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风险监测
"(!’ 年北京市海产品中创伤弧菌的污染调查及两种检测方法比较
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摘$要!目的$对北京市市售海产品的创伤弧菌污染情况进行调查!并比较实时荧光聚合酶链式反应"@.5̂F@#

法与 ,-./0鉴定方法检测结果的一致性$ 方法$采用传统检验方法结合分子生物学方法对在北京市市场随机采

集的 !(# 份海产品进行创伤弧菌检验!并比较了 @.5̂F@法和 ,-./0鉴定方法的准确性$ 结果$!(# 份海产品中!

有 )( 份样品检出创伤弧菌!检出率为 %+<!(?&其中!虾类产品检出率高达 #"<%+? "!!:"!#!其次为贝类产品
"%*<++?!"#:’’#和鱼类产品 """<""?!):!+#$ 经 &:’M基因测序验证!@.5̂F@和 ,-./0方法的准确率分别为
!((<((?")(:)(#和 ’*<#(?""*:)(#$ 结论$北京市海产品中存在创伤弧菌的污染!应对海产品中创伤弧菌引起

食源性污染的潜在风险进行评估!预防食物中毒的发生$
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#!<\THAHPW-PObTB_HLP cMG]GP_HPT.TO_HPWFTP_T]" \THAHPW!((("’" FDHPG&
"<8DTPeDTP /P_]X5/NH_-PObTB_HLP GPa cMG]GP_HPT\M]TGM" SMGPWaLPW8DTPeDTP #!+()#" FDHPG$

:1/*0-,*% "1;&,*’<&$.LHP‘TO_HWG_T=0)&0’@42(030+4.BLP_G>HPG_HLP HP OTGCLLa HP \THAHPW]TWHLP GPa BL>bG]T_DT]TOMI_O
dT_fTTP ]TGI_H>TCILM]TOBTPBTBDGHP ]TGB_HLP #@.5̂F@$ GPa ,-./0&=&*%.(/$!(# OG>bITOLCOTGCLLa fT]T]GPaL>IX

BLIITB_Ta C]L>\THAHPW]TWHLP GPa fT]TaT_TB_Ta dX_]GaH_HLPGI>T_DLa BL>dHPTa fH_D >LITBMIG]dHLILWX>T_DLa&FL>bG]HOLP

LCGBBM]GBXdT_fTTP @.5̂F@GPa ,-./0HaTP_HCHBG_HLP >T_DLa fGOGIOLBLPaMB_Ta&>&/?2*/$2>LPW!(# OTGCLLa OG>bITO"

_DT]TfT]T)( =0)&0’@42(030+4.bLOH_H‘TOG>bITO" GPa _DTbLOH_H‘T]G_HLfGO%+<!(?&.DTbLOH_H‘T]G_HLCL]OD]H>b" ODTIICHOD

GPa CHOa fT]T#"<%+? # !!:"! $" %*<++? # "#:’’ $ GPa ""<""? # ):!+ $" ]TObTB_H‘TIX&FLPCH]>Ta dX&:’MWTPT

OTKMTPBHPW" _DTGBBM]GBXfGO!((<((? #)(:)($ CL]@.5̂F@" GPa ’*<#(? #"*:)($ CL],-./0&@.),2?/’.)$=0)&0’

@42(030+4.BLP_G>HPG_HLP HP OTGCLLa fGOGP TNHO_HPWb]LdIT>HP \THAHPW]TWHLP&-P L]aT]_Lb]T‘TP__DTLBBM]]TPBTLCCLLa

OGCT_XT‘TP_O" GP T‘GIMG_HLP LC_DTbL_TP_HGI]HOg LC=0)&0’@42(030+4.BLP_G>HPG_HLP HP OTGCLLa fGOHP PTTa&

A&3 B.0(/% =0)&0’@42(030+4.& OTGCLLa& BLP_G>HPGP_& HP‘TO_HWG_T& BL>bG]HOLP >T_DLaO& CLLadL]PTbG_DLWTPHBdGB_T]HG&
]TGI_H>TCIML]TOBTPBTbLIX>T]GOTBDGHP ]TGB_HLP& ,-./0HaTP_HCHBG_HLP& \THAHPW

$$创伤弧菌#=0)&0’@42(030+4.$为革兰阴性菌"是嗜
碱嗜盐型非霍乱的海洋弧菌"广泛存在于亚热带海
洋环境及海产品中 ’!( "当海水温度持续 " 周以上超

过 "( i时"创伤弧菌会大量繁殖 ’"( ) 创伤弧菌是

引起人兽共患病的病原菌 ’%( "通常人们通过食用受

创伤弧菌污染的海产品或水源"或是因为创口接触
了带菌的海水或海洋动物从而感染上创伤弧菌 ’)( )

受到该菌感染后的临床表现主要有原发性败血症*
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软组织感染及急性胃肠炎三大症状 ’#( "少数发生自
发性腹膜炎和肺炎) 原卫生部于 "((’ 年将创伤弧
菌列入危害程度第三类病原微生物 ’’( ) 国内外有
关创伤弧菌的存在和感染事件屡见报道 ’*5!"( )

美国*加拿大*日本以及北欧等国家已制定了
食品中创伤弧菌的检验方法"而我国目前尚无食
品中创伤弧菌检验现行有效的标准) 当前对创伤
弧菌的分离培养基"主要推荐使用改良纤维二糖5

多粘菌素 \5多粘菌素 /#>F̂F$琼脂平板和硫代
硫酸盐5柠檬酸盐5胆盐5蔗糖 #.F\8$ 琼脂平板)
>F̂F琼脂平板利用纤维二糖的分解来区别创伤
弧菌与其他弧菌"霍乱弧菌菌落为紫色"创伤弧菌
典型菌落为中心不透明*边缘透明的黄色) 创伤
弧菌在传统弧菌培养基 .F\8 琼脂平板上的菌落
形态与副溶血性弧菌相似"均为绿色"不易区分)

何天文等 ’!%( *宋曼丹等 ’!)( 的文献报道证实了
>F̂F琼脂平板的分离效果明显好于 .F\8 琼
脂平板)

实时荧光聚合酶链式反应#@.5̂F@$技术由于
其特异性强*灵敏度高*反应时间短等优点被广泛
应用于食品*临床等样品中致病菌的检测) 8R:.
!+*(!"(!’1出口食品中食源性致病菌检测方法 实
时荧光 F̂@法2 ’!#(提供了创伤弧菌可疑菌落的 @.5
F̂@检测方法)

基因测序方法是准确有效的细菌鉴定方法"
@R2聚合酶 ! 亚基基因#&:’M$与 !’8 核糖体 @R2

基因#!’8 ]@R2$都被用于相近菌株的分析和鉴定)
/@3/@等 ’!’( * .2@@ 等 ’!*( 的 研 究 表 明" 基 于
!’8 ]@R2核糖体基因序列的方法缺乏足够的分辨
率来准确鉴定紧密相关的弧菌属"而功能基因 &:’M
的部分核苷酸序列数据更适合于在物种水平鉴定
环境弧菌) &:’M基因优于 !’8 ]@R2基因是它作为
单拷贝基因存在"具有足够的系统发育信号来区分
迄今为止测序的所有弧菌种类)

为了解北京市海产品中创伤弧菌的污染情况"
本研究采用传统检验方法结合分子生物学方法对
"(!’ 年北京市鱼*虾*贝 % 类 !(# 份海产品进行创
伤弧菌的检测"同时以 &:’M基因测序验证"比较了
@.5̂F@法和 ,-./0生化方法的鉴定效果"旨在对
海产品中创伤弧菌引起食源性污染的潜在风险进
行评估与监测)

!$材料与方法
!<!$材料
!<!<!$样品来源

"(!’ 年在北京市 # 家菜市场水产区 "( 个摊位

按随机采样原则采集 !(# 份鲜活海产品"其中鱼类
!+ 份*虾类 "! 份*贝类 ’’ 份) 将现场采集的完整
水产个体"用冰块覆盖 ) D 内送至实验室检测)
!<!<"$标准菌株

创伤弧菌标准菌株#2.FF"*#’"$和副溶血性
弧菌标准菌株#2.FF!*+("$均购自美国模式培养
物集存库#2>T]HBGP .XbTFMI_M]TFLIITB_HLP"2.FF$)
!<!<%$主要仪器与试剂

,-./0" FL>bGB_*细菌比浊仪均购自法国生物
梅里 埃" *9((V. 7GO_@TGI5.H>T F̂@ 仪 # 美 国
2bbIHTa \HLOXO_T>O$"培养箱"高速离心机"台式离
心机)

碱性蛋白胨水 # 2̂ Q$*胰蛋白胨大豆琼脂
#.82$和 >F̂F琼脂平板均购自北京陆桥技术责任
有限公司"氯化钠 #RGFI$"革兰阴性细菌鉴定卡
#SR卡"法国生物梅里埃$" F̂@引物*探针由上海
生工生物有限公司合成"STPT/Nb]TOOHLP 1GO_T]1HN
#美国 2\-$"细菌基因组 4R2提取试剂盒 #天根
.-2RS/R$)
!<"$方法
!<"<!$样品的分离培养

称取 "# W样品放于装有 ""# >I2̂ Q#含 %?
RGFI$中"均质 ! >HP 制成增菌液"#%’ t!$ i增菌
#") t! $ D 转种于 >F̂F平板" #%’ t! $ i培养
#") t!$ D) 挑取圆形*扁平*中心不透明*边缘透明
的黄 色 可 疑 菌 落 接 种 于 %? RGFI.82 纯 化"
#%’ t!$ i培养#") t!$ D)
!<"<"$@.5̂F@

参照 8R:.!+*(!"(!’ 1出口食品中食源性致
病菌检测方法 实时荧光 F̂@法2 ’!#( "挑取 %? RGFI
.82上的单菌落于 "( "I./中"制备为模板) @.5
F̂@反应体系#"# "I$%!"<# "I" jSTPT/Nb]TOOHLP
1GO_T]1HN"! "I上游引物#!( b>LI:"I$"! "I下游
引物 # !( b>LI:"I$" (<# "I探针 # !( b>LI:"I$"
!<( "I模板"去离子水补足至 "# "I) @.5̂F@上游
引物%#-5.S...2.SS.S2S22FSS.S2F25%-"下游
引物% # -5..F...2.F.2SSFFFF222F..S5% -& 探
针序列%721#-5FFS..22FFS22FF2FFFSF225%-
.21@2)

创伤弧菌标准菌株#2.FF"*#’"$作为阳性对
照"副溶血性弧菌标准菌株#2.FF!*+("$作为阴性
对照) @.5̂F@反应条件% 9# i预变性 !( >HP"
9# i变性 !# O"’( i退火延伸 ! >HP"同时收集
721#’5羧基荧光素$荧光"扩增 )( 个循环)
!<"<%$,-./0生化鉴定

细菌快速鉴定按照 ,-./0" FL>bGB_鉴定系统
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SR卡说明书操作) 用棉签挑取 %? RGFI.82上的
单菌落置于装有 % >I(<9?生理盐水的试管中进行
稀释"用细菌比浊仪测菌液浓度"浓度在 (<#( =
(<’% 麦氏单位)
!<"<)$&:’M基因测序

挑取 %? RGFI.82上的单菌落于 "( "I./中"
离心后弃上清液"采用试剂盒法提取细菌基因组
4R2"制备为模板"保存于 r"( i待用) 扩增 &:’M
基因 F̂@ 反 应 体 系 # #( "I$% (<" "I&O*P酶
## Y:"I$"# "I!( jdMCCT]") "IaR.̂ #"<# >>LI:3$"
" "I上游引物#!( b>LI:"I$"" "I下游引物#!( b>LI:"I$"
! "I4R2模板"去离子水补充至 #( "I) &:’M基因
扩 增 引 物% &:’M)#+7% #w52SSFS.S..F..FS2F2SF
S2.225%w&&:’M"!(#@%#w5FSSF.2FS..2FS@@FS2.
2FF2S5%w) &:’M基因扩增反应条件%9# i预变性
% >HP&9# i变性 %( O"## i退火 %( O"*" i延伸
9( O"%# 个循环&*" i延伸 # >HP’!+( ) F̂@扩增产
物经 !?琼脂糖凝胶电泳确定特异条带"送至上海

生工生物工程有限公司测序) 测序得到基因序列
与美国生物技术信息中心#RF\-$数据库中序列用
\328.程序进行比对)

"$结果与分析
"<!$创伤弧菌分离结果

!(# 份海产品样品中有 )" 份样品在 >F̂F琼
脂平板上呈圆形*扁平*中心不透明或稍凹陷*边缘
透明的黄色菌落&其余 ’% 份样品均未在 >F̂F琼脂
平板上形成可疑的中心不透明*边缘透明的黄色
菌落)
"<"$创伤弧菌 @.5̂F@检测结果

对 )" 份在 >F̂F琼脂平板上出现典型菌落的
样品进行 @.5̂F@检测) 阳性对照菌株 2.FF
"*#’" 及 )" 份样品中的 )( 份样品呈明显的扩增"
而阴性对照菌株 2.FF!*+("*空白对照和其他 " 份
样品均未有扩增"见图 !) 经 @.5̂F@检测 )( 份样
品检出创伤弧菌)

图 !$创伤弧菌 @.5̂F@结果
7HWM]T!$@TOMI_OLC@.5̂F@LC=0)&0’@42(030+4.

"<%$创伤弧菌 ,-./0生化鉴定结果
)( 株 @.5̂F@创伤弧菌阳性菌株 ,-./0生化

鉴定结果见表 !) "* 株鉴定为创伤弧菌&9 株菌的
鉴定结果为低分辨率#ILfaHOB]H>HPG_HLP$"通过生化
反应难以区分的主要是创伤弧菌和副溶血性弧菌&
" 株菌的鉴定结果与 @.5̂F@结果不符"鉴定结果
为副溶血性弧 菌& 剩余 " 株菌不在 鉴 定 谱 内
#MPHaTP_HCHTa L]WGPHO>$"无法鉴定)

表 !$@.5̂F@*,-./0及 &:’M基因测序结果比对

.GdIT!$FL>bG]HOLP LC@.5̂ F@" ,-./0GPa

&:’MWTPTOTKMTPBT]TOMI_O

菌株数 @.5̂F@ ,-./0 &:’M基因测序

"* 创伤弧菌 创伤弧菌 创伤弧菌

9 创伤弧菌 低分辨率 创伤弧菌

" 创伤弧菌 副溶血性弧菌 创伤弧菌

" 创伤弧菌 不在鉴定谱内 创伤弧菌

"<)$&:’M基因测序结果
)( 株 @.5̂F@创伤弧菌阳性菌株 &:’M基因测

序结果经与 RF\-数据库进行 \328.程序比对证实
)( 株可疑菌落均为创伤弧菌)
"<#$@.5̂F@*,-./0及 &:’M基因测序结果比较

@.5̂F@*,-./0及 &:’M基因测序结果比较见
表 !) 经 &:’M基因序列 RF\-数据库的比对结果表
明"分离得到的 )( 株分离株全部鉴定为创伤弧菌"
该结果与 @.5̂F@鉴定结果一致&而 ,-./0鉴定系
统结果显示 )( 株分离株中有 "* 株鉴定为创伤弧
菌) 创伤弧菌通过分子生物学方法鉴定的准确率
明显高于 ,-./0生化鉴定法)
"<’$海产品中创伤弧菌的污染情况

!(# 份海产品样品中有 )( 份样品检出创伤弧
菌"检出 率 为 %+<!(?) 虾 类 样 品 检 出 率 高 达
#"<%+?#!!:"!$"其次为贝类 %*<++? #"#:’’$*鱼
类 ""<"" ?#):!+$)
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%$讨论
创伤弧菌是近年来备受重视的影响食品安全

的重要病原菌) 本研究对采自北京市的 !(# 份海产
品进 行 创 伤 弧 菌 检 测" 总 检 出 率 为 %+<!(?
#)(:!(#$) 近年来全国各地创伤弧菌检出情况如
下%中国内陆 ’ 省 #自治区 $ 创伤弧菌检出率为
%<!+? ’!9( ""(!’ 年 津 南 区 创 伤 弧 菌 检 出 率 为
*<!)? ’"(( ""(!) 年 开 封 市 创 伤 弧 菌 检 出 率 为
*<+*?"其中海鱼检出率为 "(<+%? ’"!( ""((+!"(!’

年珠海市创伤弧菌检出率为 ")<"9? ’""( " "((’!
"(!% 年广州市市售海产品中创伤弧菌检出率为
")<9!? ’"%( "珠海市海产品中创伤弧菌检出率为
)%<+"? ’")( ""(!) 年广州市海产品中创伤弧菌检出
率为 ’’<’*? ’"#( ) 区域的不同导致了检出率的差
异"内陆区创伤弧菌的检出率较低"为 %<!+? =
*<+*?&沿海地区的检出率较高"为 ")<"9? =
’’<’*?&北京市检出率高于内陆地区"与沿海地区
相类似) 这可能是因为北京市海产品来源于沿海
地区"故两者相类似&北京市海产品流通量要高于
内陆地区"因此检出率高)

采集种类的不同同样会导致检出率的差异)
创伤弧菌在不同类别水产品中的检出率相差较大"
其中 虾 类 检 出 率 高 达 #"<%+?" 其 次 为 贝 类
%*<++?*鱼类 ""<""?) 虾类检出率高于石亚素
等 ’"’(在舟山市市售海虾中创伤弧菌的检出率
#"(<!+?$)

)( 株经 @.5̂F@证实为创伤弧菌的菌株"进一
步经 &:’M基因测序全部鉴定为创伤弧菌"而 ,-./0
生化鉴定只有 "* 株鉴定为创伤弧菌"存在创伤弧菌
和副溶血性弧菌难以分离的为 9 株"直接鉴定为副
溶血性弧菌的有 " 株) ,-./0" FL>bGB_细菌自动
化仪器鉴定属于表型鉴定"鉴定卡内底物浓度*培
养液的营养成分等都可能影响细菌的生物化学反
应"从而干扰细菌鉴定&同时细菌本身因多种原因
导致某些生物化学反应不典型也可能影响仪器鉴
定的准确性) ,-./0生化鉴定法由于创伤弧菌与
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)

本研究结果显示创伤弧菌通过 @.5̂F@法鉴定
的准确率明显高于 ,-./0生化鉴定法) &:’M基因
测序方法虽然准确"但检测时间长且费用高"因而
常规检测中最为便捷有效的方法为 @.5̂F@法)

本研究结果显示北京市海产品特别是虾类容
易受到创伤弧菌的污染"因此食用海产品时应彻底
加热"尽量避免生吃海产品"以免造成创伤弧菌感

染导致食物中毒) 本研究提示应开展全国性的海
产品中创伤弧菌的监测"并建立创伤弧菌的相关检
测方法)
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美国制修订联氟砜#7IMTPOMICLPT$在部分商品中的残留限量
$$美国制修订联氟砜"7IMTPOMICLPT#在部分商品中的残留限量$ 涉及杏仁%葡萄%甘蔗%坚果等新制定限
量!大麦%小麦%燕麦等修订限量$ 具体内容如下’

制定’

商品 最大残留限量:bb>

带壳杏仁 )<(

仁果类水果!第 !!5!( 组 (<%(

小型蔓生水果!第 !%5(*4亚组 (<’(

核果类!第 !"5!" 组 (<(*

葡萄 (<9(

树坚果!第 !)5!" 组 (<(!

甘蔗 (<()

甘蔗糖蜜 (<"(

$$修订’

商品 最大残留限量:bb> 商品 最大残留限量:bb>

大麦麸 (<!( 燕麦干草 +<(

大麦谷物 (<(’ 燕麦秸秆 )<(

大麦干草 +<( 小麦麸 (<!(

大麦秸秆 )<( 小麦草料 )<(

荞麦仁 (<(’ 小麦胚芽 (<(*

粮谷类草料%粗草料和秸杆!第 !’ 组 "<( 小麦粒 (<(’

谷物!第 !# 组 (<(% 小麦干草 +<(

燕麦草料 )<( 小麦碾磨副产品 (<(+

燕麦粒 (<(’ 小麦秸秆 )<(
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