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间的遗传关系"OD8G分型技术能展现菌株之间的
遗传关系"但对于反映类似 $#90 基因的插入或缺失
时常常不够灵敏"因此以 OS3和 OD8G的结合来反
映 gO的流行状况不失为一种可行的手段’
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0 起副溶血性弧菌食物中毒分子流行病学特征分析

刘丽萍!!徐岚!!李薇薇#!裴晓燕#!郭云昌#

!!$镇江市疾病预防控制中心"江苏 镇江"#!#%%%# #$国家食品安全风险评估中心"北京"!%%%#!$

摘"要!目的"调查并分析镇江及周边部分地区 0 起副溶血性弧菌食物中毒的分子流行病学特征" 方法"对经
4Od生化鉴定的 ,% 株副溶血性弧菌进行毒力基因#8,* 和 8#*$及功能基因#8$<=>/:9Q和 $#90$测定’血清学分型和

脉冲场凝胶电泳#OD8G$分型" 结果"8,* 阳性率为 0(-%.#&,/,%$!8#* 阳性率为 (-%.##/,%$!8$<=>/:9Q阳性率

为 (%-%.##%/,%$!$#90 阳性率为 ,#-(.#!+/,%$%血清型以 _&mf’为主%OD8G分型显示 4)i群间相似度 e0%."

结论"镇江及周边部分地区 0 起食物中毒事件中的副溶血性弧菌主要为 _&mf’大流行克隆!且具有高度同源性"
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""副溶血性弧菌 $:.4#.$-’#’*’"%$/+8.1;("gO%
是一种存在于海水产品中的革兰阴性嗜盐弧菌"
感染者多出现发热(呕吐(腹泻等胃肠炎症状 ) ! * ’
我国食源性疾病监测网数据显示"gO食物中毒
高居沿海沿江省份微生物食源性疾病首位 ) # * ’
镇江地处我国东部沿海(长江下游南岸"近 ( 年
食源性疾病监测网数据显示"该地区水产品中
gO检出率高达 (%.以上"居江苏省之首 ) & * ’ 因
此"收集该地区及周边地区食物中毒事件中的
gO菌株并开展分子流行病学特征研究"可为追
踪 gO传播的源头和采取控制措施提供依据’ 本
文主要对镇江及周边部分地区 0 起食物中毒事
件中分离的 ,% 株 gO进行了毒力基因 $8,* 和
8#*%及功能基因$8$<=>/:9Q($#90 %测定(血清学分
型和脉冲场凝胶电泳$OD8G%分型’

!"材料与方法
!-!"材料
!-!-!"菌株

从镇江及周边部分地区 #%!! 年发生的 0 起食
物中毒事件中采集 ,% 株gO"所有菌株均经 4Od#%G
生化试条鉴定"其中 &( 株来源于患者"( 株来源于
食品’ 鉴定及 OS3试验中的阳性对照菌株为 3d12

##!%’&&’ OD8G试验中相对分子量标准沙门菌
iRC9:P9RBZ 血清型菌株 E*0!#’
!-!-#"仪器与试剂

9ZZ9:PNRL梯度 OS3仪(SEGD5\CZZ9R脉冲场凝
胶电泳仪(89V2N[a3凝胶成像系统(i<N1rR<9B‘
g<T9] 浊度计(水浴恒温振荡器(纯水仪’

4Od#%G及配套试剂$法国梅里埃%(副溶血性
弧菌诊断血清$日本生研公司%(即用型 ?’@酶 OS3
试剂盒$上海捷瑞生物工程有限公司%(脑心浸液肉
汤"脑心浸液琼脂"蛋白酶 f$德国 19R[]%"限制性
内切酶 B4’ "(>9."$美国 ORN\9=C%"S>i$细胞悬
浮液%">f8$ >9C]9\8NVP%琼脂糖"G2X4"XG缓冲
液"!( \V离心管"Gi$溴化乙锭%染液’
!-#"方法
!-#-!"OS3法测定 8,*(8#*(8$<=>/:9Q$8>5OS3%

8,*(8#*(8>5OS3($#90 引物及反应条件见表 !"
引物由生工生物工程 $上海%股份有限公司合成’
OS3扩增在 #( !V反应体系中进行& ! !V274
$(% :=/!V%"!#-( !V# o?’@酶 OS31<‘"引物各
! !V$!% !\NV/!V%"*-( !V灭菌蒸馏水’ 扩增反应
在梯度 OS3上进行"产物经 !.琼脂糖凝胶 *% g电
泳 (% \<: 后在凝胶成像系统中观察结果’ 当 8,* l(
8#* c(8$<=>/:9Ql或 $#90 l时"判定为大流行菌群’

表 !"8,*(8#*(8>5OS3($#90 基因检测引物序列和反应条件
XCYV9!"OS3LNR8,*(8#*(8>5OS3($#90 =9:9U

目的基因 引物 引物序列$(p5&p% 反应条件 产物大小/YZ

8,*),* 8,*3C’ 4X4XSS4X8XX88SX8S4XXS

8,*3=4 XX4XX8XX84X8XXX4S4XXS4444

8#*),* 8#*3C’ 4X8444SX4444SXSX4SXXX8S

8#*3=4 XX44XXXX8X84S4X4S4XXS4X

8$<=>/:9Q)(* 8>5gO! X44X8488X48444S4
8>5gO# 4S8X44S888SSX4S4

$#90 )(* $#905DC 8XXS8S4X4S48XX8488

$#9053Y 448X4S48S48848X848

*, h预变性 # \<:"*, h变性 &% U"(’ h复性 &% U"
+# h延伸 +( U"&% 个循环后 +# h延伸 ( \<:

(&!

*, h预变性 # \<:"*, h变性 &% U"(’ h复性 &% U"
+# h延伸 +( U"&% 个循环后 +# h延伸 ( \<:

((&

*, h预变性 # \<:"*, h变性 &% U",( h复性 &% U"
+# h延伸 +( U"&% 个循环后 +# h延伸 ( \<:

’(!

*, h预变性 # \<:"*, h变性 &% U",( h复性 &% U"
+# h延伸 +( U"&% 个循环后 +# h延伸 ( \<:

+%%

注&DC表示上游引物#3Y表示下游引物

!-#-#"血清学分型
根据日本生研公司的 gO诊断血清$+, 种 f血

清(!! 种 _血清%使用说明书进行血清凝集试验’
f抗原玻片凝集试验&将培养 !’ A 的纯菌制成菌悬
液"用菌悬液与 f血清进行凝集"观察结果"如果不
凝集"将该菌定为 f无法分型$用 f?X表示%"同时
用生理盐水做对照试验’ _抗原玻片凝集试验&将
培养 !’ A 的纯菌制成菌悬液"对菌悬液 !#! h高压

灭菌 ! A", %%% R/\<: 离心 !( \<:$离心半径 0 [\%"
弃上清"用生理盐水洗涤沉淀"离心后用少量生理
盐水将沉淀制成菌悬液"与 _血清进行凝集试验"
如果 _抗原均不凝集"则 _抗原未知’
!-#-&"脉冲场凝胶电泳$OD8G%分型

根据美国 OBVU979T霍乱弧菌 OD8G的标准分型
方法及其优化的方法 )’ c+*进行分型试验’ 挑取适
量培养 !0 A 的新鲜菌落溶于 S>i溶液中制备成透
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光度为 #%.的菌悬液’ 取 #%% !V菌悬液"加入
!% !V蛋白酶 f$#% \=/\V%和 #%% !V溶化的 (’ h
的 >9C]9\8NVP 琼脂糖$!.%"制备胶块’ 用含蛋白
酶 f的细胞裂解液裂解胶块中包被的细菌"分别用
超纯水和 XG缓冲液洗涤’ 然后切取 # \\宽的
OVB="用限制性内切酶 >L<"(% h酶切 , A’ 酶切好
的胶块置于梳子齿上"倒入溶化的 !. >9C]9\8NVP
琼脂糖"制胶’ 使用 SEGD5\CZZ9Ra4型脉冲场凝
胶电泳槽电泳"电泳条件为&VNQ165+0]Y( A<=A
165&*’ ]Y"电泳时间 !* A"起始转换时间 !0 U"终
止电泳时间 &( U’ 电泳后在 ! !=/\V的 Gi溶液中
染色 &% \<:"用超纯水脱色 &% \<:’ 8GJ2_Sa3
凝胶成像系统拍摄图像"图谱导入 i<N7B\9R<[U软
件"以 B4’"酶切的 E*0!# 作为统一的分子量标准
进行校准"确定条带位置’ 用非加权配对算数平均
法$?O814%进行聚类分析"条带位置差异容许度和
优化度分别设为 !-%% 和 %-(%"不同菌株之间的电

泳条带相似系数用 2<[9表示"范围在 % )!%% 之间"
% 表示完全不相关"!%% 表示完全相同"出现不同的
条带即判定为不同的型’

#"结果
#-!"OS3法基因测定

,% 株菌中"8,* 阳性(8#* 阳性(8,* 和 8#* 均阳性
检出率分别为 0(-%.$&,/,%%((-%.$#/,%%((-%.
$#/,%%#8$<=>/:9Q阳性 #% 株 $占 (%-%.%"$#90 阳
性 !+ 株$占 ,#-(.%#大流行菌群$O8%!0 株"其中
8$<=>/:9Q和 $#90 均阳性 * 株"8$<=>/:9Q阳性($#90
阴性 ( 株" 8$<=>/:9Q阴性($#90 阳性 , 株"非大流
行菌群$7O8%## 株"见表 #’
#-#"血清学分型

,% 株菌血清型以 _&mf’为主$&#/,%%$其中 # 株
为食品株%"_!%mf#,(_!mf(’(_!mf?X(_!mf,! 各
! 株", 株菌未能定型$其中 & 株为食品株%"见表 #’

表 #",% 株 gO的流行病学特征表
XCYV9#"GZ<P9\<NVN=KTRC<TUNL,% UTRC<:U

菌株编号 样品类型 8,* 8#* 8$<=>/:9Q $#90 大流行菌群 血清型 OD8G群别 采样地点 采样时间 暴发次数
F@&( 食品 c c l c 7O8 未定型 S群 镇江 #%!!-( !
F@&’ 患者 c c l l 7O8 未定型 S群 镇江 #%!!-( !
F@&+ 患者 l c c l O8 _&mf’ i群 镇江 #%!!-( !
F@&0 患者 l c l l O8 _&mf’ i群 镇江 #%!!-( !
F@&* 患者 l c l c O8 _&mf’ i群 镇江 #%!!-( !
F@,% 患者 c c l l 7O8 _!%&f#, S群 镇江 #%!!-( !
F@,! 患者 l c c c 7O8 _&mf’ i群 镇江 #%!!-( !
F@,# 食品 c c c c 7O8 未定型 4群 镇江 #%!!-+ #
F@,& 食品 c c l l 7O8 未定型 S群 镇江 #%!!-+ #
F@,,"F@,( 患者 l c l l O8 _&mf’ i群 镇江 #%!!-+ #
F@,’ 患者 l c c c 7O8 _&mf’ i群 镇江 #%!!-+ #
F@,+ 患者 l c c c 7O8 _&mf’ 4群 镇江 #%!!-!! &
F@,05F@(% 患者 l c l l O8 _&mf’ 4群 镇江 #%!!-!! &
F@(!5F@(, 患者 l c l c O8 _&mf’ 4群 镇江 #%!!-!! &
F@(( 患者 l l l l 7O8 _&mf’ 4群 镇江 #%!!-!! &
F@(’"F@(+ 患者 l c c c 7O8 _&mf’ 4群 镇江 #%!!-!! &
F@(0 食品 l c l l O8 _&mf’ 4群 镇江 #%!!-!! &
F@(* 食品 l c l l O8 _&mf’ i群 镇江 #%!!-!! &
F@’%"F@’! 患者 l c l l O8 _&mf’ i群 扬州 #%!!-+ ,
F@’# 患者 l c c c 7O8 _&mf’ i群 常熟 #%!!-( (
F@’& 患者 l c c c 7O8 _!mf,! 2群 常熟 #%!!-( (
F@’, 患者 l c c c 7O8 _!mf(’ S群 常熟 #%!!-’ ’
F@’( 患者 l c c c 7O8 _!mf?X 4群 常熟 #%!!-’ ’
F@’’"F@’+ 患者 l c c c 7O8 _&mf’ 4群 常熟 #%!!-’ ’
F@’0 患者 l c c c 7O8 _&mf’ 4群 常熟 #%!!-’ +
F@’*5F@+% 患者 l c c c 7O8 _&mf’ i群 常熟 #%!!-’ +
F@+! 患者 c c c c 7O8 _&mf’ S群 常熟 #%!!-’ +
F@+#"F@+& 患者 l c c l O8 _&mf’ S群 常熟 #%!!-0 0
F@+, 患者 l l l c 7O8 _&mf’ 4群 常熟 #%!!-0 0

#-&"脉冲场凝胶电泳$OD8G%分型
,% 株菌的酶切条带分子量主要集中在 &% )

+%% ]Y之间"基因组274被限制性内切酶 >L<"酶切
的条带数为 !, )!* 条"共切出 !# 条不同的带型’

将酶切图像的数据导入 i<N7B\9R<[U"根据 X9:NW9R
等人 )0*引入的标准">L<"酶切将 ,% 株菌分成 , 个
OD8G群"其中 4(i群是优势群"占菌株数量的
++-(."4)i群间相似度 e0%.’ 2<[9相关系数
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及树状图见图 !’

图 !",% 株 gO的 OD8G分型聚类树状图$>9."酶切%

D<=BR9!"OD8GZCTT9R: NL:.4#.$-’#’*’"%$/+8.1;($R9UTR<[T<N: 9: K̂\9>9."%

&"讨论
耐热直接溶血素$8,*%和溶血相关溶血素$8#*%

是 gO主要的毒力因子 )** "临床分离株大多有 8,*

和D或 8#* 基因"环境分离株则极少携带 )* c!%* "根据
是否携带毒力基因"gO可分为致病株和非致病株’
8$<=>/:9Q是 gO8$<=> 操纵子上所含的一段独有序
列"该序列编码跨膜蛋白并参与毒力相关基因的调
节 )!!* "8$<=>/:9Q基因是判断 gO是否属于大流行
菌群$ZC:P9\<[=RNBZ%$即高致病株%的重要指标之
一’ 一种丝状噬菌体$9#&+%被认为与 gO大流行菌
群有关"这种丝状噬菌体拥有唯一的开放阅读框
$#90"7CUB 等 )(*推测 $#90 编码一种黏附蛋白"这种黏
附蛋白增加了 gO黏附于人类肠道细胞或增加了黏
附于海生植物表面的能力’ 因此"判断一株 gO是
否属于大流行菌群的依据为 8,* l(8#* c(8$<=>/:9Ql

或 $#90 l)("!! c!#* ’
gO因鞭毛 E抗原特异性低"血清分型以菌体

_抗原和荚膜 f抗原进行组合"目前报道有 !& 种 _

抗原和 +! 种 f抗原’ !**’ 年 _&mf’型 gO在印度
加尔各答引起食物中毒大爆发后"在中国台湾(日
本(美国和智利等沿海地区蔓延"形成了所谓 _&m
f’大流行克隆$ ZC:P9\<[[VN:9%"除 _&mf’外"还包
括_,mf’0(_!mf?X等其他血清衍生型菌株"_&mf’

大流行克隆在沿海地区流行导致世界范围内 gO的
感染人数急剧上升 )!&* ’

本研究检出的 !0 株大流行菌群 gO的血清型均
为 _&mf’"其中 !’ 株属于 OD8G分型 4群"# 株为 i

群"0 起食物中毒事件中有 ( 起检出的 gO均属于
_&mf’大流行菌群"提示镇江及周边部分地区致病性
gO主要为 _&mf’大流行克隆’ 非大流行菌群中 ! 株
_!mf?X与&株 _&mf’$F@’’(F@’+(F@’0%基因型完全
一致’ 根据 7C<R等)!&*提出的,血清型变异-假说"即

与优势菌群 _&mf’有相同基因型和分子特征的其他
型菌群是由同一株 _&mf’菌株 _(f抗原变异而来"
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这些菌株构成了 _&mf’菌群"提示该株 _!mf?X可能
是由 _&mf’变异而来"可归属于 _&mf’菌群’ , 株非
大流行菌群与 + 株 _&mf’大流行菌群$F@,0 )F@(,%
高度同源$2<[9相关系数为 *(-*.%"说明 gO在传播
过程中可能由于环境变化或宿主免疫压力发生了基
因变异"从非大流行菌群变异为大流行菌群"进而形
成了 _&mf’大流行克隆’

本研究发现"同一次食物中毒事件中分离的菌
株 OD8G图谱并非完全一致"提示食品中可能存在
多个克隆的致病性 gO"可能由于检测方法灵敏度等
原因未被检出 )!,* ’ 研究还发现"不同时间(地点食
物中毒事件中菌株的 OD8G图谱存在一致的情形
$如 F@(0 和 F@+,#F@&’ 和 F@,&#F@&+(F@,,(F@(*(
F@’# 和 F@’*%"且优势菌群 4)i群间相似度 e
0%."提示镇江及周边部分地区可能存在共同的污
染源头’ 通过建立 OD8G图谱数据库"对食物中毒
事件中菌株图谱进行溯源"如能找出污染源并进行
消毒"可降低或消除 gO食物中毒事件的发生’
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印发给你们!请遵照执行!并将执行中的有关问题及时反馈我委"
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