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摘$要!目的$掌握不同来源 X! 血清型副溶血性弧菌毒力基因携带状况!分析毒力基因与传统神奈川现象的相

关性!为深入研究副溶血性弧菌致病性提供基础数据" 方法$用多重聚合酶链式反应(‘<()方法扩增 #?*’#%* 毒力

基因" 按 VK*-"/.-,’&%!%食品安全国家标准 食品微生物学检验 副溶血性弧菌检验&方法进行神奈川试验" 用

$’ 检验方法确定 #?*’#%* 基因与神奈川现象的相关性" 结果$%"! 株 X!t],血清型的副溶血性弧菌中!有 %"’ 株检

出 #?* 基因!% 株检出 #%* 基因!检出率分别为 //.*#e(%"’0%"!)和 &.##e(%0%"!)!神奈川试验阳性率为 %&&.&&e

(%"!0%"!)" #- 株 X! 非 ], 群血清型副溶血性弧菌 #?* 基因检出率为 !.#%e(’0#-)!未检出 #%* 基因" 神奈川试

验结果阳性率为 %&.#!e(,0#-)" 经 $’ 检验 #?* 基因与神奈川现象有相关性($’ k%.-"!<m&.&#)!#%* 基因与神奈

川现象无相关性($’ k%",.&%!<l&.&#)" 结论$X!t],血清型的副溶血性弧菌 #?* 基因携带率极高!且与神奈川

现象相关性有统计学意义" 神奈川现象可作为副溶血性弧菌 #?* 基因和致病性的指标"
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$$副溶血性弧菌 "F+2%+&8,%,*,$0&6E#+’()%d‘#是
革兰染色阴性嗜盐细菌%隶属于弧菌科弧菌属%常
存在于近海水+海产品及盐渍食品中, 该菌在海

水中可存活 *- E%淡水中可存活 %’ E%致病最小剂
量为 %&# <D8)%* %是我国沿海地区夏+秋季食物中
毒和急性腹泻的主要病原菌, 我国每年因副溶血
性弧菌导致的食源性疾病为 */#.% 万人 )’* , 尤其
近几年来%由于副溶血性弧菌引起的食源性疾病
案例在我国呈明显上升趋势%已超过沙门菌%成为
最严重的食源性病原菌%已被列为食品安全事件
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调查的必检项目 )!* ,
研究 )**显示%副溶血性弧菌的主要致病作用是

其可产生溶血毒素%包括耐热性溶血毒素"@E5#+耐
热性溶血毒素相关的溶血毒素"@C5#以及不耐热溶
血毒素"@B5#%其中 @E5 和 @C5 是副溶血性弧菌的主
要致病因子%但其感染人使其致病的机制有待于全
面认识和确定, 当前流行的副溶血性弧菌中毒菌
株以 X!t],+X*t]," 和部分 X% 血清型为主%其感
染量为 %&, f%&" <D80L)#+,* ,

根据上世纪 "& 年代日本学者研究)-*报道%几乎
所有的临床分离株都可产生神奈川现象%与水产品分
离株差异有统计学意义%分别为 /,.#e与 %.%e%据
此实验室常将神奈川现象作为致病性判断依据, 本
试验采用多重聚合酶链式反应"‘<(#方法扩增 #?*
和 #%* 基因%在初步探索不同来源副溶血弧菌溶血素
相关基因"#?*+#%* 基因#分布特点的基础上%分析 #?*

和 #%* 基因与传统的神奈川现象的相关性%从而为深
入研究副溶血性弧菌的致病性提供基础数据,

%$材料与方法
%.%$材料
%.%.%$试验菌株

’*& 株 X! 血清型副溶血性弧菌菌株购自浙江
省疾病预防控制中心微生物所菌种库, 其中 %"! 株
为 X!t],血清型菌&#- 株为 X! 非 ], 群血清型菌,
所有菌株的送样范围为浙江省境内"见表 %#, 其中
*, 株分离自医院食物中毒患者的肛拭标本&*’ 株分
离自农贸市场的生鲜海产品"牡蛎+泥螺等#&%#’ 株
分离自食源性中毒案例中的冷冻海产品 "牡蛎+泥
螺+对虾等 #, #?* 基因的阳性对照菌株 ")S<<
!!"*-#+#%* 基因的阳性对照菌株 ")S<<%-"&’#由
中国疾病预防控制中心惠赠,

表 %$’*& 株副溶血性弧菌的信息
S>OB:%$Q=4ACJ>@;A= >=E A4’*& H@C>;=HA4F+2%+&8,%,*,$0&6E#+’()

类型 菌株序列号 数量0株 送样地点

食物中毒患者的肛拭标本

食源性中毒案例中的冷冻海产品

农贸市场的生鲜海产品

% f%!+"& f%&*+%%% f%%,
’%& f’%%

%, f!,+!" f-/+
%&# f%%&+%%- f%"!

!-

%"/ f%/*+’&! f’&*+
’&-+’%#

%/#+%/,
%/-+’&,+’&"
%*+%#

%"* f%""+%/" f’&’+’&#+’&/+
’%’ f’%*+’%, f’!#+’!- f’*&

’!,

** 上城+湖州+江干
’ 上城

%!,
绍兴+绍兴医院+市中+邵逸夫医院+舟山+江干+

宁波+温岭+江山+湖州
% 绍兴医院

%& 江干+玉珠+江山+温岭+绍兴

’ 湖州+江干
! 宁波+绍兴
’ 台州

!/
丽水+金华+温州+台州+义乌+江干+临海+舟山+

湖州+嘉兴+衢州+杭州
% 丽水

%.%.’$主要仪器与试剂
凝胶成像仪"意大利 KQX+()Y9>OAC>@AC;:H#+高

压灭菌锅+离心机+恒温金属浴+生物安全柜"DACJ>
<B>HH#%)’ 型%美国 S5:CJA#,

营养肉汤+半固体琼脂和营养琼脂均购自杭州
天和微生物试剂有限公司%我妻氏培养基 "青岛高
科园海博生物技术有限公司#%胰蛋白胨大豆琼脂
"SF)%北京陆桥技术有限责任公司#%‘<(扩增体系
和 Y?)9>EE:C[>CI:C均购自宝生物工程"大连#有
限公司"S>]>(>#%副溶血性弧菌诊断血清"日本生
研株式会社#,
%.’$方法
%.’.%$试验菌株的分离纯化

将吸附副溶血性弧菌的磁珠拨入 # JB已灭菌的
营养肉汤试管中%!, \培养 , f" 5, 振荡试管数秒%
混匀%接种环取菌液在含 !e?><B的营养琼脂平板上
进行分区划线%于 !, \培养 %" f’* 5, 具体分离纯

化过程参照 VK*-"/.-!’&%!’食品安全国家标准 食
品微生物学检验 副溶血性弧菌检验( )"*方法, 挑取
不含杂菌的单个菌落%半固体琼脂穿刺保种备用,
%.’.’$Y?)模板制备

从半固体琼脂中取菌%四区划线到 !e?><B的
SF)平板%于 !, \培养 %" f’* 5%获得单菌落, 用
接种环挑取单菌落于装有 %#& "BEE7’X的 T‘管
中%混匀% %&& \恒温金属浴 %& J;=%加热裂解%
%’ &&& C0J;=离心 # J;=, 取上清%作为 Y?)提
取液,
%.’.!$‘<(扩增

#?* 和 #%* 基因片段的引物均由 S>]>(>公司合
成%引物的设计参考文献 ) / *%引物序列见表 ’,
‘<(反应总体系为 ’& "B$含 # 80"BS>]>(>B,C
&.% "B%#?* 和 #%* 基因引物各 &.% "B%模板 Y?)
’ "B%无 [L’ p%& j‘<(KP44:C’ "B%’# JJAB09[L<B’
%.’ "B%’.# JJAB09E?S‘[;a@PC:%., "B%不足的部
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分由 EE7’X补足, ‘<(反应程序的参数为 /* \预
变性 # J;=%/* \变性 % J;=%## \退火 % J;=%-’ \
延伸 % J;=%!& 个循环, 循环结束后 -’ \延伸
# J;=%* \下保存,

表 ’$#?*+#%* 基因引物序列
S>OB:’$‘C;J:CH4AC‘<(>JMB;4;3>@;A= A4#?* >=E #%* L:=:H

引物 引物序列"#s+!s# 扩增片段
长度0OM

退火温度
0\

#?* D$)V<SS<<)S<SVS<<<SSSS ’& #*.%
($)SS)<<)<S)<<)<S<S<)S) ’% #&.%

#%* D$VV<S<))))SVVSS))V<V %/ #’.*
($<)SSS<<V<S<S<)S)SV< %/ #%.#

%.’.*$‘<(扩增结果观察
取 # "B‘<(反应液%与 % "B, j9A>E;=LKP44:C

混匀%用 %.#e的琼脂糖凝胶电泳%%&& JB凝胶体系
加入 ! "B溴化乙锭, 恒压 %&& d电泳 ’# J;=%用凝
胶成像仪观察并保存结果, #?* 基因扩增结果阳性
的条带出现在 *&& f#&& OM 之间%#%* 基因扩增结果
阳性的条带出现在 ’&& f!&& OM 之间,
%.’.#$神奈川试验

收取新鲜的兔血%用无菌生理盐水按 %t%& 的比
例洗涤兔血 ! f# 次, 我妻氏培养基加热至干粉完
全溶解后%沸水浴加热 !& J;=%待温度下降至 *, f
#& \时%与兔血以 ’&t%比例均匀混合%倾注平板,
神奈川试验参照 VK*-"/.-!’&%! )"*方法, 其阳性
结果为菌落周围呈现出半透明的 " 溶血环,
%.’.,$血清学分型

将保存在半固体中的所有副溶血性弧菌从半
固体四区划线传代至 !e?><B的 SF)平板上%培养
%" f’* 5%获得大量的培养物%制成菌悬液, 血清学
分型的试验参照 VK*-"/.-!’&%! )"*方法,
%.!$统计学分析

采用 $’ 检验方法验证多重 ‘<(扩增 #?*+#%* 毒
力基因的方法和与神奈川现象之间是否具有相关
性%作为检测方法可信性的依据,

’$结果
本次试验共对 ’*& 株 X! 血清型副溶血性弧菌

进行了检测%其中 X!t],血清型副溶血性弧菌共
%"! 株%X! 非 ], 群血清型副溶血性弧菌共 #- 株%
该 ’*& 株菌株的血清型均在试验准备阶段按 %.’.,
的方法再次进行过血清型鉴定%确认血清型结果
无误,
’.%$副溶血性弧菌毒力基因检测结果

用多重 ‘<(方法对 ’*& 株 X! 血清型副溶血性
弧菌进行 #?* 和 #%* 基因的扩增%%"! 株 X!t],血清
型副溶血性弧菌中有 %"’ 株检出 #?* 基因%检出率

为 //.*#e "%"’0%"! #%% 株检出 #%* 基因%检出率
&.##e"%0%"!#, #- 株 X! 非 ], 群血清型副溶血
性弧菌 #?* 基因检出率为 !.#%e"’0#-#%未检出 #%*
基因, 未发现 #?* 和 #%* 基因均阳性的菌株, 图 %
为 ’*& 株 X! 血清型副溶血性弧菌中部分菌株 ‘<(
的电泳结果图, 位于 *&& f#&& OM 的条带为 #?* 基
因的扩增条带%位于 ’&& f!&& OM 的条带为 #%* 基因
的扩增条带, #?* 和 #%* 基因扩增的具体试验结果
见表 !,

注$[$%&& OM Y?)9>EE:C[>CI:C&% f%! 分别为第 ’&-+"&+"%+

’%&+""+/&+/%+/’+/!+/*+/#+/,+’%% 号菌株&

%*$)S<<%-"&’&%#$)S<<!!"*-&%,$阴性对照

图 %$部分副溶血性弧菌 ‘<(的电泳结果图
D;LPC:%$‘<(:B:3@CAM5AC:H;HJ>MM:CA4F+2%+&

8,%,*,$0&6E#+’()

表 !$’*& 株副溶血性弧菌的试验数据
S>OB:!$TaM:C;J:=@>BE>@>A4’*& H@C>;=HA4F+2%+&

8,%,*,$0&6E#+’()

类型 血清型
数量
0株

‘<(结果
#?* #%*

神奈川
现象

食物中毒患者的
肛拭标本

食源性中毒案例中
的冷冻海产品

农贸市场的生鲜海
产品

X!t],
X! 非 ], 群
X!t],
X!t],

X! 非 ], 群
X! 非 ], 群
X! 非 ], 群
X!t],

X! 非 ], 群
X! 非 ], 群

** p q p
’ q q p

%!, p q p
% q p p
%& q q q
’ p q q
! q q p
’ p q p
!/ q q q
% q q p

注$ p为阳性&+为阴性

’.’$副溶血性弧菌神奈川试验结果
%"! 株 X!t],血清型副溶血性弧菌中 %"! 株的

菌落外面均出现 " 溶血环%发生溶血的概率为
%&&.&&e"%"!0%"!#&#- 株 X! 非 ], 群血清型副溶
血性弧菌中%有 , 株的菌落外面出现了 " 溶血环%发
生溶血的概率为 %&.#!e ",0#-#, ’*& 株 X! 血清
型副溶血性弧菌%共计有 %"/ 株的菌落外面出现了
" 溶血环%发生溶血的概率为 -".-#e "%"/0’*&#,
试验结果见表 !,

’.!$#?* 和 #%* 基因与神奈川现象相关性分析

用统计学方法对这 ’*& 株 X! 血清型副溶血性
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弧菌的数据进行分析处理$扩增出 #?* 基因的%"* 株
菌有 %"’ 株菌在神奈川试验中呈阳性结果%’ 株菌
呈阴性结果&未扩增出 #?* 基因的 #, 株菌有 - 株菌
在神奈川试验中呈阳性结果%*/ 株菌呈阴性结果
"见表 *#, 在 ’*& 株 X! 血清型副溶血性弧菌中%
% 株菌株扩增出 #%* 基因%其神奈川试验为阳性结
果&未扩增出 #%* 基因的 ’!/ 株%有 %"" 株菌在神奈
川试验中呈阳性结果%有 #% 株菌呈阴性结果"见表
##, 以 $’ 检验方法比较 #?*+#%* 毒力基因扩增的结
果和神奈川现象是否具有相关性%结果显示$#?* 毒
力基因扩增的结果和神奈川现象有相关性 "$’ k
%.-"%<m&.&##%#%* 毒力基因扩增的结果和神奈川
现象无相关性"$’ k%",.&%%<l&.&##,

表 *$#?* 基因扩增结果与神奈川试验结果的比较

S>OB:*$#?* L:=:>JMB;4;3>@;A= 3AJM>C:E N;@5 ]>=>L>N>@:H@

#?* 基因 ‘<(扩增
神奈川试验

阳性 阴性
合计

阳性 %"’ ’ %"*

阴性 - */ #,

合计 %"/ #% ’*&

表 #$#%* 基因扩增结果与神奈川试验结果的比较
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#%* 基因 ‘<(扩增
神奈川试验

阳性 阴性
合计

阳性 % & %

阴性 %"" #% ’!/

合计 %"/ #% ’*&

!$讨论
X! 血清型副溶血性弧菌是目前引起感染性腹

泻的主要病原菌 )%&* , 由于 X!t],血清型的广泛性
和重要性%本试验选取了以 X!t],血清群为主的 X!
血清型副溶血性弧菌%检测其致病性,

神奈川试验是检测副溶血性弧菌致病性的最
基本方法%能把绝大部分致病性副溶血性弧菌检测
出来%但操作繁琐%所需时间长"大约需要 * E#%而
且存在部分 #?* 基因阴性菌株的漏检, 与之相比%
‘<(的分子学方法快速+灵敏度高%可以省去增菌
的步骤%但是选用哪一种引物进行 ‘<(各国之间没
有统一的标准%且有些基因片段的特异性不强%并
不能将副溶血性弧菌与其他弧菌分辨开,

美国食品药品监督管理局 )%%* 推荐采用复合
‘<(检测 #6*+#?* 和 #%* 基因%其基因引物序列引自
KTW等 )%’*的文献&加拿大食品检验署 )%!*推荐采用
复合 ‘<(法检测 (-’7Y?)序列+#?* 和 #%* 基因%
/GDH基因是副溶血性弧菌的致病基因%具有副溶
血性弧菌的高度保守序列%可以用于副溶血性弧菌
种特异性检测%且能区分副溶血性弧菌和溶藻

弧菌 )%** ,
本试验借鉴了上述实验室所用 ‘<(扩增毒力

基因的方法%考虑到本试验所选用的副溶血性弧菌
的血清型等多种因素%最后决定选用 #?* 和 #%* 基因
为模板进行 ‘<(扩增, #?* 和 #%* 基因是副溶血性
弧菌的毒力基因, 环境分离株极少携带 #?* 或 #%*
基因%因此%自然界中非致病性的副溶血性弧菌极
为普遍&而临床分离株通常携带 #?* 或 #%* 基因%或
二者兼有 )%#+%,* ,

利用复合 ‘<(技术进行检测%尤其是选用 #?*
基因等种特异性基因与其他致病基因复合%不但可
以将副溶血性弧菌检出%而且可从基因水平判断其
致病性%并鉴定菌株的毒力强弱%大幅缩短检测判
定周期%又比独立基因检测准确%具有很好的应用
空间, 其他国家正陆续将该方法引入标准,
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研究报告
国内外贫困地区 , f’* 月龄婴幼儿营养状况研究

徐娇!霍军生!孙静!黄建
!中国疾病预防控制中心营养与健康所"北京$%&&&#&#

摘$要!目的$分析国内外贫困地区 , f’* 月龄婴幼儿营养状况并提出合理建议" 方法$收集国内外关于儿童

营养不良的研究报告!整理并分析中国疾病预防控制中心营养与健康所开展的贫困地区儿童营养改善项目监测数

据!论述贫困地区 , f’* 月龄婴幼儿营养状况及相关风险" 结果$我国贫困地区农村儿童营养问题较为突出!, f

’* 月龄婴幼儿生长迟缓率为 -.,e!贫血问题较普遍存在!超重和肥胖问题日益凸显" 结论$我国贫困地区 , f

’* 月龄婴幼儿的营养状况亟待重视和改善"

关键词!婴幼儿# 营养不良# 辅食# 贫困地区# 营养素缺乏# 身高# 体重
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基金项目!国家重点研发计划!儿童%老年个性化营养设计和营养健

康食品创制及产业化"’&%,ZDY&*&&,&’#

作者简介!徐娇$女$副研究员$研究方向为食品安全监管与风险
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通信作者!霍军生$男$研究员$研究方向为营养与食品卫生学

T+J>;B$1H5PAU’,!2=:@23=

$$人们习惯以为营养不良仅发生在最为落后的
国家和地区%然而%’’&%, 全球营养报告( )%*发现%全
球近半数国家都受到包括营养摄入不足和肥胖在
内等各种形式的营养不良的影响, 其中%儿童营养
不良是全球关注的重大公共卫生问题, , f’* 月龄
儿童的营养不良不仅影响人口素质和生活质量%还
会导致较严重的疾病负担%成为经济和社会发展的


