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论著

中国部分食品中肠炎沙门菌分离株的 PFGE分子型别分析研究
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摘 　要 :目的 　研究中国食品中肠炎沙门菌分离株的分子谱别。方法 　用脉冲场凝胶电泳分型技术对从中国 11

个省市食品中分离的 51 株肠炎沙门菌进行分子分型。结果 　肠炎沙门菌经 2 种内切酶 Xba Ⅰ、Spe Ⅰ处理后 ,均分

为 11 个不同的带型。两种内切酶的分型结果不相同 ,但其中有部分交叉。2 种内切酶的 PFGE 分型都有 2 个主要

的带型 ,分别涵盖了分离株的 70 % ,并在两型之间有部分兼容性。通过双酶系统的双重分型 ,还可以将其中的型别

进一步区分为亚型。在各地区之间菌株的型别分布无明显规律 ,在各种食品之间菌株的型别分布 ,Spe Ⅰ酶切后的

结果更有规律。分离自羊肉中的 4 株菌经 Xba Ⅰ、Spe Ⅰ酶切表现为同一 PFGE型别 ,在 Xba Ⅰ分型结果中为 XF 型 ,

在 Spe Ⅰ分型结果中为 SE型 ,揭示了一定的亲缘关系。结论 　脉冲场凝胶电泳分型技术是肠炎沙门菌分子分型的

有效手段。
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Study on Molecular Type of Salmonella enteritidis Strains Isolated from Foods in China
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Abstract : Objective 　To research the molecular type of Salmonella enteritidis strains isolated from foods in China. Method　

51 strains of Salmonella enteritidis which were isolated from foods in 11 provinces were identified by pulsed field gel

electrophoresis. Results 　11 distinct DNA fragment profiles , PFGE types A to K, were observed by 2 kinds of enzyme digestion

(Xba Ⅰ、Spe Ⅰ) , respectively. Between 2 kinds of enzyme system , the results were not the same , but there were some

intercrossed. There were 2 dominant patterns in 2 kinds of restricted enzyme system occupying 70 % of all isolates , respectively.

The pattern type XF and XKof the Xba Ⅰprofile could be further subtyped by Spe Ⅰprofile. There was no correlation between the

strain profiles and the isolated regions. However , 4 strains isolated from the mutton were the same molecular type in 2 kinds of

restricted enzyme systems , showing certain epidemiological trend. Conclusion 　PFGE could be a effective method for determining

the molecular epidemiological relationship among the different Salmonella enteritidis strains.
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　　随着经济建设的不断发展 ,我国食品分发运输

途径发生了巨大的变化 ,控制食源性疾病的必要措

施或技术手段不能再局限于某些事件发生的范围

内 ,而要针对全国乃至全球食源性疾病流行的特点

进行对比 ,通过同类病原菌的分子型别溯源 ,寻找可

能的共同致病食品。过去 ,传染病的流行病学调查

基本上是根据详细评价阳性案例和一批适当的对

照 ,确定调查指示的可疑因素与特殊疾病的关联。

实验室从可疑来源中分离和鉴定病原体为流行病学

假设提供独立的证据。当一些实验室方法能够鉴定

细菌到种以下 (血清型、生物型、噬菌体型) 时 ,就可

以在流行病学调查中把病例和可疑传染源进行匹配

溯源。此外 ,在长期的致病菌分离、鉴定、监测工作

中 ,如能对致病菌进行精确分型 ,就有可能找出其中

的流行趋势 ,并最终达到疾病预警的目的 ,实现我国

“预防为主”的公共卫生方针。目前国际上已有将脉

冲场凝胶电泳 (pulse2field gel electrophoresis , PFGE )

分子分型方法用于沙门菌分子流行病学调查的多项

应用实例[1 - 3 ]
,本试验室也已在这方面进行了一些

尝试[4 ] 。我们对方法进行了一些改进研究 ,并据此

对我国食品中分离的肠炎沙门菌进行了分型。

1 　材料与方法

111 　肠炎沙门菌分离株 　以我国 11 个省市食品中

分离的 51 株肠炎沙门菌为实验用菌株 ,其地区来源
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及食品来源如表 1、2 所示。以 WHO 考核肠炎沙门

菌 S8 株和 50041 株 (中国医学科学院药品生物制品

检定所) 为肠炎沙门菌的标准菌株。

表 1 　肠炎沙门菌株的来源

来源 数量 菌株编号

WHO 考核菌株 1 S8

标准菌株 50041 1 53

吉林 3 S1、S5、S65

河南 20 S14、S15、S148、S154 ～ S163、S168、
S170、S171、S172、S182、24、26

浙江 4 S39、S95、29、30

黑龙江 2 S44、S45

湖北 1 S75

重庆 2 S127、S134

广西 1 S135

福建 1 S218

内蒙 3 1、2、4

江苏 2 15、18

北京 12 33、34、35、37、38、39、44～49

表 2 　肠炎沙门菌分离株的食品来源

来源 数量 菌株编号

牛肉 7 S1、S45、S157～S161

鸭肉 1 S39

猪肉 2 S65、S148

羊肉 4 S75、S154、S155、S156

熟肉 4 S168、S170、S171、S172

蔬菜 1 S182

鸡肉 30 S5、S14、S15、S44、S127、S134、S162、
S163、S218、1、2、4、15、18、24、26、29、
30、33、34、35、37、38、39、44～49

其他 4 S8、S95、S135、53

112 　试剂 　营养琼脂 (陆桥公司) 、营养肉汤 LB (陆

桥公司) 、溶菌酶 (美国 Sigma 公司) 、蛋白酶 K(德国

Merck 公司) 、PMSF(美国 Sigma 公司) 、限制性内切酶

Xba Ⅰ(美国 Promega 公司) 、限制性内切酶 Spe Ⅰ(美

国 Promega 公司) 、低熔点琼脂糖 (美国 Bio2Rad 公

司) 、电泳级琼脂糖 (美国 Promega 公司) 、λ噬菌体分

子量 marker (美国 Promega 公司) 。

细胞悬浮液 ( 1 molΠL Tris - 盐酸 (pH 712 )

15 ml ;215 molΠL 氯化钠 214 ml ;015 molΠL EDTA (pH

810 ) 30 ml ; 纯水加至 300 ml ) 、溶菌酶缓冲液

(1 molΠL Tris - 盐酸 (pH712) 2 ml ; 215 molΠL氯化钠

4 ml ;纯水加至200 ml) 、蛋白酶 K缓冲液 (015 molΠL
EDTA (pH810) 60 ml ;215 molΠL氯化钠6 ml ;纯水加

至300 ml) 、TE 缓冲液 (1 molΠL Tris - 盐酸 (pH 810)

10 ml ; 015 molΠL EDTA ( pH 810 ) 50 ml ; 纯水加至

500 ml) 、015 ×TBE 电泳缓冲液 ( Tris 1315 g ; 硼酸

61875 g ;015 molΠL EDTA (pH 810) 5 ml ; 纯水加至

2 500 ml) 。

113 　主要实验仪器 　SW22 型水浴摇床 (德国 Julabo

公司) 、5415D 型台式高速离心机 (德国 eppdorf 公

司) 、CHEF - mapper 型脉冲场凝胶电泳仪及配套设

备 (美国 Bio - Rad 公司) 、凝胶成像系统 (美国 Bio -

Rad 公司) 。

114 　肠炎沙门菌的 PFGE 分子分型方法 　挑取单

个菌落 , 接种于 3 ml LB , 37 ℃振荡培养 16 h。

12 000 rΠmin 离心 1 min ,弃上清 ,加细胞悬浮液 ,重

复 2 次后 ,与等体积的 2 %的低熔点琼脂糖混匀 ,混

合物加入模具孔中 ,待其凝固后加溶菌酶、蛋白酶 K

作用 ,待胶块透明后浸入 TE 缓冲液中 ,4 ℃保存。

切取胶块 ,选取寡切点的 Xba Ⅰ、Spe Ⅰ作为本研究

中的限制性内切酶 , 37 ℃过夜酶切后 ,将胶块及

Marker (范围 50 kb ～ 1 000 kb , 每条带的跨度为

50 kb)放入 1 %的琼脂糖凝胶孔中 ,电泳。Xba Ⅰ酶

切后的 PFGE 电泳参数为 :1 %琼脂糖、015 ×TBE 缓

冲液、14 ℃, 6 vΠcm ,120°,4 h (25～65 s) ,14 h (5～

24 s) ;Spe Ⅰ酶切后的 PFGE 电泳参数为 : 1 %琼脂

糖、015 ×TBE 缓冲液、14 ℃,6 VΠcm ,120°,4 h (25～

65 s) ,16 h (2～24 s) 。电泳结束后 ,凝胶用 EB 染色

20～30 min ,脱色15 min ,紫外灯下观察结果 ,并通过

凝胶成像照像。采用 Bionumerics 410 软件对酶切图

谱进行分型 ,首先将带型相似的菌株分群 ,在同一个

群中再根据条带的差异定为不同的带型。

2 　结果

211 　Xba Ⅰ酶切后的 PFGE 分型结果 　经 Xba Ⅰ酶

切后进行 PFGE分型 ,49 株菌株共分为 11 个不同的

带型 ,其中 XF、XK 型为 2 个主要的型别 ,分别占

3818 %及 3016 % ,其余各型各有 1～3 株不等 ,结果

如表 3 所示。

表 3 　肠炎沙门菌 Xba Ⅰ酶切 PFGE分型结果

型别 酶切后条带数 包含菌株 数量 ( %)

XA 10 44、S45、S65 3(6. 1)

XB 13 S134、S95 2(4. 1)

XC 11 S148、S5 2(4. 1)

XD 8 S1 1(2. 0)

XE 15 S8、49 2(4. 1)

XF 11 15、24、29、33、37、38、46、47、
48、S135、S75、S154、S155、
S156、S161、S162、S168、S182、
S218

19(38. 8)

XG 10 53 1(2. 0)

XH 12 S14、45 2(4. 1)

XI 13 39 1(2. 0)

XJ 11 34 1(2. 0)

XK 11 1、4、18、S15、S39、S44、S127、
S157、S158、S159、S160、S163、
S170、S171、S172

15(30. 6)

注 :数量指菌株数 ; %指占所有菌株的比例。
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212 　Spe Ⅰ酶切后的 PFGE分型结果 　经 Spe Ⅰ酶切

后进行 PFGE 分型 ,电泳后 ,48 株菌株共分为 11 个

不同的带型 ,其中 SA、SE 型为 2 个主要的型别 ,分

别占 2510 %及 4719 % ,其余各型各有 1～2 株不等 ,

结果如表 4 所示。

表 4 　肠炎沙门菌 Spe Ⅰ酶切 PFGE分型结果

型别 酶切后条带数 包含菌株 数量 ( %)

SA 20 4、15、29、33、37、38、49、S5、
S15、S170、S171、S182

12 (25. 0)

SB 18 39、S44 2 (4. 2)

SC 21 S95 1 (2. 1)

SD 15 S8 1 (2. 1)

SE 20 1、24、46、48、53、S14、S39、
S45、S65、S75、S135、S148、
S154、S155、S156、S158、S159、
S160、S161、S162、S163、S168、
S172

23 (47. 9)

SF 21 45、S218 2 (4. 2)

SG 23 S127 1 (2. 1)

SH 14 44、S134 2 (4. 2)

SI 19 S1、S157 2 (4. 2)

SJ 17 34 1 (2. 1)

SK 16 35 1 (2. 1)

注 :数量指菌株数 ; %指占所有菌株的比例。

213 　双酶系统的双重分型结果 　在用 Xba Ⅰ、Spe Ⅰ

作为核酸内切酶时均有一个优势型别 ,包括了多个

菌株 ,但是用双酶系统互相对照进行双重分型后 ,可

以分别将这两个优势型别再次精细划分为亚型 ,如

表 5、表 6。

表 5 　Xba Ⅰ酶切结果中 XF型菌株亚型分型结果

亚型 包含菌株 数量 ( %)

XFΠSA 15、29、33、37、38、S182 6(31. 6)

XFΠSE 24、46、48、S75、S135、S154、
S155、S156、S161、S162、S168

11(57. 9)

XFΠSF S218 1(5. 3)

Π
47(该菌株未得出 Spe Ⅰ酶切
PFGE分型结果)

1 (5. 3)

注 :数量指菌株数 ; %指占所有 XF 型菌株的比例

表 6 　Xba Ⅰ酶切结果中 XK型菌株亚型分型结果

亚型 包含菌株 数量 ( %)

XKΠSA 4、S15、S170、S171 4(26. 7)

XKΠSB S44 1(6. 7)

XKΠSE 1、S39、S158、S159、S160、S163、
S172

7(46. 7)

XKΠSG S127 1(6. 7)

XKΠSI S157 1(6. 7)

Π
18(该菌株未得出 Spe Ⅰ酶切
PFGE分型结果)

1 (6. 7)

注 :数量指菌株数 ; %指占所有 XK型菌株的比例

214 　肠炎沙门菌 PFGE 分型结果地区分布规律 　

经 Xba Ⅰ、Spe Ⅰ酶切后进行 PFGE 分型 ,结果显示 ,

在各地区之间菌株的型别分布无明显规律 ,即使是

一些菌株很少的地区 ,如吉林、黑龙江、重庆、内蒙等

地 ,仅有的几株菌也大多分为不同的型别。

215 　肠炎沙门菌 PFGE 分型结果食品分布规律 　

经 Xba Ⅰ、Spe Ⅰ酶切后进行 PFGE 分型 ,结果显示 ,

在各种食品之间菌株的型别分布 ,Spe Ⅰ酶切后的结

果更有规律 ,如分离自猪肉中的 2 株肠炎沙门菌在

Spe Ⅰ酶切后均表现为 SE 型 ,来自牛肉中的 4 株肠

炎沙门菌在 Spe Ⅰ酶切后则表现为 SE、SI两型 ,而上

述菌株的 Xba Ⅰ酶切分型结果则没有规律。此外 ,

分离自羊肉中的 4 株菌在 Xba Ⅰ、Spe Ⅰ酶切后的

PFGE分型结果中均表现为同一型别 ,在 Xba Ⅰ分型

结果中为 XF 型 ,在 Spe Ⅰ分型结果中为 SE型。

3 　讨论

本研究采用了 Xba Ⅰ、Spe Ⅰ作为核酸内切酶 ,

对肠炎沙门菌的基因组 DNA 进行处理 ,再用 PFGE

方法对其进行分型。两种内切酶的 PFGE 分型结果

不相同 ,但其中有部分交叉。两种内切酶的 PFGE

分型都有 2 个主要的带型 ,包含了其中半数以上的

菌株 ,因而在该型别内部 ,分辨率差 ,不利于对菌株

进行区分乃至溯源。双酶系统的双重分型与只用一

种内切酶的分型方法比较 ,提高了方法的分辨率[4 ] 。

我国肠炎沙门菌分离株 2 种酶切后的 PFGE 的主要

型别 XF 与 SA、XK与 SE 有很好的相容性 ,即 XF 型

中 3116 %为 SA 型株 , 5719 %为 SE 型株 ; XK 型中

2617 %为 SA 型株 ,4617 %的 SE型株。

在本研究中 ,从各地分离的肠炎沙门菌的分型

没有明显的规律 ,各地几乎均有主要型别的菌株存

在 ,个别型别的菌株的出现也没有特异性。但在菌

株分离的食品来源中 ,在羊肉中分离的肠炎沙门菌 ,

则无论在 Xba Ⅰ酶切分型结果中 ,还是在 Spe Ⅰ的酶

切分型结果中 ,全部为同一个型别 ,显示了一定的亲

缘关系。但是由于本次研究菌株数量有限 ,尚不能

据此得出我国不同食品中肠炎沙门菌的分子型别特

征 ,需要在今后分离更多的菌株 ,以便从地区分布、

时间分布、食品种类分布等多个方面进行多项分子

流行病学研究 ,建立大型的食源性菌株数据库 ,为我

国的食源性疾病溯源工作服务。
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火麻仁油安全性评价及血清抗氧化功能初步研究

扈学俸 　李永进 　王军波 　宋晓明 　李 　勇

(北京大学公共卫生学院 ,北京 　100083)

摘　要 :目的 　研究火麻仁油的急性毒性、遗传毒性和亚慢性毒性 ,同时初步研究火麻仁油对大鼠血清抗氧化能

力的调节作用。方法 　采用急性毒性试验、小鼠骨髓细胞微核试验、Ames 试验、小鼠精子畸形试验和大鼠90 d喂养

试验对火麻仁油的安全性进行评价 ,并对 90 d 喂养试验大鼠血清抗氧化指标进行测定。结果 　火麻仁油对雌雄性

大、小鼠经口 LD50均大于每公斤体重 2115 g ,属无毒类。3 项致突变实验均未显示出致突变性。大鼠 90 d喂养实验

各项结果均未见明显毒性 ,未观察到有害作用剂量水平为每公斤体重1010 g。此外 ,经90 d喂养 ,每公斤体重1010 g

组雌、雄大鼠血清 SOD、GSH - Px 水平提高 ,MDA 水平降低 ,与大豆油组和普通组相比均差异有统计学意义 ( P <

0105) 。结论 　在试验条件下火麻仁油为无毒物 ,未显示有遗传毒性作用及亚慢性毒性 ;血清抗氧化指标检测结果

提示火麻仁油具有一定抗氧化功能 ,值得进一步探讨。

关键词 :火麻仁 ;血清 ;抗氧化剂 ;急性毒性试验 ;毒性试验 ,慢性

Study on Safety Assessment and Antioxidant Function in Serum of Hemp Seed Oil

HU Xue2feng , LI Yong2jin , WANGJun2bo , SONG Xiao2ming , LI Yong

(School of Public Health , Peking University , Beijing 100083 , China)

Abstract : Objective 　To research the acute , genotoxicity and subchronic oral toxicity of the hemp seed oil , and to study the

antioxidant function in serum of hemp seed oil. Method 　Acute toxicity test , Ames test , micronucleus test of born marrow ,

sperm shape abnormality in mice and 902day feeding test in rats were used to assess the safety of hemp seed oil , and antioxidant

indexes in rat serum were also determined. Results 　The oral LD50 of hemp seed oil in mice was more than 2115 gΠkg BW , so

the hemp seed oil belonged to actual non2toxicity. The results of Ames test , micronucleus test of born marrow and sperm shape

abnormality in mice were negative. No obvious adverse effects were observed at the dose level of 1010 gΠkg BW in the 902day

feeding test in rats. SOD and GSH2Px levels increased and MDA level decreased significantly in rat serum at the end of 902day

feeding with hemp seed oil , in comparition with control groups of soybean oil and the normal diet , and there were significant

differences in hemp seed oil group ( P < 0105) . Conclusion 　No adverse effects were observed in the series of toxicity tests and

hemp seed oil could be safe to eat at the level of 1010 gΠkg BW. The change of antioxidant indexes in rat serum indicated that the

antioxidant function of hemp seed oil should be further evaluated.

Key word : FRUCTUS CANNABIS;Serum ;Antioxidants ;Acute Toxicity Tests ;Toxicity Tests ,Chronic

—883—
中国食品卫生杂志

CHINESE JOURNAL OF FOOD HYGIENE
　　　 　　　　　2008 年第 20 卷第 5 期


