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论著
创伤弧菌 !D*<57* ?2(/间区变形梯度凝胶电泳多态性分析

张晶!周勇!陶霞!吴新伟
!广州市疾病预防控制中心微生物检验科"广东$广州$8!6##6$

摘$要!目的$建立创伤弧菌基因分型的新方法!了解创伤弧菌的分子特征% 方法$应用 =%.<变形梯度凝胶电

泳#=%.<244)$技术对创伤弧菌的 !D*<57* ?2(/间区#!D*<57* ?2(/BCQM?JMCBZT[FZM??MJBKCT!’*.$多态性进行分

析比较!结合药敏试验!以进一步验证分离菌株之间的亲缘关系% 结果$’*.<=%.将创伤弧菌菌株扩增出 # 条约
"66"b86"D86"886 P[ 大小不同的条带&同时!创伤弧菌的 ’*.<244)序列表现出明显的株间差异!!E 株共产生了 !D

种不同的指纹图谱&聚类分析将所有的细菌分为两大类!相似性分别为 69D8 和 69b!&亲缘关系较近的菌株具有不

同于关系较远的菌株的耐药谱!与 ’*.<244)指纹图谱分析相一致% 结论$这种分子操作技术完全能够用于创伤

弧菌株型的调查与鉴定!为创伤弧菌的基因分型提供了一种新的方法%

关键词!创伤弧菌& !D*<57* ?2(/间区& =%.<变形梯度凝胶电脉& 基因分型& 致病菌& 食品安全
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$$创伤弧菌"!’-#’;>)(1’?’&)*#是一种嗜温(嗜盐(嗜
碱型革兰氏阴性海洋致病菌$能引起人类急性胃肠
炎(坏疽性伤口感染及败血症$感染病例起病急(进展
快(致残率和致死率高$是一种临床少见而又极具致
命性的致病菌$在食品公共卫生上具有重要防范意
义)! g5* $因此在暴发调查中需要利用实验室分型技术
揭示创伤弧菌的流行病学规律$预防和控制其引发的
疾病$研究创伤弧菌的种内多样性并对种内进行分
型$确定传染源和传播途径’ =%.<变形梯度凝胶电
泳"=%.<244)#$能将分子量相同而单一碱基序列有

差异的 2(/片段很好的区分出来$显示出 =%.扩增
2(/的多态性$为分子遗传分析提供快速(直观(相
对简单且结果稳定的强有力工具’ 本研究应用 =%.<
244)技术对创伤弧菌的 !D*<57* ?2(/间区"!D*<
57* ?2(/BCQM?JMCBZT[FZM??MJBKCT$’*.#多态性进行
分析比较$结合药敏试验$进一步验证分离菌株之间
的亲缘关系’ 此种分子操作技术能够用于创伤弧菌
株型的调查与鉴定$本研究结果亦可为创伤弧菌的基
因分型新技术的应用提供研究基础’

!$材料与方法
!9!$材料
!9!9!$试验菌株

创伤弧菌由本实验室自海产品中分离保存$采用



创伤弧菌 !D*<57* ?2(/间区变形梯度凝胶电泳多态性分析!!!张晶$等 !56b$$ !

脑心浸液培养基于恒温培养摇床中 7b c$!86 ?@ABC
培养 5# G’

表 !$菌株来源
:FPWM!$*KH?ZMKR!E !’-#’;>)(1’?’&)*TQ?FBCT

$编号 样品 采集地

TY! 三文鱼刺身 从化水产市场

TY5 海脘刺身 从化水产市场

TY7 麻虾刺身 从化水产市场

TY# 北极贝刺身 从化水产市场

TY8 海鲫鱼 南沙水产市场

TYD 牡蛎 黄沙水产市场

TYb 海虾 黄沙水产市场
TYE 甜虾 黄沙水产市场
TY" 象拔蚌 黄沙水产市场
TY!6 蝴蝶贝 黄沙水产市场
TY!! 牡蛎 黄沙水产市场
TY!5 牡蛎 黄沙水产市场
TY!7 章鱼 黄沙水产市场
TY!# 鱿鱼 黄沙水产市场
TY!8 北极贝刺身 黄沙水产市场
TY!D 标准菌株"/:%%5b8D5# 北京世纪奥科生物技术有限公司
TY!b 海脘刺身 南沙水产市场
TY!E 牡蛎 南沙水产市场

!9!95$主要仪器与试剂
V<&平板(,;,’2药敏纸片"均购自广州千江

生物科技有限公司#$=%.:FNVB\"!66 P[ VFUM?$上
海英韦创津生物公司#’
!95$方法
!959!$模板 2(/的制备

取 !98 AW菌液$# 666 ?@ABC 离心 8 ABC$弃上清
液$用 86 !W无菌水重悬$!66 c水浴裂解 !6 ABC$冰
上保存 !6 ABC$E 666 ?@ABC 离心 !6 ABC$取上清液
备用’
!9595$’*.引物设计及 =%.扩增

根据苏婷等 )7*的报道$使用带一段 4%夹"划线
部分 # 的 n’(:基因引物 )#* %JZ<n’(:1% 8 .<%%%4
%%4%4%4%44%444%4444%44444%/%4444:4
444:4//4:%:4//%//44<7 .& n’(:.% 8 .<:%%:
:%/:%4%%:%:4/%:4<7.作为创伤弧菌的 ’*.特异
性检测引物$由上海英韦创津生物公司合成’ =%.
反应体系%=%.:FNVB\58 !W$引物各 ! !W"终浓度
! !AKW@0#$2(/模板 5 !W$最后加无菌去离子水补
足至 86 !W’ =%.反应条件%"# c # ABC&"# c 86 T$
88 c ! ABC$b5 c "6 T$7# 个循环&b5 c E ABC’
=%.产物用 !e的琼脂糖电泳检测$凝胶成像系统
成像并拍照’
!9597$=%.产物的 244)

采用 XBK<.FS 公司的通用突变检测系统对 =%.
产物进行分析’ 扩增产物所用的变性梯度凝胶电
泳"244)#条件%=%.产物上样量 !8 !W$聚丙烯酰

胺浓度为 Ee$变性梯度 #6ed86e "!66e的变性
剂浓度为 b AKW@0尿素和 #6e去离子甲酰胺 #$
!86 n$D6 c$D G$电泳缓冲液 ! h:/)$电泳结束后
用 698 !J@AW溴化乙锭染色 56 ABC$XBK<.FS 公司凝
胶成像系统"4MW2KZ5666:V#拍照’
!959#$聚类分析图

对 =%.产物的 244)指纹图谱进行统计$有条
带计为+!,$无条带计为+6,$用 V)4/59! 软件中
的 -=4V/程序进行聚类分析$作出聚类分析树
状图’
!9598$药敏试验

取新鲜培养的创伤弧菌菌液各 !66 !W涂布 V<
&平板$用 ,;,’2药敏纸片分配器取 !5 种药敏纸
片贴于琼脂表面$包括氨苄西林 !6 !J(头孢曲松
76 !J(环丙沙星 8 !J(氯霉素 76 !J(阿米卡星
76 !J(复方新诺明 58 !J(庆大霉素 !6 !J(萘啶酸
76 !J(磺胺复合物 766 !J(链霉素 !6 !J(四环素
76 !J(甲氧苄氨嘧啶 8 !J$7b c培养 56 G$测量抑
菌圈的大小$覆盖敏感(中敏(耐药判读标准’

5$结果
59!$’*.=%.电泳图谱分析

由 ’*.=%.电泳图谱"见图 !#可知%!E 株细菌
均能扩增出至少 # 条约 "66(b86(D86(886 P[ 大小不
同的条带$TY!5(TY!7(TY!#(TY!8(TY!D 还能扩增出第 8
条条带$大约 ! #66 P[ 左右$表明创伤弧菌菌株间’*.
带谱具有差异性&并且同一菌株间不同条带的亮度不
同$说明各区间在菌株内部的拷贝数可能不同)8* ’

图 !$’*.=%.电泳图谱
1BJH?M!$’*.=%.RBCJM?[?BCQTKR!6 !’-#’;

>)(1’?’&)*TQ?FBCT

595$=%.产物的 244)图谱
经 244)电泳后的 2(/带型发生了变化 "见

图 5#$可见 !E 株细菌具有不同的 244)图谱特征$
归纳 !E 株细菌的 244)条带$共产生 !E 个多态性
位点$相对应为 ! d!E 号条带$其中 ! 号条带距离点
样孔最近$结果表明 !E 个样品分别分离出 D d!! 条
条带$其中 !E 号条带为 TYb 特有$! 号条带最为常
见$!E 株细菌中的每一株均包含此条带’ 琼脂糖电
泳分离出的分子量相同的条带$在 244)电泳图中
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进一步分离出更丰富的指纹图谱$并且不同的菌株
条带的数量及相对位置亦不尽相同$可能是由于个

别碱基替代或缺失所致’ !E 株共产生了 !7 种不同
的指纹图谱’

图 5$’*.=%.产物 244)电泳图谱
1BJH?M5$244)RBCJM?[?BCQTKR’*.=%.[?KSHZQT

597$聚类树状图谱分析
对 !E 株创伤弧菌的 ’*.=%.产物 244)图谱

进行统计$根据 V)4/59! 软件中的 -=4V/程序
聚类分析$得到具有多级分支的复杂遗传关系图
"见图 7#$提示菌株间具有不同的亲缘关系’ !E 株
创伤弧菌可分为 5 个大的分支$其中 TYD(TY!!(TY!5
聚为一类$相似性为 69b!&其余菌株聚为一类$相似
性为 69D8&在 69b5 处再次分支$TY!(TY!6(TY!8(TY!D(
TY!b(TY!E 聚为一类$TY5(TY7(TY#(TY8(TYb(TY" 聚为一
类$TYE(TY!7(TY!# 聚为另一类相同的菌株’

图 7$创伤弧菌的 -=4V/聚类分析结果
1BJH?M7$-=4V/ZWHTQM?BCJFCFWLTBTKR!’-#’;>)(1’?’&)*

用 *=** !D96 软件计算各菌株间的遗传距离$

遗传距离最大达到 !!96$最小为 6$与遗传树状图结
果相符"见表 5#’
59#$药敏试验结果

受检的 !E 株创伤弧菌具有不同程度的耐药性$

在检测的 !5 种药物中$头孢曲松(环丙沙星(氯霉
素(复方新诺明(磺胺复合物 8 种药的敏感率为
!66e$氨苄西林的耐药率最高$超过 E6e$仅菌株
TYD(TY!!(TY!5 呈中度敏感$并且甲氧苄氨嘧啶只有
TYD(TY!!(TY!5 为耐药菌株’

7$讨论
近几年发展起来的 !D*<57* ?2(/间区 =%.<

244)技术是基于 ’*.高可变性的 2(/指纹技术’
244)技术最早是由 1BTGM?和 0M?AFC 创立的$利用
2(/分子双螺旋局部变性时电泳迁移率下降$将分
子量相同而碱基序列不同的双链 2(/片段区分开’
当双链 2(/某一区域首先解链$与其只有一个碱基
之差的另一条链就有不同的解链变性剂浓度$用不
同浓度的变性剂就可将此双链 2(/区分$同时产生
的两条单链由于 4%夹结构而不能完全分离$而由
引物与模板形成的 4%夹可以增加模板与引物的结
合率导致扩增效率的增加 )D gb* ’ 该技术与 =%.技
术结合后具有较强的分析鉴定能力$可检测单一碱
基的变化和 2(/的多态性$被广泛用于基因突变的
检测和物种的鉴定’ 例如转基因小麦田土壤细
菌 )E* (副溶血弧菌 )7* (溶藻弧菌 )"* (河流弧菌 )!6*等’
566! 年 XHZGFC 等 )!!*首次用 ’*.=%.<244)对大肠
杆菌’*.多态性进行分析$566E 年谢珍玉等 )!5*应用
=%.<244)技术对溶藻弧菌的 !D* ?2(/与 57*
?2(/的’*.多态性进行了分析$相同的菌株只能产



创伤弧菌 !D*<57* ?2(/间区变形梯度凝胶电泳多态性分析!!!张晶$等 !56"$$ !

$$ 表 5$!E 株创伤弧菌遗传距离比较
:FPWM5$%KA[F?BTKC KRJMCMQBZSBTQFCZMFAKCJ!E !’-#’;>)(1’?’&)*TQ?FBCT

编号 TY! TY5 TY7 TY# TY8 TYD TYb TYE TY" TY!6 TY!! TY!5 TY!7 TY!# TY!8 TY!D TY!b TY!E

TY! 69666

TY5 "9666 69666

TY7 "9666 69666 69666

TY# "9666 59666 59666 69666

TY8 "9666 69666 69666 59666 69666

TYD !69666 89666 89666 79666 89666 69666

TYb E9666 89666 89666 89666 89666 E9666 69666

TYE !!9666 E9666 E9666 !69666 E9666 !!9666 b9666 69666

TY" E9666 79666 79666 89666 79666 E9666 59666 89666 69666

TY!6 D9666 b9666 b9666 b9666 b9666 E9666 E9666 "9666 E9666 69666

TY!! b9666 E9666 E9666 E9666 E9666 89666 "9666 !69666 "9666 b9666 69666

TY!5 !69666 89666 89666 b9666 89666 D9666 !69666 "9666 E9666 E9666 89666 69666

TY!7 E9666 89666 89666 b9666 89666 E9666 D9666 89666 #9666 !69666 !!9666 !69666 69666

TY!# E9666 89666 89666 b9666 89666 E9666 D9666 89666 #9666 !69666 !!9666 !69666 69666 69666

TY!8 89666 D9666 D9666 D9666 D9666 b9666 b9666 E9666 b9666 b9666 !69666 !!9666 79666 79666 69666

TY!D 89666 D9666 D9666 D9666 D9666 b9666 b9666 E9666 b9666 b9666 !69666 !!9666 79666 79666 69666 69666

TY!b #9666 b9666 b9666 b9666 b9666 E9666 E9666 "9666 E9666 #9666 b9666 !69666 D9666 D9666 79666 79666 69666

TY!E #9666 b9666 b9666 b9666 b9666 E9666 E9666 "9666 E9666 #9666 b9666 !69666 D9666 D9666 79666 79666 69666 69666

生唯一的 ’*.<244)指纹图谱$表明这种分子操作
技术完全能够用于菌株的调查与鉴定$展示了新技
术的优越性’ 本研究正是利用 ’*.的高可变性研究
创伤弧菌的种内基因分型’

目前用于细菌多态性分析的分子生物学方法
很多$如脉冲场凝胶电泳"=14)#(随机扩增片段长
度多态性分析 "./=2#(多位点序列分析 "V0*:#
等’ 这几种方法均有很强的可比性和高度分型能
力$对于细菌的同源性分析有指导意义$然而这些
技术也存在着成本昂贵(技术要求高(耗时长(很难
在基层开展和实行’

基于创伤弧菌 !D* ?2(/与 57* ?2(/的’*.多
态性进行分析的 =%.<244)技术简单直观地展现
了创伤弧菌 ’*.间区数量和序列的丰富多样性$具
有很高的分辨率$结果收集和分析不受主观影响$
重复性好$操作简单$输出结果量化$成本低$对于
短期内爆发流行病大量标本的处理具有更大优势$
完全可以成为分型鉴定的一线工具’

由 ’*.=%.电泳图谱可知$创伤弧菌的 ’*.共
扩增出 8 种大小不同的条带$分子量在 886 d
! #66 P[之间$并且同一菌株间不同条带的亮度不
同$说明各区间在菌株内部的拷贝数可能不同$886
和 D86 P[ 的条带占优势’ 而琼脂糖电泳分离出的
分子量相同的条带$在 244)电泳图中进一步分离
出更丰富的指纹图谱$!E 株细菌产生 !E 个多态性
位点(!7 种不同的指纹图谱$并且不同的菌株条带
的数量及相对位置亦不尽相同$可能是由于个别碱
基替代或缺失所致’ 聚类分析表明 !E 株细菌形成
具有多级分支的复杂树状图$将所有的细菌分为两

大类$相似性为 69D8(69b!$其中 TYD(TY!!(TY!5 聚为
一类$其余归为另一类谱型相近的菌株’ 药敏结果
表明 TYD(TY!!(TY!5 与其他株细菌的耐药谱有所不
同$提示 ’*.<244)指纹图谱分析与药敏试验有很
好的相关性$推测这三株细菌可能具有相同的来
源$溯源后$发现这三株细菌均来自 56!! 年自黄沙
水产市场采购的牡蛎$这对于研究创伤弧菌的种内
多样性并对种内进行分型$确定传染源和传播途径
尤为重要’
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