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$

8=R88R8222R8RRR8=

3

$

3

!

3

$

3

!!̀

$

RR882R882R28R8882R

%

#.,

3

$

3

!!3

$

2R288=RRR2R88=82==

"+,+$

!

01

2!

和
('

3

#

基因的
123

检测
!

采用已建

立的双重
123

方法!对
#"(

株鸭大肠杆菌病分离株

和
#*

株临床健康鸭大肠杆菌分离株
01

2!

和
('

3

#

基因进行检测(

123

反应体系$

"(d123]LZZAX

#+'

$

`

&

T

K

#7

#

$

`

"

"(FOB

'

F̀

#&

)dY;=1U

"

"(

FFOB

'

`

#

#

$

`

&

01

2!

和
('

3

#

上&下游引物"均为

"(

N

FÒ

#各
"

$

`

&

B$

I

酶"

'P

'

$

`

#

(+"'

$

`

&

@;8

模板
"+'

$

`

%加
4

#

-

至
#'

$

`

(

123

反应条件$

.'b'FGJ

%

.)b)(U

!

'#b)(U

!

,#b"FGJ

!

$'

个循环%

,#b

延伸
"(FGJ

(以参考菌株作为阳性对

照!灭菌超纯水作为空白对照(随机取
01

2!

和

('

3

#

阳性菌株
'

株!对其
123

产物进行回收纯化!

克隆至
N

T@"*!=

载体!转化大肠杆菌
>T"(.

!取阳

性克隆送上海生工生物工程公司进行测序!并进行

序列比较分析(

"+,+)

!

0

(45

&

(66

和
3

$

3

!

基因的
123

检测
!

采

用
123

方法!同样对上述
#"(

株鸭大肠杆菌病分离

株和
#*

株临床健康鸭大肠杆菌分离株的
0

(45

&

(66

和
3

$

3

!

基因分别进行检测!

123

反应体系和反应

条件同上!引物分别为
0

(45!̀

&

0

(45!3

&

(66!̀

&

(66!

3

&

3

$

3

!!̀

和
3

$

3

!!3

(随机取
0

(45

&

(66

和
3

$

3

!

阳性菌株各
'

株!按
"+,+$

方法对各
123

产物进行

''
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克隆&测序和分析(

!

!

结
!

果

!F&

!

鸭致病性大肠杆菌分离株
G

血清型鉴定

!!

#*#

株鸭大肠杆菌病分离株中!除
&,

株未能定

型&

'

株自凝外!

#"(

株分属
$,

个血清型"详见表

#

#!其中
-.$

&

-,*

&

-.#

和
-,&

共
.#

株!为优势血

清型%

-)&

&

-$#0-.$

混合型&

-&(0-.$

混合型在

鸭群中为第一次发现(

!F!

!

致病性试验

!!

$#

株优势血清型鸭大肠杆菌病分离株接种雏

鸭
,I

普遍出现精神萎顿等症状!于接种后
"(I

开

始出现死亡(剖检死亡鸭!

#)I

内死亡的雏鸭可见

肝&脾&肾脏出血(

#)I

以后死亡的雏鸭心包积液&

心包膜增厚混浊%肝&脾&肾肿大出血(未死亡雏鸭

剖杀后均可观察到不同程度的心包炎&肝周炎和气

囊炎!从死亡和剖杀雏鸭的心&肝样品中均能分离出

与攻毒菌株相同血清型的
.+"+/(

(在致病性试验

中!高致病性菌株
-,*

"

"((/

!

*

'

*

#&

-.#

"

*,+'/

!

,

'

*

#&

-.$

"

,'/

!

&

'

*

#和
-,&

"

,'/

!

&

'

*

#共
#,

株!

占受试菌株的
*)+)/

"

#,

'

$#

#%中等致病性菌株有
'

株!占受试菌株的
"'+&/

"

'

'

$#

#(对照组雏鸭均健

活!扑杀时未见任何肉眼变化!心血&肝等器官未分

离出任何细菌(

表
!

!

!&"

株鸭大肠杆菌病分离株的血清型

M5C8)!

!

!F#$%&:)*+,

-.

):+3!&"2:+85,):3*+@074B821

?

:E2,>4+82C54288+:2:

血清型

6AXOW

\N

A

菌株数

;LF]AX

百分比'
/

1AXHAJWD

K

A

血清型

6AXOW

\N

AU

菌株数

;LF]AX

百分比'
/

1AXHAJWD

K

A

血清型

6AXOW

\N

A

菌株数

;LF]AX

百分比'
/

1AXHAJWD

K

A

-.$ $$ "'+," -## ' #+$* -"", # (+.'

-,* #* "$+$$ -,, ' #+$* -# " (+)*

-.# #$ "(+.' -"* ) "+.( -"" " (+)*

-,& * $+*" -$& ) "+.( -)$ " (+)*

-. , $+$$ -)' ) "+.( -)& " (+)*

-'" , $+$$ -&" ) "+.( -&$ " (+)*

-")# , $+$$ -** ) "+.( -"() " (+)*

-"). , $+$$ -"(" ) "+.( -")" " (+)*

-#" & #+*& -"') ) "+.( -".# " (+)*

-&( & #+*& -"'* ) "+.( -&(0-.$ " (+)*

-,. & #+*& -#( $ "+)$ -$#0-.$ " (+)*

-"$, & #+*& -"(& # (+.'

-", ' #+$* -"(. # (+.'

!F$

!

N=/

毒力岛
'(

)*

和
&+

,

!

的
=KL

检测

!!

01

2!

和
('

3

#

的
123

扩增分别获得约
.),

和

#&,]

N

电泳条带!与预期目的片段大小相符"见图

"

#!测序结果与
RAJ9DJ[

中
01

2!

&

('

3

#

基因序列

的相似性高于
.*/

(

01

2!

和
('

3

#

阳性率在鸭大

肠杆菌病分离株分别为
)"+(/

"

*&

'

#"(

#和
)$+$/

"

."

'

#"(

#!在临床健康鸭大肠杆菌分离株分别为

#"+)/

"

&

'

#*

#和
#'+(/

"

,

'

#*

#"详见表
$

#(鸭大

肠杆菌病分离株携带
01

2!

和
('

3

#

的阳性率极显

著高于健康鸭大肠杆菌分离株"

7

$

(+("

#(

!FH

'

&-.

$

,

/

,

*

和
&00

的
=KL

检测

!!

0

(45

&

3

$

3

!

和
(66

的
123

产物经
"/

琼脂糖

凝胶电泳分析!分别在
')#

&

#.,

和
#,']

N

左右出现

一条清晰的条带!所得条带与预期目的片段大小相

符"见图
"

#!测序结果与
RAJ9DJ[

中提供的
0

(45

&

(66

和
3

$

3

!#

基因序列相似性高于
.*/

(

0

(45

&

3

$

3

!

和
(66

阳性率在鸭大肠杆菌病分离株分别为

.#+./

"

".'

'

#"(

#&

.,+&/

"

#('

'

#"(

#和
.&+,/

"

#($

'

#"(

#!在临床健康鸭大肠杆菌分离株分别为

.#+./

"

#&

'

#*

#&

"((/

"

#*

'

#*

#和
.#+./

"

#&

'

#*

#

"详见表
$

#!鸭大肠杆菌病分离株携带
0

(45

&

(66

和

3

$

3

!

基因的阳性率与健康鸭大肠杆菌分离株无显

著差异"

7

#

(+('

#(

!!

鸭大肠杆菌病分离株有
$,+&/

"

,.

'

#"(

#同时

携带
01

2!

&

('

3

#

&

0

(45

&

(66

和
3

$

3

!

基因!极显著

高于健康鸭大肠杆菌分离株的
")+$/

"

)

'

#*

#"

7

$

&'
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期 于学辉等$鸭源致病性大肠杆菌的血清型鉴定及其相关毒力基因分析

T%@;8FD[AX

"

%

"%415

毒力岛基因的双重
123

阳

性对照%

#%?8!"

分离株
415

毒力岛基因双重
123

呈

阳性%

$%

0

(45

基因阳性对照%

)%T?!"$

分离株
0

(45

基因呈阳性%

'%

3

$

3

!

基因阳性对照%

&%2@!'

分离株

3

$

3

!

基因呈阳性%

,%(66

基因的阳性对照%

*%̀6!$

分

离株
(66

基因呈阳性%

;%

无模板对照

T%@;8FD[AX

"

%

"%1OUGWGMAHOJWXOBOZYOL]BA123

OZ415GUBDJY

K

AJA

%

#%415GUBDJY

K

AJA

N

OUGWGMAXAULBW

ZXOF?8!"UWXDGJ

%

$%1OUGWGMAHOJWXOBOZ

0

(45

K

AJA

%

)%

0

(45

K

AJA

N

OUGWGMAXAULBWZXOF T?!"$UWXDGJ

%

'%

1OUGWGMAHOJWXOBOZ

3

$

3

!

K

AJA

%

&%7$

3

!

K

AJA

N

OUGWGMA

XAULBWZXOF 2@!'UWXDGJ

%

,%1OUGWGMAHOJWXOBOZ(66

K

AJA

%

*%(66

K

AJA

N

OUGWGMAXAULBWZXOF 6̀!$UWXDGJ

%

;%

;A

K

DWGMAHOJWXOB

图
&

!

鸭源
!F#$%&

分离株
N=/

$

'

&-.

$

,

/

,

*

和
&00

基

因
=KL

结果

O2

?

F&

!

=KL*):78,:+3N=/

%

'

&-.

%

,

/

,

*

%

510&00

?

)1)

3*+@074B821

?

:!F#$%&2:+85,):

(+("

#!详见表
$

(

!F'

!

不同血清型鸭大肠杆菌病分离株
N=/

检出率

!!

#"(

株鸭大肠杆菌病分离株
415

检出率见表

)

(在优势血清型中!

-,*

阳性率最高"

*'+,/

#!

-.#

&

-.$

和
-,&

分别为
,*+$/

&

#,+$/

和
#'+(/

(

在非优势血清型菌株中!检出率高的有
-"'*

"

"((/

!

)

'

)

#&

-"$,

"

*$+$/

!

'

'

&

#&

-&"

"

,'/

!

$

'

)

#

和
-")#

"

',+"/

!

)

'

,

#等!而
-").

"

,

株#和
-&(

"

&

株#均未检出(

$

!

讨论和小结

$F&

!

关于鸭致病性大肠杆菌血清型

!!

.+"+/(

是一种条件性致病菌!血清型复杂!不同

动物&同种动物不同地区感染
.+"+/(

的血清型有明

显差异+

"(

,

(国内外对
81<2

的研究主要集中于鸡

.+"+/(

!而我国
.+"+/(

的血清型比国外更为复杂!全

国目前已报道
&,

种致病血清型+

)!'

,

(国内外对鸭源

.+"+/(

血清型的调查并不多!特别是针对较为广泛

地区和较大样本量的调查研究!本次调查结果证实!

我国西南地区规模化养鸭场鉴定出的
#"(

个
.+"+/(

分离株的血清型达
$,

个之多!

)

个优势血清型中除

-,*

外!

-.$

&

-.#

和
-,&

并不是鸡致病性
.+"+/(

的优势血清型(值得注意的是!本次分离到的
-)&

&

-$#0-.$

混合型及
-&(0-.$

混合型是鸭群中还

表
$

!

鸭源大肠杆菌毒力基因的
=KL

检测结果

M5C8)$

!

M>)P2*78)14)

?

)1):0),)4,)0C

-

=KL+3!F#$%&2:+85,):3*+@074B821

?

毒力基因

=IAMGXLBAJHA

K

AJAU

鸭大肠杆菌病分离株

5UOBDWAUZXOFYLH[BGJ

K

VGWIHOBG]DHGBBOUGU

临床健康鸭大肠杆分离株

5UOBDWAUZXOFHBGJGHDBIADBWI

\

YLH[BGJ

K

ZAHDB

菌株数

2OLJW

百分比'
/

1AXHAJW

菌株数

2OLJW

百分比'
/

1AXHAJW

01

2! *& )"+(

"

*&

'

#"(

#

& #"+)

"

&

'

#*

#

('

3

# ." )$+$

"

."

'

#"(

#

, #'+(

"

,

'

#*

#

0

(45 ".' .#+.

"

".'

'

#"(

#

#& .#+.

"

#&

'

#*

#

3

$

3

! #(' .,+&

"

#('

'

#"(

#

#* "((

"

#*

'

#*

#

(66 #($ .&+,

"

#($

'

#"(

#

#& .#+.

"

#&

'

#*

#

01

2!

&

('

3

# *& )"+(

"

*&

'

#"(

#

& #"+)

"

&

'

#*

#

0

(45

&

3

$

3

! ".$ ."+.

"

".$

'

#"(

#

#& .#+.

"

#&

'

#*

#

01

2!

&

('

3

#

&

0

(4"

&

3

$

3

!

&

(66 ,. $,+&

"

,.

'

#"(

#

) ")+$

"

)

'

#*

#

没有报道过的血清型(在致病性试验中!

)

个优势

血清型中的
$#

个受试菌株均有较强致病性"高致病

性菌株占
*)+)/

!中等致病性菌株占
"'+&/

#(

$F!

!

'

&-.

和
,

/

,

*

基因在鸭源
!F#$%&

中的分布及

其公共卫生意义

!!

菌毛是
81<2

的一种重要致病因子!有学者认

为
5

型菌毛主要在
81<2

致病的第一阶段起作

用+

"#!")

,

!

1

型菌毛则是在细菌的进一步致病中起作

,'
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不同血清型鸭大肠杆菌病分离株
N=/

检出率

M5C8)H

!

A),)4,2+1*5,)+3N=/+30233)*)1,:)*+,

-.

)

!"#$%&2:+85,)03*+@074B821

?

E2,>4+82C54288+:2:

血清型

6AXOW

\N

AU

阳性比例

1OUGWGMAXDWGO

血清型

6AXOW

\N

AU

阳性比例

1OUGWGMAXDWGO

-.$ .

'

$$ -## "

'

'

-,* #)

'

#* -", #

'

'

-.# "*

'

#$ -,, #

'

'

-,& #

'

* -"* "

'

)

-. "

'

, -$& #

'

)

-'" $

'

, -&" $

'

)

-")# )

'

, -"'* )

'

)

-"). (

'

, -** #

'

)

-#" "

'

& -"(" "

'

)

-,. "

'

& -"') "

'

)

-"$, '

'

& -)' (

'

)

-&( (

'

&

其他
.

'

".

数据以)

415

阳性菌株数'检测菌株数*形式给出

=IAYDWDVAXA

N

XAUAJWAYGJZOXFOZ

)

WIAJLF]AXOZ415

N

OU!

GWGMAGUOBDWAU

'

JLF]AXOZGUOBDWAU

*

%

用+

")

,

(

0

(45

编码的蛋白
CGF2

是
5

型菌毛生物合

成过程中所必需的蛋白!是检测
5

型菌毛的标志%

3

$

3

!

编码的蛋白
1D

N

8

则是
1

型菌毛的主要成

分!是检测
1

型菌毛的标志!因而本研究选择
0

(45

和
3

$

3

!

作为鸭源
.+"+/(

分子流行病学检测的靶

基因(检测结果显示!

."+./

"

".$

'

#"(

#鸭大肠杆

菌病分离株和
.#+./

"

#&

'

#*

#临床健康鸭大肠杆菌

分离株同时具有
0

(45

"

5

型菌毛#和
3

$

3

!

"

1

型菌

毛#基因!差异不显著(

0

(45

在临床健康鸭大肠杆

菌分离株中有如此高的检出率!与王亚君等认为

0

(45

几乎只存在于高致病力鸡
.+"+/(

中!可以作

为高致病力鸡
.+"+/(

鉴定的标志基因的研究结果

差异较大+

"'

,

(

3

$

3

!

基因在鸭大肠杆菌病分离株和

临床健康鸭大肠杆菌分离株的检出率分别为

.,+&/

和
"((/

!远远高于
@OeOGU

等对鸡
.+"+/(

分

离株的
3

$

3

!

基因
))/

的检出率+

"&

,和
@ABGHDWO

等

对鸡
.+"+/(

分离株的
3

$

3

!

基因的检出率不足

#(/

+

",

,

(一般认为
81<2

菌毛以
%

型菌毛为主!而

1

型菌毛分布很少!笔者的研究表明!

5

型和
1

型菌

毛在鸭源
.8"+/(

广泛存在!

1

型菌毛基因的携带率

显著高于其他宿主源
.+"+/(

!而
1

菌毛主要见于尿

道致病性
.+"+/(

的黏附素!能介导
.+"+/(

黏附于尿

道上皮细胞!导致急性肾盂肾炎!多与人&狗及猪尿

道
.+"+/(

感染有密切关系+

"$

,

(

1

型菌毛在鸭源
.8

"+/(

中广泛存在的公共卫生意义值得关注!对鸭的

致病机理值得进一步探讨(

$F$

!

&00

基因与鸭
!F#$%&

致病性的关系

!!

血清耐受基因"

5JHXADUAYUAXLFULXMGMDB

K

AJA

!

(66

#是决定
81<2

致病因素之一!

(66

基因存在于

2OBf

质粒上!编码的蛋白
5UU

属于外膜蛋白的一部

分!与细菌抗补体作用有关!而补体抗性又与毒力高

度相关!是重要的致病因素+

"*

,

(已有资料表明鸡致

病性
.+"+/(

的
(66

检出率显著高于临床健康鸡分离

的
.+"+/(

!如
1ZDZZ!TH@OJOL

K

I

等报道鸡致病性
.8

"+/(

中
(66

检出率为
,*+,/

!健康鸡粪样中
.+"+/(

分离株的
(66

检出率仅为
"*+,/

+

".

,

(

@ABGHDWO

等报

道鸡致病性
.+"+/(

中
(66

检出率为
$*+'/

!健康鸡

粪样中分离的
.+"+/(

的
(66

检出率为
"&/

+

",

,

(本

研究鸭大肠杆菌病分离株和临床健康鸭大肠杆菌分

离株的
(66

检出率相近!分别高达
.&+,/

和
.#+./

!

显著高于鸡致病性
.+"+/(

和健康鸡源
.+"+/(

!如此

高的检出率及与致病能力的关系有待进一步研究(

$FH

!

N=/

毒力岛与鸭
!F#$%&

致病性

!!

415

毒力岛是细菌重要的致病因素!也是
.8

"+/(

的重要毒力因子!

01

2!

和
('

3

#

是构成
415

的

两个重要毒力基因!常常作为检测
415

是否存在的

指示基因+

#(

,

(一些
.+"+/(

携带的
('

3

#

&

01

2!

与耶

尔森氏菌几乎相同!表明
415

可在耶尔森氏菌和

.8"+/(

之间水平传播+

#"

,

(本研究结果显示!鸭大肠

杆菌病分离株
415

检出率为
)$+$/

!与金文杰等检

测
#"&

株鸡致病性
.+"+/(

中有
))+./

的菌株携带

有
415

相似+

##

,

!显著高于断奶仔猪源大肠杆菌

"

"#+*/

#

+

#$

,

&人肠产毒性大肠杆菌"

")/

#

+

#)

,

&人产志

贺样毒素
.+"+/(

菌"

"*+(&/

#

+

#'

,等菌株的
415

携带

率(结合本研究结果!鸡&鸭源致病性
.8"+/(

的
415

检出率要高于人源和其他动物源性菌株(

!!

415

在鸭源
.+"+/(

中分布较广!鸭大肠杆菌病

分离株显著高于临床健康鸭大肠杆分离株!

415

毒

力岛的检出率与菌株的致病力呈明显的正相关!如

-,*

&

-.#

&

-.$

和
-,&

的
415

毒力岛的检出率分别

为
*'+,/

&

,*+$/

&

#,+$/

和
#'+(/

!与其相对应的是

对雏鸭感染的死亡率分别是
"((/

&

*,+'/

&

,'/

和

,'/

(同时!不同血清型鸭源
.8"+/(

携带
415

毒力

岛的阳性率却存在很大差异!表明不同血清型菌株携

带
415

的倾向性是不同的!如
-").

和
-&(

检出率均

为
(

!而
-"'*

则
"((/

携带
415

(

*'
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