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摘 要：目的　对 2023 年淮安市一起食物中毒事件分离的副溶血性弧菌进行全基因组测序和耐药性分析，为副

溶血性弧菌引起的食源性疾病的防控和临床治疗提供参考。方法　采用 Illumina 测序平台进行全基因组测序，通

过全基因组单核苷酸多态性（wg-SNP）和多位点序列分型（MLST）分析进行溯源，在线数据库鉴定菌株携带的毒力

和耐药基因，采用微量肉汤稀释法进行药敏实验。结果　共分离到 12 株副溶血性弧菌，3 株来自病例、9 株来自留样

食品。其中 2 株食物分离株与 3 株病例分离株 wg-SNP 差异数为 0~2 bp，都属于 ST3 型，判断为同一克隆；其余 7 株

食物分离株与病例分离株 wg-SNP 差异数为 11 341~37 173 bp，判定为不同克隆。从病例和食品中分离的 ST3 型副

溶血性弧菌都携带外毒素基因 tdh 和 tlh，其余菌株仅携带 tlh。本事件分离的副溶血性弧菌都携带 blaCARB 型耐

药基因，且对头孢唑啉耐药率较高。结论　通过全基因组测序分析，本起事件由携带 tdh 毒力基因的 ST3 型副溶血

性弧菌污染食品引发，显示全基因组测序技术在中毒事件快速溯源中有较好的应用前景。该菌株对头孢唑啉耐

药，可为临床治疗抗生素选用提供依据。
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Abstract： Objective　 Whole genome sequencing and antibiotic resistance analysis were conducted for Vibrio 

parahaemolyticus strains isolated from a food poisoning incident in Huai’an City in 2023， so as to provide reference for the 
prevention and clinical treatment of foodborne diseases caused by Vibrio parahaemolyticus. Methods　 Whole genome 
sequencing was performed by Illumina sequencing platform， traceability was carried out by whole genome single nucleotide 
polymorphism （wg-SNPs） and multi-site sequence typing （MLST） analysis， the virulence and resistance genes carried by 
the strains were identified in the online database， and the antibiotic resistance was performed by microbroth dilution.
Results　Among the 12 strains of Vibrio parahaemolyticus， 3 strains were isolated from patients and 9 strains were isolated 
from food samples.  The difference of wg-SNPs of 3 strains from patients and 2 strains from food samples were 0~2 bp， both 
of which belonged to ST3 type and were judged to be the same clone.  The difference of wg-SNPs between the remaining 
7 strains from the food samples and the isolates from patients were 11 341~37 173 bp， which was judged to be different 
clones.  Both the patients and the food-isolated Vibrio parahaemolyticus belonged to type ST3 carried the exotoxin genes tdh 

and tlh， while the remaining strains carried only tlh.  All Vibrio parahaemolyticus strains isolated in this event carried durg 
resistance gene blaCARB and had a high rate of resistance to cefazoline. Conclusion　Through whole genome sequencing 
analysis， the incident was caused by ST3 Vibrio parahaemolyticus carrying the tdh virulence gene and resistant to 
cefazoline， which showed promising application prospects of whole genome sequencing technology in rapid source tracing 
of poisoning events， and provided a basis for the selection of antibiotics in clinical treatment.
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副溶血性弧菌是一种常见的嗜盐性病原菌，广

泛存在于河口、海洋等环境以及水产品中［1-2］。食用

被副溶血性弧菌污染的食品会导致食物中毒，主要

症状为肠胃炎、腹痛、恶心、腹泻、发热等［3-5］。据统

计，2018—2021 年中国大陆由副溶血性弧菌引发的

食物中毒事件数在微生物性致病因子引起的食源性

疾病暴发事件中居第 2 位，江苏省 2016—2020 年

发生了 267 起由副溶血性弧菌引发的食源性疾病

事件，该菌成为了需重点关注的食源性致病菌［6-9］。

2023 年江苏淮安市发生一起由副溶血性弧菌引起

的食物中毒事件，本研究对副溶血性弧菌进行了全

基因组测序、耐药性分析，通过对菌株进行溯源和

病原学研究，以期为由副溶血性弧菌引起的食源性

疾病的防控和临床治疗提供参考。

1　材料与方法

1. 1　材料

1. 1. 1　菌株信息

实验室从此次食物中毒事件采集的食品留样、

病例肛拭子、病例呕吐物 3 类共 35 份样本中分离

到 12 株副溶血性弧菌，其中 9 株分离自食品留样

样本、3 株分离自病例肛拭子样本，菌株具体来源信

息见表 1。

1. 1. 2　主要试剂与仪器

3% 碱性蛋白胨琼脂（青岛高科技工业园海博

生物技术有限公司）；革兰氏阴性菌药敏板（美国

Thermo Fisher 公司）；细菌基因组 DNA 提取试剂盒

（天根生化科技北京有限公司）；副溶血性弧菌毒力

基因荧光 PCR 检测试剂盒（北京卓诚惠生生物科技

股份有限公司）；药敏加样与分析系统、荧光定量 PCR
仪（美国 Thermo Fisher 公司）；Illumina NovaSeq 测序

平台（美国 Illumina 公司）。

1. 2　方法

1. 2. 1　全基因组测序

使用细菌基因组 DNA 提取试剂盒提取 12 株

副溶血性弧菌的全基因组 DNA。核酸经检测质量

合格后，委托上海伯杰医疗科技有限公司进行细菌

全基因组测序。下机数据经质控过滤后利用 CLC
软件进行组装。

1. 2. 2　全基因组单核苷酸多态性（wg-SNPs）分析

使 用 KSNP 3. 01 软 件 最 大 似 然 法（Maximum 
likelihood）构建进化树，bootstrap=1 000，然后使用在

线软件 iTOL［10］对进化树进行可视化展示。

1. 2. 3　MLST 分子分型

将菌株基因组序列上传至 MLST 在线数据库

（https：//pubmlst. org/organisms/vibrio-parahaemolyticus）
获取菌株的 7 个管家基因（dnaE，gyrB，recA，dtdS， 

pntA，pyrC，tnaA）的等位基因编号，根据等位基因

编号得出菌株 ST 型，最后使用 PHYLOViZ Online
（https：//online. phyloviz. net/index）绘制最小生成树。

1. 2. 4　毒力基因注释

将菌株基因组序列与 VFDB（setA 库）数据库中

已知毒力基因序列进行 BLASTn 比对，检测本研究

中菌株携带的毒力基因，通过 TBtools 软件进行热

图分析。利用荧光 PCR 方法验证 tlh、tdh、trh 3 种

毒素相关毒力基因携带情况。

1. 2. 5　药敏试验及耐药基因

采用微量肉汤稀释法检测 12 株副溶血性弧菌

对 20 种抗生素药物的敏感性，大肠埃希氏菌 ATCC 
25922 作为质控菌株，药敏结果的判断参照《2023 年

国家食源性疾病监测工作手册》。

分别将菌株基因组序列与 CARD（https：//card.
mcmaster. ca/）耐药基因库和 ResFinder（https：//cge.
food. dtu. dk/services/resfinder/）耐药库中的耐药基

因进行比对（仅将 coverage 和 identity 值均大于 90%
的耐药基因进行展示），预测菌株耐药基因携带

情况。

2　结果

2. 1　全基因组测序与 wg-SNPs分析

12 株副溶血性弧菌基因组序列经过滤组装，基

因组平均大小为 4. 90 Mb，平均 GC 含量为 45. 38%。

根据 wg-SNPs 构建的系统发育树见图 1，12 株副溶

血性弧菌分布于 7 个分支上，其中病例分离菌株

表 1　12 株副溶血性弧菌分离株来源信息

Table 1　Source information of 12 Vibrio parahaemolyticus

菌株编号

FR1
FR2
FR3
FR4
FR5
FR6
FR7
FR8
FR9
FR10
FR11
FR12

菌株类别

副溶血性弧菌

来源样本

食品（海带千张）

食品（牛肉）

食品（红烧鸡）

食品（猪爪子）

食品（素鸡）

食品（猪耳朵）

食品（猪杂）

病例 1 肛拭子

病例 2 肛拭子

病例 3 肛拭子

食品（鸭胗）

食品（猪鼻子）
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FR8、FR9、FR10 和食品留样分离株 FR11、FR12 聚

为一支，这 5 株菌基因组间 SNPs 相差 0~2 bp，以
SNPs≤6 bp 作为判断副溶血性弧菌食源性疾病暴发

的依据［11］，这些菌株属于同一克隆；其余 7 株副溶

血性弧菌与病例分离株 wg-SNPs 差异数为 11 341~
37 173 bp，判定为不同克隆；食品留样分离株 FR1 和

FR7 聚为一支，这 2 株菌基因组间 SNPs 相差 56 bp，
判断属于不同克隆。

2. 2　MLST 分子分型

如图 2 所示，12 株副溶血性弧菌有 7 种 ST 型，

其中 STn1 和 STn2 为新的 ST 型。病例分离株 FR8、
FR9、FR10 和食品留样分离株 FR11、FR12 均属 ST3；
FR1 和 FR7 均为 ST1678。其余 5 株菌分属不同的

ST 型。

2. 3　毒力基因携带情况

12 株副溶血性弧菌共携带 16 类 163 种毒力基

因，其中鞭毛（flagella）与三型分泌系统（T3SS1）相

关基因最多。在热图中（图 3），12 株菌被分为 2 大

分支，其中 FR8、FR9、FR10、FR11、FR12 聚为一支，

携带的毒力基因完全相同。与以上 5 株菌相比较，

其余 7 株菌均不携带三型分泌系统（T3SS2）及相关

基因（T3SS2 secreted effectors）。

基因组测序分析和荧光 PCR 检测均证实病例

分离菌株 FR8、FR9、FR10 和食品留样分离株 FR11、
FR12 携带耐热溶血素蛋白编码基因 tdh 和编码非

耐热溶血素蛋白基因 tlh，其余菌株仅携带 tlh。

2. 4　药敏试验及耐药基因

药敏实验结果表明，12 株菌对头孢唑啉耐药率

最高（91. 67%，11/12），其次为氨苄西林和多黏菌素 E
（均为 16. 67%，2/12），对其余抗生素均敏感。对 3 类

抗生素耐药的多重耐药菌株有 1 株。 FR8、FR9、
FR10、FR11、FR12 耐药表型相同，仅对头孢唑啉耐

药，对其余抗生素均敏感。

从 CARD 和 ResFinder 数据库共鉴定到 3 类 6 个

耐药基因，分别介导对 β-内酰胺酶类、喹诺酮类、叶

酸途径抑制剂类抗生素的耐受，见表 2。其中，所有

菌株都携带 β -内酰胺酶类耐药基因。FR8、FR9、
FR10、FR11、FR12 均携带 blaCARB-22 基因。

3　讨论

本次事件分离到的 12 株副溶血性弧菌中 9 株

源自留样食品，3 株分离自病例，wg-SNPs 分析发现

图 1　基于基因组 SNPs构建的系统发育树

Figure 1　Phylogenetic tree based on genomic SNPs

图 2　副溶血性弧菌 MLST 分型最小生成树

Figure 2　Minimum spanning tree for MLST typing of Vibrio 

parahaemolyticus strains

图 3　副溶血性弧菌携带毒力基因热图

Figure 3　Heat map of virulence genes carried by Vibrio parahaemolyticus
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3 株病例分离株和 2 株食品分离株同属一个克隆，

其余食品分离株分属于 6 个不同克隆，MLST 分型

结果与 wg-SNPs 结果相符。测序结果证实此次事

件是由 ST3 型副溶血性弧菌引起的，同时留样食品

被多种 ST 型别副溶血性弧菌污染，表明该食品加

工场所卫生条件较差。2 份被 ST3 型副溶血性弧菌

污染的食品均为非水产品且所属食品类别不同，因

此判断这 2 份食品为被交叉污染的中间食品。由

于未采集到加工环境、食品原材料等样品，证据链

不够充足，未能找到最终归因食品，但本研究显示

了基因组二代测序技术在食物中毒事件致病菌污

染溯源中有较好的应用前景，目前一些学者已经将

基因组二代测序技术应用到了食物中毒事件的溯

源工作中［12］。

副溶血性弧菌的致病力与其毒力因子密切相

关，经预测本研究中的菌株携带有与黏附、荚膜、铁

摄取、群体感应、T3SS 分泌系统以及外毒素等相关

的毒力基因，尤以鞭毛（flagella）与三型分泌系统

（T3SS）毒力基因居多。鞭毛可介导在宿主表面的

黏附；T3SS 则主要是诱导细胞自噬、细胞圆化和细

胞裂解［13-14］。此外，我们还发现所有的菌株都携带

不耐热溶血素基因 tlh，但只有病例分离菌株及与病

例分离菌株高度同源的 2 株食品分离株携带编码

耐热溶血素的 tdh 基因，相关研究表明非流行菌株

在获取 tdh 和 T3SS2 后可成为致病的流行株，应引

起重视［15］。

药敏结果显示，12 株菌除对第一代头孢菌素头

孢唑啉耐药率较高外，对其他抗生素的整体耐药率

不高，与其他地区报道的从食物中毒事件分离的副

溶血性弧菌的耐药情况不同［5，12］，但与宁波市食源

性疾病主动监测腹泻样本中分离的副溶血性弧菌

的耐药表型很相似［16］。基于二代测序预测所有菌

株都携带 β-内酰胺类抗生素耐药基因 blaCARB 与

耐药表型基本一致，但是二代测序预测部分菌株携

带的喹诺酮类和叶酸途径抑制剂类抗生素基因在

表型上未表现出来。

副溶血性弧菌引发的食物中毒大多数由食物交

叉污染造成，本起事件由携带 tdh 毒力基因 ST3 型

副溶血性弧菌污染食品引发，建议加强食源性疾病

预防的宣传教育和食品安全宣传工作，防范此类食

物中毒事件再次发生。同时，建议积极推广全基因

组测序技术在食源性疾病快速溯源的应用，为食源

表 2　副溶血性弧菌药敏试验结果及耐药基因携带情况

Table 2　Drug sensitivity and resistance gene results of Vibrio parahaemolyticus

抗生素菌株

最小抑

菌浓度/

（µg/mL）

耐药

基因

AMP
CFX
CFZ
CXM
CTX
CAZ
CPM
IPM

MEM
GEN
STR
AMK

CT
PB

AZM
TET
NAL
CIP
CHL
SXT

CARD数

据库对

比结果

Res⁃
Finder数
据库对

比结果

FR1
16（I）

8（S）
8（R）

16（I）
≤0.25（S）

≤0.5（S）
2（S）

≤0.25（S）
≤0.12（S）

≤1（S）
8（S）

≤4（S）
0.25（S）

≤0.12（S）
≤2（S）
≤1（S）
≤2（S）

0.12（S）
≤2（S）

≤0.25（S）
blaC⁃

ARB-18;
CRP

blaC⁃

ARB-22

FR2
8（S）

≤1（S）
2（I）

≤0.5（S）
≤0.25（S）

≤0.5（S）
≤1（S）

≤0.25（S）
≤0.12（S）

≤1（S）
8（S）

≤4 （S）
0.25（S）

≤0.12（S）
≤2 （S）
≤1 （S）
≤2（S）

≤0.015（S）
≤2（S）

≤0.25（S）
blaCARB-

18;CRP

blaCARB-

33

FR3
8（S）
8（S）

16（R）
8（S）

≤0.25（S）
≤0.5（S）

≤1（S）
≤0.25（S）
≤0.12（S）

≤1（S）
16（S）
≤4（S）

1（S）
0.5（S）
≤2（S）
≤1（S）
≤2（S）

0.06（S）
≤2（S）

≤0.25（S）
blaCARB-

18;dfrA6;
CRP

blaCARB-

33;dfrA6

FR4
32（R）

8（S）
16（R）
16（I）

≤0.25（S）
≤0.5（S）

≤1（S）
≤0.25（S）
≤0.12（S）

≤1（S）
16（S）
≤4（S）
>8（R）
2 （S）

≤2（S）
≤1（S）
≤2（S）

0.12（S）
≤2（S）

≤0.25（S）
blaC⁃

ARB-18;
CRP

blaC⁃

ARB-33

FR5
32（R）

8（S）
16（R）
16（I）

≤0.25（S）
1（S）

≤1（S）
≤0.25（S）
≤0.12（S）

≤1（S）
16（S）
≤4（S）

0.25（S）
0.5（S）
≤2（S）
≤1（S）
≤2（S）

0.12（S）
≤2（S）

≤0.25（S）
blaCARB-

22;CRP

blaCARB-

22

FR6
8（S）
4（S）
8（R）
8（S）

≤0.25（S）
≤0.5（S）

≤1（S）
≤0.25（S）
≤0.12（S）

≤1（S）
8（S）

≤4（S）
4（R）

1 （S）
≤2（S）
≤1（S）
≤2（S）

0.06（S）
≤2（S）

≤0.25（S）
blaCARB-

18;CRP

blaCARB-

46

FR7
16（I）

4（S）
8（R）

16（I）
≤0.25（S）

≤0.5（S）
≤1 （S）

≤0.25（S）
≤0.12（S）

≤1 （S）
16（S）
≤4（S）
0.5（S）

≤0.12（S）
≤2（S）
≤1（S）
≤2（S）

0.12（S）
≤2（S）

≤0.25（S）
blaC⁃

ARB-18;
CRP

blaC⁃

ARB-22

FR11
16（I）

8（S）
8（R）

16（I）
≤0.25（S）

≤0.5（S）
≤1（S）

≤0.25（S）
≤0.12（S）

≤1（S）
16（S）
≤4（S）

1（S）
≤0.12（S）

≤2（S）
≤1（S）
≤2（S）

0.12（S）
≤2（S）

≤0.25（S）
blaCARB-

22;CRP

blaCARB-

22

FR12
16（I）

4（S）
8（R）

16（I）
≤0.25（S）

≤0.5（S）
≤1（S）

≤0.25（S）
≤0.12（S）

≤1（S）
16（S）
≤4（S）

0.25（S）
0.5（S）
≤2（S）
≤1（S）
≤2（S）

0.12（S）
≤2（S）

≤0.25（S）
blaCARB-

22;CRP

blaCARB-

22

FR8
8（S）
8（S）
8（R）

16 （I）
≤0.25（S）

≤0.5（S）
≤1（S）

≤0.25（S）
≤0.12（S）

≤1（S）
16（S）
≤4（S）

0.25（S）
≤0.12（S）

≤2（S）
≤1（S）
≤2（S）

0.06（S）
≤2（S）

≤0.25（S）
blaCARB-

22;CRP

blaCARB-

22

FR9
16（I）

8（S）
16（R）
16 （I）

≤0.25（S）
≤0.5（S）

≤1（S）
≤0.25（S）
≤0.12（S）

≤1（S）
16 （S）
≤4（S）

2（S）
0.5（S）
≤2（S）
≤1（S）
≤2（S）

0.12（S）
≤2（S）

≤0.25（S）
blaCARB-

22;CRP

blaCARB-

22

FR10
16（I）

8（S）
8（R）

16（I）
≤0.25（S）

≤0.5（S）
≤1（S）

≤0.25（S）
≤0.12（S）

≤1（S）
16（S）
≤4（S）
0.5（S）

1（S）
≤2（S）
≤1（S）
≤2（S）

0.12（S）
≤2（S）

≤0.25（S）
blaC⁃

ARB-22;
CRP

blaC⁃

ARB-22

注：AMP：氨苄西林；CFX：头孢西丁；CFZ：头孢唑啉；CXM：头孢呋辛；CTX：头孢噻肟；CAZ：头孢他啶；CPM：头孢吡肟；IPM：亚胺培南；MEM：美

罗培南；GEN：庆大霉素；STR：链霉素；AMK：阿米卡星；CT：多黏菌素 E；PB：多黏菌素 B；AZM：阿奇霉素；TET：四环素；NAL：萘啶酸；CIP：环丙

沙星；CHL：氯霉素；SXT：甲氧苄啶/磺胺甲𫫇唑；R：耐药；I：中介；S：敏感
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性疾病防控提供遗传学和分子流行病学依据。
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