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污染状况及病原特征分析
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摘要：　 目的　 了解湖南省市售水产品中副溶血性弧菌污染状况和病原特征。 　 方法　 ２０１０－２０１３ 年在湖南省 １４ 个市的

集贸市场和超市，按照无菌采样原则采集动物性水产品 １ ２６３ 份，分离副溶血性弧菌，进行毒力基因、耐药表型和脉冲场凝

胶电泳（ＰＦＧＥ）分子分型。 　 结果　 １ ２６３ 份水产品中，２２１ 份样品检出副溶血性弧菌，检出率为 １７􀆰 ５０％。 ３ 株副溶血性

弧菌检出 ｔｒｈ 基因，１ 株检出 ｔｄｈ 基因，毒力基因携带率为 １􀆰 ８１％。 分离菌株对氨苄青霉素耐药率最高，达 ３０􀆰 ３２％。 其次

为对氯霉素（１􀆰 ８１％）、复方新诺明（１􀆰 ３６％）和四环素（０􀆰 ４５％），未发现多重耐药菌株。 分离菌株经 ＮｏｔⅠ酶切后，脉冲场

凝胶电泳带型相对分散。 　 结论　 ２０１０－２０１３ 年湖南省市售水产品中副溶血性弧菌污染率高，部分菌株携带毒力基因，并
具有一定的耐药性。
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　 　 副溶血性弧菌是一种嗜盐革兰阴性食源性致病

菌，常存在于近海岸的海水、海底沉积物、鱼、虾、贝壳

类海产品中。 近期的研究认为，副溶血性弧菌在淡水

产品中也有较高的污染率，而且它还存在于淡水养殖

场环境中，副溶血性弧菌的污染逐步从海产品向淡水

产品蔓延［１］。 副溶血性弧菌作为细菌性食源性疾病
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的最主要病原体，是不可忽视的食品安全风险因

素［２］。 湖南省河流湖泊众多，水产品丰富，近年来全

省陆续发生多起副溶血性弧菌引起的食源性疾病暴

发［３］，因此本研究对湖南省市售水产品中的副溶血性

弧菌的污染状况进行调查，并进行分离菌株的脉冲场

凝胶电泳（ＰＦＧＥ）分型、毒力基因和耐药性检测等研

究，以了解湖南地区副溶血性弧菌的病原学特征。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料
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１􀆰 １􀆰 １　 样品来源 　 ２０１０－２０１３ 年在 １４ 个地州市的农

贸市场、超市和水产批发市场共采集 １ ２６３ 份市售动

物性水产品，包括淡水产品 １ ０２６ 份，海产品 ２３７ 份。
其中鲜活水产品 ８００ 份、冰鲜水产品 １９ 份，冷冻水产

品 １４４ 份，预制水产品 １５０ 份，熟制水产品 １５０ 份。
１􀆰 １􀆰 ２　 培养基与试剂　 ＴＣＢＳ、营养琼脂、碱性蛋白胨

水等培养基由北京陆桥技术有限责任公司生产，ＡＰＩ
２０Ｅ 生化鉴定条由法国生物梅里埃公司生产，药敏检

测板由美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 生产，副溶血性弧菌毒力基

因 ｔｄｈ 和 ｔｒｈ 引物 （ ｔｄｈ － Ｆ： ５′ － ＡＧＣＴＴＣＣＡＴＣＴＧＴＣ⁃
ＣＣＴＴＴＴ－３′，ｔｄｈ－Ｒ：５′－ＡＴＴＡＣＣＡＣＴＡＣＣＡＣＴＣＴＣＡＴＡ－
３′；ｔｒｈ－Ｆ：５′－ＧＧＣＴＣＡＡＡＡＴＧＧＴＴＡＡＧＣＧ－３′，ｔｒｈ－Ｒ：５′
－ ＣＡＴＴＴＣＣＧＣＴＣＴＣＡＴＡＴＧＣ － ３′） 由 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 合成，
ＳｅａＫｅｍ Ｇｏｌｄ 琼脂糖由美国 ＬＯＮＺＡ 公司生产，蛋白酶

Ｋ 由美国 Ｓｉｇｍａ 公司生产；限制性内切酶 Ｎｏｔ Ｉ 由宝生

物工程（大连）有限公司生产，所有试剂均在有效期内

使用。 药敏实验用质控菌株大肠埃希菌 ＡＴＣＣ ２５９２２，
ＰＦＧＥ 相对分子量标准用沙门菌 Ｈ９８１２，均由国家食

品安全风险评估中心赠送。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 样品检测　 按照《食品微生物学检验 副溶血

性弧菌检验》（ＧＢ ４７８９􀆰 ７－２０１３）对样品进行副溶血性

弧菌检测，使用 ＡＰＩ ２０Ｅ 生化试剂条进行菌株鉴定。
１􀆰 ２􀆰 ２　 毒力基因检测 　 毒力基因 ｔｄｈ 和 ｔｒｈ 的 ＰＣＲ
体系为 ２５ μｌ，含 ｄＮＴＰ Ｍｉｘｔｕｒｅ ２ μｌ，Ｐｒｉｍｅｒ 各 ０􀆰 ５ μｌ，
ＴａｋａＲａ Ｔａｑ ０􀆰 ２５ μｌ，ＤＮＡ 模板 ２ μｌ，ｄＨ２Ｏ １９􀆰 ２５ μｌ。
ＰＣＲ 扩增条件：９４ ℃，预变性 ５ ｍｉｎ；９４ ℃，变性 １
ｍｉｎ，５５ ℃，退火 １ ｍｉｎ，７２ ℃，延伸 ３０ ｓ，共 ３５ 个循环；
最后 ７２ ℃，延伸 ５ ｍｉｎ。 扩增产物使用 ＱＩＡｘｃｅｌ ｓｙｓｔｅｍ
毛细管电泳系统进行分析，分析使用 ＱＩＡｘｃｅｌ ＤＮＡ
Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ Ｋｉｔ， ＱＸ ＤＮＡＳｉｚｅ Ｍａｒｋｅｒ １００ ｂｐ－２􀆰 ５ ｋｂ 及

ＱＸ Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ Ｍａｒｋｅｒ１５ ｂｐ ／ ３ ｋｂ。
１􀆰 ２􀆰 ３　 药敏试验　 采用微量肉汤稀释法测定抗生素

的最小抑菌浓度 （ ｍｉｎｉｍｕｍ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，
ＭＩＣ），包括下列抗菌药物：氨苄青霉素（ＡＭＰ），四环素

（ＴＥＴ），环丙沙星（ＣＩＰ），头孢西丁（ＣＦＸ），头孢噻肟

（ＣＴＸ），庆大霉素（ＧＥＮ），复方新诺明（ＴＭＰ ／ ＳＭＺ），氯
霉素（ＣＨＬ），结果判断参照美国临床实验室标准化研

究所（Ｃｌｉｎｉｃａｌ ａｎｄ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ｓｔａｎｄａｒｄｓ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ， ＣＬＳＩ）
出版的药物敏感试验指南（２０１４ 版）。
１􀆰 ２􀆰 ４　 脉冲场凝胶电泳　 副溶血性弧菌经琼脂糖固

定、蛋白酶 Ｋ 裂解、洗涤后，包埋的 ＤＮＡ 在 ３７ ℃水浴

中使用 ４０ Ｕ 的 Ｎｏｔ Ｉ 酶切至少 ４ ｈ。 得到的 ＤＮＡ 片段

使用 Ｃｈｅｆ Ｍａｐｐｅｒ 脉冲场凝胶电泳分型，电泳缓冲液

为 ０􀆰 ５×ＴＢＥ，电泳时间为 １９ ｈ，电泳温度为 １４ ℃，脉冲

时间为 １０ ～ ３５ ｓ。 凝胶使用 ＧｅｌＲｅｄ 染色后成像。 使

用 ＢｉｏＮｕｍｅｒｉｃｓ ６􀆰 ６ 软件处理 ＰＦＧＥ 成像结果，采用组

间非加权的几何平均数（ｕｎｗｅｉｇｈｔｅｄ ｐａｉｒ ｇｒｏｕｐ ｍｅｔｈｏｄ
ｕｓｉｎｇ ａｒｉｔｈｍｅｔｉｃ ａｖｅｒａｇｅｓ， ＵＰＧＭＡ） 方法进行聚类分

析，采用基于条带比较的 Ｄｉｃｅ 系数衡量 ＰＦＧＥ 带型之

间的相似度，相似度为 １００％被视为同一 ＰＦＧＥ 型。

２　 结　 果

２􀆰 １　 水产品中副溶血性弧菌污染情况 　 对 １ ２６３ 份

水产品进行副溶血性弧菌的分离鉴定，共 ２２１ 份样品

检出副溶血性弧菌，检出率为 １７􀆰 ５０％。 淡水产品与

海产品中副溶血性弧菌的污染程度不同，淡水产品中

副溶血性弧菌检出率为 １５􀆰 ４０％，海产品中副溶血性

弧菌检出率为 ２６􀆰 ５８％。 不同状态的水产品中副溶血

性弧菌污染程度不同，其中活的水产品和冰鲜水产品

中副溶血性弧菌检出率较高， 分别为 ２５􀆰 ５０％ 和

４２􀆰 １１％，见表 １。
表 １　 市售不同类别水产品中副溶血性弧菌检出情况

样品类别 阳性样品数 样品数 阳性率（％）

鲜活 ２０４ ８００ ２５􀆰 ５０
冰鲜 ８ １９ ４２􀆰 １１
冷冻 ３ １４４ ２􀆰 ０８
预制 ５ １５０ ３􀆰 ３３
熟制 １ １５０ ０􀆰 ６７
合计 ２２１ １ ２６３ １７􀆰 ５０

２􀆰 ２　 副溶血性弧菌毒力基因检出情况　 提取 ２２１ 株

副溶血性弧菌基因组 ＤＮＡ，通过 ＰＣＲ 方法检测 ｔｄｈ 和

ｔｒｈ 基因，其中 ３ 株检出 ｔｒｈ 基因，１ 株检出 ｔｄｈ 基因，毒
力基因携带率为 １􀆰 ８１％。
２􀆰 ３　 药敏试验结果　 对 ２２１ 株副溶血性弧菌进行了

８ 种抗菌药物敏感试验，结果显示分离株对氨苄青霉

素的耐药性最高，耐药率达 ３０􀆰 ３２％。 其次，菌株还对

氯霉素、复方新诺明和四环素耐药，耐药率分别为

１􀆰 ８１％、１􀆰 ３６％和 ０􀆰 ４５％，未发现环丙沙星、头孢西丁、
头孢噻肟、庆大霉素的耐药菌株。 而且，耐药菌株仅耐

１ 或 ２ 种抗生素，未发现多重耐药菌株，见表 ２。
表 ２　 副溶血性弧菌分离株耐药情况

抗生素

耐药

菌株数 百分率（％）

中介

菌株数 百分率（％）

敏感

菌株数 百分率（％）

氨苄青霉素（ＡＭＰ） ６７ ３０􀆰 ３２ 　 ７８ ３５􀆰 ２９ 　 ７６ ３４􀆰 ３９
四环素（ＴＥＴ） １ ０􀆰 ４５ ４ １􀆰 ８１ ２１６ ９７􀆰 ７４
环丙沙星（ＣＩＰ） ０ ０􀆰 ００ ０ ０􀆰 ００ ２２１ １００􀆰 ００
头孢西丁（ＣＦＸ） ０ ０􀆰 ００ ０ ０􀆰 ００ ２２１ １００􀆰 ００
头孢噻肟（ＣＴＸ） ０ ０􀆰 ００ ０ ０􀆰 ００ ２２１ １００􀆰 ００
庆大霉素（ＧＥＮ） ０ ０􀆰 ００ ０ ０􀆰 ００ ２２１ １００􀆰 ００
复方新诺明（ＴＭＰ／ ＳＭＺ） ３ １􀆰 ３６ ０ ０􀆰 ００ ２１８ ９８􀆰 ６４
氯霉素（ＣＨＬ） ４ １􀆰 ８１ １ ０􀆰 ４５ ２１６ ９７􀆰 ７４
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２􀆰 ４　 分子分型　 经 ＮｏｔⅠ酶切，水产品中副溶血性弧

菌的 ＰＦＧＥ 带型相对分散，仅少数菌株具有相同的

ＰＦＧＥ 型别。 从图 １ 甲鱼中分离的 ７２ 株副溶血性弧

菌 ＰＦＧＥ 聚类图来看，相同采样点的甲鱼中分离的副

溶血性弧菌可能具有相同或相似的带型，不同采样点

分离的菌株型别基本不一致，仅 １ 个 ＰＦＧＥ 型别的副

溶血性弧菌在不同时间不同地点采集的甲鱼中被分

离。

图 １　 甲鱼中分离的 ７２ 株副溶血性弧菌

ＮｏｔⅠ酶切图谱聚类分析图

３　 讨　 论

副溶血性弧菌的致病性主要包括溶血素、脂多糖

和侵袭素等。 其中溶血素是得到公认且研究较多的致

病因素，由 ｔｄｈ 基因编码的耐热直接溶血素（ＴＤＨ）和
ｔｒｈ 基因编码的相关耐热溶血素（ＴＲＨ）是主要毒力因

子。 通常认为分离的副溶血性弧菌是否具有毒力，取

决于是否携带 ｔｄｈ 或者 ｔｒｈ 基因［４］。 本研究水产品中

分离的副溶血性弧菌有 １ 株携带 ｔｄｈ 基因，３ 株携带

ｔｒｈ 基因，占分离菌株的 １􀆰 ８１％，与国外报道的基本一

致［５］。
水产品尤其甲鱼是 Ｏ１３９ 霍乱弧菌的一个重要污

染源，也是湖南省霍乱疫情的主要传染源［６］。 本研究

对甲鱼中的副溶血性弧菌进行分离鉴定并进行 ＰＦＧＥ
分型，结果表明，在养殖或销售过程中，由于水体的污

染导致相同采样点分离的不同菌株 ＰＦＧＥ 型别可能一

致。 同时研究也发现不同地区的采样点分离的副溶血

性弧菌 ＰＦＧＥ 分型也可能一致，该甲鱼是否来源于同

一个养殖场有待进一步的调查溯源。
细菌耐药性的逐渐增强，是近年来公共卫生关注

的一个重要内容。 与沙门菌、金黄色葡萄球菌和致泻

性大肠埃希菌等食源性致病菌相比，副溶血性弧菌对

抗生素的耐药率较低，耐药种类较少。 但国内也陆续

出现了多重耐药菌株，耐药形势不容小觑［７］。 四环素

类药物被美国 ＣＤＣ 推荐［８］ 为弧菌严重感染时首选抗

菌药物， 其替代治疗方案是联合使用广谱头孢菌素类

药物和多西环素或单独使用氟喹诺酮类药物，不允许

使用多西环素及氟喹诺酮类药物的儿童可使用复方新

诺明及氨基糖苷类药物。 本研究中检出对四环素和复

方新诺明耐药的菌株，为副溶血性弧菌感染的治疗可

能带来困难，对人类健康造成影响。
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