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基于高通量测序技术的食源性病原体检测 

应用进展 

戴陈伟, 许  勇, 武昌俊, 蔡  标* 

(安徽省医学科学研究院, 合肥  230061) 

摘  要: 高通量测序是 DNA 测序技术发展中里程碑式的突破。面对突然爆发的食源性病原体疫情, 食源性病

原体检测正从传统的物理化学方法以及核酸扩增杂交技术向无需富集分离的高通量测序技术发展。高通量测

序技术把食源性病原体看成一个整体, 直接对食品样本中的所有病原体进行全基因组测序, 得到病原体基因

组数据, 并进一步通过生物信息学分析, 得到病原体的基因型、毒力和耐药性报告。高通量测序技术广泛应用

于食源性病原体检测的难点在于对测序数据的准确分析, 但其在食源性病原体的快速检测、预防食源疫情传

播和日常的食源疫情监测, 尤其是发现未知食源性病原体方面拥有巨大的潜力。本文主要对基于高通量测序

技术的食源性病原体检测技术的原理、应用进行综述, 并介绍了现阶段面临的挑战和机遇。 
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Application progress in food-borne pathogens detection based on 
high-throughput sequencing technology 

DAI Chen-Wei, XU Yong, WU Chang-Jun, CAI Biao* 

(Anhui Academy of Medical Sciences, Hefei 230061, China) 

ABSTRACT: High throughput sequencing technology is a milestone breakthrough in the development of DNA sequencing 

technology. In face of sudden outbreaks of foodborne pathogens, the detection of foodborne pathogens is developing from 

traditional methods such as physical and chemical methods, nucleic acid amplification and hybridization to high-throughput 

sequencing technology without enrichment and separation. High-throughput sequencing technology regards foodborne 

pathogens as a whole and directly sequences the whole genomes of all pathogens in food samples to obtain and analyze the 

genome data of pathogens, in order to get the genotype, virulence and drug resistance reports of pathogens. Difficulties of 

high-throughput sequencing technology applying in Food-borne Pathogens detection lie in the accurate analysis of 

sequencing data, but it has great potential in fast detection of food-borne pathogens, prevention and daily surveillance of 

food-borne epidemics, especially in the detection of unknown food-borne pathogens. This paper reviewed the principle and 

application of foodborne pathogen detection technology based on high-throughput sequencing technology, and introduced 

the challenges and opportunities facing the current stage. 
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1  引  言 

食品安全历来是关乎人民健康与社会和谐的热点问

题, 食源性病原体(foodborne pathogens, FBPs)是一类可以

引起食物中毒或以食品为传播媒介的致病性病原体, 包括

食源性的细菌、病毒、真菌和寄生虫等[1-3], 它们直接或经

过传染媒介引起食源性疾病, 危害人类健康, 并造成极大

的经济损失[4]。正是由于引起食源性疾病的病原体种类繁

多, 且部分病毒类病原体变异速度较快[5], 如何对 FBPs 进

行快速准确的诊断, 成为 FBPs 检测领域研究的重点。传统

FBPs 的检测技术, 如涂片镜检[6]、生化检测[7]、免疫试验[8]

等, 通常需要耗费时间和人力来对样本中的病原体进行分

离和富集, PCR 检测[9]和基因芯片检测[10]需要对样本中可

能存在的病原体基因组的先验知识有所了解, 因而难以对

未知微生物或混合病原体进行准确鉴定。自 2005 年, 454

生命技术公司革命性地推出高通量测序系统以来[11], 高通

量测序(high-throughput sequencing, HTS)技术越来越多地

在未知基因组信息的情况下应用于病原体的检测[12,13]。近

年来, 利用 HTS 技术开展的全基因组测序(whole-genome 

sequencing, WGS)已被广泛用于提供 FBPs 的详细特征, 为

沙门氏菌、大肠杆菌、李斯特菌、诺如病毒等 FBPs 的遗

传组成提供了深刻的见解[14], 基于 HTS 技术的食源性病

原体检测技术也得到了快速的发展[15]。 

本研究阐述了运用 HTS 技术检测食源性病原体的原

理, 高通量实验数据的处理流程, 以及基于 HTS 技术在检

测食源性细菌、病毒、真菌和寄生虫类的应用, 并展望了

现阶段基于 HTS 技术的食源性病原体检测技术面临的机

遇与挑战, 为高通量测序技术在检测食源性病原体上的进

一步应用提供参考。  

2  基于 HTS 技术的食源性病原体检测的原理 

HTS 技术是对传统测序技术的一次革命性的改变[16], 

其在生物学和医学的各个领域都开始发挥着重要作用。

Illumina 公司的 Solexa 测序是目前最流行的 HTS 技术, 其

技术原理是采用边合成边测序反应, 在合成反应的碱基延

伸过程中, 将 4 种不同的脱氧核糖核苷三磷酸(dNTP)标记

上 4 种不同的荧光信号, 每个循环只按照碱基配对原则延

伸一个碱基, 按照荧光信号确认每次延伸的碱基种类, 最

终完整读取每个 DNA 片段的序列[16]。Solexa 测序读取片

段为相对较短(100~250 bp), 碱基读取错误率低。在 Solexa

测序流行之前, 罗氏 454 测序是主导技术, 其技术原理也

是采用边合成边测序反应, 但只依次向反应体系中加入一

种 dNTP, 如果某种 dNTP 刚好可以和文库 DNA 片段的下

一个碱基配对, DNA 聚合酶将会把它添加到测序引物的 3’

末端, 并通过后续反应释放出光信号, 这样, 每当一个碱

基与模板进行配对, 就会释放出一分子的光信号, 一一对

应就可以读取文库序列。454 测序读取片段较长(一般≤700 

bp), 但碱基读取错误率相对较高。ABI SOLID 测序技术是

另一个具有代表性的高通量测序技术, 基于该系统采用的

双碱基编码技术, 在测序过程中会对每个碱基检测 2 次, 

其检测准确性接近 99.95%, 因而能够区分测序错误和单核

苷酸多态性, 主要适用于单核苷酸多态性的检测, 但该测

序技术的片段长短约 100 bp, 后续的序列拼接工作相对复

杂[16]。任何平台的 HTS 技术未必适合每一个测序项目, 我

们在开展实验时应根据病原体基因组研究现状和项目测序

通量的要求等加以选择(表 1)[16,17]。 

一个食品样本无需经过病原体富集培养、无需对病原

体基因组具有先验知识、同时也只需要少许的起始核酸量, 

经过高通量测序可以产生数千到数百万个序列片段, 对应

数亿个碱基的序列, 利用生物信息学软件和核酸数据库中

的参考基因组信息对所得到的序列进行过滤筛选和比对分

析[17], 即可从单个样本海量的扩增序列中拼接获得高质量

的基因组图谱, 从而进一步得到病原体的基因型、毒力和

耐药性报告等。 

3  基于 HTS 技术的食源性病原体检测的数据

处理流程 

根据样本性质、来源、提取方法以及建立文库策略的

不同, 基于 HTS 技术的 FBPs 检测的数据处理方法也可能

略有不同。FBPs 样本大多来自粮食、蔬菜、水产品、奶制

品、水果、畜禽产品等, 在提取病原体的 DNA 或 RNA 后建

立文库, 利用高通量测序仪测序, 可以获得存储格式为 fasta

或 fastq 的初始测序数据, 初始数据经过一系列生物信息学

软件的分析处理得到样品中的病原体信息。我们将基于 HTS

技术的 FBPs 检测的数据处理流程(图 1, 附每步可用的分析

软件)概括为以下 5 个步骤: (1) 测序数据的质量控制[18,19], 

目的是为了去除非目标序列、测序接头、引物序列以及过滤

掉低质量的测序数据; (2) 与参考基因组比对, 以分拣测序

片段[20,21]; (3) 目的片段序列拼接[22,23], 利用生物信息学软

件拼接得到configs或 scaffolds; (4)  configs/scaffolds与参考

序列比对[24]; (5) 结果可视化[25]与下游分析[26,27], 获得全部

病原体基因组信息, 完成病原体检测流程。 

4  基于 HTS 技术的食源性病原体检测的应用 

4.1  细菌类食源性病原体 

细菌类 FBPs 是人类食物链中最常见的病原体, 主要

包括大肠杆菌、沙门氏菌、志贺氏菌、葡萄球菌和李斯特

菌等。细菌类 FBPs 具有传播快、在食品中含量少的特点, 

因此, 需要我们有能力检测出在各种食品来源中极低水平

存在的细菌类 FBPs。大部分细菌类 FBPs 已有较为深入的 
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表 1  3 种高通量测序技术的特点和技术优势 
Table 1  Characteristics and technical advantages of 3 HTS technologies  

测序技术 测序长度 测序保真度 技术优势 

罗氏 454 测序技术 100~250 bp 较高 准确度高, 一致性好 

Illumina Solexa 测序技术 ≤700 bp 相对较低 需样品量少, 简单、快速 

ABI SOLID 测序技术 约 100 bp 较高 通量高, 更适合单核苷酸多态性分析和甲基化分析 

 

 
 

图 1  基于 HTS 技术的病原体检测的数据处理流程 

Fig.1  Data processing flow of FBPs detection based on HTS technology 

 
研究基础, 基因组信息也大多被上传到公共数据库, 因此, 

HTS 技术可以很好的应用到细菌类 FBPs 的鉴定、流行病

学研究、进化分析和日常监测之中。 

大肠杆菌 O157 是一种非常重要的 FBPs, 感染人后经

常导致严重的出血性腹泻和腹部绞痛 , 其致病菌主要为

O157:H7[28]。Jenkins 等[29]利用 HTS 技术成功鉴别出豆瓣

菜作为大肠杆菌 O157H7 同时爆发的两处食品污染源, 采

用全基因组测序与拼接, 辅以单核苷酸多态分析, 并与公

共数据库中其他菌株的数据进行比较, 构建了系统进化发

育树, 确认了感染爆发的菌株。彭昊等[30]通过 HTS 技术对

两株有毒力差异的大肠杆菌 O157H7 进行鉴定, 采用测序

评估和基因功能注释等生物信息学方法对测序结果进行分

析, 为下一步开展大肠杆菌 O157H7 毒力相关基因的研究

奠定了基础。单增李斯特菌感染可引起败血症、脑膜炎、

肺炎、流产和死胎等症状, 是我国重点监测的 FBPs 之   

一[31]。Allam 等[32]运用 HTS 技术进行全基因组测序, 报告

了发生在 2017 年至 2018 年期间, 与南非一次大规模李斯

特菌病爆发有关的 10株单核细胞增多性李斯特菌 6型分离

株的全基因组序列。在我国, 沙门氏菌是细菌性食物中毒

最常见的病原菌之一, 严重危害公众健康和生命[33]。通常, 

基于沙门氏菌富集培养的检测方法复杂而又耗时, Jarvis 

等[34]对 91个芫荽菜叶样品同时进行 16S rDNA测序和全基
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因组测序, 发现利用细菌 16S rDNA 测序鉴定的方法对培

养后沙门氏菌阳性的样品进行检测, 只有较低的沙门氏菌

检出率, 这可能是由于测序深度不够或是引物设计的不合

理, 而对沙门氏菌培养阳性的芫荽样品进行全基因组测序

分析, 沙门氏菌检出率 100%, 且可以通过测序数据分析判

断沙门氏菌污染程度的不同。 

4.2  病毒类食源性病原体 

病毒类 FBPs 主要包括甲型肝炎病毒、诺如病毒、轮

状病毒、戊型肝炎病毒和腺病毒等, 主要引起流行范围广、

传染性强的胃肠道、肝脏以及神经系统疾病。病毒类 FBPs

常常难以直接确诊, 因为病毒通常含量较低, 大多难以培

养, 少数可以培养的病毒, 除了需要非常合适的宿主, 还

需要其它严苛的条件[35]。作为在全球流行范围最广的病毒

类 FBPs, 诺如病毒、甲型肝炎病毒、戊型肝炎病毒都是无

包膜的单链 RNA 病毒, 主要通过食物进行传播[36]。严重急

性呼吸综合征(Severe acute respiratory syndrome, SARS)病

毒、中东呼吸综合征(Middle East Respiratory Syndrome, 

MERS)病毒和埃博拉病毒则是人畜共患的 RNA 病毒, 也

有可能以食物为媒介进行传播[37]。与 DNA 病毒相比, RNA

病毒缺乏具有错误修复机制的聚合酶, 因此 RNA 在复制

过程中出现错误时无法及时修正, 这就导致了 RNA 病毒

较快的进化速度, 新型 RNA 病毒的爆发时有发生。RNA

病毒的高变异率就决定了 PCR 检测技术和基因芯片检测

技术常常难以奏效。随着 HTS 技术的不断改进和测序成本

的一再降低, 数据分析等相关生物信息学软件的不断开发, 

De Novo Assembly 技术可以帮助我们迅速收集新型病毒的

基因组数据, 完善病毒基因组数据库, 基于 HTS 技术的病

毒类 FBPs 检测技术也在迅速发展。 

Chiapponi 等[38]分析了 2 个不同地点的冷冻浆果样本, 

从这两个样本抽取总 RNA 用于 RNA-seq 和扩增测序, 发

现两个浆果样本来源的 HAV 基因组序列均与病人体内取

得的 HAV 基因组序列具有 99%的同源性。诺如病毒具有

极强的传染性, 可导致胃肠炎的大范围爆发[39], 也是我国

最流行的食源性病毒之一。敖元云等[40]应用 454 高通量测

序技术发现了河北卢龙县存在于腹泻儿童粪便标本中的诺

如病毒, 经全基因组序列分析发现其和诺如病毒株 30443

同源性为 98.0%。轮状病毒主要感染婴幼儿, 是导致婴儿

肠胃炎最常见的病原体 [41]。Mamoru 等 [42]运用 Illumina 

MiSeq sequencing 技术同时对包括诺如病毒、轮状病毒、

甲型肝炎病毒和戊型肝炎病毒在内的多种病毒类 FBPs 进

行检测, 结合微流控技术和 HTS 技术开发出一种高通量检

测和基因分型工具。能够有效跟踪多种 RNA 病毒在不同

环境中的状态, 以更好地了解人类致病性 RNA 病毒。 

4.3  真菌和寄生虫类食源性病原体 

真菌类 FBPs 主要包括黄曲霉菌、镰刀霉菌、麦角菌

等产毒素真菌, 目前, 对真菌类 FBPs的研究远远少于细菌

和病毒类FBPs。真菌类FBPs通常首先感染食源性植物, 然

后在其生长繁殖过程中产生有毒代谢物, 人类食用这些植

物源性食品而导致疾病[43]。Vaux 等[44]利用 Illumina HiSeq 

2000 测序平台分析了多例来自于医疗机构的棒地霉感染, 

结合单核苷酸多态性分析和系统进化分析, 发现一种用于

储存和输注血液制品的医疗设备为疫情的污染源。 

寄生虫类 FBPs 主要包括溶组织内阿米巴虫、绦虫、

小隐孢子虫和蓝氏贾第鞭毛虫等。寄生虫类 FBPs 的基因

组较大(10~1000 Mbp), 是细菌基因组大小的十倍以上, 大

的甚至接近人类基因组的大小。缺少参考基因组是当前发

展基于 HTS 技术的检测寄生虫类 FBPs 的关键阻力, 寄生

虫基因组数据库正在不断发展更新。Kawai 等[45]在与多起

海产品中毒相关的冷冻牙鲆鱼肌肉组织中找到了可疑孢子, 

随后直接提取冷冻牙鲆鱼片的总 DNA 和 RNA, 分别用于

全基因组测序比对分析和 RNA-Seq分析, 发现了导致疫情

发生的病原体是粘孢子虫。 

到目前为止 , 将 HTS 技术应用于真菌和寄生虫类

FBPs 的流行病学和毒力研究的报道为数不多。但随着 HTS

技术的不断发展和相关基因组数据库的不断扩充, 基于

HTS 技术对真菌和寄生虫类 FBPs 的检测和鉴定将会越来

越多地得到应用。 

4.4  利用 HTS 技术对食源性病原体日常监测 

对一些特定 FBPs 的监测一直是公共卫生领域的常态

化工作, 目前已有少数国家和实验室已将 HTS 技术列为监

测公共健康的常规技术手段, 并取得了一定的成果(表 2)。

但在全球范围内来说, 利用 HTS 技术对食源性病原体日常

监测还处于启动阶段。 

5  小  结 

HTS 技术相比于其它检测技术, 可以更加快速、高

效、全面地检测食源性病原体, 但 HTS 技术的应用需要各

种软硬件用于数据的存储和分析, 包括数据管理, 质量控

制、绘图和校准、序列比对组装、基因注释、宏基因组学

分析等[50,51]。然而几乎所有食品科学领域的科学家都缺乏

或是只有少量的生物信息学背景, 因此大量生物信息学工

具的开发和正确使用, 并用它们来得到合理的分析结果似

乎是一个难以逾越的障碍。因此, 需要投入大量努力来培

训相关人员使用这些生物信息学工具[52]。目前, 一些已发

表的公共的数据分析软件和相关的操作流程已经可以应用

于高通量测序数据的查询、下载和可视化的分析[53,54]。

FBPs 基因组数据库的建立是另外一个难点, 一个包含所

有主要 FBPs 基因组完整信息的参考数据库是流行病学调

查和设计病原体检测分析的基础。目前, 一些常见的 FBPs

基因组的数据已经释放到公共的数据库[5557]。 
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表 2  部分已发表的基于高通量测序技术的食源性病原体检测的研究 
Table 2  Researches on food-borne pathogens detection based on HTS technology 

食源性病原体 应用的测序技术 数据分析方法 时间地点 

细菌类    

大肠杆菌 O157:H7 HiSeq 2500, 200PE 全基因组测序与拼接; 单核苷酸多态分析 2013, 英国[29] 

大肠杆菌 O157:H7 HiSeq2000 全基因组测序与拼接; 单核苷酸多态分析 2016, 中国广西[30]

大肠杆菌 O104:H4 MiSeq, 151PE;HiSeq 2500 鉴定环境基因组标签; 基因组比对;系统进化分析 2011, 德国[46] 

单增李斯特菌 MiSeq 全基因组测序与拼接 2017-2018, 南非[32]

肠炎沙门氏菌 MiSeq, 250PE 全基因组测序与拼接; 单核苷酸多态分析 2001-2012, 美国[47]

病毒类    

甲型肝炎病毒 RNA-seq; Sanger amplicon sequencing 与参考基因组比对, 确定基因型 2013, 意大利[38] 

诺如病毒 Roche 454 与参考基因组比对; 系统进化分析 2015, 中国河北[40]

诺如病毒 HiSeq 与参考基因组比对; 系统进化分析 2015, 中国广西[48]

轮状病毒 RNA-seq on MiSeq 与参考基因组比对, 确定基因型 2012, 日本[49] 

真菌与寄生虫类    

棒地霉 HiSeq2000, 100SE 全基因组测序与拼接, 单核苷酸多态分析 2012, 法国[44] 

粘孢子虫 RNA-seq; Sanger amplicon sequencing 基因组拼接与比对; 18S rRNA 序列比对 2008-2010, 日本[45]

 
HTS 技术可以提高病原体检测的准确性, 特别是对

于低丰度的复杂样本, 基于高通量测序技术的 FBPs 检测

无需进行选择性预培养, 通过大量测序数据的分析可以有

效防止罕见或未知病原体的漏检。因此, 应用 HTS 技术和

宏基因组学分析, 可以快速有效地获知 FBPs 的种属和基

因型, 并提供毒力和耐药性等报告。基于高通量测序技术

的 FBPs 检测, 是未来 FBPs 检测和日常防控的一条重要思

路, 不断完善 FBPs 全基因组数据库, 并开发出更加快速、

有效、面向大多数食品检测者的高通量测序数据的分析策

略是我们当下需要关注的研究重点。 
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