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［摘　 要］ 　 为研究全基因组测序技术在猪源沙门氏菌血清型和耐药性检测方面的应用能力。 以 ６０
株猪源沙门氏菌为研究对象，应用传统玻片凝集法和微量肉汤稀释法对其进行血清分型和耐药性

检测，并提取所有菌株核酸进行全基因组测序组装，利用 ＳｅｑＳｅｒｏ２ 和 ＲｅｓＦｉｎｄｅｒ４ 在线预测每株菌的

血清型和耐药基因，然后与传统方法进行比较分析。 血清凝集试验共鉴定出 ８ 种沙门氏菌血清型，
而全基因组测序鉴定出 ９ 种血清型，二者分型结果的符合率为 ９０． ０％ ；对 １１ 种抗菌药物的药敏试

验显示：沙门氏菌对四环素 （７３． ３％ ） 的耐药率最高，其次为氨苄西林 （６６． ７％ ）、磺胺异噁唑

（６６ ７％ ）和复方新诺明（５３． ３％ ），基于全基因组预测的恩诺沙星、美罗培南、头孢噻呋和阿奇霉素

的耐药性与药敏试验结果完全一致，对氨苄西林、磺胺异噁唑、四环素预测的结果符合率也均大于

９０． ０％ 。 全基因组测序分析的沙门氏菌血清型和耐药性与常规检测方法的符合率较高，且具有操

作简便的优势，可以作为分析沙门氏菌血清型和耐药性的有效方法。
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ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ

　 　 沙门氏菌是自然界中最常见的人畜共患病原

菌，能够引起仔猪的副伤寒、败血症等疾病，而且猪

感染后常成为隐性带菌者，不定期排毒，从而感染

其他畜禽。 更为重要的是，猪所携带的沙门氏菌也

是一种重要的食源性病原菌，在我国沙门氏菌食物

中毒事件中，９０％ 以上的是由肉类食品引起的，其
中猪肉及其产品是主要污染源之一［１］。 血清分型

是实现病原体溯源分析的主要方法，但沙门氏菌的

血清型众多，常规血清分型方法较为繁琐、耗时长，
且对于出现交叉凝集或凝集现象不明显的菌株，结
果较难判断［２］。 沙门氏菌的预防和治疗主要依赖

于抗菌药物，但抗菌药物的频繁使用，产生了大量

的耐药菌株。 目前细菌耐药性已经成为全球共同

关注的问题，尤其是在畜牧养殖行业，严重威胁着

动物的健康，造成了巨大的经济损失［３］。 随着生物

信息技术的发展，测序成本的大幅降低和多种公共

数据库的创建简便了沙门氏菌血清分型方法和耐

药性的检测［４］。 国外研究表明，通过全基因组测

序，可以简单、快速和高效的检测沙门氏菌的血清型

和耐药基因，且具有较好的敏感性和特异性［５ － ７］，但
目前国内相关文章较少。 因此，本文选取了我国

２０１１ －２０１５ 年不同地区分离的 ６０ 株猪沙门氏菌，利
用全基因组测序技术分析沙门氏菌的血清型和耐药

性，并与常规检验结果进行了比较，从而分析全基因

组 测 序 技 术 （ Ｗｈｏｌｅ ｇｅｎｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ， ＷＧＳ ）
在沙门氏菌血清分型和耐药性分析方面的应用

能力。
１　 材料和方法

１． １　 菌株来源 　 猪源沙门氏菌共 ６０ 株，分离时间

为 ２０１１ － ２０１５ 年，其中上海 １４ 株、四川 １０ 株、广
东 ３６ 株。 质控菌株为大肠杆菌 ＡＴＣＣ ２５９２２ 和

ＡＴＣＣ ３５２１８，均由中国兽医药品监察所安全评价

室保存。
１． ２　 主要试剂和仪器　 沙门氏菌诊断血清购自丹

麦国家血清研究院，革兰氏阴性细菌鉴定板由本实

验室设计、上海星佰生物技术有限公司生产，细菌

基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒购自天根生化科技（北京）
有限公司，沙门氏菌全基因组测序分析由奥维森基

因科技有限公司完成。
１． ３ 　 血清凝集试验 　 参照沙门氏菌检验标准

ＧＢＴ４７８９． ４ － ２０１６［８］，采用传统玻片凝集法对沙门

氏菌进行血清型鉴定。 Ｏ 抗原的鉴定需要先在洁

净的玻片上滴加 １ 滴诊断血清，然后用洁净的枪头

挑取营养琼脂上培养的单菌落与 Ｏ 抗原多价血清

充分混匀，晃动 ３０ ～ ６０ ｓ，出现凝聚现象为阳性反

应。 如果是由于 Ｖｉ 抗原的存在而阻止了 Ｏ 凝集反
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应时，可挑取菌落在 １ ｍＬ 生理盐水中做成浓菌液，
在酒精灯火焰上煮沸后，若凝集则具有 Ｖｉ 抗原，同
时设置无菌生理盐水为对照，在生理盐水中自凝者

为粗糙形菌株，不能分型。 Ｈ 抗原的鉴定则需挑取

ｓｗａｒｍ 半固体琼脂培养的周边菌落与 Ｈ 抗原多价

血清充分混匀，观察凝集现象。 最后根据 Ｏ 相与 Ｈ
相的凝集结果，查阅 ＷＨＯ 的 Ｗｈｉｔｅ － Ｋａｕｆｆｍａｎｎ －
Ｌｅ Ｍｉｎｏｒ 抗原表［９］确定血清型。
１． ４　 药敏试验　 采用微量肉汤稀释法对不同年代

沙门氏菌进行耐药性（磺胺异噁唑、氨苄西林、阿莫

西林 ／克拉维酸、四环素、头孢噻呋、阿奇霉素、复方

新诺明、粘菌素、恩诺沙星、氟苯尼考、美罗培南）特
征分析：挑取 ２ ～ ３ 个单菌落置 ５ ｍＬ 灭菌生理盐水

中，用 ０． ５ 麦氏比浊管进行比浊，调制菌液浓度为

１． ５ × １０８ ｃｆｕ ／ ｍＬ 左右；取菌液 ６０ μＬ 加入 １２ ｍＬ 的

药敏接种培养液中，进行混匀稀释，每孔 １００ μＬ，阴
性对照孔单独加入 １００ μＬ 药敏接种培养液，３７ ℃
恒温培养箱培养 １８ ～ ２０ ｈ。 在阴性对照孔清澈，阳
性对照孔浑浊以及质控菌株的最低抑菌浓度符合

规定范围的前提下，根据美国临床实验室标准化委

员会标准［１０］判断被检菌株是否耐药。
１． ５　 ＷＧＳ 测序分析

１． ５． １　 测序 　 根据细菌基因组 ＤＮＡ 提取剂盒说

明书提取沙门氏菌 ＤＮＡ，ＤＮＡ 浓度高于 １００ ｎｇ ／ μＬ
后，送公司经 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 测 序 平 台 测 序， 然 后 用

Ｔｒｉｍｍｏｍａｔｉｃ（ｖ０． ３６） ［１１］软件进行数据质量控制，使
用 ＳＰＡｄｅｓ （ ｖ３． １３． ０ ） ［１２］软 件 参 考 沙 门 氏 菌

Ｐ１２５１０９（ ＡＣＣＥＳＳＩＯＮ：ＡＭ９３３１７２、基因组大小为

４６８５８４８ ｂｐ）对测序数据进行组装。
１． ５． ２　 生物信息学分析　 根据基因组流行病学中

心网站中 ＳｅｑＳｅｒｏ２ 血清分型数据库和 ＲｅｓＦｉｎｄｅｒ４
抗性基因数据库中的基因 组 信 息 建 库， 采 用

ＣｅｎｔＯＳ ７． ８系统服务器创建相应的血清分型数据

库和耐药基因数据库，分析 ６０ 株沙门氏菌的 ＷＧＳ
组装数据，分别得到血清分型和耐药基因携带结

果。 将 ＷＧＳ 分型结果与常规血清分型结果进行比

较，对结果有差异的进行再次常规血清分型验证。
对 ＷＧＳ 检测的耐药基因，使用 ｉｄｅｎｔｉｔｙ ＞ ９０． ０％ ，

ｃｏｖｅｒａｇｅ ＞ ９０． ０％ 的阈值运行命令，进行基因型与

耐药表型进行对比分析［１３］。

２　 结果及分析

２． １　 全基因组测序、组装结果　 经 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 测序平

台测序和 Ｔｒｉｍｍｏｍａｔｉｃ 软件质控后，共得到约 ７７． ５９
Ｇｂ 的原始数据，组装后的 ６０ 株沙门氏菌的基因组

大小在 ４６４８２８０ ～ １３４４３５２３ ｂｐ 之间，ＧＣ 含量为

４５． ３２％ ～５２． ２４％ ，具体结果见表 １。

表 １　 ６０ 株猪源沙门氏菌全基因组序列基本特征

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｂａｓｉｃ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｗｈｏｌｅ ｇｅｎｏｍｅ

ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ６０ Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｓｔｒａｉｎｓ ｆｒｏｍ ｐｉｇｓ
质量参数

Ｔｏｔａｌ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｇｅｎｅ
ｓｅｑｕｅｎｃｅ ／ ｂｐ ＧＣ ／ ％ Ｎ５０ Ｎ９０

平均数 ５１５４６２３ ５１． ８３％ ４００３８４ １１３１７９

２． ２　 血清凝集分型与全基因组分型结果比较　 ６０
株沙门氏菌通过血清凝集试验共鉴定出 ８ 种血清

型，主要血清型为鼠伤寒和德尔卑；ＷＧＳ 分型共鉴

定出 ９ 种血清型，优势血清型与常规血清分型结果

一致；两种方法共有 ５４ 株分型结果一致，符合率为

９０． ０％ ，具体分型结果见表 ２。

表 ２　 常规血清分型与全基因组分型结果

Ｔａｂ ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒｏｕｔｉｎｅ ｓｅｒｏｔｙｐｉｎｇ ａｎｄ

ｗｈｏｌｅ ｇｅｎｏｍｅ ｔｙｐｉｎｇ
常规血清分型 菌株 ／ 株 ＷＧＳ 分型 菌株 ／ 株

鼠伤寒 ２４

鼠伤寒 ２１

汤卜逊 １

Ｉ ４，［５］，１２∶ ｉ∶ － （鼠伤寒变种） ２

德尔卑 ２１
德尔卑 ２０

斯坦利 １

里森 ７ 里森 ７

斯坦利 ４ 斯坦利 ４

肠炎 １ 肠炎 １

韦太夫雷登 １ 韦太夫雷登 １

奥兰 １ 德尔卑 １

奥兹马斯 １ 波茨坦 １

２． ３　 药敏试验结果　 沙门氏菌对 １１ 种抗菌药物

·７２·
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的耐药性情况详见表 ３。 结果表明，猪源沙门氏菌

对不同抗菌药物的耐药情况差异较大，其中对美罗

培南、头孢噻呋、阿奇霉素和粘菌素均为敏感，而对

四环素、氨苄西林等 ７ 种抗菌药物均产生了不同程

度的耐药性，尤其是对四环素（７３． ３％ ）的耐药水平

明显高于其他抗菌药物。
表 ３　 ６０ 株沙门氏菌对 １１ 种抗菌药物的耐药情况

Ｔａｂ ３　 Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ６０ Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ

ｓｔｒａｉｎｓ ｔｏ １１ ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ ａｇｅｎｔｓ
药物名称 耐药菌株数 耐药率

四环素 ４４ ７３． ３％

氨苄西林 ４０ ６６． ７％
磺胺异噁唑 ４０ ６６． ７％
复方新诺明 ３２ ５３． ３％
氟苯尼考 ２３ ３８． ３％
恩诺沙星 ８ １３． ３％

阿莫西林 ／ 克拉维酸 ８ １３． ３％
美罗培南 ０ ０％
头孢噻呋 ０ ０％
阿奇霉素 ０ ０％

粘菌素 ０ ０％

２． ４　 全基因组测序预测沙门氏菌的耐药基因型　
基于 ６０ 株沙门氏菌的 ＷＧＳ 测序结果，使用抗性基

因数据库 ＲｅｓＦｉｎｄｅｒ４ 分析获得的耐药基因包括β －
内酰胺类 （ ｂｌａＴＥＭ － １、 ｂｌａＯＸＡ － １ ）、四环素类 （ ｔｅｔＡ 和

ｔｅｔＢ）、磺胺类（ ｓｕｌ１、ｓｕｌ２ 和 ｓｕｌ３）、喹诺酮类（ ｏｑｘＡ、
ｏｑｘＢ 和 ｑｎｒＳ２）和酰胺醇类（ ｆｌｏＲ）。

通过比较，ＷＧＳ 预测的沙门氏菌耐药性与药

敏试验结果的符合率较高，其中对恩诺沙星、美罗

培南、头孢噻呋和阿奇霉素预测的结果完全一致；
对氨苄西林、磺胺异噁唑、四环素预测的结果符合

率均高于 ９０． ０％ ，对复方新诺明、氟苯尼考、阿莫西

林 ／克拉维酸预测符合率也大于 ７５％ ，具体结果详

见表 ４。
３　 讨论与结论

随着全基因组测序技术和生物信息分析方法

的不断进步，测序时间与成本的不断降低，使得公

共数据库中存储了大量的病原菌基因组序列，极大

提升了细菌基因组测序数据的准确性与可用性。
与此同时，简便易用的在线数据分析与可视化工具

也在不断问世，如血清分型数据库 ＳｅｑＳｅｒｏ２ 和耐药

基因数据库 ＲｅｓＦｉｎｄｅｒ４，二者均可通过 ＣＧＥ 网站直

接上传 ＷＧＳ 组装序列，即可预测相应的血清型和

耐药基因，简便了操作流程［１４ － １５］。

表 ４　 沙门氏菌药敏试验结果与全基因组测序结果的比较

Ｔａｂ ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ａｎｄ ｗｈｏｌｅ ｇｅｎｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ
抗菌药物 表型耐药 ／ 株 ＷＧＳ 预测基因型 基因型耐药 ／ 株 符合率 ／ ％

恩诺沙星 ８ ｏｑｘＡ、ｏｑｘＢ、ｑｎｒＳ２ ８ １００

美罗培南 ０ ０ ０ １００

头孢噻呋 ０ ０ ０ １００

阿奇霉素 ０ ０ ０ １００

氨苄西林 ４４ ｂｌａＴＥＭ － １、ｂｌａＯＸＡ － １ ４１ ９７． ５

磺胺异噁唑 ４０ ｓｕｌ１、ｓｕｌ２、ｓｕｌ３ ３９ ９５． ０

四环素 ４０ ｔｅｔＡ、ｔｅｔＢ ３８ ９３． ２

复方新诺明 ３２ ｄｆｒＡ１２、ｓｕｌ１、ｓｕｌ２、ｓｕｌ３ ２８ ８７． ５

氟苯尼考 ２３ ｆｌｏＲ ２０ ８７． ０

阿莫西林 ／ 克拉维酸 ８ ｂｌａＴＥＭ － １、ｂｌａＯＸＡ － １ ６ ７５． ０

　 　 本研究利用 ＳｅｑＳｅｒｏ２ 分析获得的血清型结果

与常规分型结果的符合率为 ９０． ０％ ，这与他人的研

究结果基本一致。 如 ＢＡＮＥＲＪＩ 等［１６］ 的研究中，
ＷＧＳ 预测 ５２０ 株沙门氏菌血清型结果与原始分型

·８２·
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结果的符合率为 ９８． ０％ 。 ＤＩＥＰ 等［１７］ 研究的 ９８ 株

沙门氏菌的血清型与常规分型结果的符合率为

９８． ０％ 。 在两种分型结果不一致的血清型中，大部

分是需要特殊培养基培养和多种血清鉴定的罕见

血清型，如奥兰、奥兹马斯等。 这可能是因为常规

血清分型结果的判读会因个人判读标准不同而产

生差异，亦或者是由于 Ｈ 相抗原基因中的等位基因

在相变机制中发生突变而不表达而产生不一致的

结果［１８］。
为评估 ＷＧＳ 在沙门氏菌抗菌药物耐药性中的

鉴定能力，应用 ＲｅｓＦｉｎｄｅｒ４ 抗性基因数据库分析沙

门氏菌所携带的耐药基因，从耐药基因的携带推断

抗菌药物的耐药性来看，应用 ＷＧＳ 预测的恩诺沙

星、美罗培南、头孢噻呋和阿奇霉素的耐药性与药

敏试验结果完全一致，对氨苄西林、磺胺异噁唑、四
环素 预 测 的 结 果 符 合 率 也 均 大 于 ９０． ０％ 。
ＺＡＮＫＡＲＩ等［１９］通过 ＷＧＳ 预测的 ４９ 株鼠伤寒沙门

氏菌基因型与表型药敏试验的结果完全一致。
ＺＨＵ 等［２０］ 对 １８９ 株沙门氏菌的耐药性检测中，
ＷＧＳ 预测的磺胺异噁唑、氨苄西林和四环素的耐

药性与其耐药表型的符合率分别为 ９７． ８％ 、９４． ６％
和 ８５． ７％ 。 ＮＥＵＥＲＴ 等［２０］ 研究的 ３４１５ 株沙门氏

菌对 １５ 种抗菌药物的表型耐药性与基因型耐药性

结果的符合率为 ９７． ８％ 。 目前 ＷＧＳ 只能检测到质

粒介导的耐药基因，而对于染色体突变产生的耐药

基因无法检出。 在对阿莫西林 ／克拉维酸耐药基因

型检测中，可能由于基因组测序过程中部分区域的

覆盖率较低，阻止了突变位点的检测，亦或者出现

了新的耐药基因突变，从而出现了表型与基因型的

符合率相对较低的结果［２１］。
基于全基因组数据分析的沙门氏菌血清分型

和耐药性方法具有操作简便、效率高的优势，可以

在常规血清凝集试验难以开展或沙门氏菌鞭毛基

因不表达的情况下，替代血清凝集试验，也可快速

识别菌株携带的所有耐药基因。 为解决沙门氏菌

耐药性问题提供重要参考，在沙门氏菌流行病学的

研究中具有较高的应用价值。
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