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海产源多重耐药共生菌的耐药表型及 

耐药基因分析 
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摘  要: 目的  对市售牡蛎和大黄鱼中分离的多重耐药共生菌进行耐药性分析、全基因组测序及耐药基因分

析。方法  采用药敏纸片法进行耐药性分析, 采用二代测序技术进行基因组框架图测序, 通过与 CARD 数据

库比对进行耐药基因分析。结果  菌株呈现高度的多重耐药性, 对 10 种或 10 种以上药物耐药, 多重耐药系数

大于或等于 0.48, 所有菌株对头孢唑啉、萘啶酸、四环素、复方新诺明及氯霉素耐药。分离菌株为水产品中

常见共生菌, 基因组差异显著。菌株含有 β-内酰胺类、氨基糖苷类、喹诺酮类、四环素类、磺胺类、氯霉素

类、消毒剂类等药物的耐药基因, 与耐药表型基本一致, 部分菌含有对同一类药物具有不同耐药机制的多个基

因。结论  牡蛎和大黄鱼中存在多重耐药共生菌, 耐药基因丰富, 如果耐药基因传播到致病菌会造成临床治疗

失效, 具有潜在的危害。 
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ABSTRACT: Objective  To analyze the antimicrobial resistance, whole genome sequence and antimicrobial 

resistance genes of multiple-antimicrobial resistant commensal bacteria isolated from commercially available oysters 
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and large yellow croaker. Methods  Antimicrobial resistance was performed by disk diffusion method, draft genome 

was sequenced by next-generation sequencing technology, and antimicrobial resistance genes were obtained by 

aligning the genome sequences to the CARD database. Results  The strains showed a high degree of multiple 

resistance to 10 or more antimicrobials, with a multiple antimicrobial resistance index equal to or greater than 0.48. All 

strains were resistant to cefazoline, nalidixic acid, tetracycline, sulphamethoxazole/trimethoprim, and chloramphenicol. 

The isolates were commensal bacteria commonly found in aquatic products, and their genomic sequences were 

significantly different. The strains contained the resistance genes related to β-lactams, aminoglycosides, quinolones, 

tetracyclines, sulfonamides, chloramphenicol, disinfectants, etc., which were basically consistent with the resistance 

phenotypes. Some strains had several genes with different resistance mechanisms for the same class of antimicrobial. 

Conclusion  Multiple-antimicrobial resistant commensal bacteria are present in oysters and large yellow croaker and 

rich in lots of resistance genes. These bacteria and resistance genes may be the potential hazards if the resistance 

genes transfer to the pathogens and jeopardize the treatment of infections. 

KEY WORDS: antimicrobial resistance; antimicrobial resistance gene; commensal bacteria; whole genome 

sequencing; oyster; large yellow croaker 
 
 

0  引  言 

抗菌药的过度使用导致全球细菌耐药性日益严重 , 

已成为全球公共卫生的主要威胁之一。当今耐药菌形势非

常严峻, 细菌耐药性会造成临床用药的失效, 据估计, 全

球范围内由耐药菌引起的死亡人数约 70 万, 预计到 2050

年, 死亡人数将高达一千万, 超过癌症导致的死亡人数[1]。

细菌耐药性给全球经济带来巨大压力, 据估计, 到 2050 年

经济损失将高达 100 万亿美元[2]。我国是水产养殖大国, 抗

菌药在防治水产动物疾病方面发挥了重要作用, 然而仅

20%~30%的抗菌药被吸收利用, 其余的抗菌药会随着食物

残渣和粪便排放, 最终进入水环境而在不同水生动物体内

再次积累, 导致污染的水环境成为巨大的耐药基因池[3‒6]。 

以往的研究重点关注致病菌的耐药性, 然而环境中

绝大多数菌为非致病性的共生菌, 且环境中非致病共生菌

耐药情况更为严峻[7‒10]。共生菌携带的耐药基因大部分位

于质粒、转座子、整合子等可移动基因元件上, 耐药基因

会随着这些基因元件发生水平转移, 当转移到食源性致病

菌上, 人体感染后会给临床治疗带来巨大挑战。如果耐药

菌随着食物进入人体肠道, 会使肠道微生物产生耐药性, 

从而危害人体健康[11‒13]。由于特殊的生活环境, 水产品极

易富集水体中的微生物, 因此, 开展水产品中共生菌的耐

药性及耐药机制研究, 对于防范耐药基因的传播扩散, 保

障我国水产品的安全和人类健康具有重要意义。 

目前, 关于水产品中共生菌耐药性的研究主要是通

过药敏试验分析表型、通过聚合酶链式反应(polymerase 

chain reaction, PCR)技术获得耐药基因, 使用的药物种类

和获取的耐药基因有限。因此, 本研究针对来源于 2 种典型

养殖海产品——牡蛎和大黄鱼中的 6株耐药共生菌, 基于全

基因组测序技术获得菌株中所有耐药基因的分布特征, 全

面反映菌株的耐药情况及耐药机制, 为进一步开展水产品

中共生菌的耐药形成、传播机制和控制技术研究奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

1.1.1  菌  株 

6株多重耐药菌, 通过多重药物平板分离自 2021年从

青岛市农贸市场采集的活牡蛎(可食部分)和冰鲜大黄鱼

(肌肉组织)中, 其中 ML1、ML2、ML3 来源于牡蛎, HY1、

HY2、HY3 来源于大黄鱼。 

1.1.2  培养基与试剂 

2216E 液体培养基(青岛高科技工业园海博生物技术

有限公司); 2216E 固体培养基: 2216E 液体培养基中添加

15~20 g/L 琼脂粉; Mueller-Hinton (MHA)固体培养基(北京

陆桥技术股份有限公司 ); 21 种抗生素药敏纸片 (英国

OXOID 公司), 药物种类和浓度见表 1; 细菌基因组提取试

剂盒(北京天根生物技术有限公司); Hieff NGS® MaxUp II 

DNA Library Prep Kit for Illumina®(上海翌圣生物科技有

限公司); Qubit™dsDNA HS Assay Kit(美国 Thermo Fisher 

Scientific 公司); Hieff NGS™ DNA Selection Beads(上海翌

圣生物科技有限公司); 琼脂糖(西班牙 Biowest 公司)。 

1.2  仪器设备 

NU-425-600E Class Ⅱ生物安全柜(美国 Nuaire 公司); 

ETC811 PCR 仪(北京东胜创新生物科技有限公司); Thermo 

Qubit 4.0 荧光定量仪(美国 Thermo Fisher Scientific 公司); 

ZHWY-2102C 恒温培养振荡器(上海智城分析仪器制造有

限公司); MLS-3780 高压蒸汽灭菌锅(日本 SANYO 公司); 

MIR-254 生化培养箱(日本 SANYO 公司); PowerPac 水平电

泳仪(美国 Bio-Rad 公司); Infinity 3026 凝胶成像分析系统
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(法国 VilberLourmat 公司); MF2 菌落分析仪(杭州迅数科技

有限公司); Heal Force Neofuge 15R 台式冷冻离心机(力新仪器

上海有限公司); S220 超声波 DNA 破碎仪(美国 Covaris 公司)。 

1.3  试验方法 

1.3.1  药敏试验 

药敏试验结果以美国临床和实验室标准协会(Clinical 

and Laboratory Standards Institute, CLSI)制定的微生物药敏

试验标准[14]为依据, 将菌株接种至 2216E 液体培养基中, 

30℃培养至 0.5 麦氏浓度(约 1×108 CFU/mL), 将培养液用

生理盐水稀释, 取 0.3 mL 稀释液涂布含 0.85% NaCl 的

MHA 平板, 待水分吸收后将药敏纸片贴在琼脂表面, 在

30℃下培养 24 h±2 h, 采用菌落分析仪测量抑菌圈直径。

多重耐药(multiple antimicrobial resistance, MAR)系数以菌

株耐受抗菌药物总数与受试抗菌药物总数的比值表示[15]。 

1.3.2  基因组 DNA 提取 

将菌株接入 2216E 液体培养基中活化, 取 1 mL 加入

100 mL 2216E 液体培养基培养, 30℃振荡培养 18~24 h, 取

菌液于 12000 r/min 离心 5 min 获取菌体, 依据试剂盒说明

书要求提取基因组 DNA。提取后的 DNA 用 1%琼脂糖凝

胶检测 DNA 完整性, Qubit 定量检测 DNA 样本浓度。 

1.3.3  全基因组测序及基因功能分析 

菌株的全基因组测序在生工生物工程(上海)股份有限

公司完成。使用 DNA 破碎仪将样品 DNA 片段化, 采用

NEB Next® Ultra™ DNA Library Prep Kit for Illumina®试

剂盒构建文库, 得到供测序的模板, 在 DNBSEQ-T7(深圳

华大)平台上进行二代测序。对测序数据通过 FastQC 进行

质量评估, 通过 Trimmomatic 对测序数据进行质量剪切[16], 

得到相对准确的有效数据。使用 SPAdes 对测序数据进行

拼装[17], 然后采用 GapFiller对拼接得到的 contig补 Gap[18], 

最后采用 PrlnSeS-G 进行序列矫正, 修正拼接过程中的剪

辑错误及小片段的插入缺失。 

采用 Prokka 对组装结果进行基因元件预测[19], 调用

Prodigal 预测编码基因 [20], 通过 Aragorn 预测 tRNA、

RNAmmer 预测 rRNA。同时采用 RepeatModeler 对组装结

果进行重复序列 Denovo 预测, 再通过 RepeatMasker 寻找

基因组区段上各类型重复序列出现的位置和频率。将获得

的基因开放阅读框 ORF (open reading frame)翻译成氨基酸, 

通过 BLAST (basic local alignment search tool)与 CDD 

(conserved domain database)、COG (clusters of orthologous 

groups of proteins)、NR [national center for biotechnology 

information (NCBI) non-redundant protein sequences]、NT 

(NCBI nucleotide sequences)、PFAM、Swissport 和 TrEMBL

数据库进行比对, 获得相似度最高的蛋白序列, 从而注释

该基因的蛋白功能。通过 CARD (comprehensive antibiotic 

resistance databases) 数 据 库 中 的 RGI (resistance gene 

identifier)进行比对获得耐药性相关基因 , 以 “strict”和

“perfect”作为筛选原则[21]。 

通过 BLAST 将基因预测得到的 16s rRNA 序列与

NCBI 数据库进行比对(设置参数 identify>95), 然后选取

identify 最高的前 30 条 16s rRNA 序列进行序列多重比对后

构建系统发育树, 通过遗传距离确定菌株的种属[22]。 

1.4  数据处理 

药敏试验重复 3 次, 以平均值作为最终的结果进行

判定。 

2  结果与分析 

2.1  药敏试验结果 

本研究测定了牡蛎和大黄鱼中分离的 6 株耐药共生

菌对 8 大类 21 种抗菌药的耐药性, 结果见表 1。所有菌株

耐受 10 种或 10 种以上的抗菌药, MAR 系数为 0.48~0.71。

测定的所有菌株对头孢唑啉、萘啶酸、四环素、复方新诺

明及氯霉素具有耐药性; 5 株菌对氨苄西林和卡那霉素耐

药; 4 株菌对头孢呋辛钠、链霉素、环丙沙星及氟苯尼考耐

药; 对头孢吡肟、氧氟沙星和强力霉素耐药菌株数为 3 株; 

少量菌株耐受其他类抗菌药, 包括 1 株菌耐受阿莫西林/克

拉维酸、美罗培南, 2 株耐受头孢曲松、亚胺培南和呋喃妥

因。大部分菌株对阿米卡星、呋喃妥因和碳青霉烯类药物

(美罗培南和亚胺培南)敏感。 

从结果可以看出, 分离的耐药共生菌对使用时间较

长的药物耐药率较高, 例如第一代头孢类(头孢唑啉)、第二

代头孢类(头孢呋辛钠)、四环素、复方新诺明、链霉素和

卡那霉素等, 表明环境中细菌长期在这些药物胁迫作用下

易产生耐药性; 而对一些比较新型的药物, 例如第四代头

孢类药物(头孢吡肟)、碳青霉烯类药物等则敏感率较高, 表

明这些新型的药物抑菌效果仍然显著。值得一提的是, 虽

然氯霉素被禁用多年, 但是所有菌株对氯霉素都耐受, 推

测可能是环境中长期存在相关耐药基因, 通过水平转移进

入菌株体内而产生了耐药性。 

KRUMPERMAN[15]最早提出采用 MAR 系数反映产

品受抗菌药污染的程度, 从而进一步评价其对人类健康的

危害。通常而言, MAR 系数大于 0.2, 表明产品受到较严重

的污染, 对人体可能会产生较大危害。目前 MAR 系数已

广泛应用于致病菌多重耐药性的评价中, 包括肺炎克雷伯

氏菌(Klebsiella pneumoniae)、沙门氏菌(Salmonella)、大肠

埃希氏菌(Escherichia coli)等。本研究中, 所有测试菌株耐

受 10 种及以上抗菌药, MAR 系数均大于 0.2, 表明这些菌

株来源的产品受到抗菌药污染的程度较高、对人类健康的

风险较大。 

以往对于水产品中细菌耐药性的研究多集中于食源

性致病菌, 而对于共生菌的耐药性则是近几年才逐渐开始

关注。研究发现, 水产品中含有大量的耐药菌, 对复方新 
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表 1  药敏试验结果 
Table 1  Results of antimicrobial susceptibility 

抗菌药 浓度/μg ML1 ML2 ML3 HY1 HY 2 HY3 

β-内酰胺类 

氨苄西林 10 R R I R R R 

阿莫西林/克拉维酸 20/10 S S I R S S 

头孢唑啉 30 R R R R R R 

头孢呋辛钠 30 S I R R R R 

头孢曲松 30 S R I S I R 

头孢吡肟 30 S R R I I R 

亚胺培南 10 R S R I I S 

美罗培南 10 I S R S S S 

氨基糖苷类 

链霉素 10 R I S R R R 

阿米卡星 30 S S S S S I 

庆大霉素 10 S I S S I R 

卡那霉素 30 R R R R I R 

喹诺酮类 

萘啶酸 30 R R R R R R 

环丙沙星 5 R I R R I R 

氧氟沙星 5 R I I R S R 

四环素类 
四环素 30 R R R R R R 

强力霉素 10 R I I R R I 

磺胺类 
复方新诺明 

(磺胺甲恶唑/甲氧苄啶 19:1) 
25 R R R R R R 

氯霉素类 
氯霉素 30 R R R R R R 

氟苯尼考 30 R R S R I R 

硝基呋喃类 呋喃妥因 300 S R S S R S 

MAR 系数 0.62 0.52 0.52 0.67 0.48 0.71 

注: R: 耐药; I: 中等耐药; S: 敏感。 

 
诺明、四环素、头孢噻肟钠和红霉素的耐药菌数量较高[23]。

此外, 从牡蛎中分离的共生菌呈现高度耐药性。王瑞旋等[24]

通过普通培养基平板从健康牡蛎中分离的共生菌, 对呋喃

唑酮、青霉素、利福平、四环素、复合磺胺和卡那霉素呈

现较高的耐药率。而通过抗性平板分离则可获得牡蛎中大

量的耐药共生菌, 例如张红芝等[25]利用抗性平板从牡蛎中

分离到 76 株耐药菌, 超过 90%菌株对四环素、氨苄西林耐

药, 超过 50%菌株对诺氟沙星、左氧氟沙星、复方新诺明、

环丙沙星、头孢唑林和氯霉素耐药。李炳等[26]利用抗性平

板从香港牡蛎消化道分离的细菌对青霉素、卡那霉素、阿

莫西林、呋喃唑酮、克林霉素和万古霉素表现出较高的耐

药率。本研究从牡蛎中分离的共生菌呈现多重耐药性, 与

已有的报道研究结果相近。此外, 从冰鲜大黄鱼肌肉中分

离到的 3 株耐药菌多重耐药性更为严重。这些结果表明, 

海产品中存在大量的耐药共生菌, 已经成为耐药菌的巨大

储存库, 可能会造成耐药基因在共生菌和致病菌间的扩散, 

导致多重耐药致病菌的出现, 从而危害人类健康。 

2.2  菌株基因组序列特征及种属 

6 株菌的全基因组序列经测序、拼接和组装后, 其基

本组成如表 2 所示。从表 2 中可以看出, 细菌基因组序列

总长度为 3437993~5279677 bp; GC 含量为 41.58%~59.30%; 

编码基因数量最高为 4719, 最低为 3301; 有 3 株菌的

tRNAs 数量大于 100, 最高为 103, 最低为 58; rRNAs 数

量最高为 13, 最低为 3。通过 16S rRNA 基因序列的比

对分析, 获得 6 株的种属名称, 其中 ML1、ML3 和 HY3

属于希瓦氏菌属 (Shewanella), ML2 属于不动杆菌属

(Acinetobacter), HY1 为摩氏摩根菌(Morganella morganii), 

HY2 属于假单胞菌属(Pseudomonas)。这些菌都是水产品中

的共生菌, 其中希瓦氏菌、不动杆菌和假单胞菌是水产品

中常见的优势腐败菌, 能引起水产品的腐败变质[27]。 

2.3  耐药基因特征 

细菌耐药性的产生主要是由于灭活酶或钝化酶作

用、结合位点改变、基因突变、外排作用、膜的通透性

改变等, 由相关的耐药基因编码[28]。为了探讨耐药菌株

的耐药分子机制, 对 6 株耐药共生菌的基因组进行耐药

基因的查询与分析, 获得每株菌中耐药基因的分布情况

(见表 3)。 
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表 2  基因组序列特征及种属名称 
Table 2  Characteristics of genome sequences and genus/species 

特性 ML1 ML2 ML3 HY1 HY2 HY3 

序列全长/bp 4766263 3437993 5279677 4070225 4152072 5099221 

GC 含量/% 47.95 41.58 46.12 50.90 59.30 46.42 

编码基因 4274 3301 4719 3986 3931 4553 

编码基因的总 

长度/bp 
4131868 2978987 4474058 3558044 3711905 4347631 

编码基因的 

比率/% 
86.69 86.65 84.74 87.42 89.40 85.26 

tRNAs 101 76 102 72 58 103 

rRNAs 13 5 9 7 3 7 

种属 Shewanella sp. Acinetobacter sp. Shewanella sp. Morganella morganii Pseudomonas sp. Shewanella sp. 

 
表 3  6 株耐药共生菌的耐药基因 

Table 3  Antimicrobial resistance genes in 6 antimicrobial resistant commensal bacteria 

抗生素/ 

菌株编号 
ML1 ML2 ML3 HY1 HY2 HY3 作用机制 

β-内酰胺类 
blaOXA-436、

blaCARB-3 
blaOXA-651、

blaTEM-2 
blaOXA-551 

blaOXA-1、 

blaDHA-21、 
PBP3 (SNP: 

D350N) 

blaCARB-3 

blaOXA-551、 

blaOXA-10、 

blaVEB-1、 

blaCARB-3 

PBP3 结合位点

改变, 其余灭

活作用 

氨基糖苷类 

aac(6’)-IIa、
aadA16、

aph(3’’)-Ib、
aph(6)-Id 

aac(3)-IIe、

aph(3’)-Ia、
aph(6)-Id 

aac(6’)-IIa 
aac(6’)-Ib-cr6、

aadA、aadA2 
aac(6’)-Ib9、

aadA3 

aac(6’)-Ia、
aac(6’)-IIa、  

aadA2、
ant(3’’)-IIa、

ant(2’’)-Ia 

灭活作用 

喹诺酮类 qnrVC6 / / 

qnrD1、 

aac(6’)-Ib-cr6、
gyrB (SNP: 

S463A) 

qnrVC1 qnrA1 

qnr 位点保护,
aac(6')-Ib-cr6
灭活作用, 

gyrB 位点突变

四环素类 tetC、tetD tetD tetA tetD、tetM tetD tetD 
tetM 位点保护, 

其余外排作用

磺胺及其增效

剂类 
sul2、dfrA27 sul2、dfrA1 dfrA1 sul1、dfrA1、dfrA12 sul1 dfrA12 结合位点改变

氯霉素类 catⅡ / catⅡ、catB11 catⅡ、catB2、catB3 cmlA9 cmlA5 
cat 灭活作用,

cmlA 外排作用

大环内酯类 mphE mphE mphE mphA、mphE / mphE 灭活作用 

利福霉素类 arr-3 / / arr-3 arr-2 arr-2 灭活作用 

核苷类 / / / SAT-2 / / 灭活作用 

Elfamycins 
EF-Tu (SNP: 

R234F) 
/ 

EF-Tu (SNP: 
R234F) 

EF-Tu (SNP: 
R234F) 

/ / 位点突变 

消毒剂类 qacG、qacJ qacJ qacJ qacG、qacEdelta1
qacG、

qacEdelta1 
qacJ、qacL 外排作用 

非特异外排泵 
adeF、rsmA、

msrE 
msrE 

adeF、rsmA、
msrE 

rsmA、kpnH、crp、
msrE 

rsmA、adeF
rsmA、adeF、

msrE 
外排作用 

注: adeF: 氟喹诺酮类、四环素; crp: 大环内酯类、氟喹诺酮类、青霉烷类; rsmA: 氟喹诺酮类、二氨基嘧啶类、氯霉素类; msrE: 大环

内酯类、链阳菌素类; /: 不含有耐药基因。 
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细菌对 β-内酰胺类药物的耐药机制包括由 β-内酰胺酶

导致药物的失活(水解或钝化作用)和结合位点发生改变[29]。

本研究中, 6 株菌中含有的 β-内酰胺类耐药基因大多为编码

β-内酰胺酶的基因 , 包括编码广谱酶的基因 blaTEM-2、

blaDHA-21, 编码氯唑西林酶的基因 blaOXA-1、blaOXA-10, 编码

超广谱酶的基因 blaOXA-436、blaOXA-551、blaOXA-651、blaVEB-1, 编

码羧苄酶的基因 blaCARB-3。此外, 菌株 HY1 中编码识别与

结合抗菌药物相关蛋白 PBP3 的基因发生突变, 导致药物结

合位点发生改变, 从而降低杀菌作用[30]。 

细菌对氨基糖苷类药物的耐药机制主要是由于钝化

酶对药物进行修饰, 导致药物与细菌的核糖体结合不紧

密而产生耐药性[31]。测试的 6 株菌中含有能编码氨基糖

苷磷酸转移酶的基因 aph, 编码氨基糖苷核苷转移酶的基

因 ant, 编码氨基糖苷乙酰转移酶的基因 aac, 大部分菌

株还含有链霉素耐药基因 aadA。此外, 菌株 HY1 含有

aac(6’)-Ib-cr6, 该基因能编码氨基糖苷类药物的代谢酶, 

使菌株产生耐药性[32]。 

细菌对喹诺酮类药物的耐药机制分为特异性和非特

异性, 特异性耐药机制包括 DNA 旋转酶/拓扑异构酶氨基

酸序列的突变和耐药性质粒的出现, 导致药物作用靶位的

改变, 使药物不能对其产生作用[33]。非特异性耐药机制主

要由于外排泵表达水平和膜通透性的改变, 使药物主动外

排增加或进入细胞内的药物减少[33]。菌株 HY1 中含有编

码 DNA 旋转酶的 gyrB 基因突变, 突变位点为 S463A; 还

含有质粒介导的耐药基因, 其中 qnr 基因通过改变药物靶

位降低药物敏感性, 而 aac(6’)-Ib-cr6 编码的代谢酶不仅能

降解氨基糖苷类药物, 还能降解特定的喹诺酮类药物[32]。

菌株 ML1、HY2 和 HY3 含有 qnr 基因, ML2 和 ML3 中不

含有这些耐药基因。 

细菌对四环素类药物的耐药机制之一是外排泵的外

排作用, 四环素类外排泵也是细菌含有的不同外排泵中

种类最多的, 大多属于主要易化子超家族, 由 tet 基因编

码的膜蛋白介导, 保护核糖体免遭药物的作用从而产生

耐药性[34]。测试的 6 株菌中含有外排泵基因 tetA、tetC 和

tetD。HY1 中还含有 tetM, 该基因编码的核糖体保护蛋白

TetM 能够使已结合的四环素移位, 降低四环素类的抑菌

作用导致菌株产生耐药性。 

测试菌株中含有磺胺类耐药基因 sul1 和 sul2, 编码二

氢蝶酸合酶, 以及增效剂甲氧苄啶的耐药基因 dfr, 编码二

氢叶酸还原酶, 导致菌株产生耐药性[35]。菌株中含有氯霉

素类耐药基因 cat 和 cmlA, 其中 cat 基因编码氯霉素乙酰

转移酶, 乙酰化的氯霉素不能与核糖体结合从而产生耐药

性, 而 cmlA 编码外排泵, 降低氯霉素类药物在体内的浓度

从而产生耐药性[36]。ML2 菌株中不含有氯霉素类耐药基

因。菌株对大环内酯类的耐药机制是由于灭活酶的作用[37], 

5 株菌均含有编码大环内酯磷酸转移酶的基因 mphE, 此外, 

菌株 HY1 还含有 mphA, HY2 中不含有相关耐药基因。4

株菌中含有利福霉素类药物耐药基因 aar-2 或 aar-3, HY1

中含有核苷类药物因子 SAT-2。ML1、ML3 和 HY1 中还发

现 Elfamycins 这类药物的耐药基因。所有菌株中都含有质

粒介导的消毒剂类耐药基因 qac, 包括 qacG、qacJ、qacL、

qacEdelta1。此外, 菌株中还含有非特异性的外排泵, 介导

对 2 种或 2 种以上药物的耐药性, 包括基因 adeF、crp、

rsmA、msrE。 

通过药敏试验结果和耐药基因的比对分析, 6 株菌的

耐药表型和耐药基因型基本一致, 其中对喹诺酮类耐受

的 ML2、ML3 未发现特异性的喹诺酮类耐药基因, 对氯

霉素耐受的 ML2 不含有特异性的氯霉素类耐药基因, 推

测它们的耐药性可能是由非特异性的外排泵引起。药敏

试验是表型检测方法 , 但检测的抗菌药物种类有限 , 且

有些细菌需要特殊培养环境。目前, 随着全基因组测序技

术、生物信息学的发展和测序价格的显著下降, 其在细菌

耐药性的研究方面应用越来越广泛, 推动该研究领域的

重要发展[38]。通过全基因组测序能够挖掘细菌中所有的

耐药基因, 弥补药敏试验测试药物不全、工作量大等缺陷, 

更重要的是能发现一些新型的耐药基因。本研究在 CARD

数据库中查询耐药基因时, 以“strict”和“perfect”作为筛选

条件, 如果采用“loose”作为筛选条件会发现更多的耐药

基因 , 可以通过调整筛选条件 , 结合耐药表型得出更精

准的结果。 

从本研究结果来看, 海产品中耐药菌含有丰富的耐

药基因, 几乎对常见的抗菌药都有对应的耐药基因。有报

道从广州市水产中分离的耐药菌中检测到丰富的 sul1、

sul2、tetE、tetM、tetL、blaTEM、blaCMY、ermB 等耐药基

因[23], 从东南沿海地区水产品分离的耐药菌中含有大量的

tetA、tetS、tetK、sul1、sul2 以及氨基糖苷类耐药基因等[39]。

这些结果表明海产品中耐药菌污染程度严重。这些耐药基

因有的位于染色体上, 介导的耐药性通过细菌繁殖造成垂

直传播; 有的位于质粒上, 质粒介导的耐药不仅可垂直传

播, 还可通过质粒的接合作用造成耐药基因的水平转移, 

在共生菌和致病菌中传播, 其危害更大[40]。 

3  结  论 

本研究对牡蛎和大黄鱼中分离的 6 株耐药共生菌进

行耐药表型和耐药基因型分析, 这 6 株菌对 β-内酰胺类、

氨基糖苷类、喹诺酮类、四环素类、磺胺类等药物呈现耐

药性, 可同时耐受 10 种及以上的药物, 多重耐药程度严

重。通过全基因组测序获得菌株耐受的每类药物相对应的

耐药基因, 耐药基因种类丰富, 同一类药物可能含有多个

耐药基因, 表明菌株以不同的耐药机制对抗药物。结果表
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明海产品中耐药菌污染程度严重, 有必要进一步开展海产

品尤其是生食海产品中耐药菌的筛查、风险评估和控制技

术研究, 防范水产品中耐药基因的传播扩散、食源性疾病

的暴发等奠定基础。 
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