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气相色谱法分析沙门氏菌脂肪酸组成的研究
宋红梅 1， 李波 1， 李丽婕 1， 曹春红 1， 田润 2， 张雅薇 2

摘要： ［ 目的 ］ 获得沙门氏菌特征脂肪酸组成本底资料， 评价脂肪酸分析方法在沙门氏菌属及型水平的判断能力。
［ 方法 ］ 选取不同年代、 不同血清型的沙门氏菌分离株 117 株， 提取脂肪酸， 应用 Sherlock MIS 系统进行菌体脂肪酸组
成及含量的分析。 ［ 结果 ］ 所有菌株共有的脂肪酸成分有 12 种， 通过结合菌落特征， 沙门氏菌属水平的判断符合率达
到 92.3%。 ［ 结论 ］ MIDI 菌库中沙门氏菌脂肪酸数据不完善， 可通过与传统形态、 生化反应结合方式实现快速鉴定。
本试验同时提供了我国沙门氏菌脂肪酸组成基础数据。
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STUDY ON THE CELLULAR FATTY ACIDS COMPOSITION OF SALMONELLA BY UN -
QUALIFICATION RATES ANALYSIS SONG Hong-mei， LI Bo， LI Li-jie， et al. （Shijiazhuang Cen-
ter for Disease Control and Prevention， Shijiazhuang 050016， China）

Abstract： ［Objective］ To collect CFAs （cellular fatty acids） background data of Salmonella in China， and to evaluate
the application value of fatty acid methyl ester （ FAME） method in Salmonella strain identification. ［Methods］ 117 Salmonel-
la strains belonging to 8 serotypes were isolated from 2005 to 2007 in China， and selected and fatty acid methyl ester were ex-
tracted. Sherlock Microbial identification system was used to analyze the data. ［Results］ Twelve fatty acids were the common
components contained in all of the tested strains. Combining with the colonial morphology， the coincidence of generic judgment
was 92.3%. ［Conclusion］ FAME method is useful in rapid identification of Salmonella strains. But the CFAs information of
Salmonella in Sherlock standard library is deficient. A CFAs database for Chinese isolates of Salmonella has been developed.

Key words： Salmonella； Gas chromatography； Fatty acid

在世界各地的食物中毒中， 沙门氏菌引起的中毒病例占首
位或第 2 位。 我国食品污染物监测网的数据也显示， 沙门氏菌
污染食品 （尤其是肉类） 近年来在以较快的速度增长。
沙门氏菌传统分类鉴定方法是根据细菌的培养特性， 生化

反应、 抗原特征等进行的。 依据菌体 O 抗原和鞭毛抗原的不
同可鉴别出血清型 2 000 多种， 在我国已发现 26 个菌群， 252
个血清型。 10 种是主要血清型， 主要隶属于 A～E 群， 其中以
鼠伤寒沙门菌、 肠炎沙门菌及猪霍乱沙门菌为最常见。 菌株属
内变异会导致其生化结果、 表性特征的改变如鞭毛抗原的缺
失、 血清交叉凝集等， 往往使得分类结果出现错误， 或无法鉴定。
自 1963 年 Abel 率先将气相色谱 （GC） 应用于肠杆菌的

菌体脂肪酸成分分析以来， 随着分析仪器和分析软件的逐渐成
熟， 菌体脂肪酸分析已成为微生物化学分类方法的重要组成部
分［1］。 不同微生物体细胞膜中磷脂脂肪酸的含量和结构具有种
属特征或与其分类位置密切相关， 能够标志某一类或某种特定
微生物的存在 ［2］。 脂肪酸分析方法将甲基脂肪酸提取与灵敏的
气相色谱法相结合， 是一种适用于细菌的快速、 稳定鉴定方法［3］。
脂肪酸分析相比于基因或 DNA 分型方法， 脂肪酸成分不受质
粒损失或增加的影响， 且指示的是微生物 “存活” 的那部分群
体， 试验结果更为客观、 可靠［4］。 20 世纪 90 年代美国 MIDI 公

作者简介： 宋红梅 （1972-）， 女， 本科， 副主任检验技师， 研究方
向： 微生物检验

作者单位： 1.石家庄市疾病预防控制中心， 石家庄， 050016； 2.石家
庄市卫生监督局

司开发成功了基于细胞 C9~C20 脂肪酸分析的微生物鉴定自动
化系统 Sherlock MIS。 该系统有一套完整的标准化程序， 较好
地解决了分析过程的条件选择和质量控制问题。 获得的数据可
应用 Sherlock MIS 系统附带的软件进行菌株聚类及脂肪酸成分
主成分分析， 大大提高了脂肪酸分析方法的准确性和重复性。
且操作简便， 分析周期短， 相比传统方法至少可提前 24 h 获
得菌株鉴定结果， 特别适用于大通量标本的分析。 但由于软件
内置数据库的不完善， 使其在细菌分类、 鉴定上的应用受到限制。

MIDI 公司研发的沙门氏菌脂肪酸数据库中仅包含伤寒沙
门氏菌、 猪霍乱沙门氏菌、 肠炎沙门氏菌、 鼠伤寒沙门氏菌及
邦戈沙门氏菌 5 种血清型菌株的数据。 本研究选择 2005~2007
年河北省 8 个血清型的沙门氏菌流行株， 应用 Sherlock MIS 系
统进行脂肪酸分析， 评价 Sherlock 系统对沙门氏菌快速鉴定的
意义， 补充和完善 MIDI 数据库中沙门氏菌脂肪酸数据。

1 材料与方法
1.1 菌株来源

2005~2007 年河北省 7 个城市的沙门氏菌阳性分离株 117
株， 共 8 个血清型， 其中德尔卑沙门氏菌 23 株、 阿贡纳沙门
氏菌 20 株、 山夫登堡沙门氏菌 24 株、 猪霍乱沙门氏菌 14 株、
鸭沙门氏菌 15 株、 伊鲁木沙门氏菌 8 株、 明斯特沙门氏菌 7
株、 肠炎沙门氏菌 6 株。 所有菌株均经 API20E 和沙门氏菌属
诊断血清分型验证。
1.2 主要仪器和试剂

Agilent6850 气相色谱仪、 Sherlock MIS 系统、 特氟隆螺帽
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培养管 （美国 Fisher 公司）、 电子分析天平、 恒温水浴箱
MIDI 标准品、 TSBA 培养基 （美国 BD 公司）
脂肪酸提取溶液Ⅰ： NaOH 45 g， 甲醇 150 ml， 纯水 150

ml； 溶液Ⅱ： 6.0 mol ／ L HCl325 ml， 甲醇 275 ml； 溶液Ⅲ： 正
己烷 200 ml， 甲基叔丁基醚 200 ml； 溶液Ⅳ： NaOH 10.8 g，
纯水 900 ml。
1.3 脂肪酸提取
按照 MIDI 公司的微生物识别系统操作手册， 挑取 HE 培

养基上新鲜培养的待测菌株单克隆按 4 区划线接种至 TSBA 培
养基， 28℃培养 24 h。 用一次性接种环刮取 40 mg 菌体， 置于
8 ml 培养管底部， 加入 1 ml 溶液 I， 100℃水浴 30 min， 迅速
冷却后加入 2 ml 溶液Ⅱ， 混匀后 80℃水浴作用 10 min， 迅速
冷却， 加入 1.25 ml 溶液Ⅲ， 上下颠倒震 荡 10 min， 吸弃下层
溶液。 在上层溶液中加入 3 ml 溶液Ⅳ， 上下颠倒震荡 5 min。
待溶液分层后， 吸取上层液体于 GC 样品管中待测 。
1.4 色谱分析条件

Agilent6850 气相色谱仪 ， 氢火焰离子化检测器 （FID），
25 m Ultra-2 色谱柱， 二级程序升温： 起始温度 170℃， 每分
钟升高 5℃至 260℃， 在以每分钟升高 40℃升至 310℃， 维持
1.5 min。 进样口温度 250℃， 载气为氢气 ， 流速 0.4 ml ／min，
柱压 9.00 psi 分流进样模式， 分流比 1︰100， 进样量 2 μl。 检
测器温度 300℃， 氢气流速 30 ml ／min， 空气流速 400 ml ／min，
尾吹气 （氮气） 流速 30 ml ／min。
1.5 数据分析

系统根据各脂肪酸组分保留时间计算等链长 （ECL） 值；
确定目标组分的存在， 采用峰面积归一化法计算各组分的相对
含量， 再将二者与系统谱库中的标准菌株数值匹配计算相似度
（SI）， 从而给出一种或几种可能的菌种鉴定结果。 一般以最高
SI 的菌种名称作为鉴定结果， 但当报告的几个菌种的 SI 比较
接近时， 则根据色谱图特征及菌落生长特性进行综合判断［5］。

2 结果
2.1 沙门氏菌脂肪酸成分
在检测的所有沙门氏菌中共得到 19 种不同脂肪酸成分

（见表 1）。 其中所有菌株都含有的脂肪酸成分有 12 种， 分别
为 12︰0、 14︰0、 14︰02OH、 16︰0、 17︰Ocyclo、 17︰0、
18︰ 1ω9c、 18︰ 0、 19︰ 0cycloω8c、 SumInFeature2、 SumIn-
Feature3、 SumInFeature8。 占优势的脂肪酸成分为 ： 12︰ 0
（3.30%）、 14︰0 （6.81%）、 16︰ 0 （ 27.22% ） 、 17︰Ocyclo
（9.20%）、 SumInFeature2 （7.74%）、 SumInFeature3 （12.68%）、
SumInFeature8 （21.23%）。 其余脂肪酸成分的含量介于 0.28%~
1.52%之间。 其中猪霍乱、 肠炎、 德尔卑、 伊鲁木、 明斯特沙
门氏菌各自拥有 14 种共有脂肪酸成分； 而山夫登堡、 阿贡纳、
鸭沙门氏菌则各自拥有 13 种共有脂肪酸成分。 25%山夫登堡
沙门氏菌缺少 13︰0 脂肪酸， 阿贡纳、 鸭沙门氏菌则出现 16
︰1ω5c 缺失菌株。 另外 30%以上肠炎、 山夫登堡沙门氏菌检
出 SumInFeature1 成分。

2.2 猪霍乱、 肠炎沙门氏菌脂肪酸组成与 MIDI 数据库中数据
比较

与 MIDI 数据库不同的是， 本次检测的肠炎沙门氏菌分离

株具有另外 4 种共有成分 13︰0、 16︰1ω5c、 14︰02OH、 18
︰1ω9c； 猪霍乱沙门氏菌具有另外两种共有成分 16︰1ω5c、
18︰1ω9c， 而缺少了 19︰0iso。 这些成分都属于微量脂肪酸成
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分， 其中含量最高的是 0.90%。 本实验中肠炎沙门氏菌 17： 0
含量低于数据库数据， 而 18︰0 含量远高于库中值； 猪霍乱沙
门氏菌 17︰0cyclo 含量远低于数据库数值， 而 18︰0 含量高于
库中值。
2.3 沙门氏菌属水平的判断能力

117 株沙门氏菌分离株脂肪酸图谱经 MIDI 数据库比对 ，
第一选择判断为沙门氏菌且 SI≥0.700 的有 84 株， 符合率为
71.8%。 未被准确鉴定的菌株中 12 株被鉴定为弗格森埃希氏
菌、 7 株被鉴定为肺炎克雷伯氏菌、 7 株被鉴定为大肠埃希氏
菌、 5 株被鉴定为阴沟肠杆菌、 2 株被鉴定为志贺氏菌。 而被
匹配成其他肠杆菌的菌株中 84.8%为 MIDI 数据库中没有的血
清型。
2.4 沙门氏菌不同血清型的鉴别能力

14 株猪霍乱沙门氏菌， 7 株准确判断为猪霍乱， 6 株判断
为邦戈； 6 株肠炎沙门氏菌， 2 株判断为邦戈， 1 株判断为猪
霍乱， 1 株判断为鼠伤寒； 24 株山夫登堡沙门氏菌， 10 株判
断为鼠伤寒， 6 株判断为邦戈， 2 株判断为猪霍乱； 20 株阿贡
纳沙门氏菌， 7 株判断为猪霍乱， 6 株判断为邦戈， 2 株判断
为伤寒； 23 株德尔卑沙门氏菌， 8 株判断为邦戈， 6 株判断为
猪霍乱， 2 株判断为伤寒， 1 株判断为肠炎； 15 株鸭沙门氏
菌， 5 株判断为邦戈， 4 株判断为鼠伤寒， 1 株判断为猪霍乱
沙门氏菌； 8 株伊鲁木沙门氏菌， 3 株判断为猪霍乱， 3 株判
断为邦戈； 7 株明斯特沙门氏菌株， 4 株判断为邦戈。
所有肠炎沙门氏菌均未判断准确， 所有检测菌株中只有一

株被错误判断为肠炎沙门氏菌。 可认为 MIDI 数据库中肠炎沙
门氏菌脂肪酸数据与试验菌株有较大差异。
未被准确判断的菌株中 54.4%被判断为邦戈沙门氏菌 ，

22.2%被判断为猪霍乱沙门氏菌， 16.7%被判断为鼠伤寒沙门
氏菌。

3 讨论
MIDI 数据库中肠杆菌共有脂肪酸成分有 12︰0、 14︰0、

16︰ 0、 17︰ 0cyclo、 SumInFeature2、 SumInFeature3、 SumIn-
Feature8， 这些成分也包含在本次实验菌株的共有成分中， 且
全部为主要脂肪酸成分。 这说明肠杆菌科细菌间主要脂肪酸成
分极为接近， 只有微量脂肪酸成分的差异。 而 MIDI 数据库中
只有 5 种血清型沙门氏菌的脂肪酸数据， 本次检测的河北省流
行株中仅有两种血清型包含在其中， 也是造成鉴定结果假阴性
率较高的原因。
肠杆菌科细菌在肠道菌选择性平板上不同的菌落生长特征

对脂肪酸鉴定结果的判断与选择有重要指导意义。 在选择性平
板 HE 上， 绝大多数埃希氏菌、 肺炎克雷伯氏菌、 阴沟肠杆菌
等呈分解乳糖不产硫化氢的橘黄色菌落， 而绝大多数沙门氏菌
不分解乳糖产硫化氢， 菌落为无色透明中心黑色， 虽然沙门氏
菌Ⅲ可分解乳糖但同时产硫化氢， 菌落呈橘黄色中心黑色。 通
过菌落特征可很容易将以上细菌与沙门氏菌区分开来。 只有伤
寒沙门氏菌、 鸡沙门氏菌与志贺氏菌、 极少数分解乳糖的大肠
埃希氏菌菌落特征均为无色透明不产硫化氢， 无法区分。 通过
菌落特征排除鉴定结果中不符合选项后， 本次检测沙门氏菌属
的鉴定准确度提高至 92.3 （SI≥0.700）。
因此我们认为脂肪酸分型方法在菌株鉴定方面与菌落的形

态、 生化特征等相结合将大大提高其应用价值。 这与 James A
Kellogg 等人的研究观点一致［6］。
根据本实验我们认为， 应用气相色谱技术和 MIS 数据分析

系统， 结合一定的检验基础知识， 可准确、 方便的将沙门氏菌
鉴定到属， 但由于我国沙门氏菌与构建 Sherlock 内置库所使用
的沙门氏菌菌株在脂肪酸组成上的差异， 造成其分型能力的不
足。 本实验同时提供了中国沙门氏菌脂肪酸组成的本底资料。
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