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基因组学在食品安全微生物监控中的应用 

高惠敏, 颜春荣, 张  蕾, 徐春祥* 

(江苏省食品药品监督检验研究院, 南京  210008) 

摘  要: 随着测序技术和生物信息学的发展, 基于高通量的全基因组测序技术在食品安全领域的运用越来越

广泛, 尤其在食源性疾病暴发病原的检测与诊断上具有明显的优势。与传统的检测手段相比, 基于全基因组测

序的检测技术具有覆盖面广、灵敏度高和遗传信息丰富的优点。本文综述了基因组测序技术的主要方法及基

本原理, 总结了国内外全基因组测序技术用于食源性微生物检测和监控的研究进展, 探讨了基因组学技术在

致病菌监测中仍待解决的问题, 并对基因组学在食品安全检测领域的应用进行了分析和展望。 
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Application of genomics in food safety microbial monitoring 
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ABSTRACT: With the development of sequencing technology and bioinformatics, high-throughput based whole 

genome sequencing has been widely used in the field of food safety, especially in the detection and diagnosis of 

pathogen outbreaks. Compared with the traditional detection methods, whole genome sequencing detection 

technology has the advantages of wide coverage, high sensitivity and rich genetic information. This paper reviewed 

the main methods and basic principles of whole genome sequencing technology used in the field of food safety, 

summarized the research progress of whole genome sequencing technology for foodborne microbiological detection, 

discussed the problems to be solved in the application of genomics in pathogen monitoring, and analyzed and 

prospected the application of genomics in the field of food safety detection. 
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1  引  言 

组学包括基因组学、转录组学、蛋白质组学和代谢组

学等, 通过先进的生物信息学分析方法, 组学可以为减少

和降低微生物食品安全危害提供建议[1]。与其他组学方法

在食品安全方面的研究相比, 基因组学是应用最早和最广

泛的。特别是针对细菌菌株, 全基因组测序已经开始取代

其他分子方法比如脉冲场凝胶电泳 (pulsed field gel 

electrophoresis, PFGE)技术, 成为细菌分型的主要选择[2]。

从监管和公共卫生机构角度, 全基因测序技术可在几天内

确定病原, 为及时监控并召回被污染食品、有效诊治患者

提供强有力技术支撑[35]。因此, 如何方便地使用高通量基

因测序及其获得的信息已成为食品产业和食品安全专家们

迫切需要解决的问题。本文主要对基因组学在食品安全领
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域的应用现状和发展趋势进行概述, 并重点阐述基因组学

在食源性致病菌检测及疫情防控中的应用, 探讨基因组学

技术在食品安全领域应用的利弊和未来前景, 为基因组学

在食品安全领域应用的进一步发展提供参考。 

2  基因组测序与生物信息学分析 

2.1  基因组测序的演变和现状 

自 1975 年由 Sanger 和 Coulson 开创的链终止法(一代

测序)开始, DNA 测序技术在过去的 40 多年间经历了飞速

的发展, 早期DNA测序主要依赖Sanger测序技术, 该技术

利用在 PCR 反应体系中加入双脱氧的核苷酸使 PCR 反应

提前终止原理来确定 DNA 序列的碱基组成, 如 1995 年科

学家首次通过桑格测序技术测定了流感嗜血杆菌的全基因

组 [6]; 国际人类基因组测序联盟 (International Human 

Genome Consortium, IHGSC)也通过该技术测定了人类基

因组, 该项目花费近 30 亿美元并耗时 13 年之久[7,8]。Sanger

测序技术为 DNA 测序的发展奠定了基础, 尽管 Sanger 测

序技术精度高, 但该测序技术成本高、通量低, 越来越不

能满足分子生物研究的需求。 

随着科技的进步和高通量测序需求的增加, 二代测

序技术应运而生。与一代测序相比, 二代测序的核心策略

是边合成边测序, 每次反应可产生上百万个 DNA 序列, 

大大提高了测序的速度, 降低了测序的成本。第二代测序

主要包括 Roche 公司的 454 技术、Illumina 公司的 Solexa、

Hiseq 技术和 ABI 公司的 Solid 技术, 其中以 Illumina 的

Hiseq 和 Roche 的 454 测序应用较为广泛[9,10]。两者在测

序原理上大同小异 , 但在测序长度上有着显著差异 , 因

而适用于不同类型的研究。Hiseq 测序读长较短(~250 bp)

适用于包含许多菌株的测序项目以及重测序。而 Roche 

454 测序读长较长, 平均 500 bp 左右, 更适用于宏基因组

种群丰度测序。最近 10 年, 以 Illumina、Roche 454 为代

表的高通量测序技术的诞生带动了细菌基因组测序的第

二次革命 [9,10]。这些测序平台还可以对小的细菌基因组

(<10 Mb)进行规模化测序, 2015 年康奈尔大学曾对分离

自美国不同熟食店的 200 种单增李斯特菌进行基因组测

序, 多次建库高通量序列的输出可以同时对高达 96 个菌

株进行测序, 最终使得每一个菌株全基因组测序的成本

低于 100 美元。针对不同样品的建库和测序要求, 将来的

测序成本还会继续下降, 单样品的测序成本将从大于 50

美元降至低于 10 美元[11]。 

二代测序技术的出现提高了测序的效率, 降低了测

序成本, 但其也具有明显的劣势, 较短的测序长度增加了

基因组组装的难度。以 PacBio 技术为代表的三代测序技术

的出现弥足了这一缺陷。PacBio 是美国太平洋生物科学公

司(Pacific Biosciences, http://www.pacb. com/)推出的单分

子实时 DNA测序技术(single molecular real time sequencing, 

SMRT), 其主要特点是序列读长长, 目前平均序列读长在

10 kb 以上, 最长可达 40 kb, 更适用于解决比较基因组问

题[1214]。三代测序平台利用序列读长中成千上万的碱基对

与短读长数据进行杂交分析可以完成对多种细菌的基因组

测序[15]。在微生物组菌型分型方面, PacBio 的长读长单分

子测序还可以弥补短读长测序技术提供的分辨率不足的问

题, 进一步区分遗传特征较近的菌株[16,17]。已完成测序的

基因组也可以单独构建单分子数据, 如对分离自鸡中的鼠

伤寒沙门氏杆菌进行的测序等[18]。 

2.2  用于分析细菌全基因组数据的生物信息学工具 

细菌的全基因组测序离不开生物信息学分析, 包括

基因组的组装、比对以及分型等。如何使用这些生物信息

分析工具将大量短的基因组碎片整合以及将大量来源不同

的基因组数据进行有效比对是目前数据分析面临的巨大挑

战。生物信息担负了将计算与用户界面连接的重任。 

目前, 分析细菌全基因组数据主要有 2 种策略, 全基

因组单核苷酸多态性(single nucleotide polymorphism, SNP)

分析和全基因组多位点序列分型(whole genome multi locus 

sequence typing , wgMLST)[19]。2 种策略都是建立在基因测

序基础上, 根据碱基变异来对细菌的种类或株系进行区分, 

不同在于选择的分型基因数量和基因长度差异。全基因组

的 SNP 分析由于通过全基因组水平的变异区分细菌间的

差异, 具有更高的分辨率, 能达到区分同种不同种群细菌

的效果。这些分析的主要工作流程包括: 测序质量控制、

有效的基因组组装、变体的识别以及基于变异分型。质控

是对测序产生的原始数据进行去接头、过滤低质量片段、

得到“Clean data”的过程。质量控制通常会过滤掉 5%~15%

低质量的序列, 有助于提高后续分析的准确性[20]。全基因

组的比对(mapping)和从头组装分析从灵敏度和速度上都

有大幅度提高[21]。但是系统发育和分型结果不需要这些耗

时的流程, 其分析工具主要包括: 基于核基因组的 K-mer

分析和泛基因组 SNP 检测、基于 de Bruijn 图分析 SNP\插

入缺失位点 \较大的变异检测、读长仅比对到感兴趣的

MLST 序列上和基因的检测、生态位应用如沙门氏菌血清

型分型等[22,23]。 

测序技术的发展使得海量的 DNA 序列被测定, 这需

要更加高效的分析软件用于管理和分析 DNA 数据, 挖掘

有用的遗传变异信息, 进而促进了生物信息学的发展。由

于计算量较大, 多数生物信息学软件都开发应用于 Linux

操作系统, 需要研究者们用命令行操作软件和具有一定编

程基础, 这提高了对研究者的要求, 一定程度上限制了其

在应用型研究单位的推广应用。因此, 现代生物信息学的

发展更倾向于图形化和基于网络的友好用户界面, 这就使

得研究者们不需要深厚的编程技能就能将最先进的运算技
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术应用于他们的数据。虽然直观的用户界面适合单个或小

数量的基因组分析, 但是由于要从服务器端调用大量的数

据以及缺乏分析的灵活性, 这些基于网络的用户界面还不

适合分析高通量的数据。尽管如此, 基于云计算的数据存

储和计算成本较低的食品安全分析渠道在不久的将来会得

到长足的发展[24]。 

3  全基因组测序在食源性疾病疫情识别、监控

和病原溯源上的应用 

近年, 基因组测序已广泛应用于食源性致病菌的特

征检测, 如沙门氏菌、埃希氏菌、李斯特菌、弯曲杆菌和

弧菌等[25,26]。食源性致病菌的基因组信息为更好地了解这

些病原菌的遗传组成、种群结构和亲缘关系等提供了新的

视角。在食品安全领域, 越来越多的研究机构和监管部门

将全基因组测序技术应用于食源性疾病疫情爆发的识别和

监测, 并基于此技术进行疾病溯源追踪和污染调查等。 

全基因组测序助力快速识别食源性病原聚集性疫情。

关于全基因组测序与食源性疾病暴发识别相关的报道大约

开始于 2011 年[27]。2011 年 5 月, 德国暴发食源性肠出血

型大肠杆菌 O104:H4 型疫情, 同年 6 月, 科研人员基于

Illumina 的 HiSeq 2000 测序平台首先完成了大肠杆菌

O104:H4 型的基因组图谱, 并研制出诊断试剂盒, 为全球

范围内的病情诊断、疫情监测和污染源调查提供了有力支

持[28]。2013 年 9 月, 美国疾控中心宣布启动基于全基因组

测序技术的生物学检测项目, 收集分离自全美病人、食品

及环境中的所有单增李斯特菌株系, 采用全基因组测序技

术用于单增李斯特菌的分子分型, 以便快速准确鉴定可疑

的致病食品。在开展此项目后三年内, 结合流行病学和产

品追溯数据, 共监测和解决多达 14 次单增李斯特菌小规

模的暴发事件[29,30]。 

基于全基因组测序的分型技术不仅可以快速检测病

原菌, 而且具有较高的准确度和分辨率。2014 年, 研究者

发现肠炎沙门氏菌的全基因组序列可以提高对该菌血清型

分型的准确性[31]。Den-Bakker 等[32]的研究也表明, 全基因

组测序有助于提高肠炎沙门氏菌血清型暴发的检测能力。

SeqSero 是一款基于全基因组测序数据推出的对沙门氏菌

血清分型软件。目前, 最新版本 SeqSero2 已经作为一线分

型方法被美国等多国公共卫生和食品安全实验室使用
[33,34]。2019 年, 针对 2007~2016 年发生在加拿大魁北克省

沙门氏菌病散发病例, 研究者评估了 4 种基于全基因组测

序的分型方法。结果发现 4 种分型方法皆可将暴发菌株分

为 4 个不同的系统发育簇, 与流行病学数据相一致, 而脉

冲场电泳则无法区分以上不同的暴发事件[25]。有报道曾利

用全基因组测序结合宏基因组学方法对沙门氏菌和产志贺

菌属大肠杆菌血清分型和细菌耐药性决定因素进行 SWOT

分析, 结果发现实际表型和基于全基因组测序的分型预测

数据高度一致[2]。以上研究表明, 全基因组测序可能为食

源性病原体识别提供了目前最高水平的菌株识别能力。 

全基因组测序不仅能提高细菌分型的分辨率和准确

度, 还能提供从分型中无法获得的辅助信息, 如揭示系统

发育关系, 用于回顾性识别环境来源和疾病溯源追踪。而

常规的脉冲场凝胶电泳等分子分型技术仅能对病原菌基因

组中的部分变异情况进行分析, 无法全面反映菌株整体的

遗传变异信息[2]。2008 年李斯特菌疫情在加拿大大规模暴

发, 脉冲场凝胶电泳基因分型发现暴发是由 2 种亲缘关系

较远的株系造成的, 而全基因组测序分析则发现引起暴发

的 2 种李斯特菌株系遗传分化较小, 存在较近的共同祖先, 

分化主要来自于噬菌体插入拷贝数的差异[35]。类似案例还

发生在火鸡肉中的 2 种李特斯菌暴发上 , 一次发生在

1998~1999 年, 另一次在 2002 年, 经测序发现 2 次暴发菌

株的变异主要来自于是否存在插入质粒序列[36]。2017 年, 

王旭等[37,38]通过比较基因组学分析, 表明原噬菌体是单增

李斯特菌 WaX12 微进化的主要原因。该研究运用 Illumina

测序技术对一株中国单增李斯特菌 WaX12 的基因组进行

了测定, 发现其基因组与 Finland 1998 相似度较高但原噬

菌体的数量存在差异, 其中 2 个噬菌体分别来自于大肠杆

菌和粪球菌。越来越多的研究表明, 全基因组测序为食源

性疾病暴发的精准溯源提供了有力技术支撑[39,40]。 

随着基因组测序技术的发展, 基于全基因组测序的

分子分型已经成为国际上监测和预防食源性疾病流行与暴

发的金标准技术。2015 年 , 美国食品及药品管理局的

Genome Trakr project项目率先启动了对食品和植物加工品

中单增李斯特菌和沙门氏菌的监测工作, 并陆续开展对大

肠杆菌、空肠弯曲菌、弧菌以及阪崎肠杆菌等其他食源性

病原菌的全基因组测序监测工作[4143]。此外, 阿根廷、爱

尔兰、英格兰、土耳其、比利时和墨西哥都已建立了全基

因组测序技术的实验室。2015 年欧盟食品安全局已经将全

基因组测序技术用于食品中重要食源性致病菌的鉴定、分

子分型、耐药、血清分型等。2019 年 9 月, 由国家食品安

全风险评估中心牵头的我国首个基于全基因组测序技术的

食源性疾病分子溯源网络建成并投入使用, 以应用于病因

食品的快速准确识别[44]。 

4  宏基因组学在食品微生物中的运用 

宏基因组测序, 作为一类近年来应用广泛的高通量

测序技术, 为食品安全检测提供了一种极为高效灵敏的微

生物检测手段[45,46]。宏基因组(metagenomics)是以特定环境

样品中整个微生物群落基因组作为研究对象, 无需分离培

养, 直接提取环境样本的 DNA 进行高通量测序。此方法避

免了微生物从食品、环境或临床样本中分离培养的步骤, 
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可直接通过 DNA 提取和基因组测序直接检测, 并且解决

了难培养微生物检测和鉴定的问题[47]。目前微生物的宏基因

组学按照技术手段可分为 2 种: (1)通过细菌核糖体 16S rRNA

或真菌 18S rRNA 的扩增测序来对微生物分类[48], (2)通过对

原始 DNA 的直接建库测序。宏基因组学运用过程中的一个

潜在问题是假阳性, 这些假阳性信号来自于外源 DNA(如寄

主残留 DNA)的污染。而基于 16S rRNA 的微生物宏基因组技

术, 因只根据 16S rRNA 的序列进行分型, 一些种的高可变区

可能非常相近, 但能够区分它们的特异性片段可能不在扩增

区域内, 导致无法准确区分近缘的微生物品系。 

目前, 在食品安全领域, 宏基因组学的应用更侧重于

对食源性病原体生物学的研究, 包括系统研究微生物群落

结构及其功能基因等, 用于指导食品质量控制以及制订新

防控措施等。近年来, 国内基于宏基因组测序用于发酵食

品微生物的研究尤其集中, 以在食醋中的研究为例, 研究

人员曾利用宏基因组测序结合代谢组学对镇江香醋中微生

物群落分布和风味物质的变化进行了分析, 通过分析细菌

群落和主要的风味物质在不同批次间均匀性和稳定性, 从

而对镇江香醋的产品品质和质量进行评估[49]。尽管目前微

生物宏基因组学在食品安全中的运用还存在很多问题, 如

目标样本测序丰度低、随机扩增方法和引物的选择难以做

到无偏差覆盖等, 但它也具有巨大的潜力, 该技术的应用

有利于更细致地描述食品中病原菌的生理状态, 有助于促

进食品安全检测进入一个新阶段。 

5  基因组学技术在食源性致病菌检测中存在的

问题 

尽管基因测序技术发展迅猛, 已为食品安全领域带

来颠覆性变革。但是将基因组学技术完美地从研究实验室

转化为现代食品安全实验室日常使用, 仍有很长一段路要

走。首先, 通过基因组测序对细菌进行的分子分型是回顾

性的, 基于此结果的预测是否能改变疫情暴发进展仍存在

质疑。单独的基因组测序分析仍需有效结合流行病学调查

和环境数据等才能给出更科学的理论指导。其次, 基因组

测序只是单独的数据获得, 如何对海量的数据进行分析才

是解决食品微生物安全问题的关键。对研究者来说, 丰富

的生物信息学知识必不可少。数据分析也是对食品安全从

业人员的一个巨大挑战。最后, 构建食源性疾病分子溯源

网络涉及环境监控、采样、检测等多个流程。全网络监控

成本较高且环境监控是一个持续的过程, 如何制定一个有

效的监控计划是衡量整个防控和溯源项目的关键要素, 需

要庞大的实践数据支撑。 

6  总结与展望 

全基因组测序改变了整个食源性疾病疫情监测的状

态, 改进过的分型检测技术可以检测到越来越多小疫情的

暴发, 同时还能通过对监管过程中采集的样品进行回顾性

分析加强检测与监管部门间的沟通合作, 促进防控措施的

制订和施行。未来全基因组测序技术和生物信息学技术的

发展应该更侧重于让食品安全从业人员更专注于去提出重

要的生物学问题而不是纠结于如何分析复杂的数据[1]。而

组学技术在食品安全方面将不再是简单的呈现数据, 更多

的是去探讨不同病原微生物间的关系以及病原体如何与微

生物、食品环境等互作, 致力于研究这些技术如何更好的

去推动食品安全事业的发展。 
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