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摘　要：以９∶１和１∶１的比例对致病性副溶血性弧菌（ＡＴＣＣ３３８４７：ｔｄｈ＋／ｔｒｈ／ｔｌｈ＋；ＡＴＣＣ１７８０２：ｔｄｈ／ｔｒｈ
＋／ｔｌｈ＋）和非致病性副溶血性弧菌（Ｇ２：ｔｄｈ／ｔｒｈ／ｔｌｈ＋；Ｇ８：ｔｄｈ／ｔｒｈ／ｔｌｈ＋）在ＴＳＢ培养基和熟虾中分别进
行了混合和３７℃１０ｈ的混合培养，通过菌落原位杂交技术和ＰＣＲ技术检测致病性菌株在混合培养前后的比
例。结果显示，在 ＴＳＢ和熟虾中，致病菌比例均出现了下降。在熟虾样品中致病菌株下降的比例更高，其中
ＡＴＣＣ１７８０２和Ｇ８在熟虾样品中以９∶１比例混合并混合培养１０ｈ后，致病菌比例从９０％降为０。表明混合培
养对致病性副溶血性弧菌菌株生长产生不利的影响，是造成水产样品中副溶血性弧菌感染频发却很难分离

到致病性菌株的原因之一。

关键词：副溶血性弧菌；致病性；原位杂交；菌落杂交

中图分类号：ＴＳ２０１．３　　　文献标志码：Ａ

　　副溶血性弧菌（Ｖｉｂｒｉｏｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ）广泛
分布于河海交界处、海水及沿海地区，是我国沿

海地区引起食物中毒的重要致病菌［１］，在世界范

围内也被认为是食源性疾病爆发的重要原因之

一［２３］。然而水产品及环境样品中虽然大量感染

副溶血性弧菌却很难分离到致病性菌株，致病性

菌株主要是从临床样品中分离得到［４６］。目前，

分子微生物学方法取得了长足的发展，在环境和

水产品中的副溶血性弧菌检测方面，ＤＮＡ检测技
术得到了广泛的研究和应用［７８］，涵盖其检测［９］、

分布［１０］和异质性［１１１２］等。很多研究报导指出，在

副溶血性弧菌致病株的检测中，通过 ＤＮＡ方法
检测相同样品获得的致病株在总数中所占的比

例，要远远高于传统方法检测所获得的结果［９，１３］。

在传统的微生物检测方法中，由于需要从背景微

生物群落中单独分离致病性菌株，所以必须进行

较为漫长的富集培养，而 ＤＮＡ方法对富集培养
的依赖程度则较低［８］。然而是否培养环节对水

产品和环境样品中致病性副溶血性弧菌比例造

成了影响并未明确证实，可能使定量风险评估造

成较大偏差。

菌 落 原 位 杂 交 技 术 （Ｃｏｌｏｎｙ ｉｎ ｓｉｔｕ
ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ，ＣｏｌｏｎｙＩＳＨ）特异性高，检测副溶血
性弧菌的同时可准确区分致病性与非致病性菌

株，与成熟稳定 ＰＣＲ方法结合，可以更快速和准
确地检测致病性副溶血性弧菌。ｔｏｘＲ基因和 ｔｌｈ
基因是副溶血性弧菌的标志基因［１４］；而ｔｄｈ和ｔｒｈ
基因是致病性副溶血性弧菌特有的两种毒力基

因［１１］，分别编码产生耐热性溶血毒素和相对耐热

性溶血毒素，由此可以区分致病性副溶血性弧菌

和非致病性副溶血性弧菌［１５］。

本研究首先在纯培养中测试了 ８株副溶血
性弧菌的生长速率，从中选择４株代表性的菌株
以排除混合培养中菌株生长异质性的影响。再

通过菌落原位杂交技术与ＰＣＲ方法结合，确定了
ＴＳＢ培养基中混合培养前后致病菌株的比例变
化，并对混合培养中的生长行为进行检测并分析

原因，最后在熟虾样品中进行了混合培养实验，
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以验证实际食品与富营养培养基中的差异。目

的是验证水产品中致病菌低检出率的原因，正确

评估副溶血性弧菌的危害。

１　材料与方法

１．１　材料
试剂：地高辛检测试剂盒（瑞士 Ｒｏｃｈｅ公

司）、尼龙膜（美国Ｓｉｇｍａ公司）、胰蛋白胨大豆肉
汤培养基（ＴＳＢ）、胰蛋白胨大豆琼脂培养基
（ＴＳＡ）、硫代硫酸盐柠檬酸盐胆盐蔗糖琼脂
（ＴＣＢＳ琼脂）均来自北京陆桥技术有限责任公
司，其他试剂均为国产分析纯。

主要仪器：ＨＬ２０００组合型分子杂交箱（美国
ＵＶＰ公司）、ＨＨ４数显恒温水浴锅（国华电器有
限公司）、ＢｉｏＴｅｋ酶标仪（美国伯腾仪器有限公
司）、５８１０Ｒ离心机（美国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）。

菌株活化及培养条件：本研究使用的８株副
溶血性弧菌菌株包括３株标准株和５株野生株，５
株野生株均由本实验室从海产品样品中分离获

得，所有菌株的毒力信息均经过多重 ＰＣＲ检测，
其信息见表１。该检测方法是依据ＰＡＮＩＣＫＥＲ等
报道的方法［１６］，所有菌株通过甘油保存于 －８０
℃，通过接入 ５ｍＬ添加了 ３％ （ｗ／Ｖ）ＮａＣｌ的
ＴＳＢ培养基３７℃ １８ｈ培养进行活化，每个菌株
培养到约９．０×１０７ＣＦＵ／ｍＬ的初始浓度（通过酶
标仪和平板涂布法确认），以备后续使用。

１．２　菌株选择
移取１０μＬ接种液加入到９９０μＬＴＳＢ培养

基中在２４孔板中（每个孔１ｍＬ）３７℃培养。

表１　８株副溶血性弧菌菌株的基因型
Ｔａｂ．１　Ｖ．ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓｓｔｒａｉｎｓｕｓｅｄｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙ

菌株Ｓｔｒａｉｎ ｔｄｈ ｔｒｈ ｔｌｈ ｔｏｘＲ

ＡＴＣＣ３３８４６ｐ ＋ － ＋ ＋
ＡＴＣＣ３３８４７ｐ ＋ － ＋ ＋
ＡＴＣＣ１７８０２ｐ － ＋ ＋ ＋
Ｆ１３ｐ ＋ － ＋ ＋
Ｆ５４ｐ ＋ － ＋ ＋
Ｆ４７ｎ － － ＋ ＋
Ｇ２ｎ － － ＋ ＋
Ｇ８ｎ － － ＋ ＋

注：“ｐ”．致病菌株；“ｎ”．非致病菌株（多重 ＰＣＲ方法检测确

认）

Ｎｏｔｅ：“ｐ”．ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｓｔｒａｉｎ；“ｎ”．ｎｏｎｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｓｔｒａｉｎ（ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ

ｗｅｒｅａｎａｌｙｚｅｄｂｙｍｕｌｔｉｐｌｅｘＰＣＲ）

　　使用酶标仪在１４ｈ内每小时测量其６００ｎｍ
下 的 ＯＤ。每 个 实 验 重 复 ３ 次。参 考
ＺＷＩＥＴＥＲＩＮＧ等的方法使用修正的 Ｇｏｍｐｅｒｔｚ模
型［１７１８］对８株副溶血性弧菌３７℃下的生长曲线
参数进行拟合，所依据方程为：

Ｎｔ＝Ａ＋Ｃ×ｅｘｐ －ｅｘｐ
μｍａｘ×ｅ
Ｃ[{ ×

（λ－ｔ）＋ ] }１ （１）
式中：Ｎｔ是在时间ｔ时微生物数量（ｌｇｃｆｕ／ｍＬ）；Ａ
是随时间无限减小时的渐进值（相当于初始菌

数）（ｌｇｃｆｕ／ｍＬ）；Ｃ是随时间无限增加时菌的增
量（ｌｇｃｆｕ／ｍＬ），即初始菌数和最大菌数之间的差
值；ｅ为 ２．７１８；μｍａｘ为最大比生长速率（ｌｇｃｆｕ／
ｍＬ／ｈ）；λ为微生物生长的延滞期（ｈ）。

以下数学指标用于评价模型的拟合情况：

（１）线性相关系数（Ｒ２，Ｅｑ．２）；（２）准确因子（Ａｆ，
Ｅｑ．３）；（３）偏差因子（Ｂｆ，Ｅｑ．４）。

Ｒ２ｃ＝１－
（ｎ－１）×（１－

ＳＳｒｅｇ
ＳＳｔｏｔ
）

ｎ－ｐ （２）

Ａｆ＝１０
（
∑｜ｌｏｇ（ｐｒｅｄ／ｏｂｓ）｜

ｎ ） （３）

Ｂｆ＝１０
（
∑ｌｏｇ（ｐｒｅｄ／ｏｂｓ）

ｎ ） （４）
式中：ＳＳｒｅｇ为回归平方和；ＳＳｔｏｔ为总平方和；ｏｂｓ为
试验观测值；ｐｒｅｄ为模型预测值；ｎ为观测点个
数；ｐ为回归方程中的总项数［１９］。

以此基于上述结果所显示的生长速率，挑选

４株副溶血性弧菌菌株（包括２株致病性菌株和
２株非致病性菌株）用于后续的混合培养实验。
１．３　ＴＳＢ培养基中的混合培养

该实验选择了致病性菌株 ＡＴＣＣ３３８４７、
ＡＴＣＣ１７８０２和非致病性菌株 Ｇ２、Ｇ８用于两两混
合的混合培养，以１∶１的混合比例检测在初始浓
度相同的情况下致病性和非致病性菌株的比例

变化，选择了９∶１的混合比例用以验证致病菌株
在高初始浓度的优势下的比例变化。混合培养

后的致病菌比例变化通过菌落原位杂交技术和

菌落ＰＣＲ技术共同检测。菌株的毒力基因，混合
培养的比例和探针的目的基因见表２。

７７７



上 海 海 洋 大 学 学 报 ２６卷

表２　混合培养中的混合比例及检测中的目的基因
Ｔａｂ．２　Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｏｆｍｉｘｅｄｃｕｌｔｕｒｅａｎｄ

ｔａｒｇｅｔｇｅｎｅｓｕｓｅｄｉｎｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
混合菌株

Ｍｉｘｅｄｓｔｒａｉｎｓ

比例（Ｖ／Ｖ）

Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ

目的基因

Ｔａｒｇｅｔｇｅｎｅ
ＡＴＣＣ３３８４７（ｔｄｈ＋）∶Ｇ８（ｔｄｈ） ９∶１ａｎｄ１∶１ ｔｄｈ
ＡＴＣＣ３３８４７（ｔｄｈ＋）∶Ｇ２（ｔｄｈ） ９∶１ａｎｄ１∶１ ｔｄｈ
ＡＴＣＣ１７８０２（ｔｒｈ＋）∶Ｇ８（ｔｒｈ） ９∶１ａｎｄ１∶１ ｔｒｈ
ＡＴＣＣ１７８０２（ｔｒｈ＋）∶Ｇ２（ｔｒｈ） ９∶１ａｎｄ１∶１ ｔｒｈ

　　表２中的每一组混合培养的菌液各１００μＬ
接入９ｍＬ加入了３％ （ｗ／Ｖ）ＮａＣｌ的 ＴＳＢ培养
基，３７℃培养至少１０ｈ到稳定期后，取 １００ｍＬ
混合培养后的菌液进行过梯度稀释并在 ＴＣＢＳ培
养基上涂布平板，３７℃培养直至单菌落出现。根
据之前优化实验结果，在菌落原位杂交方法中使

用ＴＳＡ培养基代替ＴＣＢＳ以防止溴麝香草酚蓝将
杂交膜染色。

混合培养前后致病菌占总菌数的比例通过

菌落原位杂交方法和菌落ＰＣＲ方法进行检测，具
体见后，每组实验重复两次。

１．４　混合培养过程中的生长差异分析
根据 １．３中的结果选择致 病 性 菌 株

ＡＴＣＣ３３８４７和非致病性菌株Ｇ８进行混合培养中
生长情况的进一步检测。同样按９∶１和１∶１比例
混合后取１００μＬ混合菌液接入加入了３％ （ｗ／
Ｖ）ＮａＣｌ的ＴＳＢ培养基，３７℃培养８ｈ，其间每２
ｈ取样１００ｍＬ混合培养中的菌液进行过梯度稀
释并在ＴＳＡ培养基上涂布平板，３７℃培养直至单
菌落出现，通过菌落杂交方法检测致病菌株比

例，每组实验重复两次。

同时增加设置一组对照：取ＡＴＣＣ３３８４７接种
液１００μＬ加入１００μＬ非致病株Ｇ８上清液作为
混合菌液，上清液取 ＴＳＢ３７℃培养１０ｈ的菌液
（９．０×１０７ＣＦＵ／ｍｌ）离心后吸取上清液并灭菌处
理。

１．５　虾中的混合培养
在煮熟的南美白对虾（Ｐｅｎａｅｕｓｖａｎｎａｍｅｉ）中

重复１．３的混合培养实验，所用南美白对虾均购
置于上海市当地超市，取（１０±２）ｇ的虾样。将
虾样放入无菌水加热至１００℃后保持３０ｍｉｎ，以
除去背景微生物后剥壳。剥壳后每只虾样约重５
ｇ左右，接入１００μＬ含两种副溶血性弧菌的混合
菌液，于３７℃保存１０ｈ。

在接种１０ｈ后将虾样放入均质袋，加入９５
ｍＬ灭菌的ＡＰＷ均质２ｍｉｎ，然后取１ｍＬ虾浆，
使用０．８５％生理盐水梯度稀释后涂布ＴＳＡ平板，
３７℃培养到出现单菌落。选择１００～１５０个菌落
的平板用于致病性副溶血弧菌比例的检测，每组

实验重复两次。

１．６　菌落原位杂交检测致病菌株比例
３种地高辛标记探针 Ｄｉｇｏｘｉｇｅｎｉｎ（ＤＩＧ）

ｌａｂｅｌｅｄｐｒｏｂｅｓ参考先前的报道［２０］，分别基于ｔｏｘＲ
基因用于副溶血性弧菌总数的检测，以及 ｔｄｈ和
ｔｒｈ基因用于检测副溶血性弧菌致病性菌株。本
实验中使用的这３株寡核苷酸探针的序列见于
表３。所有的 ＤＮＡ探针委托生工生物工程（上
海）股份有限公司合成，并采用地高辛５′端标记，
保存浓度为２５ｎｇ／μＬ。

表３　菌落原位杂交中使用的寡核苷酸探针序列
Ｔａｂ．３　ＤＩＧｌａｂｅｌｅｄｏｌｉｇｏｐｒｏｂｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓｕｓｅｄｉｎｃｏｌｏｎｙＩＳＨ

目的基因

Ｔａｒｇｅｔｇｅｎｅ
探针序列

Ｏｌｉｇｏｐｒｏｂｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
位置

Ｐｏｓｉｔｉｏｎ
参考来源

ＧｅｎＢａｎｋｒｅｆｅｒｅｎｃｅ
ｔｄｈ ５′ＤＩＧＣＡＡＣＴＴＴＴＡＡＴＡＣＣＣＡＡＧＣＴＣＣＧＧＴＣＡＡＴＧＴＡＡＡＧＧ３′ ２３３２６８ Ｘ５４３４０
ｔｒｈ ５′ＤＩＧＡＧＧＣＴＣＡＡＡＡＴＧＧＴＴＡＡＧＣＧＣＣＴＡＴＡＴＧＡＣＧＧＴＡＡＡ３′ ９９６１０３１ ＡＢ１１２３５３
ｔｏｘＲ ５′ＤＩＧＡＴＴＡＣＴＡＣＣＧＡＴＴＴＧＣＧＴＡＣＴＧＣＴＧＴＴＴＡＣＡＡＡＣＣＣ３′ ７０８７４３ Ｌ１１９２９

　　杂交过程在参考罗氏公司的地高辛杂交操
作手册（ＤＩＧＡＭＦＨ）基本操作［２１］的基础上，结合

Ｒｏｃｈｅ公司 ＤＩＧＨｉｇｈＰｒｉｍｅＤＮＡＬａｂｅｌｉｎｇａｎｄ
ＤｅｔｅｃｔｉｏｎＳｔａｒｔｅｒＫｉｔⅠ试剂盒进行杂交实验，基于
实验室之前的研究对部分实验条件进行了优化，

本研究所使用的基本流程如下。

涂布平板后３７℃培养１４ｈ挑选单菌落数在

１００～１５０之间的平板进行菌落影印；杂交膜的前
处理通过０．５ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液碱法裂解，热固
定２ｈ；严谨洗涤后，３７℃预杂交３０ｍｉｎ，３７℃杂
交８ｈ过夜；显色过程参考地高辛杂交检测试剂
盒Ⅰ的说明，延长为１ｈ的封闭液封闭，１ｈ的抗
体接触后进行８ｈ的显色液显色，并观察结果。

８７７



５期 徐马俊坤，等：混合培养对副溶血性弧菌致病株和非致病株生长的影响

１．７　ＰＣＲ方法检测致病性菌株比例
按照ＫＡＹＳＮＥＲ和ＤＥＰＡＯＬＡ报道的方法［２２］

从每一组混合培养菌液所涂布的平板上随机选

择４０到５０个单菌落样本，通过ＰＣＲ方法尝试扩

增其目的基因。之后用１％琼脂糖凝胶电泳测试
其ＰＣＲ产物并拍照记录。３种目的基因的序列
及其引物见表４。

表４　菌落ＰＣＲ所使用的引物序列
Ｔａｂ．４　ＰｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｕｓｅｄｉｎｃｏｌｏｎｙＰＣＲ

目的基因

Ｔａｒｇｅｔｇｅｎｅ
扩增长度／ｂｐ
Ａｍｐｌｉｆｉｅｄｓｉｚｅ

引物序列

Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
参考文献

Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

ｔｄｈ ２６９
Ｆ５′ＧＴＡＡＡＧＧＴＣＴＣＴＧＡＣＴＴＴＴＧＧＡＣ３′
Ｒ５′ＴＧＧＡＡＴＡＧＡＡＣＣＴＴＣＡＴＣＴＴＣＡＣＣ３′ ＫＡＹＳＮＥＲ和ＤＥＰＡＯＬＡ［２２］

ｔｒｈ ４９９
Ｆ５′ＴＴＧＧＣＴＴＣＧＡＴＡＴＴＴＴＣＡＧＴＡＴＣＴ３′
Ｒ５′ＡＴＡＡＣＡＡＡＣＡＴＡＴＧＣＣＣＡＴＴＴＣＣＧ３′ ＫＡＹＳＮＥＲ和ＤＥＰＡＯＬＡ［２２］

ｔｌｈ １７０
Ｆ５′ＧＣＧＧＡＴＴＡＴＧＣＡＧＡＡＧＣＡＣＴＧ３′
Ｒ５′ＴＧＴＧＣＣＴＴＧＡＴＧＡＡＣＴＣＧＴＴＣ３′ ＫＡＹＳＮＥＲ和ＤＥＰＡＯＬＡ［２２］

　　所有致病性副溶血性弧菌在混合培养前后，
在副溶血性弧菌总数中所占的比例，均通过菌落

原位杂交和菌落ＰＣＲ两种方法共同测试，并分别
计算其结果。每组实验重复两次。

１．８　数据处理与统计分析
本文的修正Ｇｏｍｐｅｒｔｚ模型选用Ｏｒｉｇｉｎ７．５进

行拟合，致病菌与非致病菌之间的显著性差异采

用 ＳＰＳＳ１７．０（ＳＰＳＳＩｎｃ．，Ｃｈｉｃａｇｏ，ＵＳＡ）进行单
因素方差分析（ＡＮＯＶＡ），检验水平为 Ｐ＜０．０５
时为差异显著，具有统计学意义。

２　结果

２．１　８株副溶血性弧菌的生长动力学参数比较
和选择

ＴＳＢ３７℃培养下副溶血性弧菌致病株与非
致病株生长参数从表５可以看出，８株副溶血性

弧菌在ＴＳＢ中３７℃培养的最大生长速率的范围
在０．１４到０．２６ＯＤ６００／ｈ之间，而延滞期的范围是
０．５５ｈ到１．０７ｈ。

本实验基于生长速率选择了致病性菌株

ＡＴＣＣ３３８４７和 ＡＴＣＣ１７８０２，非致病性菌株 Ｇ２和
Ｇ８用于之后的混合培养实验。首先，ＡＴＣＣ１７８０２
是８株副溶血性弧菌中唯一携带 ｔｒｈ毒力基因的
菌株，其有着最低的生长速率（０．１４ｈ－１，Ｐ＜
０．０５）；与之对应选择了携带ｔｄｈ基因且生长速率
最高（０．２６ｈ－１，Ｐ＜０．０５）的ＡＴＣＣ３３８４７作为另
一株致病性菌株。接着，选择了两株生长速率介

于ＡＴＣＣ３３８４７和ＡＴＣＣ１７８０２之间的非致病性菌
株。其中生长速率较高的是Ｇ２（０．２１６ｈ－１，Ｐ＜
０．０５），而较低的是 Ｇ８（０．１６８ｈ－１，Ｐ＜０．０５）。
通过选择生长速率不同的致病菌株分别与非致

病菌混合培养，以排除菌株生长异质性的影响。

表５　Ｇｏｍｐｅｒｔｚ模型拟合的生长动力学参数
Ｔａｂ．５　ＴｈｅｇｒｏｗｔｈｋｉｎｅｔｉｃｐａｒａｍｅｔｅｒｓｆｉｔｔｅｄｂｙｅｑｕａｔｉｏｎｓｏｆＧｏｍｐｅｒｔｚｍｏｄｅｌ

菌株　Ｓｔｒａｉｎ
最大比生长速率

μｍａｘ／ｈ－１
延滞期长度

λ／ｈ
相关系数

Ｒｓｑｕａｒｅ
准确因子

Ａｆ
偏差因子

Ｂｆ
ＡＴＣＣ３３８４７ ０．２５８±０．０２４ １．０５５±０．１３３ ０．９９１２ １．０６６ １．０３５
ＡＴＣＣ３３８４６ ０．１５４±０．０１６ ０．５５５±０．３５２ ０．９７９２ １．０４９ １．００３
ＡＴＣＣ１７８０２ ０．１４０±０．０１６ ０．８５１±０．３１２ ０．９７８４ １．０２３ １．００２
Ｆ１３ ０．２３５±０．０５９ ０．９８１±０．４３０ ０．９２１２ １．０４０ １．０３４
Ｆ４７ ０．１７８±０．０１３ ０．９７７±０．１６４ ０．９９１８ １．０３８ ０．９９８
Ｆ５４ ０．２５６±０．０３６ １．０７０±０．２４４ ０．９７９２ １．１１６ １．００２
Ｇ２ ０．２１６±０．０２４ ０．８５６±０．１８９ ０．９８１６ １．０２９ １．０１５
Ｇ８ ０．１６８±０．０１７ ０．６８３±０．２９９ ０．９８２２ １．０４７ １．００１

２．２　ＴＳＢ中混合培养后的致病株比例
混合培养前后致病菌株与非致病菌株以不

同比例（９∶１，１∶１）混合培养后占总菌数的比例通

过菌落原位杂交方法和菌落 ＰＣＲ方法进行了检
测。总体来看，实验证明在３７℃１０ｈ的培养后，
分离到致病性菌株的比例出现了下降，具体数据
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见表６。
菌落原位杂交的结果显示 ＡＴＣＣ１７８０２在与

Ｇ２，Ｇ８以９∶１的比例混合培养后，比例下降到了
３３．０％和３９．０％。然而当 ＡＴＣＣ３３８４７与 Ｇ２，Ｇ８
以１∶１的比例混合培养后，虽然也下降到了
３８．９％和５．０％，但同样和 Ｇ２，Ｇ８以９∶１比例混
合时，却分别保持在了９６．８％和９１．０％。

ＰＣＲ检测的结果也证实了这一现象。

ＡＴＣＣ１７８０２在与 Ｇ２，Ｇ８以９∶１的比例混合培养
后，所占比例从９０％下降到了２０．０％和３４．７％，
而与Ｇ２，Ｇ８以１∶１的比例混合培养后则下降到
了６．７％和６．５％。ＡＴＣＣ３３８４７与 Ｇ２，Ｇ８以１∶１
的比例混合培养后，下降到了６．９％和４．５％，而
与Ｇ２，Ｇ８以 ９∶１比例混合时，分别保持在了
９７．９％和９１．８％。

表６　ＴＳＢ中混合培养后混合菌液中的致病菌株比例
Ｔａｂ．６　ＤｅｔｅｃｔａｂｌｅｒａｔｅｓｏｆｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｓｔｒａｉｎｓａｆｔｅｒｍｉｘｅｄｃｕｌｔｕｒｅｉｎＴＳＢ

混合比例

Ｍｉｘｔｕｒｅｒａｔｉｏ

致病菌比例

Ｄｅｔｅｃｔａｂｌｅｒａｔｅｓｏｆｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｓｔｒａｉｎｓ

菌落杂交

ＣｏｌｏｎｙＩＳＨ
下降比例

Ｄｅｃｒｅａｓｅｒａｔｉｏ
菌落ＰＣＲ
ＣｏｌｏｎｙＰＣＲ

下降比例

Ｄｅｃｒｅａｓｅｒａｔｉｏ
ＡＴＣＣ１７８０２∶Ｇ２（９∶１） ３３．０％ －５７．０％ ２０．０％ －７０．０％
ＡＴＣＣ１７８０２∶Ｇ８（９∶１） ３９．０％ －５１．０％ ３４．７％ －５５．３％
ＡＴＣＣ１７８０２∶Ｇ２（１∶１） ２１．０％ －２９．０％ ６．７％ －４３．３％
ＡＴＣＣ１７８０２∶Ｇ８（１∶１） ３５．０％ －１５．０％ ６．５％ －４３．５％
ＡＴＣＣ３３８４７∶Ｇ２（９∶１） ９６．８％ － ９７．９％ －
ＡＴＣＣ３３８４７∶Ｇ８（９∶１） ９１．０％ － ９１．８％ －
ＡＴＣＣ３３８４７∶Ｇ２（１∶１） ５．０％ －４５．０％ ６．９％ －４３．１％
ＡＴＣＣ３３８４７∶Ｇ８（１∶１） ３８．９％ －５１．１％ ４．５％ －４５．５％

２．３　混合培养过程中的生长情况
如表７所示，当致病菌株ＡＴＣＣ３３８４７与非致

病菌株Ｇ８以９∶１比例混合后，虽然最初出现了
下降，但致病菌比例始终保持在９０％的初始比例
上下。而在１∶１比例混合时，致病菌比例出现了

持续的下降，且下降的比例存在上升的趋势。四

组菌液培养后的总菌数在４ｈ处于相似的水平，
几乎也都在６ｈ前后可以达到９×１０７ＣＦＵ／ｍＬ，
没有观察到生长受到明显的影响和抑制。

表７　ＴＳＢ中混合培养期间致病菌比例和总菌数的变化
Ｔａｂ．７　ＤｅｔｅｃｔａｂｌｅｒａｔｅｓｏｆｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｓｔｒａｉｎｓｄｕｒｉｎｇｍｉｘｅｄｃｕｌｔｕｒｅｉｎＴＳＢ

混合比例

Ｍｉｘｔｕｒｅｒａｔｉｏ

致病菌比例（３７℃）
Ｄｅｔｅｃｔａｂｌｅｒａｔｅｓｏｆｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｓｔｒａｉｎｓ（３７℃）
２ｈ ４ｈ ６ｈ

总菌数／（ＣＦＵ／ｍＬ）
Ｔｏｔａｌｃｏｕｎｔ

４ｈ ６ｈ
ＡＴＣＣ３３８４７∶Ｇ８（９∶１） ８７．７％ ９４．２％ ８９．７％ ２．２×１０６ ９．２×１０７

ＡＴＣＣ３３８４７∶Ｇ８（１∶１） ４４．３％ ３３．７％ １９．１％ １．９×１０６ ８．５×１０７

ＡＴＣＣ３３８４７∶上清液（１∶１） １００％ ９７．９％ ９８．９％ １．７×１０６ ９．１×１０７

ＡＴＣＣ３３８４７ － － － １．９×１０６ ８．９×１０７

２．４　虾中混合培养后的致病株比例
使用了 Ｇ８作为非致病菌株，以灭菌后的熟

虾模拟实际的食品样品，以检测其混合培养中致

病菌的比例变化。ＡＴＣＣ３３８４７与 Ｇ８以 ９∶１和
１∶１的比例共同培养后，分别下降到了２２．０％和
４．０％；而ＡＴＣＣ１７８０２与Ｇ８以９∶１和１∶１的比例
共同培养后均没有检出，下降比例均大于 ＴＳＢ中

的混合培养。

ＰＣＲ 检 测 确 证 了 这 种 下 降 的 趋 势。
ＡＴＣＣ３３８４７与Ｇ８以９∶１和１∶１的比例共同培养
后，分 别 下 降 到 了 ２６．０％ 和 １．０％。而
ＡＴＣＣ１７８０２在与Ｇ８以９∶１和１∶１的比例共同培
养后同样没有检出，下降比例同样大于 ＴＳＢ中的
混合培养（表８）。
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表８　虾中混合培养后混合菌液中的致病菌株比例
Ｔａｂ．８　Ｄｅｔｅｃｔａｂｌｅｒａｔｅｓｏｆｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｓｔｒａｉｎｓａｆｔｅｒｍｉｘｅｄｃｕｌｔｕｒｅｉｎｓｈｒｉｍｐ

混合比例

Ｍｉｘｔｕｒｅｒａｔｉｏ

致病菌比例　Ｄｅｔｅｃｔａｂｌｅｒａｔｅｓｏｆｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｓｔｒａｉｎｓ
菌落杂交

ＣｏｌｏｎｙＩＳＨ
下降比例

Ｄｅｃｒｅａｓｅｒａｔｉｏ
菌落ＰＣＲ
ＣｏｌｏｎｙＰＣＲ

下降比例

Ｄｅｃｒｅａｓｅｒａｔｉｏ
ＡＴＣＣ１７８０２∶Ｇ８（９∶１） ０％ －９０．０％ ０％ －９０．０％
ＡＴＣＣ１７８０２∶Ｇ８（１∶１） ０％ －５０．０％ ０％ －５０．０％
ＡＴＣＣ３３８４７∶Ｇ８（９∶１） ２２．０％ －６８．０％ ２６．０％ －６４．０％
ＡＴＣＣ３３８４７∶Ｇ８（１∶１） ４．０％ －４６．０％ １．０％ －４９．０％

３　结论与讨论

副溶血性弧菌总菌数是检测水产品微生物

污染情况时的一个重要指标，通过降低副溶血性

弧菌的感染数，可以有效地降低食源性疾病爆发

的可能［２３］。本实验证实了致病性副溶血性弧菌

在与非致病性副溶血性弧菌混合培养后存在比

例下降的现象。因此，以往基于富集培养的致病

菌检测可能低估了致病性副溶血性弧菌的实际

数量。由此造成的致病性菌株的低检出率，可能

成为风险评估中低估其实际危害的诱因。

副溶血性弧菌致病株在与非致病株混合培

养后比例下降，可能是由于非致病株比致病株更

能有效地利用环境基底。生长速率最高的致病

株ＡＴＣＣ３３８４７与非致病株１∶１混合培养后比例
产生了下降，但９∶１比例混合培养后保持了９０％
以上的比例。高生长速率与高起始浓度共同作

用，才能保证ＡＴＣＣ３３８４７保持优势地位。混合培
养的生长情况说明致病菌比例下降并没有伴随

总菌数的差异和混合菌群生长速率的减缓，同时

加入非致病菌株上清液也没有抑制致病菌株的

生长。因此我们认为非致病株抑制致病株的可

能较低，或并非通过分泌物产生抑制此外，目前

在致病菌株的研究中，多使用富营养型培养

基［１６］。然而，对细菌而言，一些机制在现实的环

境条件和富营养的模拟环境中产生的结果是有

很大不同的［２４］。因此，本研究选用南美白对虾作

为食品样品，检测副溶血性弧菌的生长情况，结

果证明比起ＴＳＢ中的结果，致病株在食品样品中
的比例下降更为明显。

本研究探讨了其总菌数与致病菌数之间存

在的不一致性，对正确展开副溶血性弧菌的风险

评估有一定借鉴意义，也是致病性副溶血性弧菌

难以分离的可能原因。ＦＬＯＲＥＳＰＲＩＭＯ等［２５］报

道了冷藏牡蛎中致病性副溶血性弧菌通过冷休

克存活并表达毒力，认为仅靠总菌数并不能正确

评估副溶血性弧菌的风险。ＭＵＮＩＥＳＡ等［２６］也认

为富集培养可能引起偏差［２７２８］。ＰＥＴＴＥＮＧＩＬＬ
等［２９］通过宏基因组分析认为富集过程大大改变

了环境样品中微生物的构成，且可能并不能增加

致 病 菌 被 检 测 到 的 概 率。 另 一 方 面

ＦＲＥＤＲＩＫＳＳＯＮＡＨＯＭＡＡ和 ＫＯＲＫＥＡＬＡ［３０］在致
病性小肠结肠炎耶尔森菌（Ｙｅｒｓｉｎｉａｅｎｔｅｒｏｃｏｌｉｔｉｃａ）
的研究中，也认为富集培养可能改变了样品中微

生物的优势和比例。水产品中副溶血性弧菌检

出率较高，但混合培养中的致病菌比例下降可能

导致致病菌株的漏检和对风险的低估。然而致

病性副溶血性弧菌却定期在世界各地爆发，可能

是由于温度等环境因素改变了样品中微生物的

优势和比例，对此仍需要进一步的研究和验证。
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