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１株沙门样大肠埃希菌的分离与鉴定

吴静怡，刘栓奎，刘　然，董路宁，李　明，党荣理

（新疆军区疾病预防控制中心，新疆 乌鲁木齐　８３００１１）

［摘　要］　目的　对１株与沙门菌抗血清发生交叉凝集的肠道菌分离株进行鉴定。方法　分别通过生化培养、抗

血清凝集试验与１６ＳｒＲＮＡ序列比对分析，对该菌株进行鉴定。结果　该菌株的分离培养、生化代谢特征均与大

肠埃希菌一致，但能与沙门菌属多型、群特异性抗血清发生凝集，与大肠埃希菌抗血清无凝集反应。序列分析结果

表明，该菌株１６ＳｒＲＮＡ与大肠埃希菌一致，与沙门菌属存在明显差异。结论　本实验分离获得１株具有沙门菌

血清凝集特征的大肠埃希菌。
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　　肠杆菌科细菌是一大群代谢类型近似的革兰阴

性杆菌，广泛存在于人、畜肠道和自然环境中。多数

肠杆菌具有条件致病性，通常引起人类肠胃炎、痢疾

等腹泻样疾病。其中以致病性大肠埃希菌（犈狊犮犺犲

狉犻犮犺犻犪犮狅犾犻，犈．犮狅犾犻）、志贺菌属（犛犺犻犵犲犾犾犪狊狆狆．）和

沙门菌属（犛犪犾犿狅狀犲犾犾犪狊狆狆．）最为常见。通过血清

凝集试验判别菌体表面的脂多糖Ｏ抗原与鞭毛Ｈ抗

原种类仍是细菌鉴定的重要手段和依据。目前已知

Ｈ抗原与Ｏ抗原种类繁多（Ｈ１～Ｈ５６，Ｏ１～Ｏ１８１），

血清型已逾千余种［１］。在常规检验工作中，常见血清

的交叉凝集现象［２－３］可导致漏检、错检。

在对乌鲁木齐市腹泻病原菌流行病学调查过程

中，本中心分离获得１株与沙门菌抗血清呈交叉凝

集的肠道菌株［４］，通过常规生化培养与菌体１６Ｓ

ｒＲＮＡ序列分析相结合的方法，完成了对该菌株的

鉴定。现报告如下。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　实验菌株由本实验室从腹泻患者
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粪便标本中分离获得，编号为Ｂ５４Ｖ。

１．２　培养基与试剂　沙门志贺选择性琼脂（犛犪犾

犿狅狀犲犾犾犪犛犺犻犵犲犾犾犪Ａｇａｒ，ＳＳ）、麦康凯琼脂（ＭａｃＣｏｎ

ｋｅｙＡｇａｒ，ＭＡＣ）、伊红美蓝琼脂（ＥｏｓｉｎＭｅｔｈｙｌｅｎｅ

ＢｌｕｅＡｇａｒ，ＥＭＢ）、克氏双糖铁琼脂（ＫｌｉｇｌｅｒＩｒｏｎ

Ａｇａｒ，ＫＩＡ）、ＶＰ试剂均购自北京陆桥公司；５９种

沙门菌诊断血清和４种ＥＰＥＣ诊断血清为卫生部兰

州生物制品研究所产品；ＡＰＩ２０Ｅ生化板条为法国

生物梅里埃公司（ＢｉｏＭｅｒｉｅｕｘＣｏｍｐａｎｙ）产品。

１．３　菌株分离与初步生化鉴定　粪便标本分别划

线接种于ＳＳ、ＭＡＣ、ＥＭＢ琼脂平板，３７℃培养２４ｈ

观察菌落形态；挑取２个以上典型或可疑菌落，接种

ＫＩＡ和ＶＰ半固体琼脂，３７℃培养２４ｈ后观察结

果。

１．４　血清凝集试验　用专用滴管于洁净玻片上滴

加１滴血清，取被检菌少许与血清混匀，１ｍｉｎ内肉

眼判断结果，并以生理盐水溶液作对照。

１．５　菌体ＲＮＡ抽提　取待检菌株接种于ＬＢ培养

基，振荡培养１２ｈ。收集５ｍＬ菌悬液，３０００ｒ／ｍｉｎ

离心５ｍｉｎ获得菌体沉淀，重悬于３ｍＬ灭菌Ｔｒｉｓ

ＨＣｌ溶液（０．１ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ７．８）。重复上步离心重

悬操作一遍。按照说明书方法采用ＴｒｉＺＯＬＴＭ试剂

对菌体总核酸进行抽提与乙醇沉淀。最终获得的核

酸沉淀溶于４０μＬＤＥＰＣ处理的去离子水，通过

１％ （ｍ／ｖ）琼脂糖凝胶电泳进行鉴定，并用Ｎａｎｏ

ｄｒｏｐＮＤ１０００（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ）紫外分光光度计进

行核酸定量。

１．６　１６ＳｒＲＮＡ的反转录聚合酶链反应（ＰＣＲ）　

采用 Ｔａｋａｒａ１６ＳｒＤＮＡ ＢａｃｔｅｒｉａｌＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ＰＣＲ试剂盒对菌体１６ＳｒＲＮＡ进行一步法反转录

ＰＣＲ扩增。反应总体系２５μＬ，其中菌体总核酸溶

液４μＬ（总量约２００ｎｇ）。５０℃反转录３０ｍｉｎ；热扩

增反应中反应体系９５℃变性３０ｓ，５９℃退火３０ｓ，

７２℃延伸３０ｓ，共３０个循环，最终于７２℃延伸５

ｍｉｎ。

１．７　测序与比对分析　阳性扩增片段，采用琼脂糖

凝胶纯化回收，交予英骏公司进行测序。通过

ＢＬＡＳＴ法对所获得序列进行多序列比对。应用

ＤＮＡＳＴＡＲｌａｓｅｒｇｅｎｅ７．０Ｍｅｇａｌｉｇｎ程序进行系统

发生分析。比对采取ＣｌｕｓｔａｌＷ算法。大肠埃希菌

（ＧＩ：２１３４９５４００，３０１３４４５４４）、志 贺 菌 属 （ＧＩ：

２５４９３９２５４，１５２２１８５３０）与 沙 门 菌 属 （ＧＩ：

３１０２７７７４３，３１９４３３５２６和３２９７４９７１９）１６ＳｒＲＮＡ序

列收集于ＧｅｎＢａｎｋ。

２　结果

２．１　菌株培养　分离株Ｂ５４Ｖ在ＳＳ和ＭＡＣ培养

基上呈现粉色、光滑湿润圆形菌落，在ＥＭＢ培养基

上呈现金属光泽菌落；接种ＫＩＡ琼脂２４ｈ后斜面

呈红色，底层黄色，４８ｈ后斜面呈黄色，底层黄色；

产气，Ｈ２Ｓ阴性，动力阳性，ＶＰ试验阴性。生化代

谢鉴定结果表明，待检测菌呈β半乳糖苷酶活性试

验、吲哚试验阳性（表１），综合上述生化培养特征，

待检菌符合大肠埃希菌的生化特征。

表１　沙门样大肠埃希菌分离株的代谢特性
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ｌｉｋｅ犈狊犮犺犲狉犻犮犺犻犪犮狅犾犻ｉｓｏｌａｔｅ

Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ

ｒｅａｃｔｉｏｎ

犈狊犮犺犲狉犻犮犺犻犪

犮狅犾犻

犛犪犾犿狅狀犲犾犾犪

狊狆狆．
Ｂ５４Ｖ

ＯＮＰＧ ＋ － ＋

ＡＤＨ ＋!－ ＋!－ －

ＬＤＣ ＋ ＋!－ ＋

ＯＤＣ ＋!－ ＋!－ －

ＣＩＴ － ＋!－ －

Ｈ２Ｓ － ＋!－ －

ＵＲＥ － － －

ＴＤＡ － － －

ＩＮＤ ＋ － ＋

ＶＰ － － －

ＧＥＬ － － －

ＧＬＵ ＋ ＋ ＋

ＭＡＮ ＋ ＋ ＋

ＩＮＯ － － －

ＳＯＲ ＋ ＋ ＋

ＲＨＡ ＋ ＋!－ ＋

ＳＵＣ ＋!－ － －

ＭＥＬ ＋!－ － ＋

ＡＭＹ － － －

ＡＲＡ ＋ ＋!－ ＋

ＯＸＩ － － －

Ｃｏｉｎｃｉｄｅｎｃｅｒａｔｅ ９９．８０％

Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｌｅｖｅｌ ｇｏｏｄ ｇｏｏｄ ｇｏｏｄ

　　＋：Ｐｏｓｉｔｉｖｅ；－：Ｎｅｇａｔｉｖｅ

２．２　血清凝集试验　分离株与沙门菌诊断血清发

生凝集，不与常见的４种致病大肠埃希菌诊断血清

发生凝集反应，详见表２。

２．３　１６ＳｒＲＮＡ比对分析　为对Ｂ５４Ｖ进行基因

型鉴定，应用ＲＴＰＣＲ方法对菌体１６ＳｒＲＮＡ进行

特异性扩增。琼脂糖凝胶电泳结果表明，扩增获得

长度为５１０ｂｐ的菌体１６ＳｒＤＮＡ片段，与预期结果

一致（图１Ａ）。序列测定与基于１６ＳｒＲＮＡ的系统
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发生分析结果表明，Ｂ５４Ｖ１６ＳｒＲＮＡ序列与大肠埃

希菌完全一致（图１Ｂ），同源性与志贺菌更高，与多

株沙门菌属亲缘关系较远（图１Ｃ）。

表２　沙门样大肠埃希菌分离株的血清交叉凝集特征
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　Ｇｒｏｕｐｏｒｔｙｐｅ
犛犪犾犿狅狀犲犾犾犪狊狆狆．

ＡＦｇｒｏｕｐ Ｏａｎｔｉｇｅｎ Ｈａｎｔｉｇｅｎ

犈狊犮犺犲狉犻犮犺犻犪犮狅犾犻

ＥＰＥＣ ＥＩＥＣ ＥＴＥＣ Ｏ１５７

Ａｇｇｌｕｔｉｎａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔ ＋＋ ＋＋ － － － － －

　　＋：Ｐｏｓｉｔｉｖｅ；－：Ｎｅｇａｔｉｖｅ
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图１　Ｂ５４Ｖ菌株的１６ＳｒＲＮＡ序列测定与同源性分析

犉犻犵狌狉犲１　Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃａｎａｌｙｓｉｓｏｆ犛犪犾犿狅狀犲犾犾犪ｌｉｋｅ犈．犮狅犾犻１６ＳｒＲＮＡ

３　讨论

大肠埃希菌、志贺菌属和沙门菌属是引起腹泻

的常见病原菌。到目前为止，菌株的生化代谢特征

与血清型别仍是肠道病原菌诊断的重要依据。在常

规的检测流程中，首先通过选择性培养获得待检菌，

符合双糖铁发酵特征的菌株再进行生化特性检测。

最后将符合吲哚－、甲基红＋、ＶＰ－的菌株作进一步

的血清型鉴定，如待检菌与群特异性抗血清出现凝

集反应，即可鉴定为相应的肠道菌。

细菌表型受生长状态等多方面因素影响。在实

际诊断鉴定中，一部分菌株难以通过血清型和代谢

型等表型进行鉴定。一方面，肠杆菌的生化代谢对

于生长环境变化非常敏感，部分低活性大肠埃希菌

呈乳糖不发酵或缓慢发酵表型，这与沙门菌属在双

糖铁代谢特征相同［５］；另一方面，部分菌株或能自发
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凝集，与诊断血清的交叉凝集或不发生凝集。本实

验鉴定的大肠埃希菌可与沙门Ｏ抗血清发生凝集

反应，提示该菌株的Ｏ抗原可能与沙门菌属高度近

似。Ｏ抗原的特异性和多样性由脂多糖中的寡糖单

位侧链中单糖的种类、排列以及修饰情况决定［６］。

Ｗａｎｇ等
［７］研究表明，沙门菌Ｏ６与大肠埃希菌Ｏ１７、

Ｏ４４、Ｏ７３、Ｏ７７、Ｏ１０６血清型具有极为近似的寡糖骨架

（Ｂａｃｋｂｏｎｅ）结构。Ｏ抗原的表达与加工本质上由

一系列相关基因调控。有学者发现沙门菌属中Ｏ５８

型与大肠埃希菌Ｏ１２３型的Ｏ抗编码基因簇全序列

具有极高的同源性［８］。上述研究结果证明，至少特

定血清型的大肠埃希菌与沙门菌等肠道细菌具有相

同的进化祖先。因此，基于表型鉴定的诊断方法存

在固有的漏诊、错诊概率。

为提高诊断的准确性，本研究在表型鉴定的基

础上，对待检菌的１６ＳｒＲＮＡ序列进行分析。１６Ｓ

ｒＲＮＡ是细胞生物进化的标记分子，通过序列分析

发现个别碱基的差异即可辨别大肠埃希、沙门菌属

等肠杆菌成员。目前核酸扩增方法和序列测定已经

非常普及，基因型的鉴定可为临床分离菌的鉴定提

供有力的依据，同时血清学特异性的基于多重

ＰＣＲ
［９－１０］、基因芯片或生物分子质谱检测方法的建

立对于提高实验室与疾控体系的诊断能力，完善诊

断技术储备都具有重要意义。
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