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摘　要：为了监测上海市养殖对虾中副溶血弧菌致病基因的携带情况及潜在致病株流行情况，采用 ＰＣＲ方
法对上海地区不同对虾养殖单位中分离获得的１９株副溶血弧菌分离株及１株标准菌株进行６种致病基因的
检测筛查，并采用ＥＲＩＣＰＣＲ方法进行基因分型分析。结果发现：１９株副溶血弧菌中未检测出携带ｔｄｈ、ＯＲＦ８
基因，只有 １株携带 ｔｒｈ基因，而 ｔｏｘＲＳ／ｎｅｗ基因携带率较高，１９株中有 １４株检出阳性，基因携带率
为７３．７％。对能够引起对虾急性肝胰腺坏死病（ＡＨＰＮＤ）的副溶血弧菌特异性质粒基因的检测中发现，ＡＰ１
和ＡＰ２基因均有３株检测出阳性，基因携带率均为１５．８％。通过ＥＲＩＣＰＣＲ分型技术将２０株副溶血弧菌分
成７个不同的类群，其分辨力指数ＤＩ值为０．８１１，表明ＥＲＩＣＰＣＲ具有较好的基因分型能力，分型结果发现该
方法能够有效区分不同时间段获得的菌株，而对不同地理位置获得的菌株区分并不明显。以上结果表明从养

殖对虾中分离得到的副溶血弧菌致病基因携带率总体偏低，但存在一定的流行风险，需要防范一些新的致病

株的流行，这些可以为对虾养殖单位中副溶血弧菌致病流行株的预防控制提供相关参考。
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　　副溶血弧菌（Ｖｉｂｒｉｏｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ，Ｖｐ）是
一种革兰氏阴性、无芽孢的兼性厌氧杆菌，广泛

存在于海洋及河口等水域环境及鱼、虾、贝类等

水生生物的体内［１］。人们生食或食用不完全煮

熟的被该致病菌污染的水产品可导致食物中毒，

从而引发肠胃炎、败血症等疾病［２］。目前，该菌

已成为我国首要的食源性致病菌［３］。副溶血弧

菌不仅是引起人类急性食物中毒的重要致病菌，

同时也是多种水生动物的条件致病菌，可引起大

黄鱼（Ｐｓｅｕｄｏｓｃｉａｅｎａｃｒｏｃｅａ）［４］、杂色鲍（Ｈａｌｉｏｔｉｓ
ｄｉｖｅｒｓｉｃｏｌｏｒ）［５］、中华绒螯蟹（Ｅｒｉｏｃｈｅｉｒｓｉｎｅｎｓｉｓ）［６］、
斑节对虾（Ｐｅｎａｅｕｓｍｏｎｏｄｏｎ）［７］、凡纳滨对虾
（Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓｖａｎｎａｍｅｉ）［８］等水生动物发病。此
外，携带有特异性质粒的副溶血弧菌还能导致对

虾患急性肝胰腺坏死病（ａｃｕｔｅｈｅｐａｔｏｐａｎｃｒｅａｓ
ｎｅｃｒｏｓｉｓｄｉｓｅａｓｅ，ＡＨＰＮＤ）［９］，且发病后死亡率高

达１００％。由此可见，由副溶血弧菌引起的水生
动物病害往往会给水产养殖业造成巨大的经济

损失，需引起足够重视。

当前，国内外学者［３，１０］针对弧菌对人体及水

生动物的致病机理开展了大量的研究工作。研

究表明：弧菌的致病性主要取决于弧菌与宿主间

的相互作用，主要致病过程包括：粘附、侵袭、增

殖以及产生毒素等；在整个过程中，溶血性毒素、

尿素酶、粘附相关因子、胞外蛋白酶、Ⅲ型分泌系
统等诸多致病因子发挥着重要作用［３］。然而，还

不太清楚弧菌对于水生动物的分子致病机理，它

们的关键毒力基因还未被确定［１０］，但有研究［１１］

证实，高毒力副溶血弧菌的特异性 ｐＶＡ质粒上携
带ＡＰ１或ＡＰ２基因时，可导致对虾急性肝胰腺坏
死病的发生。

快速、准确地对副溶血弧菌进行细致分型及

比较菌株间亲缘关系，对副溶血弧菌流行病学调

查、预防和控制具有重要意义［１２］。传统的血清学

分型方法分辨率不高、操作复杂、耗时长，且很多

菌株不能用此法分型；而从基因水平进行分型可
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从根本上区分菌株的差异，且结果比血清学分型

方法更具可靠性［１３］。随着细菌基因分型方法的

快速发展，利用肠杆菌基因间共有重复序列 ＰＣＲ
技 术 （ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｌ ｒｅｐｅｔｉｔｉｖｅ ｉｎｔｅｒｇｅｎｉｃ
ｃｏｎｓｅｎｓｕｓＰＣＲ，ＥＲＩＣＰＣＲ）开展副溶血弧菌的基
因分型研究已有一些报道［１４］，目前国内外学者针

对副溶血弧菌的相关致病基因及基因分型开展

相关研究［１５１６］，但试验菌株是从海产品和环境等

分离得到的，而针对分离自低盐度淡化养殖的虾

源副溶血弧菌开展相关研究则未见报道。此外，

针对携带特异性 ｐＶＡ质粒的副溶血弧菌的研究，
目前国内仅见少量报道［１７］。

本研究以从上海市郊区低盐度淡化养殖的

对虾体内分离到的 １９株副溶血弧菌为研究对
象，同时设置１株标准菌株作为参考菌株，对该
菌的４种致病基因 ｔｄｈ、ｔｒｈ、ＯＲＦ８、ｔｏｘＲＳ／ｎｅｗ携
带情况进行检测，并针对能够引起对虾 ＡＨＰＮＤ
的副溶血弧菌特异性 ｐＶＡ质粒基因 ＡＰ１、ＡＰ２进
行了筛查，同时运用 ＥＲＩＣＰＣＲ分子分型方法对
分离株基于基因片段大小及其分子多态性开展

了分型研究，旨在了解上海地区虾源副溶血弧菌

相关致病基因的携带及基因分型情况，分析其潜

在致病性菌株的分布，为进一步开展该菌的流行

趋势预测及同源性追踪等方面研究工作提供基

础数据。

１　材料与方法

１．１　菌株来源及编号
２０１４年７月—２０１５年 ９月，从上海地区 １９

个池塘养殖虾类样品中陆续分离获得１９株副溶
血性弧菌，菌株保藏编号为 Ｂ０１９０１～Ｂ０１９１９，并
按分离时间顺序分别编号为 Ｖｐ１～Ｖｐ１９，１株副
溶血弧菌标准株 ＡＴＣＣ１７８０２编号 Ｖｐ２０，购自中
国科学院微生物研究所。１９株分离株中 Ｖｐ１～
Ｖｐ１０为２０１４年分离，Ｖｐ１１～Ｖｐ１９为２０１５年分
离，所有菌株经生化鉴定和分子生物学１６ＳｒＤＮＡ

鉴定，并采用甘油冷冻保存法将所有分离株保存

于－８０℃冰箱。其中：Ｖｐ１、Ｖｐ３、Ｖｐ４分离自同
一养殖单位；Ｖｐ２、Ｖｐ６、Ｖｐ７、Ｖｐ９、Ｖｐ１０、Ｖｐ１４分
离自同一养殖单位；Ｖｐ５、Ｖｐ８、Ｖｐ１３、Ｖｐ１７分离自
同一养殖单位；菌株中Ｖｐ１～Ｖｐ１８均分离自凡纳
滨对虾（Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓｖａｎｎａｍｅｉ），Ｖｐ１９分离自罗氏
沼虾（Ｍａｃｒｏｂｒａｃｈｉｕｍｒｏｓｅｎｂｅｒｇｉｉ）。
１．２　主要试剂

胰蛋白胨大豆琼脂培养基（ＴＳＡ）、胰蛋白胨
大豆肉汤培养基（ＴＳＢ）购自北京陆桥技术有限责
任公司；Ｅｚｕｐ柱式细菌基因组 ＤＮＡ抽提试剂盒、
ＳａｎＰｒｅｐ柱式质粒 ＤＮＡ小量抽提试剂盒、Ａｇａｒｏｓｅ
Ｂ、４ｓＲｅｄｐｌｕｓ核酸染色剂购自生工生物工程（上
海）股份有限公司；ＰＣＲＰｒｅｍｉｘＴａｑ购自宝生物
工程（大连）有限公司。

１．３　菌株活化
将保存于－８０℃冰箱的菌株冻存液室温解

冻后，用接种环挑取１环菌液划线接种到 ＴＳＡ斜
面培养基上，然后置于生化培养箱中，于３０℃培
养２４ｈ后，挑取单个菌落接种到ＴＳＢ液体培养基
中，置于摇床培养箱，３７℃、１８０ｒ／ｍｉｎ振荡培养
８～１２ｈ，获得的菌悬液用于提取细菌基因组
ＤＮＡ和质粒ＤＮＡ。
１．４　致病基因检测方法
１．４．１　基因组和质粒ＤＮＡ的提取

分别取适量上述经活化的菌悬液，置于离心

管内，８０００ｒ／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ，收集菌体，分别按
照细菌基因组ＤＮＡ提取试剂盒和柱式细菌质粒
ＤＮＡ抽提试剂盒说明步骤进行操作，提取各菌株
基因组和质粒ＤＮＡ，保存于－２０℃冰箱备用。
１．４．２　引物设计与合成

参照茆丹［１］的方法设计合成基因组基因

ｔｄｈ、ｔｒｈ、ＯＲＦ８、ｔｏｘＲＳ／ｎｅｗ检测引物；参照 ＬＥＥ
等［１８］的方法设计合成质粒基因 ＡＰ１、ＡＰ２检测引
物，引物序列见表１，由生工生物工程（上海）股份
有限公司合成。

９４８



上 海 海 洋 大 学 学 报 ２８卷

表１　６种致病基因的引物序列
Ｔａｂ．１　Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆ６ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｇｅｎｅｓ

目的基因

Ｔａｒｇｅｔｇｅｎｅ
引物序列（５′→３′）

Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′→３′）
ＰＣＲ产物大小

ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｉｚｅ／ｂｐ

ｔｄｈ Ｆ：ＧＴＡＡＡＧＧＴＣＴＣＴＧＡＣＴＴＴＴＧＧＡＣ
Ｒ：ＴＧＧＡＡＴＡＧＡＡＣＣＴＴＣＡＴＣＴＴＣＡＣＣ ２６９

ｔｒｈ Ｆ：ＴＴＧＧＣＴＴＣＧＡＴＡＴＴＴＴＣＡＧＴＡＴＣＴ
Ｒ：ＣＡＴＡＡＣＡＡＡＣＡＴＡＴＧＣＣＣＡＴＴＴＣＣＧ ５００

ＯＲＦ８ Ｆ：ＧＴＴＣＧＣＡＴＡＣＡＧＴＴＧＡＧＧ
Ｒ：ＡＡＧＴＡＣＡＧＣＡＧＧＡＧＴＧＡＧ ７００

ｔｏｘＲＳ／ｎｅｗ Ｆ：ＴＡＡＴＧＡＧＧＴＡＧＡＡＡＣＡ
Ｒ：ＡＣＧＴＡＡＣＧＧＧＣＣＴＡＣＡ ６５１

ＡＰ１ Ｆ：ＣＣＴＴＧＧＧＴＧＴＧＣＴＴＡＧＡＧＧＡＴＧ
Ｒ：ＧＣＡＡＡＣＴＡＴＣＧＣＧＣＡＧＡＡＣＡＣＣ ７００

ＡＰ２ Ｆ：ＴＣＡＣＣＣＧＡＡＴＧＣＴＣＧＣＴＴＧＴＧＧ
Ｒ：ＣＧＴＣＧＣＴＡＣＴＧＴＣＴＡＧＣＴＧＡＡＧ ７００

１．４．３　致病基因的ＰＣＲ扩增
ＰＣＲ反应体系（５０μＬ）：ＰＣＲＰｒｅｍｉｘ２５μＬ，

上、下游引物各１μＬ，ＤＮＡ模板２μＬ，补充无菌
双蒸水至５０μＬ，实验同时设置无菌双蒸水作为
阴性对照模板。

ＰＣＲ反应程序为ｔｄｈ、ｔｒｈ基因：９４℃预变性５
ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ，５８℃退火３０ｓ，７２℃延伸３０
ｓ，３０个循环，７２℃延伸１０ｍｉｎ。ＯＲＦ８基因：９４
℃预变性５ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ，５６℃退火３０ｓ，
７２℃延伸６０ｓ，３０个循环，７２℃延伸１０ｍｉｎ。ｔｏｘ
ＲＳ／ｎｅｗ基因：９４℃预变性５ｍｉｎ，９４℃变性６０ｓ，
４６℃退火６０ｓ，７２℃延伸２ｍｉｎ，３０个循环，７２℃
延伸１０ｍｉｎ。ＡＰ１、ＡＰ２基因：９４℃预变性５ｍｉｎ，
９４℃变性３０ｓ，６０℃退火３０ｓ，７２℃延伸６０ｓ，３０
个循环，７２℃延伸１０ｍｉｎ。
１．４．４　ＰＣＲ产物检测

采用１００μＬ／Ｌ４ｓＲｅｄｐｌｕｓ核酸染色剂染
色，１．０％琼脂糖凝胶电泳进行ＰＣＲ产物检测，用
ＤＬ２０００ＤＮＡ标准分子质量作为对照。在５Ｖ／
ｃｍ电压条件下电泳３０ｍｉｎ后，用紫外凝胶成像
系统观察电泳结果并拍照。

１．５　分离株的ＥＲＩＣＰＣＲ分型
１．５．１　引物设计与合成

参照马月姣等［１９］方法设计分离株分型引物，

引物序列为ＥＲＩＣＦ：５′ＡＴＧＴＡＡＧＣＴＣＣＴＧＧＧＧＡ
ＴＴＣＡＣ３′，ＥＲＩＣＲ：５′ＡＡＧＴＡＡＧＴＧＡＣＴＧＧＧＧＴＧ
ＡＧＣＧ３′，由生工生物工程（上海）股份有限公司
合成。

１．５．２　ＥＲＩＣＰＣＲ扩增
ＰＣＲ扩增反应体系为２５．０μＬ，体系中含有

２．５μＬ１０×ＰＣＲ反应缓冲液，１．５μＬ２．５ｍｍｏｌ／
ＬＭｇ２＋，１．５μＬ２．０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ，１．０μＬ正反
向引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）混合液，１．０ＵＴａｑ聚合酶以
及 １．０μＬ模板ＤＮＡ，补充无菌水至 ２５．０μＬ，同
时设置无菌双蒸水作为阴性对照模板。ＰＣＲ反
应程序为９４℃预变性５ｍｉｎ，９４℃变性４５ｓ，５２
℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸５ｍｉｎ，３５个循环，７２℃
延伸１０ｍｉｎ，４℃保存。
１．５．３　ＥＲＩＣＰＣＲ产物的电泳检测

采用１００μＬ／Ｌ４ｓＲｅｄｐｌｕｓ核酸染色剂染
色，１．５％琼脂糖凝胶电泳进行ＰＣＲ产物检测，用
ＤＬ１００００ＤＮＡ标准分子质量作为对照。在５Ｖ／
ｃｍ电压条件下电泳４０ｍｉｎ后，用紫外凝胶成像
系统观察电泳结果并拍照。

１．５．４　ＥＲＩＣＰＣＲ图谱分析
ＥＲＩＣＰＣＲ电泳图谱首先采用 ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ

（ＢｉｏＲａｄ，ＵＳＡ）软件进行扩增条带分析，识别结
果记录方法：针对某一条带，软件自动识别后

“有”记做“１”，“无”记做“０”，并辅助相应的人工
校对；再采用 ＮＴＳＹＳｐｃ２．１软件计算得到 Ｊａｃｃａｒｄ
的遗传相似性系数矩阵和遗传距离矩阵，随后利

用遗传距离矩阵采用非加权配对算术平均法

（ｕｎｗｅｉｇｈｔｅｄ ｐａｉｒｇｒｏｕｐ ｍｅｔｈｏｄ ｗｉｔｈ ａｒｉｔｈｍｅｔｉｃ
ｍｅａｎ，ＵＰＧＭＡ）对分离株进行遗传聚类分析；最
后根据聚类结果进行系统进化树的构建，比较不

同来源菌株间的亲缘关系。

２　结果与分析

２．１　分离株致病基因检测结果
所有菌株均未检测出 ｔｄｈ和 ＯＲＦ８致病基
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因；仅分离株Ｖｐ３和标准株 Ｖｐ２０检出 ｔｒｈ基因，
其余分离株均未检出（图１），该基因在１９株分离
株中携带率为５．３％；除分离株Ｖｐ５、Ｖｐ１０、Ｖｐ１１、
Ｖｐ１３和Ｖｐ１９及标准株 Ｖｐ２０未检出 ｔｏｘＲＳ／ｎｅｗ
基因外，其余１４株分离株均检出 ｔｏｘＲＳ／ｎｅｗ基
因（图 ２），在 １９株分离株中基因携带率为
７３．７％。

针对能够引起虾类ＡＨＰＮＤ的高毒力副溶血
弧菌特异性质粒上携带 ＡＰ１或 ＡＰ２致病基因的
检测结果表明，Ｖｐ１２、Ｖｐ１４、Ｖｐ１９分离株检出携
带ＡＰ１致病基因（图３），Ｖｐ１４、Ｖｐ１８、Ｖｐ１９分离
株检出携带ＡＰ２致病基因（图４），两者的携带率
均为１５．８％。由图３、图４可知，ＡＰ１、ＡＰ２致病基
因作为同一特异性质粒上的２个不同基因片段

均可在 Ｖｐ１４、Ｖｐ１９分离株中检出，而 Ｖｐ１２和
Ｖｐ１８分离株仅能检出ＡＰ１或ＡＰ２。
２．２　分离株ＥＲＩＣＰＣＲ扩增结果

由图５可知，运用 ＥＲＩＣＰＣＲ法能扩增出较
为清晰的ＥＲＩＣ图谱，每个分离株的ＥＲＩＣ条带大
小都在２５０～４０００ｂｐ之间，扩增条带数介于５～
１０之间。由图５可知，Ｖｐ１和 Ｖｐ４，Ｖｐ８和 Ｖｐ９，
Ｖｐ１２和Ｖｐ１４分离株的扩增图谱分别较为一致，
Ｖｐ３、Ｖｐ５、Ｖｐ７分离株的扩增图谱也基本一致，此
外Ｖｐ１１～Ｖｐ１８分离株的扩增图谱也较为相似。
但Ｖｐ１９分离株仅扩增出５个条带，明显区别于
Ｖｐ１１～Ｖｐ１８分离株，而 Ｖｐ２、Ｖｐ６、Ｖｐ１０、Ｖｐ２０分
离株的扩增图谱亦分别与其他分离株存在一定

差异。

Ｍ为ＤＬ２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１～１９分别代表Ｖｐ１～Ｖｐ１９分离株，２０代表Ｖｐ２０标准株，ＮＣ代表阴性对照

ＭｍｅｓａｓＤＬ２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１ｔｏ１９ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｉｓｏｌａｔｅｄｓｔｒａｉｎｓＶｐ１ｔｏＶｐ１９，２０ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔａｎｄａｒｄｓｔｒａｉｎＶｐ２０，ＮＣｒｅｐｒｅｓｅｎｔｎｅｇａｔｉｖｅ

ｃｏｎｔｒｏｌ

图１　Ｔｒｈ基因１．０％琼脂糖凝胶电泳结果
Ｆｉｇ．１　Ｒｅｓｕｌｔｏｆ１．０％ ａｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆｔｒｈ

Ｍ为ＤＬ２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１～１９分别代表Ｖｐ１～Ｖｐ１９分离株，２０代表Ｖｐ２０标准株，ＮＣ代表阴性对照

ＭｍｅｓａｓＤＬ２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１ｔｏ１９ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｉｓｏｌａｔｅｄｓｔｒａｉｎｓＶｐ１ｔｏＶｐ１９，２０ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔａｎｄａｒｄｓｔｒａｉｎＶｐ２０，ＮＣｒｅｐｒｅｓｅｎｔｎｅｇａｔｉｖｅ

ｃｏｎｔｒｏｌ

图２　ＴｏｘＲＳ／ｎｅｗ基因１．０％琼脂糖凝胶电泳结果
Ｆｉｇ．２　Ｒｅｓｕｌｔｏｆ１．０％ ａｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆｔｏｘＲＳ／ｎｅｗ
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Ｍ为ＤＬ２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１～１９分别代表Ｖｐ１～Ｖｐ１９分离株，２０代表Ｖｐ２０标准株，ＮＣ代表阴性对照

ＭｍｅｓａｓＤＬ２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１ｔｏ１９ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｉｓｏｌａｔｅｄｓｔｒａｉｎｓＶｐ１ｔｏＶｐ１９，２０ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｓｔａｎｄａｒｄｓｔｒａｉｎＶｐ２０，ＮＣｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｎｅｇａｔｉｖｅ

ｃｏｎｔｒｏｌ

图３　ＡＰ１基因１．０％琼脂糖凝胶电泳结果
Ｆｉｇ．３　Ｒｅｓｕｌｔｏｆ１．０％ ａｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆＡＰ１

Ｍ为ＤＬ２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１～１９分别代表Ｖｐ１～Ｖｐ１９分离株，２０代表Ｖｐ２０标准株，ＮＣ代表阴性对照

ＭｍｅｓａｓＤＬ２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１ｔｏ１９ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｉｓｏｌａｔｅｄｓｔｒａｉｎｓＶｐ１ｔｏＶｐ１９，２０ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｓｔａｎｄａｒｄｓｔｒａｉｎＶｐ２０，ＮＣｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｎｅｇａｔｉｖｅ

ｃｏｎｔｒｏｌ

图４　ＡＰ２基因１．０％琼脂糖凝胶电泳结果
Ｆｉｇ．４　Ｒｅｓｕｌｔｏｆ１．０％ ａｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆＡＰ２

Ｍ为ＤＬ１００００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１～１９分别代表Ｖｐ１～Ｖｐ１９分离株，２０代表标准株Ｖｐ２０，ＮＣ代表阴性对照

ＭｍｅｓａｓＤＬ１００００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ，１ｔｏ１９ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｉｓｏｌａｔｅｄｓｔｒａｉｎｓＶｐ１ｔｏＶｐ１９，２０ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｓｔａｎｄａｒｄｓｔｒａｉｎＶｐ２０，ＮＣｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｎｅｇａｔｉｖｅ

ｃｏｎｔｒｏｌ

图５　２０株副溶血弧菌的ＥＲＩＣＰＣＲ电泳图谱
Ｆｉｇ．５　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆＥＲＩＣＰＣＲｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆ２０Ｖ．ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓｓｔｒａｉｎｓ

２５８



６期 张海强，等：虾源副溶血弧菌致病基因检测与ＥＲＩＣＰＣＲ分型

２．３　分离株ＥＲＩＣＰＣＲ图谱分析
运用 ＮＴＳＹＳｐｃ２．１软件对上述 ＥＲＩＣ电泳图

谱进行聚类分析，使用非加权配对平均法

（ＵＰＧＭＡ）计算得到聚类树状图，从图６中可以看
到：Ｖｐ１和 Ｖｐ４，Ｖｐ２和 Ｖｐ１０，Ｖｐ６、Ｖｐ８和 Ｖｐ９，
亲缘关系较近而分别聚为一支；扩增图谱带型较

为一致的菌株Ｖｐ１１～Ｖｐ１８也基本聚在一起；Ｖｐ３、
Ｖｐ５、Ｖｐ７和Ｖｐ１９分别与其他菌株亲缘关系均较
远，标准株Ｖｐ２０与实验中其他１９株分离株关系
均较远，单独聚为一支，分型结果发现Ｖｐ１１～Ｖｐ１８
亲缘关系较近，且均分离自２０１５年。这说明该方
法能够有效区分不同时间段获得的菌株，而对不

同地理位置分离株间区分并不明显。

图６　２０株副溶血弧菌的ＥＲＩＣＰＣＲ聚类图
Ｆｉｇ．６　ＥＲＩＣＰＣＲｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇｆｉｇｕｒｅｏｆ
２０Ｖ．ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓｓｔｒａｉｎｓ

　　根据聚类图谱亲缘远近关系，在相似值
８０．０％的水平上，２０株副溶血弧菌通过 ＥＲＩＣ
ＰＣＲ分型统计共分为７个不同的类群（表２），其
中：遗传多样性优势群为群体Ⅳ，菌株所占比例
为４０．０％；使用ＨＵＮＴＥＲ等［２０］的方法计算出此分

表２　２０株副溶血弧菌的ＥＲＩＣＰＣＲ分型聚类表
Ｔａｂ．２　ＥＲＩＣＰＣＲｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇｔａｂｌｅｏｆ２０

Ｖ．ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓｓｔｒａｉｎｓ
类群

Ｇｒｏｕｐ
菌株编号

ＳｔｒａｉｎｓＮｏ
比例

Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ／％

Ⅰ Ｖｐ１，Ｖｐ４ １０．０％
Ⅱ Ｖｐ２，Ｖｐ１０ １０．０％
Ⅲ Ｖｐ６，Ｖｐ８，Ｖｐ９ １５．０％

Ⅳ
Ｖｐ１１，Ｖｐ１２，Ｖｐ１３，Ｖｐ１４，
Ｖｐ１５，Ｖｐ１６，Ｖｐ１７，Ｖｐ１８ ４０．０％

Ⅴ Ｖｐ１９ ５．０％
Ⅵ Ｖｐ３，Ｖｐ５，Ｖｐ７ １５．０％
Ⅶ Ｖｐ２０ ５．０％

型方法的分辨力指数 ＤＩ值为 ０．８１１。这表明
ＥＲＩＣＰＣＲ方法可以对该实验中副溶血弧菌进行
较好的基因分型。

３　讨论

溶血性毒素是副溶血弧菌极其重要的致病

因子，副 溶 血 弧 菌 的 耐 热 直 接 溶 血 毒 素

（ｔｈｅｒｍｏｓｔａｂｌｅｄｉｒｅｃｔｈｅｍｏｌｙｓｉｎ，ｔｄｈ）和耐热相关溶
血毒素（ｔｄｈｒｅｌａｔｅｄｈｅｍｏｌｙｓｉｎ，ｔｒｈ）被认为是极为
重要的两个致病因子。ｔｄｈ和 ｔｒｈ都具有溶血活
性、细胞毒性、肠毒素活性［２１］，可以直接作用于红

血球并产生神奈川现象（Ｋａｎａｇａｗａｐｈｅｎｏｍｅｎｏｎ，
ＫＰ），即溶血现象［２２］。ｔｏｘＲＳ／ｎｅｗ是副溶血弧菌
转座子ｔｏｘＲＳ变化之后的名称，ｔｏｘＲＳ上的ｔｏｘＲ
和ｔｏｘＳ转座子能编码跨膜蛋白，增强副溶血弧菌
的侵袭能力并且此致病基因被认为是１９９６年后
的流行致病株特有［２３］，对于了解潜在新流行致病

株具有重要意义。致病基因ＯＲＦ８是丝状噬菌体
ｆ２３７的开放阅读框，该噬菌体是副溶血弧菌所特
有，只拥有唯一的开放阅读框，并且被认为与副

溶血弧菌的大流行株有关［２４］，ＯＲＦ８能编码一种
粘附蛋白，从而增加副溶血弧菌对人类肠道细胞

的粘附能力，增强其致病性。本研究对从上海市

不同单位养殖的对虾中分离得到的副溶血弧菌

进行６种致病基因的检测筛查，结果发现：ｔｒｈ基
因的携带率较低，１９株分离株中仅有一株分离株
Ｖｐ３检出阳性，说明该菌株存在一定的致病能力，
对ｔｄｈ和 ＯＲＦ８基因检测未发现阳性菌株，该结
果与环境及海产品分离株中ｔｄｈ基因检出率较低
等研究结果基本一致［１４］；对ｔｏｘＲＳ／ｎｅｗ基因的检
出率较高，１９株副溶血分离菌株中１４株为阳性
菌株，基因携带率为７３．７％。以上结果表明，上
海市６个对虾养殖单位中，从对虾中分离到的副
溶血弧菌毒性并不强，但存在一定的流行性，这

可能导致一些新的流行致病株的产生。

对能够引起对虾急性肝胰腺坏死病的特异

性副溶血弧菌检测结果发现 ＡＰ１基因携带菌株
为 Ｖｐ１２、Ｖｐ１４、Ｖｐ１９，ＡＰ２基因携带菌株为
Ｖｐ１４、Ｖｐ１８、Ｖｐ１９。ＡＰ１和 ＡＰ２两个基因均是副
溶血弧菌质粒基因，携带有这种质粒的副溶血弧

菌理论上能够引起南美白对虾的急性肝胰腺坏

死病（ＡＨＰＮＤ）［１１，１８］，本研究对这两种基因的检
测结果并不完全一致，其原因可能是由于质粒基
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因具有转染能力，存在一定的基因丢失情况，也

可能与这种特异性副溶血弧菌的质粒致病机理

有关。有研究报道，不仅在副溶血弧菌中存在这

种特异性质粒，在其他弧菌中也有该特异性质粒

存在［２５］，表明该质粒基因存在地理范围及跨种扩

张的趋势，应当引起重视，但该质粒基因的致病

机理仍需进一步探索研究。

ＥＲＩＣＰＣＲ技术是一种简单快速易操作的分
子分型技术，相对于传统血清学分型方法具有稳

定性好和分辨率高等优点，也被越来越多地应用

于菌株溯源和菌种分类等研究中。也有研究［２６］

表明，同一血清型的不同来源菌株通过 ＥＲＩＣ
ＰＣＲ分型技术仍有明显图谱差异，说明 ＥＲＩＣ
ＰＣＲ分型技术在种内分型溯源上更有优势。本
研究采用 ＥＲＩＣＰＣＲ技术对１９株副溶血弧菌分
离株进行基因分型，通过对指纹图谱的软件分析

得到聚类树，初步探索不同菌株间的亲缘关系远

近，并通过类群中的菌株分布了解了上海地区６
家不同对虾养殖单位中副溶血弧菌的分子遗传

差异，结果发现１９株副溶血弧菌分离株中，从不
同养殖单位取样分离得到的菌株，其分型结果并

没有明显的地理关系，这可能与本研究样品数量

有限而本身地理位置较近所致，可以后续结合传

统血清学分型技术进行进一步研究探索；而从不

同时间取样分离保存的菌株，结果发现２０１５年分
离得到的 Ｖｐ１１～Ｖｐ１８菌株间关系较近，而与
２０１４年分离得到的菌株区分较明显，这可能是由
于不同时间分离得到的这些菌株来源于１个相
似的流行株［２７］，这也与本研究中这些菌株流行相

关基因ｔｏｘＲＳ／ｎｅｗ携带率较高结果相符合。通
过对２０株副溶血弧菌ＥＲＩＣＰＣＲ分型聚类，结果
表明ＥＲＩＣＰＣＲ可以快速方便的分析致病菌背
景，结合菌株的分离时间、地点，可以有效的对潜

在的流行致病菌株进行流行病学溯源，为对虾养

殖单位中副溶血弧菌的流行与预防控制提供相

关参考。
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