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摘要：对连云港周边不同海域的海水及海产品中的副溶血性弧菌（Ｖｉｂｒｉｏｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ，Ｖｐ）进行分离，对检出
菌株进行溶血性及耐药性检测。菌株检出率７８％，溶血素阳性率６８％，文蛤浸养感染率及死亡率２０％～３０％；耐
药性检测结果表明，其对ＧＮ、ＳＸＴ、ＴＥ、ＣＡＺ、ＣＴＸ、ＣＲＯ、ＣＩ、ＤＯ和ＮＯＲ较为敏感，耐药率低于１０％；对ＦＲ和ＡＭＰ
的耐药率在６０％以上。连云港海域内及海产品中均存在副溶血性弧菌的污染，其中ＴＲＨ型毒素分布较多。对海
水养殖行业及人体健康具有潜在危险性。
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　　海水集约化养殖业的飞速发展，促进了水体的
营养富集化进程，弧菌类为主的各种致病菌导致养

殖生物诸多病害的发生，给养殖业带来巨大的损失。

副溶血性弧菌（Ｖｉｂｒｉｏｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ，Ｖｐ）是一种
嗜盐性细菌，分布于海湾、近海海域、盐湖及海产品

中，是海洋水体及海洋生物的主要致病菌之一。副

溶血弧菌能感染海水鱼类、对虾、甲壳类等多种水产

动物，是一类严重危害海水养殖的重要病原菌，同时

也是沿海地区夏秋季食物中毒的主要病原菌。

为了解江苏连云港周边海域及海产品中该菌的

分布状况及其潜在危害性，为水产决策部门及养殖

单位提供科学依据，我们对该海域的海水及海产品

中的副溶血性弧菌进行了分离，并对检出菌株进行

溶血性检测、抗生素敏感试验及文蛤毒力试验。

１　材料与方法

１．１　样本
２００６年９、１０月份收集江苏省连云港市沿海不

同区域的海水（一般海水、水产养殖池海水）２１份，
海产品样本分别采自连云港市墟沟、新浦水产品市

场（海洋鱼类、章鱼、乌贼、对虾、文蛤等），共计 ４７
份。海水样本通过离心处理（５０００ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ），
收集沉淀物待用。海产品用流水冲洗体表，鱼体去

头去鳞，虾、贝去壳待检。

１．２　仪器与试剂
ＴＣＢＳ琼脂购自青岛高科园海博生物技术有限

公司；碱性蛋白胨水、３．５％氯化钠三糖铁琼脂为本
单位微生物实验室配制；抗生素药敏纸片（氨苄西

林 ＡＭＰ、呱拉西林 ＰＩＰ、头孢拉定 ＣＡＺ、阿莫西林
ＡＭＣ、头孢 ＣＴＸ、头孢曲松 ＧＲＯ、氯霉素 ＣＩ、庆大霉
素ＧＮ、阿米卡星ＡＫ、强力霉素ＤＯ、痢特灵ＦＲ、四环
素ＴＥ、甲氧苄啶 ＳＸＴ、诺氟沙星 ＮＯＲ、环丙沙星
ＣＩＰ）购自杭州天和微生物试剂有限公司；ＡＰＩ－
２０ＮＥ试条及ＶＩＴＥＫ－ＮＦＣ试卡购自法国生物梅里
埃公司。

１．３　方法
１．３．１　定性试验　用灭菌剪刀取鱼肉及虾腹节肌
肉、贝类肌肉２５ｇ，在２２５ｍＬ灭菌碱性蛋白胨水中
充分均质后，于３７℃、１８ｈ增菌，划线接种 ＴＣＢＳ平
板，海水沉淀物同样增菌后划线，挑取 ＴＣＢＳ平板上
草绿色圆形菌落接种在三糖铁斜面，用ＡＰＩ－２０ＮＥ
试条及ＶＩＴＥＫ试卡进行鉴定，耐盐试验（０、３．５％、
７％、１０％ ＮａＣｌ）作进一步鉴定。样本接种及菌株分
离按操作规程进行（叶应妩和王毓三，１９９７）。
１．３．２　溶血素检测试验　将分离菌的纯培养物接
种于羊血琼脂平板（３．５％ ＮａＣｌ）上，检测耐热溶血
素（ｔｈｅｒｍｏｓｔａｂｌｅｄｉｒｅｃｔｈｅｍｏｌｙｓｉｎ，ＴＤＨ）和不耐热溶
血素（ｔｈｅｒｍｏｓｔａｂｌｅｒｅｌａｔｅｄｈｅｍｏｌｙｓｉｎ，ＴＲＨ），经３７℃、
１８～２４ｈ培养，观察溶血情况，菌苔周围出现溶血
圈为阳性。阳性菌株用ＰＣＲ法检测ｔｒｈ基因。根据
Ｇｅｎｅｂａｎｋ中 ｔｒｈ序列（Ｍ８８１１２）设计引物，上游：５，
－ＣＧＡＴＧＡＡＡＣＴＡＡＧＡＣＴＣＴＡＣＴＴ－３；下游：
５，－ＧＣＴＴＡＡＡＴＴＴＧＴＧＡＣＴＴＡＣＡＴＴ－３；以随
机抽取的１株阳性菌株基因组为模板进行 ＰＣＲ扩
增。条件为９４℃预变性 ５ｍｉｎ，９５℃变性３０ｓ，５２℃
退火３０ｓ，７２℃延伸４０ｓ，７２℃终止延伸１０ｍｉｎ。



１．３．３　感染文蛤试验　随机取海水养蛤池中检出
菌株３株，用２４ｈ培养菌制成生理盐水菌悬液，加
入饲养文蛤的玻璃缸中，每天加入２．０×１０８个／ｍＬ
菌悬液１２ｍＬ，共加７ｄ，水体中菌密度为 ５．４×１０５

个／ｍＬ；同时以不加菌为对照组。
１．３．４　药敏试验　药敏试验采用 ＷＨＯ推荐的 Ｋ
－Ｂ法，结果按美国临床实验室（ＮＣＣＬＳ）１９９９年标
准进行判断。

２　结果

２．１　定性试验
本研究中３１％的样品来自连云港沿海不同水

体，６９％来自农贸市场，Ｖｐ的检出率为７８％，其中
市场样品平均菌量最高，其次是水产养殖池，一般海

水中较低（见表１），样品含菌量的差别说明副溶血
性弧菌的污染状况。经耐盐试验检测，检出菌均具

有一定的嗜盐性，在３．５％、７．０％ ＮａＣｌ蛋白胨水中
均能良好生长，而在０、１０％ ＮａＣｌ浓度中不生长。
２．２　溶血素检测试验

将检出菌株分别划线接种在羊血琼脂平板

（３５％ ＮａＣｌ）上，６８％（３６／５３）菌株为阳性。阳性
菌株随机抽取１株 ＰＣＲ法检测 ｔｒｈ基因，扩增出预
期大小的特异性条带（见图１），结果与羊血琼脂平

板检测一致。

表１　不同采样点副溶血性弧菌检测结果
Ｔａｂ．１　ＴｈｅｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆＶｉｂｒｉｏｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ

ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓａｍｐｌｉｎｇｓｉｔｅｓ

采样点

Ｓａｍｐｌｉｎｇ

ｓｉｔｅｓ

样本

数／

个

Ｓａｍｐｌｅｓ

不同样品菌量中的Ｖｐ检出率／％

ＴｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒａｔｅｏｆＶｐｉｎ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓａｍｐｌｅｓ
０ ＜１０２ １０２～１０３ １０３～１０４ ＞１０４

一般海水 １０ ６０ ２０ １０ １０ ０
养殖池海水 １１ ３７ １８ ３７ ８ ０
市场海产品 ４７ １０ ４０ ３７ ３ １０

　　１－λＤＮＡＭａｒｋｅｒ（ＨｉｎｄＩＩＩ／ＥｃｏＲＩ）；２－阴性对照（无菌水为模

板）；３－阳性结果（阳性菌株）。

１－λＤＮＡＭａｒｋｅｒ（ＨｉｎｄＩＩＩ／ＥｃｏＲＩ）；２－ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ（ｓｔｅｒｉｌｅ

ｗａｔｅｒｆｏｒｔｅｍｐｌａｔｅｓ）；３－ｐｏｓｉｔｉｖｅｒｅｓｕｌｔｓ（ｐｏｓｉｔｉｖｅｓｔｒａｉｎ）．

图１　ｔｒｈ基因ＰＣＲ结果
Ｆｉｇ．１　ＴｈｅＰＣＲｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｒｈｇｅｎｅ

２．３　感染文蛤试验
感染文蛤的试验结果见表２。

表２　感染文蛤的试验结果
Ｔａｂ．２　Ｉｎｆｅｃｔｅｄｃｌａｍｓｓｕｐｐｏｒｔｔｈｅｆｉｎｄｉｎｇｓｏｆｔｈｅｔｒｉａｌ

菌株号

Ｓｔｒａｉｎ

菌液日添

加量／ｍＬ

ｔｈｅａｄｄｉｔｉｖｅ

ｑｕａｎｔｉｔｉｅｓｏｆ

ｂａｃｔｅｒｉａ

文蛤数／

只

Ｃｌａｍｓ

第１天

１ｄ

第２天

２ｄ

第３天

３ｄ

第４天

４ｄ

第５～７天

５～７ｄ

感染率／

％

Ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

死亡率／

％

Ｄｅａｔｈｒａｔｅ

１２ １２ １０ 正常 正常 死亡１只 死亡２只 ７只正常 ３０ ３０
１４ １２ １０ 正常 正常 正常 死亡２只 ８只正常 ２０ ２０
２１ １２ １０ 正常 正常 正常 死亡１只 死亡２只 ３０ ３０
对照 ０ １０ 正常 正常 正常 正常 死亡１只 １０ １０

２．４　药敏试验结果
检出副溶血性弧菌对１５种抗生素的耐药情况

如图２所示。耐药率最高的是 ＡＭＰ，为７１％；其次
为 ＦＲ６１％、ＰＩＰ３０％、ＣＩＰ２９％、ＡＫ２６％、ＡＭＣ
１０％、ＧＮ７．８％、ＳＸＴ６．３％和 ＴＥ５％；副溶血性弧
菌ＣＡＺ、ＣＴＸ、ＣＲＯ、ＣＩ、ＤＯ和ＮＯＲ耐药性极低。

３　讨论

本研究是国内首次对某一地区海域、海水养殖

池以及本地海产品中的副溶血性弧菌分布状况进行

的定量和定性检测的研究。微生物污染危险性评估

在食品行业经常开展，而在海水养殖行业进行类似

评估的报道极少。

图 ２　副溶血性弧菌的耐药性检测结果

Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆＶｉｂｒｉｏ

ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ
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对副溶血性菌致病机制的初步研究发现其致病

力主要有侵袭力、溶血毒素和尿素酶。流行病学调

查表明其致病性与其溶血能力呈平行关系。产生２
种类型的溶血素，即耐热的直接溶血毒素（ＴＤＨ）和
不耐热的溶血相关毒素（ＴＲＨ）。２种溶血素均具有
致死性，注射纯化的ＴＤＨ５μｇ或ＴＲＨ１０μｇ，均可使
５周龄的小鼠在 １ｍｉｎ内死亡（ＨｏｎｄａＴｅｔａｌ，
１９８８）。Ｋｉｓｈｉｓｈｉｔａ等（１９９２）研究认为，ｔｒｈ基因产物
对人、鼠、羊 、牛的红细胞均有溶血作用，ｔｄｈ基因产
物对羊的红细胞不敏感。本研究的溶血素检测，采

用羊血琼脂，６８％菌株为阳性，ＰＣＲ检测 ｔｒｈ基因加
以肯定，说明ＴＲＨ毒素较多，在海水、海水养殖池、
海产品中均有一定的分布，市场海产品携带居多，对

本地区水产养殖及人体健康有潜在的危险。本研究

在采集样本时，正值文蛤养殖病害爆发，所以本研究

中感染试验选用同时期的健康文蛤作为对象。一般

认为溶藻弧菌和鳗弧菌很少经口传染引起弧菌病，

副溶血弧菌引起的病害是否经口传染尚未见报道。

本次试验结果表明，感染３ｄ后文蛤有少量死亡，７ｄ
死亡率达２０％～３０％；但作者认为，供试样本偏少、

该时期的文蛤病害是否由副溶血性弧菌引起、采集

的健康文蛤是否已经被感染、实验室条件与养殖池

的差异性以及其它一些相关影响因素均存在着很大

的不确定性，有关这方面的研究有待进一步深入。

副溶血性弧菌对ＧＮ、ＳＸＴ、ＴＥ、ＣＡＺ、ＣＴＸ、ＣＲＯ、
ＣＩ、ＤＯ、ＮＯＲ较为敏感，耐药率低于１０％；对 ＦＲ和
ＡＭＰ的耐药率在６０％以上。耐药性高与本地区在
水产病害防治过程中经常使用ＦＲ、ＡＭＰ有关。
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