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江西省食源性沙门菌血清分型及脉冲场凝胶电泳指纹图谱研究
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摘　 要：目的　 研究江西省食源性沙门菌的血清型，用脉冲场凝胶电泳（ＰＦＧＥ）方法对优势血清型进行分子分型，
建立江西省食源性沙门菌 ＰＦＧＥ 指纹图谱资料库，为食源性疾病溯源提供数据。 方法　 对 １３６ 株食源性沙门菌进

行血清分型，对其中优势血清型德尔卑沙门菌菌株进行 ＰＦＧＥ 分型，获得分子分型指纹图谱，运用 Ｂｉｏｎｕｍｅｒｉｃｓ ｖ６ ６
软件进行聚类分析。 结果　 １３６ 株沙门菌分离株血清群以 Ｂ 群为主，优势血清型主要是德尔卑沙门菌（４９ ２６％ ），
６７ 株德尔卑沙门菌可分为 ４１ 个型别的 ＰＦＧＥ 指纹图谱（相似值 １００％的为同一 ＰＦＧＥ 型别），主要集中在 ３ 个型别

中。 结论　 江西省食源性沙门菌血清型分布呈多样性，优势血清型是德尔卑沙门菌，生肉制品是其主要的来源，同
种血清型别的 ＰＦＧＥ 指纹图谱无相关性。
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　 　 病原微生物引起的食源性疾病是影响食品安

全的最主要因素之一，而沙门菌被公认为是主要的

食源性致病菌，我国每年约 ３ 亿人因沙门菌感染而

患病，占病原菌食源性疾病总数的 ７０％ ～ ８０％ ［１］。
沙门菌血清型的正确鉴定对确定沙门菌病的感染

源及控制发病率具有重要意义，但对同一血清型的

不同菌株间同源性的鉴定，还需要借助分子生物学

的分 型 方 法。 脉 冲 场 凝 胶 电 泳 （ ｐｕｌｓｅ⁃ｆｉｅｌｄ ｇｅｌ
ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＰＦＧＥ）因其可重复性和可靠性，能对

全菌 ＤＮＡ 进行分析，并可与其他实验室结果进行比

对等优点，已成为沙门菌分子分型的金标准［２］。 本

研究对 ２００９—２０１３ 年从江西省市售食品中分离的

１３６ 株食源性沙门菌开展了血清学分型，并对 ６７ 株

优势血清型沙门菌进行了 ＰＦＧＥ 分子分型，通过聚

类比较分析菌株间的相关性，建立指纹图谱库，为
以后追踪江西省食源性沙门菌污染源，及时处理食

源性沙门菌引起的食品安全事件提供科学依据。

１　 材料与方法

１ １　 材料

１ １ １　 菌株来源

沙门菌共 １３６ 株，２００９—２０１３ 年从江西省

３ ４５０ 份市售食品中分离，主要来源为生畜肉、生
禽肉和熟肉制品。 质控菌株布伦登卢普沙门菌

（Ｓ． ｂｒａｅｎｄｅｒｕｐ，Ｈ９８１２）来自国家食品安全风险评
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估中心。
１ １ ２　 主要仪器与试剂

ＣＨＥＦ Ｍａｐｐｅｒ ＸＡ 脉冲场电泳仪、Ｇｅｌ Ｄｏｃ ＸＲ
凝胶成像仪均购自美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ， Ｖｉｔｅｋ ｃｏｌｏｒｉｍｅｔｅｒ
比浊仪（法国梅里埃）。

沙门菌显色平板（法国 ＣＨＲＯＭａｇａｒ），ＸＬＤ 培养

基（北京陆桥技术有限责任公司），ＡＰＩ ２０Ｅ 细菌鉴定

（法国梅里埃），沙门菌诊断血清（宁波天润生物药业

有限公司），限制性内切酶 ＸｂａⅠ（日本 ＴａＫａＲａ），Ｓｅａ
Ｋｅｍ Ｇｏｌｄ（ＳＫＧ）琼脂糖（美国 Ｃａｍｂｒｅｘ），蛋白酶 Ｋ
（美国 Ｍｅｒｃｋ），十二烷基肌氨酸钠、Ｔｒｉｓ ｂａｓｅ、 ＥＤＴＡ
和硼酸等均购自美国 Ｓｉｇｍａ，Ｇｅｌ ｒｅｄ（美国 Ｂｉｏｔｉｕｍ），
以上培养基和试剂均在有效期内使用。
１ ２　 方法

１ ２ １　 沙门菌血清学分型

试验按 ＧＢ ４７８９ ４—２０１０《食品微生物学检验

沙门氏菌检验》 ［３］ 操作，血清学分型鉴定的结果按

Ｗｈｉｔｅ⁃Ｋａｕｆｆｍａｎｎ⁃Ｌｅ Ｍｉｎｏｒ 抗原表［４］判断。
１ ２ ２　 ＰＦＧＥ 分子分型方法

参照国家食品安全风险评估中心提供的分子

分型标准操作方法［５］ 进行：将试验用菌株和 Ｈ９８１２
标准株进行包埋，用裂解液使细胞在胶块中原位裂

解，将包埋有菌体基因组的胶块分别用超纯水洗

３ 次，再用 ＴＥ 清洗 ４ 次，洗涤后的胶块用 ＸｂａⅠ限

制性内切酶进行酶切，处理好的胶块样品进行脉冲

场电泳。 酶切后的样品胶置于样品梳上，从胶槽下

部中央缓慢倒入 １００ ｍｌ 熔化的 １％ ＳＫＧ。 冷却

２０ ｍｉｎ 后，拔去样品梳，将胶块放入电泳槽中，加入

２ ２ Ｌ ０ ５ × ＴＢＥ，进行脉冲场凝胶电泳。 电泳条件：
Ａｕｔｏ Ａｌｇｏｒｉｔｈｍ 程序 ３０ ｋｂ 低分子量，７００ ｋｂ 高分子

量，时间 １９ ｈ，电泳温度 １４ ℃，其它条件选择仪器默

认设置。 电泳结束后，将凝胶取出，用 ０ １ μｇ ／ ｍｌ 的
Ｇｅｌ ｒｅｄ 染色 ３０ ｍｉｎ，置于纯水中脱色 ３０ ｍｉｎ。
１ ２ ３　 ＰＦＧＥ 指纹图谱的聚类分析方法

将试验获取的的 ＤＮＡ 图谱用 Ｂｉｏｎｕｍｅｒｉｃｓ ｖ６ ６
软件进行处理，识别图形条带。 ＤＮＡ 图谱以 ＸｂａⅠ
酶切的 Ｈ９８１２ 作为统一的分子量标准进行校准确

定条带位置。 ＰＦＧＥ 带型之间的相似度采用 Ｄｉｃｅ 系

数来衡量，用非加权组平均法（ＵＰＧＭＡ）进行分析，
最后输出亲缘关系树状图谱。

２　 结果

２ １　 沙门菌血清分型结果

对 １３６ 株沙门菌进行血清学鉴定，分属 Ａ、Ｂ、
Ｃ、Ｄ、 Ｅ、 Ｆ 群等 ６ 个群， 血清群以 Ｂ 群为主占

６９ １２％ ，主要包括德尔卑沙门菌、阿贡纳沙门菌、鼠

伤寒沙门菌。 其次为 Ｅ 群占 １３ ２３％ ，这两种血清

群占分离菌株的 ８２ ３５％ 。 在血清型分布中，共

１８ 个血清型，以德尔卑沙门菌（４９ ２６％ ）为主，其次

是火鸡沙门菌（１１ ７６％ ）、鼠伤寒沙门菌（８ ０９％ ）、
阿贡纳沙门菌（８ ０９％ ），这些血清型占沙门菌分离

株的 ７７ ２０％ 。 不常见血清型有伊鲁木沙门菌、布
伦登卢普沙门菌、巴基斯坦沙门菌、阿柏丁沙门菌、
彻斯特沙门菌等，见表 １。

表 １　 １３６ 株沙门菌进行血清学鉴定结果汇总表

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅｒｏｔｙｐｅ ｏｆ １３６ Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｓｔｒａｉｎｓ

血清群 血清型
菌株数
／ 株

构成比
／ ％

Ａ 群

Ｂ 群

Ｃ１ 群

Ｃ２ 群

Ｃ３ 群

Ｄ 群

Ｅ１ 群

Ｆ 群

合计

甲型副沙门菌（Ｓ． ｐａｒａｔｙｐｈｉ Ａ） ４ ２ ９４
德尔卑沙门菌（Ｓ． ｄｅｒｂｙ） ６７ ４９ ２６
阿贡纳沙门菌（Ｓ． ａｇｏｎａ） １１ ８ ０９
鼠伤寒沙门菌（Ｓ． ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ） １１ ８ ０９
斯坦利沙门菌（Ｓ． ｓｔａｎｌｅｙ） １ ０ ７４
里定沙门菌（Ｓ． ｒｅａｄｉｎｇ） ２ １ ４７
彻斯特沙门菌（Ｓ． ｃｈｅｓｔｅｒ） ２ １ ４７
猪霍乱沙门菌（Ｓ． ｃｈｏｌｅｒａｅｓｕｉｓ） １ ０ ７４
伊鲁木沙门菌（Ｓ． ｉｒｕｍｕ） １ ０ ７４
布伦登卢普沙门菌（Ｓ． ｂｒａｅｎｄｅｒｕｐ） １ ０ ７４
纽波特沙门菌（Ｓ． ｎｅｗｐｏｒｔ） ３ ２ ２１
巴基斯坦沙门菌（Ｓ． ｐａｋｉｓｔａｎ） １ ０ ７４
巴尔多沙门菌（Ｓ． ｂａｒｄｏ） １ ０ ７４
肠炎沙门菌（Ｓ． ｅｎｔｅｒｉｔｉｄｉｓ） ８ ５ ８８
伦敦沙门菌（Ｓ． ｌｏｎｄｏｎ） ３ ２ ２１
火鸡沙门菌（Ｓ． ｍｅｌｅａｇｒｉｄｉｓ） １６ １１ ７６
鸭沙门菌（Ｓ． ａｎａｔｕｍ） ２ １ ４７
阿柏丁沙门菌（Ｓ． ａｂｅｒｄｅｅｎ） １ ０ ７４
— １３６ １００

　 　 注：—为无统计

２ ２　 脉冲场凝胶电泳结果

采用 Ｂｉｏｎｕｍｅｒｉｃｓ ｖ６ ６ 软件对 ６７ 株德尔卑沙门

菌 ＤＮＡ 酶切图谱进行类聚分析，条带位置差异容许

度选择 １ ５％ ，优化值选择 １ ０％ 。 根据电泳产生条

带的位置和数量的不同，共分为 ４１ 个型别（相似值

１００％的为同一 ＰＦＧＥ 型别），分别命名为 Ｓ１ ～ Ｓ４１
型。 其中 Ｓ３ 包含 ８ 株菌，Ｓ１ 包含 ６ 株菌，Ｓ１１ 包含

５ 株菌，Ｓ７、Ｓ９、Ｓ１５、Ｓ２１、Ｓ２２、Ｓ２５、Ｓ２６、Ｓ２８、Ｓ３６、Ｓ４０
型各包含 ２ 株菌，其余各型均为 １ 株菌，不同菌株的

相似系数在 ５７ ３％ ～ １００％ 之间（见图 １），其中优

势带型为 Ｓ３（８ 株），Ｓ１（６ 株），Ｓ１１（５ 株）。 ６７ 株德

尔卑沙门菌的地区来源及食品来源见表 ２、３。

３　 讨论

血清学分型结果显示，食品中的 １３６ 株沙门菌

共分属 ８ 个血清群或亚群、２１ 个血清型，表明江西

省食源性沙门菌血清型存在多态性，其中以 Ｂ 群的

德尔卑沙门菌为优势血清型（４９ ２６％ ），其次是 Ｅ１
群的火鸡沙门菌、Ｂ 群的鼠伤寒沙门菌和阿贡纳沙
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图 １　 江西省 ６７ 株德尔卑沙门菌 ＰＦＧＥ 指纹图谱

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｄｅｎｄｒｏｇｒａｍ ｏｆ ＰＦＧＥ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ ６７ Ｓ． ｄｅｒｂｙ ｓｔａｉｎｓ
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表 ２　 ６７ 株德尔卑沙门菌的区域来源

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｒｅｇｉｏｎａｌ ｓｏｕｒｃｅｓ ｏｆ ６７ Ｓ． ｄｅｒｂｙ ｓｔａｉｎｓ
来源 数量 菌株编号

标准菌株 １ Ｈ９８１２
南昌市 １５ ＪＳＸＳ００１３ ～ １５，２２，２４，２６，２８，３０，４３，４９，５１，

５４，５５，５６，６２
上饶市 ９ ＪＳＸＳ００２５，３２，３９，４１，４２，４５，４７，６６，６７
抚州市 ２４ ＪＳＸＳ００１ ～ １２，１６ ～ ２０，５２，５３，５７ ～ ６１
九江市 ７ ＪＳＸＳ００２３，２７，３１，３４，３７，４８，６３
吉安市 ６ ＪＳＸＳ００３３，３５，３６，３８，４４，４６
宜春市 ３ ＪＳＸＳ００２１，２９，５０
景德镇市 １ ＪＳＸＳ００４０
新余市 １ ＪＳＸＳ００６４
萍乡市 １ ＪＳＸＳ００６５

表 ３　 ６７ 株德尔卑沙门菌的食品来源

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｆｏｏｄ ｓｏｕｒｃｅｓ ｏｆ ６７ Ｓ． ｄｅｒｂｙ ｓｔａｉｎｓ
来源 数量 菌株编号

猪肉 ２８ ＪＳＸＳ００１ ～ ２０，２８，２９，４１，４２，４９，６１，６２，６６
鸡肉 １７ ＪＳＸＳ００２１，２２，２５，２７，３０，３４，３５，３７，４３，４４，４８，

５０，５２，５３，５４，５８，６７
鸭肉 ９ ＪＳＸＳ００２４，３１，３２，３６，４０，４７，５１，６４，６５
牛肉 ４ ＪＳＸＳ００４５，５５，５６，５７
熟肉 ５ ＪＳＸＳ００２３，２６，３３，３９，６３
其他 ４ ＪＳＸＳ００３８，３９，４６，６０

门菌，这对了解江西省食品中沙门菌血清型别，进行

食源性疾病调查研究、病因溯源等均有重要意义。 德

尔卑沙门菌血清型与袁宝君［６］、王岚［７］、吕素玲［８］、
陈玲［９］等对江苏省、湖南省、广西自治区、南方四省八

市食品中沙门菌的优势血清型研究结果一致。 席昭

雁［１０］、陈玉贞［１１］、马妮［１２］ 等对陕西省、山东省、辽宁

省食源性沙门菌的研究表明优势血清型分别为山夫

登堡、肠炎和布利丹沙门菌。 这些研究和本结果有一

定的区别，是否表明食源性沙门菌的优势血清型存在

南北地域分布上存在一定差异，还有待进一步研究。
本研究中 ８５％的沙门菌分离自生畜肉、生禽肉和熟

肉制品中，这与美国［１３］、欧盟［１４］ 等对沙门菌来源的

调查结果一致。 本次研究也表明江西省肉类食品中

沙门菌污染较为严重，存在较高的食品安全隐患，应
将肉类食品作为高危食品，在屠宰、加工、销售等各个

环节严格加强卫生管理。
ＰＦＧＥ 方法作为国际通用的分子分型方法，为

进一步研究优势血清型沙门菌间的基因同源性提

供了有效的支撑。 目前，国际上运行良好的是基于

美国分子分型国家电子网络（ＰｕｌｓｅＮｅｔ）重点实验室

基础上的国际 ＰｕｌｓｅＮｅｔ 分子溯源实验室［１５］，所有参

与的实验室都应用标准化基因分型方法，子类型化

和流行病学信息在参与的实验室之间实时信息共

享，这种“网中网”可有效地界定国际范围内食源性

疫情的暴发，国际 ＰｕｌｓｅＮｅｔ 分子溯源实验室通过监

测特定子类型相关的案例集群，为食源性和水源性

疾病的暴发提供了早期预警。 目前 ＰＦＧＥ 方法在我

国多数应用于医院内感染及菌株耐药性的分析研

究，在食源性疾病溯源方面的研究工作起步较晚。
国家食品安全风险评估中心在 ２０１３ 初步搭建起国

家食源性疾病分子溯源网络，完成了国家数据库和

３０ 个省级数据库的建设和网络对接，将可实现跨省

细菌、病毒等食源性疾病致病因素的识别和朔源。
梅玲玲［１６］、王岚［１７］ 等分别对浙江省 ５６ 株、湖南省

４７ 株德尔卑沙门菌进行 ＰＦＧＥ 分型，结果分为 ３５ 种

和 ３２ 种 ＰＦＧＥ 型别。 本研究的 ＰＦＧＥ 聚类分析结

果显示，６７ 株德尔卑沙门菌分为 ４１ 种 ＰＦＧＥ 型别。
这些结果表明，德尔卑沙门菌的 ＰＦＧＥ 型别较多，变
异较大，充分体现了德尔卑沙门菌的基因多态性。
优势带型为 Ｓ３（８ 株），Ｓ１（６ 株），Ｓ１１（５ 株）也说明

了有同源菌株存在，表明这些菌株来源于同一克隆

系。 其中，８ 株 Ｓ３ 型和 ６ 株 Ｓ１ 型分别来自不同的

地区，主要携带者是生猪肉和生鸡肉。 畜肉和禽肉

作为沙门菌的重要传播载体，在沙门菌引起的食物

中毒中起到了重要的作用，所以，相关监管部门应

从控制传染源的角度进一步加强对畜禽类行业的

监督检查，减少沙门菌感染的发生。 ５ 株 Ｓ１１ 型别

的菌株来源于同一地区、样品均为生猪肉，提示可

能有相同的污染来源，可能来自于同一家屠宰场，
应对污染源头开展进一步的追踪监测。

ＰＦＧＥ 方法对同一血清型的沙门菌，根据不同的

遗传背景，可以分成不同的带型说明该方法可以在沙

门菌表型分型的基础上，进一步分析其差别，从而在

沙门菌食源性疾病暴发调查及监测中发挥作用。 本

研究对 ２００９—２０１３ 年从江西省 ３ ４５０ 份市售食品中

分离的食源性沙门菌做了血清分型并对优势血清型

德尔卑的 ＰＦＧＥ 型别做了特征分析，为构建江西省食

源性沙门菌分子分型数据库提供了技术支持。
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论著

采用高级微生物基因分型系统对食品中单核细胞增生

李斯特菌进行同源性分析

曾静１，周雪婷１ ，２，张锡全１，张琳３，张西萌１，魏海燕１，周熙城１，马丹１，倪元颖２

（１． 北京出入境检验检疫局，北京　 １０００２６； ２． 中国农业大学，北京　 １００１９３；
３． 河北出入境检验检疫局，河北 石家庄　 ０５００５１）

摘　 要：目的　 采用高级微生物基因分型系统（ＤｉｖｅｒｓｉＬａｂ 系统）对食品中单核细胞增生李斯特菌进行基因型分

析，将分型结果与血清型和菌株的耐药性进行比对研究。 方法　 ＤｉｖｅｒｓｉＬａｂ 系统是基于 ｒｅｐ⁃ＰＣＲ 原理对微生物进

行分型，将分型结果与菌株的血清型进行比较研究，同时对菌株的耐药性与 ｒｅｐ⁃ＰＣＲ 型别进行研究。 结果　 采用

ＤｉｖｅｒｓｉＬａｂ 系统将 ４６ 株单核细胞增生李斯特菌分为 ９ 个型别 Ａ ～ Ｉ。 血清型为 １ ／ ２ａ 的分离株以 Ａ 型为主，所测试

的 ６ 株血清型为 ４ｂ 的分离株均为 Ｈ 型；１４ 株呋喃妥因耐受菌株 ９ 株为 Ａ 型、１ 株为 Ｂ 型、３ 株为 Ｃ 型、１ 株为 Ｆ 型，
除 ２ 株血清型为 ３ａ 外，其余均为 １ ／ ２ａ。 结论　 ＤｉｖｅｒｓｉＬａｂ 系统分析结果，揭示了 ４６ 株从食品中分离的单增细胞增

生李斯特菌间的亲缘关系，ｒｅｐ⁃ＰＣＲ 分型结果与 Ｈ 抗原结合位点存在一定联系，呋喃妥因耐受菌株的 ＤＮＡ 指纹图

谱相似度高，与耐药基因有关。
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