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基于特异性基因的副溶血性弧菌快速分离鉴定

翁仕强, � 赵 勇, � 潘迎捷, � 卢 瑛
(上海海洋大学 食品学院,上海 201306)

摘 � 要: 副溶血性弧菌( Vibr io p ar ahaemoly ti cus )是海洋环境中常见的食源性致病菌。采用自行

设计的改良初筛方案结合 tlh、toxR 这 2种特异性基因的 2次筛选开发了一种副溶血性弧菌的快

速分离鉴定方法。应用该法从海水、海泥及 3种海产品中分离得到了 19株副溶血性弧菌, 再经

16S rDNA 测序对分离鉴定结果的特异性进行了验证。实验结果显示基于 tlh、toxR 这两种特异

性基因分离鉴定所得 19株菌的准确性为 100%, 全程检测时间为 3 d。上述结果显示本研究开发

的基于特异性基因的副溶血性弧菌分离鉴定法是一种高效、快速的检测方法,特异性强且耗时短,

在食源性致病菌的风险评估和大规模样本的分析检测领域具有较高的潜在应用价值。
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Rapid Isolation and Identif ication Method Based on Specif ic Gene

for Vibrio parahaemolyticus

WENG Shi�qiang , � ZHAO Yong, � PAN Ying�jie, � LU Ying

( Co lleg e of Food Science and T echnolog y, Shanghai Ocean Univ ersity , Shanghai 201306, China)

Abstract:Vibr io Parahaemoly ti cus is a f requent food- borne pathogen in marine environments. A

rapid iso lation and ident if ication method for V ibrio Parahaemoly t icus w as developed in this study

by combining an improved screening method w ith a second scr eening based on specif ic g enes ( tlh

and tox R) . By using this method, 19 st rains of Vibr io par ahaemoly t icus were isolated f rom

marine w ater, ooze and thr ee marine products. Also, the 16S rDNA fr om the iso lated str ains w as

sequenced to v alidate the specificity. T he results obtained by the specific t lh, toxR gene

ident if ication method w er e consistent w ith that from 16S rDNA sequencing , show n that the

veracity of the identif icat ion method based on specific gene is 100% . Our results appeared that

the isolat ion and ident if icat ion method based on specif ic genes for Vibr io parahaemoly t icus is an

eff icient and rapid method, w hich has high specif icity and is timesav ing, only need 3 days. It

w ould be high potent ial application in the field of risk assessment of food�borne pathogens and o f
the lar ge�scale detect ion researches.
Key words: Vibr io par ahaemoly t icus , specific gene, tlh, toxR, identif icat ion



� � 副溶血性弧菌( Vibr io p ar ahaemoly ti cus, 简称

V. parahaemoly t i cus 或 Vp )是一种革兰氏阴性的

嗜盐微生物,属于弧菌属, 是沿海地区常见的一种

食源性致病菌, 能够引起人类肠胃炎
[ 1]
, 同时也能

感染鱼、虾、蟹类以及甲壳类等多种水产动物, 对其

养殖带来不利 [ 2- 3]。它主要存在于海水环境中, 如

海产鱼、虾、贝类以及海水、海泥等。副溶血性弧菌

引起的食物中毒事件在世界各地区频繁发生, 以沿

海城市为主[ 4]。目前,副溶血性弧菌的传统分离鉴

定流程为:样品先经液体培养基培养增菌, 然后用

副溶血性弧菌的选择性培养基进行培养分离纯化

出单菌落,最后经一系列的生理生化鉴定来确定分

离菌是否为副溶血性弧菌。因为弧菌属的多种细

菌在分类学上与副溶血性弧菌很相近,它们的生理

生化鉴定结果很相像, 因此传统的分离鉴定方法有

假阳性反应,在可靠性方面有所欠缺, 此外整个流

程耗时长,一般需要 5~ 7 d。

PCR方法应用于检测环境中的微生物有助于

提高检测的迅速性和准确性。研究显示, 副溶血性

弧菌中的 t lh、toxR基因具有特异性保守片段
[ 5- 7]

,

可用于设计 PCR的特异性引物, 其中 t lh基因编码

副溶血性弧菌的不耐热溶血毒素( T LH ) , 所有的副

溶血性弧菌都有该基因,因此 t lh基因具有种特异

性,目前国内外研究者在开发副溶血性弧菌的 PCR

检测技术时大都选用该基因。toxR 基因最早是在

霍乱弧菌中发现, 后来研究人员发现 toxR 基因在

副溶血性弧菌中也存在, 主要起调控基因的功

能
[ 8]
。本研究采用自行设计的改良初筛方案结合

t lh、to xR 这两种特异性基因的 2 次筛选方法开发

了一种副溶血性弧菌的快速分离鉴定方法, 为今后

副溶血性弧菌的大规模分离纯化及高通量式快速

分离鉴定方法的开发奠定了基础。

1 � 材料与方法

1. 1 � 实验材料

菌株:副溶血性弧菌标准菌株 AT CC 33846, 购

自中国科学院微生物研究所; 样品: 海泥、海水、蟹

和黄泥螺于 2009年 6 月采自上海市临港新城东海

大桥附近滩涂, 蛤蜊于2009年5月购自上海新芦苑

集贸市场;培养基及试剂: 碱性蛋白胨水 ( APW)自

行配制, 硫代硫酸盐�柠檬酸盐�胆盐�蔗糖琼脂
( TCBS)、胰蛋白胨大豆琼脂( T SA)、胰蛋白胨大豆

肉汤( TSB) ,三糖铁( TSI)琼脂购自北京陆桥公司,

TaqDNA 聚合酶购自 T AKARA 公司, D2000 DNA

Ladder M arker 购自贝博公司; 主要仪器: Stomach�

er �细菌分离器: 德国 Eppendorf 公司产品, UVP

EC3凝胶成像系统:美国UVP 产品, Eppendorf AG

PCR仪等:法国 Intersecince 产品。

1. 2 � 实验方法
1. 2. 1 � 副溶血性弧菌的分离方法 � 各取海水 25

mL、海泥 25 g ,分别加至 225 mL APW 培养基中,

混匀后放入 37 � 培养箱内过夜培养; 食物样品无

菌操作各取 25 g, 分别放入均质袋中, 各加入 225

mL APW培养基,然后放入均质器( Stomacher �细
菌分离器)中拍打 2 min(拍打速度为 6次/ s)后, 扎

好袋口置于 37 � 培养箱内过夜培养。次日取上述

2种培养液于含 3 g/ dL NaCL 的 TCBS 平板上划

线分离, 37 � 过夜培养。挑取 T CBS平板上的绿色

或蓝绿色可疑单菌落划线于 3 g/ dL NaCl T SA 平

板上纯化培养后做下一步鉴定。上述实验均在无

菌超净台中进行。

1. 2. 2 � 副溶血性弧菌的鉴定 � 首先采用 3 g/ dL

NaCl TSI试验进行初筛,然后将 TSI 试验现象符合

的可疑菌落采用 PCR扩增 tlh 与 toxR基因以确定

副溶血性弧菌,最后对含 tlh、toxR 2种基因的分离

菌进行 16S rDNA 测序进行验证。

1) TSI 试验 � 挑取 3 g/ dL N aCl T SA 平板上

的纯培养菌落接种于 3 g/ dL NaCl TSI 斜面(底部

穿刺,斜面划线) , 37 � 培养过夜。底部变黄, 斜面

变红,不产气泡为副溶血性弧菌的试验现象。

2) 菌株总 DNA 的提取 � DNA 提取采用热裂

解法,刮取一环 3 g/ dL NaCl TSI 斜面上可疑菌落

培养物接至 100 �L 3 g / dL 生理盐水中,悬浮后 10

000 g 离心 10 m in, 除去上清。在沉淀中加入 100

�L 无菌 NaOH( 50 mmol/ L ) , 重悬后 100 � 加热处

理 10 min。然后取 50 �L 处理液, 加入 8 �L T ris�
HCl( 1 mo l/ L , pH 值为 7� 0)中和pH 值后 10 000 g

离心 10 m in,取上清(即 DNA 模板) - 20 � 保存。

3) tlh、toxR 基因的 PCR扩增及其特异性表征

� PCR 引物见表 1, 扩增条件见表 2。t lh、toxR 2

种基因 PCR扩增产物的特异性表征采用 1 g/ dL 琼

脂糖凝胶电泳结合 16S rDNA 测序方式,测序结果

首先在 NCBI 上进行基因比对, 然后通过 MEGA4

软件构建包括 19株分离菌、9株弧菌以及 2 株非弧

菌 16S rDNA 序列的系统发育树。

2 � 结果与分析

2. 1 � 副溶血性弧菌分离鉴定结果

从 T CBS选择性培养基上挑取 28 株蓝绿色菌

落, 所有菌落均先划线于 T SA 平板上纯化培养后
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再做鉴定实验。

表 1 � tlh、toxR基因的扩增引物

Tab. 1 � Oligonucleotide primers of tlh gene and toxR gene

目的
基因

引物
名称

序列( 5'�3') 目的片段
大小( bp)

tlh L�t lh AAAGCAGATTAT
GCAGAAGCACTG

450

R�tlh
GCT ACT TTCTAGCA

T TTTCT CT GC

toxR toxR�F1 GTCTTCTGACGCAA
T CGTTG

368

to xR�R1 ATACGAGT GGTTGCT
GTCAT G

表 2 � tlh、toxR基因的 PCR扩增条件

Tab. 2 � Amplif ication prof iles of PCR

目的
基因

预变性 变性 退火 延伸 循环数

tlh
94 � ,
5 min

94 � ,
1 min

55 � ,
45 s

72 � ,
1 min

30

toxR
94 � ,
5 min

94 � ,
1 min

57 � ,
1� 5 min

72 � ,
1� 5 m in

20

2. 1. 1 � T SI试验结果 � 28株分离菌的 T SI试验显

示,有 23株与对照的标准菌株一样显示底部变黄,

斜面变红,不产气泡现象, 因此我们选取了这 23 株

疑似副溶血性弧菌进行后续的 PCR鉴定。

2. 1. 2 � t lh、tox R 基因的 PCR 扩增结果 � 23株副

溶血性弧菌疑似菌的 tlh基因扩增结果见图 1。由图

1可知,有 19株分离菌在 450 bp附近处扩增出与标

准菌株一致的基因片段,与预期的 tlh基因片段大小

吻合,说明这 19株分离菌含有 tlh基因。随后我们选

取这 19株含 tlh基因可疑菌株进行了 toxR 基因的

PCR扩增,结果发现这 19株分离菌在 368 bp附近处

均扩增出与标准菌株一致的基因片段(见图 2) , 该片

段大小与预期的 toxR基因相吻合。

M: D2000 DNA Marker; 1: 空白对照; 2: 副溶血性弧菌

AT CC 33846; 3�25: 疑似菌株

图 1� PCR 扩增分离菌株 tlh基因电泳图谱

Fig. 1� PCR profiles of tlh gene of suspectable strains i�

solated from samples

M: 100 DNA ladder; 1: 空白对照; 2: 副溶血性弧菌 AT CC

33846; 3�25: 疑似菌株

图 2� PCR扩增分离菌株 toxR基因电泳图谱

Fig. 2 � PCR profiles of toxR gene of suspectable strains

2. 1. 3 � 16S rDNA 测序验证 � 以含有 t lh 和 toxR

基因的 19 株菌为对象, 扩增了这 19 株分离菌的

16S rDNA,然后送上海桑尼生物科技有限公司测

序, 再进行序列比对并构建系统发育树。测序结果

显示, 这 19株分离菌与副溶血性弧菌的序列相似

度为 99%~ 100%。以这 19株分离菌和 11株已知

菌的 16S rDNA序列比对并通过 MEGA 4软件分

析建立的系统发育树(见图 3) , 系统发育树显示这

19株分离菌与副溶血性弧菌的遗传距离最近。上

述结果显示, 这 19 株含有 tlh 和 toxR 基因的分离

菌均为副溶血性弧菌。

3 � 结 � 语

目前,食源性致病菌的检测正朝着快速、灵敏、

特异性强、成本低的方向发展, 目前在我国的食品

工业领域,食源性致病菌的检测以传统的生理生化

分离鉴定方法为主, 一般需要 7 d左右, 耗时长, 步

骤多,给质控和监控部门带来很大的不便性。Ying

Bu Kim 等 [ 7]用 373株已确定的副溶血性弧菌分别

做理化鉴定和 PCR 鉴定, 结果显示理化结果有 47

株显示为阴性,而 PCR鉴定结果全为阳性。由此可

见, PCR分离鉴定方法准确性较高。本研究采用国

标 GB/ T 4789. 7�2008的增菌方法结合改良式初筛
和 PCR扩增特异性基因的方法来分离鉴定海水环

境中的副溶血性弧菌。首先,我们利用副溶血性弧

菌的嗜盐性设计了选择性培养基( 3 g / dL NaCl 的

TCBS)结合三糖铁理化试验进行可疑菌株的初筛,

之所以在初筛中选择三糖铁试验是因为我们经过

多次分菌筛选发现三糖铁试验的结果对副溶血性

弧菌的筛选性能最好。初筛结束后, 选取了副溶血

性弧菌的 t lh和 tox R 这 2种特异性基因进行 PCR

扩增对可疑菌株进行 2 次筛选,最后通过测序比对
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来验证基于这 2种基因的 2次筛选结果的准确性。

实验结果显示初筛时选取的可疑菌株其准确率为

82. 6%。初筛后再经副溶血性弧菌的 t lh 和 toxR

这 2种特异性基因的 2 次筛选,测序比对分析后发

现其准确性为 100%, 说明本研究所选用的引物特

异性强,可靠性高。

注: G1�G5, N1�N6, S 1�S2, X1�X2与 L1�L4为 19株分离菌,其余为 GenBank收录的菌株;圆括号内为其 GenBank中的收录号,每个

分支点处的数字为 Bootst rap( 1000次抽样)的支持百分率。

图 3� MEGA4软件构建的 19 株分离菌的 16S rDNA 系统发育树

Fig. 3� Phylogenetic tree of the 19 isolated strains structure by MEGA4

� � 副溶血性弧菌的特异性基因有: tlh 基因、gy rB

基因、F la 基因、toxR 基因等。它们在副溶血性弧

菌弧菌中均有一定的保守性。另外,还有研究者设

计耐热直接溶血素基因( tdh)的特异性 PCR 引物,

用于分离致病性副溶血性弧菌 [ 10]。作者所在研究

室过往在以 t lh 基因鉴定副溶血性弧菌时曾发现有

2株分离菌 PCR检测时为 t lh 阳性, 但经 16S rD�
NA 测序比对后发现是哈维氏弧菌。故此, 本研究

在 2次筛选时选用了 t lh 与 toxR 2 种基因进行

PCR检测以确保高准确性,同时因为准确性有了双

重保险,建议实际应用时可以省略测序过程以减低

检测成本。

综上所述, 相较于传统的理化分离鉴定法, 本

研究开发的基于特异性基因的副溶血性弧菌快速

分离鉴定法检测特异性强且耗时短、成本低, 整个

过程包括分离、纯化、鉴定,耗时 3 d, 检测结果准确

性高,是一种快速简便且高效的方法(见图 4)。

图 4 � 传统方法与本研究的 PCR 方法流程图

Fig. 4 � Flow chart of conventional isolation and PCR

method in our study

� � 若结合全自动核酸提取仪,今后还可以在此方

法的基础上进一步开发副溶血性弧菌的高通量检

测方法,在食源性致病菌的风险评估和大规模样本

的分析检测领域具有较高的潜在应用价值。
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