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摘要：【目的】评价全基因组测序技术在沙门氏菌血清型和耐药性检测方面的应用能力。【方法】对我国

1950–2015 年分离的 290 株鸡源沙门氏菌用常规检测方法进行了血清分型和药敏试验；提取全基因组进

行测序，应用 SeqSero 和 ResFinder 数据库分析沙门氏菌的血清型和耐药性；对用常规检测方法和全基

因组测序分析方法得到的血清型和耐药性结果进行比较，分析两种方法所得结果的符合性情况。【结果】

沙门氏菌的主要血清型为肠炎和鸡白痢(≥84.5%)，常规检测方法和全基因组测序分析方法在沙门氏菌

血清分型方面的总体符合率为 97.6%。对 11 种抗菌药物的最小抑菌浓度(MIC)检测结果显示，沙门氏菌

对磺胺异噁唑(39.3%)、氨苄西林(39.0%)和粘菌素(39.0%)的耐药率较高，对其他抗菌药物的耐药率较低。

全基因组测序分析能够 100%预测美罗培南、氟苯尼考、阿奇霉素和阿莫西林/克拉维酸的耐药性，而且

对恩诺沙星、四环素、复方新诺明、氨苄西林、头孢噻呋、磺胺异噁唑的预测符合率均超过 95.0%。     

【结论】本研究结果表明，全基因组测序技术对沙门氏菌的血清分型和耐药性的预测具有较高的准确性

和敏感性，是分析沙门氏菌血清型和耐药性的有效工具，具备良好的应用前景。 
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沙门氏菌是革兰氏阴性菌中一种重要的人畜

共患病原菌，其血清型众多，全球已鉴定出 2600

多种血清型，在我国已经发现 300 多种[1]。不同国

家、不同动物来源的沙门氏菌优势血清型不同，

美国鸡源沙门氏菌的血清型主要以肯塔基为主[2]。

伊朗牛源沙门氏菌的优势血清型为鼠伤寒[3]。而我

国鸡源沙门氏菌的血清型主要为肠炎、鸡白痢和

鼠伤寒[4]。此外，抗菌药物是兽医临床上防控沙门

氏菌感染的重要技术手段。不同血清型沙门氏菌

对抗菌药物的耐药性不同[5]，而且耐药水平的上升

给沙门氏菌病的防治也带来严峻挑战[6]。因此，准

确快速的血清型鉴定和耐药性检测对沙门氏菌病

的防控具有重要意义[7–8]。 

在沙门氏菌的血清分型方面，常规检测方法

是通过玻片凝集法确定 O 抗原和 H 抗原，然后根

据血清抗原表确定血清型。这种血清分型技术对
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于血清质量要求高、花费大、耗时长，而且有些

凝集不明显难以进行判别。在沙门氏菌的耐药性

检测方面，常用的方法为美国临床实验室标准化

委员会(CLSI)推荐的药敏试验法[9]。但该方法实验

结果的准确性易受实验材料、实验条件和人员操

作的影响。在耐药基因检测方面，常用的 PCR 检

测技术无法一次鉴定出所有的耐药基因[11]。因此，

如何快速、高效地鉴定沙门氏菌的血清型和耐药

性就成为急需解决的现实问题。 

随着测序技术的日益成熟，快速、低成本、

高效益的全基因组测序技术(WGS)已经广泛应用

于细菌流行病学的研究中[12]。同时，生物信息技

术的发展也促进了食源性致病菌血清学分型、耐

药基因等多种公共数据库的创建，如 SeqSero 血

清分型数据库、ResFinder 耐药基因数据库等。随

着数据库的不断更新完善，自动化分析数据的准

确率也将越来越高。国外研究表明，WGS 在确定

沙门氏菌血清型和耐药基因型方面具有广阔的应

用前景，未来可能代替常规实验室方法[13–14]。而

目前国内对这方面的研究较少。因此，本研究选

取了我国 1950–2015 年间分离的 290 株鸡源沙门

氏菌进行了全基因组测序和数据分析，并与常规

实验方法进行了比较分析，从而了解全基因组测

序技术在沙门氏菌血清型和耐药性方面的预测

能力。 

1  材料和方法 

1.1  菌株来源 

沙门氏菌共 290 株。其中，226 株由本实验室

2008–2015 年分离自全国 8 个省市的育成鸡盲肠

或泄殖腔拭子，分别为北京 98 株、广东 36 株、

江苏 30 株、山东 22 株、四川 19 株、上海 12 株、

辽宁 7 株和天津 2 株；另外 64 株来自兽医微生物

菌株保藏管理中心，分离时间为 1950–2015 年。 

药敏检测质控菌株为大肠杆菌 ATCC 25922

和 ATCC 35218，均由中国兽医药品监察所安全评

价室保存。 

1.2  主要试剂和仪器 

沙门氏菌分型血清购自丹麦国家血清研究

院，沙门氏菌药敏检测板由本实验室设计，上海

星佰生物技术有限公司生产，细菌基因组 DNA 提

取试剂盒购自天根生化科技(北京)有限公司，超微

量核酸蛋白浓度测定仪 NanoDrop 购自赛默飞世

尔科技(中国)有限公司，沙门氏菌全基因组测序、

组装由奥维森基因科技有限公司完成。 

1.3  常规血清分型 

将沙门氏菌接种到营养琼脂和 swarm 半固体

琼脂上，37 °C 过夜培养。参照沙门氏菌检验标准

GBT4789.4-2016[15]，用丹麦血清对菌株进行血清

型鉴定。首先进行 O 相血清凝集：先在洁净的玻

片上滴加 1 滴诊断血清，然后用洁净的枪头挑取

营养琼脂上的菌落与滴加的血清混匀，轻轻摇动

玻片，1 min 之内肉眼判断结果。若不凝集，可挑

取菌落在 1 ml 生理盐水中做成浓菌液，在酒精灯

火焰上煮沸后检查是否存在 Vi 抗原，同时设无菌

生理盐水为对照，观察细菌是否有自凝现象。同

法挑取 swarm 半固体琼脂周边扩散菌苔进行 H 相

检测。最后，根据 O 相与 H 相的凝集结果，查阅

WHO 的 White-Kauffmann-LeMinor 抗原表[16]确定

血清型。 

1.4  药敏试验 

根据美国临床实验室标准化委员会(CLSI)标

准[17]，选择 11 种代表性抗菌药物(磺胺异噁唑、

氨苄西林、阿莫西林/克拉维酸、四环素、头孢噻
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呋、阿奇霉素、复方新诺明、恩诺沙星、氟苯尼

考、美罗培南、粘菌素)设计生产药敏检测板，通

过微量肉汤稀释法测定 290 株沙门氏菌的耐药性，

同时使用大肠杆菌标准株 ATCC 25922 和 ATCC 

35218 做质控对照，最后根据 CLSI 的敏感性判断

标准[18]进行结果判读。 

1.5  WGS 测序分析 

1.5.1  测序：将沙门氏菌接种于 1 mL LB 肉汤中，

37 °C、180 r/min 振荡培养过夜。按照细菌基因组

DNA 提取剂盒说明书提取沙门氏菌 DNA。使用超

微量核酸蛋白浓度测定仪 NanoDrop 检测 DNA 浓

度 ， 浓 度 高 于 100 ng/µL 的 样 品 送 公 司 进 行

Illumina HiSeq 测序和数据组装。 

1.5.2  血清分型和耐药基因型分析：根据基因组

流行病学中心(CGE)网站中 SeqSero2 血清分型数

据库和 ResFinder 抗性基因数据库中的基因组信

息建库，创建相应的血清分型数据库和耐药基  

因数据库[19]，采用 CentOS 7.8 系统服务器分析 

290 株沙门氏菌的 WGS 组装数据，分别得到血  

清分型和耐药基因携带结果。将 WGS 分型结果

与常规血清分型结果进行比较，对结果有差异的

进行再次常规血清分型验证。对 WGS 检测的  

耐药基因，使用 identity>90.0%，coverage>90.0%

的阈值运行命令，对基因型与耐药表型进行对比

分析[7]。 

2  结果和分析 

2.1  沙门氏菌血清型 

常规血清分型方法和全基因组分型方法对

290 株沙门氏菌的血清分型结果详见表 1。对两种

方法的检测结果进行比较发现，两种分型方法的

总体符合率为 97.6%，其中 283 株沙门氏菌的血

清分型结果完全相同，仅有 7 株分型结果出现差

异。两种方法所检测出的主要血清型(均为肠炎和

鸡白痢)占比基本一致，其中常规血清分型方法中

肠炎沙门氏菌占比为 43.1%，鸡白痢沙门氏菌为

41.4%，而全基因组测序分型结果中的占比分别为

44.1%和 41.4%。 

2.2  沙门氏菌耐药性 

290 株沙门氏菌对 11 种抗菌药物的耐药性与

耐药基因携带之间的相关性详见表 2。药敏结果显

示，所有沙门氏菌均对美罗培南和氟苯尼考敏感，

而对其余 9 种抗菌药物具有不同的耐药率。其中

耐药率较高的是磺胺异噁唑(39.3%)、氨苄西林

(39.0%)、粘菌素(39.0%)、，其次为阿莫西林/克拉

维酸(15.9%)、四环素(14.8%)、复方新诺明(9.0%)、

头 孢 噻 呋 (5.5%) 、 阿 奇 霉 素 (3.4%) 和 恩 诺 沙 星

(2.4%)。 
 

表 1.  常规血清分型与全基因组分型结果比较 

Table 1.  Comparison of results between routine serotyping 
and whole genome typing 

Routine 
serotyping 

Whole genome 
typing 

No. of strains 

Enteritidis Enteritidis 125 

Gallinarum Gallinarum 120 

Infantis Infantis 9 

Tennessee Tennessee 6 

Hadar  Hadar 5 

Typhimurium Typhimurium 5 

Senftenberg Senftenberg 5 

Indiana Indiana 3 

Derby Derby 1 

Give Give 1 

/ / 3 

Gueuletapee Enteritidis 1 

Abortusequi Enteritidis 1 

Pensacola Enteritidis 1 

Benfica Meleagridis 1 

/ Tennessee 3 

/: no result. 
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表 2.  沙门氏菌表型与基因型的符合情况 

Table 2.  The coincidence of phenotype and genotype of Salmonella isolates 

Antibacterials 

Sensitive strains Resistant strains Overall coincidence 

No. of 
strain 

Nos. of related 
resistance gene-free 
strain 

No. of 
strains 

No. of related 
resistance 
gene-carrying strains 

No. of 
strains 

Coincidence 
rate/% 

Meropenem 290 290 0 0 290/290 100 

Florfenicol  290 290 0 0 290/290 100 

Amoxicillin/Clavulanic Acid 244 244 46 46 290/290 100 

Azithromycin 280 280 10 10 290/290 100 

Enrofloxacin 283 281 7 3 284/290 97.9 

Tetraycline 247 243 43 40 283/290 97.6 

Trimethoprim-Sulfamethoxazole 264 258 26 23 281/290 96.9 

Ampicilin 177 173 113 106 279/290 96.2 

Ceftiofur 274 268 16 11 279/290 96.2 

Sulfisoxazole 176 171 114 107 278/290 95.9 

Colistin 177 177 113 0 177/290 61.0 

 

WGS 分析预测的沙门氏菌耐药基因与耐药

表型之间的符合率较高，其中预测的美罗培南、

氟苯尼考、阿奇霉素和阿莫西林/克拉维酸 4 种抗

菌药物的耐药基因与耐药表型完全相符，即敏感

菌株中未发现耐药基因，而耐药菌株中均携带耐

药基因。对恩诺沙星、四环素、复方新诺明、氨

苄西林、头孢噻呋、磺胺异噁唑 6 种药物的耐药

性分析符合率均大于 95.0%。在对粘菌素耐药和

敏感的菌株中均未发现耐药基因，可能与细菌对

粘菌素的耐药机制有关。 

沙门氏菌耐药菌株携带的耐药基因型详见 

表 3。其中，大部分菌株对所检测药物的耐药性由

1–2 种耐药基因型介导。对磺胺异噁唑耐药的 114

株沙门氏菌中，出现 3 种耐药基因型，主要的基

因型为 sul2 (76.6%)。对氨苄西林耐药的 113 株沙

门氏菌中，出现 6 种耐药基因型，主要为 blaTEM-1 

(86.8%)。对阿莫西林 /克拉维酸和四环素耐药  

的沙门氏菌中，均检测出 3 种耐药基因型，主 

要基因型分别为 blaTEM-1 (95.7%)和 tetA (92.5%)。

对复方新诺明和头孢噻呋耐药的沙门氏菌中，发现 4

种耐药基因型，主要基因型分别为 dfrA12 (43.4%)

和 blaTEM-1B+blaCTX-M-14 (43.8%)。对阿奇霉素耐药

的沙门氏菌中，均携带 mph(A)_2 耐药基因；对恩

诺沙星耐药的沙门氏菌中，仅 3 株携带 oqxA+oqxB

或 qnrA7 耐药基因。从沙门氏菌携带的耐药基因

推断抗菌药物的耐药性来看，WGS 预测的阿奇霉

素和阿莫西林/克拉维酸耐药性结果与药敏结果完

全一致，磺胺异噁唑、氨苄西林和四环素耐药性

结果的符合率均高于 90.0%，但是对恩诺沙星和

粘菌素的符合率较低，具体原因有待进一步分析。 

3  讨论 

3.1  WGS 对沙门氏菌的血清型分析 

血清分型数据库的创建促进了 WGS 在沙门

氏菌血清分型中的应用。常用的血清分型数据库 
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表 3.  沙门氏菌耐药菌株中耐药基因型的分布 

Table 3.  Distribution of resistantce genotypes in Salmonella resistant strains 

Antibacterial agent 
No. of resistant 
strains  

Genotypes 
No. of related gene- 
carrying strains 

Coincidence 
rate/% 

Azithromycin 10 mph(A)_2 10 100 

Amoxicillin/Clavulanic Acid 46 blaTEM-1B 44 100 

blaOXA-1 1 

blaCTX-M-14 1 

Sulfisoxazole 114 sul2 82 93.9 

sul1 14 

sul2+sul1 10 

sul3 1 

Ampicilin 113 blaTEM-1B 92 93.8 

blaTEM-1B+blaCTX-M-14 7 

blaCTX-M-14 3 

blaTEM-1B+blaOXA-1 2 

blaOXA-1 1 

blaCTX-M-55+blaCTX-M-14 1 

Tetraycline 43 tetA 37 93.0 

tetA+ tetJ+ tetC 2 

tetB 1 

Trimethoprim-sulfamethoxazole 26 sul+ sul2+dfrA12 9 88.5 

sul3+ dfrA12 1 

sul1+dfrA1 7 

sul1+dfrA17 3 

sul1+dfrA27 3 

Ceftiofur 16 blaTEM-1B+blaCTX-M-14 7 75.5 

blaCTX-M-14 3 

blaCTX-M-55+blaCTX-M-14 1 

blaTEM-1B+blaCTX-M-55 1 

Enrofloxacin 7 oqxA+oqxB 2 42.9 

qnrA7 1 

Colistin 113 / / 0 

 

包括 SeqSero 和 SISIR，目前 SeqSero 已更新到

SeqSero2，提高了分型数据库的准确性。与 SISTR

数据库相比，SeqSero2 无需借助全基因组多位点序

列分型研究，简化了操作流程，应用更加便捷[20]。

因此本研究依据 SeqSero2 血清分型数据库对 290 株

沙门氏菌进行了 WGS 血清型分型。 

本研究中常规血清分型方法与 WGS 分型方

法的总体符合率为 97.6%，这与其他研究的结果

基本相同。Xu 等[21]从美国沙门氏菌监测系统中挑

取了 38 株沙门氏菌，其 WGS 分型结果与原始结

果的符合率为 100 %。Zhang 等[22]通过 WGS 对 308

株已知的沙门氏菌血清型进行分子分析，其中 304

株的血清分型结果完全一致，符合率为 98.7%。

Diep 等[23]从荷兰地区收集的 100 株沙门氏菌中，

WGS 预测的 98 株沙门氏菌的血清型与常规分型

结果一致，符合率为 98.0%。Robertson 等[24]从 SPA
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公共数据库中提取的沙门氏菌 WGS 数据，鉴定的

血清型与原始结果的符合率为 95.0%。 

本研究中两种分型方法也出现了不一致的结

果，主要原因在于 H 抗原鉴定结果的差异。其中，

3 株血清结果为 9,12:g,m,s、9,12:d,m,t、9,12:enx

的菌株，WGS 分型方法均鉴定为 9,12:g,m。这与

他人研究的结果相似。Zhang 的研究中，WGS 分

型结果中有 2 株沙门氏菌(血清型分别为伦敦和韦

太夫雷登)未鉴定出相应的 H 抗原，因而出现了与

常规血清分型方法不一致的结果；Robertson 的研

究 中 ， 由于 奥 兹 马森 (6,714:g,m,t:-)与 奥 雷 宁 堡

(6,714:m,t:-)的 H 相抗原的相近性，导致 WGS 血

清分型方法与常规分型方法出现不一致的结果。 

总之，WGS 分型方法对于常见血清型的预测

具有较高准确性。与常规血清分型方法相比，WGS

分型更加快速，对于需要不同培养基和抗血清才

能确定鞭毛(H1 和 H2)的罕见血清型，WGS 仅需

数分钟，而常规血清分型方法则可能长达数周，

有时还需多次重复。因此，基于 WGS 的分型方法

为沙门氏菌血清型的鉴定打开了新的大门，在沙

门氏菌的血清分型方面具有较大的应用价值，且

随着测序技术的提高和数据库的完善，WGS 分型

有望成为沙门氏菌血清分型的新标准[25–26]。 

3.2  WGS 对沙门氏菌的耐药性预测分析 

细菌耐药性的产生与耐药基因的存在密切相

关，耐药基因的表达决定着细菌耐药性。研究表

明 ResFinder 抗性基因数据库在预测耐药基因方

面可以检出更多的耐药基因，是耐药性分析的首

选工具[27]。 

本研究将沙门氏菌全基因组测序数据通过

ResFinder 数据库进行了分析预测，并与肉汤稀释

法得到的耐药表型结果进行比较分析。结果表明，

WGS 预测的沙门氏菌耐药性与耐药表型的符合

率较高，这与其他人的研究结果一致。Neuert 等[28]

研究了 3415 株沙门氏菌对 15 种抗菌药物的耐药

性，并与基因型的携带情况进行了比较分析，结

果表明两者的一致性为 97.8%。Zankari 等[29]预测

了的 49 株鼠伤寒沙门氏菌对 17 种抗菌药物的耐

药性，与耐药表型的结果完全一致；在 Zhu 等[30]

研究的 189 株沙门氏菌中，WGS 对磺胺异噁唑、

氨苄西林和四环素的耐药性预测与其耐药表型的

符合率分别为 97.8%、94.6%和 85.7%。  

本研究中对于磺胺类、β-内酰胺类和四环素

类等主要由耐药基因介导而产生耐药性的抗菌药

物来说，耐药表型与耐药基因型符合率较高，这

与其他研究结果基本一致。Zhu 等[30]检出的磺胺

类耐药基因为 sul1、sul2 或 sul3，主要以 sul2 为

主；氨苄西林的耐药基因为 blaTEM、blaCTX-M，主

要以 blaTEM 为主；四环素耐药基因主要为 tetA、

tetB、tetC；畅晓晖等[31]检出的 β-内酰胺类耐药基

因为 blaTEM、blaOXA-1、blaCTX-M-1，四环素耐药基

因为 tetA、tetB；氟苯尼考耐药基因为 flor[32]；

Mcdermott 等 [33] 检 出 的 阿 奇 霉 素 耐 药 基 因 为

mph(A)，与本研究结果完全一致。在不携带耐药

基因的菌株中，本研究结果与其他研究的结果也

基本相似。Day 等[34]预测的阿奇霉素基因型与表

型结果完全符合，所有敏感菌株中均不携带相应

的基因型；在粘菌素耐药的菌株中，也均未检测

到相应的耐药基因型。对于耐药基因型尚不明确

或者尚在研究中的抗菌药物，WGS 预测的耐药表

型与耐药基因型的符合率相对较低。本研究中粘

菌素的耐药性主要与二元调控系统的基因改变有

关，如点突变、插入、缺失等，而且具体的基因

改变位点信息尚未研究清楚，因此表型和基因型 
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的符合率相对较低[35–36]。而对于恩诺沙星、头孢

噻呋的耐药机制主要与染色体介导的突变有关，

目前 WGS 只检测到了质粒介导的耐药基因，而对

于染色体突变产生的耐药基因则未检出，可能由

于基因组测序过程中部分区域的覆盖率较低，阻

止了突变位点的检测，亦或者出现了新的耐药基

因突变[37]。 

综上，基于基因组的分型方法避免了常规血

清分型方法的主观判断的影响，在血清分型中具

有较高的应用前景，有望替代常规血清分型方法，

耐药基因型对耐药性的预测也为明确耐药机制以

及耐药性的检测提供了新的视角和方法[36]。当出

现新的血清型或耐药基因时，可直接通过 WGS 数

据进行检索和分析，无需再次进行常规的细菌培

养鉴定，为沙门氏菌血清型和耐药性的分析提供

了更加简便的方法。此外，WGS 的应用也促进了

食源性致病菌遗传与变异特征、耐药机制等其他

方向的研究发展[38]，对分析研究不同生态系统中

细菌的分子生物学特性以及在传统方法的替代方

面必将产生越来越大的影响[10,33]。 

4  结论 

本研究用常规检验方法和 WGS 分析方法对

我国 290 株鸡源沙门氏菌进行了血清分型和耐药

性的研究。相比于常规血清分型、药敏试验，WGS

方法可批量分析沙门氏菌的血清型和耐药性，具

有效率高、准确率高和操作简便的优势，在沙门

氏菌流行病学的研究中具有较高的应用价值。 
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Predictive analysis of whole genome sequencing for Salmonella 
serotype and antimicrobial resistance phenotypes 

Lu Zhang, Qingchun Shen, Chunping Zhang*, Qi Zhao, Mingquan Cui, Ting Li,  
Min Cheng 
China Institute of Veterinary Drug Control, Beijing 100081 

Abstract: [Objectives] To evaluate the application of whole genome sequencing technology on the detection of 

Salmonella serotype and antimicrobial resistance phenotype. [Methods] Two hundred and ninty strains isolated 

from chicken from 1950 to 2015 in China were serotyped and tested for antimicrobial sensitivity. The whole 

genomes were extracted and sequenced, and the serotype and antimicrobial resistance of each Salmonella strain 

were analyzed by submitting the genomic sequences to SeqSero and ResFinder databases, respectively. Results of 

serotypes and antimicrobial resistances obtained by conventional detection methods and whole genome sequencing 

analysis were compared, and the compliance status of two detection methods were analyzed. [Results] The results 

showed that the major serotypes were S. enteritidis and S. gallinarum (≥84.5%). The coincidence rate of 

Salmonella serotype between the results of conventional detection method and whole genome sequencing analysis 

was 97.6%. The results of minial inhibitory concentration to 11 drugs indicated that the Salmonella isolates had the 

higher resistance rate to sulfisoxazole (39.3%), tetracycline (39.0%) and colistin (39.0%), but showed lower 

resistance rates to other antimicrobial agents. The predicted resistance of meropenem, florfenicol, azithromycin and 

amoxicillin/clavulanic acid was 100% by whole genome sequencing, and the coincidence rate of enrofloxacin, 

tetracycline, trimethoprim-sulfamethoxazole, ampicillin, ceftiofur, and sulfisoxazole exceeded 95.0%. 

[Conclusions] High accuracy and sensitivity of whole genome sequencing technology in Salmonella serotype and 

antimicrobial resistance was seen in this study. As an effective tool, whole genome sequencing technology has a 

good application prospects on serotyping and antimicrobial resistance analysis of Salmonella. 

Keywords: Salmonella, whole genome sequencing, serotype, antimicrobial resistance phenotype, resistance 

genotypes 
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