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［摘　要］　目的　对２例血流感染患者血培养标本分离的弧菌属进行鉴定和药敏试验，分析非Ｏ１群非Ｏ１３９群

霍乱弧菌（ＮＯＶＣ）的微生物学特性，为霍乱弧菌感染的诊断和防控提供依据。方法　通过基质辅助激光解吸电离

飞行时间质谱（ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ）、ＡＰＩ细菌生化反应鉴定卡、ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍｐａｃｔ鉴定仪和１６ＳｒＲＮＡ基因测序鉴

定２株弧菌分离株，并进行血清学分型、毒力基因分子检测和耐药表型检测。结果　２株菌株均鉴定为霍乱弧菌，

血清学试验确定为ＮＯＶＣ，毒力基因犮狋狓ＡＢ检测阴性；药敏试验显示１株菌对氨苄西林、阿奇霉素、多西环素和氯

霉素敏感，对四环素和复方磺胺甲口恶唑耐药，另一菌株对所有检测抗菌药物均敏感。结论　ＮＯＶＣ所致的血流感

染在中国少有报道，完善血培养标本分离霍乱弧菌的准确鉴定、分型和耐药表型检测，对诊断、治疗和防控霍乱弧

菌感染具有重要价值。
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　　霍乱弧菌（犞犻犫狉犻狅犮犺狅犾犲狉犪犲，犞．犮犺狅犾犲狉犪犲）属于

弧菌科弧菌属，为一种存在于自然界淡水和海水水

体中的环境微生物［１］。该菌革兰阴性，呈杆状或弯

曲状，兼性厌氧，在血平板上形成的菌落呈灰色，有

周生鞭毛及动力。易感人群饮用霍乱弧菌污染的淡

水，或摄食受污染的贝类或其他海产品时可引起感

染。大多数感染无症状［２］，少数引发肠道和肠道外

疾病，临床表现多为霍乱，有胃肠炎、恶心、呕吐、腹

泻、腹痛、低热、畏寒等全身症状。

霍乱弧菌有２００多个血清群，包括Ｏ１群、Ｏ１３９

群和非 Ｏ１非 Ｏ１３９群。Ｏ１群菌株染色体犮狋狓ＡＢ

编码的霍乱肠毒素是最重要的毒力因子，可导致肠

道分泌大量水和电解质，是引起烈性肠道传染病霍

乱的重要原因。霍乱属于甲类传染病，严重者伴有

特征性“米泔水”样暴发性腹泻，导致体液丢失和严

重脱水。自１８１７年起，全球范围共发生７次霍乱大

流行，造成大规模人群感染和伤亡。携带表面抗原

Ｏ１或Ｏ１３９的菌株通常产生霍乱肠毒素，而非Ｏ１非

Ｏ１３９群霍乱弧菌（ｎｏｎＯ１，ｎｏｎＯ１３９犞．犮犺狅犾犲狉犪犲，

ＮＯＶＣ；也可简称为非Ｏ１群）不产生该肠毒素，不引

发霍乱，导致的胃肠道感染症状比霍乱轻［３］。近年

来，ＮＯＶＣ引发肠道外感染和血流感染的报道
［４６］日

益增多，应提高 ＮＯＶＣ对人体健康潜在危害的认

识。本研究对２０２２年度某院患者血培养标本分离

的两株ＮＯＶＣ进行微生物学和患者临床特征分析，

为霍乱弧菌相关血流感染提供诊断依据，规范临床

对霍乱弧菌感染的防控措施。

１　对象与方法

１．１　细菌分离培养　患者阳性血培养标本，根据微

生物检验操作流程直接涂片进行革兰染色镜检，并

接种于羊血、麦康凯琼脂培养基（郑州安图生物），孵

箱３５℃过夜培养，筛选可疑病原菌进行初步鉴定。

１．２　基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱（ＭＡＬ

ＤＩＴＯＦＭＳ）鉴定　根据 ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ检测操

作规程，将涂布待测菌株的靶板装载入 ＶｉｔｅｋＭＳ

质谱仪（法国Ｂｉｏｍｅｒｉｅｕｘ）进行鉴定，获得待测菌的

鉴定结果。

１．３　显色培养基鉴定　分离菌初步鉴定结果为弧

菌属，将菌落分离至 ＶＩＢ弧菌显色培养基（法国

Ｃｈｒｏｍａｇａｒ），同时将霍乱弧菌质评菌株传代至显色

培养基作为对照，３５℃过夜培养。

１．４　生化鉴定　使用ＡＰＩ２０Ｅ和２０ＮＥ鉴定卡（法

国Ｂｉｏｍｅｒｉｅｕｘ）检测分离菌的生化反应特性，并使

用ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍｐａｃｔ微生物鉴定药敏仪配套的

ＧＮ鉴定卡（法国Ｂｉｏｍｅｒｉｅｕｘ）进行细菌鉴定。

１．５　血清学凝集试验　使用 Ｏ１群、Ｏ１３９群霍乱

弧菌诊断血清（宁波天润生物）分别对菌株进行玻片

法血清学凝集试验，以生理盐水作为阴性对照。

１．６　１６ＳｒＲＮＡ基因测序　提取细菌基因组，聚合

酶链式反应（ＰＣＲ）、产物纯化及测序均由擎科生物

科技有限公司完成，并进行Ｂｌａｓｔ比对分析。

１．７　犮狋狓ＡＢＰＣＲ检测　按照霍乱弧菌ＣＴＸＡＢ核

酸检测试剂盒（深圳生科原生物）说明，针对犮狋狓ＡＢ

毒力基因的ＴａｑＭａｎ探针进行实时荧光检测。

１．８　药敏试验　采用Ｅｔｅｓｔ法药敏试验，检测菌

株对氨苄西林、阿奇霉素、多西环素、四环素、复方磺

胺甲口恶唑和氯霉素的敏感性，依据２０１５年美国临床

实验室标准化协会（ＣＬＳＩ）不常见或苛养菌药敏试

验 Ｍ４５－３ｒｄ弧菌属－霍乱弧菌标准进行判断。

２　结果

２．１　病例资料　患者１，女性，９２岁，因“间断头昏

１５年，加重１个月余”于２０２２年８月入该院老年病

科住院治疗。患者既往有高血压病史７年，曾进行

膀胱恶性肿瘤绿激光治疗和化学治疗，有反流性食

管炎、骨质疏松和动脉粥样硬化等基础疾病。住院

期间食用家属外带食物后自觉腹部胀痛，进食后加

重伴食欲不振，随后出现发热，体温最高３８．６℃，伴

有寒战，物理降温后维持在３８℃，精神不佳，无腹

泻。急查血常规白细胞计数１６．２３×１０９／Ｌ，中性

粒细胞百分比８２．７％，Ｃ反应蛋白１０６ｍｇ／Ｌ，白

细胞介素６９８．４１ｐｇ／ｍＬ，降钙素原１．１２ｎｇ／ｍＬ，

血清淀粉样蛋白Ａ１２００ｍｇ／Ｌ，血培养提示“查见

革兰阴性杆菌”。根据患者发热、血培养阳性和炎症

指标升高，考虑“败血症”，给予比阿培南经验性抗感

染治疗，并适当补液、调整血压和通便治疗。抗感染

治疗３ｄ后，患者精神和食欲逐渐好转，体温正常，
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停用抗菌药物。血培养回报“ＮＯＶＣ”。

患者２，女性，８４岁，因“腹痛伴发热１２ｈ”于２０２２

年９月入该院急诊科就诊。患者既往因胆囊结石进

行胆囊切除术，因“肝内胆管结石、肝脓肿”进行肝左

叶切除术，并进行胃部分切除术（原因不详），有２型

糖尿病等基础疾病。患者无明显诱因出现腹痛，以上

腹部疼痛为主，发热，体温最高３９．２℃，伴有寒战，有

恶心、呕吐、气短，无腹泻和尿路刺激征，急诊以“发热

待查，急性胆管炎待排，急性胰腺炎待排，２型糖尿

病”收入院。血常规白细胞计数５．４９×１０９／Ｌ，中性

粒细胞百分比７２．１％，淋巴细胞百分比１４．９％，红

细胞计数２．７７×１０１２／Ｌ，血红蛋白８６ｇ／Ｌ，Ｃ反应

蛋白７７．９ｍｇ／Ｌ，白细胞介素６２３１．９ｐｇ／ｍＬ，降钙

素原０．４９９ｎｇ／ｍＬ，丙氨酸转氨酶（ＡＬＴ）９８ＩＵ／Ｌ，

天冬氨酸转氨酶（ＡＳＴ）１２０ＩＵ／Ｌ，γ谷氨酰基转移

酶２６４ＩＵ／Ｌ，血清淀粉酶、脂肪酶正常，血培养提示

“查见革兰阴性杆菌”。根据患者发热、血培养阳性

和炎症指标升高，给予比阿培南抗感染和对症支持

治疗。患者体温逐渐恢复正常，神志清，精神差，家

属拒绝在院继续治疗，患者出院居家观察。血培养

回报“ＮＯＶＣ”。

２．２　血培养细菌分离情况　患者１送检的需氧血

培养瓶报警时间为１０ｈ４ｍｉｎ，厌氧培养瓶报警时

间为８ｈ４４ｍｉｎ；患者２送检的需氧血培养瓶报警时

间为９ｈ１９ｍｉｎ，厌氧培养瓶报警时间为８ｈ２８ｍｉｎ；

四瓶阳性标本直接涂片革兰染色结果均为革兰阴性

微弯曲状杆菌。标本接种血琼脂平板培养１８ｈ可

形成具有透明β溶血环的暗灰色菌落，麦康凯琼脂

平板上形成透明菌落，单个菌落经革兰染色，镜下所

见为革兰阴性杆状或弯曲状弧菌。培养菌落分散到

生理盐水中制成菌悬液，压滴法观察动力（＋）。分

离菌传代至弧菌显色培养基，生长形成的菌落呈蓝

绿色至绿松石蓝色，与对照菌株霍乱弧菌（质评菌

株）的菌落颜色一致。见图１Ａ～Ｃ。

２．３　细菌鉴定　两株分离菌经ＶＩＴＥＫＭＳ鉴定为

霍乱弧菌（犞．犮犺狅犾犲狉犪犲），可信度均为９９．９％；经ＡＰＩ

２０Ｅ、ＡＰＩ２０ＮＥ鉴定卡均鉴定为霍乱弧菌，鉴定率分

别为９９．９％、９９．３％（２０Ｅ 卡）及９９．０％、９９．４％

（２０ＮＥ卡），见图１Ｄ；经ＶＩＴＥＫＧＮ卡鉴定为霍乱

弧菌，鉴定率分别为９８％、９７％，生物编码分别为

０４２５６０１１５１５０６２２１、０４２５６０１１５１５０７２３１。提取菌株

ＤＮＡ，ＰＣＲ扩增１６ＳｒＲＮＡ 并测序，应用ＢＬＡＳＴ

软件将所测序列与ＧｅｎＢａｎｋ数据库中的序列比对，

进行同源性分析。结果显示两株菌１６ＳｒＲＮＡ基因

与 ＧｅｎＢａｎｋ收录的霍乱弧菌犞．犮犺狅犾犲狉犪犲ｓｔｒａｉｎ

Ｗ１０Ｇｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ１．ｃｏｍｐｌｅｔｅｓｅｑｕｅｎｃｅ（序列ＩＤ

号为ＣＰ０５３７９４．１）相似性均为１００％，鉴定为霍乱

弧菌。

! " # $

　　注：Ａ．血培养阳性标本转种血琼脂培养基分离的霍乱弧菌菌落；Ｂ．霍乱弧菌接种于弧菌显色培养基，菌落呈蓝绿色至绿

松石蓝色；Ｃ．霍乱弧菌纯培养物涂片革兰染色镜检见革兰阴性杆状或弯曲状弧菌（１０００×）；Ｄ．两株霍乱弧菌接种 ＡＰＩ２０Ｅ

和２０ＮＥ生化反应鉴定卡，孵育２４ｈ后的反应情况。

图１　致血流感染霍乱弧菌菌株的微生物学特征

犉犻犵狌狉犲１　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆ犞犻犫狉犻狅犮犺狅犾犲狉犪犲ｓｔｒａｉｎｓｃａｕｓｉｎｇｂｌｏｏｄｓｔｒｅａｍｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

２．４　生化反应特性　分离菌可在氯化钠浓度为０、

１％和６％的蛋白胨水中生长，分解葡萄糖、甘露醇

和蔗糖，具有葡萄糖、甘露醇、乙酰基葡萄糖胺、麦芽

糖、葡萄糖酸、苹果酸和枸橼酸同化能力。硝酸盐还

原（ＮＯ３）试验、邻硝基苯βＤ半乳糖苷（ＯＮＰＧ）试

验、赖氨酸脱羧酶试验、鸟氨酸脱羧酶试验、对硝基

苯βＤ吡喃葡萄糖苷（ＰＮＰＧ）试验、氧化酶试验、乙

酰甲基甲醇（ＶｏｇｅｓＰｒｏｓｋａｕｅｒ，ＶＰ）试验、明胶水解

试验、吲哚试验、动力试验均阳性；精氨酸双水解酶

试验、色氨酸脱羧酶试验、七叶苷水解试验和脲酶试

验均阴性；不产生硫化氢，不分解肌醇、山梨醇、鼠李

糖、蜜二糖、苦杏仁苷和阿拉伯糖，不同化阿拉伯糖、

甘露糖、葵酸、已二酸和苯乙酸。

２．５　血清学分型和毒力特征　分离菌株Ｏ１群霍
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乱弧菌血清凝集试验、Ｏ１３９群霍乱弧菌血清凝集试

验均阴性，排除 Ｏ１、Ｏ１３９ 群霍乱弧菌，确定为

ＮＯＶＣ。同时，荧光ＰＣＲ法检测霍乱弧菌毒力基因

犮狋狓ＡＢ阴性。

２．６　耐药表型特征　分离菌株对６种抗菌药物的

最低抑菌浓度（ＭＩＣ）和药敏试验结果见表１。所有

菌株对氨苄西林、阿奇霉素、多西环素和氯霉素均敏

感；患者１分离株对四环素、复方磺胺甲口恶唑敏感，

患者２分离株对上述两种药物耐药。

表１　霍乱弧菌分离株对６种抗菌药物的药敏试验结果

犜犪犫犾犲１　Ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆ犞犻犫狉犻狅犮犺狅犾犲狉犪犲

ｓｔｒａｉｎｓｔｏ６ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌａｇｅｎｔｓ

抗菌药物
患者１分离株

ＭＩＣ（μｇ／ｍＬ）敏感性

患者２分离株

ＭＩＣ（μｇ／ｍＬ）敏感性

氨苄西林 ≤２．０ 敏感 ≤２．０ 敏感

四环素 ≤１．０ 敏感 ≥１６．０ 耐药

多西环素 ≤０．５ 敏感 ≤０．５ 敏感

氯霉素 ≤２．０ 敏感 ≤２．０ 敏感

阿奇霉素 ≤２．０ 敏感 ≤２．０ 敏感

复方磺胺甲口恶唑 ≤２０．０ 敏感 ≥３２０．０ 耐药

２．７　患者临床特征和感染防控措施　２例患者均

为老年女性，年龄８４、９２岁，有基础疾病多年，１例

患者肝功能异常。两例患者均在夏秋季节发病，该

季节正是肠道传染病和弧菌感染的高发季节，首发

症状均为发热伴腹部不适，无腹泻症状，无先泻后吐

和米泔样水便等霍乱典型的临床表现。患者分离菌

经质谱鉴定和复核后，检验科微生物室及时向临床

科室报告，并详细解释病原体名称ＮＯＶＣ及其致病

意义，强调了此病原体不属于引起甲类传染病霍乱

的Ｏ１或 Ｏ１３９血清型霍乱弧菌，无需进行疫情上

报，注意采取及时准确地抗感染治疗，监测患者生命

体征和症状变化，如出现腹泻及时送检粪便（弧菌）

培养。同时联系医院感染控制科通报患者病原学情

况，积极加强患者教育和医护人员手卫生宣传，完成

病房清洁消毒，避免医院感染发生。

３　讨论

文献显示，ＮＯＶＣ感染病例多见于有基础疾病和

免疫力低下的人群，包括慢性肝脏疾病（肝硬化）［７８］、

血液病［９］、肿瘤患者，偶见于免疫功能正常的健康

人群［１０］，临床表现多为肠道外感染，以血流感染为

主，如菌血症和败血症［４６］，其他感染类型包括皮肤创

口、软组织（脓肿、坏死性筋膜炎、蜂窝织炎）、耳部［１１］

感染等。需要注意的是，慢性肝病可能是ＮＯＶＣ系

统性感染最主要的易感因素之一，有关这类群体

ＮＯＶＣ传播并导致血流感染的具体致病机制和途

径仍然不明确。本研究患者临床特征包括高龄，基

础疾病多，免疫功能降低，临床表现均有发热、胃肠

道不适的首发症状，无腹泻，无霍乱典型的临床表

现。患者发病前可能摄入霍乱弧菌污染的食物，细菌

通过消化系统侵入血液，加之患者免疫力较低，造成

血流感染，这与患者血培养阳性，炎症反应标志物升

高相符；两例患者均未采集粪便进行霍乱弧菌培养。

霍乱弧菌不属于人体正常微生物，属于环境微

生物，一旦从人体标本分离出霍乱弧菌应视为传染

性病原体。根据国家卫健委２０２３年发布的《人间传

染的病原微生物目录》要求，霍乱弧菌的标本检测、

活菌操作等可在生物安全二级的临床微生物实验室

内进行。自临床标本分离的疑似霍乱弧菌，实验室

在报告时应选择多种方法确保菌种鉴定正确，如

ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ、全自动微生物鉴定仪和 １６Ｓ

ｒＲＮＡ测序。不具备以上鉴定条件的实验室，可使

用商品化细菌生化反应鉴定卡（如 ＡＰＩ卡，需注意

个别弧菌属需调整培养基或悬浮液的ＮａＣｌ浓度以

促进其生长）。鉴于 Ｏ１群、Ｏ１３９群菌株具有强烈

致病性和传染性，实验室必须具备快速分型能力，如

霍乱弧菌诊断血清或分子生物学方法（犮狋狓ＡＢＰＣＲ

检测）。血清凝集试验可快速确定其血清学型别，区

分Ｏ１群、Ｏ１３９群和非Ｏ１非Ｏ１３９群，同时参考患

者临床症状，做好临床沟通和必要的疫情上报。一

旦确定为Ｏ１群或Ｏ１３９群，应及时上报医院感染监

控部门并完善霍乱疫情直报，采取有力的感染控制

措施，做好病区隔离、消毒工作，阻断疫情传播扩散。

对于ＮＯＶＣ，根据患者症状采取适度的感染控制隔

离及必要的监测、治疗措施，避免疫情误报，造成过

度处置和医疗资源的浪费。本研究两株 ＮＯＶＣ分

离自不同时期不同科室的患者，后期也未在其他患

者中分离到该致病菌，且耐药表型存在差异，理论上

不具有同源性，可初步排除医院内传播的可能性，如

有必要可以通过菌株多位点序列分型（ＭＬＳＴ）或全

基因组测序进行甄别。

霍乱弧菌药敏试验应依据美国ＣＬＳＩＭ４５弧菌

属－霍乱弧菌标准进行检测，应报告菌株对氨苄西

林、阿奇霉素、多西环素、四环素、复方磺胺甲口恶唑和

氯霉素六种抗菌药物的敏感性结果，可参考Ｌａｖｉａｄ
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Ｓｈｉｔｒｉｔ等
［１２］的研究。国内大部分文献［６，８］报告其对

哌拉西林、氨苄西林／舒巴坦、哌拉西林／他唑巴坦、

头孢他啶、头孢吡肟、亚胺培南、美罗培南、庆大霉

素、阿米卡星、左氧氟沙星、环丙沙星等的敏感性，参

照的是 Ｍ４５文件弧菌属标准，不具有规范性。霍乱

弧菌药敏试验报告的正规化和标准化需要临床微生

物检验和疾病预防控制人员重视。目前关于霍乱弧

菌所致血流感染的治疗经验甚少，通常给予全身性

静脉抗菌药物治疗。本研究两例患者都经验性应用

比阿培南静脉滴注抗感染治疗，发热和全身症状有

所改善，炎症指标恢复正常，治疗有效。

综上所述，霍乱弧菌所致的胃肠外感染报道罕

见，特别是 ＮＯＶＣ所致的血流感染在我国少有报

道，加之个别实验室检验能力不足，给该疾病的诊断

带来一定难度。本研究有助于开拓临床医生和微生

物检验人员的诊断思路，建议血流感染疑似患者尽

早送检血培养以明确病原体；特别是对从免疫力低

下患者血培养标本中分离的霍乱弧菌，应在保证菌

种鉴定结果准确的前提下，进行血清学分型区分Ｏ１

群、Ｏ１３９群和ＮＯＶＣ，正确按照传染病分类上报和

防控；根据标准报告分离株药敏结果，尽快给予目标

性抗感染治疗，挽救患者生命。

利益冲突：所有作者均声明不存在利益冲突。
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