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摘  要: 利用基因外重复回文序列-PCR(REP-PCR)和肠细菌基因间共有重复序列-PCR(ERIC-PCR)
技术, 对副溶血性弧菌进行了分子分型研究和亲缘关系的探讨, 并使用 Hunter 和 Gaston 方法计算

分辨力指数。结果显示 40 株副溶血性弧菌分离株均可扩增产生可重复的 DNA 指纹图谱, 并且不

同菌株基因组 DNA 的扩增条带具有多态性。根据 SPSS10.0 软件得出的树状图结果,  REP-PCR
可以把 40 株菌分为 21 个型, 分辨力指数可达到 0.953, 优势菌型为 G1 型; ERIC-PCR 可将 40 株

菌分成 4 个型, 分辨力指数为 0.5。研究显示重复序列-PCR 方法可以用于该菌分型分析, REP-PCR
具有较好的分型能力。在两种 PCR 的 DNA 指纹图谱中, 血清型 O1 群与 O3 群主条带均非常相似, 
表明它们之间亲缘关系密切。 
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Abstract: Two kinds of Rep-PCR, Repetitive extragenic palindromic elements-PCR(REP-PCR) and en-
terobacterial repetitive intergenic consensus sequences-PCR (ERIC-PCR), were used firstly in typing 
and genetic relationship research for Vibrio parahaemolyticus in China, and Hunter＆Gaston’s method 

was used to calculate discriminative index of REP-PCR and ERIC-PCR. Forty Vibrio parahaemolyticus 
strains, representing a wide range of REP and ERIC patterns, were grouped into 21 and 4 patterns with 
discriminative index of 0.953 and 0.5, by REP-PCR and ERIC-PCR respectively. G1 type was pre-
dominant in 40 strains of Vibrio parahaemolyticus when typed by REP-PCR. The results show that 
Rep-PCR is feasible for typing Vibrio parahaemolyticus strains, and REP-PCR possesses better typing 
potential. Similar DNA fingerprints were gained from serotype O1 and O3 strains by two kinds of 
Rep-PCR. This result indicate that the genetype of serovar O3 and O1 are closely related. 
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副溶血性弧菌(Vibrio Parahaemolyticus)是一种
嗜盐性革兰氏阴性细菌。该菌可引发食物中毒, 导
致严重的肠胃炎[1]。近年来的报道显示, 副溶血性弧
菌引发食物中毒的规模及人群暴露规模呈明显上升

趋势, 已超过沙门氏菌食物中毒, 成为一种严重的
食源性病原菌[2]。2005 年沈阳疾病预防控制中心对
沈阳地区夏季引起腹泻的病源菌进行检测, 表明副
溶血性弧菌占据细菌性腹泻的首位 [3], 引起相关部
门的重视。副溶血性弧菌细致的分子分型研究及菌

株间亲缘关系的探讨可为该菌的预防、控制、流行

病学调查、协助追踪感染源等工作提供重要理论依

据。重复序列-PCR(rep-PCR)是以细菌DNA中串联重
复序列为引物, 对细菌基因组DNA进行扩增, 得到
指纹图谱并进行分析。该技术实用性强、费用低、

可再现性好, 已在多种病原菌的鉴定、分类、分型
上得到广泛应用 [4]。WONG HC等研究评价了
rep-PCR对副溶血性弧菌的分型方法 , 其分型能力
与脉冲场凝胶电泳方法(PAGE)相当, 优于核糖体方
法 , 但其简捷性和实用性是PAGE方法所无可比拟
的[5]。近年来, Gomez-Gil B[6]和Maluping R P[7]使用

rep-PCR方法对副溶血性弧菌的鉴定和分型进行了
研究, 均获得了良好的研究结果。 

目前, 国内对副溶血性弧菌分型研究的报道较
少 , 常用方法是血清分型 , 但血清分型能力有限 , 
只能对 64%左右的副溶血性弧菌进行分型[8]。国内

尚未见应用rep-PCR技术对副溶血性弧菌进行分子
分型研究的文献报道。本研究利用基因外重复回文

序列-PCR(Repetitive Extragenic Palindromic- PCR , 
REP-PCR)和肠细菌基因间共有重复序列-PCR (En-
tero-bacterial Repetitive  Intergenic Consensus-PCR, 
ERIC-PCR)两种rep-PCR技术, 对 2005 年分离于沈
阳地区腹泻患者的副溶血性弧菌分离株进行分子分

型研究。研究结果可弥补血清分型率偏低的不足 , 
为副溶血性弧菌流行病学研究、疾病预防和控制提

供依据。 

1 材料和方法 

1.1  菌株   
40 株副溶血性弧菌分离株是 2005 年沈阳市疾

病控制中心从沈阳地区各大医院腹泻患者粪便中分

离, 经生化鉴定和血清分群, 菌号 1~10 血清分群为
O1 群, 菌号 11~33 血清分群为 O3 群, 菌号 34~39
血清分群为 O4群, 菌号 40血清分群为 O5群。 

1.2  副溶血弧菌 DNA 的提取   
采用实验室常规的酚－氯仿法提取副溶血性弧

菌基因组DNA[9]。 

1.3  PCR 引物及反应条件   
REP-PCR和ERIC-PCR引物由TaKaRa生物工程

有限公司合成 , 引物序列分别为：REP 1： 5′- 
IIICGICGICATCIGGC-3′, REP 2：5′-ICGICTTATC 
IGGCCTAC-3′; ERIC-1：5′-ATGTAAGCTCCTGGG 
GATTCAC-3′, ERIC-2：5′-AAGTAAGTGACTGGG 
GTGA GCG-3′。PCR反应体系的组成和反应条件依
据Versalovic等(1991)的方法进行[10]。  

1.4  PCR 反应产物分析   
PCR扩增产物经 1.5%的琼脂糖凝胶电泳分离、

EB染色、3 V/cm条件下电泳 3 h, 电泳结果在全自
动凝胶成像分析系统上照相。 

1.5  图谱的相似度分析   
通过Dolphin计算机分析软件计算出每条DNA

扩增带的分子量, 比较电泳中稳定出现的条带, 再
根据相似性计算公式Sxy=2Nxy/Nx+Ny(Nxy为两个
菌株之间共同拥有的DNA扩增带数量, Nx和Ny是指
每个菌株拥有DNA扩增带的数量)算出遗传距离列
出矩阵图。再通过SPSS10.0 软件分析电泳结果, 用
系统聚类分析法中的组内聚类法, 菌株间的同类系
相关性采用欧式距离的平方, 依据不同的聚类标准
(距离)对各菌株进行聚类, 获得聚类树状图。根据欧
式距离的平方(相异度)的大小, 把不同的指纹图谱
分成不同的型 , 最终使用Hunter和Gaston的方法计
算出两种分型方法的区分能力[11]。 

2  结果 

2.1  副溶血性弧菌分离株重复序列-PCR 扩增结果 
在 REP-PCR和 ERIC-PCR扩增图谱中, 40株副

溶血性弧菌基因组 DNA 扩增条带呈现不同程度的
多态性, 相同血清群的菌株可扩增产生不同的指纹
图谱(图 1, 2)。 
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图 1  副溶血性弧菌的 REP-PCR指纹图谱 
Fig.1  REP-PCR fingerprint of Vibrio Parahaemolyticus 

M1: DL-2000; M2: DL-15000; 1-40: Vibrio Parahaemolyticus; B: Blank 
 

 
 

图 2  副溶血性弧菌的 ERIC-PCR指纹图谱 

Fig.2  ERIC-PCR fingerprint of Vibrio Parahaemolyticus 
M1: DL-2000; M2: DL-15000; 1-40: Vibrio Parahaemolyticus; B: Blank 

 
通过视觉比较(Vc), REP-PCR指纹图谱可将 40

株副溶血性弧菌分为 A~P 16 个型 (表 1)。在
REP-PCR扩增后的 DNA指纹图谱中, 血清型 O1群

与血清型 O3 群的菌株主条带非常相似, 大部分菌
株都有 500 bp、600 bp、900 bp 这 3 条带(图 1)。
ERIC-PCR扩增产生的条带较 REP-PCR产生的条带
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较少, 视觉比较可将 40株副溶血性弧菌分为 A、B、
C、D 4个型(表 1)。在 ERIC-PCR扩增后的 DNA指
纹图谱中, 血清型 O1群与血清型 O3群的菌株图谱
更为相似, 大部分菌株只有 1000 bp和 1400 bp 2条
扩增带(图 2)。 

使用Hunter和Gaston的方法计算两种分型方法

的区分能力, REP-PCR 分辨力指数为 0.953, ERIC 
-PCR分辨力指数为 0.5。 

2.2  副溶血性弧菌聚类分析结果 
通过 SPSS10.0软件分析电泳结果, 得到聚类树

状图(图 3,4)。可以根据欧式距离的平方(相异度)的
大小 ,  把不同的指纹图谱分成不同的型 ,  在 

 
表 1  40株副溶血性弧菌重复序列-PCR指纹图谱分型结果 

Table 1  Typing of 40 Vibrio Parahaemolyticus by repetitive element sequence-based PCR 
菌株编号 
No. of 
strains 

 REP-视 
觉比较 
REP-Vc 

REP-型
REP-type 

ERIC-型 
ERIC-type 

血清型 
Serotype 

菌株编号 
No. of 
strains 

REP-视 
觉比较 
REP-Vc 

REP-型
REP-type 

ERIC-型 
ERIC-type 

血清型 
Serotype 

34 A A1 D O4 14 G G2 D O3 
36 A A1 A O4 16 H H A O3 
37 A A2 A O4 7 I I D O1 
35 B B D O4 28 I I D O3 
38 B B D O4 29 I I D O3 
5 C C1 A O1 24 J J1 D O3 
6 C C1 D O1 25 J J1 D O3 
22 C C1 C O3 26 J J1 D O3 
3 C C2 A O1 27 J J1 D O3 
2 D D A O1 1 J J2 D O1 
11 E E1 D O3 4 K K D O1 
12 E E2 D O3 23 L L C O3 
40 F F B O5 32 M M D O3 
15 G G1 D O3 33 M M D O3 
17 G G1 D O3 8 N N A O1 
18 G G1 D O3 9 N N D O1 
19 G G1 D O3 10 N N A O1 
20 G G1 D O3 31 N N D O3 
21 G G1 C O3 30 O O D O3 
13 G G2 D O3 39 P P A O4 

 

 

图 3  40株副溶血性弧菌REP-PCR指纹图谱亲缘关系树
状图 
Fig.3  REP-PCR Dendrogram of 40 strains of Vibrio Para-
haemolyticus 

 
图 4  40株副溶血性弧菌 ERIC-PCR指纹图谱亲缘关系
树状图 
Fig.4   ERIC-PCR Dendrogram of 40 strains of Vibrio Para-
haemolyticus 
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REP-PCR树状图结果中, 40株副溶血性弧菌分为 21
个型, 优势型为 G1 型, 占菌株数量的 15%(表 1)。
在 ERIC-PCR 树状图结果中, 40 株副溶血性弧菌分
型结果与视觉分型结果相同, 分为 A、B、C、D 4
个型 , 其中 D 型占菌株总数的 67.5%, 是优势型  
(表 1)。 

3  讨论 

3.1  副溶血性弧菌 rep-PCR 分子分型研究的结果

分析 
本研究首次利用REP-PCR和ERIC-PCR方法对

中国沈阳地区副溶血弧菌临床分离株进行分型研

究。扩增结果显示, 这两种方法可以对副溶血性弧
菌分离株基因组DNA进行扩增, 并可得到清晰、可
重复的DNA电泳条带。在这两种分型方法中, 使用
REP-PCR方法对 40 株副溶血性弧菌分离株的基因
组DNA扩增出的条带明显多于ERIC-PCR方法扩增
出的带 , 通过使用Hunter和Gaston的方法可以计算
出REP-PCR方法分辨力指数高于ERIC-PCR方法 , 
表明REP-PCR方法对副溶血性弧菌具有更好的分型
能力。在REP-PCR树状图结果中, 40 株副溶血性弧
菌被分为 21个型, 其中, 优势菌型为G1型, 占菌株
总数的 15%。上述研究结果与Maluping RP报道的对
菲律宾副溶血弧菌分离株的分型结果相似[7], 进一
步表明Rep-PCR分型方法对该类菌株分型是可行
的。 

从 rep-PCR 分型的聚类图 (图 3, 4)可看出 , 
REP-PCR的分型结果与血清分型结果并不完全吻合, 
相同血清型菌株间的遗传距离和相异度变化幅度很

大。另外, 个别不同血清型菌株有时会被分成相同
的 REP 型或遗传距离很近(<5), 这可能是由于表面
抗原位点在环境压力下易发生突变、缺失等原因造

成。因此, 在血清型检测中就会把原本亲缘关系比
较近的菌株分成不同的型, 给食源性疾病流行病学
调查和溯源带来困难。本研究结果表明, REP-PCR
分型的分辨率比血清分型要高 ,如果能将分子分型
和血清分型两种方法联用, 分辨率会更高,对菌株的
鉴定(流行株与非流行株)也会更准确。 

副溶血性弧菌的致病性源于溶血性毒素、尿素

酶、黏附因子和侵袭力[12]。耐热溶血素(TDH)和耐
热相关溶血素(TRH)是主要致病因子。副溶血性弧菌
在我萋氏培养基上的溶血现象被称为神奈川现象

(Kanagawa Phenomenon, KP)[13]。本研究所用 40株
副溶血性弧菌分离株全部是致病菌, 通过沈阳市疾
病预防控制中心鉴定它们都产生神奈川现象。40株
副溶血性弧菌的REP-PCR指纹图谱都含有 600bp条
带,  ERIC-PCR指纹图谱中都有 1000bp条带, 这两
条带所携带的遗传信息与副溶血性弧菌的致病相关

性值得进一步探讨。 
 

3.2  副溶血性弧菌血清型的推移变化和亲缘关系

的初步探讨 
80年代对我国收集的副溶血性弧菌菌株所做的

调查显示, 血清型主要以O1 群和O4 群为主[14]。但

近年来, 在引起我国食物中毒的副溶血弧菌菌株中, 
O3 群成为常见中毒株, 且无明显地域差异[3]。2005
年 6~9 月沈阳市疾病预防控制中心对沈阳地区副溶
血性弧菌分布进行调查的结果也显示, 引起食物中
毒的主要是O3血清群, 占 60.47%(26/43), 是主要的
致病血清群; 其次是O1 群, 占 23.26% (10/43)[3]。

2000−2002 年杭州地区副溶血性弧菌的临床分离株
也以O3型为主, 占 84.6%[15]。这与日本、印度、韩

国的血清分布情况相同, 均显示出分布最广最有优
势的血清型由O1群和O4群转变为O3群[16]。通过本

研究获得的REP-PCR和ERIC-PCR DNA指纹图谱发
现, 血清型O1 群与血清型O3 群的菌株主条带非常
相似, 并且血清型O1 群的菌株 7 与血清型O3 群的
菌株 28、29, 血清型O1 群的菌株 9 与血清型O3 群
的菌株 31, 血清型O1 群的菌株 1 与血清型O3 群的
菌株 24、25、26、27, 它们的ERIC-PCR扩增后的
DNA指纹图谱中条带都是相同的。而在REP-PCR扩
增后的DNA指纹图谱中, 血清型O1群的菌株 7与血
清型O3 群的菌株 28、29, 血清型O1 群的菌株 9 与
血清型O3群的菌株 31是相同的, 血清型O1群的菌
株 1 与血清型O3 群的菌株 24、25、26、27 条带也
极为相似, 欧式距离的平方小于 5。上述结果表明当
前流行的血清型O3 群菌株与血清型O1 群菌株亲缘
关系密切。 
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专论与综述论文的撰写要点 
 

专论与综述是本刊重要栏目之一, 主要反映国内外微生物学各分支学科研究最新成果和进展, 其内容
要求新颖丰富, 观点明确, 论述恰当, 最好包含作者自己的工作内容和见解。因此, 作者在动笔之前必须明
确选题, 一般原则上应选择在理论和实践中具有重要意义的学科专题进行论述。围绕专题所涉及的各个方面, 
在综合分析和评价已有资料基础上提出其演变规律和趋势。即掌握其内在的精髓, 深入到专题研究的本质, 
论述其发展前景。作者通过回顾、观察和展望, 提出合乎逻辑并具有启迪性的看法和建议。另外, 作者也可
以采用以汇集文献资料为主的写作方法, 辅以注释, 客观而有少量评述, 使读者对该专题的过去、现在和将
来有一个全面、足够的认识。 

需要特别说明的是：在专论与综述中引用的文献应该主要是近 5年国内外正式发表的研究论文, 引用文
献数量不限。 
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