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人畜共患病——沙门氏菌的鉴定诊断
刘金兰

西南民族大学畜牧兽医学院，四川成都，610041；

摘要：沙门氏菌是一种常见的人畜共患肠道致病菌,是全球食源性疾病中最重要的病原体之一。本研究旨在采用

简单方便的方法系统地开展沙门氏菌的鉴别诊断来阐明沙门氏菌的危害及其病原学特征。首先对小鼠进行攻毒并

采集死亡小鼠的病变组织，通过病理学观察、细菌的分离培养、形态学观察、生化实验分析、凝集平板实验、

PCR 扩增沙门氏菌侵袭蛋白 A（InA）基因等方法对分离菌株的病原学特性进行分析。剖检结果显示，感染组小鼠

的肝组织颜色变灰，小肠出现卡他性炎症等。培养实验显示，攻毒鼠肝脏样本在麦康凯培养基上形成了湿润灰白

色菌落。经过多次纯化，最终得到了黑色的单菌落，经过革兰氏染色镜检后确定为革兰氏阴性短杆菌。生化实验

结果编号为 42365，根据肠杆菌科细菌生化鉴定编码手册可判定为沙门氏菌，鉴定值为 32.7％。血清型鉴定结果

显示实验组有明显的凝集颗粒，液体几乎透明，判定为阳性；对照组无凝集现象。PCR 扩增 invA 基因，测序鉴

定 PCR 产物，结果显示扩增到 287 bp 的 invA 基因与沙门氏菌相符合。综上所述，本研究从攻毒小鼠肝脏内分离

到的两株沙门氏菌，分期型鉴定均为沙门氏菌。
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引言

沙门氏菌（Salmonella）最初是由美国细菌学家 S

almon 和 Smith 于 1885 年发现，目前已报道 3000 多种

血清型
[1]
，按其抗原成分，可分为甲、乙、丙、丁、戊

等基本菌组。沙门氏菌感染可导致胃肠道疾病，临床上

多表现为败血症和肠炎，对人类健康造成严重威胁
[2]
。

畜禽食用含有一定数目沙门氏菌的饲料，可引起疾病或

带菌，如猪霍乱、鸡白痢等
[3]
。因此，沙门氏菌检测成

为病原菌检测的重中之重。目前沙门氏菌传统的生化检

测方法主要包括生化鉴定、预增菌、血清分型、选择性

增菌及隔离和平板划线法等
[4]
，其优点是技术成熟、结

果准确性高，缺点是耗时较长。血清学鉴定也是基本方

法之一，其突出缺点是由于细菌细胞表面抗原丢失或发

生修饰，相同的沙门氏菌血清型其抗原性可能不同
[5]
。

现有的沙门氏菌免疫学检测方法包括免疫荧光法
[6]
、试

管凝集法
[7]
、酶联免疫吸附法

[8]
、免疫扩散

[9]
等。常用的

沙门氏菌分子生物学检测方法有实时定量PCR
[10]
、环介

导等温扩增
[11]

及重组酶聚合酶扩增(RPA)
[12]

等，与传统

技术比较，分子生物学检测具备高灵敏性、高度特异性、

时间短、自动化水平高等特征，常用于沙门氏菌的快速

测定。

本研究旨在通过建立实验动物模型，剖检病理组织、

革兰氏染色、细菌培养及纯化，结合生化实验和分子生

物学技术对沙门氏菌进行鉴定。这将为临床及实验室的

沙门氏菌感染鉴别提供可靠的实验依据，有助于预防和

控制沙门氏菌感染的传播，保障人畜公共卫生安全。

1 材料与方法

1.1 试验动物

清洁级健康 BALB/C 雌鼠若干购自成都达硕动物实

验有限公司。

1.2 试剂与仪器

试剂：麦康凯培养基、SS琼脂培养基、肠杆菌科细

菌生化鉴定管、革兰氏染色试剂盒均购自杭州微生物试

剂有限公司；沙门氏杆菌属诊断血清 A~F 购自宁波天润

生物药业有限公司；TAE 溶液（50X）购自北京兰杰柯科

技有限公司；2×Taq PCR Master Mix、DNA Maker 和细

菌基因组 DNA 提取试剂盒均购自天根生化科技（北京）

有限公司。

仪器：光学显微镜购自奥林巴斯公司；电泳仪（DY

Y-6C型）、紫外凝胶成像分析系统均购自北京六一仪器

厂；基因扩增仪购自杭州博日科技有限公司。

1.3 培养基配置

称取56 g琼脂培养基粉末溶于1000 mL纯化水中，
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加热至完全溶解，冷却至 50℃左右时，倾注平皿配置成

ss培养基。称取 50 g 麦康凯琼脂培养基粉末溶于 1000

mL 纯化水中，煮沸至溶解，冷却至 50℃左右时，分装

后经 121℃，15分钟高压灭菌。

1.4 攻毒小鼠模型的建立

攻毒组 2只 BALB/C 小鼠，对照组 1 只，攻毒前正

常条件饲养小鼠 3d 以上，攻毒组每只腹腔注射鼠伤寒

沙门氏菌 0.1mL，对照组小鼠腹腔注射生理盐水 0.1mL，

攻毒后每天观察小鼠的临床症状和死亡情况，剖检濒临

死亡小鼠，观察内脏病理变化。

1.5 细菌分离纯化

用接种环刮取小鼠肝脏组织，分别划线接种与于 S

S平板和麦康凯平板，于 37℃恒温箱中培养 18 h-24 h，

根据沙门氏杆菌标准菌落形态特征，判定并挑取可疑的

单个菌落，接种到 SS 琼脂培养基上，置 37°C 培养箱

中培养18~24 h，观察菌落形态，挑取无色透明或光滑

凸起的菌落分离纯化三次，最后挑取单个可疑菌落进行

革兰氏染色，镜检。

1.6 平板凝集试验

移液枪挑取单个菌落溶于 1mL 纯净水中，配置成菌

液，分别吸取 30μL的纯净水和待检菌液，滴于清洁玻

璃板上，随后分别滴加同量的血清，使血清与抗原均匀

混合，涂布成直径为 1～2cm 的液面，不断轻轻摇动玻

璃板，2分种后可观察结果。

1.7 生化试验

无菌条件下，按照肠杆菌科细菌生化鉴定管说明书

对纯化好的可疑菌落纯培养物进行试验，参照《伯杰氏

细菌鉴定手册》中的标准判定菌株。

1.8 PCR 鉴定

参照参考文献
[12]
中的方法进行 PCR 鉴定。根据西南

民族大学畜牧兽医学院提供的引物序列（见表 1），预

计扩增片段大小为287bp，移液枪挑取单个菌落溶于 20

μL纯净水中配置成菌液，以其为模板进行 PCR 扩增。

表 1 引物信息

基因 引物序列（5'→3'） 退火温度（°C） 目的片段长度(bp)

invA
F：CTGAAATTATCGCCACGTTCGGGCAA

R：TCATCGCACCGTCAAAGGAACC
61.5 287bp

1.9 目的基因的 PCR扩增

PCR 扩增体系（总体积为 20μL）：模板 DNA 1μL，

上下游引物各 0.5μL，Taq 酶 10μL，ddH₂O8 μL。P

CR 扩增程序：94°C预变性 5分种，94°C变性 30s，6

1.5°C退火 30秒，72°C延伸 18秒，共 25个循环，7

2°C再延伸 8分种。取 10μL PCR 扩增产物用 1%琼脂

糖凝胶电泳检测。

2 结果

2.1 临床症状

接毒 11 h 后，攻毒①号小鼠昏睡，②号小鼠精神

沉郁，两只小鼠仍存在翻正反射；接毒 24 h 后，小鼠

均死亡（图 1-A），对照组小鼠正常（见图 1-B）。

图 1 接毒后 24h

2.2 剖检结果

剖检病理组织发现，攻毒组小鼠肝脏变灰（图 2-A，

图 2-B），小肠肿胀，直肠有出血点（图 3-A，图 3-B），

对照组小鼠肝脏，肠道无明显异常颜色鲜红（图 2-C，

图 3-C）。

图 2感染组与对照组小鼠剖检对比

图 3 肠道解剖对比图
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2.3 分离培养与镜检

致病菌在 SS 培养基上生长出大片白色菌苔，单个

菌落中间为黑色，周围透明，表面光滑湿润，边缘整齐

（图 4-A）。在麦康凯培养基上的菌落为无色至浅橙色,

透明或半透明,菌落中心有时为暗色（图 4-B）。进一步

镜检发现致病菌呈短杆状，两端钝圆，单个或链状排列，

革兰氏染色呈阴性（图 4-C）。

图 4分离培养和镜检

2.4 生化鉴定

将样本加入试剂中，接种培养 24h 后（图 5），得

到结果为：42365，根据肠杆菌科细菌生化鉴定编码手

册可判定为猪霍乱沙门氏菌，鉴定值为 32.7％（表 2）。

图 5生化实验反应结果

表 2纯化可疑菌落纯培养物生化试验结果

试验 结果 单值 总值

硫化氢 + 4

4苯丙氨酸 - 2

葡萄糖酸盐 - 1

靛基质 - 4

2甲基红 + 2

枸橼酸盐 - 1

尿素 - 4

3动力 + 2

产气 + 1

赖氨酸 + 4

6鸟氨酸 + 2

棉子糖 - 1

山梨醇 + 4

5侧金花醇 - 2

木糖 + 1

2.5 血清学鉴定

沙门菌属O多价血清A-F分别与攻毒组待检样品和

对照组无菌水接触，攻毒组有明显的凝集颗粒，液体几

乎透明，凝集试验阳性；对照组无凝集现象。

图 6 玻片凝集试验结果

2.6 PCR 鉴定

PCR 结果显示，2个攻毒组组均扩增出 287bp 左右

的 inva 基因片段，与预期结果一致，表明分离菌为沙

门氏菌。

图 7 凝胶电泳结果

M：Marker；1~2：沙门菌阳性样本；3：阴性对照

3 讨论

沙门氏菌是常见的人畜共患病病原体，全球沙门氏

菌引起的食源性疾病呈上升趋势，在欧美等国发展居首

位或者第二位
[14]
。我国曾发生多起沙门氏菌引起的食物

中毒，主要菌型有鼠伤寒沙门氏菌；肠炎沙门氏菌；都

柏林沙门氏菌；圣保罗沙门氏菌。不同动物感染沙门氏

菌呈现不同症状：鸡感染鸡沙门氏菌后会导致急性死亡，

但病理变化不明显，育成鸡感染沙门氏菌后明显特征是

肝脏体积增大为正常鸡的2倍，由暗红色变为深紫色，

肝脏上清晰可见的血凝块
[15]
；断奶前后的仔猪感染后出

现多处皮下水肿以及神经症状等，且发病紧急，常来不

及治疗即死亡
[16]
。人感染沙门氏菌主要是摄入了受污染

的肉、乳、蛋等食物和饮水，通过毒力岛等机制对机体

造成损害进而导致胃肠炎、副伤寒和伤寒等疾病，常见

临床表现有发热、腹痛、腹泻、发烧、恶心、呕吐等，

严重的会导致休克死亡，对人类健康造成了严重威胁
[17]
。
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而本实验中攻毒小鼠呈现昏睡、精神萎靡等症状，剖检

病变组织表现出的肝损伤与肠道出血症状，与人感染后

的胃肠炎型病理特征高度相似。

本研究成功从攻毒小鼠肝脏中分离鉴定出沙门氏

菌，从检测技术层面看，传统生化鉴定与分子生物学方

法的结合显著提升了诊断效率：生化试验通过编码手册

匹配实现初步判定，而 PCR 技术凭借对侵袭性基因的

特异性扩增，直接从核酸层面确证病原，两者互补性在

本研究中得到充分体现。值得注意的是，血清学鉴定虽

呈现阳性凝集反应，但实际检测中需结合多方法综合判

断，避免单一技术局限性。此外本研究也印证了动物模

型在病原研究中的重要价值，未来可进一步向更多的人

畜共患病拓展研究，对提升畜禽疫病监测能力及保障食

品安全具有现实意义。

4 结论

本研究通过攻毒小鼠并采用常规生化检测方法鉴

定诊断，验证了攻毒细菌为沙门氏菌，明确了其病原学

特征，为沙门菌临床及实验室诊断提供了一定理论依据。
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