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【摘要】近年来副溶血性弧菌(VP)已成为沿海地区引发食源性疾病的主要病原菌。由于对VP

的分子特征了解不够全面，在疾病发生时无法对菌株溯源，从而导致未能尽早控制VP引起的食物中

毒。而传统的细菌分型技术已不能满足临床诊断和流行病学调查的需要，从分子水平上认识VP则变

得越来越重要。分子分型技术以其分辨率高、特异性强、重复率好的特点，在分型技术上表现出越来越

多的优势。目前，随机扩增多态性分析、脉冲场凝胶电泳、多位点序列分型等多种方法分子生物学分型

技术已应用于VP的遗传进化关系及其群体遗传学特征的研究，对VP的预防和控制具有重要意义。

【关键词】副溶血性弧菌；03：K6型；分子分型

弧菌是一种菌体短小，弯曲成弧形，尾部带一鞭毛的革

兰阴性(G一)菌，主要鱼贝类致菌包括溶藻弧菌、鳗弧菌、副

溶血弧菌(1Abrio parahaemolyticus，VP)、创伤弧菌、鳗弧菌

等。近年来，有关创伤弧菌脓毒症诊断的研究较为广泛¨。3 o，

而针对VP的研究较少。VP是一种嗜盐菌，食用未加工成

熟的海产品是人类感染VP的主要原因，可引起食物中毒和

急性腹泻，也可引起伤口感染和菌血症。近年来海鲜类食品

在市场广泛流通，导致该菌由沿海向内陆传播蔓延，甚至超

过沙门菌和志贺菌，成为腹泻的首要病原菌¨o。为了便于临

床诊断、流行病学调查以及医院感染的监控，在临床应用多

位点序列分型(multilocus sequence typing，MLST)、脉冲场凝

胶电泳(pulse—field electrophoresis，PFGE)等分子分型技术

进行VP分子流行病学的研究，为VP感染防治提供病原学

依据，现将相关研究进展进行综述。

1基本特性

1．1形态及培养VP为G一杆菌，属于弧菌科弧菌属，是一

种多形态菌，其菌体呈杆状、弧状或丝状，无荚膜和芽胞。在

液体培养基中大多数VP有单端鞭毛和侧鞭毛，以便于运动

和黏附；而在半固体或枯稠的表面，它会在细胞周围产生许

多无鞘的周生鞭毛，以利于细菌细胞的群聚。VP对营养要

求不高，但无法在无盐培养基上生长，最适浓度为3．5％，超

过8％则不能生长，耐碱怕酸。

2致病性

VP是一种重要的食源性病原菌，大部分VP并不致病，

只有少部分菌株才有致病性。但研究表明，国内大部分临床

来源的VP分离菌株是致病的，作为大流行株的03：K6也

是普遍存在的¨1。VP引起的疾病一般起病急、临床症状重，

但其致死率较低。由VP引起的大部分胃肠炎可以通过自

身免疫系统抑制，因此，患有肝脏疾病或免疫功能紊乱的群

体可能有生命危险E
6

J。尽管大多数血清型vP是非致病性的，

但研究表明，毒性基因可以通过水平转移的方式从不同属的

致病性弧菌转移到无毒性的VP¨o。

目前关于VP致病机制的研究主要围绕其毒性因子展

开。vP的主要致病因子是溶血毒素，包括直接溶血毒素

(TDH)和TDH相关溶血毒素(TRH)，分别由TDH和TRH

基因编码，具有溶血活性、肠毒素活性、心脏毒素活性及细

胞毒素活性旧J。VP中有两套编码Ⅲ型分泌系统的基因簇，

即T3SS一1和T3SS一2，分别位于大小染色体上∽1。T3SS一1

能够介导宿主细胞的自噬，与宿主细胞凋亡有关，对多种细

胞株均具有毒性；而T3SS一2对部分细胞具有肠毒性。因此，

Ⅲ型分泌系统也被认为是VP的主要致病因子。近年来发

现了VP的Ⅵ型分泌系统(T6SS)，该分泌系统能够增强细菌

对外界环境的适应性，使细菌在菌群中处于生长优势，介导

细菌对宿主细胞的致病性¨⋯。VI型分泌系统的T6SS一1具

有细胞黏附能力，T6SS一2则具有细胞黏附和促细胞自噬两

种能力。

3分子分型技术的发展

VP经典的分类依据是血清型分型，自1996年以来，全

球范围内引发越来越多VP感染和暴发的菌株都属于大流

行株的同源复合体。这种同源复合体的出现引起了人们对

VP非典型性大流行株传播公共健康问题的关注’1“。除了

原始的03：K6血清型外，学者们还鉴定出了至少11种其他

的衍生体¨2|。因此血清学在追溯流行性的同源复合体传播

上是有一定局限性的。随着生物技术的发展，随机引物聚合

酶链反应(PCR)、限制性片段长度多态性分型、随机扩增多

态性DNA分析(random amplified polymorphic DNA，RAPD)、

核糖分型、PFGE、MI ST以及多位点可变数目串联重复序列

分析(muhiple locusvariable number of tandem repeats analysis．
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MLVA)等多种分子生物学分型技术已成功应用于VP分子

流行病学的研究¨3|。这些分子分型技术将有助于在全世界

范围内进行食源性微生物流行病学研究。现针对几种常用

的分子分型技术的研究应用进行阐述。

3．1 RAPD RAPD技术是建立在PCR基础上的一种分子

技术，可对整个未知序列的基因组进行多态性分析，在遗传

图谱构建、群体遗传结构分析、DNA指纹分析和基因定位

等不同领域得到广泛应用。RAPD利用一系列不同的具有

10个左右碱基的单链随机引物对基因组DNA进行PCR扩

增，扩增产物用琼脂糖凝胶电泳分离，获得的电泳带型可用

于比较细菌菌株的亲缘关系，从而反映基因组相应区域的

DNA多态性。目前，我国大部分基层实验室只能开展vP常

规的细菌分离培养及血清学鉴定，无法在基因组水平描述病

原菌所致暴发或流行的遗传背景，并追溯传染源、查明传播

途径。尽管RAPD可重复性和分型力不高，且不同实验室间

的结果不能比较，但其简便快速，且需要的基因组DNA少，

不用事先了解细菌基因组序列就可以准确测出靶序列的特

性，在疾病暴发流行时，是一种用于区分相关菌株和排除不

相关菌株的良好技术¨4|。因此RAPD技术以其简便、快速、

有效等特点，特别适用于在基层实验室应用。

3．2 PFGE PFGE出现于20世纪80年代，用于分析大分

子DNA片段，其重复性好、分辨力强，被称为细菌分子生物

学分型技术的“金标准”¨5I。对比分析不同样品、不同地区

食源性VP染色体PFGE条带图谱，以评价菌株之间的遗传

多样性及环境菌株与分离自患者菌株的相关性，可对食源性

疾病暴发进行早期预警，为疫情防控提供有力的技术保障。

PFGE的基本原理是不断改变凝胶上外加的脉冲电场方向，

从而改变包埋在琼脂糖凝胶中DNA分子的泳动方向。DNA

分子越大则重新定向的时间越长，因此大DNA分子的变化

比小DNA分子慢，从而按染色体大小在凝胶上呈现出不同

的电泳带型。在一定程度上，DNA电泳带的密度可以反映

细菌内DNA的含量及DNA分子大小，最终达到分型目的。

PFGE可直接或间接反映病原体变异分化的本质

即DNA序列的改变，从而实现微观变化的宏观显示¨⋯。

Tenover等¨7 o按其电泳条带不同提出了有关PFGE图谱与

测定菌株相关性的判别标准是图谱一致为相同菌株；有

1～3条带的差异菌株；有4—6条带的差异菌株；或更多条

带的差异菌株。因为细菌的高变异性，判断是否为同一菌株

时允许存在变异，因此该标准尚存在局限性。Talon等。1副在

解释PFGE图谱时提出85％以上条带相同的即为相同菌株，

50％以上条带不同则为不同菌株。美国PulseNet体系中的

6家实验室联合建立了PulseNet VP有效快速的PFGE标准

化分型技术。中国也在2004年9月正式加入了PulseNet网

络，成立了PulseNet China实验室，建立了PFGE标准化方

案和数据库。19|。PFGE方法与其他分型方法相比有着更高

的分辨力和更好的可重复性，且结果稳定、更易于标准化，

可以方便、及时地对不同地区、不同时间、不同致病性菌株

或不能用MLST分型的菌株进行有效分型。同时，计算机凝

胶扫描和软件分析有助于创建病原菌PFGE图谱数据库，通

过数据库的比对来判断被测菌株与相同菌属间的亲缘关系。

PFGE的缺点首先是耗时长，不适用于实验室大量样本分析；

其次是试剂及设备价格非常昂贵；另外，很小的电泳条件改

变就可以导致每条光谱带间距离的变化，因此不适用于不同

实验室间结果的比较。

3．3 MLST MLST是1998年为研究菌群基因结构而设计

的一种高分辨率分型技术。201。MLST通过对多个管家基因

核酸序列的分析，依据等位基因的多样性确定菌株的序列

型，并可通过互联网上的数据库对不同国家、不同地区分离

的菌株进行比较，已成为一种确定全球细菌病原体(如脑膜

炎奈瑟菌和金黄色葡萄球菌)的流行病学方法¨1。22|。早先

的MLST研究旨在探讨VP新的大流行株的进化，研究者假

定其是从一个共同的03：K6进化而来¨3|，研究主要局限于

大流行株菌株，且只检测了4个管家基因，均位于染色体I

上，而VP有2条染色体，使用6～8个基因有益于确定是否

2条染色体都承受类似的进化压力。目前一般选择6～10

个管家基因或广泛存在的毒性基因分别进行PCR扩增，若

不同菌株间PCR产物的核苷酸序列完全一致，则将该序列

类型认定为等位基因。这种数字化结果既准确又清晰，不同

的等位基因将被指定不同的数字，而一个细菌的所有等位基

因数字将构成等位基因谱，不同的等位基因谱组成不同的序

列型(sequence type，ST)，其分析数据可以通过互联网在全

球范围进行比对，在监测全球的流行病上具有强大的优势。

Gonzfilez—Escalona等‘1¨的研究结果表明，MLST适用于

不同地区的VP菌株，采用MLST并对其进行了种群结构调

查，确定了物种克隆扩增中重组／突变的影响。MLST用所

测定的管家基因核苷酸序列组合进行编码分型，可有效分析

不同时间、不同地区临床分离株的遗传相关性，特别是多地

域相关性微生物的流行病学、种内微进化、来源追踪和抗菌

药物耐受研究，数据重复性及可比性好，可共享。MLST产

生的数据可用于细菌进化和种群研究，而不考虑其多样性、

种群结构的演化Ⅲ一，已被临床微生物学家和流行病学家视

为一种重要溯源与进化分析工具。以前的MLST研究说明

了细菌属中的菌株间存在遗传亲缘关系，确定了基因重组及

突变相关进化的重要性和基因水平转移事件在进化过程中

的重要作用[25-26]。但由于MLST主要通过进化过程中高度

保守的管家基因变异对细菌进行分型，因此并不能区分关联

度高的菌株，也不能有效鉴别遗传关系相近的不同血清型菌

株¨7|。同时MLST需要测序仪器且测序费用较高，影响了

其在医院的大量推广和普及，仅局限于在大型的全球性流行

病学研究中心使用。

3．4 MLVA MLVA是近年国外发展起来的以PCR为基础

的快速分析多位点串联重复序列的新方法，是一种细菌二代

分子分型方法。该方法通过区分基因组上多个具有多态性

串联重复序列位点(vNTR)的拷贝数而对菌株进行分型¨“，

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，便于不同实验室间比较。MLVA分型
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与血清学分型、PFGE分型相关性好，不仅能够反映菌株间

基因水平微小变异，同时结果以精确的数字化水平呈现，易

于实验室内和实验室间的比对。MLVA分型方法比MLST

的试验费用低，可以不必测序就获得数字化结果，而数据传

递方便性又与MLST一致。与PFGE相比，MLVA在实验时

间方面很有优势，且实验操作比PFGE简单，分辨效率更高。

MLVA方法不仅适用于进行国际化的比较，而且也适用于基

层实验室的研究应用及进行全世界范围的流行病学研究，目

前在国内一些大型研究中心已经开始得到应用。

4展望

近年来，VP引起的感染暴发逐渐增多，食物中毒的检

出率逐渐升高，故相关部门应根据VP的流行及传播特点制

定更加科学、完善的预防措施，加强对水产品销售、进货渠

道及餐饮业卫生的管理。因此，建立一个从产地到餐桌对海

产品进行监控的食品链检测体系是非常必要的。采用分子

分型技术对菌株进行分型研究，对及时确定污染源，迅速处

理食物中毒有关的应急突发事件和有效治疗具有突出意义。
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