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·论 著·

贺连华，陈妙玲，吴平芳，吕东月，林爱红

摘要：目的 了解深圳地区 2010年食品中副溶血弧菌血清型及在食品中的分布状况、生物学特征。 方法 对食
品中检出的 159株副溶血弧菌进行血清学分型，并对 14株 O4群副溶血弧菌进行脉冲场凝胶电泳分子分型和毒力基因
TLH、TDH、TRH检测。 结果 159株副溶血弧菌共分 46个血清型，血清型以 O2：K28最多，占 6.67%，14株 O4群副
溶血弧菌分子分型相似性均在 80%以下，菌株谱型差异较大。其毒力基因 TLH+、TDH-、TRH-。 结论 食品中分离出
的副溶血弧菌菌型非常分散，食品之间存在严重交叉污染，应加强食品卫生监督及流通环节的规范化管理。
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Abstract：Objective To study the serotype，distribution and molecular characteristics of Vibrio parahaemolyticus isolated
from food in Shenzhen city in 2010 and provide evidence for the prevention and control of diarrheal diseases caused by Vibrio
parahaemolyticus. Methods 159 Vibrio parahaemolyticus strains isolated from food were sero- typed，and 14 Vibrio
parahaemolyticus strains classified in group O4 were analyzed by pulsed- field gel electrophoresis（PFGE），and all of three
virulence genes（TLH，TDH and TRH）were detected by real- time PCR. Results 159 Vibrio parahaemolyticus strains
belonged to 46 serotypes，in which O2：K28 accounted for 6.67% being the predonimating seroypes. The similarity of 14 Vibrio
parahaemolyticus strains（O4）was less than 80% and with significant difference in strain maps. And the virulence genes were
TLH+，TDH-，TRH- . Conclus ion The patterns of Vibrio parahaemolyticus isolated from food are scattered，and food has
serious cross- contamination. Food supervision should be strengthened to guarantee the food safety.
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副溶血弧菌是一种广泛分布于世界地区的一种

革兰氏阴性嗜盐杆菌，是引起食源性疾病的主要病原

菌之一，尤其是沿海地区。副溶血弧菌的高感染率与
其在环境中的广泛分布及产生的多种致病因子息息

相关。多年来深圳市食品污染物致病菌检测及感染
性腹泻病原谱的哨点监测结果显示，引起细菌性感

染腹泻的病原主要以副溶血弧菌为主，所占比例达

到致病菌总数的 67.1％[1]。致病株主要分布在几个血
清型，其中以 O3:K6最多，其构成比为 67.2%。TDH和
TRH 两个毒力基因副溶血弧菌临床分离株主要是
tdh+trh- 菌株，占 93%，少数菌株为 tdh+trh+ 和
tdh- trh- 菌株[2]。本研究应用血清学分型、脉冲场电泳
（PFGE） 技术和改良分子信标的荧光 PCR 技术对
2010年深圳市 CDC和 7区 CDC在食品中分离的 159
株副溶血弧菌进行血清学和生物学特性的分析。
1 材料与方法
1.1 材料
1.1.1 实验菌株 159 株副溶血弧菌来自深圳市
CDC和 7区 CDC上送菌株，均为食品中分离株。所有
菌株都按照国家标准方法《食品卫生微生物学检验》
（GB4789.7- 2008）进行鉴定，并用日本生研株式会社

诊断学清进行分型鉴定。分子量参考标准株为 Pulse
Net 中使用的沙门菌 H9812[6]。
1.1.2 实验仪器 脉冲场电泳仪为 CHEF DR- Ⅲ
（Bio- Rad），凝胶成像系统为 Bio- Rad Quantity One
（4.4.0） 系统和 Bionmerics 5.0 分析软件，Stratagene
MX3005荧光定量 PCR仪（）
1.1.3 实验试剂 SeaKem Gold 胶（Cambraex Bio
Science Rockland）、蛋白酶 K（Merck）、限制性内切酶
StifI（NEB）和 XbaI（NEB）。细菌 DNA基因提取试剂盒
（QIAGEN公司）。副溶血弧菌诊断血清购自日本生研
公司。 10×buffer、dNTP、MgCl2 和 UTaq 酶均购自
TAKARA公司。引物和探针均由上海生工合成。
1.2 方法
1.2.1 血清学分型 按照日本生研株式会社诊断学
清凝集说明书进行。
1.2.2 PFGE分型 参照美国疾病预防控制中心推荐
的霍乱弧菌脉冲场凝胶电泳标准方法，对 14株 O4群
副溶血弧菌（5株 O4:K42、2株 O4:K8、2株 O4:K63、3
株 O4:KUT、1 株 O4:K33、1 株 O4:K9） 进行 PFGE 分
型。包括如下步骤：胶块的制备、裂解、洗涤。酶切（副
溶血弧菌用 StifⅠ内切酶进行酶切，标准菌株 H9812
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图 1 14株 O4群副溶血弧菌的 PFGE图谱
Fig 1 PFGE patterns of 14 Vibrio parahaemolyticus strains（O4）

用内切酶 XbaⅠ进行酶切）、电泳。电泳程序：起始转换
时间为 10s，最终转换时间为 35s，电泳时间为 19h。电
泳结束后，将胶块用 EB染色，纯水洗涤，通过凝胶成
像拍照，最后采用 Bionmerics 5.0分析软件对 DNA指
纹图谱进行聚类分析，量化不同菌株之间基因水平的

亲缘关系。
1.2.3 副溶血弧菌毒力基因检测 取增菌液
1ml，12000r/min离心 5min，弃上清，加入 200μl灭菌
纯水悬浮，置于 100℃煮沸 5min，12000r/min 离心
2min，保留上清备用。根据 GenBank公布的副溶血弧
菌 tlh和 tdh基因设计引物和探针。tlh引物序列为：
tlh- F：AC AAAATGTCGTGCGCTAAG，tlh- R：
GAACAAGGCGTG ACGAATAA，tlh- Probe：
FAM- CGCGCCTTGTTCGAGA
CGCTAACTTCTGCGCG- DABCYL。tdh引物和探针序
列为：tdh- F：AAACATTTGCCTTTGAGCTTCCA，tdh- R：
CTCGAACAACAAACAATATCTCATCAG，Tdh- Probe：
FAM- CCGGGGTGTCCCTTTTCCTGCCCCCGG- DAB-
CYL。参照 Davis等[7]报道的 trh引物和探针序列，trh-
F：GCCAAGTGTAACGTATTTGGATGA，trh- R：TGCCC
ATTTCCGCTCTCA，trh- Probe：FAM- ACGCCAGAATAT
TTCGTCAATGTCGAA GC- BHQ1。检测 tdh、trh和 tlh
基因的 PCR反应总体系均为 25μl，内含 5μl DNA
模板，2.5μl 10×buffer，0.25mmol/L dNTP，1.5mmol/L
Mgcl2，1 UTaq 酶，25pmol 引物，25pmol 探针。实时
PCR 反应参数为：95℃预变性 3min；95℃变性

20s，58℃退火 1min，72℃延伸 15s，40个循环。所有荧
光 PCR 检测均由使用德国 strtagene 公司生产的
MX3005仪器采用退火阶段检测 FAM通道的荧光。
2 结果
2.1 血清学分型 159株分离株经过日本生研血清
诊断分析，分属 O1- O8群、O10- O11群，共 46个血清
型，其中 O1群有 9个血清型、O2群有 4个血清型、O3
群有 8个血清型、O4群有 8个血清型、O5群有 3个血
清型、O6群有 1个血清型、O7群有 1个血清型、O8群
有 2个血清型、O10群有 5个血清型、O11群有 5个血
清型。如图 3所示，O+：KUT血清型表示 O抗原凝集
能分群，K抗原不凝集，此种类型的菌株占较高比例，
为 21.85%。即使用酸处理，还有部分不能分到型。能分
型的 10种主要血清型分别是 10株 O2:K28、9株 O2:
K3、9 株 O5:K17、7 株 O4:K42、6 株 O4:K34、6 株 O10:
K24、6 株 O1:K32、3 株 O1:K19、3 株 O1:K33、3 株 O3:
K45。另外 36种血清型各占 1株或 2株。
2.2 PFGE分子分型 14株（O4群）副溶血弧菌的电
泳图谱用软件 Bio Numerics 进行分析，分属 14 种
PFGE图谱，此结果表明，即使血清型别相同的菌株，
基因型差异也较大，如图 1所示，编号为 0037、0016、
0017、0011、0024的 5株 O4:K42血清型菌株相似性均
在 80%以下，存在较大基因型差异。
2.3 毒力基因检测 对 14株 O4群副溶血弧菌菌株
携带的耐热溶血素基因 tdh、耐热相关溶血素基因 trh
和不耐热性溶血毒素 tlh基因进行荧光 PCR检测。结
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果 14株副溶血弧菌均为 tlh+tdh- trh-，如图 3，tlh基因
检出率为 100%，提示样本只进行 tdh 和 trh 基因检
测，都会出现漏检，尤其是来自环境的样本。
3 讨论
针对目前副溶血弧菌如此高的感染率，采取有效

的检验技术，及时对传染源进行检测和控制，有利于

预防和减少副溶血弧菌引起的腹泻。目前副溶血弧菌
的检测方法主要是分离培养、生化鉴定、血清分型传
统技术，荧光 PCR技术主要应用在对 tdh、trh两个主
要毒力基因检测中，针对 tlh基因检测少见报道。有研
究认为 tlh是有广泛种属特异性的基因，副溶血弧菌
产生的不耐热性溶血毒素（tlh）是其主要的毒素之
一[8]，提示样本只进行 tdh和 trh基因检测，都会漏检，
尤其是来自环境的样本。副溶血弧菌均携带 tlh基因
和国外文献报道 trh来自临床及环境中副溶血弧菌检
出率均不高与本实验检测结果相吻合。近几年深圳地
区腹泻病副溶血弧菌临床分离株主要是 tdh+、trh- 菌
株，占 93%，少数菌株为 tdh和 trh双阳性和 tdh和 trh
双阴性菌株[9]。日本学者研究来自海产品及海水的副
溶血弧菌菌株仅 1%tdh阳性，提示 tdh在环境来源的
副溶血弧菌中检出率不高[10]。tdh基因家族广泛存在
于人类致病性弧菌中，如大多数霍利斯弧菌，某些拟

态弧菌，非 O1群霍乱弧菌等，tdh相关基因同源性约
93%～96%，提示 tdh基因检测并不一定是副溶血弧
菌[11，12]。PFGE分子分型是从基因水平对菌株进行型别
区分，该方法被认为是细菌分子分型的金标准，可以

快速将来自食品和病人的细菌 PFGE结果进行比较，
追查相关食品源头。PFGE分子分型聚类分析显示从
食品中分离的副溶血弧菌相同血清型菌株之间图谱

均存在明显差异，显示污染食品分离株则多为遗传不

相关菌株。感染性腹泻病人中分离出的主要血清型是
O3:K6、其次是 O4:K8、O1:K5 和 O3:K29，优势菌非常
明显。与食品中分离的主要血清型截然不同，基本不
相关。2010年深圳市 CDC和 7区 CDC在食品中共分
离出 159株副溶血弧菌，分别来自下列 5类生鲜食
品：淡水鱼 49株、海水鱼 39株、软体类 34株、蓄肉类
24株、禽肉类 13株。经过血清学分析，共计 46个血清
型，型别多而杂，而且 O抗原凝集、K抗原不凝集的占
较高比例，即使用酸处理，还有部分不能分到型。另
外，从环境中分离的 O3:K6型，到目前为止没发现有
携带 TDH基因菌株，而且从环境中分离副溶血弧菌
非常容易，一份样品有时可分离到几个型别的菌株，

但诊断血清价格昂贵，工作量大。因此发现环境中副
溶血弧菌与食物中毒病人相关联的菌株，需要改进检

验方法，扩大可疑菌落鉴定范围或从菌株基因变异方

面加以研究。
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