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摘  要：【背景】沙门氏菌(Salmonella spp.)是重要的人畜共患病原菌，其毒力和耐药性的不断增

强引起广泛关注。【目的】了解从通辽市一犊牛死亡病例中所分离牛源都柏林沙门氏菌的毒力及耐

药性情况。【方法】以病死犊牛肺脏为材料，经细菌分离纯化及 16S rRNA 基因测序，鉴定病原为

沙门氏菌。采用动物试验、药敏试验和 PCR 方法对分离菌进行毒力、耐药性，以及毒力基因和耐药

基因检测，并对其进行全基因组测序分析。【结果】分离菌具有较强毒力，对小鼠半数致死量为

2.8×106 CFU/mL。分离菌为多重耐药菌，仅对多粘菌素 B 和噻孢霉素敏感，对强力霉素和恩诺沙

星中度敏感。检测 13 种沙门氏菌常见毒力基因，检出率为 92.3%。对分离菌进行全基因组测序

分析，该菌株为都柏林沙门氏菌，基因组大小为 4 965 370 bp，GC 含量为 52.12%，同时携带 2 个

质粒，大小分别为 79 524 bp (pTLS-1)和 45 301 bp (pTLS-2)。分离菌中共携带 996 个毒力基因和

24 个毒力岛；共携带 42 个耐药基因，其中 4 个为可水平转移基因，基因组中存在 9 个可移动遗传

元件，包括插入序列和转座子等。【结论】分离牛源都柏林沙门氏菌菌株具有较强毒力且为多重

耐药株，携带大量毒力基因及耐药基因。 

关键词：都柏林沙门氏菌；毒力基因；毒力岛；耐药性；耐药基因；全基因组测序 
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Abstract: [Background] The virulence and drug resistance of Salmonella spp. as a major 
zoonotic pathogen have attracted widespread attention. [Objective] To investigate the 
virulence and drug resistance of Salmonella enterica subsp. enterica serovar Dublin isolated 
from a dead calf in Tongliao City. [Methods] Bacterial isolation and 16S rRNA gene 
sequencing were performed with the lung of a dead calf, and the pathogen was identified as 
Salmonella. Animal tests, drug sensitivity tests, and PCR were employed to examine the 
virulence gene, drug resistance, virulence, and drug resistance genes of the isolate, and the whole 
genome was sequenced. [Results] The isolate had strong virulence, with the median lethal dose of 
2.8×106 CFU/mL to mice. It was multidrug-resistant, sensitive to only polymyxin B and cephalothin, 
and moderately sensitive to doxycycline and enrofloxacin. The detection rate of 13 virulence 
genes was 92.3%. The whole genome of the isolate had the length of 4 965 370 bp and the GC 
content of 52.12%, and it carried two plasmids with the lengths of 79 524 bp (pTLS-1) and 45 301 bp 
(pTLS-2), respectively. The isolate carried 996 virulence genes and 24 pathogenicity islands. A 
total of 42 drug-resistant genes were detected, among which 4 were horizontal transferable genes. 
In addition, there were 9 mobile genetic elements in the genome, including insertion sequences, 
transposons, etc. [Conclusion] The Salmonella Dublin strain isolated from a calf was virulent and 
multidrug-resistant, carrying a large number of virulence genes and drug-resistant genes. 
Keywords: Salmonella enterica subsp. enterica serovar Dublin; virulence genes; pathogenicity 
island; drug resistance; drug resistance gene; whole genome sequencing 
 

沙门氏菌(Salmonella spp.)是世界第二大食源

性病原微生物，属于肠杆菌科(Enterobacteriaceae)
沙门氏菌属(Salmonella)的一类无芽孢和荚膜的

肠道杆菌，革兰氏染色阴性[1]。根据沙门氏菌

的菌体抗原(O 抗原)和鞭毛抗原(H 抗原)可将沙

门氏菌分为 2 600 多种血清型，其中绝大多数

属于肠炎沙门氏菌[2]。区别于鼠伤寒沙门氏菌

等泛嗜性血清型，都柏林沙门氏菌作为肠炎沙

门氏菌的主要血清型之一，其宿主范围较小，

在动物中通常只对牛具有致病性，也称为牛适

应性血清型，可感染犊牛、架子牛和成年牛引

起肠炎或全身性感染 [3]。都柏林沙门氏菌也可

导致人的感染，常因人摄入被污染的食物造成

细菌性食物中毒，引起人感染的菌株通常具有
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较强毒力，甚至可以导致人的死亡[4]。因此，都

柏林沙门氏菌的传播具有较强的公共卫生意义。 
目前，国内有关都柏林沙门氏菌的报道均

为人食物中毒病例[5]，未见有关牛源都柏林沙

门氏菌的研究报道。在欧美国家，养牛业对都

柏林沙门氏菌重视程度较高，对该病原进行了持

续性监测。加拿大相关研究收集了 2003–2015 年

都柏林沙门氏菌菌株，对分离菌株进行基因组

测序并完成了菌株溯源和耐药性监测[6]。类似

监测工作在德国、丹麦、美国等发达国家均已

开展了广泛研究[7-8]。在近期一例犊牛死亡病例

中，作者所在实验室首次分离得到一株牛源都

柏林沙门氏菌菌株，由于国内缺乏相关研究，

所以对该菌株进行毒力及耐药性检测，并对菌

株进行全基因组测序分析，以期获得完整的基

因组信息并确定毒力基因及耐药基因的携带情

况，为国内牛源都柏林沙门氏菌的流行病学调

查和后续研究提供参考。 

1  材料与方法 
1.1  材料 

病料样本(血液、肺脏、肝脏、肠道、粪便)
采自内蒙古自治区通辽市一肉牛养殖场，病死

牛为 4 月龄西门塔尔公犊牛。昆明鼠 30 只，雌

雄各半，体重为 20−25 g，购自吉林大学实验动

物中心。沙门氏菌显色培养基，青岛海博生物

技术有限责任公司；16S rRNA 基因及毒力基因

引物(表 1)，由吉林省库美生物科技有限公司合

成；细菌基因组 DNA 提取试剂盒、PCR 相关

试剂和 DL2000 DNA Marker，南京诺唯赞生物

科技股份有限公司；药敏试验所用药物，上海

源叶生物科技有限公司；革兰氏染色液，珠海

贝索生物技术有限公司。PCR 仪，赛默飞世尔

科技(中国)有限公司；电泳仪，北京六一仪器有

限公司；冷冻高速离心机，艾本德股份公司。 

1.2  细菌的分离鉴定 
无菌采集病死犊牛脏器样本作为细菌分离

材料，接种于沙门氏菌显色固体培养基，37 ℃
培养 24 h，挑取显色菌落继续划线，37 ℃培养

过夜，挑取显色单个菌落进行后续试验。按细

菌基因组 DNA 提取试剂盒说明书提取菌株全

基因组 DNA。利用 16S rRNA 基因通用引物  
(表 1)进行 PCR。PCR 反应体系(50 μL)：10×Taq 
buffer 5 μL，dNTPs (10 mmol/mL) 2 μL，MgCl2 
2.5 μL，上、下游引物(10 μmol/L)各 1 μL，模

板 6 μL，ddH2O 补足 50 μL。PCR 反应条件：

95 ℃ 5 min；95 ℃ 30 s，56 ℃ 30 s，72 ℃ 30 s，

共 30 个循环；72 ℃ 10 min。PCR 扩增产物经

1%琼脂糖凝胶电泳检测并测序。 

1.3  小鼠致病性试验 
将 1.2 中纯化的分离菌挑取单菌落接入 LB

液体培养基，37 ℃、160 r/min 培养 12‒16 h
获得菌液。将 30 只小鼠随机分为 5 组，每组

雌 雄 各 半 ， 第 1 组 小 鼠 接 种 菌 液 剂 量 为  
2.18×108 CFU/mL，第 2 组为 2.18×107 CFU/mL，

第 3 组 为 2.18×106 CFU/mL ， 第 4 组 为

2.18×105 CFU/mL，对照组小鼠腹腔注射等量培

养基，观察小鼠发病及死亡情况，并计算分离

菌半数致死量(LD50)[9]。动物实验过程符合动物

伦理要求，通过内蒙古民族大学动物伦理委员

会审批，审批号为 M2021007。 

1.4  药物敏感性检测 
采用微量肉汤稀释法对 14 种药物进行最小

抑 菌 浓 度 (minimum inhibitory concentration, 
MIC)检测，每种药物进行 3 次重复。参照美国

临床实验室标准协会 (Clinical and Laboratory 
Standards Institute, CLSI)和国家耐抗菌素监测

系统(National Antimicrobial Resistance Monitoring 
System, NARMS)推荐标准进行试验操作和结

果判断[10]，结果分为敏感、中度敏感及耐药。 



 
2572 微生物学通报 Microbiol. China 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

  

表 1  引物信息 
Table 1  Primers information 
引物名称 
Primer name 

引物序列 
Primer sequence (5′→3′) 

扩增长度 
The length of the amplification (bp) 

16S-F AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 1 429 
16S-R GGTTACCTTGTTACGACTT 
invA-F ACAGTGCTCGTTTACGACCTGAAT 243 
invA-R AGACGACTGGTACTGATCGATAAT 
hilA-F CGTGAAGGGATTATCGCAGT 296 
hilA-R GTCCGGGAATACATCTGAGC 
spvC-F ACTCCTTGCACAACCAAATGCGGA 571 
spvC-R TGTCTCTGCATTTCGCCACCATCA 
sipA-F CCATTCGACTAACAGCAGCA 449 
sipA-R CGGTCGTACCGGCTTTATTA 
sopE-F CGAGTAAAGACCCCGCATAC 362 
sopE-R GAGTCGGCATAGCACACTCA 
pefA-F ACGCTGCCAATGAAGTGA 225 
pefA-R CAGAAGCCCAGGTGATAGTG 
sipC-F AGACAGCTTCGCAATCCGTT 446 
sipC-R ATTCATCCCTTCGCGCATCA 
ssrA-F CTTACGATTACGCCATTTACGG 706 
ssrA-R ATTTGGTGGAGCTGGCGGGACT 
sopB-F CCTCAAGACTCAAGATG 1 987 
sopB-R TACGCAGGAGTAAATCGGTG 
sefA-F GCAGCGGTTACTATTGCAGC 321 
sefA-R TGTGACAGGGACATTTAGCG 
rck-F AACGGACGGAACACAGAGTC 189 
rck-R TGTCCTGACGAAAGTGCATC 
stn-F TTGTCTCGCTATCACTGGCAACC 617 
stn-R ATTCGTAACCCGCTCTCGTCC 
ssaR-F GTTCGGATTTGCTTCGG 251 
ssaR-R TCTCCAGTGACTAACCCTAACCAA 

 
1.5  毒力基因检测 

参考文献[11]，使用细菌基因组作为模板进

行 13 种沙门氏菌常见毒力基因 PCR 检测。PCR
反应体系及条件与 1.2 一致，PCR 产物送至吉

林省库美生物科技有限公司进行测序。 

1.6  全基因组测序 
测序流程按照 Oxford Nanopore Technologies 

(ONT)公司的标准操作流程执行，主要步骤包括：

提取高质量细菌基因组 DNA，进行纯度、浓度及

完整性质检；BluePippin 全自动核酸回收系统回

收大片段 DNA；文库构建(SQK-LSK109 连接试

剂盒)[12-13]；上机测序。使用 Canu V1.5 软件对

过滤后 subreads 进行组装，通过 Racon V3.4.3
软件利用三代 subreads 对组装结果进行矫正，运

用 Pilon V1.22 软件利用二代数据进一步进行纠

错，得到准确度更高的基因组后进行后续分析。 

1.7  测序信息分析 
通过软件 Prodigal V2.6.3[14]进行基因预测；
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使用 SeqSero 1.2 数据库[15]对菌株进行血清型分析；

通过将基因序列与非冗余蛋白序列(non-redundant 
protein sequence, Nr)数据库、基因本体论(gene 
ontology, GO)数据库、京都基因和基因组百科

全书(Kyoto encyclopedia of genes and genomes, 
KEGG)功能数据库、毒力基因数据库(virulence 
factor database, VFDB)和抗生素抗性数据库(the 
comprehensive antibiotic research database, CARD)
等进行比对得到注释信息[16-17]。使用 SPIFinder 
2.0 数据库对沙门氏菌毒力岛(SPI)进行分析[18]；

使用 Mobile Element Finder 数据库对基因组中移

动元件(mobile genetic element, MGE)进行分析[19]。 

2  结果与分析 

2.1  分离菌株形态观察 
分离菌株在沙门氏菌显色培养基上呈紫

色，菌落光滑，形态较小(图 1A)，镜检可见两

端钝圆且散在或成对存在的革兰氏阴性无芽孢

杆菌(图 1B)。 

2.2  16S rRNA 基因序列鉴定结果 
在肺脏和肠道中均分离到形态相似的菌

株，分离菌 16S rRNA 基因的 PCR 产物经 1%
琼脂糖凝胶电泳后获得单一条带。PCR 产物测

序结果经 NCBI 比对，与已登录的沙门氏菌序

列一致性均在 98%以上，证实分离菌株为沙门

氏菌，将其命名为菌株 S-1-1。 

2.3  小鼠致病性试验结果 
在接种分离菌 24 h 内，2.18×108 CFU/mL

和 2.18×107 CFU/mL 剂量组小鼠全部死亡，

2.18×106 CFU/mL 剂量组小鼠死亡 1 只，对照

组状态良好。使用改良 Karber 法计算分离菌的

LD50 为 2.8×106 CFU/mL。 

2.4  毒力基因检测结果 
对分离菌株 S-1-1 进行 13 种沙门氏菌常见

毒力基因的 PCR 检测，结果显示，在菌株 S-1-1
中检出 12 种毒力基因，检出率为 92.3%，检测

结果如图 2 所示。 

2.5  药物敏感性检测结果 
14 种药物对分离菌株 S-1-1 的 MIC 值如 

表 2 所示，其中，菌株 S-1-1 对 10 种药物耐药，

分别为环丙沙星、四环素、土霉素、卡那霉素、

庆大霉素、头孢唑林钠、新霉素、替米考星、

氟苯尼考和磺胺嘧啶钠；对 2 种药物中度敏感，

分别为恩诺沙星和强力霉素；对 2 种药物敏感，

分别为多粘菌素 B 和噻孢霉素。证明 S-1-1 菌

株具有多重耐药性。 
 

 
 
图 1  分离菌株形态学结果   A：沙门氏菌显色培养基培养结果. B：革兰氏染色镜检结果 
Figure 1  Morphological results of isolated strains. A: Culture result of Salmonella chromogenic medium. B: 
Gram stain microscopy result. 



 
2574 微生物学通报 Microbiol. China 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 
 
图 2  12 种毒力基因 PCR 扩增结果   M：DL2000 DNA Marker；1–12：分别为 sopE、sipA、hilA、spvC、

invA、sopB、sefA、stn、ssaR、sipC、ssrA、pefA 毒力基因 
Figure 2  PCR amplification results of 12 virulence genes. M: DL2000 DNA Marker; 1–12: sopE, sipA, hilA, 
spvC, invA, sopB, sefA, stn, ssaR, sipC, ssrA, pefA virulence genes, respectively. 
 
表 2  分离菌株药物敏感性检测结果 
Table 2  Drug sensitivity test results of isolated strains 
药物名称 
Drug name 

MIC 
(μg/mL) 

敏感性 
Sensibility 

药物名称 
Drug name 

MIC 
(μg/mL) 

敏感性 
Sensibility 

多粘菌素 B 
Polymyxin B 

0.25 S 头孢唑林钠 
Cefazolin sodium 

256 R 

环丙沙星 
Ciprofloxacin 

4 R 强力霉素 
Doxycycline 

8 I 

四环素 
Tetracycline 

64 R 新霉素 
Neomycin 

>512 R 

土霉素 
Terramycin 

32 R 噻孢霉素 
Thisporin 

1 S 

恩诺沙星 
Enrofloxacin 

4 I 替米考星 
Tilmicosin 

512 R 

卡那霉素 
Kanamycin 

512 R 氟苯尼考 
Florfeniol 

256 R 

庆大霉素 
Gentamicin 

>512 R 磺胺嘧啶钠 
Sulfadiazine sodium 

>512 R 

R：耐药；I：中等敏感；S：敏感. 氨基糖苷类：卡那霉素 S≤16，I=32，R≥64；庆大霉素、新霉素 S≤4，I=8，R≥16；

四环素类：四环素、强力霉素、土霉素 S≤4，I=8，R≥16；土霉素 S≤0.25，I=0.5，R≥1；脂肽类：多粘菌素 B S≤2，R≥4；

磺胺类药：磺胺嘧啶钠 S≤256，R≥512；一代、三代头孢菌素类：头孢唑林钠、噻孢霉素 S≤16，R≥32；氟喹诺酮类：

恩诺沙星 S≤2，I=4，R≥8；环丙沙星 S≤0.25，I=0.5，R≥1；大环内酯类：替米考星 S≤16，R≥32；氯霉素类：氟苯尼考

S≤8，I=16，R≥32 
R: Resistance; I: Moderate; S: Sensitivity. Aminoglycosides: Kanamycin S≤16, I=32, R≥64; Gentamicin, neomycin S≤4, I=8, 
R≥16; Tetracyclines: Tetracycline, doxycycline S≤4, I=8, R≥16; Terramycin S≤0.25, I=0.5, R≥1; Lipopeptide: Polymyxin B 
S≤2, R≥4; Sulfonamide: Sulfadiazine sodium S≤256, R≥512; First and third generation cephalosporins: Cefazolin sodium, 
thisporin S≤16, R≥32; 4-quinolones: Enrofloxacin S≤2, I=4, R≥8; Ciprofloxacin S≤0.25, I=0.5, R≥1; Macrolides antibiotics: 
Tilmicosin S≤16, R≥32; Chloramphenicol: Florfeniol S≤8, I=16, R≥32. 
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2.6  全基因组测序结果 
对分离菌株 S-1-1 进行全基因组测序，获

得 S-1-1 菌株全基因组大小为 4 965 370 bp，GC
含量为 52.12%。包括 1 个完整的菌体染色体序

列和 2 个完整的质粒序列。其中，染色体大小

为 4 840 545 bp，质粒 pTLS-1 大小为 79 524 bp，

质粒 pTLS-2 大小为 45 301 bp，共编码 4 743 个

基因，测序结果已上传至 NCBI 数据库，登录

号为 CP104858–CP104860。质粒 pTLS-1 为 IncN
型质粒，质粒 pTLS-2 为复合型质粒，包含 IncFII 
(S)和 IncX1 两个复制子。 

2.7  基因组序列分析结果 
2.7.1  沙门氏菌血清型分析结果 

全基因组测序数据通过 SeqSero 1.2 数据库

分析，S-1-1 菌株 O 抗原为 O-9，H 抗原为 H-g,p，

血清型为都柏林沙门氏菌。 
2.7.2  毒力基因及毒力岛分析结果 

经 VFDB 数据库比对分析，菌株 S-1-1 共

注释到 996 个毒力基因，这些基因所编码的产物

主要参与的功能有黏附、铁摄取、细菌分泌系统、

细胞膜形成等。沙门氏菌毒力岛主要编码沙门氏

菌的分泌系统、效应蛋白和相关的转录因子，

是决定沙门氏菌毒力的关键因素之一，通过

SPIFinder 2.0 数据库分析，在菌株 S-1-1 中存在

24 个毒力岛(salmonella pathogenicity island, SPI)，
包括 7 个 SPI-1 和 6 个 SPI-2，具体结果见表 3。 
2.7.3  耐药基因及移动元件分析结果 

经 CARD 数据库比对分析，菌株 S-1-1 共 
 
表 3  毒力岛分析结果 
Table 3  Virulence island analysis results  
名称 
Name 

基因位点 
Gene position 

基因来源 
Gene origin 

序列一致性 
Squence identity (%) 

SPI-1 736 521–736 990 Salmonella-enterica-Gallinarum-SGB_4 100.00 
748 308–748 722 Salmonella-enterica-Gallinarum-SGB_8 100.00 
725 703–726 142 Salmonella-enterica-Gallinarum-SGB_1 99.77 
727 813–728 242 Salmonella-enterica-Gallinarum-SGE_2 99.77 
720 350–723 053 Salmonella-enterica-Typhimurium-SL1344 99.67 
759 536–762 688 Salmonella-enterica-Typhimurium-SL1344 98.92 
749 602–749 860 Salmonella-enterica-Typhimurium-J4STEHO 98.07 

SPI-2 4 372 849–4 373 490 Salmonella-enterica-Gallinarum-SGC_2 100.00 
4 368 463–4 368 857 Salmonella-enterica-Gallinarum-SGC_9 100.00 
4 375 091–4 375 515 Salmonella-enterica-Gallinarum-SGH_1 100.00 
4 382 747–4 383 130 Salmonella-enterica-Paratyphi_A-Spa11 100.00 
4 365 544–4 366 180 Salmonella-enterica-Gallinarum-SGB_10 99.22 
4 398 917–4 403 544 Salmonella-enterica-Typhimurium-LT2 98.96 

SPI-3 1 669 677–1 670 414 Salmonella-enterica-Typhimurium-14028s 99.05 
1 652 207–1 653 720 Salmonella-enterica-Typhimurium-14028s 98.88 

SPI-4 2 158 316–2 185 014 Salmonella-enterica-Choleraesuis-SC_B67 98.88 
SPI-5 3 663 131–3 672 877 Salmonella-enterica-Dublin-2229 99.43 
SPI-9 575 172–587 813 Salmonella-Typhi-CT18 98.43 
SPI-10 2 397 670–2 398 222 Salmonella-enterica-Gallinarium-SGE_3 99.28 
SPI-12 127 545–136 883 Salmonella-enterica-Choleraesuis-SC_B67 97.97 
SPI-13 989 509–989 849 Salmonella-enterica-Gallinarum-SGA_10 100.00 

991 928–992 265 Salmonella-enterica-Gallinarum-SGD_3 99.41 
SPI-14 3 460 163–3 460 663 Salmonella-enterica-Gallinarum-SGA_8 99.80 

3 465 750–3 466 190 Salmonella-enterica-Gallinarum-SGC_8 99.77 
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携带 42 个耐药基因，其中多数为染色体携带的

多药外排系统相关基因。在染色体中携带 1 个可

水平转移的氨基糖苷类耐药基因 aac(6’)-Iaa；在

质粒 pTLS-1 中携带 2 个可水平转移的耐药基

因，分别为介导 β-内酰胺类耐药的 TEM-1 基因

和 介 导 四 环 素 类 耐 药 的 tet(A) 基 因 ； 质 粒

pTLS-2 中携带 1 个 β-内酰胺类耐药的 TEM-1
基因，具体结果见表 4。细菌移动元件可以在

不 同 菌 间 水 平 转 移 ， 包 括 插 入 序 列 (insert 
sequence, IS)和转座子(Transposon, Tn)等，常

可携带耐药基因，导致耐药性的快速传递。通

过 Mobile Element Finder 数据库分析，菌株

S-1-1 中存在 9 个 MGE，具体结果见表 5。 
2.7.4  Nr 数据库注释分析结果 

通过与 Nr 数据库比对，可以分析基因组序

列与相近物种的相似情况及同源序列的功能信

息。菌株 S-1-1 中注释到 Nr 数据库的序列共有

4 729 条，注释结果如图 3 所示，其中有 3 120 条

序列与肠道沙门氏菌基因组具有同源性，是总

注释的 65.98%，其次占总注释 29.06%和 1.50%
的是沙门氏菌(1 374)和肠杆菌科(71)。 
2.7.5  GO 数据库注释分析结果 

对菌株 S-1-1 全基因组序列进行 GO 注释

后，结果如图 4 所示，其中共有 3 801 条序列

在 GO 数据库中得到注释，共涉及三大类，分

别为细胞组分(cellular component)、分子功能

(molecular function) 和 生 物 过 程 (biological 
process)。菌株 S-1-1 涉及 44 个二级功能条目，

其 中 细 胞 组 分 注 释 条 目 约 占 总 功 能 条 目 的

33.12%，主要包括细胞、拟核和细胞膜部分。

分子功能注释约占总注释条目的 25.99%，主要

包括催化活性、运输活动等。生物过程注释条

目约占总功能注释的 40.87%，主要与代谢过程

和单有机体过程有关。 
 
表 4  可水平转移耐药基因分析结果 
Table 4  Results of horizontal transferable drug resistance gene analysis 
耐药基因 
Drug resistance gene 

基因位点 
Gene position 

位置 
Location 

耐药基因种类 
Type of drug resistance gene 

相似性 
Similarity (%) 

aac(6’)-Iaa 4 170 193–4 170 630 染色体 Chromosome 氨基糖苷类 Aminoglycosides 98.63 
TEM-1 69 482–70 342 Plasmid pTLS-2 β-内酰胺类 Beta-lactams 100.00 
 1 716–2 576 Plasmid pTLS-1 β-内酰胺类 Beta-lactams 100.00 
tet(A) 10 724–11 923 Plasmid pTLS-1 四环素类 Tetracyclines 100.00 
 
表 5  可移动遗传元件分析结果 
Table 5  Results of a mobile genetic element 
移动元件名称 
Mobile element name 

家族 
Family 

种类 
Species 

基因位点 
Position 

相似性 
Similanity (%) 

Tn801 (TnA) Tn3 转座子 Unit transposon 1 569–6 516 98.16 
ISSty2 IS3 插入序列 Insertion sequence 3 745 457–3 746 700 96.58 
ISKpn2 IS110 插入序列 Insertion sequence 4 648 405–4 649 698 96.18 
ISECL10 IS3 插入序列 Insertion sequence 624 162–625 368 93.21 
   2 402 178–2 403 383 94.03 
MITEEC1 IS630 微型反向重复序列 Miniature Inverted Repeat 638 015–638 137 93.50 
   427 097–427 219 94.31 
TN801 (TnA) Tn3 转座子 Unit transposon 69 335–74 282 98.16 
ISSEN7 ISNCY 插入序列 Insertion sequence 37 750–38 993 99.92 
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图 3  Nr 数据库的注释结果统计 
Figure 3  Statistics of annotation results in Nr database. 
 

 
 

图 4  GO 功能分类图 
Figure 4  GO functional classification. 
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2.7.6  KEGG 功能分析结果 
KEGG 注释表明共有 2 082 条序列得到注释，

而且共参与了 49 条通路。对于这 49 条通路进行

归类后，共分为新陈代谢(metabolism)、环境信息

处理(environmental information processing)、细胞

加工(cellular processes)和遗传信息处理(genetic 

information processing)这 4 大类，如图 5 所示。 

注释到“新陈代谢”这一类的序列数量最多，共 
1 410 条序列，共涉及 38 个次级条目。注释到“环

境信息处理”这一类的序列数有 464 条，涉及了

4 个次级条目。注释到“遗传信息处理”这一类的

序列数有 148 条，其中涉及了 5 个次级条目。

注释到“细胞加工”的这一类的序列数有 60 条，

涉及了 2 个次级条目。 
 

 
 
图 5  KEGG 分类 
Figure 5  KEGG classification. 
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3  讨论 
牛沙门氏菌病主要发生于犊牛，可引起犊

牛腹泻、发热、呼吸道症状等。因其具有胞内

寄生能力，可形成潜伏感染，所以外表健康的

牛也可以携带并向环境中排菌[8]。因此，沙门

氏菌的持续监测对于牛的健康养殖非常重要，

但相较于大肠杆菌、致贺氏菌、魏氏梭菌等肠

道常见病原菌，沙门氏菌培养时间较长、菌落

生长速度慢、存在其他细菌时不易进行分离。

王小立[20]对河北地区牛源大肠杆菌和沙门氏菌

进行分离鉴定，获得 196 株大肠杆菌，沙门氏

菌仅分离到 3 株，为甲型副伤寒沙门氏菌。因

沙门氏菌具有 2 500 种以上血清型，除常见如

鼠伤寒沙门氏菌、肠炎沙门氏菌等血清型外，

商品化诊断血清通常不能准确鉴定。因此，本

研究利用全基因组测序获得分离菌全部序列，

使用 SeqSero 1.2 数据库进行了准确分型。 
对分离菌 S-1-1 进行小鼠致病性试验发现

该菌具有较强的毒力，因此，参考其他研究对

部分常见毒力基因进行了 PCR 检测，包括质粒

携带的毒力基因、菌毛基因和肠毒素基因等，

最终检出率达到 92.3%，只有 rck 基因未检出，

与其他类似研究相比检出率偏高[21]。经过全基

因组测序，菌株 S-1-1 中共携带有 996 个毒力

基因。沙门氏菌发挥毒力作用的关键因素是

SPI，SPI 中通常携带多个毒力基因及调控基因

簇[22]。因此，我们对菌株 S-1-1 进行了 SPI 分

析，结果显示菌株 S-1-1 中共有 24 个 SPI，包

括多个 SPI-1、SPI-2、SPI-3、SPI-13、SPI-14、

SPI-4、SPI-5、SPI-9、SPI-10 和 SPI-12。结合

小鼠致病性试验和毒力基因、毒力岛分析结果，

均可证实所分离的都柏林沙门氏菌 S-1-1 具有

较强毒力。 

分离菌株 S-1-1 为多重耐药株，MIC 结果

显示仅对多粘菌素 B 和噻孢霉素敏感，对恩诺

沙星和强力霉素中度敏感，对其余 10 种受试药

物均呈耐药。Srednik 等[23]对 140 株牛源都柏林

沙门氏菌进行耐药性检测，其中 98%的菌株对

4 种以上药物具有耐药性，对磺胺类药物的耐

药性为 96%，对四环素类药物的耐药性为 97%，

对氨基糖苷类药物的耐药性为 95%，对 β-内酰

胺类药物的耐药性为 85%。此研究表明，美国

所流行的都柏林沙门氏菌均具有较强的耐药

性。本研究所分离的 S-1-1 菌株耐药情况也较

严重，应给予重视并持续监测。此外，美国分

离株共鉴定出 10 种质粒类型，以 IncA/C2、

IncX1 和 IncFII (S)最为常见[23]，与本研究结果

相符。然而在 Mangat 等[6,24]的研究中分离的都

柏林沙门氏菌耐药性较弱，多重耐药菌株比例

和携带的可移动耐药基因数量也较美国分离

株少。本研究中，菌株 S-1-1 中携带的可水平

转移耐药基因只有 4 种，相较于 Mangat 等[6,24]

的报道数量更少，但由于本研究样本量不足，

不能全面反映本地区都柏林沙门氏菌的耐药

基因流行现状，所以仍需加大监测和研究范

围。此外，菌株 S-1-1 中携带的可水平转移耐

药基因型与该菌株耐药表型并不相符，推测其

耐药性主要通过基因组中多药外排泵系统介

导产生。 

4  结论 
本研究在通辽地区分离得到一株牛源都柏

林沙门氏菌 S-1-1，对其进行全基因组测序分

析，该菌株为多重耐药菌且携带大量毒力基因，

基因组中存在较多毒力岛和插入序列，本研究

为监测牛源沙门氏菌流行、毒力、耐药性发展

及后续深入研究提供了参考。 
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