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绍兴市生食鱼中副溶血性弧菌毒力基因及 

耐药性与分子分型研究 

陈吉铭, 何琴芬, 张琴超, 陈金堃* 

(绍兴市疾病预防控制中心, 绍兴  312000) 

摘  要: 目的  了解绍兴市生食鱼中副溶血性弧菌的污染状况、毒力基因携带情况、耐药性及分子分型情况。

方法  采集绍兴地区 354 份生食鱼样品, 参照 GB 4789.7—2013《食品安全国家标准 食品微生物学检验 副溶

血性弧菌检验》进行菌株的分离与鉴定; 利用荧光定量聚合酶链反应技术对分离株进行毒力基因检测; 采用

微量肉汤稀释法和脉冲场凝胶电泳法对分离菌株分别进行药物敏感试验和分子分型。结果  354 份生食鱼中

有 13 份样品被检出副溶血性弧菌, 总检出率为 3.7%。13 株菌全部检出 tlh 基因, tdh 和 trh 基因均未检出。13

株菌对头孢唑林均耐药, 3 株菌对氨苄西林耐药, 对其他抗生素均敏感。脉冲场凝胶电泳条带分散, 显示遗传

特征多样。结论  绍兴市生食鱼中存在一定程度的副溶血性弧菌污染, 菌株毒力基因携带率低, 对头孢唑林普

遍耐药, 遗传特征多样。 
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Study on virulence gene, drug resistance, molecular typing of Vibrio 
parahaemolyticus in raw fish in Shaoxing 
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(Shaoxing Center for Disease Control and Prevention, Shaoxing 312000, China) 

ABSTRACT: Objective  To investigate the contamination status, virulence gene carrying status, drug resistance 

and molecular typing of Vibrio parahaemolyticus in raw fish in Shaoxing. Methods  A total of 354 raw fish samples 

were collected in Shaoxing area. The strains were isolated and identified according to GB 4789.7—2013 National 

food safety standard-Microbiological examination of food-Vibrio parahaemolyticus. Fluorescence quantitative 

polymerase chain reaction was used to detect virulence genes of the isolates. Microbroth dilution method and pulsed 

field gel electrophoresis were used for drug sensitivity test and molecular typing of the isolates, respectively. Results  

Vibrio parahaemolyticus was detected in 13 samples of 354 raw fish, with a total detection rate was 3.7%. All the 13 

strains were positive for tlh gene and negative for tdh, trh gene. All the strains were resistant to cefazolin, 3 strains 

were resistant to ampicillin, and all were sensitive to other antibiotics. The pulsed field gel electrophoresis bands 

were dispersed and the genetic characteristics were diverse. Conclusion  There is a degree of contamination of 

Vibrio parahaemolyticus in raw fish in Shaoxing, the carrying rate of virulence genes of strains is low, strains are 

resistant to cefazolin and the genetic characteristics are diverse. 
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0  引  言 

副溶血性弧菌(Vibrio parahaemolyticus)是一种嗜盐的革

兰氏阴性致病菌, 广泛存在于近海岸的海水、海水沉积物和

鱼虾、贝类等海产品中, 是我国沿海地区食物中毒和急性胃

肠炎的重要病原菌[1‒3]。近年来全国范围内由副溶血性弧菌引

起的食物中毒事件已经超过沙门氏菌跃居首位[4]。不耐热溶

血素基因(tlh)、耐热性溶血素基因(tdh)和耐热相关溶血素基因

(trh)是副溶血性弧菌的毒力基因, 其中 tlh 是其种水平的特异

性基因[5]。分子流行病学研究表明携带 tdh、trh 基因的产毒

株与人类食源性疾病的暴发密切相关[6‒7]。随着抗生素在养殖

业中的普遍使用, 副溶血性弧菌的耐药状况也不容乐观, 一

旦通过食物链传递至人类, 给人类健康带来潜在危害[8]。 

一直以来, 生食鱼因其营养丰富和味道鲜美, 深受消

费者喜爱。但是相关研究表明, 水产品容易受到副溶血性

弧菌的污染。PAL 等[9]对印度加尔各答鱼类中副溶血性弧

菌监测分析, 发现该菌的检出率为 66.7%。陈鸿鹄等[10]对

2014 年浙江省淡水动物性水产品中致病性弧菌污染来源

分析, 发现淡水鱼中副溶血性弧菌的检出率为 19.7%。李

月好等[11]对 2012—2016 年厦门市海产品副溶血性弧菌污

染状况监测分析, 发现鱼类中副溶血性弧菌的平均检出率

为 34%。陈天林等[12]对 2014—2016 年荆门市淡水鱼中致

病性弧菌污染状况调查, 发现淡水鱼中副溶血性弧菌的平

均检出率为 46.36%。不过, 目前针对生食鱼中副溶血性弧

菌污染状况的研究还未见报道。 

荧光定量聚合酶链反应 (reverse transcription- poly 

merase chain reaction, RT-PCR)是 1995—1996 年由美国 PE

公司研制, Applied Biosystems 公司推出的一种技术, 该方

法灵敏度高, 特异性强, 被广泛应用于检测食品中的致病

菌[13]。脉冲场凝胶电泳技术(pulsed field gel electro phoresis, 

PFGE)被誉为分子生物学分型技术的“金标准”, 具有分型

分辨力强、结果重复稳定性好等优点, 在细菌分子溯源方

面应用广泛, 可快速确定食物中毒传染源, 为及时采取干

预措施提供依据[14‒15]。 

绍兴地处浙江省中北部, 钱塘江河口段南岸, 隶属沿

海地区, 人们喜食海鲜, 且有生食海鲜的习性, 存在一定

的副溶血性弧菌感染隐患。为了解绍兴市市售生食鱼中副

溶血性弧菌毒力基因携带与耐药性情况 , 本研究拟对

2018—2020 年获得的分离株进行毒力基因检测、药敏试验

及分子分型, 为绍兴市生食鱼类食品安全风险评估提供基

础数据, 以期为食源性疾病防治提供科学理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材  料 

1.1.1  样品及标准菌株 

三文鱼、虹鳟鱼、鲷鱼、金枪鱼、希鲮鱼等样品共

354 份 , 采自超市、农贸市场、小型餐馆 , 冷藏条件下   

4 h 内送到实验室。药敏试验质控菌株大肠埃希氏菌

(ATCC 25922)由美国赛默飞世尔科技公司提供。 

1.1.2  主要仪器及试剂 

VITEK 2 Compact 全自动细菌鉴定仪(法国生物梅

里埃公司); ABI 7500 实时荧光定量 PCR 仪、AIM Vizion

微生物药敏分析仪 (美国赛默飞世尔科技公司 ); CHEF 

Mapper 型脉冲场凝胶电泳仪(美国伯乐公司)。 

3%氯化钠碱性蛋白胨水、3%氯化钠胰蛋白胨大豆琼

脂、3%氯化钠三糖铁琼脂、营养琼脂(青岛海博公司); 氯化

钠(分析纯, 国药集团化学试剂有限公司); 限制性内切酶

Xba I、Not I (普洛麦格公司); 蛋白酶 K (德国默克公司);   

1 mol/L Tris Hcl、0.5 mol/L 乙二胺四乙酸(ethylene diamine 

tetraacetic acid, EDTA)(北京索莱宝公司); 弧菌显色培养基

(法国科玛嘉公司); 革兰氏阴性鉴定卡(法国生物梅里埃公

司); 副溶血性弧菌三重核酸检测试剂盒(深圳生科原公司); 

革兰氏阴性菌药敏板(美国赛默飞世尔科技公司)。 

1.2  方  法 

1.2.1  菌株的分离与鉴定 

按照 GB 4789.7—2013《食品安全国家标准 食品微生

物学检验 副溶血性弧菌检验》进行副溶血性弧菌的分离

与鉴定。具体方法为: 以无菌操作称取生食鱼鱼肉 25 g, 加

入到含 3%氯化钠碱性蛋白胨水 225 mL 的无菌均质袋中, 

用拍击式均质器拍击 2 min, 制备成 1:10 (V:V)的样品均液, 

36 ℃培养 18 h。增菌液划线分离于科玛嘉弧菌显色平板, 

36 ℃培养 24 h, 挑取可疑菌落接种于 3%氯化钠胰蛋白胨

大豆琼脂, 36 ℃培养 24 h。使用 VITEK 2 Compact 全自动

细菌鉴定仪进行菌种鉴定。 

1.2.2  毒力基因检测 

经系统生化鉴定为副溶血性弧菌, 将其转种营养琼

脂平板, 36 ℃培养 24 h, 刮取适量菌落至装有 1 mL 0.85%

灭菌生理盐水的 Eppendorf 管内, 混匀。12000 r/min 离心

15 min, 弃去上清液。沉淀加入 100 µL 灭菌去离子水, 混

匀。100 ℃煮沸 10 min, 12000 r/min 离心 5 min, 吸取上清

液作为模板, 置于‒80 ℃备用。实时荧光定量 PCR 检测毒

力基因, 方法按照检测试剂盒说明书进行。 

1.2.3  药敏试验 

采用微量肉汤稀释法, 由美国赛默飞世尔科技公司提

供药敏定制板, AIM Vizion 微生物药敏分析仪进行结果判

读。16 种抗生素分别为氨苄西林、氨苄西林-舒巴坦、四环

素、氯霉素、复方新诺明、头孢唑林、头孢噻肟、头孢他啶、

头孢西丁、庆大霉素、亚胺培南、环丙沙星、阿米卡星、头

孢吡肟、美罗培南、左氧氟沙星。判定结果为敏感(S)、中

度敏感(I)、耐药(R)。质控菌株为大肠埃希菌(ATCC 25922)。 

1.2.4  脉冲场凝胶电泳 

按照PulseNet China副溶血性弧菌PFGE标准化方案进



6682 食 品 安 全 质 量 检 测 学 报 第 12 卷 
 
 
 
 
 

 

行[16]。用比浊仪将菌悬液浓度调至 4.2 麦氏浊度, 取 300 µL

菌悬液于相应的 1.5 mL Eppendorf 管中, 每管加入 20 µL 蛋

白酶 K (20 mg/mL)、300 µL 的 1% Seakem Gold:1%十二烷

基硫酸钠(sodium dodecyl sulfate, SDS), 混匀制备成胶块。将

胶块置于含蛋白酶 K 的细胞裂解液中, 54 ℃裂解 4 h, 用超

纯水于 50 ℃清洗胶块 2 次, 每次 10 min。之后用 10 mmol/L 

Tris HCl:1 mmol/L 乙二胺四乙酸(pH 8.0)于 50 ℃洗涤胶块 4

次, 每次 15 min。在 37 ℃水浴条件下, 用限制性内切酶 Not 

I (10 U/μL)酶切胶块 4 h。将酶切后的胶块放入胶槽制成凝

胶进行电泳, 脉冲参数为 10~35 s, 电泳 19.5 h。电泳结束后, 

使用 Gelred 染色。在凝胶成像仪中拍照, 并以 TIFF 格式保

存图片。结果录入国家致病菌识别网信息系统进行处理, 并

构建聚类树。 

2  结果与分析 

2.1  副溶血性弧菌检出情况 

对本研究采集的 354 份生食鱼样品进行副溶血性弧

菌检测, 不同生食鱼中副溶血性弧菌检出情况见表 1。从

表 1 中可以看出, 354 份样品中共检出副溶血性弧菌 13 株, 

总检出率为 3.7% (13/354), 明显低于国内相关报道中鱼类

副溶血性弧菌的检出率[10‒12]。这与本研究采集的样本为生

食鱼有关 , 因为生食鱼直接可以食用 , 如果检出率过高, 

说明在生食鱼的养殖、加工和销售过程中被副溶血性弧菌

污染, 将对人类健康带来严重威胁。其中三文鱼中检出副

溶血性弧菌 9 株, 检出率为 4.7% (9/192), 虹鳟鱼中检出副

溶血性弧菌 4 株, 检出率为 4.2% (4/96)。2 种生食鱼中副

溶血性弧菌的检出率相差不大。鲷鱼、金枪鱼、希鲮鱼中

均未检出副溶血性弧菌, 这可能跟采样数量少有关。 

 
表 1  不同生食鱼中副溶血性弧菌检出情况 

Table 1  Detection of Vibrio parahaemolyticus in different  
raw fish 

样本名称 样品数/件 检出数/件 检出率/% 

三文鱼 192 9 4.7 

虹鳟鱼 96 4 4.2 

鲷鱼 30 0 0.0 

金枪鱼 20 0 0.0 

希鲮鱼 16 0 0.0 

合计 354 13 3.7 

 

2.2  毒力基因检测结果 

采用实时荧光定量 PCR 法检测 13 株副溶血性弧菌的

毒力基因, 结果见表 2。13 株副溶血性弧菌全部检出 tlh 基

因, 携带率为 100.0% (13/13)。tdh 和 trh 基因均未检出, 携

带率均为 0.0% (0/13), 这与高璐等[17]报道江苏省部分地区

淡水鱼类中均未检出 tdh 和 trh 基因, 梅玲玲等[18]报道浙江

省副溶血性弧菌污染水平中未检出 trh 基因相一致。 

 
表 2  副溶血性弧菌毒力基因检出情况 

Table 2  Detection of virulence genes in Vibrio parahaemolyticus 

样本名称 菌株数/株 tlh+ tdh+ trh+ 

三文鱼 9 9 0 0 

虹鳟鱼 4 4 0 0 

合计 13 13 0 0 

注: +表示阳性。 

 

2.3  药敏试验结果 

采用微量肉汤稀释法对 13 株副溶血性弧菌进行药敏

试验, 结果见表 3。13 株菌对头孢唑林均耐药, 耐药率为

100.0% (13/13)。这与王高等[19]报道云南淡水鱼中副溶血性

弧菌对头孢唑林耐药率为 100%相一致。3 株菌对氨苄西林

耐药, 耐药率为 23.1% (3/13), 7 株菌对氨苄西林中度敏感, 

另外 3 株菌对氨苄西林敏感。有报道显示[20‒21], 大部分副

溶血性弧菌可耐受氨苄西林。所有菌株对其他 14 种抗生素

均敏感。从表 3 中可知, 有 3 株菌对头孢唑林和氨苄西林

均耐药, 这 3 株多重耐药菌均检出自三文鱼。 

 
表 3  副溶血性弧菌药敏试验结果 

Table 3  Drug sensitivity test results of Vibrio parahaemolyticus 

抗生素种类 
敏感菌株数

(S) 

中度敏感菌

株数(I) 
耐药菌株数

(R) 

氨苄西林 3 7 3 

氨苄西林-舒巴坦 13 0 0 

四环素 13 0 0 

氯霉素 13 0 0 

复方新诺明 13 0 0 

头孢唑林 0 0 13 

头孢噻肟 13 0 0 

头孢他啶 13 0 0 

头孢西丁 13 0 0 

庆大霉素 13 0 0 

亚胺培南 13 0 0 

环丙沙星 13 0 0 

阿米卡星 13 0 0 

头孢吡肟 13 0 0 

美罗培南 13 0 0 

左氧氟沙星 13 0 0 
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2.4  PFGE 分型结果 

13 株副溶血性弧菌 DNA 经 Not I 限制性内切酶酶切

后, 进行脉冲场凝胶电泳, 形成分型图谱, 利用 PulseNet  

China 系统将分型结果聚类(见图 1)。13 株菌酶切带型分布

分散, 优势带型不明显, 无明显相似性。 

3  结论与讨论 

本研究从 354 份样品中检出 13 株副溶血性弧菌, 未

检出 tdh 和 trh 毒力基因, PFGE 条带分散, 没有明显的优势

带型。说明绍兴市生食鱼中存在一定程度的副溶血性弧菌

污染, 但菌株未携带致病基因且在分子水平上同源性很

低。菌株表现出对头孢唑啉和氨苄西林耐药, 这与国内外

报道[22‒27]基本一致。耐药菌株通过食物链传播到人类, 将

会带来严重的疾病负担。因此, 建议相关部门加强对水产

销售加工过程中卫生状况及养殖环节中抗生素使用的监管, 

同时还要倡导人们避免生食各种鱼类。 

鉴于目前针对生食鱼中副溶血性弧菌的研究还未见

报道, 本研究对绍兴地区生食鱼中副溶血性弧菌的毒力基

因、耐药性和分子遗传特征进行了综合分析, 为绍兴市生

食鱼类食品安全风险评估提供了基础数据, 同时可为其他

地方生食鱼中副溶血性弧菌的研究提供参考, 也能为临床

治疗副溶血性弧菌感染导致的食源性疾病提供科学理论依

据。下一步研究中可持续关注绍兴市生食鱼中副溶血性弧

菌的检出率与其引发的食源性疾病是否密切相关, 对食品

分离菌株和临床分离菌株进行同源性比对, 对副溶血性弧

菌的耐药性产生及传播规律等予以重点研究, 以提高食源

性疾病的防控效果。 
 

 
 

图 1  13 株副溶血性弧菌 PFGE 聚类图 

Fig.1  PFGE results of 13 Vibrio parahaemolyticus strains 
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