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摘要! 哈维群弧菌是弧菌属的核心菌群!包括溶藻弧菌在内的 " 个种在表型和遗传型上均十

分相似!要准确鉴定各种有一定难度$ 看家基因的研究及生化鉴定系统的出现为弧菌鉴定提

供了多种方法!本文比较了 %"0:*+,基因%4':>基因和 1*(@基因以及 4/D2h# 3(8B,3D

+̀鉴定卡对溶藻弧菌相关分离株的分辨力$ 哈维群弧菌基因组内 %"0:*+,基因是多拷贝

的!且拷贝间序列差异大于种间差异!不适用于种的鉴定$ 单拷贝基因4':>和 1*(@序列种内

差异均小于种间差异$ 基于4':>基因相似性比较可清楚地将 %= 个疑似溶藻弧菌分离株和 <

个参比株归并到 @ 个种&4':>基因系统发育学分析也显示!哈维群弧菌各种独立地聚类分支!

且溶藻弧菌种内存在两个明显的聚类分支!说明两个分支的溶藻弧菌具有独立的进化方向$

1*(@基因的相似性比较和发育学分析也得到类似的结果!但 1*(@基因具有较强的保守性!因

而分辨力稍低于4':>基因$ 4/D2h# 3(8B,3D +̀鉴定卡在鉴定溶藻弧菌时也有一定的错

误率!且鉴定谱较窄$ 因此!建议在实际应用中采用 4':>基因比对作为溶藻弧菌快速鉴定的

主要手段!可再选用 1*(@基因对鉴定结果进行验证$

关键词! 溶藻弧菌& %"0:>+,& 4':>& 1*(@& 4/D2h# 3(8B,3D

中图分类号! 0C%?& XC! ;!!%&&&&&&&文献标志码',

&&弧菌广泛存在于河口)海湾)近岸海域的海水

和海洋动物体内"一些弧菌如溶藻弧菌#R/9(/'

265/%'6*4/&+,$)哈维氏弧菌#RC)2(D8*/$)副溶血弧

菌 # RC12(2)28-'6*4/&+,$) 创 伤 弧 菌 # RC

D+6%/J/&+,$)鳗弧菌#RC2%5+/662(+-$等亦是海水

养殖鱼*%+

)虾*#+

)贝类*!+的重要病原菌( 弧菌感

染海水养殖动物主要表现为体表溃疡)黑腮褐斑

综合征)白斑病)红腿病及弧菌病#4GT:G5\G\$

*@+

等"给水产养殖业造成巨大经济损失( 某些种类

弧菌"如溶藻弧菌)创伤弧菌等也能引起人类疾

病*< ;"+

"主要是接触海水)生食海鲜或进食被该菌

污染食物所致( 另一方面"也有弧菌做益生菌的

报道*?+

( 针对弧菌病"养殖业早期主要使用抗生

素防治"结果导致耐药菌株的出现及耐药基因的

扩散"引发人们对环境安全和食品安全的关注(

因此"生态调控和疫苗防治等措施"成为今后病害

防治发展方向( 弧菌快速准确的鉴定是研究其致

病机理)开发相关疫苗及其他病害防治措施的

基础(

溶藻弧菌又称解藻朊酸弧菌"是养殖环境中

最常见的弧菌"也是水产动物重要病原弧菌的代

表之一( 溶藻弧菌属于
&

E变形杆菌纲弧菌科

#4GT:G5J9OQ9Q$弧菌属#R/9(/'$( 溶藻弧菌最初

被认为是副溶血弧菌的一个生物型"后来独立为

一个种( 除此之外"溶藻弧菌还与哈维氏弧菌)坎

氏弧菌#RC&2-19866//$)需钠弧菌#RC%24(/858%,$
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及轮虫弧菌#RC('4/J8(/2%+,$等的关系密切"它们

与副溶血弧菌一起构成弧菌属的核心菌群,,,哈

维群弧菌( 它们不论在表型还是遗传型上都十分

相似"它们的 %"0:*+,基因相似性在 CCW左右"

要准确鉴定各种具有一定难度*=+

( 后来人们开

始使用其他保守基因分析弧菌的发育学地

位*C ;%@+

( DI5FU\5J等*%%+应用 1*(@"(1'3和(8&3

基因"对弧菌进行多位点分析和鉴定"发现这些基

因在种水平上比 %"0:*+,基因有更高的鉴别

力"能较好地区分哈维群弧菌种( B9\OR96等*%<+

应用 %"0:*+,"(8&3" 1*(@"(1'7" 5*(M"(&4M和

4':>基因对哈维群弧菌进行系统发育学分析及

分子鉴定"发现4':>基因对哈维群弧菌的鉴别力

最强( 溶藻弧菌也在多个商业化细菌鉴定系统的

鉴定谱内*%"+

"如 ,B/#$2)4/D2h# 3(8B,3D

等( 4/D2h# 3(8B,3D +̀鉴定卡能鉴定 = 种

重要的弧菌"其中就包括溶藻弧菌)副溶血弧菌(

基于 %"0:*+,基因序列从本实验室分离保

藏的弧菌菌株中筛选疑似溶藻弧菌及其相近种的

菌株"比较研究了 %"0:*+,基因)4':>基因和

1*(@基因以及 4/D2h# 3(8B,3D +̀鉴定卡

对这些菌株和溶藻弧菌模式株及参比菌株的分辨

力"以期确定一个快速简便鉴定溶藻弧菌及其相

关种的方法(

%&材料与方法

!&!'菌株及培养

实验所用弧菌共计 #@ 株"包括 %= 株待鉴定

的环境分离株)% 个模式菌株)< 个参比菌株#表

%$( 所有菌株在 ##%"2培养基 !$ a培养过夜

#%# _%" I$"##%"2斜面室温保存或液体培养物

#<W甘油于;=$ a超低温冰箱保存(

表 !'实验菌株来源信息表

/34&!'LA536?9:98;6?AH699A:;F

菌株

\P:9GJ

种名

J9FQ9\:QOQĜQM

来源

\5R:OQ

菌株

\P:9GJ

种名

J9FQ9\:QOQĜQM

来源

\5R:OQ

@%= 待鉴定 海水"北仑##$%$$ 1#kE< 待鉴定 蟹体"鄞州##$$C$

@@= 待鉴定 海水"舟山##$%$$ Y>0E" 待鉴定 蟹体"鄞州##$$C$

@"% 待鉴定 海水"象山##$%$$ (3e#? 待鉴定 海水"象山##$%$$

@"# 待鉴定 海水"象山##$%$$ +0,% 待鉴定 金枪鱼"太平洋群岛##$%%$

@"@ 待鉴定 海水"象山##$%$$ +0B% 待鉴定 虾仁"太平洋群岛##$%%$

@"C 待鉴定 海水"象山##$%$$ +0B! 待鉴定 虾仁"太平洋群岛##$%%$

@?! 待鉴定 海水"象山##$%$$ -Yk3! RC265/%'6*4/&+, 海水"烟台莱州##$$#$

@?@ 待鉴定 海水"象山##$%$$ 1YZ3?% RC265/%'6*4/&+, 海水"山东日照##$$@$

@?" 待鉴定 海水"象山##$%$$ 2$""" RC265/%'6*4/&+, 鱼体腹水"广东汕尾##$$=$

@=" 待鉴定 海水"象山##$%$$

,D33%??@C

D

RC265/%'6*4/&+, 竹鱼"日本#%C"%$

<!@ 待鉴定 海水"象山##$%$$ 4B(% RC12(2)28-'6*4/&+, 浙江省疾控中心

k10%E! 待鉴定 养殖水"鄞州##$$C$

4#$$$?%<@

9

RC265/%'6*4/&+, 大黄鱼肝脏"象山##$$$$

*!+

注!+0,%)+0B%)+0B! 由宁波出入境检验检疫局提供菌株' 菌株-Yk3!#>X"<C$<$$)1YZ3?%#2.%<<<<%$)2$"""#未发表$由国家海洋

局第三海洋研究所提供'974#$$$?%<@ 菌株号也为1$<$=%<E%(

+5PQ\!DIQ\P:9GJ +0,%" +0B% 9JM +0B! bQ:QU:5^GMQM Td +GJKT5 2JP:dE2cGP/J\UQOPG5J 9JM XR9:9JPGJQZR:Q9R' DIQ\P:9GJ -Yk3!

#>X"<C$<$$"1YZ3?%#2.%<<<<%$"2$"""#)JURT6G\IQM$9:QU:5^GMQM Td DIG:M /J\PGPRPQ5[(OQ9J5K:9UId' 97\P:9GJ 4#$$$?%<@ G\\9FQ9\

\P:9GJ 1$<$=%<E%7

!&('弧菌常规鉴定及aC/SQ系统鉴定

弧菌形态)生理生化特征实验按照/伯杰氏

细菌学鉴定手册0

*%?+和/食品卫生微生物学检验

副溶血性弧菌检验0

*%=+国标法进行( 细菌快速鉴

定按照法国生物梅里埃公司4/D2h# 3(8B,3D

鉴定系统 +̀鉴定卡说明书操作(

!&*'弧菌总#$%提取

从培养 %# _%" I 的弧菌平板上挑取单菌落

至已加入 <$

#

-灭菌水的 B3*管中"震荡混匀 %

FGJ后置于B3*仪 %$$ a保温 %< FGJ"%# $$$ :A

FGJ离心 %< FGJ"取上清液于新的灭菌 B3*管"

;#$ a保存(

!&+'!.L5)$%%,*BC和 +2):基因扩增及测序

扩增弧菌 %"0:*+,"4':>和 1*(@基因 B3*

反应体系包括!%

#

->+,模板"#

#

-%$

#

F56A-

引物"#<

#

-:G2H9\Q8GcPR:Q#D9h9*9$"补无菌双

蒸水至 <$

#

-( %"0:*+,基因扩增引物!#?["<VE

,̀̀ ,̀ DDD̀ ,D33D̀ 3̀D3,̀ E!V' %<%#:" <VE

3D,3̀ 3̀D,33DD̀ DD,3̀ ,E!V

*%C+

'采用降落

B3*扩增!C@ a < FGJ'C@ a % FGJ""< _"$ a

#'"
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% FGJ"?# a !$ \"%$ 个循环"每个循环复性温度

依次下降 $7< a'C@ a % FGJ""$ a % FGJ"?# a

!$ \"%= 个循环' ?# a < FGJ( 4':>基因扩增引

物!D5c:\"<VÈ,+3,*̀ +̀DDg̀ ,*̀ D+̀ ,g̀ E

,gD3E!V' D5c:9\" <VEDD>hhDD̀ +33+3g+̀ E

D4̀ 3>,D+,3E!V

*%<+

( 1*(@ 基 因 扩 增 引 物!

Ud:1E$@."<VE,D̀ ,0+,3Z,,D33e,,,33E!V'

Ud:1E$#*"<VÈD*,,Z̀ 3+̀ 8g,**D33,E!V

*%%+

(

4':>和 1*(@基因扩增反应条件相同!C< a <

FGJ'C@ a % FGJ"<< a %!< \"?# a ?< \"! 个循

环'C< a !< \"<< a %!< \"?# a ?< \"!$ 个循环'

?# a %$ FGJ( B3*扩增产物经 %W琼脂糖凝胶

电泳确定特异条带"送生工生物工程#上海$有限

公司测序(

!&,'系统发育分析

所测序列在 Q̀JZ9JS 数据库中进行 Z-,0D

比对"选取高同源性种模式株的相关序列"下载用

于系统发育分析"82̀ ,@7% 软件进行多重序列

匹配排列"用邻接法#+QGKIT5:E'5GJGJK 法$hGFR:9

Pb5EU9:9FQPQ:计算方法构建系统发育树"并进行

自举分析#Z55P\P:9U$做置信度检测"自举数集 %

$$$ 次*#$+

( 利用 ZG5QMGP软件计算多序列之间同

源性( 本研究获得的基因序列在 Q̀JZ9JS 中的

登录号为'+%==@$%E'+%==@#@#%"0:*+,基因$)

'+%==@@CE'+%==@?# #4':>基因$)和 '+@$=#"$E

'+@$=#=!#1*(@基因$(

#&结果

(&!'基于 !.L5)$%基因初判溶藻弧菌及其相

近种

我们得到各弧菌分离株的 %"0:*+,基因的

序列后"在进行 Z-,0D比对时"经常会出现相互

矛盾的结果"一株菌可以跟多个弧菌种具有 CCW

以上的相似性( 由于网上序列及相应菌株的分类

学背景不同"Z-,0D的结果只能做参考( 我们把

所有与溶藻弧菌 Z-,0D相似性高于 C=W的 %=

株分离株全部收集起来"进一步用其他分子和生

化鉴定系统进行分析鉴定( 我们从 *>B数据库

下载了哈维群弧菌所有 " 个种的模式株的 %"0

:>+,序列"比较了其与 %= 株分离株和 < 株参比

菌株的 %"0:>+,序列的相似性( 多数分离株同

时与 # 个甚至多个种的模式菌株序列相似度都超

过 C=7"W"相互间差异非常小( 如果我们简单地

把相似性最高看作为初步判定种的依据"则!菌株

+0,%) (3e#?) Y>0E") @"C) @=") 1#kE<) @?!)

@?@)+0B%)+0B!)@%=)@"%)@@= 等 %! 株待鉴定菌

株和 @ 株溶藻弧菌参比菌株初步判定为溶藻弧

菌'菌株 @"#)@"@ 和 @?" 初步判断为轮虫弧菌'菌

株 <!@ 判定为吸钠弧菌'菌株 k10%E! 与溶藻弧

菌和需钠弧菌两个种相似性一样"无法判定( 基

于 %"0:*+,基因序列片段构建的系统发育树

#图 %E9$显示"溶藻弧菌的模式株和参比菌株分

到几个不同分支"初步判定的菌株发育学位置

混乱(

(&('基于,*BC和 +2):基因序列的鉴定

基于4':>基因序列相似性比较"< 株参比菌

株均能正确地聚类到溶藻弧菌和副溶血弧菌的簇

中"%= 个分离株也清楚地归并到 @ 个种中#表 #$(

菌株 @"C)@=")@?!)@?@)+0,%)Y>0E")(3e#?)

k10%E!)1#kE< 等 C 株分离株和 @ 株溶藻弧菌参

比株与溶藻弧菌模式株的相似性为 =$7"W _

CC7?W"明显大于其与其他种模式株的相似性

#<#7=W _?%7"W$'菌株 +0B%)+0B!)@"%)@@=)

@%= 等 < 株菌和副溶血参比菌株4B(% 与副溶血

弧菌的相似性为 C?7?W _CC7%W"与另外 < 种的

相似性不超过 ?#7$W' 菌株 @"#)@"@)@?" 与坎氏

弧菌的相似性为 =?7%W _C#7?W"与其余各种的

相似性不超过 ?%7CW'菌株 <!@ 与需钠弧菌的相

似性为 CC7%W"远高于与其他种的 <<7$W _

"!7#W( 基于4':>基因序列片段构建的系统发

育树#图 %ET$也将这些菌株清晰地聚类到相应种

模式株簇中"溶藻弧菌簇内又有两个亚簇(

基于 1*(@基因序列相似性比较"< 株参比菌

株也分别正确地归并到相应的种中'菌株 +0,%)

@"C)@=")@?!)@?@)Y>0E")(3e#?)k10%E!)1#kE

< 等 C 株分离株和 @ 株溶藻弧菌参比株与溶藻弧

菌模式株的相似性为 C"7@W _C=7?W"明显大于

其与其他种模式株的相似性#="7"W _C%7=W$'

菌株+0B%)+0B!)@"%)@@=)@%= 等 < 株菌和副溶

血参比菌株4

B

(% 与副溶血弧菌模式株的相似性

为C?7@W _C?7CW"与其余各种的相似性则不超

过 C<7%W' 菌株 @"#)@"@)@?" 与坎氏弧菌模式株

的相似性为 CC7#W _CC7@W"与其余各种的相似

性不超过 C#7?W'菌株 <!@ 与吸钠弧菌模式株的

相似性为 C=7?W"与其余各种的相似性不超过

C!7%W#表 #$( 基于 1*(@基因序列构建的系统

$'"
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发育树#图 %EO$与基于4':>基因构建的系统发育

树具有相似的聚类分支"也显示溶藻弧菌种内存

在两个明显差异的聚类分支"说明两个分支的溶

藻弧菌具有独立的进化方向(

图 !'基于 !.L5)$%"3#%,*BC"4#和 +2):""#基因构建的哈维群弧菌系统发育树

E6@&!'1HF>=@8?8A6"A588=<H35J8F6@5=:I=<D4>)4* 4398;=?AH898B:8?"89=<!.L5)$%"3#%,*BC"4#3?;+2):""#@8?89

%'"
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! 期 郭&静"等!溶藻弧菌相关分离株的分子及4/D2h鉴定 &&

表 ('哈维群弧菌分离株与模式株之间 ,*BC和 +2):基因同源性

/34&('/H89676>356AF =<,*BC3?;+2):@8?8948AG88?AH869=>3A83?;

AH8AFI89A536?=<H35J8F6@5=:I=<D4>)4* b

基因

KQJQ

模式株

PdUQ\P:9GJ

分离株 G\569PQ\

RC265#%!$ RC12(#"$ RC&2-#!$ RC%24#%$

4':>

%

RC265/%'6*4/&+,323D<#%

D

=$7" _CC7? ?$7! _?#7$ ""7# _""7@ "!7#

#

RC12(2)28-'6*4/&+,323D<%%

D

"C7$ _?%7" C?7? _CC7% <?7" _"%7= "$7!

!

RC&2-19866//323D<#!

D

<C7C _"?7< <C7# _"$7< =?7% _C#7? <@7?

@

RC%24(/858%,323D<#"

D

"%7# _"!7# <C7= _"$7C <%7< _<<7% CC7%

<

RC)2(D8*/323D<#<

D

<C7< _"@7" "#7$ _"!7@ "?7" _?%7C <@7C

"

RC('4/J8(/2%+,323D<??

D

<#7= _<=7# <@7< _<<7= @=7$ _<%7= <<7$

1*(@

%

RC265/%'6*4/&+,323D<#%

D

C"7@ _C=7? C$7? _C%7# ="7# _="7@ C$7<

#

RC12(2)28-'6*4/&+,323D<%%

D

=C7? _C$7! C?7@ _C?7C ==7! _==7@ C!7%

!

RC&2-19866//323D<#!

D

="7" _=?7$ =C7@ _C$7# CC7# _CC7@ =C7"

@

RC%24(/858%,323D<#"

D

C%7@ _C%7= C@7@ _C<7% =C7@ _=C7" C=7?

<

RC)2(D8*/323D<#<

D

="7= _=?7? C$7? _C%7@ C<7% _C<7! C$7%

"

RC('4/J8(/2%+,323D<??

D

="7= _=?7? ==7% _==7? C#7" _C#7? C$7#

注!RC265C"RC265/%'6*4/&+,"包括 C 个待鉴定菌株和 @ 个参比菌株'RC12(C"RC12(2)28-'6*4/&+,"包括 < 个待鉴定菌株和 % 个参比菌株'RC

&2-C"RC&2-19866//"包括 ! 个待鉴定菌株'RC%24C"RC%24(/858%,"% 个待鉴定菌株(

+5PQ\!RC265C"RC265/%'6*4/&+,"GJO6RMGJK C G\569PQ\9JM @ :Q[Q:QJOQ\P:9GJ\' RC12(C"RC12(2)28-'6*4/&+,"GJO6RMGJK < G\569PQ\9JM % :Q[Q:QJOQ

\P:9GJ\' RC&2-C"RC&2-19866//"GJO6RMGJK ! G\569PQ\' RC%24C"RC%24(/858%,"GJO6RMGJK % G\569PQ7

(&*'弧菌常规鉴定及aC/SQ系统鉴定结果

#! 株弧菌均能在 D3Z0平板生长)革兰氏阴

性)具有溶血性)氧化酶阳性)发酵葡萄糖产酸不

产气)都能够在 =W +936胨水生长"$W +936胨

水不生长'部分能够在 %$W +936胨水生长"因

此" 初 步 判 定 为 弧 菌 属 细 菌( 4/D2h #

3(8B,3D +̀鉴定卡在 @ _%$ I得出鉴定结果"

菌株 (3e#?)@"C)@?@)@?!)<!@)1#kE<)Y>0E")

k10%E!)+0,% 等鉴定为溶藻弧菌"菌株 @%=)

@@=)@"%)+0B%)+0B! 鉴定为副溶血弧菌"菌株

@=" 鉴定为维罗纳气单胞菌#38('-'%2,D8('%//$"

菌株 @"@ 鉴定为杀鲑气单胞菌#3C,26-'%/&/<2$"

菌株 @"#)@?" 不在鉴定谱内(

!&讨论

*&!'弧菌基因组内 !.L5)$%基因的多拷贝

%"0:*+,基因作为最早研究生物系统发育

的分子钟"为生物三域说的形成和发展做出了重

要贡献( 目前原核生物所有物种都能在基因库中

找到其模式株的 %"0:*+,基因序列( 因此"%"0

:*+,基因数据库 Z-,0D比对也成为人们判定

原核生物分离株的属和种的归属的最常用的快捷

方式( 多数情况下"Z-,0D的比对结果对于细菌

种的快速鉴定具有重要参考价值( 但是对于弧菌

种的鉴定"%"0:*+,基因 Z-,0D判定则会引起

混乱( 其原因主要有!#%$ 弧菌是自然界广泛分

布"与人类生活关系密切的一群细菌"其种的分类

得到了深入的研究"很多种的种间差别较小"判定

一个弧菌新种的标准是总>+,杂交有 =$W的相

似性"而不是通用的 ?$W

*#%+

"因而弧菌种间的表

型和遗传差异更小"不易鉴别'如溶藻弧菌和副溶

血弧菌"霍乱弧菌和拟态弧菌"哈维氏弧菌和坎氏

弧菌等'##$ 弧菌基因组内 %"0:*+,基因是多

拷贝的"其拷贝数为 = _%! 个*##+

"基因组内的各

个拷贝之间序列存在差异"这种差异有时超过

%W

*#!+

"已明显大于不同种基因组间的差异( 例

如已测基因组序列的 RC&)'68(28+%"C"% 基因组

内 = 个 %"0:*+,基因序列间差别碱基数为 $ _

%@ 个*#@+

"RC&)'68(28+%"C"% 与 RC&)'68(28$!C<

菌株间 %"0:*+,基因序列最大碱基差异数为 #$

个( 灿烂弧菌#RC,168%</<+,$%"0:*+,基因系统

发育分析表明"菌株 BZ%E%$ 的 %! 个拷贝分别与

RC,168%</<+," RC68%4+," RC28,4+2(/2%+," RC

42,-2%/8%,/,和 RC2%5+/662(+-等 < 个种聚在一

起*#<+

( 在+3Z/数据库中"同一种的同一模式株

的 %"0:*+,基因有多条序列"如溶藻弧菌)哈维

氏弧菌和坎氏弧菌各有 # 条"副溶血弧菌有 ! 条

#表 !$( 溶藻弧菌模式株 ,D33%??@C

D的 # 个

&'"
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&&& 水&产&学&报 !" 卷

%"0:*+,基因序列#k?@"C$"k<"<?"$之间的相

似性只有 C=7=W"但序列 k?@"C$ 与哈氏弧菌

#k?@?$"$)副溶血弧菌 #k?@?#$ $)坎氏弧菌

#k?@"C# $)需钠弧菌 #k?@?%@ $ 和轮虫弧菌

#,'!%"%=?$等种模式株的相似性均高于 C=7=W"

同时"序列 k<"<?" 与坎氏弧菌模式种的另一条

序列#k<"<?<$相似性也高于 C=7=W( 我们通过

B3*产物直接测序得到的该模式株的序列

#'+%==@!=$与k<"<?" 和k?@"C$ 的序列均不同"

相似度分别是 C=7<W与 CC7@W"而与副溶血弧菌

#k?@?#$ $) 坎氏弧菌 # k?@"C# $) 需 钠 弧 菌

#k?@?%@$和轮虫弧菌#,'!%"%=?$等种模式株的

相似性均高于 CC7<W( 因此 %"0:>+,比对于弧

菌种的快速鉴定的参考意义已经不大"应该寻找

其他基因( 这种基因应该满足以下条件!#%$ 是

基因组的核心基因"普遍存在于弧菌各种中'##$

基因保守性相对较低"对弧菌各种的鉴别力较

高*#"+

( 4':>和 1*(@等基因就具备这两个条件(

表 *'哈维群弧菌各模式菌株 !.L5)$%基因序列间遗传距离及同源性

/34&*'/H8@8?8A6";69A3?"83?;9676>356AF =<!.L5)$%@8?8

48AG88?AH8AFI89A536?98B:8?"89=<D%1')A-24@5=:I b

模式菌

PdUQ\P:9GJ

登录号

9OOQ\\G5J J57

% # ! @ < " ? = C %$ %% %#

RC)2(D8*/,D33%@%#"

D

k?@?$" % C=7= C=7@ CC7$ C=7= C"7? C=7= C?7? C=7! CC7% C=7" CC7%

,g?<$?< # $7"@ C?7C C=7< C=7= C"7< C=7! C?7? C?7= CC7$ C=7< CC7%

RC265/%'6*4/&+,,D33%??@C

D

k<"<?" ! $7?C %7#C C=7= C=7< C"7C C=7" C?7" CC7< C=7" C=7@ C=7"

k?@"C$ @ $7"@ %7%< $7@! CC7@ C?7% CC7? C=7< C=7? CC7! CC7# CC7#

'+%==@!= < $7=" %7$? $7?C $7!" C?7@ CC7< C=7C C=7< CC7< CC7< CC7<

RC12(2)28-'6*4/&+,,D33

%?=$#

D

k<"<=$ " #7@" #7?" #7!C #7%$ %7C< C?7# C?7% C"7C C?7$ C"7C C?7$

k?@?#$ ? $7?C %7#C $7<? $7%@ $7#% %7C< C=7" C=7" CC7# CC7# CC7%

,.!==!=" = %7=? #7$C %7"" %7## %7$$ #7#@ %7$= C?7" C=7< C=7< C=7<

RC&2-19866//,D33#<C#$

D

k<"<?< C $7C! %7@@ $7#C $7<? $7?C #7!C $7<? %7"" C=7" C=7! C=7"

k?@"C# %$ $7<? $7?C $7"@ $7<$ $7@! #7#@ $7<$ %7#C $7"@ CC7# CC7=

RC%24(/858%,,D33%@$@=

D

k?@?%@ %% %7$$ %7## $7?C $7<$ $7#C #7#@ $7<$ %7#C $7C! $7?% CC7$

RC('4/J8(/2%+,-8`#<C#$

D

,'!%"%=? %# $7<$ $7?% $7"# $7<? $7<$ #7!% $7<? %7!" $7?% $7$? $7?C

注!对角线左下为哈维群弧菌模式株 %"0:*+,基因遗传距离#W$"利用82̀ ,@7% 软件89cGRF35FU5\GPQ-GSQ6GI55M 85MQ6法计算'对

角线右上为哈维群弧菌模式株 %"0:*+,基因序列间同源性"利用ZG5QMGP软件计算(

+5PQ\!>9P9TQ65bPIQMG95J96G\KQJQPGOMG\P9JOQ#W$ 5[%"0:*+,KQJQTQPbQQJ PIQPdUQ\P:9GJ \QLRQJOQ\5[I9:̂QdGK:5RU"O96OR69PQM Td

82̀ ,@7% R\GJK 89cGRF35FU5\GPQ-GSQ6GI55M 85MQ6F5MQ6' >9P99T5^QPIQMG95J96G\\GFG69:GPd#W$5[%"0:*+,KQJQTQPbQQJ PIQPdUQ

\P:9GJ \QLRQJOQ\5[I9:̂QdGK:5RU"O9OR69PQM Td ZG5QMGP7

*&('溶藻弧菌的快速鉴定

目前"对于弧菌一个新种的确定"要对其做一

系列生理生化试验"并进行总 >+,杂交"测定其

至少 ? 个保守基因的序列"做系统发育地位分

析*#?+

( 但对于一般的弧菌分离株的种属鉴别"则

只需找出一个简单)快速)可信的方法就可(

B9\OR96等*%<+报道4':>基因同源性在 @ 株溶

藻弧菌种内为 ??7#W _%$$W"哈维群弧菌内为

!!7=W _?#7<W"1*(@基因同源性在溶藻弧菌种

内为 C?7!W _%$$W"哈维群弧菌内为 ="7@W _

C?7=W( 本文中"溶藻弧菌群中 @ 株参考菌株和

C 株分离株的同源性 4':>基因为 =$7%W _

%$$W"1*(@基因 C?7#W _%$$W'与溶藻弧菌模

式株同源性分别为 =%7$W _CC7%W 4':>"

C"7@W _C=7?W 1*(@"明显高于与其他种弧菌的

同源性#<#7=W _?%7"W 4':>"="7"W _C%7=W

1*(@$"因此"4':>和 1*(@等 # 个基因可用于溶

藻弧菌的鉴定"但 4':>基因较 1*(@基因多态性

位点更多"因而具有更强的分辨力"也是设计特异

性引物和探针的理想靶基因( 副溶血弧菌群中的

< 个分离株和 % 个参比菌株的同源性为 C"7=W _

C=7"W 4':>基因"CC7#W _%$$W 1*(@基因'与

副溶血弧菌模式株的同源性为 C?7?W _CC7%W

4':>基因"C?7@W _C?7CW 1*(@基因"明显高于

与其他种模式株的同源性(

在本实验中"应用 4/D2h# 3(8B,3D鉴定

系统对 #! 株弧菌进行了鉴定"与分子结果一致的

%C 株"不一致的有 @ 株"其中 # 株不在鉴定谱内(

如果以4':>基因和 1*(@基因鉴定结果为准"鉴

定到种的准确率为 ??7=W"对溶藻弧菌鉴定正确

''"
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! 期 郭&静"等!溶藻弧菌相关分离株的分子及4/D2h鉴定 &&

率为 ==7CW( 此外"溶藻弧菌三糖铁结果出现 #

种类型"部分副溶血弧菌能在 %$W +936胨水弱

生长( 因此"如要达到 %$$W的可信度"需用分子

方法复证(

综上所述"4':>和 1*(@基因都可用于溶藻

弧菌的快速鉴定"也可作为溶藻弧菌种内分子分

型的靶标基因( 相比于 1*(@基因"4':>基因具

有更强的种间鉴别力"建议在实际应用中先采用

4':>基因对溶藻弧菌进行快速鉴定"如有必要"

再选用 1*(@基因对鉴定结果进行验证( 由于溶

藻弧菌在全球范围广泛存在"该鉴定方法是否具

有地域差异性"需要进一步比较研究(
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