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风险监测
-"%,年广州市水产品中创伤弧菌和河弧菌检测分析

张晶!和鹏!周勇!陶霞!白志军!吴新伟
!广州市疾病预防控制中心"广东 广州#!%"&&"#

摘#要!目的#了解为期一年的监测中广州市水产品创伤弧菌和河弧菌污染水平"菌株携带毒力基因和分子分型

情况% 方法#对广州市水产品中创伤弧菌和河弧菌进行分离鉴定!毒力基因鉴定和肠道细菌基因间重复序列聚合

酶链式反应#XJ:2(OR*$% 结果#创伤弧菌阳性率为 %"/&h#)%’-.,$!河弧菌为 !/"h#%!’-.,$&用 OR*法检测创

伤弧菌毒力溶血素基因 GG/&全部阳性!G"195C和 %$F J*7++’b分型结果显示!共有 Rb型"X+型和 R+型 ) 种基

因型别% 河弧菌毒力相关基因 G@/".;7I全部阳性!/,?R携带率为 $"/"h#.’%!$"G@?携带率为 ,"/"h#%-’%!$&XJ:2(

OR*扩增出 , d%& 条 %"" d- """ MW 之间的条带!将 %! 株河弧菌在相似系数为 "/, 处分为 ! 个群 %% 个类型%

结论#广州市水产品中创伤弧菌和河弧菌污染情况较严重!大部分菌株携带毒力基因!XJ:2(OR*结果显示 %! 株河

弧菌在亲缘关系上具有相关性!应加强防控%

关键词!创伤弧菌&河弧菌&毒力基因&肠道细菌基因间重复序列聚合酶链式反应
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##创伤弧菌 #K*4#*;G,+0*@*",-$和河弧菌 #K*4#*;
@+,G*)+*-$是重要的致病性弧菌 * %+ ’ 创伤弧菌具有低
度嗜盐性"是分布极广的海洋弧菌"人类通常由于

食用污染的水产品,通过伤口接触海水及海产品或
加工海产品时被刺伤而感染"导致急性胃肠炎,原
发性脓毒血症及坏死性筋膜炎"起病凶险"肝病患
者或免疫力低下人群感染后病死率可高达 !"h* -+ ’
河弧菌常存在于河流或近海"引起腹泻和败血症
#伤口暴露及免疫力低下人群$"在致病性弧菌中的
危害性仅次于霍乱弧菌和副溶血性弧菌 * )+ ’ 近年
来关于创伤弧菌和河弧菌感染致病的报道逐年增
多 * &(a+ "监测水产品中这两种弧菌并研究其生物学
特性对于食源性疾病暴发事件中菌株的溯源,预防
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和控制意义重大’

%#材料与方法
%/%#材料
%/%/%#样品采集

-"%, 年在广州市农贸市场和超市采集的包括
淡水鱼,小龙虾和海水鱼,虾,贝类产品共 -., 份’
采集样品 & j保存"-& 4 内送至实验室检测’
%/%/-#主要仪器与试剂

f<\XL- R?@W>2G全自动微生物鉴定’药敏分析
系统#法国梅里埃$"+b基因扩增仪#美国赛默飞$"
电泳仪,凝胶电泳成像系统均购自美国伯乐’

创伤弧菌,河弧菌荧光定量试剂盒均购自深圳
生科源"弧菌显色培养基 #广州环凯微生物科技有
限公司$"87细菌鉴定卡#法国梅里埃$"培养基和

试剂盒均在有效期内使用’
%/-#方法
%/-/%#菌株鉴定

根据(广东省食品安全风险监测工作手册)的
方法进行定性检测"阳性菌株经 f<\XL- R?@W>2G
全自动微生物鉴定’药敏分析系统和创伤弧菌,河
弧菌荧光定量试剂盒确认’
%/-/-#基因检测

_7+模板制备%用菌环挑取单菌落于 %"" +S无
菌去离子水中"置沸水浴裂解 %" @:B"冰浴 %" @:B"
, """ J’@:B 离心 %" @:B#离心半径为 ! 2@$后取上
清’ 创伤弧菌 GG/&溶血素基因"毒力相关基因 G"1,
%$F J*7+和血清 X型及生物&型扩增引物"河弧菌
毒力相关基因 G@/,/,?R,G@?和 .;7I的扩增引物见
表 %’

表 %#创伤弧菌,河弧菌 OR*检测的引物序列
\>MSA%#OJ:@AJ;3?JG4AOR*?3K*4#*;G,+0*@*",->BE K*4#*;@+,G*)+*-

目的基因 引物序列#!x()x$ 片段大小’MW 反应条件
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FAPAJ>S

.& j预变性 ! @:B& .& j变性 % @:B"$- j退火 % @:B"
a- j延伸 % @:B"-! 个循环& a- j延伸 ! @:B

.& j预变性 ! @:B& .& j变性 % @:B"!! j退火 % @:B"
a- j延伸 % @:B")" 个循环& a- j延伸 ! @:B

.& j预变性 ! @:B& .& j变性 % @:B"!! j退火 % @:B"
a- j延伸 % @:B")" 个循环& a- j延伸 ! @:B

.& j预变性 ! @:B& .& j变性 % @:B"!, j退火 % @:B"
a- j延伸 % @:B")" 个循环& a- j延伸 ! @:B

.& j预变性 ! @:B& .& j变性 % @:B"!, j退火 % @:B"
a- j延伸 % @:B")" 个循环& a- j延伸 ! @:B

.& j预变性 ! @:B& .& j变性 % @:B"$& j退火 % @:B"
a- j延伸 % @:B")! 个循环& a- j延伸 ! @:B

.& j预变性 ! @:B& .& j变性 % @:B"$& j退火 % @:B"
a- j延伸 % @:B")! 个循环& a- j延伸 ! @:B

.& j预变性 & @:B& .& j变性 &" ;"$% j退火 % @:B"
a- j延伸 % @:B")) 个循环& a- j延伸 $ @:B

.& j预变性 & @:B& .& j变性 &" ;"!! j退火 % @:B"a- j
延伸 % @:B")) 个循环& a- j延伸 $ @:B

.& j预变性 & @:B& .& j变性 &" ;"!$ j退火 % @:B"a- j
延伸 % @:B")) 个循环& a- j延伸 $ @:B

.& j预变性 & @:B& .& j变性 &" ;"$! j退火 % @:B"a- j
延伸 % @:B")) 个循环& a- j延伸 $ @:B

.! j预变性 a @:B& .! j变性 % @:B" !- j退火 % @:B"
$! j延伸 , @:B")" 个循环& $! j延伸 %" @:B

%/-/)#XJ:2(OR*分型
肠道细菌基因间重复序列聚合酶链式反应

# ABGAJ?M>2GAJ:>S JAWAG:G:PA :BGAJCAB:2 2?B;AB;N;
;AgNAB2A(OR*"XJ:2(OR*$基于肠内细菌基因组间重
复序列获得基因指纹图谱并分析其生物学关系’
XJ:2(OR*扩增引物见表 %’ 每组重复试验 ) 次"将
获得的重复性好的 XJ:2(OR*指纹图谱数据根据同
一电泳位置条带有无记为-%.和-"."然后转换成二
进制"用 FOFF P-% 软件分析"聚类分析利用非加权
组平均 #NBVA:C4GAE W>:J(CJ?NW @AG4?E V:G4 >J:G4@AG:2

@A>B;"TO8I+$法"以 _:2A系数对扩增产物进行相
似性分析"用 F:@W;?B 多样性指数 #_$测定评估
XJ:2(OR*的判别能力’

-#结果
-/%#菌株检出情况

-"%, 年共采集淡水产品 %", 份"海水产品
%." 份"每份样品每种菌只检一株"其中检出创伤弧
菌 )% 株"检出率为 %"/&h"河弧菌 %! 株"检出率为
!/"h"见表 -’
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表 -#广州市水产品中创伤弧菌和河弧菌检出情况
\>MSA-#_:;GJ:MNG:?B ?3K*4#*;G,+0*@*",->BE K*4#*;@+,G*)+*-

:;?S>GAE 3J?@>gN>G:2WJ?EN2G;

样品
样品
份数

创伤弧菌 河弧菌
阳性菌株数 检出率’h 阳性菌株数 检出率’h

贝类 a" %) %,/$ " "/"

海鱼 $" & $/a $ %"/"

海虾 $" a %%/a " "/"

淡水鱼 .! a a/& , ,/&

小龙虾 %) " "/" % a/a

合计 -., )% %"/& %! !/"

-/-#毒力相关基因分析
)% 株创伤弧菌全部检出溶血素 +基因#GG/&$

核酸阳性"其中 -! 株鸟氨酸脱羧酶和吲哚阳性"为
生物 % 型#b\%$"其余 $ 株为生物 - 型#b\-$"血清
X型未检出’

G"195C和 %$F J*7++’b毒力相关基因分型结
果显示%G"19和 %$F J*7+b型 #Rb型$有 %a 株"
G"1C和 %$F J*7++#X+型$有 %- 株"G"19和 %$F
J*7++型#R+型$有 - 株"G"19和 %$F J*7++b型
#R+b型$未检出"G"1C和 %$F J*7+b型 #Xb型$
未检出’ 各型别之间经 %- 检验"差异有统计学意义
#%- k./-%-"’m"/"% $’ 毒力相关基因以 Rb型
#!&/,h"%a’)%$和 X+型 #),/ah"%-’)%$为主 #图
%$’ 与淡水产品比较"海水产品中毒力相关基因占
aa/&h#-&’)%$’

%! 株河流弧菌均检出溶血素基因 G@/ 和毒力基
因调控蛋白 .;7I&. 株检出携带亚铁血红素利用蛋
白基因 /,?R#$"/"h".’%!$&%- 株检出携带金属蛋
白酶基因 G@?#,"/"h"%-’%!$’ 各毒力基因在水产
品中的分布见图 -’
-/)#XJ:2(OR*图谱分析

如图 ) 所示"用单一扩增法研究 %! 株河弧菌
XJ:2(OR*序列扩增模式"每株能扩增出 , d%& 条条
带"大小在 %""d- """ MW 之间"F:@W;?B 多样性指数
###

图 %#K"195C和 %$F J*7++’b毒力相关基因分型
D:CNJA%#_:;GJ:MNG:?B ?3G"195C和 %$F J*7++’b

P:JNSAB2A(>;;?2:>GAE CABA;:B K*4#*;G,+0*@*",-:;?S>GA;

JA2?PAJAE 3J?@>gN>G:2WJ?EN2G;

图 -#河弧菌毒力基因分布情况
D:CNJA-#_:;GJ:MNG:?B ?3P:JNSAB2A(>;;?2:>GAE CABA;:B

K*4#*;@+,G*)+*-:;?S>GA;JA2?PAJAE 3J?@>gN>G:2WJ?EN2G;

#_$值为 "/a$! ,"呈现不同程度的基因多样性’ 运
用 7\F‘F(OR-/" 软件进行聚类分析"在相似系数
为 "/, 处同源性最高可分为 ! 个群 %% 个类型"海水
产品中分离的河弧菌主要分布在 <群和 <<群"淡水
产品中分离的河弧菌则主要分布在 <f群和 f群’
总体上结果具有遗传相关性’ 从图 ) 中还可以看
出"%! 株河弧菌 XJ:2(OR*图谱聚集性与毒力基因
型相关性不大"相同毒力基因型的菌株可获得
###

图 )#%! 株河弧菌的 XJ:2(OR*图谱及聚类分析
D:CNJA)#XJ:2(OR*>BE 2SN;GAJ:BC>B>SH;:;?3%! ;GJ>:B;?3K*4#*;@+,G*)+*-
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不同的图谱"不同毒力基因型的菌株有相近的指纹
图谱’ XJ:2(OR*扩增 )% 株创伤弧菌"未见条带或
者只有一条条带"不能进行有效分型’

)#讨论
创伤弧菌和河弧菌均为嗜温性弧菌"随着温室

效应全球化"弧菌的流行区域和危害性也逐年增
大 * ,(.+ "广州市近年陆续有关于创伤弧菌和河弧菌
感染的报道’ 由于弧菌的嗜铁性"酒精性肝病和慢
性肝炎等机体转铁蛋白较高的患者易感性增加"且
感染后容易引发重症’ 我国是肝炎大国"预测由创
伤弧菌和河弧菌引起的免疫力低下人群疾病负担
的发生率将进一步升高 * %"(%-+ ’

本次监测发现"市售水产品中创伤弧菌和河弧菌
检出率与其他沿海地区相似*%)+ "分别为 %"/&h和
!/"h’ 在淡水产品中还检出创伤弧菌"考虑为交叉
感染引起’ 创伤弧菌分为 )种生物型"其中生物 % 型
能够导致人类发病"未检测到血清 X型’ 毒力相关基
因 G"195C和 %$F J*7++’b分型显示以 Rb型和 X+
型为主"高达 !&/,h和 ),/ah"提示广州市市售水产
品中创伤弧菌危害性高"应引起关注’ 本次监测分离
到的 %!株河弧菌中"具有种属特异性的 G@/ 和 .;7I
检出率均为 %""/"h"/,?R检出率为 $"/"h"G@?检出
率为 ,"/"h’ 这些毒力基因具有一定程度的保守性"
是细菌耐受环境改变以及感染宿主细胞的相关基础
基因&因此"应持续监测这两种弧菌的污染情况"进一
步研究毒力基因突变的地理特征及其与基因型的关
系"对于制定弧菌的防控策略及分析毒力基因的具体
作用有重要的参考价值’

XJ:2(OR*是一种可靠的分型方法"它利用穿插
在肠道细菌基因组重复序列的基因为引物"建立起
特异性的 _7+指纹图谱分类的方法 * %&+ ’ 不同菌株
的 XJ:2(OR*基因组指纹图谱可以显示出种,属和菌
株水平上的差异’ 本研究中"相似系数为 "1, 处可
分为 ! 个群 %% 个类型".群有 - 株"&群有 ! 株"-
群有 % 株"0群有 & 株"1群有 ) 株"将毒力基因相
同的菌株很好地聚类在同一个群里"显示出 XJ:2(
OR*在河弧菌上可靠的分型能力’ 这些群内具有
遗传相关性的菌株在电泳图谱上所显示出来的细
微差别"可能是同一来源的菌株在扩散过程中发生
了变异"因此没有完全一致’ 本研究采用 XJ:2(OR*
分析广州市市售水产品中污染的河弧菌菌株的同
源性"分析结果揭示了毒力基因和样品类型等菌株
间内在联系"结合流行病学分析"有利于实现对河
弧菌的主动监测和疾病暴发因子溯源"这对防控由

河弧菌引起的食源性疾病具有重要意义’ 本研究
中尽管创伤弧菌毒力基因型之间存在统计学上的
相关性"但是利用 XJ:2(OR*对 )% 株创伤弧菌基因
组 _7+进行分析"未能得到或只能得到一条条带"
没有足够的分辨能力进行分类"需要今后进一步深
入研究"通过大规模的基因组测序分析比较重复
_7+序列在创伤弧菌中的分布及所起作用’
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