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摘(要!目的(对北京市夏季市售水产品污染与感染病例中副溶血性弧菌血清型和毒力基因型进行比较研究!为

评估食品安全风险监测的目的与意义提供思路!为北京市水产品副溶血性弧菌污染与临床感染病例的关联性研究

提供技术支持$ 方法(对采集的水产品样品和哨点医院腹泻患者粪便样本进行副溶血性弧菌的分离鉴定!采用血

清玻片凝集法对分离出的副溶血性弧菌进行血清分型!)*+方法检测菌株的 /31&/.1&/%1 基因$ 结果(!"$& 年 3 b

’ 月共采集水产品样品 $5& 份!检出副溶血性弧菌 1" 份!总污染率为 &10312’其中淡水产品污染率为 %10312

"$’4&’#!平均菌量浓度为 5505% ,)D4C’海水产品污染率为 #%0"&2 "5$4$$##!平均菌量浓度为 %10$& ,)D4C$

1" 株副溶血性弧菌分属于 ’ 个血清群!其中 ?! 群 !1 株!占 %#0""2!?$ 群 $$ 株!占 $%03#2!?# 群 $" 株!占

$!0#"2$ 1" 株菌 /31 基因均为阳性!只有 $ 株菌携带 /.1 毒力基因!所有菌株 /%1 毒力基因均为阴性$ 哨点医院腹

泻病人粪便样本中分离鉴定副溶血性弧菌 !$ 株!血清型 ?%me5占 5$0’"2"$%4!$#!?&(e1 占 !10#32"54!$#’毒

力基因型 /.1"6#P/%1"8#占 ’#0!&2"!"4!$#!/.1"B#P/%1"8#占 &0352"$4!$#$ 结论(来源于食品样品的副溶血性

弧菌绝大部分不具备致病性!而导致消费者腹泻的副溶血性弧菌绝大部分携带致病性毒力基因!表明目前的食品

安全风险监测结果不能作为评估副溶血弧菌导致的食源性疾病暴发和散发的依据$
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\GS=ACNBF;FSM# TFÛ ZABFSATFBC# <AAW8QATBN\GS=ACNBF;QG;SNTFG

((副溶血性弧菌$=:,%:40#%#1#&8432/:-$’"d)%是广
泛分布于近海岸海水’海产品和海底沉积物中的一种
嗜盐性细菌"是引起我国沿海地区细菌性食物中毒的
首要食源性致病菌"也是全国食源性疾病微生物病因
的主要病原( !"$% 年北京市食源性疾病主动监测结
果表明&!"$% 年哨点医院共采集腹泻病例样本
# 5$3 份"对沙门菌’副溶血性弧菌’志贺菌和肠致泻
性大肠杆菌进行了检测"检出食源性致病菌阳性菌株
’#& 株( 其中副溶血性弧菌检出 %3! 株"占 %10’’2#
肠致泻性大肠埃希菌检出 !’5 株"占 %$0"%2#沙门菌
检出 !%$ 株"占 !&0!$2#志 贺 菌 检 出 ## 株"占
#0332( 可以预见"由副溶血性弧菌导致的食物中毒
将是北京今后几年内威胁消费者健康的主要微生物
性食品安全事件( 本文对北京市夏季市售水产品污
染副溶血性弧菌与食源性感染病例的副溶血性弧菌
血清型和毒力基因型进行比较工作"为评估食品安全
风险监测的目的与意义提供思路"为开展北京市市售
水产品副溶血性弧菌污染与临床感染病例的关联性
研究提供技术支持(

$(材料与方法
$0$(材料
$0$0$(样品来源

水产品来源&以北京市丰台区新发地农产品批
发市场’岳各庄农副产品批发市场和京深海鲜批发
市场为采样地点( 选择消费者购买频率高的水产
品$海水产品为主%"包括鱼’虾’蟹’贝类"分别采集
#%’&&’%"’%3 份( 海水产品与淡水产品的采样比例
为 !m$"分别为 $$# 和 &’ 份(

粪便样本来源&选择北京市丰台区北京中医药
大学东方医院’北京丰台医院’中国航天科工集团
七三一医院 % 家医院作为监测哨点( 以呕吐或腹泻
等消化道症状为主诉就诊的门诊病例"凡 !& = 内腹
泻大便次数!% 次"粪便性状异常$稀便’水样便’粘
液便或脓血便等%者均视为监测病例(
$0$0!(采样方法

水产品采样&选择副溶血性弧菌食源性疾病高
发季节$3 b’ 月%"以每周为时间单位进行采样"每

种样品在每个采样地点采集不超过 % 份(
粪便样本的采样&在腹泻病高发时间段$# b$"

月%"以周为时间单位进行采样( 采集腹泻病人新
鲜粪便 # b$" C"置于医院专用无菌便盒中$无便时
可采用肛拭子"将采便用蘸有甘油盐水的棉棒插入
患者肛门内"轻轻转动"然后取出"插入带有编号的
塑料试管中%"样品采集后置于有冰块或冰袋的容
器内带回实验室检测(
$0$0%(主要仪器与试剂

>NVRA;K+凝胶成像系统’RD7IBCFBN/NSTGW
! )*+仪’.PQ8*NVV%,AWNV’5 *NVV电泳仪均购自美
国 ‘FA8+GW"隔水式恒温培养箱(

碱性蛋白胨水$7)j%’脑心浸液琼脂$‘@7%均
购自北京陆桥技术有限责任公司"科马嘉弧菌显色
琼脂$*d"法国科马嘉%"7)c!"I肠道菌试剂鉴定
条及附加试剂$法国生物梅里埃%"细菌基因组 RD7
提取试剂盒$天根生化科技有限公司%"肠炎弧菌检
测用诊断血清 ?群’e型$日本生研%(
$0!(方法
$0!0$(水产品副溶血性弧菌定量检测

用流水将样品体表冲净"用 3#2的酒精棉球擦
净体表"鱼类取鱼鳃和鱼肠"虾取腹节内肌肉"蟹取
中心部分包括肉和内脏"贝类取全部内容物"无菌
操作称取样品待检测部位 !# C"加入含有 !!# ZV
%2 DG*V碱性蛋白胨水的匀质袋中"匀质 $ ZFB"制
备成 $m$" 的样品匀液"吸取 $ ZV样品匀液加入含
有 ’ ZV%2 DG*V7)j 的试管中制成 $m$"" 稀释
液"采用倍比稀释法继续制备 $m$ """ 或更高倍数
的稀释液"每个稀释度 % 管( 将稀释液 %3 g增菌培
养 $1 b!& =( 选取 % 个适宜连续稀释度"分别划线
接种于珂玛嘉弧菌显色琼脂平板"%3 g培养 $1 b
!& =( 挑取典型的紫红色菌落划线接种于 %2 DG*V
脑心浸液琼脂平板"%3 g过夜培养纯化( 7)c!"I
肠道菌试剂鉴定条进行生化鉴定(
$0!0!(粪便样本副溶血性弧菌检测

取粪便样本加入含有 %2 DG*V碱性蛋白胨水
的试管中"%3 g增菌培养 $1 b!& ="用接种环取增
菌液划线接种于珂玛嘉弧菌显色琼脂平板"%3 g培
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养 $1 b!& =( 挑取典型的紫红色菌落划线接种于
%2 DG*V脑心浸液琼脂平板"%3 g过夜培养纯化(
7)c!"I肠道菌试剂鉴定条进行生化鉴定(
$0!0%()*+检测 /31’/.1’/%1 基因

菌株 RD7的提取使用细菌组 RD7提取试剂
盒( )*+引物由上海英潍捷基公司合成"引物序列
见表 $ )$* ( )*+反应体系 $ !# !V%& ! o5#6)*+
,GUSNT,FY$ "0$ L4!V5#6\AVMZNTGUN" #"" !ZAV4-
WD/)"!" ZZAV4-/TFU8@*V$ \@i10%%"$"" ZZAV4-
e*V"% ZZAV4-,C*V!%$!0# !V"上’下游引物各 $ !V"
RD7模板 $ !V" WW @!?’0# !V( )*+反应条件&
’& g预变性 % ZFB#’& g变性 %" U"#1 g退火 %" U"
3! g延伸 $ ZFB"%" 循环#3! g延伸 3 ZFB( 取 # !V
)*+扩增产物用 $0#2琼脂糖凝胶电泳"电泳条件&
$$" d"#" ZFB(

表 $()*+反应引物
/GQVN$()TFZNT\GFTUPUNW FB )*+

目的基因 引物序列
扩增产物
大小4Q\

/31

/.1

/%1

_&#f8777>*>>7//7/>*7>77>*7*/>8%f
+&#f8>*/7*///*/7>*7////*/*/>*8%f
_&#f8>/777>>/*/*/>7*////>>7*8%f
+&#f8/>>77/7>77**//*7/*//*7**8%f
_&#f8//>>*//*>7/7////*7>/7/*/8%f
+&#f8*7/77*777*7/7/>***7///**>8%f

&#"

!5’

#""

$0!0&(血清学分型
副溶血性弧菌血清分型使用 $$ 种 ?抗原血清

$?$ b?$$ 群%和 3$ 种 e抗原血清$e$ be3$ 型%(
先进行 ?抗原分型"取新鲜的 %2 DG*V‘@7平板
培养物"用含 %2 DG*V’#2甘油溶液制成菌悬液"
$!$ g灭菌 $ =( & """ T4ZFB 离心 $# ZFB"弃去上层
液体"沉淀用生理盐水洗 % 次"每次 & """ T4ZFB 离
心 $# ZFB"最后一次离心后留少许上层液体"混匀制
成菌悬液"进行玻片凝集( e抗原分型"直接取新鲜
的 %2 DG*V‘@7平板培养物进行玻片凝集 )!* (

!(结果
!0$(水产品中副溶血性弧菌的污染情况

!"$& 年北京市夏季市售水产品中副溶血性弧
菌污染总体情况见表 !( 结果显示&$5& 份水产品样
品中共检出副溶血性弧菌 1" 份"总污染率为
&10312"样品平均菌量浓度为 &!0$1 ,)D4C( 其
中"淡水产品样品污染率为 %10312"平均菌量浓度
为 5505% ,)D4C#海水产品样品污染率为 #%0"&2"
平均菌量浓度为 %10$& ,)D4C( 1" 份阳性样品中"
有 $& 份样品的菌量浓度 q!&" ,)D4C(

不同种类水产品中副溶血性弧菌的污染情况
见表 %( 结果显示&贝类样品污染率为 #’0&52$!!4

((((表 !(!"$& 年北京市夏季市售水产品中副溶血性
弧菌污染总体情况

/GQVN!(>NBNTGVFB<ATZGSFAB A<G]PGSF;\TAWP;S;ABSGZFBGSNW

QM=:,%:40#%#1#&8432/:-$’FB ‘NF9FBCFB S=NUPZZNTA<!"$&

样品类型
样品数
4份

检出数
4份

污染率
42

平均菌量浓度
4$,)D4C%

淡水产品 &’ $’ %1031 5505%

海水产品 $$# 5$ #%0"& %10$&

合计 $5& 1" &1031 &!0$1

%3%#虾类样品污染率为 #’0"’2$!54&&%#蟹类样品
污染率为 &"0""2 $ $!4%" %#鱼类样品污染率为
%303&2 $ !"4#% %( 3 月份采样污染率为 #"0’&2
$!34#%%#1 月份采样污染率为 #"0""2 $!’4#1 %#
’ 月份采样污染率为 &#0!12$!&4#%%(

表 %(不同水产品中副溶血性弧菌的污染情况
/GQVN%(*ABSGZFBGSFAB ;ABWFSFAB A<=:,%:40#%#1#&8432/:-$’

FB WF<<NTNBŜFBWUA<G]PGSF;\TAWP;S

水产品种类
样品数
4份

检出数
4份

污染率
42

平均菌量浓度
4$,)D4C%

鱼类 #% !" %303& !#0#%

虾类 && !5 #’0"’ &&0$5

蟹类 %" $! &"0"" ##0&1

贝类 %3 !! #’0&5 #&0%%

合计 $5& 1" &1031 &!0$1

!0!(水产品中副溶血性弧菌毒力基因检测结果
对水产品样品中分离得到的 1" 株副溶血性弧

菌进行 /31’/.1’/%1 % 种基因的检测"检测结果显示
1" 株副溶血性弧菌 /31 基因全部为阳性"只有 $ 株
副溶血性弧菌检出 /.1 基因"/%1 基因均未检出( 阳
性对照’阴性对照及部分菌株的 )*+产物凝胶电泳
图见图 $(

注&,为 R-!""" ,ĜNT#$ b! 为 d)标准菌株 /31’/.1 基因#% 为阴

性对照#& 为 /.1 基因阳性分离株## b3 为部分分离株的 /31 基因

图 $(副溶血性弧菌 RD7)*+产物凝胶电泳图
_FCPTN$(7CGTAUNCNVNVN;STA\=ATNUFUU=A[FBCS=NTNUPVSU

<TAZ)*+GZ\VF<F;GSFAB A<CNBAZF;RD7<TAZ=:,%:4

0#%#1#&8432/:-$’

!0%(水产品中副溶血性弧菌血清型分布情况
1" 株副溶血性弧菌血清 ?抗原分型率较高"达

’30#"2$3141"%"除 ! 株未分型外"其余 31 株分属
于 ’ 个不同的 ?群"包括 ?$’?!’?%’?&’?#’?5’
?1’?$"’?$$( 主要血清型集中在 ?!’?$’?# 群"这
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% 种血清型占水产品菌株的 5$0!#2$&’41"%"?! 群
为最主要血清型"占总数的 %#0""2$!141"%( 水产
品中副溶血性弧菌 ?抗原群分布情况见表 &( e抗
原分型率低"只有 %30#"2$%"41"%(

表 &(水产品中副溶血性弧菌 ?抗原群分布情况

/GQVN&(RFUSTFQPSFAB A<?8GBSFCNB FB =:,%:40#%#1#&8432/:-$’

<TAZG]PGSF;\TAWP;S
?群 菌株数4株 占总数的比率42
?! !1 %#0""
?$ $$ $%03#
?# $" $!0#"
?$" 1 $"0""
?$$ 3 103#
?% # 50!#
?& # 50!#
?5 ! !0#"
?1 ! !0#"

未分型 ! !0#"

合计 1" $""0""

!0&(哨点医院监测结果
!"$& 年 3 b’ 月哨点医院腹泻病人粪便样本中

分离鉴定副溶血性弧菌 !$ 株"血清型 ?%me5占
5$0’"2$$%4!$%"?&me1占 !10#32$54!$%"有 ! 株
未分型#毒力基因型为 /.1 $ 6%4/%1 $8%占 ’#0!&2
$!"4!$%"/.1$8%4/%1$8%占 &0352$$4!$%(

%(讨论
本次研究选择北京市丰台区新发地农产品批

发市场’岳各庄农副产品批发市场中心和京深海鲜
批发市场为采样地点"% 大批发市场目前是北京市
最大的鲜活水产品集散地"采样过程中也了解到丰
台区很多的中’小市场和超市的水产品均由这 % 个
市场供应( 本次采样品种主要有鱼类$包括鲫鱼’
草鱼’鲢鱼’多宝鱼等%’甲壳类$包括小龙虾’基围
虾’大闸蟹’花蛤’扇贝等%"均是北京市居民家庭餐
桌和公共餐桌上常见的水产品种类"样品具有代表
性( % 个哨点医院同样位于丰台区"就诊患者多是
丰台区居民选择就近就医( 因此"哨点医院监测到
的腹泻病例感染的副溶血性弧菌与导致水产品样
品污染的副溶血性弧菌有着批发市场8零售8餐桌的
食品供应链关系(

本研究证实北京市市售水产品的副溶血性弧
菌血清型以 ?!’?$’?# 群为主"?! 群为最主要血清
型"未分离出 ?%&e5 型临床流行株"这与国内外其
他研究结果类似 )%8#* "表明市售水产品污染并非引
起北京地区副溶血性弧菌中毒的主要原因( 另外"
本次还发现 % 株新菌型"血清型为 ?$me%%’?#m
e%%’?$$me%&( ?$’?!’?%’?&’?# 这 # 种血清型均
可引起食物中毒"其中 ?%’?& 属暴发型"?$’?!’?#

属散发型 )5* "表明北京市市售水产品仍具有很大的
导致副溶血性弧菌中毒的潜在风险(

副溶血性弧菌致病性是由其产生的毒力因子
决定的"即耐热直接溶血素 $/R@%’耐热相关溶血
素$/+@%"以及不耐热溶血素$/-@%"最主要的致
病因素是 /R@’其次是 /+@)3* ( /31 基因具有种属
特异性"本身并不具备溶血活性"其在副溶血性弧
菌中是否起到致病作用目前不明确"研究发现无论
是临床还是环境分离副溶血性弧菌均携带 /31 基
因 )1* "因此 /31 基因可作为副溶血性弧菌鉴定的辅
助手段( 副溶血性弧菌是否具有毒力"取决于是否
携带有 /.1 或者 /%1 基因 )’* ( 本研究水产品副溶血
性弧菌总污染率为 &10312"但分离出的 1" 株副溶
血性弧菌中只有 $ 株菌检出 /.1 基因"/%1 基因均未
检出"表明水产品副溶血性弧菌分离株致病性较
弱"这与相关文献报道的结果一致 )$"* ( 但同期哨点
医院腹泻病人粪便样本中分离的 !$ 株副溶血性弧
菌毒力基因型绝大多数为 /.1 $ 6%P/%1 $8%"占
’#0!&2$!"4!$ %"表明腹泻患者分离株致病性较
强"与水产品样品分离株毒力基因型差别较大( 尽
管有研究显示 )$$8$!* "/.1’/%1 基因均为阴性的菌株仍
能引起中毒"国内也有报道临床分离株并未携带
/.1’/%1 基因的情形( 本研究显示导致北京市消费
者感染腹泻的副溶血性弧菌绝大部分携带 /.1 毒力
基因"表明食品样品的监测结果未能与副溶血性弧
菌感染病例建立因果关系的关联性"即水产品污染
的副溶血性弧菌强弱不能说明副溶血性弧菌感染
病例数量多少(

本研究通过对不同水产品中副溶血性弧菌的
定量检测"结果显示北京市夏季市售水产品副溶
血性弧菌总污染率为 &10312"淡水产品副溶血弧
菌污染率达 %10312"尽管淡水产品中检出副溶血
性弧菌时有报道 )$%8$&* "但准确原因尚不明确"可能
的原因包括&在运输过程中淡水产品和海水产品
交叉污染#在销售过程中为使水产品易于存活"会
在淡水中加入盐进行消毒"这也为副溶血性弧菌
的生长提供了有利的环境( 需要进一步对海水产
品与淡水产品来源的副溶血性弧菌进行分子分型
分析"通过遗传相似性和耐药性比较来阐述海水
产品是否污染了淡水产品导致其副溶血弧菌污
染"亦或是基于环境或者药物压力"使得副溶血弧
菌也容易在淡水产品中存活(

综上所述"我国食品安全风险监测的目的主要是
通过监测水产品副溶血性弧菌的污染来评估导致食
源性疾病发生的可能性"!"$% 年北京市食品安全风
险监测各区疾病预防控制机构从水产品中分离到 #!
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株副溶血性弧菌"但同期从腹泻患者粪便中分离出副
溶血弧菌 %3! 株"本研究监测来源于水产样品的副溶
血弧菌绝大部分不具备致病性"表明目前的食品安全
风险监测手段尚不能准确的对副溶血性弧菌导致的
食源性疾病的暴发和散发进行评估( 本研究为是否
重新梳理副溶血性弧菌食品安全风险监测目的与意
义提供思路"为副溶血性弧菌外环境样本的监测与感
染病例的关联性研究提供技术支持(
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论著
转基因 QAR? 稻米的脂肪酸基因表达效果

叶专!李小丽!普永权
!海口市职业病防治所"海南 海口(#3"$"!#

摘(要!目的(分析比较 # 种 QAR? 转基因稻米粗脂肪表达效果$ 方法(将椰子中的调节脂肪酸合成基因%

QAR? 基因导入粳稻品种中花 $$ 中!获得再生植株 HHj+$&HHj+!&HHj+%&HHj+& 和 HHj+#!用索氏提取法提取

转基因稻米及其对照稻米中的脂肪!再将粗脂肪进行脂肪酸甲酯化!并用气相色谱法8质谱联用法">*8,.#对其进

行定性定量测定$ 结果(与对照组的粗脂肪含量 !0#’2相比!HHj+$&HHj+!&HHj+& 的粗脂肪含量范围为

!05!2 b!0332!其中 HHj+& 的粗脂肪含量最高"!0332#!A!+i"0’52!与对照组相比差异有统计学意义"Jp

"0"$#$ >*8,. 测定棕榈酸甲酯&硬脂酸甲酯和油酸甲酯含量!其中油酸甲酯的含量最高$ 结论(椰子中的 QAR?

基因的导入可提高稻米脂肪含量!但不同 QAR? 基因的插入位点可能会影响原有脂肪酸的表达!HHj+& 植株插入

基因位点比较得当!具有良好的基因表达效果$

关键词!转基因稻米’ 粗脂肪’ 脂肪酸甲酯’ 基因表达
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