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香港养殖海鲷弧菌致病菌药物敏感性及耐药质粒研究"

李 军$，9 叶 军$ 傅慰亭9 胡应劭9 徐怀恕$

（$青岛海洋大学海洋生物系 青岛 966%%!）
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摘 要 从发病海鲷（!"#$%&&#$’#）中共分离到#$株弧菌（()’$)*），经:;<9%2细菌快速鉴

定系统及:(=>?@和A(@?+B关键生理生化特性分析鉴定为7个种，它们分别是：溶藻胶弧菌

（(+#,-).*,/0)1%&）（9C株），创 伤 弧 菌（(+2%,.)3)1%&）（$9株）和 副 溶 血 弧 菌（(+"#$#4
5#67*,/0)1%&）（7株），火神弧菌（(+,*-6)）（C株），远洋弧菌!菌（(+"6,#-)%&!）（9株），河弧

菌（(+3,%2)#,)&）（$株）和地中海弧菌（(+768)06$$#.6)）（$株）。其中!种优势菌溶藻胶弧菌

创伤弧菌和副溶血弧菌证实对海鲷有致病性。另外采用平板稀释法检测了#$株菌对$6种

抗菌素的敏感性。发现所有菌株对+.D,/>@E’?.，链霉素，萘啶酮酸和利福霉素敏感，几乎所有

菌株对+.D,@F>G>H.，?.,>(>H>+>?，氯霉素和=I(D@H.,B’E@F’(.敏感)大部分菌株对氨苄青霉素

（6%)5J），+.DI/’E>H.（66K7J），丁胺卡那霉素（##J），卡那霉素（#5K5J）和三甲氧苄氨嘧啶

（76K#J）等具有较强的耐药性。通过对菌株中所含有的耐药质粒进行分析，发现$#株菌株

含有$"C个质粒，分子量范围为""$9!L-之间，对$9株既含有较大分子量质粒又具有耐药

性的菌株进行了质粒转化试验，结果其中"株菌的质粒具有转化能力，转化率为$%M$$"
$%M"，表明所分离的菌株的抗药性是由于细菌染色体相关突变造成的。
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分类号 N!75K! 文献标识码: 文章编号 %%%$869%"（$"""）%#8%C6$865

弧菌广泛分布于沿岸海水及河口水体中，其中部分种类能导致野生及养殖海产鱼、虾

及贝类等的弧菌病［$"C］。但是，在水产养殖中，随着抗生素等化学药物的长期过量使用，

导致细菌抗药性的日益严重［#，6］。另外，很多嗜盐性弧菌还是潜在的人类致病菌［7］。海

鲷是一种经济价值较高的海水养殖鱼类。近年来由于养殖生态环境污染和高密度养殖导

致海鲷弧菌病频繁爆发，给海鲷养殖业造成巨大的经济损失［9］。本文报道了发病海鲷体

内弧菌的主要类群，并重点就其对常用抗生素的敏感性以及抗药性菌株可能存在的耐药

性质粒等进行了研究，以期揭示香港地区海鲷养殖生态环境中致病弧菌的种类组成以及

导致环境细菌产生日益严重抗药性的原因。

! 材料和方法

!"! 实验鱼

发病海鲷取自香港吐露港和白沙湾网箱养殖场，采样时间为$""#年#月"$""7年9



月。病鱼的主要症状为鱼体表面出血、背、尾鳍溃烂，有的出现眼珠混浊、鳞片脱落，解剖

后常可观察到内脏器官肝、肾肿大、充血，有的出现腹水。健康海鲷（体重!"#!$##%）取

自香港中文大学海洋研究所。

!"# 标准菌株

副溶血弧菌（!"#$"%&’$’(’)*%+,-"./0）（&’!(!)!*）和溶藻胶弧菌（!"#$"%’+1"2%+,-"3
./0）（&’!(!"+,）获自中国科学院微生物研究所菌种保藏中心。抗菌素敏感试验质控标准

菌 大肠杆菌（40.()$".("’.%+"）-./.!#*!+和铜绿假单胞菌（50)/6%*%2’0’)$/1"2%0’）

-./.!#))$，标准质粒对照菌47.%+"*#0)*)，*+0)$)，0/)*!，*#0$)+，*#0**+，$+0+$1
及质粒转化受体菌株47.%+"2344"均获自香港中文大学微生物学系。

!"$ 细菌的分离纯化和鉴定

取垂死病鱼，以无菌操作取病鱼肝脏、肾、眼、体表病灶组织，匀浆后，取上清液涂布硫

代硫酸盐5柠檬酸盐5胆盐5蔗糖（简称/.6’）培养基平板，$+7培养，待长成明显菌落后，

挑取单菌落在$$!)8培养基上划线纯化。细菌纯培养物于9+#7条件下保存于含!":
甘油的/’6培养基（;<=>?产品）。

所分离的"!株菌以及$标准菌株主要采用&@A$#8细菌快速鉴定系统（B<?CD<EF’(
&，C?GHI<JEKJD><JE，LDHM>J）进行鉴定，部分菌株参照&IN<MH与6IHM>O的方法［+］鉴定。

!"% 毒力试验

选择部分优势菌株采用腹腔注射方法人工感染健康海鲷（!#条／组），注射剂量为

#P$QR／条菌液（!#4>=E／QR）同时设注射无菌生理盐水的对照。试验鱼饲养于室内水族箱

（约"##R水体）中，水温控制在$"7，每天投喂人工饵料［4］，连续观察$周，记录死亡鱼

数。

!"& 抗生素敏感试验

采用平板稀释法［,］在CEJIIJDS<MG?M琼脂（TF?<U，VW）中加入抗生素至一定浓度，倒

培养皿制成抗生素平板，其中三甲氧苄氨嘧啶（GD<QJGO?3D<Q）和NEI=HQJGO?FHX?IJ两种抗

生素培养基中需补加":马血。挑取$$!)8平板上单菌落，制成1Y!#+>=E／QR菌悬液，

用多点接种器（;JMIJZ，8M%IHMU）接种抗生素平板，$+7培养$*O，观察结果。同时，标准

菌47.%+"-./.!#*!+和57’)$/1"2%0’-./.!#))$作为阳性对照。

!"’ 质粒的提取和分子量测定

"!株细菌连同)株含标准质粒的对照菌株，按照文献［!#，!!］方法并稍加修改提取细

菌质粒。挑取平板菌落，悬浮于$##"R裂解液（1:’;’，"#QQ?I／R/D<N，3S!!$P)）中，

""7水浴保温!O，加酚：氯仿（![!）抽提，离心取上清液，#P,:琼脂糖凝胶电泳，电压

!$K／>Q，*("O。然后经溴化乙锭染色，紫外灯下观察结果（6<?50HU的紫外成像系统）。

质粒分子量是应用2&-;8R程序按各样品质粒;-&带迁移距离参照已知分子量质

粒的标准曲线来确定的。

!"( 质粒转化试验

选择既具有抗药性又含质粒的菌株作为供体菌。对含利福霉素抗性的受体菌2@44"
进行质粒转化实验。分别将供体菌和受体菌接种营养肉汤培养基，适温培养*O，各取

$QR混合，过滤收集菌体，将细菌连同滤膜一起贴在CH>.?M\JZ琼脂平板上培养过夜，然
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后振荡洗脱膜上细菌，并作!"倍系列稀释，分别从!""、!"#!、!"#$和!"#%四个稀释度各

取"&!’(，涂布于含利福霉素和待测供体菌所耐受抗生素的双重选择性)*+,-./01培养

基上，%23培养$4!456，计数生长菌落数求平均值即为含有转入抗性质粒的7899:菌

数。同样分别从!"#;、!"#2、!"#5三个稀释度中取"&!’(涂布于只含利福霉素的 )*+<
,-./01平板，培养并计算受体菌7899:的总菌数，按下列公式计算转化率：转化率=转化

了弧菌质粒的7899:菌数／受体菌总数

! 结果

!"# 细菌的分类和鉴定

应用>,?@弧菌选择性培养基共从发病海鲷中分离出:!株细菌，其菌体均为杆状或

短杆状，极生单鞭毛运动，革兰氏反应阴性，氧化酶阳性，发酵葡萄糖产酸，对弧菌抑制剂

A／!$9敏感，因此均具备弧菌属的典型特性，可确定为弧菌［!$］。应用BCD$"E细菌快速

鉴定系统鉴定，部分不确定菌株参照BF/GH.*和?F*.+6的生理生化法进行补充鉴定。鉴

定结果:!株 菌 分 属 于2个 种（表!），其 中 溶 藻 胶 弧 菌（!"#$%&’($)*&+,-）$4株，占

42&";I；创 伤 弧 菌（!".,$’&/&+,-）!$ 株，占 $%&:%I 和 副 溶 血 弧 菌（!"0#1#2
3#45($)*&+,-）2株，占!%&2%I；为优势菌种，而火神弧菌（!"$(%4&）、远洋弧菌（!"04$#%2
&,-）"型、地中海弧菌（!"546&*411#’4&）和河弧菌（!"/$,.&#$&-）等为非优势菌种。

表# 从发病海鲷鱼体所分离$#株细菌的组成

>*JF0! ,-’80KGH-.-L:!HG-F*M0GLK-’NHG0*G0N70

!
!!!

#1,--#18#

细菌种类

@80+H0G
菌株数

OP’J0K-LGMK*H.G
组成比例

C0K+0.M*Q0／I
细菌种类

@80+H0G
菌株数

OP’J0K-LGMK*H.G
组成比例

C0K+0.M*Q0／!! I
溶藻胶弧菌 $4 42R"4 远洋弧菌!! $ %R9$
!"#$%&’($)*&+,- （!"04$#%&,-!! ）

创伤弧菌 !$ $%R:% 河弧菌!! ! !R9;
!".,$’&/&+,- !"/!! $,.&#$&-
副溶血弧菌 2 !%R2% 地中海弧菌!! ! !R9;

!"0#1#3#45($)*&+,- !"!! 546&*411#’4&
火神弧菌 !!4 2R54
!"$(%4&

!"! 致病力

三种优势菌种的部分菌株对海鲷人工感染试验结果表明，试验菌株均可使海鲷发病，

发病死亡率介于!"I!;"I之间，症状与自然发病鱼相似。!!N后没有鱼再发病死亡，部

分发病鱼症状开始消失。对照组没有鱼发病（表$）。

!"% 抗生素敏感性

:!株菌株对!;种不同浓度的抗生素的敏感性结果见表%。所有菌株对+0LMKH*S-.0，

链霉素，萘啶酮酸和利福霉素敏感，几乎所有菌株对+0LM*THNH’0（9;I），氯霉素（95I）和

GPFL*’0M6-S*T-F0（95I）敏感。:!株弧菌分离株中，有%!株对氨苄青霉素具有较强的抗

性。大部分菌株对头孢氨呋肟（;;&2I），丁胺卡那霉素（::I），卡那霉素（:5&5I）和三甲

氧苄氨嘧啶（2;&:I）等具有一定的耐药性（表%）。

%;4:期 李军等：香港养殖海鲷弧菌致病菌药物敏感性及耐药质粒研究



表! 试验菌株对海鲷的致病性试验

!"#$%& ’"()*+%,-.-(/*01%$%.(%2!"#$"%1(3"-,1(*&’($)**($#(

菌种

45%.-%1
菌株号

4(3"-,6*7
感染剂量

8".(%3-"$2*1%
／（.09／:;）

试验鱼数

69:#%3*00-1)
(%1(%2

死亡鱼数

69:#%3*0
2%"20-1)

死亡率

<*3("$-(/
／=

溶藻胶弧菌 > ?@?AB ?A C CA
!+(,-".%,/0"1)* &DE ?@?AB ?A F FA

&GA ?@?AB ?A D DA
创伤弧菌 D& ?@?AB ?A C CA
!+2),."3"1)* ??D ?@?AB ?A & &A
副溶血弧菌 ?>E ?@?AB ?A E EA

!+’($(4(56%,/0"1)* CB ?@?AB ?A ? ?A
对照H*,(3*$ I I ?A A A

表" #$株弧菌分离株对$%种抗生素的敏感性

!"#$%E 491.%5(-#-$-(-%1*0F?-1*$"(%1(*?C",(-:-.3*#-"$"+

!
!
!
!
!
!

%,(1

抗生素"

J,(-#-*(-.1"

菌株数

69:#%3*01(3"-,1%K)-#-(-,+

L? M& 4E

抗生素"

J,(-#-*(-.1"

菌株数

69:#%3*01(3"-,1%K)-#-(-,+

L? M& 4!!

E

!!4(3 A A F? 6%( A G DD

!!6J A A F? H%0 A B DE

!!L-0 A A F? N%, A ?D EG

!!H%( A A F? J, A &B &E

!!H)$ A ? FA O", A EA &?

!!4 A ? FA !<’ ? EB ?&

!!H%P A & D> H%9 B &C ?G
!%( A G DD J:5 EA ? &A

"注（6*(%）：4(3：链霉素（4(3%5(*:/.-,）；6J：萘啶酮酸（6"$-2-K-.".-2）；L-0：利福霉素（L-0":5-.-,）；H%(：H%0(3-"K*,%；

H)$：氯霉素（H)$*3":5$)%,-.*$）；4：49$0":%()*K"P*$%；H%P：H%0("P-2-:%；!%(：四环素（!%(3"./.$-,%）；6%(：6%(-$-:-.-,；H%0：H%0Q

(-*093；N%,：庆大霉素（N%,(":-.-,）；J,：丁胺卡那霉素（J:-R".-,）；O",：卡那霉素（O",":/.-,）；!<’：三甲氧苄氨嘧啶

（!3-:%()*53-:）：H%9：头孢氨呋肟（H%093*K-:%）；J:5：氨苄青霉素（J:5-.-$$-,）7?L：高度耐药（E&:+／;）；&M：中等耐药

（?B:+／;）；E4：敏感（?:+／;）7

!&’ 耐药性质粒及制裁粒转化特性

在F?株细菌中共检测到?F株菌（占&>SD=）中含有较大分子量（>!?&ER#）的质粒，

其中大部分菌株含有?!&个质粒，B?号菌株则含D个分子量不同的质粒，含有质粒的菌

株对多种抗生素具有抗药性，且它们的抗药性类型相似（表D和C）。

根据抗生素敏感试验和质粒电泳结果，选择?&株菌进行氨苄青霉素抗性质粒和头孢

氨呋肟抗性质粒的转化试验，同时对其&株菌进行三甲氧苄氨嘧啶抗性制裁粒的转化试

验，结果>株菌可以将抗性质粒及相应的抗药特性转移给受体菌，转化率介于?AI??!
?AI>（表F）。

DCD 微 生 物 学 报 E>卷



表! 细菌的质粒分析结果!

!"#$%& ’%()$*(+,-$"(./0"1"$2(/(

菌种

3-%4/%(
菌株号

3*5"/16+7
质粒数

6).#%5+,-$"(./0(
质粒大小

8$"(./0(/9%／:#
抗药性

;1*/#/+*/45%(/(*"14%

< = => ;.-，?%)，;1，!@8

A = => ;.-，?%)，B%1，!@8

C = D> ;.-，?%)，;1，!@8
溶藻胶弧菌 AE = D> ;.-，?%)，;1，F"1，!@8

!"#$%&’($)*&+,- A& = D& ;.-，?%)，?G，F"1，B%1，!@8

HDA = DH ;.-，?%)，;1，F6，!%*，!@8

D= H D>，>= ;.-，?%)，F"1，!@8

HDH H =I>，=HE ;.-，?%)，;1，F"1，B%1，!@8

H&E H =I>，=HE ;.-，?%)，;1，F"1，!@8

>= & <I，><，>C，=I< ;.-，?%)，!@8

&H = C ;.-，?%)，;1，F"1，B%1，6%*，!@8
创伤弧菌 ==I = EI ;1，F"1

!".,$’&/&+,- ==& = E= B%1，6%*，;1，F"1

=H< = EC ;1，F"1，!%*
副溶血弧菌 HD> = A> ;.-，?%)，!@8

!"0#1#2#34($)*&+,-

!其余EA株菌未检测到质粒。6+-$"(./0(/1+*J%5EA(*"/1(7

表" 三种抗性粒转化率测定结果

!"#$%< ’%()$*(+,*5"1(,+5."*/+1%,,/4/%142+,E5%(/(*"1*-$"(./0(

;.-/4/$$/1抗生质粒

;1*/K".-/4/$$/1-$"(./0
?%,)5+L/.%抗生质粒

;1*/K4%,)5+L/.%-$"(./0
!5/.%*J+-5/.抗生质粒

;1*/K*5/.%*J+-5/.-$"(./0

菌株号

3*5"/16+7

转化率

!5"1(,+5."*/+1
%,,/4/%142

菌株号

3*5"/16+7

转化率

!5"1(,+5."*/+1
%,,/4/%142

菌株号

3*5"/16+7

转化率

!5"1(,+5."*/+1
%,,/4/%142

&H I &H I < &7HM=IN=I

HD> I HD> =7=M=IN=I A =7IM=IN=I

< =7&M=INC < E7>M=IN=I

A <7EM=IN== A <7IM=IN=I

C D7EM=IN=I C =7IM=IN=I

AE =7DM=IN=I AE >7AM=INC

A& E7=M=IN== A& =7EM=INC

D= I D= <7IM=IN=I

>= I >= &7>M=INC

H&E I H&E I

HDH I HDH I

HDA H7IM=IN=I HDA I
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表! 质粒存在和细菌抗药性的关系

!"#$%& ’%$"()*+,-).#%(/%%+(-%.0%,%+1%*2.

!
!
!
!
!
!
!

$",3)4,"+40%,),("+1%(*"+()#)*()1,

抗药性

5+()#)*()1
0%,),("+1%

菌株数

673#%0*2,(0")+,
无质粒

8)(-*7(.$",3)4,
存在质粒

8)(-.$",3)4,

抗药性

5+()#)*()1
0%,),("+1%

菌株数

673#%0*2,(0")+,
无质粒

8)(-*7(.$",3)4,
存在质粒

8)(-.!! $",3)4,

53. 9: 9;（<=>?@）" !AB ;? 9;（<C>=@!! ）

D"+ 9: 99（<&>?@） 6%( E ;（;=>&@!! ）

F%+ : E（<E>?@） !%( E ;（;=>&@!! ）

5+ 9= 9C（<E>?@） GH ? 9（9;>E@!! ）

G%7 ;; 9;（<E><@）

"抗药菌株质粒检出率>.%01%+("I%*2,(0")+,/)(-.$",3)4,>

" 讨论
弧菌广泛分布于海洋沿岸的水环境中，其中部分种类是沿岸海水以及许多海洋动物

体表或消化道内的正常菌群（+*03"$2$*0"）［9］，弧菌也是引起海水鱼、虾和贝类等爆发性细

菌病最常见的病原菌之一，其致病性受宿主的生理状态及水质环境条件等综合因素的影

响较大，往往被认为是条件致病菌［9，9<，9J］。本文报道了从发病海鲷中分离的E9株弧菌，

它们分属于?个不同的种，其中优势菌种为溶藻胶弧菌，创伤弧菌和副溶血弧菌，这和以

前的研究结果一致［;］。毒力试验表明，所选择的部分优势菌株在试验条件下都可以使海

鲷发生弧菌病死亡，但是不同菌株对鱼体的致病力存在很大的差异。尤其是用较低浓度

的细菌攻击试验鱼，鱼的发病死亡率很低，甚至没有死亡。这可能是由于试验鱼体抵抗力

较强或试验条件下不合适的结果。

E9株菌对各种不同浓度的抗生素的敏感性大致相同。所有菌株对1%2(0)"K*+%，链霉

素，萘啶酮酸和利福霉素敏感，几乎所有菌株对1%2("L)4)3%（:&@）、氯霉素（:=@）和,7$M
2"3%(-*L"L*$%（:=@）敏感。说明这些抗生素对防治本研究所分离的E9株弧菌是有效的。

大部分分离株对氨苄青霉素，头孢氨呋肟，丁胺卡那霉素，卡那霉素和三甲氧苄氨密啶等

具有耐药性。其中，当氨苄青霉素的浓度在9;=3I／N下仍有E9@菌株显示抗药性，表明

在分离病原的养殖海鲷中氨苄青霉素的耐药株比例高且耐药性较强，这跟养殖过程中长

期过量使用上述抗生素有关。该结果与H0%+1-等对从香港沿岸水环境以及临床样品中

所分离的相应弧菌的药物敏感性结果相似，大多数菌株同样对氨苄青霉素，三甲氧苄氨嘧

啶以及头孢氨呋肟等抗生素具有较强的耐药性，对氯霉素和四环素敏感［?］。但是，在他

们的研究中，发现大多数菌株对,7$2"3%(-*L"L*$%具耐药性［?］，这和我们的研究结果恰恰

相反。两者的差异可能与采样的时间和空间上的不同有关。

细菌抗药性的产生主要有两方面的原因：一方面由于存在耐药质粒，另一方面由于环

境污染所造成细菌抗药突变［9;］。本文对所分离菌株的质粒分析结果表明，有;:OJ@的

菌株含有9!J个质粒，分子量为:!9;<P#。细菌抗药性的产生通常跟存在的耐药质粒

及其转化能力有关。可以转化的质粒通常具有较大分子量。在本研究中，尽管含有质粒

的菌株其耐药性一般较不含质粒的菌株强（表<和J）；具有较强耐药性的菌株中，质粒检
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出率也相应较高（表!），但是，大多数对氨苄青霉素，头孢氨呋肟，卡那霉素和三甲氧苄嘧

啶等具有较强耐药性的菌株都未检测到质粒存在（表!）。说明在香港地区，养殖生态环

境中致病菌抗药性的产生主要是由于环境污染所诱导的细菌染色体基因抗性突变造成

的。这就从一个侧面反映出加强环保意识，限制过量使用抗菌素的重要性和迫切性。

本文对既有耐药性又含质粒的菌株进行了质粒转化能力的试验结果显示，"#株抗氨

苄青霉素菌株中有!株具有质粒转化能力，转化率为"$%""!"$%&；"#株抗’()*+,-./(菌

株中，有0株具转化能力，转化率也同样在"$%""!"$%&之间；#株抗1+./(23,4+./菌株的

质粒转化率为"$%"$。可见三种抗生质粒的转化能力普遍较低。所分离菌株普遍对多种

抗生素有耐药性，有的菌株不含质粒，有的菌株含有不止一个质粒，前者细菌抗药性是染

色体基因抗生突变的结果，而对后者可能是染色体基因和质粒所共同介导的，但针对细菌

某一种抗药性，主要是由质粒还是由染色体基因抗性突变造成的，多质粒菌株具体由那一

个质粒控制等问题，尚需进一步研究。
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