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致病性海洋弧菌对氨基糖苷类药物的耐药传递机制初步研究 
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摘要: 随着抗菌药物在水产养殖中用量的增加及混合使用现象的出现, 水产病原菌表现出更强的耐药

性甚至是多重耐药性, 大大增加了水产养殖中细菌性病害防治的难度。细菌耐药性最常见的传递方式

是耐药质粒的转移。本研究通过对多个水产致病弧菌质粒上新霉素及卡那霉素的耐药基因 aph(3′)-IIa

进行检测分析, 并利用电穿孔法将筛选得到的 3 个受试菌株上的质粒分别转入大肠杆菌中, 结果从 3 个

转化子中检测到目的基因。进一步的药敏测试结果显示, 3 个转化子的最小抑菌浓度(MIC 值)以及最小

杀菌浓度(MBC 值)均明显上升。可见, 在特定条件下, 水生致病性弧菌对氨基糖苷类(新霉素和卡那霉

素)的耐药质粒可转移至大肠杆菌并参与介导其耐药性, 大大降低了受体菌对新霉素和卡那霉素的敏

感性。本研究将为环境弧菌与临床细菌对氨基糖苷类药物的抗性传递研究提供数据基础和参考依据。 
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随着水产养殖业的不断发展 , 病害问题愈演愈

烈。其中, 弧菌病作为最早被发现且危害最严重的水

生传染性疾病之一, 已日渐成为人们关注的焦点。迄

今为止, 已发现的病原弧菌有哈维弧菌 Vibrio har-

veyi、溶珊瑚弧菌 V. alginolyticus、鳗弧菌 V. anguil-

larum、副溶血弧菌 V. parahaemolyticus、灿烂弧菌 V. 

splendidus、杀鲑弧菌 V. salmonicida、创伤弧菌 V. 

vulnificus 等。其中, 在海水养殖病害事件中, 哈维弧

菌已成为出现频率最高的致病菌之一[1-2], 或以病原

的身份存在, 或扮演“帮凶”角色引起海水动物包括

鱼、虾、贝类的感染[3-9], 给养殖户带来了严重的经济

损失 , 同时也是人类的条件致病菌 [10], 其中有大约

5%的哈维弧菌可同时引起人类感染发病[11]。溶珊瑚

弧菌是海水中的正常菌群之一, 其数量居于海洋弧菌

之首, 它广泛分布于世界各地海水及河口处, 同时还

大量分布于多种海洋动物中, 是多种海水养殖动物的

条件致病菌。塔氏弧菌 V. tubiashii 也是典型的条件致病

菌, 广泛分布于养殖环境中, 可引起牡蛎、象拔蚌、蛤

蜊等软体动物甚至珊瑚等暴发疾病[12-14], 如 Hasegawa

等发现塔氏弧菌可使太平洋牡蛎 Crassostrea gigas 幼

虫致死[15], 而 Séré 等则发现西印度洋中珊瑚所患的

白斑综合征由塔氏弧菌所导致[16]。目前抗菌药物治疗

仍是防治水产养殖动物细菌性病害的主要措施。而养

殖生产实践中, 渔药的使用存在乱用、滥用等现象[17], 

药物残留及药物的选择压力致使细菌基因突变或耐

药基因转移从而产生耐药性, 最终导致抗菌药物的治

疗效果减弱甚至无效 [18], 抗生素的不科学使用正是

导致耐药性的主要原因[19]。菌株的耐药性不仅能通过

基因水平传播, 还能在相同或不同种属的细菌之间传

播, 从而增加了水产养殖鱼类细菌性病害的防治难度, 

并可能使得水产养殖鱼类细菌性病害面临药物治疗

无效的结果。细菌的耐药性不仅对水产养殖户造成

经济损失, 而且对人类健康造成严重的威胁。 研究

表明, 水产养殖动物细菌有将耐药性传递给人类细

菌的可能性, 耐药质粒的传递作用使得水产养殖鱼
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类病原菌与大肠杆菌可相互传递耐药质粒, 威胁着

人类健康 [20]。此外, 食源性病原菌耐药同样威胁着

人类健康, 且已有研究表明水产品中食源性致病菌

广泛存在耐药现象 [21]。 

目前有 28 种以上抗菌药物被允许使用于水产

养殖中, 几乎囊括了所有抗菌素类药物。作为广谱

抗生素, 氨基糖苷类抗菌药物除了应用于人类疾病

的治疗, 还常被应用于家畜和水产养殖业。随着应

用的增多, 水生细菌对这类药物也产生了广泛的耐

药性。有研究表明, 来源于河口水体、沉积物或养

殖鱼类的水生弧菌对庆大霉素和链霉素等氨基糖

苷类药物表现耐药性[22]。水生细菌耐药现象已不容

忽视, 由于水环境中微生物的复杂性及水流的动力, 

更利于细菌之间的接触从而使其更易于互相传递

耐药性。耐药质粒的水平转移是自然界中细菌产生

耐药性最主要、最常见的方式, 由耐药质粒介导的

耐药性正朝着多重耐药方向发展。本文通过对致病

弧菌的氨基糖苷类耐药基因进行检测和分析, 并将

相关质粒转入大肠杆菌中使其对氨基糖苷类药物

的敏感性大大降低, 本研究将为环境弧菌与临床细

菌对氨基糖苷类药物的抗性传递研究提供数据基

础和参考依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料来源 

菌株来源: 7 株受试菌由中国水产科学研究院南

海水产研究所渔病室分离保存, 均为革兰氏阴性菌, 

具体如下: 编号 BBX1: 致使方斑东风螺 Babylonia 

areolata 患“肿吻症”而急性死亡的哈维弧菌[23-24], 

编号 BV2 和 9H7: 均是引起鲍脓疱症的哈维弧菌[8]; 

编号 B2D: 引起鲍肌肉萎缩症的哈维弧菌[25]; 编号

BBXP1: 使方斑东风螺死亡的塔氏弧菌 ; 编号

NA0301: 使杂色鲍鲍苗大规模脱落死亡的溶珊瑚弧

菌[26]; 编号 TO1: 引起卵形鲳鲹 Trachinotus ovatus 

结节病的美人鱼发光杆菌杀鱼亚种 Photobacterium 

damselae subsp. piscicida[27]; 受体菌株 : 大肠杆菌

Escherichia coli ATCC25922 。 同 时 以 大 肠 杆 菌

ATCC25922、金黄色葡萄球菌 Staphylococcus aureaus 

ATCC25923 为质控菌株。 

培养基: 水解酪蛋白(Mueller-Hinton, 简称 MH)

琼脂培养基、MH 液体培养基、营养琼脂培养基、营

养肉汤培养基、硫代硫酸盐柠檬酸盐胆盐蔗糖

(Thiosulfate citrate bile salts sucrose, 简称 TCBS)琼

脂培养基、细菌基础培养基(Luria-Bertani, 简称 LB)

液体培养基(购自环凯生物科技有限公司)。 

抗生素纸片: 青霉素(10 U/片)、呋喃唑酮(300 μg/

片)、庆大霉素(10 μg/片)、卡那霉素(30 μg/片)、新霉

素(30 μg/片)、红霉素(15 μg/片)、四环素(30 μg/片)、

多西环素(30 μg/片)、利福平(5 μg/片)、诺氟沙星(10 μg/

片)、恩诺沙星(10 μg/片)、氧氟沙星(5 μg/片)、氯霉

素(30 μg/片)、复方新诺明(10 μg/片)均购自北京天坛

药物生物技术开发公司; 卡那霉素药粉、新霉素药粉

均购自广州威佳科技有限公司。 

试剂盒及 PCR 试剂及引物: 高纯质粒 DNA 微

量提取试剂盒(离心柱法)、细菌基因组 DNA 提取试

剂盒(离心柱法)和 DNA 纯化试剂盒(离心柱法)(购自

广州吉瑞基因科技有限公司), 6×buffer、PCRmix、

ddH2O 和 Marker(购自宝生物工程有限公司)。 

1.2  药敏测试 

以实验室保存的受试菌为研究对象 , 采用纸片

扩散法(Kirby-Bauer, 简称 K-B 法), 根据 CLSI 标准

及相关文献进行操作[28-29]。用无菌生理盐水洗脱于

斜面培养基上于 28℃培养 24 h 的菌苔, 稀释至菌悬

液浓度约为 1×108 CFU/mL, 吸取 100 μL 菌悬液均匀

涂布在 MH 琼脂培养基上(培养皿直径 9 cm, 培养基

厚度约 4 mm), 涂布后在室温下放置 15~30 min, 待

菌液被吸收, 用无菌镊子夹取抗生素纸片贴在培养

基表面, 每个平板放置 5 张药敏纸片, 纸片与培养皿

边界距离>1.0 cm, 相邻纸片距离≥2.0 cm, 然后将

平板在 28℃生化培养箱中倒置培养 24 h, 测量抑菌

圈直径, 根据表 1 和表 2 判断不同菌株对不同抗菌药

物的敏感程度: 敏感(S)、中度耐药(I)、耐药(R)。 

1.3  耐药基因的检测 

挑取活化的受试菌单菌落分别接种于含有 2% 

NaCl 的 35 mL 营养肉汤培养基中, 28℃摇床培养过

夜, 分别按照高纯质粒 DNA 微量提取试剂盒和细菌

基因组 DNA 提取试剂盒操作步骤进行操作, 分别获

得质粒 DNA 和基因组 DNA, 进一步回收 DNA 后用

纯化试剂盒进行纯化。根据 GENBANK 中 aph(3′)-IIa

的碱基序列进行耐药基因扩增引物的设计, 并采用

聚合酶链式反应法对耐药基因进行扩增。引物序列

见表 3, PCR 反应体系见表 4。PCR 反应条件为: 94℃

预变性 2 min, 94℃变性 50 s, 60℃退火 45 s, 72℃延

伸 1 min, 35 个循环, 72℃保持 5 min, 4℃保存。 
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表 1  非苛养细菌标准菌株纸片扩散法抗微生物药物敏感性实验抑菌环直径质控允许范围 
Tab. 1  Bounds for diameter of antimicrobial susceptibility of heterotrophic bacteria (K-B diffusion method) 

抗生素 纸片上药物含量/μg 大肠杆菌/mm 金黄色葡萄球菌/mm 

青霉素 Penicillin 10 - - 

呋喃唑酮 Furazolidone 300 20~25 18~22 

庆大霉素 Gentamicin 10 19~26 19~27 

卡那霉素 Kanamycin 30 17~25 19~26 

新霉素 Neomycin 30 - - 

红霉素 Erythromycin 15 - 22~30 

四环素 Tetracycline 30 18~25 24~30 

多西环素 Doxycycline 30 18~24 23~29 

利福平 Rifampicin 5 8~10 26~34 

诺氟沙星 Norfloxacin 10 28~35 17~28 

恩诺沙星 Enrofloxacin 10 28~36 22~28 

氧氟沙星 Ofloxacin 5 29~33 24~28 

氯霉素 Chloramphenicol 30 21~27 19~26 

复方新诺明 Sulfamethoxazole 30 24~32 24~32 

 
表 2  药敏实验判定标准 
Tab. 2  Performance standards for antibiotic susceptibility tests for bacteria 

判定标准-抑菌圈直径/mm 
抗菌药物 

耐药(R) 中度耐药(I) 敏感(S) 

β-内酰胺类 青霉素 - - - 

硝基呋喃类 呋喃唑酮 ≤15 15~16 ≥16 

庆大霉素 ≤12 13~14 ≥15 

卡那霉素 ≤13 14~17 ≥18 氨基糖苷类 

新霉素 ≤12 13~16 ≥17 

大环内酯类 红霉素 ≤14 14~22 ≥22 

四环素 ≤15 15~18 ≥18 
 

四环素类 

多西环素 ≤13 13~15 ≥15 

利福霉素类 利福平 ≤17 17~19 ≥19 

诺氟沙星 ≤13 13~16 ≥16 

恩诺沙星 ≤13 13~16 ≥16 喹诺酮类 

氧氟沙星 ≤13 13~15 ≥15 

氯霉素类 氯霉素 ≤13 13~17 ≥17 

磺胺类 复方新诺明 ≤13 13~16 ≥16 

 
表 3  耐药基因扩增引物及相关信息 
Tab. 3  Primer sequences and relative information 

耐药基因 引物名称 引物序列(5′-3′) Tm 值/℃ 目的片段/bp GenBank 登陆号

aph(3′)- aⅡ F TGACTGGGCACAACAGACAA 57.5 
aph(3′)- aⅡ  

aph(3′)- aⅡ R CGGCGATACCGTAAAGCAC 59.2 
677 AY222814 
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表 4  PCR 反应体系 
Tab. 4  Polymerase Chain Reaction system 

组成 用量/μL 

Mix 12.5 

ddH2O 9.5 

For Primer 1 

Rev Primer 1 

Template 1 

Total 25 

 

1.4  耐药质粒的电击转化 

将大肠杆菌标准株的新鲜菌落接种于 10 mL 的 

LB 培养基中, 摇床 200 r/min、37℃培养过夜。按照

1︰20 的比例, 将过夜培养菌液转接于 100 mL 的 LB

液体中, 摇床 200 r/min、37℃培养 3~5 小时, 至 OD600

吸光值为 0.5~0.8, 将菌液放置于冰上冷却 10 min。

将冷却后的菌液于 4℃转速 5 000×g 离心 10 min, 弃

上清, 用 35 mL 预冷的 ddH2O 重悬细菌沉淀。将细

菌悬液于 4℃转速 5 000×g 离心 10 min, 弃上清, 用

35 mL 预冷的甘油重悬细菌沉淀。将细菌悬液于 4℃

转速 5 000×g 离心 10 min, 弃上清, 加入 1 mL 10%甘

油, 用 1.5 mL 离心管分装成 100 μL/管, 由此获得大

肠杆菌感受态细胞, 置于–80℃保存备用。将 0.4 mL

电击杯放于冰上预冷, 冻存的感受态细胞于冰上冻

融。在冰上将 5 μL 质粒(4 ng/μL)加入到 30 μL 感受态

细胞中, 并在冰上培育 5 min。将质粒与感受态细胞的

混合液加入到预冷的电击杯中, 去除电击杯中的气泡, 

冰浴 10 min。擦干电击杯外壁上的水, 电击。电击条

件: 2.5 kV, 200Ω, 25 μF。听到蜂鸣声后迅速将 1 mL 

37℃保温的 LB 培养基加入到电击杯中(1 min 之内), 

并在无菌操作台中将混合液转移到 1.5 mL EP 管中

(室温进行)。将混合液于 220 r/min 摇床 37℃培养 2 h, 

吸取 100 μL 转化液均匀涂布在加入新霉素的营养琼

脂平板上(新霉素浓度: 10 ng/mL, 室温放置待液体

吸收后, 在 37 ℃生化培养箱中倒置培养 24 h 后观察

菌落生长状况。 

重组质粒的鉴定: 挑取转化平板上的单菌落接

种到 35 mL 含有新霉素的营养肉汤培养基中, 37℃摇

床培养过夜。取 1~7 mL 菌悬液于 2 mL EP 管中, 

10 000×g 离心 1 min, 收集菌体沉淀。使用高纯质粒

DNA 微量提取试剂盒获得质粒 DNA 并保存于–20℃

备用。利用聚合酶链式反应对重组质粒新霉素耐药

基因 aph(3′)- aⅡ 进行扩增以鉴定, 反应体系同表 5。 

表 5   特异片段(677 bp)检出结果对比 
Tab. 5  Specific fragment (677 bp) detections 

样品类型 BBX1 BBXP1 TO1 NA0301 BV2 B2D 9H7

质粒 DNA + + – + – + +

基因组 DNA – – – – + + –

 

1.5  最小抑菌浓度和最小杀菌浓度的测定 

以新霉素对大肠杆菌的最小抑菌浓度(Minimum 

inhibitory concentration, 简称 MIC)和最小杀菌浓度

(Minimum bactericidal concentration, 简称 MBC)为

对照组 , 分别测定新霉素对三株受试菌 (BBX1、

BBXP1、NA0301)的 MIC 值和 MBC 值, 设平行组。

方法如下: 取无菌 2 mL EP 管 13 支排成一排, 依次

编号 1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13。

向每支 EP 管中加入 1 mL MHA 液体培养基, 在 1 号

管中加入浓度为 256 μg/mL 新霉素 1 mL 混匀, 然后

吸取 1 mL 匀液至 2 号管中, 混匀后再吸取 1 mL 匀

液 l 至 3 号管中, 以此类推, 连续倍比稀释至 11 号

管, 且从 11 号管吸取 1 mL 匀液弃去。12 号管为不

含新霉素的生长对照管, 13 号管为阴性对照管。此

时, 1—11 号管的药物浓度依次为 128、64、32、16、

8、4、2、1、0.5、0.25、0.125 μg/mL。然后在 1—

12 号管加入浓度约为 107 CFU/mL 的菌液 10 μL, 使

各管最终菌液浓度约 105~106 CFU/mL。将各管放置

在 200 r/min 摇床 37 ℃培养 24 h 后观察结果。测定

卡那霉素对受试菌的 MIC 的方法同上。然后, 取出

肉眼观察到无细菌生长最低 3 个浓度(包括 MIC)的

EP 管, 用移液枪吹打 EP 管中的培养液使其混匀, 并

吸取 100 μL 培养液均匀涂布在 MH 琼脂平板上, 在

常温下放置 5~10 min 待培养液被培养基完全吸收, 

将平板在 37 ℃下恒温倒置培养 24 h, 对平板进行菌

落计数 , 并与对照组比较 , 以与对照组平板菌落数

差异显著的药物梯度浓度判定为受试药物对相应测

试菌株的 MIC 值, 以无菌生长对应的药物梯度浓度

判定为受试药物对相应测试菌株的 MBC 值。  

2  结果分析 

2.1  水产致病性弧菌的耐药率及质粒检测

结果 

根据表 2 的药敏实验判定标准, 对 7 株受试菌针

对 8 类共 14 种抗菌药物的敏感性进行判断, 7 株受试

菌均表现耐药(如图 1), 其中编号 B2D 的菌株对受试

的 14 种药物均表现为耐药(即对受试药物耐药比例



 

 Marine Sciences / Vol. 44, No. 10 / 2020 85 

为 100%), 7 株受试菌均对 3 类以上抗生素表现耐药, 

多重耐药率为 100%; 且 7 个菌株均对受试的氨基糖

苷类药物(包括庆大霉素、新霉素和卡那霉素)表现中

度耐药和完全耐药。 

 

图 1  水产致病菌药物耐药率分析 

Fig. 1  Antimicrobial susceptibility test for 7 bacteria from 
aquaculture 

 
将药敏实验所筛选得到的耐药菌通过质粒提取

试剂盒的处理, 分析质粒携带情况(如图 2)结果发现, 

7 株受试菌均携带质粒, 质粒携带率为 100%, 每株

受试菌携带质粒大小约为 1 kb, 均为小型质粒。 

 

图 2  耐药菌质粒电泳图 

Fig. 2  Electrophoresis of resistant bacteria plasmid 

注 : 1: TO1, 2: BBXP1, 3: BBX1, 4: NA0301, 5: BV2, 6: B2D, 

7: 9H7, 8: DNA Marker(10 000 bp) 

 
用 ddH2O 代替质粒 DNA 作为阴性对照, 以质粒

DNA 和基因组 DNA 作为模板, 对氨基糖苷类耐药

基因 aph(3′)- aⅡ 进行 PCR 扩增。质粒 DNA 耐药基

因扩增结果如图 3 所示, 受试菌 BBX1、BBXP1、

NA0301、9H7 均分别扩增出 677 bp 的特异性片段且

无其他杂带出现。以相应菌株的基因组 DNA 为模板

进行耐药基因的扩增, 如图 4 所示, 上述 4 株菌中的

BBX1、BBXP1 和 NA0301 未扩增出耐药基因片段。

677 bp 的耐药基因在受试菌的质粒 DNA 及基因组

DNA 检出结果如表 5 所示。 

 

图 3  质粒 DNA 耐药基因 aph(3′)- aⅡ  PCR 产物电泳结果 

Fig. 3  Electrophoresis of PCR-amplified resistant gene 
aph(3′)- aⅡ  in plasmid DNA 

注: 1: DNA Marker (2 000 bp), 2: BBX1, 3: BBXP1, 4: TO1, 5: NA0301, 

6: BV2, 7: B2D, 8: 9H7, 9: 空白对照) 

 

对在质粒 DNA上检测出特异片段同时在相应基

因组 DNA 上未检出特异片段的 3 株受试菌(BBX1、

BBXP1 和 NA0301)进行耐药基因测序, 用 DNAstar 

MegAlign 软件对耐药基因测序结果进行分析, 结果

表明 BBX1、BBXP1、NA0301 中的 aph(3′)- aⅡ 耐药

基因与 GenBank 中的序列(登录号: AY222814)同源

性分别为 99.1%、99.5%、99.5%, 表明引物特异性较

高, 所扩增到的片段为 aph(3′)- aⅡ 基因(图 4), 提示

受试菌 aph(3′)- aⅡ 耐药基因位于质粒 DNA 上, 参与

介导受试菌对新霉素的抗性。 

 

图 4  基因组 DNA 耐药基因 aph(3′)- a Ⅱ PCR 产物电泳结果 

Fig. 4  Electrophoresis of PCR-amplified resistant gene 
aph(3′)- aⅡ  in genome DNA 

注 : 1: DNA Marker (2 000 bp), 2: BBX1, 3: BBXP1, 4: TO1,  

5: NA0301, 6: BV2, 7: B2D, 8: 9H7, 9: 空白对照 

 

2.2  重组质粒的鉴定 

将 3 株受试菌的耐药质粒用电转化法分别转移

进受体菌大肠杆菌中 , 形成转化子。以弧菌质粒

DNA 为模板作为阳性对照, 以大肠杆菌质粒 DNA

为模板作为阴性对照, 以 ddH2O 代替质粒 DNA 作为
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空白对照 , 以转化子 (分别命名为 BBX1-大肠、

BBXP1-大肠、NA0301-大肠)的质粒 DNA 作为模板, 

对氨基糖苷类耐药基因 aph(3′)- aⅡ 进行 PCR 扩增。

扩增结果如图 5 所示, 3 株转化子均扩增出 677 bp 的

特异性片段。通过 DNAstar MegAlign 软件对耐药基

因测序结果进行分析, 结果表明转化子 BBX1-大肠、

BBXP1-大肠、NA0301-大肠中的 aph(3′)- aⅡ 耐药基

因与 GenBank 中的序列(登录号: AY222814)同源性

分别为 95.5%、99.2%、99.2%, 可表明扩增到的片段

为 aph(3′)- aⅡ 基因。而以大肠杆菌标准株质粒 DNA

为模板的阴性对照未扩增出特异性片段(如图 5), 说

明受体菌大肠杆菌标准株不含有耐药基因 aph(3′)- aⅡ , 

即 3 株受试菌中的耐药质粒成功转移到受体菌大肠

杆菌标准株中。 

 

图 5  耐药质粒电转产物电泳结果 

Fig. 5  Electrophoresis of PCR-amplified resistant gene 
after electroporation 

注 : 1: DNA Marker(2 000 bp), 2: BBX1, 3: BBXP1, 4: NA0301, 

5: BBX1-大肠, 6: BBXP1-大肠, 7: NA0301-大肠, 8: 大肠杆菌标

准株, 9: 空白对照 

 

2.3  肉汤稀释法测定 MIC 及 MBC 

用肉汤稀释法测定 MIC 及 MBC, 结果如图 6 所

示, 新霉素对大肠杆菌标准株及转化子(BBX1-大肠, 

BBXP1-大肠, NA0301-大肠)的 MIC 分别为 2 ng/μL、

4 ng/μL、4 ng/μL、4 ng/μL, 新霉素对大肠杆菌标准

株及转化子(BBX1-大肠, BBXP1-大肠, NA0301-大

肠)的 MBC 分别为 4 ng/μL、16 ng/μL、6±2 ng/μL、

8 ng/μL; 卡那霉素对大肠杆菌标准株及其转化子

(BBX1-大肠, BBXP1-大肠, NA0301-大肠)的 MIC 分

别为 8 ng/μL、16 ng/μL 和 32 ng/μL、16 ng/μL, 卡那霉

素对大肠杆菌标准株及转化子(BBX1-大肠, BBXP1-大

肠, NA0301-大肠)的 MBC 分别为 16 ng/μL、32 ng/μL、

32 ng/μL、32 ng/μL。结果显示, 新霉素和卡那霉素对大

肠杆菌标准株的 MIC 及 MBC 均低于 3 株转化子对相

应抗菌药物的 MIC 及 MBC。大肠杆菌标准株和 3 株

转化子对新霉素抗性的差异表明 3 株受试菌中的耐药

质粒成功转移到大肠杆菌标准株中, 且介导大肠杆

菌标准株对新霉素及卡那霉素的耐药机制, 使大肠

杆菌标准株对新霉素及卡那霉素的敏感性降低。 

 

图 6  大肠杆菌电转前后对新霉素和卡那霉素抗性的对比 

Fig. 6  Comparison of neomycin and kanamycin resistance 
between E.coli and the transformants 

 

3  讨论 

海水养殖环境源的弧菌群的耐药状况不容忽视, 

部分地区海水弧菌对单种药物的耐药率最高达到

90%以上 [30], 部分养殖贝类中弧菌的多重耐药率高

达 70%以上[29]。众所周知, 海洋弧菌属于条件致病

菌, 广泛存在于水环境中及养殖动物体内。有研究表

明弧菌基因组上隐藏着随时可被插入耐药基因片段

的整合子 [31], 加上水体环境非常利于微生物之间的

接触 , 更利于菌群间互相交换传递耐药因子 [32], 从

而使弧菌更易表现多重耐药性。而致病菌的耐药性

传播和扩散不仅严重影响多种药物在兽医临床的治

疗效果, 且耐药菌群很可能借助动物宿主通过食物

链、环境或直接接触等与人类临床病原菌进行传递, 

特别是人畜 /人鱼共患致病菌的耐药性 , 更给人类

医疗带来压力[33]。本研究中来源于重要养殖贝类的

7 株弧菌均表现多重耐药, 4 株弧菌对 6 类及以上抗

菌药物耐药, 1 株弧菌对 8 类共 14 种抗菌药物耐药, 

多重耐药率为 100%。 

耐药质粒的转移不仅使得耐药菌的数量在世界

范围急剧增加, 更介导着耐药菌往多重耐药方面发

展。已有研究表明仅通过混合培养即可将耐药质粒

从大肠杆菌向水生病原弧菌转移, 且可使四环素对
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受体弧菌的 MIC 值大大提高[34]。本研究中仍以大肠

杆菌标准株为受体菌, 以质粒上携带氨基糖苷类耐

药基因 aph(3′)- aⅡ 的哈维弧菌、溶珊瑚弧菌和塔氏

弧菌为供体菌, 采用电击转化的方法实现耐药质粒

的转移, 所测得转化子的 MIC值和 MBC值均提高了

2~4 倍, 显示 3 株转化子对新霉素及卡那霉素敏感性

均低于大肠杆菌对相应抗菌药物的敏感性, 且在转

化子质粒上检测到了目的片段, 表明 3 株供体菌的

耐药质粒成功转移到受体菌中, 且质粒参与介导受

体菌对新霉素和卡那霉素的抗性。然而, 转化子并未

到达完全耐药的表型。可能由于受试菌对氨基糖苷

类抗菌药物耐药性除了耐药质粒介导之外, 还存在

其他耐药机制的共同作用。另一方面, 也可能是对受

体菌做电转化后 , 未进行持续的诱导实验 , 使得耐

药质粒上的耐药基因未能对作用底物(抗菌药物)产

生修饰作用, 抗菌药物仍能与细菌细胞中 16S rRNA

上的 A 位点相结合, 从而抑制细菌蛋白的合成, 使细

菌对抗菌药物仍存在一定敏感性, 可通过基因敲除、

耐药质粒消除等手段进行进一步的验证。本研究中

虽以电击转化方式进行实验以缩短反应时间, 而笔

者也曾通过混合培养方法(接合反应)将鲍病原哈维

弧菌的耐质粒转入大肠杆菌中, 使受体菌由初始对

磺胺类药物高度敏感转变为完全耐药, 并获得对应

耐药质粒的全序列(全长 10 940 bp)[35], 提示水产养

殖病原菌耐药株携带的耐药基因向大肠杆菌传递的

过程中, 转化方式不受限制。而已有报道在对志贺菌

属细菌质粒的研究中发现了多重耐药的广宿主接合

质粒, 该质粒可介导大肠杆菌与志贺菌属细菌之间

耐药性的水平传递, 且具有头孢类及单环内酰类的

耐药基因[36]。相关研究表明能传递耐药基因的质粒

中, 存在能够在不同种类的细菌之间传递的广宿主

接合质粒[37-38]。值得关注的是, 大肠杆菌常被作为模

式菌株 , 与弧菌的生长条件差异较大 , 但二者之间

可通过质粒传递耐药性, 该结果提示环境菌群很可

能在特定条件下将自身的耐药性传递至临床菌种 , 

甚至包括部分人类病原菌。近年来, 氨基糖苷类药物

尤其是新霉素和卡那霉素被世界卫生组织认为是临

床极其重要的药物[39]。笔者在前期的耐药分析中发

现了水产养殖病原菌对新霉素和卡那霉素存在较强

的耐药性(7 个受试株均存在不同程度的耐药性), 而

氨基糖苷磷酸酶基因 aph(3′)-IIa 主要抑制卡那霉素

和新霉素的活性, 虽然 APH (3′)-IIa 的主要氨基糖苷

底物是卡那霉素和新霉素, 但这种磷酸转移酶在体

外也能灭活阿米卡星 , 即使其转化速度较慢 [40], 依

然存在耐药传播风险。以往的研究表明, aph(3′)-IIa

最初被认为是转座子 Tn5 的组成部分[41], 由于 Tn5 不

携带传递功能信息, 因此通常遵循垂直遗传模式[40], 

后期的研究认为氨基糖苷类修饰基因具有通过水平

转移进行传播的潜力[43]。然而, 国内外对这种磷酸转

移酶相关重要基因 aph(3′)-IIa 的研究很不足, 国内

相关报道甚少, 仍有很多问题未明晰。本研究不仅明

确了 aph(3′)- aⅡ 基因存在于受试水生病原弧菌的质

粒上并参与介导菌株对新霉素和卡那霉素的耐药性, 

且首次确认了特定条件下(如通过电击转化)该基因

可由水产病原菌传递至大肠杆菌 , 因此 , 本研究结

果可为耐药菌中耐药质粒的消除提供依据, 为预防

水生环境病原菌与临床病原菌株之间耐药性的传递

机制研究提供参考。 

4  结论 

本研究通过对多个水产致病弧菌(包括引起方斑

东风螺、鲍发病的哈维弧菌、塔氏弧菌、溶珊瑚弧

菌及卵形鲳鲹结节病病原美人鱼发光杆菌杀鱼亚种)

质粒上新霉素和卡那霉素对应耐药基因 aph(3′)-IIa

进行检测分析, 并利用电穿孔法将筛选得到的哈维

弧菌、塔氏弧菌和溶珊瑚弧菌 3 个受试病原菌株上

的质粒分别转入大肠杆菌标准株中, 进一步的药敏测

试结果显示, 3 株转化子对新霉素及卡那霉素敏感性

均明显低于受试大肠杆菌标准株对相应抗菌药物的

敏感性(转化子的 MIC 值和 MBC 值均提高了 2~4 倍), 

且在转化子质粒上检测到了目的片段。本研究明确

了 aph(3′)- aⅡ 基因存在于受试水生病原弧菌的质粒

上并参与介导菌株对新霉素和卡那霉素的耐药性 , 

且首次确认了特定条件下该基因可由水产病原菌传

递至大肠杆菌。 
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Abstract: The growing number of antimicrobial agents in aquaculture and the development of multi-antibiotics use 

have led to significant antibiotic-resistances and multi-resistance, which has increased the prevention and control of 

bacterial diseases in aquaculture. The most effective way for bacteria to spread antibiotic resistance is through the 

transfer of resistant plasmids. In the present study, the aph(3′)-IIa aminoglycoside-resistant gene located on plasmid 

DNA was amplified by polymerase chain reaction and then three resistant plasmids were sequenced and transformed 

into Escherichia coli by electroporation. It has been shown that the target gene sequence of three mutants was de-

tected. The result of resistance analysis suggested that the minimal inhibitory concentration (MIC) and the minimal 

bactericidal concentration (MBC) of three transformants were all much higher than the MIC and the MBC of stan-

dard strain E. coli. It suggested that drug-resistant plasmids in vibrio spp. could be transferred to E. coli, and the 

resistant plasmid had participated in the resistance mechanism to control the resistance of strains to aminoglyco-

sides, such as neomycin and kanamycin. This study will provide important data and be a reference for the study on 

the transmission of resistance to aminoglycoside between environmental vibrios and clinical bacteria. 
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