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摘(要!目的(研究我国水产品中分离的副溶血性弧菌耐药性$产毒特性及遗传特征" 方法(对我国 &+ 个省$直
辖市和自治区水产品中分离的 ) )’L 株副溶血性弧菌进行耐药性分析和毒力基因检测!并用脉冲场凝胶电泳方法
比对产毒菌株的遗传特征" 结果() )’L 株副溶血性弧菌中有 &%2 株#&&A’c%受试菌株对测定的 )& 种抗生素全
部敏感!44’ 株#LLALc%对测定的抗生素呈现不同程度耐药" 所有受试菌株对左氧氟沙星和庆大霉素抗生素敏
感!主要耐受的抗生素为氨苄西林 #%’ALc!+))0) )’L %$阿莫西林0克拉维酸 #2+A’c!%&+0) )’L %和头孢唑林
#&2A&c!&L%0) )’L%" ) )’L 株副溶血性弧菌分离株全部检出 *%0 基因!有 ’ 株检出 *10 基因!有 ), 株检出 *20 基
因!其中 & 株同时检出 *10 和 *20 基因" &* 株产毒菌株遗传特征分散!与其食品来源和耐药谱之间也无密切关联!

其中 2 株对测定的抗生素均敏感!其余菌株主要对青霉素类和头孢类抗生素耐药" 结论(我国水产品中副溶血性
弧菌对青霉素类抗生素普遍耐药!毒力基因携带率较低!产毒菌株遗传特征多样"
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((副溶血性弧菌 #3&42&5()2)0)#65%/*&$78"d7$是
近年来我国特别是沿海地区引发细菌性食源性疾
病的首要致病菌 ’)( ) 副溶血性弧菌属于革兰阴性
嗜盐性弧菌"在各类海产品*海水环境等沿海海域
广泛分布"淡水产品和淡水环境中也可检出该菌)
副溶血性弧菌可在水生动物的肠道内粘附*聚集和
繁殖"引发水生动物疾病"给海水养殖业带来巨大
损失"亦可引起人类胃肠炎等疾病"严重者可引发
伤口感染和败血症等 ’&( ) 副溶血性弧菌致病的毒
素包括溶血素*尿素酶和荚膜多糖等 ’’( "其中溶血
素是 主 要 的 致 病 因 子" 包 括 不 耐 热 溶 血 素
#<3:=-./O?H/:3:-./C;H>"_1"$*直接耐热溶血素
#<3:=-.;<O?/:SH=:B<3:-./C;H>"_b"$和 _b"相关溶
血素#_b"=:/O<:S 3:-./C;H>"_8"$"分别由 *%0**10

和 *20 毒力基因编码 ’2#%( ) _b"具有细胞毒性*致死
毒性和肠毒性"能溶解血红细胞"是区分致病性和
非致病性副溶血性弧菌的重要标志 ’+( ) _8"具有
肠毒性"有些菌株同时具有以上两种毒素) _b"和
_8"与副溶血性弧菌的致病性密切相关) 随着抗
生素在动物养殖业和人类医疗中的普遍使用"副溶
血性弧菌的耐药现状不容乐观"而耐药菌株一旦通
过食物链传递或将耐药基因水平转移至人体"将给
人类健康带来潜在危害 ’L#4( ) 为全面了解我国水产
品中副溶血性弧菌的耐药性*产毒性和遗传特征"
本研究选用我国 &+ 个省*直辖市和自治区水产品中
分离的 ) )’L 株副溶血性弧菌"选择临床治疗细菌
感染常用的 )& 种抗生素进行耐药性分析"用聚合酶
链式反应#758$方法进行毒力基因检测"并用脉冲
场凝胶电泳 #7TZN$方法分析产毒菌株的分子型
别"为全面评估食源性疾病的风险*提出防治策略
提供科学理论依据)

)(材料与方法
)A)(材料
)A)A)(菌株

本研究所用 ) )’L 株副溶血性弧菌由 &*)% 年
国家食品污染和有害因素风险监测网采集的食品
样品中分离"样品来自全国 &+ 个省*直辖市和自治
区"样品种类涵盖市售常见海产品 #包括带鱼*牡
蛎*海虾等海产鱼*虾*贝*蟹类$和淡水产品#包括
鲤鱼*小龙虾*河蚌等淡水产的鱼*虾*贝*蟹类$等"

以及含有水产品的混合食品#如寿司等$) 所有菌
株经生化复核和分子鉴定均已确认为副溶血性
弧菌)

药敏试验所用质控菌株为大肠埃希菌标准菌
株#E_55&%,&&$) 分子鉴定所用质控菌株为副溶

血性弧菌标准菌株 #E_55)L4*&*5W55&)%&4 和
5W55&)+)4$) 分子分型所用参考菌株为沙门菌标
准菌株#",4)&$) 所有质控菌株和参考菌株均为本
实验室保藏)
)A)A&(主要仪器与试剂

基因扩增仪*7TZN仪和凝胶成像系统均购自
美国 FH.#8OS"dH<:‘ & 细菌浊度计*全自动生化鉴定
系统和 E7W&*N生化试验鉴定试剂条均购自法国
FH.Mr=H:R["生物安全柜"高压灭菌器"隔水式恒温培
养箱"恒温水浴装置"恒温金属浴装置"台式高速离
心机)

弧菌显色培养基#法国 5"8YMOPO=$"脑心浸液
肉汤#F"W$*脑心浸液琼脂#F"E$*M"肉汤均购自
英国 YVYWb"758MO;<:=MH[和 bDE1OSS:=均购自
天根生化科技公司"革兰阴性细菌药敏板 #上海星
佰生物技术有限公司$"限制性内切酶 94) W和 :;&W

均购自大连宝生物公司"氯化钠 #DO5/$*硼酸均为
分析纯)
)A&(方法
)A&A)(菌株纯化与鉴定

使用一次性无菌接种环"将副溶血性弧菌接种
在弧菌显色平板上"’L f过夜培养"挑取单颗紫色
菌落"再次划线接种于含 ’cDO5/的 F"E平板培养
过夜) 挑取新鲜菌落至 ’ -/无菌生理盐水中充分
混匀"使用全自动生化鉴定系统和 E7W&*N生化试
验鉴定试剂条进行生化鉴定) 同时采用水煮法提
取副溶血性弧菌基因组 bDE"具体步骤为%挑取适
量新鲜菌落"制备成浓度约 &A* 麦氏浊度的菌悬液"
)** f金属浴加热 )* -H> 后")& *** =0-H> 离心
) -H>"取上清液移至无菌 N7管中作为分子鉴定的
bDE模板"保存于 e&* f备用) 采用 758方法检
测 *%0 基因) 758所用引物序列*反应体系和扩增
条件等均参照文献’,()
)A&A&(微量肉汤稀释法抗生素敏感性测定

本研究采用的革兰阴性细菌药敏板含有 )& 种
抗生素"分别是青霉素类%氨苄西林#EM7$"!#内酰
胺0!#内酰胺酶抑制剂复合物类%阿莫西林0克拉维
酸#EM5$"头孢类%头孢噻肟 #5_V$*头孢唑林
#5TX$*头孢他啶#5EX$"氯霉素类%氯霉素#5"1$"
氟喹诺酮类%环丙沙星 #5W7$*左氧氟沙星 #1Nd$"

氨基糖苷类%庆大霉素 #ZND$"四环素类%四环素
#_N_$"碳青霉烯类%亚胺培南#WM7$和叶酸代谢途
径抑制剂类%复方新诺明# !V_$) 药敏测定时依据
说明书操作"使用一次性无菌接种环"将待测菌株
划线接种于含 ’cDO5/的 F"E平板"’L f过夜培
养复苏后"挑取单个菌落"再次划线接种于含 ’c
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DO5/的 F"E平板培养过夜) 挑取新鲜菌落至 ’ -/
无菌生理盐水中充分混匀"用比浊仪调整菌悬液浓
度至 *A% 麦氏浊度) 取上述菌悬液 +* !/加至
)& -/营养肉汤中"充分混匀后按照每孔 )** !/加
至药敏板中"置于 ’L f恒温培养箱中培养 )4 m&2 3

后"肉眼观察读取每种抗生素对副溶血性弧菌的最
小抑 菌 浓 度 # -H>H-R- H>3H?H<.=CB.>B:><=O<H.>;"
MW5$) 以大肠埃希菌标准菌株#E_55&%,&&$作为
质控菌株"依据美国临床实验室标准化协会#B/H>HBO/
O>S /O?.=O<.=C;<O>SO=S;H>;<H<R<:"51!W$的标准 ’)*(判
定药敏结果)
)A&A’(毒力基因检测

使用副溶血性弧菌鉴定后冻存的 bDE模板"挑
选出待测菌株"依据已报道的 758检测方法 ’,( "检
测菌株中 *10 和 *20 两个毒力基因的携带情况)
)A&A2(7TZN

参照美国疾病预防控制中心 7R/;:D:<实验室使
用的标准化分子分型方法"对分离纯化的副溶血性
弧菌进行 7TZN分型) 用比浊仪将细菌菌悬液浓度
调至 2A* 麦氏浊度&副溶血性弧菌使用限制性内切酶
:;&W#2* U0!/$在 %* f水浴条件下酶切 2 3"参考菌
株沙门菌标准菌株#",4)&$使用限制性内切酶 94) W
#2* U0!/$在 ’L f水浴条件下酶切 & 3&电压 +A* d0
B-"脉冲参数 )* m’% ;"电泳 ), 3) 将胶块用 Z:/
8:S 染料染色后"在凝胶成像系统中拍照"随后将图
像导入 FH.DR-:=HB;LA+ 软件中分析并聚类作图)

&(结果
&A)(药敏试验结果

本研究对 ) )’L 株副溶血性弧菌进行了抗生素
敏感性测定"其中 &%2 株#&&A’c"&%20) )’L$受试
菌株对测定的 )& 种抗生素全部敏感"44’ 株菌株对
一种或多种抗生素呈现不同程度的耐药) 所有受
试菌株对 ZND和 1Nd两种抗生素敏感"对其余
)* 种抗生素有不同程度耐药"主要耐受的抗生素分
别为 EM7# %’ALc" +))0) )’L $* EM5# 2+A’c"
%&+0) )’L$和 5TX#&2A&c"&L%0) )’L $"对 5"1*
_N_和 !V_的耐药率在 )c m&c之间"对其他测定
抗生素的耐药率均低于 )c"但出现 4 株 #*ALc"
40) )’L$对 WM7耐药的菌株) 所有受试副溶血性弧
菌形成的单一抗生素耐药谱中 5TX和 EM7是最主
要耐药谱"耐受 & 种及以上抗生素的耐药谱中主要
为 EM7#EM5# 2*A*c" 2%%0) )’L $"其次分别为
EM7#5TX# )A)c" )&0) )’L $* EM5#5TX# *A,c"
)*0) )’L$和 EM7#EM5#5TX#*A,c")*0) )’L$"其
他耐药谱的菌株较为分散"但多数耐药谱中包含有

EM7*EM5或 5TX) 所有受试菌株的耐药谱分布见
表 ))

表 )() )’L 株副溶血性弧菌耐药谱分布
_O?/:)(8:;H;<O><;]:B<=R-SH;<=H?R<H.> .K) )’L 3&42&5

()2)0)#65%/*&$78;<OH>;
耐药谱 菌株数 占比0c

敏感 &%2 &&A’

EM5 )L )A%

EM7 ,L 4A%

5TX &&4 &*A)

5"1 ) *A)

!V_ & *A&

_N_ ) *A)

EM5#5TX )* *A,

EM5#WM7 ) *A)

EM5#_N_ ) *A)

EM7#EM5 2%% 2*A*

EM7#5"1 & *A&

EM7#5TX )& )A)

EM7#!V_ ) *A)

5TX#_N_ ’ *A’

5TX#!V_ % *A2

_N_#!V_ ) *A)

EM7#EM5#5EX ) *A)

EM7#EM5#5TX )* *A,

EM7#EM5#5"1 2 *A2

EM7#EM5#5_V ) *A)

EM7#EM5#WM7 + *A%

EM7#EM5#!V_ % *A2

EM7#EM5#_N_ 2 *A2

EM7#!V_#5"1 ) *A)

EM7#_N_#!V_ ) *A)

5TX#5W7#!V_ ) *A)

5TX#_N_#!V_ ) *A)

EM7#EM5#_N_#5"1 ’ *A’

EM7#EM5#_N_#!V_ & *A&

EM7#EM5#5EX#5TX#5_V & *A&

EM7#EM5#5_V#5EX#WM7 ) *A)

EM7#EM5#5TX#_N_#!V_#5"1 ) *A)

EM7#EM5#5TX#5_V#_N_#5W7#5"1 & *A&

((本研究所用副溶血性弧菌中有 +4& 株从海产品
分离得到"其中 )&’ 株#)4A*c")&’0+4&$为抗生素
敏感性分离株"’’ 株#2A4c"’’0+4&$耐受三类及以
上抗生素) 2)% 株分离株源自淡水产品"其中 ,L 株
#&’A2c",L02)% $ 为抗生素敏感性分离株")’ 株
#’A)c")’02)%$耐受三类及以上抗生素) 淡水产
品中的副溶血性弧菌敏感菌株比例略高于海产品"
同时耐受三类及以上抗生素的多重耐药菌株比例
略低于海产品分离株) )* 株分离株源自即食水产
品"其中 + 株#+*A*c"+0)*$为抗生素敏感性菌株)
’* 株分离株源自寿司等其他含有水产品的食品"其
中 , 株#’*A*c",0’*$为抗生素敏感性菌株) 不同
类型食品来源的菌株药敏试验结果详见图 ))
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图 )(不同类型食品来源的副溶血性弧菌药敏结果
THPR=:)(8:;R/<;.KO><H?H.<HB;R;B:]<H?H/H<C<:;<.K3&42&5

()2)0)#65%/*&$78H;./O<:S K=.-SHKK:=:><<C]:;.KK..S

&A&(毒力基因检测结果
758方法检测副溶血性弧菌毒力基因结果显

示") )’L 株副溶血性弧菌分离株全部检测出 *%0 基
因" 有 ’ 株 检 出 *10 基 因" 检 出 率 为 *A’c
#’0) )’L $" ), 株检出 *20 基因"检出率为 )ALc
#),0) )’L$"其中 & 株同时检出 *10 和 *20 基因)

&A’(分子分型结果
选择检出 *10 基因或 *20 基因的副溶血性弧菌

产毒菌株 &* 株"使用限制性内切酶 :;&W酶切后"使
用 FH.DR-:=HB;软件将 7TZN图谱进行聚类分析"结
果如图 & 所示"&* 株产毒菌株产生 )+ 种不同的
7TZN型别"酶切带型分布分散"优势带型不明显)
&* 株菌的带型可分为两大簇"每簇分别包括 )) 株
和 , 株分离株"其中 % 株河北省淡水产品分离株聚
成一小簇"& 株湖南省和广东省的海产品分离株可
聚成一小簇"& 株山西省和河北省的淡水产品分离
株聚成一小簇"以上三小簇内的分离株同源性均在
4*c以上) &* 株产毒分离株的 7TZN型别与其耐
药谱之间无明显相关"与菌株来源的地域性和食品
类别之间也无密切关联)

图 &(&* 株副溶血性弧菌毒力菌株 7TZN聚类图
THPR=:&(7TZN=:;R/<;.K&* 3&42&5()2)0)#65%/*&$78;<=OH>;9H<3 Ĥ=R/:>B:P:>:

’(讨论
本研究所用的 ) )’L 株副溶血性弧菌由国家食

品污染和有害因素风险监测网中样品分离得到"样
品采集时间为 &*)%!&*)+ 年"采样范围覆盖我国
&+ 个省*直辖市和自治区"采样地点包括大小超市*
农贸市场和餐饮门店"样品种类涵盖市面常见的海
产品*淡水产品等各类水产品"样品状态包括鲜活*
冰鲜*冷冻水产品和即食水产品等"可较为全面的
反映出我国水产品中副溶血性弧菌污染水平)

本研究测定的副溶血性弧菌中有 LLALc的菌
株呈现不同程度的耐药现象"尤其是对青霉素类
#EM7$和头孢类 #5TX$等 !#内酰胺类抗生素耐药
严重"与国内外报道 ’))#)+(基本一致) 文献 ’)L#)4(报道
我国近海养殖海域内可检测到对 !.内酰胺类抗生

素高度耐药的副溶血性弧菌"而 !#内酰胺类抗生素
常用于动物养殖中"预防养殖过程中动物感染发
病"由于水产养殖环境的特殊性"抗生素更易通过
水体而迅速扩散"携带耐药菌株的养殖动物也会通
过食物链传递导致耐药性的传播) 本研究发现 4 株
对 WM7耐药的菌株"WM7等碳青霉烯类抗生素是临
床治疗严重细菌感染的最后一道防线"此类耐药菌
株一旦通过食物链传播到人类"将会带来严重的疾
病负担和医疗困境"因此"食品中抗生素耐药的现
象亟需得到重视"动物养殖环节中需加强对抗生素
使用的监管"同时注重医疗卫生行业中的抗生素规
范使用迫在眉睫)

携带 *10**20 基因的副溶血性弧菌菌株能够产
生溶血素"被认为是对人类有致病性的菌株"分子
流行病学研究 ’),#&*(表明携带 *10**20 毒力基因的产



中国水产品中副溶血性弧菌耐药性及遗传特征分析!!!白瑶"等 !&’’(( !

毒株与人类食源性疾病的暴发密切相关) 本研究
分析的 ) )’L 株副溶血性弧菌中"检出 *10**20 基因
的菌株占所有待测菌株的 )A,c #&&0) )’L$"与其
他研究 ’&)#&2(中食品来源的产毒株比例基本一致"远
低于我国临床报道 ’&2#&4(的产毒株比例) 本研究检
测的 &* 株副溶血性弧菌产毒菌株中 2 株为抗生素
敏感菌株")+ 株产毒菌株对青霉素类#EM7$或头孢
类#5TX$抗生素耐药) &* 株产毒菌株分别来自不
同地域的海产品和淡水产品"除河北省的 % 株淡水
产品分离株之间同源性较高"其他菌株之间遗传特
征分析并无明显的相似性"显示出我国水产品中副
溶血性弧菌产毒菌株遗传特征多样"暂未发现同种
遗传特征的产毒菌株在不同水产品之间交叉传播
现象) 产毒菌株的耐药谱*遗传特征与其菌株地域
来源*食品种类之间无明显关联)

综合分析我国水产品中副溶血性弧菌的耐药
性*产毒特性和分子遗传特征"可为临床治疗副溶
血性弧菌感染导致的食源性疾病提供科学理论依
据) 下一步研究中应持续关注我国水产品中副溶
血性弧菌的高检出率与其引发的食源性疾病是否
密切相关"对食源性副溶血性弧菌和临床分离株的
致病性和同源性等分子特征进行比对分析"对副溶
血性弧菌的耐药性产生及传播规律*产毒菌株携带
的毒力基因是否水平转移等予以重点研究"以期提
高食源性疾病的防控效果"多角度*全方位保障我
国食品安全)
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-关于规范保健食品功能声称标识的公告.#&*)4 年第 &’ 号$
有关问题的解读

((&*)4 年 & 月 )’ 日!原食品药品监管总局发布了(关于规范保健食品功能声称标识的公告) #&*)4 年第
&’ 号%!明确了保健食品功能声称标识的有关事项" 一是未经人群食用评价的保健食品!其标签说明书载明

的保健功能声称前增加*本品经动物实验评价+的字样&二是此前批准上市的保健食品生产企业!应当在其

重新印制标签说明书时!按上述要求修改标签说明书" 至 &*&* 年底前!所有保健食品标签说明书均需按此

要求修改&三是自 &*&) 年 ) 月 ) 日起!未按上述要求修改标签说明书的!按(中华人民共和国食品安全法)有

关规定查处" 为进一步明确保健食品功能声称标识规范!现就公告解读如下’

一$未经人群食用评价的保健食品#营养素补充剂产品除外%!应在标签$说明书 *保健功能+项下保健

功能声称前增加*本品经动物实验评价+的字样" 标注为*,保健功能-本品经动物实验评价!具有 ggg的

保健功能+"

二$已批准上市的保健食品!其保健功能均经过人群食用评价的!在新的评价技术要求及标识规定发布

实施前!原保健功能声称的标识不变"

涉及多项保健功能声称的保健食品!应根据动物实验评价及人群食用评价情况!按上述要求分别进行

标注" 例如!保健功能*E+!仅经动物实验评价&保健功能*F+!仅经人群食用评价&保健功能*5+!经动物实

验及人群食用评价" 标注为*,保健功能-E$F$5#经动物实验评价!具有 E的保健功能%+"

三$营养素补充剂产品不涉及动物实验和人群食用评价!保健功能声称标识不变!标注为*,保健功能-

补充 ggg+"

四$申请人应按公告要求自行修改标签$说明书!无需单独针对此项内容提出变更申请"

五$公告中第三条提及的*自 &*&) 年 ) 月 ) 日起+!系指未按上述要求修改标签说明书的保健食品的销

售截止日期"

#相关链接’3<<]’00;O-=J;OHBJP.̂JB>0[90C909IK?0&*)4*20<&*)4*2)Lt&L’L,,J3<-/%


