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摘 要：副溶血弧菌是（!"#$"% &’$’(’)*%+,-"./0）常见的食源性病原菌，可污染多种水产品，并引起人的食物中毒，其

致病性与溶血素密切相关，如直接耐热溶血素（1FG）、1FG3相关溶血素（1HG）、不耐热溶血素（1IG）。用 JKH 方法

对分离自浙江省部分地区的副溶血弧菌临床和海产品分离株的 # 种溶血素基因进行检测。结果表明，所有副溶血

弧菌菌株均可检测到 -+( 基因；** 株临床分离株均检测到 -1( 基因，而 !$ 株水产品分离株中只有 * 株检出 -1( 基

因，携带 -1( 的分离株神奈川试验（LJ）均为阳性。所有分离菌株中均未检测到 -$( 基因以及其尿素酶试验呈阴性，

由此可知 -$( 基因可能与尿素酶基因连锁。副溶血弧菌分离株中致病性相关毒力因子 1FG 的阳性率极低，然而副

溶血弧菌性食物中毒发生率较高，它们之间的关系及其发病机制还有待深入研究。
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副溶血弧菌（!"#$"% &’$’(’)*%+,-"./0，ND）是一种

嗜盐性细菌，主要存在于近海岸的海水、海水沉积物

和鱼虾、贝类等海产品中，是威胁海水养殖业的主要

病原菌之一，能够感染鱼、虾和贝类等，引起鱼类皮

肤溃疡、虾红体病等疾病［*］。人食用这些未煮熟的

海产品，可发生食物中毒、反应性关节炎等，在沿海

地区发病率较高。有研究表明与其致病力相关的主

要毒力因子主要为溶血素类，包括耐热直接溶血素

（O:.P6EQO7R2. A8P.BO :.6E2SQ8-，1FG）、不耐热直接溶血

素（O:.P6E27R82. :.6E2SQ8-，1IG）和 1FG3相关溶血素

（1FG3P.27O.A :.6E2SQ8-，1HG）［$］。

几乎所有的临床分离株都可产生神奈川现象

（L7-7<797 D:.-E6.-E-，LJ），这种现象可能与 1FG
有关［#］。国外有人曾报道 OP: 阳性菌株一般表现为

尿素酶阳性［!］，但也有研究表明 OA: 阳性菌株中尿

素酶阳性的比例较低［’］，尿素酶基因是由 ( 个与 OP:
连锁的基因片段组成的基因簇，尿素酶是否阳性与

OA: 基因无直接关系［&］。本试验旨在初步探索不同

来源副溶血弧菌溶血素相关基因 -1(、-$( 和 -+( 的

分布特点以及 -$( 与尿素酶活性的关系，为深入研

究副溶血弧菌的致病性及其分子演化提供基础。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌株和培养基：副溶血弧菌临床分离（食物

中毒及胃肠炎等病人）株 ** 株，由浙江省疾病预防

与控制中心分离；海产品和环境分离株（虾、鱼等海

产品及工作台面）!$ 株，为本实验室分离自舟山的

部分加工企业［"］，并经本实验室建立的二重 JKH 方

法鉴定［(］；参考株 /+*T*44" 购自中国普通微生物保

藏管理中心；莪妻氏琼脂培养基购自中国进出口商

品检验技术研究所北京陆桥技术有限责任公司，其

成分有酵母粉，蛋白胨，磷酸氢二钾，氯化钠，甘露

醇，结晶紫，琼脂及兔血或人血。

!"!"# 试剂：2’3 酶、*% U JKH R,;;.P、AV1JQ 均购自

北京鼎国生物技术有限责任公司；尿素酶试剂盒购

自福建三强生物化工有限公司。

!"# 引物的设计与合成

引物序列与 /.? 等［#］报道的相同，由上海英俊

生物技术有限公司合成（表 *）。



表 ! 本研究中所用

!"#$% & ’()*%(+ ,+%- ). /0)+ +/,-1
’()*%( 2%3,%.4%（56!76）
!"#8$% 9!:::99!;!;!9:;!!!!99:;

!"#8"&’( !99::!:9::;;!!;:!;!!;:;;
!)#8$% :::9;99:!!:!9;:9::9;:;!9

!)#8"&’( 9;!:;!!!;!:9;:!!!!;!;!9;
!*#8$% !!99;!!;9:!:!!!!;:9!:!;!

!*#8"&’( ;:!::;:::;:!:!9;;;:!!!;;9

!"# $% 溶血试验

将副溶血弧菌在含 <=>";$ 的 ?@ 培养基中振

荡过夜培养，取 &A!? 培养液加在莪妻氏琼脂培养基

中培养 <B0，判定是否呈"溶血［C］。

!"& 尿素酶试验

将副溶血弧菌接种到含 AD&= 尿素的高盐 ?@
液体培养基中 7CE振荡培养 &F G &H0，离心收集菌

体后用 AD&*I$J? ’@2 缓冲液洗涤，将菌液浓度调至

+,F<A约为 &DB，超声波破碎后用尿素酶试剂盒检测

活性。

!"’ 副溶血弧菌基因组 ()* 的提取

&*? 细菌液体培养物 FAAA(J*). 离心 5*).，沉淀

用 &*? --K<L 洗涤，FAAA(J*). 离心 5*).，弃去上清，

加入 < M !N 和 --K<L 各 BA!?，O <AE放置 &0；沸水

浴 H G &A*). 后冰浴 &A*).，5AAA(J*). 离心 5*).，取

上清即为模板 P>:。

!"+ !"#、!$# 和 !%# 基因的 %,- 扩增

’;Q 应体积为 7A!?，含 & M ’;Q #,RR%(，&D5**I$J
? S3;$<，AD&F**I$J? ->!’+，ADH7!*I$J? 相应引 物，

BCTJ*? -./ 酶及 7D7!? 模板 P>:。 !"# 基因扩增条

件：UBE 7*).；UBE &*).，5FE &*).，C<E &*).，7A
个循环；C<E 5*).。 !)# 基因扩增条件：UBE 7*).；

UBE B5+，5FE B5+，C<E B5+，7A 个循环；C<E 5*).。

!*# 基因扩增条件：UBE 7*).；UBE &*).，5HE &*).，

C<E &*).，7A 个 循 环；C<E 5*).。扩 增 产 物 用 含

AD5!3J*? 溴化乙锭的 &DB=琼脂糖凝胶电泳检测，

在凝胶成像系统下拍照记录结果。

. 结果和讨论

."! 不同来源副溶血弧菌溶血素基因检出率

分别用临床株 V’F> 和参考菌株 @W&D&UUC 的基

因组 P>: 为模板、用特异性引物进行 ’;Q 鉴定，

!"#、!)# 和 !*# 基因的扩增产物长度分别为 <FU#X、

B5A#X 和 BHF#X，与预期结果一致（图 &），部分代表性

菌株的 !"#、!)# 和 !*# 基因 ’;Q 扩增结果见图 < G B。

对 && 株副溶血弧菌临床分离株、B< 株海产品和环

境分离株的检测发现，所有副溶血弧菌均携带 !)#
基因（图 <），与报道的一致［7］，证明该基因具有种特

异性；&& 株临床分离株均检出 !"# 基因，而分离自

海产 品 和 环 境 的 副 溶 血 弧 菌 菌 株 !"# 携 带 率 为

<DB=（&JB<）（表 &，图 7）；除参考菌株 @W&DUUC 外，!*#
基因在所有分离菌株中均未检出（表 <，图 B）。

图 ! 副溶血弧菌 !"#，!$# 和 !%# 基因的 %,- 检测

Y)3Z & ’;Q )-%./)R)4"/)I. IR !"#，!)# ".- !*# 3%.%+ ). 012*1&
%.*.#.34&)5!16$7 Z SZ P?<AAA；?".%+ &：!"#（V’F>）；<：!)#（V’F>）；

7：!*#（@W&Z&UUC）；B：>%3"/)[% 4I./(I$ Z

图 . 部分代表性副 溶 血 弧 菌 分 离 株 !$# 基 因 的 %,-
检测

Y)3Z< ’;Q )-%./)R)4"/)I. IR !)# 3%.% ). +%[%("$ (%X(%+%./"/)[% 012*1&
%.*.#.34&)5!16$7 17&).!37 Z SZ P?<AAA；&Z V’F>；< Z V’U>；7Z ;P;8
&；B Z ;P;8<；5Z ;P;8&B；FZ >\2B&F<&；CZ V’8CU；H Z @W& Z&UUC

图 # 部分代表性副溶血弧菌分离株 !"# 基因的 %,-
检测

Y)3Z7 ’;Q )-%./)R)4"/)I. IR !"# 3%.% ). +%[%("$ (%X(%+%./"/)[% 012*1&
%.*.#.34&)5!16$7 17&).!37 Z SZ P?<AAA；&DV’F>；<DV’U>；7D;P;8&；

BD;P;8<；5D;P;8&B；FD>\2B&F<&；CDV’8CU；HD@W& Z&UUC

图 & 副溶血弧菌分离株 !%# 基因的 %,- 检测

Y)3Z B ’;Q )-%./)R)4"/)I. IR !*# 3%.% ). 012*1& %.*.#.34&)5!16$7
17&).!37 Z SZ P?<AAA；&D@W& Z &UUC；<DV’F>；7DV’U>；BD;P;8&；

5D;P;8<；FD;P;8&B；CD>\2B&F<&；HDV’8CU
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表 ! 不同来源副溶血弧菌的主要表型及

溶血素相关基因的检出率

!"#$% & ’"(")"*" +,%(-.%(-(，/0%"1% "(2 ,%.-$314( )%(%1 50-. 6$4(46"$，

1%"5--2 "(2 %(740-(.%(8"$ !"#$"% &’$’(’)*%+,-"./0 "0%+’-)0

980"4(1 9-/06%1 ’: ;0%"1%
!"0)%8 )%(%1

-1( -+( -$(

<$4(46"$
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!"! 不同来源菌株 #$ 溶血和尿素酶表型与溶血

素基因的关系

所有致病性副溶血弧菌均携带 -1( 基因，并表

现为 ’: 阳性，而只有 & 株海产品分离株能检出 -1(
基因，且 ’: 阳 性。这 些 结 果 与 国 外 报 道 基 本 一

致［C，@ W &C］，即副溶血弧菌食品和环境分离株中 -1( 基

因的检出率显著低于临床分离株。只有参考菌株

NL&O&@@G 能检出 -$( 基因、且尿素酶阳性，而包括临

床株在内的所有分离菌株均未扩增出 -$( 基因，而

尿素酶亦为阴性。表明尿素酶基因可能与 -$( 连

锁［>］。国外有报道表明，!AX 和 !MX 均是副溶血弧

菌引起腹泻的主要毒力因子［&D W &F］。但本试验结果

初步表明，引起食物中毒病人腹泻的副溶血弧菌均

为 -1( 阳性菌株，但不携带 -$( 基因，表明只有 !AX
与副溶血弧菌的致病性密切相关，!MX 在该菌致病

过程中是否发挥作用尚不清楚。在环境中检出的绝

大多数副溶血弧菌菌株 -1( 和 -$( 均为阴性。此结

果与国外学者的报道类似［@ W &&］。

本次调查中虽然没有检出 -$( 阳性菌株，但并

不排除 -$( 阳性菌株在环境分离株中不存在，也许

在其他沿海城市中有所分布，所以其潜在危险我们

不容忽视。致病性副溶血弧菌逐渐成为引起沿海地

区食物中毒性疾病的主要病原菌，所引起的食物中

毒病例已经超过沙门氏菌。对该菌溶血素基因及其

相关毒力因子进行调查，有利于寻找食物加工过程

中的关键控制点。然而，分离株中致病性相关毒力

因子 !AX 的低阳性率和副溶血弧菌性食物中毒的

高发生率之间关系还有待深入研究。
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