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沙门菌变性高效液相色谱法鉴定和分型研究

杨福江 1， 王玉平 1， 吴永宁 2， 沈建忠 3

摘要： ［ 目的 ］ 建立 PCR 与变性高效液相色谱 （DHPLC） 相结合的方法， 对沙门菌进行鉴定和分型。 ［ 方法 ］
针对 16S rRNA 基因或 16S-23S 之间序列保守区设计 3 对引物 S1、 S2 和 S3， PCR 扩增产物或杂交产物用变性高效液相

色谱仪鉴定。 ［ 结果 ］ 柱温 50℃时， 引物 S1 产物在不同血清型沙门菌显示为特异 DHPLC 图谱； 柱温 61.4℃时， 引物

S2 杂交产物在不同血清型沙门菌显示为特异 DHPLC 图谱； 引物 S3 可用于沙门菌的特异鉴定， 但不能区分血清型； 同

一血清型内各菌株基因高度保守。 ［ 结论 ］ PCR-DHPLC 方法适用于不同血清型沙门菌的分型， 但不适于同一血清型

内的菌株分型。
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IDENTIFICATION AND TYPING OF SALMONELLA USING PCR -DHPLC METHOD YANG
Fu-jiang， WANG Yu-ping， Wu Yong-ning， et al. （Xingtai Medical College， Xintai 054000， China）

Abstract： ［Objective］ To establish a PCR-DHPLC （denaturing high-performance liquid chromatography） method for
the identification and genotype of different Salmonella serovars. ［Methods］ Three primer sets （S1， S2 and S3） for the con-
served region of 16S rRNA gene or 16S-23S ITS were designed and used for the PCR amplification. The PCR products or hy-
bridization products were detected by DHPLC. ［Results］ The PCR products for primer S1 were shown as specific peak profiles
in different Salmonella serovars at an oven temperature of 50℃. The hybridization products for primer S2 were shown as specific
peak profiles in three Salmonella serovars at an oven temperature of 61.4℃ . Primer S3 could be used for the identification of
Salmonella spp. None of the three primer sets could be used for the molecular genotype of Salmonella strains. ［Conclusion］
The PCR-DHPLC method could be used for quickly identification of different Salmonella serovars， but not for genotype of
Salmonella strains.
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沙门菌鉴定的方法包括传统的生化鉴定和血清型分型和以

PCR 为基础的分子鉴定和分型方法。 传统方法已不能满足对食

源性致病菌进行溯源的需求， 因此从 DNA 水平对致病菌进行

分型及鉴定已成为发展趋势。 变性高效液相色谱 （DHPLC） 是

20 世纪 90 年代发展的一种新的核酸片段分析技术， 不但可用

于细菌鉴定， 也可用于微生物的分型研究 ［1，2］。 本 研 究 预 采 用

16S rRNA 基因与 DHPLC 相结合的方法鉴定不同血清型沙门菌

（本研究主要关注与食源性疾病相关的肠炎沙门菌、 鼠伤寒沙

门菌和 猪 霍 乱 沙 门 菌）， 并 且 对 于 能 否 用 于 沙 门 菌 菌 株 分 型，
做一次新的尝试。

1 材料和方法

1.1 材料

1.1.1 菌 株 本 研 究 使 用 菌 株 如 下： 肠 炎 沙 门 标 准 菌 株 CM-
CC50041、 分 离 株 16 株 ， 鼠 伤 寒 沙 门 标 准 菌 株 CMCC50115、
分 离 株 13 株， 猪 霍 乱 沙 门 菌 分 离 株 5 株； 鸡 白 痢、 鸡 伤 寒、
亚利桑那和山夫顿堡沙门菌分离株分别为 9、 4、 2 和 2 株； 共
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计 53 株 。 作 为 对 照 使 用 的 菌 株 ： 大 肠 杆 菌 O157︰H7 CM-
CC882364， 单核细胞增生李斯特氏菌 CMCC54004， 福氏 志 贺

氏菌 ATCC12022， 大肠杆菌 ATCC25922。
所有菌株均用显色培养基及鉴别培养基和 API R 细菌诊断

金标准进行生化鉴定。 鉴定过的菌株保存于-80℃备用。 沙门

菌血清型采用沙门菌属诊断血清 （60 种） 进行鉴定。
1.1.2 试剂

1.1.2.1 细菌培养及诊断试剂 法国科玛嘉显色培养基 （郑州

博 赛 生 物 技 术 研 究 所 ）、 法 国 梅 里 埃 API R 细 菌 诊 断 金 标 准

（北京威泰科生物技术有限公司）、 沙门菌属诊断血清 （60 种）
（宁波天润生物药业有限公司）。
1.1.2.2 DHPLC 试 剂 三 乙 基 胺 乙 酸 盐 （ Triethyammonium
Acetate， TEAA，）、 乙腈、 水， 均为色谱纯。

洗脱液 A： 0.1 mol ／ L TEAA， 0.025% （v ／ v） 乙腈

洗脱液 B： 0.1 mol ／ L TEAA， 25% （v ／ v） 乙腈

1.1.2.3 分子生物学试剂 细菌基因组 DNA 提取试剂盒、 Taq
DNA 聚合酶 （2.5 U ／μl）、 dNTP （10 mM）： 天根生化科技 （北

京） 有限公司。
1.1.3 主要仪器 WAVE 核苷酸片段 分 析 系 统、 WAVEMAK-
ER Software Version 4.1、 DNASep 柱 、 紫 外 检 测 器 ： 美 国

Transgenomic 公司。
1.2 方法

1.2.1 引物设计 本方法分别针对 16S rDNA 或 16S-23S 之间
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1.2.2 16S rRNA 基因 PCR 扩增及测序

1.2.2.1 DNA 模板制备 取纯培养的菌悬液 50 μl， 加入 3 ml
LB 肉汤中， 37℃、 150 rpm 振荡培养 8 h， 再按照细菌基因组

DNA 提取试剂盒说明， 提取模板 DNA。
1.2.2.2 PCR 扩增

1.2.2.2.1 目的基因扩增 分别用 3 对引物扩增目的基因序列。
PCR 反应体系均为 50 μl： DNA 模板 150 ng、 上下游引物 （10
μmol） 各 1 μl、 dNTP （10 mmol） 4.0 μl、 10×PCR Buffer 5.0
μl、 Taq DNA 聚合酶 2.5 U， 加去离子水至 50 μl。
1.2.2.2.2 PCR 反应程序 引物 S1： 95℃ 预变性 10 min； 94℃
30 s， 50℃ 30 s， 72℃ 60 s， 30 个循环； 72℃延伸 10 min。 引

物 S2 和 S3： 95℃ 预变性 10 min； 94℃ 30 s， 57℃ 30 s， 72℃
60 s， 30 个循环； 72℃延伸 10 min。
1.2.2.2.3 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 用 1%琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 初 步 鉴 定

PCR 产物纯度及产物大小。
1.2.2.2.4 测 序 和 序 列 比 对 为 了 确 证 16S rRNA 基 因 产 物 可

变区序列， 对 3 个血清型沙门菌的 S2 的 PCR 产物， 进行测序

（E. coli ATCC 25922 作 为 对 照 也 进 行 测 序 ） ， 然 后 用 DNA-
MAN5.2.2 软件进行序列比对。
1.2.3 S2 产物异源双链杂交 选择肠 炎 沙 门 菌 标 准 菌 株 作 为

杂交双链源， 将杂交双链源的 16S rRNA 基因的 PCR 产物与其

他 实 验 菌 株 的 16S rRNA 基 因 的 PCR 产 物 等 量 混 合 （各 10
μL）， PCR 仪 中 形 成 杂 交 双 链： 95℃预 变 性 5 min， 然 后 以 每

秒钟降低 0.02℃的速度， 在约 50 min 内 缓 慢 降 温 到 35℃。 杂

交产物于 4℃保存备用。
1.2.4 PCR 产物 DHPLC 分析 将 16S rRNA 基因的 PCR 扩增

产物 （S1 产物） 或杂交产物 （S2 产物） 用 DHPLC 检测， 上样

量均为 5 μl， 建立 5 种致病菌的标准参照图谱。 S1 产 物 采 用

柱 温 50℃， 流 速 0.9 ml ／min， 检 测 范 围 200~600 bp， 200 bp
（3.6 min） 时 A 液 42%、 B 液 58%， 600 bp （10.8 min） 时 A
液和 B 液分别为 34%和 66%， 洗脱和平衡时 A 液和 B 液分别

为 47%和 53%， 从 上 样 至 平 衡 结 束 共 用 时 10.9 min。 S2 产 物

采用柱温 61.4℃， 流速 0.9 ml ／min， 起始梯度 （0.5 min） A 液

45%、 B 液 55%， 终 末 梯 度 （5.0 min） A 液 36%、 B 液 64%，
洗脱和平衡时 A 液和 B 液均为 50%， 从上样至平衡结束共用

时 5.4 min。
1.2.5 样品分析 对 10 株临床分离的 3 个血清型沙门菌 （经

生化鉴定）， 用部分变性 DHPLC 法进行鉴定， 根据峰型叠加结

果鉴定血清型。

2 结果

2.1 沙门菌特异性引物 （S3） 的产物电泳鉴定

检测的 7 个血清型沙门菌， 均在 312 bp 处均出现 电 泳 条

带； 非沙门菌如大肠杆菌、 单核细胞增生李斯特氏菌和福氏志

贺氏菌则均为阴性。 说明引物有较好的特异性， 可用于沙门菌

的特异性鉴定， 但不能区分血清型。 见图 1。

注： 1： 鼠伤寒沙门菌标准， 2： 鸡白痢沙门菌标准， 3： 山夫顿堡沙

门菌， 4： 肠炎沙门菌， 5： 猪霍乱沙门菌， 6： 鸡伤寒沙门菌， 7： 亚

利桑那沙门菌， 8： 大肠杆菌 O157︰H7， 9： 单核细胞增生李斯特氏

菌， 10： 福氏志贺氏菌， 11： 阴性对照

图 1 S3 产物电泳图谱

2.2 S1 产物鉴定

2.2.1 S1 产物电泳鉴定 不同菌属 PCR 产物大小及条带数量

各不相同， 各血清型沙门菌电泳条带似乎无差别， 因此， 根据

电泳条带无法对不同菌属和沙门菌血清型做出准确判断。 见图 2。

注： 1： 鼠伤寒沙门菌标准， 2： 鸡白痢沙门菌标准， 3： 鸡伤寒沙门

菌 ， 4： 单 核 细 胞 增 生 李 斯 特 氏 菌 ， 5： 福 氏 志 贺 氏 菌 ， 6： E. coli
O157︰H7， 7： 肠炎沙门菌， 8： 猪霍乱沙门菌

图 2 S1 产物电泳图谱

2.2.2 S1 产物 DHPLC 鉴定 S1 扩增产物用 DHPLC 在非变性

条件下检测。 见图 3。
在柱温 50℃时， S1 产物大小和数量各不相同， 因此 3 个

血清型沙门菌的 DHPLC 色谱图的保留时间、 峰形和峰的数目

各不相同， 可以有效区分， 其他菌属更易区分。
2.3 S2 产物鉴定

2.3.1 S2 产物电泳鉴定 检测的所有菌株， 均在 320 bp 左右

处出现单一电泳条带， 因此， 对 S2 产物用电泳方法无法鉴别

不同种属致病菌及沙门菌血清型。 见图 4。
2.3.2 S2 产物 DHPLC 鉴定 S2 的 PCR 产物杂交双链用 DH-
PLC 在部分变性条件下检测， 见图 5。

序列设计了 3 对引物。 见表 1。
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注： 1： 鼠伤寒沙门标准， 2： 鸡白痢沙门标准， 3： 山夫顿堡沙门菌，

4： 肠炎沙门菌， 5： 猪霍乱沙门菌， 6： 鸡伤寒沙门菌， 7： 亚利桑那

沙门菌， 8： 大肠杆菌 O157： H7， 9： 单核细胞增生李斯特氏菌， 10：
大肠杆菌 ATCC 25922， 11： 福氏志贺氏菌

图 4 S2 产物电泳图谱

在部分变性条件下 （柱温 61.4℃）， 3 个沙门菌血清型的扩

增产物分别显示为保留时间和峰的数量各不相同的特异图谱。
通过 DHPLC 的色谱图叠加功能， 很容易区分和鉴定不同血清

型。 其他菌属亦可鉴别。
2.4 16S rRNA 基因测序结果 （部分序列）

鼠伤寒沙门菌与肠炎沙门菌和猪霍乱沙门菌相比， 均有一

个碱基的差别。 经测序比对发现， 同一血清型的不同地区和不

同来源 的 分 离 株， 其 序 列 完 全 相 同 （测 序 结 果 未 一 一 列 出），
因此 DHPLC 方法不能用于沙门菌菌株的进一步分型研究。 见

图 6。

注： A， 猪霍乱沙门菌； B， 鼠伤寒沙门菌； C， 肠炎沙门菌

图 3 S1 产物 DHPLC 图谱

2.5 样品鉴定结果

用部分变性方法对 10 株分离株进行了鉴定， 结果有 3 株

肠炎沙门菌、 4 株鼠伤寒沙门菌， 3 株猪霍乱沙门菌， 与生化

鉴定结果一致。 见图 7。

3 讨论

此次研究， 分别使用了针对 16S-23S ISR （Intergenic spac-
er region） 区 或 16S rRNA 基 因 的 3 对 引 物。 通 过 不 同 菌 属 相

应基因的序列比对， 选择基因保守区设计引物， 扩增子中间跨

越了高度可变区， 因此不同种属致病菌乃至不同血清型沙门菌

其 中 间 序 列 各 不 同， 因 而 可 采 用 特 定 方 法 将 其 区 分 开 来。 S3

产物通过琼脂糖凝胶电泳， 沙门菌均在相同位置出现条带， 而

非沙门菌则无条带出现， 说明此对引物具有较好特异性， 可用

于沙门菌特异鉴定， 但无法进行血清型鉴定。 引物 S1 和 S2 理

论上可用于不同种属的致病菌的鉴定， 但是因普通凝胶电泳分

辨率较低， 无法区别相同位置的电泳条带。 DHPLC 却 具 有 很

高的分辨率和灵敏度， 在非变性条件下， 因 PCR 产物双链 长

短 不 同 和 产 物 数 量 不 等， 而 显 示 的 保 留 时 间 和 峰 的 数 量 不 相

同， 因此可区分不同种属的致病菌， 甚至在电泳图谱上显示无

差 别 的 不 同 沙 门 菌 血 清 型 亦 可 表 现 为 不 同 的 DHPLC 色 谱 峰，
因此 S1 可用于不同种属和不同血清型沙门菌的鉴定。 不同种

属致病菌和不同血清型的沙门菌， 由于其 16S rRNA 基因 （引

A： 肠炎沙门菌； B： 猪霍乱沙门菌； C： 鼠伤寒沙门菌

图 5 S2 产物 DHPLC 色谱图

鼠伤寒沙门菌 CMCC50115 GACATCCACAGAAGAATCCAGAGATGGATTGGTGCCTTC
肠炎沙门菌 CMCC50041 GACATCCACAGAAGAATCCAGAGATGGATTTGTGCCTTC
猪霍乱沙门菌分离株 GACATCCACGGAAGAATCCAGAGATGGATTGGTGCCTTC

图 6 不同血清型沙门菌 16S rRNA 基因序列比对结果 （部分序列）
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物 S2 产物） 可变区序列的不同， 因此其杂交产物可在部分变

性条件下， 因解链程度不同 （不互补的碱基首先解链）， 导致

峰形的差别， 而显示为特异的 DHPLC 色谱图， 可用于沙门菌

血清型鉴定， 经实际样品的检测也证实了这一点。
由 于 进 化 压 力 较 小 ， 16S rRNA-23S rRNA ITS （ internal

transcribed spacer） 区比 16S rRNA 或 23S rRNA 基 因 的 遗 传 变

异性更大 ［3］。 因此理论上说， ITS 区可用于细菌的鉴定和甚至

分型， 但是我们发现沙门菌的基因相当保守， 同一血清型的不

同地区和年代菌株其序列并无差别， 因此 S1 和 S2 均不能对同

一血清型沙门菌进行菌株分型。 1998 年出现 的 多 位 点 基 因 序

列分析 （MLST）， 同样由于沙门菌看家基因序列高度保守， 而

不能将肠炎沙门菌分离株进一步分型 ［4］。 或许是菌株来源差别

不 大， 本 质 上 无 区 别， 或 者 是 选 择 的 基 因 变 异 不 够 大， 这 种

DHPLC 方 法 不 能 用 于 沙 门 菌 的 分 型。 进 一 步 扩 大 选 择 区 域 ，
或寻找其他更易变异的基因， 如 gyrB 基因［5］， 也许可以达到此

目的， 这将是我们今后的研究目标。
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2006BAK02A03） 资助， 在此表示衷心的感谢！ 感谢国家计生
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注： A： 肠炎沙门菌； B： 猪霍乱沙门菌； C： 鼠伤寒沙门菌

图 7 10 株沙门菌分离株 DHPLC 鉴定图谱
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