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　 　 摘要:　 为探明南通地区虾源弧菌的分子流行病学特征ꎬ本研究对在南通地区规模化虾养殖场中采集的 ５６０
份病虾样本进行弧菌分离和鉴定ꎬ使用微量肉汤稀释法对分离株进行抗菌药物敏感性测试ꎬ基于全基因组测序技

术分析分离株的耐药基因、毒力基因携带情况ꎬ并通过多位点序列分型(ＭＬＳＴ)和系统发育树分析南通地区虾源弧

菌的流行病学特征ꎮ 结果表明ꎬ５６０ 份病虾样本中共分离出 １１９ 株弧菌ꎬ检出率为 ２１􀆰 ２５％ꎬ其中ꎬ溶藻弧菌为优势

亚型ꎬ占比达 ７３􀆰 ９５％ꎮ 弧菌分离株对氨苄西林、头孢氨苄和多西环素的耐药率较高ꎬ分别为 ７３􀆰 １１％、５８􀆰 ８２％、
４５􀆰 ３８％ꎮ 弧菌分离株中共检测到 ４７ 种耐药基因ꎬ其中 ｔｅｔ(３４)、 ｔｅｔ(３５)、ｂｌａａｍｐＣ 检出率较高ꎬ分别为 ９７􀆰 ４８％、
８８􀆰 ２４％、６１􀆰 ３４％ꎮ 分离株平均携带 ３３ 个毒力基因ꎬ携带可编码细胞毒性的关键外毒素基因 ｈｌｙＡ 和 ｒｔｘＡ 的分离株

分别为 １ 株和 ７ 株ꎮ 分离株 ＳＴ 型具有多样性ꎬ其中 ＳＴ３８８ 为相对流行的 ＳＴ 型ꎮ 溶藻弧菌分离株划分为 １ 个进化

分支ꎬ不同来源菌株之间的遗传进化关系较近ꎻ分离株 ８５ 和分离株 ４ 与人类医疗临床来源的溶藻弧菌菌株有着高

度同源性ꎮ 本研究结果可为南通地区水产弧菌的有效防治提供科学依据ꎮ
关键词:　 弧菌ꎻ 虾ꎻ 耐药基因ꎻ 毒力基因ꎻ 进化分型
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５８􀆰 ８２％ ａｎｄ ４５. ３８％ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ ４７ ｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｉｓｏｌａｔｅｓꎬ ａｍｏｎｇ ｗｈｉｃｈ
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　 　 弧菌为革兰氏阴性菌ꎬ广泛分布于海洋、河海

交汇处及鱼虾贝类等水生动物体内ꎮ 其中副溶血

弧菌、溶藻弧菌和霍乱弧菌是多种水生动物的条

件致病菌ꎬ同时也是重要的人兽共患病原体[１￣４] ꎮ
目前水产品中弧菌耐药性和毒力分析主要是通过

药敏试验以及聚合酶链式反应( Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ
ｒｅａｃｔｉｏｎꎬＰＣＲ)技术鉴别耐药和毒力基因ꎮ 弧菌的

流行分析常通过肠杆菌基因间重复序列￣聚合酶链

式反应( Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｌ ｒｅｐｅｔｉｔｉｖｅ ｉｎｔｅｒｇｅｎｉｃ ｃｏｎｓｅｎ￣
ｓｕｓ￣ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎꎬＥＲＩＣ￣ＰＣＲ) 和脉冲

场凝胶电泳(Ｐｕｌｓｅｄ￣ｆｉｅｌｄ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓꎬＰＦＧＥ)
进行聚类分析[５] ꎮ ＥＲＩＣ￣ＰＣＲ 操作简便快捷、成本

低廉ꎬ但仅反映局部基因组变异ꎬ对远缘菌株或复

杂进化关系的菌株解析能力有限ꎮ ＰＦＧＥ 虽是传

统分型的“金标准”ꎬ但操作繁琐、标准化要求严

格ꎮ ＥＲＩＣ￣ＰＣＲ 和 ＰＦＧＥ 均基于表型(条带模式)
进行分析ꎮ 近年来ꎬ随着高通量测序技术的发展ꎬ
基于全基因组测序技术 (Ｗｈｏｌｅ ｇｅｎｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎ￣
ｃｉｎｇꎬＷＧＳ)的病原菌流行病学研究得到了快速发

展ꎮ 通过 ＷＧＳ 可一次性得到细菌病原体的种属

分类、耐药基因和毒力基因ꎬ进而可以推测病原菌

传播动力学ꎬ为研究致病菌分子流行病学提供了

全新的视角[６￣９] ꎮ 研究结果表明ꎬ上海和广东地区

虾源弧菌耐药性严重ꎬ且存在多重耐药状况ꎬ虾源

弧菌中主要流行的亚型为副溶血弧菌、霍乱弧菌

和溶藻弧菌ꎬ且序列分型( ＳＴ)呈现多样性[１０￣１３] ꎮ
魏文娟等[１４]对上海、江苏、福建和海南病虾中弧菌

的耐药基因进行检测ꎬ结果发现喹诺酮类耐药基

因 ｑｎｒＶＣ 和氨基糖苷类耐药基因 ｓｒｔＢ 的检出率分

别高达 ７２.２％和 ５８.３％ꎮ
南通市滨江临海ꎬ水资源充沛ꎬ对虾的生产和消

费量逐年递增ꎬ但随着集约化养殖的快速发展ꎬ弧菌

感染严重ꎬ且该地区虾源弧菌的流行情况尚不明确ꎬ

因此开展虾源弧菌的分子流行病学调查对该地区虾

产业的健康发展具有重要意义ꎮ 本研究基于 ＷＧＳ
技术ꎬ对江苏南通地区虾源弧菌进行耐药基因、毒力

基因及进化关系分析ꎬ为该地区虾源弧菌感染的防

治提供科学依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 弧菌的分离与纯化

２０２２ 年 ９ 月至 ２０２３ 年 ４ 月ꎬ从江苏省南通市临

江新区、海门港新区的 １０ 多个对虾养殖基地ꎬ采集

患病凡纳滨对虾样本(平均体长 ９􀆰 ７ ｃｍꎬ体重 １１􀆰 ７
ｇ)５６０ 份ꎬ０ ℃ 保存ꎬ运至实验室进行菌株分离培

养ꎮ 具体步骤为:用无菌磷酸盐缓冲液(ＰＢＳ)多次

冲洗病虾体表ꎬ无菌条件下剖取病虾肝脏和胰脏ꎬ取
１ ｇ 组织混合样品放入 ３％氯化钠碱性蛋白胨水中ꎬ
３０ ℃培养 １２ ｈꎬ将组织样本取出ꎬ于硫代硫酸盐柠

檬酸盐胆盐蔗糖(ＴＣＢＳ)琼脂平板上划线继续培养

１２ ｈꎬ挑取圆形微凸、表面光滑湿润、边缘整齐、黄色

或绿色单菌落ꎻ多次划线纯化后ꎬ直至培养基中的单

菌落形态一致ꎮ 挑取单菌落至 １ ｍＬ ＴＣＢＳ 肉汤中

３０ ℃培养 １２ ｈꎬ随后利用 １６Ｓ ＲＮＡ 引物(正向引物

５′￣ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ￣３′和反向引物 ５′￣
ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ￣３′)进行聚合酶链式反

应(ＰＣＲ)ꎬ并对 ＰＣＲ 产物进行 １６Ｓ ＲＮＡ 测序ꎬ将测

序结果与 ＮＣＢＩ 数据库中弧菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 参考序列

进行相似性比对和细菌种属鉴定ꎮ
１.２　 抗菌药物敏感性试验

参考美国临床与实验室标准委员会( Ｃｌｉｎｉｃａｌ
ａｎｄ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｓｔａｎｄａｒｄｓ ｉｎｓｔｉｔｕｔｅꎬＣＬＳＩ)药敏试验判

定标准[１５]ꎬ以大肠埃希氏菌 ＡＴＣＣ ２５９２２ 为质量控

制菌株ꎬ采用微量肉汤稀释法检测弧菌分离株对 β￣
内酰胺类、四环素类、氨基糖苷类、喹诺酮类、酰氨醇

类、磺胺类等 ６ 大类抗菌药的敏感性ꎮ 抗菌药测试
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浓度范围及结果判定标准如表 １ 所示ꎮ

表 １　 药敏试验判定标准

Ｔａｂｌｅ １　 Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ ｓｔａｎｄａｒｄ

抗菌药种类 药物名称　 　 　 　 药物浓度范围
(μｇ / ｍＬ)

判定标准(μｇ / ｍＬ)

敏感 中度敏感 耐药

β￣内酰胺类 青霉素类 氨苄西林 １.０~２５６.０ ≤８ １６ ≥３２

头孢菌素类 头孢氨苄 １.０~２５６.０ ≤８ １６ ≥３２

头孢噻呋 ０.５~１２８.０ ≤１ ２ ≥４

单环 β￣内酰胺类 氨曲南 １.０~２５６.０ ≤８ １６ ≥３２

碳青霉烯类 美罗培南 １.０~２５６.０ ≤１ ２ ≥４

四环素类 多西环素 １.０~２５６.０ ≤４ ８ ≥１６

替加环素 １.０~２５６.０ ≤４ ８ ≥１６

氨基糖苷类 硫酸新霉素 １.０~２５６.０ ≤４ ８ ≥１６

喹诺酮类 盐酸环丙沙星 １.０~２５６.０ ≤２ ４ ≥８

酰氨醇类 氟苯尼考 １.０~２５６.０ ≤２ ４ ≥８

磺胺类 磺胺异口恶唑 １６.０~１ ０２４.０ ≤２５６ ≥５１２

１.３　 弧菌的全基因组提取与测序

参照吉星等[１６]的方法ꎬ利用 ＴＧｕｉｄｅ Ｓ３２ 全自动

核酸提取纯化仪[天根生化科技(北京)有限公司产

品]提取弧菌 ＤＮＡꎬ具体方法如下:从天根核酸提取

试剂盒中取出预封装的 ９６ 深孔板ꎬ取 １ ｍＬ 菌液ꎬ
１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ２ ｍｉｎꎬ弃上清液加入 ４００ μＬ 组织

消化液 ＧＨＡ(Ｂｕｆｆｅｒ ＧＨＡ) 和 ２０ μＬ 蛋白酶 Ｋꎬ匀浆

混匀ꎬ在 ９６ 深孔板的第 １ 列和第 ７ 列孔中加入 ３００
μＬ 上述样本处理后溶液ꎬ将 ９６ 孔板安置于仪器配

套的深孔板底座上ꎬ将磁棒套插入磁棒套架中的指

定位置ꎬ执行细菌自动化提取程序ꎬ自动化提取程序

结束后ꎬ将 ９６ 深孔板第 ５ 列和第 １１ 列的 ＤＮＡ 吸

出ꎬ采用 ＮａｎｏＤｒｏｐ 超微量分光光度计测定 ＤＮＡ 洗

脱液浓度与纯度ꎮ
　 　 质检合格的细菌基因组 ＤＮＡ 委托安诺优达生

物科技有限公司ꎬ基于 Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｈｉｓｅｑ ２５００ 平台进

行二代全基因组测序ꎬ原始测序数据经质量控制过

滤获得有效序列ꎬ二代测序数据在 ＳＰＡｄｅｓ 软件中进

行组装ꎮ
１.４　 全基因组分析

使用 Ｂｉｏｓｔａｃｋ 软件将测序得到的原始序列转换

成细菌二代全基因组序列 Ｆａｓｔａ 文件ꎬ并进行进一

步组装拼接ꎬ利用 Ｐｒｏｋｋａ 软件对拼接后的基因组序

列进行注释ꎮ 利用 Ｍａｓｈ ｖ２.１ 软件构建弧菌的系统

发育树ꎬ通过 ｉＴＯＬ 在线软件(ｈｔｔｐｓ: / / ｉｔｏｌ.ｅｍｂｌ.ｄｅ / )
进行弧菌系统发育树分支网络编辑[１７]ꎮ 根据法国

巴斯德研究所 ( Ｉｎｓｔｉｔｕｔ Ｐａｓｔｅｕｒ) ＭＬＳＴ 数据库 ( ｈｔ￣
ｔｐｓ: / / ｂｉｇｓｄｂ. ｐａｓｔｅｕｒ. ｆｒ / ) 的 ４ 个高度保守的基因

(ａｔｐＡ、ｇｙｒＢ、ｐｙｒＨ、ｒｅｃＡ)序列分析分离得到的弧菌基

因序列分型(ＳＴ) [１８]ꎮ 最后ꎬ结合 Ｒｅｓ Ｆｉｎｄｅｒ 数据库

和 ＶＦＤＢ Ｆｉｎｄｅｒ 数据库分析弧菌携带的耐药基因和

毒力基因ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 南通市虾源弧菌的流行情况

５６０ 份水产养殖基地病虾样本中共分离鉴定出

１１９ 株弧菌菌株ꎬ检出率为 ２１􀆰 ２５％ꎬ其中溶藻弧菌

(Ｖｉｂｒｉｏ ａｌｇｉｎｏｌｙｔｉｃｕｓ)８８ 株、副溶血弧菌(Ｖｉｂｒｉｏ ｐａｒａ￣
ｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ)９ 株、欧文氏弧菌(Ｖｉｂｒｉｏ ｏｗｅｎｓｉｉ)７ 株、
鳗弧菌(Ｖｉｂｒｉｏ ａｎｇｕｉｌｌａｒｕｍ)５ 株、溶蛋白弧菌(Ｖｉｂｒｉｏ
ｐｒｏｔｅｏｌｙｔｉｃｕｓ) ５ 株、坎贝氏弧菌(Ｖｉｂｒｉｏ ｃａｍｐｂｅｌｌｉｉ) ３
株、麦氏弧菌(Ｖｉｂｒｉｏ ｍｅｔｓｃｈｎｉｋｏｖｉｉ) １ 株、河流弧菌

(Ｖｉｂｒｉｏ ｆｌｕｖｉａｌｉｓ)１ 株ꎮ
２.２　 药敏试验结果

１１９ 株弧菌分离株的药物敏感性如表 ２ 所示ꎮ
分离株对青霉素类、头孢菌素类、单环 β￣内酰胺类
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以及氨基糖苷类抗菌药表现出较强耐药性ꎬ其中分

离株对氨苄西林、头孢氨苄、多西环素的总耐药率较

高ꎬ分别为 ７３􀆰 １１％、５８􀆰 ８２％、４５􀆰 ３８％ꎻ分离株对硫

酸新霉素、氟苯尼考、磺胺异口恶唑的总耐药率中等ꎬ
分别为 ３４􀆰 ４５％、２４􀆰 ３７％、２６􀆰 ８９％ꎻ分离株对美罗培

南、盐酸环丙沙星的总耐药率较低ꎬ分别为 ５􀆰 ０４％
和 ６􀆰 ７２％ꎻ所有分离株均对替加环素敏感ꎻ耐 ３ 类及

以上抗菌药物的分离株 (多重耐药菌株) 占比为

２６􀆰 ８９％ꎬ未发现全耐药菌株ꎮ

表 ２　 弧菌耐药水平

Ｔａｂｌｅ ２　 Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｖｉｂｒｉｏ

抗菌药　 　
不同菌属的耐药率(％)

溶藻弧菌 副溶血弧菌 欧文氏弧菌 溶蛋白弧菌 鳗弧菌 坎贝氏弧菌 麦氏弧菌 河流弧菌

总耐药率
(％)

氨苄西林 ７３.８６ ７７.７８ ７１.４３ ６０.００ ６０.００ １００.００ １００.００ ０ ７３.１１

头孢氨苄 ６１.３６ ３３.３３ ５７.１４ ４０.００ ６０.００ １００.００ １００.００ ０ ５８.８２

头孢噻呋 ３４.１０ ３３.３３ ４２.８６ ０ ０ ０ ０ ０ ３０.２５

氨曲南 ５１.１４ ３３.３３ ２８.５７ ２０.００ ２０.００ ０ ０ ０ ４３.７０

美罗培南 ５.６１ １１.１１ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ５.０４

多西环素 ４８.８６ ３３.３３ ４２.８６ ４０.００ ２０.００ １００.００ １００.００ ０ ４５.３８

替加环素 ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

硫酸新霉素 ３６.３６ ７７.７８ １４.２９ ０ ０ ０ １００.００ ０ ３４.４５

盐酸环丙沙星 ７.９６ １１.１１ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ６.７２

氟苯尼考 ２６.１４ ２２.２２ １４.２９ ２０.００ ２０.００ ０ ０ １００.００ ２４.３７

碘胺异噁唑 ２７.２７ ２２.２２ ２８.５７ ２０.００ ２０.００ ３３.３３ １００.００ ０ ２６.８９

２.３　 耐药基因分析

利用 Ｒｅｓ Ｆｉｎｄｅｒ 软件在 １１９ 株分离株中共鉴定

出 ４７ 种耐药基因ꎬ分属 β￣内酰胺类、喹诺酮类、氨基

糖苷类、酰氨醇类、磺胺类、四环素类(表 ３)ꎮ 携带

四环素类耐药基因 ｔｅｔ(３４)的分离株 １１６ 株ꎬ占总分

离株的 ９７􀆰 ４８％ꎻ分离株携带 β￣内酰胺类耐药基因

的种类高达 １６ 种ꎬ其中含 ｂｌａａｍｐＣ基因菌株的检出率

为 ６１􀆰 ３４％ꎻ氨基糖苷类耐药基因主要为 ａｐｈ(６) ￣Ｉｄ
和 ａｐｈ(３”) ￣Ｉｂꎬ含 ａｐｈ(６) ￣Ｉｄ 和 ａｐｈ(３”) ￣Ｉｂ 基因菌

株的检出率均为 ２９􀆰 ４１％ꎻ喹诺酮类耐药基因主要

为 ｑｎｒＶＣꎬ含 ｑｎｒＶＣ 基因菌株的检出率为 ４􀆰 ２０％ꎻ酰
胺醇类耐药基因主要为 ｆｌｏＲꎬ含 ｆｌｏＲ 基因菌株的检

出率为 ２６􀆰 ０５％ꎻ磺胺类耐药基因主要为 ｓｕｌ２ꎬ含
ｓｕｌ２ 基因菌株的检出率为 ３６􀆰 ９７％ꎮ 本试验发现 ２
株分离株携带耐药基因 ｂｌａＩＭＰ￣１５ꎬ介导碳青霉烯类药

物美罗培南的耐药性ꎮ
２.４　 毒力基因分析

基于 ＶＦＤＢ Ｆｉｎｄｅｒ 数据库ꎬ１１９ 株分离株中共预

测出 ６ 大类、１１７ 种毒力基因ꎬ分离株平均携带毒力

基因 ３３ 种(表 ４)ꎮ 鞭毛相关的毒力基因 ４３ 种ꎬ主
要包括鞭毛结构、组装、趋化感应相关基因 ｆｌａ、ｆｌｇ、
ｆｌｉ 和 ｃｈｅ 等ꎻ黏附性相关基因主要包括多价黏附因

子基因 ｍａｍ７、弧菌外膜蛋白 Ｕ 编码基因 ｏｍｐＵ、免
疫原性脂蛋白 Ａ 编码基因 ＩｌｐＡꎻ生物膜相关毒力基

因主要包括弧菌多糖类编码基因 ｖｐｓ、生物膜调节因

子 Ｃ 编码基因 ＶＣ＿ＲＳ０４６２０ꎻ分泌系统相关毒力因

子包括Ⅲ型分泌系统(Ｔ３ＳＳ)、细胞外蛋白分泌系统

(Ｔ２ＳＳ)和Ⅵ型分泌系统(Ｔ６ＳＳ)ꎬ其中 Ｔ３ＳＳ１ 相关毒

力基因种类较多ꎬ共 ３３ 种ꎬ其中ꎬｖｃｒＨ、ｖｏｐＢ、ｖｓｃＰ 等

毒力基因的检出率 > ８０％ꎬＴ２ＳＳ 毒力基因主要为

ｅｐｓＫ 和 ｅｐｓＥꎬＴ６ＳＳ 相关毒力基因检出率较低ꎬ检出

率较高的毒力基因为 ｈｃｐ￣１、ｈｃｐ￣２ꎻ外毒素基因包括

重复毒素基因 ｒｔｘＡ、霍乱弧菌溶血毒素毒力基因

ｈｌｙＡ 和不耐热溶血毒素基因 ｔｌｈꎬ其中 ｒｔｘＡ、ｈｌｙＡ 所

编码的毒力因子具有细胞毒性ꎬ毒素的表达可以调

节肠道上皮细胞免疫反应ꎬ加剧感染传播[１９￣２１]ꎮ
２.５　 ＭＬＳＴ 和系统发育分析

本研究鉴定得到的 １１９ 株弧菌分离株系统发育
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树如图 １ 所示ꎮ 从图中可以看出ꎬ１１９ 株弧菌分离

株中有 ５３ 株为已知的 ＳＴ 型ꎬ可划分为 ３４ 种ꎬ另外

６６ 株为未知的 ＳＴ 型ꎮ 已知 ＳＴ 型的分离株中ꎬ
ＳＴ３８８ 型、ＳＴ４２１ 型和 ＳＴ４２３ 型分离株分别为 ７ 株、６
株和 ５ 株ꎬ占总菌株数的 ５􀆰 ８８％、５􀆰 ０４％、４􀆰 ２０％ꎬ占

比相对较高ꎮ ８８ 株溶藻弧菌分离株中未知 ＳＴ 型有

５０ 株ꎬ已知 ＳＴ 型分离株可分为 ２０ 种不同的 ＳＴ 型ꎬ
其中ꎬ主要流行 ＳＴ 型为 ＳＴ３８８ꎬ占溶藻弧菌分离株

的 ５􀆰 ６８％ꎮ

表 ３　 耐药基因分布表

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｇｅｎｅｓ

抗菌药物类别　 耐药基因　 　 含基因菌株数 检出率(％) 抗菌药物类别　 耐药基因　 　 含基因菌株数 检出率(％)

β￣内酰胺类 ｂｌａＣＡＲＢ １３ １０.９２ ａａｃ(３’) ￣ＩＶａ １ ０.８４

ｂｌａＣＡＲＢ￣１８ ８ ６.７２ ａｐｈ(６) ￣Ｉｄ ３５ ２９.４１

ｂｌａＣＡＲＢ￣３２ ２ １.６８ ａｐｈ(３”) ￣Ｉｂ ３５ ２９.４１

ｂｌａ２ ２ １.６８ ａｐｈ(３’) ￣Ｉａ １ ０.８４

ｂｌａＣＡＲＢ￣４２ ６９ ５７.９８ ａａｄＡ１ １ ０.８４

ｂｌａＣＡＲＢ￣５６ ５ ４.２０ ａａｄＡ１６ ４ ３.３６

ｂｌａＣＴＸ￣Ｍ １ ０.８４ 四环素类 ｔｅｔ(３４) １１６ ９７.４８

ｂｌａＥＣ １ ０.８４ ｔｅｔ(３５) １０５ ８８.２４

ｂｌａＩＭＰ￣１５ ２ １.６８ ｔｅｔ(Ａ) ２４ ２０.１７

ｂｌａＯＸＡ ２ １.６８ ｔｅｔ(Ｂ) １５ １２.６１

ｂｌａＰＳＥ １ ０.８４ ｔｅｔ(Ｍ) １ ０.８４

ｂｌａＴＥＭ １ ０.８４ ｔｅｔＡ(Ｄ) １６ １３.４５

ｂｌａＴＥＭ￣１ １ ０.８４ 喹诺酮类 ｏｑｘＡ １ ０.８４

ｂｌａＶＨＨ ３ ２.５２ ｑｎｒＡ３ １ ０.８４

ｂｌａＶＨＷ ９ ７.５６ ｑｎｒＡ７ １ ０.８４

ｂｌａａｍｐＣ ７３ ６１.３４ ｑｎｒＳ １ ０.８４

酰氨醇类 ｃａｔＡ ２ １.６８ ｑｎｒＳ２ １ ０.８４

ｃａｔＡ２ １ ０.８４ ｑｎｒＶＣ ５ ４.２０

ｃａｔＡ３ ３ ２.５２ ｑｎｒＶＣ５ ２ １.６８

ｃａｔＢ ７ ５.８８ 磺胺类 ｄｆｒＡ２７ ４ ３.３６

ｃａｔＣ ２５ ２１.０１ ｄｆｒＡ３１ １ ０.８４

ｆｌｏＲ ３１ ２６.０５ ｓｕｌ１ ４ ３.３６

氨基糖苷类 ａｐｈ(４) ￣Ｉａ １ ０.８４ ｓｕｌ２ ４４ ３６.９７

ａａｃ(３) ￣ＩＩｄ ｄ ２ １.６８

　 　 利用 ＮＣＢＩ 数据库下载的 ２３ 株溶藻弧菌的全

基因组序列和本研究得到的 ４６ 株溶藻弧菌全基因

组序列构建的系统发育树如图 ２ 所示ꎮ ６９ 株溶藻

弧菌形成 １ 个大的进化分支ꎬ根据亲缘关系又可划

分为 ３８ 个不同克隆群ꎮ 本研究鉴定得到的溶藻弧

菌分离株 ８５ 和分离株 ４ 与广东地区临床来源的溶

藻弧菌 ＶＡＭ０６、ＶＡＭ０２ 位于同一进化分支ꎬ具有相

同 ＳＴ 型( ＳＴ２２３)ꎬ且耐药基因与毒力基因高度相

似ꎮ 综上ꎬ水产养殖环境具有高度的遗传多样性ꎬ不
同区域的弧菌具有克隆传播的可能ꎮ
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表 ４　 毒力基因分布表

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ

毒力基因类别

一级结构　 　 　 　 二级结构　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
毒力基因 检出菌株数

检出率
(％)

黏附 多价黏附因子 ｍａｍ７ ８６ ７２.２７
几丁质调节菌毛 ｐｉｌＡ ５ ４.２０

ｐｉｌＣ ４ ３.３６
甘露糖敏感性血凝素菌毛 ｍｓｈＥ ８ ６.７２
弧菌外膜蛋白 Ｕ ｏｍｐＵ ９２ ７７.３１
副溶血弧菌黏附因子 ｖｐａｄＦ １２ １０.０８
免疫原性脂蛋白 Ａ ＩｌｐＡ ３５ ２９.４１

生物膜 生物膜调节因子 Ａ ＶＣ＿ＲＳ０４６１０ ６ ５.０４
生物膜调节因子 Ｃ ＶＣ＿ＲＳ０４６２０ ７ ５.８８
自诱导剂￣２ ｌｕｘＳ ７ ５.８８
弧菌多糖 ｖｐｓＤ ３ ２.５２

ｖｐｓＥ ５ ４.２０
ｖｐｓＦ ５ ４.２０
ｖｐｓＧ ４ ３.３６
ｖｐｓＨ ６ ５.０４
ｖｐｓＩ ４ ３.３６
ｖｐｓＪ ６ ５.０４

鞭毛 ｃｈｅＡ ９９ ８３.１９
ｃｈｅＢ １０８ ９０.７６
ｃｈｅＲ ８８ ７３.９５
ｃｈｅＶ １０３ ８６.５５
ｃｈｅＷ １０２ ８５.７１
ｃｈｅＹ ５ ４.２０
ｃｈｅＺ １ ０.８４
ｆｌａＡ ９７ ８１.５１
ｆｌａＢ １４ １１.７６
ｆｌａＣ ９ ７.５６
ｆｌａＤ １０ ８.４０
ｆｌａＥ ２ １.６８
ｆｌａＧ ５ ４.２０
ｆｌａＩ １ ０.８４
ｆｌｇＡ １ ０.８４
ｆｌｇＢ ９７ ８１.５１
ｆｌｇＣ １１３ ９４.９６
ｆｌｇＤ １０３ ８６.５５
ｆｌｇＥ １０７ ８９.９２
ｆｌｇＦ ８７ ７３.１１
ｆｌｇＧ ５５ ４６.２２
ｆｌｇＨ ７ ５.８８
ｆｌｇＩ ８ ６.７２
ｆｌｇＫ ９６ ８０.６７
ｆｌｇＭ ４ ３.３６
ｆｌｇＯ ８ ６.７２
ｆｌｇＴ １ ０.８４
ｆｌｈＡ １ ０.８４
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续表４　 Ｃｏｎｔｉｎｕｅｄ４

毒力基因类别

一级结构　 　 　 　 二级结构　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
毒力基因 检出菌株数

检出率
(％)

ｆｌｈＢ ３ ２.５２
ｆｌｈＦ １２ １０.０８
ｆｌｈＧ １ ０.８４
ｆｌｉＡ ８ ６.７２
ｆｌｉＤ ７ ５.８８
ｆｌｉＥ １ ０.８４
ｆｌｉＦ ２２ １８.４９
ｆｌｉＧ ９６ ８０.６７
ｆｌｉＩ １ ０.８４
ｆｌｉＫ ８ ６.７２
ｆｌｉＭ １０５ ８８.２４
ｆｌｉＮ ４ ３.３６
ｆｌｉＳ ２ １.６８
ｆｌｒＡ ８ ６.７２
ｆｌｒＣ ３７ ３１.０９
ｍｏｔＢ １ ０.８４

效应传递系统 Ｔ３ＳＳ１ ｖｘｓＣ ９７ ８１.５１
ｖｃｒＤ ９６ ８０.６７
ｖｃｒＧ １２ １０.０８
ｖｃｒＨ ９９ ８３.１９
ｖｃｒＲ １２ １０.０８
ｖｃｒＶ ９９ ８３.１９
ｖｅｃＡ １２ １０.０８
ｖｉｒＧ １２ １０.０８
ｅｘｓＡ ９８ ８２.３５
ｅｘｓＤ １００ ８４.０３
ｖｓｃＢ １２ １０.０８
ｖｓｃＣ １２ １０.０８
ｖｓｃＤ ９７ ８１.５１
ｖｓｃＦ １２ １０.０８
ｖｓｃＧ １２ １０.０８
ｖｓｃＨ １１ ９.２４
ｖｓｃＩ ９９ ８３.１９
ｖｓｃＪ １２ １０.０８
ｖｓｃＫ １２ １０.０８
ｖｓｃＬ １５ １２.６１
ｖｓｃＮ １５ １２.６１
ｖｓｃＯ ９４ ７８.９９
ｖｓｃＰ ９７ ８１.５１
ｖｓｃＱ ８２ ６８.９１
ｖｓｃＲ １２ １０.０８
ｖｓｃＳ １２ １０.０８
ｖｓｃＴ １２ １０.０８
ｖｓｃＵ ９７ ８１.５１
ｖｓｃＸ ２ １.６８
ｖｓｃＹ ３ ２.５２
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续表４　 Ｃｏｎｔｉｎｕｅｄ４

毒力基因类别

一级结构　 　 　 　 二级结构　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
毒力基因 检出菌株数

检出率
(％)

ｖｏｐＢ ９８ ８２.３５
ｖｏｐＤ ６７ ５６.３０
ｖｏｐＮ １５ １２.６１

Ｔ３ＳＳ１ 效应蛋白 ｖｏｐＱ ９７ ８１.５１
ｖｏｐＲ １２ １０.０８
ｖｏｐＳ １２ １０.０８

ＶＰＡ０４５０ １２ １０.０８
Ｔ６ＳＳ ｖａｓＡ １ ０.８４

ｖａｓＤ １ ０.８４
ｖａｓＥ ８ ６.７２
ｖａｓＧ ８ ６.７２
ｖａｓＫ １ ０.８４
ｈｃｐ￣１ １１ ９.２４
ｈｃｐ￣２ １１ ９.２４

ＶＣＡ０１０９ ２ １.６８
ｖｇｒＧ￣２ １ ０.８４

Ｔ６ＳＳ 效应物 ｖｇｒＧ￣１ ７ ５.８８
ｖｇｒＧ￣３ ２ １.６８

Ｔ２ＳＳ ｅｐｓＥ ６９ ５７.９８
ｅｐｓＦ １ ０.８４
ｅｐｓＩ ２ １.６８
ｅｐｓＫ ９７ ８１.５１

外毒素 霍乱弧菌溶血毒素 ｈｌｙＡ １ ０.８４
重复毒素 ｒｔｘＡ ７ ５.８８
不耐热溶血毒素 ｔｌｈ １０８ ９０.７６

其他 附属定植因子 ａｃｆＢ １ ０.８４

３　 讨 论

弧菌是重要的人畜共患病病原菌之一ꎮ 其中ꎬ
溶藻弧菌是水产养殖中最重要的病原菌之一ꎬ是造

成对虾患病主要原因[２２]ꎬ同时ꎬ溶藻弧菌还能引起

食物中毒[２３￣２４]、伤口感染等致病事件[２５]ꎬ因此研究

弧菌的分子流行病学具有重要的意义ꎮ 本研究结果

表明ꎬ南通地区虾源弧菌总检出率为 ２１.２５％ꎬ与同

地区水产源弧菌检出率[２６￣２７] 基本一致ꎬ高于秦思等

报道的江苏省水产养殖环节弧菌平均检出率

(４􀆰 ２％) [２８]ꎮ 南通地区虾源弧菌中溶藻弧菌占比

７３􀆰 ９５％ꎬ为虾源弧菌优势亚型ꎮ 多位点序列分型结

果表明ꎬ南通地区虾源弧菌具有丰富的遗传多样性ꎬ
其中溶藻弧菌分离株 ８５、分离株 ４ 与人类临床来源

的菌株 ＶＡＭ０６、ＶＡＭ０２ 在系统发育树上位于同一

进化分支ꎬ且为相同的 ＳＴ 型(ＳＴ２２３)ꎬ基因组有着

高度同源性ꎬ说明虾源弧菌具有克隆传播并导致人

类感染的风险ꎮ
水产养殖中抗菌药的误用或滥用ꎬ导致病原菌

对抗菌药耐药性的出现和传播ꎬ且随着养殖时间的

延长ꎬ弧菌的耐药水平和耐药基因的携带数量呈上

升趋势ꎬ养殖环境中耐药基因丰度亦随之增加ꎬ给水

产养殖业带来巨大挑战[２９￣３０]ꎮ 近年来ꎬ国内学者对

不同地区水产源弧菌的耐药性开展了较多研究ꎬ发
现弧菌对 β￣内酰胺类抗菌药物的耐药性较高ꎬ部分

地区弧菌对青霉素的耐药率达到 １００％ꎬ对阿莫西

林和氨苄西林的耐药率超过 ７０％[３１￣３３]ꎮ 本研究发

现ꎬ７３.１１％菌株和 ５８.８２％菌株分别对氨苄西林、头
孢氨苄具有耐药性ꎬ可能与上述两类抗菌药物价格

低廉且在水产养殖上广泛应用有关ꎮ 南通地区虾源

弧菌对盐酸环丙沙星的耐药率为 ６􀆰 ７２％ꎬ与邓佩韦

等[３４]报道的杭州地区水产源弧菌对盐酸环丙沙星
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数字表示分离株编号ꎬ进化树最外圈为弧菌分离株 ＳＴ 型ꎬ内圈表示分离株弧菌具体种属ꎮ
图 １　 弧菌系统发育树

Ｆｉｇ.１　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ Ｖｉｂｒｉｏ ｉｓｏｌａｔｅｓ

耐药率相似(７􀆰 １４％)ꎻ对磺胺异 口恶唑的耐药率为

２６􀆰 ８９％ꎬ高于吕蓓等[３５] 报道的桐乡地区食品源副

溶血弧菌磺胺异口恶唑的耐药率(１２􀆰 ５％)ꎮ 通过分

析南通地区虾源弧菌的耐药状况及耐药基因分布ꎬ

本研究认为该地区在对虾养殖过程中可使用氟苯尼

考和盐酸环丙沙星等相对敏感的抗菌药物防治虾的

弧菌感染ꎬ不仅可以取得较好的防治效果ꎬ同时可以

减少耐药性的产生ꎮ 本研究分离的溶藻弧菌分离株
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进化树中标红的为数据库中溶藻弧菌ꎬ未标红的为本研究获得的溶藻弧菌分离株ꎻ热图中蓝色代表耐药基因ꎬ绿色代表毒力基因ꎮ
图 ２　 溶藻弧菌系统发育树(Ａ)、ＳＴ 型(Ｂ)及耐药基因(Ｃ)、毒力基因(Ｄ)热图

Ｆｉｇ.２　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ Ｖｉｂｒｉｏ ａｌｇｉｎｏｌｙｔｉｃｕｓ ｉｓｏｌａｔｅｓ (Ａ)ꎬ ＳＴ ｔｙｐｉｎｇ (Ｂ)ꎬ ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｇｅｎｅ ｈｅａｔｍａｐ (Ｃ)ꎬ ａｎｄ ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ
ｇｅｎｅ ｈｅａｔｍａｐ (Ｄ)
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普遍携带耐药基因 ｔｅｔ ( ３４)、 ｂｌａＣＡＲＢ￣４２ꎬ与郑宏源

等[３６]、Ｙｅ 等[３７] 的研究结果一致ꎮ 此外ꎬ除常见的

ｂｌａａｍｐＣ、ｂｌａＣＡＲＢ等 β￣内酰胺耐药基因之外ꎬ本研究发

现 ２ 例弧菌携带碳青霉烯耐药基因 ｂｌａＩＭＰ￣１５
[３８]ꎮ 碳

青霉烯类药物仅批准应用于人类临床医疗ꎬ但是水

产弧菌中检出了碳青霉烯类的耐药基因ꎬ这可能与

该基因的水平转移和引入有关ꎬ同时 β￣内酰胺类药

物在水产养殖中的长期使用也可能促进该耐药基因

的传播和扩散ꎮ
时晨等[３９]的研究结果表明ꎬ携带 ｔｄｈ、 ｔｒｈ 毒力

基因的产毒株与食源性疾病爆发事件密切相关ꎮ 本

研究分离的弧菌菌株 ｔｄｈ、ｔｒｈ 基因的检出率均为 ０ꎬ
与非临床来源分离株 ｔｄｈ、ｔｒｈ 携带率较低[４０￣４２]一致ꎮ
而 ｔｌｈ 基因的检出率为 ９０􀆰 ７６％ꎬ说明南通地区对虾

生产环境中存在较严重的副溶血弧菌污染ꎮ 本研究

得到的弧菌分离株普遍携带鞭毛、黏附因子、Ｔ３ＳＳ
等相关毒力基因[４２￣４３]ꎬ且不同 ＳＴ 型菌株之间毒力

基因的携带情况有所差异ꎬ说明不同菌株的毒力强

弱可能存在差异ꎮ 本研究还分离到携带重复毒素基

因 ｒｔｘＡ 和溶血毒素基因 ｈｌｙＡ 的弧菌菌株ꎬ这 ２ 种基

因分别在创伤弧菌和霍乱弧菌中有所报道ꎬ推测对

虾养殖过程中可能通过基因水平转移的方式获得了

这两种毒力基因[１９￣２１]ꎮ

４　 结 论

弧菌不仅是水产养殖中重要病原菌之一ꎬ也是重

要的人兽共患菌ꎮ 南通地区虾源弧菌的种类丰富ꎬ其
中溶藻弧菌、副溶血弧菌、欧文氏弧菌、溶蛋白弧菌、鳗
弧菌、坎贝氏弧菌、麦氏弧菌、河流弧菌的检出率分别

为 ７３􀆰 ９５％、 ７􀆰 ５６％、 ５􀆰 ８８％、 ４􀆰 ２０％、 ４􀆰 ２０％、 ２􀆰 ５２％、
０􀆰 ８４％、０􀆰 ８４％ꎮ 分离株对氨苄西林、头孢氨苄和多西

环素的总耐药率较高ꎬ分别达 ７３􀆰 １１％、 ５８􀆰 ８２％、
４５􀆰 ３８％ꎬ多重耐药菌株占比 ２６􀆰 ８９％ꎮ 分离株中共检测

到 ４７ 种耐药基因ꎬ其中 ｔｅｔ(３４)、ｔｅｔ(３５)、ｂｌａａｍｐＣ检出率

较高ꎬ分别为 ９７􀆰 ４８％、８８􀆰 ２４％、６１􀆰 ３４％ꎮ 分离株中共检

测到 １１７ 种毒力基因ꎬ未发现 ｔｒｈ、ｔｄｈ 食源性相关毒力

基因ꎻ１１９ 株弧菌分离株中 ５３ 株可分为 ３４ 种 ＳＴ 型ꎬ主
要流行型为 ＳＴ３８８ꎮ 综上所述ꎬ南通地区虾源弧菌具有

多样性ꎬ具有广泛的进化可能性ꎻ该地区弧菌分离株携

带的毒力基因亦呈现多样性ꎬ耐药基因较多且耐药率

较高ꎮ
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