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青浦区水产品中副溶血性弧菌污染状况与分子分型特征"
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要"目的
!

了解副溶血性弧菌在青浦区部分市售水产品中的污染情况及分子分型%方法
!

于不同季度!分别从酒店&农

贸市场和大型超市采取鱼类&虾和贝类等标本!参照
d[*9.0+9

!采用稀释培养计数"

TZ%

$法进行副溶血性弧菌定量检测!并完成

分离菌株毒力基因和脉冲场凝胶电泳"

Z4d#

$分子分型的检测%结果
!

'**

份水产品中共检出副溶血性弧菌
/.

份!阳性率为

*9+,,5

!虾类&贝类和鱼类中副溶血性弧菌几何平均数分别为
*/-+(

&

(0'+,

&

'*/+'TZ%
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#所检出菌株均不携带
>$a

和
>Ya(

种毒力基因!

/.

株副溶血性弧菌
Z4d#

共分为
/)

种带型!呈现明显多态性%结论
!

青浦区市售水产品中副溶血性弧菌污染较严

重!应采取有效措施防止由水产品引起的副溶血性弧菌食源性疾病!该地区菌株间遗传同源关系较远%

关键词"水产品#
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副溶血性弧菌#
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副溶血性弧菌是一种革兰阴性嗜盐菌#主要分布于海河交

界处+近海海水+海产品及淡水产品中)近年来#由副溶血性弧

菌感染引发的食物中毒已经成为世界范围内严重的食源性公

共卫生问题之一#如日本+美国+泰国等地发生的细菌性食物中

毒事件中有
-,5

以上由副溶血性弧菌引起'

'

(

#该菌也是上海

地区集体性食物中毒的首要致病原'

(

(

)本研究拟对青浦辖区

内覆盖较多人口的农贸市场+大型超市和酒店出售的水产品进

行主动监测#通过副溶血性弧菌定量检测的方法#了解其污染

情况)同时对保存的菌株进行毒力基因的检测和脉冲场凝胶

电泳$

Z4d#

&分子分型#以了解其致病性和基因型的分布

情况)

$

!

材料与方法

$+$

!

标本采集
!

所有检测的标本采自青浦区的各农贸市场+

酒店+超市等不同场所%采样时间为每月一次#每次
'(

件#采样

类别包括鱼+虾和贝类产品#包括活产品+冰鲜或冷冻产品#按

照海水产品
g

淡水产品
:'g'

的比例进行采样#总共采集水

产品
'**

份#其中鱼类
.*

份#虾类
(9

份#贝壳类
))

份)采样

过程无菌操作#以接近采样温度
(F

内运送至实验室进行检

测#避免弧菌损伤死亡)

$+/

!

仪器与试剂
!

检测所用
)5

氯化钠碱性蛋白胨水+科玛

嘉弧菌显色培养基+

Z4d#

所用试剂耗材+

&>[

所用生化试剂

条
3$ )(#

+

ZGCN@e #e>7

O

VCG2@?A(,

和
$"(,,,>T $%&

T7CPCG

均由上海申捷股份有限公司配送#皆在有效期内使用)

$+'

!

副溶血性弧菌定量检测方法
!

按照
d[*9.0+9=(,')

,食

品安全国家标准
=

食品微生物学检验-中副溶血性弧菌检验介

绍#采用稀释培养计数$

TZ%

&法对样品中副溶血性弧菌进行

定量检测#阳性菌株均经过
&>[

生化试验确定)总取样量为

)+))

E

#检出限为
,+)TZ%

"

E

)
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!

毒力基因$

>$a

和
>Ya

&检测
!

采用热裂解法提取细菌

$%&

#应用
Z<Y

方法检测耐热溶血素基因
>$a

和耐热溶血

素相关毒力基因
>Ya

#检测引物为双重引物'

)

(

#见表
'

#由上

海生工生物工程技术有限公司合成)阳性对照为副溶血性弧

*

))9(
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检验医学与临床
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卷第
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菌
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株$

>$a` >Ya`

&#由上海市疾病预防控制中心微

生物室提供)

表
'

!!

Z<Y

引物名称*序列及产物大小

引物 序列
目标片段

大小$

K

8

&

>$a=" -m=d>&&&dd><><>d&<>>>>dd&<=)m (9,

>$a=Y -m=>dd&&>&d&&<<>><&><>><&<<=)m

>Ya=" -m=>>dd<>><d&>& >>>><&d>&><>=)m -,,

>Ya=Y -m=<&>&&<&&&<&>&>d<<<&>>><<d=)m

$+2

!

Z4d#

分子分型
!

参考美国
<$<ZMH2C%CD;!&

的方

法)副溶血性弧菌菌株选用
%?D

&

酶切#参考菌株$沙门菌株

a0.'(

&用
\K7

&

酶切#作为相对分子质量标准进行
Z4d#

分

子分型检测)用
[@?%MNCG@I2

对电泳图谱进行聚类分析)沙

门菌株
a0.'(

由上海市疾病预防控制中心微生物室提供)

$+)

!

统计学处理
!

采用
!Z!!'9+,

软件进行数据处理及统计

学分析)计数资料以例数或百分率表示#组间比较采用
!

( 检

验或
4@2FCG

精确检验法#

!

%

,+,-

为差异有统计学意义)

/

!

结
!!

果

/+$

!

不同类别样品中副溶血性弧菌检出率
!

(,'-

年共采集

'**

份水产品#副溶血性弧菌阳性$

&

,+)TZ%

"

E

&为
/.

份#检

出率为
*9+,,5

%其中鱼类的检出率为
*,+*.5

#虾类的检出率

为
*.+'-5

#贝类的检出率为
/-+/*5

#三者之间以贝类的检出

率最高#但三者检出率差异无统计学意义$

!

(

:-+''

#

!:

,+,9.

&)活水产品副溶血性弧菌检出率$

/-+.(5

&明显高于冰

鲜和冷冻水产品中副溶血性弧菌的检出率$

(*+/(5

&#差异有

统计学意义$

!

(

:(*+),

#

!:,+,,,

&)酒店来源的水产品中副

溶血性弧菌的检出率明显高于农贸市场和超市来源的水产品

中副溶血性弧菌的检出率#其检出率分别为
9.+,,5

+

*/+0*5

和
')+))5

#差异有统计学意义$

!

(

:',+(,

#

!:,+,,'

&#见表

(

%海水产品和淡水产品中的副溶血性弧菌检出率比较#差异无

统计学意义$

!

(

:,+''

#

!:,+9).

&)虾类的几何平均污染量

高于鱼类和贝类#分别为
*/-+(

+

(0'+,

+

'*/+'TZ%

"

E

#且淡水

虾类的副溶血性弧菌检出率$

9,+-05

&明显高于海水虾类的副

溶血性弧菌检出率$

',+,,5

&#经
4@2FCG

精确检验#其差异有

统计学意义$

!:,+,,*

&#见表
)

)

表
(

!!

青浦区
(,'-

年不同类别样品副溶血性弧菌检出率

样品组成 样品数$

,

& 检出数$

,

& 检出率$

5

&

!

(

!

品种

!

鱼类
.* )* *,+*. -+'' ,+,9.

!

虾类
(9 ') *.+'-

!

贝类
)) )) /)+/*

鲜活与否

!

是
90 -( /-+.( (*+), ,+,,,

!

否
/- '/ (*+/(

产品来源

!

海水产品
9( )) *-+.) ,+'' ,+9).

!

淡水产品
9( )- *.+/'

续表
(

!!

青浦区
(,'-

年不同类别样品副溶血性弧菌检出率

样品组成 样品数$

,

& 检出数$

,

& 检出率$

5

&

!

(

!

购买来源

!

酒店
-, )0 9.+,, ',+(, ,+,,'

!

农贸市场
*0 () */+0*

!

超市
*- / ')+))

表
)

!!

青浦区
(,'-

年不同来源鱼虾贝类样品

!!!

副溶血性弧菌检出率

产品

来源

海水产品

样品数

$

,

&

检出数

$

,

&

检出率

$

5

&

淡水产品

样品数

$

,

&

检出数

$

,

&

检出率

$

5

&

!

(

!

鱼类
)0 '/ *'+,) *- '. *,+,, ,+,' ,+0(*

虾类"

', ' ',+,, '9 '( 9,+-0 ,+,,*

贝类"

() '/ /0+-9 ', * *,+,, ,+')0

!!

注!

"表示
4@2FCG

精确检验)

/+/

!

不同季度标本中副溶血性弧菌污染情况
!

不同季度副溶

血性弧菌的检出率见表
*

#第三季度的检出率最高#达到

//+/95

#不同季度副溶血性弧菌的检出率比较#差异有统计学

意义$

!:,+,'.

&)全年
'(

个月均能在水产品中检测出副溶

血性弧菌#检出高峰主要集中在
-

#

''

月#污染量大于
(,,

TZ%

"

E

#主要集中在
-

#

',

月)见图
'

)

表
*

!!

青浦区
(,'-

年不同季度样品副溶血弧菌检出率

季度 样品数$

,

& 检出数$

,

& 检出率$

5

&

!

(

!

第一季度
)/ '' ),+-/ ',+,) ,+,'.

第二季度
)/ '. -,+,,

第三季度
)/ (* //+/9

第四季度
)/ '- *'+/9

图
'

!!

不同月份水产品中副溶血性弧菌的污染情况

/+'

!

副溶血性弧菌分离株毒力基因携带情况
!

对
/.

株副溶

血性弧菌毒力基因
>$a

和
>Ya

进行检测#结果未发现携带

>$a

或
>Ya

的菌株)

/+1

!

副溶血性弧菌分离株
Z4d#

分型情况
!

/.

株副溶血性

弧菌基因组
$%&

片段都得到良好分离#各菌株
$%&

分为
'-

#

(,

个条带)用
[@?%MNCG@I2

软件对
/.

种
Z4d#

图谱进行聚

类分析)

/.

株菌共分为
/)

种
Z4d#

型#相似值为
-,5

#

',,5

)

*

*)9(

*

检验医学与临床
(,'/

年
',

月第
')

卷第
'0

期
!

"7KTC1<H@A

!

UID?KCG(,'/

!

V?H+')

!

%?+'0
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讨
!!

论
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本研究对青浦区部分农贸市场+酒店和超市中的海水类和

淡水类水产品进行了副溶血性弧菌监测#总的检出率为

*9+,,5

#高于上海市市售水产品中副溶血性弧菌的检出率

-+/5

'

*

(

%鱼类+虾类和贝类中副溶血性弧菌的检出率和污染量

均较高#提示青浦区市售水产品中副溶血性弧菌污染较严重#

有明显的季节性#检出高峰主要集中在
-

#

''

月#污染量大于

(,,TZ%

"

E

#与上海市细菌性食物中毒发生季节基本一致)

因此在
-

#

',

月#应加强治理水产品污染问题#防止水产品引

起的副溶血性弧菌食源性疾病)

有研究报道#浙江省以海虾和海蟹引起的副溶血性弧菌源

性疾病最多见#分别占发病总数的
('+-5

和
')+95

'

-

(

#提示

需要关注的副溶血性弧菌污染源头主要是海水产品#但监测数

据显示海水产品和淡水产品中副溶血性弧菌检出率均较高#且

差异无统计学意义$

!

&

,+,-

&#但淡水虾的副溶血性弧菌检出

率明显高于海水虾的检出率#加上虾类副溶血性弧菌几何平均

数最高#因副溶血性弧菌在无盐的环境中不能生长#因此淡水

虾中的副溶血性弧菌污染存在的潜在威胁容易被忽视)冰鲜

和冷冻均可能造成副溶血性弧菌的大量损伤或死亡#导致检出

率较低'

/

(

#本次监测中活的水产品副溶血性弧菌检出率明显高

于冰鲜或冷冻水产品)因此冰鲜和冷冻销售有利于降低副溶

血性弧菌食源性疾病的风险)

(,,*

#

(,''

年上海市集体性食

物中毒资料调查显示'

9

(

#引起
'.

起婚宴食物中毒的致病原均

为副溶血性弧菌)而酒店正是承办婚宴的主要场所#监测数据

显示酒店水产品中副溶血性弧菌的检出率较高#可能与酒店养

殖环境比较封闭#各类水产品间容易出现交叉污染有关)因此

治理酒店的水产品污染问题是解决集体性食物中毒的关键)

近年来#青浦区由副溶血性弧菌引起的食物中毒时有报

道'

.

(

#由副溶血性弧菌污染引起的食品安全问题越来越受到重

视)

>$a

和
>Ya

毒力基因是副溶血性弧菌的主要致病基

因#

(,'-

年监测水产品过程中分离的
/.

株副溶血性弧菌均不

携带
>$a

+

>Ya

毒力基因#与众多报道一致'

0=',

(

#但很难解释

副溶血性弧菌食物中毒高发生率的相关性)有报道提示外环

境或水产品中致病性副溶血性弧菌水平远远高于非致病性副

溶血性弧菌'

',

(

#不能排除在致病菌株和非致病菌株同时存在

时#非致病菌株容易掩盖致病菌株的可能)而本研究和类似研

究中'

/

(

#

'

个样品只分离了
'

株菌株进行毒力基因检测#因此

除了寻找比常规方法更为敏感的检测手段外#还应该在同一样

品中多分离几株副溶血性弧菌进行毒力基因筛查)

Z4d#

对细菌性传染病监测+传染源追踪+传播途径的调

查和识别等有着非常重要的意义#是目前分子分型方法的金标

准'

''

(

)根据
>CA?BCG

等'

'(

(和
>7H?A

等'

')

(解释#相似性大于或

等于
.-5

被认为是来自同一克隆株#只有
.

株菌株
)

个型#可

认为是同一克隆株#其菌株均分离自同一采样地点的不同样品

中)本次调查收集的
/.

株副溶血性弧菌共得到
/)

种不同谱

型#相似值为
-,5

#

',,5

#表明青浦市售水产品副溶血性弧

菌间遗传同源关系较远#呈现广泛的分子多态性#无优势
Z4=

d#

基因型#基因型分布与水产品的采集时间+地点及种类无

相关性)

综上所述#通过对本区市售水产品一年的连续污染状况监

测和主要毒力基因的分布研究#初步获得市售水产品污染状况

的背景资料#对于控制其引发食物中毒事件将起到很好的指导

作用#为本区的食品安全风险评估和建立有效的食源性疾病预

防关键点提供了科学依据#也为继续开展不同来源的副溶血性

弧菌致病性研究奠定了基础)本研究通过
Z4d#

分子分型方

法对青浦市售水产品中副溶血性弧菌初步建立指纹图谱库#将

有利于进一步追踪传染源#全面防止副溶血性弧菌食源性疾病

的发生)
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