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1株罕见的可疑沙门氏菌鉴定结果的确认与分析 

罗  俊, 王晓冲, 黎舜华, 王娜娜, 应国红* 

(深圳市药品检验研究院, 深圳  518057) 

摘  要: 目的  确认盲样考核样品中分离到的罕见可疑沙门氏菌。方法  依据 GB 4789.4-2016《食品安全国

家标准 食品微生物检验 沙门氏菌检验》将可疑沙门氏菌通过分离纯化、生化鉴定、16S 测序、Ribo-printer

基因指纹鉴定、MALDI Biotyper 质谱鉴定以及血清型分型等方法对其进行确认。结果  全自动细菌鉴定/药

敏系统对该分离菌的鉴定结果为大肠埃希菌, 而 16S 测序结果为沙门氏菌属, 基因指纹鉴定结果为沙门氏亚

利桑那亚种, 质谱鉴定结果为沙门氏菌双相亚利桑那亚种, 且血清型分型也表明该菌应为 IIIb型, 综合判断该

检出菌应为沙门氏菌双相亚利桑那亚种。结论  采用基于不同原理的多种鉴定手段联用的鉴定方法更能确保

实验结果的可靠有效。 
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Identification and analysis of the uncommonly suspected Salmonella 

LUO Jun, WANG Xiao-Chong, LI Shun Hua, WANG Na-Na, YING Guo-Hong* 

(Shenzhen Institute for Drug Control, Shenzhen 518057, China) 

ABSTRACT: Objective  To confirm of the uncommonly suspected Salmonella isolated from the unknown sample. 

Methods  Isolation and purification of suspected Salmonella were conducted according to the GB 4789.4-2016 

National food safety standard-Food microbiological examination-Salmonella, and it was confirmed by biochemical 

identification, 16S sequencing, Ribo-printer automatic microbial gene fingerprint identification system, MALDI 

Biotyper microbial identification time of flight mass spectrometry and serotyping. Results  The identification result 

of automatic bacterial identification/drug sensitivity system was Escherichia coli. The identification result of 16S 

sequencing was Salmonella. The identification result of gene fingerprint identification system was Salmonella 

arizonae/IIIb. The identification result of was Salmonella enterica subsp. diarizonae, and serotyping also indicated 

that the type was IIIb, so the detected bacteria should be Salmonella enterica subsp. diarizonae. Conclusion  The 

combination of multiple identification methods can ensure the reliability of the experimental results. 

KEY WORDS: Salmonella enterica subsp. diarizonae; identification; assessment of unknown sample 
 

 

1  引  言 

沙门氏菌是引起细菌性食物中毒的重要病原菌之一, 

广泛存在于自然界, 极易污染食物、水源等, 对人类健康

造成极大威胁。据统计由沙门氏菌引起的食物中毒事件在

世界各国的细菌性食物中毒种类中常列榜首[1-3], 因此, 沙

门氏菌检测在食品安全检验中具有重要意义[4-6], 并在我

国食品安全国家标准中被列为常规的检验项目[7]。 

沙门氏菌双相亚利桑那亚种 (Salmonella enterica 

subsp. diarizonae)为肠道沙门菌Ⅲｂ亚种, 最早是在冷血
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动物中发现的, 广泛存在于禽类、家养哺乳类动物中, 偶

可感染人类, 引起胃肠炎, 但国内外均少有报道。曲梅等

曾对 5 株来自散发腹泻患者粪便样本的可疑双相亚利桑那

亚种利用 VITEK、实时荧光定量 PCR、血清凝集、以及

MLST 分型等方法对该菌进行了分离鉴定[8,9]。王志伟、刘

杰等也曾用 VITEK 检出过沙门氏菌双相亚利桑那亚种
[10,11]。但目前利用 Phonenix100 全自动细菌鉴定/药敏系统

对该菌进行生化鉴定的研究较少。        

国家食品药品监督管理总局为提升国家食品安全风

险监测的微生物检测能力, 于 2018 年 8 月开展国家食品安

全抽检监测承检机构盲样考核, 本实验室参加了其中的沙

门氏菌项目, 并从中分离到 1 株可疑沙门氏菌。现结合沙

门氏菌检测工作中的相关经验, 分析本次能力验证实验工

作中出现的问题及解决方案, 以期为后续相关检验工作提

供思路。 

2  材料和方法 

2.1  样品来源 

考核样品来自中国食品药品检定研究院, 下文简称

为 1#样品。 

沙门氏菌阳性对照品(鼠伤寒沙门氏菌 ATCC14028)

来自于本实验室保藏。 

2.2  材料和仪器 

缓冲蛋白胨水(buffered peptone water, BPW)、四硫磺

酸钠煌绿(tatrathionate broth, TTB)增菌液、亚硒酸盐胱氨酸

(selenite cystine, SC)增菌液、亚硫酸铋(bismuth sulfite, BS)

琼脂、木糖赖氨酸脱氧胆盐 (xylose lysinedesoxycholate, 

XLD)琼脂、沙门氏菌显色培养基、三糖铁(triple sugar iron, 

TSI)琼脂、沙门氏菌干制生化鉴定试剂盒、TSA 琼脂、

Swarm 琼脂(北京陆桥技术有限责任公司); 沙门氏菌鉴定

用多价血清(泰国 S&A 公司); 沙门氏菌属诊断血清(宁波

天润生物药业有限公司)。 

DPH-9272 电热恒温培养箱(上海一恒科学有限公司); 

1287 型生物安全柜(美国热电公司); Axio Lab.A1 显微镜

(德国卡尔蔡司公司); Phonenix100 全自动细菌鉴定/药敏系

统(美国 BD 公司); Ribo printer 全自动微生物基因指纹鉴定

系统; MALDI Biotyper 微生物鉴定飞行时间质谱(美国 BD

公司) 

2.3  实验方法 

样品前处理按照组织方要求的作业指导书进行, 后

续实验操作依据 GB 4789.4-2016《食品安全国家标准 食品

微生物检验 沙门氏菌检验》[8]进行。 

2.3.1  样品处理与前增菌 

将 90 mL 已灭菌的 BPW 预热至 45 ℃, 在生物安全柜

中取其中 20 mL BPW 加入检样瓶内, 待巧克力样品融化

后加入无菌均质袋内。取 20 mL 灭菌 BPW 清洗检样瓶, 将

洗液加入均质袋, 再取 20 mL 灭菌 BPW 重复清洗 1 次, 最

后向均质袋加入 30 mL 灭菌 BPW, 充分均质混匀 , 

(36±1) ℃增菌培养 14 h。 

2.3.2  增菌与分离培养 

取前增菌溶液各 1 mL 转种于 10 mL 四硫磺酸钠煌绿

(TTB)增菌液和 10 mL 亚硒酸盐胱氨酸（SC）增菌液中, 分

别于(42±1) ℃(TTB)和(36±1) ℃(SC)培养 24 h; 取上述

TTB 及 SC 增菌液各 1 环, 分别划线接种于亚硫酸铋(BS)

琼脂平板、沙门氏菌显色培养基和 XLD 琼脂平板 , 于

(36±1) ℃培养 24 h(XLD 平板和沙门氏菌显色培养基平板)

和 48 h(BS 平板), 培养基结束后观察平板上的菌落特征。

并同步做阳性对照。 

2.3.3  疑似菌鉴定 

(1) 生化鉴定 

从选择性平板上分别挑取 2 个以上特征菌落, 划线接

种到营养琼脂平板上, 挑取纯化后的菌落按照生化鉴定试

剂盒使用说明书进行生化鉴定实验操作, 经初筛确认为可

疑沙门氏菌的菌株, 做革兰氏染色镜检, 确定其为革兰染

色阴性杆菌后, 采用 Phonenix100 BD 全自动细菌鉴定/药

敏系统(下文简称 Phonenix100)上机确认。 

(2) 16s 测序 

将上述疑似菌的纯培养物进行 16S rDNA 基因 PCR

及测序, 16S rDNA 通用引物序列为 27f (5'-AGA GTT TGA 

TCC TGG CTC AG-3') 和 1492r(5'-GGT TACCTT GTT 

ACG ACT T-3')。PCR 产物送至广州艾基生物技术有限公

司进行测序, 测序结果提交美国国立生物技术信息中心进

行 blast 比对, 即可分析得出细菌最可能所属的菌种。 

(3) Ribo printer 全自动微生物基因指纹鉴定系统 

用接种棒将上述疑似菌纯培养物转移至加有 200 μL

缓冲液的离心管中, 充分振荡混匀制得菌悬液。从离心管

中取 30 μL 菌悬液至载样架小管中, 再将载样架插入热处

理工作站中, 25 min 后, 依次在载样架小管中加入裂解液

A 和 B。样品处理完毕后进 Ribo printer 全自动微生物基因

指纹鉴定系统[12](下文简称 Ribo printer)操作即可。 

(4) MALDI Biotyper 微生物鉴定飞行时间质谱 

用无菌接种环挑取适量上述疑似菌纯培养物涂在质

谱仪样品检测板上, 迅速点样 0.5 μL 的甲酸覆盖加样的位

置, 随后再点样 1 μL α-氰基-4-羟基肉桂酸溶液覆盖。室温

放置, 待基质液干燥后, 将检测板放入质谱仪检测。将质

控菌株大肠埃希菌 ATCC8739 作为校准靶点。先通过基质

辅助激光解吸电离飞行时间质谱 (matrix-assisted laser 

desorption/ ionization time of flight mass spectrometry, 

MALDI-TOF-MS)采集多肽和蛋白质的谱峰, 再按质量大

小排序形成特征的峰谱, 即指纹图, 通过每种细菌独特的
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蛋白组成来鉴定细菌, 应用于不同菌株的鉴定与区分。以

线性正性模式用最大频率(20～200 Hz)采集相对分子质量

2~20 kDa 的图谱, 用Biotyper软件对所采集的谱图进行分

析即可。 

(5) 血清学鉴定及分型 

将生化鉴定结果为沙门氏菌的菌株进行血清学鉴定

及分型。 

①检查培养物有无自凝性 

在洁净的玻片上滴加 1 滴生理盐水, 取待鉴定培养物

于生理盐水中, 混合均匀, 将玻片轻轻摇动 30~60 s, 在黑

色背景下观察反应, 无自凝现象。 

②多价菌体抗原(O)鉴定及分型 

在玻片上划分 2 个区域, 其中 1 个滴 1 滴多价菌体(O)

抗血清, 另 1 个区域滴 1 滴生理盐水, 再分别挑取 1 环

TSA 纯培养物与其混合, 用无菌接种环将 2 个区域内的

菌苔研成乳状液。将玻片倾斜摇动混合 1 min, 以黑暗背

景观察凝集现象; O 多价凝集筛选后再用同样的方法对相

应的因子进行 O 血清的分型, 直至最后得出阳性菌株对 

应的 O 抗原。 

③多价菌体抗原(H)鉴定及分型 

在玻片上划分 2 个区域, 其中 1 个滴 1 滴多价菌体(H)

抗血清, 另 1 个区域滴 1 滴生理盐水, 再分别挑取 1 环 TSA

纯培养物与其混合, 用无菌接种环将 2 个区域内的菌苔研

成乳状液。将玻片倾斜摇动混合 1 min, 以黑暗背景观察凝

集现象; 查阅常见沙门氏菌抗原表, 针对上述 O 抗原结果, 

有目标性的进行 H 抗原检测。具体方法是: 在无菌平板中

倒入 Swarm 琼脂, 待凝固后将菌株点种在平板的中央, 于

37 ℃培养 24 h, 取扩散生长后的菌落边缘部位用 O 抗原检

测的方法进行 H 抗原的凝集实验。 

3  结果与分析 

3.1  增菌培养与平板分离 

1#样品 BPW 增菌液、TTB 增菌液呈均匀的巧克力色

混浊液, SC 增菌液呈现均匀的砖红色混浊液。  

1#样品经 2 次增菌后划线到 3 种选择性平板上进行分

离培养, 均发现可疑或典型菌落(见表 1)。 

 
表 1  可疑沙门氏菌在不同培养基上的菌落特征 

Table 1  Colony characteristics of suspected Salmonella on different media 

样品编号 XLD 沙门氏菌显色培养基 BS 

1# 
圆形菌落, 带黑色中心, 周边半

透明, 扁平 
蓝绿色圆形菌落, 表面湿润 

黑色的圆形菌落, 有金属光泽、边

缘整齐、表面湿润 

阳性对照 
黑色的圆形菌落, 菌落周边无色

或粉色 
紫红色的圆形菌落, 表面湿润 

黑色的圆形菌落, 有金属光泽、边

缘整齐、表面湿润 

 
表 2  可疑沙门氏菌的生化反应结果 

Table 2  Biochemical results of suspected Salmonella 

实验项目 1#样品分离菌 鼠伤寒沙门氏菌 大肠埃希菌 

三糖铁琼脂 

斜面 K K A 

底层 A A A 

产气 + + + 

产硫化氢  +  

赖氨酸脱羧酶 + + + 

氰化钾    

靛基质   + 

尿素    

甘露醇 + + + 

山梨醇 + + + 

ONPG +   

Phonenix100 BD 全自动细菌鉴

定/药敏系统 

大肠埃希菌 

Escherichia coli 
(cofidence=99%) 

沙门氏菌某些种 

Salmonella species 
(cofidence=99%) 

大肠埃希菌 

Escherichia coli 
(cofidence=99%) 

注: ” K”为产碱; ” A”为产酸; ” +”为阳性; ” ”为阴性。 
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3.2  生化鉴定 

针对上述选择性平板上出现可疑或典型菌落的样品

进行生化鉴定实验, 挑取 TSA 平板上纯化后的菌落按照生

化鉴定试剂盒使用说明书进行操作, 实验结果表明 1#样品

中分离得到的菌株为可疑沙门氏菌; 但经全自动细菌鉴定

/药敏系统确认结果却为大肠埃希菌。为确认上机结果的可

靠性, 用生化鉴定试剂盒、全自动细菌鉴定/药敏系统分别

对大肠埃希菌及鼠伤寒沙门氏菌标准菌株进行实验。结果

见表 2。从表 2 中可知, 1#样品分离菌、大肠埃希菌和鼠伤

寒沙门氏菌在生化反应上, 差别很明显, 大肠埃希菌斜面

不产碱、ONPG 为阴性及靛基质阳性, 而 1#样品分离菌斜

面产碱、ONPG 阳性、靛基质阴性, 两者经全自动细菌鉴

定/药敏系统上机确认却均为大肠埃希菌; 鼠伤寒沙门氏

菌经上机确认为沙门氏菌某些种。由此可见, 全自动细菌

鉴定/药敏系统对 2株标准菌株的鉴定结果基本可信, 而 1#

样品分离菌的鉴定结果值得探究。 

3.3  其他鉴定方法的验证 

为考察全自动细菌鉴定/药敏系统结果可靠性, 采用

16S 测序、Ribo printer 以及 MALDI Biotyper 等鉴定手段, 

对 1#样品中分离到的可疑菌进行鉴定。 

以上 3 种辅助鉴定手段原理各不一样, 分别从 DNA、

RNA 以及蛋白质水平进行鉴定, 取 1#样品分离菌及鼠伤

寒沙门氏菌(阳性对照)的 TSA 纯培养物采用上述 3 种方法

分别测试, 结果见表 3, 由此可见, 1#样品分离菌 3 种鉴定

手段结果均指向沙门氏菌, 16S 测序只能鉴定到属的水平, 

Ribo printer(图 1)和 MALDI Biotyper(图 2)鉴定结果均能匹

配到种的水平, 但两者鉴定结果略有差别, 仪器给出的相

似度值或分值如下: 与 Ribo printer 菌库中匹配度最高的菌

株相似度值为 0.86(该设备相似度≥0.85 为可信结果), 而

MALDI Biotyper 分值为 2.396(该设备分值 2.000 以上为可

信结果, 2.300~3.000为高度可信结果, 满分 3.000), 由此可

见 MALDI Biotyper 的鉴定结果更可信 , 而查询 Ribo 

printer 菌库得知, 本次鉴定结果相似度较低的原因可能是

由于该设备菌库中没有与目标微生物同源性较高的菌株, 

至此可以基本判定全自动细菌鉴定/药敏系统得到大肠埃

希菌的结果不可信。 

3.4  血清学鉴定及分型 

依法对 1#样品分离菌株进行血清学鉴定, 结果表明

1#样品分离菌与 O Poly.A-S、OMC、OMD、OME、OMF

不凝集, 与 OMG 及 Poly.H 凝集, 生理盐水对照未发生凝

集反应。 

 
表 3  基于不同鉴定原理的可疑沙门氏菌鉴定结果 

Table 3  Identification results of suspected Salmonella based on different identification principles 

鉴定项目 1#样品分离菌 鼠伤寒沙门氏菌(阳性对照) 

16S 测序 沙门氏菌属 Salmonella 沙门氏菌属 Salmonella 

Ribo printer 全自动微生物基因指纹鉴定系

统 

沙门氏亚利桑那亚种 

Salmonella arizonae/IIIb 

鼠伤寒沙门氏菌 

Salmonella typhimurium 

MALDI Biotyper 微生物鉴定飞行时间质谱 
沙门氏菌双相亚利桑那亚种 Salmonella 

enterica subsp. diarizonae 

鼠伤寒沙门氏菌 

Salmonella typhimurium 

 

 
 
 

图 1  Ribo printer 全自动微生物基因指纹鉴定结果 

Fig.1  Results of Ribo printer automatic microbial gene fingerprint identification system 

 

 
 

图 2  MALDI Biotyper 微生物鉴定飞行时间质谱鉴定结果 

Fig.2  Results of MALDI Biotyper microbial identification time of flight mass spectrometry 
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根据血清学鉴定结果进一步对该菌株进行血清学分

型。用 OMG 多价血清对应的单因子逐一进行凝集反应实

验, 结果与 O60 发生凝集, 其余不凝集, 初步判定为 60 群, 

查询 GB 4789.4-2016的附录 B中常见沙门氏菌抗原表得知

1#样品分离菌不在常见沙门氏菌抗原表中。 

根据已知 O 群结果, 查阅《沙门菌属血清型诊断》[13], 

缩小 H 多价血清范围, 发现 H 多价 3 凝集, 再分别利用单

因子逐一验证, 结果发现 Hr 凝集, 其余均不凝集, 故确定

H 抗原第一相为 Hr, 查阅《沙门菌属血清型诊断》得知 H

抗原第 2 相应为 H 多价 2 血清对应的其中 1 种或多种单因

子血清; 于是将该分离菌做位相变异实验, 在蔓延生长的

菌苔边缘取菌检查, 用 H 多价 2 对应的单因子血清逐一验

证, 发现 He, n, x 凝集, 其余均不凝集。综上该分离菌株的

血清型应为: O 抗原为 60; H 抗原第 1 相为 r, 第 2 相为 e, n, 

x, 如表 2。 

 
表 4  可疑沙门氏菌的血清型鉴定和分型结果 

Table 4  Serotype classification and identification results of 
suspected Salmonella 

菌株 

编号 

血清型鉴定 血清型分型 
VI
抗

原

多价

抗原

(0) 

多价

抗原

(H) 

O 
抗 

原 

H 抗原 

第 1 相 第 2 相

1#样品

分离菌 
OM
G 

Poly.H 60 r e, n, x  

对照 

实验 
      

注: ””表示无凝集现象。 

 

4  结论与讨论 

无论是基于何种原理的鉴定手段, 都有其自身局限

性, 各有优缺点。本文中的 16S 测序, 因 16S rRNA 基因高

变区的序列无法告诉我们特征微生物的种属信息, 只有保

守区的差异才对鉴定有一些价值, 然而由于获知的信息比

较有限, 所以 16S 测序只能鉴定到种属水平, 无法达到菌

株水平的鉴定分析, 但该方法普及率高, 商业化运作较为

成熟, 实验室不需要自行拥有相关设备, 将分离好的可疑

菌纯培养物外送给第三方实验室即可, 单株菌的检测成本

非常低。当实验室做定性检验, 且实验室鉴定手段有限时, 

16S 测序不失为一种选择, 特别是分离得到的可疑菌落其

生化鉴定结果又不可信时, 对确认检验结果十分必要。 

Ribo printer 是基于核糖体分型技术, 使用常用限制

性内切酶消化目标菌 DNA 产生基因片段, 该基因片段经

过电泳分离后转移到硝酸纤维素膜上, 与其 DNA 探针杂

交, 该探针包含编码高度保守 16S RNA 和 23S RNA 的

DNA 片段及间隔序列, 杂交后化学发光产生信号由相机

捕获传至工作站处理 , 产生“条形码”状条带图像 (Ribo 

printer)模式即 rRNA 基因指纹图, 并与数据库比较从而达

到细菌鉴定、分型的目的。该方法适用于分析菌株间, 尤

其是相似度、同源性较高菌株间的细微差异, 因此被广泛

应用于制药企业的微生物污染调查中。但由于其菌种库的

局限性, 当遇到像文中的特定微生物时, 并不能给出准确

的结果, 且耗材成本非常高。 

这时就需要其他的鉴定手段辅助, 如文中的 MALDI 

Biotyper, 该设备拥有丰富的菌种数据库, 鉴定快速, 检验

耗材成本低廉。一般在定性检验时, 往往会挑选大量的可

疑菌进行确认, 如果所有的可疑菌株均通过生化鉴定确认, 

工作量会非常大, 而且非常耗时, 甚至影响检验时限, 上

述特点使其在做高通量菌株筛选时优势明显。但该方法设

备购置成本较高, 仪器维护成本较高, 对实验室环境控制

较为严格。 

而生化鉴定结果一直以来都是作为国标中的金标准, 

是报告中必须的数据支撑。因此全自动细菌鉴定/药敏系统

的鉴定结果也很关键。国标 GB 4789.4-2016 规定生化鉴定

结果为沙门氏菌, 且血清学鉴定凝集时, 才可判定检出沙

门氏菌, 两者缺一不可。但因不同的检测机构血型学分型

能力有差异, 对检验者的能力和经验也有一定要求, 所以

血清型分型一直作为选做项目。本文中 1#样品分离菌如果

按照国标去检验, 会发现其生化反应与血清型分型结果均

在国标中找不到依据, 但如果依赖全自动的生化鉴定设备, 

也会有报错的风险。如本文所述, 1#样品分离菌采用全自

动细菌鉴定/药敏系统进行生化鉴定, 结果显示为大肠埃

希菌, 若不对该结果进一步确认, 则很可能造成假阴性结

果。最后笔者通过对分离菌进行 16S 测序、Ribo printer、

MALDI Biotyper 以及血清学分型等多种手段联合验证, 确

认了 Phonenix100 的生化鉴定结果不可信, 该分离菌应为

沙门氏菌亚利桑那亚种。由此可见, 为了得到准确的鉴定

结果, 基于不同原理的多种鉴定手段联用才更能确保实验

结果的可靠有效。 

分析生化鉴定系统报错的原因, 无外乎设备硬件、软

件数据库以及样本生物活性等几方面原因, 首先笔者查询

到 Phonenix100 的菌种库包含了沙门氏菌亚利桑那双相亚

种, 说明在数据库匹配性上应该不存在问题, 而针对样本

生物活性的问题, 笔者将文中可疑菌经多次传代, 反复上

机, 结果均为大肠埃希菌, 同步用其他手段鉴定得到的结

果也均指向沙门氏菌, 说明样本生物活性也应能满足要求, 

再考虑设备硬件问题, 该设备每年均正常维保, 各种易耗

损配件也均在有效期内, 但该设备服役年限将近 10 年, 是

否存在其他未检测到的原因尚不明确。另外 Phonenix100

针对沙门氏菌亚利桑那双相亚种检测灵敏度的问题也有待

进一步考证。 

最后, 微生物鉴定手段多种多样, 除本文中提到的几
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种方法之外, 还有利用酶联免疫反应的检测方法, 如免疫

磁 性 分 离 技 术 、 酶 联 免 疫 吸 附 实 验 (enzyme-linked 

immunosorbent assay, ELISA)[14]、斑点免疫金渗滤法[15]、

荧光免疫分析法(fluorescence immunoassay, FIA)[16]和全自

动荧光免疫分析仪 (BioMerieux mini VIDAS automated 

immunoassay analyzer, VIDAS)[17]; 利用分子生物学技术的

方法, 如聚合酶链式反应技术(polymerase chain reaction, 

PCR)、扩增片段长度多态性技术(restriction fragment length 

polymorphism, AFLP)[18] 、 环 介 导 等 温 扩 增 技 术

(loop-mediated isothermalamplification, LAMP)[19]等; 其他

还有电阻抗技术、生物传感器技术和微量热量测定法等
[20]。这些设备在不同的领域都有其独特的优势, 多种技术

的联用还有待进一步研究。 
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