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摘  要：【背景】拟态弧菌(Vibrio mimicus)是一种常见的革兰氏阴性病原菌，广泛分布于水环境和

水生动物体内，可导致多种水产动物和人类感染。多位点序列分型(multilocus sequence typing, 
MLST)已被应用于多种病原菌的分子分型，其通过分析不同菌株之间的遗传关系，监测细菌传播

的时间和地理分布，确定感染和传播途径，但目前未见有关拟态弧菌 MLST 的报道。【目的】开发

一种基于 MLST 的拟态弧菌分型方法，并用于江苏水产养殖区拟态弧菌的种群结构和遗传进化分

析，为拟态弧菌感染所引起的疾病防治提供理论基础。【方法】选择拟态弧菌的 7 个管家基因 dnaE、
gyrB、mdh、recA、rpoD、pntA 和 pyrH 作为靶点，对江苏水产养殖区分离的 155 株拟态弧菌进行

PCR 扩增和测序。将测序结果分配等位基因，制作等位基因谱，分配不同的序列类型(sequence type, 
ST)，利用软件 goeBURST-1.2.1 和 MEGA-X 对分配的 ST 型进行克隆复合体和遗传进化树聚类分析；

此外，利用 Kirby-Bauer 圆盘扩散法测试 155 株拟态弧菌的药敏特性。【结果】155 株拟态弧菌被分

为 56 个 STs，其中 ST11 占比最高；在双位点变异(double locus variants, DLV)水平分析发现 56 个

STs 分为 3 个克隆复合体和 3 个单体；系统发育树显示，56 个 STs 被分为 3 个集群(cluster I、cluster II、
cluster III)。药敏结果显示，155 株拟态弧菌对红霉素类抗生素的耐药性最高(88.39%, 137/155)，对

氯霉素类抗生素敏感性最高(91.61%, 142/155)。【结论】本研究建立的 MLST 方法具有良好的分辨

率，可作为拟态弧菌系统发育和未来流行病学调查有用的分子分型工具。根据抗生素耐药谱结果，

提示在养殖过程中可选用氟苯尼考等国家批准使用的专用抗菌药对拟态弧菌进行防治。 

关键词：拟态弧菌；多位点序列分型；耐药性  
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Abstract: [Background] Vibrio mimicus, a common Gram-negative pathogen, is widely 
distributed in the aquatic environment and often involved in infectious diseases of aquatic 
animals and humans. Multilocus sequence typing (MLST) has been applied to the molecular 
typing of many pathogens, which allows for investigations into genetic relatedness between 
different strains, therefore provides insights into bacterial evolution and epidemiology. 
However, no report is available on the MLST of V. mimicus. [Objective] To develop a powerful 
MLST typing method for V. mimicus and then apply it to analyze the population structure and 
genetic evolution of different V. mimicus strains, and eventually provide theoretical references 
for the prevention and control of diseases caused by V. mimicus infection. [Methods] Seven 
housekeeping genes (dnaE, gyrB, mdh, recA, rpoD, pntA, and pyrH) of V. mimicus, were 
selected as target genes for MLST, and their conserved fragments were obtained by polymerase 
chain reaction (PCR) from a total of 155 V. mimicus strains isolated from the aquaculture area in 
Jiangsu and sequenced. All unique DNA sequences were assigned alleles, made allelic profiles, 
and assigned different sequence type (ST). The clonal complex and genetic evolution tree 
clustering of the assigned ST types were analyzed using goeBURST-1.2.1 and MEGA-X. In 
addition, antibiotic sensitivity of the 155 V. mimicus strains was tested using the Kirby-Bauer 
disk diffusion method. [Results] The 155 V. mimicus strains were divided into 56 STs, among 
them ST11 had the highest proportion. At the level of double locus variants (DLV), 56 STs were 
further divided into three clonal complexes and three monomers. Phylogenetic tree showed that 
56 STs fell into three clusters (cluster I, cluster II, and cluster III). The Kirby-Bauer disk 
diffusion assay showed that the 155 V. mimicus strains exhibited the highest resistance to 
erythromycin (88.39%, 137/155) and the highest sensitivity to chloramphenicol (91.61%, 
142/155). [Conclusion] The MLST method established in this study displays good resolution 
and can be used as a molecular typing tool for phylogeny and future epidemiological 
investigation of V. mimicus. Antibiotic resistance profiles suggest that florfenicol, one of 
antibacterial agents that approved for application, can be used for the treatment of V. mimicus 
infections in the aquaculture process. 
Keywords: Vibrio mimicus; multilocus sequence typing; antibiotic resistance 
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拟态弧菌(Vibrio mimicus)是一种革兰氏阴

性菌，广泛分布于水环境和水生动物体内。拟

态弧菌由 Davis[1]于 1981 年首次发现，因其形

态特征、培养特征和抗原结构等与非典型霍乱

弧菌(Vibrio cholera)十分相似但生化特征不典

型而被命名为“拟态弧菌”。越来越多的证据显

示拟态弧菌是人畜共患的条件性致病菌，在适

当的条件下可引起鱼、虾和蟹等水生动物的出

血、皮肤溃疡和腹水症状[2]。近年来，我国水

产养殖动物由拟态弧菌感染引发疾病的案例被

陆续报道[3-4]。 
在弧菌属成员中，对霍乱弧菌、副溶血弧

菌 (Vibrio parahaemolyticus)和创伤弧菌 (Vibrio 
vulnificus)的毒力机制有相对较系统的研究，但

有关拟态弧菌的致病机理知之甚少。目前，研

究者已对拟态弧菌的毒力因子开展了一些探

索，如拟态弧菌不耐热溶血素(Vibrio mimicus 
hemolysin, VMH)是一种肠毒性溶血素，其溶血

作用是通过在红细胞膜上形成孔洞引起的；

Mizuno 等[5-6]的研究表明蛋白酶 VmtA 和 VmtX
可以激活 pro-VMH，介导 VMH 成熟。Tanabe
等[7]的研究发现拟态弧菌能够利用血红素和血

红蛋白作为铁源来满足自身生长需求，发挥毒力

作用；并鉴定了一个编码血红素/血红蛋白受体

的基因 mhuA。根据弧菌三型分泌系统(type III 
secretion system, T3SS)保守基因设计 PCR 引物，

检测发现 T3SS2 基因在个别拟态弧菌菌株中的

存在，这为拟态弧菌的毒力机制研究提供了新

的方向[8]。这些毒力因子如何发挥致病作用仍

需进一步阐明。值得注意的是，上述毒力因子

并不是保守存在于所有拟态弧菌的毒力菌株

中，有些也存在于环境菌株中，部分毒力菌株中

也并未发现上述毒力因子。因此，开发一种拟态

弧菌分子分型技术将对其流行病学、毒力差异

机制和传播控制等研究具有重要意义。 

细菌分子分型方法有很多种，如脉冲场凝胶电

泳法(pulsed-field gel electrophoresis, PFGE)、任意

引物聚合酶链式反应(arbitrarily primed-polymerase 
chain reaction, AP-PCR)、肠杆菌基因间重复一

致序列 PCR (enterobacterial repetitive intergenic 
consensus, ERIC-PCR)等已被广泛应用于弧菌

属成员的分型[9-11]。多位点序列分型(multilocus 
sequence typing, MLST)是一种新型的基于核酸

序列测定的分子分型方法，1998 年首次应用于脑

膜炎奈瑟菌研究[12]。这种方法通过 PCR 扩增 7 个

管家基因内部片段，每个片段大约 450−500 bp，
测定其序列，分析序列的变异情况进而进行分

型[13]。对于每个管家基因，一个物种中存在的

不同序列被指定为不同的等位基因，对于每个

分离株，7 个位点的等位基因定义了等位基因

谱或序列类型(sequence type, ST)[14]。与大多数

涉及比较凝胶中 DNA 片段大小的分型方法相

比，MLST 技术的最大优势是其序列数据是明

确的，分离株的等位基因谱能够通过互联网与

已知数据库进行比较分析[15]。 
MLST 技术已经被应用于多个弧菌属成员

的分型研究，包括霍乱弧菌、副溶血弧菌和创

伤弧菌[16-18]，但还未见到有关拟态弧菌 MLST
分型的报道。本研究旨在建立一种基于 MLST
的拟态弧菌分型方法，并应用于从江苏水产养

殖地区分离的 155 株拟态弧菌分离株的种群结

构及其遗传多样性分析，以期为拟态弧菌的流

行病学调查等研究提供一种实用、便捷、基于

基因序列的分型方法。 

1  材料与方法 
1.1  材料 

本研究中使用的 155 株拟态弧菌是本实验

室在 2021–2022 年间从江苏不同地区水产养殖

对象分离到或者扬州大学张晓君教授实验室惠
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赠。从区域看，南京 18 株，镇江 4 株，宿迁

19 株，盐城 28 株，扬州 74 株，连云港 12 株；

从宿主来源看，其中 114 株来自鱼类临床样本，

30 株来自虾类临床样本，11 株来自养殖水体，

具体信息见表 1。所有菌株使用硫代硫酸盐柠

檬酸盐胆盐蔗糖琼脂 (thiosulfate citrate bile 
salts sucrose agar, TCBS)平板培养分离，并经

16S rRNA 基因鉴定。 
TCBS 琼脂培养基，广东环凯微生物科技

有限公司；细菌基因组快速抽提试剂盒，南京

诺维赞生物科技股份有限公司；药敏纸片，杭

州微生物试剂有限公司。超微量紫外分光光度

计，Mettler-Toledo 公司；梯度 PCR 仪，Bio-Rad
公司；小型冷冻离心机，Beckman Coulter 公司。 

1.2  引物设计及 PCR 扩增 
从已发表的弧菌 MLST 论文[16-21]中选择了

10 个管家基因作为建立拟态弧菌 MLST 分型方

法的候选基因，分别为 asd、dnaE、ftsA、groEL、
gyrB、mdh、recA、rpoD、pntA 和 pyrH。以拟态

弧菌 ATCC 33654T (GenBank 登录号为 CP014042
和 CP014043)和 MB-451 (GenBank 登录号为

ADAF00000000)基因组中上述 10 个基因的序

列为模板，根据它们各自的保守区域设计 PCR
扩增引物，引物序列和扩增片段长度见表 2。
扩增片段大小为 400−600 bp，以确保一个测序

反应即可完成对扩增产物的测序。用细菌基因

组快速抽提试剂盒提取拟态弧菌基因组 DNA
作为 PCR 模板。PCR 反应体系(50 µL)：2×Master 
Mix 25.0 µL，上、下游引物(10 µmol/L)各 2.0 µL，
模板 DNA 2.0 µL，ddH2O 19.0 µL。PCR 反应条件：

94 ℃ 5 min；94 ℃ 30 s，58 ℃ 30 s，72 ℃ 45 s，
34 个循环；72 ℃ 10 min；4 ℃保存。PCR 产物

经 1%琼脂糖凝胶电泳检测大小是否正确，并送

至生工生物工程(上海)股份有限公司进行测序。 

1.3  拟态弧菌遗传多样性分析 
使用软件 MEGA X[22]对获得每个基因的序

列进行比对切割，获得统一长度的片段。在

MEGA X 中查找每个基因位点中的不同序列， 

 
表 1  江苏省水产养殖区中分离的拟态弧菌菌株信息 
Table 1  Information of Vibrio mimicus strains isolated from aquaculture areas in Jiangsu province 
来源地区 
Area of source 

样品来源/菌株数 
Sample source/Number of strains 

总菌株数 
Total number of 
strains 

南京 
Nanjing 

0 日本沼虾/18 
Macrobrachium nipponense/18 

0 18 

镇江 
Zhenjiang 

0 日本沼虾/4 
Macrobrachium nipponense/4 

0 4 

宿迁 
Suqian 

斑点叉尾鮰/19 
Ictalurus punctatus/19 

0 0 19 

盐城 
Yancheng 

斑点叉尾鮰/18 
Ictalurus punctatus/18 

0 养殖水体/10 
Aquaculture water/10 

28 

连云港 
Lianyungang 

斑点叉尾鮰/4 
Ictalurus punctatus/4 

南美白对虾/7 
Penaeus vannamei/7 

养殖水体/1 
Aquaculture water/1 

12 

扬州 
Yangzhou 

黄颡鱼/73 
Pelteobagrus fulvidraco/73 

罗氏沼虾/1 
Macrobrachium rosenbergii/1 

0 74 

总计 
Total 

114 30 11 155 
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表 2  拟态弧菌 10 个潜在靶基因的引物信息、扩增产物大小 
Table 2  Primer sequences and amplicon sizes of the target regions for the ten loci of Vibrio mimicus 
基因名称 
Gene name 

引物序列 
Primer sequence (5′→3′) 

片段长度 
Size of amplicon (bp) 

来源 
Source 

asd F: AGCGTATGGTAGAAGAGCGC 563 本研究 
This study R: GTTGTCGGTTGGGAAAGTGC 

dnaE F: CAACACCACCAAGCAGAAGC 529 本研究 
This study R: TCGAGATGGATAAACCGCGG 

ftsA F: TGCACCTGATCACTTGCCAT 534 本研究 
This study R: CCTTCTATTTGTGCTGCGCC 

groEL F: TGGATCTGAAGCGCGGTATC 528 本研究 
This study R: CACCCGTCAGAATCGCGATA 

gyrB F: CACAAGCACCGTTGTCTGTG 538 本研究 
This study R: GGCACTTTCACCGAAACCAC 

mdh F: CTGGTTTCTGCTGGTGTTGC 514 本研究 
This study R: CACCTTGCAGTGCTTTCACC 

recA F: AGGTTCCATCATGCGCCTAG 413 本研究 
This study R: CGCCCATTTCGCCTTCAATT 

rpoD F: ACTTGTCCTTCGAGGCAAGG 555 本研究 
This study R: TCTTCATCAGCGAGATCGGC 

pntA F: TCGGCTCAAGCGAAGAAGTT 577 本研究 
This study R: ACATCTTTCGCTTGTGCAGC 

pyrH F: TGCAAAAGCTGGCATGAACC 519 本研究 
This study R: GTACCTTCCGCTTCACCCAT 

 
进而将其分配不同的等位基因编号，相同的序

列被分配为相同的等位基因编号。根据 7 个位

点的等位基因编号建立等位基因谱，分配为不

同序列类型。利用 DnaSP 6[23]评估群体遗传参

数，如多态位点数目 (number of polymorphic 
sites, S)、核苷酸多样性(nucleotide diversity, Pi)
和单倍型多样性(haplotype diversity, Hd)。 

1.4  克隆复合体分析 
使用软件 goeBURST-1.2.1[24]对已分配的

ST 进行克隆复合体聚类分析；通过计算 7 个等

位基因编号之间的相似性确定等位基因距离，

定义每一组的单位点变异(single locus variant, 
SLV)和双位点变异(double locus variant, DLV)
的数量。克隆复合体(clonal complex, CC)被定义

为一组存在一个或两个等位基因不同的 ST，而

存在 3个或更多位点上不同的 ST被定义为单体

(singleton)。在每个克隆复合体中，祖先 ST 型

被定义为单个位点变异数量最多的 ST[25]。 

1.5  系统发育树构建 
将 56 个 ST 的 7 个管家基因的片段序列按

dnaE-gyrB-mdh-recA-rpoD-pntA-pyrH 顺序依次

进行拼接，然后使用 MEGA X 对所有串联序列进

行 Cluster W 比对分析，基于最大似然法估计遗传

距离，运用邻近法构建无根系统发育树，并通

过 iTOL (https://itol.embl.de/)进行可视化处理。 

1.6  K-B 法检测耐药表型 
采用 Kirby-Bauer 圆盘扩散法(K-B 法)检测

155 株拟态弧菌对 12 种常用抗生素的敏感性。

药敏纸片的抗生素分别为氨苄西林 (AMP，  
10 μg/片)、氯霉素(CHL，30 μg/片)、氟苯尼考
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(FFC，30 μg/片)、红霉素(ERY，15 μg/片)、磺

胺异噁唑 (SOX，250 μg/片 )、甲氧苄氨嘧啶

(TMP， 5 μg/片 )、复方新诺明 (SMP/TMZ，

23.75/1.25 μg/片)、卡那霉素(KAN，30 μg/片)、新

霉素(NEO，30 μg/片)、环丙沙星(CIP，5 μg/片)、
恩诺沙星(ENR，10 μg/片)和多西环素(DOX，

30 μg/片)。以大肠杆菌 ATCC 25922 菌株作为

质控菌株。使用游标卡尺测量其抑菌圈的直径

后，所有的结果均根据临床和实验室标准研究

所(CLSI)指南(https://clsi.org/)进行判断，将判定

结果分为敏感(S)、中介(I)和耐药(R)。如果菌株

对 3 种或 3 种以上的抗生素耐药，则认为是多

重耐药(multidrug-resistant, MDR)菌株。 

2  结果与分析 
2.1  拟态弧菌管家基因的筛选及 MLST 分型

方法的建立 
PCR 产物的凝胶电泳结果显示 10 个潜在

的候选管家基因中有 3 个基因(asd、 ftsA 和

groEL)扩增产物出现非特异性条带(图 1)，不符

合 MLST 位点选择的标准；剩余 7 个基因(dnaE、

gyrB、mdh、recA、rpoD、pntA 和 pyrH)用于后

续的 MLST 分型分析。分析结果显示，7 个管

家基因组合后将 155 株拟态弧菌分离株共分为

56 个 ST，其中 ST11 是菌株数量最多的 ST，占

155 株拟态弧菌的 49.03% (76/155)。 

2.2  拟态弧菌遗传多样性 
利用 DnaSP 6 软件对 7 个管家基因的等位

基因多样性数据进行分析，包括分析片段大小、

等位基因数量、多态性位点数量、核苷酸多样

性和单倍型多样性等信息，结果见表 3。每个

管家基因的不同等位基因数量不同，从 7 个

(dnaE、recA)到 18 个(pntA)不等，大多数等位

基因的核苷酸序列和氨基酸序列存在差异。   
7 个管家基因的多态性位点数共有 1 189 个，以

pntA 的数量最多，包含有 330 个多态位点；其

次为 pyrH 基因，包含有 320 个多态性位点；最

少的为 recA，含有 46 个多态性位点。核苷酸多

样性(Pi)结果显示在 7 个 MLST 位点中，pyrH
位点的核苷酸多样性最大；其次是 pntA 和 

 

 
 
图 1  凝胶电泳分析拟态弧菌 10 个管家基因的 PCR 扩增结果   M：2 000 bp DNA Marker；B：空白

对照 
Figure 1  Gel electrophoresis analysis of PCR products of 10 Vibrio mimicus housekeeping genes. M:     
2 000 bp DNA Marker; B: Blank. 
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表 3  155 株拟态弧菌的等位基因序列变异特征分析 
Table 3  Characterization of allelic sequence variation observed in 155 isolates of Vibrio mimicus 
位点 
Locus 

序列大小 
Sequence 
length 
(bp)   

等位基因数 
Alleles 
number 

多态性

位点数 
S 

菌株(n=155) 
Isolates (n=155) 

 
 

序列型 
STs (n=56) 

核苷酸多样性 
Pi 

单倍型多样性 
Hd 

 
 

核苷酸多样性 
Pi 

单倍型多样性 
Hd 

dnaE 490 7 75 0.056 23 0.516  0.081 63 0.893 
gyrB 484 13 283 0.047 30 0.623  0.107 36 0.872 
mdh 470 12 89 0.057 73 0.524  0.076 30 0.987 
recA 384 7 46 0.048 04 0.526  0.056 45 0.929 
rpoD 503 9 50 0.027 24 0.463  0.047 00 0.972 
pntA 528 18 330 0.024 27 0.245  0.147 70 0.993 
pyrH 463 14 320 0.117 61 0.541  0.191 11 0.908 
7 locus totals 3 322 50 1 189 0.012 39 0.965  0.077 38 0.992 
 
 

gyrB，但是pntA在辨别能力方面优于pyrH和gyrB。
单倍型多样性(haplotype diversity, Hd)结果显示

pntA 的单倍型多样性最大，其次是 mdh 和 rpoD。

以上结果表明，本研究使用的 7 个管家基因在拟

态弧菌 MLST 分型中具有很强的识别能力。 

2.3  克隆复合体聚类结果 
采用 eBURST 算法对 56 个 ST 进行了种群

结构表征分析，在单位点变异水平上的分析显

示 56 个 ST 聚类为 4 个克隆复合体和 6 个单体，

其中一个以 ST11 为中心，有 23 个卫星 ST；   
一个以 ST6 为中心，有 16 个卫星 ST；一个以

ST53 为中心，有 5 个卫星 ST；另一个以 ST27
为中心，有 2 个卫星 ST。在双位点变异水平的

研究发现 56个 ST聚类为 3个克隆复合体(CC1、
CC2 和 CC3)和 3 个单体(图 2)，其中 CC1 是最

大的克隆复合体，由 25 个卫星序列型组成，

ST11 是 CC1 的祖先序列型，主要来源于鱼类样

本；CC2 包含 17 个序列型，其中 ST6 是 CC2
的祖先序列型，ST2 为次级祖先序列型，来源

于虾类菌株主要聚集在 CC2；CC3 包含全部  
11 个序列型，ST53 是 CC3 的祖先序列型，CC3
由环境分离株组成，聚类更加分散。ST12、ST24
和 ST37因有 3个或更多位点的序列差异而被定

义为单体。以上研究结果表明江苏水产养殖区

拟态弧菌分离株 ST 型呈多元化分布，并且和宿

主来源存在一定的联系，源于环境株的序列型

主要聚集在 CC3 内。 

2.4  基于 MLST 数据的系统发育研究 
基于 56 个序列型的总核苷酸序列构建了

系统发育树。结果显示，56 个序列型被分为 3 大

类群(图 3)。类群 I 包含来自 CC2 的 8 个 ST 和

来自 CC1 的 ST10。类群 II 分为两个亚类群(IIa
和 IIb)，亚类群 IIa 由 CC1 和 CC3 的序列型共

同组成，菌株主要分离于鱼类及其池塘水环

境，值得注意的是亚类群 IIb 全部由来自 CC2
的序列型组成。类群 III 是 3 个类群中包含数

量最多也最复杂的类群，不仅包括由 CC1 和

CC3 衍生的 ST，也包括 3 个单体 ST12、ST24
和 ST37。 

2.5  抗生素耐药性和 MDR 图谱 
K-B 法药敏结果表明，155 株拟态弧菌具

有广泛的抗生素耐药性，其中对 ERY 的耐药率

最高，约为 88.39% (137/155)，耐药菌株来源于

鱼类及其养殖水体，而来源于虾类的拟态弧菌

对 ERY 表现出中介。对复方新诺明、磺胺异噁

唑和甲氧苄胺嘧啶等磺胺类抗生素的耐药率分 
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图 2  双位点变异水平分析拟态弧菌的种群结构   eBURST 网络图中数字代表一个序列型. 实线代表

单位点变异，虚线代表双位点变异 
Figure 2  Population structure of Vibrio mimicus as indicated by eBURST at the double locus variant (DLV) 
level. Each of the 56 STs in the eBURST network is represented by a box. Heavy lines represent single locus 
variants, light (grey) lines represent double locus variants. 
 
别为 76.77% (119/155) 、 72.9% (113/155) 和
52.9% (82/155)。对恩诺沙星、环丙沙星等喹诺

酮类抗生素的耐药率为 58.7% (91/155)和 43.9% 
(68/155)。相反地，155 株拟态弧菌对氯霉素类

抗生素较为敏感，其中对氯霉素和氟苯尼考的

敏感性 分 别为 90.32% (140/155) 和 91.61% 
(142/155)。155 株拟态弧菌中大部分菌株表现

出对 3 种及 3 种以上抗生素耐药，多重耐药率

达 81.29% (126/155)；但不同菌株呈现不同的耐

药谱，统计分析显示共有 31 种耐药谱(表 4)，
其中 6 株拟态弧菌(6/155, 3.87%)对 10 种以上抗

生素具有耐药性。值得注意的是，有 10 株拟态

弧菌(10/155, 6.45%)对 12 种抗生素均无耐药

性，它们都分离于不同养殖区的虾类样本。 

3  讨论与结论 
拟态弧菌隶属于弧菌属，是一种常见的条

件致病菌，可感染多种水产养殖动物引起腹水

病、烂身病等，造成巨大的经济损失，严重危

害水产养殖业的健康发展。因此，针对拟态弧

菌的研究主要集中在分离株的研究上，疫苗研

发近年来也受到了关注，但由于缺乏有效的分 
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图 3  拟态弧菌 56 个序列型的系统发育树   系统发育树是基于 7 个 MLST 位点的串联序列构建，数

字表示可信度 
Figure 3  Phylogenetic tree of the 56 STs of Vibrio mimicus. The tree was constructed using the 
concatenated sequences of the seven MLST loci.  
 
子分型手段，拟态弧菌的流行病学调查研究仍

需加强。 
本研究利用分离于江苏不同养殖区的  

155 株拟态弧菌分离株，建立了基于 MLST 技

术的拟态弧菌分型方法。该方法采用 dnaE、

gyrB、mdh、recA、rpoD、pntA 和 pyrH 这 7 个

管家基因的保守片段，并基于片段内的序列差

异组成等位基因谱，最终将 155 株拟态弧菌分

为 56 个 ST。等位基因的数量反映管家基因的

多样性，等位基因数量越多其多样性越丰富[26]。

本研究各管家基因的等位基因数量分布在 7–18
之间，其中 pntA 的等位基因数量最多，表明多

态性可能主要来自该位点，dnaE 和 recA 的等

位基因数量最少，表明拟态弧菌的 dnaE 和 recA  
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表 4  155 株拟态弧菌的耐药谱 
Table 4  Antibiotic resistance profiles of 155 Vibrio mimicus strains. 
抗生素耐受的种类 
Types of antibiotic 
resistance 

抗生素耐药图谱 
Antibiotic resistance profile 

菌株数 
Number of 
strains 

11 AMP-FFC-ERY-SOX-TMP-(SMP-TMZ)-KAN-NEO-CIP-ENR-DOX 1 

 AMP-CHL-ERY-SOX-TMP-(SMP-TMZ)-KAN-NEO-CIP-ENR-DOX 1 

10 AMP-ERY-SOX-TMP-(SMP-TMZ)-KAN-NEO-CIP-ENR-DOX 2 

 AMP-CHL-FFC-ERY-SOX-TMP-(SMP-TMZ)-KAN-ENR-DOX 1 

 AMP-CHL-ERY-SOX-TMP-(SMP-TMZ)-KAN-NEO-ENR-DOX 1 

9 AMP-ERY-SOX-TMP-(SMP-TMZ)-KAN-NEO-CIP-ENR 2 

 AMP-CHL-ERY-SOX-TMP-(SMP-TMZ)-NEO-ENR-DOX 1 

8 AMP-CHL-ERY-SOX-TMP-(SMP-TMZ)-KAN-NEO 1 

7 AMP-ERY-TMP-(SMP-TMZ)-KAN-ENR-DOX 1 

 AMP-ERY-SOX-TMP-(SMP-TMZ)-KAN-NEO 2 

 AMP-ERY-SOX-(SMP-TMZ)-KAN-NEO-ENR 1 

6 AMP-ERY-SOX-(SMP-TMZ)-NEO-ENR 2 

 AMP-ERY-SOX-TMP-(SMP-TMZ)-NEO 2 

 AMP-ERY-SOX-TMP-(SMP-TMZ)-KAN 1 

 AMP-ERY-SOX-(SMP-TMZ)-CIP-ENR 2 

 AMP-ERY-SOX-TMP-(SMP-TMZ)-DOX 76 

5 AMP-SOX-(SMP-TMZ)-NEO-CIP 1 

 AMP-ERY-SOX-(SMP-TMZ)-ENR 6 

 AMP-ERY-SOX- -(SMP-TMZ)-KAN 41 

 AMP-ERY-SOX-(SMP-TMZ)-NEO 1 

4 ERY-SOX-(SMP-TMZ)-ENR 4 

 AMP-SOX-TMP-(SMP-TMZ) 2 

 ERY-(SMP-TMZ)-CIP-ENR 1 

3 ERY-SOX-(SMP-TMZ) 3 

 SOX-(SMP-TMZ)-CIP 1 

 AMP-ERY-(SMP-TMZ) 1 

2 CIP-ENR 1 

1 (SMP-TMZ) 2 

 CIP 1 

 ENR 1 

0  10 

AMP：氨苄西林；ERY：红霉素；CHL：氯霉素；FFC：氟苯尼考；SOX：磺胺异噁唑；KAN：卡那霉素；NEO：新

霉素；CIP：环丙沙星；ENR：恩诺沙星；DOX：西环素；(SMP-TMZ)：复方新诺明 
AMP: Ampicillin; ERY: Erythromycin; CHL: Chloramphenicol; FFC: Florfenicol; SOX: Sulfametho-xazole; KAN: 
Kanamycin; NEO: Neomycin; CIP: Ciprofloxacin; ENR: Enrofloxacin; DOX: Doxycycline; (SMP-TMZ): Paediatric 
compound sulfamethoxazole tablets. 
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位点相对较为保守。单倍型多样性反映从样本

群体中提取的任何一对菌株在一个位点上携带

不同等位基因的概率[27]。本研究建立的 MLST
方法的 Hd 值为 0.992，而且 7 个位点 MLST 方

案对整个群体中菌株鉴定的鉴别能力为 96.5%，

说明该方法具有较高的鉴别能力和指示分型系

统中位点识别能力 [28]，与弧菌属其他成员的

MLST 方案相当[29]。 
克隆复合体分析结果表明 CCs 与宿主来源

具有一定的相关性。单位点变异和双位点变异

分析均表明，分离于鱼类的拟态弧菌所组成的

CC1 是最大的克隆复合体，包含菌株数量最多，

而且两种分析都显示 ST11 均处于 CC1 的中心

位置，说明 ST11 在江苏水产养殖区拟态弧菌种

群进化中可能处于祖先位置，属于优势菌株，

应加强对这种序列型菌株致病力的监测。CC2
全部由从虾中分离出来的序列型组成，ST6 是

CC2 的祖先序列型，ST2 是 CC2 的次级祖先序

列型；ST2 为代表的次级进化支从罗氏沼虾的

样本分离，在进化树中与青虾分离序列型属于

不同的进化分支，这可能是由于宿主来源的变

化所致。CC3 主要包含来源于养殖环境的序列

型，系统发育树显示它们(ST26、ST32、ST40、
ST49、ST51、ST53 和 ST55)与 CC1 的序列型

有着密切的联系，说明这些菌株与鱼类分离株

在进化上有密切关系。 
基于对 56 个序列型的整体核苷酸序列变

异的系统发育分析为了解拟态弧菌群体结构

提供了另一种视角(图 3)。本研究 56 个序列型

聚类为 3 个大类群，类群 I 除了分离于鱼的

ST10 外，其余全部是来自虾的序列型组成，

推测这些虾源拟态弧菌可能由鱼源拟态弧菌

进化而来。这与早期的报道类似，属于相同克

隆复合体的分离株可能被分为不同的进化   
支 [24]。在系统发育树类群 IIa 和类群 IIb 的序

列型组成也证实了这一现象。这种不一致是由

于分析方法不同而造成。eBRUST 算法是基于

等位基因图谱的方法，将等位基因差异分配为

单体或克隆复合体 [30]。然而邻近法获得的系

统发育树基于序列构建，并且将差异较少的序

列聚类在一起，为揭示进化关系提供了更高的

分辨率。类群 III 中包含的序列型最多且最为

复杂，主要是来自鱼类样本及其相应水环境

的序列型，说明江苏水产养殖区内流行的拟

态弧菌具有很强的遗传多样性。Abayneh 等 [31]

报道 MLSA 方法可以根据分离株的地理来源

或宿主进行解析，这与我们的 MLST 分析结果

相一致。 
抗生素菌素类药物是过去多年治疗水产养

殖动物细菌性疾病的主要手段，抗生素长时间

或者不规范使用会造成细菌对抗生素的耐药

性。对 155 株拟态弧菌进行耐药性分析发现，

它们对 12 种不同的抗菌素有 31 种耐药谱，

81.29%的菌株为 MDR 菌株。这与之前蔺凌云

等[3]调查的拟态弧菌耐药性趋势是一致的，报

道显示从浙江养殖黄颡鱼分离得到的 11 株拟

态弧菌均表现为多重耐药，而且对恩诺沙星、

强力霉素、土霉素、氟苯尼考、环丙沙星、交

沙霉素、红霉素的敏感率为 100%。特别值得关

注的是，本研究从虾类样本分离的拟态弧菌的

耐药性远远低于鱼类样本菌株，这提示可能与

不同养殖品种的养殖模式有关。 
综上所述，本研究建立的 MLST 方案是一种

有效鉴定拟态弧菌的分子分型方法，具有可重

复性、快速和经济有效等优点，避免核心基因

组多位点序列分型等基因组检测分析所需的严

格分离过程，可作为拟态弧菌系统发育研究和

未来流行病学调查的实用工具，产生的数据可

通过网络访问数据库 (https://pubmlst.org)直接

在实验室之间进行比较。 
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