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摘#要!目的#建立检测活的非可培养#C;’$$状态副溶血性弧菌的荧光逆转录 ?$-方法并研究其毒力基因表达%

方法#将副溶血性弧菌 .)4F" 菌株添加到陈化海水中!8 k冰箱内培养!使其进入 C;’$状态!针对其管家基因"鉴定

基因和毒力基因分别设计实时荧光逆转录 ?$-引物!通过不同的 ?$-反应程序和引物浓度组合试验!摸索最佳反应

体系条件!用于 C;’$状态副溶血性弧菌的检测和毒力研究% 结果#用所建立的检测 C;’$状态副溶血性弧菌的实

时荧光逆转录 ?$-方法!对接种于陈化海水培养的不同时期的 .)4F" 副溶血性弧菌进行荧光定量逆转录 ?$-扩增!

结果显示!随着培养时间的延长!毒力基因 3@HJ 和鉴定基因 3419表达水平持续下降!但即使细菌进入 C;’$状态!这

两个基因也能够得到很好的扩增!说明以3419基因和3@HJ 基因对进入C;’$状态的副溶血性弧菌进行检测和毒力研

究方法可行% 灵敏度试验表明!鉴定基因 3419的最低检测限可达到 8> QWNhGJ!研究毒力基因 3@HJ 的表达需要细菌浓

度至少为 89> l54!QWNhGJ!同时试验证明此方法与其他相近食源性致病菌无交叉反应% 结论#该实时荧光逆转录
?$-方法检测快速"特异性强"敏感度高!适用于 C;’$状态副溶血性弧菌的检测和毒力分析%
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##活的非可培养 #eIH]JX]NaKRKQNJaNZH]JXbaHaX% C;’$$状态指细菌处于不良环境条件时%常规方法
培养不能使其生长繁殖%但仍具有代谢活性的一种
特殊生理状态, 它是细菌的一种特殊存活形式%处
于该状态的病原菌%在一定条件下可以复苏并具有
潜 在 的 致 病 性 (5) , 副 溶 血 性 弧 菌 # K8>+84
*’+’H$,4?(38G52$是一种嗜盐性弧菌%常存在于海产
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品以及盐分较高的腌制食品中%在低温寡营养条件
下极易进入 C;’$状态%造成常规检验方法漏检%在
我国%由副溶血性弧菌引起的食物中毒居细菌性食
源性疾病之首 (!) , 因此%研究一种快速’准确检测
食品中 C;’$状态副溶血性弧菌及其毒力的方法%

对于保证食品安全%保障人民生命健康具有重要的
意义,

对于 C;’$状态细菌的检测%目前常用的方法
有经典方法和荧光染料直接检测法, 但这些方法
检测的都是细菌总数%无法检测自然环境中某种特
定的致病菌%经典方法在很大程度上还受其他一些
因素影响因而并不完全可靠%荧光染料直接检测法
的各类染料都存在强烈的致癌作用%且价格较
高 (6 D8) , 本研究利用 G-’.是存活细胞的中心标
志%在死亡细胞中降解的特点 (7 D:) %通过检测副溶血
性弧菌的 G-’.%特异性的检测 C;’$状态下的副
溶血性弧菌%并监测其毒力基因的表达情况%为评
估其致病力大小提供参考依据,

5#材料和方法
595#仪器与试剂

?)) 核酸自动提取仪’;IRGXaZH,’+&&?$-扩
增仪’ .;&F644 定 量 荧 光 ?$- 扩 增 仪’ ;1
0.$)$HKaR&&分析型流式细胞仪,

/&C(h1(.1$;HQ/ILSaA< ;HQaXZIHJCIH]IJIaVHKU
$RNKaIKL‘Ia#/68>7:$ #&KeIaZRLXK 公司$’ -XeXZa.IU
0IZba)aZHKU Q1’. )VKaSXbIb‘Ia#ASXZGR公 司 $’
<HLaZHaIRK@<HLH\RZ] -’. $RGGRK ‘Ia#艾拓思公
司$’荧光 ?$-试剂盒’-’M酶和 U’A?’ 544 ]Y
JHUUXZ1’.<HZcXZ’副溶血性弧菌 .)4F" 菌株由本
实验室保藏,
59!#方法
59!95#C;’$状态下副溶血性弧菌 .)4F" 的获得
59!9595#陈化海水的配制

在无菌水中加入海盐%配制成 696g的人工海
水%Y%调节至 >94%经 49!! !G的滤膜过滤%分装成
!44 GJh瓶%557 k !4 GIK 高压灭菌后%置于 8 k冰
箱陈化 7 U%备用,
59!959!#副溶血性弧菌 C;’$状态的诱导及平板
计数

将复壮后的副溶血性弧菌划线接种于 A$;) 平
板%挑取 A$;) 平板上的单个菌落于 64 GJ.?[肉
汤中#6: m5$k纯培养 !8 S 后%8 k 8 744 ZhGIK 离
心 54 GIK%弃去上清液, 用 7 GJ陈化后的人工海水
清洗沉淀%再 8k 8 744 ZhGIK 离心 54 GIK%弃去上
清液, 7 GJ陈化海水清洗沉淀两次后将沉淀加入

!44 GJ的陈化海水中%置于 8k冰箱保存, 新制样本
当天立即取 5 GJ于 " GJ生理盐水中作 54 倍梯度稀
释%每稀释度取 5 GJ菌液接种含 6g氯化钠的A).平
板%选择合适的稀释度计算平板菌落数, 此菌落数为
样本的原始接种量, 之后每隔 F U 以同样的操作对
样本进行平板菌落计数, 直至常规培养条件下平板
菌落计数为 4%表明细菌已经进入 C;’$状态,
59!9!#引物的选择和合成

通过查找文献和 3XK;HKc 获得副溶血弧菌
3419基因 #序列号&.;4!""4>95$’*L5B基因 #序列
号& 1o585:4>95 $ 和 3@HJ 基 因 # 序 列 号&
*o4F84"495$的 1’.序列%采用 1’.)aHZ软件中的
)XfGHK 进行同源性分析%确定在副溶血弧菌菌株内
保守’其他菌株间特异的片段%并查找文献获得针
对该保守片段设计的引物, 通过 3XK;HKc 数据库
进行同源性比较分析%证实所选的引物对副溶血性
弧菌具有高度特异%其序列和特征见表 5, 引物由
上海生工生物技术有限公司合成,

表 5#实时荧光逆转录 ?$-检测引物
AH]JX5#-XHJaIGX-A@?$-YZIGXZb

引物和探针 序列#7/@6/ $
扩增片段
大小h]Y

*L5B#0? $...$A$.$A$.3.$A$$.
*L5B#-? $3..$$3.AA$..$.$3
3@HJ#0? $..$AAAA..A.$$..A3$.$
3@HJ#-? 3$$.AAA.3A.$$A3.$3
3419#0? 3$3.$$AAA$A$A3...A.AA..AA3A
3419#-? $.AA$3$3A33$...$.A$

57:

5!"

"4

59!96#引物特异性测试
以 F 株副溶血性弧菌 C?/8’.A$$5F>4!’C?57’

C?58’.)4F"’.)4F6’.)4F! 和 55 株相近的标准菌
株&伤寒沙门氏菌 $<$$744F5’鼠伤寒沙门氏菌
.A$$584!>’ 志 贺 氏 菌 $<$$75668’ 志 贺 氏 菌
’&$?;?75!7!’假结核耶尔森氏菌 $<$$76754’小肠
耶尔森氏菌 $<$$7!!4F’创伤弧菌 .A$$!F7:!’阪
崎肠杆菌 .A$$!"788’大肠杆菌 .A$$!7"!!’大肠
杆菌 .A$$>F6"’大肠杆菌 $<$$8854! 的基因组
1’.为模板分别进行普通 ?$-扩增来检测引物的
特异性,
59!98#普通 ?$-扩增

采用 AHfGIM试剂盒进行 ?$-扩增%反应体系及
反应条件参照说明书进行, ?$-反应体系的构成如
下&! l?$-GIM5!97 !J"-’I 酶 497 !J"?ZIGXZ?5#54
!GRJh/$5 !J"?ZIGXZ?!#54 !GRJh/$5 !J"1’.模板
5 !J"%!+" !J, 反应条件为 "7 k 6 GIK""8 k64 b%
77 k 64 b%F! k 5 GIK 64 个循环"F! k 54 GIK,
59!97#死h活细胞计数

死h活细胞计数 采用 /&C(h1(.1$ ;HQ/ILSa
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;HQaXZIHJA< CIH]IJIaVHKU $RNKaIKL‘Ia进行, 取 5 GJ
样品% 54 65" ZhGIK 离心 7 GIK%弃上清获得细胞沉
淀"加 5 GJ49>7g的 ’H$J洗涤细胞%54 65" ZhGIK
离心 7 GIK%弃上清获得细胞沉淀"加 5 GJ49>7g的
’H$J溶液重新悬浮细胞%备用, 在流式管中加入
"FF !J49>7g的 ’H$J溶液%然后分别加入 597 !J
6968 GGRJh/的 )2A+" 和 597 !J64 GGRJh/的 ?&
染料%加入 54 !J的细胞样品%室温避光孵育57 GIK,
最后%加入 54 !J含有荧光标记的微球%充分悬浮混
匀后在流式细胞仪上检测,
59!9:#实时荧光逆转录 ?$-检测方法的建立
59!9:95#Q1’.模板的制备

菌液 -’.用 <HLaZHaIRK@<HLH\RZ] -’.$RGGRK
‘Ia在 ?)) 核酸自动提取仪上完成%逆转录使用
-XeXZa.IU 0IZba)aZHKU Q1’.)VKaSXbIb‘Ia完成, 逆
转录 反 应 体 系 为& 5 !L总 -’." ! !J-HKURG
SXMHGXZYZIGXZ"> !J7 l-XHQaIRK ]NWWXZ"! !J-KHbX
IKSI]IaRZ" 8 !J54 KGRJh/ U’A?" ! !J-XeXZbX
aZHKbQZIYaHbX%补充 1(?$水至 84 !J, 逆转录反应条
件为 !7 k 7 GIK"8! k :4 GIK"F4 k 7 GIK%得到的
样品 Q1’.于 D!4k保存备用,
59!9:9!#?$-扩增条件的建立

扩增和检测在 .;&@F644 实时荧光定量 ?$-仪
器上进行%采用上海生工生物工程公司的 3ZXXK@!@
3Rf?$-GHbaXZGIM试剂盒进行实时荧光定量 ?$-
检测, 各种试剂的加样量分别为每个反应管中含
有 54 !J3ZXXK@!@3R<HbaXZGIM" ! !J逆转录后的
Q1’.模板"适当的上下游扩增引物%用 1(?$水补
足到反应总体积 !4 !J, 以逆转录 Q1’.作为阳性

模板%将引物浓度设为 644 KGRJh/%将退火和延伸温
度设定为同一温度%选择 7:’7> 和 :4 k 6 个退火延
伸温度%使用两步法进行实时荧光逆转录 ?$-扩增
测试%选择最佳退火延伸温度,
59!9:96#最佳引物浓度测试

应用已建立的荧光 ?$-扩增条件%以逆转录
Q1’.作为阳性模板%分别选择 544’!44’644’844 和
744 KGRJh/的引物浓度进行荧光 ?$-扩增来选择
最佳引物浓度,
59!9:98#检测灵敏度试验

用陈化海水培养 >6 U 进入 C;’$状态的副溶血
性弧菌为检测样品%此时每毫升菌液含有 C;’$细菌
8>6 >F5 个%对其进行 54 倍系列稀释#89> l544QWNhGJ=
89> l547QWNhGJ$%按照优化好的反应体系和反应程序
检测实时荧光逆转录?$-方法的灵敏度,

!#结果
!95#引物的特异性检测

利用本研究采用的针对副溶血性弧菌 3419’
*L5B和 3@HJ 基因的引物%以 F 株副溶血性弧菌
C?/8’ .A$$5F>4!’ C?57’ C?58’ .)4F"’ .)4F6’
.)4F! 和 55 株相近菌株的基因组 1’.为模板%分
别进行普通 ?$-扩增, 结果显示%只有副溶血弧菌
可扩增出与预期大小一致的扩增条带#图 5$%而其
它相近菌株均没有特异性扩增产物#图 !$%表明方
法选择的引物特异性良好, 菌株 .A$$5F>4!’
C?57’C?58 不含有毒力基因 3@HJ%所以在图 5$中
未见扩增条带,

注&电泳条带顺序从左至右分别为 544 ]Y /HUUXZ<HZcXZ%5&C?/8% !&.A$$5F>4!%

6&C?57%8&C?58%7&.)4F"%:&.)4F6%F&.)4F!,

图 5#.’;’$分别为 F 株副溶血性弧菌的 *L5B’3419和 3@HJ 基因的 ?$-扩增结果

0ILNZX5#.LHZRbXLXJXJXQaZRYSRZXbIbHKHJVbIbRK ?$-YZRUNQabWRZLXKX*L5B#.$ %

3419#;$ %HKU 3@HJ#$$WZRGF baHIKbRWK<*’+’H’$,4?(35G52

!9!#细菌计数结果
将接种到陈海水中的副溶血性弧菌置于 8 k

的冰箱中培养%由于海水中的有机物含量很低%又
处于低温条件下%细菌不能正常地生长繁殖%可培

养的细菌数逐渐下降%在第 :" 天的时候平板计数
结果为零%说明此时细菌已经进入 C;’$状态,
流式细胞仪检测发现#图 6$ %虽然第 :" 天后细菌
在平板上都不能生长%但是 F98g的细菌还处于存
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注&从左至右分别为 544 ]Y /HUUXZ<HZcXZ’$<$$744F5’

.A$$584!>’$<$$75668’’&$?;?75!7!’$<$$76754’

$<$$7!!4F’.A$$!F7:!’.A$$!"788’.A$$!7"!!’

>.A$$>F6"’$<$$8854!,

图 !#55 株相近菌株的 3419基因的 ?$-扩增结果
0ILNZX!#.LHZRbXLXJXJXQaZRYSRZXbIbHKHJVbIbRK ?$-YZRUNQa

WRZLXKX3419WZRG55 QJRbXJVZXJHaXU ]HQaXZIHJbaZHIKb

活状态, 在整个试验过程中%细菌总数基本保持
不变#图 8$ ,

注&?5 为活细胞"?! 为死细胞"?6 为计数磁珠,

图 6#流氏细胞仪检测图
0ILNZX6#-XbNJaRWWJR_QVaRGXaZV

!96#副溶血性弧菌实时荧光逆转录 ?$-检测体系
的建立
!9695#最佳扩增程序的确定

用逆转录 Q1’.作为荧光 ?$-扩增的模板%以
##

图 8#副溶血性弧菌的生长曲线
0ILNZX8#3ZR_aS QNZeXRWK<*’+’H’$,4?(35G52

644 KGRJh/浓度的引物%将退火和延伸温度设定为
同一温度%使用两步法进行实时荧光逆转录 ?$-
扩增, 在反应程序的退火延伸条件选择 6 个温
度%结果显示在 7:’7> 和 :4 k 6 个退火延伸温度
的扩增程序下%3@HJ’ *L5B和 34196 个基因均可见
阳性扩增曲线%随着退火和延伸温度的提高%$a值
增大#图 7$ , 7:’7> 和 :4 k 6 个退火延伸温度下
的 $a值分别为 5798:’5F9>5 和 5"9F8, 最后确定
扩增程序为&"7 k54 GIK""7 k57 b%7> k:4 b%
84 个循环,
!969!#最佳引物浓度的确定

应用 !9695 的反应程序%分别选择引物浓度
544’!44’644’844’744 KGRJh/进行扩增, 以 $a值
最小%扩增曲线也较明显的曲线所对应的引物浓度
为最佳浓度, 最终确定 3@HJ 的引物浓度为 644
KGRJh/%*L5B的引物浓度为 644 KGRJh/%3419的引
物浓度为 844 KGRJh/#图 :$,
!9696#溶解曲线分析

为了证明反应体系中扩增片段的特异单一性%
在 ?$-反应结束后进行溶解曲线分析, 溶解曲线
结果表明%3@HJ’*L5B’3419都只有单一的溶解峰%说
明在建立的反应体系中 6 个基因扩增的是单一特异
产物#图 F$,

图 7#.’;’$分别代表不同退火温度下的实时荧光逆转录 ?$-扩增曲线
0ILNZX7#-XHJaIGX-A@?$-HGYJIWIQHaIRK QNZeXbHaeHZIRNbHKKXHJIKLaXGYXZHaNZXbP
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图 :#不同引物浓度下的实时荧光逆转录 ?$-结果
0ILNZX:#-XHJaIGX-A@?$-HGYJIWIQHaIRK QNZeXb

_IaS UIWWXZXKaYZIGXZQRKQXKaZHaIRKbWRZ3@HJ
LXKX#.$ %*L5BLXKX#;$HKU 3419LXKX#$$

!9698#检测灵敏度试验
灵敏度试验结果表明%*L5B基因即使菌液稀释

到 89> l544 QWNhGJ时仍然能够出现明显的扩增曲
线#图 >.$, 3419基因在 89> l545QWNhGJ时才能有
明显扩增#图 >;$%而 3@HJ 基因需要细菌浓度达到
##

89> l54! QWNhGJ时才能得到扩增 #图 > $$, 因此%
以 3419作为进入 C;’$状态细菌的鉴定指标%其检
测限为 8> QWNhGJ,
!98#实时荧光逆转录 ?$-检测 C;’$状态下的副
溶血性弧菌及其毒力基因表达变化

根据以上优化的 ?$-扩增条件%分别取 8 k陈
化海水中培养不同时间的副溶血性弧菌提取 G-’.
并反转录为 Q1’.为模板进行实时荧光逆转录 ?$-
扩增, 以 *L5B作为内参%对 3@HJ 和 3419基因在不
同时期的表达情况进行相对定量分析, 结果表明%
3419和 3@HJ 基因表达水平从试验处理第 : 天开始
下降, 但其中 3419基因一直处于相对比较高的表
达量%即使是第 :5 天进入 C;’$状态以后%3419的
表达也没有很明显的变化, 与 3419不同%毒力基因
3@HJ 在试验处理条件下处于持续下降状态%特别是
进入 C;’$状态后其基因表达迅速下降%但是在我
们建立的反应体系中仍然能够很好地得到扩增%试
验结果见表 !’6 和图 ",

表 !#副溶血性弧菌 3@HJ 基因表达的相对

定量荧光 ?$-检测结果
AH]JX!#-XHJaIGX-A@?$-ZXJHaIeXfNHKaIWIQHaIRK ZXbNJab

RW3@HJ XMYZXbbIRK JXeXJIK K<*’+’H’$,4?(35G52
时间hU $a UU$a !@UU$a

4 5:96! 49444 59444
: 5F9": 49:65 49:74
5! 5F95! 49>55 497F4
!4 5>96: 5957! 49874
8! 5>9"7 59868 496F4
8> 5>9"F 5967> 49"54
77 5"94! 59865 496F4
:5 !496: 6497>" 495!4
:" !497! !9"868 49564
FF !4968 6947>" 495!4
>6 !49"" 696!5" 49544

6#讨论
C;’$状态是细菌在不良条件下的一种生存方

式, C;’$状态作为细菌的一种生理状态%对传统
微生物学产生了深远的影响, 进入 C;’$状态的细
##

图 F#?$-溶解曲线分析结果
0ILNZXF#?$-YZRUNQaGXJaIKLQNZeXb
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注&5 =: 分别代表菌液浓度为 89> l547 =89> l544QWNhGJ

时的 ?$-扩增曲线,

图 >#实时荧光逆转录 ?$-检测不同浓度菌液的扩增曲线
0ILNZX>#-XHJaIGX-A@?$-HGYJIWIQHaIRK QNZeXbRW

*L5B#.$% 3419#;$HKU 3@HJ#$$WZRG]HQaXZIHJ

bHGYJXb_IaS UIWWXZXKaQXJJQRKQXKaZHaIRK

表 6#副溶血性弧菌 3419基因表达的相对

定量荧光 ?$-检测结果

AH]JX6#-XHJaIGX-A@?$-ZXJHaIeXfNHKaIWIQHaIRK ZXbNJab

RW3419XMYZXbbIRK JXeXJIK K<*’+’H’$,4?(35G52

时间hU $a UU$a !@UU$a

4 579F4 49444 59444
: 5:965 49!>: 49>!4
5! 5696" 49684 49F"4
!4 5F9!7 498"8 49F54
8! 5>967 49>:6 49774
8> 5>96: 49>>" 49784
77 5>9": 594!"5 498"4
:5 5"94: 59444 49744
:" 5"96: 5947" 498>4
FF 5"97" 594>" 498F4
>6 5"9>7 5957! 49874

图 "#不同时间内 3419’3@HJ 基因表达定量结果柱状图
0ILNZX"#-XJHaIeXfNHKaIWIQHaIRK ZXbNJabRW3419HKU

3@HJ LXKXXMYZXbbIRK JXeXJ

胞发生了一系列变化%无法继续用常规培养方法检
测, 细菌 C;’$状态的发现在医学健康’环境科学
等领域产生了巨大的影响%对改进检测方法具有重
要的意义 (F) ,

利用分子手段检测细菌已经成为一种趋势%目
前基于 ?$-的各项技术已被广泛地应用到 C;’$

状态细菌的检测之中%因为当细菌处于 C;’$状态
时%仍能启动某些基因使其表达, 但普通的以 1’.

为基础的 ?$-检测手段无法区分细胞的死活%死细
胞或自由状态的 1’.已经没有危害性却仍然可以
被检测出来%导致假阳性结果, 而 G-’.由于在细
胞代谢中的中心地位及其非常短暂的半衰期%被认
为是细胞存活的一个很好的标志, 死细胞中的
G-’.很快降解%信号随即消失%因此 G-’.的检
测可作为判断细胞死活的标准之一, 逆转录荧光
?$-的检测方法即是基于这种原理%通过检测某种
食源性病原菌的特异性基因的表达%即其特异性基
因的 G-’.是否存在%可特异性的检测出样品中是
否存在处于 C;’$状态的这种病原菌, 同时还可以
监测在其处于 C;’$状态时的毒力基因是否表达%

为评估其致病力提供参考, 逆转录荧光 ?$-方法
不仅大大提高了检测灵敏度而且比目前常用的染
料法检测时间大为缩短%只需 8 =7 S%常用的 1C$

染料法需 !8 S 以上, 所以以逆转录荧光 ?$-为基
础的检测技术特异性强’敏感度高’反应速度快%能
客观而准确地评价 C;’$细菌的潜在危害 (>) ,

本研究分别针对副溶血性弧菌 .)4F" 菌株的
管家基因 *L5B%毒力基因 3@HJ 和鉴定基因 3419%建
立了实时荧光逆转录 ?$-快速检测进入 C;’$状
态副溶血性弧菌及其毒力基因表达的方法, 普通
?$-扩增结果显示%所选取的引物能特异性扩增副
溶血性弧菌基因%而与相近菌株不发生交叉反应,

根据优化的反应体系和条件%在 .;&@F644 荧光定量
?$-仪上%对接种于陈化海水培养不同时期的
.)4F" 细菌进行荧光定量 ?$-扩增, 结果显示%随
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着培养时间的延长%毒力基因 3@HJ 和鉴定基因 3419
表达水平持续下降%但即使细菌进入 C;’$状态%这
两个基因也能够得到很好的扩增%检测灵敏度试验
表明%进入 C;’$状态后%鉴定基因 3419的最低检
测限可达到 8> QWNhGJ%毒力基因 3@HJ 表达的最低检
测限可达到 89> l54! QWNhGJ, 在常规培养方法无法
检测的情况下%该方法可特异’快速的检测出 C;’$
状态下的副溶血性弧菌%提高食品中副溶血性弧菌
检验的准确性和可重复性%更加科学准确地评价食
品的卫生状况%保障食品安全,

根据我们的研究结果将副溶血性弧菌在 8 k陈
化海水中培养后%虽然毒力基因 3@HJ 的表达水平大
幅度下降%但即使进入 C;’$状态 !4 多天后%仍可
检测出毒力基因 3@HJ 有表达%这一点与 $RNaHZU(")

在 !447 年发布的研究结果不符%$RNaHZU 的研究表
明进入 C;’$状态的副溶血性弧菌中检测不到毒力
基因 3@HJ 的表达%对于两个不同的研究结果进行分
析%认为可能有如下原因&一是我们与 $RNaHZU 选择
的副溶血性弧菌菌株不同%$RNaHZU 使用的是 C?8 菌
株%我们使用的是副溶血性弧菌 .)4F" 菌株%菌株
的差异有可能造成实验结果的不同, 第二个原因
可能是 $RNaHZU 采用的是普通逆转录 ?$-方法%用
凝胶电泳的方式检测结果%灵敏度不高%而我们采
用的灵敏度大大高于普通逆转录 ?$-方法的实时
荧光逆转录 ?$-方法%有可能检出普通逆转录 ?$-
检测不出的毒力基因 3@HJ 的低水平表达,
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论著
台州市食源性沙门菌耐药性’毒力因子及分子分型研究

沈伟伟5!裘丹红5!盛莹5!罗芸!

!5P台州市疾病预防控制中心"浙江#台州#65>444# !P浙江省疾病预防控制中心"浙江#杭州#654475$

摘#要!目的#了解台州市食品中分离的沙门菌耐药性"毒力因子以及基因分型情况!建立食源性沙门菌的分子特
征本底信息!为食源性疾病的防治提供技术支撑% 方法#对近几年从食品中分离的 !! 株沙门菌进行 5! 种抗生素药
敏试验"54 种毒力基因 ?$-检测"脉冲电场凝胶电泳#?03($基因分型!用 ;IR’NGXZIQb794 软件对分型数据进行聚类
分析% 结果#!! 株食源性沙门菌的总耐药率为 7"95g!耐药率居前三位的抗生素分别是复方新诺明#6:g$"四环素
#!Fg$"萘啶酸#!Fg$&所有菌株均检出 : 种以上毒力因子!5 株肠炎沙门菌存在毒力岛"质粒及噬菌体等多种毒力因
子&?03(分型共得到 !5 个条带!可分为 7 个基因型别!包括 5> 种指纹图谱!各基因型别间同源性小于 F4g% 结论#
台州市食源性沙门菌存在致病风险!建立的指纹图谱数据库可为食源性疾病的防治提供技术支持%
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