (5.6%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (5%) 3 
O157 2 (5.6%) 1 (5.6%) 0 (0%) 1 (5%) 4 
n：O 血清型的数量；N：系统发育群的数量。 
n: The number of O serotypes; N: The number of phylogenetic groups. 
 
12 月至 2021 年 7 月京津冀部分地区牛场大肠

杆菌总检出率为 97.3%；关一凡等[18]报道河北省

部分地区检出率为 85.7%；通常产肠毒素大肠

杆菌 K99/F5、F17、F41 是新生犊牛易感染毒株，

本研究毒力基因的 PCR 检测结果同样证明了产

肠毒素大肠杆菌 K99 (48%)、F17 (85%)、F41 
(20%)是犊牛腹泻流行株，其中在白色和黄色粪

便中分离结果中，多为 K99/F41 或者两者均有
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的 ETEC 毒株感染导致；血便多为 F17/STEC
感染所致；导致犊牛发生腹膜炎、腹腔积水和

肺部出血的菌株为 K99/F17/F41/STEC 感染。犊

牛大肠杆菌感染率处于较高水平，能进一步反

映饲养管理及无犊牛大肠杆菌疫苗免疫等问

题，亟须制定改善饲养环境、新生犊牛初乳喂养

等管理措施，并通过获得流行菌株制备大肠杆菌

疫苗来预防犊牛感染大肠杆菌导致的腹泻。 
大肠杆菌血清型分布广泛，种类繁多。本

研究的 92 株大肠杆菌经血清鉴定分析共得到

11 个血清型，其中以 O101 为优势血清型。这

与大多数研究报道的犊牛腹泻大肠杆菌是我国

部分地区优势血清型基本一致[7,19]。本研究通过

利用常用抗生素耐药性及 8 类抗生素耐药基因

的检测，结果显示，大肠杆菌中至少具有 3 种

耐药性，部分菌株多重耐药问题严重，达到 8 种

抗生素耐药，说明吉林省地区犊牛腹泻大肠杆

菌耐药情况不容乐观。其中四环素耐药率最高

为 53.3%、氨苄青霉素耐药次之为 52.7%，而其

他抗生素的耐药率也较高。提示本地区临床用

药慎用这些抗生素，多地区还要加强对饲料添

加剂的监管，降低抗生素滥用率。耐药基因是

细菌产生耐药性的机制之一，本研究的 92 株分

离株中，通过检测链霉素类、多黏菌素类、喹

诺酮类、四环素类、氯霉素类、β-内酰胺类、

磺胺类和氨基糖苷类 8 类抗生素耐药基因，其

优势耐药基因分别为 strB、mcr-1、oqxB、tetA、

floR、blaTEM、sul2 和 addA。发现具有多重耐药

性菌株与大肠杆菌存在多重耐药性相关性，同

时也暗示了大肠杆菌具有更复杂耐药表型的潜

在能力。系统发育结果表明，犊牛腹泻大肠杆

菌多数属于系统发育群 A，其次属于 B1 和 D，

这与肠道外致病性大肠杆菌报道的菌株不同；如

Rehman 等[20]分离出 140 株大肠杆菌大部分属

于 A 群。系统发育群与毒力因子和血清型之间

存在一定的联系，我们的研究表明，系统发育群

A 和 B1 携带的毒力基因及 O 血清型更为丰富，

这与之前致病性毒株主要属于 D 群和 B2 群的

研究结果不同[21]。我们的结果为犊牛腹泻大肠

杆菌流行菌株的分布和遗传进化提供参考。 
综上所述，从吉林省腹泻犊牛粪便及肠道

内容物中分离的大肠杆菌菌株为肠道内致病性

菌株，主要病原是产肠毒素大肠杆菌及产志贺

毒素大肠杆菌，优势血清型为 O101。A、B1

和 D 是大肠杆菌中主要的系统发育群，系统发

育群 A 和 B1 中含有多个毒力基因及血清型，

均具有多重耐药性。应当根据犊牛腹泻不同的

临床症状改进抗生素的使用策略，不能盲目地

滥用抗生素来进行治疗，尤其是治疗过程中尽

量使用对菌株敏感的抗生素。目前，国内有大

肠杆菌 K99 灭活疫苗以及获得新兽药的牛大肠

杆菌 galE 基因缺失灭活疫苗(Z9 株)，可通过注

射疫苗来对犊牛大肠杆菌腹泻进行有效的防

控。此外，在换季时多注意畜舍通风，冬季注

意控制室内温度和湿度，保持舍内良好的卫生

环境并定期消毒，早发现早治疗，遵循“养大于

防，防大于治”的原则。  

4  结论 
吉林省分离的大肠杆菌具有相似的基因，

部分菌株具有区域聚集和传播的特征。此外，

这些菌株对多种抗生素具有耐药性，说明牛场

长期滥用抗生素导致治疗大肠杆菌引起的犊牛

腹泻难度加大。本研究通过调研出吉林省主要

肉牛养殖场的优势菌株血清型和基因型，并分

离得到致病毒株，这为牛场饲养管理、抗生素

使用提供了参考，也为研制预防犊牛大肠杆菌

腹泻疫苗奠定了基础。 
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