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调查研究
海口市市售贝类海产品副溶血性弧菌污染调查及耐药和毒力基因研究

李平"黄涵"钟汶兵
!海口市疾病预防控制中心"海南 海口$’%##""#

摘$要!目的$了解海口市市售贝类海产品中副溶血性弧菌的污染情况!菌株血清学分型情况以及不同来源菌株

的耐药情况"分析海口市市售贝类海产品受副溶血性弧菌污染的特点# 方法$&"#),&"#, 年"按照 SK)%+-.%,

&"#!$食品安全国家标准 食品微生物学检验 副溶血性弧菌检验%和 $国家食品污染和有害因素风险监测工作手

册%对五类海产品&白贝!排海!毛蚶!蛏子!芒果螺’进行副溶血性弧菌分离鉴定和血清学分型"采用实时荧光聚合

酶链式反应&d5H’进行毒力基因检测"采用 i*K法对分离菌株进行相关耐药分析# 结果$五类海产品样品共
#’% 份"其中 ,’ 份样品检出副溶血性弧菌"白贝的检出率最高"为 ,!.,^&&#/!!’# 所分离的 ,’ 株副溶血性弧菌主

要血清群为 T! 和 T’"完全分型 &, 株"总体分型率为 )"."^"其中以 T# ni&’ 为主要血清型# ,’ 株菌对氨苄西林

普遍耐药&-’.)^",&/,’’"对头孢噻肟的中介率较高&!!.+^"&&/,’’"对 + 种抗生素产生了 ’ 种耐药谱# ,’ 株分

离菌株神奈川试验结果均为阴性"且均未检出与致病性相关的耐热直接溶血素&M[6’及耐热相关溶血素&MH6’#

结论$海口市市售贝类副溶血性弧菌污染较重"应加强养殖区域海水水质的监测力度"预防副溶血性弧菌感染#
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$$副溶血性弧菌#P’15’";+5+K+(="2%/’034$是引起人 类腹泻的常见病原菌之一&主要存在于近海海水!海
底沉积物和鱼类!贝类等海产品中&是一种嗜盐菌+
该菌引起的食物中毒在日本!东南亚!美国及我国台
北地区多见&也是我国大陆沿海地区食物中毒常见的
一种病原菌.#/ + 随着我国经济水平的高速发展&人们
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消费水平和饮食习惯也相应发生了改变&我国内陆地
区喜欢生食海鲜的人群日益增多&因此副溶血性弧菌
引起的食物中毒事件也逐渐增多.&/ + 为了解海口市
贝类海产品中副溶血性弧菌的污染情况&对 &"#)"
&"#,年海口市市售贝类海产品的副溶血性弧菌开展
监测和数据分析&获得海口市市售贝类海产品中副溶
血性弧菌污染的流行病学特征+

#$材料与方法
#.#$材料
#.#.#$样品来源

&"#)"&"#, 年每年 )j## 月&按照国家食品污
染和有害因素风险监测的要求&在海口市龙华区!

美兰区!琼山区和秀英区的菜市场采集白贝 !! 份!
芒果螺 !’ 份!毛蚶 !& 份!排海 &) 份!蛏子 !! 份&共
#’% 份样品&每份样品采集 ’""j# """ L&) 4 内送实
验室检测+
#.#.&$主要仪器与试剂

全自动微生物生化鉴定仪及鉴定卡均购自美
国 K[&实时荧光定量聚合酶链式反应#d5H$仪#美
国 (KU$+

副溶血性弧菌耐热直接溶血素#M[6$!耐热相
关溶血素 #MH6$!不耐热溶血素 #MZ6$荧光定量
d5H试剂盒均购自深圳生科源技术有限公司&硫代
硫酸盐柠檬酸盐胆盐蔗糖琼脂#M5KF$!胰酪大豆胨
琼脂#MF($及 R6平板均购自广东环凯微生物科技
有限公司&副溶血性弧菌 T!i抗原诊断血清均购自
天津生物芯片技术有限责任公司&药敏纸片 #北京
天坛医药有限公司$+
#.&$方法
#.&.#$副溶血性弧菌的分离鉴定

副溶血性弧菌的分离鉴定参考 SK)%+-.%"
&"#!,食品安全国家标准 食品微生物学检验 副溶
血性弧菌检验- . !/ +
#.&.&$血清学分型鉴定

T抗原的鉴定%将已鉴定为副溶血性弧菌的纯
培养物制成菌悬液&经 #&# k高压处理 # 4 备用’

将处理后的菌悬液用生理盐水进行自凝集试验&

如发生凝集则提示该菌为自凝菌株&) """ C/J=;
离心#’ J=;&去上清&用同体积含 ’^甘油的 !^氯
化钠溶液重悬菌体备用’将不自凝菌株的菌悬液
及上述处理备用的菌悬液&用多价 T血清做血清
凝集试验&确定待测菌株的血清群’如多价 T血清
凝集&依次用单因子血清做凝集试验&判定单价 T
血清+

i抗原的鉴定%将不自凝菌株的菌悬液和自凝

菌株处理后的菌悬液用多价 i血清进行凝集+ 如
多价血清凝集&依次用单因子血清进行凝集试验&
判定单价 i血清’如多价血清不凝集&则报告 i抗
原不能分型&标注为 iYM+
#.&.!$菌株致病性检测

神奈川试验是区别副溶血性弧菌是否致病的
重要依据&神奈川试验阳性菌株的感染能力强&多
数毒性菌株为神奈川试验阳性#iz$&多数非毒性菌
株为神奈川试验阴性 #io$&具体方法参照 SK
)%+-.%"&"#!. !/方法进行+

毒力基因研究参照副溶血性弧菌 M[6!MH6双
通道荧光定量 d5H试剂盒说明书+
#.&.)$耐药性检测

结合研究需要&共选择 , 类 + 种抗生素&按照纸
片法的操作程序进行耐药性检测+ 参照美国临床
和实验室标准协会#5ZFU$药敏的解释标准 . )/进行
结果判断&判定结果为敏感 # F$!中介 #U$和耐药
#H$&对照菌株选用大肠埃希菌 #(M55&’-&&$&判
断标准参见表 #+

表 #$副溶血性弧菌药敏抑制圈的解释标准

M>QAB#$U;?BCPCB?>?=@; 2C=?BC=>3@C?4B<:<2BP?=Q=A=?G

=;4=Q=?=@; 2=C2AB@3P’15’";+5+K+(="2%/’034

抗生素类别 抗生素名称
每片药
量/!L

抑菌圈直径/JJ

耐药 中介 敏感

氨基糖苷类

头孢类

喹诺酮类
四环素类
氯霉素类
#*内酰胺类

阿米卡星#(Ri$ !" !#) #’j#, $#%

庆大霉素#S78$ #" !#& #!j#) $#’

头孢噻肟#5Mc$ !" !#) #’j#% $#+

头孢曲松#5MH$ !" !#! #)j&" $&#

环丙沙星#5Ud$ ’ !#’ #,j&" $&#

四环素#M7M$ !" !#) #’j#+ $#-

氯霉素#56Z$ !" !#& #!j#% $#+

氨苄西林#(Rd$ #" !#! #)j#, $#%

#.!$统计学分析
应用 FdFF #,." 进行相关的统计分析&率的比

较采用配对 !& 检验&以 Bg"."’ 为差异有统计学
意义+

&$结果
&.#$不同样品中副溶血性弧菌的检出情况

&"#)"&"#, 年所采集的海口市市售白贝!芒果
螺!毛蚶!排海!蛏子等 #’% 份样品中&,’ 份样品检
出副溶血性弧菌&总检出率为 )#.)^+

经卡方检验分析&各年度间的样品中副溶血性
弧菌检出率差异无统计学意义 #!& b".%&-&Bh
"."’$&五种贝类样品均有副溶血性弧菌检出&见表
&&其中白贝的检出率最高&为 ,!.,^#&#/!!$&与其
他贝类的检出率比较差异有统计学意义 #!& b

#’.,!%&Bg"."’$+
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表 &$海口市市售贝类样品中副溶血性弧菌的检出情况
M>QAB&$[B?B2?=@; @3P’15’";+5+K+(="2%/’034=; <4BAA3=<4

<>JPAB<<@AE =; 6>=I@: 5=?G
样品种类 样品份数 阳性份数 检出率 /̂
白贝 !! &# ,!.,
芒果螺 !’ + &&.-
毛蚶 !& - &+.#
排海 &) #! ’).&
蛏子 !! #) )&.)
合计 #’% ,’ )#.)

&.&$不同地区样品中副溶血性弧菌的检出情况
&"#)"&"#, 年海口市龙华区!美兰区!琼山区!

秀英区四个区分别采集 !)!),!&%!’" 份样品&其中
龙华区的检出率最高&为 )).#^##’/!)$&秀英区的
检出率最低&为 )"."^#&"/’"$+ 经统计学分析&各
区之间检出率差异无统计学意义 #!& b".%&-&Bh

"."’$+
&.!$副溶血性弧菌的血清型分布情况

样品中分离的 ,’ 株副溶血性弧菌共有 #" 个 T
群&分布在 T#jT, 和 T-jT#& 群&未发现 T%!T+ 和
T#! 群&i抗原能完全分型的共 &, 株&无法分型的
共 !- 株&分型率为 )"."^&具体分布见表 !+ 其中
T! 群为优势血清群&占 &#.’^##)/,’$&其次为 T’
#&"."^&#!/,’$和 T# 群##’.)^&#"/,’$+ 不同样
品分离株具有不同的优势血清群&白贝分离株优势
血清群为 T# 和 T#" 群&芒果螺分离株为 T! 群&毛
蚶分离株为 T’ 群&排海分离株为 T! 群&蛏子分离
株为 T’ 群+ T! 群的 i抗原分型率为 &+.,^
#)/#)$&T’ 群为 !".+^# )/#! $&T# 群为 +"."^
#+/#"$+ 能够分型的菌株主要血清型为 T#ni&’+

表 !$海口市市售海产品中分离副溶血性弧菌血清型分布情况#)b,’$

M>QAB!$FBC@?GPB@3P’15’";+5+K+(="2%/’0342@AAB2?BE 3C@J<B>3@@E <@AE =; 6>=I@: 5=?G
血清群 血清型 菌株数 占比 /̂ 血清群 血清型 菌株数 占比 /̂

T#

T!

T’

T#ni&’ ) ,.&
T#ni!" # #.’
T#ni), # #.’
T#ni’, # #.’
T#ni,- # #.’
T#niYM & !.#
T!ni’ & !.#
T!ni’) # #.’
T!ni," # #.’
T!niYM #" #’.)
T’ni#% # #.’
T’ni&& # #.’
T’ni&+ # #.’
T’ni!" # #.’
T’niYM - #!.+

T&

T)

T,
T-

T#"

T##

T#&

T&ni#’ # #.’
T&niYM ! ).,
T)ni&) # #.’
T)ni!) # #.’
T)ni," & !.#
T)niYM ! ).,
T,ni&+ # #.’
T-niYM # #.’
T#" ni#& # #.’
T#" ni&) # #.’
T#" niYM , -.&
T## ni’ # #.’
T## ni- # #.’
T## niYM ! ).,
T#& niYM & !.#

注%iYM表示 i抗原不能分型

&.)$分离株致病性检测结果
将 ,’ 株副溶血性弧菌接种于我妻氏血平板&经

!% k!&) 4 培养&所有平板上均未见溶血环&因此&
,’ 株分离菌株神奈川试验均为阴性+

运用实时荧光 d5HC+DJ>; 探针法对 ,’ 株副
溶血性弧菌做毒力基因检测&结果显示 ,’ 株菌均未
检出 M[6及 MH6基因+

&.’$耐药试验结果
&.’.#$抗生素耐药性检测结果

,’ 株副溶血性弧菌的抗生素耐药试验结果见
表 )&所有菌株均未对 (Ri!S78和 5Ud产生耐药
性&对 (Ri仅有 # 株表现为中介’对头孢类的 5MH
和 5Mc的耐药率均为 !.#^#&/,’$&有 && 株菌株对
5Mc表现为中介’对 #*内酰胺类抗生素 (Rd的
$$$表 )$,’ 株副溶血性弧菌抗生素耐药试验结果#)b,’$

M>QAB)$HB<:A?<@3>;?=Q=@?=2CB<=<?>;2B?B<?3@CP’15’";+5+K+(="2%/’034

抗生素类别 抗生素名称
敏感 中介 耐药

菌株数 占比 /̂ 菌株数 占比 /̂ 菌株数 占比 /̂

氨基糖苷类

头孢类

喹诺酮类
四环素类
氯霉素类
#*内酰胺类

(Ri ,) -+.’ # #.’ " "."
S78 ,’ #""." " "." " "."
5MH ,! -,.- " "." & !.#
5Mc )# ,!.# && !!.+ & !.#
5Ud ,’ #""." " "." " "."
M7M ’+ +-.& " "." % #".+
56Z ,) -+.’ " "." # #.’
(Rd & !.# # #.’ ,& -’.)
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耐药率最高&为 -’.)^#,&/,’$+ 本研究共有 ! 株
菌株对所选 + 种抗生素均敏感或中介&其中 & 株来
自于排海&# 株来自于毛蚶+
&.’.&$耐药谱

,& 株耐药的副溶血弧菌共 ’ 种耐药谱 #见
表 ’$&其中耐 # 类抗生素的菌株最多&有 ’# 株&占
耐药菌株总数的 +&.!^#’#/,&$&耐 & 类抗生素的
菌株为 #" 株&占耐药菌株总数的 #,.#^##"/,&$&
$$$

表 ’$,& 株耐药副溶血性弧菌的耐药谱#)b,&$

M>QAB’$[C:LCB<=<?>;2B<PB2?C:J@3P’15’";+5+K+(="2%/’034
耐药谱 耐药菌株数 占比 /̂
(Rd ’# +&.!
(Rdz5Mc & !.&
(RdzM7M , -.%
(Rdz5MH & !.&
(Rdz56ZzM7M # #.,

合计 ,& #""."

耐! 类抗生素的菌株仅为 # 株&占耐药菌株总数的
#.,^##/,&$+
&.’.!$五类贝类海产品中副溶血性弧菌的耐药情
况比较

,’ 株来自于五类贝类海产品中副溶血性弧菌
的耐药情况见表 ,+ 结果显示不同贝类分离菌株对
所用的 , 类 + 种抗生素的耐药情况不同&芒果螺分
离菌株对选用的 ) 类抗生素均有一定程度的耐药&
其中对 (Rd耐药率最高 # #&.!^& +/,’$&其次为
M7M#).,^&!/,’$’白贝分离菌株对 (Rd耐药率最
高#!&.!^&&#/,’$’毛蚶分离菌株对 (Rd和 5MH
的耐药率分别为 #&.!^#+/,’$和 #.’^##/,’$’排
海分离菌株对 (Rd和 5MH的耐药率分别为 #,.-^
###/,’$和 #.’^# #/,’$’蛏子分离菌株对 (Rd和
M7M的耐 药 率分别 为 &#.’^ # #)/,’ $ 和 #.’^
##/,’$+

表 ,$五类贝类海产品中副溶血性弧菌的耐药情况比较#)b,’$

M>QAB,$5@JP>C=<@; @3P’15’";+5+K+(="2%/’034CB<=<?>;2B=; 3=NBI=;E<@3<4BAA3=<4 <B>3@@E

抗生素类别 抗生素
耐药菌株数#^$

白贝 芒果螺 毛蚶 排海 蛏子

氨基糖苷类

#*内酰胺类

头孢类

氯霉素类
喹诺酮类
四环素类

S78 " #"."$ " #"."$ " #"."$ " #"."$ " #"."$
(Ri " #"."$ " #"."$ " #"."$ " #"."$ " #"."$
(Rd &# #!&.!$ + ##&.!$ + ##&.!$ ## ##,.-$ #) #&#.’$
5Mc # ##.’$ # ##.’$ " #"."$ " #"."$ " #"."$
5MH " #"."$ " #"."$ # ##.’$ # ##.’$ " #"."$
56Z " #"."$ # ##.’$ " #"."$ " #"."$ " #"."$
5Ud " #"."$ " #"."$ " #"."$ " #"."$ " #"."$
M7M ! #).,$ ! #).,$ " #"."$ " #"."$ # ##.’$

!$讨论
海口市地处海南岛北部&三面环海&气候温暖

潮湿多雨&当地居民喜凉拌生食海产品或食用未煮
熟的海产品+ 近年来&由副溶血性弧菌导致的食源
性疾病在海口市呈明显高发的趋势#数据未发表$+

本研究所采集的 #’% 份贝类海产品中&副溶血
性弧菌检出率为 )#.)^&低于青岛市#’%.!^$ . ’/和
宁波 市 # ’"."^$ . ,/ 的 检 出 率& 但 高 于 大 连 市
#!&.,^$ . %/ &这可能与采样地区!采样季节和采样
量等多种因素有关+ 因为不同地区的海域水质不
同&水体受副溶血性弧菌污染的状况也不同’其次
副溶血性弧菌不耐低温&在低温环境下存活率低&
因此采样季节也会影响其检出率+

五种贝类的样品中&白贝的副溶血性弧菌检出
率最高&不同类型样品检出率不同&这可能是由于
不同贝类生理状态及生活习性不同&导致对污染物
富集能力不同 . ’/ + 海口市市售贝类主要为人工规
模化养殖&四个区的副溶血性弧菌检出率差异无统
计学意义#Bh"."’$&也证明了四个区农贸市场销售

的贝类海产品来源可能一致+ 各年度样品中副溶
血性弧菌检出率的差异无统计学意义#Bh"."’$&间
接表明这三年的海水水质状况没有太大变化&养殖
水体中的副溶血性弧菌变化较小+

,’ 株副溶血性弧菌以 T!!T’ 为主要血清群&
完全 分 型 &, 株& 分 型 率 为 )"."^& 与 广 州 市
#)%.-^$ . +/和三亚市 # )!.!^$ . -/的分型率大致相
同+ 本研究中&仅有 #& 株为国家标准中的血清
型 . !/ &国标中没有的血清型在其他研究中也有类似
报道 . #"/ + 新血清型的不断出现可能是副溶血性弧
菌为适应不断变化的外环境和逃避人类的机体防
御的结果&文献 . ##*#&/表明副溶血性弧菌可通过 T!i
抗原基因的突变或水平转移不断改变自身血清型+

神奈川试验是判定副溶血性弧菌是否致病的
重要依据&样品中分离的 ,’ 株菌株神奈川试验均为
阴性&经检测所有菌株均不含致病的 /#K 及 /5K 基
因&日本学者研究 . #!/表明&在日本 !!" 例副溶血性
弧菌暴发和散发感染病例中&大多数是由 M[6z
MH6*的菌株引起 # +-.)^$&M[6*MH6*引起感染的
比例为 #.&"^&这表明 MH6的毒力要小于 M[6&同
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时 M[6*MH6*致病菌株的存在也表明副溶血性弧菌
中还含有其他可致病的毒力因子&因此不能仅凭毒
力基因检测结果判断本研究中的分离菌株是否具
有致病性&还需要进一步研究+

本研 究 中& 分 离 菌 株 对 (Rd的 耐 药 率 为
-’.)^&明显高于周珠海等 . #)/对苏州市大型超市小
水产品的研究结果#’’.)^$以及安秀华等 . #’/对上
海市海产品的研究结果#,-.’^$+ 由于养殖历史!
养殖规模!饲养方式和用药习惯以及地区环境的不
同&不同来源的副溶血性弧菌对抗生素的耐药性差
异也较大&所以不同产地!不同种类的水产品中副
溶血性弧菌的耐药性均有差别 . #,/ +

不同类型的样品分离菌株对 (Rd耐药性的差
异无统计学意义#Bh"."’$&这提示副溶血性弧菌主
要在养殖阶段获得耐药性&即副溶血性弧菌耐药性
的主要来源可能是来自养殖水体和水底沉积物等
养殖环境&这与宋丹曼等 . #%/和韩海红等 . #+/的研究
结果一致+

美国疾病预防控制中心 #5[5$推荐的弧菌属
感染的治疗方案包括四环素类 #M7M$!喹诺酮类
#5Ud$!第三代头孢菌素 #5Mc!5MH$!氨基糖苷类
#(Ri!S78$等 , 类抗生素 . #-/ + 本研究中的耐药试
验涵盖了上述抗生素&结果发现&副溶血性弧菌分
离菌株对除 5Mc和 (Rd以外的其他种类抗生素均
较为敏感+ 目前治疗副溶血性弧菌引起的严重感
染最有效的药物是第三代和第四代头孢类抗生素&
因此&针对副溶血性弧菌引起的胃肠炎&其临床用
药可以选择性使用四环素类!喹诺酮类!第三代头
孢菌素及氨基糖苷类药物+

白贝!芒果螺!毛蚶!排海!蛏子是海口市市场
主要的海水养殖贝类&对这些贝类中的副溶血性弧
菌进行分型及耐药性检测&掌握不同品种贝类副溶
血性弧菌的污染以及耐药状况&可为安全食用贝类
提供基础数据+ 有关部门应当加强养殖区域内海
水水质的监测力度&从控制传染源方面做好疾病的
早期预防+ 消费者应养成良好的饮食习惯&贝类海
产品煮熟煮透后再食用&以预防副溶血性弧菌的
感染+
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