
书书书

王　莹，卢葛锦，祝令伟，等．猪源致泻大肠埃希菌系统进化分群及致病型检测［Ｊ］．江苏农业科学，２０２２，５０（２３）：１５９－１６４．

ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０２２．２３．０２４

猪源致泻大肠埃希菌系统进化分群及致病型检测

王　莹，卢葛锦，祝令伟，关佳瑶，纪　雪，孙　洋，郭学军
（中国农业科学院长春兽医研究所／吉林省人兽共患病预防与控制重点实验室，吉林长春１３０１２２）

　　摘要：为明确长春地区某规模化猪场大肠埃希菌系统进化分群、毒力基因和致病型分布以及耐药情况。采用ＰＣＲ
对分离自哺乳仔猪、妊娠母猪、哺乳母猪和断奶仔猪粪便的１２９株大肠埃希菌进行系统进化分群的检测；采用多重荧
光实时定量聚合酶链式反应检测菌株毒力基因，鉴定致泻大肠埃希菌（ＤＥＣ）的致病型；并检测１７种抗生素耐药情况。
结果显示 Ｂ１群为优势群（５１．９４％，６７／１２９）。共检出 ＤＥＣ４７株，分离率为３６．４３％，其中肠道聚集性大肠埃希菌
（ＥＡＥＣ）３８株（２９．４６％，３８／１２９），均携带 ａｓｔＡ基因，其中２５株属于 Ｂ１群，１３株属于 Ａ群；肠道致病性大肠埃希菌
（ＥＰＥＣ）６株（４．６５％，６／１２９），均携带ｅｓｃＶ基因，其中５株属于 Ｂ１群，１株属于 Ｂ２群；产肠毒素大肠埃希菌（ＥＴＥＣ）１
株（０．７８％，１／１２９），携带ｓｔｐ基因，属于Ａ群；肠道出血性大肠埃希菌（ＥＨＥＣ）１株（０．７８％，１／１２９），携带ｓｔｘ２基因，属
于Ｂ１群；ＥＡＥＣ－ＥＰＥＣ检测出１株（０．７８％，１／１２９），毒力基因型为ａｓｔＡ－ｅｓｃＶ，属于Ｂ１群；此次分离到的ＤＥＣ未发现
ＥＩＥＣ和ＤＡＥＣ这２种类型。经检测发现ＤＥＣ的毒力基因主要为ａｓｔＡ基因，以ＥＡＥＣ型为主，在断奶仔猪来源检测出
１株ＥＡＥＣ－ＥＰＥＣ杂交型菌株，并且断奶仔猪中ＤＥＣ分离率最高，应作为防控的重点。
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　　大肠埃希菌是人与动物的肠道共栖菌，不仅包
括共生菌株，还包括可引起人畜疾病的致病性菌

株，具有显著的多功能性，能够在人类和动物中引

起疾病［１］，也被叫做致泻大肠埃希菌 （ｄｉａｒｒｈｅｏｇｅｎｉｃ
Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ，简称ＤＥＣ），ＤＥＣ的致病性是其携带
的毒力因子所致，这些毒力因子可破坏宿主的防御

系统，并在受感染的人和动物中引起腹泻和局部组

织感染，严重时甚至引起新生儿的脑膜炎和败血症

等严重疾病，是临床感染性疾病的重要食源性致病

菌之一［２］，全世界每年因大肠埃希菌病死亡的人数

大约有２００万人。ＤＥＣ根据其携带的毒力基因、引
起感染的部位以及引起疾病的原因，可将ＤＥＣ分为
６类：肠产毒素型大肠埃希菌 （ｅｎｔｅｒｏｔｏｘｉｇｅｎｉｃ
Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ，简称 ＥＴＥＣ）、肠致病型大肠埃希菌
（ｅｎｔｅｒｏｐａｔｈｏｇｅｎｉｃＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ，简称 ＥＰＥＣ）、肠侵
袭型大肠埃希菌（ｅｎｔｅｒｏｉｎｖａｓｉｖｅＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ，简称

ＥＩＥＣ）、肠集聚型大肠埃希菌 （ｅｎｔｅｒｏａｇｇｒｅｇａｔｉｖｅ
Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ，简称 ＥＡＥＣ）、肠出血型大肠埃希菌
（ｅｎｔｅｒｏｈｅｍｏｒｒｈａｇｉｃＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ，简称 ＥＨＥＣ）和
弥 散 黏 附 型 大 肠 埃 希 菌 （ｄｉｆｆｕｓｅｌｙａｄｈｅｒｅｎｔ
Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ，ＤＡＥＣ）［３］。为了解长春某规模化

养猪场中 ＤＥＣ的污染情况，本研究对从猪场分离的
大肠埃希菌进行系统进化分群和毒力基因检测以

及致病型鉴定，并检测了菌株耐药情况，为从猪肉

生产源头对ＤＥＣ污染的防控提供技术依据。

１　材料与方法

１．１　菌株
１２９株大肠埃希菌于２０２０年分离自哺乳仔猪、

妊娠母猪、哺乳母猪和断奶仔猪粪便，其中妊娠母

猪粪便分离获得３６株大肠埃希菌，哺乳母猪分离获
得４２株大肠埃希菌，哺乳仔猪粪便分离获得３０株
大肠埃希菌，断奶仔猪粪便分离获得 ２１株大肠埃
希菌。

１．２　试剂
脑心液体培养基，购自青岛海博生物技术有限

公司；琼脂糖，购自美国 Ｇｅｎｖｉｅｗ公司；ＤＮＡ分子量
标准ＤＬ２０００，购自美国ＴａＫａＲａ公司；细菌鉴定卡、
ＩＤ肉汤、ＡＳＴ肉汤和 ＡＳＴ指示剂，购自美国 ＢＤ公
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司；６种致泄大肠埃希菌（ＤＥＣ）核酸检测试剂盒，购
自北京美正生物科技有限公司；引物均由吉林库美

生物科技公司合成。

１．３　模板的制备
将冻存管中的菌液接种于脑心固体培养基上，

置于３７℃ 恒温培养箱中倒置培养１６ｈ，挑取至少
１０个单菌落，加入１００μＬ无菌去离子水，混匀，采
用煮沸法提取 １２９株待检大肠埃希菌的基因组
ＤＮＡ作为ＰＣＲ扩增模板。
１．４　系统进化分群检测

参考Ｃｌｅｒｍｏｎｔ等建立的方法［４］合成引物，通过

多重ＰＣＲ，检测大肠埃希菌分离株系统进化分群。
根据扩增结果将大肠埃希菌分为Ａ群系（ｃｈｕＡ基因
和ＴｓｐＥ４．Ｃ２基因 ＰＣＲ扩增结果均为阴性）、Ｂ１群
系（ｃｈｕＡ基因ＰＣＲ扩增结果为阴性而 ＴｓｐＥ４．Ｃ２基
因ＰＣＲ扩增结果为阳性）、Ｂ２群系（ｃｈｕＡ基因和
ｙｊａＡ基因ＰＣＲ扩增结果均为阳性）、Ｄ群系（ｃｈｕＡ基
因ＰＣＲ扩增结果为阳性而ｙｊａＡ基因ＰＣＲ扩增结果
为阴性）。

表１　试验所需引物

基因 序列（５′→３′） 片段大小（ｂｐ）

ｃｈｕＡ Ｆ：ＧＡＣＧＡＡＣＣＡＡＣＧＧＴＣＡＧＧＡＴ ２７９

Ｒ：ＴＧＣＣＧＣＣＡＧＴＡＣＣＡＡＡＧＡＣＡ

ｙｊａＡ Ｆ：ＴＧＡＡＧＴＧＴＣＡＧＧＡＧＡＣＧＣＴＧ ２１１

Ｒ：ＡＴＧＧＡＧＡＡＴＧＣＧＴＴＣＣＴＣＡＡＣ

ｔｓｐＥ４．Ｃ２ Ｆ：ＧＡＧＴＡＡＴＧＴＣＧＧＧＧＣＡＴＴＣＡ １５２

Ｒ：ＣＧＣＧＣＣＡＡＣＡＡＡＧＴＡＴＴＡＣＧ

１．５　毒力基因与致病型检测
采用多重荧光实时定量ＰＣＲ技术检测１４种毒

力基因，包括ａｇｇＲ、ｓｔｘ１、ｌｔ、ｉｐａＨ、ｅａｅ、ｂｆｐＢ、ｓｔｐ、ａｆａＤ、

ａｓｔＡ、ｐｉｃ、ｅｓｃＶ、ｓｔｘ２、ｓｔｈ和 ｉｎｖＥ，根据试剂盒说明书，
设定 ＰＣＲ扩增条件，检测毒力基因的携带情况，判
读ＤＥＣ的致病型。
１．６　耐药性检测

将分离的菌株接种于脑心固体培养基上，置于

３７℃恒温培养箱中倒置培养１６ｈ。先将ＩＤ肉汤放
置于ＰｈｏｅｎｉｘＳｐｅｃＴＭ比浊仪内调零，使用无菌棉签
刮取平板划线４区中单菌落于ＩＤ肉汤中，将菌液调
为麦氏比浊度０．５～０．６范围内，将４６μＬＡＳＴ指示
剂垂直滴入 ＡＳＴ肉汤，上下颠倒，缓慢混匀加入调
好麦氏比浊度的ＩＤ肉汤２５μＬ，再次上下缓慢颠倒
混匀，分别将 ＩＤ肉汤和 ＡＳＤ肉汤缓缓倒入鉴定卡
内，把鉴定卡放置于全自动微生物药敏系统内对菌

株进行敏感性检测，根据全自动微生物药敏系统检

测出的结果对菌株的敏感性及是否为产 ＥＳＢＬｓ菌
株进行判断。

２　结果与分析

２．１　大肠埃希菌系统进化分群结果
对１２９株大肠埃希菌分离株系统进化分群分析

结果见表２，Ａ群占 ４３．４１％，Ｂ１群占 ５１．４９％，Ｂ２
群占０．７８％，Ｄ群占３．８６％，Ｂ１群为优势群。妊娠
母猪分离的３６株大肠埃希菌中 Ａ群和 Ｂ１群为优
势群，３株大肠埃希菌为Ｄ群，未检出Ｂ２群；哺乳母
猪分离的４２株大肠埃希菌中 Ａ群和 Ｂ１群为优势
群，１株大肠埃希菌为 Ｂ２群，１株大肠埃希菌为 Ｄ
群；哺乳仔猪分离的３０株大肠埃希菌中 Ａ群和 Ｂ１
群为优势群，１株大肠埃希菌为 Ｂ２群，１株大肠埃
希菌为Ｄ群；断奶仔猪分离的２１株大肠埃希菌中Ａ
群和Ｂ１群为优势群，未检出Ｂ２群和Ｄ群。

表２　系统进化分群结果

群系类型
妊娠母猪 哺乳母猪 哺乳仔猪 断奶仔猪 合计

检出率（％） 检出株数 检出率（％） 检出株数 检出率（％） 检出株数 检出率（％） 检出株数 检出率（％） 检出株数

Ａ ４４．４４ （１６／３６） ４５．２４ （１９／４２） ４６．６７ （１４／３０） ３３．３３ （７／２１） ４３．４１ （５６／１２９）

Ｂ１ ４７．２２ （１７／３６） ５２．３８ （２２／４２） ４６．６７ （１４／３０） ６６．６７ （１４／２１） ５１．９４ （６７／１２９）

Ｂ２ ０．００ （０／３６） ０．００ （０／４２） ３．３３ （１／３０） ０．００ （０／２１） ０．７８ （１／１２９）

Ｄ ８．３３ （３／３６） ２．３８ （１／４２） ３．３３ （１／３０） ０．００ （０／２１） ３．８６ （５／１２９）

２．２　大肠埃希菌 １４种毒力基因携带情况
１４种 毒 力 基 因 中 ａｓｔＡ检 出 率 最 高，为

３０２３％；其次是 ｅｓｃＶ，为 ５．４３％，ｓｔｐ和 ｓｔｘ２均为
０７８％；未检出毒力基因 ｂｆｐＢ、ｅａｅ、ａｇｇＲ、ｓｔｘ１、ｌｔ、
ｉｐａＨ、ａｆａＤ、ｐｉｃ、ｓｔｈ和 ｉｎｖＥ。１２９株大肠埃希菌主要
为５种毒力基因组合形式：ａｓｔＡ（占２９．４６％）、ｅｓｃＶ

（占 ４．６５％）、ｓｔｐ（占 ０．７８％）、ｓｔｘ２（占 ０．７８％）、
ａｓｔＡ－ｅｓｃＶ（占０．７８％）。
２．３　不同种群大肠埃希菌毒力基因的携带情况

不同种群大肠埃希菌所携带的毒力基因存在

差异，结果如表３所示。根据毒力基因携带情况进
行分析，ａｓｔＡ基因在Ａ群、Ｂ１群中检出率最高，ｅｓｃＶ
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基因在Ｂ１、Ｂ２群检出率最高，ｓｔｐ基因在仅 Ａ群中
检出，ｓｔｘ２基因仅在Ｂ１群检出。根据不同群系携带
毒力基因的情况进行分析，Ｂ１群含有检出的３种毒

力基因，Ａ群含有检出的２种毒力基因，Ｂ２群含有
检出的１种毒力基因，Ｄ群未检出任何毒力基因。

表３　不同种群大肠埃希菌毒力基因携带情况

毒力基因

不同种群毒力基因携带菌株

Ａ Ｂ１ Ｂ２ Ｄ

检出率（％） 检出株数 检出率（％） 检出株数 检出率（％） 检出株数 检出率（％） 检出株数

ａｓｔＡ ２３．２１ （１３／５６） ３８．８１ （２６／６７） ０．００ （０／１） ０．００ （０／５）

ｅｓｃＶ ０．００ （０／５６） ８．９６ （６／６７） １００．００ （１／１） ０．００ （０／５）

ｓｔｐ １．７９ （１／５６） ０．００ （０／６７） ０．００ （０／１） ０．００ （０／５）

ｓｔｘ２ ０．００ （０／５６） １．４９ （１／６７） ０．００ （０／１） ０．００ （０／５）

２．４　大肠埃希菌致病型分析
根据毒力基因的检出情况可以将大肠埃希菌

分离株归入不同的致病型，本研究将分离自不同生

长周期的大肠埃希菌致病型分布进行归纳，结果如

表４所示。妊娠母猪分离的 ３６株大肠埃希菌中
ＤＥＣ占２２．２２％，其中ＥＡＥＣ检出７株，占１９．４４％，
毒力基因型均为 ａｓｔＡ；ＥＨＥＣ检出１株，占２．７８％，
毒力基因型为 ｓｔｘ２。哺乳母猪分离的４２株大肠埃
希菌中ＤＥＣ占３８．１０％，均为ＥＡＥＣ，毒力基因型均

为ａｓｔＡ。哺乳仔猪分离的３０株大肠埃希菌中 ＤＥＣ
占３３．３３％，其中ＥＡＥＣ检出７株，占２３．３３％，毒力
基因型均为ａｓｔＡ；ＥＰＥＣ鉴定出３株，占１０．００％，毒
力基因型为ｅｓｃＶ。断奶仔猪分离的２１株大肠埃希
菌中 ＤＥＣ占 ６１．９０％，其中 ＥＡＥＣ检出 ８株，占
３８１０％，毒力基因型均为 ａｓｔＡ；ＥＴＥＣ鉴定出１株，
占４．７６％，毒力基因型为 ｓｔｐ；ＥＰＥＣ鉴定出３株，占
１４．２９％，毒力基因型为ｅｓｃｖ；ＥＡＥＣ－ＥＰＥＣ鉴定出１
株，占４．７６％，毒力基因型为ａｓｔＡ－ｅｓｃＶ。

表４　猪源ＤＥＣ毒力基因检出及致病型分布

致病型 毒力基因

妊娠母猪 哺乳母猪 哺乳仔猪 断奶仔猪 合计

致病型

（％） 检出株数
致病型

（％） 检出株数
致病型

（％） 检出株数
致病型

（％） 检出株数
致病型

（％） 检出株数

ＥＡＥＣ ａｓｔＡ １９．４４ （７／３６） ３８．１０ （１６／４２） ２３．３３ （７／３０） ３８．１０ （８／２１） ２９．４６ （３８／１２９）

ＥＴＥＣ ｓｔｐ ０．００ （０／３６） ０．００ （０／４２） ０．００ （０／３０） ４．７６ （１／２１） ０．７８ （１／１２９）

ＥＨＥＣ ｓｔｘ２ ２．７８ （１／３６） ０．００ （０／４２） ０．００ （０／３０） ０．００ （０／２１） ０．７８ （１／１２９）

ＥＰＥＣ ｅｓｃＶ ０．００ （０／３６） ０．００ （０／４２） １０．００ （３／３０） １４．２９ （３／２１） ４．６５ （６／１２９）

ＥＡＥＣ－ＥＰＥＣ ａｓｔＡ－ｅｓｃＶ ０．００ （０／３６） ０．００ （０／４２） ０．００ （０／３０） ４．７６ （１／２１） ０．７８ （１／１２９）

合计 ２２．２２ （８／３６） ３８．１０ （１６／４２） ３３．３３ （１０／３０） ６１．９０ （１３／２１） ３６．４３ （４７／１２９）

２．５　耐药结果
２．５．１　大肠埃希菌对１７种抗生素耐药表型结果　
１２９株大肠埃希菌中检出产ＥＳＢＬｓ菌株２５株，检出
率为１９．３８％。由表５可知，不同来源的大肠埃希
菌对１６种抗生素耐药表型基本相同，均对氨苄西
林、哌拉西林、氯霉素和四环素耐药率较高，对阿米

卡星和黏菌素耐药率较低，对亚胺培南、美洛培南

和头孢他啶无耐药。耐药性检测的抗生素有六大

类，包括氨基糖苷类、β－内酰胺类、酰胺醇类、氟喹
诺酮类、多黏菌素类和四环素类，根据多重耐药菌

的定义，对３类及３类以上抗生素耐药的细菌为多
重耐药菌，在１２９株大肠埃希菌中检出多重耐药菌
８３株。

２．５．２　ＤＥＣ对１７种抗生素耐药表型结果　分离
自妊娠母猪的 ８株 ＤＥＣ中有 ４株多重耐药菌，占
５０．００％；分离自哺乳母猪的１６株ＤＥＣ中有９株多
重耐药菌，占 ５６．２５％；分离自哺乳仔猪的 １０株
ＤＥＣ中有６株多重耐药菌，占６０．００％；分离自断奶
仔猪的 １３株 ＤＥＣ中有 １１株多重耐药菌，占
８４６２％；４７株 ＤＥＣ菌株中检出产 ＥＳＢＬｓ菌株 ３
株，均为ＥＡＥＣ型。

３　讨论与结论

大肠埃希菌病在养殖业常见且多发，在养猪场

可引起猪肠道相关的传染性疾病，如仔猪黄白痢和

水肿病，具有高发病率和低治愈率的特点，所以死
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表５　不同来源大肠埃希菌对１７种抗菌药物敏感性结果

类型 抗菌药物

妊娠母猪 哺乳母猪 哺乳仔猪 断奶仔猪 合计

敏感性

（％）
检出

株数

敏感性

（％）
检出

株数

敏感性

（％）
检出

株数

敏感性

（％）
检出

株数

敏感性

（％）
检出

株数

氨基糖苷类 阿米卡星 ０．００ （０／３６） ０．００ （０／４２） ０．００ （０／３０） ４．７６ （１／２１） ０．７８ （１／１２９）

庆大霉素 １３．８９ （５／３６） １１．９０ （５／４２） ４０．００ （１２／３０） ３８．１０ （８／２１） ２３．２６ （３０／１２９）

β－内酰胺类 亚胺培南 ０．００ （０／３６） ０．００ （０／４２） ０．００ （０／３０） ０．００ （０／２１） ０．００ （０／１２９）

美洛培南 ０．００ （０／３６） ０．００ （０／４２） ０．００ （０／３０） ０．００ （０／２１） ０．００ （０／１２９）

头孢唑林 ２２．２２ （８／３６） １９．０５ （８／４２） ３６．６７ （１１／３０） １９．０５ （４／２１） ２４．０３ （３１／１２９）

头孢他啶 ０．００ （０／３６） ０．００ （０／４２） ０．００ （０／３０） ０．００ （０／２１） ０．００ （０／１２９）

头孢噻肟 １３．８９ （５／３６） １４．２９ （６／４２） ３６．６７ （１１／３０） ９．５２ （２／２１） １８．６０ （２４／１２９）

头孢吡肟 １３．８９ （５／３６） １４．２９ （６／４２） ３３．３３ （１０／３０） ９．５２ （２／２１） １７．８３ （２３／１２９）

氨曲南 １１．１１ （４／３６） １１．９０ （５／４２） ３０．００ （９／３０） ４．７６ （１／２１） １４．７３ （１９／１２９）

氨苄西林 ６９．４４ （２５／３６） ５４．７６ （２３／４２） ７６．６７ （２３／３０） ７１．４３ （１５／２１） ６６．６７ （８６／１２９）

哌拉西林 ６９．４４ （２５／３６） ５２．３８ （２２／４２） ６３．３３ （１９／３０） ５２．３８ （１１／２１） ５９．６９ （７７／１２９）

酰胺醇类 氯霉素 ５０．００ （１８／３６） ５７．１４ （２４／４２） ７６．６７ （２３／３０） ９５．２４ （２０／２１） ６５．８９ （８５／１２９）

氟喹诺酮类 环丙沙星 ２７．７８ （１０／３６） ３３．３３ （１４／４２） ５３．３３ （１６／３０） ２３．８１ （５／２１） ３４．８８ （４５／１２９）

左氧氟沙星 ２７．７８ （１０／３６） ３３．３３ （１４／４２） ４０．００ （１２／３０） ９．５２ （２／２１） ２９．４６ （３８／１２９）

莫西沙星 ２７．７８ （１０／３６） ３３．３３ （１４／４２） ４０．００ （１２／３０） ９．５２ （２／２１） ２９．４６ （３８／１２９）

多黏菌素类 黏菌素 ０．００ （０／３６） ０．００ （０／４２） １０．００ （３／３０） １９．０５ （４／２１） ５．４３ （７／１２９）

四环素类 四环素 ８０．５６ （２９／３６） ８５．７１ （３６／４２） ９３．３３ （２８／３０） ９５．２４ （２０／２１） ８７．６０ （１１３／１２９）

亡率较高，大肠埃希菌病是导致养猪场遭受巨大经

济损失的重要原因之一［５］。猪肉在我国居民饮食

结构中一直占据主要地位，在肉类产品消费中的比

重高达６０％以上，也是 ＤＥＣ污染的高危肉产品，对
ＤＥＣ进行合理的监控，能减少ＤＥＣ通过食物链传播
给人类，也对保障食品卫生安全有重大意义［６］。

本试验对１２９株猪源大肠埃希菌进行系统进化
分群研究，结果显示 １２９株菌株分别属于 Ａ群
（４３４１％，５６／１２９），Ｂ１群（５１．９４％，６７／１２９），Ｂ２群
（０７８％，１／１２９），Ｄ群（３．８６％，５／１２９），其中优势
群为Ｂ１群。有研究表明，大肠埃希菌的致病力与
系统进化分群相关［７］，群Ａ和Ｂ１为条件致病群，因
毒力较弱直接引起宿主患病的概率较低，但在宿主

免疫力降低时则会发挥致病性，群 Ｂ２和 Ｄ为可携
带较多毒力因子且与致病性紧密相关的致病群［８］，

引起肠道感染的大都为 Ａ、Ｂ１和 Ｄ群，引起肠外感
染的分布于Ｂ２和 Ｄ群，本试验分离的大肠埃希菌
条件致病群所占比例最大（９５．３５％，１２３／１２９），这
与韩一啸等报道的吉林省长春市猪源大肠埃希氏

菌系统进化分群检测结果［９］一致，本试验中，检测

出的大部分毒力基因均在Ａ和Ｂ１群，有研究表明，
虽然大多数共生大肠埃希菌来自 Ａ和 Ｂ１群，但致
泻性大肠埃希菌变异主要发生在 Ａ、Ｂ１和 Ｄ群中，

相关的毒力因子可以通过水平转移进入其他谱系，

从而将受体菌株转化为潜在病原体［７］，试验结果表

明，分离自哺乳仔猪的大肠埃希菌，系统进化分群

更为复杂，应引起注意。

致泻大肠埃希菌的致病性是由它所携带的毒

力因子所导致的，本试验纳入的分离菌株共检测到

４种致病力相关的毒力基因，其中编码集聚热稳定
性毒素Ａ的基因 ａｓｔＡ与多次食源性 ＥＡＥＣ暴发相
关，在此次检测中分离率最高［１０］；编码猪源热稳定

性肠毒素基因ｓｔｐ介导大肠埃希菌小肠定植及黏膜
黏附过程，导致肠细胞电解质和水转运严重功能障

碍，与ＥＴＥＣ的典型感染症状有关，仅断奶仔猪源中
的１株大肠埃希菌检测到 ｓｔｐ基因［１１］；表达志贺毒

素基因Ⅱ（ｓｔｘ２ｅ）的 Ｅ．ｃｏｌｉ被称为 ＥＨＥＣ，是导致仔
猪水肿病的病原菌，也是重要的食源性人畜共患病

病原，可通过污染饮食引发大规模食源性食物中

毒，本研究妊娠母猪源分离菌有携带 ｓｔｘ２的菌株检
出［１２－１３］；ＥＰＥＣ为携带有蛋白分泌物调节基因 ｅｓｃＶ
的大肠埃希菌，可附着于肠绒毛顶端上皮细胞，并

引起病变，缺乏ｓｔｘ和ｅａｅ基因的ｅｓｃＶ阳性菌株被归
类为非典型ＥＰＥＣ，常经由生猪等动物制品传播，导
致人类感染［１，１４－１６］，本研究在仔猪来源的菌株中检

测到ｅｓｃＶ，并且在断奶仔猪来源的菌株中检测到１
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株同时携带ａｓｔＡ－ｅｓｃＶ基因，为 ＥＡＥＣ－ＥＰＥＣ杂交
型菌株。对毒力因子的检测结果提示肉类来源致

病菌造成人类感染的潜在风险，应加以重视。

本试验中养猪场 ＤＥＣ的阳性检出率为
３６４３％，略高于上海市和海南省规模化养猪场
ＤＥＣ阳性检出率（２４．２％和２１．２８％）［１７－１８］，表明该
养猪场应重视养殖场内环境卫生，即时合理地处理

排泄物，同时强化猪场消毒的频次和方法，切断

ＤＥＣ的传播途径，降低 ＤＥＣ的检出率。本试验发
现，断奶仔猪时期 ＤＥＣ污染率高于哺乳仔猪时期，
与Ｗｕ等研究报道的断奶仔猪的粪便中大肠菌群紊
乱可能反映了对各种肠道疾病敏感性增加的结

论［１９］相一致，由于断奶仔猪的肠壁结构不健全，生

理功能也不完全，而断奶后母源抗体被切断，同时

仔猪无法适应饮食结构的改变，导致免疫力降低，

更易感染致病菌，提示应更加关注断奶仔猪养殖过

程中ＤＥＣ的感染。另外从仔猪和母猪来源分离出
的ＤＥＣ存在差异，仔猪中 ＤＥＣ阳性菌株的比例略
高于母猪，而且仔猪中出现的毒力基因的多样性也

高于母猪中检测到的毒力基因，与 Ｂｏｋ等研究报道
的结果［２０］一致，研究结果表明，来自仔猪的菌株，构

成了一个相当大的毒力基因库，可能增加肠外感染

的潜在风险，并随着宿主生物的进化，共生大肠杆

菌的遗传结构发生了一些变化［２１］。

ＤＥＣ可引起猪肠道传染性疾病，严重时可导致
死亡，因此了解养殖场分离的大肠埃希菌的耐药情

况尤为重要。本试验中分离自断奶仔猪的 １３株
ＤＥＣ中有１１株多重耐药菌，占８４．６２％，其他３种
来源的 ＤＥＣ中多重耐药菌也超过５０％，ＤＥＣ多重
耐药情况严重，不同来源大肠埃希菌对１７种抗生素
耐药表型情况基本相同，提示一些固有型耐药抗生

素不建议作为治疗药物，本结果中亚胺培南和美罗

培南耐药率较低，与朱德永等的报道［２２］一致，碳青

霉烯类、酶抑制剂复合抗菌药物是治疗大肠埃希菌

病最有效的抗生素。本结果还显示黏菌素耐药性

较低，但因２０１７年黏菌素禁用政策的发布和其药物
毒性较大，并不是作为治疗药物的最佳选择。根据

药敏结果提示在治疗 ＤＥＣ时抗菌药物的选择应以
药敏试验为科学依据，不应盲目用药，采取合理的

针对性治疗药物，防止超级耐药菌出现。

养猪场环境是人畜共患病原菌的生存与繁殖

的天然储存库，ＤＥＣ可能通过粪便排出，造成环境、
水和食物的污染来进行传播，另外可能在屠宰过程

中错误的运输方式和不当的储存条件也会增加

ＤＥＣ污染的风险。在猪肉生产中，尤其是在养殖阶
段，仔猪特别是断奶仔猪是猪场 ＤＥＣ防控的关键
点，分阶段管理、提高饲养水平、及时并合理处理粪

便从源头切断传播途径，对于保障居民食品卫生安

全和防控食源性疾病流行有重大意义。
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基于 ＴＳＤＰＳＯ－ＳＶＭ的水稻稻瘟病图像识别
路　阳１，杨化龙１，４，陈　宇３，杜娇娇１，管　闯２
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　　摘要：针对水稻稻瘟病诊断中存在的工作量大、效率较低且主观性强的问题，基于改进的粒子群优化支持向量机
模型提出水稻稻瘟病的图像快速识别新方法。首先，采用基于超绿特征的最大类间方差法分割病害图像病斑，利用主

成分分析快速得到病斑颜色和形状特征的主分量，构建水稻病害图像特征数据库。其次，提出牵引切换延迟粒子群优

化算法优化支持向量机模型的识别方法。通过延迟信息的选择策略和牵引操作，使粒子跳出局部最优，更快收敛到全

局最优。选取最优化算法性能测试函数Ａｃｋｌｅｙ函数、Ｒｏｓｅｎｂｒｏｃｋ函数和 Ｓｐｈｅｒｅ函数评估算法性能。仿真结果表明牵
引切换延迟粒子群优化算法的寻优能力优于传统的粒子群优化算法且收敛速度最快。最后，分别利用牵引切换延迟

粒子群，切换延迟粒子群，传统的粒子群优化支持向量机模型进行水稻稻瘟病图像识别。通过十重交叉验证，牵引切

换延迟粒子群优化的支持向量机平均识别率达到９６．０％，比其他３种传统优化算法提高１０％以上，且召回率指标达
到９７．５％，训练时间仅为７３．６ｓ。结果表明，该方法有利于提升水稻稻瘟病的识别准确率。
　　关键词：稻瘟病；图像识别；牵引交换延迟粒子群优化算法；支持向量机；最大类间方差法
　　中图分类号：ＴＰ３９１．４１　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０２２）２３－０１６４－０７

收稿日期：２０２２－０１－０５
基金项目：国家自然科学基金（编号：６１８７３０５８、Ｕ２１Ａ２０１９）；黑龙江
省自然科学基金联合引导项目（编号：ＬＨ２０２０Ｆ０４２）；黑龙江省博
士后科研启动金（编号：ＬＢＨ－Ｑ１７１３４）。

作者简介：路　阳（１９７６—），男，黑龙江双城人，博士，教授，硕士生导
师，主要从事复杂系统智能故障诊断及模式识别技术研究。

Ｅ－ｍａｉｌ：ｌｕｙａｎｇａ＠ｓｉｎａ．ｃｏｍ。
通信作者：陈　宇，硕士，主要从事机器学习与图像处理研究。
Ｅ－ｍａｉｌ：８５４７４４８１７＠ｑｑ．ｃｏｍ。

　　稻瘟病是一种主要危害叶片、茎秆、穗部的水 稻全球性重要疾病［１］。稻瘟病会在水稻整个生育

周期内造成极大的危害，与纹枯病、白叶枯病并列

为世界水稻三大病害［２］。由于近几年持续性的高

温、强降雨导致水稻产区暴发局部大面积的稻瘟病

时常出现［３］。目前稻瘟病检测的方法相对落后，主

要通过植保专家根据当地预报及时到田间检查症

状［４－５］。然而我国水稻种植面积大，采用传统的检

测方法不仅工作量十分巨大，且需要投入大量的人

力物力，费时费力［６－７］。在这种情况下，研发一种高
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