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腹泻患儿粪便中沙门菌的血清型、药敏分析及脉冲
场凝胶电泳分子分型研究 

顾  琳, 高  艳*, 刘  丹, 焦  洋, 段  杉, 张  越 
(北京市朝阳区疾病预防控制中心, 北京  100021) 

摘  要: 目的  研究 2019 年北京市朝阳区 0~10 岁腹泻患儿粪便中分离出的沙门菌的血清型、脉冲场凝胶电

泳(pulsed field gel electrophoresis, PFGE)分子分型研究及耐药特点。方法  对分离自腹泻患儿病例的 47 株沙

门菌进行血清分型, 采用微量肉汤稀释法进行 27 种抗生素的药敏实验; 采用 PFGE 脉冲场凝胶电泳进行指纹

图谱分型研究。结果  47 株沙门分为 8 种血清型, 优势血清型有 2 种, 分别为肠炎沙门菌 23 株占 48.94%, 鼠

伤寒沙门菌 14 株占 29.79%。47 株沙门菌对磺胺异恶唑耐药率(57.45%)最高, 其次为氨苄西林(48.94%)和链霉

素(48.94%)。23 株肠炎沙门菌可分成 8 个 PFGE 指纹图谱, 14 株鼠伤寒沙门菌可分成 13 个 PFGE 指纹图谱。

结论  北京市朝阳区 0~10 岁儿童食源性沙门菌血清主要为肠炎沙门菌和鼠伤寒沙门菌, 各血清型的耐药性

有所不同, PFGE 指纹图谱呈多样性。 
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Serotype, drug resistance analysis and pulsed field gel electrophoresis 
molecular typing of Salmonella isolated from feces of children with diarrhea 

GU Lin, GAO Yan*, LIU Dan, JIAO Yang, DUAN Shan, ZHANG Yue 
(Beijing Chaoyang District Center for Disease Control and Prevention, Beijing 100021, China) 

ABSTRACT: Objective  To study the serotype, pulsed field gel electrophoresis(PFGE) molecular typing and drug 

resistance characteristics of Salmonella isolated from feces of children aged 0‒10 years with diarrhea in Chaoyang 

district of Beijing in 2019. Methods  The serotyping of 47 Salmonella isolated from children with diarrhea was 

performed. The sensitivity of 27 antibiotics was determined by micro broth dilution method. The fingerprints were 

classified by PFGE. Results  The 47 Salmonella strains were divided into8 serotypes, of which the dominant 

serotypes were 2, including 23 strains of Salmonella enteritis (48.94%) and14 strains of Salmonella typhimurium 

(29.79%). The drug resistance rate of 47 Salmonella strains to sulfamethoxazole (57.45%) was the highest, followed 

by ampicillin (48.94%) and streptomycin (48.94%), and 23 strains of Salmonella enteritidis could be divided into 8 

PFGE fingerprints, and 14 Salmonella typhimurium strains could be divided into 13 PFGE fingerprints. Conclusion  

Salmonella enteritidis and Salmonella typhimurium are the main food borne Salmonella in children aged 0‒10 years 

in Chaoyang district of Beijing. The drug resistance of each serotype was different, and the PFGE fingerprint is 

diverse. 
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1  引  言 

我国每年约有 4 万例儿童腹泻, 其中 10 岁以下儿童

腹泻发病率最高[1]。沙门菌是人畜共患肠道传染病, 也是

食源性疾患的主要病原菌。随着食物供应冷链技术的快速

发展, 食源性疾病中沙门菌感染现象日趋严重, 已成为全

球关注的公共卫生问题[2‒4]。因此沙门菌引起的儿童腹泻, 
备受关注。近年来, 随着抗生素在临床抗感染治疗中的大

量使用, 沙门菌的耐药性问题日益严峻[5]。为了解北京市

朝阳区 10 岁以下儿童沙门菌的血清型、耐药性和分子分型

特征, 本研究对 2019 年朝阳区食源性疾病监测系统中分

离自腹泻儿童病例的 47 株沙门菌进行血清分型、耐药性分

析和脉冲场凝胶电泳(pulsed field gel electrophoresis, PFGE)
指纹图谱研究, 对沙门菌引起的儿童腹泻进行了溯源分析, 
为沙门菌的抗菌治疗提供了参考, 对当地的沙门菌防控有

重要意义。 

2  材料与方法 

2.1  材  料 

收集北京市朝阳区 2019 年 1 至 12 月沙门菌感染的

10 岁以下儿童腹泻粪便标本中分离出的 47 株沙门菌。药

敏质控菌株为大肠埃希氏菌 ATCC25922 和 PFGE 的分子

质量标准参考菌株 H9812, 为实验室保藏。 

2.2  仪器与试剂 

2.2.1  仪  器 
CHEF MAPPE-XA 脉冲场凝胶电泳仪(美国 Bio-Rad

公司 ); Bionumetics6.5 凝胶成像图像分析系统 ( 美国

Bio-Rad 公司); Lighting2000 全自动细菌药敏接种判读仪

(上海星佰)。 
2.2.2  试  剂  

沙门菌诊断血清(丹麦 SSI 公司); 革兰阴性需氧菌药

敏检测板(上海星佰公司); XbaⅠ限制性内切酶(3000 U, 日
本 TaKaRa Bio 公司); Sea Kem Gold Agarose 琼脂糖(北京

索莱宝科技有限公司); Tris-HCl 缓冲溶液(pH 8.0, 1 mol/L, 
北京索莱宝科技有限公司); 乙二胺四乙酸溶液(pH 8.0,  
0.5 mol/L 北京索莱宝科技有限公司); 5×TBE(北京索莱宝

科技有限公司); 10000×GelRed 染液(美国 Biotium 公司); 
氯化钠(分析纯, 国药集团)。所有试剂均在有效期内使用。 

2.3  方  法 

2.3.1  血清学分型   
将已复苏的沙门菌株用玻片凝集法进行血清凝集。取

50 μL 沙门菌诊断血清滴至无菌玻片上, 与 1 接种环菌苔

混匀, 若 10 秒钟内出现凝集颗粒, 判定为血清凝集阳性。

依次进行 O 抗原凝集、H1 相抗原凝集和 H2 相抗原凝集, 

根据《沙门菌属血清型诊断》[6], 确定沙门菌的血清型。

47 株沙门菌检出 8 种血清型, 分别为肠炎沙门菌 23 株, 鼠
伤寒沙门菌 14 株, 阿贡纳沙门菌 4 株, 汤普逊沙门菌 2 株, 
巴雷利沙门菌, 圣地亚哥沙门菌, 病牛沙门菌, 纽波特沙

门菌各 1 株。 
2.3.2  PFGE 分型 

选用 Xba l 限制性内切酶对实验用沙门菌株和 H9812
进行酶切, 酶切条件: 37 ℃, 3 h。电泳参数: 其实转换时间

(initial switch time): 2.2 s, 最终转换时间(final switch time): 
63.8 s, 电场强度 (voltage gradient): 6 V/cm, 脉冲夹角

(included angle): 120°, 转化时间变化因子(ramping factor): 
线性 (linear), 电泳温度 : 14 ℃, 电泳时间 : 19 h。使用   
450 mL 灭菌去离子水和 50 mL 的 1 mol/L 的氯化钠溶液, 
加入 150 μL GelRed 原液, 配制成 GelRed 染液。电泳结束

后 , 用 GelRed 染液染色 30 min, 灭菌去离子水脱色     
45 min。采用凝胶成像系统获取图像。PFGE 图像导入 Bio 
Numerics 7.6 软件, 设置 Dice 相关系数为 1.5%, 选择非加

权组平均法, 设置条带位置差异容许度为 1.5%, 进行聚类

分析 , 分型标准参考文献 [7], 相似度 100%认为是同一

PFGE 带型。 
2.3.3  药敏实验  

采用微量肉汤稀释法对最低抑菌浓度 (minimal 
inhibitory concentration, MIC 值)进行测定。将沙门菌株

转种营养琼脂平板, 37 ℃培养 18 h, 混悬于药敏接种水

中, 制成 0.5 麦氏单位悬液, 移取 60 μL 菌悬液至药敏肉

汤液中 , 上下颠倒混匀后 , 接种到药敏检测微孔板中 , 
每孔 100 μL, 阴性对照孔加 100 μL 无菌药敏肉汤液。药

敏检测微孔板上包被氨苄西林、氨苄西林/舒巴坦、四环

素、氯霉素、复方磺胺甲噁唑、头孢唑啉、头孢噻肟、

头孢他啶、头孢西丁、庆大霉素、亚胺培南、 萘啶酸、

阿奇霉素、磺胺异噁唑、环丙沙星、阿莫西林/ 克拉维

酸、多黏菌素 E、多黏菌素 B、米诺环素、阿米卡星、

氨曲南、头孢吡肟、美罗培南、左氧氟沙星、卡那霉素、

链霉素 , 共 27 种药物。同时用大肠埃希氏菌 ATCC 
25922 作为质控菌株。将药敏板放至 36 ℃温箱, 孵育  
18 h, 后判读结果。药敏检测微孔板浑浊孔, 为该药物在

此浓度下不能抑制细菌生长 , 计为耐药 ; 清亮孔 , 为该

药物在此浓度下可以抑制细菌生长, 计为敏感。全自动

细菌药敏接种判读仪判读时, 以每种药物清亮孔数计数

药敏实验结果(若发生跳孔 , 则重复实验)。药敏实验结

果判定及抗生素药物选择, 按照美国临床实验室标准化

研究所 (CLSI)2020 年出版的临床微生物实验室标准 [8], 
关于肠道菌群药物使用规则及折点进行参考选择。 
2.3.4  统计学方法   

应用 SPSS19.0 统计软件进行数据分析, 率的比较采

用 χ2 检验, 以 P<0.05 为差异有统计学意义。 
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3  结果与分析 

3.1  样本信息  

本研究中的 47 株沙门菌分离自 2019 年北京市朝阳区

某儿童医院因腹泻就诊的 47 名 10 岁以下患儿的粪便标本, 
其中男性患儿 34 人, 女性患儿 13 人; 年龄分布 0~3 岁患

儿 28 人, 3~5 岁患儿 15 人, 5~10 岁患儿 4 人。 
47 株沙门中鉴定出 8 种血清型, 其中肠炎沙门 23 株, 

占 48.94%; 鼠伤寒沙门菌 14 株, 占 29.79%, 属于优势菌

株。其他为阿贡纳沙门菌 4 株, 8.51%; 汤普逊沙门菌 2 株, 
占 4.26%; 巴雷利沙门菌, 圣地亚哥沙门菌, 病牛沙门菌, 
纽波特沙门菌各 1 株, 各占 2.13%。 

3.2  耐药性分析  

47 株沙门菌对磺胺异恶唑耐药率最高 , 达到

57.45%, 其次为氨苄西林, 为 48.94%。不同血清型的沙

门菌耐药率有差别, 肠炎沙门菌对萘啶酸的耐药率最高, 
23 株肠炎沙门菌中有 19 株产生耐药 , 耐药率达到

82.61%; 其次为氨苄西林, 23 株肠炎沙门菌中有 15 株产

生耐药, 耐药率为 65.22%。鼠伤寒沙门菌对磺胺异恶唑

和米诺环素的耐药率最高, 14 株鼠伤寒沙门菌中有 12 株

对这 2 种药物产生耐药, 耐药率达到 85.71%; 其次是多

西环素和四环素, 14 株鼠伤寒沙门菌中有 11 株对这 2 种

药物耐药, 耐药率为 78.75%。本次实验中沙门菌对抗菌

药物的耐药谱, 见图 1。 
本次实验中检出的 8 种血清型的沙门菌, 对头孢他啶, 

头孢吡肟, 亚胺培南, 多粘菌素 B, 美罗培南, 氨曲南, 左
氧氟沙星均敏感, 47 株沙门菌中仅有 1 株肠炎沙门菌对头

孢噻肟耐药。头孢噻肟、头孢他啶为三代头孢, 头孢吡肟

为四代头孢, 亚胺培南、多粘菌素 B、美罗培南为碳青霉

烯类 , 氨曲南属于单环内酯类 , 左氧氟沙星为四代喹诺

酮。沙门菌对三代头孢, 四代头孢, 碳青霉烯类, 四代喹诺

酮等广谱杀菌的抗菌药物, 以及单酰胺环类的新型内酰胺

类抗菌素, 均较为敏感。但碳青霉烯类和喹诺酮类药物后

天耐药发展很快, 需及时监测细菌的耐药性变化, 合理规

范用药, 减少耐药的发生。 
本次实验中检出的血清型圣地亚哥沙门菌, 病牛沙

门菌, 纽波特沙门菌对 27 种药物均敏感。这 3 种血清型的

沙门菌在日常监测中, 检出率较低, 较少感染人体, 因此

抗菌药物对其作用不多, 尚没有引起后天耐药的情况。47
株沙门菌中, 32 株存在多重耐药的情况, 如表 1 其中鼠伤

寒沙门菌多重耐药 13 株, 肠炎沙门菌多重耐药 18 株, 其
他血清型中仅 1 株巴雷利沙门菌存在多重耐药的情况。经

χ2 检验, 以鼠伤寒沙门菌和肠炎沙门菌血清型为优势血清

型, 其他血清型为非优势血清型, 优势血清型与非优势血

清型沙门菌的多重耐药情况的差异有显著的统计学意义

(χ2 =16.629, P＜0.05), 显示沙门菌的多重耐药与优势血清

型有关。 

3.3  PFGE 指纹图谱分析  

对 47 株沙门菌株进行 PFGE 指纹图谱分型, 共获得

31 种带型。其中 23 株肠炎沙门菌, 带型相似度较高, 8 种

带型, 相似度为 82.69%～100.0%。14 株鼠伤寒沙门菌株的

PFGE 带型较为分散, 获得 13 种带型, 相似度为 73.81%～

100%; PFGE 指纹图谱聚集性与血清型有很高的关联性。

23 株肠炎沙门菌 PFGE 聚类分析见图 2, 23 株肠炎沙门菌

分为 8 种带型, 条带相似度高, 不同带型也仅有一到两个

条带的差异 , 这与肠炎沙门菌以往的文献研究 [9]结果相

同。14 株鼠伤寒沙门菌 PFGE 聚类分析见图 3, 14 株鼠伤

寒沙门菌分为 13 种带型, 带型差异较肠炎沙门菌大。带型

相同的菌株同源性高, PFGE 分子分型研究有助于对鼠伤

寒沙门菌污染的食源性疾患溯源。 

 

 
 

图 1  沙门菌耐药谱分析 
Fig.1  Analysis of Salmonella resistance spectrum 
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表 1  优势血清型与非优势血清型沙门菌的多重耐药(株) 
Table 1  Multiple drug resistance of Salmonella serotypes and 

non-dominant serotypes (strains) 

 多重耐药 非多重耐药 

优势血清型 31 7 

非优势血清型 1 8 

注:  x2 =16.629, P =0.00005。 

 

4  结论与讨论  

本研究 47 例沙门菌, 分为 8 种血清型, 优势血清型为

肠炎沙门菌和鼠伤寒沙门菌, 与历年来朝阳区食源性沙门

菌主要血清型一致, 也与我国其他地区, 引起食源性腹泻

的沙门菌优势血清型一致[10,11], 对监测朝阳区沙门菌血清

学的流行病学特征和变化有重要意义, 对儿童食源性腹泻

疾病的预防和控制有重要意义。 
抗生素是治疗细菌感染的食源性腹泻的基本药物 , 

但近年来细菌的耐药问题越来越严重。本次研究中对 47
株沙门菌的药敏研究结果表明, 朝阳区沙门菌的耐药情况

十分严峻, 尤其是优势血清型 23 株肠炎沙门菌, 对 12 种

药物有不同程度的耐药, 其中对萘啶酸, 氨苄西林, 磺胺

异噁唑, 链霉素的耐药性均达到 60%以上, 其中肠炎沙门

菌对一代喹诺酮类药物萘啶酸的耐药率最高, 表明朝阳区

沙门菌对喹诺酮类药物的耐药情况较为严重。而另一优势

血清型鼠伤寒沙门菌的耐药情况同样不容乐观。14 株鼠伤

寒沙门菌对磺胺异噁唑, 链霉素和四环素类药物耐药严重, 
其中磺胺异噁唑和米诺环素耐药率高达 80%。提示四环素

类, 一代喹诺酮类, 一代头孢以及磺胺类药物已不适用于

沙门菌感染的治疗[12]。而沙门菌对三代头孢, 四代头孢, 
碳青霉烯类, 单环内酯类以及四代喹诺酮等新型广谱类的

抗生素耐药率低, 可用于肠道感染沙门菌的治疗。 

多重耐药指的是对三类或三类以上的抗菌药物同时出

现耐药的情况, 多重耐药的出现增加了治疗的难度, 使感

染的发病率上升[13]。鼠伤寒沙门菌和肠炎沙门菌的多重耐

药情况严重, 可能与患者自行用药, 没有按医生指导的时

间用药等原因导致的抗生素不规范使用有关。而非优势血

清型中的巴雷利沙门菌的多重耐药, 可能与耐药基因间的

水平传递有关。新型抗生素在临床使用过程中, 需进行细

菌的耐药性分析, 合理规范用药, 提高治疗效果。 
 

 
 

图 2  23 株肠炎沙门菌 PFGE 聚类结果 
Fig.2  PFGE clustering results of 23 Salmonella enteritis strains 
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图 3  14 株鼠伤寒沙门菌 PFGE 聚类结果 
Fig.3  PFGE clustering results of 14 Salmonella typhimurium strains 

 
PFGE 分子分型近年来广泛用于细菌分子流行病学

研究, 具有重复性好, 分辨率高, 结果稳定可靠和易于标

准化的特点。本次研究结果表明, 同一血清型沙门菌的

PFGE 图谱并不完全相同。肠炎沙门菌的 PFGE 图谱聚集

性强 , 具有很高的同源性 , 这与国内其他省市的相关研

究一致[14‒16]。而另一种优势血清型鼠伤寒沙门菌的 PFGE
图谱条带差异较大 , 存在多样性的特点 , 这更有利于食

源性疾患的溯源分析。此结果与国内其他省市的相关研

究相似[9]。部分 PFGE 指纹图谱相同或相似度高的菌株的

耐药表型与 PFGE带型聚类呈现一致性, 如带型相同的鼠

伤寒沙门菌 BJCY2019SM13、BJCY2019SM22 均对氨苄

西林、西环素、环丙沙星、多西环素、链霉素, 米诺环素, 
磺胺异噁唑耐药, 耐药谱完全一致; 而 BJCY2019SM31
和 BJCY2019SM38 均显示多重耐药; PFGE 指纹图谱相同

的肠炎沙门菌耐药谱基本相同, 表明分型相同的菌株可

能有相似或相同的耐药谱, 与胡玉琴等 [9]、周兰兰等 [17]

的研究结论一致。 
在治疗沙门菌感染前, 鉴定沙门菌血清型并进行药

敏实验, 可提高临床治疗的有效性。进行细菌耐药模式的

持续性监测, 有利于辅助临床的精准用药, 从而控制耐药

菌株的产生, 同时完善朝阳区沙门菌的 PFGE 指纹图谱库, 
有助于提高本地区儿童沙门菌引起的食源性腹泻爆发的预

警能力。 
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