
微生物学通报 Jun. 20, 2025, 52(6): 2721-2732 
Microbiology China CSTR: 32113.14.j.MC.240820 
tongbao@im.ac.cn DOI: 10.13344/j.microbiol.china.240820 
http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn Copyright ©2025 Microbiology China All Rights Reserved 

                           

资助项目：兵团农业科技创新工程专项(NCG202225)；兵团农业关键核心技术项目(NYHXGG-2023AA205)；江苏省人

兽共患病学重点实验室开放课题(R2308)；新疆生产建设兵团重点领域科技攻关计划(2019AB029)；中央级公益性科研

院所基本科研业务费院级统筹项目，动物疫病数据中心(Y2024JC09)；兵团青年科学基金(2024DB029) 
This work was supported by the Agricultural Science and Technology Innovation Project of the Xinjiang Production and 
Construction Corps (NCG202225), the Key Core Technologies Program in Agriculture of the Xinjiang Production and 
Construction Corps (NYHXGG-2023AA205), the Open Project Program of Jiangsu Key Laboratory of Zoonosis (R2308), the 
Key Scientific and Technological Project of the Xinjiang Production and Construction Corps (2019AB029), the Central 
Public-interest Scientific Institution Basal Research Fund, National Data Center of Animal Health (Y2024JC09), and the Youth 
Science Foundation of the Xinjiang Production and Construction Corps (2024DB029). 
*Corresponding authors. E-mail: LI Jie, hnmlss@163.com; ZHONG Fagang, zfg125@sh.com 
Received: 2024-09-19; Accepted: 2024-11-12; Published online: 2025-01-10 

研究报告 

新疆地区某奶牛场都柏林与姆班达卡沙门氏菌的

致病力与耐药性分析 

黎雪勤 1,2，赵文娟 2，李劼*1，吴桐忠 2，姜美奇 1,2，徐雪可 1,2，王莉莉 2， 
韩猛立 2，张星星 2，张倩 2，钟发钢*2，黄新 2 

1 石河子大学 动物科技学院，新疆 石河子 832000 
2 新疆农垦科学院 省部共建绵羊遗传改良与健康养殖国家重点实验室，新疆 石河子 832000 
 

黎雪勤, 赵文娟, 李劼, 吴桐忠, 姜美奇, 徐雪可, 王莉莉, 韩猛立, 张星星, 张倩, 钟发钢, 黄新. 新疆地区某奶牛场都柏林

与姆班达卡沙门氏菌的致病力与耐药性分析[J]. 微生物学通报, 2025, 52(6): 2721-2732. 
LI Xueqin, ZHAO Wenjuan, LI Jie, WU Tongzhong, JIANG Meiqi, XU Xueke, WANG Lili, HAN Mengli, ZHANG Xingxing, 
ZHANG Qian, ZHONG Fagang, HUANG Xin. Pathogenicity and antibiotic resistance of Salmonella dublin and Salmonella 
mbandaka from a dairy farm in Xinjiang[J]. Microbiology China, 2025, 52(6): 2721-2732. 

摘  要：【背景】沙门氏菌(Salmonella)是重要的人兽共患病病原菌，也是重要的食源性致病菌，其

在新疆地区缺少奶牛源的流行菌株信息，对其耐药情况和危害的研究相对缺乏。【目的】了解石河

子地区某犊牛腹泻牛场沙门氏菌感染情况，揭示感染病原分型、致病力和耐药性。【方法】采集了

腹泻牛肛拭子、环境拭子 55 份。按照国标方法 GB 4789.4—2016 从样本中分离可疑菌株并进行纯

化培养，使用革兰氏染色镜检、全自动生化鉴定系统、stn 基因、16S rRNA 基因等方法进行鉴定；

分析其血清型及多位点序列分型，使用药敏试验(微量肉汤稀释法)、耐药基因、小鼠致病力试验和

毒力基因检测进行耐药性和毒力分析。【结果】分离获得 4 株疑似沙门氏菌的病原菌，在沙门氏菌

显色培养基上显紫色，镜检可见革兰氏阴性短杆菌；生化鉴定结果与沙门氏菌的相似性为 98%，

stn 基因扩增片段大小与预期一致。16S rRNA 基因系统进化分析显示分离株与沙门氏菌参考株的

相似性为 99%以上。病死牛组织源分离株命名为 Sal135，肛拭子源分离株命名为 Sal141、Sal142、
Sal143。Sal135、Sal143 属于都柏林沙门氏菌(Salmonella dublin)，ST10 型；Sal141、Sal142 属于
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姆班达卡沙门氏菌(Salmonella mbandaka)，ST413 型；4 株分离株对头孢呋辛、庆大霉素、链霉素

均耐药，对氨苄西林、替加环素、氟苯尼考、多黏菌素 E 和阿奇霉素耐药率为 25%–50%，其中

菌株 Sal143 为七重耐药菌株。所有菌株均携带 aac(6')-Iaa 基因，此外，菌株 Sal143 还携带有

aph(3'')-Ib、blaCTX-M、floR、sul2 和 tetA。以约 2×107 CFU/mL 剂量对小鼠腹腔注射后，菌株 Sal135
组死亡率为 60%，菌株 Sal143 组死亡率为 40%。16 种毒力基因检测结果显示，invA、sipA、avrA、
mgtCB、sipC、bcfA、fimA、sopB 基因的检出率为 100%，除 pefA 基因外其他毒力基因均被检出。

【结论】发现该牛场 4 头犊牛感染了沙门氏菌，分离株 Sal143 显示多重耐药，都柏林沙门氏菌菌

株的毒力较强且携带 spv 族毒力基因，推测其为致犊牛腹泻的主要病原。 
关键词：沙门氏菌；分离鉴定；耐药基因；毒力基因 
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Abstract: [Background] Salmonella is a genus of major zoonotic agents and foodborne 
pathogens. However, there is limited data on cow-derived strains of Salmonella in Xinjiang, and 
studies remain to be carried out for their antibiotic resistance and pathogenicity. [Objective] To 
investigate Salmonella infections in calves from a dairy farm with the outbreak of diarrhea in 
Shihezi and reveal the types, virulence factors, and antibiotic resistance of the pathogens. 
[Methods] A total of 55 anal and environmental swabs were subsequently collected. The 
isolation of suspected strains were obtained from the samples according to the national standard 
method GB 4789.4—2016, and purified and cultured. The isolates were identified by Gram 
staining, microscopic examination, an automated biochemical identification system, and 
molecular techniques including amplification of stn and the 16S rRNA gene. Following 
serotyping and multi-locus sequence typing, the antibiotic susceptibility testing via minimal 
inhibitory concentration determination, detection of resistance genes, testing of pathogenicity in 
mice, and virulence gene detection were carried out for the isolates. [Results] Four suspected 
Salmonella strains were isolated, exhibiting purple colonies on Salmonella chromogenic media 
and appearing as Gram-negative short rods in microscopy. Biochemical identification results 
indicated 98% similarity to Salmonella, and the amplified fragment of stn matched the expected 
size. The phylogenetic analysis of the isolates based on the 16S rRNA gene revealed over 99% 
sequence homology with the reference strains of Salmonella. The isolate from the tissue of the 
deceased calf was designated Sal135, while those from anal swabs were named Sal141, Sal142, 
and Sal143. Sal135 and Sal143 were identified as Salmonella dublin, ST10, while Sal141 and 
Sal142 were identified as Salmonella mbandaka, ST413. The four isolates exhibited resistance 
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to cefuroxime, gentamicin, and streptomycin, with the resistance rates to ampicillin, tigecycline, 
florfenicol, colistin, and azithromycin ranging from 25% to 50%. Among the isolates, Sal143 
demonstrated the resistance to seven categories of antibiotics. All the strains carried aac(6')-Iaa, 
and Sal143 additionally carried aph(3'')-Ib, blaCTX-M, floR, sul2, and tetA. Following 
intraperitoneal injection into mice at a dose of approximately 2×107 CFU/mL, Sal135 and 
Sal143 induced the mortality rates of 60% and 40%, respectively. Detection of 16 virulence 
genes revealed that invA, sipA, avrA, mgtCB, sipC, bcfA, fimA, and sopB were present in all 
strains, and other virulence gens but pefA were detected. [Conclusion] Four calves in this farm 
were found to be infected with Salmonella. The isolate Sal143 exhibited multidrug resistance, 
and the strains of Salmonella dublin demonstrated strong virulence and carried the virulence 
gene cluster spv, being the primary pathogens responsible for calf diarrhea. 
Keywords: Salmonella; isolation and identification; antibiotic resistance gene; virulence gene 
 
 

 

沙门氏菌(Salmonella)是全球重要的人畜共

患食源性致病菌[1]，由其引发的食物中毒病例

数量在我国食源性疾病中已位居首位[2]。近年

来，各国为预防食品中沙门氏菌污染采取了多

项措施，但根据食源性疾病主动监测网络

FoodNet (https://www.cdc.gov/foodnet/about/index. 
html)报告，2009−2019 年间沙门氏菌感染率有

所上升 [3]，尤其是牛肉导致的感染率呈现上升

趋势 [4]。沙门氏菌感染可导致犊牛高死亡率，

并引起成年牛体重减轻和饲料转化率降低，

给畜牧业带来严重的危害和经济损失。国外

牛场最常见的沙门氏菌血清型为鼠伤寒沙门氏

菌 (S. typhimurium) 、 蒙 得 维 的 亚 沙 门 氏 菌    
(S. montevideo)和都柏林沙门氏菌(S. dublin)[5]；国

内主要流行的血清型为鼠伤寒沙门氏菌、肠炎沙

门氏菌(S. enteritidis)和都柏林沙门氏菌[6-8]。新疆

作为我国牛的主要产区之一，牛源沙门氏菌的

病原分型特征和感染情况研究较少，可能存在

食源性感染的风险。 
本研究对一个曾有沙门氏菌发病史的牛

场的犊牛及环境进一步开展病原调查，通过沙

门氏菌的分离鉴定、耐药和毒力分析，获得病

原生物学特征信息和可能存在的感染风险，以

期为当地牛场沙门氏菌病的治疗与防控提供

参考依据。 

1  材料与方法 
1.1  样品 

2023 年 2 月 4 日，新疆石河子某集约化牛

场 80 日龄犊牛群体出现腹泻、发热及肺炎症状，

其中5头出现神经症状，死亡率高达20% (16/80)。
为进一步确定病原，找到可能存在的风险环节，

2 月 22 日对该牛场进行回访，采集 42 份腹泻犊

牛肛拭子及 13 份舍中垫料样本进行的细菌分

离鉴定。6 周龄昆明小鼠购自新疆农业大学，

动物实验由新疆农垦科学院动物伦理委员会审

批通过，审批号：A2024-014。 
1.2  主要试剂和仪器 

沙门氏菌属诊断血清试剂盒，宁波天润生

物药业有限公司；引物由生工生物工程(上海)
股份有限公司合成；0.01 mol/L 磷酸盐缓冲液

(phosphate buffered saline)，北京索莱宝科技有

限 公 司 。 细 菌 药 物 最 小 抑 菌 浓 度 (minimal 
inhibitory concentration)测试板，珠海美华医疗科

技有限公司。全自动微生物鉴定及药敏分析系

统，梅里埃诊断产品有限公司。  
1.3  培养基 

木 糖 赖 氨 酸 脱 氧 胆 酸 盐 (xylose lysine 
deoxycholate, XLD)琼脂、亚硫酸铋 (bismuth 
sulfite, BS)琼脂、沙门氏菌显色培养基，北京陆

桥技术股份有限公司；脑心浸出液琼脂(Brain 
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heart infusion agar)，青岛高科技工业园海博生

物技术有限公司。 
1.4  病原的分离与鉴定 

按照参考文献[9]对样本进行预增菌、增菌、

选择性培养处理，取沙门氏菌显色培养基上紫

色可疑菌落接种于脑心浸出液琼脂纯化培养，

进行菌落形态观察与革兰氏染色，显微镜下观

察菌体形态。 

1.5  生化鉴定 
无菌条件下，挑取纯培养的单菌落，按照

全自动微生物鉴定及药敏分析系统操作规程进

行生化鉴定。 

1.6  血清型鉴定 
按沙门氏菌属诊断血清试剂盒使用说明

书，采用玻片凝集法进行血清学鉴定。 

1.7  PCR 鉴定 
采用高温裂解法提取菌株 DNA，利用 PCR

技术检测特异性基因 stn，引物为 stn-F (5′-AG 
AGTTGATCCTGGCTCAG-3′)和 stn-R (5′-CTTT 
GGTCGTAAAATAAGGCG-3′)。PCR 反应体系：

2×Taq PCR Master Mix (with Blue Dye) 10 μL，

引物 stn-F/R (10 μmol/L)各 1 μL，DNA 模板 1 μL，

ddH2O 补足 20 μL。PCR 反应条件：95 ℃ 5 min；
95 ℃ 1 min，55 ℃ 1 min，72 ℃ 1 min，35 个

循环；72 ℃ 10 min。阳性样本选用 16S rRNA
基因通用引物进行 PCR 扩增，引物为 27F 
(5′-AGAGTTGATCCTGGCTCAG-3′) 和 1492R 
(5′-GGTTACCTTGTTACGACTT-3′)。PCR 反应体

系：2×Taq PCR Master Mix (with Blue Dye) 25 μL，
27F/1492R (10 μmol/L)各 1 μL，DNA 模板 1 μL，
ddH2O 补足 50 μL。PCR 反应条件：94 ℃ 5 min；
94 ℃ 30 s，56 ℃ 30 s，72 ℃ 1 min，35 个循环；

72 ℃ 10 min。PCR 扩增产物采用琼脂糖凝胶电

泳检测结果，将扩增后的 PCR 产物送通用生物

(安徽)股份有限公司测序，采用 BLAST 在 NCBI
网站(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)比对分析，确

定细菌种属。 

1.8  多位点序列分型(multi-locus sequence 
typing, MLST) 

根据牛津大学 (https://pubmlst.org/)提供的

沙门氏菌 7 个管家基因(aeoC, dnaN, hemD, hisD, 
purE, sucA, thrA)，以分离株核酸为模板，参考

文献[10]中的引物序列、PCR 反应体系与反应

条件进行扩增，将产物送通用生物(安徽)股份

有限公司测序。结果经处理后上传 MLST 官

网 ， 获 得 单 个 基 因 组 编 号 后 进 入 数 据 库

(https://enterobase.warwick.ac.uk/)得到相应序列

型号(sequence type, ST)，即 ST 型。 

1.9  药物敏感性试验 
参考美国临床和实验室标准协会抗生素药

敏试验标准[11]并结合临床常用药物(表 1)，利用

MIC 法(微量肉汤稀释法)测定细菌的耐药性。 

1.10  毒力基因与耐药基因检测 
参考文献[12-13]以细菌基因组为模板，进

行 16 种沙门氏菌常见毒力基因的 PCR 检测，

引物序列见表 2。PCR 反应体系：2×Taq PCR 
Master Mix (with Blue Dye) 12.5 μL，上、下游

引物(10 μmol/L)各 1 μL，DNA 模板 1 μL，ddH2O
补足 25 μL。PCR 反应条件：95 ℃ 5 min；94 ℃ 
30 s，60 ℃ 30 s，72 ℃ 1 min，30 个循环；72 ℃ 
10 min。参考文献[14-15]，以细菌基因组为模板，

进行 12 种沙门氏菌常见耐药基因的 PCR 检测，

引物序列见表 3。PCR 反应体系与 1.7 中 stn 基因

一致。PCR 反应条件：95 ℃ 5 min；94 ℃ 30 s，
56 ℃ 30 s，72 ℃ 1 min，30 个循环；72 ℃ 10 min。 

1.11  致病力试验 
取 25 只约 22 g 的近 6 周龄雌性昆明小鼠，

随机分成实验组和对照组，每组 5 只。实验组分

别腹腔注射接种剂量约为 2×107 CFU/只的

Sal135、Sal141、Sal142、Sal143 分离株菌液；对

照组小鼠则注射等体积的 PBS。每天观察、记录

小鼠的症状、发病和死亡情况，对对照组和临床

症状明显或死亡小鼠进行解剖，并取病死小鼠肝

脏、肺脏、脾脏与血液进行致病菌分离培养。 
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表 1  药物信息 
Table 1  Drug information 
药物种类 
Drug category 

抗菌药物(缩写) 
Antibacterial drug (abbreviation) 

浓度梯度范围 
Concentration 
gradient range 
(µg/mL) 

敏感 
Sensitive 

中介 
Intermediary 

耐药 
Resistant 

四环素类 
Tetracyclines 

四环素 Tetracycline (TET) 1–16 ≤4 8 ≥16 
替加环素 Tigecycline (TIG) 0.25–8.00 / 2 ≥4 

头孢烯类 
Cephalosporins 

头孢呋辛 Cefuroxime (CXM) 4–64 ≤8 16 ≥32 
头孢噻肟 Cefotaxime (CTX) 0.25–16.00 ≤1 2 ≥4 
头孢他啶 Ceftazidime (CAZ) 0.25–16.00 ≤4 8 ≥16 

碳青霉烯类 Carbapenems 美罗培南 Meropenem (MEM) 0.125–2.000 ≤1 2 ≥4 
青霉素类 
Penicillins 

氨苄西林 Ampicillin (AMP) 2–32 ≤8 16 ≥32 
阿莫西林/克拉维酸 
Amoxicillin/Clavulanic acid (AMC) 

8/4–128/64 ≤8/4 16/8 ≥32/16 

大环内酯类 Macrolides 阿奇霉素 Azithromycin (AZM) 2–64 ≤16 / ≥32 
氨基糖苷类 
Aminoglycosides 

链霉素 Streptomycin (STR) 4–32 ≤8 / ≥16 
庆大霉素 Gentamicin (GM) 2–32 ≤2 4 ≥8 

喹诺酮类 Quinolones 萘啶酸 Nalidixic acid (NAL) 4–32 ≤16 / ≥32 
氟喹诺酮类 
Fluoroquinolones 

恩诺沙星 Enrofloxacin (ENR) 0.12–4.00 ≤0.25 0.5–1.0 ≥2 
环丙沙星 Ciprofloxacin (CIP) 0.015–2.000 ≤0.06 0.12–0.50 ≥1 

磺胺类 
Sulfonamides 

复方新诺明 
Sulfamethoxazole-trimethoprim (SXT) 

0.5–8.0 ≤2/38 / ≥4/76 

多肽类 Polypeptides 多黏菌素 E Colistin (CT) 0.25–8.00 / 2 ≥4 
氯霉素类 Chloramphenicols 氟苯尼考 Florfenicol (FFC) 2–64 ≤4 8 ≥16 
 
表 2  毒力基因引物信息 
Table 2  Primer information of virulence genes 
引物名称 
Primer 
name 

引物序列 
Primer sequence (5′→3′) 

产物长度 
Product 
length (bp) 

引物名称 
Primer 
name 

引物序列 
Primer sequence (5′→3′) 

产物长度 
Product 
length (bp) 

invA-F ATTTACCACTCGCATCAA 243 spvA-F GCTAACTGTCGGGCAAAG 432 

invA-R AAGAAGGGTCGTCGTTAG spvA-R GGACAATGGCACGAACCT 
sipA-F ATAAACTGCCTGACCCTAA 449 spvB-F CCTGATGTTCCACCACTTTC 590 

sipA-R ACGTGACCACCTTTCCAT spvB-R ATGCCTTATCTGGCGATGT 
sseA-F AAAAGGCTGCGTTTAGTG 300 bcfA-F CTTTGGCGGAATGTTGTC 235 

sseA-R TTCCTGACGGTATCTCCA bcfA-R CTGGCTGGTCTGAGTATCG 
avrA-F AATGGAAGGCGTTGAATCTG 173 fimA-F AGACCGCCAGCAAATTAGTGT 321 

avrA-R GAGCTGCTTTGGTCCTCAAC fimA-R TGACCTCTACTATTGCGAGTCTG 
mgtCB-F ACGACATCGCCAGACAGC 165 spvC-F ACTCCTTGCACAACCAAATGCGGA 571 

mgtCB-R GCCCTAAGCCGCATAACA spvC-R TGTCTCTGCATTTCGCCACCATCA 
sipC-F AGACAGCTTCGCAATCCGTT 446 spvD-F CCCCTGATGATGAGAAGT 316 

sipC-R ATTCATCCCTTCGCGCATCA spvD-R ACAGTGGGATTAGACAGC 
sefA-F GCAGCGGTTACTATTGCAGC 321 sopB-F CATCAGAAGGCGTCTAACC 223 

sefA-R TGTGACAGGGACATTTAGCG sopB-R GTGCGTGCTGCAATAAGT 
pefA-F ACGCTGCCAATGAAGTGA 225 sopE-F CGAGTAAAGACCCCGCATAC 362 

pefA-R CAGAAGCCCAGGTGATAGTG sopE-R GAGTCGGCATAGCACACTCA 
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表 3  耐药基因引物信息 
Table 3  Primer information of antibacterial resistance genes 
基因类别 
Gene type 

引物名称 
Primer name 

引物序列 
Primer sequence (5′→3′) 

产物长度 
Product length (bp) 

氨基糖苷类 
Aminoglycosides 

aph(3'')-Ib-F ATGGGCTCGCGATAATGTC 600 
aph(3'')-Ib-R CTCACCGAGGCAGTTCCAT 
aac(6')-Iaa-F TGAATAAAACCGATCTGGAGCA 422 
aac(6')-Iaa-R TCAACAACGCCTCCGGTAG 

磺胺类 
Sulfonamides 

sul1-F TGGCGTCGCGACTGCGAAAT 813 
sul1-R TGGTGACGGTGTTCGGCATTCT 
sul2-F CATCATTTTCGGCATCGTC 793 
sul2-R TCTTGCGGTTTCTTTCAGC 
sul3-F GATAGTTTTTCCGATGGAGG 495 
sul3-R GAAGCCCATACCCGGATCAAG 

氯霉素类 
Chloramphenicols 

floR-F ATGACCACCACACGCCCCG 1 213 
floR-R AGACGACTGGCGACTTCTCG 

四环素类 
Tetracyclines 

tetA-F GCTACATCCTGCTTGCCTTC 210 
tetA-R CATAGATCGCCGTGAAGAGG 
tetB-F TCATTGCCGATACCACCTC 247 
tetB-R GATTGCGTCTCAACCCCTAC 

β-内酰胺类 
β-lactam 

blaTEM-F TTGGGTGCACGAGTGGGT 504 
blaTEM-R TAATTGTTGCCGGGAAGC 
blaCTX-M-F AGTGAAAGCGAACCGAATC 365 
blaCTX-M-R CTGTCACCAATGCTTTACC 

多肽类 
Polypeptides 

mcr-1-F CGGTCAGTCCGTTTGTTC 309 
mcr-1-R CTTGGTCGGTCTGTAGGG 

大环内酯类 
Macrolides 

mph(A)-F GCTCGACTATAGGATCGTGATCGC 508 
mph(A)-R CGTAGAGATCGCCATGCACCAC 

 
2  结果与分析 

2.1  细菌分离鉴定结果 
在 55 份样本中分离出 4 株可疑菌株，在

XLD 培养基上均长出边缘整齐、圆形、中心为

黑色的粉红色半透明菌落(图 1A)；在 BS 培养

基上长出有棕色晕圈带金属光泽的黑色菌落

(图 1B)；在沙门氏菌显色培养基上均长出边缘整

齐、圆形、紫色菌落(图 1C)。镜检观察到两端

钝圆的革兰阴性无芽孢短杆菌(图 1D)。初步鉴

定 4 株分离菌属于沙门氏菌。同时从病死牛肺

脏、肝脏、脾脏、淋巴组织中分离到同一特性

菌株，命名为 Sal135；从肛拭子样本中分离出

3 株菌株，命名为 Sal141、Sal142、Sal143。 

2.2  生化鉴定结果 
经全自动微生物鉴定及药敏分析系统鉴定

为沙门氏菌属，结合细菌形态观察判定该分离

菌为沙门氏菌。 
2.3  血清型鉴定结果 

血清型鉴定结果显示 Sal135、Sal141 抗原

结构式为 1,9,12,Vi;g,p-，血清型为都柏林沙门

氏菌；Sal142、Sal143 抗原结构式为 6,7,14;  
z10,e,n,z15,[z37,z45]，血清型为姆班达卡沙门

氏菌(Salmonella mbandaka)。 
2.4  PCR 鉴定及 MLST 结果 

沙门氏菌特异性引物 stn 基因经 PCR 扩增

得到一条 260 bp 的目的条带(图 2)，16S rRNA 基

因经 PCR 扩增得到测序结果在 NCBI 数据库中 
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图 1  菌落形态及革兰氏染色结果   A：沙门氏菌在木糖赖氨酸脱氧胆酸盐培养基上菌落形态(10×)；B：

沙门氏菌在亚硫酸铋培养基上菌落形态(10×)；C：沙门氏菌在沙门氏菌显色培养基上菌落形态(20×)；
D：革兰氏染色镜检结果(1 000×)。 
Figure 1  Colony morphology and gram staining result. A: Colony morphology of Salmonella on xylose lysine 
deoxycholate medium (10×); B: Colony morphology of Salmonella on bismuth sulfite medium (10×); C: 
Colony morphology of Salmonella on chromogenic medium (20×); D: Gram staining microscopy results (1 000×). 
 

 
 
图 2  stn 特异性基因扩增结果   M：DL2000 
DNA marker；1：肺脏；2：肝脏；3：脾脏；4：
肺淋巴；5：肠淋巴；6：Sal141；7：Sal142；8：
Sal143；9：阴性对照；10：阳性对照。 
Figure 2  Amplification results of stn specific gene. 
M: DL2000 DNA marker; 1: Lung; 2: Liver; 3: 
Spleen; 4: Pulmonary lymph; 5: Intestinal lymph; 6: 
Sal141; 7: Sal142; 8: Sal143; 9: Negative control; 
10: Positive control. 
 
进行 BLAST 分析比对，与已登录的沙门氏菌序

列相似性均在 99%以上，在系统发育树上与沙

门氏菌处于同一分支(图 3)。MLST 结果显示分

离株 Sal135、Sal143 为 ST10 型，与都柏林沙

门氏菌参考菌株 FJ997268、MZ452230 聚为一

支。菌株 Sal141、Sal142 为 ST413 型，分别与

姆班达卡沙门氏菌参考菌株 MG869131 、

MK883276 聚为一支(图 3)。证明病死牛组织与

肛拭子中分离出 2 株都柏林沙门氏菌与 2 株姆

班达卡沙门氏菌。 

2.5  分离株耐药性检测结果 
分离株的 MIC 试验结果见表 4，结果显示

4 株沙门氏菌对环丙沙星、恩诺沙星、萘啶酸、

阿莫西林/克拉维酸、美罗培南、复方新诺明、

四环素均敏感；对头孢他啶、头孢噻肟、氨苄

西林、替加环素、氟苯尼考的耐药率为 25%；

对多黏菌素 E 和阿奇霉素的耐药率为 50%；对

头孢呋辛、庆大霉素、链霉素均耐药。其中

Sal143 为七重耐药菌株，对 10 种抗生素耐药，

耐药性最强。分离株的多重耐药谱型见表 5。 
2.6  耐药基因与毒力基因检测结果 

12 种耐药基因检测结果(表 6)显示，4 株菌

共携带 6 种耐药基因，对 aac(6')-Iaa 的检出率

为 100%。16 种毒力基因检测统计结果(表 6)显
示，invA、sipA、avrA、mgtCB、sipC、bcfA、

fimA、sopB 基因的检出率为 100%，均未检出

pefA 基因，其余基因的检出率为 50%。 

2.7  致病性试验结果 
致病性试验结果显示，Sal135 组小鼠在

第 2 天开始精神沉郁，第 3 天出现被毛杂乱，

颤栗现象，第 4 天出现结膜炎症状，第 5 天死

亡 1 只，第 6 天死亡 2 只。Sal143 组小鼠症状

相同，第 6 天死亡 2 只。Sal141、Sal142 组小

鼠第 2 天精神沉郁，被毛杂乱，无小鼠死亡。

剖检 Sal135、Sal143 组小鼠，发现心耳发黑，肺 
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图 3  分离株与参考菌株 16S rRNA 基因系统发育树   分支点上的数字表示 1 000 次重复取样 bootstrap 检

验置信度值；括号中序号是 GenBank 登录号；标尺刻度 0.005 表示遗传距离的单位；▲：本试验分离株。 
Figure 3  Phylogenetic tree of 16S rRNA gene between isolated strains and reference strains. The numbers 
in branch points represent the confidence values of bootstrap test with 1 000 repeated samples; Numbers in 
parentheses are the accession numbers of related strains; Bar=0.005 indicates units of genetic distance; ▲: 
Isolates from this test. 
 
脏肉变，腹腔积液肝脏肿，肝脏边缘有大量梗

死灶黑色，质脆；无菌操作下，从两组死亡小

鼠肺脏、肝脏、脾脏及血液中均分离到都柏林

沙门氏菌。Sal141 组和 Sal142 组则只有肝脏出

现少量出血点，沙门氏菌培养结果为阴性。对

照组无组织病变。小鼠 7 d 生存曲线与实验小

鼠剖检器官病变见图 4。 

3  讨论 
沙门氏菌是一类重要的人畜共患传染病病

原，牛源沙门氏菌是致犊牛腹泻的重要原因之

一[16]。本研究使用预增菌、增菌、XLD、BS 平

板及沙门氏菌显色培养基对可疑菌株进行选择

性培养与纯化，应用生化试验、stn 基因鉴定、血

清分型及 16S rRNA 基因测序等多种鉴定方法，

获得 4株沙门氏菌。1株都柏林沙门氏菌(Sal135，
ST10 型，D 群)源于病牛组织，1 株都柏林沙门

氏菌(Sal143，ST10 型，D 群)和 2 株姆班达卡沙

门氏菌(Sal141、Sal142，ST413 型，C1 群)源于

犊牛肛拭子，分离株血清型对应的 ST 型与大多

数研究相同[17-18]。本研究中 Sal135、Sal143 致病

力强于 Sal141、Sal142，携带的毒力基因数量更

多。菌株 Sal143 的耐药性最强，为七重耐药，

携带 6 种耐药基因。本研究在同一个牛场检出了

2 种不同血清型沙门氏菌。Habing 等在同一个牛

场检出了以 C1 血清群流行率较高的 5 种沙门氏

菌[19]，但其未检出都柏林沙门氏菌，说明部分

牛场存在沙门菌多种血清型共感染的情况。 
本研究中病死犊牛剖检时发现肝脏与淋巴

结明显肿大，胆囊、十二指肠及多处浆膜出血，

在小鼠致病力实验中出现肝脏、肺脏、脾脏等

组织坏死。都柏林沙门氏菌的致病力结果与李

天 娇 等 [20] 对 牦 牛 源 都 柏 林 沙 门 氏 菌 以

0.368×108 CFU/mL 浓度感染小鼠所出现的小鼠 
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表 4  分离株的药物敏感性试验结果 
Table 4  results of drug susceptibility test of isolated strains 
抗菌药物 
Antibacterial agent 

Sal135  Sal141  Sal142  Sal143 

MIC 
(μg/mL) 

敏感性 
Sensibility 

 
 

MIC 
(μg/mL) 

敏感性 
Sensibility 

 
 

MIC 
(μg/mL) 

敏感性 
Sensibility 

 
 

MIC 
(μg/mL) 

敏感性 
Sensibility 

TET 4 S  4 S  2 S  4 S 
TIG 0.5 S  2 S  0.25 S  8 R 
CXM >64 R  64 R  64 R  >64 R 
CTX 0.25 S  0.25 S  0.25 S  16 R 
CAZ 0.25 S  0.25 S  0.25 S  >16 R 
MEM 0.125 S  0.125 S  0.125 S  0.125 S 
AMP 4 S  2 S  2 S  64 R 
AMC 4/2 S  4/2 S  4/2 S  4/2 S 
AZM 8 S  >64 R  16 S  >64 R 
STR 16 R  16 R  8 R  32 R 
GM 8 R  8 R  8 R  8 R 
NAL 4 S  4 S  4 S  8 S 
ENR 0.12 S  0.12 S  0.12 S  0.12 S 
CIP 0.015 S  0.015 S  0.015 S  0.015 S 
SXT 0.5/9.5 S  0.5/9.5 S  0.5/9.5 S  0.5/9.5 S 
CT 8 R  0.25 S  0.25 S  8 R 
FFC 4 S  8 I  4 S  >32 R 

S：敏感，I：中介，R：耐药。 
S: Sensitive; I: Intermediate; R: Resistant. 
 
表 5  多重耐药谱型 
Table 5  Multiple resistant phenotype 
菌株编号 Strain number 耐药谱 Resistant spectrum 

Sal135 CXM+STR+GM+CT 

Sal141 CXM+AZM+STR+GM 

Sal142 CXM+STR+GM 

Sal143 CXM+CTX+CAZ+STR+GM+CT+AZM+TET+TIG+AMP+FFC 

 
表 6  分离株耐药基因与毒力基因 PCR 检测结果 
Table 6  Results of PCR detection of resistance genes and virulence genes of isolated strains 
菌株编号 
Strain number 

耐药基因 
Resistance gene 

毒力基因 
Virulence gene 

Sal135 aac(6')-Iaa invA, sipA, sseA, avrA, mgtCB, sipC, sefA, spvA, spvB, bcfA, 
fimA, spvC, spvD, sopB, sopE 

Sal141 aac(6')-Iaa invA, sipA, avrA, mgtCB, sipC, bcfA, fimA, sopB 
Sal142 aac(6')-Iaa invA, sipA, avrA, mgtCB, sipC, bcfA, fimA, sopB 
Sal143 aac(6')-Iaa, aph(3'')-Ib, blaCTX-M,  

floR, sul2, tetA 
invA, sipA, sseA, avrA, mgtCB, sipC, sefA, spvA, spvB, bcfA, 
fimA, spvC, spvD, sopB, sopE 
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图 4  小鼠 7 d 生存曲线与实验小鼠剖检器官病变图   A：小鼠 7 d 生存曲线；B：对照组小鼠肝脏；

C：Sal135 组死亡小鼠肝脏；D：对照组小鼠心脏与肺脏；E：Sal135 组死亡小鼠心脏与肺脏。 
Figure 4  Survival curve of mice at 7 days and pictures of dissected organ lesions in laboratory mice. A: 
Survival curve of mice at 7 days; B: Liver of mice in blank control group; C: Liver of dead mice in Sal135 
group; D: Heart and lung of mice in blank control group; E: Heart and lung of mice in Sal135 group. 
 
全身感染症状相近，而本实验攻毒剂量略低，

表明分离株具有较强致病力。姆班达卡沙门氏

菌则仅导致小鼠肝脏出现少量出血点，没有导

致小鼠的死亡，说明致病力在不同血清型间差

异较大。Bolton 等[21]研究说明都柏林沙门氏菌能

够穿过 M 细胞且以微菌落形式侵入肠道并释放

大量细胞毒素，从而对犊牛产生更显著的组织毒

性，这可能是本研究中都柏林沙门氏菌的毒力

明显强于姆班达卡沙门氏菌的原因。本研究在

4 株分离株中同时检出 invA、sipA 等 8 种毒力

基因，此外 Sal135、Sal143 还检出了毒力岛Ⅱ 
(Salmonella pathogenicity island 2)的一些典型

毒力基因 sseA[22]，与菌毛相关基因 pefA 及毒力

质粒基因 spv 族基因等，李偲等[23]同样在牛源都

柏林沙门氏菌检出了这些毒力基因。SPI-2 编码

的 T3SS-2 分泌系统可以将 20 多种效应因子转

运到宿主细胞质中，控制沙门氏菌在上皮细胞

和吞噬细胞中的生存和复制[24]。质粒毒力基因

(spv)影响沙门氏菌致病过程中黏附、侵入、定殖

及宿主的免疫应答[25]，常引起严重的全身性感

染[26]，可能是都柏林沙门氏菌感染小鼠出现菌

血症及病死犊牛出现败血症症状的重要原因。 
耐药结果显示 4 株分离株对头孢烯类、氨

基糖苷类、四环素类等七类抗生素耐药，对头

孢呋辛、链霉素和庆大霉素耐药率为 100%，对

多黏菌素 E、阿奇霉素耐药率为 50%，与刘勃

兴等[27]报道的牛源沙门菌对替米考星、土霉素、

磺胺间甲氧嘧啶、复方新诺明高度耐药结果差

异较大，这可能与地区、常用治疗药物等方面

有关。4 株分离株均携带 aac(6')-Iaa 耐药基因，

其中菌株 Sal143 还携带 aph(3'')-Ib、blaCTX-M、

floR、tetA、sul2 基因。菌株 Sal143 携带耐磺胺

类 sul2 基因却对复方新诺明敏感，可能与试验

药物种类不全有关。此外，其对阿奇霉素耐药

但不携带 mphA 耐药基因；对多黏菌素 E 耐药

而不携带 mcr-1 耐药基因，推测此菌株可能存

在 AcrAB 外排泵或可分泌多黏菌素溶解蛋白而

使其表现出多黏菌素耐药性[28]，这些现象提示

其可能存在新的耐药机制，需进一步展开研究。

经回访发现该牛场存在不规范和大量使用头孢

烯类、多黏菌素、氟苯尼考等抗生素的现象，

其产生的环境压力是导致分离株对氨基糖苷类

以外的药物产生耐药性的主要原因。菌株 Sal135
分离自七日龄内犊牛组织，而菌株 Sal141、
Sal142、Sal143 分离自犊牛肛拭子，牛场对该

犊牛的长期治疗可能是其耐药性较强的原因。

致病性较强且难以治疗的都柏林沙门氏菌可能

对该牛场产生巨大威胁，亟待解决这一问题。 
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初次鉴定沙门氏菌后，对该养殖场提出了

环境卫生改善建议。牛场增加了每周更换犊牛

舍的垫料的频次，加强了圈舍内卫生消毒工作，

后期采集的环境样本中未分离出沙门氏菌，说

明环境卫生的改善对沙门氏菌的污染有一定防

控作用。本试验从采集的肛拭子中检测到了 3 株

沙门氏菌且源自不同月龄犊牛，说明该牛场仍

然存在沙门氏菌污染的风险。 

4  结论 
本研究成功分离出 2 株都柏林沙门氏菌和

2 株姆班达卡沙门氏菌，通过药敏试验、毒力试

验和毒力基因检测研究发现分离菌均为多重耐

药菌且携带大量毒力基因。分离出的都柏林沙门

氏菌可能是导致犊牛死亡的原因，并且其在养殖

场中存在一定的流行趋势。发病犊牛所在养殖场

依据药敏结果及时使用环丙沙星、恩诺沙星、四

环素等高敏感药物，发病情况得到有效控制。 
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