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摘　要：为了解食源性产志贺毒素大肠杆菌（ＳｈｉｇａｔｏｘｉｎｐｒｏｄｕｃｉｎｇＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ，ＳＴＥＣ）的菌株特征及潜在
致病性，分析其在被膜状态下产志贺毒素能力的变化情况。采用传统 ＰＣＲ技术扩增 ｓｔｘ基因亚型，菌株１携
带ｓｔｘ１ｃ＋ｓｔｘ２ｄ亚型，菌株２携带ｓｔｘ１＋ｓｔｘ２ｆ亚型，菌株３携带ｓｔｘ２ｅ亚型。多位点序列分型（ＭＬＳＴ）结果显示
３株菌株亲缘关系较远，具有遗传多样性。分别利用结晶紫染色试验和Ｖｅｒｏ细胞毒性试验探究菌株在４、１０、
２５和３７℃下被膜形成能力和产志贺毒素能力。结果表明，温度显著影响被膜形成能力和产志贺毒素能力，
３７℃时３株菌株的被膜形成能力和产志贺毒素能力最强。Ｖｅｒｏ细胞毒性试验结果表明，４个温度条件下，菌
株２产志贺毒素能力最弱。菌株３在４个温度条件下均表现强被膜形成能力和产志贺毒素能力，尤其在４和
１０℃时，菌株３较其他２株菌被膜形成能力强。我国市场零售肉存在ＳＴＥＣ污染，部分菌株具有潜在致病性，
尤其是强被膜形成能力、产志贺毒素能力菌株的发现，应加强对食品加工处理过程中ＳＴＥＣ的监测。
关键词：产志贺毒素大肠杆菌；被膜；产志贺毒素能力；ｓｔｘ基因
中图分类号：ＴＳ２０１．３　　　文献标志码：Ａ

　　产志贺毒素大肠杆菌（Ｓｈｉｇａｔｏｘｉｎｐｒｏｄｕｃｉｎｇ
Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ，ＳＴＥＣ）作为一类人兽共患的食源
性致病菌，一旦感染，患者会出现发热、腹泻症

状，甚至发展为溶血性尿毒综合征（Ｈｅｍｏｌｙｔｉｃ
ｕｒｅｍｉｃｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＨＵＳ）［１］。其中，血清型Ｏ１５７∶
Ｈ７是ＳＴＥＣ发现最早、流行趋势最广的致病血清
型。如今，越来越多的非Ｏ１５７血清型被发现［２］，

因此，非Ｏ１５７菌株尤其是高致病力菌株逐渐成
为关注热点。目前，ＳＴＥＣ已有 ４００多种血清分
型［３４］，但据此无法准确评估菌株的潜在致病力。

因此结合分子生物学方法对 ＳＴＥＣ菌株的 ｓｔｘ毒
力基因进行分型对精准监管和预测特定 ＳＴＥＣ菌
株的感染风险是必要的。

ＳＴＥＣ之所以被划分为危害性大的食源性致
病菌，是因为它具有产志贺毒素（Ｓｈｉｇａｔｏｘｉｎ，Ｓｔｘ）
的能力，低剂量的Ｓｔｘ便有很强的致病性。Ｓｔｘ包

含２个没有抗原交叉反应的 Ｓｔｘ１和 Ｓｔｘ２，两者氨
基酸序列相似度约６０％且存在不同的亚型。不
同志贺毒素亚型的菌株其携带者及致病性存在

差异［５］。如志贺毒素基因亚型 ｓｔｘ２和 ｓｔｘ２ｃ常见
于引起ＨＵＳ的菌株；ｓｔｘ１和 ｓｔｘ２ｄ多见于引起人
腹泻的菌株，携带ｓｔｘ２ｅ的ＳＴＥＣ多分离自患仔猪
水肿病的猪［６］。在小鼠中，Ｓｔｘ１的 ＬＤ５０＞１０００
ｎｇ，而Ｓｔｘ２ａ的 ＬＤ５０为６．５ｎｇ，表明 Ｓｔｘ２ａ比 Ｓｔｘ１
具有更强的毒性［７］。Ｓｔｘ能够使Ｖｅｒｏ细胞发生病
变，因此可通过Ｖｅｒｏ细胞存活率评估 ＳＴＥＣ所产
Ｓｔｘ的强弱及生物活性［８］。利用ＣＣＫ８试剂盒检
测Ｖｅｒｏ细胞毒性试验结果的原理是，活的哺乳动
物细胞线粒体中的琥珀酸脱氢酶被主要试剂

ＷＳＴ８还原为高度水溶性的甲瓒产物，该产物为
橙黄色，产量与活细胞数量成正比［８］。颜色越

浅，表明Ｖｅｒｏ细胞存活率越低，则菌株产志贺毒



上 海 海 洋 大 学 学 报 ３２卷

素能力越强。相较于ＭＴＴ法，ＣＣＫ８试剂盒无需
二甲基亚砜溶解，对人体更为安全。

被膜是大自然中细菌群落最为广泛的存在

形式［９］。研究表明，ＳＴＥＣ菌株能够在不同环境
下形成生物被膜，包括食物表面、食品加工厂管

道、加工器械表面及水体中［１０１１］，且被膜形成能

力具有明显的菌株差异性［１２］。不同的环境压力，

例如寡营养、低氧和低温条件，也会影响被膜的

形成及Ｓｔｘ的产生［１３１４］。有研究指出 ＳＴＥＣ生物
被膜形成能力与致病性之间有联系［１５］。因此，本

文探究了 ＳＴＥＣ的被膜形成能力，并测定其在被
膜状态产毒规律的变化，旨在引起公众对被膜状

态的ＳＴＥＣ潜在危害性的重视。

１　材料与方法

１．１　主要试剂及仪器
１．１．１　菌株来源和细胞来源

３株产志贺毒素大肠杆菌（序号为１、２和３）
由本实验室筛选自市场零售牛肉，经形态学分

析、生化特性以及分子生物学鉴定，由农业农村

部水产品贮藏保鲜质量安全风险评估实验室（上

海）保藏。菌株基本信息［１６］见表１。
Ｖｅｒｏ细胞（非洲绿猴肾细胞）购于中国科学

院细胞库。

表１　产志贺毒素大肠杆菌菌株信息
Ｔａｂ．１　Ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓｏｆ３Ｓｈｉｇａｔｏｘｉｎ
ｐｒｏｄｕｃｉｎｇＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉｓｔｒａｉｎｓ

菌株序号

Ｓｔｒａｉｎ
ｓｔｘ基因型
ｓｔｘｇｅｎｅ

血清型

Ｓｅｒｏｔｙｐｅ
种系分型

Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｇｒｏｕｐ
１ ｓｔｘ１＋ｓｔｘ２ Ｏ４５∶Ｈ２ Ｂ１
２ ｓｔｘ１＋ｓｔｘ２ Ｏ１２８∶ＨＮＴ Ｄ
３ ｓｔｘ２ Ｏ７７∶Ｈ３０ Ａ

１．１．２　试剂和仪器
ＬＢ固体培养基（Ｌｕｒｉａａｇａｒ，ＬＡ）、ＬＢ液体培

养基（Ｌｙｓｏｇｅｎｙｂｒｏｔｈ，ＬＢ）、胰蛋白胨大豆肉汤培
养基（Ｔｒｙｐｔａｓｅｓｏｙａａｇａｒ，ＴＳＡ）购于北京陆桥技术
责任有限公司；细菌基因组 ＤＮＡ提取试剂盒购
于天根生化科技（北京）有限公司；ＰＣＲＭａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ购于宝日医生物技术（北京）有限公司；琼脂
糖、５０×ＴＡＥ缓冲液购于生工生物工程（上海）股

份有限公司；５％乙醇购于国药集团化学试剂有
限公司；磷酸盐缓冲液、ＤＭＥＭ（１×）培养基、胎
牛血清、青霉素链霉素（１００００Ｕ／ｍＬ）、０．２５％
胰酶购于美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司；１％结晶紫溶
液、二甲亚砜、０．１％台盼蓝染液购于美国 Ｓｉｇｍａ
公司；ＣＣＫ８试剂盒购于上海碧云天生物技术有
限公司。０．２２μｍ过滤器购于美国 ＰＡＬＬ公司；
２４孔板、９６孔板购于美国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司。

５３３１ＰＣＲ 仪，艾 本 德 中 国 有 限 公 司
（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ）；ＰｏｗｅｒＨＣ电泳仪、ＣｈｅｍｉＤｏｃＸＲＳ＋
凝胶成像系统和凝胶成像分析仪器，伯乐生命医

学产品（上海）有限公司（ＢｉｏＲａｄ）；ＢｉｏＴｅｋ酶标
仪，美国博腾仪器有限公司（ＢｉｏＴｅｋ）；ＣＫＸ４１ＳＦ
倒置显微镜，奥林巴斯（北京）销售服务有限公

司。

１．２　方法
１．２．１　菌株活化及增菌

－８０℃冻存的菌株接种于 ＬＢ固体培养基
上，３７℃培养１６～２０ｈ。挑取新鲜单菌落接种于
ＬＢ液体培养基中，３７℃ ２００ｒ／ｍｉｎ，过夜培养。
１．２．２　志贺毒素基因亚型分析

用细菌基因组提取试剂盒提取细菌株总

ＤＮＡ，采用传统 ＰＣＲ技术，对菌株进行 ｓｔｘ１、ｓｔｘ２
基因亚型的扩增。ＰＣＲ扩增产物通过琼脂糖凝
胶电泳确定其基因大小及纯度。引物序列及反

应条件［５，１７］见表２，无酶水为空白对照。
１．２．３　多位点序列分型（ＭＬＳＴ）分析

用细菌基因组提取试剂盒提取细菌株总

ＤＮＡ，根据Ｗａｒｗｉｃｋ分型方案，选择７个管家基因
ａｄｋ、ｆｕｍＣ、ｇｙｒＢ、ｉｃｄ、ｍｄｈ、ｐｕｒＡ和 ｒｅｃＡ（ｈｔｔｐ：／／
ｍｌｓｔ．ｗａｒｗｉｃｋ．ａｃ．ｕｋ／ｍｌｓｔ／ｄｂｓ／Ｅｃｏｌｉ）进行 ＰＣＲ扩
增，ＰＣＲ扩增产物通过琼脂糖凝胶电泳确认基因
大小及纯度，无酶水做空白对照。

ＰＣＲ阳性产物送至上海生工有限公司进行
测序。通过 ＤＮＡＭＡＮ软件将管家基因正向序
列、反向序列进行比对、拼接，上传至大肠杆菌

ＭＬＳＴ网站 （ｈｔｔｐ：／／ｍｌｓｔ．ｗａｒｗｉｃｋ．ａｃ．ｕｋ／ｍｌｓｔ／
ｄｂｓ／Ｅｃｏｌｉ），与数据库中的等位基因序列号及序
列型（ＳＴ）比对。引物扩增序列见表３［１８］。

６９３
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表２　ｓｔｘ亚型基因传统ＰＣＲ所用引物列表
Ｔａｂ．２　Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓｆｏｒｓｃｒｅｅｎｉｎｇｔｈｅｓｔｘｖａｒｉａｎｔｇｅｎｅｓｕｓｅｄｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙ

目的基因

Ｔａｒｇｅｔｇｅｎｅ
引物序列（５′３′）
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′）

扩增产物长度

Ｆｒａｇｍｅｎｔｓｉｚｅ／ｂｐ
退火温度

Ａｎｎｅａｌｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ／℃

ｓｔｘ１ａ ＡＴＧＡＡＡＡＡＡＡＣＡＴＴＡＴＴＡＡＴＡＧ
ＡＧＣＴＡＴＴＣＴＧＡＧＴＣＡＡＣＧ ２７２ ５２

ｓｔｘ１ｃ ＧＡＡＣＧＡＡＡＴＡＡＴＴＴＡＴＡＴＧＴ
ＣＴＣＡＴＴＡＧＧＴＡＣＡＡＴＴＣＴ ５５５ ４８

ｓｔｘ１ｄ ＣＴＴＴＴＣＡＧＴＴＡＡＴＧＣＧＡＴＴＧＣＴ
ＡＡＣＣＣＣＡＴＧＡＴＡＴＣＧＡＣＴＧＣ １９２ ６２

ｓｔｘ２ａ ＡＧＡＴＡＴＣＧＡＣＣＣＣＴＣＴＴＧＡＡ
ＧＴＣＡＡＣＣＴＴＣＡＣＴＧＴＡＡＡＴＧ ９６９ ６０

ｓｔｘ２ｂ ＴＡＴＡＣＧＡＴＧＡＣＡＣＣＧＧＡＡＧＡＡＧ
ＣＣＴＧＣＧＡＴＴＣＡＧＡＡＡＡＧＣＡＧＣ ３００ ６５

ｓｔｘ２ｃ ＴＴＴＴＡＴＡＴＡＣＡＡＣＧＧＧＴＡ
ＧＧＣＣＡＣＴＴＴＴＡＣＴＧＴＧＡＡＴＧＴＡ １６３ ５１

ｓｔｘ２ｄ ＣＴＴＴＡＴＡＴＡＣＡＡＣＧＧＧＴＧ
ＣＴＧＡＡＴＴＧＴＧＡＣＡＣＡＧＡＴＴＡＣ ３５９ ５４

ｓｔｘ２ｅ ＣＡＧＧＡＡＧＴＴＡＴＡＴＴＴＣＣＧＴＡＧＧ
ＧＴＡＴＴＣＴＣＴＴＣＣＴＧＡＣＡＣＣＴＴＣ ９１１ ５５

ｓｔｘ２ｆ ＴＴＴＡＣＴＧＴＧＧＡＴＴＴＣＴＣＴＴＣＧＣ
ＴＣＡＧＴＡＡＧＡＴＣＣＴＧＡＧＧＣＴＴＧ ８７５ ６１

ｓｔｘ２ｇ ＧＴＴＡＴＡＴＴＴＣＴＧＴＧＧＡＴＡＴＣ
ＧＡＡＴＡＡＣＣＧＣＴＡＣＡＧＴＡ ５７３ ５５

表３　ＭＬＳＴ分型的７个管家基因引物列表
Ｔａｂ．３　Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓｆｏｒ７ｈｏｕｓｅｋｅｅｐｉｎｇｇｅｎｅｓｆｏｒＭＬＳＴｕｓｅｄｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙ

目的基因

Ｔａｒｇｅｔｇｅｎｅ
引物序列（５′３′）
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′）

扩增产物长度

Ｆｒａｇｍｅｎｔｓｉｚｅ／ｂｐ
退火温度

Ａｎｎｅａｌｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ／℃

ａｄｋ ＡＴＴＣＴＧＣＴＴＧＧＣＧＣＴＣＣＧＧＧ
ＣＣＧＴＣＡＡＣＴＴＴＣＧＣＧＴＡＴＴＴ ５８３ ５４

ｆｕｍＣ ＴＣＡＣＡＧＧＴＣＧＣＣＡＧＣＧＣＴＴＣ
ＧＴＡＣＧＣＡＧＣＧＡＡＡＡＡＧＡＴＴＣ ８０６ ５４

ｇｙｒＢ ＴＣＧＧＣＧＡＣＡＣＧＧＡＴＧＡＣＧＧＣ
ＡＴＣＡＧＧＣＣＴＴＣＡＣＧＣＧＣＡＴＣ ９１１ ６０

ｉｃｄ ＡＴＧＧＡＡＡＧＴＡＡＡＧＴＡＧＴＴＧＴＴＣＣＧＧＣＡＣＡ
ＧＧＡＣＧＣＡＧＣＡＧＧＡＴＣＴＧＴＴ ８７８ ５４

ｍｄｈ ＡＴＧＡＡＡＧＴＣＧＣＡＧＴＣＣＴＣＧＧＣＧＣＴＧＣＴＧＧＣＧＧ
ＴＴＡＡＣＧＡＡＣＴＣＣＴＧＣＣＣＣＡＧＡＧＣＧＡＴＡＴＣＴＴＴＣＴＴ ９３２ ６０

ｐｕｒＡ ＣＧＣＧＣＴＧＡＴＧＡＡＡＧＡＧＡＴＧＡ
ＣＡＴＡＣＧＧＴＡＡＧＣＣＡＣＧＣＡＧＡ ８１６ ５４

ｒｅｃＡ ＣＧＣＡＴＴＣＧＣＴＴＴＡＣＣＣＴＧＡＣＣ
ＴＣＧＴＣＧＡＡＡＴＣＴＡＣＧＧＡＣＣＧＧＡ ７８０ ５８

１．２．４　生物被膜的形成能力的测定
无菌 ＬＢ液体培养基调整过夜培养的 ＳＴＥＣ

增菌液至 ０．５麦氏比浊度（约 １．５×１０８ＣＦＵ／
ｍＬ），作为接种液备用。

接种液与无菌 ＬＢ液体培养基按体积比１∶
１００混匀，移取１ｍＬ至２４孔板中。分别在４、１０、
２５和３７℃恒温培养箱静置培养０．５、１、２、３、４、５、
６、７、８和９ｄ后，利用结晶紫染色法［１６，１９］测定形

成的生物被膜量。每组３个平行，无菌 ＬＢ液体

培养基为空白对照。

培养结束后，取出２４孔板，避免晃动。小心
去除悬浮液，无菌１×ＰＢＳ轻柔洗涤被膜３次，去
除未黏附的浮游菌。５０℃烘箱烘干１５ｍｉｎ，每孔
加入１ｍＬ０．１％结晶紫染液，染色３０ｍｉｎ。染色
结束后，去除结晶紫染液，无菌１×ＰＢＳ轻柔洗涤
３次。室温干燥 １５ｍｉｎ，每孔加入 １ｍＬ９５％乙
醇，溶解与被膜结合的结晶紫染液。溶解１５ｍｉｎ
后，移取２００μＬ至９６孔板中，酶标仪测定波长
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６００ｎｍ处的吸光值。
设定空白值 ＋３倍标准偏差为截点（ＯＤｃ），

被膜形成能力基于此划分为４个等级：无被膜形
成能力（ＯＤ≤ＯＤｃ）；弱被膜形成能力（ＯＤｃ＜
ＯＤ≤２ＯＤｃ）；中等被膜形成能力（２ＯＤｃ＜ＯＤ≤
４ＯＤｃ）；强被膜形成能力（ＯＤ＞４ＯＤｃ）。
１．２．５　被膜态细菌培养物上清液的提取

被膜培养结束后，取出孔板，避免晃动。细

胞刮刀刮下被膜，吹打均匀，收集至离心管中，４
℃，４０００×ｇ，离心３０ｍｉｎ。上清液用０．２２μｍ滤
膜过滤除菌，取滤液划线于 ＴＳＡ平板上，验证上
清滤液中有无细菌。收集无菌滤液，－２０℃保存
备用。

１．２．６　Ｖｅｒｏ细胞毒性试验
Ｖｅｒｏ细胞的培养：取出液氮冻存的 Ｖｅｒｏ细

胞复苏传代，制备 １×１０５ｃｅｌｌｓ／ｍＬ的单细胞悬
液，铺板，３７℃，５％ＣＯ２条件的培养箱中培养２４
ｈ。取出孔板，１００μＬ１×ＰＢＳ洗涤３次，加入１００
μＬ细胞完全培养液，加入１０μＬ上清液样品。３７
℃，５％ＣＯ２条件的培养箱中孵育２４ｈ。取出孔
板，细胞完全培养液洗涤孔板３次，加入１∶１０体
积比预混的细胞完全培养液（ＣＣＫ８溶液），３７
℃，５％ＣＯ２条件的培养箱孵育２ｈ，在４５０～６３０

ｎｍ处测量其吸光值并记录。无细胞，仅有细胞
完全培养液的为空白对照，细胞 ＋细胞完全培养
液为阴性对照。

细胞的存活率（Ｃ）计算公式：
Ｃ（％）＝１００×（Ｔ－Ｔ０）／（ＴＣ－Ｔ０） （１）

式中：Ｔ为各检测孔 ＯＤ值，Ｔ０为空白组 ＯＤ值；
ＴＣ为对照组 ＯＤ值；各孔检测 ＯＤ值为６个平行
孔ＯＤ６３０－ＯＤ４５０，去除最值，取其平均值，空白组
即为细胞完全培养液＋ＣＣＫ８，无细胞；对照组即
为单细胞悬液＋ＣＣＫ８。
１．３　数据处理

采用ＭＳＥｘｃｅｌ２０１９对数据进行整理，ＳＰＳＳ
２５．０软件对实验数据进行显著性差异分析，Ｐ＜
０．０５为差异显著。通过 Ｏｒｉｇｉｎ２０２１（Ｌｅａｒｎｉｎｇ
ｅｄｉｔｉｏｎ）作图分析。

２　结果

２．１　志贺毒素基因亚型检测结果
　　菌株１和菌株２携带ｓｔｘ１＋ｓｔｘ２基因，ｓｔｘ１基
因亚型分析显示，菌株１为 ｓｔｘ１ｃ亚型，菌株２未
能分型，ｓｔｘ２基因亚型分别是ｓｔｘ２ｄ和ｓｔｘ２ｆ。菌株
３仅携带 ｓｔｘ２基因，亚型分析显示为 ｓｔｘ２ｅ亚型
（表４）。

表４　ＳＴＥＣ分离株志贺毒素基因亚型检测结果
Ｔａｂ．４　ＴｈｅｓｔｘｖａｒｉａｎｔｇｅｎｏｔｙｐｅｏｆＳＴＥＣｉｓｏｌａｔｅｓｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙ

菌株序号

Ｓｔｒａｉｎ
ｓｔｘ基因亚型
ｓｔｘｇｅｎｅｖａｒｉａｎｔ

管家基因 Ａｌｌｅｌｅ
ａｄｋ ｆｕｍＣ ｇｙｒＢ ｉｃｄ ｍｄｈ ｐｕｒＡ ｒｅｃＡ

ＳＴ型
ＳＴ

１ ｓｔｘ１ｃ＋ｓｔｘ２ｄ ６ ２９ ５ ２６ ２４ ８ ６ ９３７
２ ｓｔｘ１ ＋ｓｔｘ２ｆ ６ ３１ ５ ２８ １ １２９ ２ ４４４１
３ ｓｔｘ２ｅ ６ ７ ５７ １ ８ ８ ２ ５４０

注：表示使用已知ＰＣＲ分型引物检测均为阴性。
Ｎｏｔｅｓ： ａｂｏｖｅｍｅａｎｓｔｈｅＰＣＲｒｅｓｕｌｔｏｆｓｔｘｇｅｎｅｖａｒｉａｎｔｗａｓｎｅｇａｔｉｖｅ．

２．２　ＭＬＳＴ分析
ＭＬＳＴ将３株 ＳＴＥＣ分离株分为３种不同的

ＳＴ型：ＳＴ９３７、ＳＴ４４４１和ＳＴ５４０（表４）。ＳＴ型间
存在３个以上等位基因的差异，亲缘关系较远。
２．３　被膜形成能力分析

通过结晶紫染色试验监测ＳＴＥＣ生物被膜在
不同温度下随着时间变化的动态形成过程（图

１）。４℃和１０℃［图１（ａ）］和［图１（ｂ）］时，菌株
３被膜生成量最多，分别在５～８ｄ和２～８ｄ为强
被膜形成能力，６ｄ和５ｄ被膜生成量达到最大
值，后缓慢减少。菌株１和菌株２除了被膜生成
量峰值（５ｄ），均表现为弱或者无被膜形成能力。

４℃时，菌株１和菌株２被膜生成量０．５～８ｄ无
显著差异（Ｐ＞０．０５）。１０℃时，菌株１和菌株２
的被膜生成量在２、３、５、６、７和８ｄ无显著差异
（Ｐ＞０．０５）。在低温培养条件下，菌株３的被膜
形成能力最强，菌株１和菌株２随着时间增长被
膜形成能力相近且稳定。

在２５℃和３７℃（图１ｃ和１ｄ）时，３株菌株
均表现出强被膜形成能力。２５℃时，被膜生成量
峰值从高到低依次为菌株１（７ｄ）、菌株３（５ｄ）和
菌株２（４ｄ）。菌株１在０．５～２ｄ为弱被膜形成
能力且被膜生成量无显著差异（Ｐ＞０．０５），４～８
ｄ为强被膜形成能力，４～７ｄ被膜生成量明显增
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加（Ｐ＜０．０５）。菌株２的被膜形成在０．５～２ｄ
与菌株 １无显著差异，３～５ｄ为强被膜形成能
力，６～８ｄ为中等被膜形成能力且被膜生成量无
显著差异（Ｐ＞０．０５）。菌株３在０．５～８ｄ为强
被膜形成能力，被膜生成量在０．５～５ｄ均高于其
他菌株，６～８ｄ低于菌株１。
３７℃时，被膜生成量峰值从高到低依次为菌

株２（１ｄ）、菌株３（３ｄ）和菌株１（３ｄ），１～７ｄ（４
ｄ除外）菌株间被膜生成量有显著性差异（Ｐ＜
０．０５）。菌株１和菌株３在１～８ｄ是强被膜形成
能力，３～８ｄ被膜生成量最高。菌株２在０．５～６
ｄ为强被膜形成能力且被膜生成量变化最大。结
果表明，同一温度，不同菌株的被膜生成量和被

膜形成能力有显著性差异。

图１　不同温度下产志贺毒素大肠杆菌的被膜形成能力
Ｆｉｇ．１　ＢｉｏｆｉｌｍｆｏｒｍｉｎｇａｂｉｌｉｔｙｏｆＳｈｉｇａｔｏｘｉｎｐｒｏｄｕｃｉｎｇＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

　　由图２可以看出，温度能够影响菌株的被膜
生成量和被膜形成能力。菌株１和菌株２在３７
℃或２５℃时被膜形成能力均强于４℃和１０℃，
被膜生成量在２～８ｄ有显著性差异（Ｐ＜０．０５）。
菌株３的被膜生成量在１～３ｄ时，从高至低依次
为３７℃、２５℃、１０℃和４℃。在３７℃时，其被膜
生成量在第４天开始减少，５～８ｄ降低至与４℃
无显著差异（Ｐ＞０．０５），但仍然是强被膜形成能
力。较菌株１和菌株２，菌株３在４个温度下至
少能够连续４天表现出强被膜形成能力。３株菌
株在３７℃的被膜生成量分别在５ｄ、７ｄ和４ｄ时
开始小于２５℃，其中菌株１在２５℃的被膜生成
量峰值（７ｄ）高于３７℃。

２．４　被膜态产志贺毒素能力分析
图３表示的是被膜态ＳＴＥＣ培养物上清液处

理Ｖｅｒｏ细胞后的细胞存活率，细胞存活率越低，
表明上清液毒性越大，菌株产志贺毒素能力越

强；反之越弱。

结果表明：同一温度下，随着天数增加，细胞

存活率降低，菌株的产志贺毒素能力增强。从４
个培养温度连续９个时间点的细胞存活率变化
趋势来看，被膜在０．５～８ｄ的形成过程中，３株
ＳＴＥＣ菌株的产志贺毒素能力有显著性差异（Ｐ＜
０．０５），且菌株２的细胞存活率显著低于菌株 １
和菌株３，表明菌株２的产志贺毒素能力最弱。４
℃［图３（ａ）］时，菌株１在０．５ｄ时产志贺毒素能
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力明显强于菌株３（Ｐ＜０．０５），１～８ｄ后其细胞
存活率高于菌株３，除了１ｄ和７ｄ，其余时间点无
显著差异（Ｐ＞０．０５）。１０℃［图３（ｂ）］，除了０．５
ｄ，菌株１和菌株３的产志贺毒素能力无显著差异
（Ｐ＞０．０５）。２５℃［图３（ｃ）］，除了５ｄ，菌株１
和菌株３的产志贺毒素能力无显著差异（Ｐ＞
０．０５）。３７℃［图 ３（ｂ）］时，菌株 １和菌株 ３在
０．５～８ｄ的产志贺毒素能力无显著差异（Ｐ＞
０．０５）。值得注意的是，２５℃和３７℃时，菌株２

在１ｄ的产志贺毒素能力弱于０．５ｄ。菌株１和
菌株３产志贺毒素能力相近。菌株２产志贺毒素
能力变化区间较菌株１和菌株３大。４℃时，菌
株 ２细胞存活率从 ９４．７１％（０．５ｄ）降低到
６６．９８％（８ｄ），变化了２７．７３％。菌株１细胞存
活率从６６．４５％（０．５ｄ）降低到５１．２１％（８ｄ），变
化了１５．２４％。菌株３从７３．６０％（０．５ｄ）降低到
５０．７５％（８ｄ），变化了２２．８５％。

图２　产志贺毒素大肠杆菌在不同温度被膜形成能力的比较
Ｆｉｇ．２　ＢｉｏｆｉｌｍｆｏｒｍｉｎｇａｂｉｌｉｔｙｏｆＳｈｉｇａｔｏｘｉｎｐｒｏｄｕｃｉｎｇＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

图３　被膜态不同温度产志贺毒素大肠杆菌产生的志贺毒素对Ｖｅｒｏ细胞毒性的比较
Ｆｉｇ．３　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙｏｆＶｅｒｏｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＳｔｘｃｏｌｌｅｃｔｅｄｆｒｏｍＳｈｉｇａ
ｔｏｘｉｎｐｒｏｄｕｃｉｎｇＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉｉｎｂｉｏｆｉｌｍｃｏｎｄｉｔｉｏｎａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ
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２期 张　萍，等：３株被膜态产志贺毒素大肠杆菌产志贺毒素能力的分析

　　图４为同一菌株在不同温度下其产志贺毒
素能力的差异，温度越高，细胞存活率越低，ＳＴＥＣ
产志贺毒素能力越强。其中菌株２［图４（ｂ）］产
志贺毒素能力受温度影响最大。０．５ｄ时，菌株２
在４℃和３７℃下的细胞存活率相差５０．３２％，８ｄ

时相差３５．３８％。菌株１［图４（ａ）］在２５℃和３７
℃时细胞存活率差异不明显，表明其产志贺毒素
能力相近。菌株３［图４（ｃ）］，４个温度条件下，
２～８ｄ的产志贺毒素能力差异明显（Ｐ＜０．０５）。

图４　被膜态产志贺毒素大肠杆菌在不同温度产生的志贺毒素对Ｖｅｒｏ细胞毒性的比较
Ｆｉｇ．４　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙｏｆＶｅｒｏｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＳｔｘｃｏｌｌｅｃｔｅｄｆｒｏｍ
ＳｈｉｇａｔｏｘｉｎｐｒｏｄｕｃｉｎｇＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉｉｎｂｉｏｆｉｌｍｃｏｎｄｉｔｉｏｎａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

３　讨论

许多国家和地区报道过不同肉类食品中分

离检测出 ＳＴＥＣ。在欧美国家，牛肉作为最常见
的食用肉类，是 ＳＴＥＣ重要的感染源［２０２１］。在我

国，市场零售肉类也存在不同程度的 ＳＴＥＣ污染，
熟肉在加工处理过程中存在被 ＳＴＥＣ污染的风
险［２２］。３株零售牛肉源的非 Ｏ１５７ＳＴＥＣ检出鉴
定表明我国零售肉市场上存在 ＳＴＥＣ污染情况，
且菌株之间亲缘关系较远，具有遗传多样性。考

虑到非Ｏ１５７ＳＴＥＣ菌株在活体动物和食品中高
流行、人群中低发病率的特点［２１］，我们应该加强

不同食品 ＳＴＥＣ的检测，严格监督加工链中的卫
生安全，预防 ＳＴＥＣ引起的食源性疾病的暴发及
流行。

Ｓｔｘ是ＳＴＥＣ的主要致病物质，可以与丙糖酰
基鞘氨醇（Ｇｌｏｂｏｔｒｉａｏｓｙｌｃｅｒａｍｉｄｅ，Ｇｂ３）受体结合，
通过胞吞进入靶细胞抑制蛋白质合成，从而导致

细胞损伤或死亡。Ｓｔｘ存在不同亚型，其对人的
致病性有所差异，如 ｓｔｘ２ａ亚型与出血性肠炎、
ＨＵＳ等疾病密切相关，携带ｓｔｘ２ｅ、ｓｔｘ２ｆ和ｓｔｘ２ｇ亚
型的菌株则具有低致病性［２２］；携带ｓｔｘ２基因的菌
株，比同时携带 ｓｔｘ１＋ｓｔｘ２或者 ｓｔｘ１的菌株致病
率更高［２３］。同一种系的菌株拥有类似的基因型、

表型、生活史和致病性。提示菌株可能具有潜在

致病性［２４］。所以毒力基因的携带情况对精准预

估ＳＴＥＣ菌株的致病力有重要作用［２５２６］。

在含有蛋白质、碳水化合物和胞外 ＤＮＡ的
环境中，细菌能够结合在食品加工器械的不锈钢

和高分子材料表面并形成生物被膜［２７］。形成生

物被膜的细菌对热处理、冷刺激和消毒剂等的耐

受性增加［２８］。有研究［２９］表明，经历常规的清洗

程序后其生物活性仍然保留，这极大的增加了食

品污染的可能性，进而对食品卫生和安全造成潜

在威胁。

解范迪等［３０］从腹泻患者粪便标本中分离出

７８株ＳＴＥＣ，其中７３．１％的菌株能够产生被膜，其
耐药率明显高于不产被膜的 ＳＴＥＣ菌株，因此，应
该关注ＳＴＥＣ被膜形成能力及其被膜状态下的产
志贺毒素能力的变化。

除了室温条件，市场零售肉类多保存在５～
１５℃的低温环境下［３１］，所以选取了在 ４、１０、２５
和３７℃检测其被膜形成能力和产志贺毒素能
力。在４℃和１０℃下，菌株１和菌株２的被膜生
成量无显著差异，均为弱或者无被膜形成能力，

菌株１的产志贺毒素能力强于菌株２。弱或者无
被膜形成能力的菌株１和强被膜形成能力的菌
株３产志贺毒素能力相近，均强于菌株２。这表
明，被膜形成能力的强弱与产志贺毒素能力的强

弱无明显关联。有可能是低温条件下细菌的生

长速度减缓，从而细菌量有差异，导致了被膜形

成能力和产志贺毒素能力的不同。２５℃和３７℃

１０４



上 海 海 洋 大 学 学 报 ３２卷

时，ＳＴＥＣ的被膜形成能力和产志贺毒素能力显
著增强。被膜形成能力增强主要体现在被膜生

成量峰值增加和提前，产志贺毒素能力的增强体

现在０．５和８ｄ时，Ｖｅｒｏ细胞存活率的降低。
编码Ｓｔｘ的ｓｔｘ基因位于ＳＴＥＣ染色体的前噬

菌体基因组中，该前噬菌体具有转导能力，可以

使受体菌获得产生相应毒素的能力。有研究［３２］

表明，编码 ｓｔｘ基因的前噬菌体在生物膜中转移
到潜在致病性大肠杆菌中，导致新的 ＳＴＥＣ菌株
出现。这表明被膜可以成为基因水平转移的环

境，因此，在实际食品生产加工环境中，强被膜形

成能力、产志贺毒素能力的 ＳＴＥＣ的潜在危害性
更需引人注意。
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