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血清型
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毒力基因!
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副溶血弧菌$

RD

%是一种在世界沿海国家和地区流行较

为广泛的一种食源性致病菌#主要导致人类的急性腹泻'

RD

感染威胁着公众健康并为患者带来了经济负担'据统计#在美

国#每年平均有
$*77*

$

%3!7#

#

"3#!)

%例
RD

感染事件#病死

率约
#2+i

)

%

*

'在日本(中国台湾和越南等地#大约一半的食

源性暴发事件由
RD

引起)

!6$

*

'我国的食源性疾病监测网数据

显示#

RD

感染暴发事件居微生物食源性疾病爆发的首位)

*

*

'

本研究收集了临床腹泻患者的粪便标本#开展
RD

的血清型及

基因分型特征研究#通过血清分型(毒力基因检测及多位点序

列分型$

C-;'

%#探讨临床
RD

的流行特点#为防控
RD

感染提

供参考依据'

@

!

资料与方法

@2@

!

菌株来源
!

标本来源于本地区
!#%#

#

!#%*

年的急性腹

泻患者#纳入标准!每日排便不少于
$

次#且大便性状有改变

$呈稀便(水样便(黏液"脓液便或脓血便等%#病程不超过
%*P

'

@2A

!

方法

@2A2@

!

菌株的分离及鉴定
!

标本采集后直接接种于碱性蛋白

胨水进行增菌#

RD

的分离培养与鉴定按.全国临床检验操作

规程/

)

"

*进行'采用法国生物梅里埃公司产品
R5':4!(<M6

U

>.=

微生物鉴定仪进行细菌鉴定'

@2A2A

!

血清分型
!

购买日本生研株式会社生产的
RDb

(

4

抗

原分型诊断血清#用玻片凝集法进行
b

(

4

血清型鉴定#具体操

作步骤严格按照操作说明书'

@2A2B

!

毒力基因检测
!

将分离鉴定的
RD

菌株#纯培养后制

备成菌悬液#煮沸法提取菌株
]9&

模板#毒力基因
=PJ

和
=NJ

的引物序列及反应条件参考以往报道)

7

*

'

@2A2C

!

C-;'

!

7!

株临床来源的
RD

进行
C-;'

分析'实验

方法参照
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"%提供的标准进行!对
RD

的
)

个管家基因
PA>:

(

EO

N,

(

NI.&

(

P=P;

(

U

A=&

(

UO

N(

和
=A>&

进行
D(8

扩增#产物测

序结果与
U

TSC-;'

数据库进行比对#获得各管家基因位点的

等位基因数值#并形成相应的等位基因谱#判断其序列型

$

;'

%'引物由上海生工生物工程有限公司合成'
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结
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果

A2@

!

血清型分布
!
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株
RD

分为
)

种不同的血清型#以
b$h

47

为主#有
*7

株#占
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#其次是
b*h473
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株%#
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株%和
b1'h41'

$
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株%&

!

株为
b*h41'

&

b%h

41'

和
b$h41'

各
%

株#见表
%

'

b1'

指
b

血清型未能鉴

定&

41'

指
4

血清型未能鉴定'
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毒力相关基因分布 对
7!

株
RD

进行
=PJ

和
=NJ

毒力基因
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%分离菌携带
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基因#而
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阳性株仅
$

株'具体组合基因型表现为!
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$

j
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=NJ

$
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%菌株
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株#

=PJ
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j

%

=NJ
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%菌株
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%菌株
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'

表
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株
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血清型及毒力相关基因分布情况$
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株
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分属于
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共
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占
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株#
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*

种
;'

型$
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和
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RD

是我国东南沿海地区一个重要的食源性致病菌)

)

*

'

目前#

RD

共有约
)"

种血清型与人类腹泻有关'

%++7

年
!

月

以来#一种新的具有特种基因型别的
b$h47

血清型菌株在亚

洲(美洲(非洲和欧洲的国家和地区发生大规模的洲际流行)

3

*

'

在我国#

b$h47

型菌株也是最主要的血清克隆群)

)

*

'本研究

共发现
)

种血清型#其中
b$h47

型是最重要的血清型#占

)*2%+i

&其次是
b*h473

$

7

株%和
b%h4"7

$

$

株%#和世界

许多国家流行的血清型基本一致'本研究中
$

株菌$

b1'

!

41'

%未能鉴定出
b

和$或%

4

血清型#可能与菌株本身在宿主

体内容易发生血清抗原转变有关#这些菌株需要进一步的研究

来明确其基因分型特征'

=PJ

被认为是
RD

的最主要的毒力因子#本研究中分离到

的绝大多数
RD

菌株表现为
=PJ

阳性和
=NJ

阴性#只有
$

株同

时携带
=PJ

和
=NJ

基因#这说明了
=PJ

是本地区
RD

最主要的

致病因子'同时#还发现
$

株菌均未携带
=PJ

和
=NJ

基因#这种

现象在其他研究结果中也有报道)

+

*

#所以推测#

RD

致病性除

了与
=PJ

和
=NJ

有关外#这些表现为两者均阴性的菌株还可能

存在的其他独立致病因子'但是#不能排除患者的体内同时存

在的其他致病性微生物的混合感染#而这些其他微生物才是真

正致病的元凶#在被检出的情况下#这些本不致病的
RD

菌株

误被当成了致病菌'所以#临床标本中检测到的
=PJ

阴性和

=NJ

阴性的菌株到底是不是真正的致病菌以及其的致病性强度

还有待进一步分析'

随着分子生物学检测技术的发展#多种细菌分型技术如血

清学分型(噬菌体分型及脉冲场凝胶电泳$

D0B:

%等被广泛应

用于副溶血性弧菌的分型研究#在
RD

的疾病预防和暴发的防

控中起着非常重要的作用'

C-;'

是一种较新的分子分型方

法#以细菌基因组中管家基因的序列分析为基础#具有较高的

分辨率和识别度#能更好地理解菌株间的遗传亲缘关系以及基

因水平转移对细菌进化的重要性'本研究对
7!

株
RD

进行了

C-;'

分析#共分出
)

种
;'G

#其中
;'$

共
"$

株#占
3"2"#i

#

是优势型别#但同时又存在着多种亚型'

综上所述#本研究通过开展本地区急性腹泻人群中
RD

的

研究#获得了
RD

血清型构成情况&同时通过开展毒力相关基

因检测及
C-;'

分子分型研究#为
RD

的致病机制及分子流行

病学研究提供了科学数据支持#为更好地做到
RD

感染性腹泻

的防控和预警提供了重要的参考依据'
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