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一株多重耐药副溶血性弧菌的耐药分子机制研究 

江艳华, 姚  琳, 李风铃, 翟毓秀, 王联珠* 
(中国水产科学研究院黄海水产研究所, 农业部水产品质量安全检测与评价重点实验室, 青岛  266071) 

摘  要: 目的  从养殖半滑舌鳎肠道分离到一株副溶血性弧菌 Vp1107, 对该菌株进行耐药性及耐药分子机制

研究。方法  通过 K-B 法进行药敏试验, PCR 扩增及测序法对耐药基因及整合子进行检测与分析。结果  

Vp1107 菌株耐受氨苄西林、阿莫西林、头孢唑啉、四环素、土霉素和氯霉素, 对头孢呋辛钠、链霉素、卡那

霉素、萘啶酸、环丙沙星中度敏感, 其多重耐药系数为 0.33。菌株携带 blaTEM、strA、strB、tetB、tetM、catⅢ、

intI1耐药相关基因, 1类整合子不含基因盒, gyrA和 parC基因的喹诺酮类耐药决定区未发生点突变。结论  副

溶血性弧菌 Vp1107 耐药程度较为严重, 其耐药性主要由耐药基因编码的耐药性酶类和外排泵作用引起, 提示

应加强对副溶血性弧菌耐药性的监控及渔用药物的管理。 
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Studies on molecular mechanism of a multi-drug resistant 
Vibrio parahaemolyticus strain 
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(Key Laboratory of Testing and Evaluation for Aquatic Product Safety and Quality, Ministry of Agriculture, 
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ABSTRACT: Objective  The drug resistance and the molecular resistance mechanism of a Vibrio parahae-
molyticus strain Vp1107 from the gut of the half-smooth tongue sole were studied. Methods  The drug resis-
tance was performed by K-B method and the resistance genes and integrons were determined by PCR amplifi-
cation and DNA sequencing. Results  Vp1107 was resistant to ampicillin, amoxycillin, cephazolin, tetracyc-
line, oxytetracycline and chloramphenicol, and intermediate-sensitive to cefuroxime sodium, streptomycin, ka-
namycin, nalidixic acid and ciprofloxacin. The multi-drug resistance index of this strain was 0.33. blaTEM、strA、
strB、tetB、tetM、catⅢ、intI1 genes were present in Vp1107 and class 1 integron was an empty integron without 
any gene cassettes. There were no mutants within quinolone resistance-determining region of gyrA and parC 
genes. Conclusion  The drug resistance of Vp1107 was relatively severe which was due to inactivated or 
modified enzymes and efflux pumps, indicating it is necessary to strengthen the monitoring of drug resistance 
of V. parahaemolyticus and the management of drugs’ usage. 
KEY WORDS: Vibrio parahaemolyticus; multi-drug resistance; drug resistance genes; integrons; quinolone 
resistance-determining region 
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副溶血性弧菌(Vibrio parahaemolyticus)是一种
革兰氏阴性嗜盐菌, 广泛分布于温热带地区的近海
海水、海底沉积物和鱼贝类等海产品中。副溶血性弧

菌是一种人畜共患病原菌, 既能引起水生动物疾病
的发生, 给海水养殖业带来巨大损失[1], 同时也是人
类食源性疾病最重要的病原之一, 能引起急性肠胃
炎[2]。我国的食源性疾病监测数据表明, 副溶血性弧
菌每年引起的食物中毒占微生物病原的首位[3]。 

近年来我国海水养殖业发展迅速, 然而由于养
殖的不规范运作导致病害频频发生, 抗生素的使用
在治疗病害方面起到了积极的作用。但是一些养殖户

不规范使用或滥用抗生素, 其结果是对细菌产生耐
药性带来潜在的促进作用, 其中的副溶血性弧菌产
生耐药性后通过食物链或其他方式进入人体, 会造
成常规抗生素失效, 给临床治疗带来巨大挑战, 严重
威胁人类健康。本实验室从养殖半滑舌鳎肠道中分离

到一株副溶血性弧菌, 为了解该菌的耐药程度和养
殖环境受抗生素污染的程度, 防控食源性致病菌耐
药性的传播扩散, 特对该菌的耐药性及耐药分子机
制进行研究。 

1  材料与方法 

1.1  菌株来源 

副溶血性弧菌 Vp1107, 分离自山东某养殖场采
集的半滑舌鳎肠道, 于本实验室保存。抗生素敏感试
验质控标准菌株大肠杆菌 ATCC 25922, 购自美国典
型微生物保藏中心(ATCC)。 

1.2  培养基和试剂 

营养肉汤/琼脂和 M-H 琼脂培养基(北京陆桥生
物技术有限公司 ); 18 种抗生素药敏纸片 (英国
OXOID公司); 细菌基因组提取试剂盒与琼脂糖凝胶
DNA回收试剂盒(北京天根生物技术有限公司); PCR
扩增用试剂(大连宝生物工程有限公司); PCR扩增用
引物(上海生工生物工程有限公司); 琼脂糖(西班牙
Biowest)。 

1.3  药敏试验 

采用WHO推荐的K-B法, 药敏试验的质控和结
果判定依据美国临床实验室标准化研究所(CLSI)微
生物敏感试验执行标准, 以大肠杆菌 ATCC 25922为
质控菌株[4,5]。菌株接种至含 3%氯化钠营养肉汤中, 

36 ℃培养至麦氏浓度 0.5, 取 0.3 mL 培养液涂布含
0.85%氯化钠M-H琼脂平板, 待水分吸收后将药敏纸
片贴在琼脂表面, 于 35 ℃培养 18 h, 用游标卡尺量
取各纸片的抑菌圈直径。多重耐药(multiple antibiotic 
resistance, MAR)系数以菌株耐受抗生素的总数与受
试抗生素总数的比值表示[6]。 

1.4  PCR 扩增及测序 

将 Vp1107菌株接种至含 3%氯化钠营养肉汤中, 
36 ℃振荡培养过夜, 离心, 收集菌体, 采用细菌基因
组 DNA提取试剂盒提取基因组 DNA。根据药敏试验
结果, 采用 PCR 扩增法对菌株的耐药基因及耐药相
关整合子进行筛选。此外, 对 gyrA和 parC基因的喹
诺酮耐药决定区 (quinolone resistance-determining 
region, QRDR)的突变情况进行分析。PCR扩增用引
物序列见表 1。PCR反应体系(20 μL)包括: 1×缓冲液
(含 MgCl2)、0.5 mmol/L dNTPs、0.25 μmol/L正向引
物和反向引物、1.0 U rTaq酶、约 50 ng基因组 DNA。
PCR反应条件为: 94 ℃预变性 5 min, 再按 94 ℃变
性 60 s, 适当温度退火 60 s, 72 ℃延伸 45 s至 2 min, 
进行 30个循环, 最后 72 ℃再延伸 7 min。所得扩增
产物经 1.5%琼脂糖凝胶电泳后在凝胶成像系统中
检测。PCR 扩增产物经琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂
盒回收后, 送上海生工生物工程有限公司测序, 序
列经 BLAST与NCBI数据库中的核酸序列进行比对, 
对扩增的耐药基因进行确证, 通过 DNAStar 软件分
析 gyrA 与 parC 扩增基因与报道序列的同源性及突
变情况。 

2  结果与分析 

2.1  药敏试验 

副溶血性弧菌 Vp1107 对 18 种抗生素的药敏试
验结果见表 2, 该菌株对氨苄西林、阿莫西林、头孢
唑啉、四环素、土霉素和氯霉素耐药, 对头孢呋辛钠、
链霉素、卡那霉素、萘啶酸、环丙沙星呈现中度敏感, 
对其他 7 种抗生素高度敏感。该菌株表现出耐受 β−
内酰胺类、四环素类和氯霉素类这 3类抗生素的多重
耐药性, 其 MAR系数为 0.33。 

2.2  耐药基因检测 

耐药基因检测结果显示 ,  菌株 Vp1107 携带
blaTEM、strA、strB、tetB、tetM、catⅢ、gyrA、parC 
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表 1  耐药基因、整合子及其引物序列 
Table 1  Drug resistance genes, integrons and sequences of primers 

编码耐受抗生素 目的基因 引物 引物序列 (5’-3’) 片段大小 
(bp) 

耐药机制 参考文献

β−内酰胺类 

blaTEM 
blaTEM-F ATAAAATTCTTGAAGACGAAA 

1086 

β−内酰胺酶 

[7] 
blaTEM-R GACAGTTACCAATGCTTAATC 

blaOXA 
blaOXA-F ACACAATACATATCAACTTCGC 

885 
blaOXA-R AGTGTGTTTAGAATGGTGATC 

blaSHV 
blaSHV-F GCGAAAGCCAGCTGTCGGGC 

304 

[8] 
blaSHV-R GATTGGCGGCGCTGTTATCGC 

blaCTX-M 
blaCTX-M-F GTGCAGTACCAGTAAAGTTATGG 

538 
blaCTX-M-R CGCAATATCATTGGTGGTGCC 

氨基糖苷类 

strA 
strA-F CCTGGTGATAACGGCAATTC 

546 
氨基糖苷磷

酸转移酶 
[9] 

strA-R CCAATCGCAGATAGAAGGC 

strB 
strB-F ATCGTCAAGGGATTGAAACC 

509 
strB-R GGATCGTAGAACATATTGGC 

四环素类 

tetA 
tetA-F GCTACATCCTGCTTGCCTTC 

210 

外排泵 

[10] 
tetA-R CATAGATCGCCGTGAAGAGG 

tetB 
tetB-F TTGGTTAGGGGCAAGTTTTG 

659 
tetB-R GTAATGGGCCAATAACACCG 

tetM 
tetM-F GTRAYGAACTTTACCGAATC 

633 [11] 
tetM-R ATCGYAGAAGCGGRTCAC 

氯霉素 

catⅠ C-1 GGTGATATGGGATAGTGTT 349 

氯霉素乙酰

转移酶 
[12] 

catⅡ C-2 GATTGACCTGAATACCTGGAA 567 

catⅢ C-3 CCATACTCATCCGATATTGA 275 

catⅣ C-4 CCGGTAAAGCGAAATTGTAT 451 

cat反向通用引物 C-R CCATCACATACTGCATGATG / 

喹诺酮类耐药 
决定区 

gyrA 
gyrA-F CGATTGGAACAAACCATATAAA 

200 
靶位基因突

变 
[13] 

gyrA-R CGGTGTAACGCATTGCCGCA 

parC 
parC-F CTTGGTCTTTCGGCATCAGC 

214 
parC-R CTTCGGTATAACGCATTGCC 

1类整合酶 intI1 
IntI1-F GGGTCAAGGATCTGGATTTCG 

483 

整合和转移

耐药基因 

[14] 

IntI1-R ACATGCGTGTAAATCATCGTCG 

2类整合酶 intI2 
IntI2-F CACGGATATGCGACAAAAAGGT 

788 
IntI2-R GTAGCAAACGAGTGACGAAATG 

3类整合酶 intI3 
IntI3-F GCCTCCGGCAGCGACTTTCAG 

979 
IntI3-R ACGGATCTGCCAAACCTGACT 

1类整合子可变区 基因盒 
Hep58 TCATGGCTTGTTATGACTGT 

可变 [15] 
Hep59 GTAGGGCTTATTATGCACGC 
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表 2  Vp1107 的药敏实验结果 

Table 2  Drug resistance of Vp1107 

抗生素 浓度 (µg) 敏感度 

β−内酰胺类 

氨苄西林(AMP) 10 耐药 

阿莫西林 (AML) 10 耐药 

头孢唑啉 (KZ) 30 耐药 

头孢呋辛钠 (CXM) 30 中度敏感 

头孢噻肟 (CTX) 30 高度敏感 

头孢吡肟 (FEP) 30 高度敏感 

氨基糖苷类 

链霉素 (STR) 10 中度敏感 

庆大霉素 (CN) 10 高度敏感 

卡那霉素 (KAN) 30 中度敏感 

喹诺酮类 

诺氟沙星 (NOR) 10 高度敏感 

环丙沙星 (CIP) 5 中度敏感 

萘啶酸 (NA) 30 中度敏感 

四环素类 
四环素 (TE) 30 耐药 

土霉素 (OT) 30 耐药 

磺胺类 
磺胺复合物 (SUL) 300 高度敏感 

复方新诺明 (SXT) 25 高度敏感 

氯霉素类 氯霉素 (CHL) 30 耐药 

硝基呋喃类 呋喃妥因 (F) 300 高度敏感 

 
基因, 不含有 blaOXA、blaSHV、blaCTX-M、tetA、catⅠ、
catⅡ、catⅣ基因(图 1)。该菌株检出 1 类整合酶基
因 intI1, 未检出 2类和 3类整合酶基因 intI2、intI3, 
通过进一步对 1 类整合子可变区进行扩增, 未扩增
出相应产物, 表明该菌株携带的 1 类整合子不含有
基因盒。 

 

图 1  Vp1107耐药基因电泳图谱 
Fig. 1  Electrophoresis profile of antibiotic resistance 

genes of Vp1107 
M: DL2000; 1: blaTEM; 2: strA; 3: strB; 4: tetB; 5: tetM; 6: catⅢ; 

7: gyrA; 8: parC; 9: intI1 

2.3  QRDR 突变情况 

对 gyrA、parC基因 QRDR扩增产物进行双向测

序后拼接 , 所得 gyrA 序列与 GenBank 中登录的

AB023569.1序列进行比对, parC序列与 GenBank中

登录的 AB023570.1 序列进行比对。结果发现, 同源

性均为 100%, gyrA基因和 parC基因的 QRDR未发

生点突变。 

3  讨  论 

本研究对前期从半滑舌鳎肠道分离的一株副溶

血性弧菌 Vp1107 进行耐药性分析, 发现该株菌呈现

多重耐药性, 对常用的抗生素 β-内酰胺类、四环素类

以及氯霉素呈现耐受作用, 提示在养殖半滑舌鳎的

过程中可能受到这些药物的污染。根据调研, 氨苄西

林、阿莫西林和头孢唑啉等目前在养殖过程中很少使
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用, 可能是养殖环境受到来自其他污物、废水排放的

污染而导致水域中存在这些药物, 细菌在这些药物

的胁迫作用下产生了耐药性。已有的研究报道显示, 

大部分副溶血性弧菌可耐受这 3类抗生素[16,17]。这也

表明, 编码耐受该类抗生素的基因在环境中普遍存

在。四环素类抗生素是鮃鲽鳎养殖中常用的抗生素, 

分离菌株对四环素类抗生素具有耐受作用, 也说明

了养殖过程中可能使用了该类药物。值得一提的是, 

Vp1107对已禁用 10多年的氯霉素呈现耐受作用, 推

测半滑舌鳎养殖过程中可能违规使用了氯霉素, 也

可能是与氯霉素的衍生物-氟氯霉素等的使用有关, 

该现象在其他副溶血性弧菌中已有发现 [18,19], 其耐

药性产生的原因有待于进一步查证。 

抗生素的广泛使用导致细菌的多重耐药性越来

越严重, 给临床治疗带来了巨大的挑战。MAR 系数
是由 Krumperman[6]首次提出, 主要是反映环境受抗
生素的污染程度及评价其对人类健康的风险。通常认

为, MAR系数大于 0.2即表明受到较高程度的污染和
对人类健康有较大的风险[6]。本研究发现, Vp1107菌
株的 MAR系数为 0.33, 提示半滑舌鳎的养殖过程受
到抗生素的污染较为严重, 该菌株如果通过食物链
进入人体, 会对人类健康产生较大的威胁。 

细菌的耐药机制主要包括灭活酶或钝化酶作用、

外排泵作用、基因突变及可移动基因元件的整合和移

动等[20], 为了探讨 Vp1107 菌株耐药的分子机制, 根
据药敏试验结果对菌株的耐药基因及耐药相关整合

子进行了检测。对于耐受的 β-内酰胺类、四环素类
和氯霉素类, 以及中度敏感的氨基糖苷类, 扩增出了
对应的耐药基因, 且对氨基糖苷类和四环素类的耐
受性是两个耐药基因在起作用。通过这些耐药基因编

码产物可以看出, 菌株对 β−内酰胺类、氨基糖苷类及
氯霉素的耐药机制主要通过 β-内酰胺酶、氨基糖苷
磷酸转移酶及氯霉素乙酰转移酶等耐药性酶类的灭

活或钝化作用引起, 而对四环素类的耐药机制则主
要由外排泵作用引起。 

喹诺酮类药物对细菌最主要的作用靶位是 DNA
旋转酶和拓扑异构酶Ⅳ。DNA 旋转酶由 2 对 GyrA
和GyrB亚基组成, 拓扑异构酶Ⅳ则是由 2对 ParC和
ParE亚基组成。已有研究表明, 喹诺酮类药物的耐药
性主要与 gyrA和 parC基因的喹诺酮类耐药决定区的
基因突变有关[13]。本研究结果发现, 对喹诺酮类中度

敏感的 Vp1107菌株在 gyrA和 parC基因喹诺酮耐药
决定区并没有发生基因突变, 可能是基因突变后导
致的耐药水平较高, 这一机制并不适用于耐药水平
很低的菌株。 

整合子是一类可移动基因元件, 可以携带1个或
多个耐药基因盒在不同菌株之间传递, 在细菌耐药
性尤其是多重耐药性的转移扩散中起重要作用。目前

发现的与耐药有关的整合子主要有 1类、2类和 3类, 
其中 1类整合子在副溶血性弧菌中已有发现, 2类和 3
类尚未在副溶血性弧菌中检出[21]。为了探讨 Vp1107
菌株多重耐药性与整合子的关系, 本研究对 3类整合
子进行了检测, 其中 1类整合酶基因检出, 说明该菌
中含有 1 类整合子, 但该整合子不携带任何基因盒, 
表明该菌株的多重耐药性与整合子无关。尽管如此, 
该菌株 1 类整合子的可变区仍然可以整合上新的基
因盒甚至耐药基因盒, 对耐药基因的传播扩散具有
潜在的作用。 

综上所述, 本实验分离的副溶血性弧菌 Vp1107
呈现多重耐药性, 主要由耐药性酶类和外排泵作用
引起, 该多重耐药菌株通过在环境及食品链中传递, 
或者通过耐药基因的水平转移将耐药性传递至其他

病原菌中, 对环境及人类健康来说是一种潜在的威
胁。此外, 该菌株的多重耐药性也间接反映了养殖环
境受到抗生素的污染程度较为严重。研究结果提示, 
应加强对副溶血性弧菌耐药性的监控及渔用药物的

管理。 
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