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大黄鱼病原弧菌耐药质粒转移研究

鄢庆枇1 ,2 ,3，方恩华 3，苏永全 2，王 军 2，庄峙厦 3

（1. 集美大学水产生物技术研究所、水产学院，福建 厦门，361021; 2. 厦门大学海洋学系、厦门大学亚热带海洋
研究所，福建 厦门 361005; 3. 厦门大学现代分析科学教育部重点实验室，福建 厦门 361005）

摘要：用混合培养法进行耐药质粒从大肠杆菌（Escherichia coli）向病原弧菌转移研究，结果表
明，耐药质粒 pBR322和 pBR325可以从大肠杆菌向病原弧菌转移。在混合培养 30 min后，部分
弧菌获得耐药质粒，质粒的转化率随着培养时间的延长而增大；混合培养 24 h后，转化率分别
提高至 4. 62 × 10- 6 ～ 1. 18 × 10- 5。耐药质粒 pBR322和 pBR325在 2株病原弧菌细胞内能较为
稳定地遗传，在培养初期（0 ～ 1 h），均未出现质粒丢失，随着培养时间的延长，有少量细胞因丢
失耐药质粒而表现出对药物的敏感性；培养 72 h后，质粒 pBR322和 pBR325在副溶血弧菌
( Vibrio parahaemolyticus )中的丢失率分别为 10%和 9%，溶藻弧菌 ( Vibrio alginolyticus )中 2种质
粒的丢失率分别为 22%和 19%。细菌的药敏试验表明不同菌株在获得耐药质粒后对特定药物
的抗性大大增强，但不同菌株的耐药水平有所不同，说明耐药质粒在不同菌株中的表达水平

有所不同。
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当前水产养殖由于过分依赖抗生素等化学药物

进行疾病防治，导致养殖水体中耐药菌种类和数量日

益增多[1 ]，并由此引发耐药菌的感染，使得疾病用常规抗

菌药物比较难控制，最终造成巨大的经济损失 [1 ]。近

年来，养殖环境中的耐药菌问题已引起了国内外养殖

业者和学者的重视，尤其是耐药质粒在病原菌中的传

播已引起广泛关注 [2 ]。带有抗生素抗性基因的质粒可

以通过垂直和水平传播的方式在自然界中广泛传播，

是造成耐药菌增多的主要原因。通过对耐药质粒的研

究有助于阐明细菌耐药机理，提出控制耐药菌出现和

流行的对策。作者以耐药质粒 pBR322、pBR325以及大
黄鱼病原菌———溶藻弧菌 ( Vibrio alginolyticus )和副溶
血弧菌 ( Vibrio parahaemolyticus )为研究对象，研究耐药
质粒在病原菌中的转移、遗传和表达，以期为水产养

殖耐药病原菌的控制提供基础理论参考。

1 材料与方法
1 . 1 材料
1. 1. 1 质粒

pBR322，质粒大小为 4362 bp，含有氨苄青霉素和

四环素 2个抗药基因。pBR325, 质粒大小为 6000 bp，
含氨苄青霉素、四环素和氯霉素 3个抗药基因。2种
质粒均购自 SIGMA公司。
1. 1. 2 载体菌和病原菌
载体菌———大肠杆菌 JM109购自 Clontech公司，

病原菌———溶藻弧菌和副溶血弧菌分离自患病的大

黄鱼 [3 ]。

1. 1. 3 抗生素
氨苄青霉素、四环素、氯霉素均购自上海生工公

司。

1. 2 质粒 DNA导入大肠杆菌
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参照《精编分子生物学实验指南》[4 ]和《分子克隆

实验指南》[5 ]的方法，用高压电转化的方法进行质粒

转导。

1. 3 细菌质粒 DNA的提取
采用 UNIQ - 10柱离心式质粒小量抽提试剂盒进

行细菌质粒的提取。试剂盒购自上海生工公司。

1 . 4 病原菌耐药质粒的转移
以含有耐药质粒的大肠杆菌为供体菌，以不耐药

的病原菌为受体菌。分别将供体菌和受体菌接种在

LB培养液中，适温过夜培养，然后各取 1mL接种于
LB培养液，30 ℃恒温培养，每隔一段时间取出少量培
养液进行 10倍系列稀释，取适当稀释度菌液 0. 1 mL
分别涂布于含 200 mg / L四环素和不含四环素的 TCBS
平板，30 ℃恒温培 24 h，计算菌落数。能在含 200 mg /
L四环素 TCBS平板上生长的即为转入耐药质粒的病
原菌。而在不含四环素 TCBS平板上生长的是总病原
弧菌。按下列公式计算转化率：转化率 =已转入耐药
质粒的弧菌数 /总弧菌数。
1 . 5 病原菌耐药质粒的稳定性检测
将含耐药质粒的病原菌接种于 LB培养液，30 ℃

恒温培养，每隔一段时间取出少量培养液进行 10倍
系列稀释，分别从不同稀释度各取 0. 1 mL涂布于不含
四环素的 TCBS平板，用灭菌牙签从 TCBS平板上随
机挑取 100个单菌落，接种到含 200 mg / L四环素的
TCBS平板，30 ℃恒温培养 24 h，计数平板上的菌落数。

1 . 6 转质粒前后不同菌株对抗生素的敏感性
用倍比稀释法测定不含耐药质粒和含有耐药质

粒的大肠杆菌和病原弧菌各菌株对不同抗生素的敏

感性。将菌株接种于 LB培养液中，适温培养 5 ～ 6 h，
然后取 0. 1 mL菌液到含有不同浓度抗生素的 LB培
养液中，适温培养 24 h, 观察培养液是否因细菌生长
繁殖而浑浊。以不接种细菌的培养液为阴性对照，以

接种细菌不含抗生素的培养液为阳性对照。

2 结果与分析
2 . 1 病原菌耐药质粒的转移
将病原弧菌和含耐药质粒的大肠杆菌进行混合

培养，经过一段时间的培养，有少量弧菌能够在含抗

生素的 TCBS平板上生长，形成菌落。这说明耐药质粒
可以在大肠杆菌和病原弧菌之间进行水平转移。

耐药质粒在弧菌与大肠杆菌之间的转移频率与

时间有密切关系。在混合培养 30 min后，就有部分弧
菌获得耐药质粒，但此时转化率较低，只有 1. 82 ×
10 -7 ～ 9. 0 × 10 -7。随着培养时间的延长，获得耐药质

粒的弧菌的数量和转化率都明显增加，混合培养 24 h
后，转化率分别提高至 4. 62 × 10 -6 ～ 1. 18 × 10 - 5（表

1、表 2）。
质粒的转化率除了与时间密切相关外，还与质粒

本身以及受体菌有关。2株病原弧菌对同一质粒的转
移频率不同，同一菌株对不同质粒的转化率也有所不

同。对于同一质粒，无论是 pBR322还是 pBR325，溶藻
弧菌的转化率均高于副溶血弧菌。由此可见，溶藻弧

菌比副溶血弧菌更易获得外源质粒。从同一菌株对不

同质粒的转化率来看，溶藻弧菌对质粒 pBR322的转

表 1 副溶血弧菌对 pBR322和 pBR325的转化率

Tab. 1 Transfer rate of pBR322 and pBR325 to Vibrio parahaemolyticus

质粒 培养时间 转质粒弧菌数 总副溶血弧菌数 转化率

（h） （cfu / mL） （cfu / mL）
0 0 7 . 8 × 107 0

0 . 5 25 1 . 3 × 108 1 . 82 × 10 - 7

pBR322 1 60 1 . 8 × 108 3 . 33 × 10 - 7

8 2 . 45 × 102 4 . 0 × 108 6 . 12 × 10 - 7

24 9 . 35 × 103 1 . 7 × 109 5 . 5 × 10 - 6

48 1 . 33 × 105 1 . 8 × 109 7 . 39 × 10 - 5

0 0 9 . 2 × 107 0
0 . 5 40 1 . 54 × 108 2 . 60 × 10 - 7

pBR325 1 95 2 . 15 × 108 4 . 42 × 10 - 7

8 5 . 3 × 102 4 . 5 × 108 1 . 18 × 10 - 6

24 8 . 45 × 103 1 . 83 × 109 4 . 62 × 10 - 6

48 1 . 04 × 105 1 . 94 × 109 5 . 36 × 10 - 5
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化率要高于质粒 pBR325。副溶血弧菌在混合培养初
期（0. 5 ～ 8 h）对质粒 pBR325的转化率较高，在混合
培养后期（24 ～ 48 h）对质粒 pBR322的转化率较高。
2 . 2 病原菌耐药质粒的稳定性
将病原菌接种于 LB培养液中培养一段时间后，

培养液中绝大多数的细胞都能在含 200 mg / L四环素
的 TCBS平板上生长，表明质粒 pBR322和 pBR325在
两株病原弧菌细胞内都能稳定传代，特别在培养初期

（0 ～ 1 h），都没有出现细胞因质粒丢失而不能在带药
TCBS平板上生长的现象。 随着培养时间的延长，细
菌繁殖世代数的增加，就有少量细胞因丢失耐药质

粒而表现出对药物的敏感性，不能在含 200 mg / L四
环素的 TCBS 平板上生长。 培养 72 h 后，质粒
pBR322和 pBR325在副溶血弧菌中的丢失率分别为
10%和 9%，而同期溶藻弧菌中 2种质粒的丢失率分
别为 22%和 19%，由此说明质粒 pBR322和 pBR325
在副溶血弧菌细胞中的稳定性要高于溶藻弧菌（表

3、表 4）。
2 . 3 转质粒前后不同菌株对抗生素的敏感性
在进行质粒转移之前，由于细胞内没有耐药质

粒，各菌株对抗生素比较敏感。在转入耐药质粒之后，

各菌株对抗生素的抗性大大增强（表 5、表 6）。由于不
同细菌生理代谢有所不同，耐药质粒在不同菌株中编

码的耐药水平也不相同。2种质粒在大肠杆菌中表现
的耐药水平高于 2株弧菌，在 2株病原菌中的表达也
略有不同。

3 讨论
由耐药性细菌引起的疾病用常规药物无法防

治，因此耐药质粒对水产养殖具有很大的危害，引起

各国学者的重视。鱼类病原菌中的耐药菌最早发现于

1971年，Aoki等 [6，7 ]从鱼类病原菌 Aeromonas liquefa-
ciens 和 A. salmonicida 中检测出耐药质粒。从此以后，
不少学者从更多的鱼类病原菌中分离出耐药质粒，到

表 2 溶藻弧菌对 pBR322和 pBR325的转化率

Tab. 2 Transfer rate of pBR322 and pBR325 to V . alginolyticus

质粒 培养时间 转质粒弧菌数 总溶藻弧菌数 转化率

（h） （cfu / mL） （cfu / mL）
0 0 6 . 65 × 107 0

0 . 5 1 . 0 × 102 1 . 11 × 108 9 . 0 × 10 - 7

pBR322 1 2 . 35 × 102 1 . 66 × 108 1 . 42 × 10 - 6

8 7 . 0 × 102 4 . 39 × 108 1 . 59 × 10 - 6

24 2 . 42 × 104 2 . 05 × 109 1 . 18 × 10 - 5

48 8 . 7 × 105 4 . 69 × 109 1 . 85 × 10 - 4

0 0 3 . 65 × 107 0
0 . 5 15 5 . 05 × 107 2 . 97 × 10 - 7

pBR325 1 35 7 . 4 × 107 4 . 73 × 10 - 7

8 3 . 4 × 102 2 . 28 × 108 1 . 49 × 10 - 6

24 1 . 12 × 104 1 . 52 × 109 7 . 37 × 10 - 6

48 3 . 4 × 105 2 . 08 × 109 1 . 63 × 10 - 4

表 3 质粒 pBR322在病原弧菌细胞内的稳定性

Tab. 3 The stableness of pBR322 inside the cells of

pathogenic Vibrio

病原弧菌 培养时间 接种菌落数 生长菌落数 丢失率

（h） （个） （个） （%）
副 0 100 100 0
溶 1 100 100 0
血 8 100 100 0
弧 24 100 100 0
菌 48 100 100 0

72 100 90 10

0 100 100 0
溶 1 100 100 0
藻 8 100 99 1
弧 24 100 98 2
菌 48 100 96 4

72 100 78 22
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目前为止，从鱼类中已检出耐药质粒的主要病原菌有

A. liquefaciens , A. salmonicida , A. hydrophila , Edwar-
siella tarda , E. lctaluri , Pasteurella piscicida , Vibrio
anguillarum , V. alginolyticus及 Marine vibrio等[1，8 ～12 ]。在

已分离的耐药质粒中，以对氨苄青霉素（AP）、四环素
（TC）、磺胺药（SA）、氯霉素（CM）、链霉素（SM）和卡那

霉素（KM）等抗生素的耐药性最为常见。
接合转移是一个通过细胞间紧密接触而获得以

质粒为中介的 DNA转移，接合现象广泛存在于各类
细菌中。细菌质粒可分为转移性和非转移性两类。其

中耐药质粒属于转移性质粒，可以通过细菌接合使质

粒在同种和非同种细菌间进行传播。细菌质粒的接合

转移使得细菌可以从周围耐药性细菌中获得耐药质

粒而产生对特定药物的抗性，再加上药物的选择压

力，导致耐药菌在某些区域流行，给疾病的防治带来

很大的困难。Guiney[13 ]认为 R质粒可以在非常广泛的
宿主间进行转移。Gauthler等 [12 ]、Goodman等 [14 ]进行了

海水中耐药质粒转移研究。李爱华 [15 ]进行了耐药质粒

从鱼类病原菌向大肠杆菌转移的试验。结果表明，在

混合培养 15 min内即可有质粒转移，转化率随培养时
间的增加，从 15 min时的 7. 1 × 10 -6提高到 24 h的
1. 0 × 10 -1。本实验的转化率在 1. 82 × 10 -7 ～ 1. 85 ×
10 -4之间。这个结果比李爱华的结果低了 2 ～ 3个数
量级。李军 [16 ]等进行了弧菌耐药质粒的转移，在过夜

培养后，其转化率在 3. 1 × 10-11 ～ 8. 6 × 10 -9之间，低

于本实验的结果。Kruse等 [17 ]进行了自然环境中耐药

质粒的转移实验，其结果为：在海水中，20 ℃培养 24 h

表 4 质粒 pBR325在病原弧菌细胞内的稳定性

Tab. 4 The stableness of pBR325 inside the cells of

pathogenic Vibrio

病原弧菌 培养时间 接种菌落数 生长菌落数 丢失率

（h） （个） （个） （%）
0 100 100 0

副 1 100 100 0
溶 8 100 100 0
血 24 100 100 0
弧 48 100 98 2
菌 72 100 91 9

0 100 100 0
溶 1 100 100 0
藻 8 100 100 0
弧 24 100 98 2
菌 48 100 95 5

72 100 81 19

表 5 转入质粒前后各菌株对四环素的敏感性

Tab. 5 The sensitivity of different strains to Tetracycline
before and after the transfer of plasmid

转化状况 浓度（g / L） 大肠杆菌 溶藻弧菌 副溶血弧菌
转 25 - - -

20 - - -
化 15 - - -

10 - - -
前 5 + - -

25 + - -
0（对照） + + +

150 - - -
125 - - -

转 100 + - -
80 + + -

化 60 + + +
50 + + +

后 40 + + +
30 + + +

0（对照） + + +

注：“ +”表示细菌生长，“ -”表示细菌不生长（下同）。

表 6 转入质粒前各菌株对氯霉素的敏感性

Tab.6 The sensitivity of different strains to Chlorampheni-

col before and after the transfer of plasmid of

pBR325

转化状况 浓度（g / L） 大肠杆菌 溶藻弧菌 副溶血弧菌
15 - - -

转 10 - - -
8 - - -

化 5 + - -
3 + - -

前 1 + + +
0（对照） + + +

100 + - -
80 + + +

转 60 + + +
50 + + +

化 40 + + +
30 + + +

后 20 + + +
10 + + +

0（对照） + + +
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的转移频率为 6 × 10 - 6 ～ 2 × 10 - 5。与本实验结果差

不多。本实验结果表明耐药质粒可以在病原弧菌和大

肠杆菌之间转移，其转化率随着培养时间的延长而增

加，在混合培养 0. 5 ～ 48 h时间内，耐药质粒的转化
率在 1. 82 × 10 - 7 ～ 1. 85 × 10 - 4之间。由于在养殖水

体中弧菌的数量相当可观，而且不同细菌长期混杂生

活在一起，因此在养殖环境中出现含有耐药质粒弧菌

的机率相当大。天然存在的质粒一般都能稳定遗传，

这是由于质粒在宿主细胞内能够复制并分配到子细

胞中。有些质粒进化了使没有遗传子代质粒的细胞不

能存活的机制，有的质粒如 F因子，当细胞中只剩一
个拷贝时，质粒还有抑制细胞分裂的系统，即 ccd系
统，以保证遗传了质粒的细胞在细胞群体中处于优势

地位 [18 ]。本实验结果表明质粒 pBR322和 pBR325在 2
株病原弧菌中能够稳定遗传，在不存在药物选择压力

的分批培养情况下，培养 48 h后其质粒的丢失率不
超过 5%。陈营 [19 ]等进行了质粒 pSUP1011GFP在大肠
杆菌和嗜水气单胞菌中的稳定性研究，结果发现含有

该质粒的大肠杆菌在 LB培养液中培养 7 d尚无质粒
丢失，而含该质粒的嗜水气单胞菌在同样培养条件下

培养 36 h即有 50%的菌体没有质粒。
耐药质粒在不同的宿主中，编码的耐药水平是不

同的 [15 ]，这与不同宿主的生理代谢有关。本试验结果

表明，pBR322和 pBR325在两株弧菌中编码的耐药水
平低于大肠杆菌。这可能与 pBR322和 pBR325最初是
从大肠杆菌细胞中分离有关，也可能与在不同宿主中

的拷贝数有关。有关耐药质粒在不同细菌中的表达有

待进一步研究。

目前，在养殖环境中有大量耐药菌的存在，由于

耐药质粒的水平传播和药物的选择压力，耐药菌的种

类、数量和在菌群中的比例都会增加。如果能够了解

致病菌耐药质粒的起源和流行规律 ,就可以提出有效
的细菌耐药性的防治措施。同时，如果能找到有效的

质粒消除剂或质粒转移抑制剂 [20 ]，对防止耐药性传

播也将具有重要的意义。除此之外，开发研制不能通

过质粒介导耐药的新一代抗菌药物（如喹诺酮类药

物）也是解决问题的一种手段。
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Abstract：The transfer of drug - resistant plasmid from Escherichia coli to pathogenic vibrios was studied by mixed
culturing . Results showed that plasmid pBR322 and pBR325 could be transferred from E. coli to pathogenic vibrios . Some
tested vibrio could be obtained plasmid within 30min of mixed culturing . The transfer rate of plasmid increased with in-
creasing culture time at 24h the transfer rate was 4. 62 × 10 - 6 ～ 1. 18 × 10 - 5 . Drug - resistant plasmid pBR322 and
pBR325 were in pathogenic vibrio . In the initial stages of culture , no plasmid was lost , but as the culture time increased ,
some vibrio would lose plasmid and became sensitive to antibiotic . 72h after culture , plasmids pBR322 and pBR325 lost in
V. parahaemolyticus were 10% and 9% respectively , while in V. alginolyticus，22% and 19% was lost . Bacterial
drug - resistance level increased significantly after plasmid was obtained，but variety was seen between different bacteria
indicating the expression level of drug - resistant plasmid varied .
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