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摘要! 实验根据 T?>93>H 公布的细菌全基因组数据!采用比较基因组学分析创伤弧菌与其它

细菌基因组间的差异!筛选出 /8 个潜在的创伤弧菌物种特异性检测靶标基因!其中 PP4 W

27:2$PP2W3301 和 PP2W3:/: 这 / 个基因已有功能注释" 常规 7-$扩增结果显示这 / 个基因

均具有良好的特异性和灵敏度" 进而以这 / 个基因和传统靶基因 AA8K作为检测靶标!采用常

规 7-$技术检测来自杭州市农贸市场的 4/0 份海产品中创伤弧菌!发现 PP2W3301$PP2W3:/:

和 AA8K基因的检测结果与传统生化鉴定方法一致!表明新发掘的 PP2W3301 和 PP2W3:/: 基

因在对海产品中创伤弧菌检测时具有很好的稳定性和很强的抗干扰能力" 在 4/0 份海产品中

创伤弧菌的检出率为 2911C!其中牡蛎的检出率最高&79C'!表明杭州市农贸市场售卖的海

产品!尤其是牡蛎中的创伤弧菌污染现状严重!应加强对杭州市海产品中创伤弧菌污染状况的

监测"

关键词! 创伤弧菌# 比较基因组# 检测靶标# 海产品

中图分类号! *:4014555555555555文献标志码%&

55随着经济飞速发展"人民生活水平不断提高"

饮食生活更加丰富多彩) 作为日常饮食的重要组

成部分"水产品不仅味道鲜美"而且由于富含优质

的蛋白质和不饱和脂肪酸等成分而备受关注) 但

近年来"随着生食海鲜人数的增加"食源性疾病报

道也逐渐上升"其中细菌污染是首要危害因子"尤

其是 致 病 弧 菌" 常 见 的 有 创 伤 弧 菌 # P(;*(+

A,/3(>(),-$

'4 62(

) 创伤弧菌是一种低度嗜盐性弧

菌"分布于近海或入海口水体&海底沉积物及贝类

中%人在生吃或未经充分加工的海产品"以及通过

皮肤创口接触海水入血均可感染"并在短时间内

出现败血症&蜂窝组织炎&出血性大疤"03C以上

患者在几天内因多脏器功能衰竭而死亡"因此创

伤弧菌又被称为 +海洋中的无声杀手,

'/(

) 美国

在 4:94*4::2 年间共报道 02 人因生食牡蛎而感

染创伤弧菌"其中 /7 人#13C$死亡
'8(

%台湾地区

在 4::1*2333 年间共有 98 人感染创伤弧菌"且

感染人数连年呈上升趋势
'1(

%我国 4::4 年 4 月*

2332 年 43 月期间报道的 4: 例感染创伤弧菌患

者中死亡人数高达 48 人 #0/10C$

'7(

"2330 年 7

月报道的 2 例因创伤弧菌感染引起的败血症患

者"在 / <8 N 内均出现腹腔内广泛性坏死&多器

官功能衰竭而死亡
'0(

) 因此"严格检验水产品中

的创伤弧菌"对改善水产品的卫生状况&提高水产

品质量&保证消费者健康有着重要意义)

创伤弧菌检测方法主要有微生物学检验法&

免疫学法和 7-$法) 微生物学检验需要较长的

检测时间和繁琐复杂的操作步骤"无法满足大量

样本快速筛选的要求%免疫学检验虽已具备成熟

的操作步骤"但当出现新的血清型时"可能会出现

漏检的现象%7-$法能够快速&准确地检测出水

产品中的致病菌"已成为检验检疫部门最常用的

检测方法之一
'4"9 6:(

) 使用 7-$技术检测创伤弧

菌的过程中"多数检测机构和研究者仍沿用早期
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发现的基因作为检测靶点"如 47*E5%&和 AA8K

基因) 但创伤弧菌 47*E5%&序列高度保守"其

核酸序列与 PD3.A.**&3-(-的一致性高达 :7C"与

// 株其它弧菌的核酸相似性也达到 :3C 以

上
'43(

"因此不宜用 47*E5%&基因作为创伤弧菌

检测的靶标基因%由 PDA,/3(>(),-P?:/04F;> &

#AA8K$基因编码产生一种细胞外蛋白***溶细

胞素#A4@/04F;>$"这是创伤弧菌的重要致病因子

之一"因此以 AA8K为靶基因所检出的均为致病创

伤弧菌
'44 642(

"但 GE;JP@等
'4/(

发现 AA8K基因突变

株仍具有与野生型相同的致病能力"这说明仅以

AA8K基因作为创伤弧菌检测的靶点是不够的"并

且以 AA8K为靶点在检测中会受到其它弧菌的干

扰
'48(

) 所以"寻找一批具有特异性强&灵敏度高

及抗干扰能力强的创伤弧菌检测靶标基因已迫在

眉睫) 研究旨在利用比较基因组学技术筛选出一

批创伤弧菌物种特异性的检测靶标基因"进而使

用 7-$技术挑选出具有特异性强&灵敏度高及抗

干扰能力好的检测靶标基因"为水产品中创伤弧

菌检测及安全控制奠定基础)

45材料与方法

%&%'实验材料

实验菌株55研究使用菌株共 41 株"其中 4

株为创伤弧菌"1 株为其它弧菌种": 株为非弧菌

种#表 4$)

表 %'实验菌株列表

012&%'+468@A21!85341E6831476

菌株名称

=3A@?E;30FB?A;?F

株系

F@E3;>F

来源

F/IEA?

创伤弧菌 P(;*(+ A,/3(>(),- 2---4+33377

中国海洋微生物菌种保藏管理中心

23E;>?-I0@IE?-/00?A@;/> /X-P;>3

副溶血性弧菌 PD%.*.8.&0+/$#(),- &K--40932

中国普通微生物菌种保藏管理中心

-P;>3T?>?E302;AE/=;/0/J;A30-I0@IE?-/00?A@;/> -?>@?E

拟态弧菌 PD0(0(),- ;F/03@? 实验室分离株 '41(

;F/03@?XE/: /IE03=

河弧菌 PD>/,A(./(- ;F/03@? 实验室分离株 '41(

;F/03@?XE/: /IE03=

溶藻弧菌 PD./4(3+/$#(),- ;F/03@? 实验室分离株 '41(

;F/03@?XE/: /IE03=

弗尼斯弧菌 PD>,*3(--(( &K--//984

赵广英教授惠赠#浙江工商大学$ /=@3;>?N XE/:BE/X?FF/E

P̂3/ TO# P̂?<;3>J T/>JFP3>J #>;M?EF;@4$

甲型副伤寒沙门氏菌 6./0+3&//. %.*.#$%8(& -2--133:/

中国医学细菌保藏管理中心

%3@;/>30-?>@?EX/E2?N;A30-I0@IE?-/00?A@;/>F

鼠伤寒沙门氏菌 6./0+3&//. #$%8(0,*(,0 ;F/03@? 实验室分离株 '41(

;F/03@?XE/: /IE03=

福氏志贺氏菌 68(4&//. >/&<3&*( &K--42322

中国普通微生物菌种保藏管理中心

-P;>3T?>?E302;AE/=;/0/J;A30-I0@IE?-/00?A@;/> -?>@?E

痢疾志贺氏菌 68(4&//. 1$-&3#&*(.& ;F/03@? 实验室分离株 '41(

;F/03@?XE/: /IE03=

金黄色葡萄球菌 6#.%8$/+)+)),-.,*&,- &K--71/9

中国普通微生物菌种保藏管理中心

-P;>3T?>?E302;AE/=;/0/J;A30-I0@IE?-/00?A@;/> -?>@?E

柠檬色葡萄球菌 6#.%8$/+)+)),-)(#*&,- ;F/03@? 实验室分离株 '41(

;F/03@?XE/: /IE03=

阪崎肠杆菌 ?3#&*+;.)#&*-.9.C.9(( ;F/03@? 实验室分离株 '41(

;F/03@?XE/: /IE03=

肠侵袭性大肠埃氏杆菌 ?>@?E/;>M3F;M??-)8&*()8(. )+/( ;F/03@? 实验室分离株 '41(

;F/03@?XE/: /IE03=

大肠杆菌 "410 ?-)8&*()8(. )+/("410 ;F/03@? 实验室分离株 '41(

;F/03@?XE/: /IE03=

55实验用水产品55鱼类&贝类&甲壳类等水产

品在 2344 年 1 月至 2342 年 0 月购自浙江省杭州

市多个农贸市场 #翠苑农副产品市场&三墩第一

农贸市场&拱宸桥农贸市场&西文农贸市场&半山

综合市场&笕桥农副产品综合市场&西兴农副产品

综合市场&近江水产农副产品综合市场&下沙农副

产品综合市场&彭埠农副产品综合市场&闸弄口农

副产品综合市场&古荡农贸市场&东山农贸市场&

骆家庄农贸市场&松木场农副产品综合市场&荷花

苑农贸市场&文二街农副产品综合市场&文三路农

贸市场&万寿亭农贸市场$"同一时间同一摊位购

买的同一种水产品计为 4 份样品数"共 4/0 份

样品)

基因组数据55已完成全基因组测序的弧菌

4:0
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基因组数据从 T?>93>H 数据库的 (K7#X@B!

!

X@B1

>A=;1>;P1J/M6J?>/:?F693A@?E;36$下载"包括 / 株

创 伤 弧 菌 # PDA,/3(>(),--2-77& PDA,/3(>(),-

2"78286"&PDA,/3(>(),-O!347$的基因组和 48 株

其它弧菌 #PD.34,(//.*,0 001"PD)8+/&*.&277"

PD)8+/&*.&2!842/7"PD)8+/&*.&"4 F@E12343,'8

4097"PD)8+/&*.&"4 =;/M3E,0K/EF@E1%47:74"PD

)8+/&*.& "/:1" PD?TF/" PD?<21" PD>(-)8&*(

,*448"PD>(-)8&*(2!44"PD>,*3(--((%-K-44249"

PD8.*A&$(&K--9&&84447"PD%.*.8.&0+/$#(),-

$)2522437//"PD-%/&31(1,-'T7/2$的基因组)

实验试剂5 5 @.M 5%&聚合酶 #K3Q3$3

,[$购于大连宝生物工程有限公司"所有培养基

及生化鉴定管购于青岛高科园海博生物技术有限

公司"琼脂糖&9;/FB;> 细菌基因组 5%&提取试剂

盒&9;/FB;> 7-$产物纯化试剂盒&5%&23EH?E购

于杭州昊天生物科技有限公司%7-$引物合成和

7-$产物测序服务由金思特科技#南京$有限公

司提供)

实验仪器55基因组比对分析由 KP;>H73N

笔记本电脑完成 # G;>N/WFU7中文家庭版"

-7#!)>@?0酷睿双核 4177 T+L"内存!2 T"硬盘!

/23 T$"微量移液器&7-$扩增仪购于 ,BB?>N/EX

公司"2;00;8D超纯水仪购于 2;00;B/E?公司"凝胶

成像系统购于 9;/8$3N 公司",8FB?A@微量紫外可

见荧光分光光度计购于 230A/:公司)

%&('实验方法

创伤弧菌物种特异性基因的筛选5 5将

T?>93>H 数据库中下载的 40 株弧菌基因组进行

组合"建立本地 9'&*K#93F;A'/A30&0;J>:?>@

*?3EAP K//0$数据库"并采用 7?E0语言建立一个批

处理程序) 将创伤弧菌的 / 个株系#PDA,/3(>(),-

-2-77& PDA,/3(>(),-2"78286"& PDA,/3(>(),-

O!347$的全基因组预测基因序列分别与 48 个其

它弧菌的全基因组预测基因序列进行 903F@> 比对

分析"筛选条件!?

(

31334"同时核酸序列长度
(

/33 >@) 为进一步提高筛选出的核酸序列特异性"

将粗筛得到的核酸序列放到 T?>93>H 数据库中

再次逐个进行 903F@> 比对分析"筛选条件!?

(

31334)

靶标基因的特异性和灵敏度验证55所有弧

菌接种于 /C氯化钠碱性蛋白胨水#&7G$中"非

弧菌接种于营养肉汤中"在合适条件下振荡培养

过夜"然后提取细菌基因组 5%&"荧光分光光度

计测定其浓度) 从筛选出来的创伤弧菌物种特异

性靶标基因中选取 / 个基因 #PP4 W27:2&PP2 W

3301 和 PP2W3:/:$"采用 7-$技术验证它们的特

异性和灵敏度) 利用 7E;:?EBE?:;?E113 和 "0;J/

713 软件设计这 / 个基因的引物序列"引物名称

分别对应为 427:2&23301 和 23:/:#表 2$)

表 (',I)扩增所使用的引物

012&(',34/5365?:57!56:65;A@3,I)1/BE4A4!184@7

引物名称

BE;:?E>3:?

正向引物序列#1S8/S$

X/EW3EN BE;:?EF?VI?>A?

反向引物序列#1S8/S$

E?M?EF?N BE;:?EF?VI?>A?

退火温度6R

@

:

产物大小6=B

BE/NIA@F;L?

427:2 &&&--&TT&KT-TKTK&&TT T--&&KT--KK-KK--&K&& 17 414

23301 TKK&-&&-TK&T-T-TKT&& &T-T-&K-KK-&&KTKKTKT 17 231

23:/: -KKTK&&T-KT-K---&&-- K&&-T-T&KT&&-KT-KT&- 17 201

55靶标基因特异性的验证如下!以提取的 41 株

细菌基因组 5%&为模板"用表 2 中的引物进行

7-$扩增) 7-$反应体系!21

$

'43 ==IXX?E"311

$

'43 ::/06'N%K7"31/2

$

:/06'引物"4 I>;@

@.M 酶"4

$

'基因组 5%&"最后添加超纯水至

21

$

'%7-$反应条件!:8 R 预变性 1 :;>"中间

/1 个循环为 :8 R 23 F"17 R /3 F"02 R /3 F"最

后在 02 R条件下延伸 43 :;>) 7-$产物用

411C琼脂糖凝胶电泳分析"随后进行回收纯化并

测序)

靶标基因灵敏度的验证与本实验室之前试验

方式一致
'41(

"将创伤弧菌 2---4+33377 用无

菌生理盐水从 43

7

AXI6:'到 43

3

AXI6:'进行 43

倍浓度梯度稀释) 各浓度菌液取 4 :'"采用试剂

盒提取基因组 5%&"并以此为模板"用表 2 中的

引物进行 7-$扩增"扩增产物用 411C琼脂糖凝

胶电泳分析)

水产品中创伤弧菌的分离和生化鉴定55水

产品中创伤弧菌的分离和鉴定主要依据我国的国

家标准 #T96K809:10 62339 $

'47(

&陈艳等
'40(

以

及马爱敏等
'49(

的研究方法) 无菌条件下对 4/0

份水产品进行取样"鱼类取表面组织和肠&腮"贝

2:0
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类取内容物"甲壳类取中心部分和肠&鳃"样品重

量均为 21 J"随后加入 &7G 221 :'"均质 2 :;>

后得到的悬浊液转移至灭菌锥形瓶内"/0 R摇床

内增菌 9 <47 P"增菌液划线于改良纤维二糖 6多

粘菌素 98多粘菌素 ,#:-7-$琼脂"经 /: <83 R

培养 49 <28 P 后"每块平板各挑取呈圆形&扁平&

中心不透明&边缘透明&直径 4 <2 ::的黄色菌

落 / 个"划线于 /C氯化钠胰蛋白胨大豆 #K*&$

琼脂平板上"经 /0 R培养 23 <8 P 后"进行多项

生化试验鉴定创伤弧菌#表 /$)

表 *'创伤弧菌的生化鉴定条件

012&*'N4@!95/4!1EL4;5784A4!184@7@AF(92+7.@.02)

溶藻

弧菌

PD

./4(3+/$#(),-

霍乱

弧菌

PD

)8+/&*.&

河弧菌

PD

>/,A(./(-

弗氏

弧菌

PD

>,*3(--((

霍利斯

弧菌

PD

8+//(-.&

梅氏

弧菌

PD

0&#-)83(9+A((

拟态弧菌

PD

0(0(),-

副溶血

性弧菌

PD

%.*.8.&0+/$#(),-

创伤

弧菌

PD

A,/3(>(),-

/C %3-0氧化酶

/C %3-0/[;N3F?

> > > > > 6 > > >

/C %3-0赖氨酸脱羧酶

/C %3-004F;>?N?A3E=/[403F?

> > 6 6 6 > > > >

/C %3-0精氨酸脱羧酶

/C %3-03EJ;>;>?N?A3E=/[403F?

6 6 > > 6 > 6 6 6

/C %3-0鸟氨酸脱羧酶

/C %3-0/E>;@P;>?N?A3E=/[403F?

> > 6 6 6 6 > > >

嗜盐性实验 3C %3-0

JE/W@P ;> 3C %3-0

6 > 6 6 6 6 > 6 6

嗜盐性实验 /C %3-0

JE/W@P ;> /C %3-0

> > > > > > > > >

嗜盐性实验 7C %3-0

JE/W@P ;> 7C %3-0

> 6 > > > > 6 > >

嗜盐性实验 43C %3-0

JE/W@P ;> 43C %3-0

> 6 6 6 6 6 6 6 6

/C %3-0蔗糖

/C %3-0FIAE/F?

> > > > 6 > 6 6 6

/C %3-0乳糖

/C %3-003A@/F?

6 6 6 6 6 6 6 6 >

/C %3-0阿拉伯糖

/C %3-03E3=;>/F?

6 6 > > > 6 6 > 6

/C %3-0"%7T 6 > > > 6 > > 6 >

55水产品中创伤弧菌的 7-$鉴定554/0 份水

产品在 &7G 中增菌 9 <47 P 后"取上清液 8 :'

提取细菌基因组 5%&) 采用表 2 中的引物和

AA8K基因的引物
'44(

分别进行 7-$扩增"扩增产

物用 411C琼脂糖凝胶电泳分析"随后进行回收

纯化并测序)

25结果

(&%'比较基因组学方法筛选出创伤弧菌内的物

种特异性基因

/ 个创伤弧菌株系各自拥有的物种特异性靶

标基因结果如图 4 所示) PDA,/3(>(),--2-77&PD

A,/3(>(),-2"78286"&PDA,/3(>(),-O!347 各自有

47:"42:"409 个物种特异性基因"这些基因在其

它弧菌和非弧菌物种内是不存在的 #来源于

T?>93>H 数据库"更新至 2344 年 43 月 40 日$"可

作为潜在的检测靶标基因) 根据基因在不同株系

之间的相似程度#核酸一致性
(

:3C$"发现同源

基因仅在 PDA,/3(>(),--2-77 和 PDA,/3(>(),-

2"78286"这两个株系间共有的为 49 个"仅在

PDA,/3(>(),--2-77 和 PDA,/3(>(),-O!347 这两个

株系间共有的为 9 个"仅在 PDA,/3(>(),-2"78286

/:0
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"和 PDA,/3(>(),-O!347 这两个株系间共有的为 7

个"而在 PDA,/3(>(),--2-77&PDA,/3(>(),-2"78

286"&PDA,/3(>(),-O!347 这 / 个株系间共有的为

/8 个#表 8 和图 4$) 我们推测在 / 个株系间共有

的 /8 个创伤弧菌物种特异性基因可能在其它的

创伤弧菌株系中也有分布"因此"选取这 /8 个基

因作为创伤弧菌检测靶标的候选基因)

表 -'创伤弧菌 * 个株系 F(92+7.@.02)IDI,H'F(92+7.@.02)DQHL(- Q̀'

F(92+7.@.02)cdT%H 内共有的物种特异性基因

012&-'09569135;F(92+7.@.02)L6B5!4A4!>5756C48947F(92+7.@.02)IDI,H$

F(92+7.@.02)DQHL(- Q̀$17;F(92+7.@.02)cdT%H 6831476

基因名称 J?>?>3:?

PDA,/3(>(),-

-2-77

PDA,/3(>(),-

2"78286"

PDA,/3(>(),-

O!347

注释结果

3>>/@3@;/>

..4W2230 ..2W32447 ..2477 P4B/@P?@;A30BE/@?;>

..4W2/2: ..2W32/98 ..2342 P4B/@P?@;A30BE/@?;>

..4W2//2 ..2W32/90 ..233: P4B/@P?@;A30BE/@?;>

..4W2//9 ..2W32/:9 ..2332 P4B/@P?@;A30BE/@?;>

..4W2//: ..2W32/:: ..2334 P4B/@P?@;A30BE/@?;>

..4W2/80 ..2W32841 ..4::2 P4B/@P?@;A30BE/@?;>

..4W2111 ..2W32947 ..40/7 P4B/@P?@;A30BE/@?;>

..4W2110 ..2W3294: ..40// P4B/@P?@;A30BE/@?;>

..4W2119 ..2W32924 ..40/2 P4B/@P?@;A30BE/@?;>

..4W27:2 ..2W3/497 ..41:9 5%&8=;>N;>J +K+N/:3;>8A/>@3;>;>J BE/@?;>

..4W29:4 ..2W3/849 ..4/09 P4B/@P?@;A30BE/@?;>

..4W/282 ..2W32781 ..40:4 P4B/@P?@;A30BE/@?;>

..2W3327 ..2W34322 ..&31// P4B/@P?@;A30BE/@?;>

..2W33// ..2W343/7 ..&3183 P4B/@P?@;A30BE/@?;>

..2W3301 ..2W34431 ..&3192 3>@;8F;J:3E?JI03@/E4 X3A@/E

..2W3288 ..2W341/0 ..&308: P4B/@P?@;A30BE/@?;>

..2W3744 ..2W32247 ..&4478 P4B/@P?@;A30BE/@?;>

..2W3922 ..2W32817 ..&4299 P4B/@P?@;A30BE/@?;>

..2W3910 ..2W321/8 ..&4/29 P4B/@P?@;A30BE/@?;>

..2W39:0 ..2W32701 ..&4/04 P4B/@P?@;A30BE/@?;>

..2W3:32 ..2W32792 ..&4/01 P4B/@P?@;A30BE/@?;>

..2W3:/: ..2W32948 ..&4829 &9-8@4B?=E3>AP?N8AP3;> 3:;>/ 3A;N @E3>FB/E@F4F@?:"B?E;B03F:;AA/:B/>?>@

..2W3:14 ..2W329// ..&4883 P4B/@P?@;A30BE/@?;>

..2W3:02 ..2W32903 ..&487/ P4B/@P?@;A30BE/@?;>

..2W3:99 ..2W32:37 ..&4893 P4B/@P?@;A30BE/@?;>

..2W43/1 ..2W32::0 ..&41/4 P4B/@P?@;A30BE/@?;>

..2W42:9 ..2W33204 ..&34/: P4B/@P?@;A30BE/@?;>

..2W4/33 ..2W33201 ..&3483 P4B/@P?@;A30BE/@?;>

..2W4/42 ..2W332:8 ..&3413 P4B/@P?@;A30BE/@?;>

..2W4/83 ..2W33/13 ..&340: P4B/@P?@;A30BE/@?;>

..2W4/04 ..2W33/:0 ..&323: P4B/@P?@;A30BE/@?;>

..2W4/9: ..2W3382: ..&3221 P4B/@P?@;A30BE/@?;>

..2W4727 ..2W33980 ..&38/9 P4B/@P?@;A30BE/@?;>

..2W47:8 ..2W32984 ..&488/ P4B/@P?@;A30BE/@?;>

8:0
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图 %'创伤弧菌物种特异性基因在 * 个株系内的分布

=4>&%'U577;41>31/647;4!1858957:/253@A

69135;17;:74?:5F(92+7.@.02)L6B5!4A4!

>5756C48947893556831476

55在这 /8 个候选靶标基因中"有 / 个基因已有

功能注释"它们在 PDA,/3(>(),--2-77 株系中的

命名分别为 PP4W27:2&PP2W3301 和 PP2W3:/: )

PP4W27:2 基因注释为编码含有螺旋 6转角 6螺

旋结构域的 5%&结合蛋白 #5%&8=;>N;>J +K+

N/:3;>8A/>@3;>;>J BE/@?;>$"该蛋白在原核和真核

生物中均有分布"在胞内经由激酶活化后"主要在

基因转录过程中起调节作用
'4:(

%PP2 W3301 基因

注释为编码3>@;8F;J:3E?JI03@/E4 X3A@/E的蛋白"该

蛋白广泛分布于真细菌内"参与细菌生长&孢子形

成&压力响应&鞭毛发育&离子转运等一系列生命

活动
'23(

%PP2 W3:/: 基因注释为编码腺苷三磷酸

结 合 盒 转 运 蛋 白 # &K78=;>N;>J A3FF?@@?

@E3>FB/E@?E"&9-$"该蛋白从低等生物的细菌到高

等生物的人体内都有分布"是一种非常重要的膜

转运蛋白"它能利用水解 &K7产生的能量将结合

底物进行跨膜转运"包括蛋白质&多肽&氨基酸&

糖&金属离子&细胞代谢产物&药物等
'24(

) 我们选

取这 / 个已有注释的基因作为代表性的靶标基

因"采用常规 7-$来验证它们的特异性&灵敏度&

以及海产品中创伤弧菌的检测)

(&('创伤弧菌物种特异性基因具有良好的特异

性和灵敏度

以 4 株创伤弧菌和 48 株非创伤弧菌#表 4$

的基因组 5%&为模板"采用 7-$技术验证筛选

出的候选基因的特异性) PP4 W27:2&PP2 W3301

以及 PP2W3:/: 这 / 个基因作为 7-$扩增的检测

靶标时"仅创伤弧菌基因组 5%&扩增出目的条

带#图 2$%对上述 / 个基因的 7-$扩增产物进行

回收纯化并测序"所得核酸序列在 T?>93>H 中进

行 903F@> 比对分析显示为创伤弧菌"这表明本文

筛选出的 / 个创伤弧菌基因及其引物作为 7-$

检测时具有良好的特异性)

图 (',I)检测靶标基因的特异性电泳图

#3$PP4W27:2 基因的特异性% # =$PP2W3301 基因的特异性%

#A$PP2W3:/: 基因的特异性)

219;/ 23EH?E)% 41创伤弧菌% 21副溶血性弧菌% /1拟态弧

菌% 81河弧菌% 11溶藻弧菌% 71弗尼斯弧菌% 01甲型副伤寒沙

门氏菌% 91鼠伤寒沙门氏菌% :1福氏志贺氏菌% 431痢疾志贺

氏菌% 441金黄色葡萄球菌% 421柠檬色葡萄球菌% 4/1阪崎肠

杆菌% 481肠侵袭性大肠埃氏杆菌% 411大肠杆菌 "410)

=4>&('OF1E:1847> 8956B5!4A4!48< @AFF%e(HV($

FF(eTTR.$17;FF(eTV*V

#3$ "# =$ "#A$FP/W3J3E/F?J?0?0?A@E/BP/E?F;F/XPDA,/3(>(),-8

FB?A;X;A7-$BE/NIA@F3:B0;X;?N IF;>J BE;:?EF/XPP4W27:2"PP2

W3301"3>N PP2W3:/:"E?FB?A@;M?041

219;/ 23EH?E)% 03>?41P(;*(+ A,/3(>(),-% 03>?21P(;*(+

%.*.8.&0+/$#(),-% 03>? /1P(;*(+ 0(0(),-% 03>? 81P(;*(+

>/,A(./(-% 03>?11P(;*(+ ./4(3+/$#(),-% 03>?71P(;*(+ >,*3(--((%

03>?016./0+3&//. %.*.#$%8(&% 03>?916./0+3&//. #$%8(0,*(,0%

03>?:168(4&//. >/&<3&*(% 03>?43168(4&//. 1$-&3#&*(.&% 03>?441

6#.%8$/+)+)),-.,*&,-% 03>?4216#.%8$/+)+)),-)(#*&,-% 03>?

4/1?3#&*+;.)#&*-.9.C.9((% 03>?481?>@?E/;>M3F;M??-)8&*()8(.

)+/(% 03>?411?-)8&*()8(. )+/("4101

55将一系列浓度梯度的创伤弧菌菌悬液提取基

因组 5%&"并以此为模板进行常规 7-$扩增"发

1:0
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现 PP4W27:2&PP2W3301 和PP2W3:/: 基因所设计

引物的最低检测限分别为 43

/

"43

4

和 43

2

AXI6:'

#图 /$"表明这 / 个创伤弧菌基因所设计引物用

于 7-$检测时具有较高的灵敏度)

图 *',I)检测靶标基因的灵敏度电泳图

#3$PP4W27:2 基因的灵敏度% # =$PP2W3301 基因的灵敏度%

#A$PP2W3:/: 基因的灵敏度)

219;/ 23EH?E)% 4 60 表示创伤弧菌的菌液浓度从 43

7

AXI6

:'到 43

3

AXI6:')

=4>&*'OF1E:1847> 8956576484F48< @AFF%e(HV($

FF(eTTR.$17;FF(eTV*V

#3$ "# =$ "#A$FP/W3J3E/F?J?0?0?A@E/BP/E?F;F/X7-$BE/NIA@F

3:B0;X;?N IF;>J BE;:?EF/XPP4 W 27:2"PP2 W 3301"3>N PP2 W

3:/:"E?FB?A@;M?041

219;/ 23EH?E)% 03>? 4 @/ 03>? 0 ;>N;A3@?@P? =3A@?E;30

A/>A?>@E3@;/> /XPDA,/3(>(),-XE/:43

7

AXI6:'@/ 43

3

AXI6:'1

(&*'水产品中创伤弧菌的检测

采用传统生化法和基于检测靶标基因的

7-$法分别对杭州市多个农贸市场的 4/0 份海产

品中创伤弧菌进行检测"其中传统生化法分离并

鉴定得到 /: 株创伤弧菌"而基于 PP4W27:2&PP2

W3301&PP2W3:/: 和 AA8K这 8 个检测靶标基因的

7-$检测法分别鉴定得到 /9&/:&/: 和 /: 株创伤

弧菌#表 1$)

/5讨论

创伤弧菌是藉由海产品引起消费者死亡的重

要原因"因此快速灵敏的鉴定方法对于提高水产

品质量和保障人类健康显得尤为重要) 传统生化

培养在鉴定过程中需要反复增菌&分离单菌落&多

项生化指标检测等步骤"在本研究中一个人一般

要 0 <43 N 才能完成一组样品#约 23 份海产品$

的鉴定工作"因此高昂的成本和冗长的周期限制

了传统生化培养在大批量样品检测中的应用) 已

知 7-$技术是检测许多致病菌的重要手段"具有

快速&高通量&高灵敏度&可重复性&稳定性等诸多

优点
'9(

) 在本研究中"一个人用常规 7-$技术在

4 <2 N 内即可完成一组样品的鉴定工作"因此

7-$技术在检测海产品中创伤弧菌时同样具有

显著的快速鉴定优势)

但是"目前 7-$技术在检测创伤弧菌过程中

通常选取细菌的保守序列#47*E5%&和 4$*O基

因$

'22(

或与致病性相关的基因 #AA8K基因$

'44(

"

使用的靶标基因数量较少"易影响检测结果的特

异性和灵敏度"降低了检测结果的可信度"因此亟

待发掘更多用于创伤弧菌检测的靶标基因) 基因

组学的研究拓展了生命科学的研究领域"同时也

为致病菌检测中靶标基因的发掘和筛选提供了新

的思路和方法) 随着基因组测序技术和生物信息

学的发展"许多细菌的全基因组测序工作已经完

成"截至 2344 年 7 月 0 日"在 T?>93>H 数据库中

共收录 4 /0: 种细菌的全基因组序列"其中弧菌

属有 4/ 种"并且 / 个创伤弧菌的株系已有全基因

组的注释"这为创伤弧菌内新靶标基因的发掘提

供了丰富的信息资源
'2/(

) 最近"基于比较基因组

的分析和 7-$验证来协同发掘细菌新靶标的工

作在部分致病菌中已经展开"如单核细胞增生李

斯特菌 #!(-#&*(. 0+3+)$#+4&3&-$

'28 627(

&金黄色葡

萄球菌 # 6#.%8$/+)+)),-.,*&,-$

'20(

&沙门氏菌属

的 6./0+3&//. -&*+A.*-

'29(

和 6D&3#&*().

'2: 6/3(

以及

副溶血性弧菌#PD%.*.8.&0+/$#(),-$

'/4 6/2(

等"因

7:0
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表 .'%*R 份海产品中创伤弧菌的传统生化鉴定法和 ,I)法结果

012&.'I@/B1346@7258C55724@!95/4683< 17;,I)1661< 8@ 4;5784A< F(92+7.@.02)47%*R 651A@@;61/BE56

海产品类别

F?3X//N F3:B0?F

样品数

>/1/XF3:B0?F

生化鉴定法阳性结果

B/F;@;M?E?FI0@FIF;>J

=;/AP?:;F@E4

7-$法阳性结果

B/F;@;M?E?FI0@FIF;>J 7-$3FF34

PP4W27:2 PP2W3301 PP2W3:/: AA8K

大黄鱼 "-&,1+-)(.&3. )*+)&. 8 3 3 3 3 3

小黄鱼 "-&,1+-)(.&3. %+/$.)#(- 7 4 4 4 4 4

带鱼 @*()8(,*,-8.,0&/. 7 2 2 2 2 2

鲳鱼 @*.)8(3+#,-+A.#,- 9 3 3 3 3 3

南美白对虾 "&3.&,-A.33.0&( : 3 3 3 3 3

三疣梭子蟹 "+*#,3,-#*(#,;&*),/.#,- 0 3 3 3 3 3

贻贝 '$#(/,-&1,/(- 44 / / / / /

文蛤 '&*&#*(<0&*&#*(< 44 2 2 2 2 2

缢蛏 6(3+3+A.&,/. )+3-#*()#. 21 1 1 1 1 1

毛蚶 6).%8.*). -,;)*&3.#. 21 : : : : :

牡蛎 B+3)8. +-#*&.& 21 40 47 40 40 40

合计 @/@30 4/0 /: /9 /: /: /:

此"从全基因组水平进行核酸序列的比对分析来

发掘创伤弧菌内检测靶标基因的思路是可行的)

本文采用比较基因组的方法"将 / 个创伤弧

菌株系的全基因组核酸序列分别与 T?>93>H 中

已收集的核酸序列进行 903F@> 比对"阈值设为!

?

(

31334"在该条件下筛选得到的序列几乎不可

能在 T?>93>H 中找到同源序列
'//(

"因此我们认为

筛选得到的核苷酸是创伤弧菌的物种特有序列)

从 / 株 创 伤 弧 菌 PDA,/3(>(),--2-77& PD

A,/3(>(),-2"78286"和 PDA,/3(>(),-O!347 中分

别筛选出 47:&42: 和 409 个物种特异性基因"其

中 /8 个是这 / 个株系共有的#图 4"表 8$"这可能

是创伤弧菌内广泛分布的物种特异性靶标基因)

常规 7-$法对其中已有注释的 / 个潜在靶标基

因#PP4W27:2&PP2W3301 和 PP2W3:/:$的特异性

进行验证"发现这 / 个基因均只对创伤弧菌特异

#图 2$"这表明本研究所发掘的物种特异性靶标

基因在检测创伤弧菌时具有非常高的特异性) 同

时"发掘的靶标基因还具有优异的灵敏度"在用常

规 7-$技术检测创伤弧菌时它们的检测限达到

43

4

<43

/

AXI6:'#图 /$"其中 PP2 W3301 基因具

有最低的检测限"菌浓度为 43

4

AXI6:'即能检测

到#5%&总量约为 01/ BJ$"这低于目前已报道传

统靶标基因的最低检测限"如 AA8K基因 # 02

BJ$

'/8(

&*%+6 基因 #43 BJ$

'/1(

以及 )#8 基因 # 83

AXI6:'$

'/7(

等) 此外"在实际样品检测过程中"

PP2W3301 和 PP2 W3:/: 基因的检出率与传统生

化鉴定方法一致#表 1$"表明 PP2W3301 和 PP2W

3:/: 基因在对海产品中创伤弧菌检测时具有很好

的稳定性和很强的抗干扰能力) 因此"本研究中所

发掘的物种特异性靶标基因在使用常规 7-$技术

检测海产品中的创伤弧菌时"它们不仅克服了传统

生化培养鉴定过程耗时&费力的难点"同时其更佳

的灵敏度提升了传统靶基因的检测限"而且在实际

样品检测中优异的稳定性和抗干扰能力为今后检

验检疫部门检测方法的更新提供参考)

本研 究 中 水 产 品 创 伤 弧 菌 的 检 出 率 为

2911C# /:64/0 $"其中牡蛎的检出率更是高达

79C) 陈艳等
'40(

对东南沿海地区的 434 份海产

品进行检测"创伤弧菌的检出率为 4:19C"其中

11C的牡蛎样品中创伤弧菌的污染菌量
(

/ 27%

#最可能数$ 6J"高于 (&"6G+"推荐的风险指

数%朱海明等
'/0(

发现广东省 7: 份水产品中的创

伤弧菌检出率为 1/172C"其中牡蛎中的检出率

更是高达 931:1C #/8682$) 这些研究结果表明

我国沿海地区的海产品"尤其是牡蛎中的创伤弧

菌污染现状严重"应加强对我国海产品中创伤弧

菌污染状况的监测"这对预防食源性疾病的暴发

和增强公共卫生部门应对公共卫生突发事件的能

力具有重要意义)
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