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【摘要】 目的 评价多位点可变数目串联重复序列分析(multiple]ocus variable Dumbertandem re．

peat assay，MLVA)方法对副溶血弧菌(Vibrioparahaemolyticus，VP)的分型能力，初步了解中国深圳地

区VP分离菌株可变数目串联重复序列(variable numbertandem repeat，VNTR)的基因分布特征。方法

依据血清型和脉冲场凝胶电泳分析型别选择2006年一2011年分离自临床和食品中的108株VP菌株。

采用MLVA方法对其进行基因分型，评价该方法对VP菌株8个VNTR位点的分型能力。结果MLVA

8个位点将108株VP菌株分为101个型别，分辨系数为99．86％；将主流血清型03：K6共46株菌分为

44个型别，分辨系数为99．7l％。MLVA 8个位点的多态性都较好(DI均>0．60)，各位点多态性指数由高

到低，依次为TR7，TR4，TRl0，TR2，TRl，TR8，TR5，TR9。结论MLVA 8个位点的联合应用适合于对

VP菌株的分型。MLVA对VP的分型研究具有很好的应用前景。

【关键词】副溶血弧菌；脉冲场凝胶电泳；多位点可变数目串联重复序列分析；可变数目串联重复

序列；基因型
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【Abstract】Objective To provide accurate molecular typing method for tracking the source of Vibrio

parahaemolyticus(VP)infection cases by evaluating the discrimination ability of multiple locus variable Bum—

bet tandem repeat assay(MLVA)，and understanding preliminarily variable number tandem repeat(VNTR)

gene distribution characteristics of VP．Methods 108 VP strains were isolated from clinical and food accord—

ing to serotype and pulse field gel electrophoresis analysis type from 2006 to 201 1．The genotype of VP strains

were analyzed by MLVA method．And the genotype capacity to 8 VNTR sites of VP strains by MLVA methods

were evaluated．Results The 108 VP strains were divided into 101 MLVA types and 46 strains 03：K6 serum

type were divided into 44 MLVA types with 8 VNTR sites．The resolving coefficient were 99．86％and 99．7 1％．

The discrimination ability of MLVA with 8 VNTR sites were better(Dlall>0．60)．The polymorphism index from

high to low were TR7，TR4，TRl0．TR2，TRl，TR8，TR5 and TR9．Conclusion The combination of ML—

VA7S 8 sites for VP strain’S genotype aresuitable．There is a good application prospect of MLVA for tracking the

source of VP infections．

【Key words】 Vibrio parahaemolyticus；PFGE；MLVA；VNTR；Genotype

副溶血弧菌(Vibrio parahaemolyticus，VP)是一

种嗜盐性细菌⋯，广泛分布于食品、海水等环境中。

VP所致的食源性感染疾病或食源性疾病暴发中毒

主要是由于摄人了被VP污染的食品而引起。在我

国沿海地区．食源性疾病暴发事件中。VP引起的暴

发事件大约占60％，2007年一2011年深圳市感染性

腹泻实验室监测数据显示VP是引起深圳市感染性

腹泻的首要病原菌，高峰期阳性率超过30％，占所

有分离致病菌的51．48％E2-3]。深圳市食品安全风险

监测数据显示，VP分布于海产品、肉类、水产品等食
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品中，VP交叉污染严重)1。因此，开展人群中VP分

子分型监测和食品监测，分析不同来源菌株之间的

同源性．加强传染来源的追踪溯源有助于对VP感

染病例的控制。

目前对细菌分型的溯源技术有血清型分型和分

子分型等方法。血清型分型方法基于表型分型，分型

能力不足：分子分型方法基于细菌基因水平的分型．

遗传识别能力强。目前应用于VP菌株的基因分型

研究，包括限制性片段长度多态性分析、随机扩增多

态性分析、多位点序列分析和脉冲场凝胶电泳

(pulse field gel electrophoresis，PFGE)分析等。PFGE

已被公认为细菌分子分型的金标准。多位点可变数

目串联重复序列分析(multiple locus variable number

tandem repeat assay，MLVA)是一种快速的分析多位

点串联重复序列的新方法，它以PCR技术为基础，

可确定多个可变数目串联重复序列(variable number

tandem repeat，VNTR)位点的数目，是推断同种细菌

菌株间基因关系的一种有力方法，不同的临床分离

株可表现为不同的串联重复数，故MLVA结果可以

数字化表示，便于不同实验室间进行比较，是近几年

发展的细菌二代分子分型方法。MLVA方法相对于

PFGE方法，操作更简单，成本更低廉，结果更直观、

准确．4]。MLVA现已成功应用于炭疽杆菌、鼠疫耶尔

森氏菌和结核分枝杆菌等病原菌的分子分型。ML．

VA方法与PFGE方法的高符合率在国外_j已被证

实。近两年来，MLVA开始应用于VP的分型研究．

但目前国内尚未见VP的MLVA分型报道。本文选

取108株分离自临床和食品中的VP菌株进行ML—

VA分型研究，初步探讨MLVA方法用于我国VP菌

株分型的可行性．更全面地对VP的基因变化实行

动态分析．为VP的主动监测和传染源溯源提供更

好的依据。

1材料与方法

1．1对象依据血清型和PFGE型别的不同(根据

时间和地点来源选择跨度大的菌株)，选取了108株

分离自临床和食品中的VP菌株包含22种常见血

清型以及68种PFGE型别的VP菌株进行研究，其

中95株为深圳市感染性腹泻监测网来源菌株，8株

为食源性疾病暴发来源菌株，5株为食品来源菌株。

108株VP中，2006年2株，2007年18株，2008年

13株，2009年1 1株，2010年17株，201 1年47株。

其中菌株数大于1的血清型有12种，分别为03：K6

(46株)、04：K8(13株)、01：K25(8株)、03：K29(8

株)、04：68(5株)、01：K36(4株)、04：K13(3株)、04：

K9(3株)、08：K21(2株)、01：K56(2株)、05：K17(2

株)和Ol：K41(2株)。VP菌株数各1株的血清型有

10种，分别为04：K12、03：K1、04：K1l、03：K41、04：

K55、05：K68、03：KUT、01：K69、06：K18和02：K3。分

布情况见表l。

1．2方法

1．2．1主要仪器与试剂 凝胶成像系统为BIO—

RAD公司生产的Quantity One 4．4．0，分析软件为上

海EP科技有限公司生产的BioNumeries 5．1软件。

所用试剂材料为Takara公司的100 bp DNA Ladder

Marker、北京SBS基因技术公司的Gold—View DNA

染料、Promega公司的Go Taq Green Master Mix和

Takara公司的Agarose Regular。

1．2．2菌株鉴定 108株VP中，98株为tdh(+)tlh

(+)trh(一)基因型，8株为tdh(一)tlh(+)trh(一)基因

型，2株为tdh(+)tlh(+)trh(+)基因型。所有VP菌株

都参照国家标准GB胛4789．7—2003方法进行复核

鉴定．并用日本生研株式会社生产的诊断血清进行

分型鉴定。方法为首先在三糖铁琼脂斜面培养基上

接种VP并过夜培养，进行K型血清鉴定。然后取斜

面上剩下的菌苔与灭菌水混匀制成菌悬液，121℃

干浴1 h．以破坏K抗原，干浴后以离心半径8．04

cm，10 000 r／min离心5 min，弃部分上清液，将余下

的100斗l上清液与沉淀物振荡混匀，用于0型血清

的鉴定。

1．2．3 MLVA分型 ①位点选择与引物合成：8个

VNTR位点引物序列，参照文献[6．7一的位点及条件并

进行条件优化改善，引物由英潍捷基(上海)贸易有

限公司合成(见表2)。②反应体系和反应条件：采用

50斗l反应体系，其中含上下游引物各1斗l，引物浓

度为10 jxmol／mL(TR7上下游引物各1 Isl，引物浓

度为20 Ixmol／mL，其终浓度为0．4 IxM，其余引物的

浓度均为0．2 IxM)，Go Taq Green Master Mix 25 txl，

DNA模板5¨l，去离子水补足50 Ixl。PCR反应条件

包括A．B，C三种体系，其中A体系为：95℃预变性

15 min，先94 qC 30 S．62℃90 S(每循环降低0．2

℃)，72℃60 S，20个循环，接着94℃30 S，58℃90

S，72℃60 S，20个循环，最后60℃延伸30 min；B体

系为：95℃预变性15 min，94℃30 S，61 oC 90 S，72

℃60 S，30个循环，最后60℃延伸30 min：C体系

为：95℃预变性15 min，94 oC 30 S，60℃90 S，72 cc

60 S，35个循环，最后60℃延伸30 min。③电泳检测

并测序分析：取6～7仙l扩增产物，在1．5％的琼脂糖

凝胶中电泳，电压为110 V，电流400 mA，电泳时间

万方数据
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表1 108株VP菌株的血清型分布情况

血清型 来源和株数 分离年份 总株数 构成比(％)

03：K6

04：K8

01：K25

03：K29

04：K68

01：K36

04：K13

04：K9

08：K2l

01：K56

05：K17

0l：K41

04：K12

03：Kl

04：K11

03：K41

04：K55

05：K68

03：KUT

Ol：K69

06：K18

患者(41)食源性疾病暴发(4)食品(1)

患者(Io)食源性疾病暴发(3)

患者(6)食源性疾病暴发(1)食品(1)

患者(8)

患者(5)

患者f4)

患者(3)

患者(3)

患者(2)

患者(2)

食品(2)

患者(2)

患者(1)

患者(1)

患者(1)

患者(1)

患者(1)

患者(1)

食品(1)

患者f1)

患者(1)

2006—201 1

2007—2009．201 1

2006～2008，2010，201 1

2008，2010，201 1

2008，2010，201 1

2010，201 1

2009

2011

2009

2010

20lO

2009，2011

2008

2009

2010

2010

2011

201l

2011

201 J

2009

42．59

12．04

7．41

7．41

4．63

3．70

2．78

2．78

1．85

1．85

1．85

1．85

O．93

0．93

O．93

0．93

O．93

O．93

0．93

O．93

0．93

02：K3 患者(1) 2008 1 O．93

表2 8个VNTR位点的引物序列和扩增体系

名称 标准命名 引物 扩增体系

———————————————————————————————————————————————————————————————————一———————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————一

TR 1 vPTR7
F—TATcTAcAAAGGTGGcGGAGAT

A

R—AAGGTGTTACTFGTTCCAGACG

TR2 vPTR5
F—GcTGGATTGcTGccAGTAAGA

B
R—AACTCAAGGGC‘FGCTTCGG

TR5 v胛R8
F—AcATcGGcAATGAGcAGm

B
R—AAGAGGTTGCTGAGCAAGCG

～

TR8 vPTR4
F—AAAccTcTcGAcATCTcGATCA

B
R—TGTITllGGCTATGTAACCGCTCA

～

TR9 vPTR3
F—cGccAGTAAqTCGAcTcATGc

B
R—AAGACTGTfCCCGTCGCTGA

TR 1 0 v胛R6
F—TcTcGATGGTGTTcTGTTccA

B
R—C’ITGACTI"GCTCGCTCAGGAG

TR4 vPTR I
F一899tgacact8t89aal8TAAcAAcGcAAGclTrccAAcG

r1

TR7 VP2-07
F—aa988999cagcatt。8aagTGA’I’I’I’I’GAAGCAGcGAAGA —

R-ctgcgttctgatttaatctgTTTGTGACTGCTGTCCTTGC

为40 rain，电泳结束后紫外成像观察结果。用100 个位点的重复单元保守序列如下：TRl(CTGCTC)．

bp DNA Marker来确定分子量的大小，然后取40 txl TR2(CTCAAA)，TR4(CTCTAT)，TR5(CTTCTG)．

送到英潍捷基公司测序。④指标串联重复数的确定TR7(AGCAAC)，TR8(GACACA)．TR9(ATCTGT)．
以及聚类分析：参照RIMD2210633全基因组序列，8 TRl0(GCTCTG)。导入Bionumerics 5．1软件，采用
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Categorical系数和uPG—MA系数进行聚类分析。命

名原则依据血清型不同以M1，M2，M3依次类推。将

数据上传到V—DICE网站，通过采用Simpson7S Di．

versity指数㈦91同时计算各位点的分辨力。@MLVA

总分辨力：采用HGI指数计算该种方法总的分辨

力，公式如下。

HG／小志赛删曲
注：N为菌株总数，S是所用分型方法划分的总类型数，nj是属于第j

类型的菌株数

2结果

2．1 VNTR位点的评估随机选取10株菌．对各位

点重复3。5次扩增。每次扩增的片段大小及条带的

清晰程度完全一致。并随机挑选2个产物进行序列

测定，测序结果显示一致。

2．2 MLVA分型结果 采用8个特异性较好的

VNTR位点对108株VP进行MLvA分型，并用

Bionumerics 5．1软件对108株VP的MLVA结果进

行聚类分析。采用HGI指数计算得出，8个MLVA

位点将108株VP分为101个型别．分辨系数为

99．86％：将主流血清型03：K6共46株菌分为44个

型别，分辨系数为99．71％(图1)。由图1可知，除

VPlll57、VPlll84、VPll241聚为一簇，型别为

MT40．其余菌株均可被MLVA细分。可见MLVA对

VP菌株的分辨力很高。通过上传数据到V—DICE网

站计算，我们得出各个位点的多态性指数，即分辨力

值，见表3。由表3可知，各VNTR位点呈现不同的

等位基因多态性，DI值越大，表示遗传意义上的多

态性越好。8个位点的多态性都较好(DI均>0．60)，

各位点多态性指数由高到低，依次为TR7，TR4，

TRl0，TR2，TRl，TR8，TR5，TR9。其中TR7位点变异

度最高，而TR9位点的变异度则较低，说明TR7位

点对VP的区分效力要大于TR9。

3讨论

近年来．食源性疾病已经成为影响公众健康的

公共卫生突出问题之一[10]。美国于1996年开始建立

了PulseNet网络。用于食源性疾病暴发疫情的早期

发现和控制。PulseNet对确定食品污染源，追踪传播

途径，确定流行范围等发挥着关键性作用，其旨在保

障人体健康和食品安全。随后加拿大、欧洲、亚太地

区和中国也相继建立了各自的PulseNet。PulseNet

的核心技术是以PFGE[⋯为代表的分子分型技术，

PFGE具有准确、稳定等优点，但由于耗时长、操作

繁琐等缺陷，人们开始研究二代分子分型技术，以

景导景暑是赛宝
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MT40

MT41

MT42

MT43
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图l VP主流血清型03：K6菌株8个MLVA位点的

聚类分析图

表3 MLVA分析方法各位点的多态性指数

注：DI反映了各位点重复数目的变异度大小，范围为O～1；1表示

完全变异；K表示样本中各个位点不同重复数目的个数；max(pi)表

示各位点重复数目最频繁出现的样本所占总体样本的比例

MLVA为代表的二代分子分型技术应运而生。目前

∞《、Lz>卜g}z>n篮}z>寸《}z>¨《-、z>一gLLZ>
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一

一
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MLVA方法已经开始成功地用于炭疽杆菌．鼠疫耶

尔森氏菌和结核分枝杆菌等其他病原菌的分子分

型。近两年来。国外-9。也开始将MLVA方法应用于

VP的分型研究。但目前国内尚未见有关VP的

MLVA分型报道。本文研究将MLVA初步应用于VP

的分型，为PulseNet China提供了深圳地区VP的

MLVA分子分型数据，可以更好地对VP进行主动

监测和溯源分析，从而为早期传染来源追踪和暴发

疫情提供更有力的证据。与PFGE相比，MLVA方法

有更多优点：①分型完整，MLVA对包括22种常见

血清型的108株VP菌都能进行分型；②分型更精

细；③适合大批量分析，且简单快速，为爆发疫情调

查和传染来源追踪节约时间。如PFGE整个实验至

少需3 d以上时间，而且要求必须是纯菌。而MLVA

从样品处理到检测只需l～2 d即可：④更易于标准

化m：。目前虽然已经建立了VP的PFGE标准操作

流程，但实验繁琐且影响因素较多，耗时耗力：而

MLVA结果易于分析，有很高的可重复性．便于不同

实验室的结果比较；⑤适合于暴发疫情的分析。

深圳地区VP近十年的暴发疫情和近5年的感

染性腹泻监测数据显示，引起VP感染暴发和散发

的优势血清型主要为03：K6、04：K8、01：K25、03：

K29、04：K68、01K36等，2一。本文研究表明MLVA方

法能将不同血清型，不同来源的全部VP菌株分型，

有利于菌株之间的差异性分析。本文研究初步选取

了8个VNTR位点进行评估，其中TR7的分辨力高

达0．964，几乎可以鉴定到菌株水平，其多态性最高，

但有时分辨力过高可能会对暴发疫情菌株的同源性

分析产生影响。另外，本文研究中发现TRl位点对

于非03：K6血清型的部分菌株，其阳性条带较弱．故

推测此位点可能更适合于03：K6．但仍需后续实验

进一步确证及评估。

本文研究虽然囊括了大部分有代表血清型的人

源性菌株．但食品菌株数量偏少。食源性中毒暴发菌

株也还未大量分析．还有待分析大量的临床及食品

外环境分离株，进一步评价MLVA方法。本文研究

认为8个MLVA位点，即TR!、TR2、TR4、TR5、TR7、

TR8、TR9、TRl0的联合应用适合于VP菌株的分

析，既节省T作量和工作成本又能保证分型准确。

MLVA方法对VP食源性疾病的溯源和预警有很好

的应用前景。
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