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实验技术与方法
水产品中创伤弧菌检测方法建立与应用
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摘#要!目的#建立一种水产品中创伤弧菌检测方法!并对北京市市售水产品中创伤弧菌污染情况进行监测#

方法#分别使用 "* 株创伤弧菌菌株和水产品中常污染的背景杂菌!定量接种于检测创伤弧菌的选择性增菌液和
( 种选择性平板!优化出适合创伤弧菌检测的选择性培养基# 采用聚合酶链式反应(]C&)法和增菌培养法分别检

测样品中的创伤弧菌后进行方法对比!建立 ]C&和增菌培养法相结合的检测方法!并应用此方法研究北京市市售

水产品中创伤弧菌污染状况# 结果#改良后的选择性增菌液适用于创伤弧菌的检测# 北京市市售水产品中创伤

弧菌检出率为 "!-,‘("*0""!)!其中贝类"蟹类"鱼类和虾类样品的检出率分别为 %.-(‘("!0+()"*-.‘("0"%)"

!-.‘("0"/)和 !-$‘("0%$)# 结论#]C&法与传统增菌培养法相结合!可有效提高创伤弧菌检测效率# 北京市

市售贝类等水产品中创伤弧菌污染率较高!需引起食品安全风险监测重点关注#

关键词!水产品& 创伤弧菌& 选择性培养基& 检测方法& 污染率& 食源性致病菌
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##创伤弧菌##>$8>%B7;&>G>A7C$属于革兰阴性嗜盐
性弧菌"广泛分布于海产品’海水’海底沉积物’盐
湖和沿海环境中 (").) * 该菌常有单端极性鞭毛"兼
性厌氧"有荚膜’无芽胞"但在营养条件较差时会成
为球形体"形成一种活而不可培养#S;:QFGQPEA?A)
3PFEPH:QFG"dODC$状态* 食用被创伤弧菌污染的海
产品是引起人类感染的主要途径"而创伤弧菌感染
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能够引起人类胃肠炎 (%)和原发性败血症等"且后者
的病死率超过 !$‘ (() * 伤口感染创伤弧菌严重者
需大面积清创’截肢甚至死亡 (!)"") "由此带来严重的
经济和社会负担* 创伤弧菌在牡蛎’贻贝等海产品
中的检出率为 ".‘ m/!‘ ("%)"+) "我国内陆地区水产
品中创伤弧菌的检出率一般在 "$‘以内"沿海地区
的检出率常在 %$‘ m+,‘之间 (",)%$) *

目前美国’加拿大等国家均有标准化的创伤弧
菌检验方法"而我国尚无创伤弧菌的食品微生物学
检验标准方法* 国内常用的检测方法包括增菌培
养法’聚合酶链式反应#]C&$法等分子生物学检测
方法"其中"增菌培养法由于样品中背景杂菌种类
和数量较多"对创伤弧菌的分离造成较大干扰"极
有可能造成漏检而使样品呈现假阴性&单独使用
]C&等分子生物学方法检测"虽然其特异性强’灵
敏度高 (%")%.) "但并不能分离得到创伤弧菌菌株"可
能造成样品检测结果呈假阳性"也不利于开展对菌
株生物学特征的深入分析工作* 本研究通过对我
国水产品中除创伤弧菌以外的常见背景杂菌进行
分类和生长分析"调整并优化选择性培养基成分"
建立一种检测水产品中创伤弧菌的微生物学方法"

并用所建方法对北京市市售水产品中创伤弧菌污
染状况进行监测"为开展膳食暴露创伤弧菌对我国
居民健康影响的风险评估工作提供科学依据*

"#材料与方法
"-"#材料
"-"-"#菌株

创伤弧菌标准菌株 % 株 #C8CC"$.*.’C8CC
%"+"!$’分离菌株 "+ 株&海产品中常污染的背景杂
菌标准菌株溶藻弧菌#C8CC"$(*(’C8CC"$**/$’副
溶血性弧菌#C8CC%"+",’’UCC",*$%$’霍乱弧菌
#C8CC %.,/(’ C8CC %.,/! $’ 河 流 弧 菌 # C8CC
%"+"%$’拟态弧菌 #C8CC"$(,($"以及分离菌株大
肠埃希菌’温和气单胞菌’变异库克菌’摩氏摩根菌
等* 标准菌株均购自中国工业微生物菌种保藏管
理中心"分离菌株均由本实验室保藏*
"-"-%#主要仪器与试剂

基因扩增仪’凝胶成像系统均购自美国 O;?)&:J"
d;EGM % 细菌浊度计’’]8%$V生化试验鉴定试剂条均
购自法国 O;?R{H;GP<"生物安全柜"高压灭菌器"隔水
式恒温培养箱"恒温金属浴装置"台式高速离心机*

碱性蛋白胨水#’]b$’硫代硫酸盐)柠檬酸盐)
胆盐)蔗糖琼脂培养基#UCO6$’改良纤维二糖)多粘
菌素 O)多粘菌素 V琼脂#NC]C$’纤维二糖)多粘菌
素 V琼脂#CC$’胰蛋白胨大豆琼脂#U6’$均购自美

国 OZ"蛋白胨)氯化钠)纤维二糖#]DC$增菌液#青
岛海博生物技术有限公司$"科玛嘉弧菌显色培养
基#Cd"法国 C9&YR:B:H$"多粘菌素 V#北京陆桥
技术股份有限公司$"]C&反应和电泳配套试剂"氯
化钠#D:CF$等化学试剂均为分析纯*
"-%#方法
"-%-"#检测创伤弧菌最适增菌液的筛选

为评价创伤弧菌在选择性增菌液中的生长情
况"将创伤弧菌标准菌株的新鲜培养物制成菌悬液
后"分别定量接种于 D:CF含量为 "‘’%‘’.‘的
’]b增菌液和多粘菌素 V含量为 $’"’%’.’( 70NF
的 ]DC增菌液中"., k培养 "* 5 后"分别取 "$$ !F

适宜浓度的稀释液"涂布于含 .‘D:CF的 U6’平
板"同时设 . 个平行"通过平板计数法对每种增菌液
中的创伤弧菌分别计数*

为评价选择性增菌液对样品中背景杂菌的抑
制效果"将副溶血性弧菌’溶藻弧菌等背景干扰菌
分别定量接种于含 .‘D:CF的 ’]b增菌液和含有
" 70NF多粘菌素V的]DC增菌液#简称]DCC增菌
液$"使其终浓度达到 "$. CI70NF"同时设 . 个平
行* ., k培养 "* 5 后"通过表面涂布法对 % 种增菌
液中的背景杂菌分别计数"筛选出检测创伤弧菌的
最适增菌液*

为评价最适增菌液的增菌效果"将创伤弧菌标
准菌株分别定量接种于筛选出的最适增菌液"使增
菌液中创伤弧菌的终浓度分别为 "$$’"$"’"$%’"$.

CI70NF"., k培养 "* 5 后"通过表面涂布法进行菌
落计数*
"-%-%#创伤弧菌分离用最适选择性平板的筛选

为评价选择性培养基对创伤弧菌和背景杂菌
生长的影响"分别取创伤弧菌和常见背景杂菌标准
菌株的新鲜培养物"用无菌生理盐水制成菌悬液"

分别取 "$$ !F适宜浓度的稀释液涂布于含 .‘D:CF

的 U6’平板和 UCO6’Cd’NC]C’CC( 种选择性平
板"每种平板设 . 个平行"., k培养 "* 5 后进行菌
落计数* 以植板率表示创伤弧菌在选择性平板和
含 .‘D:CF的 U6’平板上的菌落数差异"筛选出创
伤弧菌分离用最适选择性培养基* 植板率 t#选择
性平板上的菌落数0含 .‘D:CF的 U6’平板上的菌
落数$ l"$$‘*
"-%-.#]C&法在创伤弧菌检测中的应用
"-%-.-"#]C&检测样品匀浆液

将水产品样品匀浆后"吸取 " NF匀浆液于
"-! NFV]管中". $$$ l@ 离心 ! N;A 后弃上清液"
向沉淀中加入 " NF超纯水"使其充分混匀并悬浮"
"$$ k加热 "$ N;A 后""$ $$$ l@ 离心 "$ N;A"上清
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液即为样品 ZD’模板"]C&检测 BB:-基因"保留阴
性样品备用*

创伤弧菌检测结果为阴性的样品#每份 %! B$

中"分别加入 " NF浓度为 "$$’"$"’"$%’"$. CI70NF

的创伤弧菌标准菌株菌悬液"混匀后提取ZD’"]C&

检测 BB:-基因* 将加标样品和阴性对照样品分别
用 CC和 NC]C平板检测分离创伤弧菌"同时取菌
悬液涂布于含 .‘D:CF的 U6’平板用于菌落计数*
"-%-.-%#]C&检测样品增菌液

采集 *$ 份新鲜牡蛎等海产品样品进行预试验"

按照美国食品药品监督管理局#IZ’$推荐的方法
检测样品中的创伤弧菌"增菌后划线接种于选择性
平板的同时"取新鲜增菌液提取 ZD’"]C&检测
BB:-基因"统计 ]C&检测结果阳性样品与分离鉴定
结果相吻合的比例"验证 ]C&法是否可以应用于增
菌液中创伤弧菌的检测*

]C&检 测 目 的 基 因 BB:-的 上 游 引 物% !p)
33B3BBE:3:BBEEBB3B3:).p"下游引物% !p)3B33:333:3EEE3
BBB33).p"预期片段大小为 !"/ Q@* ]C&反应体系
#%! !F$%% l]C&R:LEGHR;<"%-! !F"上’下游引物
#%! !N?F0=$各 $-( !F"ZD’模板 " !F"加超纯水至
%! !F* ]C&反应条件%/( k预变性 "$ N;A&/( k变
性 " N;A"+% k退火 " N;A",% k延伸 " N;A"%! 个循
环&,% k末端延伸 "$ N;A* 产物若不能立即检测需
( k保存* 随后使用琼脂糖凝胶电泳方法检测 ]C&
结果*
"-%-(#样品检测

为调查北京市水产品中创伤弧菌污染情况"
%$"* 年 . m* 月期间从北京市 %( 个超市和水产市
场的零售点采集 ""! 份水产品样品"样品种类包括
鱼’虾’蟹’贝类等"采用已建立的检测方法进行创
伤弧菌检验"分别统计不同种类水产品中检验结果
为阳性的样品数量*
"-.#统计学分析

通过平板计数法对 * 种增菌液中的创伤弧菌分
别计数"采用 6]66 "+-$ 软件进行统计分析"多重组
间比较采用 UPMGK法进行分析"以 Ev$-$! 为差异
有统计学意义"评价创伤弧菌在不同增菌液中的生
长状况*

%#结果
%-"#检测创伤弧菌最适增菌液的筛选

创伤弧菌标准菌株菌悬液接种于 * 种增菌液"

培养 "* 5 后稀释 "$! 倍"用含 .‘D:CF的 U6’平板
进行计数"统计分析结果见表 ""多粘菌素 V添加量
为 " 70NF的 ]DCC增菌液增菌效果优于普通的

’]b增菌液和不添加多粘菌素 V的 ]DC增菌液*

表 "#创伤弧菌在 * 种增菌液中生长状况
U:QFG"#\H?TE5 LE:EPL?4#>$8>%B7;&>G>A7CT:L3?N@:HGJ

;A * M;AJL?4GAH;35NGAEQH?E5
增菌液基础
成分

添加成分
平板计数
0#个0皿$

UPMGK法
分析%

]DC ! (* OC
]DC " 70NF多粘菌素 V *( ’
]DC % 70NF多粘菌素 V ++ ’O
]DC . 70NF多粘菌素 V +/ ’O
]DC ( 70NF多粘菌素 V (* OC
’]b "‘D:CF %* C
’]b %‘D:CF (+ OC
’]b .‘D:CF ., C

注%!表示无添加成分&% 不同字母表示差异有统计学意义 #Ev
$-$!$

##背景杂菌在含 .‘D:CF的 ’]b和 ]DCC增菌
液中培养 "* 5 后"分别取适宜稀释度的增菌液
"$$ !F涂布于含 .‘D:CF的 U6’平板培养计数"可
观察到主要背景杂菌#包括溶藻弧菌和副溶血性弧
菌等$在 ]DCC增菌液中增菌时明显受到抑制"数量
大幅度减少"使得菌落直径较小的创伤弧菌菌落不
易被背景杂菌生长所掩盖* 综上"检测创伤弧菌的
最适增菌液为 ]DCC增菌液*
%-%#检测创伤弧菌最适选择性平板的筛选

创伤弧菌标准菌株菌悬液在 UCO6’Cd’NC]C’
CC平板上的植板率分别为 $-$!!‘’$-$$$ $"%‘’
$-$%!‘和 $-$%,‘"由此可见"( 种平板上创伤弧菌
的生长均受到不同程度的抑制"且抑制程度差别较
大&UCO6’CC和 NC]C平板上植板率较高"即对创
伤弧菌生长的抑制作用相对较小"而 Cd平板对创
伤弧菌生长有强烈抑制作用*

( 种选择性平板对非弧菌属背景杂菌具有很强
的抑制作用"但主要干扰创伤弧菌分离的背景杂菌
为副溶血性弧菌和溶藻弧菌"二者在 ( 种选择性平
板上的植板率见表 %* ( 种选择性培养基对溶藻弧
菌的抑制效果明显"优于对副溶血性弧菌的抑制效
果"CC和 NC]C平板对副溶血性弧菌的抑制效果相
对优于 UCO6 和 Cd平板* 综上"检测创伤弧菌的最
适选择性平板为 CC和 NC]C平板*

表 %#( 种选择性平板上副溶血性弧菌和溶藻弧菌的

生长状况
U:QFG%#\H?TE5 LE:EPL?4#-H?8?:?=F%;K4>A7C:AJ

#-?;@>&%;K4>A7CTGHG3?N@:HGJ ;A ( M;AJL?4LGFG3E;SGNGJ;PN

平板种类
植板率0‘

副溶血性弧菌 溶藻弧菌
UCO6 /* !
Cd (% $-$$$ $%$
NC]C $-$"( !
CC $-$.* !

注%!表示该平板上菌落数量极少
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%-.#]C&法在创伤弧菌检测中的应用
用 ]C&法检测创伤弧菌标准菌株添加量为 "$.

CI70%! B的样品匀浆液"检测结果却显示阴性"因
此"]C&法不适用于未增菌的样品匀浆液中创伤弧
菌的检测* 样品增菌液的 ]C&检测结果表明"
]DCC增菌液中 BB:-基因 ]C&检测阳性的 %( 份样
品中"%% 份样品可分离得到创伤弧菌* 综上所述"
]C&)BB:-基因检测方法可用于样品增菌液中创伤
弧菌的初筛*
%-(#水产品中创伤弧菌污染检测结果

本研究采集的 ""! 份样品中有 "* 份检出创伤
弧菌"阳性率为 "!-,‘"阳性样品分别来自 * 个不
同的采样地点* 其中"贝类’蟹类’鱼类和虾类样品
的检出率分别为 %.-(‘ # "!0+( $’ *-.‘ # "0"% $’
!-.‘#"0"/$和 !-$‘#"0%$$*

.#讨论
本试验改良后的 ]DCC增菌液在 ’]b增菌液

的基础上"添加了多粘菌素 V# " 70NF$’蛋白胨
#($ B0=$和纤维二糖#$-* B0=$"由于创伤弧菌对纤
维二糖的代谢利用率较高"培养基中充足的氮源和
碳源成分供创伤弧菌生长代谢"可明显促进创伤弧
菌生长 (%() * 多粘菌素 V是一类碱性多肽类抗生素"

可抑制肠杆菌属’埃希菌属等多种革兰阴性菌的生
长* 文献 (%()报道"创伤弧菌与弧菌属其他物种不
同"仅有约 .‘的创伤弧菌对多粘菌素类抗生素敏
感* 改良后的 ]DCC增菌液在 ’]b增菌液的基础
上"多粘菌素 V的添加量为 " 70NF时"对创伤弧菌
的生长无抑制作用"且创伤弧菌在此浓度下的菌落
生长数量明显高于不添加多粘菌素 V的 ]DC增菌
液* 而对副溶血性弧菌’溶藻弧菌等杂菌的生长结
果分析表明"常见背景杂菌在多粘菌素 V添加量为
" 70NF的 ]DC增菌液中生长受到抑制"杂菌菌落生
长数量明显降低"故改良后的 ]DCC增菌液可用于
水产品中创伤弧菌的检测*

UCO6’Cd’NC]C’CC( 种选择性平板均是弧菌
分离常用的选择性平板"其中"创伤弧菌’溶藻弧菌
和副溶血性弧菌在 Cd平板上显示出不同的颜色"
虽可以准确辨识出目标菌和干扰菌"但由于 Cd平
板对创伤弧菌的抑制率过高"不利于低浓度污染水
平的样品中创伤弧菌的检测* UCO6 平板可抑制水
产品中非弧菌属的背景菌生长 (%!) "对创伤弧菌生长
的抑制性也较弱"但 UCO6 平板非常适合于常见干
扰菌副溶血性弧菌生长"且副溶血性弧菌在 UCO6
平板上生长的菌落直径较大"不利于平板上创伤弧
菌的分离* NC]C(%!)和 CC(%+)平板中均添加了适合

创伤弧菌生长的纤维二糖成分"且培养基中添加多
粘菌素类抗生素"对检测创伤弧菌的主要常见背景
杂菌#如副溶血性弧菌和溶藻弧菌等$有一定的抑
制效果"因此"选择 NC]C和 CC平板相结合"作为
创伤弧菌的选择性分离平板"与国际标准检测方
法 (%!)一致*

]C&法在检测添加创伤弧菌标准菌株的水产
品样品匀浆液时"添加创伤弧菌的终浓度达到
"$.CI70%! B时"]C&法仍未检出"可能是由于水产
品样品匀浆液中基质成分复杂"]C&法在食品类样
品直接检测时灵敏度不足"这与文献 (%%)报道 ]C&I
BB:-的检出限为 "$( CI70B#NF$相一致"故将 ]C&

法直接用于水产品样品匀浆液的初筛过程并不可
行* 由于 BB:-基因为种属特异性基因"创伤弧菌
BB:-基因阳性率为 "$$‘"IZ’把 ]C&检测 BB:-基
因作为鉴定方法用于创伤弧菌疑似菌落的确证 (%%) *
R’&a等 (%.)于 %$$. 年建立了基于 BB:-基因的实时
荧光定量 ]C&法检测牡蛎中的创伤弧菌"该方法已
被 86Y0U6 %"*,% 采纳"也是本研究选择的创伤弧菌
菌种确证鉴定方法之一*

]DCC增菌液中 BB:-基因 ]C&检测阳性的 %(
份样品中"%% 份样品可分离得到创伤弧菌* ]C&筛
选结果阳性的样品未分离到创伤弧菌的原因%一是
创伤弧菌在营养条件不佳或温度过低时"容易形成
dODC状态"因此检测时没有培养培养检测到创伤
弧菌&二是 ]C&检测中无法区分目标菌株的存活状
况"可能检测到的 ZD’来自已经死亡的创伤弧菌*

即便 ]C&检测在样品增菌液中的初筛过程可能出
现少量的假阳性结果"仍有后续的传统培养检测方
法与其结合"通过分离菌株后的鉴定试验来确保样
品检测结果可靠* ]C&法具有检测时间短’灵敏度
高的特点"可有效提高后续检测目标的针对性"因
此 ]C&)BB:-基因检测方法可用于样品增菌液中创
伤弧菌的初筛*

本试验采集的 ""! 份样品中有 "* 份检出创伤
弧菌"检出率为 "!-,‘"与法国 #"%-+‘$ (".) ’马来
西亚#".-$‘$ ("!)等国家报道的海产品中创伤弧菌
污染率相近"远低于德国报道的污染率#!!‘$ (%,) *

不同种类水产品的创伤弧菌污染率差异较大* 牡
蛎等贝类产品由于其蛋白质含量高’摄食方式为滤
食的特点"极易被创伤弧菌污染"且人们多有生食
牡蛎的习惯"因此牡蛎成为国外重点关注的水产
品* 本试验采集的贝类样品中创伤弧菌的检出率
为 %.-(‘" 高 于 意 大 利 # *-/‘$ (%*) ’ 新 西 兰
#",-%‘$ ("+) 和泰国 # %%-"‘$ (%/) "但远低于美国
#/!-$‘$ ("%)和瑞典#+.-$‘$ (.$)等国家报道的检出
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率* 对于蟹类’鱼类和虾类样品"本试验的检出率
均在 "$‘以下"与国内多数内陆地区检出率相近"
而北京市其他研究报道创伤弧菌的检出率为
.*-"‘ (%$) "可能与检测样品的采样季节’采样地点’
样品数量等因素密切相关*

综上"本试验建立的将 ]C&法与传统增菌培养
法相结合的创伤弧菌检测方法"可以有针对性的检
测水产品中创伤弧菌污染状况"有效提高水产品中
创伤弧菌检测和菌种确证试验的工作效率* 贝类
等水产品中创伤弧菌污染率较高"需引起食品安全
风险监测重点关注* 下一步研究中"可通过水产品
中创伤弧菌定量检测"广泛’深入调查其污染率和
污染水平"为开展膳食暴露创伤弧菌对我国居民健
康影响的风险评估’制定即食水产品中创伤弧菌限
量标准等工作提供科学依据*
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实验技术与方法
不同水源中 \"型诺如病毒实时荧光逆转录聚合酶链式反应

检测方法建立及应用

李楠!王佳慧!李凤琴!江涛
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摘#要!目的#建立不同水源中 \"型诺如病毒 (D?d\")实时荧光逆转录聚合酶链式反应 (&U)]C&)检测方

法!对某市疾病预防控制中心送检的 "$ 份疑似引起诺如病毒中毒的水样进行 D?d\"检测# 方法#以瓶装水"河

水和生活污水为研究对象!采用硝酸纤维素膜)聚乙二醇(]V\)沉淀法富集病毒!对取样体积"病毒洗脱条件"]V\

终浓度及 ]V\沉淀条件等进行了优化!提取病毒 &D’"建立实时荧光 &U)]C&检测方法&通过外加 R6% 计算方法的

回收率!评价所建方法对水样中诺如病毒的回收效果# 结果#建立的方法对瓶装水"河水和生活污水中 D?d\"的

平均回收率分别为 (+$-" n*-$ )‘" (%%-$ n+-! )‘和 ( .!-, n*-" )‘!"$ 份送检水样中 . 份检出 D?d\"#

结论#建立的实时荧光 &U)]C&方法适用于瓶装水"河水和生活污水中 D?d\"的检测!饮用水被 D?d\"是引发

某市人员中毒的原因之一#
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