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摘 要：目的　通过连续 3 年监测成都周边某奶牛养殖场犊牛和成年牛粪便、饲养环境及菜市场和超市生鲜牛肉

中的产志贺毒素大肠埃希菌（STEC），了解本地区牛及牛肉中 STEC 菌株的携带及菌株特征情况，为评估该地区

STEC 污染状况、感染风险及防控策略提供科学依据。方法　采用荧光定量 PCR 法分离鉴定 STEC，采用微量肉汤

稀释法进行药敏试验。分离株全基因组测序后在 EnteroBase 数据库上获得 MLST 型别、菌株类型、血清型、毒力基

因信息，使用 Abricate 软件比对得到 stx 亚型信息。用 BioNumerics 7. 6 软件进行 cgMLST 聚类分析。结果　2019—

2021 年共采集奶牛养殖场牛粪和环境样品 247 份，25 份检出 STEC，检出率 10. 12%；采集生鲜牛肉 294 份，32 份检

出 STEC，检出率 10. 88%；共分离到 57 株 STEC。检出 STEC 菌株对氨苄西林耐药率最高，达 42. 11%（24/57），其次

为头孢噻肟和头孢唑啉（均占比 38. 60%，22/57）。多重耐药株占 35. 09%（20/57）。57 株 STEC 共分离出 30 种血清

型，其中可引起暴发的血清型有：O26：H11、O103：H25、O145：H12。通过毒力基因分析发现具有致病风险的亚型

有 ：stx2a、stx2c、stx2d、stx2e、stx2g 以 及 stx2k；及 与 疾 病 的 严 重 程 度 密 切 相 关 eae-STEC 及 STEC/ETEC 杂 合 株 。

结论　2019—2021 年奶牛养殖场牛粪便和菜市场生鲜牛肉中 STEC 的污染持续存在。犊牛粪便检出率（21. 43%）

高于成年牛粪便检出率（0. 91%）。菜市场生鲜牛肉 STEC 检出率高于超市。牛粪便中分离菌株比牛肉中分离菌株

耐药情况严重。部分分离菌株因携带强毒力基因或其他致病相关基因而具有更强致病性。
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Monitoring and analysis of STEC in cow manure from a dairy farm and retail fresh beef around 
Chengdu City

LYU Hong， LEI Gaopeng， LIU Li， XIAO Tao， YANG Xiaorong
（Sichuan Center for Disease Control and Prevention, Sichuan Chengdu 610041, China）

Abstract： Objective　To understand the carrying status and strain characteristics of STEC strains in cattle and beef in 
the local area， provide scientific basis for evaluating the STEC pollution status， infection risk， prevention and control 
strategies in the region， the Shiga toxin producing Escherichia coli （STEC） in the feces of calves and adult cows and 
feeding environment in a dairy farm around Chengdu， as well as fresh beef from vegetable markets and supermarkets for 
three years were continuously monitored. Methods　 STEC using fluorescence quantitative PCR method was identified， 
and drug sensitivity testing using micro broth dilution method was conducted.  After sequencing the entire genome of the 
isolated strain， the MLST type， strain type， serotyping， and virulence gene information were obtained on the EnteroBase 
database.  The stx subtype information was compared using the Abricate software.  Perform cgMLST clustering analysis was 
used by BioNumerics 7. 6 software. Results　From 2019 to 2021， a total of 247 cow manure and environmental samples 
were collected from dairy farms， and 25 STEC strains were isolated， with a detection rate of 10. 12%.  294 fresh beef 
samples were collected and 32 STECs were isolated， with a detection rate of 10. 88%.  A total of 57 STEC strains were 
isolated.  The STEC strain had the highest resistance rate to ampicillin， reaching 42. 11%（24/57）， followed by cefotaxime 
and cefazolin at 38. 60%（22/57）.  Multiple resistant strains accounted for 35. 09%（20/57）.  A total of 30 serotypes were 
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isolated from 57 STEC strains， among which the serotypes that can cause outbreaks include O26：H11， O103：H25， and 
O145：H12.  Through virulence gene analysis， it was found that subtypes with pathogenic risk included stx2a， stx2c， 
stx2d， stx2e， stx2g， stx2k， as well as eae-STEC and STEC/ETEC heterozygous strains. Conclusion　 The pollution of 
STEC in cow manure from dairy farms and fresh beef from vegetable markets continued to exist from 2019 to 2021.  The 
detection rate of calf feces was 21. 43%， which was higher than that of adult cow feces by 0. 91%.  The STEC detection rate 
of fresh beef in vegetable markets is significantly higher than that in supermarkets.  The drug resistance of strains isolated 
from cow manure is more severe than that of strains isolated from beef.  Some isolated strains have stronger pathogenicity 
due to carrying strong virulence genes or other pathogenic related genes.
Key words： Shiga toxin producing Escherichia coli； drug resistance； serotype； virulence gene

产志贺毒素大肠埃希菌（Shiga toxin-producing 
Escherichia coli，STEC）是一种能引起食源性疾病的

重 要 病 原 菌 ，可 引 起 人 类 腹 泻 、出 血 性 结 肠 炎

（Hemorrhagic colitis，HC）、血小板减少性紫癜及溶血

性尿毒综合征（Hemolytic uremic syndrome，HUS）等［1］。

除了 O157 型 STEC，其他非 O157 型 STEC 也可引

起严重的食源性疾病［2］。STEC 曾在世界各地引起

暴发，目前至少 30 个国家报道过 STEC 能引发人类

感染［3］。牛羊等反刍动物是 STEC 的天然宿主，带

菌动物通常无明显疾病表现，但可持续通过粪便向

外界排出 STEC，该菌在排出的动物粪便中长期存

活并保持较高的感染性［4］。STEC 主要通过粪-口途

径传播，人主要通过食用携带 STEC 动物粪便污染

的蔬菜瓜果、奶及奶制品、肉类等而感染［5］。

我国是世界上最大的抗生素生产国和消费国

之一，抗生素被广泛用于临床治疗并作为饲料添加

剂应用于畜牧业。随着抗生素在医疗和畜牧业中

的滥用，细菌耐药问题日渐严重，使用抗生素是治

疗感染性腹泻的一种常用方法，但针对 STEC 感染

患者，某些抗生素的使用可诱导 stx 的表达，使毒素

增加，从而增加 STEC 感染者发生 HUS 的风险［6］，

所以有必要了解 STEC 的耐药现况，为临床指导用

药提供数据参考。 STEC 的致病性与其产生的毒

力因子有关，其最关键的毒力因子是由 stx 基因编

码的志贺毒素（Shiga toxin，Stx），该基因是 STEC 鉴

定及毒力分型的重要靶点。 stx 亚型与疾病严重程

度密切相关，因此对 STEC 型别及亚型的鉴别对风

险评估及症状预测有重要的临床及公共卫生学

意义。

目前四川关于 STEC 的监测情况及菌株特征报

道较少 ，为了解四川地区牛源粪便及生鲜牛肉

STEC 菌株的携带情况、耐药情况、菌株特征及不同

来源菌株间聚集性，本研究连续 3 年对成都周边某

牧场 0~2 岁犊牛和成年牛粪便样品、成都周边菜市

场及超市生鲜牛肉样品进行采集和检测。

1　材料与方法

1. 1　材料

1. 1. 1　样品来源及采集

222 份牛粪便和 25 份牛场环境样品采自成都

周边某奶牛养殖牧场，294 份生鲜牛肉采自成都周

边各大菜市场及超市。

成年牛粪便：使用一次性 PE 长手套从牛的肛

门插入，在直肠内掏取≥10 g 粪便样品于无菌大便

杯中；犊牛粪便：使用一次性大便杯采样勺，挖取新

鲜粪便中间部分样品≥10 g 于无菌大便杯中；环境

样品：使用一次性涂抹棒涂抹饲料桶和饮水槽，涂

抹面积为 5 cm×5 cm，置于无菌采样袋中；牛肉样

品：称取≥200 g 置于无菌采样袋中。对所有样品分

组编号，置于盛有冰块的保温箱内立即运回实验室

进行检测。

1. 1. 2　主要仪器与试剂

ABI 7500 实时荧光定量 PCR 仪（美国 ABI），

VITEK 2 自动细菌生化鉴定仪（法国梅里埃），药敏

自动加样机（美国赛默飞）。

CH-ECC 培养基、CHROMagar STEC 显色培养

基均购自法国科玛嘉，EC 肉汤、肉膏蛋白胨（LB）液

体培养基、麦康凯琼脂培养基（北京陆桥），引物及

探针由北京擎科生物有限公司合成，革兰阴性需氧

菌药敏检测板（上海星佰生物技术有限公司）。

1. 1. 3　参考菌株

本文涉及的参考菌株有：产志贺毒素大肠埃希

菌 O157：H7（ATCC 43895），经 PCR 检测 stx1/stx2

基因为阳性。药敏质控菌株 ATCC 25922。均保存

于本实验室。

1. 2　方法

1. 2. 1　STEC 菌株分离鉴定

接种环取一环动物粪便样品（约 0. 5 g）接种至

10 mL EC 肉汤中；肉制品搅碎充分混匀后称取 25 g
放入 225 mL EC 肉汤均质袋中，在 37 ℃恒温培养箱

中培养 16~24 h。煮沸法提取细菌 DNA，检测 STEC
特异性基因 stx（stx1、stx2），进行荧光 PCR 初筛。
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PCR 引物、反应体系、反应条件参考文献［7］的方

法。对 stx1 或（和）stx2 阳性的肉汤培养液，划线接

种于麦康凯琼脂、CH-ECC 和 STEC 显色培养基，

37 ℃恒温培养 18~24 h。根据菌落的大小、颜色和

生长形态分别从 3 种平板上各挑取 10 个特征性可

疑菌落，接种于 LB 中，37 ℃培养 18~24 h，按初筛方

法鉴定分离菌株是否含 stx1 或 stx2 基因，单菌落鉴

定为阳性的，即为 STEC 分离菌株。

1. 2. 2　药敏试验

按照革兰阴性药敏检测板说明书进行操作。

培 养 完 毕 得 到 最 小 抑 菌 浓 度（Minimal inhibit 
concentration，MIC）值，再根据美国临床和实验室标

准 协 会（Clinical and Laboratory Standards Institute，
CLSI）提供标准进行判读。药敏试验涉及的 15 种

抗生素分别为氨苄西林（Ampicillin，AMP）、头孢他啶

（Ceftazidime，CAZ）、氨 苄 西 林/舒 巴 坦（Ampicillin/
Sulbactam，AMS）、亚胺培南（Imipenem，IPM）、四环

素 Tetracycline，TET）、萘啶酸（Nalidixicacid， NAL）、

头孢西丁（Cefoxitin，CFX）、氯霉素（Chloramphenicol，
CHL）、头 孢 噻 肟（Cefotaxime，CTX）、头 孢 唑 啉

（Cefazolin，CFZ）、庆大霉素（Gentamicin，GEN）、复方

磺胺（Trimethoprim/Sulfamethoxazole，SXT）、阿奇霉

素（Azithromycin，AZM）、环 丙 沙 星（Ciprofloxacin，
CIP）。

1. 2. 3　菌株特征及 MLST 分型

将分离菌株送至四川金域医学检验有限公司

进行全基因组测序。用全基因组序列在 EnteroBase
数据库上获得 STEC 分离株细菌多位点序列分型

（Multilocus sequence typing，MLST）型别、菌株类型、

血清型、毒力基因信息。使用 Abricate（v0. 8. 10）
（https：//github. com/tseemann/abricate）软件构建志

贺 毒 素 分 型 数 据 库 ，其 中 包 括 stx1 的 3 种 亚 型

（stx1a、stx1c 和 stx1d）、stx2 的 14 种亚型（stx2a~stx2

m 和 stx2o），通过比对菌株序列得到 stx 亚型信息。

用 BioNumerics 7. 6 软件进行细菌核心基因组多位

点序列分型（cgMLST）聚类分析。

1. 3　统计学分析

使用 t 检验分析不同来源间检出率的差异，以

P<0. 01 为差异有统计学意义。

2　结果

2. 1　STEC 分离鉴定结果

2019—2021 年连续 3 年在奶牛养殖场和生鲜牛

肉中均检出 STEC，分离情况见表 1。其中犊牛粪便

112 份，24 份检出 STEC，检出率 21. 43%；成年牛粪

便 110 份，1 份检出 STEC，检出率 0. 91%，犊牛粪便

检出率（21. 43%）高于成年牛粪便检出率（0. 91%）（t=
5. 336，P<0. 001）。菜市场里采集生鲜牛肉 234 份，

32 份检出 STEC，检出率 13. 68%；超市里采集生鲜

牛肉 60 份，未检出 STEC。共分离到 57 株 STEC。

2. 2　耐药结果

本研究中耐药菌株占 43. 86%（25/57），其中

76. 00%（19/25）来自牛粪便，24. 00%（6/25）来自牛

肉，抗 3 类及以上抗生素的多重耐药株占 35. 09%
（20/57）。57 株 STEC 分离株对临床常用药氨苄西

林耐药率最高，为 42. 11%（24/57），其次为头孢噻

肟和头孢唑啉（三代头孢），均为 38. 60%（22/57），

对四环素耐药率 36. 84%（21/57），对氯霉素耐药率

29. 82%（17/57），萘氨酸耐药率 26. 32%（15/57），庆

大霉素耐药率 21. 05%（12/57），复方磺胺耐药率

15. 79%（9/57），环丙沙星耐药率 8. 77%（5/57），阿

奇霉素耐药率 3. 51%（2/57），对头孢西丁、头孢他

啶、亚胺培南、多黏菌素抗生素全敏感。牛粪便分

离株中耐药株占 76. 00%（19/25），多重耐药株占

52. 00%（13/25），其中 2019 年分离株对 15 种抗生

素均敏感；2020 年分离株中耐药株占 61. 54%（8/
13），多重耐药株占 23. 08%（3/13）；2021 年分离株

均为耐药菌株（100. 00%，11/11），且多重耐药株占

90. 91%（10/11）。牛肉分离株中有 6 株耐药菌，耐

药率为 18. 75%（6/32），其中 2020 年 2 株、2021 年

4 株，多重耐药株占 66. 67%（4/6），其余均敏感。

2. 3　菌株特征

STEC 分离株血清型、stx 亚型、其他毒力基因、菌

株类型、ST 型别、耐药表型见表 2。共分离出 30 种血

清 型 ，包 含 1 株 O26：H11、1 株 O103：H25、9 株

O145：H12、5 株 O5：HNT、1 株 O21：H25、1 株

O112：H8；分离出 6 种 stx 亚型，包含 17 株 stx2a-

STEC、2 株 stx2c-STEC、1 株 stx2c+eae-STEC、7 株

stx2d-STEC、2 株 stx2e-STEC、6 株 stx2g-STEC、2 株

stx2k-STEC；分离出 8 株 eae-STEC；分离出 9 株肠毒性

大肠埃希杆菌（ETEC）/STEC 杂合型菌株，包含 5 株

stx2a+stx2g-ETEC/STEC、1 株 stx2g-ETEC/STEC。

表 1　样品来源及 STEC 检出分离情况

Table 1　Sources of samples and results of STEC detection and 
isolation

时间/年

2019
2020
2021
合计

牛肉样品份数

(检出阳性份数)
超市

22（0）
25（0）
13（0）
60（0）

菜市场

18（3）
134（20）

82（9）
234（32）

养殖场样品份数

(检出阳性份数)
犊牛粪便

40（1）
30（13）
42（10）

112（24）

成年牛粪便

80（0）
10（0）
20（1）

110（1）

环境

12（0）
5（0）
8（0）

25（0）
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2. 4　聚类结果及分析

按照全基因组测序 cgMLST 的聚类，牛粪便分

离株可看到有 4 个明显的聚类，和耐药情况分布一

致，从 MLST 型别看，2019 年为 ST329，2020 年为

ST101、ST12336、ST6118，2021 年为 ST101、ST342。
而牛肉分离株型别之间分布相对比较分散，菌株之

间无明显聚类。ST101、ST342、ST329 型别中同时存

在牛肉和牛粪便来源菌株，其 cgMLST 聚类相似值

分别为 96. 9、99. 9、96. 8。57 株分离株采样信息、

耐药情况、MLST 分型及 cgMLST 聚类情况见图 1。

3　讨论

本研究中菜市场鲜牛肉 STEC 检出率明显高于

超市，究其原因可能是菜市场鲜牛肉从屠宰加工厂

直接送达，污染程度高，而超市中牛肉会经过冰冻

或加工处理（比如酸处理）会对 STEC 有一定损伤及

灭活作用。我国目前并无专门针对 STEC 的检测标

准，采样方式和检测方法的不同可能会造成 STEC
的检出率不同，据报道不同国家肉制品污染程度各

不相同（4%~72%）［9］，牛粪便中携带 STEC 数量也各

不相同（0. 2%~74%）［10］，本研究中牛肉样品检出率

为 10. 88%，牛粪便样检出率为 11. 26%，与薛涛等［11］

在江苏部分地区牛场采集的牛粪便中 STEC 的检出

率接近（11. 1%）。STEC 在犊牛粪便中检出率明显高

于成年牛，这和 COBBOLD 和 DESMARCHELIER［12］

研究结果一致，可能跟犊牛免疫系统不完善，比成

年牛抵抗力低、腹泻率较高有关，STEC 对犊牛的影

响也较成年牛更为严重［13］。

本次监测分离株对临床常规用药均有不同程

度耐药，耐药情况和黄飞飞等［14］、吴少鹏等［15］研究

结果相近，但山东省监测结果显示对复方磺胺耐药

菌株最多［16］。地区之间耐药情况的差异可能和饲

养情况、常规和治疗使用抗生素情况有关，但监测

数据显示 AMP、TET 和 NAL 的耐药率均较高［15］。

本 次 监 测 对 β -内 酰 胺 类 药 物（AMP、AMS、CTX、

CFZ）耐药率较高，但对同为 β-内酰胺类的二代头孢

（CFX）、三代头孢（CAZ）敏感，可能和兽医治疗用药

的习惯有关。牛粪便分离株中耐药菌株占 76. 00%
（19/25），提示牛粪便分离株耐药情况严重，可能和

日常疫病防控、饲养添加抗生素有关，应加强屠宰

表 2　菌株特征信息

Table 2　Characteristics of strains
血清型

O26:H11
O103:H25
O145:H12
O5
O5
O21:H25
O112: H8
O132:H18
O113:H21
O171:H21
O74:H8
O55:H12
O178:H19
O178:H28
O116:H28
O116:H25
O70:H31
O100:H25
O10:H12
O185:H16
O185:H7
O2:H25
O177:H25
O168:H8
O3:H12
O109:H21
O136:H12
O8:H19
O81:H31
O156:H25
OgN12:H32*

菌株数/株

1
1
9
2
3
1
1
5
1
1
2
2
2
1
5
2
2
2
2
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

菌株来源

牛肉

牛肉

牛粪便

牛肉

牛粪便

牛肉

牛肉

牛粪便

牛肉

牛肉

牛肉

牛粪便

牛肉

牛肉

牛粪便

牛肉

牛肉

牛肉

牛肉

牛肉

牛肉

牛肉

牛肉

牛肉

牛粪便

牛肉

牛肉

牛肉

牛肉

牛肉

牛肉

stx 亚型及其他毒力基因

stx1a+eae
stx1a
stx1a

stx1a+eae
stx1a+eae

stx2a
stx2a+pic

stx2a
stx2d
stx1a

stx1a+stx2d
stx1a

stx1a+stx2a
stx2d

stx2a+stx2g+stIa
stx1a

stx1a+stx2d
stx2e
stx2k
stx2a
stx2c

stx2g+stIa
stx2c+eae

stx2d
stx1a+stIa

stx2a+stx2b
stx1c+stIa、lt

stx2a
stx1a

stx1a+eae
stx1a+stIa

菌株类型

STEC
STEC
STEC
STEC
STEC
STEC
STEC
STEC
STEC
STEC
STEC
STEC
STEC
STEC

ETEC/STEC
STEC
STEC
STEC
STEC
STEC
STEC

ETEC/STEC
STEC
STEC

ETEC/STEC
STEC

ETEC/STEC
STEC
STEC
STEC

ETEC/STEC

ST 型别

21
343
101
342
342
971

13934
6118

223
56

906
101
443

13932
12336

58
101
683

9448
2280
2387
2715

659
718
329

40
329
162
101
300

10

耐药表型

AMP+AMS+CFZ+CTX+TET
敏感

AMP+AMS+CFZ+CTX+CHL+CIP+GEN+NAL+TET+SXT
AMP+AZM+CFZ+CTX+CHL+CIP+GEN+NAL+TET+SXT

AMP+CFZ+CTX+CHL+CIP+ NAL+TET
敏感

敏感

AMP+AMS+CFZ+CTX+SXT
敏感

敏感

敏感

AMP+CFZ+CTX+ TET
敏感

敏感

敏感

敏感

敏感

AMP+CHL+TET+SXT
敏感

敏感

敏感

敏感

敏感

NAL+TET
敏感

敏感

敏感

敏感

敏感

敏感

敏感

注：*：此分析结果来自于数据库 ecoh 的比对，为一种新 O 基因型 STEC[8]
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加工环节的监管，尽量避免牛粪便对牛肉污染的情

况发生。牛粪便和牛肉分离株的耐药结果均显示

耐药情况随年份日益加重，提示应控制给牲畜使用

的抗生素药量。

从 57 株 分 离 株 的 耐 药 情 况 、MLST 分 型 及

cgMLST 聚类情况分析看，同一 cgMLST 型别具有相

同 ST、血清型、耐药表型，而同一 ST 型别可包含不

同的血清型、耐药表型、菌株来源。同一血清型因

图 1　57 株分离株耐药情况、分型及 cgMLST 聚类图

Figure 1　Drug resistance, typing and cgMLST cluster map of 57 isolates
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来源不同可具有不同的耐药表型。牛粪便分离株

有明显聚集，而牛肉分离株相对比较分散，可能因

为牛粪便的采集相对集中，均来源于一个养殖场，

而牛肉的采集地点和供货来源都比较分散。

STEC 血清型目前已报道有 470 多种，超过 200 种

血清型的 STEC 可引起人类疾病［17］，其中 O157：H7
是致病力最强也是 STEC 中最常见血清型，但近年

来非 O157 血清型引起的病例逐年增多，甚至在有

些国家已超过 O157 引起的病例。引起暴发的主要

血清型包括：O26：H11、O45、O103：H25、O104：H4、
O111：H8、O121、O145：NM［18］，本研究从牛肉和牛粪

便中分离出其中 3 种，分别为 O26：H11、O103：H25、
O145：H12，还分离出可引起人严重腹泻的血清

型［17］O5：HNT、O21：H25、O112：H8。该结果提示成

都地区存在有致病风险的 STEC，应加强监测管理。

本研究发现分离株中具有致病风险的亚型有

stx2a、stx2c、stx2d、stx2e、stx2g、stx2k，以及与疾病的

严重程度密切相关的 eae-STEC 及 STEC/ETEC 杂

合株。 stx 亚型与毒性强弱有关，可作为 STEC 致病

性强弱的风险标志。 stx1 和 stx2 均能引起人类疾

病，但 stx2 毒力及致病性更强，其中 stx2a、stx2c、

stx2d 亚型对人致病性更强，与 HC 和 HUS 等有强

相关性［19］，尤其是 stx2a，常常造成更严重的临床症

状和更高的死亡率［20］。而 stx2e 是猪源分离株中最

常见的亚型，人感染中很少是由 stx2e 引起，但近年

来国际上也出现了 stx2e 亚型引起的人类疾病，甚至

是 HUS 病例的报道［21］。 stx2k 为杨茜［7］在 2020 最

新报道的一种新亚型，其广泛存在于包括人、动物

和生肉等多种来源，同样可引起人类疾病。含 stx2g

的 STEC/ETEC 杂合菌株也有报道可引起患者腹

泻、腹痛、发烧［20］。不同亚型的 stx 在基因序列、致

病风险和宿主特异性等方面存在显著差异，所以监

测 stx 亚型显得非常有必要。eae 基因是 STEC 菌株

的另一重要毒力因子，大多数临床 STEC 菌株均携

带 eae 基因，菌株是否携带 eae 基因与疾病的严重

程度密切相关，有报道提出其与发生 HC 或 HUS 有

显著相关性［22］，eae 可作为一种有效的分子标志，结

合血清型和其他毒力基因，用于疾病严重程度的预

测［7］。STEC/ETEC 杂合株同时含有 stx 和质粒编码

的热稳定毒素（stIa），与腹泻和 HUS 也有相关性［20］，

由于介导志贺毒素 Stx 噬菌体作为可移动遗传元件

参与基因水平转移，stx 基因可在不同菌株间传播，

因此会出现新变种和杂合型致病株，杂合株因获得

了更多毒力因子使其致病力增强，对人类健康造成

更大威胁，值得重视。
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