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沙门菌分子血清分型的鉴定方法与研究进展
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摘 要：综述沙门菌分子血清分型的鉴定方法与研究进展。介绍了沙门菌编码 3 种抗原（O、H、Vi）的相关基因及

其表达机制，阐述了以血清型特异性标记基因为靶点进行沙门菌分子血清分型鉴定的方法及应用进展。本文回顾

了沙门菌血清分型的鉴定方法及研究进展，为进一步开展沙门菌分子血清型鉴定研究奠定了基础。
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Abstract： The identification methods and research progress of molecular serotyping of Salmonella are reviewed.  The 
related genes encoding three antigens （O， H and Vi） of Salmonella are introduced.  The methods and research progress of 
molecular serotype identification of Salmonella with serotype specific marker genes as targets are described.  This paper 
reviews the identification methods and research progress of Salmonella serotype， which lays a foundation for further 
identification of molecular serotype of Salmonella.
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沙门菌是动物和人类的主要病原体，是造成伤

寒、副伤寒等食源性疾病的病因之一。沙门菌通过

污染猪肉、鸡肉、鸡蛋、牛肉和牛奶等传播给人类［1］，

造成人类食物中毒或严重的公共卫生危害［2］。沙门

菌进入食物链的途径是复杂多样的，可能发生在与

食品相关的一个或多个环节中，食品行业因受到沙

门菌污染而造成的经济损失正在不断扩大。因此

采用适当的工具鉴定沙门菌物种水平（如血清型

等），可以极大地提高对沙门菌的控制。

沙门菌用不同的分类系统来描述菌种［3］，其中

最经典的是 Kauffman-White 血清型分类方案［4］。基

于菌体 O 抗原、鞭毛 H 抗原和荚膜 Vi 抗原，将沙门

菌分为 46 种 O 抗原 114 种 H 抗原［5］。该分类方案

是应用最早和最广泛的鉴定方法，是目前沙门菌亚

种分类的基础［6］。但该方法费时费力［7］，且鉴定可

能出现假阳性结果［8］。随着分子生物学的发展，聚

合酶链式反应（Polymerase chain reaction， PCR）方

法、多重 PCR 法、多位点可变数串联重复分析等多

种分子血清分型方法，尤其是全基因组测序（Whole-

genome sequencing，WGS）的应用［9］，极大地促进了

分子血清型分型的研究，如识别编码某些抗原的特

定基因的检测方法和基于特定基因组标记检测血

清型的方法［10］，同时还促进了采用计算机和生物信

息学技术预测血清型工具的研发。

1　沙门菌血清分型

沙门菌含有多种抗原性物质，如脂蛋白、糖蛋

白、脂多糖等，可与宿主的血清发生免疫学反应。

沙门菌的血清分型是基于特定抗体与特定分离株

的特征性抗原的血清学反应进行鉴定和区分的。

沙门菌的抗原性物质主要有菌体 O 抗原、鞭毛 H 抗
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原和荚膜 Vi 抗原。

1. 1　沙门菌 O 抗原

沙门菌 O 抗原是一种体细胞抗原，是暴露在革

兰氏阴性菌外膜脂多糖层成分中的多糖类成分。O
抗原的多样性取决于糖的类型、结构顺序和各单糖

之间的链接方式，相同的 O 抗原结构分为同一血清

群，目前将沙门菌分为 46 种血清群［11］。

O 抗原合成所需的基因主要位于染色体上的一

个调节子中，该调节子位于 galF 和 gnd 基因之

间［11］，O54 和 O67 除外。大多数 O 抗原生物合成基

因都位于一个称为 rfb 簇的基因组岛中［12］，其序列

多样性反映了 O 抗原结构的多样性。编码 O 抗原

生物合成和组装的酶主要有 3 种不同类型的基

因［13］：（1）核苷酸糖合成基因，编码参与形成 O 亚基

的糖类合成酶的基因，如 rmlBDAC、ddhDABC、tyv；

（2）糖转移酶基因，编码转移酶的基因，将糖残基组

装到 O 亚基中，如 wbaVUN、wbaP、wbaBCD；（3）O 单

元加工基因，编码 O 亚基加工和组装成 O 抗原的基

因，如 wzx、wzy、wzz［14］。图 1 展示了 9 种沙门菌血清

群的 rfb 簇基因种类。

1. 2　沙门菌 H 抗原

H 抗原由鞭毛蛋白质构成，多数沙门菌有 1 相

H 抗原（H1）和 2 相 H 抗原（H2），少数只有单相抗

原 H1，极少数有三相抗原或 R 型抗原。H 抗原由

多种抗原因子组成，如鞭毛抗原 H∶e，n，x 是由 3 个

独立的抗原因子 e、n 和 x 组成。在 Kauffman-White
方案中，沙门菌有 114 种 H 抗原，由 99 种不同抗原

因子组合而成［15］。

鞭毛抗原是由 fliC、fljB 和 flpA 编码组装而成，

基因 fliC 编码 H1 抗原，基因 fljB 编码 H2 抗原，flpA

编码三相抗原或 R 抗原。 fliC、fljB 和 flpA 基因通过

相位变化机制协调表达编码鞭毛蛋白［16］。该相位

转换机制由可逆调节元件 hin 负责。Hin 重组酶介

导操纵子开启，启动基因 fljB 和 fliA 的表达，fljB 基

因与 fljA 基因构成操纵子负调节因子用于 fliC 表

达，从而抑制 fliC 的表达，见图 2。 fliB 负责鞭毛甲

基化，fliC 编码鞭毛丝蛋白，fliD 编码鞭毛器的丝帽

蛋白，基因 fliS 能促进鞭毛蛋白的输出［17］。

大多数沙门菌菌株含有 fliC 和 fljB 两个鞭毛蛋

白基因，fliC 基因存在于所有的沙门菌细胞中，fljB

基因仅存在于肠道沙门菌亚种 I、Ⅱ、Ⅲb 和 Vi 中［18］。

编码不同鞭毛抗原的等位基因之间存在明显的序

列异质性，而编码相同鞭毛抗原的等位基因具有同

源性［15］，这一特性被用于开发对特定抗原或抗原组

图 1　9 种沙门菌血清群（A、B、C1、C2、D1、E1、F 和 G）rfb 基因簇展示图 [7]

Figure 1　rfb gene cluster display of 9 Salmonella serogroups (A, B, C1, C2, D1, E1, F and G) [7]

图 2　fliC 和 fljB 基因表达的原理示意图

Figure 2　Schematic diagram of fliC and fljB expression
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特异的引物探针确定沙门菌血清型。

1. 3　沙门菌 Vi抗原基因

Vi 抗原是伤寒血清型沙门菌产生的毒力荚膜

多糖（Vi），是一种保护性抗原，又称荚膜抗原。Vi
多糖是一种线性均聚物［19］，由 α-1，4-N-乙酰半乳糖

胺糖醛酸（GalNAcA）组成，60%~70% 的单体单元在

C3 位被 O-乙酰化［20］。荚膜抗原 Vi 生物合成所需

的基因位于称为沙门菌致病岛 7（SPI-7）的 133. 5 kb
染色体区域。基因座 viaB 编码 Vi 多糖，由 10 个基

因组成：tviBCDE 用于 Vi 多糖生物合成；vexABCDE

用于输出 Vi 抗原；tviA 由未关联的调节器 rcsB-rcsC
激活［21］。

如图 3 所示，在 viaB 基因座中，tviB 编码脱氢

酶，tviC 编码差向异构酶，tviE 编码糖基转移酶，tviD

的作用尚不清楚［22］。

2　沙门菌分子血清分型方法

传统血清分型具有多个缺点，例如低通量、高

费用、需要专业知识以及一套全面的抗血清，因此

各国科研工作者致力于研究沙门菌分子血清分型

方法，替代传统血清分型方法，以提供更快、更具区

分性和更准确的沙门菌分型技术。

2. 1　基于 O 抗原编码基因的检测

针对编码 O 抗原基因建立沙门菌血清型的鉴

定方法，主要以 rfb 簇基因设计特异性引物，采用

PCR 方 法 检 测 血 清 型 。 2003 年 ，FITZGERALD
等［23］基于 wzx 基因的一个区域开发了一种检测血清

组 O∶6，14 特异性的 PCR 检测方法。随后在 2006 年

又开发了基于肠炎沙门菌血清群 O17 和 O18 的 rfb

基因靶标的特异性 PCR 检测方法［24］，促进了沙门菌

分子血清分型的研究。LUK 等［25］以沙门菌血清群

B 的 rfbJ、沙门菌血清群 C2 的 rfbJ 和沙门菌血清群

D 的 rfbS 基因设计特异性引物，建立了能够鉴定和

区分沙门菌血清群 A、B、C2 和 D 的多重 PCR 方法。

FITZGERALD 等［26］报告了基于微珠的多重悬浮阵

列检测美国 6 种最常见血清群（B、C1、C2、D、E 和

O13）以及副伤寒 A 型血清型的方法，该方法以 O 抗

原 rfb 基因簇的 DNA 序列作为 PCR 引物和探针，能

够高通量快速检测常见的沙门菌血清群。LIU 等［27］

采用比较基因组学方法筛选 O 抗原编码基因，获得

32 个血清群特异性片段，根据这些特异性片段建立

了多重 PCR，经过验证具有很强的特异性，能够识

别 A、B、C1、C2 和 D 等 5 个沙门菌血清群。

2. 2　基于 H 抗原编码基因的检测

不同沙门菌具有不同 H 抗原基因，是由于其编

码 H 抗原的基因具有丰富的序列多样性。凌志强

等［28］以副甲伤寒杆菌鞭毛抗原基因 DNA 核苷酸序

列设计特异寡核苷酸引物，建立一种套式 PCR 检测

方法，刘华伟等［29］以 H 抗原特异相设计引物，建立

多重 PCR 扩增反应，通过优化实现了对沙门菌常见

H 抗原的多重 PCR 扩增。NABERHAUS 等［30］以基

因 fliA、fljB 和 invA 等为靶标基因开发了一种多重实

时 PCR，可以快速区分肠炎沙门菌清型 4、［5］、12∶i∶-

和肠炎沙门菌鼠伤寒血清型。郑之北等［31］以沙门

菌编码 H 抗原的 fliC 和 fljB 基因为目标基因，选取

其保守片段设计上游通用引物，选取可变片段设计

下游特异性引物，上游引物的 5'端用生物素标记，

下游引物的 5'端连接特定的 TAG 序列，建立多重

PCR 反应，并与含 anti-TAG 序列的编码磁珠混合液

杂交分型，经检验 31 种沙门菌 H 抗原间无交叉反

应，且重复性良好，其敏感度为 95. 1%，特异度为

100%。MCQUISTON 等［32］开发了一种基于编码 H
抗原的 fliC 和 fljB 基因为靶向基因确定血清型的微

阵列高通量检测系统，既实现了检测的高通量，又保

持了与 Kaufmann-White 血清分型方案的完整性。

2. 3　基于 Vi抗原编码基因的检测

viaB 基因座编码的 Vi 抗原并不是存在于所有

沙门菌血清型中，这一特性为鉴定沙门菌血清提供

了依据。HASHIMOTO 等［33］基于编码 Vi 抗原的核

苷酸序列开发一种巢式 PCR，能够检测所有伤寒沙

门菌菌株以及副伤寒沙门菌。

2. 4　基于 O、H、Vi抗原编码基因的检测

沙门菌血清型的高度多样性对分子血清分型

方法提出了相当大的挑战，依靠单独 O 抗原编码基

因或 H 抗原编码基因无法准确全面鉴定沙门菌血

清，因此开发基于 O、H、Vi 抗原编码基因的检测方

法成为研究的热点。HIROSE 等［34］以编码 O、H 和

Vi 抗原基因 tyv（rfbE）、prt（rfbS）、fliC-d、fliC-a 和

viaB 设计引物建立了快速鉴定肠沙门菌伤寒血清

型和副伤寒 A 血清型的多重 PCR，准确鉴定临床上

分离的伤寒沙门菌血清型和甲型副伤寒沙门菌。

ZUO 等［35］以合成体细胞抗原的 wzx 和 wzy、鞭毛

抗原的 fliC 和 fljB 及编码Ⅲ型分泌系统的 SSAR 基

因，设计血清型特异性引物和探针，对 5 868 株沙门

菌进行分型比较研究，证明了基于探针熔解曲线的多

重连接反应检测和常规血清分型结果的一致性，为分

子血清分型提供了一种快速、准确且有前景的工具。

图  3　基因座 viaB 基因示意图

Figure 3　Schematic diagram of gene locus viaB
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YANG 等［36］使用泛基因组分析探索了 60 种具

有相似抗原基因并显示高鉴别率的血清型独特基

因标记，开发了一种实时多重 PCR 方法，可在单个

96 孔板测定中区分 60 种最常见的沙门菌血清型。

与传统血清型比较，实时 PCR 对 199 种沙门菌和

29 种非沙门菌具有 100% 的特异性。

2. 5　基于全基因组测序的分型

世界各地的公共卫生和食品安全机构正在采

用 WGS 来取代用于表征沙门菌的传统方法，用于

监测和疫情应对［37］。WGS 的最新进展提高了执行

病原体表征的能力，同时改进了追溯调查以确定暴

发期间食源性疾病的来源［38］。目前基于 WGS 的血

清型预测工具主要有 3 种，分别是 SeqSero、SeqSero2
和 SISTR（Salmonella in silico Typing Resource）。

SeqSero 是一种基于网络的血清分型工具，可以

使用基于沙门菌血清型决定因素数据库的全基因

组序列数据预测许多沙门菌血清型。SeqSero 提取

细胞表面抗原的相关基因组，例如 rfb 基因簇以确

定 O 抗原，fliC 和 fljB 确定 H1 和 H2 抗原，使用

BLAST 与数据库进行比对，根据 White-Kauffmann-

Le Minor 方案确定血清型。SeqSero2 是对 SeqSero
进行算法转换和功能更新的版本，具有更快的分析

速 度 和 更 高 的 准 确 度 。 SISTR 也 是 根 据 White-

Kauffmann-Le Minor 方案确定血清型，使用决定沙

门菌血清型（wzx/wzy、fliC 和 fljB 等位基因）数据库

和 330 位点 cgMLST 分析数据，对沙门菌进行血清

型预测。UELZE 等［39］通过比较发现，对沙门菌血清

型 预 测 SISTR 最 高 为 94%，SeqSero2 为 87%，

SeqSero 为 81%，表明 SISTR 最适合用于沙门菌公

共卫生监测的自动化常规血清分型。

3　讨论

传统血清学和 White-Kauffmann-Le Minor 方案

一直是沙门菌血清分型的黄金标准，通过对沙门菌

属体细胞（O）、鞭毛（H）和荚膜（Vi）抗原在内的表面

抗原进行分析，将沙门菌分为 2 600 多种血清型。

但该方法需要维持 250 多种不同的高质量分型抗

血清和 350 种不同的抗原，而且从分离菌株到鉴定

血清分型需要 3~12 d，甚至更长，存在措施成本高、

劳动密集、耗时且不敏感等问题，由于体细胞和鞭

毛抗原的丢失，某些分离物仍然存在部分分型或无

法分型的缺点。PCR 技术的发展促使科研工作者

致力于研发分子血清鉴定方法，以改善传统血清分

型的不足。

基于 PCR 的血清分型方法主要使用负责体细

胞 和 鞭 毛 抗 原 表 达 的 标 记 基 因 ，如 LUK 等［25］、

NABERHAUS 等［30］、HIROSE 等［34］开发的基于 O 抗

原和 H 抗原编码基因的多重 PCR 方法，实现了对

沙门菌血清型的快速鉴定。但 PCR 方法一般只能

检测单一血清型或几种血清型，不能诊断大量血清

型。ZUO 等［35］、YANG 等［36］采用比较基因组学方法

广泛筛选沙门菌血清型的靶点基因，并设计微阵列

检测技术，实现了高通量检测沙门菌血清型。采用

PCR 技术对沙门菌进行血清分型，大大减少了血清

亚型分型所需的时间，而且显著提高了完全血清型

分型的速度，但该方法仍不能完全替代传统方法，

因为它不能检测所有表型抗原类型。

采用全基因组测序技术，可以有效地利用大规

模基因组选择血清型特异性基因标记，开发血清型

分型工具，建立庞大的沙门菌血清型数据库，从而

高效、快速、准确、可重复地实现对沙门菌的血清型

分型。但基于 WGS，血清型表征方法存在成本高昂

并且需要额外的生物信息学分析技术，限制了其大

规模的使用和标准化的推行。然而基于 DNA 的方

法来表征沙门菌等病原体已成为普遍做法，且血清

型信息仍然是减轻沙门菌病负担的食品安全和公

共卫生活动的基石，所以血清学为基础的分型仍是

沙门菌亚型分析的主要研究方向［40］。

沙门菌的分子血清分型是一种很有前景的快

速检测方法，而 WGS 方法则代表了一种前所未有

的追踪病原体的新方法，因此使用 WGS 开展沙门

菌血清型亚型分析正在被进一步研究，有望成为检

测和溯源食源性病原体的食品安全标准方法，提高

食品行业溯源和控制沙门菌的能力，为调查食源性

疾病暴发和追溯来源提供有力保障。
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