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摘要：为解析北部湾海域及水产品中副溶血性弧菌的多样性特征与安全风险，本研究采集了北部湾茅尾海养殖区域海水

和水产经济动物样品，利用硫代硫酸盐柠檬酸盐胆盐蔗糖琼脂培养基（TCBS）对所采样品进行海洋弧菌的分离和纯化，共分

离获得 109 株疑似弧菌菌株。通过 16S rDNA 和特异功能基因 toxR 的 PCR 扩增并测序鉴定，共检出副溶血性弧菌 20 株，检出

率为 18.3%。此外，通过系统发育分析还发现副溶血性弧菌的 toxR 和 tdh 基因序列都存在水平基因转移现象，呈现出较大的多

样性。对 20 个副溶血性弧菌菌株的毒力基因 tdh 进行分析，结果表明有 4 株携带了 tdh 毒力基因，检出率为 20%，易引起食物

中毒，对公共卫生造成的威胁较大。因此，本研究建议采用 PCR 技术开展副溶血性弧菌特异种属基因和毒力基因检测，准确

评估北部湾区域海水及其水产品的卫生安全性，降低爆发水产养殖业病害和食源性疾病的风险。 
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Abstract: To analyze the diversity characteristics of V. parahaemolyticus and safety risks in sea water and aquatic products in 

Beibu gulf, we collected samples from seawater and aquatic economic animals in the mariculture area of Maowei sea in Beibu gulf in 

this study. Marine vibrio was isolated from the samples by thiosulfate citrate bile salts sucrose agar culture medium (TCBS). Totally, 109 

suspected vibrio strains were obtained. A total of 20 strains of V. parahaemolyticus were identified by DNA sequencing of 16S rDNA 

genes and specific function gene toxR after PCR amplification. Virulence gene tdh analysis showed that 4 of the 20 strains of V. 

parahaemolyticus carried the virulence gene tdh, with a detection rate of 20%. In addition, phylogenetic analysis also revealed that 

horizontal gene transfer happened in both the toxR and tdh gene sequences of V. parahaemolyticus. The results of this study indicated 

that V. parahaemolyticus in Beibu gulf had high genetic diversity, and some of them carry pathogenic factors, which is a risk of outbreak 

of aquaculture diseases and food-borne diseases in this area. Therefore, it is suggested to use PCR technology to detect specific species 

genes and virulence genes of V. parahaemolyticus, accurately evaluate the health safety in seawater and aquatic products in the  
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Beibu gulf region, and reduce the risk of outbreak of aquaculture disease and food-borne diseases. 

Key words: Beibu gulf; Vibrio parahaemolyticus; 16S rDNA; toxR; tdh; phylogenetic tree 
 
副溶血性弧菌(Vibrio parahaemolyticus，简称

V.p)是一种革兰氏阴性嗜盐菌，属于弧菌科弧菌属，

广泛分布于海洋、河口等水生环境及水产品中。部

分副溶血性弧菌具有致病性，极易引起腹泻、腹痛、

肠痉挛、恶心、呕吐和水样便等肠胃炎反应，严重

时可引起败血症和肾功能衰竭等临床反应，是近年

来我国海洋环境中引起细菌性食物中毒的首要食源

性致病菌之一[1-4]。因此，准确地对 V.p 进行分离鉴

定并分析其致病性，无论对研究病菌致病机理还是

预防和治疗疾病都具有重要的意义。 
我国目前主要采用 GB/T 4789.7-2013《食品微

生物学检验 副溶血性弧菌检验》的方法进行 V.p 定

性检测。该方法主要是对弧菌进行纯化培养，再根

据弧菌的表型，包括菌落形态、生理特征以及免疫

学特性等方面进行弧菌的鉴定。近年来，基于 PCR 
(Polymerase Chain Reaction，聚合酶链式反应)和生

物信息学技术，已经建立了一些更为便捷和准确的

V.p 检测方法。如 Kim 等针对 16S rRNA 序列中寻

找弧菌属特异性可变区位点，设计了特异性引物，

进而成功地建立了一种高效检测和鉴别弧菌菌株的

PCR 方法[5]。然而，也有研究表明弧菌种间的 16S 
rRNA 基因序列相似性非常高，很难进一步做更细

化的分类鉴定和系统发育进化分析[6,7]。最近的报道

称，特异性功能基因和毒力基因对于弧菌分类具有

独特的优势[8]。研究发现，与 16S rRNA 基因相比，

toxR 基因的系统发育树显示了更大的差异性，可以

更准确地将 V.p 、哈维氏弧菌和坎贝氏弧菌

（V.campbellii）区分开来[9]。因此，16S rRNA 测序

技术和特异功能基因的结合，能更好地对 V.p 进行

分类鉴定和系统发育分析，以确保鉴定结果的准确

性[10,11]。另外，toxR 基因序列和毒力基因如 tdh（热

稳定性直接溶血素）和 trh（耐热相关溶血素）的综

合分析，因其快速、便捷等特点，可大幅提高疑似

致病菌株筛查的针对性，可作为鉴定副溶血性弧菌

致病性的辅助方法[12-14]。 
北部湾沿海地区是我国海水养殖的主要基地之

一，随着近海海水养殖规模地不断扩大，海水养殖

环境中由弧菌引起的病害风险也在逐渐升高，对该

地区海水养殖业的发展是严重的制约[15]。陈盛峰等

对广西北海近岸养殖海域海水样品进行副溶血性弧

菌、霍乱弧菌和河流弧菌等 3 种致病性弧菌进行分

离鉴定，结果表明 V.p 约占总检出弧菌的 70.4%，

并且对四环素、卡那霉素和红霉素具有耐药性，可

能是对北海近岸养殖威胁最大的弧菌类型之一[16]。

与此同时，北部湾沿海地区及其辐射城市所销售的

海产品被 V.p 感染非常普遍，检出率为 20.0%~ 
55.77%，其中贝类中牡蛎检出率最高，可达 83.02%，

其次是甲壳类，鱼类则相对较少[17-20]。因此，对北

部湾海域及其养殖海产品进行 V.p 的分离鉴定及致

病性分析对于提高食品安全性具有重要参考意义。

然而，结合 16S rDNA 基因、toxR 基因和 tdh 基因

对北部湾海水养殖海域及海产品 V.p 的系统进化特

征及致病性分析，尚未见报道。为此，本研究在北

部湾茅尾海区域采集海水、牡蛎等样品，使用 TCBS
培养基分离筛选弧菌菌株，基于 16S rDNA 基因和

特异功能基因 toxR 的序列分析结果，对 V.p 进行分

类鉴定，确定株间的亲缘关系。在此基础上，通过

tdh 毒力基因的分析，对其潜在致病性风险作进一

步检测。本工作对该地区的 V.p 进行初步的风险性

评估，可为水产养殖和食源性疾病防治提供技术支

撑和理论依据。 

1  材料与方法  

1.1  材料 

1.1.1  样品采集 
2017 年 3 月，在北部湾广西钦州市茅尾海海域

的 5 个采样点（图 1）进行海水样品采集，每个采

样点采集表层海水 2 L，装在无菌样品瓶中封好。

活牡蛎样品则取自茅尾海两处水产养殖基地（钦州

沙井天然采苗保苗基地和中下游茅尾海大蚝养殖基

地），各 5 份。所有采集的样品置于冰盒内低温保存，

所有样品 24 小时内带回实验室，进行后续处理。 

 
图 1 茅尾海海水采样点示意图 

Fig.1 Map of sampling sites of sea water in Maowei sea 
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1.1.2  主要试剂和仪器 
硫代硫酸盐柠檬酸盐胆盐蔗糖琼脂培养基

（thiosulfate citrate bile salts sucrose agar culture 
medium，TCBS），以及配制 SWYE 培养基所需琼

脂粉、酵母粉、胰蛋白胨等购自索莱宝公司；细菌

基因组提取试剂盒、PCR 扩增反应试剂（10×Buffer、
RNase、Taq 酶、dNTPs、DNA Marker）购自中国北

京天根生物技术有限公司；PCR 扩增用引物见表 1，

由英潍捷基（上海）贸易有限公司合成；主要仪器

包括：高压灭菌锅（LDZF-50KB），上海申安；PCR
仪（ETC 811），北京东胜创新生物科技有限公司；

超净工作台（Airtech SW-CJ-2FD），苏州安泰空气

技术有限公司；小型台式离心机（Sigma 1-14），
Sigma 公司，凝胶成像系统（Tanon-1600），上海天

能公司。 

表 1 引物序列 

Table 1 Primer sequences 

基因名称 引物系列(正向和反向) 长度/bp 文献来源 

16S rDNA 
5’- AGAGTTTGATCCTGGCTCAG -3’ 

1500 [21] 
5’- AAGGAGGTGATCCAGCCGCA -3’ 

toxR 
5’-GTCTTCTGACGCAATCGTTG-3’ 

368 [12] 
5’-ATACGAGTGGTTGCTGTCATG-3’ 

tdh 
5’- ATATCCATGTTGGCTGCATTC -3’ 

531 [22] 
5’- TTATTGTTGATGTTTACATTCAAAA -3’ 

1.2  方法 

1.2.1  样品处理与弧菌分离、培养 
TCBS 培养基作为菌株分离筛选培养基，121 ℃

灭菌 30 min、倒平板，备用。海水样品与无菌海水

充分混合后，连续做 10 倍梯度稀释，得到 10-1~10-6

不同稀释度样品，备用。牡蛎样品用无菌海水将表

面洗净，取壳内软体组织制成匀浆悬浊液，用二层

无菌纱布过滤，取组织悬液按 10-1~10-6 共 6 个梯度

进行稀释。 
分别取以上各个稀释度的海水样、牡蛎组织悬

液 100 μL 涂布于 TCBS 固体平板中，每个稀释度做

5 个重复，37 ℃恒温箱中培养 24 h。挑取特征菌落，

分别划线至新的 TCBS 培养基平板，倒置于恒温箱

中培养 24 h，进一步分离得到单菌落。挑取单个菌

落接种在 SWYE 平板培养基中，30 ℃恒温箱培养

1~2 d，获得纯培养菌株。将所分离的所有菌落进行

编号，并记录其大小、形状、颜色、黏度等形态特

征。获得的单菌落进行甘油-80 ℃冷冻保存，备用。 
1.2.2  DNA 提取与 16S rDNA、toxR、tdh 基

因测序 
分别取 1 mL 过夜培养的菌液，按照细菌基因

组 DNA 提取试剂盒(TIANGEN DP302)步骤，提取

各菌液样品 DNA，置于-20 ℃冻存备用。使用上述

提取得到的菌株 DNA 作为 PCR 扩增模板，分别进

行 16S rDNA、toxR、tdh 基因扩增和测序：用无菌

超纯水（ddH2O）稀释引物至浓度 10 pmol/L，-20 ℃ 

 

保存备用。反应体系 20 μL， 2×EasyTaq PCR 
Super-Mix 10 μL，上下游引物(10 pmol/L，表 1)各
1.0 μL，DNA 模板 2.0 μL，无菌超纯水（ddH2O）6 
μL。PCR 扩增反应程序：95 ℃预变性 4 min，95 ℃
变性 1 min，54 ℃复性 1 min，72 ℃延伸 1 min 为 1
个循环，扩增 30 个循环后，72 ℃延伸 10 min。PCR
扩增完成后，取部分 PCR 产物于 1.5%琼脂糖凝胶

中电泳 15~18 min，置于紫外凝胶成像仪中观察目

的条带并记录结果，将合格产物送至武汉金开瑞生

物工程有限公司测序。基因序列，保存在 GeneBank：
（1）16S rDNA 序列号：MN636738-MN636757；（2）
toxR 序列号：MN726884-MN726903；（3）tdh 序列

号：MN726904-MN726907。 
1.2.3  数据处理与系统发育树的构建 

将16S rDNA、toxR、tdh基因测序结果序列使用

ContigExpress软件进行序列峰图校对，正反向拼接。

将所得的20条16S rDNA序列、20条toxR基因序列和4
条tdh基因序列分别使用NCBI网站的BLAST程序进

行比对，选取比对结果中相似性最高的物种信息用于

菌株物种分类和基因注释[23]；下载各基因BLAST匹
配到的最高相似序列，经过ClustalX软件对所得序列

进行处理对齐 [24] ，在 mega 7 软件中用邻接法

(neighbor-joining)构建16S rDNA的系统发育树，采用

最大简约法（maximum-likelihood），构建toxR和tdh
基因的系统发育树，Bootstrap值为1000次[7,25]，隐藏

可信度小于50%的自展值。 
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2  结果与讨论 2.1  16S rDNA 分类鉴定结果 

表 2 疑似菌株的 16S rDNA 序列 Blasten 结果 

Table 2 Blasten results of 16S rDNA of Suspected strains 

菌株编号(GenBank 序列号) 相似性高的菌株(GenBank 序列号) 序列的覆盖度/% 最大相似性/%

YSVP01 (MN636738) V. parahaemolyticus strain（MG589511.1） 98 99 

YSVP02 (MN636739) V. parahaemolyticus strain（KR347290.1） 98 98 

YSVP03 (MN636740) V. parahaemolyticus strain（KR347290.1） 98 98 

YSVP04 (MN636741) V. parahaemolyticus strain（KR347290.1） 98 98 

YSVP05 (MN636742) V. parahaemolyticus strain（MG589511.1） 99 97 

YSVP06 (MN636743) V. parahaemolyticus strain（MG589511.1） 99 98 

YSVP07 (MN636744) V. parahaemolyticus strain（KT986147.1） 99 99 

YSVP08 (MN636745) V. parahaemolyticus strain（KR137715.1） 99 98 

YSVP09 (MN636746) V. parahaemolyticus strain（MH375367.1） 99 98 

YSVP10 (MN636747) V. parahaemolyticus strain（MG386398.1） 99 99 

YSVP11 (MN636748) V. parahaemolyticus strain（KR347290.1） 98 99 

YSVP12 (MN636749) V. parahaemolyticus strain（MG386398.1） 99 98 

YSVP13 (MN636750) V. parahaemolyticus strain（MG386398.1） 99 98 

YSVP14 (MN636751) V. parahaemolyticus strain（KR347297.1） 98 98 

YSVP15 (MN636752) V. parahaemolyticus strain（KR347292.1） 98 98 

YSVP16 (MN636753) V. parahaemolyticus strain（KT986171.1） 99 98 

YSVP17 (MN636754) V. parahaemolyticus strain（MF595600.1） 99 98 

YSVP18 (MN636755) V. parahaemolyticus strain（MH375367.1） 99 98 

YSVP19 (MN636756) V. parahaemolyticus strain（MK308579.1） 99 98 

YSVP20 (MN636757) V. parahaemolyticus strain（KR347292.1） 98 98 

 
图 2 基于 16S rDNA 基因序列的邻接法系统发育树 

Fig.2 Neighbor-joining phylogenetic distance tree based on 16S rDNA gene sequence 

注：●为典型临床爆发菌株；○为 tdh 基因阳性菌株。 



 

 

表 3 基于 16S rDNA 基因序列的遗传距离 

Table 3 The genetic distances base on 16S rDNA gene 

序号 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 
01                    

02 0.011 

03 0.017 0.015

04 0.008 0.008 0.015     
05 0.008 0.011 0.017 0.008 

06 0.004 0.007 0.013 0.004 0.004

07 0.003 0.008 0.014 0.006 0.006 0.001

08 0.003 0.008 0.014 0.006 0.006 0.001 0.000

09 0.020 0.020 0.031 0.017 0.023 0.018 0.017 0.017

10 0.014 0.017 0.023 0.014 0.014 0.010 0.011 0.011 0.011 

11 0.004 0.007 0.013 0.004 0.004 0.000 0.001 0.001 0.018 0.010

12 0.010 0.006 0.017 0.007 0.010 0.006 0.007 0.007 0.024 0.015 0.006 

13 0.011 0.014 0.017 0.011 0.006 0.007 0.008 0.008 0.025 0.017 0.007 0.013

14 0.015 0.015 0.024 0.015 0.015 0.011 0.013 0.013 0.013 0.007 0.011 0.017 0.015

15 0.008 0.014 0.020 0.008 0.011 0.007 0.008 0.008 0.023 0.017 0.007 0.013 0.014 0.018

16 0.017 0.017 0.024 0.017 0.017 0.013 0.014 0.014 0.014 0.008 0.013 0.018 0.017 0.001 0.020

17 0.010 0.013 0.018 0.007 0.010 0.006 0.007 0.007 0.021 0.015 0.006 0.011 0.013 0.017 0.010 0.018

18 0.008 0.011 0.017 0.008 0.008 0.004 0.006 0.006 0.023 0.014 0.004 0.010 0.011 0.015 0.011 0.017 0.010

19 0.014 0.017 0.023 0.014 0.014 0.010 0.011 0.011 0.014 0.006 0.010 0.015 0.014 0.004 0.017 0.006 0.015 0.014 

20 0.017 0.023 0.027 0.018 0.020 0.015 0.017 0.017 0.028 0.020 0.015 0.021 0.023 0.023 0.021 0.024 0.020 0.020 0.021 

注：序号 01~20 为菌株 YSVP01~YSVP20。 
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经过初筛和分离纯化后，根据菌落特征分别从

海水样品中筛选出 56 个疑似弧菌菌株，从牡蛎样品

中挑选 53 个疑似弧菌菌株，对这 109 个菌株进行

16S rDNA 测序。经过 NCBI 网站 BLAST 比对得出

20 株疑似副溶血性弧菌，检出率为 18.3%。其中实

验菌株的 16S rDNA基因与 V.p 同源性为 99%的有 4
株，98%的 15 株，97%的 1 株（表 2）。此外，尚有

89 株疑似弧菌未能获得最终鉴定，很有可能是其它

种类的弧菌，如霍乱弧菌(V. cholerae)、溶藻弧菌(V. 
alginolyticus)和创伤弧菌(V. vulnificus)等等，此前这

些种类的弧菌已在广西境内的海水和海产品中多次

被检出[16,19,20,26-28]。 
16S rRNA 作为原核生物分类的重要分子标记，

在 V.p 鉴定相关工作中已经起到了至关重要的作用
[7,10,26,29]。在 16S rDNA 系统发育树（图 2）和遗传

距离分析表（表 3）中可以见，YSVP14、YSVP16、
YSVP19、YSVP09和YSVP10与V. parahaemolyticus 
(KR347290.1)聚为 1 个分支 Cluster Ⅰ，分支内两两

之间遗传距离为 0.001~0.014，平均遗传距离为

0.084 ，与其他分支的菌株之间遗传距离在

0.010~0.031 之间；YSVP20 单独为 Cluster Ⅱ，与其

他分支菌株遗传距离在 0.015~0.028 之间；YSVP01、
YSVP07 和 YSVP08 与 V. parahaemolyticus 
(KT986171.1)聚为 Cluster Ⅲ，分支内两两之间遗传

距离为 0.000~0.003，平均距离为 0.002，与其他分

支的菌株之间遗传距离在 0.001~0.020 之间；

YSVP15 和 YSVP17 为 Cluster Ⅳ，分支内两两之间

的遗传距离为 0.010，与其他分支的菌株之间遗传距

离在0.006~0.021之间；YSVP02、YSVP03 、YSVP04
和 YSVP12 为 Cluster Ⅴ，分支内两两之间的遗传距

离为 0.006~0.017，与其他分支的菌株之间遗传距离

在 0.004~0.031 之间；YSVP18、YSVP06 和 YSVP11
与 V. parahaemolyticus（登录号分别为 KR137715.1、
MG589511.1 和 BA000031.2）聚为 1 个分支，为

Cluster Ⅵ ， 它 们 两 两 之 间 的 遗 传 距 离 为

0.000~0.004，与其他分支的菌株之间遗传距离在

0.001~0.023之间；YSVP05和YSVP13为Cluster Ⅶ，

它们之间的遗传距离为 0.006，与其他序列的其他菌

株遗传距离在 0.004~0.025 之间。由此可见，16S 
rDNA 基因对弧菌的分辨率并不高，有些分支内部

两两之间的遗传距离远大于与别的分支菌株的遗传

距离。分支内与分支之间的差异性无法很好区分开

来。同样地，前人的研究也已经表明，对于弧菌属

而言，其种间的 16S rDNA 序列高度相似(≥97.5%)，

在种内与种间遗传距离上有着非常大的重叠，导致

依靠 16S rDNA 基因进行种水平的鉴定十分困难
[30,31]。而以往的研究结果却证实了 toxR 可作为鉴别

V.p 的特异功能基因[12,32,33]。因此，本文也选择该基

因对 16S rDNA 基因测序比对及系统发育树分析初

步鉴定出的 20 个疑似 V.p 做进一步的分子鉴定。 

2.2  toxR 分类鉴定结果 

对上述20个疑似V.p进行toxR基因PCR扩增，电

泳检测结果如图3所示，所有样品均出现目标条带。

所有 20个 PCR产物测序结果在NCBI网站进行

BLAST比对，发现它们均与V.p的toxR基因具有非常

高的一致性，有18是100%，其余2个是99%（表4）。
通过系统进化树分析（图4）和基因的遗传距离分析

（表5）结果显示，在遗传距离0.006水平上，可以

分为6个Clusters（Cluster A~Cluster F，图4）。
YSVP01、YSVP03、YSVP06、YSVP07、YSVP08、
YSVP09、YSVP11、YSVP12、YSVP14、YSVP15、
YSVP16和YSVP19与V.p（登录号为MG873152.1，
CP034565.1，MF983557.1）聚为1个分支，为Cluster 
A；YSVP17和YSVP18为Cluster B；YSVP02和
YSVP13与V. parahaemolyticus（MG873153.1）聚为

1 个 分 支 ， 为 Cluster C ； YSVP04 与 V. 
parahaemolyticus（KT194120.1）聚为1个分支，为

Cluster D；YSVP05和YSVP20与V. parahaemolyticus
（CP028342.1）聚为1个分支，为Cluster E；YSVP10
与V. parahaemolyticus（KT194144.1）聚为1个分支，

为Cluster F。各个分支内部，菌株两两之间的toxR
基因序列遗传距离都为0.000；各个分支之间的遗传

距离为0.006~0.025之间。以上分析结果表明，特异

功能基因toxR比16S rDNA序列有着更好的分类分

辨率，更适合于海洋副溶血性弧菌的分类鉴定
[27,34-36]。因此，这两种方法的相互验证，可以显著

提高菌株分离鉴定的准确度。 

 
图 3 疑似菌株的 toxR 基因 PCR 扩增产物电泳图 

Fig.3 The electrophoresis map of the amplified product of 

suspected strains’ toxR gene sequence 

注：M：DNA Marker（DL2000）；1~20：疑似菌株

YSVP01~YSVP20。 
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表 4 疑似菌株的 toxR 基因序列 Blasten 结果 

Table 4 Blasten results of toxR genesequence of suspected strains 

菌株编号（GenBank 序列号） 相似性高的菌株（GenBank 序列号） 序列的覆盖度 最大相似性 

YSVP01 (MN726884) V. parahaemolyticus strain （MG873152.1） 100% 100% 

YSVP02 (MN726885) V. parahaemolyticus strain（MG873153.1） 100% 100% 

YSVP03 (MN726886) V. parahaemolyticus strain（MG873152.1） 100% 100% 

YSVP04 (MN726887) V. parahaemolyticus strain（KT194120.1） 100% 100% 

YSVP05 (MN726888) V. parahaemolyticus isolate（CP028342.1） 100% 100% 

YSVP06 (MN726889) V. parahaemolyticus strain（MG873152.1） 100% 100% 

YSVP07 (MN726890) V. parahaemolyticus strain（MG873152.1） 100% 100% 

YSVP08 (MN726891) V. parahaemolyticus strain（MG873152.1） 100% 100% 

YSVP09 (MN726892) V. parahaemolyticus strain（MG873152.1） 100% 100% 

YSVP10 (MN726893) V. parahaemolyticus strain（KT194144.1） 100% 100% 

YSVP11 (MN726894) V. parahaemolyticus strain（MG873152.1） 100% 100% 

YSVP12 (MN726895) V. parahaemolyticus strain（CP034565.1） 100% 100% 

YSVP13 (MN726896) V. parahaemolyticus strain（MG873153.1） 100% 100% 

YSVP14 (MN726897) V. parahaemolyticus strain（MF983557.1） 100% 100% 

YSVP15 (MN726898) V. parahaemolyticus strain（CP034565.1） 100% 100% 

YSVP16 (MN726899) V. parahaemolyticus strain（MF983557.1） 100% 100% 

YSVP17 (MN726900) V. parahaemolyticus strain（MG873152.1） 100% 99% 

YSVP18 (MN726901) V. parahaemolyticus strain（MG873152.1） 100% 99% 

YSVP19 (MN726902) V. parahaemolyticus strain（MG873152.1） 100% 100% 

YSVP20 (MN726903) V. parahaemolyticus isolate（CP028342.1） 100% 100% 

 
图 4 基于 toxR 基因序列的最大简约法系统发育树 

Fig.4 Maximum likehood phylogenetic distance tree based on toxR gene sequenc 



 

 

表 5 基于 toxR 基因序列的遗传距离 

Table 5 The genetic distances base on toxR gene 

序号 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 
01 

02 0.006 

03 0.000 0.006

04 0.006 0.012 0.006     
05 0.012 0.006 0.012 0.006 

06 0.000 0.006 0.000 0.006 0.012

07 0.000 0.006 0.000 0.006 0.012 0.000

08 0.000 0.006 0.000 0.006 0.012 0.000 0.000

09 0.000 0.006 0.000 0.006 0.012 0.000 0.000 0.000

10 0.025 0.019 0.025 0.019 0.012 0.025 0.025 0.025 0.025

11 0.000 0.006 0.000 0.006 0.012 0.000 0.000 0.000 0.000 0.025

12 0.000 0.006 0.000 0.006 0.012 0.000 0.000 0.000 0.000 0.025 0.000 

13 0.006 0.000 0.006 0.012 0.006 0.006 0.006 0.006 0.006 0.019 0.006 0.006

14 0.000 0.006 0.000 0.006 0.012 0.000 0.000 0.000 0.000 0.025 0.000 0.000 0.006

15 0.000 0.006 0.000 0.006 0.012 0.000 0.000 0.000 0.000 0.025 0.000 0.000 0.006 0.000

16 0.000 0.006 0.000 0.006 0.012 0.000 0.000 0.000 0.000 0.025 0.000 0.000 0.006 0.000 0.000

17 0.006 0.006 0.006 0.012 0.012 0.006 0.006 0.006 0.006 0.025 0.006 0.006 0.006 0.006 0.006 0.006

18 0.006 0.006 0.006 0.012 0.012 0.006 0.006 0.006 0.006 0.025 0.006 0.006 0.006 0.006 0.006 0.006 0.000

19 0.000 0.006 0.000 0.006 0.012 0.000 0.000 0.000 0.000 0.025 0.000 0.000 0.006 0.000 0.000 0.000 0.006 0.006 

20 0.012 0.006 0.012 0.006 0.000 0.012 0.012 0.012 0.012 0.012 0.012 0.012 0.006 0.012 0.012 0.012 0.012 0.012 0.012 

注：序号 01~20 为菌株 YSVP01~YSVP20。 
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基于 16S rDNA序列系统发育树将 20株不同菌

株分为 7 个 Cluster（图 2）；而基于 toxR 基因序列

系统发育树则分为 6 个 Cluster（图 4）。这表明该海

域在水产品养殖过程中的 V.p 污染途径不单一，且

V.p 群体间交流频繁，toxR 基因的序列有水平基因

转移现象，存在交叉污染的风险[11]。 

 
图 5 代表性 toxR 多序列比对结果 

Fig.5 Sequence alignment of representative toxR 

注：○为残基变异位点。 

本研究选取了 toxR 基因 Cluster A-F 代表序列，

与典型 V.p 临床爆发株 RIMD2210633 的 txoR 基因

进行了氨基酸水平的多序列比对（图 5）。结果发现

txoR 蛋白质序列具有高度的保守性，但 YSVP19 菌

株在 L170、H203、H211、A239、N240、H245、
L249 、 L254 等 位 点 产 生 变 异 。 结 合 V.p 
RIMD2210633 toxR 蛋白序列分析（UniProtKB）结

果，本研究发现的 toxR 区段，其蛋白产物主要位于

跨膜及细胞周质部分（图 5）。上述分析结果表明

toxR 基因在不同菌株中的进化存在差异。 

2.3  V.p 菌株的致病性鉴定结果 

溶血素是副溶血弧菌致病的主要因素，包括

tdh、trh 和 tlh（不耐热溶血素），在临床上往往通过

检测 tdh 基因来判定是否为流行株[2,32,37]。本研究对

20 个分离确认的 V.p 菌株进行 tdh 基因 PCR 扩增。

电泳检测发现 4 条约 530 bp（tdh）的目的条带，提

示这 4 个菌株可能具有致病性，即潜在致病性 V.p
检出率为 20%。这些出现目标条带的 PCR 产物测序

后，进一步使用 BLAST 比对，发现它们与副溶血

性弧菌的 tdh 基因具有较高的相似性，其中相似度

最高的一个为 90%，其余在 72%~89%（表 6）。系

统进化树分析显示，这 4 个菌株都与 V.p 聚集在一

个大的分枝，与魔鬼弧菌(V. diabolicus)和溶藻弧菌

(V. alginalyticus)明显区分（图 6）。与前人[38]报道相

似，提示这些携带致病性基因的菌株，极有可能引

起食物中毒，对公共卫生造成的威胁较大。但也有

研究表明不携带 tdh和 trh基因的副溶血性弧菌也可

以引起食物中毒[39-43]。因此，传统分离鉴定方法和

动物或细胞毒力试验仍是鉴定致病性的主要鉴定依

据。 

表 6 疑似菌株的 tdh 基因序列 Blasten 结果 

Table 6 Blasten results of tdh genesequence of suspected strains 

菌株编号（GenBank 序列号） 相似性高的菌株（GenBank 序列号） 序列的覆盖度 最大相似性

YSVP07 (MN726904) V. parahaemolyticus(CP023485.1) 96% 90% 

YSVP07 (MN726904) V. parahaemolyticus (CP022243.1) 96% 89% 

YSVP09 (MN726905) V. parahaemolyticus (CP022473.1) 97% 72% 

YSVP11 (MN726906) V. parahaemolyticus (CP014046.2) 100% 79% 

YSVP20 (MN726907) V. parahaemolyticus (CP022473.1) 99% 82% 

 
图 6 基于 tdh 毒力基因序列的最大简约法系统发育树 

Fig.6 Maximum likehood phylogenetic distance treebased 

on tdh genesequence 

另外，通过基于 16S rDNA 基因序列的邻接法

系统发育树（图 2）分析 4 株 tdh 阳性菌株与典型

临床爆发菌株 V.p RIMD2210633（BA000031.2）的

亲缘关系[44]，发现临床爆发菌株 V.p RIMD2210633
与 YSVP11 聚为一个 Cluster，其遗传距离为 0.000，
说 明 YSVP11 可 能 与 临 床 爆 发 菌 株 V.p 
RIMD2210633 具有较近的亲缘关系。其它 3 株 tdh
阳性菌株（YSVP07、YSVP09 和 YSVP20）并未与

临床爆发菌株 V.p RIMD2210633 聚为一个 Cluster，
它们分别在 3 个不同的 Clusters，它们与临床爆发

菌株 V.p RIMD2210633 之间的遗传距离分别为

0.001、0.018 和 0.015。这说明这 3 株 tdh 阳性菌株

（YSVP07、YSVP09 和 YSVP20）与临床爆发菌株
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V.p RIMD2210633 的亲缘关系较远。 

3  结论 

3.1  本研究通过 PCR 分子生物学方法，从基于

TCBS 分离纯化的 109 株疑似弧菌中初步鉴定出 20
株 V.p，进一步的系统发育树分析可以发现，20 株

不同菌株的 16S rDNA 和 toxR 基因序列仍具有一定

的变异性，toxR 基因序列存在水平基因转移。与典

型 V.p 临床爆发株 RIMD2210633 的 txoR 基因在氨

基酸水平的多序列比对结果发现，研究发现 txoR 蛋

白质序列具有高度的保守性，但不同菌株 txoR 基因

之间存在位点产生变异。这表明 toxR 基因在不同菌

株中的进化存在差异。因此，北部湾茅尾海海域及

其水产品的 V.p 呈现出较大的多样性，下一步可以

通过比较不同菌株基因之间的差异，总结其变异规

律，进行相关毒力检测，为 V.p 分型和致病性研究

提供新的研究靶点[7,45]。 
3.2  本研究所分离确认的 20 株 V.p 中，有 4 株携带

了 tdh 基因，易引起食物中毒，对公共卫生造成的

威胁较大。当然，除了 tdh 外，V.p 致病性是多种毒

力因子(如 trh、tlh、Ⅲ型分泌系统、粘附因子、鞭

毛和铁摄取系统等)共同作用的结果。本研究发现的

4 株 tdh 阳性菌株中 YSVP11 与典型临床爆发菌株

V.p RIMD2210633 的亲缘关系较近，说明 YSVP11
可能为潜在临床爆发菌株。其它 3 株 tdh 阳性菌株

（YSVP07、YSVP09 和 YSVP20）并未与临床爆发

菌株 V.p RIMD2210633 聚为一个 Cluster，且亲缘关

系较远。进一步说明，携带 tdh 的副溶血性弧菌未

必是高致病性菌株。因此，亟需更进一步了解致病

性 V.p 的生物学特性和明确其致病机制，对致病性

弧菌感染的临床诊断和防控有重要的意义。 
3.3  16S rRNA基因的分子鉴定技术已较成功地用

于弧菌分类鉴定，但该方法在特定情况下仍无法很

好地鉴定副溶血性弧菌之间的差异。目前，一般采

用recA、gyrB、pyrH等管家基因，tdh、tlh、trh 等
毒力基因和16SrRNA基因相结合进行特定弧菌的系

统鉴定与分类研究。此外，近年来，基因组测序技

术的快速发展和微生物基因组大数据的爆炸式增长

将更有利于研究人员针对副溶血性弧菌基因组信

息，深入发掘可用于弧菌分类鉴定的功能性基因和

管家基因资源，通过不断探索新型基因分子靶标和

特异性引物，实现副溶血性弧菌精准鉴定，完善分

类系统，从而促进海洋弧菌的多样性研究。总之，

传统的副溶血性弧菌检测方法，已无法满足当前海

洋致病性副溶血性弧菌的多样性研究和致病性菌株

的监测和防控工作需要[38]，采用PCR 技术研发新型

特异种属的功能基因检测V.p特异种属基因和毒力

基因检测势在必行势在必行。 
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