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摘  要: 2007~2008 年间, 我们调查了浙江沿海地区海产品和养殖环境中副溶血弧菌的污染状况, 
并分析了不同来源副溶血弧菌中主要毒力相关基因tdh、trh、ureC和T3SS2(vscC2、vcrD2)的分布

特征及溶血表型与尿素酶表型。结果显示, 566 份样品中共分离到 395 株副溶血弧菌, 检出率高达

70%, 毒力相关基因分析结果发现, tdh基因阳性率为 10.1%, trh与ureC基因阳性率分别为 20.0%与 
11.1%, 40 株tdh+菌中组成T3SS2 的vscC2 基因阳性率为 32.5%, 其中 38 株tdh+菌的神奈川试验亦呈

阳性; 但在 44 株trh+-ureC+菌株中, 尿素酶表型阳性只有 6 株。试验表明, 浙江沿海地区海产品及

其养殖环境中副溶血弧菌污染状况比较严重, 且有相当比例的菌株携带毒力或疑似毒力基因。研

究结果为深入探索副溶血弧菌的致病性、基因结构与功能(或表型)及其分子演化提供基础。 
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Abstract: Several aquatic species and their enviroments were examined for presence of Vibrio parahaemo- 
lyticus between 2007 and 2008 in the coastal areas in Zhejiang province, and some virulence-related genes 
such as tdh, trh, ureC and vscC2 were investigated from the isolates. V. parahaemolyticus was recovered 
from 70% of the samples tested (395/566). The genes tdh, trh and ureC existed in 10.1%, 20.0% and 11.1% 
respectively from 395 isolates. Among the 40 tdh-positive isolates, 32.5% harbored the vscC2 gene, one of 
the type three secretion system 2 (T3SS2) gene family. Thirty-eight of the 40 tdh-positive isolates were posi-
tive for the Kanagawa phenomenon. Out of 44 trh-and-ureC-positive isolates, only six exhibited urease 
phenotype. Overall, this study reveals the significant prevalence of Vibrio parahaemolyticus in seafoods and 
their habitats with high diversity of virulence genes. Representative V. parahaemolyticus isolates could be 
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used for further investigation into their pathongenecity, functional genomics, and molecular evolution. 

Keywords: Aquatic species, Vibrio parahaemolyticus, Virulence genes 

副溶血弧菌(Vibrio parahaemolyticus, VP)是一
种革兰氏阴性嗜盐菌, 广泛存在于河口和海洋环境
中, 它不仅严重危害海水养殖业, 还能引发人类胃
肠炎等食物中毒病。我国部分沿海地区副溶血弧菌

引起的食物中毒在细菌性食物中毒中居首位, 主要
因误食受该病原菌污染或加工不当的海产品而引起, 
近年来由其引发的食物中毒事件层出不穷[1−3]。耐热

直接溶血素(TDH)和TDH-相关溶血素(TRH)被认为
是副溶血弧菌主要的致病因子[4,5], 分别由 165 个氨
基酸组成, 两者的同源性为 67%, 并且有相同的生
物学活性, 如溶血活性、肠毒活性、细胞毒性和心
脏毒性[6,7]。几乎所有临床分离株都可产生神奈川现

象(Kanagawa phenomenon, KP), 这种现象与TDH有
关 [8], 虽然环境分离株很少有KP阳性者, 但只要携
带tdh或trh基因就可被认为是毒力株[5]。与其它弧菌

一样 , 部分副溶血弧菌临床分离株产生尿素酶 [9], 
研究表明纯化的尿素酶能引起乳鼠肠液的积聚 [10], 
而ureC基因是尿素酶基因簇中最稳定的结构基因[6], 
有学者认为副溶血弧菌尿素酶阳性与携带trh基因有
关, 尿素酶基因簇与trh基因连锁[11,12]。此外, 近期在
对副溶血弧菌临床株RIMD2210633(KP+, O3: K6)的
研究中发现了另外一类毒力因子——三型分泌系统
(T3SS), 由位于染色体 1 和 2 上的T3SS1 及T3SS2
两个基因簇构成 , 分别与细菌对机体的细胞毒性
和肠毒性有关 , 其中T3SS2 基因簇位于毒力岛上
tdh的两个拷贝之间 , 且只在KP阳性的菌株中存在
[13]。 

本研究调查了浙江沿海的舟山、宁波、温州、

台州地区海产品和养殖环境中的副溶血弧菌污染状

况, 进而探索不同来源副溶血弧菌分离株中主要毒
力相关基因 tdh、trh、ureC和 T3SS2(vscC2、vcrD2)
的分布特征。 

1  材料和方法 

1.1  材料 
1.1.1  样品收集与菌株分离: 2007年 9月至 2008年
7月, 本实验室分 5次赴舟山、宁波、温州、台州等
地的海产品养殖区进行系统的样品采集, 共收集样
本 566 份, 其中海产品样包括鱼类、蛤类、螺类、

蛏子、南美白对虾与蟹类等, 养殖环境样包括养殖
塘底泥、水。所有样本均单独放置于无菌的采样袋

中, 以避免交叉污染, 从样品采集地到样品增菌处
理时间不超过 4 h。 所有样品均根据国标法用碱性
蛋白胨水(APW)增菌培养基预增菌 , 在 TCBS 选
择性培养基上挑取绿色疑似菌落进行 PCR 鉴定。
临床分离株 ZJ15由浙江省疾病预防与控制中心惠
赠 , 参考株 BJ1997 购自中国普通微生物保藏管理
中心。 
1.1.2  试剂: Taq酶、10×PCR buffer、4×dNTP均购

自北京鼎国生物技术有限责任公司 ; 碱性蛋白胨

水、TCBS 琼脂培养基购自北京陆桥生物技术有限

公司; 莪妻氏琼脂培养基、尿素酶琼脂基础购自中

国进出口商品检验技术研究所北京陆桥技术有限责

任公司。 

1.2  引物的设计与合成 
本实验所用引物由上海英骏生物技术有限公司

合成(表 1)。 

1.3  细菌基因组 DNA 的提取 
参照Abolmaay改良方法 [14]提取供试株细菌基

因组DNA, 取 1 mL 37°C过夜培养的供试株菌液于

Eppendorf管中, 12000 r/min离心 2 min, 弃上清; 用

灭菌水洗涤一次后分别加入 40 µL灭菌水和 2×TZ, 

充分混匀; −20°C放置 45 min; 沸水浴 10 min后冰浴

10 min; 6000 r/min离心 4 min, 收集上清备用。 

1.4  副溶血弧菌的双重 PCR 鉴定及其主要毒力

基因的 PCR 扩增 
采用本实验室建立的副溶血弧菌特异性双重

PCR检测体系[15], 利用具有种特异性的副溶血弧菌
tlh基因和gyrB基因保守区序列设计引物。副溶双重
PCR鉴定及毒力基因扩增均在 30 µL反应体系中进
行 ,  含 1 × P C R  b u f f e r,  1 . 5  m m o l / L M g C l 2 , 
0.16 mmol/L dNTPs, 0.83 μmol/L相应引物, 47 U/mL 
Taq酶及 3.3 µL模板 DNA。反应条件为 94°C 3 min; 
94°C 40 s, 56°C 35 s, 72°C 40 s, 30个循环; 72°C 
5 min。tdh基因扩增条件为: 94°C 3 min; 94°C 1 min, 
58°C 1 min, 72°C 1 min, 35个循环; ureC、vscC2、
vcrD2的扩增条件为: 95°C 5 min; 94°C 50 s, 58°C 
45 s, 72°C 45 s, 30个循环; 72°C 10 min。trh基因采 
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表 1  PCR反应引物对和预扩增片段长度列表 
Table 1  List of PCR primers and amplicon sizes 

Genes Sequences (5′- 3′) Size (bp) References 

gyrB-a CGGCGTGGGTGTTTCGGTAGT 
gyrB 

gyrB-b TCCGCTTCGCGCTCATCAATA 
285 (Venkateswaran K et 

al.,1998) 

tlh-a AAAGCGGATTATGCAGAAGCACTG 
tlh 

tlh-b GCTACTTTCTAGCATTTTCTCTGC 
450 (Venkateswaran K et 

al.,1998) 

tdh-F GTAAAGGTCTCTGACTTTTGGAC 
tdh 

tdh-R TGGAATAGAACCTTCATCTTCACC 
270 (Bej et al., 1999) 

trh-F TTGGCTTCGATATTTTCAGTATCT 

trh-R CATAACAAACATATGCCCATTTCCG 
486 (Bej et al., 1999) 

trh-1 ATCCATACCTTTTCCTTCTCC 
trh 

trh-2 TCTGATTTTGTGAAGACCGT 
285 This study 

ureC-a GTCATTGCTGGTGAAGGTAAAA 
ureC 

ureC-b GAAGGATCTAAGTGATGGCAGAC 
623 This study 

vscC2-F AATACGAGCTTGCACTTGACCTG 
vscC2 

vscC2-R GATATTGTTGTGCCACCTTTTAC 
261 This study 

vcrD2-F CGCAATAGAAAGCAACAAACGA 
vcrD2 

vcrD2-R GGCGAAGTTACGTAAATCATCAT 
244 This study 

Note: Synthesis unit of each primer, nmol/OD; gyrB-a: 4.5, gyrB-b: 4.7; tlh-a: 3.5, tlh-b: 4.2; tdh-F: 4, tdh-R: 3.9; trh-F: 4, trh-R: 3.6; trh-1: 
5.1, trh-2: 4.6; ureC-a: 3.8, ureC-b: 3.6; vscC2-F: 4, vscC2-R: 4.2; vcrD2-F: 3.6, vcrD2-R: 3.8. 

 
用巢式 PCR法扩增, 其中取 1 µL第 1轮 PCR产物
作为第 2轮 PCR的模板, 扩增条件均为: 94°C 3 min; 
94°C 1 min, 58°C 50 s, 72°C 50 s, 30个循环; 72°C  
5 min。扩增产物用 1%琼脂糖凝胶电泳检测, 在凝胶
成像系统下拍照记录结果。 

1.5  神奈川溶血试验 
将供试菌株在含 3% NaCl的 LB培养基中振荡

培养至对数生长期, 取 10 µL 培养液加在莪妻氏琼
脂培养基中培养 24 h, 判定是否呈 β溶血。 

1.6  尿素酶试验 
本试验改进了传统的用试管检测尿素酶表型的

方法, 采用 96孔板细菌培养法。将供试菌株接种到
含 3% NaCl的 LB液体培养基中 37°C振荡培养 10 h, 
取 20 µL 培养液于尿素酶琼脂培养基(96 孔培养板)
中, 每孔加入 100 µL 灭菌的液体石蜡, 培养 24 h, 
观察培养基是否变色, 呈玫瑰红色为阳性。 

2  结果 

2.1  海产品及其养殖环境中副溶血弧菌分布特征 
从 4个地区的海产品及养殖环境中共采集样品

566份, 分别为宁波 101份、温州 146份、台州 100
份、舟山 219 份, 其中贝类 112 份、虾鱼蟹类 156
份、泥样 145 份、水样共计 153 份。由双重 PCR

检测体系检测确定副溶血弧菌(部分菌株的 PCR 结
果见图 1)。  副溶血弧菌的平均分离率为 70% 
395/566), 不同地区的分离率在 63%~87%之间(表
2)。贝类等不同来源样品间的检出率差异具有显著
性(P<0.01)。 

 

 

图 1  双重 PCR 鉴定海产品中的副溶血弧菌 

Fig. 1  Duplex PCR identification of the Vibrio parahaemo-
lyticus isolates from seafoods 
Note: M: DL2000; 1: BJ1997; 2: Negative control; 3-14: Seafood 
isolates. 

 
2.2  副溶血弧菌表型及毒力相关基因检测结果 
2.2.1  毒力相关基因检测: 对海产品和环境分离株
的毒力基因进行了检测, 部分代表性菌株的PCR扩
增结果见图 2。395株分离株中, tdh、trh和ureC基因
阳性株率分别为 10.1%、20%和 11.1%, tdh+-trh+菌株

占 4.3%(表 3)。在 40株tdh+菌株中, 仅 13株扩增到
了vscC2 基因 , 在 62 株 tdh−-trh+菌株中未检测到

vscC2 基因。此外, 只在 55.7%(44/79)的trh+菌株中

扩增出ureC基因。 
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表 2  浙江省沿海地区不同来源样品中 V.P检出率 
Table 2  The isolation rates of Vibrio parahaemolyticus from various regions and sources 

贝类  
Shellfish 

虾蟹鱼类 
Shrimp/crab/fish 

泥洋 
Mud 

水样 
Water 

总计 
Total 

 
样品数 

阳性

数 
检出

率(%) 
样品数 阳性数

检出

率(%)
样品数 阳性数

检出

率(%)
样品数

阳性

数 
检出

率(%) 
样品数 阳性数

检出

率(%)

宁波 Ningbo 28 26 93 29 25 86 31 26 84 13 11 85 101 88 87 

温州 Wenzhou 34 28 63 21 13 62 45 34 78 46 36 78 146 107 73 

台州 Taizhou 30 19 63 8 6 75 31 23 74 31 15 48 100 63 63 

舟山 Zhoushan 20 17 85 98 73 74 38 20 53 63 27 41 219 137 63 

总计 Total 112 85 76 156 117 75 145 104 72 153 89 58 566 395 70 

 

 

图 2  部分副溶血弧菌海产品及环境分离株毒力相关基
因的 PCR检测 
Fig. 2  PCR identification of virulence associated genes in 
several representative Vibrio parahaemolyticus isolates 
Note: M: DL2000; Lanes for trh, tdh and ureC: 1: BJ1997, 2-7: Sea-
food isolates; Lanes for vscC2 gene: 1: ZJ15, 2-7: Seafood isolates. 
 

表 3  副溶血弧菌分离株毒力相关基因及表型检出情况
Table 3  Analysis of virulence-related genes and 

phenotypes in Vibrio parahaemolyticus isolates 

 
目的基因/表型 
Target genes/ 

Phenotype 

待检菌

株数 
Test 

strains 

目的基

因/表型
阳性菌

株数 
Positive 
strains 

目的基

因/表型
检出率

(%) 
Positive 

rates 

tdh 395 40 10.1 

trh 395 79 20.0 
ureC 395 44 11.1 
vscC2 40 13 32.5 
vcrD2 40 0 0 
tdh-trh 395 17 4.3 

tdh-trh-ureC 395 8 2.0 

Genotype 

tdh-trh-ureC-vscC2 395 0 0 
Kanagawa 

phenomenon 40 38 95 
Phenotype 

Urease 395 6 1.5 

2.2.2  副溶血弧菌的溶血与尿素酶表型: 40 个tdh+

分离株中, KP现象除两株为阴性外其余均阳性, 只
是溶血环清晰度有差异。尿素酶试验结果显示, 在
44 株trh+-ureC+分离株中尿素酶表型阳性仅有 6 株
(13.6%)(表 3)。 

3  讨论  

本研究结果显示副溶血弧菌广泛存在于海产品

及其养殖环境中, 平均分离率达 70%, 与国内外报
道中的 68.12%和 78.6%较接近[16,17]。检出率与样品

类型有关, 海产品中贝类、虾及蟹的平均分离率超
过 75%, 而鱼的平均分离率为 36%, 其中深海网箱
养殖的分离率仅达 17%(数据未显示), 而宁波和温
州的鱼样是围塘养殖的, 其分离率较高, 这可能与
深海养殖过程中海水快速净化结果相关。林祥田[19]

综合 1959~2004 年公开发表的文献得出 9 月份为副
溶血弧菌引发食物中毒高发期, 林海[20]对某市近 7
年来报告的副溶血弧菌中毒病的流行病学分析结果

也表明 7~10月份为发病高峰季节, 这与本试验调查
显示的 9 月份分离率较其他采样月份高相一致, 说
明高温天气有利于细菌在海产品中的增殖并增加由

此引起食物中毒的发生概率。近年来有研究人员发

现副溶血弧菌不仅存在于沿海地区及海产品中 , 
在内陆及冷冻腌制食品中也分离到了致病性菌  
株[17,19]。综上所述, 相关部门应根据季节, 分点、定
类对海产养殖与加工业环节及其产品进行副溶血弧

菌污染的监测, 以有效控制相关食品中该菌的污染
和食物中毒病的发生。 

从 395 株副溶血弧菌环境分离株毒力相关基因

检出情况来看, 3 个主要毒力基因tdh、trh和ureC的

携带率分别达到 10.1%、20%和 11.1%, 且有 8株同

时携带这 3 种基因, 携带率与国外一些报道基本一
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致[21,22], 高于另一些学者的调查结果[4,17]。说明浙江

沿海地区副溶血弧菌不仅分布广泛, 且有较高的毒

力基因携带率, 对海产品安全构成很大的威胁。此

外 , 所有检测菌株tdh基因型与KP溶血表型基本一

致, tdh-菌株的溶血表型阴性; tdh+菌株的KP溶血表

型大部分阳性 (38/40), 只是溶血环清晰程度不同 , 

而研究发现溶血现象明显与否可能与菌株中 tdh基

因表达量高低有关, 推测这两株神奈川阴性株是由

于这些菌株中tdh基因的表达量低所致[4]。另外, 我

们只在部分tdh和KP阳性菌株检测到T3SS2 基因簇

中外膜蛋白基因vscC2(13/40), 被国外学者 [23]用来

构建T3SS2 突变株的内膜蛋白基因vcrD2 也未检到, 

这与国外研究人员Makino等  [13]提出的T3SS2 存在

于KP阳性副溶血弧菌中的观点不符。以上现象提示

T3SS2 在海产品相关分离株与临床株之间的基因结

构可能有差异, 这种差异及其相关基因的功能还有

待于进一步研究。 

在 79株trh+分离株中只有 44株携带尿素酶结构
基因ureC, 而这 44株trh+-ureC+菌株中, 仅有 6株尿
素酶阳性, 即有 38株尿素酶阴性菌携带有尿素酶基
因簇中最稳定的结构基因ureC, 提示菌株是否携带
trh或ureC基因与其尿素酶表型是否阳性之间无必
然联系。我们还发现全部 44株ureC+菌株均含有trh, 
其余 35 株trh+菌株的ureC却为阴性, 这证实了trh与
ureC并非完全连锁的说法[24], 推测尿素酶表达系统
可能是由多基因调控的复杂系统。本实验中分离株

携带不同毒力基因与动物致病性之间的关系及尿素

酶表达系统调控机制等问题仍需进一步探讨。 
综上所述, 本研究调查了近两年来浙江主要沿

海地区海产品及其养殖环境中副溶血弧菌的流行情

况及其毒力基因的分布, 结果显示这些地区海产品
中副溶污染状况较为严重, 且其毒力基因呈现多态
性分布, 某些潜在的致病菌株可能会引起食源性疾
病的爆发。研究结果可以为卫生机构和海产品生产

者进行安全评估、建立有效的检测方法及预防机制

提供依据, 也为深入开展副溶血弧菌的功能基因和
分子进化奠定了基础。 
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