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疾病监测·

珠江河口水体01群和0139群霍乱弧菌监测

王多春 王晓梅 钟豪杰 张静 谭海玲 陈经雕 李柏生 郑慧贞 崔志刚

柯昌文 邓小玲 高永军 王子军 阚飙

【摘要】 目的分析珠江河口水体01群和0139群霍乱弧菌菌型特征，探讨环境水体监测的方

法和疫情监测中的作用。方法2006年3月至2007年2月，在珠江河口选择24个水样采集点，每月

采集一次，进行01群和0139群霍乱弧菌的分离培养，并利用实时PCR监测样品增菌液中的01群

和0139群霍乱弧菌。采样同时测定气温、水温等气象资料。用脉冲场凝胶电泳(PFGE)对分离菌株

进行分型分析。结果 监测期间共采样862份，霍乱弧菌分离阳性率7．77％，实时PcR阳性率为

26．33％。按月的水样检测阳性率与水温变化趋势相似；城区监测点阳性率高于其他区域，在一家海

产品批发市场排水口下游检测到产毒0139群菌株；菌株的菌型构成中，分离菌株主要为非产毒株；

01群El T研小川和稻叶型以及0139群菌株的分离无季节变化趋势；PFGE分析75株分离株被分为

49种带型，相似性为57．4％～100％，表现出明显的多样性。结论 霍乱弧菌在珠江河口水体中广泛

存在，并呈现多样性。水体监测提供产毒菌株的指示，可作为环境危险评价的指标，且能在霍乱弧菌

的监测和霍乱疫情预警中发挥作用。
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【Abstract】 objective Through systematic m。nitoring of the number and strain types of 01 and

0139 V拍rio c丘oZ已r岔已in the Pearl River estuary waters to analyze it’s relevance with the temperature of

enviro矗ment，and the relevance between strains in water and isolates during outbreaks and epidemics as well

as to estimate the methods used for environmental water detection and the Dotential r01e in ch01era

surveillance program．Methods Twenty—fOur stations along the Pearl River were selected and the water

samples were collected monthly from March 2006 to February 2007． V．c^oZgmg 01 and 0139 strains were

is01ated from the samDles．Real—time PCR established in our laboratorv was used to detect V．c丘oZem已01

and 01 39． Air temperature and water temperature were c。llected during sampling Pulsed field gel

electrophoresis(PFGE)was applied in molecular typing。f the isolates．Results 862 water samples were

c011ected during the study period．A total number of 77 01 and 0139 V．如oZPm已were is。lated in 67 water

sampIeS and the poSitive rates were 7．77％for isoIation and 26，33％for reaI。time PCR．Seasonal trend of

positive rates by month were approximately coincident with the change of water temperature， The positive

rates in the stations in urban area were higher than those in other areas．Toxigenic 01 39 strains were found

in one station 10cated in downstream of a marine market． Most of the 01 and 01 39 isolates were non．

toxigenic．No trend of seasonal variation of the strains was noticed． Within these 75 is01ates．49 PFGE

patterns were identified and the patterns differed widely with the similarity of 57．4％一100％．

ConcIusion V．c矗oZer盘e existed as the natural habitant in estuarv water of the Pearl River and showed

obvious genetic diversity． Data from monitoring waters might show the separation of str“ns with certain
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seasonal association． But the crowd did not show the relationship between the infections． Results frOm

water surveillance program might provide indicators on the appearance of cholera pathogen which might be

used in assessing the environmental risk。f cholera epidemics as well as the alert of cholera．

【Key words】 Ⅵ6rio c丘ofPrae；surveillance；Estuarine water；Molecular characteristics

产毒的01群和0139群霍乱弧菌是引起霍乱

流行的病原体。有研究显示沿海地区霍乱的流行与

河口水环境中霍乱弧菌的增殖有关⋯，另外，流行期

间与人群生活密切的环境水体易受霍乱弧菌污染，

有可能成为持续流行的感染因素，因此，对霍乱流行

或曾经流行地区的水环境进行监测是霍乱防治工作

的重要组成部分，对其开展监测可提供环境污染危

险性的评价及对传播溯源的分析，为制定霍乱防控

对策提供科学依据。通过监测环境水体霍乱弧菌污

染状况可以起到早期预警的作用，另外开展环境水

体中非产毒霍乱弧菌的监测，也可提供水体是否适

于霍乱弧菌的增殖以及消长变化的信息。广东省在

我国霍乱几次大流行中均首先出现流行，并且该省

位于我国最南端，气温高，降雨多，因此我们在珠江

河口区域设立监测点，通过连续监测水体中霍乱弧

菌分布的流行病学特征及菌株分子生物学特征，建

立环境水体霍乱弧菌的检测程序，分析水体中随季

节变化的霍乱弧菌消长情况，探索开展河口水体霍

乱弧菌监测的可行性。

材料与方法

1．监测区域的选择和采样点设置：尽可能选择

珠江河口霍乱高发区并能代表人群生活与生态环境

的水体作为监测区域。本次共设立4个不同监测区

域，24个监测点，分别为广州市老城区河段(Z1～

Z7、Z12)、城郊新区河段(Z8～Z11、Z22))、城郊农渔

业区域的外河道(z13、z16、z18～z24)和城郊农渔

业围垦区域的内河道(z14、Z15、z17)。根据以往监

测资料，霍乱弧菌检出率较高的监测点及上一年疫

点、与既往疫情有水道关联的区域、可能与海水产品

霍乱弧菌污染有关的码头附近区域。各监测点在确

立后使用卫星定位仪(美国GARMMIN GPs一60型)

进行定位，以便在后续的监测中确定采样点。这些

采样点分布在东经113。13．195 7～113。32．674 7，北纬

23。07．360’～22。42．280 7范围内。

2．样品采集：2006年3月至2007年2月期间，

每月采集全部监测点水体一次。每个监测点上间隔

10～20 m，分别用灭菌水样瓶采集3份450 ml表层

水(30 cm以内)，加盖密封后在常温下当天送抵实验

室做霍乱弧菌分离培养和实时PCR检测。每月采

样数量为74份(Z3号采水点位于黄沙水产品交易

市场排水口下游，增加样品至5瓶；3月份每监测点

采集2瓶)。采样同时测定环境和水体温度(便携式

温度计，BMH公司产品)。

3．培养基和诊断血清：选择性分离霍乱弧菌的

培养基选用庆大霉素培养基和TCBS(北京陆桥公

司产品和广东环凯公司产品)；01群和0139群诊

断血清使用中国药品生物制品检定所制品。

4．实验方法：

(1)增菌及分离：增菌培养采用10倍浓缩碱胨

水增菌培养法[《霍乱防治手册》(5版)]。按实际操

作有改动：一次增菌是在450 ml水样中加NaoH调

整pH值为8．4，加入10倍浓缩碱胨水50 ml，置

37℃培养12 h。二次增菌时，取0．2 mI一次增菌液

转种到10 m1碱性蛋白胨水中。两次的增菌液分别

划线接种庆大霉素琼脂和TCBS琼脂平板各1块，

37℃8—12 h培养。

(2)培养菌落的鉴定：从TCBS琼脂平板上挑取

5个以上的(少于5个的全部挑取)疑似菌落接种于

营养琼脂置37℃18—24 h纯培养，取纯培养物进行

01群及0139群霍乱诊断血清玻片凝集试验，庆大

霉素琼脂上的疑似菌落直接做凝集试验，每份样品

至少挑取5个以上的疑似菌落(少于5个全部挑

取)。血清玻片凝集试验阳性的01群菌株进一步

做噬菌体一生物分型鉴定[《霍乱防治手册》(5版)]。

(3)毒素基因c￡zAB的常规PCR检测：扩增产

物全长749 bp，引物序歹Ⅱ为5 7一ATT TTG AGG TGT

TCC ATG TG一3 7和5 7一ATA AAG CAG TCA GGT

GGT CT一37。扩增参数：94℃预变性5 min；94℃

30 s，55℃40 s，72℃l min，30个循环；最后72℃延

伸7 min。

(4)实时PCR检测：水样的一次增菌液提取

DNA，利用实时PCR检测01、0139群霍乱弧菌r砀

基因心1，以判断水体标本中是否含有霍乱弧菌。

(5)脉冲场凝胶电泳(PFGE)：按照Pul洲et监测
网络中霍乱弧菌的PF(逦标准分型方法进行口]，胶块

内染色体DNA的酶切用内切酶N0￡工酶切(标准菌株

H9812用‰工酶切，内切酶购自1冰水a公司)，在
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脉冲场电泳仪C姐ⅢDRIII(B珏Rad公司)上电泳，程

序为6．0 V／cm，2—10 s，夹角120。，13 h；然后为

6．0 V／cm，20—25 s，夹角120。，6 h。凝胶的图像由凝

胶成像仪Gel DOc 2000(Bi伊Rad公司)读取，利用

BioNum匝cs软件(Applied Maths BⅥ3A)分析图谱，得

到菌株带型相似性的聚类分析树图。

结 果

1．霍乱弧菌的检出情况：2006年3—9月从23份

样本中分离到01群菌株和5份样本中分离到0139

群菌株；而利用实时PCR检测，阳性份数为76份(01

群)和43份(0139群)，其中所有常规分离出菌株的

标本，实时PCR检测也均为阳性，同时血清群检测结

果也一致，因此在2006年10月至2007年2月间，我

们先根据采集水样的实时PCR的初筛结果，阳性标

本再进行菌株分离。这样，在2006年3月至2007年

2月期间的12次采集样本共862份中，分离到01群

霍乱弧菌56株、0139群21株，总阳性率为7．77％。

实时PCR检测01群和0139群r力基因阳性分别为

144份和83份，总阳性率为26．33％。

2．检出率按月分布：水样本阳性检出率最高月

份为2006年8月(12．16％)，最低月份为2006年7

月(2．74％)(表1、图1)，但是因为该月采集标本前

一周连续降大雨，珠江水流量明显增加，认为因河口

地区增加的水量冲刷而致分离率降低。从全部监测

时段分析，能较明显地看出以秋冬季节分离率较低，

而夏秋季分离率相对较高。全年监测时收集的平均

气温波动范围为18．4～33．3℃，平均水温波动范围

为17．8～30．4℃。月检出率的最高点与平均环境温

度和平均水温的最高点一致，同时水体监测点分离

阳性率与实时PCR阳性检出率一致(图1)。

—◆一分离阳性率—o一实时Pc刚；日悱率

图1 珠江河口监测点不同月份霍乱弧菌检测

阳性率与温度变化的关系

表l 珠江河口监测点接月检出霍乱弧菌阳性率

注：。一份水体样本中可同时分离到01群和0139群菌株

3．各监测点的分离阳性率：在24个监测点的

12个月检测中，霍乱弧菌阳性率最高的点为z3(黄

沙水产品交易市场排水口下游，113。14．062 7和

23。06．566 7，阳性率43．10％)，有8个点未检出霍乱

弧菌，这些点主要位于广州城郊新区和广州城郊农、

渔业区域，该两个区域距老城区较远，人群密度相对

低。所有监测点检出01群和0139群霍乱弧菌菌

株总阳性率为8．93％(77／862)(表2)。

表2 监测各月份霍乱弧菌菌型分布

年．月 01群小川型01群稻叶型 0139群

2006一03

2006+04

2006一05

2006—06

2006—07

2006—08

2006一09

2006—10

2006—11

2006 12

2007—01

2007—02

2(4．6)

0(0．0)

l(1．3)

3(4．1)

1(1．4)

4(5．4)

2(2．7)

0(0．0)

1(1．4)

0(0．0)

3(4．1)

4(5．4)

注：括号外数据为菌株数，括号内数据为阳性率(％)

各监测区域中以老城区检出数最高，除z1监

测点无检出外，其余各点均有检出，并以z3、z6

(113。15．043 7和23。06．695 7)、Z7(113。16．994 7和

23。06．895 7)为检出率高峰。城郊新区的5个监测

点中，除z8(113。18．086’和23。03．05 7)在2007年2

月有菌株(0139群)检出外，其余各点全年均无检

出。城郊农渔业区域的外河道、城郊农渔业围垦区

域的内河道3个监测点均有霍乱弧菌检出。

4．霍乱弧菌菌型分布：从按月分布看，在检出的
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77株霍乱弧菌中，01群稻叶型41株(阳性率

4．8％)，0139群21株(阳性率2．4％)、01群小川型

15株(1．8％)，见表2。稻叶型每月均可分离到，以

4、5、11月较多，小川型从6月开始出现，0139群除

4、10和12月外每月均分离到，各菌型在每月均无

季节变化趋势。

采样区的菌型分布，广州城郊新区的5个监测

区中只有z8检出0139群，其余各点全年均无检

出。老城区、城郊农渔业区和南沙围垦区中，01群

的两种型别均有，但老城区以稻叶型为主，城郊农渔

业区和南沙围垦区以小川型为主(图2)。

VV

60

鑫

；．卤一一
纛 40

翟
型 20

O

老城区 地郊新区 城郊农渔廿区 南沙伟曝区

口Ol 39群 1 6 l 0

圈Ol稻叶型
3 8 0 3 l

目Ol小川掣 5 O 7 3

图2 广州市不l司采样区段检出霍乱弧菌菌型构成分布

5．分离株的毒素基因检测：本次检测于2006年

3月及2007年2月，在位于洲头嘴(z2)和黄沙水产

品批发市场排水口下游的Z3和Z5(113。13．195 7。

23。07．360 7)监测点分离到3株含有毒素基因

c妞AB的0139群菌株，该市场涉及大量海产品的

批发销售，该点监测期间的分离率也最高，因此这些

产毒的菌株也可能与海水产品带菌有关系。其余菌

株包括01群和0139群的毒素基因均为阴性，提示

环境中分离株主要为非产毒株。

6．分离株的PFGE分析：分离菌株的PFGE分

型相似度范围在57．4％～100％(图3)。这些非产

毒株的带型表现了明显的多样性，来自于一个监测

点上不同月份的菌株，PFGE带型有很大的差异

(z3，相似性差异最大为74％)，但也可分离到带型

一致的菌株(如在z7点，分别在2006年6、7、8月检

测到3、1、3株带型一致的0139群菌株)，另外来自

同一采集时间、不同监测点的菌株，甚至来自不同月

份、不同监测点的菌株，其相似性也可达100％，且

噬菌体一生物分型也一致(例如z3和Z7点中6月和

11月的一些分离株)，提示在特定时间内存在较多

的某一克隆群的非产毒株。

在黄沙水产品批发市场排水口下游分离到的2

株产毒0139群霍乱弧菌，其PFGE带型一致，推测

与海产品污染可能有关联。广东茂名市2006年5

月份出现2例产毒0139群菌株引起的散发病例，

我们比较了这些菌株的PFGE带型，但并不一致(图

3，病例分离株菌株号为V06—13、V06—15)。

讨 论

本次监测结果显示，霍乱弧菌在温度适宜的河

流人海口水体中广泛存在，并以非产毒的菌株为主。

霍乱弧菌的生态学研究显示，在霍乱呈地方性流行

的区域，其流行具有的明显季节倾向，与一些环境生

态因素有关。环境中霍乱弧菌数量的增多与水温的

升高、浮游动植物的增加、盐度变化等有关联H。6]。

本次一年周期的珠江人海口监测平均水温范围在

17．8～30．4℃，全年均能检测到霍乱弧菌，因此珠江

口是适宜霍乱弧菌生长的水体。

由于珠江流域属湿热多雨的热带、亚热带气候，

气温和水温在一年的变化不明显，监测的12个月中

霍乱弧菌检出率也无明显波动，但仍能显示夏秋季

节检出率高和冬春季节检出率低的趋势，整体上与

气温和水温的波动相关联。监测中也发现7、9和

10月的检出率偏低。7月份时计划的采样日期恰在

连降暴雨之后，广东省水文所提供该月采样时的珠

江水流量资料，表明监测点水位升高，珠江水流量增

加，推测雨水的稀释造成霍乱弧菌在珠江水体的数

量减少。实时PCR是初筛水体增菌样本中01群和

0139群菌株的敏感方法，能排除分离的操作误

差。2。，该月份实时PCR阳性检出率也最低。10月

份水体样本菌株分离率低但实时PCR阳性率仍较

高，可能是因为分离培养工作质量偏低；9月份的分

离培养和实时PCR检测阳性率均偏低，其原因尚不

清楚。本次水体监测中实时PCR阳性率的按月变

化曲线与水温变化曲线更相似，显示了实时PCR更

敏感的检测能力。

本监测项目中，我们沿城区和郊区人海口设立

24个监测点，其中以老城区各点检出率最高。老城

区人口密集，排污、市场等因素可能是与之相关的因

素。黄沙水产品批发市场排水口下游的Z3检出率

为各点中最高，且检出过产毒的0139群菌株。该

市场是华东地区最大的水产品交易批发市场，每天

进行大量的海水产品的批发交易，冲刷贝壳类的水

以及鱼类养殖水被排放人珠江，因此推测该点的高
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图3 分离菌株的PFGE分型

检出率可能和海水产品的带菌有

关。城郊新区的5个采样点，除

一个点在2007年2月检出0139

菌株外，其余各点全年均未检出。

此区为广州市新开发的区域，人

口密度较老城区稀疏，受人群活

动干扰相对较少。

本次分离菌株的菌型构成以

01群稻叶型为主，0139群和01

群小川型也各占一定的比例。监

测表明，春季以01群稻叶型霍

乱弧菌为主，0139群有一定的比

例，未分离到01群小川型菌株；

夏、秋、冬季三种菌型混合存在，

但不能确定不同时间或不同地区

是否固定分布有不同的菌型。霍

乱弧菌在江河和港湾地区是正常

细菌菌群的组成部分，环境中分

离的霍乱弧菌多为非01月E

0139群或01群和0139群非产

毒株，在非流行区和非流行期，环

境中分离的01群霍乱弧菌大多

为无毒株M1。霍乱样腹泻主要由

霍乱弧菌分泌的霍乱肠毒素引

起，主要致病基因簇聚集在染色

体的几个区域，这些基因簇可以

水平转移，提示环境中不产毒的

霍乱弧菌获得毒力基因簇，能更

好的适应人肠道环境和获得更多

的增殖机会。。“。在霍乱监测中也

提出了新的问题，即必须密切关

注可能的新病原菌的出现【8。。本

次监测显示，在非流行期自然水

体中也容易分离到01群和

0139群的非产毒株，这些菌株是

否容易经带霍乱毒素基因的噬菌

体CTx①的溶原性转换而成为

致病株，或是否这类细菌存在这

种转移的屏障，这些问题既需要

基础研究中的关注，也需要霍乱

监测中细致的工作，包括对产毒

株及其同时或早期的环境非产毒

株的检测与比较，因此，对于环境
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中非产毒霍乱弧菌的研究和监测是必要的。

本次珠江水体监测获得的01群和0139群分

离株，其染色体DNA的PFGE分析表现了明显的

多样性，显示出霍乱环境非产毒株分子型别的多态

性。以前我们对非产毒株的PFGE分析以及其他文

献的研究中旧，10]，环境非产毒株也表现明显的遗传

多样性。这个结果也提示环境中存在多种多样的

01群和0139群霍乱弧菌非产毒株，没有优势的克

隆群，是河口水体霍乱弧菌的一种自然生态特征，

似乎可显示这些非产毒株并不是适应环境的优势菌

群，其演变为产毒株并成为优势菌群的能力也有

限。如果在环境水体监测中出现了非产毒的优势菌

型，这种菌株似乎代表了更强的适应能力和更多的

增殖机会，获得CTX①而演变为产毒株的可能性也

会增加⋯]。

本次监测是在霍乱的非流行期开展的，珠江水

体监测未检测到01群产毒株，2006年广东省也未

出现01群产毒株引起的霍乱流行。在水产品批发

市场排水口下游分离到0139群产毒株，应可作为

水产品监测和环境中霍乱弧菌污染的指示。

开展河口水体的霍乱弧菌监测，也希望能发现

产毒菌株以及分析与人群流行菌株的关联，为疫情

预警服务。2005年我国东南沿海地区出现El Tor

稻叶型菌株的流行，在一些水体包括人海口水体、人

群生活区的水体中分离到与流行菌型一致的产毒

株，显示了开展水体监测的重要性。同时既要监测

和分析环境中产毒株的特征，还应该关注环境非产

毒株的特征，这类菌株的检出能显示是否具有适宜

致病菌株生存的环境条件。非流行期的环境水体监

测可能会作为疫情预测指标，在流行期开展的监测

分析可作为环境中霍乱弧菌感染危险的评价。因

此，连续地对外环境进行监测，掌握霍乱流行间歇期

和流行期环境霍乱弧菌的生存状况以及生态特征规

律，才能为进一步探索和阐明霍乱流行发生的规律

及产毒霍乱弧菌菌株的进化提供依据。
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