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摘#要!目的#了解我国四省肉鸡屠宰场沙门氏菌脉冲场凝胶电泳分子分型情况% 方法#参照美国疾病预防控

制中心 ?NJbX’Xa实验方法!对 !454 年监测 8 省肉鸡屠宰场分离到的 5:F 株沙门氏菌!运用 />’#酶进行酶切并完

成 ?03(分析!利用 ;IR’NGXZIQb软件对分离株的指纹图谱进行聚类分析并建立数据库% 结果#5:F 株沙门氏菌共

分为 5> 个群!包括了 F7 个不同的带型% 相同血清型具有相似带型!基本归于同一群% :7 株印地安纳沙门氏菌有
6> 个带型!78 株肠炎沙门氏菌有 5: 个带型!5: 株奥尔巴尼沙门氏菌仅有 5 个带型% 结论#各省沙门氏菌的带型

具有地区性差异! 又具有优势型别的交叉% 屠宰场存在严重的交叉污染!加强加工环节中的关键控制点(沙门氏

菌的监测和干预!从而降低肉鸡及其产品中沙门氏菌的污染!这是从源头控制污染的根本措施%
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##沙门氏菌是引起人类食物中毒的主要食源性致
病菌之一(5) , 美国 5"">!!44! 年大约有 5:8 488 例
患者(!) , 我国 F4g=>4g的细菌性食物中毒是由沙

门氏菌引起的 (6) , 其中%污染沙门氏菌的肉鸡制品

是导致人类食物中毒的重要因素 (8) , 对零售环节

肉鸡制品的研究显示%其存在较高的污染率 (7) , 随
着经济的不断发展%我国肉鸡养殖和加工的规模化
程度越来越高%了解养殖和屠宰加工环节肉鸡沙门
氏菌污染状况是降低零售环节肉鸡沙门氏菌污染
的重要途径 (:) , 使用分子分型的方法可为食品安
全事件#尤其是暴发疫情调查$中可疑食物及感染
病例分离菌株进行有效的溯源 (F) , 脉冲场凝胶电
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泳#?03($的方法已经广泛的运用到零售环节肉鸡
制品沙门氏菌的分子分型%而对于肉鸡生产加工过
程中的运用很少 (>) , 本研究通过对屠宰场监测菌
株的分子分型%初步建立了河南’江苏’四川’山东 8
省肉鸡屠宰加工环节的分子分型数据库%比较不同
地域的优势菌株和其基因指纹图谱%有利于完善从
农场到餐桌食物链中沙门氏菌污染的研究%为调查
食源性疾病暴发’流行及确定和溯源病原体的传染
源提供依据,

5#材料和方法
595#材料
59595#菌株来源

!454 年 : =55 月%在河南’江苏’四川’山东的规
模化屠宰场进行沙门氏菌专项调查%共分离到沙门氏
菌 5:F 株%由国家食品安全风险评估中心完成菌株鉴
定%血清分型%并进行保存, 其中从屠宰场活体肛拭
子#养殖场运输到屠宰场%进入屠宰流水线前$分离
的菌株有 86 株#检出率为 :9Fg$%从屠宰场胴体#屠
宰流水线预冷池冷藏后$分离的菌株有 5!8 株#检出
率为 5:9!g$, 各省菌株情况见表 5(") ,
5959!#仪器与试剂

;IR<qZIXNMCIaXc 浊度计’恒温振荡器’3(/
1+$B-凝胶成像系统’纯水仪’$%(0@GHYYX型脉
冲场凝胶电泳仪,

脑心浸液琼脂# ]ZHIK SXHZaIKWNbIRK HLHZ%;%.$

和脑心浸液肉汤# ]ZHIK SXHZaIKWNbIRK ]ZRaS%;%&$均
购 自 英 国 +MRIU 公 司% AZIb ]HbX和 AZIb@%$J
#?ZRGXLH%美国$%蛋白酶 ‘#<XZQc%德国$’限制性
内切酶 />’##’X_(KLJHKU ;IR/H]b%美国$’$57%!>
’’H+6 # )RUING JHNZRVJ )HZQRbIKX% )/) $’ )1)’
’H!(1A.1!%!+’血琼脂平板’比浊管’)XH‘XG3RJU

琼脂糖, 质控菌株为 %">5! 本室保存,
59!#方法
59!95#脉冲场凝胶电泳分析

参照美国疾病预防控制中心 ?NJbX’Xa的统一方
法 (54) %脉冲场凝胶电泳分型所用标准菌株 为
)’?,4#$??’ C+’$#@$+5*血清型全球参考菌株 %">5!,
59!9!#电泳图像分析和结果聚类分析

?03(图像应用 ;IR’NGXZIQb#CXZbIRK 894$数据
库软件#.YYJIXU <HaSb;C;.%;XJING$进行处理%识
别图像条带, 在图像识别过程中%在 <HZcXZ最小片
段外的试验菌株条带因为不能为 <HZcXZ校准而被
舍去, 图像通过统一的 <HZcXZ进行校准%标定条带
位置%必要时进行人工校正,

聚类方法和参数选择&聚类图类型选择 ,?3<.

# NK_XILSaXU YHIZLZRNY GXaSRU NbIKL HZIaSGXaIQ
HeXZHLXb$方法%条带位置差异容许度选择 594g%优
化值 497g, ;HKU ]HbXUh1IQX方法计算相似性系
数%即 1IQX系数#D值 l544g$,

DE!#1(0##1F#($
###1&菌株 1的总的片段数"

#(&菌株 (的总的片段数"
#1(&菌株 1和菌株 (的相同的片段数,
D值反映的是不同菌株电泳条带的相似性程

度%范围在 4 =5 之间%4 代表完全不相关%J代表完
全相同, 在限制性内切酶的作用下%不同的菌株会
呈现不同的条带数和片段大小%按照 ?NJbX’Xa的命
名原则%对每一种不同的带型进行命名,

!#结果
!95#5:F 株沙门氏菌 ?03(聚类结果

5:F 株沙门氏菌 1’.经 />’ &限制性内切酶酶
切后%进行脉冲场凝胶电泳%分析结果显示%5:F 株
沙门氏菌共分为 5> 个群%包括 F7 个不同的带型%菌
株相似度为 749"5g =544g, ?03(指纹图谱与血
清具有一定的相关性%相同血清型的菌株聚类后%

都能分到同一群, 本研究获得的 :7 株印地安纳沙
门氏菌有 6> 个带型%依次命名为 *0?B45P$4445 =
*0?B45P$4446>, 78 株肠炎沙门氏菌有 5: 个带型%
依次命名 *(3B45P$4445 =*(3B45P$445:, 5: 株
奥尔巴尼沙门氏菌有 5 个带型%命名为 A1$B45P
$4445%其他血清型依次类推 #包括罗米纳沙门氏
菌’斯坦利沙门氏菌’巴森海德沙门氏菌’雷摩沙门
氏菌’内科拉沙门氏’菌舒卜拉沙门氏菌’维也纳沙
门氏菌’胥瓦增格隆沙门菌共计 > 种血清型$, : 株
布利丹沙门氏菌有 ! 个带型%7 株哈达尔沙门氏菌
有 6 个带型%6 株山夫登堡沙门氏菌有 5 个带型,

其余的 5> 株包括 > 个血清型有 58 个带型见表 5,
!9!#主要血清型 ?03(分型结果

:7 株印地安纳沙门氏菌有 6> 个带型%相似度
为 :59"8g =544g 间%具有相同带型的型别有
5! 个, 其中江苏省的优势带型为 *0?B45P$4445
#7 $’ *0?B45P$4448 # 8 $’ *0?B45P$4447 # 8 $ 及
*0?B45P$4468#8$%河南省的优势带型为 *0?B45P
$44!F#8$%*0?B45P$445! 在河南和江苏省都有分
布%分离株 6> 个带型的型别及聚类关系图见图 5,
78 株肠炎沙门氏菌分成了 > 个带型%相似度为
F"97!g =544g%部分菌株相差 ! =6 个条带, 具有
相同带型的型别有 > 个% 河南省的优势带型为
*(3B45P$4445#>$’*(3B45P$4448 #>$及 *(3B45P
$445!# > $%江苏省的优势带型为 *(3B45P$4447
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#### 表 5#8 省屠宰场活体肛拭和肉鸡胴体的沙门氏菌分离株不同血清型与 ?03(带型数构成
AH]JX5#1IbaZI]NaIRK RW)’?,4#$??’ bXZReHZbHKU ?03(YHaaXZKbZXQReXZXU WZRGHKHJb_H] HKU ]ZRIJXZ

QHZQHbbXRWbJHNLSaXZYRNJaZVIK WRNZYZReIKQXbP

血清型 菌株数
?03(带
型数

活体肛拭#菌株数$ 肉鸡胴体#菌株数$

河南 江苏 四川 山东 河南 江苏 四川 山东
印地安纳沙门氏菌
肠炎沙门氏菌
奥尔巴尼沙门氏菌
布利丹沙门氏菌
哈达尔沙门氏菌
山夫登堡沙门氏菌
其他
合计

:7 6> 56 57 5: !4 5
78 5: 56 5 !8 56 6
5: 5 5:
: ! :
7 6 7
6 5 6
5> 58 5 ! ! ! 55
5:F F7 !: 5: 5 8F 75 55 57

注&!代表未检出,

#56 $ %其中 *(3B45P$4445 在河南和山东都有分
布%*(3B45P$4447 在河南和江苏省都有分布,
5: 个带型分离株的型别及聚类关系图见图 ! ,
奥尔巴尼沙门氏菌只在江苏省分离到%且都是一
个带型为 A1$B45P$4445, 四川省的优势血清
型为布利丹沙门氏菌 ;/(B45P$4445, 山东省
分离的菌株数量少’血清型别数量较多%没有优
势带型,
##同一屠宰场在同一时间点最多可以分离到 7 种
血清型%" 种不同的带型, 同一屠宰场在不同的采
样时间点可以分离到相同血清型不同带型的菌株
#如 %’@. *(3B45P$4445’$444!’$4448’$444"’
$4454’$445!’$4458’$445:$%也分离到相同血清型
相同带型的菌株#如%’@$*(3B45P$4448’$445!$,
在同一屠宰场屠宰前后分到相同血清型相同带型
的菌株#如 %’@.*(3B45P$4448$, 不同省份之间
也分离到相同带型的菌株 #如 *0?B45P$445!%
*(3B45P$4445’$4447$,

6#讨论
?03(分型技术基于细菌的 1’.指纹原理确

认菌株之间的相似性’确定传染来源和传播途径%
最终为暴发疫情提供准确的实验室诊断依据%对公
共卫生监测具有重要的意义, 与其他分子生物学
分型技术相比%?03(分型技术具有可重复性强’结
果稳定可靠’区分能力强等优点 (F) ,
695#沙门氏菌 ?03(指纹分析图谱分型与血清学
分型

本文对 8 省屠宰加工环节肉鸡分离的沙门氏菌
进行 ?03(分子分型%发现相同血清型菌株基本可
以分到同一群%这与先前报道一致 (55) , 同一血清
型%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氏菌表型分型的基础上%进
一步分析其差别%从而在沙门氏菌食源性疾病暴发
调查及监测中发挥作用,

69!#优势血清型 ?03(指纹分析图谱分型结果
在此次调查中%优势血清型主要来自于河南省

和江苏省%这与该血清型已是当地的优势血清型有
关 (5!) , 对本次监测的主要血清型进行分析发现%印
地安纳沙门氏菌的型别最多% 可能与菌株在不同生
存环境中发生的适应性变异%并由此产生大量亲缘
关系相近的子代有关 (56) %相同型别在省份之间有交
叉%如 *0?B45P$445!, 其次是肠炎沙门氏菌%也具
有较多的型别, 条带间相似度差异较小%都在 >4g
左右%且部分菌株条带差异基本为 ! =6 条%按照
AXKReXZ(58)的观点%菌株间存在 ! =6 条差异#提示高
度相关$%这可能是由酶切位点的点突变’缺失或者插
入引起的, 但是 ;HZZXaa(F)关于 ?03(带型解释中提
出了新的观点%对于 ! =6 条条带差异的解释%一种可
能性是由于沙门氏菌基因组中质粒的稳定性导致"另
外一种情况认为由点突变’缺失或插入导致的条带太
小%跑出了胶外, 所以对于条带相同或高度相似的菌
株还应该结合流行病学资料进行分析,
696#屠宰前后沙门氏菌污染情况和 ?03(型别的
情况

在屠宰的过程中%肉鸡会通过各种途径被污
染%可能通过破损的嗉囊’肠道%不同养殖场来源的
肉鸡之间的交叉污染%也可能通过不洁净的流水式
屠宰场的器械’环境’人员交叉污染 (57 D5F) , 本次研
究中%屠宰后肉鸡胴体沙门氏菌的污染率远远高于
屠宰前活体肛拭子沙门氏菌的污染率%说明屠宰场
存在严重的交叉污染现象, 同一屠宰场在屠宰前
活体肛拭子没有分离到菌株%但是屠宰后胴体却分
离到不同带型或相同带型的菌株%说明肉鸡在进入
屠宰场后%可能通过上面提到的途径被污染, !44>
年%-HbbQSHXZa3等 (57)关于养殖场肉鸡肠道沙门氏
菌定植情况与屠宰场胴体沙门氏菌污染情况进行
调查%发现屠宰以后%所有鸡群都污染了沙门氏菌%
且屠宰场的沙门氏菌 ?03(带型与养殖场的沙门氏
菌 ?03(带型不一定一致, 说明屠宰场在操作过程
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注&%’&河南"*)&江苏")1&山东".’;’$依次代表不同的屠宰场,

图 5#三省屠宰场分离肠炎沙门氏菌分离株 ?03(带型聚类图
0ILNZX5#1XKUZRLZHGRW?03(YHaaXZKbRW)<A#3$+838@82IbRJHaXbWZRGbJHNLSaXZYRNJaZVIK aSZXXYZReIKQXb

中存在严重的交叉污染现象, 在同一屠宰场的不
同采样时间分离到相同带型的菌株 #*(3B45P
$4448’$445!$%在同一屠宰场同一天分离得到相同

带型的菌株#A1$B45P$4445$%提示同一批肉鸡胴
体或活体%可能在进入屠宰场之前就因相同的饲养
环境被污染 (5:) %也可能是流水式屠宰场没有做到很



我国 8 省肉鸡屠宰场沙门氏菌脉冲场凝胶电泳分子分型!!!白莉%等 !64F## !

注&%’&河南"*)&江苏")1&山东".’;’$依次代表不同的屠宰场,

图 !#三省屠宰场分离印第安纳沙门氏菌分离株 ?03(带型聚类图
0ILNZX!#1XKUZRLZHGRW?03(YHaaXZKbRW)<;#@8’#’ IbRJHaXbWZRGbJHNLSaXZYRNJaZVIK aSZXXYZReIKQXb

好的消毒处理%没有完全按照危险分析关键控制点
#%.$$?$进行实施%使得菌株在屠宰环节中长期存
在%造成交叉污染, 流水式屠宰场有较多的环节可
能造成交叉污染%本文只采集了冷藏后的样本%还

需要对屠宰场各个关键环节点进行采样%才能更有
效说明污染的环节以及帮助企业找到关键控制点,
!44F 年%-HbbQSHXZa3(5F)等人研究证明屠宰场流水
线上的污染是屠宰场胴体污染的主要原因%只有对
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屠宰流水加工线进行彻底的消毒才可以根本降低
沙门氏菌的污染率, 不同省份分离得到相同带型
的菌株%这可能是鸡群源头发生了污染造成的 #从
孵化场产蛋鸡到鸡蛋%从小鸡到肉鸡的沙门氏菌的
水平传播已经得到了证实 (57) $ %也有可能是某种型
别的菌株在两个省份都存在, 本次研究没有追查
鸡群的来源%所以无法结合流行病学资料进行分
析%将来的研究需要结合这部分数据进行分析,

本研究通过对屠宰场监测菌株的分子分型%比
较河南’江苏和山东 6 省的优势带型%发现其具有地
区性差异% 又具有优势型别的交叉, 初步建立了 6
省肉鸡屠宰加工环节的分子分型数据库%为沙门氏
菌食源性疾病的预防控制提供技术支撑%为食品污
染监测中肉鸡生产加工过程沙门氏菌 ?03(分子分
型数据库建立奠定了基础, 有利于完善从农场到
餐桌食物链中沙门氏菌污染的研究%为调查食源性
疾病暴发流行及确定和溯源细菌性传染病传染源
提供依据,

通过分析屠宰前后肉鸡分离菌株的带型%发现
屠宰场存在严重的交叉污染, 建议加强生产加工
环节多个关键控制点及生产环境沙门氏菌的监测%
掌握交叉污染的关键环节, 加强信息交流%帮助企
业建立和完善 3<?’3%?’%.$$?%对交叉污染的关
键环节进行干预%降低肉鸡及其产品中沙门氏菌的
污染%这是从源头控制的根本措施,
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