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摘"要!目的"了解成都市不同种类的海产品中副溶血性弧菌的污染程度%耐药情况%毒力基因分布%基因分型情

况!为成都市食源性副溶血性弧菌流行及其风险评估提供基础数据" 方法"参照 [*8)&%@)+9#!3,食品安全国家

标准 食品微生物学检验 副溶血性弧菌检验-!从不同种类的海产品中分离副溶血性弧菌疑似菌株!通过生化试验

及 !$- KdB/测序进行准确鉴定&采用纸片扩散法对分离株进行药敏试验!通过聚合酶链式反应#4’;$检测与其致

病性相关的 9 个毒力基因!对分离株进行多位点序列分型分析" 结果"从采集的 3&# 份海产品中共 !#8 份样品检

出副溶血性弧菌!总检出率为 9)@87" 药敏试验表明!%)@!7# !#!,!#8$的分离株具有耐药性!其中对氨苄西林的

耐药率最高#%(@97!%%,!#8$" 分离株 7@= 基因携带率为 !9@(7#!3,!#8$!7A= 基因携带率为 !@#7#!,!#8$&!#8 株

分离株共分为 3& 个 -6型!其中 -6!&#!%-63%9%-68!3 型分离率较高!分离株未出现流行克隆群" 结论"流通过程

中不同种类海产品副溶血性弧菌污染率%耐药情况%毒力基因分布存在差异!可能与养殖环境%运输条件等有关"
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""副溶血性弧菌 #0;F@;9G>@>=>DC9:H7;(B5"q4$属
于弧菌属弧菌科"革兰阴性菌"是引起我国食源性
腹泻的主要原因之一"也是全球水产品相关感染性
腹泻的主要原因之一 ) !23* ’

随着人们对日常膳食中营养要求的改变"海产
品成为消费者补充优质蛋白的主要选择之一’ 在
海产品中由副溶血性弧菌引起的食物中毒事件占
据多数"在我国沿海地区消费者因摄入海产品后被
副溶血性弧菌感染的风险逐年增加 ) 82)* ’ 随着我国
物流行业迅速发展"内陆地区的海产品种类及数量
不断增多"感染副溶血性弧菌的风险提升"对公共
健康产生一定影响"但是非沿海城市的检测及研究
相对较少 ) &* ’ 近些年由于抗生素在水产养殖以及
医疗行业的广泛运用"使得副溶血性弧菌的耐药性
增加"对食品安全的把控无疑是较大的挑战’

本研究旨在调查成都市海产品中副溶血性弧
菌的污染及耐药情况"并对其毒力基因的携带情况
进行检测"采用多位点序列分型 #0+-6$分析其遗
传多样性"从遗传进化的角度分析不同 -6型菌株
之间的差异"为研究副溶血性弧菌的传播及该类食
品安全风险评估提供基础数据"并对海产品加工(

销售等提出有利建议’

!"材料与方法
!@!"材料
!@!@!"样品和菌株来源

9#!& 年 % 月!9#!% 年 $ 月在成都市水产市场(

超市水产区随机采集不同种类海产品 3&# 份"每份
大于 !## M"采集的海产品中包括文蛤(花蛤(蛏子(

对虾(青蟹’ 采集的样品装入样品袋后放入冰盒"

并在当天运回实验室进行处理’ 从样品采集至分
离株鉴定共需 ( S"后续试验则分批次陆续进行’

质控菌株为大肠埃希菌#$5(=D@;(=;> (9:;"/6’’
9(%99$"由四川农业大学动物医学院提供’

!@!@9"主要仪器与试剂
6!## 6:QKAHJ’WEJQK聚合酶链式反应#4’;$扩

增仪([QJdLE];s凝胶成像系统(-5*2’G++[6水
平电泳槽(4LPQK_HE51I‘QKOHJ!$82(#)# 电泳仪均购
自美国 *IL2;HS"-\2’V29.d洁净工作台"电热恒温
培养箱"+G[GBd0X’;<9!;离心机’

硫代硫酸盐柠檬酸盐胆盐蔗糖琼脂培养基
#6’*-$(0RQJJQK2TI1>L1 #02T$肉汤(胰蛋白胨(琼
脂均购自北京索莱宝生物科技有限公司"胰蛋白胨
大豆肉汤培养基#6-*$(副溶血性弧菌生化鉴定管
均购自青岛海博生物技术有限公司"d+29### dB/
0HKaQK([LJS‘IQP核酸染料均购自宝生物工程 #大
连$有限公司"!@!e63 -R_QK4’;0Ic(9e6( -R_QK
4’;0Ic#’LJL1W$(琼脂糖均购自成都擎科梓熙生
物技术有限公司"细菌 dB/提取试剂盒 #美国
<0G[/$"氯化钠’ 氨苄西林#/04"!# "M,片$(头
孢唑啉#ZY"3# "M,片$(头孢噻吩#Z."3# "M,片$(

庆大霉素#[GB"!# "M,片$(阿米卡星#/Z"3# "M,片$(

阿莫西林 #/0+" 9# "M,片 $( 头孢呋辛 #’]0"
3# "M,片$(头孢吡肟 #.G4"3# "M,片$(环丙沙星
#’X4"( "M,片$(氧氟沙星 #<.+]"( "M,片$(复方
新 诺 明 # -]6" !@9( "M,片 $( 四 环 素 # 6G6"
3# "M,片$(氯霉素 #’"3# "M,片$均购自杭州微生
物试剂有限公司’ 本试验所用引物合成及测序均
由成都擎科梓熙生物技术有限公司完成’
!@9"方法
!@9@!"菌株分离纯化

参照 [*8)&%@)!9#!3-食品安全国家标准 食
品微生物学检验 副溶血性弧菌检验. ) %*的方法对样
品进行处理(增菌(分离纯化’ 用无菌接种环蘸取增
菌液划线接种于 6’*- 平板"在培养箱中#3$m!$ g

培养 !&f98 :"挑取圆形绿色可疑单菌落接种于 37

氯化钠胰蛋白胨大豆琼脂平板进行纯化"在培养箱
中#3$m!$ g培养 !&f98 :’
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!@9@9"分子生物学及生化反应鉴定
分子生物学鉴定%dB/提取采用细菌 dB/提

取试剂盒"按照说明书对分离株进行 dB/提取"提
取的 dB/模板于h9# g保存’ 对分离株进行 !$-
KdB/扩增"使用常用的 9).(!8%9;引物对"最后对
扩增产物进行测序’ 4’;反应体系# 9( "J$%9e6(
-R_QK4’; 0Ic#’LJL1W$ !9@( "J" 上下游引物
#!# "ALJ,+$各 ! "J"dB/模板 9 "J"灭菌超纯水补
齐体系’ 扩增程序%%& g预变性 3 AI1&%& g变性
3# O"(( g退火 3# O")9 g延伸 3# O"3( 个循环&
)9 g延伸 ( AI1"8 g保存’

生化反应鉴定%参照 [*8)&%@)!9#!3) %*的方
法"对分离株进行革兰镜检及生化鉴定"并按标准
判定’
!@9@3"药敏试验

根据美国临床和实验室标准协会 #’+-X$中纸
片扩散法#Z2*法$ ) !#*对分离株进行 !3 种常用抗生
素敏感性测试"用大肠埃希菌#/6’’9(%99$作为质
控菌株’ 在培养箱中#3$m!$g培养 !$f!& : 内记
录不同抗生素产生的抑菌圈直径"并使用 ’+-X相关
标准 ) !#*对测量结果进行判定"判定为耐药 #;$(中
介#X$(敏感#-$’
!@9@8"毒力基因检测

参考文献 ) !!2!9*中对 7A=(7@= 基因的扩增序
列"见表 !’ 对阳性扩增的分离株进行 3 次重复扩
增"过程中随机抽取扩增产物进行测序(比对"扩增
过程设置阴性对照’ 4’;反应体系# 9# "J$%!e63
-R_QK4’;0Ic!) "J"上下游引物各 ! "J"dB/模板
! "J’ 扩增程序%%& g预变性 3 AI1&%& g变性!( O"
$9 g退火 !( O")9 g延伸 !( O"3( 个循环&)9 g延
伸 ( AI1"8 g保存’ 4’;产物于 !7琼脂糖凝胶电
泳 9# AI1 后"凝胶成像系统分析’

表 !"7A=(7@= 引物序列及长度

6ĤJQ!"7A="7@= _KIAQKOQiRQ1EQOH1S JQ1M>:

目的
基因

引物序列#(k23k$
目标长
度 ,̂_

参考
来源

7A=

7@=

.% 6’’’6666’’6[’’’’’
;% ’’/’6/’’/’6’6’/6/6[’
.% 66[[’66’[/6/6666’/[6/6’6
;% ’/6//’///’/6/6[’’’/666’’[

9$%

(##
)!!2!9*

!@9@("0+-6
本研究参考 4R^0+-6数据库# :>>_O%,,_R^AJO>D

LKM,$中提供的副溶血性弧菌七对管家基因 #@D()(
3H@%(A6>$(A7A"(G67)(GH@*(76>)$的扩増引物序列’
4’;反应体系#9# "J$%!e63 -R_QK4’;0Ic!) "J"

上下游引物各 ! "J"dB/模板 ! "J’ 4’;产物于
!7琼脂糖凝胶电泳 9# AI1 后"凝胶成像系统分析"

最后将 4’;产物纯化后进行测序’

9"结果
9@!"副溶血性弧菌分离情况

结合 !$- KdB/测序(镜检及生化结果"3&# 份
海产品中共 !#8 份样品检出副溶血性弧菌"总检出
率为 9)@87"每份样品分离纯化 ! 株分离株"共
!#8 株"其中有 %% 株测序结果和生化结果一致"其
余 ( 株重复试验后"根据 [*8)&%@)!9#!3) %*结果
判定为副溶血性弧菌’ 青蟹样品检出率最高
#(#@#7$"花蛤样品检出率最低#!!@&7$"见表 9’

表 9"不同种类海产品副溶血性弧菌的污染情况

6ĤJQ9"’L1>HAI1H>IL1 LF0;F@;9G>@>=>DC9:H7;(B5

I1 SIFFQKQ1>OQHFLLS
海产品 检测样品份数 检出样品份数#检出率,7$
对虾 !9# ($#8$@)$
蛏子 (! !(#9%@8$
文蛤 &) !!#!9@$$
花蛤 !#9 !9#!!@&$
青蟹 9# !##(#@#$
合计 3&# !#8#9)@8$

9@9"副溶血性弧菌分离株药敏试验
!#8 株副溶血性弧菌分离株对 !3 种常见抗生

素的耐药情况见图 !"%)@!7#!#!,!#8$的菌株具有
耐药性’ 分离株对 /04的耐药率最高 # %(@97"
%%,!#8 $" 其 次 为 /0+# )$@%7" &#,!#8 $ 和 Z.
# 3(@$7" 3),!#8 $’ 耐药表型中 /0+2/04( Z.2
/04(/0+2/042Z.占 比 较 高" 分 别 为 )$@#7
#)%,!#8$(3(@$7# 3),!#8$( 38@$7# 3$,!#8$’ 多
重耐药菌株占 )@)7#&,!#8$"其中耐 3 类抗生素的
占 (@&7 # $,!#8 $" 耐 8 类 抗 生 素 的 占 !@%7
#9,!#8$’ !#8 株分离株中耐第一代头孢#Z.(ZY$
占 3(@$7#3),!#8$"耐第二代头孢#’]0$占 9!@97
# 99,!#8 $" 耐 第 四 代 头 孢 # .G4$ 占 !3@(7
#!8,!#8$’

图 !"海产品中副溶血性弧菌的耐药情况
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9@3"副溶血性弧菌分离株毒力基因检测
!#8 株副溶血性弧菌分离株中毒力基因 7A=(7@=

的检出率分别为 !@#7# !,!#8$(!9@(7# !3,!#8$"
7@= 基因检出率相对较高’ 7A=s7@=&的菌株分离自对
虾"7A=&7@=s的菌株分离自对虾#(3@&7"),!3$(花蛤
#3&@(7"(,!3$和蛏子 # )@)7"!,!3$"其中对虾中
毒力基因检出率最高 #)@)7"&,!#8$"蛏子检出率
最低#!@#7"!,!#8$’
9@8"副溶血性弧菌分离株 0+-6

本研究以 4R^0+-6数据库 # :>>_O%,,_R^AJO>D
LKM,$中提供的副溶血性弧菌七对管家基因 #@D()(

3H@%(A6>$( A7A"(G67)(GH@*(76>)$为靶基因"通过
4’;扩增(产物测序以及数据库比对后获得相对应
的等位基因谱和 -6型’ !#8 株副溶血性弧菌有
% 株未完全匹配"已提交数据库"其余菌株共分为
3& 个-6型"包括了 3& 个单体"无流行克隆群出现"
显示出一定的遗传多样性’ 其中 -6!&#! # !9@(7"
!3,!#8$( -63%9 # !!@(7" !9,!#8 $( -68!3 # %@$7"
!#,!#8$型分离率较高’ 相同 -6型可在不同批次(
不同种类的样品中分离"不同 -6型之间的遗传亲
缘关系见图 9’

注%/菌株数,来源0中数字表示菌株数"字母 ’(d(p(\(T分别表示蛏子(对虾(青蟹(文蛤(花蛤

图 9"3& 个 -6型中 ) 个管家基因序列连接构建的进化树
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3"讨论
本研究结果中出现 !$- KdB/测序结果与生化

结果不一致"可能是弧菌属部分菌株的种间差异较
小所致’ 本研究分析了成都市不同种类海产品中
副溶血 性弧菌 的总体污染情况" 总检 出 率 为
9)@87"与;<*G;624X++<6等 ) !3*#3!@!7$和’<+U

等 ) !8*#3#@!7$的结果较为一致"高于 Z;XG0等 ) !(*

# &@87$ 的 报 道" 低 于 4/;6T/-/;/6TU 等 ) !$*

#$(@&)7$的报道’ 检出率的差异可能与生长环
境(体内富集情况(捕捞后处理方式(运输方式(样
品新鲜度等有关"一般情况下近海地区副溶血性弧
菌检出率比内陆地区高’ 由于冷链运输的快速发
展"货物运送时间大幅缩短"非沿海地区海产品的
种类(数量和新鲜度均有所提升"导致内陆地区副
溶血性弧菌的流行变得较为广泛’



成都市海产品中副溶血性弧菌耐药特征及多位点序列分型!!!尤祯丹"等 ! !%""" !

药敏试验结果表明"分离菌株对 /04(/0+以
及第一代头孢 #Z.和 ZY$耐药性较严重"与 6;/
等 ) !)*的报道较为一致’ 目前国内外研究中副溶血
性弧菌对青霉素类(第一代头孢类抗生素耐药性较
高’ 海产品中耐药情况不同可能与养殖用药(养殖
水域(运输过程中的交叉污染等有关’ 多重耐药率
不同地区会存在一定差异"相关部门应加强监测各
地耐药情况’

毒力基因检测结果表明"7@= 基因检出率相对较
高"7A= 基因检出率较低"所采集的对虾比其他种类
海产品的毒力基因检出率高’ 对虾中两种毒力基
因检测率较高可能与其采样量相对较多有关’ 一
般情况下 7A= 基因在食用海产品后腹泻患者的临床
标本中检出率较高 ) !&2!%* ’ 目前副溶血性弧菌的致
病机制在不断探索中"切不可忽视其致病作用 ) 9#* ’

0+-6是一种从分子生物学角度对致病菌分型
的方法"具有较高的分辨能力"可作为国际间菌株
比较的工具 ) 9!* ’ 本研究中分离株分为 3& 个 -6型"
无大克隆群出现"显示出一定的遗传多样性’ 相同
-6型分离株耐药情况存在不同程度的差异"可能与
细菌在不同环境中基因交换等有关 ) !%* ’ 由于致病
性较强的副溶血性弧菌对公共健康及食品安全存
在一定威胁"因此"海产品加工企业及销售加工地
点改善处理环境(确认食品成熟度等至关重要"同
时消费者应尽量避免生食"相关部门应加强监督"
确保食品安全’
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)!#*"’JI1IEHJH1S +ĤLKH>LKW->H1SHKSOX1O>I>R>QD08(2/AQ>:LSOFLK

H1>IAIEKL̂IHJ SIJR>IL1 H1S SIOa OROEQ_>ÎIJI>W >QO>I1M LF
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