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摘  要: 目的  了解云南省伤寒、副伤寒沙门菌脉冲场凝胶电泳(pulsed field gel electrophoresis, PFGE)分子分

型及耐药状况。方法  参照中国细菌性传染病分子分型实验室监测网络 PulseNet China 的沙门菌 PFGE 分子

分型方法进行分子分型。分析耐药板最低抑菌浓度(minimal inhibitory concentration, MIC)值, 根据美国临床实

验室标准化协会(Clinical and Laboratory Standard Institute, CLSI)的相应标准得出敏感、中介、耐药(S、I、R)

结果。结果  36 株伤寒、副伤寒沙门菌呈 22 种 PFGE 带型, 有 5 组优势带型, 组之间菌株有明显的时间、地

域同源性。对萘啶酸耐药率最高, 为 55.56%, 对庆大霉素最敏感, 敏感率 100%。此外有 16.68%菌株对 3 类以

上抗菌素耐药。结论  云南省伤寒、副伤寒沙门菌分子分型结果提示 5~8 月存在甲型副伤寒局部爆发, 应

加强甲型副伤寒疾病的监测。云南省伤寒及副伤寒对萘啶酸耐药率最高, 对庆大霉素最敏感, 菌株存在多重

耐药性。 
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ABSTRACT: Objective  To understand the molecular typing and drug resistance of Salmonella typhi and 

paratyphoid pulsed field gel electrophoresis (PFGE) in Yunnan province. Methods  Molecular typing was carried 

out by referring to the PFGE molecular typing method of Salmonella by PulseNet China molecular typing laboratory 

monitoring network for bacterial infectious diseases. The minimal inhibitory concentration(MIC)was analyzed, and 

the results of sensitivity (S), mediator (I) and drug resistance (R) were obtained according to the relevant standards of 

Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI). Results  Totally 36 strains of Salmonella typhi and paratyphi 

showed 22 PFGE bands and 5 groups of dominant bands, with obvious temporal and regional homology among 

strains. The highest resistance rate was 55.56% to nalidixic acid and the most sensitive to gentamicin with 100% 

sensitivity. In addition, 16.68% strains were resistant to more than 3 classes of antibiotics. Conclusion  The results 

of molecular typing of Salmonella typhi and paratyphoid in Yunnan province indicate that paratyphoid A occurres 
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locally from May to August, so the surveillance of paratyphoid A should be strengthened. Yunnan Salmonella typhi 

and Salmonella paratyphoid have the highest drug resistance rate to Nalidixic Acid (NAL) and the most sensitive to 

gentamicin (GEN), and the strain has multiple drug resistance. 
KEY WORDS: Salmonella typhi; Salmonella paratyphi; pulsed field gel electrophoresis; drug resistance 
 
 

1  引  言 

伤寒与副伤寒(typhoid and paratyphoid fever, TPF)是
由肠沙门菌肠亚种伤寒血清型或者副伤寒甲、乙、丙血

清型引起的一种临床上以发热为主要症状的急性传染病, 
被列为我国法定报告乙类传染病[1]。据估计, 在近 2000
年的时间里, 伤寒导致 2 千万疾病病例, 20 万例死亡, 副
伤寒导致 5 百万例疾病病例[2]。云南是伤寒、副伤寒高发

省份 , 2015~2016 我国伤寒、副伤寒平均发病率分别为

0.64/10 万、0.19/10 万, 云南省伤寒、副伤寒平均发病率

为 4.23/10 万、1.68/10 万[3]。 
人体感染沙门菌往往是摄入了沙门菌污染的食物所

致, 由伤寒、副伤寒沙门菌引起的食源性疾病爆发事件不

断有新的报道 [4‒6] 。脉冲场凝胶电泳 (pulsed field gel 
electrophoresis, PFGE)被广泛应用于疾病爆发的溯源, 但
云南省对伤寒、副伤寒的 PFGE 分子分型研究报道较少。

目前沙门菌多重耐药性问题日益严重, 全球都面临挑战, 
耐 药 性 问 题 的 研 究 也 日 显 迫 切 。 本 研 究 对 云 南 省

2015~2019 从伤寒、副伤寒感染者及食品中分离出的 36 株

伤寒、副伤寒沙门菌进行 PFGE 分子分型及耐药研究, 以
了解云南省伤寒、副伤寒沙门菌基因分布特点及耐药特征, 
以期完善相关分子分型网络数据库并对云南省伤寒、副伤

寒的防控及耐药情况提供本底数据。 

2  材料与方法 

2.1  菌  株 

实验菌株分离自我省 2015~2019 年食源性疾病主动

监测哨点医院沙门菌感染患者及食源性致病菌监测的食品, 
由 VITEK2 全自动微生物鉴定系统及质谱仪复核鉴定。

PFGE 标准 Marker 菌株 H9812 由国家病原体监测网络

TraNetChina 提供。耐药实验质控菌株粪肠球菌 ATCC 
29212、金黄色葡萄球菌 ATCC29213、大肠杆菌 ATCC 
25922、铜绿假单胞菌 ATCC27853(中国微生物菌种保藏管

理委员会普通微生物中心)。 

2.2  培养基及试剂 

HE(hekton enteric agar)培养基、营养琼脂培养基(北京陆

桥技术股份有限公司); VITEK2 GN 鉴定卡(法国 BioMrieux
公司); 沙门菌诊断血清(丹麦 Statens Serum Institut 公司); 限
制性内切酶 XbaⅠ(日本 TaKaRa BIO INC 公司); 金胶 Seakem 

Gold Agarose(美国 Lonza Rockland 公司); 蛋白酶 K(38 U/mL, 
德国 MERCK 公司); Tris-HCl、乙二胺四乙酸(ethylene diamine 
tetraacetic acid, EDTA)(分析纯, 美国 Solarbio 公司); Gelred 染

料(美国 BIOTIUM 公司); 革兰氏阴性需氧菌耐药板[含 15 种

抗生素：环丙沙星(ciprofloxacin, CIP)、萘啶酸(nalidixic acid, 
NAL)、氯霉素(chloramphenicol, CHL)、四环素(tetracycline, 
TET)、庆大霉素 (gentamicin, GEN)、头孢噻肟(cefotaxime, 
CTX)、头孢西丁(cefoxitin, CFX)、头孢他啶(ceftazidime, 
CAZ)、头孢唑林(cefazolin, CFZ)、氨苄西林(ampicillin, AMP)、
氨苄舒(ammonia benzyl shu, AMS)、亚胺培南(imipenem, 
IMP)、阿奇霉素(azithromycin, AZM)、红霉素(erythromycin, 
ERY)、复方磺胺(compound sulfa, SXT), 中国上海星佰生物技

术有限公司]。 

2.3  仪器设备 

VITEK2 全自动微生物分析系统(法国 BioMrieux 公

司 ); Autoflex Speed 质 谱 仪 ( 美 国 Bruker 公 司 ); 
DSHZ-300A 水 浴 摇 床 ( 中 国 太 仓 市 实 验 设 备 厂 ); 
CHEF-MAPPER 脉冲场凝胶电泳仪及凝胶成像系统(美
国 Bio-Rad 公司)。 

2.4  实验方法 

2.4.1  菌株及血清学鉴定 
所有分离到的沙门菌菌株用 VITEK2 全自动微生物

分析系统及质谱仪进行复核确认。依据沙门菌血清型属

White-Kauffmann-Le Minor 抗原表[7], 用沙门菌血清型属

诊断血清确定血清型。 
2.4.2  脉冲场凝胶电泳分型 

参照中国细菌性传染病分子分型实验室监测网络

PulseNetChina的沙门菌 PFGE分子分型方法[8], 用 SeaKem 
Glod Agarose将沙门菌包埋, 用Xba I酶切, 把得到的DNA
片段用 CHEF-MAPPER 进行脉冲场凝胶电泳分型, 最后将

成像结果用 Bionu-merics7.6 软件聚类分析。 
2.4.3  耐药实验 

用肉眼判读的方法对耐药板进行读数, 由说明书分

析得出最低抑菌浓度(minimal inhibitory concentration, MIC)
值, 并根据美国临床实验室标准化协会(Clinical and Labor 

atory Standard Institute, CLSI)的相应标准获得相应敏感

(S)、中度敏感(I)、和耐药(R)的结果[8]。每次实验均采用国

际标准株 ATCC 29212、ATCC 29213、ATCC 25922、ATCC 
27853 作质控对照。 



9436 食 品 安 全 质 量 检 测 学 报 第 11 卷 
 
 
 
 
 

3  结果与分析 

3.1  PFGE 分子分型结果 

将 36 株伤寒、副伤寒沙门菌用 Xba I 酶切, 进行脉冲

场电泳后, 进行聚类分析。按照 100%的相似度, 36 株伤寒、

副伤寒沙门菌共分成 22 种 PFGE 带型 , 分别命名为

001-022。其中 5 种 PFGE 带型：005、006、009、011、012, 
分别含有 6、5、2、3、2 株菌, 每组菌株之间同源性均是

100%。同源性为 100%的 5 组菌所包含的菌株都是甲型副

伤寒沙门菌, 按照 Tenover 等[9]的分类原则, 这些菌株分属

5 个克隆系, 占全部菌株的 50%(18/36)。聚类分析结果还

显示 5~8 月分离的菌株数最多：带型 005 的 6 株菌, 有 5
株分离自昆明市第一人民医院, 其中 3 株采样于 2018 年 5
月; 带型 006 的 5 株菌, 有 4 株分离自曲靖市第一人民医

院, 其中 3 株采样于 2017 年 7~8 月, 且耐药谱相同; 带型

011 的 3 株菌均分离自玉溪地区, 采样时间为 2019 年 6~8
月; 这些菌株间有明显的时间、地域等聚集性, 提示可能

这些地区曾发生过相关基因型菌株引起的疾病流行。具体

见图 1。 

3.2  耐药实验结果 

3.2.1  15 种抗生素耐药情况 
将 36 株伤寒及副伤寒沙门菌同时进行 15 种抗生素的

耐药实验。36 株伤寒及副伤寒沙门菌对 15 种抗生素不同

程度分为耐药(R)、中介(I)、敏感(S)。有 20 株对萘啶酸耐

药。分别有 22、15 株对环丙沙星、头孢唑林中介。36 株

均对庆大霉素敏感, 敏感率为 100%。35 株对头孢噻肟、

头孢西丁敏感, 此外 34 株则对亚胺培南敏感, 见图 2。 
 
 
 
 

 
 

注: 1. 耐药谱中, 高方块为耐药, 中方块为中度敏感, 低方块为敏感。 
图 1  36 株伤寒及副伤寒沙门菌聚类分析及耐药谱图 

Fig.1  Cluster analysis and drug resistance profiles of 36 strains of Salmonella typhi and paratyphi 
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3.2.2  抗生素耐药率 
通过对 15 种抗生素的耐药实验显示, 36 株伤寒及副伤

寒沙门菌对萘啶酸耐药率最高, 为 55.56%。耐药率排第二、

第三位的是氨苄西林、四环素, 耐药率分别为 18.75%、16.67%, 
红霉素耐药率排列第四, 为 15.63%, 由此看出云南省耐药率

最高的是喹咯酮类药物, 其次是内酰胺类药物。见图 3。 
3.2.3  多重耐药情况 

36 株伤寒、副伤寒沙门菌中 6 株对 3 类以上抗菌素

耐药, 多重耐药菌株(multidrug-resistant, MDR)占总菌株的

16.68%, 其中 1 株对 8 种抗生素耐药, 见表 1。 
 

 
 

图 2  36 株伤寒、副伤寒沙门菌耐药分析结果 
Fig.2  Results of drug resistance analysis of 36 strains of Salmonella typhi and paratyphi 

 

 
 

图 3  36 株伤寒、副伤寒沙门菌抗菌素耐药率 
Fig.3  Drug resistance rate of 36 strainsof Salmonell atyphi and paratyphi 

 
表 1  36 株伤寒、副伤寒沙门菌多重耐药结果 

Table 1  Results of multiple drug resistance of 36 strains of Salmonella typhi and paratyphi 

同时耐药种类 耐药谱 菌株数 占比/% 

3 类 

TET+NAL+CHL 1 2.78 

TET+NAL+AMP 1 2.78 

TET+AMP+ERY 1 2.78 

4 类 TET+AMP+CHL+SXT 1 2.78 

5 类 
TET+AMP+ERY+AMZ+NAL 1 2.78 

TET+AMP+ERY+AMZ+CHL+CTX+CFZ+CAZ 1 2.78 

合计  6 16.68 
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4  结论与讨论 

目前 PFGE是国际上公认的食源性传染病暴发流行确

认的重要手段 [10], 被推荐为多种致病菌分子分型的金标 
准[11]。对云南省 2015~2019 年分离到的 36 株伤寒、副伤

寒进行 PFGE 分子分型研究, 结果揭示:(1)优势带型 005、
006、011、012 主要分离自昆明、曲靖、玉溪、大理地区, 提
示这些菌株有可能是当地流行的基因型菌株。(2)优势带型

005、006、011、012 菌株都是甲型副伤寒, 张静[12]报道了

全球范围伤寒或副伤寒流行与菌株的优势血清型有关, 所
以甲型副伤寒沙门应该是云南省流行的主要血清型, 故需

加强对甲型副伤寒沙门菌的监测。(3)优势带型 005、006、
011、012 菌株间有明显的时间、地域聚集性, 提示云南省

局部地区存在甲型副伤寒沙门菌的局部爆发流行。(4)云南

省伤寒、副伤寒发病高峰是 5~8 月。随着传染病综合防治

措施的落实, 我国伤寒、副伤寒的发病率呈逐年下降趋  
势[13,14], 但其仍然是严重危害人民健康的肠道传染病之一, 
造成的疾病负担仍然不容忽视[15]。 

云南省 36 株伤寒及副伤寒沙门菌, 对萘啶酸的耐药

率最高, 为 55.56%, 这与江苏、浙江[4,16,17]等地报道相同, 
但比江苏(100%)、浙江(100%)两省低; 36 株伤寒、副伤寒

沙门菌对庆大霉素敏感率 100%, 这与我国其他地区相关

报道不尽相同[18‒20]。该结果提示我国伤寒、副伤寒沙门菌

可能普遍对萘啶酸耐药, 在治疗伤寒、副伤寒沙门菌时, 
应特别关注对喹咯酮类药物的耐药问题; 云南省 36 株伤

寒及副伤寒沙门菌, 对环丙沙星中介的菌株数最多, 与云

南省肠炎、德尔比沙门菌相同[8], 提示云南省沙门菌对环

丙沙中介率高, 应防止环丙沙星成为新的耐药抗菌素。近

年来 , 在抗生素的选择压力下 , 沙门菌耐药现象日趋严 
重[21], 对临床使用的 3 类或 3 类以上抗菌药物同时呈现耐

药的多重耐药菌株(multidrug-resistant, MDR)[22]日益增多, 
本次研究也对云南省伤寒、副伤寒沙门菌多重耐药菌株的

耐药谱进行了报道, 这些研究结果可对云南省伤寒及副伤

寒的用药选择、缩短伤寒及副伤寒病程、降低并发症和死

亡率有一定的意义。 
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