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摘  要：副溶血性弧菌(Vibrio Parahaemolyticus)是一种革兰氏阴性嗜盐性海洋细菌。1950 年从

日本一次暴发性食物中毒中首次分离发现。作为一种食源性人鱼共患致病菌，副溶血性弧菌在

全球的河口、海洋和沿海广泛传播，由其引起的食物中毒已跃居其它病原菌之首。副溶血性弧

菌在进化过程中通过基因重组和基因水平转移逐渐改善其对环境的适应性，因而与其它所有致

病微生物相比，副溶血性弧菌的基因型和血清型都具有高度的多样性。本文就副溶血性弧菌，

特别是 1996 年后在世界范围内出现的 O3:K6 新血清型流行株(形成所谓的 O3:K6 大流行克隆

Pandemic clone)的发现及流行特征、变异分子流行病学特征、在我国的分布及研究进展进行综

述，以期为 O3:K6 大流行克隆的溯源提供更多依据。 
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Abstract: Vibrio parahaemolyticus, a gram-negative halophilic bacterium, first identified as a cause 
of food-borne illness in Japan in 1950, is widely disseminated in estuarine, marine, and coastal 
environments throughout the world. As one of major pathogens, V. parahaemolyticus can cause 
bacterial food poisoning and threaten the public health. V. parahaemolyticus isolates are multiple 
diverse genotype and serotypes faster adapting to the versatile environment. Molecular genetic 
analysis showed that the genetic diversity may be acquired as a result of gene recombination or 
horizontal gene transfer. This paper reviewed the finding, distribution, epidemiological 
characteristics and mutation molecular epidemiological characteristics of V. parahaemolyticus, 
particularly the global dissemination of pandemic serovar O3:K6 clone, so as to provide evidences 
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for the traceability of the isolates. 
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molecular epidemiological characteristics, Traceability 

副溶血性弧菌(Vibrio parahaemolyticus，简称

VP)，隶属弧菌科的弧菌属，是一种革兰氏阴性嗜

盐性人鱼共患致病菌。广泛分布在近海岸的海水、

海底沉积物、海产品及腌制食品中。副溶血性弧菌

食物中毒与进食含有该菌的食物有关，生食或食入

未煮熟的受到污染的海产品或腌制食品是其主要

传播途径。副溶血性弧菌的致病性主要来自其耐热

性直接溶血素(TDH)和耐热性相关溶血素(TRH)，

分别由 tdh和 trh基因编码合成。临床中分离自食

物中毒患者的副溶血性弧菌，多数能产生 TDH或

者 TRH，或者两者同时产生；然而环境中分离的

副溶血性弧菌则几乎没有这些特性[1-2]。因此，将

拥有毒力基因 tdh和/或 trh的副溶血性弧菌称为致

病株，不拥有这两个基因的菌株称为非致病株。20

世纪 90年代末，携带有毒力基因 tdh的 O3:K6大

流行克隆出现，导致许多国家由该菌引起的感染大

幅度增加，这也使之成为研究的热点。本文从

O3:K6大流行克隆的发现及流行特征，变异分子流

行病学特征，在我国的分布、流行及研究进展等角

度对其进行综述，以期为大流行克隆的溯源提供更

多依据。 

1  副溶血性弧菌的发现历程及传播 

1.1  副溶血性弧菌的发现及危害 

日本是最早发现副溶血性弧菌的国家，早在

1950 年，以日本大阪府为中心的泉州地方发生了

第二次世界大战以来最严重的集体性食物中毒事

件，共有 272名患者中毒，其中死亡 20人，通过

对中毒原因进行调查分析，最后从小沙丁鱼干样品

中分离出了一种新种细菌，即本次食物中毒的致病

菌——肠炎弧菌。该菌在外型上与弧菌的模式株霍

乱弧菌差异甚大，因此藤原并没有把它归为弧菌属

范畴而是归类为巴斯德菌属，并在 1951年将其命

名为 Pasteurella parahaemolyticus并发表[3]。随后，

不断有研究者从不同的食物中毒事件中分离出该

致病菌，并经多次更名后，最终于 1963年，日本

国立预防卫生研究所(今日本国立传染病研究所)

的福见秀雄和坂崎利一证明了此种细菌应属于弧

菌属，将学名改定为 Vibrio parahaemolyticus，同

时也将此种细菌的日文名称改为肠炎弧菌(日文：

腸炎ビブリオ)。1966年国际弧菌命名委员会在暂

行规定中将致病性嗜盐菌列入弧菌属内，正式命名

为副溶血性弧菌，沿用至今[4]。 

副溶血性弧菌因较强的致病性而引起世界范

围内研究者的关注，仅仅在 19601970年间，印度、

泰国、马来西亚、菲律宾、越南、澳大利亚、多哥、

墨西哥、巴拿马、英国、美国等国家均首次发现该

菌的存在[5]。随后，由该菌引起的食物中毒相继被

报道。我国上海自 1957年首次报道该病原菌后，

每年夏季都会从食物中毒或者痢疾患者粪便中分

离一种新的细菌，怀疑此菌为致病菌[6]。1958年叶

自儁等从一名吃烤鹅导致食物中毒的患者粪便中、

死亡病人腹内物、烤鹅及生肌鹅肉、肝脏、骨髓中

成功分离出了这种致病菌，并确定其为嗜盐菌[7]。

这是我国首次正式报道副溶血性弧菌存在。其后由

该菌引起的食物中毒事件也多有报道[8-9]。根据上

海市防疫站报告，19611962年上海市由该菌引起

的食物中毒占细菌性食物中毒总件数的 83.8%[10]。

据国家食源性疾病监控网络数据显示，近年来由副

溶血性弧菌引起的食物中毒的食源性比例为

68.0%，居我国沿海地区细菌性食物中毒之首[11]。 

1.2  我国首株分离株的形态及生理生化特性 

我国于 19591961年通过对期间暴发的 7起急

性下痢肠炎食物中毒的患者进行中毒原因分析，以

253名患者的粪便和有关食物作为研究对象，首次

成功分离出 102株不知名的肠道菌，其中在粪便的

初次分离中获得了 22株，并对其进行了培养和初
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步鉴定。鉴定结果显示，该菌革兰氏染色阴性，长

约 0.30.5 m，兼性厌氧菌，最适 pH为 7.47.6，

适宜温度 3237 °C。能分解葡萄糖、麦芽糖、甘

露醇产酸不产气，不能分解乳糖、蔗糖。通过活菌

毒力实验证明该菌对小鼠有明显的致病性。该菌的

这些特征与日本藤野恒三郎和潼川氏等报道的嗜

盐菌极其相似，仅在柠檬酸盐、靛基蓝和明胶液化

等生化特性上稍有不同[12]。 

1.3  传播途径 

副溶血性弧菌自 1950 年被首次发现并被认为

是引起食物中毒最主要的致病菌以来，由该菌引起

的食物中毒呈逐年上升的趋势。副溶血性弧菌的最

适生长温度为 37 °C，因此夏秋季成为该菌食物中

毒的高发季节。传统的观点认为由该菌引发的食物

中毒多与食用海产品及腌渍的食物有关。但最新的

研究发现并非如此，事实上，携带有该致病菌的食

品可以通过交叉污染从而引发食物中毒。即在从销

售场所到餐桌的流通过程中，副溶血性弧菌不仅可

以通过海产品，而且可通过污染淡水产品及其他没

有携带该菌的食品以及器具进行传播。水产品产地

/销售/加工场所、超市、菜市场、宾馆饭店成为副

溶血性弧菌进行交叉污染的主要场所。正因为如

此，这些地方也成为引发食物中毒及食源性疾病发

生的关键场所。与此同时，在对副溶血性弧菌食物

中毒进行溯源分析时，这些场所也必然成为溯源渠

道之一。但就不同国界的副溶血性弧菌是如何进行

传播的，相关的研究却很少。我国由国家海洋局第

一海洋研究所建立的“中国外来海洋生物物种基础

信息数据库”于 2007 年将副溶血性弧菌作为外来

入侵物种收录[13]。相继，由中国农业科学院植物

保护研究所创建的“中国外来物种入侵数据库”也

将副溶血性弧菌定义为外来入侵物种收录在    

内[14]。从副溶血性弧菌的发现历程看，目前流行

于我国的该病原菌可能源自日本，基于该菌具有较

强的变异性、复杂的血清型及传播途径，很难在种

的水平上追踪它们究竟如何在不同地域之间进行

传播及我国的副溶血性弧菌究竟源自何处。 

目前，中国大陆副溶血性弧菌食物中毒多与大

流行克隆株 O3:K6 血清型菌株有关，无论是环境

中还是食物链中均有大流行克隆的传播，且中国大

陆副溶血性弧菌流行克隆属于亚洲地区 O3:K6 流

行克隆小生境[15]。就 O3:K6 大流行克隆株而言，

目前发现了众多的衍生型菌株，且 O3:K6 血清型

菌株与其衍生型菌株间分子分型图谱高度相似，甚

至不同地区 O3:K6 血清型菌株也呈现出相似的基

因型图谱和生物化学表现型。因此，可以从血清学

和分子生物学两方面对其进行溯源分析。 

2  O3:K6 的变异分子流行病学特征 

2.1  血清型及其多样性 

副溶血性弧菌根据菌体抗原(O)和荚膜抗原(K)

特性可分为多种血清型。副溶血性弧菌的血清型是

利用 O抗原和 K抗原的组合，包括 11种不同的 O

抗原和 71种不同的 K抗原来进行血清分型[16]。我

国最初的副溶血性弧菌 O、K抗原分型诊断血清，

是由中国药品生物制品鉴定所中国细菌保藏中心

副溶血性弧菌专业实验室利用 1982年从日本引进

的参考菌株研制而成的。随后使用该套血清对

19831990年上海地区 1 530株副溶血性弧菌进行

血清分型，其中能分型的有 1 429 株，分型率达

93.4%。这也间接的说明中国的副溶血性弧菌与源

自日本的副溶血性弧菌有较为相似的生物学特性[17]。 

近年来由于新 O3:K6 血清型的出现，导致世

界流行的副溶血性弧菌血清型出现大的变化。文献

表明，首株 O3:K6型分离株是 1995年从一个由印

尼返回日本的旅客体内分离的，但是当时并没有引

起足够的重视。直至 1996年 2月，该血清型菌株

在印度的加尔各答出现，并导致大规模的食物中毒

暴发，且该血清型菌株所致的食物中毒占随后几个

月食物中毒事件的 50%80%。研究者开始将该独

特的血清型菌株作为重点研究对象[18]。通过一系

列研究发现，加尔各答地区新 O3:K6 血清型与

19821993 年人源株 O3:K6 型不同，却与

19951996年分离自东南亚国家的 O3:K6型相同，

初步推断可能是新 O3:K6 血清型已在全球范围内
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流行所致[19]，且这一推断很快得到证实。在后来

的研究中陆续发现了其他与大流行株 O3:K6 具有

相同 toxRs (副溶血性弧菌种特异性基因，编码跨

膜蛋白，参与毒力基因的调控)序列及分子分型图

谱的血清型[20]。这些与大流行株 O3:K6 有相同基

因型和分子特征的血清型是由同一株 O3:K6 血清

型菌株通过 O、K 抗原的变异而来[21]，因此统称

为 O3:K6 克隆。目前在中国台湾及大陆食源性分

离株中均发现了大流行克隆菌株 O3:K6 及其衍生血

清型菌株，表明在中国食物链中存在大流行株[22]。 

中国台湾暴发性食物中毒事件的统计结果显

示，O3:K6 血清型可能早在 1995 年 10 月就已出  

现[23]。随后 19971998 年期间，从中国台湾、老

挝、日本、泰国、韩国和美国分离得到的 O3:K6

株拥有十分相似的 AP-PCR 图谱[24]。事实上早在

19831988年间日本就曾获得 4株 tdh (副溶血性弧

菌耐热直接溶血毒素基因)阴性 O3:K6 血清型菌

株，这 4株组成了独特的 O3:K6群(相似性>75%)，

运用 AP-PCR技术检测显示这几株 toxRs的序列与

O3:K6克隆 toxRs的序列相同，由此 Okura等推测

O3:K6致病株可能起源于那些获得了 tdh基因的非

致病性 O3:K6菌株，即 O3:K6分离株很可能起源

于日本的环境株[25]。本文将 O3:K6 克隆株的发现

时间及分离地做出了汇总(表 1)。 

就副溶血性弧菌本身来说，分离自不同环境样

品中的菌株具有高度的遗传多样性，如：海水、沉

积物、鱼类的胃肠道、浮游植物、甲壳类等。这些

环境中的营养成分、温度、pH 值等理化性质均有

所差异，且这些环境中往往存在有噬菌体，由噬菌

体介导的基因水平转移可能在弧菌属之间频繁发

生。正因为如此，副溶血性弧菌在进化过程中为了

提高对环境的适应能力而发生了基因重组和基因

水平转移，这同时也促进了其血清型多样性的形 

成[26]。李婧等通过对 206 株不同来源的副溶血性

弧菌分离株进行血清分型，共分出 42个血清型，

主要优势弧菌血清型为 O3:K6，其次为 O4:K8、

O4:K68、O1:K25 和 O3:K29，还有国内外尚未报

道过的 O3:K25、O1:K56等 14种新的血清型。在

这 206株菌株中包含 155株临床株和 51株环境株，

临床株和环境株各分出 25种血清型，部分血清型为

环境株和临床株共有，环境中血清型较为多样化[27]。 

2.2  分子分型 

随着分型技术的不断成熟，副溶血性弧菌的分

型已不仅仅局限于血清分型，在分子水平上也形成

了一系列分子生物学分型技术。如核糖体基因分型

(Ribotyping)、脉冲场凝胶电泳分型技术 (Pulsed 

field gel electrophoresis，PFGE)、多位点序列分型

(Multilocus sequence typing，MLST)、随机扩增多

态性片段技术 (Random amplified polymorphism 

DNA，RAPD)、任意引物聚合酶链反应(Arbitrarily 

primed polymerase chain reaction，AP-PCR)等。这

些技术在分子水平上对副溶血性弧菌进行分类鉴

定、分型溯源、遗传进化分析及流行病学调查工作中

寻找传染源和传播途径等方面发挥了重要作用[27]。 

用 PFGE技术在对印度、日本、韩国、中国台

湾等地收集的分散的 205株临床 O3:K6血清型 VP

进行分型和聚类分析，结果显示，1996 年以后在

中国台湾发现的与来自于印度、日本、韩国的菌株

形成 1个聚类[19]。MLST适用于不同地域的副溶血

性弧菌菌株种群结构的分析，确定该物种的克隆扩

增中重组/突变的影响。采用该技术对 201 株不同

来源的副溶血性弧菌菌株进行分析发现，201株副

溶血性弧菌共分出 63 个 STs，其中 O3:K6、

O3:KUT、O4:K68、O3:K25、O1:K6 和 O1:KUT

等 6 个血清型共 111 株菌同属于 ST3 序列型，其

余的菌株则为 ST331、332、333、433、434、435、

444、447、448、452、472和 478型，以及与 ST3

遗传距离较远的其它 STs 型[28]。结合 O3:K6 克隆

系统性毒力基因及 7个毒力岛 Vpals，对中国大陆

120株副溶血性弧菌MLST的型别特征和起源进行

了研究，并分析它们与引起世界范围流行的 O3:K6

克隆大流行株始祖菌(Ancestor strain)之间的关系，
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结果表明：中国大陆大流行株 O3:K6 克隆与国际

上大流行株克隆为同一来源，同属于以 ST3 为原

始序列型的克隆复合体。而大流行株 O3:K6 克隆

原始序列型 ST3 的始祖菌起源于血清型为 O3:K6

的非致病性环境株[15]，这也进一步支持了 O3:K6

分离株起源于日本环境株的可能性。 

 
表 1  O3:K6 及衍生血清型在不同国家和地区出现的年代表 

Table 1  Chronology of appearance of Vibrio parahaemolyticus O3:K6 and its serovariants in different countries and regions

血清型 

Serotype 

发现的国家和地区及分离株的年份 

Countries, regions and year of isolation 

O1:K25 India (1998); Thailand (1999); Vietnam (19981999); Bangladesh (19992000) 

O1:K33 India (2002) 

O1:K36 China (2009) 

O1: K41 Thailand (19981999); Vietnam (19981999) 

O1:K56 Vietnam (19981999) 

O1:KUT India (1998); Bangladesh (1998, 2000) 

O2:K3 India (2002) 

O3:K5 India (2004) 

O3:K6 

India (1996); Peru (1996); Vietnam (1997); Laos (1997); Indonesia (1997); United States (19971998); Korea 
(19971998); Chile (1998, 2004); Taiwan, China (19961999); Bangladesh (19982000); Japan (1998); 
Thailand (1999); Ecuador (1999); Angola (1999); Russia (2001); Brazil (2001); France (2004); Mozambique 
(2004); England (2001, 2012); Mexico (2004); Spain (2004) 

O3:K25 China (2010) 

O3:K68 China (2010) 

O3:K75 Vietnam (19981999) 

O3:KUT India (20032004) 

O4:K4 India (2004) 

O4:K8 Vietnam (19981999) 

O4:K10 India (2004) 

O4:K12 Thailand (19981999); Vietnam (19981999); Chile (2004) 

O4:K48 China (2010) 

O4:K68 India (1998); Thailand (1999); Bangladesh (1998, 2000); Vietnam (1998); Mozambique (2004) 

O4:KUT Vietnam (19981999); Spain (1999) 

O5:K17 India (2002) 

O5:K25 India (2002) 

O5:KUT Vietnam (19981999); India (2004) 

O6:K18 Taiwan, China (2005) 

OUT:KUT India (20032004) 
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2.3  分子进化 

2003年副溶血性弧菌大流行株 RIMD2210633 

(1996年从日本获得的一株O3:K6 tdh+菌株)全基因

组测序的完成为研究副溶血性弧菌，特别是大流行

克隆提供了重要参照基因序列[29]。O3:K6 大流行

克隆的出现主要是由于副溶血性弧菌在适应环境

变化的过程中通过大片段基因水平转移及基因重

组，获得了 toxRS/new、丝状噬菌体(orf8)基因等一

系列系统性毒力基因及毒力基因岛的结果。大流行

克隆的系统性功能基因包括 orf8、HU-a、MTase、

VP2905、toxRs/new和 tdh基因，且这些基因为副溶

血性弧菌 O3:K6大流行克隆独有的标志性基因[30]。 

在弧菌中，toxRS 转座子上的 toxR 和 toxS 转

座子编码跨膜蛋白，toxRS转座子参与毒力相关基

因的调节，且在弧菌属中是高度保守的。1996 年

前后该转座子分子结构发生变化，由 toxRS/old 突

变成为 toxRS/new，两者的主要区别是基因序列不

同，这一改变成为区别新旧 O3:K6 血清型菌株的

依据之一。toxRS/old是 1995年前的 O3:K6血清型

所拥有的，而 toxRS/new 则是 1996 年后的大流行

克隆所特有的[24]。大流行株的 Hu-a序列是在 Hu-a

的ORF基因 3′端插入了一段约 16 kb的DNA序列，

这一插入序列改变了大流行株的 ORF，从而使其

编码的蛋白不同于无插入序列的非大流行株 ORF

的编码蛋白[31]。开放阅读框 ORF VP2905 是存在

于毒力岛 VPal-5上的一段长度为 433 bp的基因序

列，通常只有大流行株才拥有此阅读框。其功能是

编码一种功能尚不明确的假设蛋白。MTase基因编

码一含有 233个氨基酸血细胞凝聚素联合蛋白，该

基因是毒力岛 VPal-1上的一个阅读框 VP0394[20]。 

O3:K6 大流行克隆株系统性功能基因的提出

为大流行株在分子水平上进行溯源研究提供了依

据。通过对 180株大流行株系统性功能基因的分布

发现，93%大流行株拥有 orf8基因；96%大流行株

拥有 HU-a基因，非大流行株不含有该基因；所有

大流行株都含有 MTase基因；99%的大流行株含有

VP2905 基因，非大流行株不含该基因；89%的大

流行株同时拥有 orf8、HU-a、Mtase和 VP2905[32]。

对副溶血性弧菌而言，在 6个系统性功能基因中，

只要含有其中 4个或者 4个以上即可断定其为大流

行克隆株。通过比较不同地理区域克隆株的系统性

功能基因的同源性，可进一步确定其亲缘关系   

远近。 

2.4  致病机制 

随着分子生物学的快速发展以及副溶血性弧

菌全基因组测序工作的完成，人们对副溶血性弧菌

的致病因子及致病机制有了进一步的了解。副溶血

性弧菌的致病性是多种毒力因子共同作用的结果。

除了已知的溶血毒素(TDH、TRH、TLH)外，尿素

酶、蛋白酶、侵袭力、黏附因子、外膜蛋白(Outer 

memebrane protein，OMP)、摄铁系统、脂多糖和

Ⅲ型分泌系统(Type  secretion systemsⅢ ，T3SSs)

也是其重要的致病因子[33-36]。目前研究较多的为三

大溶血毒素，其中耐热直接溶血毒素(TDH)是致病

性副溶血性弧菌产生的不含糖和脂质的蛋白质，有

较强的耐热性，100 °C加热 10 min不失活，有溶

血活性、细胞毒性、心脏毒性以及致死性等生物学

活性[37-38]。据调查，90%以上的副溶血性弧菌临床

分离株呈 TDH阳性。TDH的致病机制大致可以描

述为：TDH 溶血毒素首先与结肠上皮细胞膜受体

结合，然后激活蛋白激酶 C (PKC)抑制剂使得细胞

外 Ca2+浓度增加，从而激活 Ca2+依赖的 Cl−通道开

放，导致 Cl−从浆膜分泌到黏膜一侧引起腹泻[38]。

相对耐热的直接溶血素(TRH)是副溶血性弧菌的

又一重要的致病毒素，与 TDH的氨基酸序列同源

性高达 67%[39]。TRH在致病机理上与 TDH类似，

也可引起细胞外 Ca2+浓度的增加，从而导致 Cl−分

泌增加[40]。而不耐热溶血毒素(TLH)是一种非典型

的磷脂酶，无论是临床株还是环境株均含有该毒素

基因，能溶解人和马的红细胞，但其本身并没有直

接溶血活性，只有当卵磷脂存在的情况下才具有溶

血活性，目前对其致病机理的研究尚不明确[41]。
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Ⅲ型分泌系统由T3SS1及T3SS2两个基因簇构成，

分别与细菌对机体的细胞毒性和肠毒性有关。研究

发现，T3SSs可以通过细菌的细胞膜，也可以直接

向宿主体内释放细菌的毒力因子 [42-43]。通过对

T3SS1 和 T3SS2 的分布调查发现，无论是临床株

和环境株都拥有 T3SS1，而 T3SS2 目前主要存在

于 1996 年后血清型为 O3:K6 的大流行克隆中，

1996年前 O3:K6 血清型菌株则不编码 T3SS2。这

说明 T3SS2与副溶血性弧菌的毒力作用密切相关，

其存在可以提高副溶血性弧菌的致病性[36]。O3:K6

大流行克隆之所以具有较强的致病性，与这些致病

因子的作用密不可分。因此，从致病因子的角度出

发，对 O3:K6 大流行克隆引起的食物中毒进行溯

源，可以较为准确地进行中毒原因的分析，以便及

时进行防控。另一方面，基于这些致病因子发掘新

的检测靶点，对于大流行克隆的检测溯源具有直接

的现实意义。 

3  O3:K6 大流行克隆在中国的分布 

早期的观点认为副溶血性弧菌食物中毒多因

食用海产品所致，因此沿海地区成为副溶血性弧菌

食物中毒的高发区。但最近的研究表明：随着物流

频率的增加，交叉污染引发的几率也随之加大，导

致内地和沿海地区一样，频繁有副溶血性弧菌食物

中毒的报道，且多为 O3:K6 大流行克隆所致。

20092012年期间，从上海市食物中毒患者体内分

离到 622株副溶血性弧菌临床菌株，血清型分布调

查发现，这些临床菌株可分为 27个血清型，其中

以 O3:K6型为主，约占 61.7%[44]。20072012年间

从深圳市腹泻病例标本中分离出 168 株副溶血性

弧菌，其血清学分析结果表明：168株菌可分为 14

种血清型，主要血清型为 O3:K6 (114，67.9%)、

O4:K8 (25，14.9%)、O3:K29 (6，3.6%)；食物中毒

分离株与腹泻门诊分离株血清型构成不同，但优势

血清型均为 O3:K6[45]。采用肠道细菌基因间重复序

列(Enterobacterial repetitive intergenic consensus，

ERIC)基因分型技术对宁波市 187例分离自患者、

海产品和环境中的副溶血性弧菌分型发现 O3:K6

比例高达 86% (161/187)[46]。2010年对江苏及周边

地区引发食物中毒的 63株副溶血性弧菌进行血清

分型显示：病人株血清型以 O3:K6 为主(26/57)，

食品株以O1:KUT为主(4/6)[47]。2010年 412月间，

从北京监测哨点的肠道门诊腹泻病例标本中分离

得到的 112株副溶血性弧菌，血清分布结果显示：

O3:K6 血清型菌株有 72 株，占总分离株的

63.2%[48]。截止到目前，我国大陆包括 31个省份、

自治区直辖市，除新疆、青海、云南、西藏、山西

和陕西 6 个省份自治区未见有副溶血性弧菌食物

中毒报告外，其他地区均有报道。 

4  检测方法 

诸多的研究表明：O3:K6大流行克隆已在我国

广泛分布，且对人类的健康造成严重威胁。因此，

建立快速、灵敏的检测方法是预防和控制该菌食物

中毒暴发最有效的手段，并对食品安全监控具有重

要意义。目前已建立的检测方法有传统的增菌培养

法、最大可能数法；免疫学方法：酶联免疫吸附法、

免疫荧光抗体法、免疫胶体金技术；分子生物学方

法：单一 PCR、多重 PCR、荧光定量 PCR、环介

导等温 PCR、纳米 PCR及反转录 PCR技术；核酸

探针技术、基因芯片技术、变性高效液相色谱技术、

DNA指纹图谱技术以及传感器技术等[49]。传统方

法工作量大，检测周期长且灵敏度有限，不适合用

于快速检测。免疫学方法特异性强，准确度高，但

是操作过程复杂。新兴的检测技术如基因芯片、变

性高效液相色谱技术等，虽然有较高的灵敏度和准

确度，但其对操作人员的专业要求较高，且需要高

端的仪器设备，实用性受到一定的限制。目前，以

PCR 为主的分子生物学检测方法以其灵敏、特异、

快速的特点，已广泛应用于副溶血弧菌的检测。但

常规 PCR 方法仍存在耗时、依赖实验仪器等缺陷，

因而无法用于现场便捷式检测以及资源匮乏的地区。 

交 叉 引 物 恒 温 扩 增 技 术 (Cross-priming 

amplification，CPA)是新建立的一种 PCR技术[50]，
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在恒温条件下，通过 58条引物的作用，能够扩增

目的 DNA或 RNA。整个反应过程操作简单、扩增

效率高，同时具有较高的灵敏度和特异性。该技术

作为一种病原体快速检测工具，特别适合用于现场

检测。该方法最关键的环节在于特异性检测靶点的

选择及其引物的设计，其优劣将影响到副溶血弧菌

检测效率和特异性。本文作者采用交叉引物恒温扩

增技术与核酸试纸条相结合建立了 CPA-核酸试纸

条快速检测副溶血性弧菌的方法，利用交叉引物对

模板进行恒温扩增，将扩增产物在试纸条上进行检

测，整个检测过程只需 60 min。实验过程中，通

过对反应体系中的 Mg2+、甜菜碱、dNTPs、bst DNA

聚合酶等因子的浓度进行优化，确定最佳反应体

系，基于最佳反应体系对副溶血性弧菌进行特异性

和灵敏度的验证。选取霍乱弧菌、溶藻弧菌、大肠

杆菌、金黄色葡萄球菌等致病菌作为参考菌株进行

特异性的验证，结果表明，该方法只对副溶血性弧

菌的检测为阳性，其他致病菌均呈阴性(图 1)。通

过对过夜培养的菌液进行 10倍梯度稀释，进行灵

敏度的检测，其灵敏性可达 5.6×102 CFU/mL (图 2，

该技术已向中华人民共和国知识产权局申请    

专利)。 
 
 
 

 
 
 

图 1  交叉引物恒温扩增结合核酸试纸条检测副溶血性

弧菌的特异性 
Figure 1  Specificity of CPA-nucleic acid strip assays for 
detection of Vibrio patahaemolyticus 
注：1：阴性对照；2：副溶血性弧菌；3：霍乱弧菌；4：溶藻

弧菌；5：创伤弧菌；6：金黄色葡萄球菌；7：大肠杆菌；8：

沙门氏菌. 

Note: 1: Negative control; 2: Vibrio patahaemolyticus; 3: Vibrio 
cholerae; 4: Vibrio alginnolyficus; 5: Vibrio vulnificus; 6: 
Staphylococcus aureus; 7: Escherichia coli; 8: Salmonella. 

 

 
图 2  CPA-核酸试纸条检测副溶血性弧菌纯培养物的

灵敏度 
Figure 2  Sensitivity of CPA-nucleic acid strip assays for 
detection of Vibrio patahaemolyticus in pure cultures 
注：M：100 bp DNA分子量标准；0：阴性对照；1：5.6×108 CFU/mL；

2：5.6×107 CFU/mL；3：5.6×106 CFU/mL；4：5.6×105 CFU/mL；

5：5.6×104 CFU/mL；6：5.6×103 CFU/mL；7：5.6×102 CFU/mL；

8：5.6×101 CFU/mL. 

Note: M: 100 bp ladder marker; 0: Negative control; 1: 5.6×   
108 CFU/mL; 2: 5.6×107 CFU/mL; 3: 5.6×106 CFU/mL;       
4: 5.6×105 CFU/mL; 5: 5.6×104 CFU/mL; 6: 5.6×103 CFU/mL;   
7: 5.6×102 CFU/mL; 8: 5.6×101 CFU/mL. 

 

5  结论与展望 

O3:K6致病株可能起源于那些获得了 tdh基因

的非致病性日本的环境株 O3:K6，该环境株通过大

片段的基因片段水平转移进行基因重组，获得了一

系列系统性毒力基因及毒力基因岛，形成了 1996

年前后引起大规模流行的 O3:K6 大流行克隆。其

后为适应环境变化通过基因水平转移而产生 O:K

抗原的转换，形成了包含一系列新血清型的 O3:K6

流行克隆。中国大陆大流行株 O3:K6 克隆与国际

上大流行株克隆为同一来源，同属于以 ST3 为原

始序列型的克隆复合体，即日本环境株。 

目前已建立的副溶血性弧菌的检测技术大多

是基于副溶血性弧菌的 3个毒力基因(tdh、trh、tlh)

以及 ToxR、gyrB、flae (鞭毛蛋白基因)等之上。这

些检测靶点数量有限，其特异性和灵敏度仍无法满

足当今快速、灵敏的检测要求，因此，需要进一步

发掘新的分子检测靶点。纵观国内的报道，仅有为
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数不多的地区开展了副溶血性弧菌血清型的研究，

迄今为止鲜有关于大流行株系统性功能基因的研

究，因此在基于系统性功能基因靶点之上，建立快

速检测方法对于检测大流行株具有较强的针对性。

随着生物信息学和分子生物学技术的发展，大量的

细菌基因组被测序并发布，这为从副溶血弧菌基因

组中通过序列比对的方法发掘新的分子检测靶点

提供了重要的资源。不仅如此，在对大流行株进行

溯源研究上，系统性功能基因可能是有力的分子依

据。尽管目前对副溶血性弧菌的研究日益深入，但

是其致病机理尚未明确，对于大流行株而言，其极

强的致病性是否与系统性功能基因有关，有待进一

步的研究。 
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