
微生物学通报 Jan. 20, 2021, 48(1): 82−92 
Microbiology China DOI: 10.13344/j.microbiol.china.200329 

tongbao@im.ac.cn 
http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn  
 

                           

Foundation items: Ten Thousand Talent Program in Yunnan Province (YNWR-CYJS-2018-047)；Applied Basic Research 
Project of Yunnan Province Science and Technology Department (2017FD057) 

These authors equally contributed to this work 
*Corresponding author: Tel: 86-871-65017572; E-mail: aiguo_xin@hotmail.com 
Received: 01-04-2020; Accepted: 07-05-2020; Published online: 12-08-2020 
基金项目：云南省“万人计划”产业技术领军人才专项(YNWR-CYJS-2018-047)；云南省科技厅应用基础研究计划

(2017FD057) 
对本文贡献相同 

*通信作者：Tel：0871-65017572；E-mail：aiguo_xin@hotmail.com 

收稿日期：2020-04-01；接受日期：2020-05-07；网络首发日期：2020-08-12 

研究报告 

云南蛋鸡源肠炎沙门氏菌的分离鉴定及生物学特性 

李廷翠1,2  严红亚1  常志顺 1  李珂 1  覃袖伟 1  赵蓉 1  信爱国*1 
1 云南省畜牧兽医科学院  云南 昆明  650224 

2 云南农业大学动物医学院  云南 昆明  650201 

摘  要：【背景】肠炎沙门氏菌(Salmonella enteritidis)是一种重要的人畜共患病原菌，禽类的肉制品

及蛋类是其重要的传播途径。【目的】确诊云南某蛋鸡场疑似沙门氏菌感染病原情况。【方法】无菌

采集发病蛋鸡肝脏组织进行细菌分离培养鉴定，对获得的菌株进行耐药性分析、致病性实验及毒力

基因的检测。【结果】鉴定该分离菌为肠炎沙门氏菌，其抗原结构式为：O 抗原 1(+)、9(+)、12(+)，

H 抗原 gm(+)、[1,7](+)，将其命名为 SSYN001 株。药敏实验表明，该菌株对青霉素、复方新诺明、

强力霉素和四环素 4 种药物耐药，对阿莫西林、氨苄西林、庆大霉素、妥布霉素和头孢他啶等 8 种

抗菌药物敏感；耐药基因检测发现，该菌株含有四环素类耐药基因 tetA；动物致病性试验显示，该

菌对雏鸡、产蛋鸡及小鼠的致死率分别为 40%、80%和 100%；该菌检测出 spvB、spiA、pagC、msgA、

invA、sipB、prgH、spaN、tolC、iroN、sitC、lpfC、sifA、sopB 和 orgA 这 15 种毒力基因。【结论】

对云南蛋鸡源肠炎沙门氏菌的致病性和菌株提供了新的生物学信息数据，对食源性人畜共患沙门氏

菌的检测具有重要的公共卫生学意义。 

关键词：蛋鸡，肠炎沙门氏菌，分离鉴定，生物学特性 

Isolation, identification and characterization of Salmonella 
enteritis from Yunnan laying hens 
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ZHAO Rong1  XIN Aiguo*1 
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Abstract: [Background] Salmonella enteritis is an important zoonotic pathogenic bacterium that is 
transmitted essentially by poultry meat products and eggs. [Objective] In order to confirm pathogen 
information in a breeder farm where the poultry was suspected to be infected by Salmonella in Yunnan 
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province. [Methods] We collected liver tissues from infected chicken in sterile environment to isolate and 
culture bacteria, then performed drug sensitive test and pathogenicity test, as well as identification of 
virulence genes for obtained strain. [Results] The isolated bacterium was identified to be Salmonella 
enteritidis and named SSYN001. Its antigen structural formula consists of the O antigen 1(+), 9(+), 12(+), 
H antigen gm(+) and [1,7](+). Drug resistance assay suggests that this strain was resistant to penicillin, 
bactrim, doxycycline and tetracycline, but sensitive to 8 antibiotics, include amoxicillin, ampicillin, 
gentamicin, tobramycin and ceftazidime. By detecting its resistance gene, we found that the strain contains 
tetA, a tetracycline resistance gene. The pathogenicity test shows the lethality of this strain for chicks, 
layer chicken and mice was 40%, 80% and 100%, respectively; eventually, we found this bacterium has     
15 virulence genes consisted of spvB, spiA, pagC, msgA, invA, sipB, prgH, spaN, tolC, iroN, sitC, lpfC, 
sifA, sopB and orgA. [Conclusion] The present study provides new data of the pathogenicity of laying 
hen’s Salmonella enteritidis in Yunnan province, with implication for public health on detection of 
foodborne zoonotic Salmonella. 

Keywords: laying hens, Salmonella enteritis, separation and identification, biological characteristics 

沙 门 氏 菌 属 (Salmonella) 包 括 肠 道 沙 门 氏 菌

[Salmonella enterica ， 又 称 为 猪 霍 乱 沙 门 氏 菌

(Salmonella choleraesuis)] 和 邦 戈 尔 沙 门 氏 菌 属

(Salmonella bongeri) 2 个种[1]。沙门氏菌属肠杆菌

科，是一种很常见的革兰氏阴性杆菌[2]。沙门氏菌

在环境中广泛分布，动物的肠道是该菌的主要栖

息地。沙门氏菌通常存在于家禽中，所以家禽肉

制品和蛋类一直是食源性疾病的重要媒介。有研究

表明，世界上 20%的家禽产品受到沙门氏菌的污

染，其可以通过生物膜的形成在动物和人类的环

境和设施中长期存在[3]。沙门氏菌的传播方式有水

平传播和垂直传播，是一种严重危害人类健康及

养殖业发展的人畜共患病。在多数由食用家禽产

品引起的沙门氏菌病暴发中，已经分离出肠炎沙

门氏菌和鼠伤寒沙门氏菌这两种血清型[4]。 

肠炎沙门氏菌(S. enteritidis)是一种典型的食源

性致病菌，具有侵袭性，普遍存在于世界范围内

的各个地区。丁孟建等对重庆某肉鸡场的病原  

菌进行分离鉴定，分离出 26 株肠炎沙门氏菌[5]；

李晨等对贵州省 5 个地区 7 个规模化养猪场的  

128 份腹泻仔猪肠道样本进行细菌分离鉴定，结

果显示肠炎沙门氏菌为优势血清型之一[6]；吴洁等

采集深圳市龙岗区感染性腹泻病人的样本进行病

原分离鉴定，结果表明深圳市龙岗区腹泻病例主

要由沙门菌感染引起，肠炎沙门菌为常见的病原 

菌[7]。这些报道说明国内的畜禽和人群中均存在肠

炎沙门氏菌的流行，而且为优势血清型之一。本

研究对云南某蛋鸡场送检的以败血症为主要特征

的病死鸡进行病原菌分离培养，经革兰氏染色镜

检、生化试验、沙门氏菌血清型鉴定、16S rRNA

基因序列测定和相似性分析鉴定分离菌株，并进

一步对分离菌株进行了药敏试验、耐药基因检测

以及对不同动物的致病性研究和毒力基因的检测，

以期为鸡肠炎沙门氏菌的诊断检测和防治提供  

参考依据。 

1  材料与方法 

1.1  病料来源及实验动物   

2018 年 8 月，云南某蛋鸡场饲养的 1 万羽  

220 日龄左右的褐壳蛋鸡陆续发病并出现死亡，伴

随产蛋量下降，日死亡率达 1.0%−1.2%。病(死)鸡

样品送至我院进行临床剖检及实验室确诊。健康

的 7 日龄和 200 日龄海兰灰蛋鸡由云南畜牧兽医科

学院养禽与禽病所提供。成年小鼠购自昆明医科

大学实验动物中心。 

1.2  主要试剂、仪器及培养基 

细菌基因组 DNA 提取试剂盒、2×Taq PCR 

MasterMix，天根生化科技(北京)有限公司；沙门

氏菌属诊断血清 60 种，宁波天润生物药业有限公

司；革兰氏染液、沙门氏菌生化鉴定管，广东环凯
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微生物科技有限公司；抗生素药敏纸片，杭州天和

微 生 物 试 剂 有 限 公 司 。 PCR 扩 增 仪 ， Applied 

Biosystems 公司；凝胶成像紫外仪，Tanon 天能公

司；超净工作台，广州市深华生物技术有限公

司；电泳仪，北京六一生物科技有限公司。普通琼

脂、麦康凯琼脂、MH 琼脂、SS 琼脂、三糖铁琼

脂培养基，北京奥博星生物技术有限责任公司。 

1.3  细菌分离培养   

无菌挑取病(死)鸡肝脏病料，划线接种于普通

琼脂平板，37 °C 培养 24 h；挑取单个典型菌落转

接麦康凯琼脂平板进行纯培养，37 °C 培养 24 h；

挑取纯培养菌落划线接种于 SS 琼脂平板，37 °C 培

养 24 h；在麦康凯琼脂和 SS 琼脂平板上呈现半透

明的圆整菌落再接种到三糖铁琼脂平板，37 °C 培

养 24 h，将纯化好的细菌保种并进行细菌染色   

镜检。 

1.4  生化试验   

将分离纯化的分离菌分别接种于三糖铁斜面

培养基、硫化氢 H2S、赖氨酸脱羧酶、甘露醇、山

梨醇、靛基质、尿素、氰化钾和 β-半乳糖苷等沙

门氏菌微量生化反应管，37 °C 培养 18−24 h，观察

并记录。 

1.5  血清型鉴定   

按沙门氏菌属诊断血清试剂盒使用说明，采

用玻片凝集法进行鉴定。于洁净玻片上滴加沙门

氏菌标准血清，将菌苔加入少量灭菌生理盐水制

成浓菌液，取少量菌液与血清混合均匀，2 min 内

判断结果，同时用生理盐水设置阴性对照。 

1.6  细菌 16S rRNA 基因分析   

按照细菌基因组 DNA 提取试剂盒说明书，提

取分离菌基因组 DNA。采用赵鹤庭等扩增细菌

16S rRNA 基因鉴定细菌种属分类的方法及引物[8] 

(表 1)。PCR 反应体系(25 μL)：2×Taq  PCR 

MasterMix 12.5 μL，ddH2O 9.5 μL，上游引物   

(10 μmol/L) 1 μL，下游引物(10 μmol/L) 1 μL，

DNA 模板 1 μL。PCR 反应条件：93 °C 3 min；

93 °C 30 s，55 °C 30 s，72 °C 30 s，进行 35 个循 

表 1  PCR 扩增细菌 16S rRNA 基因的引物 
Table 1  PCR primers for amplifying 16S rRNA gene of 
bacteria 
引物名称 

Primers name 

引物序列 

Primers sequence (5′→3′) 

目的片段大小

Size (bp) 
16S-27F AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 500 

16S-519R GWATTACCGCGGCKGCTG 

16S-357F CTCCTACGGGAGGCAGCAG 750 

16S-1115R AGGGTTGCGCTCGTTGC 

16S-926F AAACTYAAAKGAATTGACGG 560 

16S-1492R TACGGCTACCTTACGACTT 

 
环；72 °C 7 min；4 °C 保存。PCR 产物经 1.5%琼

脂糖凝胶电泳检测。表 1 中所有引物的 PCR 反应体

系和反应条件相同。将分离菌株的 16S rRNA 基因

分成首尾重叠的 3 个片段进行扩增，PCR 产物纯化

后用相应的扩增引物进行双向测序，结果采用

Vector NTI 软件拼接，得到大约 1 450 bp 的细菌

16S rRNA 基因序列。所得序列提交 GenBank 进行

BLAST 比对，确定细菌的种属分类。利用 MEGA 

6.0 软件构建分离菌进化树。引物合成及 PCR 产物

测序由昆明硕擎生物有限公司完成。 

1.7  药敏试验 

用 K-B 纸片扩散法测定分离菌株的药物敏感

性，选取临床常用的复方新诺明、阿莫西林等 12 种

药物，用灭菌棉签拭取新鲜的细菌悬液涂布 MH 琼

脂平板，将药敏纸片均匀贴于培养基表面，37 °C

培养 24 h 后测量抑菌圈，依照美国临床和实验

室 标 准 协 会 (Clinical and Laboratory Standards 

Institute，CLSI) (https://www.techstreet.com/publishers/ 

clsi)制定的药敏标准判定细菌对不同药物的敏感性。 

1.8  耐药基因检测   

选取 10 种抗生素耐药基因，分别为：磺胺类

耐药基因 sul1、sul2、sul3，β-内酰胺类耐药基因

blaPSE1、blaTEM，四环素类耐药基因 tetA、tetB，氨

基糖苷类耐药基因 aadA1、aadA2、aadB。耐药基

因的引物序列参考文献[9-12] (表 2)。PCR 反应体

系(25 μL)：2×Taq PCR MasterMix 12.5 μL，ddH2O 

10.5 μL，上游引物 (10 μmol/L) 0.5 μL，下 
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表 2  耐药基因引物信息 
Table 2  Primers of resistance genes  

耐药基因 

Resistance gene 

引物名称 

Primers name 

引物序列 

Primers sequence (5′→3′) 

目的片段大小 

Size (bp) 

参考文献 

References 
sul1 sul1-F CGGACGCGAGGCCTGTATC 591 [9] 

sul1-R GGGTGCGGACGTAGTCAGC 

sul2 sul2-F GCGCAGGCGCGTAAGCTGAT 514 [12] 

sul2-R CGAAGCGCAGCCGCAATTC 

sul3 sul3-F GGGAGCCGCTTCCAGTAAT 500 
 

[10] 

sul3-R TCCGTGACACTGCAATCATTA 

blaPSE1 blaPSE1-F GCAAGTAGGGCAGGCAATCA 422 [11] 

blaPSE1-R GAGCTAGATAGATGCTCACAA 

blaTEM blaTEM-F ATCAGTTGGGTGCACGAGTG 608 [11] 

blaTEM-R ACGCTCACCGGCTCCAGA 

tetA tetA F GCTGTCGGATCGTTTCGG 658 [11] 

tetA R CATTCCGAGCATGAGTGCC 

tetB tetB F CTGTCGCGGCATCGGTCAT 615 [11] 

tetB R CAGGTAAAGCGATCCCACC 

aadA1 aadA1-F CTCCGCAGTGGATGGCGG 631 [11] 

aadA1-R GATCTGCGCGCGAGGCCA 

aadA2 aadA2-F CATTGAGCGCCATCTGGAAT 500 [11] 

aadA2-R ACATTTCGCTCATCGCCGGC 

aadB aadB-F CTAGCTGCGGCAGATGAGC 300 [12] 

aadB-R CTCAGCCGCCTCTGGGCA 

 

游引物(10 μmol/L) 0.5 μL，DNA 模板 1 μL。PCR

反应条件：95 °C 5 min；94 °C 45 s，57 °C 45 s，

72 °C 1 min，进行 30 个循环；72 °C 5 min；4 °C

保存。PCR 产物经 1.5%琼脂糖凝胶电泳检测。表 2

中所有引物的 PCR 反应体系和反应条件相同。 

1.9  致病性试验   

1.9.1  对蛋雏鸡致病性试验   

将纯化的分离菌接种到营养肉汤培养基，

37 °C 恒温培养 8−12 h，用分光光度计法测定细菌原

液浓度，用营养肉汤调整菌液量至 5×108 CFU/mL；

按 0.2 mL/只的剂量腿部肌肉注射 7 日龄健康京粉蛋

鸡 10 只，另取 10 只注射等体积的营养肉汤作对

照；接种后试验组和对照组隔离饲养，禁饮、禁

食 5 h，后续使用未加抗生素的自配料饲料饲喂，

观察 10 d，记录发病及死亡情况，对死亡鸡只进行

剖检，取肝脏病料进行细菌分离；至实验结束

日，将存活鸡只及对照组鸡只进行剖检，观察内脏

病变发生情况，取肝组织再次进行细菌分离与鉴定。 

1.9.2  对产蛋鸡致病性试验   

对 210 日龄在产海兰褐蛋鸡，分别采血、分离

血清，用鸡白痢鸡伤寒多价染色抗原进行血清平

板凝集试验，挑选结果为阴性的健康鸡 20 只作为试

验鸡，分为试验组及对照组，每组各 10 只进行致病

性试验，方法同 1.9.1。 

1.9.3  对成年小鼠的致病性试验及病理切片观察   

将 20 只体重在 38.0−41.0 g 之间的成年小白鼠

随机分为试验组和对照组各 10 只进行致病性实验，

方法同 1.9.1，只是注射方式为腹腔注射。小鼠死

亡后剖解观察，取肝和肾组织制备病理切片。 

1.10  毒力基因检测  

参考文献[13]报道的引物序列(表 3)，利用

PCR 方法检测分离菌株毒力基因。PCR 反应体

系：2×Taq PCR MasterMix 12 μL，ddH2O 10 μL，

上游引物(10 μmol/L) 1 μL，下游引物(10 μmol/L) 
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表 3  沙门氏菌毒力基因分型引物信息 
Table 3  Primers used for typing virulence genes of Salmonella  

基因名称 Gene name 引物序列 Primers sequence (5′→3′) 目的片段大小 Size (bp) 

spvB CTATCAGCCCCGCACGGAGAGCAGTTTTTA 
GGAGGAGGCGGTGGCGGTGGCATCATA 

717 

spiA CCAGGGGTCGTTAGTGTATTGCGTGAGATG 
CGCGTAACAAAGAACCCGTAGTGATGGATT 

550 

pagC CGCCTTTTCCGTGGGGTATGC 
GAAGCCGTTTATTTTTGTAGAGGAGATGTT 

454 

cdtB ACAACTGTCGCATCTCGCCCCGTCATT 
CAATTTGCGTGGGTTCTGTAGGTGCGAGT 

268 

msgA GCCAGGCGCACGCGAAATCATCC 
GCGACCAGCCACATATCAGCCTCTTCAAAC 

189 

invA CTGGCGGTGGGTTTTGTTGTCTTCTCTATT 
AGTTTCTCCCCCTCTTCATGCGTTACCC 

1 070 

sipB GGACGCCGCCCGGGAAAAACTCTC 
ACACTCCCGTCGCCGCCTTCACAA 

875 

prgH GCCCGAGCAGCCTGAGAAGTTAGAAA 
TGAAATGAGCGCCCCTTGAGCCAGTC 

756 

spaN AAAAGCCGTGGAATCCGTTAGTGAAGT 
CAGCGCTGGGGATTACCGTTTTG 

504 

orgA TTTTTGGCAATGCATCAGGGAACA 
GGCGAAAGCGGGGACGGTATT 

255 

tolC TACCCAGGCGCAAAAAGAGGCTATC 
CCGCGTTATCCAGGTTGTTGC 

161 

iroN ACTGGCACGGCTCGCTGTCGCTCTAT 
CGCTTTACCGCCGTTCTGCCACTGC 

1 205 

sitC CAGTATATGCTCAACGCGATGTGGGTCTCC 
CGGGGCGAAAATAAAGGCTGTGATGAAC 

768 

lpfC GCCCCGCCTGAAGCCTGTGTTGC 
AGGTCGCCGCTGTTTGAGGTTGGATA 

641 

sifA TTTGCCGAACGCGCCCCCACACG 
GTTGCCTTTTCTTGCGCTTTCCACCCATCT 

449 

sopB CGGACCGGCCAGCAACAAAACAAGAAGAAG 
TAGTGATGCCCGTTATGCGTGAGTGTATT 

220 

pefA GCGCCGCTCAGCCGAACCAG 
GCAGCAGAAGCCCAGGAAACAGTG 

157 

 

1 μL，DNA 模板 1 μL。PCR 反应条件：95 °C    

5 min；94 °C 30 s，66.5 °C 30 s，72 °C 1 min，进

行 30 个循环；72 °C 10 min；4 °C 保存。PCR 产物

经 1.5%琼脂糖凝胶电泳检测。引物由昆明硕擎生

物有限公司合成。 

2  结果与分析 

2.1  发病鸡临床症状及剖检情况   

发病鸡精神萎靡，食欲不振，鸡冠苍白，被毛

松乱，消瘦，排黄白色和绿色稀便，发病鸡产蛋停

止。病死鸡剖检可见肝脏明显肿大，个别脾脏肿

大，肝脏呈土黄色或黄褐色，少部分呈铜绿色，

大部分肝上有出血点、出血斑，同时可见灰白 

色、黄白色点状坏死灶和不规则条纹状、斑块状

坏死灶，肠道肠壁变薄，卵巢轻度出血，卵泡萎

缩、变性、软化、坏死。个别病死鸡有卵黄性腹

膜炎症状。 

2.2  细菌分离培养及镜检结果   

从送检病(死)鸡的肝脏病料中分离到一株细

菌，该分离菌在普通营养琼脂平板上生长良好(图

1A)，经 24 h 培养后形成圆形、表面光滑、无色、

半透明、边缘整齐的菌落；在麦康凯、SS 琼脂平

板上菌落呈半透明状(图 1B 和图 1C)，在三糖铁琼

脂平板上产酸、不产气，不产生 H2S (图 1D)。挑取

纯化好的菌落革兰氏染色后，显微镜油镜下观察细 

菌的染色特性，可见细菌呈革兰氏阴性短杆菌。 
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图 1  分离菌在不同琼脂培养基上的菌落形态 
Figure 1  Colony morphology of isolated bacteria in 
different agar plates 

注：A：普通琼脂平板；B：麦康凯琼脂平板；C：SS 琼脂平板；

D：三糖铁琼脂平板 
Note: A: The ordinary agar; B: MacConkey agar; C: SS agar; D: 
Triple sugar iron agar 

 

2.3  生化特性及血清型鉴定结果  

沙门氏菌细菌微量生化反应管检测结果显

示，该分离株属于沙门氏菌属(表 4)；血清型鉴定

结果显示，该分离株属于 D 群的肠炎沙门氏菌，

其抗原式为：O 抗原 1(+)、9(+)、12(+)；H 抗原

gm(+)、[1,7](+)。分离菌株命名为 SSYN001 株。 

2.4  16S rRNA 基因鉴定结果   

分离菌株 SSYN001 的 16S rRNA 基因测序拼接

后 ， 获 得 1 450 bp 序 列 。 将 获 得 的 序 列 在

NCBI-BLAST 中进行比对，与已知菌株 Salmonella 

enteritidis strain FC1856-1 相似性为 100%。采用

MEGA 6.0 将来源于 GenBank 中的沙门氏菌参考菌

株 进 行 多 重 序 列 比 对 ， 并 采 用 最 大 似 然 法

(Maximum Composite Likelihood) 构 建 系 统 进 化

树 ， 从 构 建 的 系 统 发 育 树 ( 图 2) 可 知 ， 菌 株

SSYN001 的 16S rRNA 基因与 Salmonella enteritidis 

strain FC1856-1 和 Salmonella enteritidis strain LBMM 

891 处在系统发育树的同一分支，亲缘关系最为接

近，聚为一族。因此，分离株 SSYN001 鉴定为肠炎

沙门氏菌(GenBank 登录号为 MT500568)。 

 
表 4  分离菌株的生化鉴定结果 
Table 4  Biochemical identification of isolated bacteria 

项目 

Items 

结果 

Results 

硫化氢 H2S − 

靛基质 Indole − 

尿素 Urea − 

氰化钾 Potassium cyanide − 

赖氨酸脱羧酶 Lysine decarboxylase + 

甘露醇 Mannitol + 

山梨醇 Sorbitol − 

β-半乳糖苷 ONPG − 

注：+：阳性；−：阴性 

Note: ＋: Positive；−: Negative 
 

 
图 2  分离菌株 SSYN001 基于 16S rRNA 基因序列的系统进化树 
Figure 2  The phylogenetic tree of the isolated SSYN001 strain based on 16S rRNA gene sequence 

注：括号内数字：菌株的 GenBank 序列号；分支处数字：Bootstrap 支持率；标尺：0.2 差异的分支长度 
Note: Numbers in brackets: GenBank accession numbers of the strain; Numbers in branch points: Percentages supported by bootstrap; Bar: 
0.2 nucleotide divergence 
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2.5  药敏试验结果   

对 12 种抗菌药物药敏试验结果显示，分离的

肠炎沙门氏菌株 SSYN001 对青霉素、复方新诺

明、强力霉素和四环素 4 种药物耐药，对阿莫西

林、氨苄西林、庆大霉素、妥布霉素和头孢他啶

等 8 种抗菌药物敏感(表 5)。 

2.6  耐药基因检测结果 

对肠炎沙门氏菌(SSYN001)进行 10 种耐药基

因 PCR 检测，以质控菌株大肠埃希菌 ATCC 25922

为阴性对照。只有 tetA 被检出，其余 9 种耐药基

因未被检出；其检测的目的片段大小均与预期一

致，肠炎沙门氏菌 PCR 扩增产物的电泳条带结果

见图 3。测序结果显示，扩增的 tetA 耐药基因序列

与 GenBank 中的参考序列相似性高达 99.76%以上。 

2.7  致病性试验结果   

2.7.1  对雏鸡致病性试验结果   

将菌株 SSYN001 接种 7 日龄蛋雏鸡后，临床

表现为精神沉郁、被毛松乱、采食量减少，部分

鸡出现“糊肛”症状；死亡时间集中在攻毒后 3−6 d，

此后鸡只逐渐恢复正常。10 d 内实验组死亡率为

40% (4/10)，对照组全部健活。死亡鸡剖检病理变

化：肺炎，肝脏有明显的白色结节，肝脏肿大、呈 

 
 

图 3  tetA 基因 PCR 电泳图 
Figure 3  PCR electrophoresis image of tetA gene 
注：M：DL2000 DNA Marker；1：SSYN001；2：阴性对照；3：

空白对照 
Note: M: DL2000 DNA Marker; 1: SSYN001; 2: Negative control; 
3: Blank control 

 

土黄色、褐色或绿色，上有灰色坏死灶或出血斑。

从病死鸡肝组织均回收到接种菌。试验观察期结

束时将鸡全部处死并剖检，6 只试验组耐过鸡剖

检病变均与死亡鸡相一致，但病变更为典型，从

耐过鸡肝组织未回收到接种菌；对照组鸡只剖检

无病变，也未分离到细菌。 

2.7.2  对产蛋鸡致病性试验结果   

试验用 210 日龄产蛋鸡接种 SSYN001 菌株

后，表现为俯卧、缩颈、嗜睡、共济失调和腹泻、

产软壳蛋或绝产。死亡时间集中在 3−7 d，死亡率 

 
表 5  肠炎沙门氏菌株 SSYN001 药敏试验结果 
Table 5  Drug sensitive test results of Salmonella enteritis SSYN001 strain 
抗生素种类 Types of antibiotics 抗生素 Antibiotics 抑菌圈直径 Diameter of inhibition zone (mm) 判定结果 Result 

β-内酰胺类 β-lactams 青霉素 G PEN 24 R 

头孢氨苄 LEX 36 S 

氨苄西林 AMP 28 S 

阿莫西林 AMO 33 S 

氨基糖苷类 Aminoglycosides 庆大霉素 GEN 30 S 

阿米卡星 AMI 26 S 

卡那霉素 KAM 32 S 

链霉素 STR 19 S 

妥布霉素 TOB 32 S 

四环素类 Tetracyclines 四环素 TET 0 R 

强力霉素 DOX 0 R 

磺胺类 Sulfonamides 复方新诺明 SXT 0 R 

注：S：敏感；I：中敏；R：耐药 
Note: S: Sensitivity; I: Intermediary; R: Resistance 
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为 80% (8/10)；试验死亡鸡及 2 只处于发病状态的

存活鸡剖检病变与自然发病鸡病变相一致，从病死

鸡肝组织分离到细菌。对照组正常，无明显临床

症状，剖检无病变，未分离到细菌。 

2.7.3  对成年小鼠的致病性试验及病理切片观察   

成年小鼠接种分离菌后出现被毛凌乱、精神萎

靡、行动迟缓，有的小鼠出现血便等症状。死亡时

间 集 中 在 2−4 d ， 4 d 试 验 组 死 亡 率 为 100% 

(10/10)。试验组剖解后可见肝脏出血肿大、脾脏肿

大。取发病小鼠肝脏做病理切片观察，如图 4 所示，

组织可见多处肝细胞小灶性坏死，细胞分界不清，

胞核碎裂溶解(黑色箭头)，部分坏死灶伴有少量炎

性细胞浸润(红色箭头)，肝窦内炎性细胞增多，并

可见大量肝窦淤血(黄色箭头)；组织皮质广泛可见

肾小管坏死，上皮细胞核固缩深染或碎裂，部分上

皮细胞脱落(黑色箭头)，较多肾小管内可见嗜酸性

团块(绿色箭头)，肾小球毛细血管淤血(红色箭头)。

对发病小鼠进行病原菌的分离培养，可以分离到菌

落形态、生化特性和血清型鉴定一致的肠炎沙门氏

菌。阴性对照组小鼠观察期内正常健活。 

 
 

图 4  小鼠病理组织学观察结果(20×) 
Figure 4  Results of histopathological observation in mice 
(20×) 

注：A：病变肝组织；B：正常肝组织；C：病变肾组织；D：

正常肾组织 
Note: A: Diseased liver tissue; B: Normal liver control; C: 
Diseased kidney tissue; D: Normal kidney control 

 
2.8  毒力基因检测结果   

沙门氏菌毒力基因检测表明，SSYN001 株 15 种

毒力基因(spvB、spiA、pagC、msgA、invA、sipB、

prgH、spaN、tolC、iroN、sitC、lpfC、sifA、sopB

和 orgA)检测呈阳性结果，而 pefA 和 cdtB 这 2 个毒

力基因没有扩增出目的条带，表明该菌株不含有

这 2 个毒力基因(图 5)。 

 
 

图 5  肠炎沙门氏菌株 SSYN001 毒力基因检测结果 
Figure 5  Identification results for virulence gene of Salmonella enteritidis SSYN001 strain 
注：M：DL2000 DNA Marker；1：spvB 基因；3：spiA 基因；5：pagC 基因；7：cdtB 基因；9：msgA 基因；11：invA 基因；13：sipB 基

因；15：prgH 基因；17：spaN 基因；19：orgA 基因；21：tolC 基因；23：iroN 基因；25：sitC 基因；27：lpfC 基因；29：sifA 基因；

31：sopB 基因；33：pefA 基因；2、4、6、8、10、12、14、16、18、20、22、24、26、28、30、32、34：各毒力基因相应的阴性对照 
Note: M: DL2000 DNA Marker; 1: spvB gene; 3: spiA gene; 5: pagC gene; 7: cdtB gene; 9: msgA gene; 11: invA gene; 13: sipB gene; 15: 
prgH gene; 17: spaN gene; 19: orgA gene; 21: tolC gene; 23: iroN gene; 25: sitC gene; 27: lpfC gene; 29: sifA gene; 31: sopB gene; 33: pefA 
gene; 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34: Negative control of the corresponding gene 
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3  讨论与结论 

影响食品安全的沙门氏菌主要血清型是肠炎

沙门氏菌和鼠伤寒沙门氏菌，其中肠炎沙门氏菌

是目前主要流行的优势血清型[14]。在美国和欧洲，

肠炎沙门氏菌血清型被认为是暴发人类沙门氏菌

病的主要原因，主要与食用受污染的家禽产品有

关，包括鸡蛋[15-17]。虽然所有家畜都可能感染沙

门氏菌，但受污染的禽肉和禽蛋是人类肠炎沙门

氏菌的主要来源[18-19]。肠炎沙门氏菌的流行已经

成为世界公共卫生所关注的问题。 

本研究从云南某蛋鸡场在产褐壳蛋鸡发病鸡

群中分离到一株肠炎沙门氏菌，云南省关于蛋鸡

肠炎沙门氏菌的研究报道较少。该株肠炎沙门氏

菌对青霉素、复方新诺明、强力霉素和四环素 4 种

药物耐药，是一株多重耐药性菌株。宋欣媛等对

昆明周边养鸡场分离出的 8 株沙门氏菌进行耐药状

况研究，结果表明分离株对氨苄西林和头孢氨苄

有较强的耐药性，对四环素中介耐药[20]；崔苗苗

等对辽宁某规划养殖场分离到的 73 株肠炎沙门氏

菌进行药敏试验分析，结果显示，该分离菌对氨

苄西林、磺胺异恶唑等耐药性较强，而对头孢噻

呋、恩诺沙星等药物的耐药性较弱[21]；冯国金等

对广东某“海南黄”鸡养殖场分离到的一株肠炎沙门

氏菌进行耐药分析，结果表明该分离菌对青霉素

和红霉素耐药[22]。由此可见，不同地区分离到相

同血清型的肠炎沙门氏菌菌株，其耐药情况各有

差异，可能与当地养殖场平时使用的治疗药物有

关。耐药基因检测结果表明，肠炎沙门氏菌分离

株携带 tetA 耐药基因，蛋鸡肠炎沙门氏菌耐药表型

与耐药基因型的符合率存在差异不显著的相关

性。除了四环素类符合率较高，分离株药敏试验

结果表明其对青霉素和复方新诺明耐药，但却未

检测到相应的耐药基因，可能是含有耐药基因太

多而未扩增到相应的耐药基因，或者该菌株可能

还存在其他未知耐药基因或耐药机制。 

为了研究分离到的肠炎沙门氏菌株 SSYN001

的致病性，人工感染蛋雏鸡、产蛋鸡和成年小鼠的

结果显示，雏鸡死亡率为 40% (4/10)，存活鸡生长

发育受阻，内脏器官病变明显；蛋鸡产蛋停止，死

亡率达 80% (8/10)；小鼠死亡率达 100% (10/10)。

从养殖户了解到自然感染在产蛋鸡群每天的死亡

率高达 1.5%，造成巨大的经济损失。 

沙门氏菌病的致病过程和感染的严重程度主

要取决于一系列协同作用的因素，这些因素可维持

宿主体内微生物的生长，并协助微生物表达其毒

性，这些因素被称为毒力基因[23]。本研究主要针对

17 个已知与家禽沙门氏菌感染有关的基因(spvB、

spiA、pagC、cdtB、msgA、invA、sipB、prgH、spaN、

orgA、tolC、iroN、sitC、lpfC、sifA、sopB 和 pefA)。

在 17 个检测到的毒力基因中有 15 个毒力基因

(spvB、spiA、pagC、msgA、invA、sipB、prgH、spaN、

orgA、tolC、iroN、sitC、lpfC、sifA 和 sopB)被检测

到，而 cdtB 和 pefA 这 2 个基因未检测到。invA[24]、

orgA[25]、prgH[26]、tolC[27]、sopB[28]、lpfC[29]和 pefA[30]

在宿主识别和入侵中发挥作用；cdtB 可诱导宿主

DNA 的损伤，使细胞死亡[31]；pagC、msgA、spiA、

spaN 和 sipB 均是微生物在宿主巨噬细胞中生存所

需的基因，其 spaN 和 sipB 可发挥杀死巨噬细胞的

作用[32]；sitC 和 iroN 丝状结构的形成主要是通过

sifA 基因协助进行的[33]；spvB 毒力基因在体外对巨

噬细胞的细胞毒性和在感染过程中增强细胞内的

细菌增殖是必需的，spvB 可以编码一种二磷酸腺苷

(Adenosine Diphosphate，ADP)核糖化酶，导致感染

细胞中肌动蛋白细胞骨架的解聚；此外，spvB 的腺

苷二磷酸化活性对沙门氏菌在小鼠体内的毒力至

关重要；spvB 可能最终诱发细胞毒性导致细胞凋

亡，并且通过吞噬感染的凋亡细胞促进沙门氏菌在

细胞间的传播，对沙门氏菌感染的发病机制至关重

要[34]。本次分离到的肠炎沙门菌株 SSYN001 未检

测到 cdtB 和 pefA 这 2 个基因，可能会影响该菌株

识别和入侵宿主以及对宿主细胞致死的能力，但其

对菌株毒力的影响有待进一步研究。结合动物致病

性结果表明，肠炎沙门氏菌株 SSYN001 毒力较强，
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对动物的致死率高；而且在生产中对蛋鸡影响较

大，尤其对产蛋期的蛋鸡影响最为严重，致死率极

高，并影响生产性能，使产蛋率下降，应引起足够

重视。 
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