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猪源沙门氏菌的分离与耐药性分析
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　　摘要：采集辽宁省大连市各大农贸批发市场鲜猪肉６８份，用选择性培养基ＳＳ琼脂培养基分离沙门氏菌，通过菌
落形态及ＰＣＲ方法对分离菌株进行鉴定，利用肉汤微量稀释法药敏试验检测沙门氏菌对９大类１５种抗生素的耐药
性。结果表明：共获得鲜猪肉样品沙门氏菌１２株，检出率为１７．６％；９１．７％鲜猪肉样品中的沙门氏菌至少耐受１种抗
菌药，耐药率最高的抗生素为氟苯尼考（７５．０％）、盐酸沙拉沙星（６６．７％）、硫酸新霉素（６６．７％）和盐酸多西环素
（６６７％），其次为土霉素（５８．３％）、硫酸庆大霉素（５８．３％）、乙酰甲喹（５８．３％），耐药率较低的有乳酸环丙沙星
（５００％）、恩诺沙星（５０．０％）、盐酸环丙沙星（５０．０％）、硫氰酸红霉素（４１．７％）、阿莫西林（１６．７％）、硫酸黏菌素
（１６．７％）；大连市农贸批发市场鲜猪肉的沙门氏菌检出率较高，并且沙门氏菌对各类抗生素表现出了很高的耐药性，
这种高耐药性也可能通过食物链传递给人类，应该引起足够重视。
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　　沙门氏菌属（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ）是革兰氏阴性、无芽孢、无荚膜、
周身鞭毛、能运动的需氧或兼性厌氧的短杆菌［１］。目前可以

确定，除沙门氏菌活菌引起感染型中毒以外，沙门氏菌产生的

肠毒素也是导致出现中毒症状的原因。沙门氏菌中毒主要是

由动物性食品引起的，其中鱼、乳、蛋也极易引发较严重的食

源性疾病［２］。然而，随着沙门氏菌被不断研究和鉴定及其在

养殖业中引发疾病，在养殖过程中为预防沙门氏菌引起的疾

病，随意给家禽、家畜投放抗菌药，导致出现耐药菌和多重耐

药现象，其耐药谱也越来越广。因此，通过耐药性试验掌握沙

门氏菌的耐药谱，从而指导临床医学用药，对食品安全具有重

要意义。由于沙门氏菌及其耐药性能够在整个食物链传递，

由食品传递到人，因此检测鲜肉中的沙门氏菌，并且通过药敏

试验测定某种抗菌药物对其抑菌浓度十分必要。近年来食源

性沙门氏菌的鉴定检测已经在国内外相关领域得到重视和研

究，马国柱等［３－６］研究过陕西省、河南省的食源性沙门氏菌，

其他相关研究未见报道［７］。本研究对辽宁省大连市猪源性

沙门氏菌进行分离，对９类１５种抗生素进行药敏性分析，旨
在为做好大连地区猪源性食品安全工作提供参考。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　菌株　２０１２年１０月至２０１３年９月采集大连市开发区
金玛、金发地等大型农贸市场和超市的新鲜猪肉样品６８份，分
离出可疑菌株１２株。对照菌株为Ｅ．ｃｏｉｌＡＴＣＣ２５９２２。
１．１．２　抗生素　氯霉素类：Ｆｌｏ氟苯尼考（９８．４％）。氨基糖

苷类：Ｎｅｏ硫酸新霉素（６９６Ｕ／ｍｇ），Ｇｅｎ硫酸庆大霉素
（６１０Ｕ／ｍｇ）。青霉素类：Ａｍｏ阿莫西林（９６．４％）。喹诺酮
类：Ｎｉａ烟酸诺氟沙星（９９％），Ｓａｒ盐酸沙拉沙星（９８％），ＣＬ
乳酸环丙沙星（９８．６％），Ｅｎｒ恩诺沙星（９９．１％），ＣＨ盐酸环
丙沙 星 （９８．８％）。大 环 内 酯 类：Ｔｈｉ硫 氰 酸 红 霉 素
（７８０Ｕ／ｍｇ）。磺胺类：Ｓｕｌ磺胺间甲嘧啶钠（９９．２％）。多黏
菌素：Ｃｏｌ硫酸黏菌素（１９５７８Ｕ／ｍｇ）。四环素类：Ｏｘｙ土霉素
（９６．１％），Ｄｏｘ盐酸多西环素（合多西环素９２％）。人工合成
的抗菌兽药：Ｍｅｑ乙酰甲喹（９９．１％）。
１．２　方法
１．２．１　采样　准备工作：准备封口膜若干，用乙醇棉擦拭内
部表面，达到杀菌效果；准备营养肉汤和若干试管，将９ｍＬ营
养肉汤加到试管内，塞好，并在 １２１℃条件下高压灭菌
３０ｍｉｎ。去市场上采样时注意杂菌污染，每份样品用１个封
口膜装好，并标号做相应记录。每次采样完成后，打开超净工

作台的紫外灯灭菌 ３０ｍｉｎ，然后将封口膜内的肉样品剪成
２～３粒黄豆大小的肉粒放到灭菌后的营养肉汤试管里，最后
将试管放到摇床里，３６℃、１５０ｒ／ｍｉｎ条件下培养１８～２４ｈ。
１．２．２　选择性培养和增菌　（１）准备工作：在无菌操作台内
进行紫外灭菌３０ｍｉｎ，将 ＳＳ培养基以及培养皿（进行包扎）
在１２１℃条件下高压灭菌３０ｍｉｎ；之后在无菌操作台上倾倒
培养基并标号；取出摇床上的试管，在无菌操作台上分别对应

标号划线接种于 ＳＳ培养基（现购），在（３６±１）℃下倒置培
养１８～２４ｈ［８］；将无菌操作台进行紫外灭菌３０ｍｉｎ，将若干
ＥＰ管、营养肉汤、移液枪头以及牙签包好，在１２１℃条件下高
压灭菌３０ｍｉｎ。（２）一次增菌：在超净台内用移液枪加１ｍＬ
营养肉汤于ＥＰ管内，取出恒温培养箱内的培养皿，用接种针
挑取单菌落接种到ＥＰ管内；然后用封口膜包好ＥＰ管，３６℃、
１５０ｒ／ｍｉｎ条件下培养 １８～２４ｈ。（３）二次增菌：一次增菌
１８～２４ｈ后，在无菌操作台里用移液枪加１ｍＬ营养肉汤到
新灭过菌的ＥＰ管，取出摇床里的 ＥＰ管，用接种环接种到新
ＥＰ管里；然后将旧 ＥＰ管用封口膜包好，与３０％ ～５０％甘油
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按照３∶１比例混匀，在 －２０℃条件下保存备用；将新 ＥＰ管
用封口膜包好，３６℃、１５０ｒ／ｍｉｎ条件下培养１８～２４ｈ。
１．２．３　ＰＣＲ试验　准备１盆冰块。打开水浴锅烧到１００℃，
将蒸馏水、移液枪头在１２１℃条件下灭菌３０ｍｉｎ，打开无菌操
作台紫外灭菌３０ｍｉｎ。取出二次增菌的 ＥＰ管，１０００ｒ／ｍｉｎ
离心３ｍｉｎ。取出ＥＰ管，在超净台里倒出上清液，用移液枪
吸取２００μＬ无菌水于ＥＰ管内，清洗２次。再加入２００μＬ无
菌水。在水浴锅内煮１０ｍｉｎ，然后在冰块里冷却５ｍｉｎ，最后
在１万ｒ／ｍｉｎ条件下离心５ｍｉｎ．然后按照ＰＣＲ试剂盒的要求
按顺序加样，将处理好的样品加好后放入 ＰＣＲ仪中，设定程
序：９４℃变性５ｍｉｎ；９４℃变性，退火（不同引物温度不同），
７２℃延伸，３０～３５个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ，最后１６℃保存
即可［９］。ＰＣＲ反应完成后进行电泳试验。凝胶板的制作：
ＴＡＥ×１２ｍＬ＋琼脂糖１ｇ＋蒸馏水 ９８ｍＬ，加热使琼脂糖完
全融化；将液体倒入电泳槽，冷却成型后即可。用１０μＬ样品
和２μＬＢｕｆｆｅｒ进行电泳试验点样。点样完成后，在 Ｕ＝
４００Ｖ、Ｉ＝９５ｍＡ、Ｗ＝３８、Ｔ＝１ｈ的条件下进行试验。电泳完
成后在复红染色液中浸泡３０ｍｉｎ，在紫外灯光下观察、照相、
记录［１０］。结果沙门氏菌的条带长度是２８６ｂｐ。
１．２．４　药敏试验　将营养肉汤、试管、培养皿、移液枪头在
１２１℃、３０ｍｉｎ条件下灭菌；９６孔板用７５％乙醇进行杀菌，再
在无菌操作台上用紫外线杀菌３０ｍｉｎ［１１］；所有药品浓度均配
制成５．１２ｇ／Ｌ，－２０℃保存于１０ｍＬＥＰ管中［１２］。取１ｍＬ药
品加入含９ｍＬ营养肉汤的试管中，此时药品浓度为５１２ｍｇ／Ｌ。
取２０μＬ菌液和约２０ｍＬ营养肉汤于培养皿中备用。９６孔
板中的所用孔都用移液排枪加１００μＬ营养肉汤，取１００μＬ
的５１２ｍｇ／Ｌ药品加到９６孔板第１排，搅匀，取第１排溶液
１００μＬ加到第２排，以此类推，使最后所有孔均为１００μＬ。最
后每孔加入１００μＬ菌液。此时第１排药品浓度为１２８ｍｇ／Ｌ，
第２排药品浓度为６４ｍｇ／Ｌ。以此类推，第３～１２排药品浓度
分别为３２、１６、８、４、２、１、０．５、０．２５、０．１２５、０．０６２５ｍｇ／Ｌ。将
９６孔板放在３６℃恒温箱中培养１２ｈ，观察结果。

２　结果与分析

２．１　鲜猪肉样品沙门氏菌的分离鉴定结果
由表１可知，所采集的鲜猪肉样品中共分离１２株沙门氏

菌，可见大连市开发区农贸市场鲜猪肉的沙门氏菌污染率较

高，为１７．６％。

表１　鲜猪肉样品沙门氏菌的鉴定结果

采样点
采集样品数

（个）

鉴定菌株数

（株）

污染率

（％）

大连市开发区农贸市场Ａ １１ ２ １８．２
大连市开发区农贸市场Ｂ １６ ３ １８．８
大连市开发区农贸市场Ｃ １６ ３ １８．８
大连市开发区农贸市场Ｄ ２５ ４ １６．０
合计 ６８ １２ １７．６

２．２　猪源沙门氏菌的耐药性
由表２可知，沙门氏菌对各种抗生素的耐药率为 ０～

７５％。其中对氟苯尼考、硫酸新霉素、盐酸沙拉沙星、盐酸多
西环素的耐药率较高，分别为 ７５．０％、６６．７％、６６．７％、
６６７％；对其他抗菌药物的耐药率大小依次是：土霉素、硫酸

庆大霉素、乙酰甲喹（５８．３％）＞乳酸环丙沙星、恩诺沙星、盐
酸环丙沙星（５０．０％）＞硫氰酸红霉素（４１．７％）＞阿莫西林、
硫酸黏菌素（１６．７％）；对烟酸诺氟沙星、磺胺间甲嘧啶钠的
耐药率均为０，这些药物对沙门氏菌有极强的抗菌作用。

表２　猪源沙门氏菌的耐药率

药品名称 分离菌株数（株）耐药菌株数（株） 耐药率（％）

氟苯尼考 １２ ９ ７５．０
硫酸新霉素 １２ ８ ６６．７
阿莫西林 １２ ２ １６．７
烟酸诺氟沙星 １２ ０ ０．０
硫氰酸红霉素 １２ ５ ４１．７
磺胺间甲嘧啶钠 １２ ０ ０．０
盐酸沙拉沙星 １２ ８ ６６．７
乳酸环丙沙星 １２ ６ ５０．０
硫酸黏菌素 １２ ２ １６．７
土霉素 １２ ７ ５８．３
恩诺沙星 １２ ６ ５０．０
硫酸庆大霉素 １２ ７ ５８．３
盐酸多西环素 １２ ８ ６６．７
盐酸环丙沙星 １２ ６ ５０．０
乙酰甲喹 １２ ７ ５８．３

２．３　猪源沙门氏菌的多重耐药谱
本研究分离的９１．７％沙门氏菌至少可以耐受１种抗菌

药物，有的菌株可以耐受９种甚至１０种抗菌药物，表现了很
高的耐药性。由表３可知，１２株沙门氏菌中，有１１株具有耐
药性，其中９株菌至少耐受４种抗生素，７株菌至少耐受５种
抗生素，个别菌株可耐受７种抗生素。由表３还可知，有４株
菌分别来自２个相同样品，但其耐药谱型却相差甚远。出现
这种现象的原因有很多，例如试验误差导致２株来自同一样
品的菌株耐药谱不同，这种误差包括增菌误差和接种时菌含

量误差等；此外，这２株来自同一样品的菌可能本身就不是同
一个血清型，导致其耐药结果不同，它们是否为同一株菌还须

要进一步验证。多重耐药菌的出现已经成为普遍现象，应该

引起足够重视，以降低沙门氏菌感染人的风险。

表３　沙门氏菌的多重耐药谱

多重

耐药型
多重耐药谱

菌株数

（株）
菌株标号 样品标号

７耐 Ｆｌｏ／Ｎｅｏ／Ｔｈｉ／Ｏｘｙ／Ｅｎｒ／Ｇｅｎ／Ｄｏｘ １ ５ ３６
Ｆｌｏ／Ｎｅｏ／Ｔｈｉ／Ｓａｒ／Ｏｘｙ／Ｇｅｎ／Ｄｏｘ １ ６ ３７

６耐 Ｆｌｏ／Ｔｈｉ／Ｓａｒ／Ｃｏｌ／Ｏｘｙ／Ｇｅｎ １ ９ ３９
５耐 Ｆｌｏ／Ｎｅｏ／Ｓａｒ／Ｄｏｘ／Ｍｅｑ １ ２ ３２

Ｆｌｏ／Ｔｈｉ／Ｓａｒ／Ｏｘｙ／Ｇｅｎ １ ７ ３８
Ｆｌｏ／Ｎｅｏ／Ａｍｏ／Ｓａｒ／Ｇｅｎ １ １０ ４１
Ｆｌｏ／Ｓａｒ／Ｃｏｌ／Ｏｘｙ／Ｇｅｎ １ １１ ４１

４耐 Ｆｌｏ／Ｓａｒ／Ｏｘｙ／Ｍｅｑ １ ３ ３３
Ｔｈｉ／Ｓａｒ／Ｏｘｙ／Ｄｏｘ １ ４ ３４

３耐 Ｎｅｏ／Ｔｈｉ／Ｓａｒ １ １ ３１
Ｅｎｒ／Ｇｅｎ／Ｄｏｘ １ １２ ４２

０耐 １ ８ ３８

３　结论与讨论

本研究共获得鲜猪肉样品６８份，分离１２株沙门氏菌，分
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离率为１７．６％。在大连市开发区农副产品批发市场，沙门氏
菌表现出了很高的污染率，其他时间在其他农贸市场采集的

样品未出现被沙门氏菌污染情况。沙门氏菌是引发食源性疾

病最常见的致病菌之一，本研究结果表明，应对市场流通的鲜

肉产品引起高度重视。本研究中分离样品污染沙门氏菌的主

要原因有２个：其一，农贸市场环境为沙门氏菌的生长创造了
良好条件，未经消毒而使用的工具污染鲜肉；其二，生猪在宰

杀前已经感染沙门氏菌。从６８份市场猪肉中分离１２株沙门
氏菌，可见市场猪肉污染十分严重，应该加强猪肉屠宰、运输、

加工、贮存及销售等环节的管理，防止病原菌污染。

猪源沙门氏菌显示了很高的耐药性，至少可以耐受１种
抗菌药物，有的甚至可以耐受６～７种抗菌药物，虽然耐药率
较低，但是沙门氏菌的多重耐药已经成为普遍现象。沙门氏

菌的高耐药性不止表现在食品、畜禽上，还会通过食物链传递

到人类，使人产生对抗生素的耐药性，从而加大对食源性疾病

的治疗难度，因此应加强对食品和药品的监测。
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Ｅ－ｍａｉｌ：ｃｈｒｙａｎ２＠ｈｏｔｍａｉｌ．ｃｏｍ。

　　茶叶是我国的传统饮料，但是农药残留问题影响了人们
对茶叶的消费信心，甚至阻碍了茶叶出口贸易，研究茶叶中农

药残留检测方法对于茶叶质量安全具有重要意义。目前，茶

叶中农药残留的分析检测方法主要有气相色谱法［１］、气相色

谱 －质谱联用法［２－５］、液相色谱 －质谱联用法［６－９］，

气相色谱－质谱联用法仅在应用于有机氯的分析时相对于液
相色谱－质谱联用法有一定的优势［１０］，且气相色谱法分析周

期较长，而液相色谱 －串联质谱法具有灵敏度高、特异性强、
适于高通量检测的特点。样品的前处理方法主要有基质固相

分散法［２，９］、凝胶色谱净化［３］、有机溶剂提取或采用有机溶剂

提取后经固相萃取小柱净化［１，４，７］等。凝胶色谱净化法主要

用于去除大分子量的物质如油脂、蛋白等，前处理时间较长、

溶剂消耗量大，在茶叶的农残分析中应用不多；固相萃取法
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