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产耐热直接相关溶血素的副溶血性弧菌
PCR检测及其表型分析

刘代新 ,宁喜斌
(上海海洋大学 食品学院 上海　200090)

　　摘要 :运用 PCR技术成功建立了检测产耐热直接相关溶血素 (TRH)的副溶血性弧菌的方法 ,并应用该方法从 1株

标准株和其他 3种不同来源的 37株副溶血性弧菌中的 13株扩增出 015 kb的 trh基因特异性扩增带 ;产 TRH的副溶

血性弧菌中 1株标准株 ,12株分离自腹泻病人排泄物或呕吐物 ,1株分离自水产动物养殖用水 ;并且产 TRH与尿素酶阳

性的副溶血性弧菌菌株之间的具有一一对应的关系 ,结果认定尿素酶阳性是产 TRH的副溶血性弧菌菌株的表现型。
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The TRH2production Strain of Vibrio parahaemolyticus :Its Detected

Method Via the PCR Technology and the Phaenotype

LIU Dai2xin ,NING Xi2bin
(College of Food Science ,Shanghai Ocean University ,Shanghai　200090 ,China)

Abstract :In this study ,the PCR technology was used to detect the Vibrio parahaemolyticus which could product the

TRH ,which was one of the major causative agents of Vibrio parahaemolyticus. We found that there were fourteen strains

from the 37 Vibrio parahaemolyticus strains can product TRH. In the fourteen strains ,one was the type strain ,one was iso2
lated from the cultural water ,and the other twelve were the clinic strain. The result showed that the strains which produced

the TRH can also produced the urase ,and the TRH negative ones also the urase negative. So we can judge the Vibrio

parahaemolyticus strain which can produce TRH according to the urase test .
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　　副溶血性弧菌 ( Vibrio parahaemolyticus ,VP) 是革

兰氏阴性嗜盐性细菌 ,隶属弧菌科中的弧菌属 ,它主

要存在于近海岸的海水、海底沉积物、盐湖和鱼类、

虾类、贝类、牡蛎等海产品中 ,是引起食源性疾病的

主要病原之一。人类会由于食用污染大量该菌的水

产品而引起突发性食物中毒 ,可导致患者出现腹泻、

肠痉挛、恶心、呕吐、发烧等典型胃肠炎反应[1 ]。副

溶血性弧菌的主要致病性在于它可以产生 3种溶血

性毒素 ,它们是不耐热溶血毒素 ( TLH) 、耐热直接溶

血毒素 (TDH)和耐热直接相关溶血素 ( TRH) ,分别

由 tlh、tdh及 trh 基因编码。其中 TRH的致病性主

要表现在具有直接溶血活性和肠毒素作用 ,研究表

明 ,并非所有的副溶血性弧菌携带毒力基因 trh ,只

有部分水产品中分离的该菌产 TRH[2 - 4 ]。

快速准确的检测出产 TRH的副溶血性弧菌 ,可

以有效的预防和控制由该菌引起的食源性疾病。其

中 PCR技术具有特意性强、灵敏度高、快速准确及

自动化程度高等特点 ,正在逐渐应用于食品中病原

微生物的检测[5 ]。有研究表明 ,产 TRH的副溶血性

弧菌与尿素酶阳性的副溶血性弧菌有一定的关

系[6 ,7 ]。本研究利用 PCR技术检测产 TRH的副溶

血性弧菌 ,并分析产 TRH与尿素酶阳性的副溶血性

弧菌菌株之间的对应关系。

1　材料和方法

111　材料

11111　菌株来源　标准菌株 BJ111997 (VP BJ111997) ,

此株菌 trh阳性且尿素酶阳性。其余菌株见表 1。
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11112　主要试剂　营养琼脂、TCBS琼脂、尿素琼脂

基础培养基、40 %尿素溶液购于上海市疾病预防控

制中心试剂中心 ;胰酪胨大豆琼脂 ( TSA) 、胰酪胨大

豆琼脂 ( TSB)购于上海康润生物科技有限公司 ;科

玛嘉弧菌显色培养基购于上海科玛嘉微生物技术有

限公司 ;RNA酶、柱式基因组 DNA提取试剂盒及其

他 PCR反应及产物检测所需试剂均购于上海生工

生物工程技术服务有限公司。

11113　主要仪器 　隔水式培养箱、恒温培养摇床

(上海2恒仪器有限公司) ;微波炉 (格兰仕公司) ;电

泳槽和电泳仪 (北京六一仪器厂) ;高速台式离心机

(上海安亭科学仪器厂) ;恒温水浴箱 (上海安谱科学

仪器有限公司) ;吉尔森可调移液器 (法国吉尔森公

司) ;PCR仪 (PTC2100 ,美国MJ 公司) ;凝胶成像系统

(Tanon24100 ,上海天能科技有限公司) 。

112　方法

11211　菌株的活化和观察 　所有副溶血性弧菌菌

株接种于 3 % NaCl营养琼脂 ,转接活化 2～3次 ;活

化的菌株然后接种于 TCBS琼脂和科玛嘉弧菌显色

培养基 ,观察是否符合在这两种培养基上生长的菌

落形态。

11212　引物的序列与合成　trh基因扩增所用引物

的序列参照文献 [ 8 ] ,扩增出的 trh 基因长度为

015 kb。

上游引物序列 :5′2TTG GCT TCG ATA TTT TCA

GTA TCT23′

下游引物序列 :5′2CAT AAC AAA CAT ATG CCC

ATT TCC G23′

引物由上海赛百盛基因技术有限公司合成。

11213　菌悬液的制备 　副溶血性弧菌接种于 3 %

NaCl TSA ,过夜培养后 ,取单菌落转接于 3 % NaCl

TSB ,37℃、120 r/ min摇床培养 24 h。

11214　基因组DNA的提取　用柱式基因组DNA提

取试剂盒 ,按照说明书提取副溶血性弧菌的基因组

DNA。

11215　PCR反应条件的优化　trh基因扩增所需的

PCR 反应体系及反应温度条件的优化参照文献

[8 ,9 ]。

11216　PCR产物的检测　取扩增产物 5μL 和 2μL

loading buffer 混匀点样后 ,100 V电压下电泳 30～40

min ,EB染色后 ,凝胶成像系统观察并拍照 ,记录结

果并分析。

11217　尿素酶试验 　培养基的制备参照产品说明

书。培养至对数生长期的 TCBS琼脂上副溶血性弧

菌接种于 3 %氯化钠尿素培养基 ,30℃培养 18～24

h ,观察结果。

2　结果与分析

211 　两种选择性培养基上副溶血性弧菌的菌落

特征

21111　TCBS琼脂上副溶血性弧菌的菌落特征　圆

形 ,边缘整齐 ,湿润 ,稍混浊 ,半透明 ,多数具尖心 ,斗

笠状 ,蓝绿色菌落 ,直径 2～4 mm。

21112　科玛嘉弧菌显色培养基上副溶血性弧菌的

菌落特征　圆形 ,边缘整齐 ,湿润 ,混浊 ,不透明 ,紫

红色菌落 ,直径 3～5 mm。

212　产 TRH的副溶血性弧菌 PCR检测的优化

条件

优化的总体积为 30μL ,反应体系中 ,模板 DNA

1μL ,30μmol/ L 的上下游引物各 015μL ,2 mmol/ L

的 dNTP 3μL , 5 U/μL TaqDNA 聚合酶 015μL , 25

mmol/ L的MgCl2 118μL ,10×PCR Buffer 3μL ,其余量

用灭菌双蒸水补足。优化的 PCR反应温度为 :94℃

预变性 5 min ;30个循环的反应为 :94℃变性 60 s ,

58℃复性 60 s ,72℃延伸 60 s ;最后 72℃延伸 7 min。

从图 1 可以看出 ,以副溶血性弧菌标准株 BJ111997

的基因组DNA为模板 ,能扩增出 015 kb的特异扩增

带 ,与预期结果相符 ,表明本试验建立的产 TRH的

副溶血性弧菌 PCR检测方法是成功的。

1 ,41Marker (从下至上 :012 ,014 ,016 ,018 ,110 ,115 kb) ;
21空白对照 ;31阳性对照 ,副溶血性弧菌标准株BJ111997。

1 ,4. Marker (from the bottom up :012 ,014 ,016 ,018 ,
110 ,115 kb) ;21Negative control ; 31VP BJ1119971

图 1　副溶血性弧菌标准株 BJ111997 trh基因扩增图谱

Fig. 1　PCR products of trh gene of VP BJ111997

213　PCR检测方法的应用

运用本研究建立的产 TRH 的副溶血性弧菌

PCR检测方法对分离自食品、腹泻病人排泄物或呕

吐物及水产动物养殖水的 37株副溶血性弧菌的 trh

基因进行了扩增 ,由图 2～4可以看出 ,有 13株副溶

血性弧菌扩增出了 015 kb的 trh基因 ,而其他 24株

不产 TRH。
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M. Marker (从下至上 :012 ,014 ,016 ,018 ,110 ,115 kb) ;11空白对照 ;2.阳性对照 ,副溶血性弧菌标准株BJ111997 ;
31VPF1 ;41VPF2 ;51VP1 ;61VP2 ;71VP11 ;81VP12 ;91VP29 ;101VP33 ;111VP47 ;121VPW1 ;131VPW2。

M. Marker (from the bottom up :012 ,014 ,016 ,018 ,110 ,115 kb) ;11Negative control ; 21VP BJ111997 ; 31VPF1 ;41VPF2 ;
51VP1 ;61VP2 ;71VP11 ;81VP12 ;91VP29 ;101VP33 ;111VP47 ;121VPW1 ;131VPW21

图 2　副溶血性弧菌标准株 BJ111997和其他 11株副溶血性弧菌 trh基因扩增图谱

Fig. 2　PCR products of trh gene of VP BJ111997 and other V. parahaemolyticus strains

M. Marker (从下至上 :012 ,014 ,016 ,018 ,110 ,115 kb) ;141VPF7 ;151VPF8 ;161VPF9 ;171VP4 ;
181VP49 ;191VP74 ;201VP13 ;211VP14 ;221VP70 ;231VP102 ;24. VP103 ;251VPW11 ;261VPW12。

M. Marker (from the bottom up :012 ,014 ,016 ,018 ,110 ,115 kb) ;141VPF7 ;151VPF8 ;161VPF9 ;171VP4 ;
181VP49 ;191VP74 ;201VP13 ;211VP14 ;221VP70 ;231VP102 ;241VP103 ;25. VPW11 ;261VPW121

图 3　13株副溶血性弧菌 trh基因扩增图谱

Fig. 3　PCR products of trh gene of 13 strains V. parahaemolyticus

M. Marker (从下至上 :012 ,014 ,016 ,018 ,110 ,115 kb) ;271VPF10 ;281VPF50 ;291VPF51 ;301VP3 ;311VP108 ;
321VP121 ;331VP15 ;341VP20 ;351VP104 ;361VP128 ;371VPW13 ;381VPW14 ;391VPW3。

M. Marker (from the bottom up :012 ,014 ,016 ,018 ,110 ,115 kb) ;271VPF10 ;281VPF50 ;29. VPF51 ;301VP3 ;311VP108 ;
321VP121 ;331VP15 ;341VP20 ;351VP104 ;361VP128 ;371VPW13 ;381VPW14 ;391VPW31

图 4　13株副溶血性弧菌 trh基因扩增图谱

Fig. 4　PCR products of trh gene of 13 strains V. parahaemolyticus

214　产 TRH与尿素酶阳性的副溶血性弧菌菌株之

间的对应关系

38株副溶血性弧菌的来源、产 TRH和尿素酶的

特性及对应关系见表 1 ,14株 trh 阳性的副溶血性

弧菌 ,尿素酶也是阳性 ,而其他 24株副溶血性弧菌

trh和尿素酶均为阴性 ,由此可见 ,产 TRH与尿素酶

阳性的副溶血性弧菌菌株之间的关系是正相关的。

除标准株 ,其他 13株产 TRH的副溶血性弧菌 ,12株

分离自腹泻病人排泄物或呕吐物 ,1 株分离自水产

动物养殖用水。

3　讨论与结论

本研究成功运用 PCR技术扩增出副溶血性弧

菌的 trh基因 ,进而区分菌株是否产 TRH。副溶血

性弧菌的主要致病性在于它可以产生 3种溶血性毒

素 ,分别由 tlh、tdh 及 trh 基因编码。其中 tlh 基因

具有种的特异性 ,常用于判定副溶血性弧菌 , TDH

是最主要的致病因子 ,常用于判定副溶血性弧菌菌
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表 1　副溶血性弧菌菌株 trh和尿素酶关系

Tab. 1　The relation of trh and Urase of V. parahaemolyticus

菌株
Strain trh

尿素酶
Urase
来源
Source
菌株
Strain trh

尿素酶
Urase
来源
Source

BJ111997 + + S VP102 + + C

VPF1 - - F VP103 + + C

VPF2 - - F VP104 + + C

VPF7 - - F VP108 + + C

VPF8 - - F VP121 + + C

VPF9 - - F VP128 + + C

VPF10 - - F VPW1 - - W

VPF50 - - F VPW2 - - W

VPF51 - - F VPW3 + + W

VP1 - - C VPW11 - - W

VP2 - - C VPW12 - - W

VP3 - - C VPW13 - - W

VP4 - - C VPW14 - - W

VP29 + + C VP11 - - C

VP33 + + C VP12 - - C

VP47 + + C VP13 - - C

VP49 + + C VP14 - - C

VP70 + + C VP15 - - C

VP74 + + C VP20 - - C

　注. + .阳性 ; - .阴性 ;S.标准菌株 ;F.食品 ;C.临床 ;W.水。
　Note. + . Positive ; - . Negative ;S. Reference strain ; F. Food ; C. Clinical ;
W. Water.

株的致病性 ,所以对这 2类溶血性毒素的 PCR检测

方法已经有了大量的研究[8 - 12 ] ;水产品中分离的副

溶血性弧菌只有很少部分产 TRH ,对该毒素的 PCR

检测方法研究很少 ,但是该毒素也是副溶血性弧菌

的主要致病因子 ,所以有必要建立检测该毒素的快

速检测方法。

本研究运用建立的 PCR技术对 1 株标准株和

其他 37株不同来源的副溶血性弧菌的 trh 基因进

行了扩增 ,其中 14株副溶血性弧菌 trh 阳性。除标

准株 ,其他 13株产 TRH的副溶血性弧菌 ,12株分离

自腹泻病人排泄物或呕吐物 ,1 株分离自水产动物

养殖用水。本研究同时研究了这些菌株的产尿素酶

情况 ,发现 trh阳性的菌株 ,尿素酶也是阳性 , trh阴

性的菌株 ,尿素酶则是阴性 ,由此可见 ,产 TRH与尿

素酶阳性的副溶血性弧菌菌株之间的具有一一对应

的关系。虽然本研究菌株数有限 ,不能说明所有产

TRH与尿素酶阳性的副溶血性弧菌菌株之间的关

系 ,至少我们可以用尿素酶阳性这个生化指标初步

筛选产 TRH的菌株 ,通过简单的表现型来快速筛选

所需的菌株。
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