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摘　 要:目的 　 对 2018 年从产地和市售贝类样品中分离的 140 株副溶血性弧菌的毒力基因和耐药性进行分析。
方法 　 采用聚合酶链式反应(PCR)扩增法检测毒力基因和耐药基因,采用药敏纸片法测试菌株的耐药性。 结果 　
140 株副溶血性弧菌均不含有 tdh 基因,1 株菌含有 trh 基因;所有菌株对氨苄西林耐药,部分菌株对头孢唑啉、头孢

呋辛钠、链霉素、阿米卡星、复方新诺明、四环素和氟苯尼考耐药,所有菌株对头孢吡肟、庆大霉素、亚胺培南、美罗

培南、氧氟沙星和强力霉素敏感,6 株菌呈现耐受 2 类及以上抗菌药的多重耐药性;耐链霉素菌株检出耐药基因

strA、strB,耐四环素菌株检出耐药基因 tetA,耐复方新诺明菌株检出耐药基因 sul2,耐氟苯尼考菌株检出耐药基因

floR。 结论 　 大多数副溶血性弧菌不含有毒力基因,菌株呈现不同程度的耐药性,少量菌株含有多个耐药基因,表

现出多重耐药性,提示应继续加强水产品中副溶血性弧菌的致病性和耐药性监测。
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Abstract:
  

Objective　 To
 

analyze
 

the
 

virulence
 

genes
 

and
 

antimicrobial
 

resistance
 

of
 

140
 

Vibrio
 

parahaemolyticus
 

strains
 

from
 

shellfish
 

collected
 

from
 

farms
 

and
 

markets.
 

Methods 　 Virulence
 

genes
 

and
 

antimicrobial
 

resistance
 

genes
 

were
 

detected
 

by
 

PCR
 

amplification
 

method,
 

and
 

antimicrobial
 

resistance
 

was
 

determined
 

by
 

disk
 

diffusion
 

test.
 

Results　 None
 

of
 

the
 

140
 

strains
 

carried
 

tdh
 

gene,
 

and
 

trh
 

gene
 

was
 

detected
 

in
 

one
 

strain.
 

All
 

strains
 

were
 

resistant
 

to
 

ampicillin,
 

some
 

strains
 

were
 

resistant
 

to
 

cefazolin,
 

cefuroxime
 

sodium,
 

streptomycin,
 

amikacin,
 

sulphamethoxazole / trimethoprim,
 

tetracycline
 

and
 

florfenicol.
 

All
 

strains
 

were
 

sensitive
 

to
 

cefepime,
 

gentamicin,
 

imipenem,
 

meropenem,
 

ofloxacin
 

and
 

doxycycline.
 

Six
 

strains
 

showed
 

multi-antimicrobial
 

resistance
 

to
 

two
 

or
 

more
 

categories
 

of
 

antimicrobials.
 

The
 

resistance
 

genes
 

strA
 

and
 

strB
 

were
 

detected
 

in
 

streptomycin
 

resistant
 

strains,
 

tetA
 

was
 

detected
 

in
 

tetracycline
 

resistant
 

strains,
 

sul2
 

was
 

detected
 

in
 

sulphamethoxazole / trimethoprim
 

resistant
 

strains,
 

and
 

floR
 

was
 

detected
 

in
 

florfenicol
 

resistant
 

strain.
 

Conclusion　 Most
 

of
 

Vibrio
 

parahaemolyticus
 

strains
 

didn􀆳t
 

carry
 

virulence
 

genes
 

and
 

showed
 

antimicrobial
 

resistance
 

to
 

a
 

certain
 

extent.
 

Some
 

strains
 

had
 

more
 

than
 

one
 

antimicrobial
 

resistance
 

gene,
 

which
 

exhibited
 

multi-antimicrobial
 

resistance.
 

These
 

results
  

indicated
 

that
 

enhancing
 

the
 

monitoring
 

of
 

pathogenicity
 

and
 

antimicrobial
 

resistance
 

of
 

Vibrio
 

parahaemolyticus
 

in
 

aquatic
 

products
 

should
 

be
 

continued.
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　 　 贝类具有味道鲜美和营养价值高等特点,深受消

费者的青睐,是我国重要的经济水产品。 我国既是贝

类养殖大国,同时也是消费大国,据统计,2018 年我国

养殖贝类产量达到 1
 

463. 5 万吨[ 1] 。 由于贝类的生

活环境及滤食特性,贝类成为多种食源性致病菌的传

播 载 体, 特 别 是 副 溶 血 性 弧 菌 ( Vibrio
 

parahaemolyticus)的污染率较高[ 2] 。 因生食或食用未

煮熟的贝类产品造成副溶血性弧菌感染的中毒事件

时有发生,因此,对贝类中副溶血性弧菌的监测有助

于了解该菌的流行特征及提高贝类的食用安全。
副溶血性弧菌为革兰阴性菌,呈弧状、杆状等

多种形状,无芽胞,是一种海洋性嗜盐菌,广泛存在

于鱼、虾、贝、蟹等海产品中。 副溶血性弧菌分为致

病性和非致病性菌株,致病性菌株中最主要的毒力

因子是耐热直接溶血素 ( TDH) 和耐热直接相关溶

血素( TRH) ,分别由 tdh 和 trh 基因编码,可引起食

物中毒,临床上主要表现为急性起病、腹痛、呕吐、
腹泻及水样便等 [ 3] 。 副溶血性弧菌被认定为全球

范围内由海产品引起食源性疾病的重要病原菌,在
我国是引起食源性疾病的首要病原微生物 [ 4] 。 随

着抗菌药物的使用越来越广泛,细菌耐药性呈现日

益严重的趋势,已有研究表明海产品中的副溶血性

弧菌也具有不同程度的耐药性,给海产品带来潜在

安全隐患 [ 5-6] 。 如果感染了耐药性菌株,会造成临

床用药失效,严重威胁人类健康。
为了持续跟踪我国贝类产品中副溶血性弧菌

的致病性和耐药性状况,本研究对 2018 年分离自产

地和市售贝类样品中的 140 株副溶血性弧菌进行致

病性和耐药性分析,为进一步评估贝类产品的食用

安全及防范食源性疾病暴发奠定基础。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 菌株来源

140 株副溶血性弧菌菌株分离自产地(辽宁、山
东、河北和广东)和市售(山东、广东)贝类(牡蛎、扇
贝、毛蚶、菲律宾蛤仔、四角蛤蜊和青蛤)中,经鉴定后

保存于本实验室,编号为 Vp2018001 ~ Vp2018140,其
中 94 株来自产地样品,46 株来自市售样品。 副溶血

性弧菌标准菌株( ATCC
 

17802 和 GCMCC
 

1. 1615)分

别购自美国典型微生物保藏中心(ATCC)和中国普通

微生物菌种保藏中心(CGMCC);抗菌药敏感试验质控

标准菌株大肠埃希菌(ATCC
 

25922)购自 ATCC。
1. 1. 2　 主要仪器与试剂

EDC-810 温度梯度聚合酶链式反应 ( PCR) 仪

(北京东胜创新生物科技有限公司) 、PowerPac 电泳

仪(美国 Bio-Rad) 、 Infinity
 

3000 凝胶成像系统 ( 法

国 Vilber) 、NU-425-600E
 

Class
 

Ⅱ生物安全柜(美国

Nuaire) 、MF2 菌落 / 显微多功能分析仪(杭州迅数科

技有限公司) 。
LBS 液体培养基(含 5

 

g / L 酵母粉,10
 

g / L 胰蛋

白胨,30
 

g / L
 

NaCl) ,Muller-Hinton 琼脂( MHA,北京

陆桥技术股份有限公司) 。 细菌基因组提取试剂盒

与 PCR 产物纯化试剂盒均购自天根生化科技 ( 北

京)有限公司,PCR 扩增用试剂[宝生物工程(大连)
有限公司] ,PCR 扩增用引物[生工生物工程(上海)
股份有限公司] ,琼脂糖(西班牙 Biowest) ,21 种抗

菌药敏纸片(英国 OXOID) 。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 毒力基因检测

将副溶血性弧菌分离菌株接种至 LBS 液体培

养基中,36
 

℃ 振荡培养过夜,离心,收集菌体,采用

细菌基因组提取试剂盒提取基因组 DNA 并保存,采
用 PCR 法扩增毒力基因 tdh 和 trh。 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,
94

 

℃ 变性 60
 

s,55
 

℃ 退火 45
 

s,72
 

℃ 延伸 45
 

s,进行

35 个循环,最后 72
 

℃ 延伸 5
 

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,并
经 PCR 产物纯化试剂盒回收后,送生工生物工程

(上海 ) 股份有限公司测序, 序列通过 BLAST 与

NCBI 数据库中的核酸序列进行比对分析。 以标准

菌株 CGMCC
 

1. 1615 为 tdh 阳 性 对 照, 以 ATCC
 

17802 为 trh 阳性对照。

表 1　 毒力基因扩增引物信息 [ 7]

Table
 

1　 Information
 

of
 

primers
 

for
 

virulence
 

genes
扩增基因 序列( 5′-3′) 产物长度 / bp

tdh

trh

F:CCACTACCACTCTCATATGC
R:GGTACTAAATGGCTGACATC
F:GGCTCAAAATGGTTAAGCG
R:CATTTCCGCTCTCATATGC

251

250

1. 2. 2　 药敏试验

采用药敏纸片法,以美国临床实验室标准化研

究 所 ( Clinical
 

and
 

Laboratory
 

Standards
 

Institute,
 

CLSI)微生物敏感试验执行标准 [ 8] 作为药敏试验质

控和结果的判定依据,以大肠埃希菌( ATCC
 

25922)
为质控菌株。 将菌株接种至 LBS 液体培养基中,
36

 

℃ 培养过夜,用 0. 85%
 

NaCl 溶液稀释至麦氏浓

度 0. 5,取 0. 3
 

mL 菌悬液涂布于含 0. 85%
 

NaCl 的

MHA 平板上,待水分吸收后将药敏纸片贴在琼脂表

面,于 36
 

℃ 培养 18 ~ 24
 

h,采用菌落 / 显微多功能分
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析仪测量抑菌圈直径。 多重耐药( multiple
 

antibiotic
 

resistance,
 

MAR)系数以菌株耐受抗菌药物数量与

受试抗菌药物数量的比值表示 [ 9] 。
1. 2. 3　 耐药基因检测

根据药敏试验结果,采用 PCR 扩增法对 MAR
菌株的耐药基因进行筛选,筛选的耐药基因、 PCR

扩增用引物及退火温度见表 2。 PCR 反应体系及

PCR 反应条件参考 1. 2. 1。 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,并经

PCR 产物纯化试剂盒回收后,送上海生工生物工程

有限公司测序,序列通过 BLAST 与 NCBI 数据库中

的核酸序列进行比对分析。

表 2　 耐药基因检测用引物信息

Table
 

2　 Information
 

of
 

primers
 

for
 

antimicrobial
 

resistance
 

genes

编码耐受抗菌药 目的基因 引物序列( 5′-3′)
片段大小

/ bp
退火温度

/ ℃
参考
文献

氨基糖苷类

四环素类

磺胺类

氯霉素类

strA

strB

tetA

tetB

tetM

tetQ

sul1

sul2

sul3

cat
 

I
cat

 

II
cat

 

III
cat

 

IV
cat 反向通用引物

floR

F:CCTGGTGATAACGGCAATTC
R:CCAATCGCAGATAGAAGGC
F:ATCGTCAAGGGATTGAAACC
R:GGATCGTAGAACATATTGGC
F:GCTACATCCTGCTTGCCTTC
R:CATAGATCGCCGTGAAGAGG
F:TTGGTTAGGGGCAAGTTTTG
R:GTAATGGGCCAATAACACCG
F:GTRAYGAACTTTACCGAATC
R:ATCGYAGAAGCGGRTCAC
F:TTATACTTCCTCCGGCATCG
R:ATCGGTTCGAGAATGTCCAC
F:GTGACGGTGTTCGGCATTCT
R:TCCGAGAAGGTGATTGCGCT
F:CGGCATCGTCAACATAACCT
R:TGTGCGGATGAAGTCAGCTC
F:GAGCAAGATTTTTGGAATCG
R:CATCTGCAGCTAACCTAGGGCTTTGGA
1:GGTGATATGGGATAGTGTT
2:GATTGACCTGAATACCTGGAA
3:CCATACTCATCCGATATTGA
4:CCGGTAAAGCGAAATTGTAT
R:CCATCACATACTGCATGATG
F:AATCACGGGCCACGCTGTATC
R:CGCCGTCATTCTTCACCTTC

546

509

210

659

633

904

779

721

880

349
567
275
451

/

215

54

54

60

52

[ 10]

[ 11]

[ 12]

[ 11]

[ 13]

[ 14]

[ 15]

注: / 表示该引物分别与其他 cat 正向引物 1、2、3、4 组合

2　 结果与分析

2. 1　 毒力基因检测

PCR 扩增和电泳检测结果显示,140 株副溶血性

弧菌均未检出 tdh 基因,1 株菌检出 trh 基因(电泳结果

见图 1),trh 阳性菌株来自山东产地的青蛤样品。

2. 2　 药敏试验

对 140 株副溶血性弧菌进行 21 种抗菌药的耐

药试验,结果见表 3。 可以看出,所有菌株对氨苄西

林耐药;部分菌株对头孢唑啉和头孢呋辛钠耐药,
耐药率分别为 36. 4%(51 / 140)和 33. 6%( 47 / 140) ;
少量菌株耐受其他类抗菌药,包括 1 株菌耐受链霉

素,2 株菌耐受阿米卡星,3 株菌耐受复方新诺明,
3 株菌耐受四环素, 1 株 菌 耐 受 氟 苯 尼 考。 超 过

60%菌株 对 头 孢 唑 啉 和 头 孢 呋 辛 钠 中 介 耐 药,
39. 3% ( 55 / 140 ) 菌株对链霉素中介耐药, 25. 0%

注:M:
 

DL2000;1:
 

Vp2018023;2:
 

Vp20180024;3:
 

Vp2018025;

4:
 

Vp2018026;5:
 

ATCC
 

17802;6:
 

阴性对照

图 1　 部分副溶血性弧菌菌株毒力基因 trh 电泳结果

Figure
 

1　 PCR
 

amplification
 

of
 

virulent
 

gene
 

trh
 

in
 

some
 

V.
 

parahaemolyticus
 

strains

(35 / 140)和 16. 4% ( 23 / 140) 的菌株分别对卡那霉

素和呋喃妥因中介耐药。 所有菌株对头孢吡肟、庆
大霉素、亚胺培南、美罗培南、氧氟沙星和强力霉素
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敏感。 通过对菌株耐药谱进行统计(见表 4) ,部分

菌株耐受 2 种以上抗菌药,仅有 6 株菌耐受 2 类及

以上抗菌药, 耐药谱分别为 AMP-AK、 AMP-SXT、
AMP-SXT-TE、 AMP-KZ-CXM-AK 和 AMP-S-TE-FFC。

这 6 株 MAR 菌均来自产地贝类样品,包括辽宁的菲

律宾蛤仔、四角蛤蜊和山东的菲律宾蛤仔、青蛤。
所有菌株的 MAR 系数均小于 0. 2,其中 trh 阳性菌

株对氨苄西林和头孢呋辛钠耐药。

表 3　 贝类样品中副溶血性弧菌药敏试验结果(n = 140)
Table

 

3　 Antimicrobial
 

resistance
 

of
 

V.
 

parahaemolyticus
 

strains
 

in
 

shellfish
 

samples

抗菌药
浓度
/ μg

敏感
菌株数

中介
菌株数

耐药
菌株数

耐药率
/ %

β-内酰胺类

氨基糖苷类

碳青霉烯类

喹诺酮类

四环素类

磺胺类

氯霉素类

硝基呋喃类

氨苄西林 10 0 0 140 100. 0
阿莫西林 / 克拉维酸 20 / 10 131 9 0 0. 0

头孢唑啉 30 2 87 51 36. 4
头孢呋辛钠 30 7 86 47 33. 6
头孢曲松 30 134 6 0 0. 0
头孢吡肟 30 140 0 0 0. 0
阿米卡星 30 132 6 2 1. 4
链霉素 10 84 55 1 0. 7

庆大霉素 10 140 0 0 0. 0
卡那霉素 30 105 35 0 0. 0
亚胺培南 10 140 0 0 0. 0
美罗培南 10 140 0 0 0. 0
萘啶酸 30 139 1 0 0. 0

环丙沙星 5 131 9 0 0. 0
氧氟沙星 5 140 0 0 0. 0
四环素 30 137 0 3 2. 1

强力霉素 10 140 0 0 0. 0
复方新诺明 25 136 1 3 2. 1

氯霉素 30 139 1 0 0. 0
氟苯尼考 30 139 0 1 0. 7
呋喃妥因 300 117 23 0 0. 0

表 4　 贝类样品中副溶血性弧菌耐药谱(n = 140)
Table

 

4　 Resistance
 

pattern
 

of
 

V.
 

parahaemolyticus
 

strains
 

in
 

shellfish
 

samples
耐药谱 耐药菌株数 占比 / % MAR 系数

AMP 67 47. 9 0. 05

AMP-KZ 21 15. 0 0. 10
AMP-CXM 17 12. 1 0. 10
AMP-AK 1 0. 7 0. 10
AMP-SXT 1 0. 7 0. 10
AMP-KZ-CXM 29 20. 7 0. 14

AMP-SXT-TE 2 1. 4 0. 14
AMP-KZ-CXM-AK 1 0. 7 0. 19
AMP-S-TE-FFC 1 0. 7 0. 19

注:AMP:氨苄西林; KZ:头孢唑啉; CXM:头孢呋辛钠; AK:阿米卡
星;SXT:复方新诺明;TE:四环素:S:链霉素;TE:四环素;FFC:氟苯
尼考

2. 3　 耐药基因检测

根据药敏试验结果,选择耐药菌株 Vp2018002
(耐受链霉素、四环素、氟苯尼考) 、Vp2018008(耐受

复方新诺明、四环素) 、 Vp2018039 ( 耐受复方新诺

明、四环素) 、Vp2018069 ( 耐受复方新诺明) 进行氨

基糖苷类、四环素类、磺胺类、氯霉素类相关耐药基

因的筛选。 耐药基因 PCR 结果如图 2 所示,耐受不

同抗菌药的菌株均扩增出相应的耐药基因,其中

Vp2018002 含有 strA、strB、tetA 和 floR,Vp2018008 和

Vp2018039 含有 sul2 和 tetA,Vp2018069 含有 sul2。

注:M:DL2000;1 ~ 3:Vp2018008( sul2) ,Vp2018039( sul2) ,

Vp2018069( sul2) ;4 ~ 6:Vp2018002
 

( floR、strA、strB) ;

7 ~ 9:Vp2018002( tetA) ,Vp2018008( tetA) ,Vp2018039( tetA)

图 2　 耐药菌株的耐药基因 PCR 检测结果

Figure
 

2　 PCR
 

amplification
 

of
 

antimicrobial
 

resistance
 

genes
 

in
 

antimicrobial
 

resistant
 

strains

3　 讨论

副溶血性弧菌的致病性相关因子有黏附因子、
侵袭因子、溶血素、胞外酶、脂多糖、 Ⅲ型分泌系统

和摄铁系统等。 副溶血性弧菌引起的疾病与耐热

直接溶血素和耐热直接相关溶血素密切相关,因此

普遍认为编码这两种溶血素的 tdh 和 trh 基因是最

主要的毒力基因 [ 16] 。 本研究测定了 140 株副溶血
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性弧菌的 tdh 和 trh 基因,结果显示,所有的菌株都

不含有 tdh,只有 1 株菌含有 trh, trh 阳性菌株来自

山东产地的青蛤样品。 以往的研究表明,环境或食

品中分离的副溶血性弧菌大多为非致病菌株,即不

含有 tdh 和 trh 基因,而临床上分离菌株大多含有

tdh 基因,含 trh 基因的菌株相对较少,因此 tdh 阳性

菌株与流行病学相关 [ 16] 。 前期对贝类样品分离的

tdh 和 trh 阳性菌株进行多位点序列分型( multilocus
 

sequence
 

typing,MLST) ,其中 tdh 阳性菌株为流行的

序列型 ST3,而 trh 的序列型多样、与流行病学无关,
也证实了这一点 [ 17] 。 至于 trh 阳性菌株的致病性如

何,有待进一步的试验验证。 尽管环境或食品中分

离的菌株大多不含有 tdh 和 trh 基因,但仍不容忽

视,因为有研究发现 tdh 和 trh 阴性菌株也具有潜在

毒力,能导致实验动物的死亡 [ 16] 。
本研究测定了 140 株副溶血性弧菌对 21 种抗

菌药,包括 β-内酰胺类、氨基糖苷类、碳青霉素类、
喹诺酮类、四环素类、磺胺类、氯霉素类和硝基呋喃

类药物的耐药性。 测定的所有菌株对氨苄西林具

有强耐药性,与以往的结果 [ 18-20] 基本相符,表明大

部分副溶血性弧菌耐受氨苄西林。 但也有报道显

示,一些临床分离的菌株对氨苄西林的耐药率较

低 [ 21] ,表明不同来源的菌株对氨苄西林的耐药性呈

现差异性。 本研究中,副溶血性弧菌对第一代头孢

(头孢唑啉) 和第二代头孢类(头孢呋辛钠) 抗菌药

耐药率较高,对第一代头孢(头孢唑啉) 、第二代头

孢类(头孢呋辛钠) 、链霉素、卡那霉素和呋喃妥因

的中介耐药率较高,而对一些新型的药物或使用时

间较短的药物则呈现较高的敏感率,例如所有菌株

对第四代头孢类的头孢吡肟和碳青霉烯类敏感,对
四环素耐药的菌株却对强力霉素敏感。 分析近 5 年

来不同地区不同水产品中副溶血性弧菌的耐药情

况可以看出,水产来源的副溶血性弧菌对 β-内酰胺

类中的氨苄西林、阿莫西林、第一代头孢类耐药率

较高,超过 50%;对链霉素、卡那霉素、阿米卡星等

氨基糖苷类耐药率也较高,一般在 10% ~ 50%;对四

环素类、磺胺类、氯霉素类等药物的耐药率一般低

于 10%;而对喹诺酮类和碳青霉素类则高度敏感,
有的敏感率为 100% [ 2,22-23] 。 结合本研究结果看,对
一些应用时间较长的药物,副溶血性弧菌的耐药率

较高,表明细菌在药物的长期胁迫下产生了耐药

性。 不同来源样品分离的菌株耐药率有所不同,可
能是水产品的产地环境及养殖模式不同造成。 本

研究测定菌株分离自贝类,由于贝类尤其是双壳贝

类的养殖环境为开放式,在养殖过程中一般不使用

药物,因此菌株的耐药程度较低,与文献 [ 23] 报道的

耐药程度接近。
MAR 系数是由 KRUMPERMAN [ 9] 首次提出,用

于反映环境受抗菌药污染的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

产品受到较高程度的污染和对人类健康有较大的

风险。 目前 MAR 系数已用于评价肺炎克雷伯菌

(Klebsiella
 

pneumoniae) 、沙门菌 ( Salmonella) 、大肠

埃希菌(Escherichia
 

coli)等临床、环境及产品中致病

菌或指示菌的多重耐药性 [ 24-26] ,但在贝类产品相关

食源性致病菌的多重耐药性和食用安全评价中的

应用则较少。 本研究中,所有测试菌株的 MAR 系

数均小于 0. 2,表明用于分离菌株的贝类产品受到

抗菌药污染的程度较低、对人类健康的风险较小。
在测定的 140 株副溶血性弧菌中,耐受 2 类及以上

抗菌药的 MAR 菌株数量较少,6 株 MAR 菌株均来

自产地样品,包括辽宁的菲律宾蛤仔、四角蛤蜊和

山东的菲律宾蛤仔、青蛤。 产地贝类样品分离菌株

的耐药程度高于市售样品分离菌株,与研究报道的

市售贝类中副溶血性弧菌 MAR 菌株较少的结论基

本一致 [ 19,27-28] 。 原因可能是养殖环境的污染或养殖

过程使用抗菌药造成菌株耐药性的产生,而市售样

品经过净化或者存放了一段时间,可能会使细菌的

MAR 程度较低。 2015—2016 年产地贝类分离的菌

株中,39 株菌耐受 2 类及以上抗菌药, 16 株菌的

MAR 系数大于 0. 2[ 18] ,与之对比,2018 年产地贝类

分离菌株的 MAR 程度较轻,可能是由于养殖环境

不同造成。
细菌耐药性的产生主要是由于灭活酶或钝化

酶作用、 外 排 泵 作 用、 结 合 位 点 改 变、 基 因 突 变

等 [ 29] ,副溶血性弧菌中相继发现多种耐药基因和

耐药机制 [ 30] 。 为了探讨耐药菌株的耐药分子机

制,对耐受链霉素、四环素、复方新诺明和氟苯尼

考的菌株进行相应耐药基因的筛选,结果均扩增

出了耐受药物对应的耐药基因,且对于耐受同种

抗菌药的不同菌株携带的耐药基因相同,表明耐

药机制相同。 通过这些耐药基因编码产物可以看

出,菌株对链霉素的耐药机制主要通过 strA 和 strB
基因编码产生的氨基糖苷磷酸转移酶的灭活或钝

化作用引起,对四环素的耐药机制主要由 tetA 基因

编码产生的外排泵作用引起,对复方新诺明的耐

药机制是由 sul2 基因编码产生的二氢蝶酸合酶Ⅱ
引起,对氟苯尼考的耐药机制则是由 floR 基因编

码产生的外排泵作用引起。 细菌对药物的耐药基

因可能有多种,例如四环素耐药基因就有 10 多

种,本研究仅对常见的耐药基因进行筛选,菌株中

也可能还存在其他的耐药基因和耐药机制,需要
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经过进一步挖掘确证。
综上所述,2018 年从产地和市售贝类样品分离

的 140 株副溶血性弧菌中检出 1 株 trh 阳性菌株,
6 株菌耐受 2 类及以上的抗菌药。 虽然菌株耐药程

度相比往年有所下降,但仍不能忽视,这些 MAR 菌

株及其携带的耐药基因可能会在环境中传播,对产

品食用安全和人类健康具有潜在的危害。 本研究

既是对我国贝类中副溶血性弧菌致病性及耐药性

的连续监测,同时也丰富了副溶血性弧菌菌株库,
为进一步研究副溶血性弧菌的致病和耐药机制提

供菌株来源,也为进一步研究海产品中副溶血性弧

菌的防控技术、防范致病菌株和耐药菌株的传播及

食源性疾病的暴发奠定基础。
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研究报告

牡蛎精氨酸激酶稳定性及同源性分析

赵晓涵,刘文颖,方磊,谷瑞增,凌空,李国明,鲁军

(中国食品发酵工业研究院,北京市蛋白功能肽工程技术研究中心,北京 　 100015)

摘　 要:目的 　 鉴定从牡蛎中提取的天然蛋白精氨酸激酶( arginine
 

kinase,AK),并了解其基本性质及同源性。 方

法 　 利用硫酸铵盐析、阴离子交换从牡蛎中分离纯化出蛋白,通过十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳 ( SDS-
PAGE)和圆二色(CD)光谱确定相对分子质量和二级结构,并研究其稳定性;用生物信息学软件对牡蛎 AK 和其他

11 种甲壳类、软体类动物过敏原的 AK 氨基酸序列进行比对,分析它们之间的同源性。 结果 　 分离纯化得到的相

对分子量为 40
 

kDa 的天然蛋白为牡蛎 AK,AK 既不耐热也不耐强酸。 牡蛎 AK 与软体类动物过敏原 AK 氨基酸序

列的同源性较高,与甲壳类动物氨基酸序列的同源性在 55% ~ 60% 之间。 结论 　 从牡蛎中提取得到天然 AK,基本

了解牡蛎 AK 的稳定性和同源性,并为牡蛎 AK 致敏性和致敏机制的全面研究打下基础。

关键词:精氨酸激酶;提取纯化;稳定性;圆二色光谱;过敏原
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Study
 

on
 

stability
 

and
 

homology
 

analysis
 

of
 

arginine
 

kinase
 

from
 

oyster
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Abstract:
  

Objective　 To
 

identify
 

the
 

natural
 

protein
 

arginine
 

kinase
 

( AK)
 

extracted
 

from
 

oysters,
 

and
 

to
 

understand
 

its
 

basic
 

properties
 

and
 

homology.
 

Methods　 AK
 

was
 

isolated
 

and
 

purified
 

from
 

oysters
 

by
 

ammonium
 

sulfate
 

salting
 

out
 

and
 

anion
 

exchange,
 

and
 

the
 

relative
 

molecular
 

mass
 

and
 

secondary
 

structure
 

were
 

determined
 

by
 

sodium
 

dodecyl
 

sulfate-
polyacrylamide

 

gel
 

electrophoresis
 

( SDS-PAGE)
 

and
 

circular
 

dichroism
  

( CD)
 

spectroscopy.
 

Its
 

stability
 

was
 

also
 

studied.
 

The
 

amino
 

acid
 

sequences
 

of
 

oyster
 

AK
 

and
 

11
 

other
 

crustacean
 

and
 

mollusk
 

allergens
 

were
 

compared
 

by
 

bioinformatics
 

software,
 

and
 

their
 

homology
 

was
 

analyzed.
 

Results　 The
 

natural
 

protein
 

with
 

a
 

relative
 

molecular
 

weight
 

of
 

40
 

kDa
 

was
 

oyster
 

AK.
 

AK
 

was
 

neither
 

heat-resistant
 

nor
 

acid-resistant.
 

Oyster
 

AK
 

has
 

high
 

homology
 

of
 

mollusk
 

allergen
 

AK
 

amino
 

acid
 

sequence,
 

and
 

homology
 

of
 

crustacean
 

amino
 

acid
 

sequence
 

is
 

55% -60% .
 

Conclusion　 Natural
 

AK
 

is
 

extracted
 

from
 

oysters,
 

and
 

the
 

stability
 

and
 

homology
 

are
 

basically
 

understood.
 

It
 

will
 

lay
 

the
 

foundation
 

for
 

comprehensive
 

research
 

on
 

sensitization
 

and
 

sensitization
 

mechanism
 

of
 

oysters.

Key
 

words:
 

Arginine
 

kinase;
 

extraction
 

and
 

purification;
 

stability;
 

circular
 

dichroism;
 

allergen
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　 　 随着人们生活水平的提高和全球化进程的加 快,食物过敏已成为日益严重的世界性公共卫生

问题之一,患病率迅速增长。 海鲜过敏是一种严

重的食物过敏,尤其是在饮食中常见海鲜的沿海

地区和海鲜加工工厂中发生 [ 1] 。 接触海鲜后立即

发生的过敏反应主要是 IgE 介导的 I 型超敏反应,
其特征是胃肠道疾病以及皮肤性荨麻疹、血管性

水肿、喉咙发痒,有时甚至会危及生命 [ 2] 。 食物过

敏原是指能引起免疫反应的食物抗原分子,水产


