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肉制品中致泻大肠埃希菌的分子特征分析

姬庆龙，赵贵明，杨海荣，王娉，赵勇胜，赵晓美，陈颖

（中国检验检疫科学研究院，北京  100176）

摘 要：目的　了解国内肉制品中致泻大肠埃希菌（DEC）的流行特征。方法　运用全基因组测序技术对 86 株

DEC 进行分子特征分析，明确优势病理类型、序列型和血清型。通过全基因组单核苷酸多态性分析，确定我国肉制

品来源 DEC 菌株之间的系统发育关系。结果　肉制品中致泻大肠埃希菌的病理类型以 EAEC 为主，86 株 DEC 可

分为 8 种毒力基因型，包括 48 个 ST 型（包括 6 个新 ST 型）和 55 个 O：H 血清型；ST11 和 CC10 为优势序列型和克

隆复合体，O157、O15 和 O6 为优势血清群。DEC 菌株间表现为高度的遗传异质性，相同病理类型的同源性较低，

处在不同的进化分支上。结论　DEC 的病理类型与 ST 型及血清型间未见对应关系，通过对 ST 型及血清型的监测

不能直接对病理类型进行判断，但数量最多的 ST 型及血清型揭示了 DEC 的主要危害特征与防控点。可根据全基

因组测序结果补充和优化 DEC 的判定方法，为今后 DEC 的溯源及流行病学调查提供数据支撑。
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Abstract： Objective　 This study aimed to understand the epidemic characteristics of Diarrheagenic Escherichia coli 
（DEC） in domestic meat products. Methods　The molecular characteristics of 86 strains of DEC were analyzed by whole 
genome sequencing technology， and the dominant pathological types， STs， and serotypes were identified.  The 
phylogenetic relationship between DEC strains derived from meat products in China was determined through whole genome 
single nucleotide polymorphism. Results　 The results showed that the pathological types of DEC in meat products were 
mainly EAEC.  Eighty-six DEC strains were divided into eight virulence genotypes， including 48 ST types （including six 
new ST types）， and 55 O：H serotypes.  ST11 and CC10 were the predominant ST and clonal complex， respectively.  
O157， O15， and O6 were the predominant serogroups.  DEC strains exhibited high genetic heterogeneity， the same 
pathological type had low homology， and they were in different evolutionary branches. Conclusion　 There is no 
correspondence between DEC pathological types and ST types and serotypes.  The pathological types cannot be directly 
judged by monitoring ST types and serotypes， but the most numerous ST types and serotypes reveal the main hazard 
characteristics and prevention of DEC.  The determination method of DEC can be supplemented and optimized according to 
the results of whole genome sequencing， which can provide data support for the traceability and epidemiological 
investigation of DEC in the future.
Key words： Diarrheagenic Escherichia coli； virulence gene； MLST； serotypes

大肠埃希菌是食品、水源和环境中常见的兼性 厌氧细菌，通常对宿主无害，但携带志贺毒素、肠毒

素等特殊毒力因子的大肠埃希菌可引起食物中毒，

临床表现为出血性腹泻或结肠炎。导致患者腹泻

的 这 类 菌 株 称 为 致 泻 大 肠 埃 希 菌（Diarrheagenic 

Escherichia coli， DEC），根据其致病作用分为肠致病

性大肠埃希菌（Enteropathogenic E.  coli， EPEC）、肠

侵袭性大肠埃希菌（Enteroinvasive E.  coli， EIEC）、

产 肠 毒 素 大 肠 埃 希 菌（Enterotoxigenic E.  coli， 
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ETEC）、肠出血性大肠埃希菌（Enterohemorrhagic E.  

coli， EHEC）又 称 产 志 贺 毒 素 大 肠 埃 希 菌（Shiga 
toxin-producing E.  coli， STEC）、肠集聚性大肠埃希

菌（Enteroaggregative E. coli， EAEC）和弥散黏附性

大肠埃希菌（Diffusely adherent E.  coli， DAEC）［1］。

食用了被 DEC 污染的食物可导致食源性疾病的发

生，中国卫生健康统计年鉴中显示，2020 年由 DEC
引起的食物中毒事件和人数占全国食物中毒总数

的 0. 8%（58/7 066）和 4. 1%（1 520/37 427），也是近

年主要的致病因素之一［2］。2021 年颁布和实施的

《食品安全国家标准  预包装食品中致病菌限量》GB 
29921—2021 中对 DEC 提出了限量要求，但目前标

准中只规定了食品中 EPEC、EIEC、ETEC、EHEC 和

EAEC 的检测方法和评判原则，缺乏 DAEC 的检测

方法［3-4］。

国际上通过聚合酶链式反应（Polymerase chain 
reaction， PCR）的检测方法，根据是否携带特征毒力

基因，将 DEC 分成不同的病理类型。DEC 的致病

能力存在显著差异，通常 EHEC 对人的致病能力最

强，EPEC、EIEC 和 ETEC 次之，EAEC 和 DAEC 相

对较弱［5］。相同病理类型菌株又因为携带毒力基因

的种类、数量及亚型不同导致对宿主受体的黏附

力、细胞毒性、致病性等存在很大差异［6-8］，因此 DEC
在检测分离后通常还需进一步的分型确认。EHEC
可产生两种志贺毒素 Stx1 和 Stx2，研究表明只产生

Stx2 的 EHEC 菌株比只产生 Stx1 或同时产生 Stx1
和 Stx2 两种毒素的菌株毒力更强；而 stx1 和 stx2 基

因又可以分为多个亚型，其中 stx2a、stx2c 和 stx2d

亚 型 引 起 溶 血 性 尿 毒 综 合 征（Haemolytic uremic 
syndrome，HUS）等严重疾病的概率比其他志贺毒素

亚型的要高［9-10］。目前对 DEC 的不同病理类型的分

子特征相关信息缺乏系统性研究，有必要综合分析

归纳 DEC 病理类型、ST 型、血清型之间的关联性。

本研究运用全基因组测序技术对 86 株分离于

肉制品的 DEC 进行分子特征分析，通过毒力基因注

释，判定其序列亚型和菌株的病理类型，并进行多

位点序列分型（Multi-locus sequence typing， MLST）
和血清型分析，明确优势病理类型、ST 型和血清型。

通过全基因组单核苷酸多态性分析（Whole genome 
single nucleotide polymorphism， wgSNP），揭示我国

食源性 DEC 的遗传多样性及进化关系，为食源性疾

病的防控与突发事件溯源提供参考依据。

1　材料与方法

1. 1　菌株及来源

2004 年以来，从北京、天津、河北、吉林、辽宁等

地肉制品中分离致泻大肠埃希菌 86 株，以北京分

离株（48. 84%，42/86）为主，其次为吉林（19. 77%，

17/86）和辽宁（11. 63%，10/86）分离株，其他省份分

离株均在 6 株以下。菌株以冻干粉菌种管的形式

保存于中国检验检疫科学研究院微生物菌种保藏

管理中心（Inspection Quarantine Culture Collection， 
IQCC）。

1. 2　主要仪器与试剂

NanoDrop ONE 微量分光光度计、台式离心机购

自美国 Thermo Fisher Scientific 公司；电泳仪购自北

京六一仪器厂；Versa Doc 凝胶成像系统购自美国

BIO-RAD 公 司 ；微 量 移 液 枪 购 自 德 国 Eppendorf
公司。

胰酪胨大豆肉汤（Trypticase soy broth， TSB）培

养基、胰酪胨大豆琼脂（Trypticase soy agar， TSA）培

养基购自英国 OXOID 公司；DNA 提取试剂盒购自

天根生化科技（北京）有限公司；琼脂糖购自北京擎

科 新 业 生 物 技 术 有 限 公 司 ；Gel-red 购 自 美 国

Biotium 公司。所有耗材试剂均在有效期内使用。

1. 3　全基因组测序及注释

全基因组测序由武汉华大基因技术服务有限

公司高通量实验室完成，采用 BGISeq500 平台进行

细菌基因组 de novo 测序。先将样本 DNA 随机打

断，构建 350 bp 小片段文库，分别进行平行测序。

测 序 获 得 原 始 数 据 ，进 行 质 控 ，利 用 Spades
（v3. 13. 0）软件对质控后的 Clean data 进行拼接与

组 装 。 参 考 病 原 菌 毒 力 因 子 数 据 库（Virulence 
Factors Database， VFDB，http：//www. mgc. ac. cn/
VFs/）使用 BioNumerics 7. 0 软件对序列进行注释

（E-Value：1e-10，identity>80%）。从 GenBank 中下

载 志 贺 毒 素 基 因 各 亚 型 序 列（stx1a、stx1c、stx1d、

stx2a~stx2k）作为参考进行志贺毒素亚型判定［11-13］。

1. 4　DEC 病理类型的判定

参照 GB 4789. 6—2016《食品安全国家标准  食
品 微 生 物 学 检 验  致 泻 大 肠 埃 希 氏 菌 检 验》［3］和

BARLETTA 等［14］研究中 DEC 病理类型判定的 15 种

毒力基因 escV、eae、bfpB、stx1、stx2、lt、stp、sth、invE、

ipaH、aggR、pic、astA、afaC、afaD，使用 Python 从拼接

好的序列中提取相应毒力基因，根据毒力基因的组

合方式最终判定 DEC 的病理类型。其中含有 bfpB

基因的被称作典型 EPEC（typical EPEC，tEPEC），含

有 aggR 基因的称为典型 EAEC（tEAEC），其余则为

非 典 型 EPEC（atypical EPEC，aEPEC）和 非 典 型

EAEC（aEAEC）。

1. 5　MLST 分析

参照 PubMLST 下载的大肠埃希菌分型的管家
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基 因 adk、fumC、gyrB、icd、mdh、purA、recA，使 用

BioNumerics 7. 0 软件从拼接好的 DEC 序列中提取

相应的管家基因，对每个基因进行分型，并给出每

个基因组的 ST 型。无法获得 ST 分型的菌株，将

reads 上 传 至 Enterobase 网 站（https：//enterobase.
warwick. ac. uk/species/ecoli/），获得新的等位基因

号和 ST 型别。

1. 6　血清型分析

利用 SerotypeFinder 2. 0 软件［15］，从 DEC 序列

中提取 O 抗原基因（wzx、wzy、wzm 和 wzt）和用于 H
抗原分型的鞭毛蛋白基因（fliC、flkA、fllA、flmA 和

flnA），通过计算给出每个基因组的血清型。

1. 7　全基因组单核苷酸多态性分析

利用 kSNP3 软件对 DEC 的全基因组序列进行

wgSNP 分析，建立进化树，同时利用在线网站 iTOL
（http：//itol. embl. de/）修饰进化树。

2　结果

2. 1　病理类型及毒力基因检测

参照 DEC 检验标准 GB 4789. 6—2016 和全基

因组测序结果，86 株 DEC 中，ipaH 基因阳性 41 株，

包括 3 种亚型，与标准序列一致的 ipaH 基因阳性 2
株；astA 基因阳性 37 株；escV/eae 基因阳性 21 株，其

中 eae 基因有 3 种亚型，与标准序列一致的 eae 基

因阳性 11 株；stx1 基因阳性 15 株，全部为 stx1a 亚

型；stx2 基因阳性 12 株，包括 stx2a 和 stx2c 两种亚

型；pic、afaC 基因阳性菌株各 5 株；bfpB、sth 基因阳

性菌株各 2 株；lt、stp、aggR 基因阳性菌株各 1 株；

未 检 出 invE 和 afaD 基 因 。 病 理 类 型 以 EAEC
（48. 84%，42/86）为主，其次为 EHEC（20. 93%，18/
86）、EPEC（16. 28%，14/86）、DAEC（5. 81%，5/86），

ETEC 和标准 EIEC 最少（各占 2. 33%，2/86）。

毒力基因检测结果显示，部分 DEC 菌株含有多

种病理类型的特征毒力基因，根据毒力基因的组合

方式最终判定，86 株 DEC 可分为 EAEC、EHEC、

EHEC-EAEC、EPEC、EPEC-EAEC、ETEC-EAEC、

EIEC 和 DAEC 共 8 种毒力基因型，不同类型致泻

大肠埃希菌根据其携带的毒力基因可分为 16 个亚

型，毒力基因分布情况见表 1。
2. 2　MLST 分型结果

86 株 DEC 分离株可分为 48 个 ST 型和 19 个

克隆复合体（Clone complexs，CC），ST13183~ST13187
和 ST13189 为本研究发现的 6 种新 ST 型。其中

ST11 和 CC10 （各占 11. 63%，10/86）为优势序列型

和 克 隆 复 合 体 ，其 次 为 ST13187（6. 98%，6/86），

ST641（CC86）和 ST13185（CC446）（各 占 5. 81%，

表 1　不同类型致泻大肠埃希菌的毒力基因分布

Table 1　The distribution of virulence genes in different diarrheogenic Escherichia coli

菌株类型

aEAEC

aEAEC-EIEC*

tEAEC-EIEC*
EHEC

EHEC-aEAEC

EHEC-aEAEC-EIEC*
aEPEC
tEPEC
aEPEC-aEAEC
aEPEC-EIEC*
tEPEC-aEAEC-EIEC*
aEPEC-aEAEC-EIEC*
ETEC-aEAEC

EIEC
DAEC-EIEC*
EIEC*
总数

占比/%

数量

12
3
7
2
1
6
5
3
2
1
1
4
1
6
1
1
1
1
1
2
5

20
86

毒力基因检测 a

escV/eae

+
+
+
+
+
+
+
+
+
+

21
24.42

bfpB

+

+

2
2.33

stx1

+
+
+

+

15
17.44

stx2

+

+
+

+

12
13.95

lt

+

1
1.16

stp

+

1
1.16

sth

+
+

2
2.33

astA
+

+

+

+
+
+
+

+

+
+
+
+

37
43.02

aggR

+

1
1.16

pic

+

+

5
5.81

ipaHb

+
+
+

+

+
+
+

+
+
+

41
47.67

afaC

+

5
5.81

注：a “+”表示相应的基因检测结果为阳性；b “ipaH”为质粒侵袭抗原基因，是一类家族基因包含多种亚型，标准型标记为 EIEC，其余亚型标记

为 EIEC*
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5/86），ST73（4. 65%，4/86），ST793（CC206）和

ST1434（各占 3. 49%，3/86），其余型别菌株数均小

于 3 株，详情见图 1。ST11、CC10、ST641（CC86）和

ST73 等优势序列型在不同省份中均有发现，呈散

发分布。其中 EIEC*、EAEC 和 EPEC 的多样性最

高，分别有 30、24 和 9 个 ST 型，每个 ST 型分别包

含 1~5 个菌株；EHEC 包含 3 个 ST 型，其中 ST11
（38. 89%，7/18）为主要序列型。而 ETEC、EIEC 和

DAEC 分布较少，只包含 1~2 个 ST 型。ST 型与病

理类型间未见明显对应关系，如 ST11 可对应 EHEC
和 EPEC 两种病理类型。

2. 3　血清型分析结果

86 株 DEC 分离株中，有 4 株无 O 抗原基因，其

余 82 株 DEC 可分为 39 个 O 血清群，共计 55 种

O：H 血清型。发现 4 种国际上重点关注的血清型，

包括 10 株 O157：H7 血清型和 3 株“top six”血清群

（O26、O111 和 O121）。其中 O157（13. 95%，12/86）
为优势血清群，其次为 O15（11. 63%，10/86）、O6
（8. 14%，7/86）、O130（6. 98%，6/86）、O91（5. 81%，

5/86）、O8 和 O115（各占 3. 49%，3/86），其余 O 血

清群菌株数均小于 3 株，详情见图 1。O157、O15、
O6 和 O8 等优势血清群分布在我国多个省份，表明

我国地域间 DEC 血清型种类无明显差异。其中

EIEC*、EAEC 和 EPEC 的多样性最高，分别有 35、
28 和 9 种血清型，每个血清型分别包含 1~4 个菌

株 ；EHEC 包含 3 种血清型，O157：H7 占比最高

（38. 89%，7/18）；ETEC、EIEC 和 DAEC 分别包含

2 种血清型。血清型与病理类型间也无明显对应关

系，相同血清型的 DEC 可分成不同的病理类型。

2. 4　wgSNP 分析结果

如图 1 所示，86 株 DEC 菌株间表现为较高度

的遗传异质性，相同病理类型的序列同源性较低，

处在不同的进化分支上。致病力相对最强的 EHEC
处 于 3 支 不 同 的 进 化 分 支 上 ：其 中 O91：H49
（ST13185）菌株间同源性最高，可能来源于同一批污

染物；O130：H11（ST13187）可分为两个聚簇群，该型

别可能在当地已发生传播，菌株序列已出现变异；

O157：H7（ST11）分布于我国多个省份，携带多种病

理类型的特征毒力基因，有较高的遗传多样性。优

势型 CC10（ST10、ST43、ST48、ST2207 和 ST13186）
是进化速度最快的克隆复合体，同型别之间遗传差

异较大，预示 CC10 对环境的适应能力最强。

3　讨论

为了解国内肉制品中 DEC 的流行特征，研究病

理类型与 ST 型和血清型的对应关系，分析其潜在

的食品安全问题，本研究对从肉制品中分离的 86
株 DEC 进行全基因组测序并进行分析。研究结果

表明，wgSNP 对 DEC 的分型能力最强，血清型方法

次之，MLST 分型方法相对较弱。肉制品中的 DEC
呈高度多态性，86 株 DEC 可分为 8 种毒力基因型，

48 个 ST 型（包括 6 个新 ST 型）和 55 个 O：H 血清

型。病理类型以 EAEC 为主，与张巍巍等［16］、付宇

等［17］报道的情况吻合。ST11 和 CC10 占比最高，优

势 O 血清群是 O157、O15 和 O6，不同地域间的优势

DEC 型别无显著差异，与王燕等［18］、余晓丰等［19］报

道基本一致。EAEC 和 EIEC*的菌株数量虽多，但

遗传多样性相对丰富，分布在多种 ST 型和血清型

中；而 EHEC 是致病能力最强的病理类型，其中

O157：H7 是国际上最早发现的 DEC 菌株，常有针

对性的分离识别与重点监测，导致 O157：H7（ST11）
在单个型别数量占优。本研究中 O157：H7（ST11）
包 括 stx1a（5. 56%，1/18）、stx1a-stx2a（16. 67%，

3/18）、stx2a（5. 56%，1/18）和 stx2c（11. 11%，2/18） 
4 种 亚 型 ，O91：H49（ST13185）全 部 为 stx1a 亚 型

（27. 78%，5/18）；O130：H11（ST13187）全 部 为

stx1a-stx2a 亚型（33. 33%，6/18）；根据携带的毒力

基因和志贺毒素亚型种类，O157：H7（ST11）的致病

力 最 强 ，O130：H11（ST13187）次 之 ，O91：H49
（ST13185）相对较弱，与文献报道的临床结果一

致［20-25］。本研究中收集的 DEC 表现为较高度的遗

传异质性，相同病理类型的序列同源性较低，处在

不同的进化分支上。病理类型与 ST 型及血清型间

未见明显对应关系，对 ST 型及血清型的监测不能

直接对病理类型进行判断，但数量最多的 ST 型及

血清型揭示了 DEC 的主要危害特征与防控点。定

期对优势型别进行跟踪研究，不仅可以对其流行状

况进行评估，也可结合临床数据阐释 DEC 的致病

机制。

传统 PCR 检测方法根据目的基因设计特异性

引物，检测范围无法覆盖新亚型。而全基因组测序

技术可对全部序列进行注释，可针对新亚型的序列

对原有方法进行补充和优化。依据 DEC 检验标准

GB 4789. 6—2016，在判定 EPEC 或 EHEC 时，蛋白

分泌物调节基因 escV 与紧密素基因 eae 等效。本研

究发现，22 株 escV 基因阳性菌株中检测出 3 种 eae

基因（VF_id： VFG000803、VFG033065、VFG033057），

其中 VFG000803 为标准中的 eae 基因序列，其余亚

型的基因同源性在 78. 6%~82. 9% 之间。表明 escV

基因与 eae 基因虽然等效，但 escV 基因序列更保守，

更适合当作检测 EPEC 或 EHEC 的靶基因；而 eae

基因含有多种亚型，更适合用于分型溯源研究［26-27］。
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本研究的 41 株 ipaH 基因可注释分成 3 种亚型

（VF_id： VFG020147、VFG012870、VFG012837），其

中 VFG020147 为标准中的 ipaH 基因序列，其余亚

型基因同源性仅在 30% 左右。 ipaH 家族是Ⅲ型分

泌系统（T3SS）分泌的效应蛋白，家族成员在蛋白结

构和功能上高度相似且与致病性密切相关［28-31］。因

此将与标准 ipaH 基因同源性不高的其他亚型标记

为 EIEC*。根据标准判定 EIEC 时，质粒侵袭调节

基因 invE 应该与质粒侵袭抗原基因 ipaH 等效，但

本研究收集的 ipaH 基因阳性菌株中均无 invE 基

因。赵琳娜等［32］在研制 EIEC 标准物质时也未检测

到标准中的 invE 基因序列，但通过 invE 上下游引

图 1　86 株致泻大肠埃希菌的全基因组单核苷酸多态性分析图

Figure 1　The phylogenetic tree of 86 DEC strains basede on wgSNP
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物 PCR 扩增测序，发现病毒因子转录激活因子基因

virB 与 invE 基因序列是同族基因的不同亚型。本

研究中标注为 EIEC*的菌株均可检出 virB 基因（序

列同源性 40. 4%~63. 5%），且主要血清群为 DEC 中

常见的 O6、O8 和 O15 血清群等，因此将 EIEC 全部

归类至 DEC，但是否可直接等同于 EIEC，还需要进

一步的研究与临床数据支撑。在判定 DAEC 时，非

菌毛黏附素亚单位 D 基因 afaD 和锚定蛋白基因

afaC 序列相对保守，常单独作为检测 DAEC 的靶基

因［33-36］。阳波等［37］研究发现，我国腹泻标本中 afaC

与 afaD 基因在 DAEC 菌株中的携带情况完全一

致，但本研究发现的 5 株从肉制品中分离的 DAEC
皆为 afaC 基因单独阳性。这可能是国内首次在肉

制品中分离出 DAEC，鉴于目前检测的标本数量有

限，不能排除存在 afaD 基因单独阳性株的情况。

综上所述，本研究通过全基因组测序技术，对

肉制品中分离的 DEC 进行毒力基因检测和分子特

征分析，不仅可掌握肉制品中 DEC 的分布情况，明

确优势型别，还根据全基因组测序结果对 DEC 的判

定方法进行补充和优化，为今后开展 DEC 分子流行

病学监测和食源性疾病的防控提供数据基础。
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常凤启（河北省疾病预防控制中心）

崔生辉（中国食品药品检定研究院）

章 宇（浙江大学生物工程与食品学院）

章荣华（浙江省疾病预防控制中心）

梁进军（湖南省疾病预防控制中心）

程树军（广州海关技术中心）

傅武胜（福建省疾病预防控制中心）

谢剑炜（军事科学院军事医学研究院）

赖卫华（南昌大学食品学院）

裴晓方（四川大学华西公共卫生学院）

廖兴广（河南省疾病预防控制中心）

熊丽蓓（上海市疾病预防控制中心）

樊永祥（国家食品安全风险评估中心）
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