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犬源大肠埃希菌系统进化分群及
相关毒力基因检测
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摘要：【目的】探究腹泻犬源大肠埃希菌系统进化分群以及 17种毒力因子的分布情况。【方法】采用 PCR对成都

地区分离的 30株腹泻犬源大肠埃希菌进行菌株系统进化分群鉴定，同时对 17种毒力基因进行检测。【结果】系

统进化分群结果显示，30株分离株中A群系占 53.33%（16/30），B1群系占 23.33%（7/30），D群系占 23.33%（7/
30），未检出 B2群系。17种毒力基因中 fimC检出率最高（96.67%，29/30）；其次为 sitA（66.67%,20/30）、ompT

（46.67%，14/30）、iss（16.67%，5/30）、fyuA（16.67%，5/30）、Irp2（16.67%，5/30）、iroN（13.33%，4/30）；未检出毒力基

因 papA、tsh、hlyF、hlyA、cvaC、astA、estA、estB、eaeA和 elt。【结论】成都地区分离的 30株腹泻犬源大肠埃希菌系统

进化分群多样，毒力基因检出率高且复杂。
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Abstract：［Objective］To investigate the distribution of phylogenetic clustering and virulence gene in
Escherichia coli from diarrhea dogs in Chengdu.［Method］PCR method was used to identify the phylogenetic
clustering of 30 strains isolated from diarrhea dogs from Chendu and the distribution of 17 virulence genes.
［Result］Phylogenetic clustering results showed that the 30 strains isolated from diarrhea dogs，belong to group
A（53.33%，16/30），group B1（23.33% 7/30）and group D（23.33% 7/30）.Group B2 was not detected.Among
the 17 virulence genes，fimC had the highest detection rate（96.67%，29/30），followed by sitA（66.67%，20/30），

ompT（46.67%，14/30），iss（16.67%，5/30），fyuA（16.67%，5/30），Irp2（16.67%，5/30），iroN（13.33%，4/30）.
papA，tsh，hlyF，hlyA，cvaC，astA，estA，estB，eaeA and elt were not detected.［Conclusion］The 30 strains
isolated from diarrhea dogs from Chengdu showed high diversity in phylogenetic clustering and high detection
rate of virulence genes.

Keywords：Escherichia coli；phylogenetic clustering；virulence gene；canine origin

【研究意义】大肠埃希菌是一种在人和动物体内的正常寄生的革兰氏阴性菌，属于条件性致病菌。致

病性大肠埃希菌可引起以腹泻和败血症等为主要症状的初生幼犬急性肠道疾病；大肠埃希菌可引起成年

犬、猫的肾盂肾炎，尿道炎也有报道[1]。犬类作为伴侣动物，长期与人类接触，因此容易出现大肠埃希菌的

水平传播。对犬源大肠埃希菌进行深入研究，可以为人兽共患病的预防提供依据。【前人研究进展】大肠埃

希菌系统进化分群根据其致病力、耐药性及毒力因子分布差异等可分为A、B1、B2和D群系。A和B1群系

主要为共生型大肠埃希菌，B2和D群系为包含较多毒力因子且与致病性相关的大肠埃希菌[2]。大肠埃希

菌的毒力基因与其致病性有着密切联系，其中铁摄取类（sitA、irp2、fyuA、iroN）、黏附素类（eaeA、fimC、papA、
tsh）、毒素类（hlyF、hlyA、elt、eatA、estB、astA）和保护素类（iss、ompT、cvaC）是犬类大肠埃希菌的主要致病因

子，在其侵袭宿主组织并引起病变过程中扮演着重要角色。文娟等[15]研究发现 fimC、sitA和 ompT基因在临

床健康分离株和腹泻分离株的检出率均超过 40%。菌株主要分布于A组（35.40%，59/156）；其次D组

（29.49%，46/156）和B1组（20.51%，32/156）；B2组菌株分布最少（12.18%，19/15），B2和D 2组肠杆菌占总

分离数的41.67（65/15）。【本研究切入点】对毒力基因的研究有助于对大肠埃希菌的致病性研究提供依据；

本试验对前期实验室从成都市分离的 30株腹泻犬源大肠埃希菌系统进化分群以及毒力基因进行检测。

【拟解决的关键问题】本研究的研究结果为犬源大肠杆菌病的致病机理和防控提供依据。

1 材料与方法

1.1 材料

30株大肠埃希菌为本实验室于2016年在成都地区分离于腹泻犬的大肠埃希菌[3]。
2×Taq PCRMasterMix、DL2000 DNAMarker及细菌基因组DNA提取试剂盒购于天根生物试剂有限公司。

1.2 方法

1.2.1 细菌DNA的提取 采用天根公司细菌基因组DNA提取试剂盒进行提取。

1.2.2 细菌系统进化分群以及毒力基因引物序列 参考文献[4-12]设计引物，引物序列见表 1。引物由

上海英俊技术生物有限公司合成。PCR反应条件参考文献[4-12]进行。

1.2.3 大肠埃希菌系统进化分群鉴定 参考 Clermont等[12]建立的方法，采用 PCR扩增 chuA、yjaA和

TspE4.C2基因，根据扩增结果将大肠埃希菌分为A群系（chuA和TspE4.C2基因扩增结果均为阴性）、B1群
系（chuA扩增结果为阴性而TspE4.C2阳性）、B2群系（chuA和 yja扩增结果均是阳性）和D群系（chuA阳性

而 yjaA阴性）。

2 结果与分析

2.1 大肠埃希菌系统进化分群结果

根据大肠埃希菌系统进化分群鉴定，30株犬源大肠埃希菌分为 3种类型，A群系占 53.33%（16/30，菌
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株编号1、2、6、7、9、10、11、13、18、25、27、34、36、39、40和41）；B1群系占23.33%（7/30，菌株编号3、4、5、8、
21、23和38）；D群系占23.33%（7/30，菌株编号14、28、29、31、32、33和37）；未检出B2群系。

表1 细菌系统进化分群与毒力基因引物序列

Tab.1 Primers used for phylogenetic clustering and virulence gene application in this study

基因

Gene

细菌系统进化分群基因

Bacterial phylogenetic genes

毒力基因

Virulence gene

chuA（7150945）[12]

yjaA（948515）[12]

TspE4.C2（CP023165.1）[12]

eaeA（AHB39871.1）[5]

fimC（QBQ68960.1）[5]

papA（AAL67417.1）[6]

tsh（AAA24698.1）[6]

hlyF（QBQ68845.1）[7]

hlyA（AWU48081.1）[7]

sitA（QBQ68960.1）[8]

iss（AAD41540.1）[9]

ompT（QBQ68846.1）[9]

cvaC（QBQ68873.1）[9]

elt（NP_793040）[10]

estA（14576836）[10]

estB（QFU35666.1）[11]

astA（VWQ02710.1）[11]

Irp2（ASS36195.1）[4]

fyuA（AAP70282.1）[4]

iroN（QFN51212.1）[4]

序列（5′—3′）
Sequence（5′—3′）

P1：GACGAACCAACGGTCAGGAT
P2：TGCCGCCAGTACCAAAGACA
P1：TGAAGTGTCAGGAGACGCTG
P2：ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC
P1：GAGTAATGTCGGGGCATTCA
P2：CGCGCCAACAAAGTATTACG

P1：GGAACGGCAGAGGTTAATCTGCAG
P2：GGCGCTCATCATAGTCTTTC
P1：GGAAATAACATTCTGCTTGC
P2：TTTGTTGCATCAAGAATACG
P1：GGAACGAACGCAGAAACG
P2：CGCAATGGGCGAATACTT

P1：GGGAAATGACCTGAATGCTGG
P2：CCGCTCATCAGTCAGTACCAC

P1：GGCGATTTAGGCATTCCGATACTC
P2：ACGGGGTCGCTAGTTAAGGAG

P1：CACACGGAGCTTATAATATTCTGTCA
P2：AATGTTATCCCATTGACATCATTTGACT

P1：AGGGGGCACAACTGATTCTCG
P2：TACCGGGCCGTTTTCTGTGC

P1：CAGCAACCCGAACCACTTGATG
P2：AGCATTGCCAGAGCGGCAGAA
P1：ATCTAGCCGAAGAAGGAGGC
P2：CCCGGGTCATAGTGTTCATC

P1：ATCCGATAAGATAAAAAGGAGAT
P2：TAGACAATCCACCAAGAAGAAATA

P1：GGCGTTACTATCCTCTCTAT
P2：TGGTCTCGGTCAGATATGT
P1：CAACTGAATCACTTGACTCTT
P2：TTAATAACATCCAGCACAGG
P1：TGCCTATGCATCTACACAAT
P2：CTCCAGCAGTACCATCTCTA
P1：TGCCATCAACACAGTATATCCG
P2：ACGGCTTGTAGTCCTTCCAT
P1：AAGGATTCGCTGTTACCGGAC
P2：TCGTCGGGCAGCGTTTCTTCT
P1：GCTTTATCCTCTGGCCTT
P2：GGCATATTGACGATTAAC

P1：AAGTCAAAGCAGGGGTTGCCCG
P2：GACGCCGACATTAAGACGCAG

产物/bp
Product
279

211

152

346

288

297

420

599

321

608

323

559

410

272

158

113

102

267

947

667
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2.2 犬源大肠埃希菌中毒力基因的PCR扩增结果

17种毒力基因中 fimC检出率最高为 96.67%（29/30）；其次为 sitA 66.67%（20/30）；ompT为 46.67%（14/
30）；fyuA为 16.67%（5/30）；iss为 16.67%（5/30）；Irp2为 16.67%（5/30）；iroN为 13.33%（4/30）；未检出毒力

基因 papA、tsh、hlyF、hlyA、cvaC、astA、estA、estB、eaeA、elt。PCR扩增结果见图1-7。

2.3 大肠埃希菌17种毒力基因携带情况

由表 2可知，30株分离株共有 11种毒力基因组合形式，其中主要为 4种组合形式：fimC（占 16.67%，

菌株编号为 1、2、6、9、11）、fimC+sitA（占 16.67%，菌株编号为 5、10、23、25、28）、fimC+ompT（占 16.67%，菌

株编号为13、32、33、38、41）、fimC+sitA+iss+ompT（占16.67%，菌株编号为14、31、36、37、39）。

2.4 不同种群大肠埃希菌毒力基因的携带情况

由表 3可知，不同种群大肠埃希菌所携带的毒力基因存在差异，根据毒力基因携带情况进行分析，

fimC、sitA在 3种分型中均占 50%以上，其中毒力基因 fimC在 3种分型中菌占最高比例；Irp2、fyuA、iroN携

带率均在 50%以下。根据不同群系携带毒力基因的情况进行分析，A、B1群系含有检出的所有毒力基

因，D群系不携带 Irp2、fyuA、iroN。

M：DL 2 000 DNA Marker；N：阴性对照；

P：阳性对照；1-3表示部分 fimC阳性株

M：DL 2 000 DNA Marker；N：negative control；P：positive
control；From 1 to 3 for partial positive strains of fimC

图1 部分 fimC PCR产物电泳结果

Fig.1 Agarose gel electrophoresis results for
PCR products of fimC

M：DL 2 000 DNA Marker；N：阴性对照；P：阳性对照；

1-3表示部分 ompT阳性株

M：DL 2 000 DNA Marker；N：negative control；P：positive
control；From 1 to 3 for partial positive strains of ompT

图2 部分 ompT PCR产物的电泳结果

Fig.2 Agarose gel electrophoresis results for
PCR products of the ompT

M：DL 2 000 DNA Marker；N：阴性对照；

P：阳性对照；1-3表示部分 iroN阳性株

M：DL 2 000 DNA Marker；N：negative control；P：positive
control；From 1 to 3 for partial positive strains of iroN

图3 部分 iroN PCR产物的电泳结果

Fig.3 Agarose gel electrophoresis results
for PCR products of the iroN

M：DL 2 000 DNA Marker；N：阴性对照P：阳性对照；

1-3表示部分 Irp2阳性株

M：DL 2 000 DNA Marker；N：negative control；P：positive
control；From 1 to 3 for partial positive strains of Irp2

图4 部分 Irp2 PCR产物的电泳结果

Fig.4 Agarose gel electrophoresis results
for PCR products of the Irp2
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3 讨 论

本试验对 30株腹泻犬源大肠埃希菌进行系统

进化分群研究，结果显示 30株分离株分别属于 A
（53.33%）、B1（23.33%）、D（23.33%）群系，其中优势

群系为A群系，这与周陆红等[13]研究结果一致。A
与B1群系属于宿主依赖性致病毒力较弱不易直接

引起宿主患病，但当宿主的免疫力降低时则会引起

感染。同时A与 B1群系属于肠致病型，这与本试

验菌株是腹泻犬源大肠埃希菌相符合。提示要注

意大肠埃希菌 A与 B1群系在临床中对犬致病的

影响。

大肠埃希菌是引起犬肠道疾病的主要病原，其

致病性主要与菌毛、毒素、抗血清活性因子、侵袭性

酶、铁摄取系统以及生物膜形成的相关蛋白有关，它们能帮助细菌定植，形成生物膜，捕获铁等基本营养

物质，进而造成动物肠道上皮损伤，增强大肠杆菌引起全身感染的能力。大肠杆菌产生特定的毒力因子

是决定其致病性的关键因素[4]。本试验中 fimC（96.67%）、sitA（66.67%）、ompT（46.67%）毒力基因检出率

比较高，表明这些毒力因子与大肠埃希菌引起腹泻的致病性有关。黏附素（fimC）是肠产毒素型大肠杆

菌（ETEC）的主要毒力因子，初生幼畜被ETEC感染后常因剧烈水样腹泻所致脱水而死亡。黏附素具有

帮助ETEC黏附于宿主小肠上皮细胞的能力，进而使其在肠内定居、繁殖和产生毒素，发挥致病作用[14]。

本研究中黏附素类（fimC）的检出率高于文娟[15]的研究结果，可能是本次试验的菌株全与腹泻犬源相关。

细菌的存活需要铁元素，铁转运类基因（sitA）是细菌运载铁离子的重要基因，本试验中铁转运类基因（si⁃
tA）高于文娟[15]的研究结果，推测 sitA在大肠杆菌致病过程中发挥着重要的作用。保护素类毒力基因

（ompT、iss）赋予细菌摄取铁和抗血清的作用，编码与组织侵袭相关的毒力因子，与铁的摄取与调节有直

接或间接的关系[16]。本试验中保护素类（ompT、iss）的检出率与纪雪等[17]的研究结果相一致，高于文娟[15]

的研究结果。铁摄取类基因（iroN、fyuA、Irp2）是细菌毒力岛（HPI）的重要毒力基因，常作为检测HPI是否

存在的指示基因[18]。HPI也是大肠杆菌重要的毒力因子，HPI的检出率越高，菌株的致病率也明显越

高[19]。本试验中检出毒力基因 fyuA（16.67%）、Irp2（16.67%）、iroN（13.33%），结果与纪雪等[17]的研究基本

一致，略低于文娟[15]的研究结果。此外，笔者进一步分析了毒力基因组合的组合形式，发现本次分离的

大肠埃希菌毒力基因组合以 fimC（16.67%），fimC+sitA（16.67%），fimC+ompT（16.67%），fimC+sitA+iss+

M：DL 2 000 DNA Marker；N：阴性对照；P：阳性对照；

1-3表示部分 iss阳性株

M：DL 2 000 DNA Marker；N：negative control；P：positive
control；From 1 to 3 for partial positive strains of iss

图5 部分 iss PCR产物的电泳结果

Fig.5 Agarose gel electrophoresis results
for PCR products of the iss

M：DL 2 000 DNA Marker；N：阴性对照；P：阳性对照；

1-3表示部分 sitA阳性株

M：DL 2 000 DNA Marker；N：negative control；P：positive
control；From 1 to 3 for partial positive strains of sitA

图6 部分 sitA PCR产物的电泳结果

Fig.6 Agarose gel electrophoresis results
for PCR products of the sitA

M：DL 2 000 DNAMarker；N：阴性对照；P：阳性对照；

1-3表示部分fyuA阳性株

M：DL 2 000 DNA Marker；N：negative control；P：positive control；
From 1 to 3 for partial positive strains of fyuA

图7 部分 fyuA PCR产物的电泳结果

Fig.7 Agarose gel electrophoresis results for PCR products of the fyuA
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ompT（16.67%）4种组合形式为主。蒋春阳等[19]研究中也检出 fimC（18.2%），与本研究一致，但其研究表

明毒力基因以 hlyA和 sfa为主，这种差异可能与其样品为患子宫蓄脓症犬的子宫内容物有关。国外研究

结果也证实菌株的致病性与毒力基因组合方式有关[20]，故本次分离株的致病性差异需要进一步研究。

本试验对 30株分离于成都地区腹泻犬源大肠埃希菌的毒力基因及种群分型进行了系统研究，为进一步

研究犬源大肠埃希菌毒力基因与致病性提供参考。
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