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研究报告 

外源化学物质对副溶血性弧菌药物敏感性的影响 
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摘  要：【目的】细菌对抗生素的耐药性已成为全球公共卫生问题关注的热点。有研究表明外源

添加化学物质可以增强耐药细菌对抗生素的敏感性。本研究比较了 3 种化学物质葡萄糖、丙氨酸、

甘油对增强副溶血性弧菌抗生素敏感性的作用效果。【方法】在亚抑菌浓度抗生素胁迫条件下，

通过比较副溶血性弧菌在添加终浓度为 10 mmol/L 葡萄糖、丙氨酸、甘油后细菌存活率随时间的

变化水平，来观察弧菌对亚抑菌浓度抗生素敏感性作用效果的改变，并采用氧化磷酸化解偶联剂

CCCP 对实验结果进行验证。【结果】发现 3 种外源化学物质均能增强亚抑菌浓度氨基糖苷类抗

生素对副溶血性弧菌的杀菌能力，其中外源添加葡萄糖对增强亚抑菌浓度卡那霉素的杀菌能力最

为显著，而对其他种类抗生素的杀菌能力则无明显增强作用。加入氧化磷酸化解偶联剂 CCCP

后可消除由外源化学物质引发的弧菌抗生素敏感性作用增强的现象。【结论】通过调节细菌细胞

代谢水平可提高耐药副溶血性弧菌对氨基糖苷类抗生素的敏感性，对多重耐药副溶血性弧菌的防

控具有一定的实际应用价值。 
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Abstract: [Objective] Antibiotic resistance is a severe public health problem. Recently, the 
relationship between bacterial metabolic regulation and antibiotic efficacy has been proposed in several 
pathogens. In the present study, we explored the effect of adding additional chemicals on drug 
susceptibility of Vibrio parahaemolyticus. [Methods] We studied the phenotypic change and compared 
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the survival of V. parahemolyticus after treatment with antibiotics and different chemicals. The 
experimental results were conformed with carbonylcyanide-p-chlorophenyl hydrazine (CCCP). 
[Results] These results indicated that specific chemicals effectively potentiate kanamycin to eliminate 
multidrug resistant V. parahemolyticus. Among them, the addition of exogenous glucose could 
significantly enhance the sterilization ability with subinhibitory concentrations of kanamycin, but 
without effect on other antibiotics. The enhancement of antimicrobial susceptibility of Vibrio 
parahaemolyticus caused by exogenous chemicals could be eliminated after treatment with CCCP. 
[Conclusion] The sensitivity of V. parahemolyticus to aminoglycosides can be improved by regulating 
the metabolism of bacterial cells. Therefore, we present a novel approach in fighting against multidrug 
resistant V. parahemolyticus with practical application value. 

Keywords: Vibrio parahemolyticus, Exogenous substances, Multidrug resistance, Subinhibitory 
concentrations of antibiotics 

我国是抗菌药物生产和使用大国。抗生素广

泛应用于医疗卫生和农业养殖领域，在治疗感染

性疾病挽救患者生命、防治动物疫病提高养殖效

益以及保障公共卫生安全中发挥了重要作用。但

是，由于新型抗菌药物研发能力不足、医疗和养

殖领域不合理应用抗菌药物、群众合理用药意识

不高等多种因素，导致细菌耐药问题日益突出。

近年来，令人闻之色变的“超级细菌”[对多种抗生

素具抗药性(Multi-drug resistant，MDR)的病原体]

更是大量涌现。世界卫生组织发表声明称，细菌

广泛地耐药已经明显成为威胁人类生命与健康的

全球性问题[1]。近年来，有学者提出通过调节菌体

细胞代谢状态能显著影响抗生素对细菌的杀菌效

力[2]。小分子代谢物如吲哚、硫化氢、一氧化氮、

气态氨可通过改变细胞内代谢微环境来影响大肠

杆菌耐药性[3-6]。碳代谢抑制蛋白 Crc、碳氮源代谢

的全局调控因子 CbrA-CbrB 是铜绿假单胞菌中两

类重要的功能代谢调控蛋白，可调节该菌对多种

临床抗菌药物的敏感性[7-8]。醌氧化还原酶 Nqr 及

硝酸还原酶 Nar 作为呼吸链酶复合体的重要组成部

分，分别对溶藻弧菌和大肠杆菌耐药性的调控有

着至关重要的影响[9-10]。有研究表明氨基酸代谢在

调控细菌胞内代谢能量或还原力、增强菌体细胞

对环境胁迫等方面具有重要作用[11]。 

副溶血性弧菌(Vibrio parahaemolyticus)是一种

革兰氏阴性嗜盐细菌，它广泛分布在水生环境——

包括河水、海水以及海水沉积物，能感染鱼、虾、

蟹类以及甲壳类等多种水产动物，给海水养殖业带

来危害[12]。同时也是沿海地区由海产品引发急性肠

胃炎的主要致病菌。随着抗菌药物大量使用导致该

菌的耐药株不断增加，给临床以及水产动物疾病的

控制带来挑战，因此对副溶血性弧菌耐药谱的研究以

及对其耐药水平的控制显得十分重要[13-14]。彭宣宪等

发现外源性添加低浓度果糖可有效提高耐药迟钝

爱德华氏菌对亚抑菌浓度抗生素的敏感性，并通过

实验证明果糖可通过促进细胞能量代谢提高外源抗

生素跨膜运输，导致菌体裂解死亡[15-16]。 

副溶血性弧菌是一类需氧的海洋弧菌，糖、氨

基酸、脂代谢是细菌产能的主要途径，同时也是中

心碳代谢调控的重要组成成分[17]。因此本实验在彭

宣宪等研究的基础上进一步探究了外源物质的种

类、不同耐药程度的副溶血性弧菌以及不同亚抑菌

浓度抗生素种类对添加外源物质条件下抗生素杀

菌实验效果的影响，以期为深入研究相关代谢活动

提供基础资料，并为食源性疾病的防控及抗生素的

合理使用提供依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株：实验中所用的 14 株副溶血性弧菌(编

号分别为 VP8、VP14、VP18、VP31、VP33、VP34、

VP41、VP57、VP58、VP61、VP103、VP105、VP107、

VP108)均分离自上海市的水产品，两株副溶血性弧

菌标准菌株 ATCC33847、ATCC17802 购自中国科

学院微生物研究所，经过 PCR 鉴定均携带致病基因
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tdh 或 trh。以上菌株均由上海海洋大学农业部水产

品贮藏保鲜质量安全风险评估实验室菌种库保藏。 

1.1.2  培养基：胰蛋白胨大豆肉汤培养基(TSB)、

胰蛋白胨大豆琼脂培养基(TSA)购自北京陆桥技术

股份有限公司；M9 培养基购自青岛日水生物技术

有限公司；葡萄糖、丙氨酸、无水氯化钙、硫酸镁

均购自 Sigma 公司；甘油、甲醇、无水乙醇等均

为国产分析纯，购自生工生物工程(上海)股份有限

公司。 

1.1.3  抗生素：药敏试验纸片购自英国 Oxoid 公司；

卡那霉素、链霉素、庆大霉素、哌拉西林、氨苄西

林均购自上海汉尼生物技术有限公司。 

1.1.4  主要仪器：恒温摇床购自上海智城分析仪器

制造公司；酶标仪购自美国 Bio-Rad 公司；台式冷

冻离心机购自美国 Thermo 公司；纯水仪 Milli-Q 

century 购自 Millipore 公司。 

1.2  方法 

1.2.1  培养条件：将实验所需的副溶血性弧菌菌

株从−80 °C 保存的甘油管中划线至 TCBS 平板，

37 °C 培养 24 h，挑取单菌落于 9 mL TSB (3% NaCl)

的试管中，在 37 °C、180 r/min 培养 16 h，连续活化

2 次，作为种子液(约 109 CFU/mL)备用。 

1.2.2  副溶血性弧菌耐药水平测定：采用改良 K-B

纸片扩散法，将上海市水产品中分离的 14 株野生副

溶血性菌以及标准菌株 ATCC33847 和 ATCC17802

对 18 种常见抗生素(氨苄西林、哌拉西林、阿莫西

林-克拉维酸、头孢噻肟、头孢他啶、头孢西丁、头

孢唑林、亚胺培南、美罗培南、阿米卡星、庆大霉

素、卡那霉素、链霉素、四环素、环丙沙星、左氧

氟沙星、氯霉素、复方新诺明)耐药情况进行普查。

药 敏 性 测 定 标 准 质 控 菌 株 采 用 Escherichia coli 

ATCC25922，筛选相关耐药菌株进行液体微量稀释

试验(Broth microdilution test)测定其对氨苄西林、链

霉素、卡那霉素、庆大霉素、哌拉西林的最小抑菌

浓度(Minimal inhibitory concentration，MIC)。根据

美国临床实验室标准委员会(CLSI/NCCLS) 2010 版

执行标准判定结果[18]。将菌液接种到 9 mL TSB 液

体培养基中，37 °C、180 r/min培养16 h后离心，用

生理盐水漂洗并调 OD600 至 0.330±0.025。用 TSB 稀

释菌液至 OD600 为 0.025±0.005 备用。在 96 孔板内

每孔加入100 μL TSB液体培养基，将100 μL浓度为

512 mg/L 的抗生素加入到第一排孔板中并依次对抗

生素进行二倍稀释。将 10 μL 稀释好的菌液分别加

入孔中，37 °C 培养过夜，测定菌体 600 nm 的吸光

度值，确定细菌的最小抑菌浓度。 

1.2.3  添加外源代谢物的抗生素杀菌实验：将活

化后的菌体接种至液体培养基，在 37 °C 条件下

好氧培养(180 r/min) 16 h，8 000×g 离心 8 min 收

集菌体，用无菌生理盐水清洗菌体颗粒 3 次，重

悬于 M9 培养基中并调整菌液浓度至 OD600 为

0.20±0.02，实验组分别添加 10 mmol/L 葡萄糖、

丙氨酸、甘油以及 8 mg/L (1/8 MIC)卡那霉素，按

照不同的时间梯度(0、2、4、6、8 h)分别胁迫受试

菌株，反应结束后，立即离心(25 °C，8 000×g，   

5 min)，将沉淀物用生理盐水洗涤两次以去除残余的

卡那霉素。随后，将菌体重悬于 1 mL 生理盐水中，

取 100 μL 菌液在 TSA 培养基平板上测定单位体积菌

落数(Colony forming per unit，CFU)。将平板放置在

37 °C 培养 18−22 h，对平板上的菌落进行计数。设 

3 个平行样。用 Excel 软件计算平均值和标准偏差。 

2  结果与分析 

2.1  不同耐药程度副溶血性弧菌菌株筛选 

K-B 纸片药敏试验结果见表 1，16 株副溶血性

弧菌总耐药率为 100%，所有菌株对氨苄西林和链

霉素耐药，其次对卡那霉素和哌拉西林的耐药率分

别达到 64.3%和 37.5%。少数菌株对头孢西丁和头

孢唑林出现耐受性。有 25%分离株出现对 4 种以上

药物耐药的多重耐药现象。筛选以下 3 株副溶血性

弧菌进行后续实验，其中 VP61 为 5 重耐药菌株，

分别对氨苄西林、链霉素、卡那霉素、庆大霉素、

哌拉西林耐药；ATCC33847 为 3 重耐药菌株，对氨

苄西林、链霉素、卡那霉素耐药；ATCC17802 为较

敏感菌株，对氨苄西林、链霉素耐药。 
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表 1  副溶血性弧菌菌株信息 
Table 1  Information of Vibrio parahaemolyticus strains 

菌株 

Strains 

来源 

Source 

致病基因 

Virulence genes 

耐药情况 

Antibiotic resistance 

ATCC33847 中国科学院微生物研究所 tdh+/trh− AMP，S，K 

VP61 日本沼虾 tdh+/trh− AMP，S，K，GM，PRL 

VP18 日本沼虾 tdh+/trh− AMP，S，PRL，SXT 

VP8 日本沼虾 tdh+/trh− AMP，S，PRL 

VP33 日本沼虾 tdh+/trh− AMP，S，K，KZ 

VP14 日本沼虾 tdh+/trh− AMP，S，K 

VP31 日本沼虾 tdh+/trh− AMP，S，K 

VP34 太平洋牡蛎 tdh+/trh− AMP，S，FOX，K 

VP57 日本沼虾 tdh+/trh− AMP，S，K 

VP58 南美白对虾 tdh+/trh− AMP，S，FOX 

VP41 南美白对虾 tdh+/trh− AMP，S，K 

ATCC17802 中国科学院微生物研究所 tdh−/trh+ AMP，S 

VP103 日本沼虾 tdh−/trh+ AMP，S，PRL 

VP105 日本沼虾 tdh−/trh+ AMP，S 

VP107 日本沼虾 tdh−/trh+ AMP，S 

VP108 日本沼虾 tdh−/trh+ AMP，S 

注：AMP：氨苄西林；PRL：哌拉西林；KZ：头孢唑林；CIP：环丙沙星；LEV：左氧氟沙星；AK：阿米卡星；GM：庆大霉素；

K：卡那霉素；S：链霉素；FOX：头孢西丁. 
Note: AMP: Ampicillin; PRL: Piperacillin; KZ: Cephazolin; CIP: Ciprofloxacin; LEV: Levofloxacin; AK: Amikacin; GM: Gentamincin; K: 
Kanamycin; S: Streptomycin; FOX: Cefoxitin. 

 

2.2  3 株不同耐药程度副溶血性弧菌菌株对 5 种

抗生素的最小抑菌浓度测定 

采用微量肉汤稀释法(Broth microdilution test)

对筛选出的 3 株不同耐药程度副溶血性弧菌菌株

VP61、ATCC33847、ATCC17802 对氨苄西林、链

霉素、卡那霉素、庆大霉素、哌拉西林5种抗生素进

行最小抑菌浓度测定。结果见表 2，与以往副溶血

性弧菌耐药谱相比，发现此次分离株对氨基糖苷 

 
表 2  3 株不同耐药程度副溶血性弧菌的 

最小抑菌浓度 
Table 2  MIC results of VP61, ATCC33847, ATCC17802 

used in this study (mg/L) 

抗生素 Antibiotics VP61 ATCC33847 ATCC17802

氨苄西林 Ampicillin 32.00 32.00 32.00 

链霉素 Streptomycin 32.00 16.00 16.00 

卡那霉素 Kanamycin 64.00 32.00 8.00 

庆大霉素 Gentamincin 16.00 4.00 0.25 

哌拉西林 Piperacillin 32.00 1.00 0.50 

类链霉素、卡那霉素耐药能力也较强，其中 VP61

对卡那霉素的 MIC 高达 64 mg/L，说明其卡那霉素

耐受能力极强。所以，后续研究选取 5 重耐药菌株

VP61 以及卡那霉素进行添加外源代谢物的抗生素

杀菌实验。 

2.3  3 种外源代谢物对增强副溶血性弧菌药物敏

感性作用效果的比较 

2.3.1  3 种外源代谢物对耐药副溶血性弧菌 61 细胞

生长的影响：实验结果如图1所示，在没有加入任何

抗生素条件下，通过单纯添加终浓度为10 mmol/L葡

萄糖、丙氨酸、甘油 3 种代谢物均可以显著促进

VP61 的生长，其中葡萄糖对菌体生长的促进作用

最明显。 

2.3.2  亚抑菌浓度卡那霉素胁迫条件下，3 种外源

代谢物对耐药副溶血性弧菌 61 药物敏感性增强作

用的比较：如图 2 所示，在 1/8 MIC 卡那霉素胁迫

条件下，外源添加终浓度为 10 mmol/L 葡萄糖、丙

氨酸、甘油显著降低了耐药副溶血性弧菌 61 存 
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图 1  3 种外源物质对促进耐药副溶血性弧菌 61 细胞生

长情况的比较 
Figure 1  Metabolite ability to induce growth in V. 
parahemolyticus 61 
注：A：10 mmol/L 葡萄糖；B：10 mmol/L 丙氨酸；C：10 mmol/L

甘油. 数据表示为均数±标准差(n=3). 
Note: A: 10 mmol/L Glucose; B: 10 mmol/L Alanine; C: 10 mmol/L 
Glycerol. The data were expressed as mean ± standard deviation 
(n=3). 

 
 

图 2  添加 3 种外源物质及 8 mg/L 卡那霉素对副溶血性

弧菌 61 存活率的影响 
Figure 2  Percent survival of V. parahemolyticus 61 in the 
presence of three types of metabolites and 8 mg/L 
kanamycin 
注：A：10 mmol/L 葡萄糖；B：10 mmol/L 丙氨酸；C：10 mmol/L

甘油. 数据表示为均数±标准差(n=3). 
Note: A: 10 mmol/L Glucose; B: 10 mmol/L Alanine; C: 10 mmol/L 
Glycerol. The data were expressed as mean ± standard deviation 
(n=3). 
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活率。37 °C 培养 8 h 后，细菌存活率与不添加代

谢物的对照组相比分别降低了 21 600、3 028 和

146 倍。通过进一步数据分析发现，该杀菌条件

下细菌存活率与没有加入抗生素只单纯添加终浓

度为 10 mmol/L 葡萄糖、丙氨酸、甘油 3 种代谢

物的实验组相比，分别降低了 106 488、14 928

和 273 倍。其中外源添加葡萄糖对提高亚抑菌浓度

卡那霉素的杀菌作用效果最为显著。 

2.3.3  在外源添加葡萄糖及亚抑菌浓度卡那霉素

胁迫条件下，其他不同耐药程度副溶血性弧菌对抗

生素敏感性的作用效果：如图3所示，在10 mmol/L

葡萄糖存在条件下，3重耐药菌株 ATCC33847与较

敏感菌株 ATCC17802 对亚抑菌浓度卡那霉素药物

敏感性增强作用效果也同样显著。 

2.3.4  在外源添加葡萄糖条件下，其他不同种类

抗生素对副溶血性弧菌 61 药物敏感性的作用效果

比较：观察了不同类别亚抑菌浓度抗生素在外源

添加终浓度 10 mmol/L 葡萄糖作用下对耐药副溶血

性弧菌 61 细菌存活率的影响，结果如图 4 所示，

表明只有氨基糖苷类抗生素(链霉素、庆大霉素)在

添加葡萄糖的前提下显著提高了对耐药副溶血性弧

菌杀菌作用，并与之前添加卡那霉素的杀菌实验结 

 

 
 

图 3  外源添加 10 mmol/L 葡萄糖以及亚抑菌浓度卡那

霉素对不同耐药程度副溶血性弧菌存活率的影响 
Figure 3  Percentage survival of different V. parahemolyticus 
strains after treatment with glucose and sub-inhibit 
concentration kanamycin 
注：数据表示为均数±标准差(n=3). 
Note: The data were expressed as mean ± standard deviation (n=3). 

 
图 4  添加不同种类亚抑菌浓度抗生素及 10 mmol/L 葡

萄糖对耐药副溶血性弧菌 61 存活率的影响 
Figure 4  Percentage survival of V. parahemolyticus 61 
after treatment with glucose and different classes of 
sub-inhibit concentration antibiotics 
注：数据表示为均数±标准差(n=3). 
Note: The data were expressed as mean ± standard deviation (n=3). 

 
果相符，而青霉素类抗生素(氨苄西林、哌拉西林)在

添加外源代谢物后其杀菌作用效果并无明显改变。 

2.4  外源代谢物通过提高质子驱动力(PMF)促

进氨基糖苷类抗生素摄入的验证 

图 5 为 在 抗 生 素 杀 菌 试 验 中 加 入 终 浓 度  

100 μmol/L 氧化磷酸化解偶联剂羰基氰化物间氯 
 

 
图 5  外源添加 3 种类型代谢物及 8 mg/L 卡那霉素在终

浓度 100 μmol/L CCCP 作用下对副溶血性弧菌 61 存活

率的影响 
Figure 5  Percentage survival of V. parahemolyticus 61 in 
the presence or absence of 100 μmol/L CCCP with three 
types of metabolites and 8 mg/L kanamycin 
注：数据表示为均数±标准差(n=3).  
Note: The data were expressed as mean ± standard deviation (n=3).  
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苯腙 (CCCP)作用条件下细菌存活率随时间的变

化。从实验结果可以看出，实验组在添加 CCCP 后

副溶血性弧菌存活率与对照组相比显著提高，菌

株对抗生素敏感性增强能力明显降低。从图 5 可

知，添加相同浓度葡萄糖、丙氨酸、甘油时，葡

萄糖产生质子浓度梯度的能力最强，丙氨酸次

之，甘油影响最弱。消除跨膜电化学梯度后，外

源代谢物的添加失去作用。 

3  讨论 

此次副溶血性弧菌药敏实验结果与以往国外

报道的文献有所不同，与以往副溶血性弧菌耐药谱

相比[19]，发现分离株对氨基糖苷类抗生素耐受能力

明显增强。16 株副溶血性弧菌对氨苄西林、链霉素

完全耐药。64.3%菌株对卡那霉素耐药，25%菌株出

现对 4 种以上药物耐药的多重耐药现象。从这些结

果可以推测，养殖环境极可能是副溶血性弧菌耐药

性的主要来源，间接反应了我国水产养殖业滥用抗

生素现象普遍。同时，环境中亚抑菌浓度抗生素选

择下来的耐药基因往往会通过垂直和水平传播等

方式在环境微生物种内和种间进行传递，这些基因

可以导致微生物对绝大多数抗生素产生耐药[20-21]。

因此，加强水产品副溶血性弧菌耐药性的监控以及

进一步提高耐药副溶血性弧菌对亚致死浓度抗生

素的敏感性显得尤为重要。 

在外源性的果糖可恢复耐药迟缓爱德华氏菌

对卡那霉素杀伤敏感性研究的基础上，我们近一步

比较了 3 种外源代谢物对副溶血性弧菌杀菌作用效

果的影响。结果发现单纯添加终浓度为 10 mmol/L

葡萄糖、丙氨酸、甘油 3 种代谢物均可以显著促进

VP61 的生长，其中葡萄糖对菌体生长的促进作用

最明显，这可能是由于糖类、氨基酸、脂质丰富了

细胞生长的碳源、氮源供应，从而提高了菌体细胞

生长代谢水平。在亚抑菌浓度抗生素存在条件下，

外源添加这 3 种代谢物均显著增强了亚抑菌浓度氨

基糖苷类抗生素对不同耐药程度副溶血性弧菌杀

菌能力，而对其他种类抗生素杀菌能力则无明显增

强作用。其中葡萄糖对提高亚抑菌浓度卡那霉素的

杀菌作用效果最为显著。有研究表明，细菌对氨基

糖苷类抗生素的吸收需要质子动力势[22]。实验组采

用氧化磷酸化解偶联剂 CCCP 对实验结果进行了进

一步验证，结果表明外源代谢物通过提高质子驱动

力(PMF)促进了氨基糖苷类抗生素摄入，进而增强

亚抑菌浓度抗生素杀菌效力。以上研究结果初步表

明，通过调节细菌细胞代谢水平可提高耐药副溶血

性弧菌对氨基糖苷类抗生素的敏感性，具有一定的

实际应用意义。后续进一步的作用机制将在蛋白网

络水平上对细菌细胞代谢状态水平的变化进行阐

释和验证。 
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