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鱼源嗜水气单胞菌质粒的指纹图谱及其与耐药性的关系

洪&经!&潘连德!
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摘要! 为了解国内各地嗜水气单胞菌的耐药性%质粒指纹图谱及质粒大小与其耐药性之间的

关系!分离%收集了 "% 株不同时期来源于国内各地的鱼源嗜水气单胞菌!通过 mDR纸片法检

测对 $@ 种抗生素的耐药性!碱裂解法小量提取质粒后!采用限制性内切酶 I=$*

"

及 ?+#@

#

对质粒8+,进行酶切并对质粒菌株采用溴化乙锭消除处理!通过琼脂糖凝胶电泳获得质粒

指纹图谱!研究质粒与耐药性的关系" 试验结果显示!嗜水气单胞菌耐药情况严重!且多重耐

药普遍&"% 株嗜水气单胞菌的质粒检出率为 !>7=O&质粒指纹图谱与耐药相关性分析表明!嗜

水气单胞菌的耐药性与所携带质粒的数量和大小无直接关系!来源相同%耐药类型相似的菌株

质粒图谱及酶切质粒图谱相似&质粒消除试验发现质粒消除率为 #%%O!但都只能消除部分质

粒&其中 #$ 株菌部分耐药表型消失!提示质粒和染色体分别编码耐药基因!$7%# c\ 的质粒与

该菌对萘啶酸%万古霉素的耐药性有关"

关键词! 嗜水气单胞菌& 耐药性& 质粒图谱& 酶切图谱& 质粒消除

中图分类号! 0@#>7#&&&&&&&文献标识码',

&&嗜水气单胞菌"1)0$*$#,'9"@0$89+&,#作为

水产养殖的主要病原菌之一!早在 $% 世纪 ?% 年

代末!就发现全国范围内嗜水气单胞菌对多种抗

生素产生耐药性(#)

!伴随着世界范围内抗生素的

滥用!嗜水气单胞菌的耐药性呈增长趋势!并产生

了多重耐药性菌株($)

!这为嗜水气单胞菌病的防

疫及治疗增加了难度' 有研究表明!部分病原菌

的大质粒常携带编码对四环素&磺胺&氯霉素等抗

性基因(!!")

' 目前!国内关于嗜水气单胞菌的研

究主要集中在其致病性&致病机理&诊断与检测技

术和疫苗制备方面' 耐药性质粒方面仅见宋铁英

等(=)研究了不同来源嗜水气单胞菌对 @ 种抗生素

的耐药性&质粒与抗药性的相关性及不同保存&继

代条件下菌株耐药稳定性分析!关于鱼源嗜水气

单胞菌的质粒指纹图谱&质粒大小与其耐药性的

关系却未见研究' 本文通过检测不同鱼源嗜水气

单胞菌的耐药性及其质粒!并结合质粒消除试验!

对质粒消除前后的指纹图谱进行对比分析!从而

初步研究质粒大小与其耐药性的关系!为嗜水气

单胞菌耐药性的监控及有效防治提供科学依据!

同时也为从分子水平上探讨耐药性的传播打下

基础'

#&材料与方法

!"!#菌株的来源及鉴定

"% 株供试嗜水气单胞菌中!$ 株来源于中国

水产科学研究院珠江水产研究所"0#$&0#!#!$ 株

来源于吉林省水产科学研究院"0<&0>#!# 株来源

于江苏省水产技术推广站",1@%=$#!> 株来源于

上海海洋大学病原库"X$&'!&1=&2#&RF&+$&

Q+##!其余菌株为本实验室分离&鉴定保存!菌

株的具体来源及分离日期见表 #' 菌株鉴定均采

用 \G565U 2-f?%?

CQ微生物自动分析仪进行鉴定!

通过革兰氏染色及氧化酶试验后!将细菌接种至

革兰氏阴性菌鉴定微平板"a+$ 板#上!!% S培

养 #< P$" H后读取鉴定结果!选用嗜水气单胞菌
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,C33>@<< 标准菌株作质控(<)

'

!"$#菌株的药敏测定

采用mDR纸片法进行药敏试验' 挑取单菌落

接种至普通营养肉汤中!$= S&$%% NAEGI培养过夜

后!配制菌悬液浓度为 %7= 号麦氏比浊管!吸取菌

悬液 $%%

!

-!涂布于水解酪蛋白琼脂"QD1#培养

基上!将药敏纸片贴在培养基表面后!放置$= S温

箱内培养 #" P$% H!然后测量各种药敏纸片抑菌圈

直径的大小"以EE表示#' 参照美国临床试验室

标准化协会"3-0/#$%%@年抗菌药物敏感试验标准

Q#%% ;0#@!判读结果!根据抑菌圈直径大小!将药

物敏感性分为敏感"0#&中介"/#&耐药"*#三种!以

大肠杆菌 ,C33$=@$$!金黄葡萄球菌 ,C33$=@$!

作为质控菌株'

所用药敏纸片购自杭州天和微生物试剂有限

公司$青霉素a"Ba!#%

!

U#&阿莫西林",Qf!#%

!

U#&头孢拉定"*,8!!%

!

U#&庆大霉素"a2+!

#%

!

U#&丁胺卡那 ",Qm! !%

!

U#&妥布霉素

"C(R!#%

!

U#&链霉素"0C*!#%

!

U#&奈替米星

"+C-!!%

!

U#&强力霉素"8(f!!%

!

U#&四环素

"C2C!!%

!

U#&米诺环素"Q/+!!%

!

U#&红霉素

"2*j!#=

!

U#&阿奇霉素",gQ!!%

!

U#&林可霉

素"-/+!$

!

U#&克林霉素"3-/!!%

!

U#&氧氟沙星

"(.-f!=

!

U#&左氧沙星"-24!=

!

U#&环丙沙星

"3/B!=

!

U#&诺氟沙星"+.-!#%

!

U#&恩诺沙星

"2+*!!%

!

U#&复方新诺明"0QgACQB!$!7>=A

#7$=

!

U#&呋喃妥因"+.C!!%%

!

U#&呋喃唑酮

".)*!!%%

!

U#&利福平"*.B!=

!

U#&万古霉素

"4,+!!%

!

U#&氯霉素"31-!!%

!

U#&甲氧胺嘧

啶"CQB!=

!

U#&奈啶酸"+,-!!%

!

U#&新霉素

"+2(!!%

!

U#'

!"%#质粒指纹图谱

质粒的提取及检测&&质粒的提取采用宝生

物工 程 "大 连 # 有 限 公 司 生 产 的 CFmF*F

QGIGR20CB6FJEGV B_NGMG:FYG5I mGY49N7$7% 及天

根生化科技"北京#有限公司生产 C/,+TN9T QGIG

B6FJEGV mGY试剂盒同时进行!按照试剂盒提供的

方法进行操作' 取 <

!

-质粒8+,!%7?O琼脂糖

凝胶电泳!电压 #%= 4!<@ EGI!在紫外透射反射分

析仪下观察出现的 8+,荧光条带!并用凝胶成

像系统记录质粒电泳图谱'

质粒的限制性内切酶试验&&分别将提取的

质粒8+,!用限制性内切酶 I=$*

"

及 ?+#@

#

同

时酶切!以 $%

!

-作为一个反应体系!质粒 8+,

=

!

-!#% Ê56A-R_MM9N"

!

-!I=$*

"

#

!

-!?+#@

#

#

!

-!无菌蒸馏水 @

!

-!!> S酶切 ! H!以
2

;

8+,A?+#@

#

QFNc9N作为分子量标准!电泳方法

同上'

!"&#质粒AKF酶切片段大小的测定

参照陈齐等(>)

&1FIJ9I 等(?)方法进行' 以标

准
2

;8+,A?+#@

#

QFNc9N"其分子量分别为

$!7#% #̂%

!

!@7"% #̂%

!

!<7<% #̂%

!

!"7"% #̂%

!

!

$7!% #̂%

!

!$7%% #̂%

!

!%7<% #̂%

!

\T#的电泳结果

为标准系统!以相对迁移率为自变量!建立回归方

程!换算出质粒的碱基数' 计算用 e_FIYGYL 5I9

软件进行操作!每次电泳均设有
2

;8+,A?+#@

#

QFNc9N作为标准'

!"'#质粒消除试验

参照 QFk_EVFN等(!)

&杨春梅等(@)方法进行'

将菌株接种于脑心浸液培养基"R1/R#中!$= S

振荡培养 ? H' 取 %7# E-接种于含溴化乙锭

"2R#"浓度为 !%

!

UAE-#的 R1/R中!继续振荡

培养' 细菌呈轻微浑浊生长时!取 %7# E-转接

于含同样浓度2R的R1/R中!继续振荡培养 < H!

重复上述步骤!培养 "? H 后!提取质粒 8+,!电

泳检测质粒消除情况并进行限制性内切酶试验'

若质粒消除!做药敏试验!质粒未消除!则重复质

粒消除试验!以未添加消除剂进行转接培养的菌

株作为对照组'

$&结果与分析

$"!#药敏试验

"% 株嗜水气单胞菌对 $@ 种抗生素药敏试验

结果显示!嗜水气单胞菌对常用的抗生素呈现出

不同程度的耐药性!在所试的抗生素中!所有的菌

株都对 " 种以上的抗生素产生耐药性!!=O的菌

株对 @ 种以上抗生素耐药!#$7=O的菌株对 #= 种

以上的抗生素耐药!最多的耐 $< 种抗生素' 所有

菌株均对林可霉素耐药!@?O的菌株对青霉素a&

阿莫西林&克林霉素耐药!?=O的菌株对万古霉素

耐药!>=O的菌株对头孢拉定耐药!!=O的菌株对

甲氧胺嘧啶&呋喃唑酮耐药!$>7=O的菌株对奈啶

酸耐药! $=O的菌株对四环素&利福平耐药!

$$7=O的菌株对复方新诺明&氯霉素耐药!#>7=O

的菌株对红霉素耐药!#=O的菌株对强力霉素耐

药!#$7=O的菌株对呋喃妥因耐药!#%O的菌株对

"!"$
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妥布霉素&链霉素&环丙沙星&诺氟沙星&恩诺沙星

耐药!>7=O的菌株对庆大霉素&阿奇霉素&氧氟沙

星&左氧沙星耐药!仅一株菌对奈替米星耐药!所

有菌株均对丁胺卡那&米诺环素&新霉素高度敏

感' 嗜水气单胞菌的耐药特性可见图 # 及表 #'

图 !#嗜水气单胞菌的耐药特性

M37"!#.:,2,<9;23C,93/5/6,59303<2/-3,>2;4349,591"3/6.073&'(

表 !#嗜水气单胞菌的分离来源及耐药谱

+,-"!#@/E2<;,5=,59303<2/-3,>4E4<;193-3>39H 9;492;4E>94/61"3/6.073&'( 492,354

序号

FNNFL

菌株编号

I57

来源

J5_N:9

分离年份

L9FN

耐药谱

VN_U N9JGJYFI:9

# 0#

!

江苏射阳银鲫 $%%@ Ba!,Qf!*,8!-/+!3-/!4,+!+,-

$ 0$

!

江苏射阳银鲫 $%%@ Ba!,Qf!*,8!-/+!3-/!4,+!+,-

! 0!

!

江苏射阳银鲫 $%%@ Ba!,Qf!*,8!-/+!3-/!4,+!+,-

" 0"

!

江苏大丰银鲫 $%%@ Ba!,Qf!-/+!3-/!4,+!+,-

= 0=

!

江苏射阳银鲫 $%%@ Ba!,Qf!*,8!-/+!3-/!4,+!+,-

< 0< 吉林永吉鲤鱼 $%%@ Ba!,Qf!-/+!3-/

> 0> 吉林永吉草鱼 $%%@ Ba!,Qf!-/+!3-/!4,+

? 0? 广东顺德太阳鱼 $%%@ Ba!,Qf!-/+!3-/

@ 0@ 广东广州鲢鱼 $%%@ Ba!,Qf!*,8!-/+!3-/!.)*!4,+

#% 0#% 江西南康鲫鱼 $%%@ Ba!,Qf!*,8!-/+!3-/!.)*!4,+

## 0##

!

广东广州鳙鱼 $%%@ Ba!,Qf!*,8!-/+!3-/!.)*!4,+

#$ 0#$

!

广东珠江所鳜鱼 $%%? Ba!,Qf!*,8!-/+!3-/!4,+

#! 0#! 广东珠江所鲫鱼 $%%? Ba!,Qf!*,8!C2C!-/+!3-/!*.B!4,+

#" 0#" 江西南昌鲢鱼 $%%? Ba!,Qf!*,8!2*j!-/+!3-/!.)*!*.B!4,+!CQB

#= 0#= 广东广州鲮鱼 $%%? Ba!,Qf!*,8!-/+!3-/!.)*!4,+

#< 0#<

!

广东广州鲮鱼 $%%? Ba!,Qf!*,8!-/+!3-/!.)*

#> 0#> 上海淡水水样 $%%>

Ba! ,Qf! *,8! -/+! 3-/! +.C! .)*! *.B! 4,+!

31-!CQB

#? 0#? 广东佛山鳜鱼 $%%<

Ba!,Qf!*,8!8(f!C2C!-/+!3-/!0QgACQB!+.C!

.)*!*.B!4,+!31-!CQB!+,-

#@ 0#@ 上海鳊鱼 $%%=

Ba!,Qf!0C*!8(f!C2C!-/+!3-/!+.C!C)*!4,+!

*.B!CQB

$% 0$% 广东中山鲟鱼 $%%=

Ba!,Qf!*,8!C2C!-/+! 3-/! 0QgACQB! .)*! *.B!

4,+!CQB!+,-

!$"$
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&&#续表 ##

序号

FNNFL

菌株编号

I57

来源

J5_N:9

分离年份

L9FN

耐药谱

VN_U N9JGJYFI:9

$# 0$# 上海草鱼 $%%" Ba!,Qf!*,8!-/+!3-/!.)*!*.B!4,+!CQB

$$ 0$$ 广东佛山鳜鱼 $%%" Ba!,Qf!*,8!-/+!3-/!.)*!4,+!CQB

$! ,1@%=$ 江苏扬州甲鱼 $%%"

Ba!,Qf!*,8!0C*!C2C!-/+!3-/!0QgACQB!4,+!

31-!CQB

$" 0$! 广东广州草鱼 $%%! Ba!,Qf!*,8!-/+!3-/!4,+

$= 0$" 浙江杭州甲鱼 $%%$ Ba!,Qf!*,8!-/+!3-/!4,+

$< 0$= 上海南汇甲鱼 $%%$ Ba!,Qf!*,8!-/+!3-/!4,+!CQB

$> 0$< 浙江杭州乌鳢 $%%$ Ba!,Qf!*,8!-/+!3-/!4,+

$? 0$>

!

上海海大鲫鱼 $%%$ Ba!,Qf!2*j!-/+!3-/

$@ 0$? 江苏宜兴鲫鱼 $%%# Ba!,Qf!*,8!-/+!3-/!C2C!4,+

!% '! 福建福清欧鳗 $%%%

Ba!,Qf!*,8!a2+!C(R!0C*!+C-!8(f!C2C!2*j!

,gQ!-/+!3-/!(.-f!-24!3/B!+.-!2+*!0QgACQB!

+.C!.)*!*.B!4,+!31-!CQB!+,-

!# Q+#

!

福建福清欧鳗 $%%%

Ba!,Qf!*,8!2*j!,gQ!-/+!3-/!0QgACQB!4,+!

31-!CQB!+,-

!$ +$

!

福建长乐欧鳗 $%%%

Ba!,Qf!*,8!a2+!C(R!8(f!C2C!2*j!-/+!3-/!

(.-f! -24! 3/B! +.-! 2+*! 0QgACQB! 4,+! 31-!

CQB!+,-

!! 2# 福建福清欧鳗 $%%% 0C*!-/+!0QgACQB!+.C!4,+!31-

!" X$

!

福建长乐欧鳗 $%%%

Ba!,Qf!*,8!a2+!C(R!8(f!C2C!2*j!,gQ!-/+!

3-/!(.-f!-24!3/B!+.-!2+*!0QgACQB!4,+!31-

!= 1=

!

福建长乐欧鳗 $%%%

Ba!,Qf! C(R!8(f!C2C!2*j! -/+! 3-/! 3/B! +.-!

2+*!0QgACQB!31-!CQB!+,-

!< 0$@

!

上海海大鳊鱼 #@@@ Ba!,Qf!-/+!3-/

!> 0!%

!

上海海大鲫鱼 #@@@ Ba!,Qf!-/+!3-/!4,+

!? RF 上海崇明甲鱼 #@@< Ba!,Qf!*,8!-/+!3-/!4,+

!@ 0!# 广东广州剑尾鱼 #@@! Ba!,Qf!*,8!-/+!3-/!.)*!*.B!4,+

"% 0!$ 广东珠江鲫鱼 #@@$ Ba!,Qf!*,8!-/+!3-/!.)*!*.B!4,+!CQB

注$菌株编号后标*

!

+表示为检测出携带有质粒的菌株'

+5Y9J$*

!

+GIVG:FY9JYH9JYNFGIJYHFY]9N9V9Y9:Y9V :FNNLGIU YH9T6FJEGVJ7

$"$#质粒指纹图谱

通过质粒检测!结果发现有 #= 株耐药菌携带

质粒!检出率为 !>7=O!分别采用 CFcFNF及

C/,+TN9T试剂盒提取质粒!都能够重复验证质粒

提取结果' 从图 $&图 ! 中可以看出!携带质粒条

带最少的为 ! 条!最多的为 ? 条!质粒 8+,经

I=$*

"

及 ?+#@

#

双酶切后!条带位置发生了变

化!且有些菌株的条带数量经酶切后减少!酶切后

质粒大小以 #$7<%&=7<>&"7!#&!7#%&$7%#&#7=@

及 #7"# c\为主!所占比例分别为 ?7<O&#>7$O&

<7@O&<7@O&#=7=O&?7<O及 ?7<O!其中 ?%O&

>!7!O&!!7!O和 !!7!O的菌株分别含有 =7<>&

$7%#&#7=@ 及 #7"# c\ 大小的质粒"表 $#' 试验

发现一般来源相同且耐药类型相似的菌株!质粒

图谱及酶切图谱基本相同!如菌株0#&0$ &0! &

图 $#嗜水气单胞菌质粒图谱

从左到右依次为$Q7

2

;?+#@

#

VGU9JY8+,QFNc9N% #70#%

$70$% !70!% "70"% =70=% <70##% >70#$% ?70#<% @70$>% #%7

0$@% ##70!%% #$7X$% #!7+$% #"71=% #=7Q+#'

M37"$#J>,403=12/63>;/61"3/6.073&'(

.N5E69MYY5 NGUHY$Q7

2

;?+#@

#

VGU9JY8+,QFNc9N% #70#%

$70$% !70!% "70"% =70=% <70##% >70#$% ?70#<% @70$>% #%7

0$@% ##70!%% #$7X$% #!7+$% #"71=% #=7Q+#7

$$"$
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图 %#嗜水气单胞菌酶切质粒图谱

从左到右依次为$Q7

2

;?+#@

#

VGU9JY8+,QFNc9N% #70#%

$70$% !70!% "70"% =70=% <70##% >70#$% ?70#<% @70$>% #%7

0$@% ##70!%% #$7X$% #!7+$% #"71=% #=7Q+#'

M37"%#J>,403=0,<2/2;4923<93/50,1/61"3/6.073&'(

.N5E69MYY5 NGUHY$Q7

2

;?+#@

#

VGU9JY8+,QFNc9N% #70#%

$70$% !70!% "70"% =70=% <70##% >70#$% ?70#<% @70$>% #%7

0$@% ##70!%% #$7X$% #!7+$% #"71=% #=7Q+#7

0= 均分离自江苏射阳银鲫!菌株 X$&+$ 均分离

自福建长乐欧鳗' 但是菌株 0#&0#< 来源不相

同!耐药类型也不相似!质粒图谱及酶切图谱基本

相同!可认为这两株菌之间有一定程度的遗传相

关性' 此外对于携带质粒的菌株!耐药谱较窄的

菌株携带的质粒条带并不一定少于耐药谱广的菌

株!如菌株 X$&+$&Q+# 分别耐 #@&$%&#$ 种抗

生素!但均含 = 条质粒带!而菌株 0##&0#$&0$>&

0$@&0!% 分别耐 >&<&=&"&= 种抗生素!但分别含 <

P> 条质粒带"图 $#!表明其耐药性与质粒的数

量和大小没有明显的直接关系'

$"%#质粒消除后的质粒指纹图谱及药敏试验

#= 株携带质粒的耐药菌经2R处理 "? H 后!

进行质粒8+,检测&酶切及药敏试验!检测发现

所有菌株质粒部分条带消除!质粒消除率为

#%%O!质粒指纹图谱发生了明显的变化"图 "!图

=#' 其中有 ! 株菌"0$@&+$&1=#质粒发生消除

现象!但耐药表型未发生变化%另有 #$ 株细菌部

分耐药表型消失!提示质粒和染色体分别编码耐

药基因%未经消除剂处理的菌株质粒指纹图谱未

发生变化' 采用2R处理的菌株主要表现在对萘

啶酸&呋喃唑酮&林可霉素&万古霉素&红霉素&阿

奇霉素的耐药性丢失及对利福平&万古霉素药物

敏感性的增强!其中奈啶酸&万古霉素的耐药率均

降低了 #=O%缺失的质粒大小为 #$7<%&"7!#&

!7%<&$7"$&$7!"&$7%#&#7?%&#7=@ 及 #7"# c\"表

$!表 !#' 分别采用CFcFNF及C/,+TN9T试剂盒提

取质粒!经过 = 次重复消除实验!结果可重复验

证!说明2R对嗜水气单胞菌质粒消除率非常稳

定' 耐药性质粒消除试验结果表明!同一质粒消

除剂对不同嗜水气单胞菌具有不同的消除效果'

图 &#消除后的质粒图谱

从左到右依次为$Q7

2

;?+#@

#

VGU9JY8+,QFNc9N% #70#%

$70$% !70!% "70"% =70=% <70##% >70#$% ?70#<% @70$>% #%7

0$@% ##70!%% #$7X$% #!7+$% #"71=% #=7Q+#'

M37"&#J>,403=12/63>;,69;2<E2357

.N5E69MYY5 NGUHY$Q7

2

;?+#@

#

VGU9JY8+,QFNc9N% #70#%

$70$% !70!% "70"% =70=% <70##% >70#$% ?70#<% @70$>% #%7

0$@% ##70!%% #$7X$% #!7+$% #"71=% #=7Q+#7

图 '#消除后的质粒酶切图谱

从左到右依次为$Q7

2

;?+#@

#

VGU9JY8+,QFNc9N% #70#%

$70$% !70!% "70"% =70=% <70##% >70#$% ?70#<% @70$>% #%7

0$@% ##70!%% #$7X$% #!7+$% #"71=% #=7Q+#'

M37"'#J>,403=0,<2/2;4923<93/50,1,69;2<E2357

.N5E69MYY5 NGUHY$Q7

2

;?+#@

#

VGU9JY8+,QFNc9N% #70#%

$70$% !70!% "70"% =70=% <70##% >70#$% ?70#<% @70$>% #%7

0$@% ##70!%% #$7X$% #!7+$% #"71=% #=7Q+#7

!&讨论

%"!#嗜水气单胞菌的耐药性问题值得重视

关于嗜水气单胞菌对抗生素敏感性的研究!

已有不少报道!但是各地菌株耐药状况因不同时

间&不同来源而存在差异($ ;=!#% ;#!)

' 本次试验的

"% 株菌对
&

;内酰胺类药物"青霉素 a&阿莫西

林&头孢拉定 # 耐药率分别为 @?O& @?O 及

>=O!与林居纯等(#")报道的嗜水气单胞菌对阿莫

%$"$



#$ 期 洪&经!等$鱼源嗜水气单胞菌质粒的指纹图谱及其与耐药性的关系 &&

表 $#质粒消除前后的质粒酶切图谱及对抗生素的敏感性变化

+,-"$#\;B;24,>/60,<2/2;4923<93/50,1,5=,59303<2/-3,>2;4349,5<;,69;292;,90;59839:XP

菌株编号

GJ56FY9I57

酶切质粒所含的碱基数" #̂%

!

\T#

T6FJEGVJJGb9

耐药性变化

:HFIU9JGI FIYG\G5YG:N9JGJYFI:9

0#!0= =7<>!$7%# Ba!,Qf!*,8!-/+!3-/!4,+!+,-!"*.B#

0$!0! =7<>!$7%# Ba!,Qf!*,8!-/+!3-/!4,+!+,-!"*.B#

0#< =7<>!$7%# Ba!,Qf!*,8!-/+!3-/!.)*

0" <7=<!$7!" Ba!,Qf!-/+!3-/!4,+!+,-

0## #$7<%!=7<>!"7!#!$7%#!#7=@ Ba!,Qf!*,8!-/+!3-/!.)*!4,+

0#$ #$7<%!=7<>!"7!#!!7#%!$7$=!#7=@!#7"# Ba!,Qf!*,8!-/+!3-/!4,+

0$> =7<>!!7#%!$7%#!#7=@!#7"# Ba!,Qf!2*j!-/+!3-/!"*.B!4,+#

0$@ =7<>!!7#%!$7%#!#7=@!#7"# Ba!,Qf!-/+!3-/"无变化#

0!% =7<>!!7#%!$7%#!#7=@!#7"# Ba!,Qf!-/+!3-/!4,+

X$ #$7<%!=7<>!"7!#!$7%#!#7?%

Ba!,Qf!*,8!a2+!C(R!m,+!8(f!C2C!2*j!,gQ!-/+!

3-/!(.-f!-24!3/B!2+*!0Qg!4,+!31-

+$ #$7<%!=7<>!"7!#!$7%#!#7?%

Ba!,Qf!*,8!a2+! C(R! m,+! 8(f! C2C! 2*j! -/+! 3-/!

(.-f!-24!3/B!2+*!0Qg!4,+!31-!CQB!+,-"无变化#

1= #$7<%!>7$#!=7"$!"7?<!!7$%!$7"$!#7<!!#7%=

Ba!,Qf!C(R!8(f!C2C!2*j!-/+!3-/!3/B!+.-!2+*!0Qg!

31-!CQB!+,-"无变化#

Q+# >7$#!=7"$!!7%<!#7?%!#7"# Ba!,Qf!*,8!2*j!,gQ!-/+!3-/!0Qg!4,+!31-!CQB!+,-

注$下划线代表质粒消除试验后质粒及耐药性丢失!括号内代表药物敏感性由中介变为敏感'

+5Y9J$)IV9N6GIGIU GIVG:FY9J65JJ5MT6FJEGV FIV N9JGJYFI:9FMY9NT6FJEGV 96GEGIFYG5I YN9FYE9IY! \NF:c9YGIVG:FY9JYH9J_J:9TYG\G6GYL MN5E

GIY9NE9VGFNL Y5 J9IJGYG̀97

表 %#XP处理前后菌株耐药率的变化

+,-"%#J;2<;59,7;/62;4349,59492,354-;6/2;,5=

,69;292;,90;59839:XP

抗生素

FIYG\G5YG:J

耐药率的变化"O#

:HFIU9JGI N9JGJYFI:9NFY9J

处理前

\9M5N9YN9FYE9IY

处理后

FMY9NYN9FYE9IY

-/+ #%% @>7=

,gQ >7= =

.)* != !%

4,+ ?= >%

2*j #>7= #=

+,- $>7= #$7=

西林的耐药率 @%O 及其他学者报道的相

近(#= ;#<)

!说明这些菌株对
&

;内酰胺类药物已产

生严重的耐药性!也有学者认为嗜水气单胞菌对

青霉素类药物耐药是一种固有的特性(#!)

' 基于

林可酰胺类药物"林可霉素&克林霉素#及万古霉

素主要作用于革兰氏阳性菌!本次试验菌株为革

兰氏阴性菌!对以上药物耐药率达 ?=O以上'

本试验嗜水气单胞菌对氨基糖甙类药物具有

较低的耐药率">7=O P#%O#!且均对丁胺卡那

敏感!这与徐景野等(#>)和周碧君等(#?)报道的结

果相近!可能是该菌对多数氨基糖甙酶稳定!不易

诱导耐药性的产生' 这个结果也可以作为临床用

药的参考' 但源于 $%%% 年分离的福建欧鳗嗜水

气单胞菌!耐药现象特别严重!并且对过去认为抗

菌效力强&不易产生耐药性的氟喹诺酮类药物也

产生了耐药性!这与养殖过程爆发的红头病&败血

症&脱粘病比较严重!抗生素药物的频繁使用有

关(#@)

' '9IIGM9N等($%)试验证实从自然环境中分

离的细菌!其耐药性明显低于经过抗生素筛选的

菌株' 这也提示药物污染和长期临界选择是导致

嗜水气单胞耐药和多重耐药的主要原因'

%"$#嗜水气单胞菌的质粒与耐药性的关系

质粒是最早发现的染色体外8+,!常携带多

种耐药基因!在细菌耐药性传播中起着非常重要

的作用' 本次试验结果表明嗜水气单胞菌耐药性

与质粒的数量和大小没有明显的直接关系!这与

方梅等($#)研究的结论一致' 但与宋铁英等(=)研

究认为嗜水气单胞菌耐药性与多拷贝质粒存在相

关性!但无质粒或仅有低拷贝质粒的菌株!其耐药

&$"$



&&& 水&产&学&报 !" 卷

性强弱与质粒无相关性的结论却存在差异' 由于

质粒在提取过程中呈现出不同的结构特征!如仅

仅对提取的质粒图谱进行分析往往产生很大的误

差!因此采用质粒酶切图谱可更精确的分析质粒

的大小' 本试验通过对质粒 8+,进行双酶切!

发现来源相同且耐药类型相似的菌株!质粒图谱

及酶切图谱基本相同!这与张莉平等($$)研究的结

论一致' 质粒 8+,经过双酶切后!不同质粒谱

的菌株间也有少数几条相同大小的的质粒条带!

如 ?%O的菌株含有大小为 =7<> c\ 的质粒!

>!7!O的菌株含有大小为 $7%# c\ 的质粒!可认

为 =7<> c\及 $7%# c\ 的质粒为嗜水气单胞菌的

流行质粒'

本次试验采用2R进行质粒消除来研究质粒

大小与耐药性的关系!但由于质粒未完全消除掉!

质粒消除前后的质粒谱"表 $#不能简单匹配所预

期的质粒缺失和耐药表型消失' 结果显示!大小

为 $7%# c\ 质粒消除后有 " 株菌对萘啶酸&万古

霉素的耐药性丢失!可初步认为奈啶酸&万古霉素

的耐药性主要由大小为 $7%# c\ 的质粒介导!但

并不是所有含 $7%# c\质粒条带的菌株都携带这

种耐药性!可能"## 与质粒的小部分基因丢失有

关%"$# 不同菌株质粒 8+,经过酶切后!只是切

出了同样大小的条带!但条带上所携带的基因则

完全不同' 细菌的耐药机制十分复杂!要清楚地

了解各质粒大小与所编码的耐药表型的对应关

系!还需摸索出消除率高&消除稳定性强的消除剂

以获得最佳效果!并通过质粒结合试验!找出质粒

所编码的耐药性' 这些问题还有待进一步研究'
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