
中国食品卫生杂志

CHINESE JOURNAL OF FOOD HYGIENE 2025 年第  37 卷第  4 期
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摘 要：目的　通过不同增菌方案分离环境样本中的副溶血性弧菌，以支持一起暴发事件的溯源分析。方法　收

集食源性疾病暴发事件的流行病学资料、临床信息，采集多类型样本，结合多种增菌方案，并进行核酸检测；同时对

分离菌株进行全基因组测序，开展生物信息分析。结果　从 4 件病例肛拭子和 3 件环境涂抹样本中分离到 7 株副

溶血性弧菌，均为 tdh+，血清型为 O10：K4，基于菌株核心基因组单核苷酸多态性分析的结果显示，菌株间 SNP 差

异介于 0~5。环境涂抹样本使用 3% 氯化钠碱性蛋白胨水进行增菌，结果为阴性，同时进行副溶血性弧菌的特异荧

光 PCR 检测结果亦呈阴性；使用脑心浸出液对环境样本进行增菌时，环境涂抹样本 E1、E2 和 E6，副溶血性弧菌的

toxR 和 tdh 荧光 PCR 检测结果均为 toxR+/tdh+，其中 E1 和 E2 样本的 toxR 和 tdh 基因的 Ct 值>30；将脑心浸出液

增菌后的 E1 和 E2 样本再次转种至 3% 氯化钠碱性蛋白胨水进行二次增菌，E1 和 E2 样本的 toxR 和 tdh 基因的 Ct
值<30，均分离出副溶血性弧菌菌株。结论　本研究使用不同增菌方案，最终在环境样本中分离出副溶血性弧菌，

完成了一起由副溶血性弧菌导致的食源性疾病暴发事件的调查和疾病溯源；同时该研究提示环境涂抹样本副溶血

性弧菌的有效增菌方法尚待进一步深入研究。
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Abstract： Objective　 Using different enrichment methods to isolation Vibrio parahaemolyticus （VP） from 
environmental samples for support source tracing of a congregative foodborne disease outbreak. Methods　 Collected the 
epidemiological data clinical information and multiple types samples of the foodborne disease outbreak.  Real time PCR 
and bacterial culture were performed in the samples and whole genome sequencing and bioinformatics analysis were 
performed on the isolates. Results　Seven VP isolates with O10：K4 serotype and tdh+ isolated from 7 samples （ included 
4 patients and 3 environmental smear samples）， and the SNPs among the 7 VP isolates ranged from 0 to 5 based on the 
core genome single nucleotide polymorphisms （cgSNP） analysis.  All environmental smear samples were negative for VP 
by real time PCR and culture method based on 3%NaCl Alkaline Peptone Water （APW） enhancement.  But 3 
environmental smear samples included E1， E2 and E6 were toxR+/tdh+ by real time PCR method after brain heart infusion 
broth （BHI） enhancement， and the Ct values of toxR and tdh of E1 and E2 were >30.  Then add the BHI broth enriched of 
E1 and E2 to 3%NaCl APW for second cultured， respectively， and the Ct values of toxR and tdh of E1 and E2 were <30 by 
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real time PCR.  Finally， VP isolate were obtained from E1，E2 and E6， respectively. Conclusion　 Using different 
bacterial enrichment methods and finally successfully to isolated VP in 3 environmental smear samples， afterwards the source 
tracing for a congregative foodborne disease outbreak caused by VP was successfully completed.  Meanwhile， this study 
suggests that further in-depth research is needed on effective enrichment methods for VP in environmental smear samples.
Key words： Vibrio parahaemolyticus； whole-genome sequencing； foodborne disease outbreak； brain heart infusion broth

副溶血性弧菌（Vibrio parahaemolyticus，VP）是一

种食源性嗜盐病原菌，具有多种毒力因子，可引起急

性胃肠炎、感染性腹泻、败血症等疾病甚至导致死

亡［1］。VP 已成为近年中国大陆食源性疾病暴发中排

在首位的食源性病原菌［2-3］。在相关食品监测、疾病

监测等领域的工作或研究中，荧光聚合酶链反应

（Polymerase chain reaction，PCR）被广泛应用于检测

VP，且普遍选择 toxR 基因作为其特异性识别基因［4-7］，

tdh 基因是编码 VP 主要致病毒素——热稳定性直接

溶血素（Thermostable direct hemolysin，TDH）的基因［8］，

也是致病性 VP 识别或鉴定的最重要靶标基因［9］。

在副溶血性弧菌导致的食源性疾病暴发调查

中，目前通用的增菌方法是 3% 氯化钠碱性蛋白胨

水（3%NaCl APW）增菌后转 TCBS 平板或弧菌显色

培养基［10］，但是从食品样本和环境样本中极少分离

到携带 tdh 基因的菌株，给疾病暴发的溯源带来了

很大的困难。另外，脑心浸出液肉汤（Brain heart 
infusion broth，BHI）作为一种广谱高效的增菌培养

基，被广泛应用于促进大部分需氧致病菌的快速生

长或菌种保存。有研究报道利用 BHI 增菌液对病

例肛拭子样本进行处理，实现兼顾各类致病菌增菌

的同时保证后续的荧光 PCR 检测，甚至直接从 BHI
中成功分离到目标菌［11］。但由于环境涂抹样本中

菌群相对复杂，目标致病菌可能在菌群中构成丰度

较低且存活状态可能不佳，从环境中分离到目标致

病菌相对复杂［12-13］。因此，我们尝试将 BHI 引入常

规的副溶血性弧菌的分离流程中，比较不同培养方

案对可疑食品样品中副溶血性弧菌的检测结果差

异，优化环境样本检测方法，提升疾病暴发事件应

对和溯源分析能力。

本研究针对 2024 年发生在北京某区一起丧宴

上由 VP 导致的暴发事件实验室检测结果分析，在

常规分子检测、分离培养和溯源分析的基础上增加

基于 BHI 增菌操作，并对不同增菌液的增菌效果进

行比较。使用不同增菌方案分离环境样本中副溶

血性弧菌支持暴发事件实验室分析。

1　资料与方法

1. 1　流行病学资料收集和样本采集

本次暴发事件发生于北京市某区一起丧宴用

餐后，13 人陆续出现急性胃肠炎症状并到辖区医院

肠道门诊就诊。肠道门诊医生发现病例有共餐史

并上报食源性疾病监测系统，由地区疾病预防控制

中心（Center for Disease Control and Prevention，CDC）
开展流行病学调查并进行病例搜索。病例定义为

在丧宴就餐，并出现腹泻（3 次/24 h 或大便性状改

变）、腹痛、恶心、呕吐、发热任意一项或几项症状

者，最终确定病例 22 人，病例潜伏期介于 6~16 h。
地区 CDC 采集到 4 名病例肛拭子标本 4 件（命名为

P1~P4），丧宴现场 5 名食品相关操作人员肛拭子 5 件

（命名为 C1~C5）、病例共餐餐次食品留样 22 件（命

名为 F1~F22）、丧宴厨房环境相关涂抹样本 9 件（命

名为 E1~E9），共计 40 件样本。肛拭子样本和环境

相关涂抹样本均保存于 3 mL 无菌生理盐水。全部

采集样本暂存于 4 ℃，2 h 内转运至地区 CDC 进行

病原学检测。

1.2　重要试剂和仪器

3% NaCl APW、BHI、TCBS 琼脂（北京陆桥生物

制品公司），弧菌显色平板（法国科玛嘉公司），副溶

血性弧菌诊断血清（日本生研公司），实时荧光 PCR
反应体系（Takara 公司），14 种食源性致病菌（沙门

菌、志贺菌、致泻大肠埃希菌、副溶血性弧菌、霍乱

弧菌、空肠弯曲菌、结肠弯曲菌、蜡样芽胞杆菌、金

黄色葡萄球菌、克罗诺杆菌属、小肠结肠炎耶尔森

菌、气单胞菌属、产气荚膜梭菌、单核细胞增生李斯

特菌）多重荧光 PCR 试剂盒（北京卓成惠生公司），

六种腹泻病毒（诺如病毒 GI、诺如病毒 GII、札如病

毒、轮状病毒、肠道腺病毒、星状病毒）实时荧光

PCR 检测试剂盒（江苏和创公司），副溶血性弧菌

toxR、tdh 靶基因实时荧光 PCR 使用引物探针由中

国疾病控制中心传染病预防控制所提供；实时荧光

PCR 仪（美国伯乐），VITEK2 Compact 全自动细菌鉴

定系统（法国生物梅里埃股份有限公司）。

1. 3　实验方法

1. 3. 1　增菌前荧光 PCR 检测

取病例肛拭子样本（未增菌）200 μL 提取核酸

并进行 14 种腹泻细菌和 6 种腹泻病毒荧光 PCR 检

测，均使用商品化检测试剂盒，检测过程分别参照

相应试剂盒说明书。
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1. 3. 2　不同增菌方案增菌

全部留样食品样本增菌方案参照国家标准［10］，

简述为：取 25 g 样本加入 225 mL 3%NaCl APW，

36 ℃增菌 18 h。
全部环境相关涂抹样本均使用 4 种增菌方案，

方案 A：取 1 mL 样本接种 3% NaCl APW，36 ℃增菌

18 h；方案 B：取 1 mL 样本接种 BHI，36 ℃增菌 18 h；
方案 C：取基于 B 方案增菌后增菌液 1mL 再次接种

BHI 肉汤，36 ℃增菌 18 h；方案 D：取基于 B 方案增

菌后增菌液 1 mL 接种 3% NaCl APW，36 ℃ 增菌

18 h。
全部肛拭子样本（包括病例和食品相关操作人

员）均使用方案 A 和方案 B 进行增菌培养。

增菌后样本均采用实时荧光 PCR 方法进行

VP toxR 基因和 tdh 毒力基因检测，使用中国疾病控

制中心传染病预防控制所提供 VP toxR、tdh 靶基因

实时荧光 PCR 引物探针。扩增曲线为典型 S 曲线

且 Ct 值≤35 为检测结果阳性；若 35<Ct 值≤38 则重

复试验，重复检测 Ct 值≤38 则判定为阳性。

1. 3. 3　VP 分离培养

将所有增菌液，全部分别接种弧菌显色平板和

TCBS 平板 37 ℃培养 18 h，挑取可疑 VP 菌落转种

TSA 琼脂 37 ℃纯培养 18 h。取纯培养菌落进行全

自动生化鉴定；鉴定结果为 VP 菌落进行 tdh 毒力

基因鉴定和血清凝集试验，毒力基因鉴定具体操作

方式为挑取单菌落，使用水煮法提取细菌 DNA 并

进行荧光 PCR 检测；血清凝集检测方法参照试剂盒

说明书。

1. 3. 4　VP 菌株全基因组测序和生物信息分析

将鉴定为 VP 的纯培养菌落送测序公司进行细

菌全基因组测序。测序平台为 Illumina HiSeq 平

台，下机数据使用 Fastqc 软件进行质量检测。在

NCBI 数 据 库 下 载 O3：K6 血 清 型 副 溶 血 性 弧 菌

RIMD2210633（ASM19609v1_GCA_000196095. 1）、

O10：K4 血清型副溶血性弧菌 RMDVP1（ASM28228
68v1_GCA_028228685. 1）作为参考序列提取核心基

因组 SNP（core genome single nucleotide polymorphism，

cgSNPs），应 用 FastTree 2. 1. 11 软 件 构 建 基 于

cgSNPs 的 系 统 发 育 树 ，设 置 自 展 值 值 为 1 000。
组 装 好 的 基 因 组 序 列 上 传 至 Virulence Factors 
Database（VFDB，http：//www. mgc. ac. cn/VFs/）和 The 
Comprehensive Antibiotic Resistance Database（CARD，

https：//card. mcmaster. ca/）数据库进行对比，得到

毒力基因和耐药基因的分布情况，一致性值设置

为 90。

2　结果

2. 1　增菌前荧光 PCR 结果

4 件病例肛拭子原始样本中 3 件为 VP 阳性

（分别为 P1、P3、P4），具体检测结果和 Ct 值见表 1。
其他病原荧光 PCR 结果均为阴性（包括沙门菌、志

贺菌、致泻大肠埃希菌、霍乱弧菌、空肠弯曲菌、结

肠弯曲菌、蜡样芽胞杆菌、金黄色葡萄球菌、克罗诺

杆菌属、小肠结肠炎耶尔森菌、气单胞菌属、产气荚

膜梭菌、单核细胞增生李斯特菌、诺如病毒、轮状病

毒、肠道腺病毒、星状病毒、杯状病毒）；其他环境相

关涂抹原始样本以及全部食品相关操作人员肛拭

子的全部病原检测结果均为阴性。

2. 2　增菌后荧光 PCR 结果

肛拭子样本（包括病例肛拭子和丧宴现场食品相

关操作人员肛拭子）基于方案 A 和方案 B 增菌后，其

增菌液采用实时荧光 PCR 方法检测结果为：4 名病

例（包括 P1~P4）检测结果均为 toxR+/tdh+，丧宴现场

食品相关操作人员肛拭子样本检测为阴性；环境相关

涂抹样本基于方案 B 和方案 D 增菌样本的检测结果

一致，均为样本 E1、E2、E6 为 toxR+/tdh+；基于方案 C
增菌的样本中，样本 E1、E6 为 toxR+/tdh+。除上述阳

性结果外，其他增菌液（包括食品增菌液、肛拭子增菌

液和环境涂抹增菌液）VP 靶基因荧光 PCR 检测结

果均为阴性。具体检测结果和 Ct 值见表 1。
2. 3　VP 分离培养结果

上述基于增菌液荧光 PCR 检测结果为 toxR+/

tdh+，且 Ct 值（包含 toxR 和 tdh）均满足<30 的增菌

液，VP 培养结果均为阳性（涉及 P1~4、E1、E2、E6，
菌 株 分 别 命 名 为 P1S、P2S、P3S、P4S、E1S、E2S、
E6S），且均为 tdh+ VP 菌株，血清型均为 O10：K4，
见表 1。除上述样本外，其他样本增菌液荧光 PCR
检测结果为 toxR-/tdh-，或 toxR+/tdh+但 Ct 值（包含

toxR 和 tdh）>30，其增菌液 VP 培养结果均为阴性。

2. 4　全基因组测序结果

分离到 7 株 VP 经测序及拼接组装，基因组平

均大小为 5 072 606 个碱基对，平均重叠群（contig）
数为 70 个，CG 含量平均为 45. 25%，基于基因组预

测的毒力基因结果均为 ati2+/cheB+/flaG+/vscU2+/

tdh+，预测耐药基因结果均为 blaCARB-38+，见表 1 和

图 1。7 株 VP 分离株和 2 株参考菌株（RIMD2210633
和 RMDVP1）基于基因组 cgSNP 构建的聚类树显

示，9 株 VP 菌株位于 2 个遗传分支上（命名为分支 1
和分支 2），其中参考菌株 RIMD2210633 位于分支 1，
P1S、P2S、P3S、P4S、E1S、E2S、E6S 和参考菌株 RMDVP1
位于分支 2 中，见图 1。 P1S、P2S、P3S、P4S、E1S、
E2S、E6S 间的 SNP 差异数量介于 0~5，见图 2。
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3　讨论

本事件病例有明确共餐史，且病例潜伏期及临

床表现均符合 VP 导致暴发事件特征［14］。采集到肛

拭子的 4 名病例标本和 3 件共餐环境涂抹标本均

分离到一组克隆化 tdh+VP 菌株，血清型均为 O10：
K4，菌株间 SNP 差异数量仅为 0~5（通常认为 SNP
差异<6 可判定为一起 VP 暴发事件［15］）。除 VP 外

未在各类样本中检测到其他病原微生物。基于流

行病学调查和实验室检测结果，本事件可判定为因

在丧宴上共餐引起的食源性疾病暴发事件，致病因

子为 tdh+VP。导致本次暴发事件的 VP 血清型别

与本地区近年来腹泻监测中检出的 VP 血清型别

一致［16］。

VP 感染病例分离株通常为 tdh+VP，且同起暴

发事件不同病例分离株多为同一克隆；而从同一件

VP 污染食品（包括导致食物中毒食品或 VP 宿主相

关食品）中分离 VP 多为 tdh-VP，且分离株常呈现

VP 菌群生物多样性［5，9，17］。LI 等［9］报道一起由麻辣

牛肚导致的 VP 感染的食源性疾病暴发事件，通过

数字 PCR 检测发现污染食品中 tdh+VP 在菌群中的

构成比远低于 tdh-VP，继而导致被 VP 污染食品中

虽然存在 tdh+VP，但却无法通过实验室分离培养获

得。同样在康颖等［17］报道的 VP 导致暴发事件中，

可疑污染食品和厨房操作环境涂抹中分离菌株均

为 tdh-VP，虽然个别食品基于荧光 PCR 检测 tdh 基

因呈阳性，但检测 tdh 基因 Ct 值远大于 toxR 基因

Ct 值，即 tdh+VP 在菌群中构成比远低于 tdh-VP。本

次暴发事件中采集到的 3 件厨房环境涂抹与 4 名病

例分离株为同一 tdh+VP 克隆，3 件环境涂抹所呈现

的 VP 菌群特征与既往报道存在差异，即现场更像

是被单一 tdh+VP 克隆所污染，而不是被具备 VP 菌

群生物多样的宿主相关食品所污染，即环境涂抹中

污染单一克隆 tdh+VP 来源于 VP 感染病例的可能

性更高，而来自 VP 宿主相关食品的可能性较低。

即本次暴发存在 tdh+VP 从未知 VP 感染者污染食

品及环境，然后进一步导致食源性暴发的可能性，

与以往认为 VP 暴发多由宿主相关污染食品（海鲜

为主）所导致可能存在一定差异，值得在今后 VP 暴

发中持续关注被污染食品的上一级溯源。食品样

本在食源性疾病暴发事件溯源中非常重要，本次事

件调查人员到达现场取证时所采集的现场剩余食

品，以及采集到的厨师相关肛拭子，均发生在病例

共餐后 48 h，因此真正污染餐次的食品样本可能并

未采集到，继而导致实验室证据链条不完整，这也

是本次研究的局限性。

本次事件使用 4 种增菌方案对环境涂抹样本、

肛拭子样本进行增菌。通过增菌液荧光 PCR 检测

结果，发现病例肛拭子基于 A 方案（仅用 VP 特异性

增菌液 3%NaCl APW 增菌）增菌后检测 Ct 值低于

B 方案（仅用广谱增菌液 BHI 增菌），说明 VP 特异

性增菌液对 VP 增菌效果更好。但相反环境涂抹基

于 A 方案检测结果为阴性，而基于 B 方案检测结果

为阳性，但 E1、E2 样本的检测 Ct 值均>30 且未能成

图 1　7 株 VP 基于核心基因组单核苷酸多态性构建聚类树及毒力基因、耐药基因预测分布

Figure 1　Cluster tree constructed of 7 V. parahaemolyticus strains based on core genome single nucleotide polymorphism and the pre⁃
dicted distribution of virulence genes and drug resistance genes

图 2　7 株 VP 碱基差异热力图

Figure 2　Base differential heat maps of 7 V. parahaemolyticus
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功分离培养 VP，说明广谱增菌液 BHI 对本次事件

环境涂抹样本的增菌效果更佳，这可能与环境涂抹样

本中 VP 含量较低，且细菌存活状态可能不佳（因采

样时间和病例共餐时间间隔 48 h）相关，BHI 可能更

有利于此类特征样本中细菌的修复。在基于 B 方案

再次延伸的 C 方案（基于 B 方案再接种广谱增菌液

BHI）和 D 方案中（基于 B 方案再接种 VP 特异性增

菌液 3%NaCl APW），C 方案使 E1 的 Ct 值进一步增

大，而 E2 甚至变为阴性，这可能与 BHI 对样本中

VP 外其他细菌（“杂菌”）增殖能力更强，在二次增

菌培养基中营养成分达到“枯竭”时，VP 在菌群中

构成比低于二次增菌液前，VP 在二次增菌后的“密

度”反而下降，继而造成 Ct 值升高；相反基于 D 方

案 E1 和 E2 均获得<30 的检测 Ct 值，且成功培养到

VP 菌株，说明在基于 B 方案拥有一定数量 VP 本底

后，特异性增菌液 3%NaCl APW 在二次增菌中发挥

了特异性增菌优势，提升了 VP 在菌群中构成比。

VP 暴发事件中环境涂抹样本相比食品样本和病例

标本可能具有一定的特殊性，对其进行有效增菌继

而进行有效培养是完成溯源的关键环节，与成熟的

病例标本增菌方案［18］和成熟的食品增菌方案［10］相

比，环境涂抹样本中 VP 的有效增菌方法有待进一

步深入研究。
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