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1株与大肠埃希菌 O157生化结果相似的 

志贺氏菌的鉴定 

阚式绂 1, 黄  裕 1*, 王明明 2 

(1. 深圳市农产品质量安全检验检测中心, 深圳  518005; 2. 深圳华大基因研究院, 深圳 518083) 

摘  要: 目的  对一菌株 sznjO23 进行分析鉴定。方法  从猪肝中分离到菌株 sznjO23, 并对该菌株的菌落形态、

生化特征及分子生物学特性进行分析。结果  该菌株在 CT-SMAC平板上呈圆形、光滑、较小的无色菌落, 在改良

CHROMagar O157显色平板上为紫色圆形的菌落。经全自动微生物鉴定分析系统 VITEK 2 Compact鉴定, 其生化结

果96%可能性为大肠埃希菌O157, 但血清学试验结果反应完全混浊, 未出现任何凝集。16S rDNA序列分析发现, 该

菌株与志贺氏菌(ATCC29903)的进化距离较近、同源性高, 相似度为 99.26%。结论  菌株 sznjO23为志贺氏菌。当

生化试验、血清学试验结果不一致时可选择 16S rDNA序列分析的方法进行鉴定, 以保证结果的准确性。 
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Identification of a strain of Shigella with biochemical features similar to 
Escherichia coli O157 
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ABSTRACT: Objective  To analyze and identify a bacterium of sznjO23. Methods  A strain of sznjO23 was 

isolated from pig’s liver, and the colonial morphology, biochemical features, and molecular biological characteristics 

of the strain were analyzed. Results  Its colonies features on CT-SMAC were rounded, smooth, small, and colorless, 

while the strain became purple and circular on CHROMagar O157. Biochemical results showed that the strain had 

96% possibility to be E. coli O157 by VITEK 2 Compact. Serology reaction was cloudy, and it didn’t appear any 

agglutination. The sequence analysis result of 16S rDNA showed that the strain was closed to Shigella (ATCC29903) 

from evolutionary distance with the similarity of 99.26%. Conclusion  The strain of sznjO23 was Shigella. When 

the results of biochemical tests and serological test were inconsistent, 16S rDNA sequence analysis can be used in 

order to ensure the accuracy of the results. 
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1  引  言 

肠杆菌科细菌属种较多, 由大量相互类似的革兰氏

阴性杆菌组成[1], 如埃希氏菌属、志贺氏菌属、沙门氏菌

属等, 它们的生物学特性彼此相似、抗原部分相同或相似, 

属间抗原的关联常与该抗原的相似或相同的糖类组成有关
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[2]。这些细菌常寄居在人和动物的消化道, 并随粪便排出体

外, 广泛分布于自然环境中, 大多数肠道杆菌属于正常菌群, 

但也有部分肠道杆菌是致病菌[1]。肠出血性大肠杆菌(EHEC)

是能引起人的出血性腹泻和肠炎的一群大肠埃希氏菌 , 

EHEC有 50多个血清型, 最具代表性的是 O157:H7[3]。 

O157:H7 于 1982 年报告并被确认为致病菌, 该菌可

引起人类出血性肠炎、溶血性尿毒综合征以及血小板减少

性紫癜 [4]。该菌曾在国内外爆发和流行 , 发生大肠杆菌

O157:H7感染的国家主要有美国、加拿大、英国、意大利、

日本、爱尔兰、比利时、德国、原捷克斯洛伐克、澳大利

亚、阿根廷、南非、以色列等, 1996年, 日本发生了世界上

规模最大、涉及上万人的大肠杆菌 O157感染爆发流行[5]。

1999年我国苏皖出现 O157:H7感染大爆发[6]。因该菌可造

成严重的危害, 所以受到全世界的关注。据报道家畜家禽

等动物携带病原体与发病数有一定相关性, 家畜家禽带菌

率越高则患病的病人越多 [7]。此外 , 有多项研究表明 , 

O157:H7 广泛存在于生肉、熟肉制品、生牛奶、水产品、

酸奶等[8,9]。因此控制该菌的源头对控制 O157:H7引起的食

源性疾病有重要意义。 

朱惠芳等[10]在检测过程中也发现生化、血清等试验不

一致的情况, 他们发现肠侵袭型大肠埃希氏菌与志贺氏菌

有相似的菌落形态、生化特征、抗原成分, 这就给目标菌的

分离鉴定带来了困难。本研究从深圳某屠场的猪肝中分离出

一菌株 sznjO23, 通过对其菌落的形态、生化特性及其 16S 

rDNA 序列进行分析研究, 最终确定该菌株为志贺氏菌, 并

与已报道的志贺氏菌 ATCC29903的 16S rDNA一致。本研

究在检验大肠埃希氏菌 O157:H7 过程中, 在应用传统的检

测方法的基础上, 进一步对该菌株进行 16S rDNA分析, 多

种方法共同使用, 对疑难菌株的鉴定具有重要意义。 

2  材料与方法 

2.1  实验材料 

实验仪器: IPP110 生化培养箱(德国 Memmert 公司); 

HEV-50 自动高压灭菌器(日本 HIRAYAMA 公司); 全自动

微生物鉴定分析系统 VITEK 2 Compact(法国梅里埃公司)。 

主要试剂 : 改良 EC 肉汤、改良山梨醇麦康凯

(CT-SMAC)琼脂、改良 CHROMagar O157显色琼脂平板、

三糖铁 (TSI)琼脂、营养琼脂平板均购自北京陆桥公司 ; 

VITEK 2 GN 革兰氏阴性菌鉴定卡购自法国梅里埃公司; 

大肠埃希菌 O157诊断血清购自泰国 S&A公司。 

实验样品: 2015年购于深圳某屠宰场的猪肝。 

菌株: O157标准菌株 NCTC12900和志贺氏菌标准菌

株 CMCC51572购自广东环凯微生物科技有限公司。 

2.2  实验方法 

2.2.1  取样与增菌 

根据 GB/T 4789.36-2008食品卫生微生物学检验大肠

埃希氏菌 O157: H7/NM检验中所述方法: 无菌操作取检验

样猪肝 25 g, 加入到含有 225 mL mEC+n肉汤的均质袋中, 

在拍击式均质器上连续均质 1 min, 37 ℃培养 18~24 h。同

时将 O157 标准菌株 NCTC12900 和志贺氏菌标准菌株

CMCC51572进行复壮。 

2.2.2  分离培养 

将增菌后的菌液及 O157 标准菌株 NCTC12900 划线

接种于 CT-SMAC平板和改良 CHROMagar O157显色平板

上, 37 ℃培养 18~24 h。 

2.2.3  生化试验及血清学试验 

挑取可疑菌落, 接种 TSI 琼脂。TSI 结果符合的接种

营养琼脂, 用大肠埃希菌 O157 诊断血清进行玻片凝集试

验。用全自动微生物鉴定分析系统 VITEK 2 Compact GN

革兰氏阴性菌鉴定卡进行生化鉴定。同时进行标准菌株对

照试验。 

2.2.4  16S rDNA 序列测定 

纯化的菌株送深圳华大农业与循环经济科技有限公

司进行 16S rDNA菌种鉴定。 

3  结果与分析 

3.1  分离培养结果 

如图 1A、B所示, 菌株在 CT-SMAC平板上呈圆形、

光滑、较小的无色菌落。在改良 CHROMagar O157显色平

板上为紫色圆形的菌落, 命名为 sznjO23。如图 1C、D 所

示, O157 标准菌株 NCTC12900 在 CT-SMAC 平板上呈圆

形、光滑、较小的无色菌落, 在改良 CHROMagar O157显

色平板上为紫色圆形菌落。 

3.2  生化及血清学试验结果 

将 sznjO23、NCTC12900和 CMCC51572进行生化鉴

定 , 菌株 sznjO23 生化结果 96%可能性为大肠埃希菌

O157。47 个生化反应孔中, L-脯氨酸芳胺酶、α-半乳糖苷

酶、磷酸酶、氨基乙酸芳胺酶、O/129 耐受、L-苹果酸盐

同化和 ELLMAN 共 7 个生化反应孔结果与标准菌株

NCTC12900 不一致; β-半乳糖苷酶、D-麦芽糖、L-脯氨酸

芳胺酶、L-乳酸产碱、琥珀酸盐产碱、氨基乙酸芳胺酶、

鸟氨酸脱羧酶、赖氨酸脱羧酶和 L-乳酸盐同化共 9个生化

反应孔结果与标准菌株 CMCC51572不一致。NCTC12900

生化结果 97%可能性为大肠埃希菌 O157。CMCC51572生

化结果 99%可能性为志贺氏菌。结果见表 1。 

将菌株 sznjO23进行血清学试验, 结果反应完全混浊, 

未出现任何凝集。 

3.3  16S rDNA 序列测定结果 

登录 NCBI网站, 经 BLAST比对分析后, 用 MEGA6

软件进行生物学分析, 将测序得到的菌株 sznjO23 的 16S 

rDNA 序列与其他典型菌株进行遗传信息学分析, 通过邻 
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图 1  菌株 sznjO23的菌落形态特征 

Fig. 1  Colonial morphology of the bacterium sznjO23 
 

表 1  分离菌株 sznjO23 和标准菌株生化结果 
Table 1  Biochemical characteristics of sznjO23, NCTC12900 

and CMCC51572 

生化试验 
结果 

sznjO23 NCTC12900 CMCC51572

TSI 黄色 黄色 黄色 

丙氨酸－苯丙氨酸－脯氨

酸芳胺酶 
- - - 

侧金盏花醇 - - - 

吡咯烷基芳胺酶 - - - 

L-阿拉伯醇 - - - 

D-纤维二糖 - - - 

β-半乳糖苷酶 + + - 

H2S产生 - - - 

β-N-乙酰葡萄糖苷酶 - - - 

谷氨酰芳胺酶 pNA - - - 

D-葡萄糖 + + + 

Y-谷氨酰转移酶 - - - 

发酵/葡萄糖 + + + 

β-葡萄糖苷酶 - - - 

D-麦芽糖 + + - 

D-甘露醇 + + + 

D-甘露糖 + + + 

β-木糖苷酶 - - - 

β-丙氨酸芳胺酶 pNA - - - 

L-脯氨酸芳胺酶 - + + 

脂酶 - - - 

古老糖 - - - 

酪氨酸芳胺酶 + + + 

尿素酶 - - - 

续表 1 

生化试验 
结果 

sznjO23 NCTC12900 CMCC51572

TSI 黄色 黄色 黄色 

D-山梨醇 - - - 

蔗糖 - - - 

D-塔格糖 - - - 

D-海藻糖 + + + 

柠檬酸盐(钠) - - - 

丙二酸盐 - - - 

5-酮-葡萄糖苷 - - - 

L-乳酸产碱 + + - 

α-葡萄糖 - - - 

琥珀酸盐产碱 + + - 

N-乙酰-β-半乳糖苷酶 - - - 

α-半乳糖苷酶 - + - 

磷酸酶 - + - 

氨基乙酸芳胺酶 - + + 

鸟氨酸脱羧酶 + + - 

赖氨酸脱羧酶 + + - 

组氨酸同化 - - - 

COURMARATE + + + 

β-葡萄糖苷酸酶 - - - 

O/129耐受 + - + 

谷氨酸-甘氨酸-精氨酸芳

胺酶 
- - - 

L-苹果酸盐同化 - + - 

ELLMAN - + - 

L-乳酸盐同化 - - + 

注: +表示阳性; -表示阴性。 
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图 2  菌株 sznjO23的 16S rDNA序列的系统发育树 

Fig. 2  Phylogenic tree of the bacterium sznjO23 based on 16S rDNA sequence 

 
位相连法(neighbor-joining)构建系统发育树(图 2), 结果表

明菌株 sznjO23的 16S rDNA序列与志贺氏菌(ATCC29903)

的进化距离较近、同源性高, 相似度为 99.26%。测序结果

在 GENBANK数据库中比对分析, 相似度大于 99%的细菌

判定为同种细菌[11-12], 所以可确定该菌株为志贺氏菌。 

4  讨论与结论 

目前食品中大肠埃希氏菌 O157 的检验方法多采用

GB/T 4789.36-2008《食品卫生微生物学检验大肠埃希氏菌

O157: H7/NM检验》。由于 O157:H7 与其它一些病原菌有

共同的特性, 在鉴定过程中可能会出现假阳性和假阴性的

结果, 对此我国以及 FDA[13]在制定检测标准时需要做生化

试验和血清学实验, 以保证检测的准确性[14]。此外, 分子

生物学检测方法也发展较为快速, 例如朱飞舟等运用 16S 

rRNA 基因序列分析法鉴定大肠埃希菌、志贺氏菌、伤寒

沙门菌、金黄色葡萄球菌等 14种细菌[15]; 方光远等运用分

子生物学技术对不同病例动物源大肠杆菌进行了 16S 

rDNA同源性分析[16]。 

虽然传统的方法操作简单, 耗资少, 但速度慢。由于

传统的检测方法较为费时、费力, 因此该方法难以满足对

食源性病原菌的快速检测的要求, 但是此法仍然是对阳性

样品进行最终鉴定的综合方法。而分子生物学方法是一种

快速、准确的检测方法, 但该方法耗资多、需要精密仪器。

在传统方法的基础上, 应用分子生物学方法对疑难菌株进

行鉴定, 即降低了检测成本, 又保证了检测结果的准确性。 

本研究从猪肝中分离到的菌株 sznjO23 的生化结果

96%可能性为大肠埃希菌 O157, 但血清学试验结果反应完

全混浊, 未出现任何凝集。为了准确鉴定菌株 sznjO23, 将

其送进行 16S rDNA 测序, 将测序结果在 NCBI 网站的

BLAST比对分析后, 用MEGA6软件进行生物学分析, 16S 

rDNA 序列遗传分析显示菌株 sznjO23 与志贺氏菌

(ATCC29903)的进化距离较近、同源性高 , 相似度为

99.26%。相似度大于 99%的细菌判定为同种细菌, 所以可

确定该菌株为志贺氏菌。 

通过表现型和基因型两种方法均可以对病原菌进行

鉴定, 但基因型比表现型更加稳定, 国标应用的生化试验

属于表现型鉴定, 但病原菌基因表达水平往往会受到环境

因素的干扰, 所以基于表现型的鉴定存在较多不确定因素
[15]。16S rDNA序列结构特殊、保守, 受环境因素影响较小, 

但其具有种间多态性, 通过比对 16S rDNA 序列可以鉴定

细菌, 该方法适用于所有细菌的分析[17-18]。 

因此 , 菌株分离鉴定过程中 , 在初步观察了菌落形

态、大小、颜色等特征后, 还需结合生化试验结果、血清

学实验结果进一步分析, 必要时加做 16S rDNA序列分析, 

多方法鉴定以保证结果的准确性。 
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