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羊源产志贺毒素大肠杆菌噬菌体 P762 的生物学特性及 

解聚酶的研究 

摘  要 

产志贺毒素大肠杆菌（Shiga toxin-producing Escherichia coli , STEC），具有致病

性极强的志贺毒素，贮藏于牛或羊的肠道内，由牛羊粪便污染周围水源、蔬菜或在

屠宰时污染了牛羊肉而造成 STEC 传播。人类由于食用了被 STEC 污染的食品而发病，

并曾造成全球各个国家多次公共卫生事件。因此，在这种从农场到餐桌各个环节都

可能面临污染的情况下，STEC 的防控成为难题。而使用抗生素防控 STEC，一直存

在争议，即抗生素治疗使得 STEC 释放 stx 毒素会加重临床症状，并且与当下限抗、

减抗政策相悖。因此，寻找一种覆盖全产业链、生态友好的消毒剂非常重要。而噬

菌体因能够裂解细菌、不会造成环境污染的特点成为安全有效的消毒剂的候选。为

了能够筛选到具有防控 STEC 潜力的噬菌体，本研究从两方面入手：一方面着手于

使用 PCR 方法检测 16 株羊源分离株的 stx 等毒力因子、并对 stx 亚型区别鉴定，以

Vero 细胞为模型评价其毒力强弱，同时又利用生物信息学方法对 stx 蛋白质序列建立

亚型分型搜索库，尝试实现对二代测序的 STEC 菌株的 stx 亚型进行预测判断，筛选

出强毒力株是为分离能够裂解其的噬菌体做铺垫。另一方面，本研究从 300 份养殖

场污水、医院污水样品中分离可以裂解 STEC 的噬菌体 63 株，并对一株宽谱且具有

“晕圈”表型的噬菌体 P762 展开后续深入研究，包括基因分析、生物特性、抑菌效果、

衍生酶，为 STEC 及 STEC 噬菌体的研究奠定理论基础。 

1 羊源产志贺毒素大肠杆菌毒力因子检测和强弱毒株评估 

产志贺毒素大肠杆菌是一种食源性致病菌，主要的毒力基因包括 stx 、eae、

exhA 等。不同的 STEC 因毒力因子分布不同以及 stx 亚型不同而具有不同程度的致

病作用。本研究使用 PCR 方法对 16 株羊源 STEC 分离株所携带的 stx 等毒力因子进

行检测并对其 stx 亚型分型，尝试使用生物信息学方法对 STEC 的 stx 毒素序列建立

资源库，并尝试对二代测序的 STEC 菌株进行 stx 亚型预测，后期使用 vero 细胞对这

些菌株的毒力强弱进行分析。结果表明：stx1a 亚型 4 株，stx1c 亚型 5 株，stx2a亚型

1 株，stx2c 亚型 6 株，1 株未测定出来；4 株 STEC 毒力等级为++++，1 株 STEC 毒

力等级为+++，4 株 STEC 毒力等级为++，7 株 STEC 毒力等级为+。 

 



2 羊源产志贺毒素大肠杆菌噬菌体的分离和生物信息学分析 

由于生产链污染难以溯源，很难对 STEC 进行防控，而使用抗生素治疗 STEC 具

有争议性。因此寻找新型防控工具极为重要。噬菌体作为一种可以覆盖全产业链、

生态友好型的消毒剂可用于病原菌的预防和控制。在投入使用之前，通过对噬菌体

基因组的研究，可以评估该噬菌体作为一种消毒剂的安全性。本研究从不同地区养

殖场、医院污水共计 300 份样品中分离出 63 株噬菌体，并从这些噬菌体中筛选出一

株能裂解来自不同地区、不同动物和不同种类致病性大肠杆菌的噬菌体 P762，且具

有“晕圈”表型现象。提取 P762 的基因组，测序并上传至 NCBI 获得其序列号为

MW876471，通过 BLASTN，P762 与一株短尾大肠杆菌噬菌体 DY1 有 95.14%的同

源性,同属于有尾科 Kayfunavirus 属。通过 VFDB 和 RAST 注释分析，P762 的基因组

不编码毒力蛋白。随后从公共平台下载了 40 个同一属的噬菌体的全基因组并进行了

泛基因组分析。这 41 个噬菌体的泛基因组属于开放泛基因组，为噬菌体基因水平研

究奠定理论基础。 

3 噬菌体 P762 的生物学特性及体外抑菌实验 

噬菌体 P762 宿主谱测试实验结果发现，在 39 株 STEC 中，该噬菌体能裂解 18

株不同血清型的产志贺毒素大肠杆菌，血清型包括 O157：H7 和非 O157:H7，更为

值得深入研究的是，P762 亦可以裂解禽致病性大肠杆菌(Avian Pathogenic Escherichia 

coli，APEC)：5 株血清型涵盖 O78、O83 和 O9 的 APEC，和其他致病性大肠杆菌

(5/17)。其他基本生物学特性分析表明，P762 在 pH 3~11、温度 4℃~60℃范围内是稳

定的，其最佳感染倍数 MOI 为 0.1。P762 的一步曲线表现出 3 个生长爆发阶段:2 个

快速生长阶段和 1 个缓慢生长阶段。第一次快速爆发规模为 80 CFU/PFU，缓慢生长

阶段增殖规模为 10 CFU/PFU，第二次快速爆发规模约为 990 CFU/PFU。体外抑菌试

验表明，P762 在含生菜叶的 STEC 中具有较高的杀菌活性，P762 可以分别抑制

O157 和 O145 两种血清型的 STEC 生长，并在 1 小时内细菌数量分别下降 99.96%和

99.99%。 

4 噬菌体 P762 解聚酶的研究 

噬菌斑的“晕环”表型提示 P762 基因组中有解聚酶基因。 Phyre2 分析表明，

ORF48 与水解酶在功能和结构上具有相似性(99.3%;30%)，ORF48 具有 3 个结构域，

分别是 N 端的 T7-tail fiber、 tail spike 和处于中间的鼠李糖苷酶。将噬菌体 P762 的

ORF48 基因克隆连接到 pET-28a 表达载体中，将重组表达载体导入感受态 BL21 中，

表达纯化重组蛋白 Dpo48。纯化的重组蛋白 Dpo48 通过生物被膜实验证明具有抑制



P762 胞外多糖生长的功能，但在消除已形成的生物被膜上不表现出降解功能。 

 

关键词：产志贺毒素大肠杆菌；Vero 细胞毒力模型评价；生物信息学；噬菌体疗法；

解聚酶 



BIOLOGICAL CHARACTERISTICS AND 

DEPOLYMERASE OF SHEEP-DERIVED SHIGA 

TOXIN-PRODUCING ESCHERICHIA COLI PHAGE 

P762 

ABSTRACT 

Shiga toxin-producing Escherichia coli (STEC), a highly pathogenic Shiga toxin 

stored in the intestines of cattle or sheep, contaminates surrounding water sources, 

vegetables or when slaughtered by cattle and sheep feces contaminated beef and mutton to 

cause STEC transmission. Humans get sick from eating contaminated food, and STEC have 

caused many public health incidents in various countries around the world. Therefore, the 

prevention and control of STEC has become a difficult problem in this situation where all 

links from farm to table may face pollution. The use of antibiotics to prevent and control 

STEC has always been controversial, that is, the release of stx toxins of STEC due to 

antibiotic treatment will aggravate clinical symptoms.Furthermore,using antibiotic limits 

and reduces resistance policies. Therefore, it is very important to find an eco-friendly 

disinfectant covering the whole industry chain. Phages are candidates for safe and effective 

disinfectants due to their ability to lyse bacteria without causing environmental pollution. In 

order to screen phages with the potential to prevent and control STEC, we started from two 

aspects: on the one hand, we started to use PCR method to detect virulence factors such as 

stx in 16 sheep-derived isolates, and type the stx toxin subtypes,Vero cells were used as a 

model to evaluate its virulence, and at the same time, bioinformatics methods were used to 

establish a subtype search library for stx toxin sequences, trying to predict and determine 

the stx subtype of STEC isolates by the next-generation sequencing, and screen out the stx 

subtypes of STEC isolates. The virulent isolates are the basis for the isolation of phages 

capable of lysing them. On the other hand, we isolated 63 phage strains that could lyse 

STEC from 300 farm and hospital sewage samples, and carried out follow-up in-depth 

studies on a broad-spectrum phage P762 with a "halo", including genetic analysis, 

biological characteristics,derivative enzymes.Those study lay a theoretical foundation for 

the research of STEC and STEC phage. 

  



1 Detection and evaluation virulence of Shiga toxin-producing Escherichia coli from 

sheep 

Shiga toxin-producing Escherichia col is a food-borne pathogen with major virulence 

genes including stx, eae, exhA. Different STECs have different degrees of pathogenic 

effects due to different distribution of virulence factors and different stx subtypes. In this 

study, the virulence factors such as stx carried by 16 isolates were detected by PCR method 

and their stx subtypes were typed, and the bioinformatics method was used to establish a 

resource library for the stx toxin sequence of STEC, and the second generation The 

sequenced STEC strains were used for stx subtype prediction, and vero cells were used to 

analyze the virulence of these strains later. The results showed that: 4 strains of stx1a 

subtype, 5 strains of stx1c subtype, 1 strain of stx2a subtype, 6 strains of stx2c subtype, and 

1 strain was not detected; 4 strains of STEC virulence grade were ++++, 1 strain of STEC 

virulence The grade is +++, the virulence grade of 4 STEC strains is ++, and the virulence 

grade of 7 STEC strains is +. Based on these analyses, there were 5 virulent STEC strains, 4 

of which were extremely virulent. 

2 Isolation and Bioinformatics Analysis of Shiga Toxin-Producing Escherichia coli 

Phage isolated from sheep 

Due to the difficulty in tracing the source of pollution in the production chain, it is 

difficult to prevent and control STEC, and the use of antibiotics to treat STEC is 

controversial. Therefore, it is extremely important to find new prevention and control 

tools.As an eco-friendly disinfectant that can cover the entire industrial chain, 

bacteriophage can be used for the prevention and control of pathogenic bacteria. The safety 

of the phage as a disinfectant can be judged by studying the phage genome before it is put 

into use. In this study, we isolated 63 phages from the sewage of farms in different regions, 

and screened out a phage P762 from these phages that could lyse pathogenic E. 

"Phenomena. We extracted the genome of P762 and uploaded it to NCBI to obtain its serial 

number MW876471. According to BLASTN, P762 shares 95.14% homology with a short-

tailed E.coli phage DY1, both belonging to the genus Kayfunavirus of the family Auridae. 

The genome of P762 does not encode a virulence protein by VFDB and RAST annotation 

analysis. Whole genomes of 40 phages of the same genus were subsequently downloaded 

from public platforms and subjected to pan-genome analysis. The pan-genomes of these 41 

phages belong to the open pan-genomes, which lays a theoretical foundation for the 



research at the phage gene level. 

3 Biological characteristics and antibacterial experiments in vitro of bacteriophage 

P762  

The results of the phage P762 host spectrum test showed that among 35 STEC strains, 

the phage could lyse 17 strains of Shiga toxin-producing Escherichia coli with different 

serotypes, including O157:H7 and non-O157:H7 serotypes, which are more worthy of 

further study is that P762 can also lyse avian pathogenic Escherichia coli (APEC): 5 strains 

of APEC with serotypes O78, O83 and O9, and other pathogenic Escherichia coli (5/17). 

Analysis of other basic biological characteristics showed that P762 was stable in the range 

of pH 3~11 and temperature 4℃~60℃, and its optimal multiplicity of infection, MOI, was 

0.1. The one-step curve of P762 exhibited 3 growth burst stages: 2 fast growth stages and 1 

slow growth stage. The scale of the first rapid burst was 80 CFU/PFU, the proliferation 

scale of the slow growth stage was 10 CFU/PFU, and the scale of the second rapid burst 

was about 990 CFU/PFU. The in vitro antibacterial test showed that P762 had high 

bactericidal activity in STEC containing lettuce leaves, in our test, P762 could inhibit the 

growth of STEC of two serotypes O157 and O145, respectively, and the number of bacteria 

in 1 hour were respectively Down 99.96% and 99.99%. 

4 Study on the depolymerase of bacteriophage P762 

The "halo" phenotype of the plaques suggests that the depolymerase gene is present in 

the P762 genome. Phyre2 analysis showed that ORF48 is functionally and structurally 

similar to hydrolase (99.3%; 30%), and ORF48 has three domains, which are N-terminal 

T7-tail fiber, tail spike, and intermediate rhamnosidase. The orf48 gene of phage P762 was 

cloned into the pET-28a expression vector, and the recombinant expression vector was 

introduced into competent BL21 to express and purify the recombinant protein Dpo48. The 

purified recombinant protein Dpo48 has the function of inhibiting the growth of P762 

exopolysaccharide through biofilm experiments, but it does not show the degradation 

function in eliminating the formed biofilm. 

 

 

KEY WORDS:Shiga toxin-producing Escherichia coli;Pathogenic potential; 

Bacteriophage; Phage therapy ; Depolymerase 



本研究目的意义 

本研究一方面通过 PCR 检测分析 16 株羊源 STEC 分离株的 stx 等毒素的分布和

stx 亚型，Vero 细胞毒性试验法测试分离株对 vero 细胞的毒性，以初步了解分离到的

STEC 菌株的毒力，为后续筛选 STEC 噬菌体做铺垫。并使用生物信息学方法对已公

布的 stx 亚型基因建立检索库，对二代测序的 STEC 的菌株直接检索以分析其携带的

stx 亚型，尝试提供另一种 STEC 亚型分类方法。 

另一方面寻找能够防控 STEC 的噬菌体。在收集的 300 份养殖场、医院污水样品

中共分离到 63 株能够裂解具有致病性的 STEC 的噬菌体，并对其中一株带有可扩散

“晕环”的噬菌体 P762 深入研究，通过基因组测序及泛基因组分析证明 P762 作为

Kayfunavirus 属的新种噬菌体丰富了整个噬菌体的分类，并且证明 P762 不携带毒力、

耐药基因，是一种安全的消毒剂候选；从生物学特性和体外生菜抑菌实验证明其作

为一种消毒剂应用于各种环境下的潜力和效果；解聚酶的研究则更加深入的了解

P762 尾丝蛋白功能，为噬菌体衍生酶功能的研究提供基础案例。 

 

 

 

 

 

 

 



第一篇  文献综述 

第一章  产志贺毒素大肠杆菌的研究进展 

致病性大肠杆菌 (Escherichia coli，E.coli) 是一类可以感染人、多种动物的细菌[1]。

根据致病部位，将其分为肠道内致病性大肠杆菌:肠致病性大肠杆菌(Enteropathogenic 

E.coli，EPEC)、 肠出血性大肠杆菌(Enterohaemorrhagic E.coli,EHEC)、肠产毒素大肠

杆菌(Enterotoxigenic E.coli,ETEC)、肠侵袭性大肠杆菌(Enteroinvasive E.coli ,EIEC)、 

肠聚集性大肠杆菌 (Enteroaggregative E.coli ,EAEC)、肠弥散黏附性大肠杆菌

(Dispersive Adherent E.coli,DAEC)[2]；肠道外致病性大肠杆菌尿道致病性大肠杆菌

(Urethral pathogenic E.coli ,UPEC) 、 脑 膜 炎 型 大 肠 杆 菌 (Neonatal meningitis 

E.coli,NMEC) 、禽致病性大肠杆菌(Avian pathogenic E.coli,APEC)[3]。其中，EHEC 与

产志贺毒素大肠杆菌(Shiga toxin-producing Escherichia coli，STEC)具有血清学上的交

叉，EHEC 的血清型属于 STEC 的一部分。STEC 根据血清型不同被分为 O157：H7

和非 O157：H7。STEC 因毒力因子分布和 stx 类型不同会引起不同程度的临床症状。

轻微症状有水样腹泻，发烧等，严重者会出现出血性肠炎、溶血性尿毒综合征

（Hemolytic Uremic Syndrome,HUS）等临床病，甚至危害周围神经系统 (Peripheral 

Nervous System,PNS)、 中枢神经系统(Central Nervous System，CNS)继而引发运动、

反射障碍和昏迷[4~5]。更严重者将面临死亡。例如 1999 年国内爆发的 STEC 感染中，

2 万多人住院，约 200 人患 HUS，175 例病人去世。由于在反刍动物体内贮存却只引

起人类感染的特点，源头控制、快速检测成为了如今防控 STEC 感染的重点。因此，

检测分离株的毒力因子、stx 类型对于后续研究非常重要。 

1 产志贺毒素大肠杆菌的发现 

过去，产志贺毒素大肠杆菌被称为产 vero（非洲绿猴肾细胞）细胞毒素大肠杆

菌。早在 1977 年 Konowalchuk 和他的同事在实验中有意将大肠杆菌细菌滤液培养

Vero 细胞，结果发现 Vero 细胞产生了皱缩、脱落等毒素作用的后果，因此将这种大

肠杆菌单独命名为产 Vero 细胞毒素大肠杆菌[6]。1983 年，ALISON D. O'BRIEN 和 

GERALD D. LAVECK 发现一株血清型为 O26: H1 的大肠杆菌 H30 产生的毒素与志贺

氏痢疾杆菌 1 型菌株产生的志贺毒素非常相似[7]，由于这些相似性，志贺样毒素

(Shiga-like toxin,SLT)被用来描述这种由大肠杆菌菌株产生的毒素[8]。后来，VT 和

SLT 这两个术语都被广泛使用。因此，产 vero 细胞毒素大肠杆菌现又被称为被产志



贺毒素大肠杆菌。 

2 产志贺毒素大肠杆菌的流行病学 

产志贺毒素大肠杆菌的贮藏宿主是反刍动物，包括牛和羊，但并不引起其发病。

一旦反刍动物的排泄物污染到农庄的蔬菜、周围土壤和水源等，就非常容易导致人

类感染，并且可以通过人与人传播（图 1-1）。本实验室前期收集了江苏等地区 2018-

2020 年间的 334 份牛羊粪便，其中牛粪便占 64%，羊粪便占 36%，而羊源 STEC 分

离株却远多于牛源 STEC。结合近些年的报道，例如新疆地区，羊源 STEC 的分离率

高达 42%[9]，结果表示羊作为 STEC 的贮存宿主，传播 STEC 的可能性越来越高。 

 

图 1-1 STEC 的传播途径 

Figure1-1 Route of transmission of STEC 

人们在提到 STEC 时总是最关注 O157：H7 血清型。O157：H7 作为致病性极强

的 STEC 血清型之一曾造成多次公共卫生事件。例如，2007 年九月和十月，先后在

荷兰和冰岛爆发了由于莴苣残留 STEC 导致的大规模感染[10]。2016 年在英国爆发的 

“national outbreak”，溯源结果发现是由于未洗干净的沙拉蔬菜叶中的 STEC 导致的[11]。

经过分子血清型鉴定，这些 STEC 的血清型均是感染剂量极低的 O157：H7。然而，

随着 STEC 中非 O157 的菌株引起的疾病流行或者爆发，因此笔者认为 STEC 中非

O157：H7 血清型亦应该受到关注。例如，2011 年西班牙爆发了血清型为 O104：H4

的 STEC 爆发事件，2019 年英国就有 32 例病例报道，这次的“元凶”也是由于三明

治中各种类型的莴苣叶和菠菜叶的混合沙拉残留的 STEC，血清型为 O26：H11[12]。



下图 1-2 记录了 1985-2017 年世界范围内 STEC 感染报道的 O157 和非 O157 肠出血性

大肠杆菌重大暴发的比例圈图。蓝色和红色圆圈的大小分别与每次暴发中报告的腹

泻和溶血性尿毒症综合征病例数成比例。虚线圆圈表示由非 O157 引起的疾病暴发，

因此，结合此图，STEC 中非 O157 血清型的致病性亦应该受到重视。 

 

图 1-2 O157：H7 和非 O157：H7 血清型导致的 STEC 感染大事件[4] 

Figure1-2 Major events of infection caused by O157: H7 and non-O157: H7 serotypes 

3 STEC 致病相关毒力因子 

STEC 毒力因子的相关研究报道很多，因此重要的毒力因子亦为研究人员熟知。

例如，STEC 标志性毒素 stx，lee 岛，溶血素 ehxA，紧密黏附素 eae,各种黏附因子，

菌毛基因，专存于 O157:H7 的 pO157 大质粒等。笔者在此篇综述中，重点展开介绍

与后文研究密切相关的三种毒素。 

3.1 志贺毒素 

对志贺毒素(Shiga Toxins,Stx)第一次描述出现的时间点是 1903 年，Conradi 发现

静脉注射志贺毒素可以导致兔死亡[13]。志贺毒素主要作用于肠上皮与糖基神经酰胺

受体相结合（globotriaosylceramide,Gb），引起的典型症状包括腹泻、出血性肠炎、

HUS 等。人肠上皮细胞、肾细胞、vero 细胞、Hela 细胞和仔猪肠上皮细胞中含有

Gb3，Vero 细胞、猪小肠细胞、猪的平滑肌细胞和血管内皮细胞含有 Gb4,而 vero 细

胞还含有 Gb5。这些都作为志贺毒素作用靶点导致疾病的发生 [14~15]。1955 年，

Bridgwater, F. 和 Howard, J. G. 的研究中，描述志贺毒素不会导致神经症状[16~17]。



1956 年，J B CAVANAGH 等发现了新的结论，即接种志贺毒素后不同动物模型中表

现出不同的临床症状，只有兔和小鼠会表现出神经症状[18]。关于志贺毒素与神经元

的互作是具有争议的，但确实有案例报道过[4]。 

志贺毒素是典型的 AB 型毒素，AB 型毒素包括 ab 型、ab2 型、ab5 型[19]。ab 型

毒素，如梭状芽孢杆菌科的肉毒杆菌产生的肉毒杆菌神经毒素可能是对人类毒性最

大的 ab 毒素，可导致从说话不清、视力模糊到肌肉无力和瘫痪等症状。其中 b 亚基

作为重链，与突触前囊泡中的特定神经节苷脂和囊泡相关蛋白结合，将作为轻链的 a

亚基转运到细胞质中，随后 ab 亚基被切割，a 亚基发挥毒性作用[20~21]。ab2型毒素，

如细胞致死膨胀毒素(cytolethal distending toxin，CTD)，包含 a、b、c 三个亚基。

CTD 全毒素于 1987 年由 Johnson 和 Lior 研究者首次发现，被发现可针对多种哺乳动

物细胞类型[22]。弯曲杆菌、肠沙门氏菌、大肠杆菌和痢疾志贺氏菌的 CTD 均属于

ab2。发病机制始于宿主细胞神经节苷脂受体与 CTDa 亚基和 CTDc 亚基结合[23]。

CTDb 亚基的内化会导致细胞程序性死亡。除了刺激细胞凋亡，CTD 还通过 IL-8 的

分泌诱导肠道炎症[24~25]，以及肠上皮细胞产生 CXCL8,招募多形核中性粒细胞(PMNs)

的聚集 [26]。PMN 细胞穿过肠道上皮的易位增加了肠道上皮的通透性，导致液体漏入

肠腔，最终导致水样腹泻。 

 

图 1-3 志贺毒素的晶体结构解析图[27] 

Figure 1-3 Crystal structure of Shiga toxin 



ab5 型毒素包括百日咳毒素(Pertussis Toxin，Ptx)[28]、霍乱毒素(Cholera Toxin)[29]、

微细胞毒素(Subtilase Cytotoxin)[30~31]和志贺毒素。志贺毒素的晶体解析结构图如 1-3

所示，(A)stx1，亮蓝色代表 a 亚基,黄色、绿色、淡蓝色、红色、亮蓝色分别代表 5

个相同的 b 亚基。 (B)stx 2，亮蓝色代表 a 亚基,黄色、绿色、淡蓝色、红色、亮蓝色

分别代表 5 个相同的 b 亚基。(C)stx 1 b 亚基与 Gb3 受体结合位点。 (D)stx 2 b 亚基与

Gb3 受体结合位点。5 个相同 b 亚基直接与主要位于内皮细胞上的 Gb3 或 Gb4 或

Gb5 受体结合，内化后转运至内质网和细胞质[32]。Stx a 则进一步传递到内质网引起

内质网中折叠蛋白的积累而不输出，从而刺激内质网应激反应，导致宿主细胞凋亡

[33]。Stx a 结构域还能切割 60S 核糖体亚基，从而抑制氨基酰基与转运 tRNA 结合，

进而抑制宿主蛋白的翻译合成[27, 34]。核糖体的受损激活受影响细胞的核毒应激反应，

并刺激促炎症和促凋亡信号级联放大反应 [35~36]。促炎反应导致肾脏、结肠和中枢神

经系统的微血管内皮细胞损伤。此外，志贺毒素可改变宿主细胞信号转导，降低胃

肠道紧密连接的完整性，最终导致电解质流失和水样腹泻，甚至演发成 HUS[27]。 

志贺毒素受铁元素调控，肉毒杆菌神经毒素依赖锌元素，AB 型毒素均受金属代

谢的调控。虽然，stx 毒素在 STEC 感染致病时很重要，但它们的演变尚未完全推断

出来。然而，一些研究表明，通过噬菌体传递它们的遗传物质片段，如毒素基因，

将其插入并不携带毒素的非致病性菌的基因组中，促进了产志贺毒细菌的出现。例

如，在丝状噬菌体 CTXφ 上已经发现霍乱毒素的编码基因[37]，而在其前噬菌体上发

现肠球菌分泌的 ArtAB 基因[38]。这些细菌与 STEC 获得 stx 毒素的方式非常一致。其

他 AB 型毒素也可能来自水平基因转移或基因洗牌过程中的重组，如插入、删除或点

突变[39]。虽然 AB 型毒素的进化仍然难以捉摸，但它们的结构是众所周知的，这是

理解它们在细菌发病机制中的作用的关键。 

志贺毒素分为 Stx1 和 Stx2，通常认为，含有 stx2 菌株的 STEC 毒力高于只含有

stx1 或者 stx1+stx2 的菌株。它们之间均包含不同的亚型，每一种亚型的致病性也不

同。Stx1 包括 stx1a、stx1c、stx1d，Stx2 包括 stx2a~stx2g。stx2 的变异度高于 stx1，

近年来还有 stx2h[40]、 stx2i[41]、stx2j、stx2k[42]的报道。Stx1c 和 stx1d 是 stx1a的变异

体，其中 stx1c 与 stx1a 在 A 和 B 亚基分别只有 97.1%和 96.6%的氨基酸序列一致性

[43]，研究人员发现它们这种亚型的 STEC 几乎不具有致病性或者致病性很低[44]。第

一种被鉴定 Stx2a 毒素变体是 Stx2c，虽然在 Vero 细胞毒性实验中表现低细胞毒性，

但是却作为一种造成人类疾病的重要的亚型。中和实验表明，stx2c 与 stx2a 具有不

同的抗原性[45]。另一种 Stx2a 变体 Stx2d，Stx2d 可被肠道粘液激活，对 Vero 细胞的

毒性增强[46]。可激活的 Stx2d 与 STEC 感染最严重的表现——HUS 相关。将 Stx2c 和

Stx2d 的序列与 stx2a 比对发现，它们的 B 亚基中有 2 个氨基酸不同，整个因为此，



前两者者对 Vero 细胞的细胞毒性均有所降低，但 Stx2d 在动物体内的毒性与 Stx2a 相

同[47]。相比之下，Stx2c 被报道在小鼠体内的毒性比 Stx2a 低[48]。另一种亚型 Stx2b，

与 STEC 临床轻度症状相关[49]。Stx2e、Stx2f 和 Stx2g 与动物感染 STEC 有关。这三

种亚型中，只有 Stx2e 与动物宿主的疾病有关;，会引起仔猪水肿病，严重的神经系

统疾病，病死率极高[50]。笔者在 Angela R. Melton-Celsa 的研究基础上整理了如下表

格（Table 1-1）。 

表格 1-1 stx 类型与致病性 

Table 1-1 Stx types and Pathogenicity 

Stx 类型 原型菌株 是否与人类疾病相关 参考文献 

Stx 3818T 是 [51] 

Stx1a EDL933 是 [52] 

Stx1c DG131/3 否 [53] 

Stx1d MHI813 否 [54] 

Stx2a EDL933 是 [52] 

Stx2b EH250 否 [54] 

Stx2c 031 是 [55] 

Stx2d C165-02 是 [56] 

Stx2e S1191 否 [57] 

Stx2f T4/97 否 [58] 

Stx2g 7v 否 [59] 

Stx2h STEC299 否 [40] 

Stx2i STEC300 否 [41] 

Stx2k STEC309 否 [42] 

3.2 紧密黏附素和肠溶血素 

STEC基因组中带有一个与肠致病性大肠杆菌 (Enteropathogenic Escherichia 

coli,EPEC)中同源的致病基因岛, 即Lee岛(locus for enterocyte effacement)，会导致肠上

皮细胞A/E（Attaching and effacing adherence,A/E）病变,其组织病理学特征是细菌与

肠上皮细胞紧密黏附，进一步导致细胞骨架重排、丝状肌动蛋白聚集、形成细胞空

泡等，最终脱落[60~61]。Lee岛中包含一个外膜蛋白紧密黏附素eae (E.coli attaching and 

effacing)，是一个大小约为 103Kda的外膜蛋白，位于Lee岛的第 22 个开放阅读框，

STEC中也含有这种蛋白，与EPEC中的eae具有 83%的同源性[62]。Eae是Lee岛中编码

的引起A/E损伤的最重要的基因，与HUS的形成有关。人们通过研究对比Eae+和Eae-



菌株的致病性，发现eae与仔猪A/E病变引起猪水肿病、人类HUS有关，例如。虽然

也发现有例外的病例，eae-菌株也会导致HUS的发生[63]，但是现在的研究结果普遍倾

向于有关。 

肠溶血素（alpha-plasmid carried enterohemolysin，ehxA）属于毒素(RTX)家族的

重复序列，[64]。ehxA 位于 pO157 毒力质粒上，ehxA 的存在与 stx 密切相关，因此被

认为是 STEC 菌株快速鉴定中的流行病学标志物[65]。EhxA 也与人类 HUS 密切相关

[66]，Hua Ying 等人的研究发现 ehxA + eae 和 ehxA + eae + stx2 的存在与 HUS 和

O157:H7 有统计学上的相关性，提示携带不止一种毒力因子可能与 STEC 感染更严重

的临床结局有关[65]。 
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第二章  噬菌体的研究进展 

噬菌体是一种可以感染细菌的病毒，由Frederick W.Twort和Felix d’Herelle于1915

年发现的，是地球上最丰富的物种[1]。噬菌体组成简单，仅包括遗传物质和蛋白质外

壳，基因组比较小，不同种类的噬菌体基因组大小不同，一般在2435bp~540kb之间[2]。

基于噬菌体可以感染细菌的特性，对噬菌体的研究包括但不限于噬菌体基因组、噬

菌体疗法、噬菌体衍生酶、检测致病菌、分子生物学实验工具等。 

1 噬菌体种类 

1.1 按照结构形态分类 

现在一般使用透射电镜对噬菌体形态进行观察，分为有尾噬菌体（蝌蚪状）和

无尾噬菌体（丝状、微球状等）[3]。事实上，自然界大多数噬菌体属于有尾噬菌体，

在电镜下一般由一个头部、尾部和、或颈部组成，而无尾噬菌体一般仅有“头部”。 

1981 年和 1984 年，有尾噬菌体先后被 ICTV(the International Committee on 

Taxonomy of Viruses)分为肌尾噬菌体(Myoviridae)、长尾噬菌体(Siphoviridae)和短尾

噬菌体(Podoviridae)( https://talk.ictvonline.org/taxonomy/p/taxonomy_releases)，现在已

经将有尾噬菌体归为Caudovirales目。肌尾噬菌体的特点是尾部可以收缩，长尾、短

尾噬菌体尾部不可以收缩[4]。 

无尾噬菌体主要包括丝状噬菌体和微球状噬菌体等，他们的结构没有尾部，仅

由头部构成。结合1.3中以遗传物质为依据对噬菌体进行分类。Moïra B. Dion, Frank 

Oechslin and Sylvain Moineau发表的文献详细地介绍了噬菌体形态、命名和各部分组

成等，如图2-1[2]。 

  



 

 

 

图2-1 各种形态的噬菌体[2] 

Figure 2-1 Phages in various morphology 

1.2 按照生命周期分类 

噬菌体感染细菌后，衣壳蛋白留在外面，而遗传物质则“注入”到细菌体内，

此时，如果某一种噬菌体在裂解细菌同时利用宿主营养复制自己的基因组最后释放

出大量新代噬菌体，这种噬菌体就被称为烈性噬菌体，烈性噬菌体一般应用于噬菌



体疗法[5]；如果噬菌体核酸整合到宿主细菌基因组中，并随着宿主代谢，则称之为溶

原噬菌体，溶原噬菌体一般应用于分子实验的研究中，如pUC118噬菌体，作为载体

可以克隆外源目的基因[6]。 

溶原噬菌体因此生活特点，所以可以介导基因在不同细菌中传播。原本那些毫

无致病性的细菌可以经此获得毒力因子、耐药基因等[7]。例如白喉棒状杆菌和肉毒梭

菌，溶原噬菌体γ和C1编码其主要的毒力因子[8~9]。另一个非常重要的通过水平基因

传播获得毒力的细菌就是大肠杆菌O157：H7,其毒力基因来自于stx噬菌体[10]。 

 

图 2-2 噬菌体的不同生命周期[11] 

Figure 2-2 Phage life cycles 

1.3 按遗传物质分类 

噬菌体的遗传物质包括DNA和RNA。如上图2-1所示，以遗传物质对噬菌体分类

方法已非常成熟。其中，有些噬菌体是以单链DNA或者RNA作为遗传物质，例如

ΦX174[12]、MS2 [13]。有些噬菌体以双链DNA或RNA作为遗传物质，例如T2噬菌体

[14]。 



2 噬菌体基因组 

噬菌体作为地球上最丰富的物种，其基因组亦非常丰富。有很多可以用于注释

噬 菌 体 基 因 组 的 网 站 或 者 软 件 ， 例 如 NCBI(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) 、

RAST(https://rast.nmpdr.org/rast.cgi)、VFDB(http://www.mgc.ac.cn/VFs/)等。但是在噬

菌体基因组中存在着大量的假定蛋白无法注释，这意味着噬菌体的基因组并未研究

透彻[15]。 

噬菌体基因组的特征之一是镶嵌体[16]。即，噬菌体的基因很多是通过水平基因

转移获得的，这一部分基因“镶嵌”在基因组中，例如分枝杆菌Rosebush和Qyrzula，

二者之间有相似度高于94%的大小约1.8kbp的片段[17]；噬菌体P2的尾纤维蛋白具有与

噬菌体Mu、P1、lambda、K3和T2的尾纤维蛋白相似的区域[18]。这也表明，噬菌体和

噬菌体之间存在着基因交换，即使是不同科属的噬菌体也可能由共同祖先进化而来。

温和噬菌体会将基因整合到细菌基因组中，这就会造成基因在不同物种间传播，例

如stx噬菌体将stx带给大肠杆菌或者其他细菌[17]。 

3 噬菌体应用 

3.1 作为生物实验工具 

1969年的生理学诺贝尔奖颁发给Alfred Hershey ,Martha Chase i andLuria，这三位

科学家通过T2噬菌体证明遗传物质是DNA而非蛋白质，这是噬菌体在分子生物领域

的第一次登台。后来人们发现了限制性内切酶可以用来切割分子片段[19]，以及T4噬

菌体编码的DNA连接酶可以用来连接分子片段[20]。这为后续的科研研究奠定了基础，

直到现在仍旧在构建载体时发挥作用。 

噬菌体亦可以作为载体，例如λ噬菌体、M13噬菌体可以用于插入外源基因，

构建基因文库，用于筛选特异性基因[21]； 

3.2 噬菌体疗法 

噬菌体在最初发现的时候，就被研究如何应用于细菌感染。1926年，Felix 

d’Herelle就报道了他用噬菌体成功治疗感染沙门氏菌的鸡的案例[22]，他还写了关于

噬菌体治疗感染的其他报道[23]。随后，噬菌体治疗掀起一阵热潮。但是很快，人们

就遇到了困难。由于当时处于起步阶段，所以面临以下困难：首先，当分离到的噬

菌体的宿主谱与实际要治疗的细菌不同时，噬菌体会完全无效。其次，当时的技术

无法获得较纯的噬菌体，噬菌体液体中往往残存着细菌。再次，噬菌体会被机体代

谢，如何持续发挥治疗作用是个难题。从次，噬菌体很快也会有噬菌体抗性菌株的



产生。最后，体外和体内实验的结果大相径庭。与此同时，1928年青霉素问世[24]，

其他广谱且有效的抗生素陆续亦被发现，噬菌体疗法随之黯淡下来。19世纪40年代

抗生素广泛的使用使得许多科学家预言将会产生耐药菌，正如预测的那样，随后出

现了抗生素耐药性的临床报告，例如结核病中分离到耐药结核分枝杆菌[25]。细菌感

染治疗何去何从？ 

1980年，Smith and Huggins的一系列研究改变了之前人们对噬菌体疗法的认识。

他们使用了对宿主谱非常了解的噬菌体R来进行试验，不仅证明了噬菌体与八倍浓度

的链霉素具有相同治疗作用[26]；不仅如此，他们还尝试使用两种噬菌体混合来解决

噬菌体抗性出现带来的窘境[27]。这些积极的结果使得科学家们又对噬菌体治疗重新

感到希望。 

随着后来人们不断的优化，现在已经有许多噬菌体治疗成果的案例，例如成功

治疗被粪肠球菌、铜绿假单胞菌、阴沟肠杆菌和肺炎克雷伯菌细菌感染的病人[28]。

加州大学圣地亚哥研究团队成功治疗酒精性肝病[29]，并成立了创新噬菌体应用与治

疗中心。目前科学家开发出噬菌体鸡尾酒制剂，例如2013年，获批的针对沙门氏菌

的鸡尾酒制剂[30]；FDA批准的商品化制剂ListShield，针对食品上单核球增多性李斯

特菌污染[31]，诸如此类，数不胜数。 

3.3 噬菌体衍生酶制剂 

目前对噬菌体衍生酶的研究主要分为两大主流，一种是针对革兰氏阳性菌的裂解

酶(Endolysin)[32]，另一种是针对革兰氏阴性的解聚酶(depolymerase)[33]。裂解酶主要

分布在噬菌体尾突蛋白(Tail Spike Protein,TSP)、尾纤维蛋白(Tail Fiber Protein,TFP)中，

例如果胶酸裂解酶[34]；解聚酶主要分布于TSP、TFP，基板和颈部连接蛋白，例如，

唾液酸酶、肽酶等[35]。下图是由Diana P. Pires等人的综述中归纳的图片，展示有尾噬

菌体各种酶可能存在的位点。 



 

图 2-3 各种噬菌体酶分布位点[34~35] 

Figure 2-3 Distribution sites of various phage enzymes 

 

解聚酶的主要作用靶点是胞外多糖、生物被膜例如荚膜多糖，降解掉胞外多糖

后，噬菌体将继续发挥裂解作用。裂解酶的主要作用靶点是细胞壁，由结合结构域

与细胞壁多糖特异性结合后，催化结构域发挥切割作用[36]。 

噬菌体衍生酶制剂与噬菌体制剂不同，酶制剂的安全性高于噬菌体制剂，并且

具有高效性。目前已经有许多噬菌体衍生酶成功应用于各种场景下的案例。例如，

在食品安全和农业方面，有几种解聚酶和裂解酶商品，例如LysZ5，一种可以添加在

豆浆中的酶制剂，医疗方面目前研究最透彻的就是针对金黄色葡萄球菌的裂解酶，

如Staphefekt SA.100，一种可以治疗耐药金黄色葡萄球菌的皮肤涂抹酶制剂。针对肺

炎克雷伯杆菌的解聚酶DpoKP360,具有清除体内肺炎克雷伯杆菌的作用[37]，Mushtaq

的研究表明，解聚酶endoE可以减轻动物败血症症状[38]，而且后续的研究表明，该解

聚酶还具有削弱体内炎性因子水平的作用[39]。解聚酶还应用于清除生物被膜方面，

例如，李敏等的研究发现P510dep可以清除血清型为KL64的肺炎克雷伯杆菌的生物被

膜[40]， Lin的研究发现一种特异性降解K1型的肺炎克雷伯杆菌的解聚酶[41]。 

3 产志贺毒素大肠杆菌噬菌体的研究进展 

3.1 Stx 噬菌体与 STEC 

十九世纪九十年代，几株产志贺毒素大肠杆菌噬菌体933J[42]、H19B[43]、H30[44]

相继报道，研究认为这几株噬菌体是引起“shiga-toxin conversion”的原因，最初被发



现的这些STEC噬菌体，被称为stx噬菌体，是一类温和噬菌体，编码stx。不仅如此，

stx噬菌体与STEC之间有着千丝万缕的关系。1996日本发生了一场超过5000人感染

STEC的公共卫生事件，这株STEC经过测序研究后，科学家们发现其序列中存在许

多可转移的片段，且是特异性的通过比对、分析GC含量、前噬菌体（stx噬菌体）整

合位点等一系列生物信息学分析，这些发现与K12大肠杆菌的发现一致[41]。这表明，

stx噬菌体的存在丰富了STEC的基因[45]。 

3.2 在食品方面的应用 

基于STEC的传播途径，其会造成奶制品、牛羊肉、生菜的污染。不带有毒力因

子和耐药基因的STEC噬菌体在防控STEC污染上比抗生素、传统消毒剂更加安全。

如，噬菌体DT1和DT6被用于减少牛奶发酵中STEC载量，与对照组相比，应用噬菌

体组几乎无STEC生存[46]。在Wang等的研究中，应用STEC噬菌体AZO145A来应对牛

肉上的STEC，发现AZO145A不仅在2个小时之内将STEC载量降低4×log10，而且有

限的减少了STEC形成的生物被膜[46]。 
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第二篇  研究内容 

第三章  羊源产志贺毒素大肠杆菌的毒力因子检测和强弱

毒株评估 

摘  要：产志贺毒素大肠杆菌是一种食源性致病菌，主要的毒力基因包括 stx、eae、

exhA 等。不同的 STEC 因毒力因子分布不同以及 stx 亚型不同，从而引发不同程度

的临床症状。本研究对 16 株羊源分离株所携带的毒力因子、stx 进行检测和亚型分型，

尝试使用生物信息学方法对 STEC 进行亚型分析，后期使用 vero 细胞对这些菌株的

志贺毒素致病性分析。结果发现，这 16 株羊源 STEC 均携带不同数量的毒力因子；

stx 亚型分型结果显示 stx1a 亚型 4 株，stx1c 亚型 5 株，stx2a 亚型 1 株，stx2c 亚型 6

株，1 株未测定出来；vero 细胞毒性实验表明 4 株 STEC 毒力等级为++++，1 株

STEC 毒力等级为+++，4 株 STEC 毒力等级为++，7 株 STEC 毒力等级为+。综合这

些分析，初步筛选出后续分离噬菌体所用的菌株。 

关键词：产志贺毒素大肠杆菌；毒力因子；Vero 细胞毒性实验；本地版 BLAST  

产志贺毒素大肠杆菌(Shiga toxin-producing Escherichia coli，STEC)是一种致病性

大肠杆菌，因其基因组中携带志贺毒素而得名。STEC 其贮藏在反刍动物肠道内，贮

藏宿主同时作为一种传播媒介，引起人类感染。一般通过受污染的牛羊肉、乳制品、

即食蔬菜传播，亦可以通过人传人的方式进行传播是该病原体的流行特征[1]。 

志贺毒素 Shiga toxin（Stx）、溶血素 Hemolysin （Hly）、黏附素等均是引起

STEC 感染的毒力基因[2]。其中，志贺毒素 Stx 作为已知的最强细菌毒素之一，可以

分为志贺毒素 1（stx1）和志贺毒素 2（stx2）[3]，而后，根据 stx1 和 stx2 核苷酸序列

的不同区域的变异可以将它们进一步主要分成 stx1a、stx1c~stx1e[4]、stx2a~stx2g 等

10 种亚型，感染 stx 亚型不同的菌株会有不同的临床表现[3]。目前主要通过普通 PCR

或者 qPCR 的方法对 STEC 菌株中携带的毒力因子进行检测以及 stx 亚型分型[5]。B S 

Drasar 使用 vero 细胞研究志贺毒素的致病作用，至今仍被沿用[6]。球果糖基神经酰

胺是 stx 毒素的受体，Vero 细胞富含这种酰胺的优势使它们成为研究 STEC 感染的最

理想的体外模型。 

本研究通过 PCR 检测和 Vero 细胞毒性实验对 16 株羊源分离株的 stx 等毒力因子

进行检测，并对 stx 进行亚型分型。使用生物信息学角工具建立了一个 STEC 的 stx

亚型基因序列资源库，可以通过使用本地版 BLAST+对测序的 STEC 所含有的 stx 的



亚型对进行区分，对 STEC 感染的预后和防控提供参考。 

1 材料和方法 

1.1 实验材料  

1.1.1 主要试剂 

Green Taq MixDNA 聚合酶、DL2000 DNA maker 购自南京诺唯赞生物科技有限公

司、24 孔细胞培养板购自 TaKaRa 公司、蔡司倒置显微镜。培养消化细胞使用的血

清和胰酶均来自的是 gibco 公司。引物由 Oligo 6 设计，擎科生物有限公司合成。 

1.1.2 菌株和细胞  

O157: H7 标准菌株 ATCC 43895，大肠杆菌 MC1061，Vero 细胞。本次实验 16

株细菌由江苏省疾控中心惠赠。所有分离株信息见表 3-1。 

表 3-1 17 株 STEC 菌株信息 

Table 3-1 Information of 17 STEC strains 

菌株 来源 时间 分离地 

EC928 羊粪 2019 盐城武烈 

EC929 羊粪 2019 盐城武烈 

EC930 羊粪 2019 盐城安丰 

EC931 羊粪 2019 盐城安丰 

EC932 羊粪 2019 盐城安丰 

EC933 羊粪 2019 盐城安丰 

EC934 羊粪 2019 盐城安丰 

EC935 羊粪 2019 盐城安丰 

EC936 羊粪 2019 盐城安丰 

EC937 羊粪 2019 盐城安丰 

EC938 羊粪 2019 盐城安丰 

EC939 羊粪 2019 盐城安丰 

EC940 羊粪 2019 盐城安丰 

EC941 羊粪 2019 盐城安丰 

EC942 羊粪 2019 盐城安丰 

EC944 生羊肉 1999 丰县 

  



1.1.3 生物信息学分析所用工具和代码 

首先，在 NCBI 上搜索现有的完成测序的所有 stx 亚型核酸序列，截止到 2022

年 3 月，本研究共找到共 93 条，保存的文件格式为 FASTA。其次从 NCBI 官网下载

本地版 BLAST+ linux 版本，安装后首先使用命令行格式化数据库:makeblastdb -in 

x.fasta -dbtype nucl -parse_seqids -out,这里 x 代表自己下载的数据，通过此条代码可以

建立所需的 BLAST 资源库。再次输入命令行对未知的已测序 STEC 序列进行亚型分

型检索：blast -query y.fasta -out y.balst -db x outfmt 6 -evalue 1e-5,这里的 y 代表需要检

索的菌株基因序列。最终，从输出的 y.blast 文件信息中读取结果。 

1.2 STEC 亚型分型及毒力基因检测 

采用 PCR 方法检测 16 株羊源 STEC 菌株的毒力相关基因 stx,iha,efaI,saa,paa, 

,subA,katP,toxB,ehxA，引物及其反应条件的参考胡夏佩、郑晓凤等人的文献[7~8]。 

1.3 体外模型 vero 细胞评估 Stx 毒性作用 

参考已有文献的方法,通过对 Vero 细胞的细胞毒性检测和溶血活性的检测共同评

定 STEC 菌株的毒力大小[7]。 

Vero 细胞的细胞毒性实验：将冻存的菌株在 LB 琼脂平板上划线培养，挑取单菌

落接种于 1ml LB 培养基中，37℃、180rpm 培养 8 小时，使用不超过 5000rpm 的转

速离心 5min 后用 0.22 μm 滤器过滤除菌，得到的细菌滤液。 

Vero 细胞培养于含有 10%胎牛血清的细胞营养液 DMEM 中，待细胞长满，将细

胞代谢液倒出，用 PBS 洗 3 次，取 500ul 胰酶进行消化。消化后加入 12ml 含有 10%

的胎牛血清，混匀后取 500ul 分别铺于 24 孔细胞板中，放置 37℃、5%CO2 的恒温

培养箱中培养。24 小时后，将细胞代谢液倒出，用 PBS 洗 3 次备用。 

用 DMEM 培养液以 1:4 稀释度稀释细菌滤液，加入细胞孔中。本次实验的阳性

对照是 O157:H7 标准菌株 ATCC 43895，阴性对照是 MC1061。并于 12 、24 小时用

倒置显微镜（40×目镜）观察并收集结果，并根据出现细胞病变时间与细胞病变程

度与 ATCC43895 作为对照，评出++++（细胞病变程度与 ATCC43895 几乎一致，100%

病变）、+++（细胞病变程度稍弱于 ATCC43895，75%病变）、++（细胞病变程度弱

于 ATCC43895，50%病变）、+（轻微的细胞病变程度，25%病变）四个毒力等级。

每株细菌做 3 次重复实验。 

溶血活性实验：使用 4%的绵羊血配置血平板。用无菌接种环接种在血平板上，

放置 37℃中，5%CO2 的恒温培养箱中培养 12 小时。每株菌做 3 次重复实验。  



2 结 果 

2.1 STEC 分型及毒力基因检测结果 

在检测的 16 株羊源 STEC 中，共有 5 株 STEC 具有 ehxA，7 株具有 Paa,通过测

定 16 株 STEC 分离株的 stx 亚型，发现有 9 株属于 stx1，其中 stx1a 亚型 4 株，stx1c

亚型 4 株，1 株未测定出来；7 株属于 stx2 基因，stx2c 亚型 6 株，一株未测定出来。

（结果见图 3-1）。根据第一章综述中表格 1 所述，与致病有关的亚型有 stx1a、stx2a、

stx2c，因此 EC928、EC929、EC930、EC931、EC933、EC936、EC938、EC939、

EC940 更有可能与临床发病有关，而 EC932、EC934、EC935、EC937、EC941、

EC942、EC944 则可能无关。  

 

图 3-1 16 株 STEC 毒力基因分布 

Figure 3-1 Distribution of virulence genes in 16 strains of STEC 
 

2.2 STEC 菌株 Vero 细胞毒性和溶血活性检测结果 

STEC 分离菌株的 Vero 细胞毒性检测结果见图 3-3，结果显示：阳性对照 ATCC 

43985 滤液处理后的 Vero 细胞形态变圆皱缩，之后死亡，阴性对照 MC1061 滤液处

理后的 Vero 细胞形态基本保持正常(图 3-3）。以此作为对照，16 株 STEC 中，有 4 株

STEC 的 vero 细胞毒性等级为++++，细胞病变为 100%，分别是：EC935、EC936、



EC937、EC938； 有 1 株 STEC 等级为+++，细胞病变为 75%是 EC942，这 5 株

STEC 可能会造成比较严重的临床疾病；有 4 株 STEC 的 vero 细胞毒性等级为++，细

胞病变为 50%，分别是 EC928、EC929、EC940、EC944 ；有 7 株 STEC 的 vero 细胞

毒性等级为+，细胞病变为 25%，分别是 EC930、EC931、EC932、EC933、EC934、

EC939、EC941。 

 

 



 



 

 

 

图 3-3 vero 细胞毒性实验显微镜观察结果 

Figure3-3 Results of vero cytotoxicity experiment under microscope 

 

溶血活性检测结果见图 3-4。结果可见： 阳性对照 ATCC 43985 形成明显的β-

溶血环，5 株 STEC 菌株有β-溶血环，且溶血环大小不一，分别为 EC930、EC931、

EC938、EC939、EC940，其余 11 株 STEC 细菌没有形成溶血环。 



 

图 3-4 溶血实验结果  

Figure 3-3 Results of hemolysis test 

 

3 讨论 

本研究，首先通过 PCR 鉴定 STEC 的亚型，其次 PCR 检测其毒力因子的分布，

然后通过 Vero 细胞毒性实验和溶血活性测定，评估了其毒力等级。 

产志贺毒素的大肠杆菌菌株已被确定为重要的食源性病原体和全球公共卫生威

胁;它们大多与出血性结肠炎(HC)和溶血性尿毒综合征(HUS)等两种重要疾病有关[9]。

分析产志贺毒素大肠杆菌分离株的主要毒力特征，为临床筛选噬菌体开发养殖场环

境消毒剂、制作 stx 毒素抗体进而对 STEC 感染的治疗和检测都具有重要意义[10]。 

使得产志贺毒素大肠杆菌备受关注源于其中的一种血清型—O157：H7，曾多次

引起大范围公共卫生事件爆发，当时该血清型的菌株被认为是最重要的产志贺毒素

大肠杆菌菌株[11]。因此按照重视程度来区分 STEC 后，STEC 菌株被分为 O157:H7 和
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