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摘 要：目的　研究杭州市 1 株不产毒小川血清型霍乱弧菌食品分离株与国内外食品和临床分离株的溯源关系

及其分子特征。方法　采用荧光定量聚合酶链式反应检测菌株毒力基因分布，使用高通量测序获得基因组序列，

使用生物信息学方法鉴定其多位点序列分型（MLST）型别。将 101 株食品和临床分离株基因组序列比对到参考基

因组 N16961 获得单核苷酸突变位点（SNV），去除重组并构建进化树，分析食品分离株和近源菌株的基因分布情

况。结果　该食品分离株是不产霍乱毒素和产毒素共调菌毛的霍乱弧菌（CNTP），MLST 分型结果为 ST1480，与杭

州地区流行的 ST75 型 CNTP 菌株属于同一克隆群。该菌属于进化树 L3b. 1 分支，与杭州 2011 年临床分离株

（HZ11-1，HZ11-2）高度同源，去除重组后仅有 26 个 SNVs 位点差异。结论　从甲鱼涂抹拭子中检出与杭州地区流

行的 CNTP 高度同源的菌株，杭州地区散发病例感染来源可能与爬行类食品污染因素有关，应加强对其养殖场所

及销售场所进行消毒。
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Genomic characteristics and source tracing of a non-toxigenic Vibrio cholerae
food isolate in Hangzhou
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Abstract： Objective  To study the relationship and molecular characteristics of a non-toxic ogawa serotype Vibrio 

cholerae food isolate with food and clinical isolates at home and abroad.  Methods  Quantitative polymerase chain reaction 
（qPCR） and high-throughput sequencing was applied to obtain virulent genes distribution and genome sequence.  
Bioinformatic methods were used to identify their multi-locus sequencing typing （MLST） types.  One hundred and one 
isolates genomes were mapped to reference genome Vibrio cholerae N16961 to obtain the single nucletiode variant （SNV）.  
All alignment was applied to construct the evolutionary tree after removing recombination.  Comparative genome analysis 
was applied to the genes presence and absence in food isolates and close strains.  Results  The food isolate was a cholera 
toxin negative and toxin-coregulated pilus positive （CNTP） strain of Vibrio cholerae.  The MLST type was ST1480 which 
belonged to the same clonal complex of the ST75 CNTP strain prevalent in Hangzhou.  It was in the branch of L3b. 1 in the 
phylogenic tree， and highly homologous to clinical isolates in 2011 （HZ11-1， HZ11-2）.  After removing the 
recombination， there were only 26 different SNVs.  Conclusion  The food isolate was highly close to the clones of the 
CNTP Vibrio cholerae L3b. 1 branch in Hangzhou.  The source of infection in the sporadic cases in Hangzhou may be 
related to the contamination of reptile so that the disinfection of its breeding sites and sales sites should be strengthen.
Key words： Vibrio cholerae； cholera toxin； multi-locus sequencing typing； genomic phylogeny

霍乱是我国传染病防治法规定的甲类传染病，

其病原体是霍乱弧菌（Vibrio cholerae）［1］。历史上

O1 群古典生物型霍乱弧菌曾引发 6 次世界性的霍

乱大流行。第 7 次霍乱世界大流行［2］是由产霍乱毒

素（Cholera toxin，CT）和 毒 素 共 调 菌 毛（Toxin-

coregulated pilus，TCP）的 O1 与 O139 群埃尔托生物
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型 霍 乱 弧 菌（CT positive and TCP positive，CPTP）
引起［3］。

杭州地区的霍乱疫情随着近年来卫生环境的

改善，一直处于低流行状态［4］。但 2006 年由 CT 阴

性 和 TCP 阳 性 的 O1/O139 群 霍 乱 弧 菌（CT 
negative and TCP positive，CNTP）引起的散发肠道腹

泻疾病持续在杭州流行，并于 2009 年出现流行高

峰［5］。杭州地区的 CNTP 菌株主要包括两个克隆群

（L3 和 L9）［5］，由 于 其 缺 失 霍 乱 毒 素 编 码 基 因

（Cholerea toxin encoding gene，ctxAB），属于不产毒霍

乱弧菌。因其携带 tcpA，临床上以散发轻、中度腹泻

症状为主，其感染途径尚不明确。杭州在水体环境

检出过 O1/O139 群 CNTP 霍乱弧菌［6］，而食品中非

O1/O139 群 霍 乱 弧 菌［7］阳 性 率 较 高 。 本 研 究 对

2020 年甲鱼体表涂抹物中分离的 O1 小川血清型

CNTP 菌株进行基因组层面研究，分析其与临床

CNTP 分离株的溯源关系和分子特征，探讨杭州

CNTP 食源性传播的可能性。

1　材料与方法

1. 1　菌株分离鉴定

2020 年 4～10 月购买市售甲鱼、牛蛙等两栖类

食品共计 70 份。采其体表及泄殖腔涂抹物，接种于

碱性蛋白胨水（广东环凯，025010）中，42. 5 ℃培养

8 h，吸取增菌液表层 0. 2~10 mL 碱性蛋白胨水，

36 ℃培养 8 h。增菌液划线接种于四号琼脂平板

（杭州滨和，200715）和硫代硫酸盐柠檬酸盐胆盐蔗

糖琼脂平板（广东环凯，025020），36 ℃培养 24 h。
挑取可疑菌落进行革兰氏染色镜检、氧化酶及黏丝

实验，符合者采用霍乱弧菌血清鉴定试剂（日本生

研 ，200396）进 行 血 清 分 型 ，对 鉴 定 为 霍 乱 弧 菌

O1/O139 群的菌株接种至 Luria Bertani 肉汤（LB 肉

汤）增菌，36 ℃培养 16 h，取 1 mL 肉汤采用热裂解

法提取细菌核酸 ，以荧光定量聚合酶链式反应

（Quantitative polymerase chain reaction， qPCR）方法

检测 ctxAB 毒力基因（北京卓成惠生，A5194）和 tcpA

基因［8］。

1. 2　基因组测序

挑取鉴定为 O1 群小川血清型霍乱弧菌单克隆接

种于 Muellar-Hinton 肉汤（MH 肉汤）36 ℃培养 18 h，用
QIAamp DNA Mini Kit（Qiagen，51304）提取基因组

DNA，采 用 Nextera XT DNA Library Preparation
（illumina，FC-131-1024）试 剂 盒 构 建 文 库 ，Miseq 
Reagent v3 PE300（illumina，MS-102-3003）试剂盒在

illumina Miseq 测序平台进行高通量测序。

1. 3　基因组组装及基因扫描

采用 sra-tools v2. 10. 9［9］下载并生成 NCBI SRA
公共数据库中 O1 群食品和环境来源的霍乱弧

菌［10-11］ 基 因 组 原 始 测 序 数 据 。 采 用 fastqc 
v0. 11. 9［12］工具对测序下机数据和公共数据库基因

组数据进行质控；使用基于 spades v3. 14. 1［13］组装

软件的 shovill v1. 1. 0［14］工具进行基因组组装，使用

trimmomatic v0. 39［15］软件去除测序接头和低质量序

列；采用 prokka v1. 14. 6［16］进行基因组注释；mlst 
v2. 19. 0［17］工 具 进 行 insilico MLST 分 型 ；采 用

BIGSdb［18］的 BURST 工具分析近源 ST 型别所在克

隆群；采用 abricate v1. 0. 1［19］以 VFDB［20］数据库对

NCBI SRA 公共数据库中基因组序列进行计算机模

拟 毒 力 基 因 扫 描（insilico virulent gene scanning）。

具体分析流程参见 https：//github. com/indexofire/
CNTP-pipeline。
1. 4　基因组进化树构建及比较基因组分析

采用 snippy v4. 6. 0［21］软件以霍乱弧菌 N16961
（CP028827. 1，CP028828. 1）为参考基因组，将 84 株

2001—2012 年杭州地区 CNTP 临床分离株、1 株本

地 CNTP 食品分离株和 16 株国外食品和环境分离

株共计 101 株 O1 群小川血清型霍乱弧菌基因组进

行比对分析（菌株清单见表 1），获得 SNVs 位点。

用 Gubbins v2. 4. 1［22］进行重组分析，对核心基因组

去除重组序列后使用 raxml v8. 2. 12［23］构建进化

树（model=GTR+GAMMA，bootstrap=1 000），使 用

ggtree［24］绘制进化树。采用 roary v3. 13. 0［25］进行近

源 临 床 株 与 食 品 分 离 株 比 较 基 因 组 分 析 ，Venn 
Diagram［26］绘制韦恩图。

表  1　101 株 O1 小川型霍乱弧菌本地菌株和 NCBI公共数据库中菌株的 Meta 信息、MLST 型别、ctxA/tcpA 毒力基因分布和

基因组进化分支信息

Table 1　Meta data, MLST type, ctxA/tcpA gene distribution and genomic information of 101 O1 ogawa Vibrio cholerae local strains and 
strains in NCBI public databases
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100
101

HZ10-15
HZ10-16
HZ10-18
HZ11-1
HZ11-2
HZ11-3
HZ11-6
HZ11-7
HZ12-1
HZ12-2
HZ12-3
HZ12-4
HZ12-5
HZ12-6

HZ20-124
TC22

TC183
MK14
4T5
TY8
TY6

Fish1
Fish2
Fish3
Fish4

Plankton1
Plankton2
Plankton3

Water1
Water2
Water3

2010
2010
2010
2011
2011
2011
2011
2011
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2020
2006
2006
2011
2011
2013
2013
2017
2017
2017
2017
2017
2017
2017
2017
2017
2017

杭州

杭州

杭州

杭州

杭州

杭州

杭州

杭州

杭州

杭州

杭州

杭州

杭州

杭州

杭州

泰国

泰国

泰国

泰国

泰国

泰国

坦桑尼亚

坦桑尼亚

坦桑尼亚

坦桑尼亚

坦桑尼亚

坦桑尼亚

坦桑尼亚

坦桑尼亚

坦桑尼亚

坦桑尼亚

腹泻患者

腹泻患者

腹泻患者

腹泻患者

腹泻患者

腹泻患者

腹泻患者

腹泻患者

腹泻患者

腹泻患者

腹泻患者

腹泻患者

腹泻患者

腹泻患者

食品

食品

食品

环境

环境

食品

食品

食品

食品

食品

食品

其他

其他

其他

环境

环境

环境

肛拭

肛拭

肛拭

肛拭

肛拭

肛拭

肛拭

肛拭

肛拭

肛拭

肛拭

肛拭

肛拭

肛拭

甲鱼

牡蛎

虾

水样

水样

虾

虾

鱼

鱼

鱼

鱼

浮游生物

浮游生物

浮游生物

水样

水样

水样

75
75

169
182
182
170

75
75

169
169
169

75
75

169
1480
NF*
NF
NF
NF
NF
NF

69
69
69
69
69
69
69
69
69
69

-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+

+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
-
-
-
-
-
-
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+

QZUA01
QZUB01
QZUC01
QZUG01
QZUH01
QZUI01
QZUJ01
QZUK01
QZUL01
QZUM01
QZUN01
QZUO01
QZUP01
QZUQ01

JAGWDN01
ERR1485221
ERR1485223
ERR1485263
ERR1485265
ERR1485314
ERR1485318
ERR3039943
ERR3039944
ERR3039945
ERR3039946
ERR3039947
ERR3039948
ERR3039949
ERR3077564
ERR3077565
ERR3077566

L3b.4
L3b.4
L3b.2
L3b.1
L3b.1
L3b.2
L3b.4
L3b.4
L3b.2
L3b.2
L3b.2
L3b.4
L3b.4
L3b.2
L3b.1

L9
L9
L9
L9
L9
L9
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1

续表

编号 菌株编号 分离年份 分离地区 来源 样本 ST 型 ctxA tcpA NCBI登记号 谱系

注：*MLST 数据库中尚未分配的 ST 型别；+代表存在，-代表不存在

2　结果

2. 1　菌株鉴定及基因组测序

共检出 28 株霍乱弧菌，其中 23 株为非 O1/O139
群、4 株为 O1 群稻叶血清型、1 株为 O1 群小川血清

型（从 1 份甲鱼体表和泄殖腔涂抹物中分离，菌株编

号 HZ20-124）。该菌基因组大小为 4. 07 M（126 个

contigs，N50 为 246 527 bp）。MLST 型别为数据库

未包含的新型，将其等位基因提交至 pubMLST 数据

库 后 分 配 为 ST1480 型 。 该 型 别 BURST 分 析 与

ST75 等型别同属一个克隆群（图 1）。qPCR 毒力基

因结果显示该菌 ctxAB 基因为阴性，tcpA 基因阳性。

毒力基因扫描结果表明其不携带 ctxAB，但具有完

整的 tcpA 基因，属于 CNTP 霍乱弧菌。

2. 2　基因组 SNVs位点及进化溯源分析

101 个 O1 群霍乱弧菌基因组去除重组后共获

得 SNVs 位点 23 556 个。生成进化树包含 3 个聚

类 L1、L3 和 L9。国外 L1 聚类包含国外食品与环

境中 CPTP 菌株；L3 聚类包含杭州本地 CNTP 临床

和食品分离株，又分成 L3b. 1、L3b. 2 和 L3b. 4 分

支，L9 聚类包含 L9、L9. 1 和 L9. 2 分支，其中 L9 分

支包含国外食品与环境中 CNTN 菌株，而 L9. 1 和

L9. 2 分支包含杭州 CNTP 临床分离株。进化树中

杭州食品 CNTP 菌株 HZ20-124 位于 L3b. 1 分支，

与 HZ11-1 和 HZ11-2 处于同一簇（图 2）。三者相

图  1　HZ20-124 分离株 ST1480 型、ST75 型及 ST 型相关克隆

群 BURST 关系图

Figure 1　BURST analysis of ST1480 (HZ20-124), ST75 and 
all other relative ST types in the same complex clone
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差 26 个 SNVs 位点，基因组序列高度近源。比较基

因组分析表明，HZ20-124 携带而 HZ11-1 和 HZ11-2
不携带的基因有 133 个，其中 15 个可被注释的功

能基因。差异基因分布韦恩图参见图 3。

3　讨论

产毒霍乱弧菌引起的水源性肠道传染病在全

球范围内大流行。近年来随着环境卫生的改善，杭

州地区的霍乱发病率一直处于较低水平，但小川血

清型 CNTP 霍乱菌株在散发腹泻患者中持续检出。

在水体和食品中分离的霍乱弧菌一般分离为非

O1/O139 型不产毒霍乱弧菌。因此杭州本地的腹

泻患者 CNTP 病原体来源值得研究。

2001 年以来杭州发生 3 个型别的 L3b 进化分

支的 CNTP 为病原体导致的散发腹泻，提示本地存

图  2　101 个 O1 小川血清型霍乱弧菌基因组（16 个国外小川血清型食品、环境分离株与杭州 84 个临床分离株和 1 个食品分离

株）进化树与样本来源、毒力基因分布的相关信息

Figure 2　101 O1 ogawa Vibrio cholerae strains (16 food and environmental isolates from other country, 84 clinical and 1 foodborne iso⁃
lates in Hangzhou, China) genomic phylogeny, sample source and virulence genes distribution

图  3　3 株 L3b.1 分离株（HZ11-1、HZ11-2 和 HZ20-124）基

因组携带相似基因与特异基因差异韦恩图

Figure 3　Venn diagram based on genes absence and presence 
of three L3b.1 isolates (HZ11-1, HZ11-2 and HZ20-124)
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在明确污染源。其中 L3b. 2 型在 2001—2012 年流

行，而 L3b. 4 型从 2006 年起出现并于 2009 年引起

本地暴发流行。二者致病性差异主要为 L3b. 4 携

带弧菌致病毒力岛 VSP-1［5］，这可能与近年来患者

数量明显增加有关。而 L3b. 1 型菌株最早可以追

溯到 20 世纪 60 年代土库曼斯坦和 80 年代俄罗斯

地区，提示杭州市该型菌株来源可能与中亚地区的

输入有关。

通过对两栖爬行类动物如甲鱼等易携带弧菌

的食品开展监测，于 2020 年首次在杭州市售甲鱼

中检出小川血清型的 CNTP 霍乱弧菌。该菌株

MLST 型别为 ST1480，该型别与 ST182 最接近，仅

pyrC 不同（ST1480：pyrC38，ST182：pyrC75）。该等

位基因核苷酸相差 48 个碱基（pyrC_38/pyrC_75），

通过重组分析表明 pyrC 发生重组。进化树结果显

示 HZ20-124 处 在 L3b. 1 分 支 中 ，与 HZ11-1 和

HZ11-2 高度同源。比较 3 个 L3b. 1 基因组的基因分

布，结果显示 HZ20-124 含有 L3b. 1 分支中特有的

133 个基因，主要分布在 49. 6、34. 9 和 8. 6 k 这 3 个

序列片段。将其进行 BLAST 比对，结果 8. 6 k 序列

与 2 株第七次霍乱大流行前的中东地区 CNTP 霍乱

分 离 株（NCTC5395、NCTC9420）序 列 近 源［27］。 另

2 个 contigs 未 获 得 命 中 结 果 。 其 他 特 有 基 因

BLAST 比对后发现在数据库中携带的物种主要是

其他种弧菌。推测由于食品分离株与环境的各类

弧菌发生频繁的基因交换，这些基因功能可能与适

应复杂的环境变化有关。

本研究鉴定 1 株 L3b. 1 分支的 CNTP 食品分离

株，揭示了养殖或销售场所存在 CNTP 菌株，而环境

中 溶 源 性 噬 菌 体 CTXΦ 可 以 水 平 转 移［28］，一 旦

CNTP 菌株适应养殖场所和水体环境而大量繁殖，

会增加这类可移动元件水平转移的机会，存在导致

霍乱疫情暴发的风险。

甲鱼养殖的外部环境如 pH 值、水温等较适宜

霍乱弧菌增长［29］。通过对甲鱼等爬行类动物开展

弧菌监测，检出与杭州本地流行的 CNTP L3b. 1 进

化分支临床菌株高度近源的食品分离株，提示临床

散发病例的感染可能与该类食品污染有关。虽然

L3b. 1 并不是杭州 CNTP 主要分支，但对揭示临床

散发 CNTP 菌株的感染来源提供了直接的食品来源

证据，应对该类养殖场所及销售场所加强终末端消

毒，提高环境卫生水平，保证人民身体健康。
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