
中国食品卫生杂志

CHINESE JOURNAL OF FOOD HYGIENE 2023 年第  35 卷第  9 期

151 株副溶血性弧菌的分子分型研究

李雪，孙婷婷，魏彤竹，王伟杰，刁文丽

（辽宁省疾病预防控制中心，辽宁  沈阳  110005）

摘 要：目的　了解辽宁省副溶血性弧菌的分布规律及流行趋势，为辽宁省副溶血性弧菌引起的食源性疾病的溯

源和预警提供基础。方法　对 2019 年辽宁省 151 株 VP 分离株进行血清分型、PFGE、REP-PCR 和 ERIC-PCR 分子

分型和聚类分析，评价 3 种方法间的关联性，同时探讨菌株间的亲缘关系。结果　124 株分离株可共分为 18 个血

清型，27 株分离株未能分型，血清群以 O3 群、O1 群和 O2 群为主。PFGE 的分辨力（DI）为 0. 97，REP-PCR 的 DI 为

0. 95，ERIC-PCR 的 DI 为 0. 93。血清型 O3 群菌株与 O1 群菌株分子型相似度高。结论　2019 年辽宁省临床 VP 分

离株流行血清型仍为 O3：K6，食品 VP 分离株流行血清群仍为 O2。PFGE、REP-PCR 和 ERIC-PCR 3 种分型方法结

果一致，且 PFGE 分型方法的分辨力和再现性均优于其他两种方法，研究结果可以为副溶血性弧菌所引起食源性

疾病的溯源提供新的技术手段。
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Abstract： Objective　To provide a basis for the tracing and early warning of foodborne diseases caused by Vibrio 

parahaemolyticus （VP） in Liaoning Province， the distribution and epidemic trend of VP in Liaoning Province 
combined with serotype analysis were elucidated. Methods　 One hundred and fifty-one VP isolates from Liaoning 
Province in 2019 were serotyped， and PFGE， REP-PCR， and ERIC-PCR molecular typing and cluster analysis were 
performed to evaluate the correlation between the three methods and explore the kinship between the strains .
Results　 One hundred and twenty-four isolates were divided into 18 serotypes and 27 isolates could not be 
classified.  The main serotypes were the O3， O1， and O2 groups.  The resolutions （DI） of PFGE， REP-PCR， and 
ERIC-PCR were 0. 97， 0. 95， and 0. 93， respectively.  There was a higher similarity in the molecular type between 
the serotype O3 group strain and the O1 group strain. Conclusion　The epidemic serogroup of clinical VP isolates in 
Liaoning Province is still O3：K6， and the epidemic serogroup of food VP isolates is still O2.  The cluster analysis 
results of PFGE， REP-PCR， and ERIC-PCR are consistent， and the resolution and reproducibility of PFGE are 
better than those of the other two methods.  These results can provide novel technical means for the traceability of 
foodborne diseases caused by  VP.
Key words： Vibrio parahaemolyticus； molecular typing； serum typing； kinship； traceability

副溶血性弧菌（Vibrio parahaemolyticus，VP）是

一类嗜盐和嗜碱性菌，主要存在于海产品中，可引

起人类急性肠胃炎甚至败血症［1］。近年来，随着生

活水平的提高，人们对海产品的消费增加，食源性

疾病的流行病学调查和研究也越来越被重视［1］。近

5 年来，辽宁省大连市、营口市等沿海城市发生 VP
食物中毒事件居多，VP 已成为辽宁省最严重的食

源性致病菌［2-4］。目前国内由 VP 引起的食物中毒

及人群暴露规模已超过沙门菌，是引起我国食物中

毒或散发性腹泻的首位食源性致病菌［5-6］。

血清分型是 VP 分型的常用方法，VP 一般有 13 个

血清 O 群和 71 个 K 型抗原，但很多 VP 分离株不能用

现有的抗原分型，当出现新的血清型时就可能给食
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源性疾病流行病学调查和溯源带来困难，因此作为

流行病学研究工具，血清分型是很受限制的［7］。脉

冲 场 凝 胶 电 泳（Pulsed field gel electrophoresis，
PFGE）作为我国细菌分子分型的金标准方法，具有

分辨力高、重复性好的优点，已经应用在很多食源

性致病菌的分子分型研究中。重复基因外回文序

列（Repetitive extragenic palindromic sequence，REP）
和肠细菌重复序列（Enterobacterial repetitive intergenic 
consensus，ERIC）普遍在 VP 中存在，因此可以利用

REP 和 ERIC 设计引物进行 PCR 实验，扩增出不同

DNA 片段，进行食源性致病菌的分子分型研究。

本研究应用 PFGE、REP-PCR 和 ERIC-PCR 3 种

方法对 2019 年辽宁省 VP 分离株进行了分子分型

研究，评价 3 种方法间的关联性，同时探讨菌株间

的亲缘关系，并结合血清分型结果分析，进一步了

解辽宁省副溶血性弧菌的分布规律及流行趋势。

1　材料与方法

1. 1　菌株

海产品采自 2019 年辽宁省 14 个市的农贸市

场。粪便样品来源于 2019 年辽宁省食源性疾病监

测哨点医院食物中毒患者。

采集海产品和粪便样品进行 VP 增菌、分离和

鉴定，得到食品分离株 65 株和临床分离株 86 株。

ATCC 17802（购 买 于 沈 阳 汇 佰 生 物 有 限 公 司），

PFGE 实验分子量标准菌株 Salmonella Braenderup 
H9812 来自于国家食品安全风险评估中心。

1. 2　主要仪器与试剂

CHEFMAPPER-XA 脉 冲 场 凝 胶 电 泳 系 统 、

GelDocXR+ 凝胶成像系统、S1000PCR 仪（美国伯

乐），HHB11-22 培养箱（中国海河），VITEK2 全自动

微生物生化鉴定仪和比浊仪（法国梅里埃）。仪器

均通过计量检定或校准。

3% 氯 化 钠 碱 性 蛋 白 胨 水 -3%APW（批 号

20210326，北京陆桥），3% 氯化钠胰蛋白胨大豆琼

脂（批号 20210428，北京陆桥），弧菌显色培养基（批

号 20201228，法 国 科 马 嘉），弧 菌 血 清（批 号

20200113，SSI），NotⅠ酶（批号 20200806，Promega），

金 胶 Q（批 号 20201209，Promega），REP-PCR 和

ERIC-PCR 引物（TaKaRa）。

1. 3　方法

1. 3. 1　血清分型

按照 GB 4789. 7—2013《食品安全国家标准  食
品微生物学检验  副溶血性弧菌检验》［8］中玻片凝集

法对 VP 分离株进行血清分型。

1. 3. 2　PFGE 分型及聚类分析

按照国家食品安全风险评估中心下发的《2019 年

食源性疾病监测工作手册》［9］操作。应用 BioNumerics 
7. 6 软件对 PFGE 图谱聚类分析。

1. 3. 3　REP-PCR 和 ERIC-PCR 分型及聚类分析

按文献［10-11］方法利用 REP 和 ERIC 设计引

物并按照其反应体系进行 PCR 实验，扩增出不同

DNA 片段图谱，引物序列见表 1。应用 SPSS 13. 0
软件对图谱聚类分析，用系统聚类分析法中的组内

聚类法，对各菌株进行聚类分析，这种方法曾被

MARTIN-KEARLEY 等［10］ 描 述 过 ，最 终 使 用

HUNTER 等［11］的方法计算出各种分型方法的区分

能力即分辨力（DI）。

DI = 1 - 1
N (N - 1) ∑j = 1

s nj(nj - 1)
式中，DI 是分辨力，s 是型别数，nj 是 j 型菌株数，N
是菌株总数。

2　结果

2. 1　血清分型结果

副溶血性弧菌有 13 个血清 O 群和 71 个 K 型

抗原，很多 VP 分离株不能用现有的抗原分型而出

现新的血清型。本研究中 151 株 VP 分离株中，27
株不能进行 K 型抗原分型，其他 124 株分离株共分

为 18 个血清型，以 O3、O1 和 O2 群为主要血清群。

临床分离株血清型较少，主要血清群为 O3、O1 群，

且流行血清型为 O3：K6；食品分离株血清型较多，

主要血清群为 O2、O1、O4 和 O3 群。151 株 VP 血

清型结果具体见表 2。
2. 2　PFGE 聚类分析结果

PFGE 的分辨力（DI）达到 0. 97。按相似度 >
85%，151 株 VP 分离株可分成 12 组优势带型 A~L
组，而主要分子型为 A~D 组。 PFGE 聚类结果见

图 1。A~D 组分离株主要是血清 O3 群和 O1 群，O3

表  1　REP-PCR 和 ERIC-PCR 引物序列

Table 1　Primer sequences of REP-PCR and ERIC-PCR
引物

上游引物

下游引物

REP-PCR
5'-IIICGICGICATCIGGC-3'

5'-ICGICTTATCIGGCCTAC-3'

ERIC-PCR
5'-ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3'
5'-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3'
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群和 O1 群相似度>85%，相似度高，临床分离株血

清分型和 PFGE 分型结果一致。临床分离株间相似

度>85%，相似度高。主要分子型与血清占比分析情

况见表 3。
食品分离株除个别株与临床分离株相似度 >

95%，相似度高，其他食品分离株与临床分离株间相

似度均 <85%，相似度低，食品分离株血清分型和

PFGE 分型结果一致。食品分离株间相似度<85%，

相似度低。一些可生食的即食食品分离株与临床

分离株间相似度>95%，相似度高。

2. 4　REP-PCR 和 ERIC-PCR 聚类分析结果

REP-PCR 的 DI 达到 0. 95，ERIC-PCR 的 DI 为

0. 93。PFGE 聚类分析中分型的 12 组菌株，每组菌

株均在 REP-PCR 和 ERIC-PCR 聚类分析中按∑2<5
而被分成相同的组，REP-PCR、ERIC-PCR 分型结果

和 PFGE 分型结果一致。 PFGE 可以把 REP-PCR
和 ERIC-PCR 分型结果相同的菌株进一步分成不同

亚型，例如菌株 37、46、54、40、39 在 PFGE 分型时相

似度均是>85%，被分为相同的型，但它们之间相似

度具体是 100%、96%、90. 9%、85. 7%，又可以把它

们分成不同的亚型。而它们在 REP-PCR 和 ERIC-

PCR 分型时，按∑2<5 仅可被分为相同的型。REP-

PCR 和 ERIC-PCR 聚类分析结果见图 2 和图 3。

3　讨论

血清分型结果显示，临床分离株血清分型较

少，食品分离株血清分型较多，27 株不能分型分离

株全部来源于食品分离株，提示食品分离株较临床

分离株血清型更难区分［12-14］。部分 VP 分离株不能

用现有的抗原分型，提示 VP 抗原很不稳定易变异。

血清鉴定过程中，很多菌株还需高压处理后再做凝

集实验，提示 VP 血清型鉴定很繁琐复杂且现阶段

不能做到所有菌株都被分型。

2019 年辽宁省临床 VP 分离株流行血清型仍

为 O3：K6，食品 VP 分离株流行血清群仍为 O2，这
与 辽 宁 省 近 3 年 VP 分 离 株 的 流 行 血 清 型

一致［4，15-17］。

聚类分析结果提示，临床分离株分子型相似

度高，亲缘关系近，临床分离株血清分型和 PFGE
分型结果一致，提示临床分离株间关联性强。食

品分离株分子型相似度低，亲缘关系远，食品分离

株血清分型和 PFGE 分型结果一致，提示食品分离

株间关联性弱，食品分离株可能起源于不同菌株。

个别食品分离株与临床分离株分子型相似度高，

亲缘关系近，提示个别食品分离株与临床分离株

间关联性强，个别食品分离株可能起源于相同致

病菌。绝大多数食品分离株与临床分离株分子型

相似度低，亲缘关系远，提示绝大多数食品分离株

与临床分离株间关联性弱，绝大多数食品分离株

可能不致病。

一些可生食的即食食品分离株与临床分离株

相似度高，亲缘关系较近，提示可生食的即食食品

分离株与临床分离株间关联性强，可生食的即食海

产品食品安全风险高于烹饪后的海产品。

聚类分析结果提示血清型 O3 和 O1 群分子型

相似度高，血清型 O3 群和 O1 群菌株密切相关。20
世纪 80 年代，我国临床 VP 分离株血清型主要以

O1、O4 群为主［18-21］。近年来，辽宁省临床 VP 分离

株的血清型主要以 O3、O1 群为主，这种情况与国外

一些国家及国内其他一些省份检出的临床 VP 分离

株血清型流行情况相似［22］，提示 VP 分离株流行血

表  2　151 株 VP 血清分型结果

Table 2　Serum typing results of 151 VP strains
血清型

O3:K6
O1:K5
O4:K8
O3:K29
O1:K30
O2:K28
O2:K3
O5:K17
O4:K42
O4:K34
O10:K24
O1:K32
O1:K19
O2:K6
O1:K33
O3:K45
O3:K17

临床 VP 分离株

数量/株

68
9
6
2
1

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

占临床株

比例/%
79.1
10.5

7.0
2.3
1.2
—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

食品 VP 分离株

数量/株

1
—

—

—

—

10
8
3
3
2
2
2
2
2
1
1
1

占食品株

比例/%
1.5
—

—

—

—

15.4
12.3

4.6
4.6
3.1
3.1
3.1
3.1
3.1
1.5
1.5
1.5

表  3　VP 主要分子型与血清群占比分析

Table 3　Analysis of main VP molecular types and serum proportion
主要分子型

A 组

B 组

C 组

D 组

E~L 组

菌株数量/株

44
14
10

7
24

血清群 O3 数量/株

36
10

8
6

12

血清群 O3 占比/%
81.8
71.4
80
85.7
50

血清群 O1 数量/株

8
4
2
1
0

血清群 O1 占比/%
18.2
28.6
20
14.3

0
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清型由 O4 群逐渐转变为 O3 群。聚类分析结果均

显示血清型 O3 与 O1 群相似度高，因此推断血清型

O3 群菌株很可能来源于 O1 群菌株。

本 研 究 结 果 显 示 ，应 用 PFGE、REP-PCR 和

ERIC-PCR 方法对辽宁省 VP 分离株分型均是可行

的。PFGE、REP-PCR 和 ERIC-PCR 3 种方法扩增均

基本稳定，每次试验均能重复产生一定复杂程度的

比较清晰且有不同程度多态性 DNA 主条带。PFGE
分型方法的分辨力更优于 REP-PCR 和 ERIC-PCR
分型方法，REP-PCR 分辨力要优于 ERIC-PCR。

通过与 PFGE 方法对比可知，3 种方法分型结

果一致，但 REP-PCR 和 ERIC-PCR 方法简单易行、

图  1　151 株 VP 分离株 PFGE 聚类分析结果

Figure 1　Cluster analysis results of PFGE of 151 VP strains
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费用低，不需要昂贵的专业设备和分析软件，耗时

短，因此利用 REP-PCR 和 ERIC-PCR 方法对 VP 分

型具有可行性。PFGE、REP-PCR 和 ERIC-PCR 3 种

分子分型方法对于评估辽宁省副溶血性弧菌流行

趋势及分布规律是一致可行的，研究结果可以为副

溶血性弧菌所引起食源性疾病的溯源提供新的技

术手段。

图  2　151 株 VP 分离株 REP-PCR 聚类分析结果

Figure 2　Cluster analysis results of REP-PCR of 151 VP 
strains
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