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摘  要: 微生物溯源分型, 是根据微生物的生化特征或基因特征, 对不同来源微生物间的关系进行分型溯源。

通过对食源性致病菌的分型研究, 精确分析食源性致病菌的特征, 查找食源性致病菌的来源, 为有效应对食

品安全提供技术支持。随着分子生物学和测序技术的发展, 微生物溯源分型技术获得了巨大的发展, 传统的溯

源分型方法主要是表型分型和基因型分型, 本文以沙门氏菌为例介绍了食源性致病菌溯源分型技术的最新研

究进展, 综述了食源性致病菌分型技术中的生化分型法、血清学分型法、抗生素耐药分型法、基于蛋白质指

纹图谱分型技术、脉冲场凝胶电泳技术、重复序列扩增分型技术、有规律间隔的短回文重复序列技术、核心

基因组多位点序列分析分型法、基于全基因组测序的单核苷酸多态性分型法等技术, 为做好食源性致病菌的

监管工作提供有力参考 
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ABSTRACT: Based on the biochemical characteristics or genetic characteristics of microorganisms, microbial 

traceability typing is classification of the relationship between different sources of microorganisms. Through the 

typing study of foodborne pathogens, the characteristics of foodborne pathogens are accurately analyzed, and the 

sources of foodborne pathogens are found, which provide technical support for effective response to food safety. With 

the development of molecular biology and sequencing technology, microbial traceability typing technology has made 

great progress. The traditional traceability typing methods are mainly phenotypic typing and genotyping. Taking 

Salmonella as an example, this paper introduced the latest research progress of traceability typing technology of 

foodborne pathogenic bacteria, and reviewedbiochemical typing, serological typing, antibiotic resistance typing, 

protein fingerprinting typing, pulsed field gel electrophoresis, repetitive sequence amplification typing, regularly 

spaced short palindrome repeat technology, core genome multilocus sequence typing, and whole genome sequencing, 

which provided a powerful reference for the supervision of foodborne pathogenic bacteria. 
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1  引  言 

改革开放 40 年来, 我国食品工业快速发展, 食品生

产模式发生了巨大的转变, 由此引发的食源性疾病突发事

件不断增加, 而且食源性致病菌也从地域性问题向全国、

全球性问题转变。如何通过可靠的溯源手段将不同地区爆

发的食品安全事件进行识别追踪, 对政府监管部门和技术

部门提出了挑战[1]。 

微生物溯源, 最早由 Hagedorn 和 Wiggins 提出, 是指

通过比较污染样品和可能污染源中的微生物差异或其他生

物标记的有无来判断 2 者之间的联系, 进而确定污染来   

源[2,3]。采用微生物溯源技术, 将食源性致病菌进行分型比较, 

明确食源性致病菌的来源, 为食品安全监管提供有力的技

术支撑。2011 年德国对肠出血性大肠埃希氏菌 O104: H4 疫

情进行溯源调查 , 采用基于重复序列的聚合酶反应

(repetitive sequence based polymerasechain reaction, Rep-PCR)
和脉冲场凝胶电泳(pulsed-field gel-electrophoresis, PFGE) 2

种分子溯源技术对爆发菌株进行分析和比对, 最终成功追

踪到埃及进口的葫芦巴豆种子[4,5], 为各国政府食源性致病

菌溯源监管提供了宝贵的经验。 

沙门氏菌, 是目前导致食源性疾病的主要原因, 广泛

存在于食品及其相关产品中, 可引起胃肠炎、败血症等多

种疾病。为掌握和追踪沙门氏菌在整个食品生产链中的分

布, 沙门氏菌溯源分型技术的发展成为迫切需求。近年来, 

随着基因组技术和 PCR 技术的发展, 微生物溯源分型技术

取得一定程度的发展, 提高了沙门氏菌溯源分型的水平, 

本文综述了沙门氏菌溯源分型技术的最新进展及其应用, 

为选择合适的分型技术提供了理论依据。 

2  表型分型 

传统的表型分型技术主要包括血清分型方法、生化分

型方法、噬菌体分型方法和抗生素耐药性分型方法。传统

分型方法是沙门氏菌溯源分型的首选方法, 是进行食品安

全和公共卫生分析的基石。 

2.1  生化分型方法 

生化分型方法是根据特征性生理生化反应进行分型, 

如对不同糖类或多种碳源的代谢产生的特异生化反应而进

行分型。该技术难点是寻找恰当的代谢标志物, 由于沙门

氏菌种类繁多, 其鉴定工作必然相当繁琐[6]。现在被广泛

采用的商品化设备有 VITECK、Biolog 等鉴定系统, 使用

成本偏高, 且对沙门氏菌的分型过于简单。 

2.2  血清学的分型方法 

血清学分型是基于抗原抗体间免疫学反应进行的一

种分型技术[7], 常见的血清学类型有: 表面 O 抗原(细胞壁

脂多糖最外层的特异性多糖)、K 抗原(位于 O 抗原外层, 为

多糖)以及 H 抗原(鞭毛)组成其血清学分型[8,9]。血清分型

方法是鉴定沙门氏菌的一种重要分型技术 , 血清学和

Kauffmann White Scheme (KWS)一直是沙门氏菌血清分型

的黄金标准, 在沙门氏菌分型鉴定中发挥巨大的作用, 但

由于沙门氏菌个体差异, 现有的血清分型技术已不能满足

沙门氏菌的鉴定要求, 而要寻找新的血清抗原和抗体则是

非常困难的, 因此其技术发展受到一定的制约。目前该方

法仍作为基本的分型方法用于沙门氏菌的鉴定, 且与 PCR

技术结合开发基于血清型的特异 PCR 分型技术[10]。 

2.3  抗生素耐药性分析法 

细菌的耐药性分析是根据致病菌对已知某种或多种

抗生素不敏感现象, 判断可能的致病性细菌的类型。该分

型方法多用于兽类和人类的病原学监测, 研究抗生素的耐

药性现状[11]。抗生素耐药分析法通常是根据已知细菌的耐

受药物图谱进行判断, 需要与其他分型方法配合使用, 但

由于耐药基因随着外界因素的作用发生转移, 单独使用获

得结果的准确性有待验证[12]。该法多用于肉制品沙门氏菌

耐药性谱的检测[13,14], 以了解抗生素在禽畜饲养过程中抗

生素的使用情况。 

3  基于蛋白质指纹图谱分型技术 

基 质 辅 助 激 光 解 析 电 离 飞 行 时 间 质 谱 法

(matrix-assisted laser desorption and ionization-time of flight 
mass spectrometry, MALDI-TOF MS)是依据细菌形成的不

同蛋白指纹图谱进行分型, 通过对蛋白质的解离分析完成

对微生物的鉴定与分型, 利用离子飞行时间(time of flight, 

TOF)检测器检测采集数据并获得图谱, 通过软件分析得到

鉴定结果 , 从而对样品进行定性和定量分析 [15,16]。Kang  

等[17]采用 MALDI-TOF MS 对沙门氏菌进行溯源分型分析, 

证明了该技术在溯源分型方面的能力。该技术最大优势在

于鉴定速度快, 远高于表型分型和基因分型, 且在沙门氏

菌种水平具有较高的准确度, 但分辨率有待提高, 无法与

血清型完美匹配 , 且在亚型水平呈现低分辨力 [18] 。

MALDI-TOF MS 分型技术的关键是蛋白指纹图谱的设计

和数据库的构建鉴定, Gekenidis 等[19]找到了 3 种特异性生

物标记肽, 用于沙门氏菌亚种水平的分型鉴定, 极大地提

高了 MALDI-TOF MS 分型技术的精度。 

4  基因型分型技术 

基因分型是从染色体或染色体外的 DNA 获得遗传元

件, 对不同的细菌进行分型鉴定。基因分型技术主要包括

基于酶切技术、PCR 技术和测序为主的分型方法。沙门氏

菌溯源分型中, 以酶切技术为主的代表方法为脉冲场凝胶

电泳(pulsed-field gel electrophoresis, PFGE), 基于 PCR 技

术和测序技术为主的分型方法有 2 类, 一类是针对血清型
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进行分型技术, 也称为分子血清分型, 另一类是以 DNA序

列为靶标的分型技术[20]。本文主要综述了 PFGE、Rep-PCR、

CRISPR(clustered regularly interspaced short palindromic 

repeats)、核心基因组多位点序列分析分型法和全基因组测

序的单核苷酸多态性分型法。 

4.1  脉冲场凝胶电泳技术 

脉冲场凝胶电泳技术(pulsed-field gel electrophoresis, 

PFGE), 最早由Schwarz和Cantor提出, 基本原理是通过限

制性内切酶 (Xba)切割基因组 DNA 特异性位点 , 产生

10~30 个限制性片段, 范围从 10~800 kb[21], 这些大片段在

脉冲电场作用下, 在琼脂糖凝胶作用下分离成不同的条带, 

从而将食源性致病菌进行溯源分型。目前该技术已用于食

源性致病菌分子流行病学和溯源性分析研究, 是食源性致

病菌识别和溯源应用最广泛的技术, 是沙门氏菌分子溯源

分型的“金标准”。该方法分辨力高、成本低、复现性高, 成

为各国进行食源性致病菌溯源分型网络应用的首选, 如美

国的 PulseNet 溯源网络、我国的国家致病菌识别网、中国

细菌性传染病分子分型网络等。PFGE 的鉴别能力取决于

整个 DNA 中限制性位点的数量和分布, 包括质粒、转录子

和整合子, 它们定义了每个谱中条带的数量和大小[22], 因

此可以通过使用不同数量和/或不同限制性内切核酸酶的

组合来提高 PFGE 分型能力[23]。该方法在沙门氏菌溯源分

型方面得到了广泛应用, 但仍存在一些缺点, 如技术要求

高、耗时、通常需要 3 d, 另外还存在基因序列发生遗传变

化时, 分辨力下降问题。 

4.2  重复序列扩增分型(repetitive sequence-based 
PCR, Rep-PCR) 

重复序列 DNA 插入因子分布在整个 DNA 基因组上, 

由于细菌种类的不同构成其在基因组上的分布差异。在分型

过程中, 相互靠近的插入序列之间的片段得到扩增, 由于扩

增片段的大小不同产生该菌株特异性的 DNA 指纹图谱。并

建立了目前商业化的 DiversiLab 分型系统, 郑晶等[24]采用

DiversiLab 分型系统对阪崎肠杆菌进行溯源分型, 成功追踪

到阪崎肠杆菌的同源关系, 此外在沙门氏菌中[25]也有广泛

应用, 该方法具有便捷性、高重复性、高分辨率的特点。 

4.3  CRISPR 分型法 

CRISPR 序列由一种成簇的、有规律间隔的短回文重

复 序 列 构 成 , 与 周 围 的 辅 助 蛋 白 (CRISPR-associated 

sequence, Cas)共同组成CRISPR-Cas系统(简称CASS系统)。

该系统主要由 leader/repeats/spacer 和一套 cas 基因组成。

短的重复回文序列 repeat 是最核心的结构, cas 基因负责编

码修饰核酸的相关蛋白。沙门氏菌的 CRISPR 序列具有高

度多态性 , 且与沙门氏菌血清型和多位点序列型密切   

相关 [26,27]。CRISPR 分型能够有效抵抗外源 DNA 的影    

响[28,29], 对沙门氏菌进行分型优于 PFGE 分型, 且具有高

通量、速度快(<24 h)、产物稳定性高等特点, 有望成为分

子血清分型的“金标准”, 但也需要建立相应的数据库资源。

沙门氏菌具有 2个 CRISPR位点: CRISPR1和 CRISPR2, 有

文章表明此 2 个 CRISPR 序列是沙门氏菌血清特异的[30]。

有关文献报道了 CRISPR-Cas 在沙门氏菌 [31] 的应用 , 

Bachmann 等 [3234]研究了不同来源沙门氏菌的溯源分型, 

尤其是亚型分型方面, 表明 CASS 系统能够有效应对沙门

氏菌疾病爆发的溯源分型分析, 而且还可与其他技术结合, 

共同用于沙门氏菌的分型鉴定。 

4.4  核心基因组多位点序列分析分型法 

核 心 基 因 组 多 位 点 序 列 分 析 法 (core genome 

multi-locus sequence typing, cgMLST), 是在多位点序列分

析法(multi-locus sequence typing, MLST)基础上发展起来

的更高精度的食源性致病菌分型方法。传统的 MLST 是检

测和比对 7~10个看家基因序列差异, 而 cgMLST是检测和

比对核心基因组中成千上万个基因的差异。该方法沿用

MLST 的数据分析方法, 以基因比对的方式在核心基因组

中查找等位基因差异, 赋予每株菌一组等位基因编号进行

分型[35]。cgMLST 分析法是在全基因组测序基础上发展起

来的, 克服了全基因组溯源分型数据过大的问题, 具有更

高的效率、准确度和复现性[36]。Ghanem 等[37]通过对欧洲

爆发沙门氏菌疫情进行 cgMLST 溯源分型研究, 证明该方

法可作为一种标准化和可扩展的分型方法。cgMLST 分型

法目前已纳入美国 Plusnet网络试点, 用于溯源食源性致病

菌 [38], 如 Ruppitsch 对单核细胞增生李斯特氏菌进行了

cgMLST 溯源分型研究, 发现其能够很好区分不同爆发的

菌株及与爆发相关或不相关的菌株[39], 此外在肠球菌分型

领域也有应用[40]。cgMLST 分型由于其核心基因数量一定

低于泛基因组数量, 其准确度必然低于 WGS 分型; 另外

还存在由于基因重叠性, 造成的低分辨力情况。 

4.5  基于全基因组测序的单核苷酸多态性分型法 

基于全基因组测序单核苷酸多态性(whole genome 

single nucleotide polymorphisms, wgSNP), 是在全基因组测

序的基础上, 检测对比不同细菌基因组中的 SNP 信息, 从

而达到对同一种内不同细菌分型的目的。wgSNP 分型方法

目前有 2 种方式: 基于标准参考序列的 SNPs 分析和基于

K-mer 的 SNPs 分型。基于标准参考序列的 SNPs 分析, 通

过与参考序列比对分型 , 根据覆盖率和阅读频率选择

SNPs 位点, 获得高质量 SNPs, 比较不同菌株之间的 SNPs

揭示菌株之间的种系发生关系[41]。基于 K-mer 的 SNPs 分

析是通过将测序数据切割成序列长 K 长度的序列, 通过

K-mer之间的比对筛选分析SNPs位点, 进而确定菌株间分

型。目前 wgSNP 已应用于沙门氏菌溯源分型, Ghanem   

等[37,4244]采用 wgSNP技术, 对英国 2015~2016 年餐馆爆发

的鼠伤寒沙门氏菌疫情进行溯源调查, 最终追溯到排水系
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统缺陷致使发生沙门氏气溶胶污染[45]。基于 WGS 技术沙门

氏菌基因分型正在替代传统分型方法, 而且在食源性疾病

爆发监测方面非常有效 [4648], 此外还可预测抗生素耐药  

性[49], 改进溯源分型技术[50], 及阐明沙门氏菌亚型的进化

关系[51]。 

5  展  望 

随着分子生物学和基因测序技术的发展, 食源性致

病菌的溯源分型发展到一个新的阶段, 食源性致病菌的溯

源追踪呈现多种变化趋势 , 利用下一代测序技术进行

WGS 溯源分型在未来具有很大的潜力。采用 WGS 溯源分

型技术与其他分型技术结合, 共同对沙门氏菌进行溯源追

踪也会成为未来发展的方向, 如 Ford 等[50]利用 WGS 和多

位 点 变 量 串 联 重 复 分 析 (multilocus variable-number 

tandem-repeat analysis, MLVA)、SNP 技术对沙门氏菌成功

进行溯源分型, 但 WGS 溯源分型关键在于如何对获得的

序列数据进行计算和分析, 需要完善的生物信息学分析流

程和专家解释系统。另一方面, 由于食源性致病菌爆发的

区域化、全球化趋势, 作好微生物溯源必须开展国际化合

作, 共同监管食源性疾病的发生。因此为了在各国各区域

间使用分型技术, 标准化和商业化成为必然趋势。 

总之, 微生物溯源技术发展必然会促进食品微生物

监管的发展, 合理高效使用溯源分型技术可精准查找食源

性致病菌的来源, 为从源头上控制食品微生物污染提供有

力支撑, 及完善科学监管模式提供可能。 
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