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论著
广州地区海产品中创伤弧菌病原学特征分型

张晶!张欣强!周勇!陶霞!吴新伟
!广州市疾病预防控制中心"广东 广州$+%"!!"#

摘$要!目的$研究广州地区海产品中分离的创伤弧菌的毒力相关基因与脉冲场凝胶电泳(aF’W)分子分型状况!

初步建立区域 aF’W溯源数据库!为该菌的分子流行病学研究和食源性疾病溯源提供支持$ 方法$对 /. 株创伤弧菌

进行毒力相关基因鉴定和 aF’W分型!采用 I<CA>M:E<5P软件分析聚类关系$ 结果$海产品中分离的创伤弧菌均为溶

血素 ,基因(;;50)核酸阳性!;*<=86和 %/) E*A,08>分型结果显示!共有 + 种基因型别!分别有 ?I型%W,型%?,I

型%?,型和 WI型$ 共检测出 !& 株为 IK% 型$ aF’W分型结果显示 /. 株创伤弧菌有 +& 种 aF’W型别$ 结论$广州

地区海产品中分离的创伤弧菌 aF’W型别多!且相互之间关系分散&毒力相关基因型以 ?I型为主$
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$$创伤弧菌#?%@(%);3&/%A%*3,$是嗜盐嗜碱型非霍
乱海洋致病菌"普遍存在于亚热带海洋环境及海
产品中 )%* ( 对于有潜在慢性疾病或免疫力低下者
主要通过伤口接触海水造成感染"也可经口感染"
是最为常见’传播风险极高的海洋环境致病微生
物"患者大多因多器官功能障碍而死亡"死亡率
高 )&* ( 近年来发现创伤弧菌还可引起输卵管-卵巢
脓肿 )1* ’呼吸道阻塞 )!* 等严重并发症( 国内自

%##% 年由姜红首先报道创伤弧菌败血症死亡病
例"全国已有多起相关报告 )+* ( 创伤弧菌的致病
性与其产生的多种致病因子息息相关"现在人们
还不能准确及时有效地预见弧菌病爆发的时间和
株型( 目前广州地区海产品中创伤弧菌相关研究
鲜见报道"因此"为了解广州地区创伤弧菌的分离
株的病原学特征及其相关性"本研究拟对 &"%! 年
食品监测中从海产品分离的 /. 株创伤弧菌进行
毒力基因检测"并结合脉冲场凝胶电泳#aF’W$分
型技术进行分子特征研究(

%$材料与方法
%0%$材料
%0%0%$菌株

&"%! 年食品监测海产品中分离菌株 /. 株"经
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过 ‘(KWV& ?CMO@5B全自动微生物鉴定2药敏分析系
统鉴定均为创伤弧菌"aF’W标准株 Y#.%&(
%0%0&$主要仪器与试剂

?D@PP! I)?生物安全柜#新加坡 W)?9$"aK?-
&"" a?*仪’’:D]C58*凝胶成像系统’?YWF]*-#
脉冲场电泳仪’g>@=B<BH9=:#!0!0"$凝腔成像系统
均购自美国I<C-*@G( YCBPB@EBJE::= M@PB:EM<;a?*
反应试剂盒 #美国 aECM:J@$"%"" NO ]A,_@ES:E
\@GG:E#]H:OD>P$#日本K@S@E@$"细菌鉴定所用试剂
,a(&"W和 ‘(KWV’A鉴定卡均购自法国梅里埃"
):@V:M ’CDG 胶 # 美 国 ?@MNE@:; I<C )5<:=5:
*C5SD@=G$"蛋白酶 V#德国 _:E5S$"限制性内切酶
B)$(’C@# $均购自美国 AWI(

%0&$方法
%0&0%$核酸检测与基因分型
%0&0%0%$]A,模板制备

取 %0+ MD菌液"! """ E2M<= 离心 + M<="弃去上
清液"用 +" "D无菌水重悬"%"" h水浴裂解 %" M<="
冰上保存 %" M<=". """ E2M<= 离心 %" M<="取上清
备用( 创伤弧菌标准菌株#,K??&U+/&$作为阳性
对照(
%0&0%0&$引物设计及 a?*扩增

根据虞艳等 )/* 的报道"针对创伤弧菌溶血素
;;50基因"毒力相关基因 ;*< #;*<=和 ;*<6$’%/)
E*A,# %/) E*A,0和 %/) E*A,>$ 和生物!型
#>DE$及血清 W型#!+(6$合成引物"见表 %(

表 %$创伤弧菌 a?*检测的引物序列
K@ND:%$aE<M:EP6CEB7:a?*C6?%@(%);3&/%A%*3,

目的基因 上游引物 下游引物 片段大小2NO
;;50 +n-??’?’’K,?,’’KK’’?’?,-1n +n-?’??,???,?KKK?’’’??-1n +%#
;*<= +n-,’?K’??’,K,’?’,K?K-1n +n-K’,’?K,,?’?’,’K,’K’,’-1‘ #U
;*<6 +n-?K?,’,,,’’?K’,,KK’,?-1n +‘-’,KK,,?’?K’K,,’’??’-1n %##
%/) E*A,0 +n-?,K’,K,’?KK?’’?K?,,-1n +n-?,?K,??,??KK??K?,?’,?-1n &.+
%/) E*A,> +n-’??K,?’’’??,,,’,’’-1n +‘-??K’?’K?K??’?K’’?K-1n .1#
!+(6 +‘-K’KK’KK?KK’???,?K?K?-1n +n-?’?’?KK,’,KKK’K?K?,??-1n //+
>DE +n-,’,’,K’’,,’,,,?,’’?’-1n +n-’’,?,’,K,K,,’’’?,,,K’’-1n 1!!

$$;;50基因 a?*反应体系%a?*D#F_<;&+ "D"引
物各 % "D#终浓度 % "MCD2\$"]A,模板 & "D"最后加
无菌去离子水补足至 +" "D( 反应条件%#! h预变性
+ M<="#! h变性 % M<="/& h退火 % M<="U& h延伸
% M<="&+ 个循环"U& h延伸 + M<=( a?*产物用 %b
的琼脂糖电泳检测"凝胶成像系统成像并拍照(

毒力相关基因 ;*<’%/) E*A,和生物!型及血清
W型反应体系采用 &+ "D的反应体系%a?*D#F_<;
&+ "D"引物各 % "D#终浓度 % "MCD2\$"模板 ]A,
& "D( 反应程序% #! h预变性 + M<=" #! h变性
% M<="++ h#;*<$’+. h#%/) E*A,$’/! h#生物!型
和血清 W型$退火 % M<="U& h延伸% M<="1" 个#;*<’
%/)E*A,$’1+ 个#生物!型和血清 W型$循环"U& h延
伸 + M<=( 电泳按上述方法#引物见表 %$(
%0&0&$aF’W分析

在营养琼脂平板划线"1U h培养 %. 7"用棉签
从培养皿上刮取适量细菌"均匀悬浊于约 & MD的
?)I中"使透光率为 %.b( 取 !"" "D菌悬液’!"" "D
%b ):@V:M’CDG 琼脂糖#++ h水浴$’&" "D蛋白酶
V#&" MJ2MD$于 %0+ MD离心管中"用枪头轻轻混匀"
立即将混合物加入模具"在室温下凝固 %+ M<=( 向
+" MD的螺口盖管加入 + MD裂解液#蛋白酶 V2?\I
混合液 $"并将胶块移入螺口管内"将管子放在
+! h水浴摇床孵育 % 7"转速约 %U" E2M<=( 将裂解
液倒干净"用 +" h %+ MD纯水洗涤胶块 & 次"每次

放在 +" h水浴摇床 %" M<=&同样用 +" h KW液洗
涤胶块 ! 次"倒掉 KW液"加入 %+ MDKW液于 ! h保
存胶块备用( 在 %0+ MD离心管内加入 &"" "D酶切
缓冲液"将切成 &0+ MM宽的胶块加入离心管内"将
管子放在 1U h#B)$($水孵育 %+ M<=( 用枪头吸出
酶切缓冲液"每管加入 &"" "D酶切反应体系"B)$(
在 1U h水浴中孵育 ! 7( 用枪头吸出酶切液"在每
个管内加入 &"" "D"0+ kKIW"放置 + M<=( 把梳子
放入胶槽"并把胶块加在梳子齿上"缓慢倒入 %"" MD
/" h "0+ kKIW制备的 %b ):@V:M’CDG 琼脂糖"
放置 1" M<="拔出梳子( 在电泳槽里加入 & &"" MD
"0+ kKIW"调好电泳参数"将胶放入电泳槽"加入硫
脲 U/" "D"电泳 %# 7( 取出胶块放在 !"" MDWI溶
液中染色 1" M<="脱色 %+ M<="紫外灯下观察结果"
并通过凝胶成像照相"分析方法采用I<CAM:E<5P+0"
分析软件对 ]A,指纹图谱进行聚类分析"量化不同
菌株之间基因水平的亲缘关系(

&$结果
&0%$毒力相关基因分型

/. 株创伤弧菌菌株溶血素 ,基因#;;50$核酸
均为阳性( 生物分型%IK% 型 #鸟氨酸脱羧酶和吲
哚阳性$!& 株"IK& 型 &/ 株"血清 W型未检出(

;*<=86和 %/) E*A,08>毒力相关基因分型结
果显示%;*<=和 %/) E*A,>型#?I型$1! 株";*<6
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和 %/) E*A,0型#W,型$1" 株";*<=和 %/) E*A,
0型 #=0型$ & 株";*<=和 %/) E*A,08>型 #?,I
型$有 % 株";*<6和 %/) E*A,>型#WI型$% 株#见
图 %$"?I型和W,型为主要基因型( 各型别之间经
#& 检验"差异有统计学意义#’m"0"%$(
&0&$aF’W图谱

在 aF’W图谱中相似系数在 "0.+ 以上的菌株
可以判断是流行病学相关( 通过软件聚类分析显
示 /. 株创伤弧菌有 +& 种 aF’W型别"较为分散#详
见图 &$"图谱相似性为 !!0+b c#U01b( 未发现有
$$$

图 %$;*<=86和 %/) E*A,08>毒力相关基因分型
F<J>E:%$’:=CBHO<=JC6R<E>D:=5:E:D@B:G-J:=:P;*<=86

@=G %/) E*A,02>

图 &$创伤弧菌的 aF’W聚类分析图
F<J>E:&$aF’W5D>PB:E<=J@=@DHP<PC6?%@(%);3&/%A%*3,



广州地区海产品中创伤弧菌病原学特征分型!!!张晶"等 !!&+$$ !

集中聚类"说明广州地区海产品中分离的创伤弧菌
基因型较多(

1$讨论
近年来研究发现"弧菌的致病性与多种毒力因

子密切相关"毒力基因是产生毒力因子的物质基
础 )U* ( 多次大面积流行的弧菌病原都来自于水体
外环境"可以推测水体是一个天然的弧菌毒力基因
保存库"通过海产品的进出口等多种途径很容易造
成毒力基因的地域性转移及种间与株间水平转移"
造成不同弧菌种间存在相同的毒力基因"相同的种
内也存在不同的基因"从而可能使当地的某些无毒
株转变为重要的有毒株"这可能是不断出现弧菌新
病原的重要原因之一 )U* ( 因此开展海产品中弧菌
毒力基因及其多样性研究"有助于揭开弧菌环境株
的致病机理"发现毒力基因对弧菌进化的真正贡献
及现有毒力基因的演化来源"特别是弧菌的株型分
类与鉴定"便于能够及时有效地预防弧菌传染病的
大面积爆发(

创伤弧菌在海产品和水体外环境中广泛存在"
其毒力基因’调控机制和致病机理比较复杂( 广州
地区对创伤弧菌的报道极少"其原因可能包括有饮
食和烹饪习惯导致创伤弧菌感染率低’临床实验室
对创伤弧菌感染的检测能力缺乏以及菌株毒力差
异等因素造成( 本研究以 &"%! 年食品监测海产品
中分离的创伤弧菌为研究对象"了解 ;*<=86和 %/)
E*A,08>毒力相关基因的分布情况( 结果表明广
州地区创伤弧菌的基因型呈多样性"分别有 ?I型’
W,型’?,型’?,I型和 WI型( 以 ?I型和 W,型
为主要基因型"分别占所测菌株的 +"b和 !!b( 虞
艳等 )/*对杭州地区创伤弧菌的调查结果显示 ?I型
亦为主要基因型#//b$"但 W,型仅检出 / 株"可能
与地域差异有关( 调查还表明 ?I型为临床分离创
伤弧菌的主要基因型 ).* "同时据宿主和生化特征"
创伤弧菌分生物 IK%’IK& 和 IK1( IK% 是人类致
病菌"此次研究中 IK% 型 !& 株"比例高达 /&b"提
示广州市海产品中存在创伤弧菌感染的风险高"应
引起关注(

aF’W技术是目前国际公认的一种基因分型方

法"因为其分辨力高"重复性好而被很多实验室采
用"同时结合分离菌株的流行病学相关信息"可作
为研究创伤弧菌感染与传播的有力工具 )#-%"* ( 本研
究从广州地区海产品中分离的菌株 aF’W分型结果
显示 /. 株创伤弧菌有 +& 种 aF’W型别"聚类分析
显示非常分散"其从广州地区海产品中分离的相同
或不同毒力相关基因型菌株之间图谱均存在明显
差异"显示污染海产品分离株多为遗传不相关菌株(

本试验针对广州地区海产品中分离的创伤弧
菌进行了毒力相关基因分型和 aF’W分型"有利于
研究创伤弧菌在食品链中的传播机制"也为研究创
伤弧菌引起的疾病溯源及其分子流行病学提供了
一定的技术基础(
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