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三文鱼来源副溶血性弧菌的血清分型、毒力基因及耐药性研究
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摘 要：目的　对 2019 年广州市售三文鱼中副溶血性弧菌的血清型、毒力基因分布及耐药特征进行研究，为防控

因食用三文鱼引起副溶血性弧菌食源性疾病提供数据支持。方法　根据 GB 4789. 7—2013 方法对 90 份广州市售

三文鱼样品进行副溶血性弧菌分离、定量及血清分型，分离株的鉴定及耐药性分析采用全自动微生物鉴定仪分析，

通 过 PCR 扩 增 对 毒 力 基 因 进 行 检 测 。结果　 90 份 三 文 鱼 样 品 中 ，有 16 份 检 出 副 溶 血 性 弧 菌 ，总 检 出 率 为

17. 78%，阳性样品污染量范围为 3. 6~93 MPN/g，其中批发市场的检出率（27. 50%）最高。MPN 计数阳性管分离得

到的 72 株副溶血性弧菌经血清凝集共分出 11 个 O 群血清型，分型率为 80. 56%，其中 O11、O9 和 O6 群为主要血

清型，占 51. 39%，其他血清型分布较分散。72 株副溶血性弧菌均含有 tlh 基因，且均未检测到 trh 和 tdh 基因。药

敏分析发现，全部分离株对碳青霉烯类、单酰胺环类、氨基糖苷类、喹诺酮类和硝基呋喃类等 5 类 18 种抗生素敏

感。分离株对氨苄西林高度耐药，耐药率达 97. 22%，少数分离株对哌拉西林（1. 39%）和复方新诺明（5. 56%）耐药。

6. 94% 的分离株同时对 2 种抗生素耐药，未出现多重耐药。结论　广州市售三文鱼受到副溶血性弧菌污染程度较

高，分离株的血清型呈多样化，主要为非致病株，但具有一定程度的耐药，存在危害健康的潜在风险。
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Serotype, virulence and drug resistance of Vibrio parahaemolyticus from salmon
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Abstract： Objective　 To provide data for prevention and control of foodborne diseases caused by Vibrio 

parahaemolyticus from salmon， the serotype， virulence gene and drug resistance of Vibrio parahaemolyticus from salmon in 
Guangzhou in 2019 were studied. Methods　 The isolation， quantification and serotype of Vibrio parahaemolyticus in 90 
salmon samples were detected based on GB 4789. 7—2013.  Identification and drug resistance were carried out by 
automatic microbial identification system， and the virulence genes were detected by PCR amplification. Results　 Vibrio 

parahaemolyticus was detected in 16 samples of 90 salmons （17. 78%）.  The contamination level of positive samples 
ranged from 3. 6 to 93 MPN/g， of which the highest detection rate was found in wholesale market （27. 50%）.  Seventy two 
strains which were isolated from positive MPN counting tubes were serotyped into 11 groups by serum agglutination test， 
the total typing-rate was 80. 56%.  The isolates were concentrated on serum group O11， O9 and O6 serotypes， accounting 
for 51. 39%.  Seventy two isolates carried tlh gene， while tdh and trh gene were not detected.  The antibiotic sensitivity 
analysis revealed that all of the isolates were sensitive to 5 types and 18 kinds of antibiotics such as carbapenems， 
monobactams， aminoglycosides， quinolones and nitrofurans， 97. 22% of the isolates were resistant to ampicillin.  A few 
isolates were resistant to piperacillin （1. 39%） and co-trimoxazole （5. 56%）， 6. 94% of the isolates were resistant to 2 
antibiotics， and none of the isolates showed multi-drug resistance. Conclusion　 The salmons from Guangzhou market 
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were highly contaminated by Vibrio parahaemolyticus， and the serotypes of isolates were diverse.  The isolates were 
nonpathogenic， and they were drug resistance to some extent， which indicated potential risks to human health.
Key words： Salmon； Vibrio parahaemolyticus； serotype； virulence gene； drug resistance

副溶血性弧菌（Vibrio parahemolyticus）是革兰氏

阴性杆菌，广泛存在于近岸海域和海产品中。副溶

血性弧菌是沿海国家及地区引起食源性疾病的主要

病原菌之一，在我国沿海地区是引发细菌性食物中

毒的首位病原菌［1-3］。感染副溶血性弧菌能引起呕

吐、腹泻等症状胃肠疾病，严重时可导致脱水、休

克［4］。美国疾病预防控制中心（Centers for Disease 
Control and Prevention，CDC）数据显示，美国每年约

有 45 000 人因食用受副溶血性弧菌污染的食物导

致疾病发生［5］。日本厚生劳动省统计，2000—2010
年日本平均每年约有 1 800 人次因副溶血性弧菌导

致食物中毒［6］。据估算，我国每年因副溶血性弧菌

感染而导致食源性疾病发病约 495. 1 万人次［7］。生

食或食用未煮熟的水产品是引起副溶血性弧菌食

源性疾病发生的主要原因［8］。

随着食品生产流通的全球化，食用三文鱼的人

群和地域不断扩大，三文鱼已成为最受欢迎的生食

水产品之一，三文鱼的食用安全也越来越受到消费

者的关注。除寄生虫外，副溶血性弧菌是三文鱼食

用安全的主要风险因子［9］。1999—2016 年广州地

区三文鱼监测数据显示，三文鱼中副溶血性弧菌污

染呈逐年上升的趋势［9］，为持续跟踪市售三文鱼中

副溶血性弧菌的污染状况，掌握其致病性和耐药情

况，降低消费者食用三文鱼引发副溶血性弧菌食物

中毒风险，本研究对 2019 年广州市售的三文鱼中

副溶血性弧菌进行血清分型、毒力基因及耐药性分

析，以期为副溶血性弧菌引发的食源性疾病的控制

提供参考依据。

1　材料与方法

1. 1　材料

1. 1. 1　菌株

副 溶 血 性 弧 菌 ATCC17802、大 肠 埃 希 氏 菌

（Escherichia coli）ATCC 25922 均购自广东环凯微生

物科技有限公司。副溶血性弧菌 ATCC33846 购自

中国普通微生物菌种保藏管理中心。

1. 1. 2　主要仪器与试剂

KS18 生物安全柜（美国赛默飞公司）；Vitek 2 
Compact 全自动细菌鉴定及药敏分析仪（法国梅里

埃公司）；5430R 型离心机（德国艾本德公司）；T00
型 PCR 仪（美国伯乐公司）；DYY-8C 型电泳仪（北

京六一仪器公司）；Tanon3500 凝胶成像仪（上海天

能科技有限公司）。

3%NaCl 碱性蛋白胨水、3%NaCl 胰蛋白胨大豆

琼脂（广东环凯微生物科技有限公司）；弧菌显色培

养基（法国科玛嘉公司）；无菌盐水（0. 45%NaCl）、革

兰氏阴性细菌 GN 鉴定卡、革兰氏阴性菌药敏试验

卡 AST-GN14、AST-GN65（法国梅里埃公司）；副溶

血性弧菌 O 群血清（宁波天润生物公司）；引物、细

菌 DNA 提取试剂盒（广州艾基生物公司）；琼脂糖

（美国西格玛公司）；DL2000 DNA Marker（大连宝生

物工程有限公司）。

1. 2　方法

1. 2. 1　样品采集及副溶血性弧菌的检验

2019 年 5—10 月从广州市售卖三文鱼的各类

销售场所（批发市场、农贸市场、超市、餐饮店）共采

集三文鱼样品 90 份（批发市场 40 份、农贸市场 25
份、超市 15 份和餐饮店 10 份）。副溶血性弧菌的

检验参照 GB 4789. 7—2013《食品安全国家标准  食
品微生物学检验：副溶血性弧菌检验》［10］方法，采用

最大或然数（Most probable number，MPN）法进行定

量检测。将样品用 3%NaCl 碱性蛋白胨水按 10 倍

梯度制备 3 个适宜连续稀释度的稀释液，每个稀释度

接种 3 支 3%NaCl 碱性蛋白胨水试管于 36 ℃培养

18~24 h。将所有显示生长的增菌液于弧菌显色培

养基平板上划线分离，一支试管划线一块平板，36 ℃
培养 24 h。挑取弧菌显色平板上的可疑菌株，使用

Vitek 2 Compact 全自细菌鉴定及药敏分析仪进行

鉴定。

1. 2. 2　血清分型

参照 GB 4789. 7—2013《食品安全国家标准  食
品微生物学检验：副溶血性弧菌检验》玻片凝集法

对副溶血性弧菌分离株 O 群血清进行鉴定分型。

1. 2. 3　毒力基因 tlh、tdh 和 trh 分析

挑取副溶血性弧菌于 3%NaCl 胰蛋白胨水培养

基 36 ℃増菌 18 h，将增菌液离心收集菌体，用细菌

DNA 提取试剂盒提取副溶血性弧菌 DNA。采用

PCR 法扩增 tlh、tdh 和 trh 基因。PCR 引物由广州

艾基生物公司合成，引物序列见表 1［11］。PCR 反应

体系（20 μL）：TaqMIX 10 μL，基因组 DNA 模板 1 μL，
上下游引物各 1 μL，ddH2O 7 μL。PCR 反应条件：

94 ℃预变性 5 min；94 ℃变性 30 s，60 ℃退火 30 s，
72 ℃延伸 30 s，27 循环；72 ℃延伸 5 min。将扩增产

物进行琼脂糖凝胶电泳。以标准菌株 ATCC17802
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为 tlh 和 trh 阳性对照，ATCC33846 为 tdh 阳性对

照，无菌水为阴性对照。

1. 2. 4　药物敏感性实验

用无菌棉签取适量菌落于无菌盐水中制成麦

氏浊度为 0. 5~0. 63 的菌悬液，取 145 μL 菌悬液加

入 3 mL 无菌盐水中制成药敏用菌液。将药敏用菌

液填充至革兰氏阴性药敏卡 AST-GN14 及 AST-

GN65，采用 Vitek 2 Compact 全自动细菌鉴定及药敏

分析仪进行药敏试验。选择大肠埃希氏菌 ATCC 
25922 为药敏质控菌株。AST-GN14 及 AST-GN65
药敏卡共有 8 大类 24 种抗生素，包括 β-内酰胺类：

氨苄西林、阿莫西林、哌拉西林、头孢唑林、头孢氨

苄、头孢泊肟、头孢维星、头孢噻呋、头孢他啶、头孢

曲松、头孢吡肟；碳青霉烯类：美罗培南、亚胺培南；

单酰胺环类：氨曲南；氨基糖苷类：阿米卡星、庆大

霉素、妥布霉素；喹诺酮类：环丙沙星、恩诺沙星、马

坡沙星、左氧氟沙星；四环素类：四环素；硝基呋喃

类：呋喃妥因；磺胺类：复方新诺明。

2　结果

2. 1　副溶血性弧菌检出情况

2019 年广州市售三文鱼中副溶血性弧菌检出

总体情况见表 2。90 份三文鱼样品中共检出了 16 份

副溶血性弧菌阳性样品，总检出率为 17. 78%，阳性

样品污染量范围是 3. 6~93 MPN/g。其中，来源于

批发市场的三文鱼中副溶血性弧菌检出率最高，为

27. 50%，农贸市场、超市和餐饮店的检出率分别是

12. 00%、6. 67% 和 10. 00%。从 MPN 计数中副溶

血性弧菌阳性管共分离出 72 株副溶血性弧菌，其

中批发市场的分离株数最多，为 50 株。

2. 2　血清型分布

72 株副溶血性弧菌分离株经 O 群血清凝集实

验，共分出 11 种血清群。除 14 株未分型外，其余

58 株分属于 11 个不同的 O 群，O 群血清分型率为

80. 56%（58/72）（表 3）。O11、O9 和 O6 群为主要血

清型，这 3 种血清群占 51. 39%（37/72），其中 O11
群为最主要血清群，占总数的 25. 00%（18/72），其

他血清型分布相对分散。

2. 3　毒力基因

采用 PCR 法检测 72 株副溶血性弧菌的 3 种毒

力基因（tlh、tdh 和 trh），结果显示分离株均检出 tlh

基因，tlh 基因携带率为 100%，tdh 和 trh 基因均未

检出。部分分离株电泳结果如图 1 所示。

2. 4　药物敏感性分析

72 株副溶血性弧菌对 24 种抗生素的整体耐药

情况结果见表 4。全部菌株对阿莫西林、美洛培南、

氨曲南、亚胺培南、头孢氨苄、头孢泊肟、头孢噻呋、

头孢他啶、头孢曲松、头孢吡肟、阿米卡星、庆大霉

素、妥布霉素、环丙沙星、恩诺沙星、马波沙星、左氧

氟沙星、呋喃妥因等 18 种抗生素敏感。分离株对

氨苄西林、复方新诺明和哌拉西林 3 种抗生素产生

耐药，耐药率分别是 97. 22%、5. 56% 和 1. 39%。分

离株只产生中介敏感的抗生素有 3 种，其中对头孢

唑啉中介敏感率最高，达 62. 50%，只有少量菌株对

头孢维星和四环素中介敏感。

72 株副溶血性弧菌的耐药谱和中介谱见表 5。

表  2　副溶血性弧菌检出情况

Table 2　Detection of Vibrio parahaemolyticus in salmon
采样点

批发市场

农贸市场

超市

餐饮店

合计

样品数

40
25
15
10
90

阳性样品数

11
3
1
1

16

检出率/%
27.50
12.00

6.67
10.00
17.78

阳性样品编号[污染量/(MPN/g),分离株数]
P2(16,4)、P3(15,4)、P6(21,4)、P11(93,5)

P12(28,5)、P15(35,6)、P19(29,5)、P20(3.6,1)
P23(35,6)、P37(29,5)、P38(27,5)
N5(93,5)、N8(36,6)、N13(11,3)

S6(9.4,3)
R3(28,5)

—

分离株数

50
14

3
5

72
表  3　副溶血性弧菌血清型分布

Table 3　Serotype distribution of Vibrio parahaemolyticus 

isolates
O 群

O1
O2
O3
O5
O6
O7
O8
O9
O10
O11
O12
未分型

菌株数

5
3
2
1
9
2
2

10
3

18
3

14

占比/%
6.94
4.17
2.78
1.39

12.50
2.78
2.78

13.89
4.17

25.00
4.17

19.44

表  1　引物序列

Table 1　Sequences of primers
基因

tlh

tdh

trh

引物

TLH-F
TLH-R
TDH-F
TDH-R
TRH-F
TRH-R

序列（5’-3’）
AAAGCGGATTATGCAGAAGCACTG

GCTACTTTCTAGCATTTTCTCTGC
GTAAAGGTCTCTGACTTTTGGAC

TGGAATAGAACCTTCATCTTCACC
TTGGCTTCGATATTTTCAGTATCT

CATAACAAACAATGCCCATTTCCG

扩增长度/bp
450
270
500
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23. 61% 的菌株表现出单一耐药氨苄西林。同时耐

受 2 种抗生素的菌株占 6. 94%，耐药谱分别为氨苄

西林 -复方新诺明和氨苄西林 -哌拉西林。62. 50%
的菌株表现为单一中介敏感，同时对 2 种抗生素中

介敏感的菌株占 6. 94%。

3　讨论

本研究结果表明，2019 年广州市售三文鱼受到

副溶血性弧菌污染的检出率为 17. 78%，低于 2016
年的检出率（35. 38%）［9］，但明显高于国内不同地区

三 文 鱼 中 副 溶 血 性 弧 菌 的 检 出 率（4. 7%~
6. 9%）［12-14］。广州市售三文鱼中的副溶血性弧菌污

染程度较高，可能在养殖、运输和销售过程中受到

了较高程度的副溶血性弧菌污染。

本研究调查的三文鱼中副溶血性弧菌分离株

的血清型分布呈多样化，O11 为最主要血清群，与相

关研究报道中不同地区水产品中以 O1［15-16］、O2［17-18］

或 O5［19-20］为主的血清群分布并不相似。已有研究

证实 O1、O2、O3 和 O5 这 4 种血清型均可引起食物

中毒［21］，分离株中这 4 种可引起食物中毒的血清占

15. 28%（11/72），表明广州市售三文鱼中具有导致

副溶血性弧菌中毒的潜在风险。此外，分离株中有

19. 44%（14/72）的菌株 O 抗原未定型，与相关报道

水产品中副溶血性弧菌血清分型率较低［22］的研究

结果相似，原因可能与分离株存在一些新的 O 抗原

有关［23］。

对 72 株副溶血性弧菌的毒力基因携带情况分

析，发现全部菌株均携带 tlh 基因，与白瑶等［24］、

林朝等［25］的研究结果一致。研究还发现分离株均

未检出 trh 和 tdh 基因，已有许多的研究报道来源于

环境及水产品中的副溶血性弧菌中毒力基因 trh 和

表  5　副溶血性弧菌耐药谱和中介谱分布

Table 5　Resistant and mediate resistance spectrum 
distribution of Vibrio parahaemolyticus isolates

耐药谱

氨苄西林

氨苄西林

氨苄西林

氨苄西林

氨苄西林

氨苄西林

氨苄西林-复方新诺明

氨苄西林-哌拉西林

中介谱

哌拉西林

头孢唑啉

四环素

哌拉西林-头孢维星

哌拉西林-头孢唑啉

氨苄西林

数量

17
1

41
2
1
4
4
1
1

百分比/%
23.61

1.39
56.94

2.78
1.39
5.56
5.56
1.39
1.39

注：M：DL2000 Marker；NC：阴性对照；S1：ATCC 17802；S2：
ATCC33846；V1~V3：部分副溶血性弧菌分离株

图  1　部分副溶血性弧菌分离株的毒力基因检测结果

Figure 1　PCR amplification of virulent genes in Vibrio para⁃

haemolyticus isolates

表  4　副溶血性弧菌药敏试验结果

Table 4　Drug sensitivity of Vibrio parahaemolyticus isolates

抗生素种类

β-内酰
胺类

碳青霉烯类

单酰胺环类

氨基糖苷类

喹诺酮类

四环素类

硝基呋喃类

磺胺类

青霉素

头孢
菌素

抗生素

氨苄西林

阿莫西林

哌拉西林

头孢唑啉

头孢氨苄

头孢泊肟

头孢维星

头孢噻呋

头孢他啶

头孢曲松

头孢吡肟

美洛培南

亚胺培南

氨曲南

阿米卡星

庆大霉素

妥布霉素

环丙沙星

恩诺沙星

马波沙星

左氧氟
沙星

四环素

呋喃妥因

复方
新诺明

敏感 S
株数

1
72
65
27
72
72
71
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
70
72
68

占比
/%
1.39

100
90.28
37.50

100
100

98.61
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

97.22
100

94.44

中介敏感 I
株数

1
0
6

45
0
0
1
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
2
0
0

占比
/%
1.39
0
8.33

62.50
0
0
1.39
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
2.78
0
0

耐药 R
株数

70
0
1
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
4

占比
/%

97.22
0
1.39
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
5.56
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tdh 的携带率极低［24-28］，与本研究结果大致相同。通

常由 trh 基因和 tdh 基因编码的耐热直接相关溶血

素（Thermostable related hemolysin，TRH）和耐热直

接溶血毒素（Thermostable direct hemolysin，TDH），

是导致副溶血性弧菌致病的主要因子［29］。分子流

行病学研究显示，产溶血性毒素的副溶血性弧菌与

食源性疾病暴发密切相关［17，22，29］，表明本研究分离

的副溶血性弧菌致病的风险较低。已有研究报道

未携带 trh 和 tdh 毒力基因的副溶血性弧菌仍能产

生毒性作用，引起急性胃肠疾病［30］。因此，尽管本

次研究中的副溶血性弧菌未携带毒力基因 trh 和

tdh，仍有致病的可能性。

药敏结果表明，分离的 72 株副溶血性弧菌对

24 种抗生素的敏感性大体一致，大部分菌株对氨苄

西 林 呈 耐 药（97. 22%），与 国 内 外 的 研 究 报 道 一

致［31-35］。全部分离株对碳青霉烯类、单酰胺环类、氨

基糖苷类、喹诺酮类和硝基呋喃类药物 100% 敏感，

因此治疗因食用三文鱼感染副溶血性弧菌可首选

碳青霉烯类、单酰胺环类、氨基糖苷类、喹诺酮类和

硝基呋喃类药物。从分离株的耐药谱来看，分离株

中有 6. 94% 菌株同时对 2 种药物耐药，未出现多重

耐药菌株。

以往不同来源水产品中副溶血性弧菌的药敏

研究结果显示，黄渤海区贝类中有 68. 48% 副溶血

性弧菌出现 2 种以上药物耐药，其中 9. 7% 产生了

多重耐药［36］；青岛养殖海水虾中副溶血性弧菌对氨

苄西林和阿莫西林高度耐药，有 6% 的菌株出现多

重耐药现象［37］；常见海水产品及淡水产品的多重耐

药率分别为 4. 8% 和 3. 1%［34］。与之相比，本研究

中的副溶血性弧菌耐药程度低于上述来源的副溶

血性弧菌。分离株的耐药情况与 2016 年研究结

果［9］相比，耐药谱发生了变化，不仅中介敏感的哌拉

西林出现了耐药菌株，分离株的双重耐药率也提高

了，表明三文鱼中副溶血性弧菌耐药情况已逐渐复

杂化。

从药敏结果中还可以看出，副溶血性弧菌分离

株耐药和中介敏感的抗生素集中在早期使用的抗

生素如 β-内酰胺类药物的青霉素（氨苄西林）和一

代头孢（头孢唑林）。说明这些使用时间较长抗生

素的耐药基因，已在环境中普遍存在。

综上所述，2019 年从广州各销售场所采集的三

文鱼受副溶血性弧菌污染程度较高，分离的菌株存

在一定程度的耐药情况。分离株虽然没有携带致

病的毒力基因 tdh 和 trh，但现存的血清类型对人类

健康具有潜在威胁。今后应加强三文鱼中副溶血

性弧菌的致病性和耐药情况的监测，防范因食用三

文鱼而引发食源性疾病的暴发，提高三文鱼的食用

安全水平。
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