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研究报告
不同来源肠炎沙门菌毒力基因特征分析

牛莉娅%!秦丽云’!徐保红’!王燕%!杨新英%!孙殿兴%!郭玉梅’

!%2白求恩国际和平医院传染肝病科"河北 石家庄$&#&&"’$
’2石家庄市疾病预防控制中心"河北 石家庄$&#&&%%#

摘$要!目的$研究石家庄地区不同来源的肠炎沙门菌毒力基因携带情况的差异及特点" 方法$收集石家庄地

区早市生禽销售点’生禽屠宰场及食物中毒标本中分离出的肠炎沙门菌 %’* 株!对其中 " 种毒力基因(+">4’)&8!’

,;54’)8>/’*+64’)#"’8$54’)*?4)进行聚合酶链式反应 (‘<()检测" 结果$肠炎沙门菌具有不同的毒力基因谱型!

" 种毒力基因在不同来源的肠炎沙门菌中均有检出!其中毒力基因 +">4’)&8!’)#"’*+64’)8>/’8$54在食物中毒分离株

中的携带率高!均在 /*e以上" 食物中毒分离株与早市生禽销售点分离株的 " 种毒力基因携带率差异无统计学意

义(<m&.&#)!而生禽屠宰场分离株与食物中毒和早市生禽销售点分离株之间差异有统计学意义 (<l&.&#)"

结论$石家庄地区早市生禽销售点检出的肠炎沙门菌中易致病的高风险株较多!应加强对生禽的卫生监督与

防控"

关键词!食物中毒# 肠炎沙门菌# 毒力基因# 生禽# 屠宰场# 销售点# 食源性致病菌
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通信作者!郭玉梅$女$主管技师$研究方向为病原菌分子分型与
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$$沙门菌病是世界范围内最重要的食源性致病 菌之一 )%+’* %目前已确认的 ’ #&& 多种血清型中%肠
炎沙门菌和鼠伤寒沙门菌是全世界范围内最常见
的血清型 )!+** , 近年来在我国许多地区%肠炎沙门
菌成为引发沙门菌病的最主要血清型 )#+"* %具有重
要的流行病学意义, 据报道 )/+%&* %石家庄地区近年
来非伤寒沙门菌病例中%肠炎沙门菌也占据首位,

沙门菌之所以能够致病%是因为有许多毒力基
因的存在%这些毒力基因主要分布在沙门菌的染色
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体和质粒中%包括编码结构性毒力因子 "菌毛+鞭
毛+脂多糖+荚膜#的基因+肠毒素基因和某些调节
基因 )%%+%’* , 近年来%随着现代分子生物学技术的不
断发展和应用%对沙门菌毒力基因的研究不断深
入, 通过查阅国内外文献%本研究选定了沙门菌较
为热点的 " 种毒力基因"+">4+)&8!+,;54+)8>/+*+64+
)#"+8$54+)*?4#进行调查分析, 其中%+">4为沙门菌
的主要毒力因子%该基因决定了沙门菌的侵袭力%

与其致病性密切相关 )%!+%** , )&8!基因%与宿主细胞
的侵入有关 )%#* , *+6)是 F‘Q%+QQQ型分泌系统的中心
调节子%直接控制 +">@)8, 操纵子的表达%且所有组
成部分的产物都是分泌组织起作用所必须的 )%,+%-* ,
)#" 肠毒素基因是沙门菌感染机制中重要的毒力因
子之一%其编码产物能诱发小鼠肠腔液体分泌反
应 )%"* , 毒 力 质 粒 上 的 )8>" 7,60&"$66, MB>HJ;E
;̂CPB:=3:#基因与沙门菌在宿主细胞内的存活和快
速生长有关%毒力表现为细胞毒性%其表达是依赖
于 )8>/的正向调控 )%/+’&* , 质粒上还有一些其他的
基因座可能在感染阶段发挥了重要作用%如菌毛操
纵子 8$5%主要由 * 个相关基因 "8$54+8$51+8$5A+
8$53#编码%作用是通过伴侣诱导的装配途径调节细
菌对肠上皮细胞的粘附 )’%* , 菌毛是位于菌体表面
的纤细结构%由 )L4)+)L4K和 )L4<三个亚基组
成 )’’* , 菌毛和鞭毛的共同作用%使沙门菌黏附于宿
主肠道上皮细胞并在肠粘膜定植%从而感染宿主,
F5E)是一个大型的外膜蛋白特异性识别和结合蛋
白%参 与 沙门菌在 回肠 末端 淋巴结和 盲 肠 的
定植 )’!* ,

据报道 )’*+’,* %引起沙门菌食物中毒的食品%超
过 /&e是肉类等动物性产品%特别是家禽及其制
品, 本研究通过对 ’&%!!’&%, 年石家庄地区 * 起
肠炎沙门菌食物中毒事件分离株%# 个早市不同生
禽销售点+! 家大型生禽屠宰场分离株的毒力基因
携带情况进行调查和比较分析%为石家庄地区肠炎
沙门菌的监测提供科学的试验数据,

%$材料与方法
%.%$材料
%.%.%$菌株来源

收集 ’&%!!’&%, 年石家庄地区 * 起肠炎沙门
菌致食物中毒事件中分离留存的肠炎沙门菌 %- 株
"分离自不同患者或食物#%# 个早市中不同流动生
禽销售点检出的肠炎沙门菌 #% 株%! 家大型生禽屠
宰场检出的肠炎沙门菌 #, 株%共计 %’* 株,
%.%.’$主要仪器与试剂

d:C;@;型 ‘<(扩增仪"美国 )K#%a3:B型全自动

毛细管电泳仪 "德国 h;>L:=#, 亚硒酸盐胱氨酸增
菌液+尿素酶生化管+FF 琼脂+7T琼脂均购自北京
陆桥技术股份有限公司%沙门显色培养基 "法国科
马嘉#%)‘Q’&T"法国梅里埃#%沙门菌属诊断血清
"宁波天润生物药业有限公司#%# jKP44:C+B,C酶+
脱氧核糖核苷三磷酸 " E?S‘#+聚合酶链式反应
"‘<(#引物均购自大连宝生物工程有限公司%测序
由上海生工生物工程技术服务有限公司完成,
%.’$方法
%.’.%$细菌 Y?)模板的制备

采用煮沸法提取细菌的 Y?)模板%刮取纯培养
菌落至 ’&& "B无菌纯水中制成菌悬液%%&& \煮沸
%& J;=%冰浴 # J;=%* \ %& &&& C0J;= 离心 # J;=%取
上清液作为 Y?)模板% q’& \保存备用, 无菌纯
水作为阴性模板对照,
%.’.’$‘<(反应体系与反应条件

沙门菌常见的毒力基因引物序列见表 %, ‘<(

反应体系"’# "B#$# jKP44:C#.& "B+E?S‘’.& "B+
B,C酶"# 80"B#&.’# "B+上下游引物各 &.# "B+Y?)

模板 &.# "B+无菌纯水 %,.’# "B, 反应条件$/* \

预变性 # J;=&/* \变性 !& H%## \退火 % J;=%
-’ \延伸 % J;=%共进行 !& 个循环&-’ \终延伸
- J;=&* \保存,
%.’.!$‘<(产物分析

将毛细管电泳出现阳性条带的 ‘<(产物纯化
后%部分送上海生工双向测序%结果在 V:=K>=I 进
行在线比对%以验证 ‘<(产物的正确性,
%.!$统计学分析

应用 F‘FF 软件%对检出率的比较用卡方检验%
<l&.&# 为差异有统计学意义,

’$结果
’.%$肠炎沙门菌 " 种毒力基因检出结果

对 %’* 株肠炎沙门菌 " 种毒力基因"+">4+)&8!+
,;54+)8>/+*+64+)#"+8$54+)*?4#的 ‘<(检测结果见
表 ’, 毒力基因 +">4+)&8!+*+64+)#" 的携带率较高%

分别 为 /’.-e " %%#0%’* #+ /%./e " %%*0%’* #+
"/.#e " %%%0%’* #+ "!.%e " %&!0%’* #%毒力基因
)8>/+8$54的携带率均为 #!.’e",,0%’*#%毒力基因
)*?4+,;54携带率较低%分别为 ’/.&e "!,0%’*#和
’!.*e"’/0%’*#,
’.’$不同来源的肠炎沙门菌毒力基因携带情况
分析

%’* 株肠炎沙门菌中%每种毒力基因携带率在
不同来源菌株中不同%其中食物中毒分离株与早市
生禽销售点分离株中各种毒力基因的携带情况相
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$$$ 表 %$‘<(引物序列
S>OB:%$‘C;J:CH:bP:=3:HPH:E ;= @5;HH@PEG

基因 位置 引物序列"#s+!s# 产物大小0OM 参考文献

+">4

)&8!

,;54

)8>/

*+64

)#"

8$54

)*?4

F‘Q%

F‘Q%

编码菌毛基因

毒力质粒

F‘Q%

编码肠毒素基因

毒力质粒

外膜蛋白基因
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表 ’$肠炎沙门菌毒力基因检出情况
S>OB:’$Y:@:3@;A= A4:;L5@̂;CPB:=3:L:=:H;= 7,60&"$66, $"#$%+#+?+)HM:3;:H

来源 菌株数
阳性菌株数"携带率0e#

+">4 )&8! ,;54 )8>/ *+64 )#" 8$54 )*?4

食物中毒 %- %,"/*.%# %,"/*.%# !"%-.,# %-"%&&.&# %-"%&&.&# %-"%&&.&# %,"/*.%# %"#./#

早市生禽销售点 #% #&"/".&# #&"/".&# %""!#.!# *!""*.!# *,"/&.’# *-"/’.’# *&"-".*# *"-."#

生禽屠宰场 #, */""-.## *"""#.-# ""%*.!# ,"%&.-# *"""#.-# !/",/.,# %&"%-./# !%"##.*#

合计 %’* %%#"/’.-# %%*"/%./# ’/"’!.*# ,,"#!.’# %%%""/.## %&!""!.%# ,,"#!.’# !,"’/.&#

似%差异无统计学意义 "<m&.&# # %见图 %, 上述
两类菌株中毒力基因 +">4+)&8!+)8>/+*+64+)#"+8$54
的携带率均高于毒力基因 ,;54+)*?4%差异有统计
学意义"<l&.&## , 而生禽屠宰场分离株与食物
中毒分离株和早市生禽销售点分离株的部分毒力
基因的携带情况不同%其中毒力基因 )8>/+8$54的
携带率明显低于后两类菌株%而毒力基因 )*?4的
携带率明显高于后两类菌株,

图 %$不同来源肠炎沙门菌毒力基因携带率比较
D;LPC:%$<AJM>C;HA= A4@5:MC:̂>B:=3:C>@:A4̂;CPB:=3:L:=:H

A47,60&"$66, $"#$%+#+?+);HAB>@:H4CAJE;44:C:=@AC;L;=>@:H

’.!$肠炎沙门菌食物中毒分离株毒力基因谱型

食物中毒肠炎沙门菌分离株毒力基因谱型分
为 # 个%其中优势谱型为 +">4p)&8!p)8>/p*+64p
)#" p8$54%占 -&.,e"%’0%-#%见图 ’,

图 ’$肠炎沙门菌食物中毒分离株毒力基因谱型分布
D;LPC:’$Y;H@C;OP@;A= A4̂;CPB:=3:L:=:HA47,60&"$66,

$"#$%+#+?+);HAB>@:H4CAJ4AAE MA;HA=;=L

’.*$早市生禽销售点分离的肠炎沙门菌毒力基因
谱型

早市生禽销售点检出的肠炎沙门菌分离株毒
力基因谱型分为 %% 个%其中优势谱型也是 +">4p
)&8!p)8>/p*+64p)#" p8$54%占 *%.’e"’%0#%#%见
图 !,

’.#$生禽屠宰场分离的肠炎沙门菌毒力基因谱型

石家庄地区生禽屠宰场检出的肠炎沙门菌分
离株毒力基因谱型更为分散%分为 %, 个%其中优势
谱型是 +">4p)&8!p*+64p)#" p)*?4%占 *%.%e
"’!0#,#%见图 *,

’.,$三者优势毒力基因谱型的比较

本研究所有肠炎沙门菌中%食物中毒分离株和
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图 !$肠炎沙门菌早市生禽销售点分离株毒力

基因谱型分布
D;LPC:!$Y;H@C;OP@;A= A4̂;CPB:=3:L:=:HA47,60&"$66,

$"#$%+#+?+);HAB>@:H4CAJE;44:C:=@JAC=;=LJ>CI:@H

A4C>N>=E MAPB@CGH@>BBH

图 *$肠炎沙门菌生禽屠宰场分离株毒力基因谱型分布
D;LPC:*$Y;H@C;OP@;A= A4̂;CPB:=3:L:=:HA47,60&"$66,

$"#$%+#+?+);HAB>@:H4CAJE;44:C:=@HB>PL5@:C5APH:H

早市生禽销售点分离株的优势毒力基因谱型一致%

较生禽屠宰场分离株的优势毒力基因谱型多两种
毒力基因 )8>/+8$54%少一种毒力基因 )*?4,

!$讨论
肠炎沙门菌是非伤寒沙门菌血清型之一%是最早

发现能够引起大规模食物中毒的沙门菌血清型%也是
近年来我国沙门菌食物中毒暴发和流行案例的主要
病原)!&+!!* , 据国内外报道)!*+!"* %沙门菌的毒力基因

谱型与血清型的关系并不一致, 本研究也显示%同为
肠炎沙门菌血清型%可以表现出不同的毒力基因谱
型%且其毒力基因谱型也会受到菌株来源的影响,

本研究发现石家庄地区肠炎沙门菌中毒力岛
"F‘Q%#上的基因"+">4+)&8!+*+64#和编码肠毒素的基
因")#"#携带率均在 "&e以上%具有较高的遗传稳定
性%与国内外报道)!#%!"+!/*较为一致, 而编码菌毛和外

膜蛋白的基因",;54+)*?4#携带率低%均在 !&e以下%
与国外报道)’!%*&*一致%菌毛和外膜蛋白在该血清型
菌株致病过程中的作用有待进一步探讨,

虽然菌株的致病性受诸多毒力基因元件相互
调控及受染宿主本身免疫状态等多因素的影响%但
毒力基因的存在是菌株致病的前提%毒力基因携带
情况的不同%影响着菌株致病性的强弱, 本研究结
果中%食物中毒分离株毒力基因 +">4+)&8!+)#"+*+64+
)8>/+8$54的携带率较高%均在 /*e以上%同时携带
这 , 种毒力基因的谱型为食物中毒分离株的优势谱
型, 根据国内外研究报道 )%!+’%* %这 , 种毒力基因分
布在 F‘Q%+毒力质粒及编码肠毒素的基因上%均与
菌株的致病性关系密切%因此%可以认为同时携带
这 , 种毒力基因的菌株是更易引起食物中毒的高风
险株, 这些高风险株的存在%对人群健康存在着潜
在的严重威胁 )*%+*’* ,

本研究中%’&%!!’&%, 年石家庄地区 # 个早市
不同生禽销售点检出的肠炎沙门菌与食物中毒分
离株的毒力基因携带情况差异无统计学意义 "<m
&.&##%绝大部分为高风险株%有导致食源性疾病暴
发的潜在风险%应引起食品监管部门的重视, 而生
禽屠宰场检出的沙门菌菌株毒力基因谱型更加多
样性%根据毒力基因谱型比较%生禽屠宰场分离株
中高风险株少 "!.,e#%与食物中毒分离株比较差
异明显%并且绝大多数菌株缺少毒力质粒相关基因
)8>/和 8$54, 沙门菌在肠道定居+侵入上皮组织以
及刺激肠液外渗等都与其所携带的毒力质粒密切
相关 )%/* , 生禽屠宰场分离株毒力质粒的携带率低%
降低了该来源菌株的致病性, 根据以上数据%早市
生禽销售点分离株中的高风险株较生禽屠宰场分
离株多%提示肠炎沙门菌高风险株的污染更可能出
现在生禽食品的终端销售环节, 故鉴于此次研究
结果%食品卫生监管中应该加强对各早市生禽销售
点储存和销售环节的卫生监督%做好生熟食的分类
与存放工作%防止食源性疾病的暴发,
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研究报告
不同阶段母乳中 %& 种游离低聚糖的检测及含量分析

朱婧%!石羽杰’!吴立芳!!孙赫南’!王鑫*!王竹!!关蕾’!余恺’!杨月欣!

!%2北京市营养源研究所"北京$%&&&,/$ ’2雀巢研究中心北京分部"北京$%&&&/#$
!2中国疾病预防控制中心营养与健康所"北京$%&&&#&$ *2北京中科邦尼国际科技

有限责任公司"北京$%&&&,/#

摘$要!目的$检测不同阶段母乳中 %& 种游离母乳低聚糖(5PJ>= J;BI AB;LAH>335>C;E:H!7[XF)的含量!并比较其

在不同阶段母乳中的变化" 方法$分别采集产后 & f- E(初乳)’产后 " f%# E(过渡乳)’产后 %, f%"& E(成熟乳)

的母乳!采用荧光标记 7[XF!通过超高效液相色谱+荧光检测法和标准曲线定量 %& 种 7[XF" 采用 ‘:CHA= 相关比

较不同泌乳时间与 7[XF 含量的相关性!! 个泌乳阶段的组间差异采用单因素方差分析" 结果$在选定的色谱条

件下!%& 种 7[XF 可完全分离并定量" %& 种 7[XF 中!’s岩藻糖乳糖(’sD9)’!s唾液酸乳糖(!sF9)’,s唾液酸乳糖

(,sF9)’乳糖+9+四糖(9?S)’乳糖+9+新四糖(9?=S)’乳糖+9+五糖 Q(9?D‘+Q)与泌乳时间存在负相关关系!!s岩藻

糖乳糖(!sD9)与泌乳时间存在正相关关系!上述 - 种 7[XF 在不同阶段母乳中差异有统计学意义(<l&.&#)!而
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