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［摘要］　目的　应用宏基因组测序（metagenomic next-generation sequencing，mNGS）技术对一起腹泻病毒检

测阴性的聚集性腹泻暴发事件进行病原学分析，探讨 mNGS 在腹泻暴发事件中的应用价值。方法　收集 2023 年 9
月一起腹泻病毒检测阴性的腹泻暴发事件的 6 份肛拭子样本，对其行 mNGS，基于测序数据分析暴发事件的病原体

以及毒力基因、耐药基因携带情况。结果　6 份肛拭子样本均检测到大肠埃希菌，reads 数为 74～38 446，相对丰度

为 0.01%～20.15%，其中仅样本 S5 中检出肠集聚性大肠埃希菌中多种编码肠毒素的毒力基因 astA、set1A、set1B 及

pet 等；5 份样本检测到产气荚膜梭菌，reads 数为 32～3 056，相对丰度为 0.01%～0.10%，其中 2 株检出 α 毒素基因

cpa，主要检出四环素类耐药基因 tet（M）、tetB（P）、tetA（P）；4 份样本中检测到沙门菌，reads 数为 39～302，相对丰度

为 0.01%～0.03%，主要检出沙门菌毒力岛基因 invC、prgH、prgJ、prgK 等及氨基糖苷类、β-内酰胺类、喹诺酮类等多

处基因斜体种耐药基因；1 份样本中检测到空肠弯曲菌，reads 数为 640，相对丰度为 0.05%，主要检出氨基糖苷类耐

药基因 APH（2''）-If、APH（3'）-IIIa 及四环素类耐药基因 tet（O），未检出毒力基因。结论　本次聚集性腹泻暴发事件

可能由产气荚膜梭菌、沙门菌、空肠弯曲菌及肠集聚性大肠埃希菌感染导致，mNGS 可应用于腹泻暴发的病原学诊

断，并指导临床精准用药及耐药菌防控监测。
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［Abstract］ Objective　To apply metagenomic next-generation sequencing （mNGS） for etiological analysis in a 
clustered diarrhea outbreak with negative viral test results， and to investigate the application value of mNGS in diarrhea 
outbreaks. Methods　mNGS was performed on 6 anal swab samples collected from a diarrhea outbreak with negative 
viral test results in September 2023. The causative pathogen， as well as the presence of virulence genes and drug 
resistance genes， was analyzed based on the sequencing data. Results　Escherichia coli was detected in all 6 anal swab 
samples， with read counts of 74―38 446 and relative abundances of 0.01%―20.15%. Among these， multiple 
enterotoxin-encoding virulence genes of enteroaggregative Escherichia coli， including astA， set1A， set1B， and pet， 
were detected only in sample S5. Clostridium perfringens was detected in 5 samples， with read counts of 32―3 056 
and relative abundances of 0.01%―0.10%. The α toxin gene cpa was identified in 2 of these strains. Tetracycline 
resistance genes tet（M）， tetB（P） and tetA（P） were predominantly detected. Salmonella enterica was detected in 4 
samples， with read counts of 39―302 and relative abundances of 0.01%―0.03%. Salmonella pathogenicity island 
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genes， including invC， prgH， prgJ， and prgK， were mainly identified， along with various resistance genes for 
aminoglycosides， β -lactams and quinolones. Campylobacter jejuni was detected in 1 sample， with read counts of 640 
and a relative abundance of 0.05%. Aminoglycoside resistance genes APH（2''）-If and APH（3'）-IIIa， along with the 
tetracycline resistance gene tet（O）， were predominantly detected， while no virulence genes were identified. 
Conclusion　 This clustered diarrhea outbreak is potentially caused by Clostridium perfringens， Salmonella enterica， 
Campylobacter jejuni， and enteroaggregative Escherichia coli. mNGS can be applied for the etiological diagnosis of 
diarrhea outbreaks and can guide precise clinical medication as well as the surveillance and control of drug-resistant 
bacteria. 

［Key words］ diarrhea； metagenomic next-generation sequencing； pathogen； virulence genes； drug resistance 
genes

感染性腹泻是指由细菌、病毒、真菌或寄生

虫引起的以腹泻为主要临床表现的胃肠道疾病［1］，

发病率高、流行广泛，已有研究报道腹泻是５岁

以下儿童死亡的第三大原因［2］。引起感染性腹泻

的病原体种类繁多，快速、准确地识别病原体对

指导临床治疗、控制病情发展至关重要，可有效

改善腹泻患者预后。宏基因组测序（metagenomic 
next-generation sequencing， mNGS） 是 近 年 来 新

兴的微生物诊断技术，通过高通量、无假设、无

偏倚的测序从而更全面地检测样本中已知、甚至

新发的病原体［3］，具有速度快、敏感度高、检测

范围广等显著优势［4］，已广泛应用于临床感染性

疾病的病原学诊断中。然而 mNGS 在腹泻病原体

鉴定中的应用相对较少，但随着 mNGS 的持续发

展、测序成本的降低，mNGS 可为快速诊断腹泻

病原体以及进一步精准防控提供依据［5］。本研究

回顾性分析 2023 年 9 月北京市通州区报告的一起

腹泻病毒检测阴性的聚集性腹泻暴发事件，探讨

mNGS 在腹泻暴发的病原学诊断以及耐药分析中

的应用价值，为相似腹泻暴发事件提供参考依据。

1　资料与方法

1.1　一般资料　2023 年 9 月，北京市通州区某小

学先后多名学生出现腹泻症状，辖区疾病预防控

制中心接到报告后立即前往该校开展流行病学调

查，最终于卫生院接受治疗的腹泻患者中采集肛

拭子样本共 6 份，均为 9 岁男性患者，无剩余食品

和环境样本采集。对肛拭子样本采用 5 种腹泻病毒

多重核酸检测试剂盒（包括轮状病毒、诺如病毒、

肠道腺病毒、星状病毒、札如病毒）检测病原体，

结果为阴性。

本研究已通过北京市通州区疾病预防控制中

心伦理委员会批准。

1.2　主要试剂及仪器　核酸提取试剂盒（凯杰）；

Qubit® dsDNA HS Assay Kit（Invitrogen）；Qubit® 
ssDNA Assay Kit （Invitrogen）； MGIEasy 酶 切

DNA 文 库 制 备 试 剂 盒 （华 大 基 因）； MGIEasy 
DNA 纯 化 磁 珠 试 剂 盒 （华 大 基 因）； MGIEasy 
DNA Adapters-16 试剂盒（华大基因）；MGIEasy
环化模块（华大基因）；DNBSEQ 一步法 DNB 制

备试剂盒（华大基因）；MGISEQ-2000RS 高通量

测序试剂盒（华大基因）；MGISEQ-2000RS 测序

载 片 （ 华 大 基 因 ）； Qubit®3. 0 荧 光 定 量

仪（Invitrogen）；MGISP-100 自动化建库仪（华大

基 因 ）； MGISEQ-2000RS 基 因 测 序 仪 （ 华 大

基因）。

1.3　mNGS 检测及测序数据分析　提取 6 例肛拭

子样本 DNA，通过 MGISP-100 自动化建库平台进

行 DNA 文库构建，过程包括酶切打断、片段选

择、末端修复、连接接头和 PCR 扩增，之后将

DNA 文库进行变性解旋、单链环化，经滚环复制

后形成 DNA 纳米球（DNA nainoball，DNB），将

合格的 DNB 加载到测序载片上，利用 MGISEQ-
2000RS 基因测序仪进行高通量测序。

对原始测序数据进行质控，通过华大基因的

微生物快速识别平台去除低质量、低复杂度和人

源基因组序列，将质控后的高质量测序数据与微

生物基因组数据库进行比对，得到样本的微生物

鉴 定 结 果 ； 再 将 序 列 与 毒 力 因 子 数 据

库（Virulence Factor Database， VFDB）、抗生素

抗性基因数据库（Structured Antibiotic Resistance 
Genes，SARG）中收录的基因序列进行比对，得

到样本携带的毒力基因和耐药基因结果。

2　结　　果

2.1　病原检出结果　mNGS 结果显示，在 6 份肛

拭子样本中，均检测到一定丰度的大肠埃希菌，

reads 数 为 74～38 446， 相 对 丰 度 为 0. 01%～
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20. 15%；5 份样本中检测到产气荚膜梭菌， reads
数为 32～3 056，相对丰度为 0. 01%～0. 10%； 4
份样本中检测到沙门菌，reads 数为 39～302，相对

丰度为 0. 01%～0. 03%；1 份样本中检测到空肠弯

曲菌， reads 数为 640，相对丰度为 0. 05%。除此

之外还检测到肛拭子样本中一些常见菌，但无明

显其他致病菌。不同样本中病原体 reads 数目及相

对丰度见表 1。

2.2　毒力基因检测结果　在 6 份肛拭子样本中，1
份样本（S5）检出肠集聚性大肠埃希菌中编码热

稳 定 肠 毒 素 EAST1 的 毒 力 基 因 astA、 肠 毒 素

ShET1 基因 set1A 及 set1B、肠毒素 PET 基因 pet 以

及其他毒力基因 pic、 aatA、 aatB、 aatC、 aatD、

aatP、aaP 等，其余样本未检出其他致泄性大肠埃

希菌的典型毒力基因；在 5 株产气荚膜梭菌中，2
株（S1、S5）检出 α 毒素基因 cpa，未检出其他毒

素基因；4 株沙门菌中均检测到不同种类、数量的

沙门菌毒力岛相关基因，包括毒力岛 1 基因 invC、

prgH、 prgJ、 prgK 及 毒 力 岛 2 基 因 ssaO、 ssaP、

ssaT、ssaU 等；空肠弯曲菌未检出毒力基因。

2.3　耐药基因检测结果　产气荚膜梭菌主要检出

四环素类耐药基因，其中 5 株均检出 tet （M） 基

因， 4 株检出 tetB （P） 基因， 3 株检出 tetA （P）

基因；空肠弯曲菌主要检出氨基糖苷类耐药基因

APH （2''） -If、APH （3'） -Ⅲa 及四环素类耐药基

因 tet （O）；沙门菌主要检出氨基糖苷类、β-内酰

胺类、喹诺酮类等多种耐药基因，并检出 MacAB-
TolC、EmrAB-TolC 等外排泵系统相关基因，沙

门菌耐药基因热图见图 1。

表 1　mNGS检出的病原体 reads数目及相对丰度在不同病例中分布

Table 1　The distribution of pathogen read counts and relative abundance in different cases detected by mNGS

样品编号

S1
S2
S3
S4
S5
S6

测序总序列片段数目

26 388 753
23 850 587
21 481 326
26 824 607
20 417 534

4 580 591

Q30（%）

92.40
92.49
91.68
94.23
91.56
91.11

大肠埃希菌

（数目，%）

3 272（5.30）
7 805（3.80）

187（0.17）
38 446（20.15）

4 345（3.42）
74（0.01）

产气荚膜梭菌

（数目，%）

179（0.01）
314（0.01）

54（0.01）
32（0.01）

3 056（0.10）
―

沙门菌

（数目，%）

39（0.01）
78（0.01）

―

302（0.03）
―

100（0.01）

空肠弯曲菌

（数目，%）

640（0.05）
―

―

―

―

―

图 1　mNGS检出的 4株沙门菌的耐药基因热图

Figure 1　Heatmap of drug resistance genes in 4 Salmonella enteric detected by mNGS
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3　讨　　论

引起感染性腹泻的病原体复杂多样，目前传

统病原检测包括涂片法、培养法、PCR 等，涂片

法可诊断寄生虫感染，但需特殊染色，敏感度低；

培养法成本低、特异度高，但耗时长，结果易受

病原体载量、培养基选择等因素影响；PCR 速度

快、敏感度高，但常需针对高度怀疑的病原体［6］。

传统方法优缺点并存，有时不能满足临床需要。

而缺乏病原学证据的情况下，长期经验抗感染治

疗可能导致细菌耐药日益严重［7−8］。随着二代测序

技术的发展，mNGS 不仅能一次性获得样本微生

物的群落构成，还可经生物信息学方法进行毒力、

耐药基因检测，已在临床病原诊断及指导治疗中

表现出巨大潜力［5］。

本研究中的暴发事件现场调查时，5 种肠道病

毒初筛结果阴性，且由于在患者恢复期采样，病

原体可能已被大量清除。面对此类复杂场景，传

统检测方法已不具优势。本研究对 6 份样本进行

mNGS 检测，综合分析物种鉴定及毒力基因结果

后，最终显示 4 株产气荚膜梭菌、4 株沙门菌，1
株空肠弯曲菌及 1 株肠集聚性大肠埃希菌。这归功

于 mNGS 独特的高敏感、广覆盖优势，它无需提

前假设，不依赖病原分离与培养，弥补了传统方

法的局限性，通过核酸序列比对精准识别病原体，

对检测低载量、难培养甚至罕见病原体具有显著

优势［9−10］。研究［11］ 表明 mNGS 在 11 例传统方法

阴性的腹泻样本中检出 3 株空肠弯曲菌及 2 株沙门

菌。崔志刚等［5］ 对腹泻暴发的研究显示 mNGS 能

够检出多重荧光 PCR 未能检测到的沙门菌和志贺

菌。一项对新生儿聚集性感染的调查［12］ 中，６例

患儿肠道通用病毒 PCR 阳性，后开展轮状病毒、

埃可病毒 11 型特异性 PCR 结果均阴性，最终通过

mNGS 检测到患儿粪便、血清中低拷贝数的埃可

病毒 18 型。

mNGS 的高通量测序可覆盖携带耐药基因的

质粒等［13］，可快速提供较为全面、系统的耐药信

息，有利于指导临床精准治疗及耐药菌的防控监

测。已有研究［14−15］显示 mNGS 检出的耐药基因与

实际耐药表型大部分一致。本研究产气荚膜梭菌

检出的 3 种耐药基因，有研究［16−18］ 显示与四环素

耐 药 密 切 相 关 ， 也 有 研 究［19］ 表 明 空 肠 弯 曲 菌

APH （2''） ‐If基因对庆大霉素和链霉素、 tet‐ （O）

基因对四环素均有良好的预测耐药能力，临床医

师可据此调整抗生素策略。本研究显示沙门菌携

带多种耐药基因，其中 CTX‐M、TEM 型为产超广

谱 β-内酰胺酶基因，是菌株出现多重耐药的重要原

因［20］。近年来沙门菌耐药水平整体较高［21］，亚洲

地区多重耐药率高达 50. 96% ［22］。这主要由于这些

基因通常位于质粒上，易通过水平基因转移在不

同菌种之间传播［23］。因此，此类基因的检出不仅

提示临床需谨慎制定抗感染方案，亦具有潜在的

公共卫生风险，提示相关部门应强化感染控制措

施，以防止其进一步传播与扩散。

综上所述，本次腹泻暴发可能由产气荚膜梭

菌、沙门菌、空肠弯曲菌及肠集聚性大肠埃希菌

感染导致。mNGS 可应用于腹泻暴发的病原学诊

断，并指导临床精准用药及耐药菌防控监测。本

研究具有局限性：mNGS 数据量庞大复杂，目前

尚无统一标准区分定植、污染及致病病原体，需

结合流行病学史、临床症状、免疫状态等综合判

断［24−25］。由于本事件无剩余食品和环境样本采集，

故难以进一步确认引起暴发的主要责任病原体及

溯源感染途径。随着测序技术的不断发展，在完

善改进质量控制、病原识别方法、解读标准等技

术问题后，mNGS 将得到更广泛的应用［26］。
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