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摘要：目的 分析比较多重荧光聚合酶链式反应（polymerasechainreaction，PCR）和基于全基因组测序的沙门菌血清分

型方法，评估每种方法的分型能力和应用场景。方法 对四川省覆盖 96个血清型的 242株沙门菌进行全基因组测序，

利用 SeqSero2以及 SISTR预测血清型，进行一致性比较分析。并运用多重荧光 PCR对每种血清型进行鉴定，评估其准

确性及适用性。结果 三种方法检测 96种沙门菌血清型，SeqSero2与 SISTR的完全符合率均为 87.50%（84/96），显著高

于多重荧光 PCR的 52.08%（50/96）。242株沙门菌株中 SeqSero2和 SISTR鉴定的不符合率分别为 2.48%（6/242）、7.85%

（19/242）。多重荧光 PCR方法仅能准确区分常见血清型；SeqSero2方法不符合主要原因为 ! 抗原基因缺失或错误，部

分符合主要原因为 " 抗原等位基因相似性干扰，以及不能区分 #2血清群中仅 !6不同的部分血清型；SISTR方法不符

合主要原因是 cgMLST聚类误判、! 抗原基因缺失以及不能区分单相变异菌株。结论 基于基因组测序的血清型预测

方法具有较高准确度，在许多应用场景中可替代传统血清凝集试验进行沙门菌血清分型。多重荧光 PCR方法虽有局限

性，符合率低于基因组测序方法，但其检测时限短，能准确区分常见血清型，可应用于应急快速检测。
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沙门菌是全球重要的食源性病原，血清型是其重

要表型之一，与其致病性、耐药性、宿主适应性等均有

相关性，血清分型是流行病学调查、疫情溯源和公共

卫生监测的基础[1]。依据怀特 -考夫曼抗原表（White

-Kauffmann-LeMinorscheme,WKL）的传统玻片凝集

血清学分型[2]，已在全球范围内广泛应用，但该方法存

在耗时长、操作繁琐、成本高昂、对实验室检测人员技

术经验要求高等问题。近年来，许多实验室利用新技

术来鉴别沙门菌血清型，包括微生物质谱[3-4]、聚合酶

链式反应 （polymerasechainreaction,PCR） 及荧光

PCR[5-8]、基因芯片[9]和全基因组测序[10]（whole-genome

sequencing，WGS）。多重荧光 PCR血清分型[11]是基于

沙门菌不同血清型特有的基因序列差异，如!"# 基因

簇以确定 $ 抗原，"%&' 和 "%() 确定 *1和 *2抗原，通

过设计特异性引物扩增目标片段进行鉴定。随着

WGS技术的发展，已逐渐应用于沙门菌血清型的预

测。SeqSero[12]是 2015年推出的一款从 WGS数据预测

沙门菌血清型的软件工具，其核心原理在于通过识别

与 $ 和 * 抗原相关的特异性基因序列，根据 WKL方

案实现血清型的快速预测。SeqSero2[13]是 2019年基于

SeqSero基础上，新增了用于鉴定沙门菌的种、亚种以

及某些血清型的序列标记，开发了靶向组装方法，还

引入基于 k-mer的算法，不仅加快了血清型预测速

度，还提升了对基因组组装的预测准确性。SISTR[14]基

于沙门菌基因组拼接草图序列，使用 $ 和 * 抗原的

遗传决定簇数据库以及 330位点 cgMLST，同时整合

了多种基于基因组序列的分子分型方法，实现了对沙

门菌血清型的准确预测。本研究分别运用 WGS方法

和多重荧光 PCR方法对沙门菌进行了血清分型，并

进行比较分析，评估可靠性，为不同场景下沙门菌血

清分型的选择提供借鉴和参考。

1 材料与方法

1.1 菌株来源 四川省食品风险监测和食源性疾病

监测等项目分离获得的 96种血清型沙门菌，每种血

清型随机选取 3株（部分血清型 4～6株），不足 3株

的血清型全选，总计 242株。所有菌株均进行 WGS

分析，且通过玻片凝集确定血清型[15]。

1.2 试剂与仪器 血琼脂平板（郑州安图）、营养肉

汤（青岛海博）、三糖铁培养基（广州环凯）、沙门菌诊

断血清（中创汇科）、细菌 DNA提取试剂盒（南京诺唯

赞）、沙门菌血清（$、*）基因分型试剂盒（荧光 PCR

法）（天津一知）；荧光 PCR仪（上海宏石）等。

1.3 方法

1.3.1 多重荧光 PCR血清分型 96种血清型随机

各选取 1个菌株。挑取纯培养菌落至 100!lTE吹打

混匀菌体，100℃水浴加热 10min，13000rpm离心 2

min，吸取上清液，即为提取的 DNA模板。参照多重荧

光 PCR血清分型检测试剂盒说明书，进行核酸扩增

及后续分析。

1.3.2 WGS及血清型预测 242株沙门菌离心收集

过夜培养物，用 DNA提取试剂盒进行基因组提取，送

至诺禾致源公司采用华大 MGISEQ-2000平台进行

测序。核酸浓度及质控标准为：核酸浓度不低于

5ng/!l、总量不低于 100ng，无严重 RNA污染、无明显

降解。测序参数为：测序策略为 PE150（双端测序，单

向读长 150bp）；原始数据量（碱基数）≥1.5G，Q20高

质量数据量≥1G，Q30比例≥85%；基因组 10×覆盖

度≥95%，基因区覆盖度≥98%，平均覆盖深度≥

100×；拼接后数据 SCAFFOLD数量＜100个，Contig

数量＜200个。使用 Trimmomaticv0.39对下机的原始

数据进行测序接头去除及低质量数据过滤，使用

SPAdesv3.15.5对过滤后的数据进行拼接后，上传至

SeqSero2网 站 （http://www.denglab.info/SeqSero2）和

SISTR网站（https://lfz.corefacility.ca/sistr-app/），在线

预测菌株血清型。

1.3.3 准确度（符合率）判定标准 以血清凝集试验

结果作为金标准，其他分子血清分型结果与之比对。

同一血清型所有菌株的分子血清分型结果与凝集试

验结果完全一致时，为完全符合。同一血清型的分子

血清分型结果中有 1株菌不一致时，即为不符合。分

子血清分型得出多种可能血清型时，但包含凝集试验

血清型时为部分符合，不包含则为不符合。

1.3.4 统计学分析 应用 SPSS30.0软件进行统计

学分析。采用 Pearson!

2检验对 3种方法×3种符合

类型（完全符合 /部分符合 /不符合）进行分析，检验

水准 "=0.05。

2 结 果

2.1 SeqSero2、SISTR以及多重荧光 PCR检测血清

型结果比较 结果显示，三种检测方法的符合率分布

存 在 极 显 著 统 计 学 差 异 （!

2=47.21，+ ＜0.001）。

SeqSero2与 SISTR的 完 全 符 合 率 均 为 87.50%

（84/96），显著高于多重荧光 PCR的 52.08%（50/96）；

而多重荧光 PCR的不符合率为 28.13%（27/96），显著

高于 SeqSero的 5.21%（5/96） 和 SISTR的 12.50%

（12/96）。SeqSero2与多重荧光 PCR、SISTR与多重荧

光 PCR的符合率分布均存在极显著统计学差异

（!

2=29.12、32.05，+ 均＜0.001）；而 SeqSero2与 SISTR

的符合率有统计学差异（!

2=9.92，+＜0.01），说明虽然

SeqSero2检测沙门菌血清型的符合率与 SISTR相近，

但不符合率显著低于 SISTR。见表 1。

!"#$
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2.2 SeqSero2预测部分符合和不符合血清型结果分

析 5个血清型（6个菌株）SeqSero2预测不符合，菌

株不符合率分别为 2.48%（6/242），原因均为 ! 抗原

基因缺失或预测错误。且 5个血清型都有预测符合 /

预测不符合的菌株，分别为：Indiana（4/2）、Infantis

（3/1）、Typhimurium（3/1）、Weltevreden（3/1）、"# 43:z4,

$23:-（2/1）。

7个血清型（14个菌株）SeqSero2预测部分不符

合，主要原因有：%2血清群中仅 !6不同的部分血清

型不能准确分辨，SeqSero2结果均为两个相近的血清

型，如 Albany、Goldcoast、Molade、Chincol；血清抗原式

相似但生化特征不一样的血清型不能准确分辨，如

Choleraesuis；一些血清型的部分菌株缺失特异性基

因，也可能得到两个相近的血清型，如 Enteritidis缺

失 肠 炎 沙 门 菌 的 特 异 性 &'(-I基 因 预 测 为

Gallinarum，Poona的 !22相关抗原基因缺失预测为

Farmsen。见表 2。

表1 SeqSero2、SISTR以及多重荧光 PCR预测血清型结果

比较［)=96，)（%）］

!"#$% & ComparisonofserotypingresultsfromSeqSero2,SISTR,

andmultiplexqPCR［)=96，)（%）］

鉴定方法 完全符合 部分符合 不符合

SeqSero2 84（87.50） 7（7.29） 5（5.21）

SISTR 84（87.50） 0（0） 12（12.50）

多重荧光 PCR 50（52.08） 19（19.79） 27（28.13）

表2 SeqSero2预测部分符合及不符合血清型

!"#$% ' PartiallyconcordantanddiscordantserotypespredictedbySeqSero2

血清型

Indiana

Albany

抗原式

[1],4,12:$:1,7

8,[20]:$4,$24:-

菌株数

6

4

符合菌株数

4

0

部分符合菌株数

0

4

Enteritidis

Infantis

Poona

[1],9,12:*,m:-

6,7,[14]:+:1,5

[1],13,22:$:1,6

4

4

4

3

3

3

1

0

1

Typhimurium

Weltevreden

Goldcoast

[1],4,[5],12:,:1,2

3,10[15]:+:$6

6,8:+:-,.

4

4

3

3

3

0

0

0

3

"# 43:z4,z23:-

Molade

Chincol

43:$4,$23:-

8,[20]:$10:$6

6,8:*,/,[&]:[01)12]

3

3

1

2

0

0

0

3

1

Choleraesuis

总计

6,7:3:1,5 1

41

0

21

1

14

不符合菌株数

2

0

部分符合或不符合情况

! 抗原基因缺失：预测结果为 " -:$:1,7

AlbanyorDuesseldorf（6,8:$4,$24:-）

0

1

0

EnteritidisorGallinarum（[1],9,12:-:-）

! 抗原基因缺失：预测结果为 " -:+:1,5

PoonaorFarmsen（13,23:$:1,6）

1

1

0

! 抗原基因缺失：预测结果为 " -:,:1,2

! 抗原基因错误：Sokode（9,46:+:$6）

GoldcoastorBrikama（8,[20]:+,[,]:-,.）

1

0

0

! 抗原基因缺失：预测结果为 "# -:$4,$23:-

MoladeorWippra（6,8;$10;$6）

ChincolorEmek（8,20;*1/1&;-）

0

6

CholeraesuisorParatyphiC（6,7,[#,]:3:1,5）orTyphisuis

（6,7:3:1,5）

2.3 SISTR预测不符合血清型结果分析 表 3显

示，SISTR预测不符合菌株分属 12个血清型的 19株

菌，不符合率为 7.85%（19/242）。SISTR预测不符合主

要原因为 cgMLST聚类误判，可以分为：（1）数据库的

集群代表性不足，主要为一些少见血清型，如只有唯

一 菌 株 的 7个 少 见 血 清 型 Chicago、Goettingen、

Kingston、Kintambo、Lagos、Mississippi、Regent；（2）遗

传特征相近血清型的 cgMLST相似度接近，如 Havana

（3株）、Fanti（3株）、Orion（2株），以及单相变异的血

清型，如 " 4,[5],12:,:-（3株）。另一个原因为抗原基因

缺失或碎片化，4株 Senftenberg中有 1株被错误预测

为 Westhampton。

表3 SISTR预测不符合血清型

!"#$% ( DiscordantserotypespredictedbySISTR
血清型
Senftenberg
Havana

抗原式
1,3,19:*,[&],4:-

[1],13,235(1*,[&]:-

菌株数
4
3

符合菌株数
3
0

不符合菌株数
1
3

" 4,[5],62:,:-
Fanti
Orion

" 4,[5],62:,:-
13,23:$38:-

3,10[15][15,34]:7:1,5

3
3
2

0
0
0

3
3
2

Chicago
Goettingen
Kingston

28:+,[,]:1,5
9,12:-89:01)1$65

[1],4,12,[27]:*1&14:[1,2]

1
1
1

0
0
0

1
1
1

Kintambo
Lagos
Mississippi

[1],13,23:/14:-
[1],4,[5],12:,:1,5
[1],13,23:::1,5

1
1
1

0
0
0

1
1
1

Regent
总计

3,10:(1*,[&]:[1,6] 1
22

0
3

1
19

预测错误情况(菌株数)
Westhampton3,10[15][15,34]:*1&14:-(1)

Cubana[1],13,23:$29:-(2),Agoueve13,22:$29:-(1)
Typhimurium[1],4,[5],12:,:1,2(3)
Havana[1],13,23:(,*,[&]:-(3)
Uganda3,10[15]:-,$13:1,5(2)

Nima28:7:1,5(1)
Sandiego4,[5],12:0,;:01)1$15(1)
Senftenberg1,3,19:*,[&],4:-(1)

Larochelle6,7:0,;:1,2(1)
Bovismorbificans6,8,[20]:+,[,]:1,5(1)

Saintpaul[1],4,[5],12:01;:1,2(1)
London3,10[15]:-19:1,6(1)
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2.4 多重荧光 PCR不符合与部分符合血清型结果

分析 多重荧光 PCR血清分型结果不符合的 27个

血清型中，有 21个不在试剂盒鉴定范围；其中 16个

未得出鉴定结果，5个得出错误鉴定结果，即将 !4:":-

鉴定为 Limete、将 Oranienburg鉴定为 Montevideo、将

Chincol鉴 定 为 Emek、 将 Kintambo鉴 定 为

Havana/Agbeni、 将 Cannstatt鉴 定 为 Senftenberg/

Dessau。有 6个在鉴定目录内，但结果不符合；其中 5

个 未 得 出 鉴 定 结 果 ， 分 别 为 ：Pomona、Regent、

Amoutive、Orion、Liverpool；1个 鉴 定 结 果 错 误 ，将

Kingston鉴定为 Derby。Typhimurium、! 4,[5],12:#:-、

Enteritidis、London、Derby、Rissen等常见血清型的鉴

定结果完全符合。

多重荧光 PCR血清分型有 19株菌结果部分符

合。主要表现为 $ 抗原仅 $6不同不能区分，如

Albany/Duesseldorf、 Goldcoast/Brikama、 Muenchen/

Virginia、Newport/Bardo、Litchfield/Pakistan、Hadar/

Istanbul、Molade/Wippra等。A群 $2和 D1群 $9不能

区分，如 ParatyphiA与 Sendai、Miami。% 二项抗原 %2

的 &'(')15和 &'('* 不能区分，如 Mikawasima/Hartford、

Hadar/Glostrup、Sandiego/Chester。% 一项抗原 %1的含

有“+”抗原的不能区分，如 +', 和 +'- 不同的

Litchfield/Fayed；+', 和 +')13不同的 Uganda/Sinstorf和

Goettingen/Napoli。% 一项抗原 %1的含有“.”抗原的

不能区分，如 .'/'0和 .'0'1不同的Amsterdam/Westhampton；

.'/,[0],[1]和 2'.,[0]不同的 Agbeni/Havana等。

3 讨 论

虽然传统玻片凝集方法一直是沙门菌血清分型

的金标准，但该方法不但存在耗时长[16]、操作繁琐，而

且对于一些特殊的菌株无法进行鉴定：菌株自凝、交

叉凝集、抗原不表达等情况，导致无法用免疫学的方

法鉴定[17-18]。另外由于实验室检测人员技术和经验、

血清质量等原因，以及 % 抗原二相诱导难度大、单相

变异株出现等因素，使准确判定沙门菌血清成为各实

验室面临的难题。

随着 WGS测序成本不断降低，以及沙门菌血清

分型准确率的不断提高，越来越多的实验室使用该方

法代替传统血清凝集实验。本研究中，SeqSero2预测

242株沙门菌血清型，其中 91.74%符合，5.79%为部

分符合，与徐秦等人[19]的总体符合率 97.81%、张璐等

人[20]的符合率 97.6%基本一致。SeqSero2预测部分符

合的主要原因为 32血清群中存在几对血清型，仅通

过有无 46抗原来区分，但 46抗原的遗传决定因子

序列差异微小且表达不稳定，导致 k-mer匹配或靶

向组装难以可靠区分，SeqSero2将这类血清型合并处

理得到两个血清型结果。日常工作中遇到此类血清

型，只需补做玻片凝集实验确认 46是否凝集即可正

确判定。另一个原因是某些抗原式相近或一致的血

清型，基因层面无法区分，只能通过生化实验来区分，

如 ParatyphiC、Choleraesuis和 Typhisuis。SeqSero2预

测不符合的主要原因为 4 抗原基因缺失或部分缺

失，如一株 Weltevreden（3,10[15]:5:)6）预测错误为

Sokode（9,46:5:z6），通过与其他 Weltevreden菌株进行

比对，发现此株缺失 4-3,10_-)* 基因，而其他菌株同

时携带 4-3,10_-)* 基因和 4-9,46_-)6 基因，导致误

判为 Sokode，最终结合玻片凝集才正确鉴定其抗原

表型。而导致 4 抗原基因缺失的原因，LauraUelze等

人[21]认为建库试剂存在序列偏好性，导致 4 抗原的

52" 基因簇片段化程度较高，使相关基因的小片段从

基因组文库中被去除，或在组装过程中被拆分到两个

contig中，从而影响识别。因此进行 WGS时，可采取

以下措施避免 52" 基因簇片段化：提取 DNA时避免

降解，确保基因组片段完整；选择低 GC偏好的文库

制备试剂盒；优化测序参数；使用长读长测序平台。

本 研 究 中 SISTR 预 测 不 符 合 率 为 7.85%

（19/242）高于 SeqSero2的 2.48%（6/242），与陈丹妮等

人[22]的准确率 96.67%、LauraUelze等人[21]的准确率

94%评估结果略有不同，可能是因为本研究中选用

了更多的血清型（96种），包含了 Havana、Cubana等

易混淆血清型以及罕见血清型沙门菌，由于这些血清

型 cgMLST集群分散，聚类分析时聚到其他相近血清

型中。而 SISTR采用 85%的 cgMLST基因相似度作为

聚类阈值血清型预测机制，当不同血清型的 cgMLST

相似度接近 85%时，会被误判为同一集群。其次

SISTR进行预测是基于组装的测序数据，这些数据因

为前文提及的原因，产生低质量组装（N50＜50000

bp）会导致 52" 簇碎片化，SISTR无法提取完整 -)*7

-)6 序列，无法确定 4 抗原；同时组装质量差也会导

致 cgMLST核心基因断裂或缺失，使计算的相似度偏

离真实值。因此，严格组装质量控制，尤其是采用长

读长测序的完整基因组，可以提高 SISTR预测准确

性。此外，对于一些单相变异的血清型，如 ! 4,[5],12:#:

-，SISTR基于 cgMLST聚类方法，没有 SeqSero2基于

抗原基因方法的预测更可靠，这也是本研究中 SISTR

预测不符合率较高的重要原因。

本研究采用 12个四重荧光 PCR反应体系，理论

上可检测 200多种血清型。但对 96种血清型检测的

完全符合率为 52.08%，低于董晓根等人[23]报道的

85.26%（81/95），可能原因是本研究选用了更多血清

型，且包含了更多的相近或者少见血清型，而导致不

!"#$
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能区分或错误鉴定。其最主要原因为这些相近血清

型的抗原编码基因非常相似，PCR存在交叉反应。虽

然多重荧光 PCR血清分型方法与 WGS血清预测方

法原理类似，都是基于菌株抗原基因进行判定，但由

于多重荧光 PCR方法的局限性，检测的抗原基因数

量有限，且无法区分相似度高的基因靶点，导致其检

测的血清型种类和符合率都低于基因组测序方法。

因此多重荧光 PCR方法适用于应急快速检测和特定

血清型的常规监测。

SeqSero2和 SISTR血清型预测方法准确度较高，

两者结合可将准确率提升至 98%左右,在许多应用场

景中可替代玻片凝集试验。但目前测序设备价格昂

贵、测序流程难度大，以及细菌基因组生物信息学分

析技术门槛高，制约了 WGS血清分型在基层的应用

和普及。多重荧光 PCR血清分型技术及设备要求低，

并且检测时间短，方便各级检验机构应用；但该方法

具有局限性，只能准确鉴定常见血清型，仍不能完全

替代传统方法。随着检测的血清型越来越丰富，不同

实验室可根据自身需求建立适用于本地区的血清型

检测方案。通过统计我省历年来沙门菌血清型分布，

单相鼠伤寒、鼠伤寒、肠炎、伦敦、里森，5种血清型占

比达到 80%以上，因此可以针对本地区前 3～5种血

清型设计多重荧光 PCR引物用于快速检测，对 PCR

不能区分的，可以结合玻片凝集试验和 WGS综合判

定，从而能高效、快速、准确、低成本地对沙门菌进行

血清分型。
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