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２０１０－２０１６ 年湖南省食源性 Ｃ 群沙门菌
耐药性及 ＰＦＧＥ 分型
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摘要：　 目的　 了解湖南省食源性 Ｃ 群沙门菌的耐药情况和分子分型特征。 　 方法　 对湖南省 ２０１０－２０１６ 年分离自食品

中 ８０ 株 Ｃ 群沙门菌采用微量肉汤稀释法进行 ７ 种抗菌药物的敏感试验，并且运用脉冲场凝胶电泳（ＰＦＧＥ）对其进行分子

分型。 　 结果　 ８０ 株食源性 Ｃ 群沙门菌对所有抗菌药物均敏感的有 ２４ 株（占 ３０􀆰 ００％），其余 ５６ 株（占 ７０􀆰 ００％）菌对至

少 １ 种抗菌药物耐药，对三类或三类以上抗菌药物同时耐药的多重耐药株有 ２７ 株（占 ３３􀆰 ７５％）；８０ 株沙门菌 ＰＦＧＥ 聚类

图谱分为 ６１ 个型别，相似度在 ５５􀆰 ３％～１００％之间，每个型别 １～７ 株菌。 　 结论　 ２０１０－２０１６ 年湖南省食源性 Ｃ 群沙门菌

耐药情况严峻；建立完善的病原菌分子分型本底数据库，将提高对食源性疾病暴发的预警能力。
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　 　 沙门菌在自然界分布广泛，既可寄生于人和动物

的体内，又可存在于水、肉类、蛋奶制品等食物中，是最

常见的引起食源性疾病的病原菌。 近年来，国内由于

Ｃ 群沙门菌引起的食物中毒报道屡见不鲜，为了解湖

南省 Ｃ 群沙门菌的耐药情况和分子型别分布特征，对
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湖南省 ２０１０－２０１６ 年食品安全风险监测系统中收集

的分离自食品中的 ８０ 株 Ｃ 群沙门菌进行耐药性分析

和 ＰＦＧＥ 分子分型研究。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 菌株来源 　 本次研究菌株来源于 ２０１０－２０１６
年湖南食品安全风险监测系统中收集的分离自食品中

的 ８０ 株 Ｃ 群 沙 门 菌， 质 控 菌 株 大 肠 埃 希 菌

（ＡＴＣＣ２５９２２）、布伦登卢普沙门菌（Ｈ９８１２）均由国家

食品安全风险评估中心提供。
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１􀆰 １􀆰 ２　 培养基试剂 　 ＸＬＤ、营养琼脂购自广东环凯

微生物科技有限公司；肠杆菌科和其它非苛养革兰阴

性杆菌鉴定试剂盒 ＡＰＩ ２０Ｅ、ＶＩＴＥＫ２ ＧＮ 鉴定卡购自

法国生物梅里埃公司；沙门菌属诊断血清（１９２ 种因

子）购自泰国 Ｓ＆Ａ 公司；微量细菌定量（ＭＩＣ）药敏试

剂盒购自天津金章科技发展有限公司；Ｓｅａ Ｋｅｍ Ｇｏｌｄ
琼脂糖购自美国 ＬＯＮＺＡ 公司、５×ＴＢＥ 缓冲液购自北

京索莱宝科技有限公司； ＥＤＴＡ、Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、ＳＤＳ、蛋白

酶 Ｋ 购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司； 限制性内切酶 Ｘｂａ Ｉ 购自

大连宝生物公司，以上均在有效期内使用。
１􀆰 １􀆰 ３　 主要仪器　 ＶＩＴＥＫ ２ Ｃｏｍｐａｃｔ 全自动微生物

生化鉴定仪和浊度计购自法国生物梅里埃公司、水浴

摇床购自江苏金坛江南仪器厂、ＣＨＥＦ Ｍａｐｐｅｒ 脉冲场

电泳仪和 Ｇｅｌ Ｄｏｃ ＸＲ＋凝胶成像分析系统购自美国

Ｂｉｏ－Ｒａｄ 公司。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 沙门菌分离株血清学鉴定 　 血清学鉴定按

《食品微生物学检验 沙门氏菌检验》ＧＢ ４７８９􀆰 ４－２０１０
操作；血清学分型鉴定结果依据 Ｗｈｉｔｅ－Ｋａｕｆｆｍａｎｎ－Ｌｅ
Ｍｉｎｏｒ 抗原表（第 ９ 版） ［１］判断。
１􀆰 ２􀆰 ２　 药敏试验　 采用微量肉汤稀释法，包括下列 ７
种抗菌药物：氨苄青霉素（ＡＭＰ）、四环素（ＴＥＴ）、萘啶

酸（ＮＡＬ）、氯霉素（ＣＨＬ）、头孢噻肟（ＣＴＸ）、庆大霉素

（ＧＥＮ）、环丙沙星（ＣＩＰ），结果参照美国临床实验室标

准化研究所（ＣＬＳＩ）药敏试验标准进行耐药表型判定，
质控株为大肠埃希菌（ＡＴＣＣ２５９２２）。
１􀆰 ２􀆰 ３　 脉冲场凝胶电泳　 参照 ＴｒａＮｅｔ Ｃｈｉｎａ ＰＦＧＥ 标

准化分型方法进行，以布伦登卢普沙门菌（Ｈ９８１２）作
为分子量标记，待测的沙门菌经琼脂糖包埋，蛋白酶 Ｋ
裂解后，用限制性内切酶 ＸｂａⅠ进行酶切，得到有限数

目的大分子量 ＤＮＡ 限制性片段，使用 Ｃｈｅｆ Ｍａｐｐｅｒ 脉
冲场凝胶电泳仪进行电泳分型，最后将经 ＧｅｌＲｅｄ 染色

后成像的图谱导入 Ｂｉｏｎｕｍｅｒｉｃｓ ６􀆰 ６ 软件进行聚类分

析，ＰＦＧＥ 条带的相似度用 Ｄｉｃｅ 系数衡量，百分比越大

说明菌株间亲缘关系越近，反之说明亲缘关系越远。
１􀆰 ３　 统计学分析 　 采用 ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 软件进行统计学

分析，率的比较采用 χ２ 检验，检验水准 α＝ ０􀆰 ０５。

２　 结　 果

２􀆰 １　 Ｃ 群沙门菌血清型分布　 湖南省 ２０１０－２０１６ 年

分离自食品中的 ８０ 株 Ｃ 群沙门菌分为 ２９ 个血清型；
其中肯塔基沙门菌 １４ 株，占 １７􀆰 ５％；汤卜逊沙门菌 １２
株，占 １５％；其余各型菌株数量较少，分型结果及比例

见表 １。
表 １　 ８０ 株 Ｃ 群沙门菌血清型分布

血清型 菌株数 构成比（％） 血清型 菌株数 构成比（％）

肯塔基沙门菌 １４ １７􀆰 ５０ 姆班达卡沙门菌 １ １􀆰 ２５
汤卜逊沙门菌 １２ １５􀆰 ００ 门斯顿沙门菌 １ １􀆰 ２５
罗森沙门菌 ５ ６􀆰 ２５ 门登沙门菌 １ １􀆰 ２５
科瓦利斯沙门菌 ５ ６􀆰 ２５ 纽波特沙门菌 １ １􀆰 ２５
阿尔巴尼沙门菌 ５ ６􀆰 ２５ 田纳西沙门菌 １ １􀆰 ２５
达布沙门菌 ４ ５􀆰 ００ 维尔肖沙门菌 １ １􀆰 ２５
波恩沙门菌 ４ ５􀆰 ００ 婴儿沙门菌 １ １􀆰 ２５
蒙得维的亚沙门菌 ３ ３􀆰 ７５ 马吉拉菲尔特沙门菌 １ １􀆰 ２５
科奇菲尔德沙门菌 ２ ２􀆰 ５０ 里森沙门菌 １ １􀆰 ２５
布索沙门菌 ２ ２􀆰 ５０ 雷希伏特沙门菌 １ １􀆰 ２５
布伦登卢普沙门菌 ２ ２􀆰 ５０ 菲尔摩雷沙门菌 １ １􀆰 ２５
布卢克沙门菌 ２ ２􀆰 ５０ 布伦卡斯特沙门菌 １ １􀆰 ２５
波茨坦沙门菌 ２ ２􀆰 ５０ 阿拉莫沙门菌 １ １􀆰 ２５
病牛沙门菌 ２ ２􀆰 ５０ 阿巴沙门菌 １ １􀆰 ２５
奥古斯登堡沙门菌 ２ ２􀆰 ５０ 合计 ８０ １００􀆰 ００

２􀆰 ２　 药敏试验

２􀆰 ２􀆰 １　 总体耐药情况　 对 ８０ 株 Ｃ 群沙门菌分离株进

行 ７ 种抗菌药物的敏感试验，对所有抗菌药物均敏感

的菌株有 ２４ 株（占 ３０􀆰 ００％），其余 ５６ 株（占 ７０􀆰 ００％）
对至少 １ 种抗菌药物耐药。 四环素耐药率最高

（５７􀆰 ５０％），其次是氨苄西林 （ ３６􀆰 ２５％）、环丙沙星

（３３􀆰 ７５％）、氯霉素（３３􀆰 ７５％）和萘啶酸（３１􀆰 ２５％）；头
孢噻肟（１１􀆰 ２５％）和庆大霉素（７􀆰 ５０％）耐药率最低。
见表 ２。

表 ２　 各血清型菌株对 ７ 种抗菌药物耐药情况

血清型 菌株数
耐药菌株数（耐药率，％）

氨苄西林 四环素 萘啶酸 氯霉素 头孢噻肟 庆大霉素 环丙沙星

肯塔基沙门菌 １４ ４（２８􀆰 ５７） １０（７１􀆰 ４３） ６（４２􀆰 ８６） ７（５０􀆰 ００） ２（１４􀆰 ２９） ２（１４􀆰 ２９） １０（７１􀆰 ４３）

汤卜逊沙门菌 １２ ９（７５􀆰 ００） １０（８３􀆰 ３３） ６（５０􀆰 ００） ８（６６􀆰 ６７） ５（４１􀆰 ６７） １（８􀆰 ３３） ９（７５􀆰 ００）

罗森沙门菌 ５ ３（６０􀆰 ００） ４（８０􀆰 ００） １（２０􀆰 ００） １（２０􀆰 ００） ０（０􀆰 ００） ０（０􀆰 ００） ０（０􀆰 ００）

科瓦利斯沙门菌 ５ ０（０􀆰 ００） ４（８０􀆰 ００） １（２０􀆰 ００） ０（０􀆰 ００） ０（０􀆰 ００） ０（０􀆰 ００） １（２０􀆰 ００）

阿尔巴尼沙门菌 ５ ５（１００􀆰 ００） ５（１００􀆰 ００） ４（８０􀆰 ００） ４（８０􀆰 ００） １（２０􀆰 ００） ０（０􀆰 ００） １（２０􀆰 ００）

达布沙门菌 ４ ０（０􀆰 ００） ２（５０􀆰 ００） ０（０􀆰 ００） ２（５０􀆰 ００） ０（０􀆰 ００） ０（０􀆰 ００） ０（０􀆰 ００）

波恩沙门菌 ４ ０（０􀆰 ００） ０（０􀆰 ００） ０（０􀆰 ００） ０（０􀆰 ００） ０（０􀆰 ００） ０（０􀆰 ００） ０（０􀆰 ００）

蒙得维的亚沙门菌 ３ ０（０􀆰 ００） １（３３􀆰 ３３） ０（０􀆰 ００） ０（０􀆰 ００） ０（０􀆰 ００） ０（０􀆰 ００） ０（０􀆰 ００）

其他 ２８ ８（２８􀆰 ５７） １０（３５􀆰 ７１） ７（２５􀆰 ００） ５（１７􀆰 ８６） １（３􀆰 ５７） ３（１０􀆰 ７１） ６（２１􀆰 ４３）

合计 ８０ ２９（３６􀆰 ２５） ４６（５７􀆰 ５０） ２５（３１􀆰 ２５） ２７（３３􀆰 ７５） ９（１１􀆰 ２５） ６（７􀆰 ５０） ２７（３３􀆰 ７５）
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２􀆰 ２􀆰 ２　 不同血清型沙门菌耐药情况　 肯塔基沙门菌

对环丙沙星的耐药率（７１􀆰 ４３％）明显高于 ８０ 株沙门菌

对环丙沙星的总体耐药率（３３􀆰 ７５％） （ χ２ ＝ ７􀆰 ０８７，Ｐ ＝
０􀆰 ００８）；汤卜逊沙门菌对氨苄西林、头孢噻肟、环丙沙

星的耐药率（７５􀆰 ００％、４１􀆰 ６７％、７５􀆰 ００％）明显高于 ８０
株沙门菌的总体耐药率（３６􀆰 ２５％、１１􀆰 ２５％、３３􀆰 ７５％）
（χ２ ＝ ６􀆰 ４６３、７􀆰 ４８３、７􀆰 ４５４，Ｐ ＝ ０􀆰 ０２４、０􀆰 ０１７、０􀆰 ０１０）；
阿尔巴尼沙门菌对氨苄西林的耐药率（１００􀆰 ００％）明显

高于 ８０ 株沙门菌的总体耐药率 （ ３６􀆰 ２５％） （ χ２ ＝
７􀆰 ９６９，Ｐ＝ ０􀆰 ００８）。
２􀆰 ２􀆰 ３　 多重耐药结果 　 见表 ３。 对三类或三类以上

抗菌药物同时耐药的多重耐药株有 ２７ 株，其中耐 ３ 类

抗菌药物的有 ８ 株、耐 ４ 类抗菌药物的有 ４ 株、耐 ５ 类

抗菌药物的有 ８ 株、耐 ６ 类抗菌药物的有 ５ 株、耐 ７ 类

抗菌药物的有 ２ 株；从不同血清型来看，肯塔基沙门菌

有 ８ 株多重耐药株、汤卜逊沙门菌有 ９ 株、罗森沙门菌

有 １ 株、阿尔巴尼沙门菌有 ４ 株、其他沙门菌有 ５ 株，
其中汤卜逊沙门菌多重耐药率（７５􀆰 ００％）明显高于 ８０
株 Ｃ 群沙门菌总体多重耐药率（３３􀆰 ７５％）（χ２ ＝ ７􀆰 ４５４，
Ｐ＝ ０􀆰 ０１０）。

表 ３　 各血清型菌株多重耐药谱测定结果

血清型 菌株数 多重耐药谱
多重耐药株

株数 合计 多重耐药率（％）

肯塔基沙门菌 １４ ＴＥＴ－ＣＨＬ－ＣＩＰ ４ ８ ５７􀆰 １４

ＡＭＰ－ＮＡＬ－ＦＯＴ－ＣＩＰ １

ＡＭＰ－ＴＥＴ－ＮＡＬ－ＦＯＴ－ＣＩＰ １

ＡＭＰ－ＴＥＴ－ＮＡＬ－ＣＨＬ－ＧＥＮ－ＣＩＰ ２

汤卜逊沙门菌 １２ ＡＭＰ－ＴＥＴ－ＣＩＰ １ ９ ７５􀆰 ００

ＡＭＰ－ＴＥＴ－ＦＯＴ－ＣＩＰ １

ＡＭＰ－ＴＥＴ－ＣＨＬ－ＦＯＴ－ＣＩＰ ２

ＡＭＰ－ＴＥＴ－ＮＡＬ－ＣＨＬ－ＣＩＰ ３

ＡＭＰ－ＴＥＴ－ＮＡＬ－ＣＨＬ－ＦＯＴ－ＣＩＰ １

ＡＭＰ－ＴＥＴ－ＮＡＬ－ＣＨＬ－ＦＯＴ－ＧＥＮ－ＣＩＰ １

罗森沙门菌 ５ ＡＭＰ－ＴＥＴ－ＣＨＬ １ １ ２０􀆰 ００

科瓦利斯沙门菌 ５ － ０ ０ ０􀆰 ００

阿尔巴尼沙门菌 ５ ＡＭＰ－ＴＥＴ－ＮＡＬ－ＣＨＬ ２ ４ ８０􀆰 ００

ＡＭＰ－ＴＥＴ－ＮＡＬ－ＣＨＬ－ＣＩＰ １

ＡＭＰ－ＴＥＴ－ＮＡＬ－ＣＨＬ－ＦＯＴ １

达布沙门菌 ４ － ０ ０ ０􀆰 ００

波恩沙门菌 ４ － ０ ０ ０􀆰 ００

蒙得维的亚沙门菌 ３ － ０ ０ ０􀆰 ００

其他 ２８ ＴＥＴ－ＣＨＬ－ＣＩＰ １ ５ １７􀆰 ８６

ＡＭＰ－ＴＥＴ－ＣＨＬ １

ＡＭＰ－ＴＥＴ－ＮＡＬ－ＣＨＬ－ＧＥＮ－ＣＩＰ ２
ＡＭＰ－ＴＥＴ－ＮＡＬ－ＣＨＬ－ＦＯＴ－ＧＥＮ－ＣＩＰ １

合计 ８０ － － ２７ ３３􀆰 ７５

　 　 注：其他血清型包括阿巴沙门菌（１ 株）、布索沙门菌（１ 株）、奥古

斯登堡沙门菌（１ 株）、门登沙门菌（１ 株）、维尔肖沙门菌（１ 株）。

２􀆰 ３　 ＰＦＧＥ 分型结果 　 ８０ 株 Ｃ 群沙门菌通过 ＰＦＧＥ
分型为 ６１ 个型别，相似度在 ５５􀆰 ３％ ～ １００％之间，每个

型别包括 １ ～ ７ 株菌。 同一血清型沙门菌 ＰＦＧＥ 图谱

型并非完全相同。 观察优势血清型的 ＰＦＧＥ 聚类图谱

发现，１４ 株肯塔基沙门菌 ＰＦＧＥ 分为 １０ 个型别，分别

命名 Ｃ１～Ｃ１０，其相似度在 ６３％～１００％之间，其中优势

带型 Ｃ１ 包括 ５ 株，其他型别各 １ 株，根据型别相似度

大于 ８５％归于同一克隆系列的原则［２］，１４ 株肯塔基沙

门菌可分为 ２ 组克隆系列，第一组是 Ｃ１、Ｃ２、Ｃ３，其相

似度在 ９３􀆰 ７％；第二组是 Ｃ８、Ｃ９，其相似度在 ９２􀆰 ９％，
见图 １。 １２ 株汤卜逊沙门菌分为 １１ 个型别，分别命名

Ｓ１～ Ｓ１１，其相似度在 ６４％ ～ １００％之间，其中优势带型

Ｓ５ 包括 ２ 株，其他型别各 １ 株，根据原则可分为 ２ 组

克隆系列，第一组是 Ｓ１、Ｓ２，其相似度在 ８８􀆰 ２％；第二

组是 Ｓ５～ Ｓ８，其相似度在 ８８􀆰 ７％，见图 ２。

图 １　 １４ 株肯塔基沙门菌聚类图

图 ２　 １２ 株汤卜逊沙门菌聚类图
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３　 讨　 论

沙门菌对于人体普遍易感，在我国大部分的细菌

性食源性疾病是由沙门菌引起。 抗菌药物是治疗食源

性细菌感染的基本手段，而近年来由于抗菌药物的使

用监管不够严格，使得细菌耐药问题日益严重。 此次

研究的药敏结果显示，湖南省以 Ｃ 群沙门菌为代表的

肠道致病菌耐药情况十分严峻，对 ６ 类 ７ 种抗菌药物

均存在不同程度的耐药，比较严重的是四环素（耐药

率 ５７􀆰 ５％）、氨苄西林（耐药率 ３６􀆰 ２５％）等临床常用的

抗沙门菌感染药物，结果与国内相关研究相符［３－５］；喹
诺酮类代表性药物环丙沙星一直是临床治疗沙门菌感

染最有效的抗菌药物［６］，而此次研究结果显示，湖南

省之前沙门菌对环丙沙星较敏感的情况［３］ 正在发生

改变，耐药率已达 ３３􀆰 ７５％，提示着湖南省沙门菌对喹

诺酮类药物的耐药率正在逐渐上升，应加强对沙门菌

的耐药监测。
从不同血清型沙门菌的耐药监测结果分析，肯塔

基沙门菌对环丙沙星的耐药率以及汤卜逊沙门菌对氨

苄西林、头孢噻肟、环丙沙星的耐药率明显高于总体耐

药率，同时多重耐药结果也显示汤卜逊沙门菌的多重

耐药率高于总体的多重耐药率，提示沙门菌血清型与

抗菌药物耐药性存在一定的关联性，与张晓嫒等的研

究一致［４］。 肯塔基沙门菌和汤卜逊沙门菌这两种血

清型是此次研究的 ８０ 株沙门菌中的优势血清型，其主

要食品来源分别为禽肉类和动物水产类。 有文献显

示，细菌的高耐药水平与养殖过程中不科学使用抗菌

药物有直接关系［７］，我国每年抗菌药物原料生产量达

２１ 万吨，其中的 ４６􀆰 １％约 ９􀆰 ７ 万吨是用于畜牧养殖

业［８］，而且自 ２０ 世纪 ７０ 年代开始我国就将喹诺酮类

药物应用于水产养殖中防治病害，主要就是第二、三、
四代喹诺酮药物［９］。 此次研究的沙门菌对喹诺酮类

药物耐药情况提示了可能与禽畜水产养殖中抗菌药物

的盲目滥用现象有关，应引起高度重视。
近年来由全球一体化带来的食品贸易国际化让食

品的分发途径发生了根本的转变，同时也使得食源性

疾病的发病形式逐渐由暴发转为多点散发。 食源性疾

病的传染源、传播途径的查找越来越依赖于分子溯源

技术的辅助和确认。 ＰＦＧＥ 分子分型技术由于重复性

好、敏感性强、分辨率高等特点，已成为细菌分子流行

病学的“金标准” ［１０］。 它不同于传统的血清学分型技

术，而是从 ＤＮＡ 水平对细菌进行分子分型，通过比较

菌株间 ＤＮＡ 指纹图谱的相似度，将菌株间的亲缘关系

联系起来。 从本次研究结果来看，相同的沙门菌血清

型可能有不同的基因型， ＰＦＧＥ 图谱型也可能存在差

异。 观察肯塔基沙门菌和汤卜逊沙门菌的聚类分析图

发现，几组克隆系列的菌株（Ｃ１ ～ Ｃ３、Ｃ８ ～ Ｃ９、Ｓ１ ～ Ｓ２、
Ｓ５～ Ｓ８）在采样时间、地区和食品类别上都存在差异，
可菌株间在遗传角度上有一定的相关性，提示这些食

品分离株之间从遗传角度来看有高度的同源性，是否

有流行病学关联，有待进一步调查。 如果能将湖南省

不同时间、不同地区、不同食品来源的菌株都实时地进

行 ＰＦＧＥ 分型，建立全省完善的病原菌分子分型本底

数据库，并与其它省份甚至其它国家的 ＰＦＧＥ 图谱进

行对比，对高度相似或相同的同一聚类菌株进行追踪

监测和研究，将提高湖南省对食源性疾病暴发的预警

能力，对传染病防控产生积极影响。
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