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摘$要!目的$了解北京市市售海产品中溶藻弧菌的污染情况!并对使用不同方法鉴定溶藻弧菌的效果进行比

较% 方法$样品经碱性蛋白胨水增菌后!分别于硫代硫酸盐柠檬酸盐胆盐蔗糖"ga1_#琼脂培养基和科玛嘉弧菌

显色培养基上划线培养!实时荧光聚合酶链式反应"caI#法鉴定可疑菌落% 以 9C@J基因测序方法为参考!比较了

实时荧光 caI和 k\g2]两种方法的鉴定效果% 结果$对北京市水产品市场随机采集的 %%" 份海产品进行了检

测!实时荧光 caI法鉴定出溶藻弧菌阳性样品 D7 份!检出率高达 6’E% 使用科玛嘉弧菌显色培养基的检出率高

于 ga1_ 培养基!分别为 6’E"D7<%%"#和 F’E"6#<%%"#% 经 9C@J基因核苷酸序列测定确定 D7 株疑似菌株为溶藻

弧菌% 采用 k\g2]’ aX‘c3agY5鉴定卡对这 D7 株菌株进行鉴定!#% 株鉴定为溶藻弧菌!其余未能得到准确的

鉴定结果% 结论$北京市市售海产品中溶藻弧菌检出率高% 科玛嘉弧菌显色培养基比 ga1_ 琼脂培养基更适于溶

藻弧菌的分离!实时荧光 caI法的鉴定效果优于 k\g2]法%
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$$溶藻弧菌#!->9-@%A3-(@A6/-)*.$是革兰阴性短杆
菌"专性嗜盐"广泛分布于海洋和江河入海口的水
域中"数量居海水类弧菌之首* 溶藻弧菌最初被认
为是副溶血弧菌#!->9-@C%9%D%’+@A6/-)*.$的一个生
物型"后来独立为一个种 (%!’) * 该菌是多数海洋鱼
类和贝类的条件致病菌"可通过受损的鱼类皮肤和
口腔引发感染"并可导致人类的多种疾病"包括腹
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泻’创伤感染’眼结膜炎’中耳炎等 (#!7) * 近年来的
研究证实该菌是沿海地区腹泻病和食物中的常见
病原 菌" 引起食物中毒和 胃肠炎的报 道 屡 见
不鲜 ("!D) *

目前"我国国家标准中还没有溶藻弧菌的检测
方法* 文献中报导的溶藻弧菌的检测方法也不统
一"常用的分离培养基有硫代硫酸盐柠檬酸盐胆盐
蔗糖#ga1_$琼脂培养基和科玛嘉弧菌显色培养基"
常用的鉴定方法有 k\g2]方法和聚合酶链式反应
#caI$方法 (%&!%>) * k\g2]是传统微生物检测方法
中最常用的微生物鉴定仪器"而且依据产品说明
书"Y5卡能够鉴定包括溶藻弧菌和副溶血性弧菌
在内的 6 种重要的弧菌 (%>) * _5<g%6F&!’&%" ,出
口食品中食源性致病菌检测方法 实时荧光 caI

法- (%7)提供了溶藻弧菌可疑菌落的实时荧光 caI

检测方法* 比较不同培养基的分离效果以及k\g2]
方法和 caI方法的鉴定效果"对于建立快速准确检
测溶藻弧菌的方法具有十分重要的意义*

基因测序方法也是一种常用的细菌种类鉴定
方法* 美国 31\公司开发的用于微生物鉴定的
‘./-:?)R&试剂盒的靶基因即为 %"_ -I53基因*
尽管 %"_ -I53基因序列多年来被视为细菌鉴定的
金标准"但是越来越多的研究发现 %"_ -I53基因
在识别某些亲缘关系很近的细菌时存在着不足"如
无法分开克罗诺杆菌属中的阪崎克罗诺杆菌
#N9@(@>%)/’9.%R%0%R--$和丙二酸盐阳性克罗诺杆菌
#N9@(@>%)/’9+%A(@/-)*.$ (%") "也无法分开弧菌属中
的副溶血性弧菌和溶藻弧菌 (%F!%6) * 更多的研究 (%D)

发现"采用功能基因 9C@J的部分核苷酸序列能更加
准确地将弧菌属鉴定到种* ‘X==2g等 (’&)首次将
9C@J序列分析用于细菌物种鉴定"g3II等 (’%)在 %&

年后成功将其应用于弧菌分离"X12I12a]‘355

等 (’’)利用 9C@J准确地区分了副溶血性弧菌和溶藻
弧菌*

本研究采用传统的细菌分离结合实时荧光
caI方法对北京市市场海产品中的溶藻弧菌进行
了分离和鉴定"同时以 9C@J基因序列结果为参考"
比较了k\g2]方法和实时荧光caI法的鉴定效果*

旨在了解北京市市售海产品中溶藻弧菌的污染情
况"及对使用不同方法鉴定溶藻弧菌的准确率做一
个初步的评估*

%$材料与方法
%@%$材料
%@%@%$样品来源

样品采集于北京市各大水产品市场"按随机采

样原则采集 %%" 份鲜活海产品"其中鱼类 ## 份’贝
类 "# 份’虾类 ’& 份*
%@%@’$菌株来源

用于验证实时荧光 caI引物和探针特异性的
菌株共 ’> 株"包括 F 株标准菌株#见表 %$和 %F 株
实验室自分离菌株* 自分离菌株为 > 株溶藻弧菌"
# 株霍乱弧菌 #!->9-@)D@A’9%$"% 株副溶血性弧菌"
# 株弗尼斯弧菌 #!->9-@K*9(-..--$" # 株哈维弧菌
#!->9-@ D%9&’6-$ 和 # 株 纳 瓦 拉 弧 菌 # !->9-@
(%&%99’(.-.$* 所有分离菌株经测序确认*

表 %$标准菌株信息

g*(;)%$\0L:-9*4.:0 :L-)L)-)0/)?4-*.0?
菌株编号 菌株名称 菌株来源
aY‘aa%@%"&F 溶藻弧菌 中国普通微生物菌种保藏管理

中心

a\aa%&66D 溶藻弧菌 中国工业微生物菌种保藏管理
中心

3gaa%F6&’ 副溶血性弧菌 美国微生物菌种保藏中心
aY‘aa%@%DDF 副溶血性弧菌 中国普通微生物菌种保藏管理

中心

3gaa’F7"’ 创伤弧菌
#!->9-@&*A(-K-)*.$

美国微生物菌种保藏中心

\jaa%’#&" 创伤弧菌 中国检验检疫微生物菌种保藏
管理中心

aY‘aa%@%F76 创伤弧菌 中国普通微生物菌种保藏管理
中心

%@%@#$主要仪器与试剂
k\g2]’ aX‘c3ag#法国生物梅里埃$"N-.:/);;

’’’ =培养箱"FD&&SgN*?4I)*;!g.9)caI仪#美国
3bb;.)̂ 1.:?Z?4)9?$"高速离心机"台式离心机*

胰酪胨大豆琼脂#g_3$培养基’ga1_ 琼脂培养
基’碱性蛋白胨均购自北京陆桥技术责任有限公
司"科玛嘉弧菌显色培养基 #法国 aSIX‘*B*-$"
k\g2] Y5 鉴 定 卡 # 法 国 生 物 梅 里 埃 $" Y)0)
2Pb-)??.:0 ‘*?4)-‘.P#美国 31\$"细菌基因组 h53

提取试剂盒#离心柱型"天根生化科技有限公司$"
9M%,酶#日本 g*C*-*$"去离子水"氯化钠* caI引
物’探针由上海生工生物有限公司合成*
%@’$方法
%@’@%$样品的取样及处理

鱼类样品用 F7E乙醇体表消毒后"无菌取其内
脏’鳃及鱼肉等* 贝类先用自来水将其外壳上的污
泥冲掉"用 F7E乙醇消毒外壳边缘"敲开外壳"以无
菌操作取出内脏或含内脏的全部贝肉和贝液* 将
不同的海产品于灭菌的研钵中充分研碎"或用灭菌
剪刀充分剪碎"取 %& B样品"放于装有 D& 9;的 #E
5*a;的碱性蛋白胨水#3cV$中"#F m增菌 ’> M*
%@’@’$溶藻弧菌的分离及特征性菌落的挑选

增菌后"分别接种于 ga1_ 选择性培养基和科
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玛嘉弧菌显色培养基上"#F m培养 %6 A’> M* 每块
ga1_ 琼脂培养基上随机挑取 # A7 个黄色可疑菌
落"每块科玛嘉弧菌显色培养基上随机挑取 # A7 个
白色可疑菌落* 将可疑菌落划线接种 ’Eg_3培养
基纯化"对纯化后的菌落进行实时荧光 caI法
鉴定*

%@’@#$溶藻弧菌的实时荧光 caI法鉴定

纯化后的菌落取单克隆重悬于 ’& !;g2中"取
% !;作为模板* 采用 _5<g%6F&!’&%" (%7)中的引物
序 列 N% 7 1!Y3YagggagYggY33gYg33aY3a3a!
#1"I%71!3aaa3a3aYagaa3ggYa!#1"探针序列%
N3‘7 1!gagagYa333aga3Y3aYa33YaYg3YY!
#1 g3‘I3* caI 反 应 体 系 # ’7 !;$% ’ oY)0)
2Pb-)??.:0 ‘*?4)-‘.P %’@7 !;" 上’ 下 游 引 物
#%& b9:;<!;$各 %@& !;"探针#%& b9:;<!;$ &@7 !;"
模板 %@& !;"去离子水补充至 ’7 !;*

%@’@>$k\g2]系统鉴定

细菌快速鉴定按照 k\g2]’ aX‘c3ag鉴定系
统 Y5鉴定卡说明书操作*
%@’@7$9C@J基因扩增及测序

基因组 h53提取%D7 株菌分别接种到 7 9;增
菌培养基3cV中"增菌培养 %’ M 后"取 % 9;菌液按
照试剂盒说明书提取细菌基因组 h53" l’& m保存
备用*

扩 增 9C@J 基 因 caI 反 应 体 系% 9M%,酶
#7 U<!;$&@’ !;"%& o(+LL)-7 !;"脱氧核糖核苷三
磷酸 # ^5gc" ’@7 99:;<=$ > !;" 上’ 下 游 引 物
#%& b9:;<!;$各 ’ !;"h53模板 % !;"去离子水补充
至 7& !;* 9C@J基因扩增引物%9C@J>76N%7u!*BB/B4
B44/44/B*/*B/B*4**!#u&9C@J’%&7I%7u!/BB/4*/B4
4*/B44/B*4*//*B!#u* 9C@J基因扩增反应条件%
D7 m预变性 # 9.0&D7 m变性 #& ?"77 m退火 #& ?"
F’ m延伸 D& ?"#7 个循环&F’ m延伸 7 9.0(’’) *
caI扩增产物经 %E琼脂糖凝胶电泳确定特异条
带"送生工生物工程#上海$有限公司测序* 序列经
拼接核对后上传至 Y)01*0C"序列号为 ‘N7>%%>>
A‘N7>%’>&*
%@’@"$9C@J系统发育树的构建

从美国国家生物技术信息中心#5a1\$下载弧
菌属其他高同源性标准菌株的相关序列和水产品
中常见弧菌的相关序列"包括美人鱼发光杆菌
#4D@/@>%)/’9-*+ B%+.’A%’$’ 轮 虫 弧 菌 # !->9-@
9@/-K’9-%(*$’哈维弧菌’副溶血性弧菌’纳瓦拉弧菌’
创伤弧菌’双氮养弧菌 #!->9-@B-%0@/9@CD-)*.$’霍乱
弧菌’拟态弧菌 #!->9-@+-+-)*.$’河弧菌 #!->9-@
KA*&-%A-.$’弗尼斯弧菌"用于系统发育分析* 将

5a1\下载的和测序所得的所有序列都导入 1.:2̂.4
软件进行序列比对"a;+?4*;T软件进行文件格式转
化后导入 c3Uc>@& 软件进行聚类分析* 用非加权
组平均 #UcY‘3$法 9)*0 计算方法构建系统发育
树* 进行自举分析#1::4?4-*b$做置信度检测"自举
数集 % &&& 次*

’$结果与分析
’@%$溶藻弧菌的初筛

样品选择性增菌后"在 ga1_ 琼脂平板上的典
型菌落呈圆形’凸起’光滑’湿润’粘稠’边缘整齐的
黄色菌落"直径 ’ A# 99&在科玛嘉弧菌显色培养基
上的典型菌落呈圆形’扁平的白色菌落"直径 ’ A
# 99* 将 %%" 份增菌液同时划线 ga1_ 和科玛嘉弧
菌显色 ’ 种选择性培养基* ga1_ 琼脂培养基上得
到黄色单菌落的有 DD 份"科玛嘉弧菌显色培养基上
得到白色单菌落的有 D7 份*
’@’$溶藻弧菌的实时荧光 caI鉴定
’@’@%$引物探针特异性检测

用实验室保存的包括溶藻弧菌在内的 F 种弧菌
对所选实时荧光 caI方法的引物探针特异性进行
检测"结果如图 % 所示* 所有溶藻弧菌扩增后出现
了典型的扩增曲线"判定为阳性&其他菌株和空白
对照则为平直的线"判定为阴性*

图 %$溶藻弧菌实时荧光 caI方法特异性结果
N.B+-)%$_b)/.L./.4Z:L-)*;!4.9)caI-)*/4.:0 ?Z?4)9

:L!->9-@%A3-(@A6/-)*.

’@’@’$可疑菌落溶藻弧菌的实时荧光 caI法检测
结果

对分离得到的所有可疑菌落进行实时荧光
caI法检测* ga1_ 琼脂培养基上的 DD 份黄色单
菌落经实时荧光 caI法检测得到 6# 份溶藻弧菌&
科玛嘉弧菌显色培养基上的 D7 份白色单菌落经实
时荧光 caI法检测得到 D7 份溶藻弧菌*
’@#$基于 9C@J基因的系统发育分析结果

将分离得到的 D7 株溶藻弧菌的 9C@J基因序列
与 5a1\下载的弧菌属其他高同源性标准菌株的相
关序列以及水产品中常见弧菌的相关序列进行系
统发育分析"结果见图 ’* D7 株分离株形成一个独
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立的分支"并与本试验所用溶藻弧菌的标准菌株
a\aa%&66D’aY‘aa%@%"&F 及 5a1\下载的溶藻弧
菌 3gaa%FF>D #ac&%#>6>@%$聚在一支"说明分离
株均为溶藻弧菌*

图 ’$基于 9C@J基因构建的弧菌系统发育树
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’@>$溶藻弧菌 k\g2]系统鉴定结果
将分离得到的 D7 株溶藻弧菌进行 k\g2]鉴

定"结果见表 ’* #% 株鉴定为溶藻弧菌"7& 株的鉴
定结果为低分辨率 #;:d^)?/-.9.0*4.:0$"通过生化
反应难以区分的主要是溶藻弧菌和副溶血性弧菌*
%’ 株菌的鉴定结果与实时荧光caI结果不符"其中
有 " 株鉴定结果为副溶血性弧菌"# 株鉴定为河弧
菌"’ 株鉴定为少动鞘氨醇单胞菌 # 1CD-(3@+@(%.
C%*)-+@>-A-.$"% 株鉴定为嗜水气单胞菌 #?’9@+@(%.
D6B9@CD-A%$* 剩余 ’ 株菌不在鉴定谱内"无法鉴定*

表 ’$实时荧光 caI法’k\g2]鉴定及 9C@J基因

测序结果比对

g*(;)’$Ig!caI’k\g2]*0^ 9C@JB)0)?)R+)0/)*0*;Z?)?
菌株数 实时荧光 caI法 k\g2]鉴定 9C@J基因测序
#% 溶藻弧菌 溶藻弧菌 溶藻弧菌
># 溶藻弧菌 低分辨率* 溶藻弧菌
7 溶藻弧菌 低分辨率 ( 溶藻弧菌
’ 溶藻弧菌 低分辨率/ 溶藻弧菌
" 溶藻弧菌 副溶血性弧菌 溶藻弧菌
# 溶藻弧菌 河弧菌 溶藻弧菌
’ 溶藻弧菌 少动鞘氨醇单胞菌 溶藻弧菌
% 溶藻弧菌 嗜水气单胞菌 溶藻弧菌
’ 溶藻弧菌 无法鉴定 溶藻弧菌

注%*%难以区分溶藻弧菌和副溶血性弧菌&( %难以区分溶藻弧菌’副
溶血性弧菌和河弧菌&/%难以区分溶藻弧菌’副溶血性弧菌和少动鞘
氨醇单胞菌

#$讨论
近年来"溶藻弧菌引起食物中毒和胃肠炎的报

道屡见不鲜 (’#!’7) * 人类因食用被污染的水产品而
引起急性食物中毒"表现为腹泻’呕吐’菌血症和外
伤感染及水样便等症状"严重时可以致死 (’"!’F) * 溶
藻弧菌作为一种致腹泻菌和影响食品安全的病原
菌也日益受到重视* 本研究结果显示"北京市市场
上的海产品溶藻弧菌的污染比例很高"检出率达

6’E#D7<%%"$"因此"溶藻弧菌的分离鉴定显得愈
发重要"其方法的优化对更方便’快速’准确的鉴定
溶藻弧菌具有重要的意义*

虽然目前我国国家标准中对溶藻弧菌的检测
方法还没有具体规定"但大多数溶藻弧菌的分离培
养流程是增菌后划线 ga1_ 琼脂培养基"选取黄色
可疑菌落进行纯化和鉴定 (%#"’6) &或是增菌后先划线
ga1_ 琼脂培养基"从其上挑取可疑菌落转接至科
玛嘉弧菌显色培养基"挑取无色菌落再进行纯化和
鉴定 (%%) * 本研究结果可以看出"%%" 份样品增菌后
同时接种 ga1_ 和科玛嘉弧菌显色培养基"经 ga1_
琼脂培养 基分离" 溶藻 弧菌的检 出率 为 F’E
#6#<%%"$* 而通过科玛嘉弧菌显色培养基分离"溶
藻弧菌的检出率为 6’E#D7<%%"$* ga1_ 琼脂培养
基是传统方法分离弧菌最常用的选择性培养基"但
是在其上长成黄色菌落的除了溶藻弧菌外还有霍
乱弧菌等* 而科玛嘉弧菌显色培养基上的溶藻弧
菌为白色"霍乱弧菌是土耳其蓝色* 研究结果显示
在分离溶藻弧菌时"科玛嘉弧菌显色培养基的分离
效果好于 ga1_ 选择性培养基"可以降低漏检机率"
提高检验的准确性*

实时荧光 caI法’k\g2]法及 9C@J基因测序 #
种检测方法的结果分析显示"9C@J基因序列 5a1\
数据库的比对结果及建立的系统发育树结果都表
明分离得到的 D7 株菌株全部为溶藻弧菌"与实时荧
光 caI结果完全一致* 应用 k\g2]’ aX‘c3ag鉴
定系统对这 D7 株溶藻弧菌进行鉴定"有 #% 株与分
子结果完全一致"不一致的为 %’ 株"存在溶藻弧菌
和副溶血性弧菌难以区分的为 7& 株* 溶藻弧菌与
副溶血性弧菌不论在表型还是遗传型上都十分相
似"这也许是造成本研究中 7#E的溶藻弧菌和副溶
血性弧菌区分不开的原因之一"因此"溶藻弧菌通
过分子生物学方法鉴定的准确率明显高于 k\g2]’
aX‘c3agY5鉴定卡的鉴定结果* 9C@J基因测序
方法虽然准确"但检测时间长’检测费用高"因而常
规检测中最为便捷有效的方法为实时荧光 caI法*
k\g2]检测法由于溶藻弧菌与副溶血性弧菌生化
反应差异较小"鉴定效果无法满足日常检测工作的
需要*

综上所述"本研究结果显示增菌处理后划线科
玛嘉弧菌显色培养基"挑取可疑菌落进行实时荧光
caI法鉴定的流程用来分离鉴定溶藻弧菌最为准
确’便捷’有效*
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