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摘   要：细菌分子分型已成为监测细菌感染性疾病的暴发流行与明确病原菌传播途径的重要工

具。随着全基因组测序技术的日益兴起，公共数据库中已产生大量的细菌基因组数据，迫切需要

研究人员充分认识和理解该技术，并掌握多种生物信息学工具挖掘并解读测序数据。本文系统概

述了全基因组测序技术与生物信息学工具在病原菌分型与溯源中的应用，并对全基因组测序技术

在临床诊疗实践中存在的挑战以及未来应用前景进行了探讨。 
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Abstract: Molecular typing has been an important technique to monitor the outbreak of bacterial 

infections and the transmission routes of bacterial pathogens. Improvements in the next-generation 

sequencing technologies are facilitating rapid and cost-effective molecular diagnosis and genotyping in 

identification, characterization, and source tracking of bacterial pathogens. With the advancement of 

microbial whole genome sequencing techniques, a large volume of bacterial genome data have been 

produced and deposited in public databases, which necessitate the need of a variety of bioinformatics 

tools to analyze and interpret these data. This review provided an overview of the whole genome 

sequencing-powered typing and source tracking of bacterial pathogens by various cutting-edge 

bioinformatics tools. We also discussed the bottleneck in the deployment of this technology in clinical 

practice and the future application prospects in bacterial infectious disease management. 

Keywords: whole genome sequencing; bioinformatics; genomic epidemiology; typing and source tracking; 
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细菌感染性疾病是公共卫生领域的一个重

大安全问题，如何对其进行有效监测与防控

是人类面临的一大难题。病原菌的鉴定、分

型与溯源对及时发现细菌感染性疾病的暴发

流行、准确查明传播媒介、遏制疾病进一步

传播至关重要。病原菌分型与溯源中广泛使

用的分子分型技术包括多位点串联重复序列分

析(multiple-locus variable number of tandem repeat 

analysis，MLVA)[1]、多位点序列分析(multilocus 

sequence analysis，MLSA)[2]、多位点序列分型

(multilocus sequence typing，MLST)[3]、脉冲场

凝 胶 电 泳 (pulsed-field gel electrophoresis ，

PFGE)[4] ，以及新兴的全基因组测序 (whole 

genome sequencing，WGS)技术[5]等。1995 年，

Fleischmann 等学者首次报道了完整的流感嗜

血杆菌基因组序列[6]，但早期测序平台昂贵的

成本和繁琐的数据分析流程限制了 WGS 技术

的广泛应用。近年来，随着测序成本和时间的

大幅降低以及数据分析工具的改进，降低了部

署 WGS 平台的成本，改变了病原菌的传统检测

与分型方法，WGS 有望成为追踪细菌感染性疾

病传播的新金标准[7]。另一方面，NCBI 等公共

数据库中已产生大量的病原菌基因组序列数

据，迫切需要开发能够快速、准确地在基因组

水平对病原菌进行分型与溯源的生物信息学工

具。本文系统概述了 WGS 技术和生物信息学分

析工具在病原菌分型与溯源领域的应用，并结

合笔者课题组最新开发的病原菌基因组分型与

溯源在线数据分析平台 BacWGSTdb 的应用实

例，展望未来 WGS 技术在该领域的应用前景。 
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1  病原菌基因组分型与溯源方法及

生物信息学工具 

1998 年，Maiden 等学者首次提出多位点序

列分型的概念，它是一种基于多个管家基因序

列片段的细菌分型方法，首先应用于脑膜炎奈

瑟菌的分子分型，随后发展为一种广泛使用的

细菌分子分型技术[8]。MLST 通过单基因测序

比较 1 组(通常是 7 个)管家基因间的序列差异，

根据菌株等位基因型对应的序列型 (sequence 

type，ST)特征，对细菌进行分子分型。菌株

的等位基因型与序列型数据可通过相应物种

的 MLST 数 据 库 进 行 检 索 和 在 线 比 对

(https://pubmlst.org)。随着全基因组测序成本的

降低，WGS 与 7 个管家基因双向测序的费用已

相差无几，但 WGS 携带的信息量则远超 7 个管

家基因序列。基于 WGS 的 MLST 分型，我们

称之为基因组 MLST 分型(in silico MLST)[9]。 

虽然目前 PubMLST 数据库中已存在超过 100 种

细菌拥有 MLST 分型方案，但该技术也存在不

能充分区分高重组水平、低多样性和单克隆菌

株之间的差异等分辨率不足的缺点。随着生物

信息学和测序技术的发展，各类分型方法层出

不穷，已有多种更高分辨率的基于病原菌基因

组序列的分型与溯源策略，如核心基因组多位

点序列分型 (core genome multilocus sequence 

typing，cgMLST)、全基因组多位点序列分型

(whole genome multilocus sequence typing ，

wgMLST)和核心基因组单核苷酸多态性 (core 

genome single nucleotide polymorphism，cgSNP)

等方法。对疑似引起细菌感染性疾病暴发流行

的菌株(有共同来源或流行病学联系)进行全基

因组测序，可直接获得病原菌鉴定、表型与基

因型预测、质粒分型和流行病学溯源等方面的

信息。使用生物信息学工具分析菌株间的亲缘

关系，研究菌株间的传播链，追溯感染性疾病

暴发的源头。上述结合基因组学与流行病学，

分析病原体发生、发展过程的研究被称为基因

组流行病学 (genomic epidemiology)研究 [10]。 

表 1 总结了目前常用的细菌基因组分型与溯源

工具，包括软件功能、分析平台类型、输入文

件格式、输出文件内容以及下载地址。图 1 显

示了病原菌基因组分型与溯源的常规数据分析

流程。 

 
表 1  病原菌基因组分型与溯源工具列表 
Table 1  List of bioinformatics tools used for bacterial genome sequence typing and source tracking 

Name Description Accessibility Link 

Gene-by-gene approaches   

chewBBACA[11] cg/wgMLST schema creation and 

allele calling using genome 

assemblies (FASTA) 

Web & Standalone https://chewbbaca.online 

https://github.com/B-UMMI/chewBBACA 

MentaLiST[12] cg/wgMLST schema creation and 

allele calling using raw sequencing 

reads (FASTQ) or genome 

assemblies (FASTA) 

Standalone https://github.com/WGS-TB/MentaLiST 

Genome profiler[13] cg/wgMLST schema creation and 

allele calling using genome 

assemblies (FASTA) 

Standalone http://sourceforge.net/projects/genomeprofiler 

   (待续)
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(续表 1)   

In silico typing    

SeqSero[14] Salmonella serotype prediction 

using raw sequencing reads 

(FASTQ) or genome assemblies 

(FASTA) 

Web & Standalone http://denglab.info/SeqSero 

https://github.com/denglab/SeqSero 

SeqSero2[15] Similar to SeqSero (an updated 

version) 

Web & Standalone https://github.com/denglab/SeqSero2 

http://www.denglab.info/SeqSero2 

MOST[16] Salmonella serotype prediction and 

MLST allele calling using raw 

sequencing reads (FASTQ) 

Standalone https://github.com/phe-bioinformatics/MOST

SalmonellaTypeFinder Salmonella serotype prediction and 

MLST allele calling using raw 

sequencing reads (FASTQ) 

Web & Standalone https://cge.cbs.dtu.dk/services/SalmonellaTyp

eFinder 

SISTR[17] Salmonella serotype prediction and 

cgMLST allele calling using genome 

assemblies (FASTA) 

Web & Standalone https://lfz.corefacility.ca/sistr-app 

https://github.com/phac-nml/SISTR_cmd 

SerotypeFinder[18] E. coli serotype prediction using raw 

sequencing reads (FASTQ) or 

genome assemblies (FASTA) 

Web & Standalone https://cge.cbs.dtu.dk/services/SerotypeFinder

Kaptive[19–20] Capsule and lipopolysaccharide 

serotype prediction for Klebsiella 

pneumoniae and Acinetobacter 

baumannii genome assemblies 

(FASTA) 

Web & Standalone http://kaptive.holtlab.net 

https://github.com/katholt/Kaptive 

ClermonTyping[21] In silico Escherichia genus strain 

phylotyping using genome 

assemblies (FASTA) 

Web & Standalone http://clermontyping.iame-research.center 

https://github.com/A-BN/ClermonTyping 

pMLST[22] In silico plasmid multilocus 

sequence typing using genome 

assemblies (FASTA) 

Web & Standalone https://pubmlst.org/organisms/plasmid-mlst 

PlasmidFinder[22] In silico characterization of plasmid 

replicons from Enterobacteriaceae 

using raw sequencing reads (FASTQ) 

or genome assemblies (FASTA) 

Web & Standalone https://cge.cbs.dtu.dk/services/PlasmidFinder

PLACNETw[23]  A graph-based tool for plasmid 

reconstruction using raw sequencing 

reads (FASTQ) 

Web & Standalone https://castillo.dicom.unican.es/upload 

https://github.com/LuisVielva/PLACNETw 

oriTfinder[24] Identification of bacterial mobile 

genetic elements using genome 

assemblies (FASTA) or GenBank 

files 

Web & Standalone https://bioinfo-mml.sjtu.edu.cn/oriTfinder 

Phylogenetic inference   

Gubbins[25–26] Rapid phylogenetic analysis of large 

samples of recombinant bacterial 

whole genome sequences using a 

multi-FASTA alignment file 

Standalone https://github.com/sanger-pathogens/gubbins

(待续)   
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   (续表 1)

RecHMM[27] Detection of recombinant 

breakpoints and tree-topology 

changes in whole-genome sequence 

alignments using a multi-FASTA 

alignment file 

Standalone http://biowiki.org/wiki/index.php/Rec_HMM

PhyML[28] Fast maximum likelihood-based 

phylogenetic inference using a 

PHYLIP format alignment file 

Web & Standalone http://www.atgc-montpellier.fr/phyml 

https://github.com/stephaneguindon/phyml 

RAxML[29] Phylogenetic analyses of large 

datasets under maximum likelihood 

using a multi-FASTA alignment file

Standalone https://github.com/stamatak/standard-RAxML 

IQ-TREE[30] A fast and effective algorithm to 

infer phylogenetic trees by 

maximum likelihood using an 

alignment file in various common 

formats 

Web & Standalone http://iqtree.cibiv.univie.ac.at 

http://www.iqtree.org 

MrBayes[31] A variety of phylogenetic and 

evolutionary models based on 

Bayesian inference using a NEXUS 

format alignment file 

Standalone http://nbisweden.github.io/MrBayes 

BEAST[32] A cross-platform program for 

time-measured Bayesian 

phylogenetic analysis and 

phylodynamic data integration using 

an alignment file in various common 

formats 

Standalone https://beast.community 

Snippy[33] A pipeline for rapid variant calling 

and core genome alignment using 

raw sequencing reads (FASTQ) or 

genome assemblies (FASTA) 

Standalone https://github.com/tseemann/snippy 

Lyve-SET[34] A high-quality SNP pipeline to 

create a phylogeny using raw 

sequencing reads (FASTQ) 

Standalone https://github.com/lskatz/lyve-SET 

SNVPhyl[35]  A pipeline for identifying 

high-quality SNPs and constructing 

a phylogenetic tree using raw 

sequencing reads (FASTQ) 

Standalone https://snvphyl.readthedocs.io 

CSI Phylogeny[36] Identifying variant and inferring 

phylogenies based on the 

concatenated alignment of the 

high-quality SNPs using raw 

sequencing reads (FASTQ) or 

genome assemblies (FASTA) 

Web https://cge.cbs.dtu.dk/services/CSIPhylogeny

BacWGSTdb[37–38] A one-stop platform for bacterial 

whole-genome sequence typing and 

source tracking using genome 

assemblies (FASTA) 

Web http://bacdb.cn/BacWGSTdb 
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图 1  常用病原菌基因组分型与溯源数据分析流程 
Figure 1  Procedures for bacterial genome sequence typing and source tracking analysis. 

 
1.1  基于等位基因序列的病原菌分型与溯源 

核心基因组多位点序列分型(cgMLST)是

传统 MLST 分型方案的扩展形式，单一 cgMLST

策略仅针对特定物种。将目的菌株的全基因组

序列与其 cgMLST 分型方案进行比对，提供

分型及亲缘关系分析，以实现对病原菌传播的

监测。全基因组多位点序列分型(wgMLST)通

常可用作 cgMLST 的扩展，该策略囊括了细菌

的核心基因组 (core  genome)及附属基因组

(accessory genome)。由于附属基因组包含菌株

携带的耐药基因、毒力基因、可移动元件、菌 

种内高度变异的基因等，故对于亲缘关系接近

的菌株，基于更多等位基因的 wgMLST 可以提

供比 cgMLST 更佳的分辨率。但也有研究表明，

基于 wgMLST 和 cgMLST 的分型结果十分相

似，两者的分辨能力无统计学差异[39–40]。利用

wgMLST 策略分析菌株系统发育关系时，可能

会受到同源重组、可移动元件的水平转移等遗

传事件的影响，导致部分区段出现高密度单核

苷酸多态性等异常情况，从而干扰真实的系统

发育关系。总之，cgMLST 策略更常用于分析

菌株间亲缘关系和分型。 
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目前，用户可运用 Genome profiler[13]、

MentaLiST[12]和 chewBBACA[11]等开源工具构

建本地使用的物种特异的 cgMLST 方案并进行

分型。也可以使用商业软件 Ridom SeqSphere+ 

(http://www.cgmlst.org/ncs) 提 供 的 部 分 物 种

cgMLST 分型方案(目前已有 21 个物种)，该软

件支持用户自行定制 cgMLST 分型方案进行数

据分析。在一项肺炎克雷伯菌不同分型方法的

比较研究中，研究者利用 PFGE 和 Ridom 

SeqSphere+平台提供的肺炎克雷伯菌 cgMLST

方案对 40 株肺炎克雷伯菌进行分型。cgMLST

分析结果表明，同一 PFGE 类型的 31 株属于同

一 PFGE 型的肺炎克雷伯菌与其他 3 株分属不

同 PFGE 型的分离株形成了一个大簇(最大等位

基因差异数<147)，PFGE 与 cgMLST 分型结果

具有较高的一致性，并且 cgMLST 能更细致区

分同一 PFGE 类型的菌株[41]。 

利用细菌基因组序列筛选出数个菌株特异

性基因(strain-specific gene)，并构建相应的 PCR

反应体系，可对某些多重耐药或高毒力克隆进

行快速鉴定，从而有效节约了检测时间与成本。

目前已有国内外学者借助该技术成功研发出多

重 PCR 反应体系对包括多重耐药鲍曼不动杆菌

高毒力克隆 ST10[42]、甲氧西林耐药金黄色葡萄

球菌克隆复合体 CC398[43]、碳青霉烯耐药肺炎

克雷伯菌全球流行克隆 ST258/ST11 与数个高

毒力克隆等在内的多种临床常见病原菌的优势

克隆进行快速诊断[44]。建立上述检测方法，主

要有 3 个步骤：(1) 将不同型别的菌株基因组序

列进行比对分析，筛选出所关注的菌株携带的

特异性基因；(2) 基于各特异性基因序列设计

PCR 引物，并借助 NCBI Primer BLAST 等工具

初步验证其特异性；(3) 应用多种临床菌株与标

准菌株验证其对真实样本的检测效能[45]。该技术

操作简便、价格低廉且特异性高，有助于对临床

重要病原菌院内播散的流行病学监测[42–43]。 

基于全基因组测序数据还可预测部分病

原菌的血清学分型。沙门菌与大肠埃希菌系

导致人和动物腹泻的常见食源菌，血清型是

其致病性研究中重要的分类依据。已有工具

将沙门菌全基因组测序读段或组装后的基因

组序列与 O 和 H 抗原等位基因参考数据库进

行比对，从而预测其血清型，如 SeqSero[14] (后

续版本 SeqSero2[15])。英国公共卫生部开发的

MOST 工具，利用 SRST 工具分析全基因组测序

数据，并结合 MLST 分型结果，以识别相应的血

清型 [16]。丹麦科技大学开发的网页版工具

SalmonellaTypeFinder，运行 SeqSero 预测血清

型并应用 SRST2 确定 MLST 分型，最终结合  

两种分型工具的结果预测沙门菌的血清型。

SISTR 则是结合 cgMLST 分型策略预测沙门菌

的血清型，其准确率可达 94.6%[17]。大肠埃希

菌的菌体抗原(O)、荚膜抗原(K)、鞭毛抗原(H)

和菌毛抗原 (F)是其血清型鉴定和分型的基  

础[57]。2015 年，Joensen 等学者创建基于大肠

埃希菌全基因组数据预测其血清型分型的在线

分析工具 SerotypeFinder，该工具基于特定 O 抗

原基因(wzx、wzy、wzm 和 wzt)和 H 抗原基因

(fliC、flkA、fllA、flmA 和 flnA)序列的分型方法

与传统血清学结果具有高度一致性[18]。此外，

在线工具 ClermonTyping 可将大肠埃希菌细分

为 A、B1、B2、C、D、E 和 F 七个主要的亚群

(phylogroups)，从而替代传统的多重 PCR 方法

对大肠埃希菌进行亚种分型[21]。Kaptive Web 是

一种快速鉴别肺炎克雷伯菌 K (编码荚膜多糖)

和 O 位点(编码脂多糖 O 抗原)的在线工具。用

户上传组装后的基因组序列，可在线浏览或下

载表格形式的分析结果[19]。2020 年最新版本的

Kaptive Web 增加了对鲍曼不动杆菌荚膜多糖

(capsular polysaccharide，KL)和脂寡糖外核心
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(lipooligosaccharide outer core，OCL)的识别。

该方案基于 92 个已知编码与运输荚膜多糖的

蛋白质基因簇(K 位点)和 12 个外核生物合成的

基因簇(OC 位点)，对上传的序列分配唯一的

KL 或 OCL 编号[20]。 

质粒是一种细菌染色体外的线性或环状

DNA 分子，也是细菌基因组 DNA 的重要组成

部分，常携带有益于宿主细菌生存的基因(如耐

药基因与毒力基因等)，传播可移动遗传元件(插

入序列和转座子)，可引起其与染色体的同源或

非同源重组，提高细菌基因组的可塑性[58]。根

据质粒传播的特性，可分为接合质粒(conjugative 

plasmid)、可转移质粒(mobilizable plasmid)和不

可转移质粒(non-mobilizable plasmid)[59]。基于

DNA 杂交或 PCR 的质粒复制子分型，根据质

粒的不相容性(incompatibility，Inc)，分为 FIA、

FIB、FIC、HI1、HI2、IncA、IncC、IncN、IncI、

IncP 与 IncX 等 不 相 容 群 (incompatibility 

group)[60]。PlasmidFinder 可检测质粒复制子基

因并匹配对应 Inc 分型，适用于肠杆菌科细菌

和少部分革兰阳性菌的质粒分型。pMLST 可提

供 质 粒 多 位 点 序 列 分 型 的 在 线 分 析 [22] 。

PLACNETw 可直接利用全基因组测序读段重

建质粒，并与数据库中的质粒序列进行比对，

为用户提供了交互式图形界面[23]。oriTfinder 是

一种可快速识别质粒携带的 oriT、松弛酶、T4CP

和 T4SS 等接合转移元件的在线工具，通过分

析用户上传的细菌全基因组序列，将 oriT 和

T4SS 等预测结果进行可视化显示[24]。PLSDB

是一个质粒序列二级数据库，该数据库包含从

NCBI GenBank 数据库中检索到的所有细菌质

粒序列，通过与用户上传序列进行 Mash 或

BLASTn 比对，反馈该数据库中亲缘关系最近

的质粒信息[61]。 

1.2  基于单核苷酸多态性的病原菌分型与

溯源 
在获得细菌基因组序列的基础上，使用物

种间具有同源性的基因片段构建系统发育关

系，从而解析细菌的进化历史的过程称之为系

统发育重建。在细菌基因组中，重组事件是细

菌种群进化过程中重要的进化推动力之一，通

常由同源性较高的序列介导，被称为同源重组

(homologous recombination)事件。另一类发生在

非同源片段之间的重组通常会引入新的基因或

基 因 组 岛 的 插 入 ， 被 称 为 基 因 水 平 转 移

(horizontal gene transfer)[46]。同源重组事件对于

细菌的种群生存和进化具有重要意义，但同时

也会打乱细菌种系间的垂直遗传关系，影响系

统发育分析的准确性。因此，在病原菌的分型

与溯源研究中，首先要去除同源重组位点的影

响，可使用 Gubbins[25–26]与 RecHMM[27]鉴定并

去除同源重组事件引起的基因组变异。 

单核苷酸多态性在系统发育关系分析中具

有高分辨率、易鉴定等优势，其中核心基因组

单核苷酸多态性(cgSNP)分析是一种基于核心

基因组 SNP 构建系统发育关系的方法。主要有

2 种分析模式：一种是序列组装后比对分析

(assembly-based)，另外一种是直接利用读段映

射分析(read-based)。序列组装后比对分析是将

从头组装的序列与参考基因组进行比对分析，

确定差异 SNP 位点；而读段映射分析是略过基

因组组装的过程，使用映射比对工具 ( 如

Bowtie2或 BWA)直接将测序读段与参考菌株核

苷酸进行比对，由多个读段重叠区域的共有核

苷酸推断出该位置的碱基。 

核心基因组单核苷酸多态性分析适用于研

究亲缘关系较近的同一谱系病原菌的系统发育

关系。在研究多样化或高度重组的病原菌之间

的亲缘关系时，选择合适的参考基因组显得格
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外重要，这也是 cgSNP 策略在实际应用中的挑

战之一。基于无参考基因组的比对方法虽然消

除了潜在的偏倚，并且可以检测到参考序列中

不存在的 SNP 位点。但在没有合理阈值的情况

下，无参考基因组的比对方法可能会导致 SNP

识别中的错误率更高(即假阳性)[47]。目前，有

多种分析工具可进行 cgSNP 分析，例如：CSI 

Phylogeny 可提供在线工具，用户只需上传菌株

测序数据(FASTA 或 FASTQ 格式)和参考基因组

序列(FASTA 格式)即可[36]。另外，笔者课题组

开发的细菌基因组分型与溯源在线数据分析平

台 BacWGSTdb 提供 cgSNP 和 cgMLST 策略

分析菌株间亲缘关系，用户只需上传单个或多

个菌株的基因组序列(FASTA 格式)，系统将在

3–5 min 内反馈数据库中与该菌株亲缘关系最

接近的若干菌株信息，并生成上传菌株与数据

库现有菌株的系统发育树(图 2)，从而实现病原

菌的快速分型与溯源[37–38]。Snippy 工具可实现

从去除重组位点到生成 FASTA 格式的 cgSNP

序列文件的一系列分析 [33] ， Lyve-SET[34] 和

SNVPhyl[35]等开源工具也可提供基于 cgSNP 序

列的菌株间系统发育关系分析[48]。 

系统发育树还可以用于重建祖先序列和

估计分歧时间，常用软件包括 Lyve-SET[34]、

SNVPhy l [ 3 5 ]、Phy ML [ 2 8 ]  、R Ax M L [ 2 9 ]、

IQ-TREE[30]、BEAST[32]和 MrBayes[31]等工具。

研究者通过分析系统发育树各分支的拓扑结构

特征，并关联菌株耐药表型、分离时间地点、

标本类型等信息，明确不同菌株之间的亲缘关

系并推测其传播路径与进化历史。目前在系统

发育学分析中最常用的算法均基于似然率计

算，主要分为两大类：最大似然法(maximum 

l ike l ihood，ML)与贝叶斯推断法 (bayes ian 

inference，BI)。基于最大似然法的系统发育关 

 

 
 
图 2  细菌基因组分型与溯源在线数据分析平台 BacWGSTdb 功能模块示意图[38] 
Figure 2  Overview of the content and function modules of BacWGSTdb. ‘Infrastructure’ lists the public 
database and tools integrated in BacWGSTdb. ‘Browse’ functions to visualize and compare the genetic 
relationships among isolates deposited in BacWGSTdb. ‘Tools’ functions for whole genome sequence typing 
and source tracking based on user uploaded sequence (s). ‘Species’ represents 20 bacterial species currently 
supported by BacWGSTdb. 
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系分析工具 FastTree[49]、PhyML[28]、RAxML[29]

和 IQ-TREE[30]可提供多种进化模型的选择以及

不 同 的 程 序 参 数 。 基 于 贝 叶 斯 推 断 法 的

MrBayes[31]和 BEAST[32]使用马尔可夫链蒙特卡

罗(Markov chain Monte Carlo，MCMC)统计学方

法来推断系统发育关系。相比于最大似然法，

贝叶斯推断法耗时长、对计算机资源要求高，

但可以提供大量模型选择，重建更准确的进化

历程。研究表明，多重耐药鲍曼不动杆菌主要

存在 2 个全球流行的克隆 GC1 和 GC2，Holt

等学者利用 BEAST 构建包含时间维度的系统

发育树，揭示了全球流行的多重耐药鲍曼不动

杆菌优势克隆 GC1 在过去 50 年间的基因组微

进化和时空传播动力学特征：即鲍曼不动杆菌

基因组的重组事件并非随机分布，这些重组事

件在编码荚膜多糖、外脂寡糖和外膜蛋白 CarO

等基因中呈现显著的多样性。在过去的 65 年

中，大量的重组事件导致多重耐药鲍曼不动杆

菌 GC1 积累了对新一代抗菌药物耐药性，包括

氟喹诺酮类、第三代头孢菌素类与碳青霉烯类

药物等，对其全球播散发挥了促进作用[50]。 

上述工具的最终输出文件中通常包含菌株

间亲缘关系的遗传距离信息，为了直观展示菌

株间的相关性，并提取有效信息，我们需要借

助可视化工具整合系统发育树与菌株流行病学

信息。GenGIS 2 是一种结合系统发育树与地理

空间等流行病学信息的可视化工具，可提供 2D

和 3D 地形的界面[51]；Microreact 提供了在线可

交互的可视化工具，用户通过上传系统发育树

和菌株对应的地理位置和流行病学信息文件，

可直观显示系统发育树及菌株在全球的分布情

况[52]；FigTree 软件以及在线工具 iTOL 均可绘

制系统发育树，前者能够读取 BEAST 软件输出

的结果文件，显示时间尺度树，后者能美化系

统发育树并添加各类注释[53]；panX 是一种可视

化泛基因组分析的网页类型工具，可查看分析

结果中相互关联的泛基因组统计图、基因簇表、

比对结果、系统发育关系以及原始数据表[54]；

Phandango 是一个网页版可视化工具，适用于可

视化系统发育树以及相关的基因组信息和原始

数据[55]；PATRIC 提供了一个集成、储存和可视

化细菌基因组数据的在线工具[56]。 

2  全基因组测序在病原菌分型与溯

源中的应用 

2.1  分型与溯源的方法比较与应用实例 

由于不同菌种管家基因序列的差异较大，

单一 MLST 方案通常仅适合种属间同源性较高

的菌种，而同一属的不同菌种往往存在多套

MLST 方案。仅利用 MLST 方案进行菌株分型

或溯源可能会隐藏大部分菌株的多样性，从而

得出不准确的系统发育关系，例如：MLST 不

能进一步区分脑膜炎奈瑟氏球菌 ST11 克隆复

合体中的各亚群[62]。由于部分医院获得性感染

相关病原菌存在高度的克隆性(例如：碳青霉烯

耐药鲍曼不动杆菌)，基于 7 个管家基因的传统

MLST分型方案难以准确区分相同 ST型病原菌

之间的细微差异。随着全基因组测序技术和生物

信息学分析手段的不断进步以及测序时间与成

本的不断降低，极大提升了细菌基因组测序数据

的准确性与可用性，为有效监测临床多重耐药

菌的传播提供了新思路[47]。Venditti 等[63]在一项

对 2016 年 12 月至 2017 年 4 月间在意大利罗马

的一家医院 ICU 收集的 13 株碳青霉烯耐药鲍曼

不动杆菌的溯源中，利用 DiversiLab 系统进行

rep-PCR[64] (repetitive extragenic palindromic PCR)
分析，基于 WGS 数据进行 in silico MLST、

cgMLST 分型和耐药基因的识别等分析。结果
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表明，rep-PCR 和 MLST 将分离株聚类为同一

簇，而 cgMLST 分型方案能将菌株进一步细分

为 2 个簇，它们之间仅相差 15 个等位基因。囊

括细菌全部核心基因组基因的 cgMLST 分型策

略，能进一步分辨传统 MLST 无法区分的克

隆复合体，从而能更准确的追溯病原菌的传播

路径。一项研究旨在比较 PFGE、cgMLST 和

cgSNP 等 3 种常用的肺炎克雷伯菌分型方法：

研究者收集 2017 年意大利米兰分离出的 80 株

碳青霉烯耐药肺炎克雷伯菌，将菌株不同分型

方法的结果与流行病学证据进行比较，发现

cgMLST 和 cgSNP 的分辨率均高于 PFGE，并

且两种方法都适用于肺炎克雷伯菌的传播溯

源。在肺炎克雷伯菌克隆复合体 CC258 的系统

发育关系重建中， cgSNP 的分辨率略高于

cgMLST[65]。另一项研究在对 2012–2015 年间德

国海德堡大学附属医院分离的 39 株碳青霉烯

耐药鲍曼不动杆菌的回顾性分析时，发现大部

分菌株为 ST2 型，少部分罕见型别的菌株来源

于有海外旅居史的病人。cgSNP 分析结果揭示

了 4 个潜在的暴发流行克隆，而这些群体中的

2 簇与菌株的流行病学记录高度吻合，表明当

年很可能发生了未被捕捉到的院感暴发流行事

件[66]。更高分辨率的 WGS 技术可优化菌株暴

发流行的监测方案，为及时采取适当的防控措

施提供科学依据。作为 MLST 的扩展形式，

cgMLST 除了具有更高的分辨率和不依赖参考

基因组的设定等优势之外，研究者还可将新分

离的菌株基因组序列与历史数据进行整合与回

顾性分析，从而实现对病原菌的连续监测。然

而，目前仅有少数病原菌存在已发表或公认的

cgMLST 方案，而自定义方案则要求研究者具

备一定程度的生物信息学基础，并且在构建方

案时所纳入的基因组序列数量、质量及比对参

数设定也会影响最终 cgMLST 分型方案的设

计，从而影响分型与溯源的最终结果。基于单

核苷酸多态性的 cgSNP 策略分辨率高且不需要

提前预设分型方案，能最大程度反映菌株间的

亲缘关系，但参考基因组及系统发育树构建算

法的选择也可能会影响溯源结果的准确性。因

此，研究者需要结合不同的应用场景，选择合

适的分析策略。 

此外，WGS 在食源性病原菌的分型与溯源

中，也能提供较高的分辨率和准确性。一项研

究在对 1950–2015 年分离的 290 株鸡源沙门菌

进行同源性分析时，比较了沙门菌常规血清学

检测结果与基于 WGS 预测的血清型，结果发现

二者的一致率高达 97.6%。与常规的血清学分

型方法相比，WGS 分型更加快速和准确，尤其

针对需要不同培养基和血清学鉴定的罕见血清

型。随着测序技术的发展和参考基因组数据库

的不断完善，基于 WGS 数据的血清型预测有望

成为今后沙门菌血清型鉴定的新金标准 [67]。

2018 年 7 月，中国深圳发生了 10 例肠炎沙门

菌暴发感染(outbreak)事件，深圳疾病预防控制

中心利用全基因组测序将此次暴发事件的源头

追溯到通过在线平台订购的食物。基于 SNP 的

系统发育树显示，9 株同一 PFGE 分型的肠炎沙

门菌亲缘关系十分接近(SNP<1)，而这些菌株分

别来自该暴发事件中的 5 只鸡腿和 4 例患者，

结合流行病学证据链将鸡腿确定为引起暴发的

源头。而同时期检出的 10 株肠炎沙门菌与暴发

事件中的菌株最小距离为 59 SNPs，大于鉴定

为同一暴发事件的阈值(≤3 SNPs)，提示这些散

发病例不属于本次暴发事件[68]。总之，WGS 不

仅可以追溯食源性病原菌的暴发事件，还可以

排除非暴发事件的菌株，为及时干预并有效遏

制感染性疾病的传播提供有力的科学依据。 

WGS 在一些自然疫源性病原菌(如鼠疫耶

尔森菌)的分型与溯源上，也得到了广泛的应
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用。我国军事医学科学院杨瑞馥研究员课题组

曾对 17 株鼠疫菌代表菌株进行全基因组测序，

利用比较基因组学方法，鉴定出 933 个 SNP，

并结合质谱技术分析 286 株全球分离的鼠疫菌

在这些位点的变异情况[69]。该研究进一步验证

了 2004 年 Achtman 等学者[70]提出的鼠疫菌进

化框架的准确性，并发现了更多的鼠疫菌种群。

更为重要的是，该研究发现所有分离自美国的

鼠疫菌都起源于一次传播事件，该事件可追溯

至 19 世纪末，一艘从中国香港开出，经停夏威

夷，最终抵达旧金山的商船。感染鼠疫菌的宿

主可能随这艘商船来到美国，并在当地生存与

传播。在另一项研究中，该课题组对 118 株鼠

疫菌进行全基因组测序，结合已公开的 15 株鼠

疫菌全基因组序列，重建基于 SNP 序列的鼠疫

菌的种群结构与系统发育关系，进而探索鼠疫

菌进化的动力[71]。通过系统发育树的拓扑结构，

研究者鉴定出鼠疫菌的 2 个全新分支，与以前

的 3 个分支共同构成 5 大种系分支的种群结构。

该研究将鼠疫菌系统发育关系与其所在地区的

地理环境因素进行关联分析后，发现中国古代

重要商贸路线(丝绸之路、茶马古道和唐蕃古道

等)与鼠疫菌的地理分布存在惊人的一致性，从

而提示历史上 3 次鼠疫大流行可能起源于中国

或者其邻近地区，说明历史上人类商贸活动在

鼠疫传播中发挥了重要作用[71]。在该课题组最

新的一项鼠疫溯源研究中，研究者将 2 株苏拉

特鼠疫菌基因组与 366 株鼠疫代表菌株的基因

组序列进行系统发育分析，确定苏拉特菌株的

遗传发育位置，为 1994 年印度苏拉特鼠疫暴发

疫情的源头解读提供新的线索[72]。在重要公共

卫生事件中，全基因组测序技术可提供快速的

分型防控与溯源，从而保障人民群众的健康安

全。对于一些颇具争议的疫情溯源，全基因组

测序的应用、菌株量的增加以及种群的全方位

调查，结合流行病学证据，将有助于追溯疫情

的起源。 

笔者课题组曾提出了一个和常规基因组流

行病学不一样的观点，即反向基因组流行病学

(reverse genomic epidemiology)研究策略[47]。借

助细菌基因组大数据，挖掘其适应性进化过程

中在基因组中留下的印迹，从而反向建立菌株

间的流行病学联系并揭示其进化历程与传播规

律。该策略认为当公共数据库中已存在足够数

量细菌基因组数据的情况下，如果发现某些分

离株的基因组序列足够相似时，则认为这些菌

株可能来源于同一祖先。借助前文提到的

BacWGSTdb 在线数据分析平台，该研究分析了

来自公共数据库的 20 种病原菌所有已公开的

基因组序列相似性，发现来源于不同国家的部

分菌株亲缘关系却十分接近。通过对跨越 5 个

不同国家的病原菌传播网络进行梳理后发现，

其中有 3 个为目前国际上已公认的菌株暴发流

行事件。例如：2011 年德国 E. coli O104:H4

葫芦巴豆种子食源性致病菌污染事件 [73–74]、

2010 年海地震后 V. cholera 暴发事件[75–76]及  

21 世纪初发生在非洲的 S. Typhi 食源性传播

事件 [77]。上述新颖观点为 WGS 在病原菌传播

与溯源领域的应用提供了全新视角，但由于目

前 NCBI 等公共数据中可供获取的病原菌基因

组序列数量仍极为有限，因此在实际溯源过程

中可能会遇到用户上传的菌株基因组序列与数

据库中的菌株差异过大或者部分菌株缺失流行

病学资料，从而难以进行准确溯源等问题。 

2.2  基因组分型与溯源研究存在的挑战 

尽管已有众多案例表明 WGS 在病原菌分

型与溯源中的优势，但在实际应用中依旧面临

着众多挑战。例如，目前尚缺乏国际通用的细

菌基因组数据采集与分析的标准化流程，尤其

是学界难以统一关于暴发克隆的判断标准(阈
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值)，即菌株间相差多少 SNP 才可被视为同一克

隆并归属于同一暴发事件。笔者课题组在一项

对 NCBI 数据库中的所有 ST195 型鲍曼不动杆

菌的比较基因组学研究中，对 2850 株鲍曼不动

杆菌进行 cgMLST 分型，并构建最小生成树与

贝叶斯系统发育树，以预测 ST195 型鲍曼不动

杆菌的进化起源与分化时间。系统发育学研究

结果显示，菌株间 SNP 数量分布于 0–3，等位

基因差异数分布于 0–14。一些分离地点相距甚

远的菌株亲缘关系却十分接近(<8 个等位基因

或<20 个 SNP)，甚至没有超过本国分离菌株，

也低于 Higgins 等学者提出的同一克隆暴发流

行的参考阈值，存在跨国传播的可能性较大[78]。

由于便捷的全球旅行使医院获得性和食源性细

菌病原体能轻易越过地理障碍，无症状携带者

也会造成直接流行病学证据链的缺失，所以制

定准确且通用的病原菌暴发流行克隆的判断标

准至关重要。理想状态是存在一个简单阈值可

以鉴别所有类型的病原菌暴发事件，但在实际

应用中往往受到时间、空间、流行病学特征以

及 WGS 数据分析方法的限制，不同菌种甚至同

种病原菌的不同血清型之间也存在着差异[79]。

例如，有研究表明沙门菌中的肠炎沙门菌通常呈

高度克隆传播趋势，而鼠伤寒沙门菌则不然[80]。

因此，笔者认为基于 WGS 技术的病原菌分型与

溯源结果仍需结合具体菌株分离时间与空间、

基因组学与遗传进化特征等参数来解释，尤其

是局部暴发事件的菌株(短时间)与全球范围的

分离株(长时间)相比，一些刚刚累积的突变可能

尚未经过纯化选择的作用而得以消除，使得正

在经历适应性进化的谱系比那些已经历过纯化

选择的谱系能更快地积累突变，从而可能会影

响病原菌分型与溯源结果的解读[78]。此外，细

菌的生存环境也可施加选择压力(如：医院内的

抗生素选择压力)，从而影响其突变率和传代周

期，故仅依据某个特定的阈值来鉴别病原菌暴

发事件可能难以适应复杂多变的溯源应用场

景。又如：在一项肠炎沙门菌的传播溯源研究

中，Payne 等学者就提出应设立动态 SNP 阈值

来鉴定暴发事件，即对 4 周内的疑似暴发事件

应以 0 SNP 为阈值，从而提高鉴别的灵敏度和

特异性，而对超过 4 周的事件应使用动态阈值

(如 0–5 SNPs)[81]。基于上述分析，笔者认为不

同的分析策略、人员取样的偏差以及流行病学

信息的完善度都会影响病原菌暴发事件的溯源

结果，准确鉴别暴发事件还需要研究人员因地

制宜和因“菌”而异。 

3  结语与展望 

在过去的数十年中，全基因组测序技术取

得了长足的发展，曾经耗时耗力的测序项目现

今可在较短的时间内完成。随着高通量测序技

术的迅猛发展与测序成本的不断下降，公共数

据库中已存储了海量的病原菌基因组序列，如

何将其进行有效整合并应用于病原菌分型与溯

源的实际研究工作中是该领域的研究人员需要

深入思考的问题。受限于数据储存以及数据分

析策略的复杂性，大样本数据分析和复杂的数

据运算仍需依赖 Linux 操作系统，从而要求从

事本领域的研究者掌握一定的生物信息学技

能。与此同时，简便易用的在线数据分析与可

视化工具也在不断问世，如笔者课题组开发的

BacWGSTdb 细菌基因组分型与溯源一站式在

线数据分析平台，可对常见 20 种病原菌的基因

组序列进行分析。用户无需具备专业的生物信

息学知识，即可完成包括基于 cgSNP 与

cgMLST 策略构建系统发育树、耐药与毒力基

因识别、质粒分型与同源性分析等在内的一系

列病原菌的快速分型与溯源分析。随着越来越

多的病原菌全基因组序列被测定，分析这些海
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量数据往往需要消耗巨大的计算资源。而基于

云计算技术的数据处理与存储能力的不断增强

和计算成本的下降，或许会给病原菌分型与溯

源领域的研究工作带来颠覆性的改变。本文归

纳整理了病原菌基因组分型与溯源分析的相关

理论知识及常用的生物信息学工具，并结合相

关应用实例介绍，将有助于读者快速掌握其技

术要领，并能直接应用于具体的科研工作中。 

WGS 技术在病原菌鉴定、分型与溯源等领

域广泛应用，为有效监测临床多重耐药菌的传

播提供了新思路，同时也为如何有效监测、预

警与防控多重耐药菌感染这一重要临床问题提

供可行的解决方案。此外，在食源性病原菌以

及自然疫源性病原菌的分型溯源中，WGS 也能

提供较高的分辨率和准确率。病原菌的快速溯

源和早期暴发事件监测的先决条件是建立快速

准确的分型技术和国际统一的命名数据库

(nomenclature database)。美国 FDA 和 NCBI 联

合开发的 GenomeTrakr 数据库整合了所有成员

单位上传的基于不同的测序平台的基因组数

据，并提供菌株间的表型、基因型以及系统发

育分析，有助于提高食源性暴发事件调查效率

和降低食源性疾病的死亡率，促进了 WGS 技术

在食源性病原菌溯源中的应用[82]。2013 年，中

国推出国家食源性疾病监测系统 (National 

Molecular Tracing Network for Foodborne 

Disease Surveillance，TraNet)，覆盖分离自人、

食物和环境的 7 种常见食源性病原菌，总数已

超过 54000 株。用户可通过不同的数据中心，上

传多种类型的数据进行溯源分析。该系统在食

品疾病监测方面发挥了重要作用，有助于迅速开

展食源性疾病暴发流行事件的调查和溯源[83]。 

WGS 技术的进一步发展与推广仍依赖于

生物信息学家对基因组测序数据的整合、挖掘

与解读，尤其是在实验流程、质量管理、性能

验证和报告解读等方面还存在较大的进步空

间。WGS 在临床微生物实验室的常规应用需建

立一套方便、快速且成本可控的实践流程，包

括从测序端的样本采集与建库到测序后的数据

分析和案例解析，尤其是建立标准化数据分析

流程与数据库、开发操作方便的生物信息学分

析软件，将有助于推进该技术在临床诊疗的常

规应用。本文综述的多个病原菌分型与溯源的

生物信息学工具与数据库可为临床医务人员、

流行病学和临床微生物检验人员提供一站式数

据分析解决方案，并为推进全基因组测序技术

在临床的常规应用提供技术支持。与此同时，

还需紧密结合临床与公共卫生领域应用 WGS

技术的实际需求，熟悉满足需求的各类测序平

台的技术特点，并培养能够驾驭该技术的生物信

息学人才。只有当上述要素都趋于完备时，WGS

技术才能在临床诊疗及医院感染控制等常规应

用中得以普及，并开辟基于病原菌基因组测序

技术的感染性疾病精准诊疗的新领域。 
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