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动物源性沙门菌的血清型、生物被膜形成
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摘　要：本研究旨在探讨动物源性沙门菌的血清型分布、生物被膜形成能力及其耐药性。从不同动物病料中分离

细菌，以ＰＣＲ方法鉴定沙门菌，结合玻片凝集法和１６ＳｒＲＮＡ序列测定确定沙门菌的血清型和分布，结晶紫染色定

量法检测分离株的生物被膜形成能力，药敏试验检测分离菌对常用药物的敏感性。结果共分离鉴定出５８株沙门

菌，包括鸡白痢沙门菌、鼠伤寒沙门菌、肠炎沙门菌、丙型副伤寒沙门菌、乙型副伤寒沙门菌、都柏林沙门菌和阿哥

那沙门菌等７种血清型，其中鸡群以鸡白痢沙门菌感染为主，肠炎沙门菌次之；水禽以鼠伤寒沙门菌感染为主。生

物被膜测定结果显示５１．７２％的沙门菌分离株可形成生物被膜，其中８３．３３％的鼠伤寒沙门菌可形成生物被膜。

２０种抗生素（氨基糖苷类、磺胺类、喹诺酮类、林可酰胺类、氯霉素类、青霉素类、四环素类和头孢菌素类）敏感性试

验表明所有菌株对林可霉素耐药，５１．７２％对４种及其以上抗生素耐药，并出现了１株对所有受试抗生素均耐药的

鼠伤寒沙门菌。结果表明鸡白痢沙门菌、鼠伤寒沙门菌和肠炎沙门菌是为目前在家禽中分离的优势血清型；同时

具有生物被膜形成能力和多重耐药性的沙门菌将对家禽疾病控制和公共卫生带来更大的威胁。
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　　沙门菌是一种对人和动物都非常重要的致病

菌，它不但可引起多种畜禽疾病，造成全身性败血症

和肠炎，还可以作为食源性疾病的病原体，引起人类

胃肠炎和食物中毒［１２］。目前报道的血清型大约有

２５００多种，多数属于肠道沙门菌，但不同血清型的

沙门菌对不同动物的致病性存在差异。

生物被膜作为细菌在自然界存活的形式之一，

是细菌在不利条件下继续生存所形成的一种特殊结

构［３］。沙门菌可形成生物被膜，细菌处于生物被膜

状态可增强细菌对抗生素、热应激、消毒剂、ｐＨ 和

机体免疫力等的抵抗力，这不仅使得沙门菌在动物

饲养环境和肉食品加工更易存活，而且可能是造成

持续感染的重要原因。

为了控制沙门菌引起的动物疾病，大量的抗菌

药物应用于临床的预防和治疗。由于人们长期反复

使用抗菌药物，加之用药的不合理，加剧了细菌耐药

的严重程度，国内外相关研究已证明沙门菌多重耐

药性的存在［４５］。本研究的目的旨在从不同发病动

物分离沙门菌，测定其血清型、生物被膜形成能力及

耐药表型的差异，为人和动物沙门菌的防控提供理

论依据。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　主要试剂　　麦康凯琼脂培养基、琼脂粉、

氯化钠等购自国 药 集 团；ＹＥＡＳＴ ＥＸＴＲＡＣＴ、

ＴＲＹＰＴＯＮＥ等购自英国 ＯＸＯＩＤ公司；１６ＳｒＤＮＡ

ＢａｃｔｅｒｉａｌＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎＰＣＲＫｉｔ、ＡｇａｒｏｓｅＧｅｌＤＮＡ

ＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔ购自ＴａＫａＲａ公司；ｐＧＥＭＴＥａｓｙ

载体购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司；Ｈｉｎ６Ｉ、犜犪狇ＤＮＡ 聚合酶

（５Ｕ·μＬ
－１）、ｄＮＴＰ、ＭｇＣｌ２、１０×ｂｕｆｆｅｒ购于大连

宝生物工程有限公司。

１．１．２　菌株　　鸡白痢沙门菌标准株 Ｃ５３３和分

离株Ｓ６７０２，鸡伤寒沙门菌标准株Ｓｇ９，肠炎沙门菌

标准株Ｃ５００４１均由本实验室保存。

１．１．３　２０种药敏纸片　　阿米卡星、强力霉素、氨

苄西林、头孢曲松、新霉素、环丙沙星、头孢氨苄、庆

大霉素、头孢唑啉、卡那霉素、青霉素Ｇ、诺氟沙星、

四环素、羧苄青霉素、复方新诺明、林可霉素、头孢噻

肟、恩诺沙星、氯霉素和氟苯尼考购自杭州微生物试

剂有限公司。

１．１．４　沙门菌属诊断血清（５９种）　　购自兰州生

物制品研究所（产品标准编号：ＹＺＢ／国０３９０２００９）；

Ｏ：１２单因子诊断血清购自宁波天润生物药业有限

公司。

１．１．５　病料　　从江苏、山东、安徽、上海等地区送

检的发病动物（包括鸡、鹅、鸭、鸽子、鹧鸪、猪等），无

菌采集其肝脏、脾脏、心脏、输卵管等，４℃保存。

１．２　方法

１．２．１　病原的分离培养　　无菌采集疑似沙门菌

病的病料，接种于麦康凯琼脂培养基，３７℃培养２４

～４８ｈ，挑取白色透明的可疑菌落传一代，再分别挑

取单个菌落接种于普通液体ＬＢ和固体ＬＢ，培养２４

～４８ｈ，获得纯培养物。

１．２．２　革兰氏染色　　挑取纯培养后的单个菌落，

常规方法进行革兰氏染色，高倍镜下观察细菌形态。

１．２．３　ＰＣＲ鉴定沙门菌　　煮沸裂解法提取分离

菌株的基因组 ＤＮＡ，扩增其犻狀狏犃 基因片段（Ｆｏｒ

ｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ：５′ＧＴＧＡＡＡＴＴＡＴＣＧＣＣＡＣＧＴＴＣＧＧ

ＧＣＡＡ３′； Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ：５′ＴＣＡＴＣＧＣＡＣＣＧＴ

ＣＡＡＡＧＧＡＡＣＣ３′），预期条带大小２８４ｂｐ
［６］。ＰＣＲ

扩增得到的片段经１％琼脂糖凝胶电泳鉴定，紫外灯

下拍照。

１．２．４　血清型鉴定

１．２．４．１　玻片凝集试验：按常规方法对分离的细菌

进行玻片凝集试验，先用沙门菌Ａ～Ｆ群Ｏ抗原多

价血清和Ｈ抗原多价血清检测，再用 Ｏ抗原和 Ｈ

抗原单因子血清分别鉴定。

１．２．４．２　ＰＣＲＲＦＬＰ法鉴别鸡白痢与鸡伤寒沙门

菌：对于抗原模式相同的鸡白痢和鸡伤寒沙门菌，按

１３６１
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参考文献的方法进行鉴别［７］。

１．２．４．３　１６ＳｒＲＮＡ测序：采用煮沸裂解法制备细菌

基因组ＤＮＡ，根据１６ＳｒＤＮＡＢａｃｔｅｒｉａｌＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ＰＣＲＫｉｔ说明，用ＦｏｒｗａｒｄＰｒｉｍｅｒ和 ＲｅｖｅｒｓｅＰｒｉｍｅｒ

扩增其１６ＳｒＲＮＡ基因，阳性条带切胶回收，连接到

ｐＧＥＭＴＥａｓｙＶｅｃｔｏｒ，按分子克隆所述的方法连接、

转化，小量提取［８］，阳性质粒送南京金斯特科技有限

公司进行测序。将测定的序列在 ＮＣＢＩ网站进行

ＢＬＡＳＴ搜索比对，进一步确定细菌种属（包括血清

型），采用 ＭｅｇＡｌｉｇｎ软件进行菌株同源性分析
［９］。

从ＮＣＢＩ网站下载参考株的１６ＳｒＲＮＡ序列：犛．狆狌犾

犾狅狉狌犿ｓｔｒ．Ｓ０９６２９，ＧＵ１８３５５３．１；犛．狋狔狆犺犻犿狌狉犻狌犿

ｓｔｒ．ＵＫ１，ＣＰ００２６１４．１；犛．狋狔狆犺犻犿狌狉犻狌犿ｓｔｒ．ＮＣＴＣ

８３９１，Ｚ４９２６４．１；犛．犲狀狋犲狉犻狋犻犱犻狊 ｓｔｒ． ＣＱ０７０９，

ＦＪ４６５０８８．１；犛．犲狀狋犲狉犻狋犻犱犻狊ｓｔｒ．Ｅ６，ＥＵ１１８１０６．１；犛．

狆犪狉犪狋狔狆犺犻犆ｓｔｒ．Ｃ１０，ＥＵ１１８０９９．１；犛．狆犪狉犪狋狔狆犺犻犅

ｓｔｒ．ＳＰＢ７，ＮＣ＿０１０１０２．１；犛．犱狌犫犾犻狀ｓｔｒ．５７９２０，

ＡＦ２２７８６８．１；犛．犪犵狅狀犪ｓｔｒ．ＳＬ４８３，ＮＣ＿０１１１４９．１。

以 Ｍｅｇａ４软件绘制遗传进化树。

１．２．５　生物被膜测定　　采用结晶紫染色定量法

进行［１０］，细菌过夜培养后１∶１０稀释于 ＴＳＢ培养

基中，１００μＬ接种于９６孔聚苯乙烯 Ｕ 型细胞培养

板，２８℃静置培养４８ｈ，弃去上清，结晶紫染色，用

酒精∶丙酮＝３∶１的溶液溶解后测 ＯＤ５５０ｎｍ值，重

复３次取平均值。

１．２．６　药敏试验　　采用 ＫＢ琼脂扩散法进行，

按ＣＬＳＩ２００９版的标准进行结果判定
［１１］。

２　结　果

２．１　沙门菌的初步鉴定

对在麦康凯上生长为白色透明、革兰氏染色阴

性、形态为短杆状的细菌进一步培养，煮沸裂解法制

做模板，扩增其犻狀狏犃基因，共筛选出５８株沙门菌，

它们均可扩增出２８４ｂｐ左右的条带（图１）。将它们

分别命名为Ｓ００１～Ｓ０５８。

２．２　血清型鉴定

玻片凝集试验显示５８株沙门菌分离株中，分属

于Ｂ、Ｃ１和Ｄ１３个群别的７种不同血清型，其中鸡

白痢／鸡伤寒沙门菌２５株，鼠伤寒沙门菌１８株，肠

炎沙门菌８株，丙型副伤寒沙门菌２株，乙型副伤寒

沙门菌２株，都柏林沙门菌２株，阿哥那沙门菌１株

（表１）。

表１　沙门菌分离株的来源、血清型及生物被膜形成能力的测定

犜犪犫犾犲１　犜犺犲狊狅狌狉犮犲，狊犲狉狅狋狔狆犲犪狀犱犫犻狅犳犻犾犿犳狅狉犿犻狀犵犪犫犻犾犻狋狔狅犳犛犪犾犿狅狀犲犾犾犪犻狊狅犾犪狋犲狊

菌株

Ｓｔｒａｉｎ

来源

Ｓｏｕｒｃｅ

Ｏ抗原

Ｏａｎｔｉｇｅｎ

Ｈ抗原

Ｈａｎｔｉｇｅｎ

血清型

Ｓｅｒｏｔｙｐｅ

结晶紫染色（ＯＤ５５０ｎｍ）

ＳｔａｉｎｉｎｇｗｉｔｈＣｒｙｓｔａｌＶｉｏｌｅｔ

Ｓ００１ 鸭 Ｄｕｃｋ １，９，１２ ｇ，ｐ 犛．犱狌犫犾犻狀 ＋ （０．７０±０．１４）

Ｓ００２ 鹅 Ｇｏｏｓｅ １，４，５ ｂ 犛．狆犪狉犪狋狔狆犺犻犅 ＋ （１．１４±０．２５）

Ｓ００３ 鸡Ｃｈｉｃｋｅｎ １，４，５ ｂ 犛．狆犪狉犪狋狔狆犺犻犅 － （０．１２±０．０４）

Ｓ００４ 鸡Ｃｈｉｃｋｅｎ １，４，９，１２ ／ 犛．狆狌犾犾狅狉狌犿 － （０．１１±０．０３）

Ｓ００５ 鸡Ｃｈｉｃｋｅｎ １，９，１２ ／ 犛．狆狌犾犾狅狉狌犿 － （０．１３±０．０５）

Ｓ００６ 鹅 Ｇｏｏｓｅ １，４，５，９，１２ Ｉ 犛．狋狔狆犺犻犿狌狉犻狌犿 ＋ （０．８７±０．１８）

Ｓ００７ 鸡Ｃｈｉｃｋｅｎ １，９，１２ ／ 犛．狆狌犾犾狅狉狌犿 － （０．１１±０．０４）

Ｓ００８ 鸡Ｃｈｉｃｋｅｎ １，４，７，９ Ｃ 犛．狆犪狉犪狋狔狆犺犻犆 － （０．１１±０．０４）

Ｓ００９ 鸡Ｃｈｉｃｋｅｎ １，９，１２ ／ 犛．狆狌犾犾狅狉狌犿 － （０．１３±０．０５）

Ｓ０１０ 鸡Ｃｈｉｃｋｅｎ １，９，１２ ／ 犛．狆狌犾犾狅狉狌犿 － （０．１０±０．０２）

Ｓ０１１ 鸡Ｃｈｉｃｋｅｎ １，９，１２ ｇ，ｍ 犛．犲狀狋犲狉犻狋犻犱犻狊 ＋ （０．９９±０．１３）

Ｓ０１２ 鸡Ｃｈｉｃｋｅｎ １，９，１２ ｇ，ｍ 犛．犲狀狋犲狉犻狋犻犱犻狊 ＋ （０．９２±０．２０）

Ｓ０１３ 鸡Ｃｈｉｃｋｅｎ １，９，１２ ／ 犛．狆狌犾犾狅狉狌犿 － （０．１１±０．０１）

Ｓ０１４ 鹅 Ｇｏｏｓｅ １，４，９，１２ Ｉ 犛．狋狔狆犺犻犿狌狉犻狌犿 ＋ （０．３２±０．０２）

Ｓ０１５ 鸭 Ｄｕｃｋ ４，５，１２ Ｉ 犛．狋狔狆犺犻犿狌狉犻狌犿 ＋ （０．７４±０．１２）

Ｓ０１６ 鸭 Ｄｕｃｋ １，４，９，１２ ｇ，ｍ 犛．犲狀狋犲狉犻狋犻犱犻狊 ＋ （０．６８±０．０４）

Ｓ０１７ 鸡Ｃｈｉｃｋｅｎ １，９，１２ ／ 犛．狆狌犾犾狅狉狌犿 － （０．１２±０．０１）

Ｓ０１８ 猪Ｐｉｇ １，４，５，９ Ｉ 犛．狋狔狆犺犻犿狌狉犻狌犿 ＋ （１．１１±０．１５）

（转下页　Ｃａｒｒｉｅｄｆｏｒｗａｒｄ）

２３６１



　１０期 孙化露等：动物源性沙门菌的血清型、生物被膜形成能力和耐药性分析

（续表１　Ｃｏｎｔｉｎｕｅｄ）

菌株

Ｓｔｒａｉｎ

来源

Ｓｏｕｒｃｅ

Ｏ抗原

Ｏａｎｔｉｇｅｎ

Ｈ抗原

Ｈａｎｔｉｇｅｎ

血清型

Ｓｅｒｏｔｙｐｅ

结晶紫染色（ＯＤ５５０ｎｍ）

ＳｔａｉｎｉｎｇｗｉｔｈＣｒｙｓｔａｌＶｉｏｌｅｔ

Ｓ０１９ 猪Ｐｉｇ ４，１２ ｆ，ｇ，ｓ 犛．犪犵狅狀犪 － （０．１２±０．０１）

Ｓ０２０ 猪Ｐｉｇ １，９，１２ ｇ，ｐ 犛．犱狌犫犾犻狀 － （０．１２±０．０１）

Ｓ０２１ 鸽Ｐｉｇｅｏｎ ４，５，１２ Ｉ 犛．狋狔狆犺犻犿狌狉犻狌犿 － （０．１５±０．０４）

Ｓ０２２ 鸽Ｐｉｇｅｏｎ ４，５，１２ Ｉ 犛．狋狔狆犺犻犿狌狉犻狌犿 － （０．１３±０．０３）

Ｓ０２３ 鹅 Ｇｏｏｓｅ ７ ｔ，ｍ，ｃ 犛．狆犪狉犪狋狔狆犺犻犆 － （０．１２±０．０１）

Ｓ０２４ 猪Ｐｉｇ ４，６，１２ Ｉ 犛．狋狔狆犺犻犿狌狉犻狌犿 ＋ （１．０３±０．１３）

Ｓ０２５ 鸡Ｃｈｉｃｋｅｎ １，９，１２ ／ 犛．狆狌犾犾狅狉狌犿 － （０．１１±０．０４）

Ｓ０２６ 鸡Ｃｈｉｃｋｅｎ １，４，９，１２ ｇ，ｍ 犛．犲狀狋犲狉犻狋犻犱犻狊 － （０．１３±０．０４）

Ｓ０２７ 鸡Ｃｈｉｃｋｅｎ １，９，１２ ／ 犛．狆狌犾犾狅狉狌犿 － （０．１１±０．０２）

Ｓ０２８ 鸡Ｃｈｉｃｋｅｎ １，４，５ Ｉ 犛．狋狔狆犺犻犿狌狉犻狌犿 － （０．１３±０．０４）

Ｓ０２９ 鸡Ｃｈｉｃｋｅｎ １，４，９，１２， ／ 犛．狆狌犾犾狅狉狌犿 － （０．１４±０．０１）

Ｓ０３０ 鸡Ｃｈｉｃｋｅｎ １，４，９，１２， ／ 犛．狆狌犾犾狅狉狌犿 － （０．１４±０．０２）

Ｓ０３１ 鸡Ｃｈｉｃｋｅｎ １，９，１２ ／ 犛．狆狌犾犾狅狉狌犿 － （０．１２±０．０５）

Ｓ０３２ 鹅 Ｇｏｏｓｅ ４，５，１２ Ｉ 犛．狋狔狆犺犻犿狌狉犻狌犿 ＋ （０．７６±０．０７）

Ｓ０３３ 鹅 Ｇｏｏｓｅ ４，５，１２ Ｉ 犛．狋狔狆犺犻犿狌狉犻狌犿 ＋ （０．９０±０．１４）

Ｓ０３４ 鸡Ｃｈｉｃｋｅｎ ９，１２ ／ 犛．狆狌犾犾狅狉狌犿 － （０．１１±０．０５）

Ｓ０３５ 鸡Ｃｈｉｃｋｅｎ １，９，１２ ｇ，ｍ 犛．犲狀狋犲狉犻狋犻犱犻狊 ＋ （０．９３±０．１２）

Ｓ０３６ 鸡Ｃｈｉｃｋｅｎ １，９，１２ ｇ，ｍ 犛．犲狀狋犲狉犻狋犻犱犻狊 ＋ （０．８４±０．１８）

Ｓ０３７ 鸡Ｃｈｉｃｋｅｎ １，９，１２ ／ 犛．狆狌犾犾狅狉狌犿 － （０．１０±０．０３）

Ｓ０３８ 鸡Ｃｈｉｃｋｅｎ １，９，１２ ／ 犛．狆狌犾犾狅狉狌犿 ＋ （１．１３±０．１５）

Ｓ０３９ 鸡Ｃｈｉｃｋｅｎ ９，１２ ／ 犛．狆狌犾犾狅狉狌犿 ＋ （０．７２±０．１１）

Ｓ０４０ 鸡Ｃｈｉｃｋｅｎ ９，１２ ／ 犛．狆狌犾犾狅狉狌犿 ＋ （１．１９±０．１４）

Ｓ０４１ 鸡Ｃｈｉｃｋｅｎ ９，１２ ／ 犛．狆狌犾犾狅狉狌犿 ＋ （１．１１±０．０８）

Ｓ０４２ 鸡Ｃｈｉｃｋｅｎ ９，１２ ／ 犛．狆狌犾犾狅狉狌犿 － （０．１４±０．０２）

Ｓ０４３ 鸭 Ｄｕｃｋ ４，５，１２ Ｉ 犛．狋狔狆犺犻犿狌狉犻狌犿 ＋ （０．７２±０．１８）

Ｓ０４４ 鸡Ｃｈｉｃｋｅｎ ９，１２ ／ 犛．狆狌犾犾狅狉狌犿 ＋ （１．４０±０．１９）

Ｓ０４５ 鹅 Ｇｏｏｓｅ ４，５，１２ Ｉ 犛．狋狔狆犺犻犿狌狉犻狌犿 ＋ （１．０２±０．０９）

Ｓ０４６ 鸡Ｃｈｉｃｋｅｎ ９，１２ ／ 犛．狆狌犾犾狅狉狌犿 ＋ （１．６７±０．１８）

Ｓ０４７ 鸭 Ｄｕｃｋ ４，５，１２ Ｉ 犛．狋狔狆犺犻犿狌狉犻狌犿 ＋ （０．７９±０．１５）

Ｓ０４８ 鹧鸪Ｐａｒｔｒｉｄｇｅ １，９，１２ ／ 犛．狆狌犾犾狅狉狌犿 － （０．１４±０．０２）

Ｓ０４９ 鸡Ｃｈｉｃｋｅｎ ９，１２ ／ 犛．狆狌犾犾狅狉狌犿 ＋ （０．２３±０．０５）

Ｓ０５０ 鹅 Ｇｏｏｓｅ ４，５，１２ Ｉ 犛．狋狔狆犺犻犿狌狉犻狌犿 ＋ （０．２７±０．０８）

Ｓ０５１ 鸡Ｃｈｉｃｋｅｎ ９，１２ ／ 犛．狆狌犾犾狅狉狌犿 － （０．１１±０．０１）

Ｓ０５２ 鸡Ｃｈｉｃｋｅｎ ９，１２ ／ 犛．狆狌犾犾狅狉狌犿 － （０．１３±０．０６）

Ｓ０５３ 鹅 Ｇｏｏｓｅ ４，５，１２ Ｉ 犛．狋狔狆犺犻犿狌狉犻狌犿 ＋ （１．１３±０．２４）

Ｓ０５４ 鹅 Ｇｏｏｓｅ ４，５，１２ Ｉ 犛．狋狔狆犺犻犿狌狉犻狌犿 ＋ （１．１０±０．２３）

Ｓ０５５ 鸡Ｃｈｉｃｋｅｎ ９，１２ ｇ，ｍ 犛．犲狀狋犲狉犻狋犻犱犻狊 ＋ （０．９２±０．１０）

Ｓ０５６ 鸡Ｃｈｉｃｋｅｎ １，９，１２ ｇ，ｍ 犛．犲狀狋犲狉犻狋犻犱犻狊 － （０．１２±０．０６）

Ｓ０５７ 鹅 Ｇｏｏｓｅ ４，５，１２ Ｉ 犛．狋狔狆犺犻犿狌狉犻狌犿 ＋ （１．１９±０．２３）

Ｓ０５８ 鹅 Ｇｏｏｓｅ ４，５，１２ Ｉ 犛．狋狔狆犺犻犿狌狉犻狌犿 ＋ （０．９４±０．２０）

＋．可形成生物被膜；－．不能形成生物被膜

＋．Ｆｏｒｍｂｉｏｆｉｌｍ；．Ｃａｎｎｏｔｆｏｒｍｂｉｏｆｉｌｍ

　　对于抗原模式相同的鸡白痢和鸡伤寒沙门菌，

采用ＰＣＲＲＦＬＰ法鉴别，２种细菌均可扩增出６００

ｂｐ大小的犳犾犻犆 基因片段，ＰＣＲ 产物经 犎犻狀６Ⅰ酶

切后，鸡白痢沙门菌仍为６００ｂｐ片段，而伤寒沙门

菌则被切为２３５和３６５ｂｐ２个片段（图１），ＰＣＲ

ＰＲＬＰ结果表明所有的鸡白痢／鸡伤寒沙门菌分离

株均为鸡白痢沙门菌。

２．３　１６犛狉犚犖犃序列分析

用试剂盒引物可扩增出１条约５００ｂｐ的条带

（图１）。１６ＳｒＲＮＡ基因测序结果显示，５８株分离菌

的同源性为９７．５％～１００．０％，ＢＬＡＳＴ搜索与沙门菌

同源性最高。遗传进化树显示，７个血清型的菌株可

包括在４个血清型级类群中，Ｐｕｌｌｏｒｕｍ组中包括鸡白

痢沙门菌２３株，乙型副伤寒、丙型副伤寒、都柏林和

肠炎沙门菌各１株，鼠伤寒沙门菌４株；Ｅｎｔｅｒｉｔｉｄｉｓ组
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包括了肠炎沙门菌６株，鼠伤寒沙门菌７株，都柏林

和鸡白痢沙门菌各１株；Ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ 组包括鼠伤寒

沙门菌６株，乙型副伤寒１株；而Ａｇｏｎａ独成一组，与

１株鼠伤寒沙门菌同源性高（图２）。

Ｍ１、Ｍ２、Ｍ３．１００ｂｐｌａｄｄｅｒ；Ｍ４．１ｋｂｌａｄｄｅｒ；Ａ１．犻狀狏犃基因；Ｂ２、Ｂ３．犛．狆狌犾犾狅狉狌犿和犛．犵犪犾犾犻狀犪狉狌犿的犳犾犻犆 基

因；Ｃ２、Ｃ３．犛．狆狌犾犾狅狉狌犿和犛．犵犪犾犾犻狀犪狉狌犿的犎犻狀６Ⅰ ＋犳犾犻犆基因；Ｄ４．１６ＳｒＲＮＡ基因

Ｍ１，Ｍ２，Ｍ３．１００ｂｐｌａｄｄｅｒ；Ｍ４．１ｋｂｌａｄｄｅｒ；Ａ１．犻狀狏犃ｇｅｎｅ；Ｂ２，Ｂ３．犳犾犻犆ｇｅｎｅｓｆｒｏｍ犛．狆狌犾犾狅狉狌犿ａｎｄ犛．

犵犪犾犾犻狀犪狉狌犿；Ｃ２，Ｃ３．犎犻狀６Ⅰ＋ｆｌｉＣｇｅｎｅｓｆｒｏｍ犛．狆狌犾犾狅狉狌犿ａｎｄ犛．犵犪犾犾犻狀犪狉狌犿；Ｄ４．１６ＳｒＲＮＡｇｅｎｅ
图１　犻狀狏犃基因、犳犾犻犮基因和１６犛狉犚犖犃基因的扩增及犳犾犻犮基因扩增产物的 犚犉犔犘图谱

犉犻犵．１　犃犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳犻狀狏犃犵犲狀犲，犳犾犻犆犵犲狀犲犪狀犱１６犛狉犚犖犃犵犲狀犲犪狀犱犚犉犔犘狆狉狅犳犻犾犲狊狅犳犳犾犻犆犵犲狀犲犘犆犚狆狉狅犱狌犮狋狊狑犻狋犺

犲狀犱狅狀狌犮犾犲犪狊犲犎犻狀６Ⅰ

图２　沙门菌１６犛狉犚犖犃基因进化树

犉犻犵．２　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲犫犪狊犲犱狅狀１６犛狉犚犖犃犵犲狀犲狊犲

狇狌犲狀犮犲狊狅犳犛犪犾犿狅狀犲犾犾犪犻狊狅犾犪狋犲狊

２．４　生物被膜测定

用结晶紫染色定量法测定生物被膜，结果显示，

阳性对照肠炎沙门菌 Ｃ５００４１和鸡白痢沙门菌

Ｓ６７０２的ＯＤ５５０ｎｍ值分别为１．０２±０．０９和１．２８±

０．１３，阴性对照的ＯＤ５５０ｎｍ值为０．１３±０．０６；与阴

性对照相比，３０株沙门菌分离株能形成生物被膜

［（０．２３±０．０５）～（１．４０±０．１９），犘＜０．０５］，占分离

菌总数的５１．７２％；所有的沙门菌分离株中，鼠伤寒

沙门菌形成生物被膜的比例最高，达８３．３３％（表１、

表２）。

２．５　药敏试验及多重耐药分析

２．５．１　药敏试验结果　　在２０种受试药敏片中，

所有菌株对林可霉素耐药，５１．７２％的菌株对强力霉

素耐药，３６．２１％的菌株对四环素耐药，２９．３１％的菌

株对复方新诺明耐药，２５．８６％的菌株对庆大霉素和

卡那霉素耐药，但多数菌株对阿米卡星、诺氟沙星、

环丙沙星和头孢类抗生素敏感（表３）。

２．５．２　多重耐药情况　　在５８株沙门菌分离株

中，同时对４种受试药物耐药的菌株有１４株，５～９

耐的１２株，１１～１５耐的３株，２０耐的１株（为鼠伤

寒沙门菌），耐药４种及其以上共３０株，多重耐药率

达５１．７２％。在２５株鸡白痢沙门菌分离株中，有１７

株耐药４种及其以上，多重耐药率达６８．００％，表现

了很高比例的多重耐药性（表２、图３）。
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表２　沙门分离菌血清型、生物被膜形成能力及耐药性汇总

犜犪犫犾犲２　犜犺犲狊狌犿犿犪狉狔狅犳狊犲狉狅狋狔狆犲，犫犻狅犳犻犾犿犳狅狉犿犻狀犵犪犫犻犾犻狋狔犪狀犱犪狀狋犻犫犻狅狋犻犮狊狉犲狊犻狊狋犪狀犮犲狅犳狋犺犲犛犪犾犿狅狀犲犾犾犪犻狊狅犾犪狋犲狊

血清型

Ｓｅｒｏｔｙｐｅ

来源（菌株数）Ｓｏｕｒｃｅ（Ｓｔｒａｉｎｎｕｍｂｅｒ）

鸡

Ｃｈｉｃｋｅｎ

鸽

Ｐｉｇｅｏｎ

猪

Ｐｉｇ

鸭

Ｄｕｃｋ

鹅

Ｇｏｏｓｅ

鹧鸪

Ｐａｒｔｒｉｄｇｅ

总计

Ｔｏｔａｌ

分离菌的生物

膜形成能力／％

Ｎｕｍｂｅｒｏｆｉｓｏｌａｔｅｓｗｉｔｈ

ｂｉｏｆｉｌｍｆｏｒｍｉｎｇａｂｉｌｉｔｙ

耐药４种及其以上／％

Ｍｕｌｔｉｐｌｅｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ

≥４ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｓ

鸡白痢沙门菌

犛．狆狌犾犾狅狉狌犿
２４ ０ ０ ０ ０ １ ２５ ７（２８．００） １７（６８．００）

鼠伤寒沙门菌

犛．狋狔狆犺犻犿狌狉犻狌犿
１ ２ ２ ３ １０ ０ １８ １５（８３．３３） ５（２７．７７）

肠炎沙门菌

犛．犲狀狋犲狉犻狋犻犱犻狊
７ ０ ０ １ ０ ０ ８ ６（７５．００） ３（３７．５０）

乙型副伤寒沙门菌

犛．狆犪狉犪狋狔狆犺犻犅
１ ０ ０ ０ １ ０ ２ １（５０．００） ２（１００．００）

丙型副伤寒沙门菌

犛．狆犪狉犪狋狔狆犺犻犆
１ ０ ０ ０ １ ０ ２ ０（０．００） １（５０．００）

都柏林沙门菌

犛．犱狌犫犾犻狀
０ ０ １ １ ０ ０ ２ １（５０．００） ２（１００．００）

阿哥那沙门菌

犛．犪犵狅狀犪
０ ０ １ ０ ０ ０ １ ０（０．００） ０（０．００）

总计 Ｔｏｔａｌ ３４ ２ ４ ５ １２ １ ５８ ３０（５１．７２） ３０（５１．７２）

表３　沙门分离菌的药敏试验结果

犜犪犫犾犲３　犜犺犲狉犲狊狌犾狋狊狅犳狋犺犲犪狀狋犻犫犻狅狋犻犮狊狌狊犮犲狆狋犻犫犻犾犻狋狔狋犲狊狋

抗生素类Ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ

敏感Ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ 中介 Ｍｅｓｏｍｅｒｉｓｍ 耐药 Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ

细菌数

Ｎｕｍｂｅｒｓ

比率／％

Ｒａｔｅ

细菌数

Ｎｕｍｂｅｒｓ

比率／％

Ｒａｔｅ

细菌数

Ｎｕｍｂｅｒｓ

比率／％

Ｒａｔｅ

氨基糖苷类 Ａｍｉｎｏｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ

阿米卡星 Ａｍｉｋａｃｉｎ ５７ ９８．２８ ０ ０．００ １ １．７２

新霉素 Ｎｅｏｍｙｃｉｎ ４３ ７４．１４ １２ ２０．６９ ３ ５．１７

庆大霉素 Ｇｅｎｔａｍｉｃｉｎ ４３ ７４．１４ ０ ０．００ １５ ２５．８６

卡那霉素 Ｋａｎａｍｙｃｉｎ ４２ ７２．４１ １ １．７２ １５ ２５．８６

磺胺类Ｓｕｌｆｏｎａｍｉｄｅｓ

复方新诺明Ｃｈｅｍｉｔｒｉｍ ０ ０．００ ４１ ７０．６９ １７ ２９．３１

喹诺酮类 Ｑｕｉｎｏｌｏｎｅｓ

环丙沙星Ｃｉｐｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ ５２ ８９．６６ ４ ６．９０ ２ ３．４５

诺氟沙星 Ｎｏｒｆｌｏｘａｃｉｎ ５３ ９１．３８ １ １．７２ ４ ６．９０

恩诺沙星 Ｅｎｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ １０ １７．２４ ３９ ６７．２４ ９ １５．５２

林可胺类Ｌｉｎｃｏｓａｍｉｄｅｓ

林可霉素Ｌｉｎｃｏｍｙｃｉｎ ０ ０．００ ０ ０．００ ５８ １００．００

氯霉素类 Ａｍｐｈｅｎｉｃｏｌｓ

氯霉素Ｃｈｌｏｒａｍｐｈｅｎｉｃｏｌ ５２ ８９．６６ １ １．７２ ５ ８．６２

氟苯尼考Ｆｌｏｒｆｅｎｉｃｏｌ ５３ ９１．３８ ０ ５ ８．６２

青霉素类Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎｓ

氨苄西林 Ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ ４１ ７０．６９ ２ ３．４５ １５ ２５．８６

青霉素ＧＰｅｎｉｃｉｌｌｉｎＧ ３０ ５１．７２ １０ １７．２４ １８ ３１．０３

羧苄青霉素Ｃａｒｂｅｎｉｃｉｌｌｉｎ ３６ ６２．０７ ８ １３．７９ １４ ２４．１４

四环素类 Ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅｓ

强力霉素 Ｄｏｘｙｃｙｃｌｉｎｅ １２ ２０．６９ １６ ２７．５９ ３０ ５１．７２

四环素 Ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ ８ １３．７９ ２９ ５０．００ ２１ ３６．２１

头孢菌素类Ｃｅｐｈａｌｏｓｐｏｒｉｎｓ

头孢曲松Ｃｅｆｔｒｉａｘｏｎｅ ５５ ９４．８３ １ １．７２ ２ ３．４５

头孢氨苄Ｃｅｆａｌｅｘｉｎ ５５ ９４．８３ ０ ０．００ ３ ５．１７

头孢唑林Ｃｅｆａｚｏｌｉｎ ５５ ９４．８３ ０ ０．００ ３ ５．１７

头孢噻肟Ｃｅｆｏｔａｘｉｍｅ ５４ ９３．１０ １ １．７２ ３ ５．１７
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图３　５８株沙门分离菌对２０种抗菌药的多重耐药谱

犉犻犵．３　犕狌犾狋犻狉犲狊犻狊狋犪狀犮犲狆狉狅犳犻犾犲狊狅犳５８犛犪犾犿狅狀犲犾犾犪犻狊狅犾犪狋犲狊

狋狅２０犪狀狋犻犿犻犮狉狅犫犻犪犾犪犵犲狀狋狊

３　讨　论

３．１　沙门菌血清型分析

沙门菌目前报道的血清型有２５００种以上，中

国已报道了２９２种不同的血清型，分属于３５个 Ｏ

群［１２１３］。本研究从发病动物中分离的５８株沙门菌，

分属于Ｂ、Ｃ１和Ｄ１３个群别，７种血清型。在血清

型鉴定过程中，尽管有些菌株属于同一血清型，但其

表面的Ｏ抗原有较大的差异；而在使用１６ＳｒＲＮＡ

基因分析进行分类时，同一血清型的菌株呈类聚性，

也可能与不同血清型的菌株之间具有相同的遗传进

化起源，如鼠伤寒沙门菌除分布在Ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ组

中，还分布于Ｅｎｔｅｒｉｔｉｄｉｓ组和Ｐｕｌｌｏｒｕｍ组中。由于

１６ＳｒＲＮＡ基因比较保守，片段较短，其结果不能作

为血清型鉴定的唯一依据，沙门菌血清型的确定还

需结合诊断血清的鉴定结果。但该方法可以分析菌

株间的遗传进化关系，在实际应用过程中可集合使

用血清型鉴定和１６ＳｒＲＮＡ 基因分析方法。有研

究表明，在动物、人类和环境中流行的沙门菌血清型

主要是肠炎沙门菌［１４１６］，而本研究表明不同动物中

分离的优势血清型不一样，鸡群以鸡白痢沙门菌感

染为主，肠炎沙门菌次之；水禽以鼠伤寒沙门菌感染

为主。

乙型和丙型副伤寒沙门菌可造成人类食物中

毒，是引起肠热症的重要病原体［１７］。近年来，在人

类中这２种副伤寒的发病率在中国呈上升趋势
［１８］，

但其病原很少对动物致病。本研究从鹅和鸡上分离

到这２种细菌，说明家禽可能会是这两种副伤寒沙

门菌的带菌者，在人类公共卫生学上具有重要意义。

３．２　沙门菌生物被膜形成能力调查

细菌在自然界多数是以生物被膜状态而不是以

浮游状态生长的［１９］。沙门菌生物被膜的形成是造

成其在自然界持续感染的重要原因之一。有研究表

明，大约６５％的人类细菌感染与生物被膜有关
［２０］。

因此，对生物被膜的研究日益受到人们的关注。本

研究检测发现有５１．７２％的细菌能形成生物被膜，在

所有分离的沙门菌的血清型中，鼠伤寒沙门菌最易形

成生物被膜，且水禽中分离的１３株鼠伤寒沙门菌都

能形成生物被膜。鼠伤寒沙门菌在水禽成为优势血

清型可能与其易形成生物被膜而很难被清除有关。

３．３　沙门菌耐药性分析

近年来，通过对各个国家沙门分离菌的监测发

现，越来越多的沙门菌成为多重耐药菌［２１２４］。如何

减少细菌的耐药性，并减少细菌耐药性通过食物链

的传播，是目前值得关注的问题。所分离的沙门菌

对四环素、强力霉素、青霉素、氨苄西林和磺胺类药

物（复方新诺明）耐药率较高，与 Ｃｕｉ等
［２５］、Ｍｏｌｌａ

等［２６］的研究结果基本一致，可能与这些抗生素在临

床广泛使用有关。头孢氨苄、头孢唑林和头孢曲松、

头孢噻肟分别为第一代和第三代头孢菌素药，因为

使用频率低，所以沙门菌对它们仍较为敏感。虽然

氯霉素已禁止使用多年，但仍存在一定比例的沙门

菌耐药株，说明耐药性的消失是长期的过程。５８株

沙门分离菌存在多重耐药现象，在２０种受试药敏片

中，５１．７２％的细菌耐４种及其以上的药物，有４株

细菌耐１０种以上的药物，其中１株对所有２０种受

试药敏片耐药，成为超级耐药菌，这可能与猪的寿命

较长而长期轮流用药有关［２７］。耐药菌的出现已经

成为一个重要的公共卫生问题［２８］。

５８株沙门分离菌中，既能形成生物被膜又能耐

４种及其以上药物的沙门菌共有１１株（１８．９７％）。

而 Ｈｕ等
［２９］的研究结果表明，细菌在生物膜状态能

显著提高细菌对抗生素、消毒剂等的抵抗力，因此，

具有这两种特性的沙门菌会增强细菌的耐药性和传

播性，给动物的疾病控制和人类食品安全造成更大

的威胁。

４　结　论

鸡白痢沙门菌、鼠伤寒沙门菌和肠炎沙门菌是

为目前在家禽中分离的优势血清型；５１．７２％的沙门

菌分离株可形成生物被膜，并且还有５１．７２％的菌

株对４种及其以上的抗生素耐药，同时具有生物被
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　１０期 孙化露等：动物源性沙门菌的血清型、生物被膜形成能力和耐药性分析

膜形成能力和多重耐药性的沙门菌将对家禽疾病控

制和公共卫生带来更大的威胁。
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