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摘要 本文研究 了 � 个属的 巧 株鱼类病原菌对 �� 种抗菌药物的耐药性
。

其中
,

对�一内酞胺类

和红霉素的耐药率最高
,

对妥布霉素最敏感
。

以 �� 。�� � ��� �� �砚�� � 为受体菌
,

鱼类病原菌为

供体菌
,

采用细菌接合试验
,

从耐 氨节青霉素
、

四环素和磺胺的嗜水气单胞菌 �� �� 株中检测到

一株耐四环素和磺胺的可 自身传递的 � 质粒 �� �� ���
。

它对四环素的抗性可被四环素类药

物所诱导
。

�� �� ��� 上的耐药基 因在供体菌和受体菌中的表达水平有所不同
。

该质粒可在

�� ℃下
,

巧� � 内通过接合方式
,

转移到 云 。�� � 玲 �� � � � � 中
,

而且这种转移在 �� ℃的条件

下也可进行
。

关键词 � 质粒
,

耐药性
,

鱼类病原菌

自 �� �� 年 日本学者证实耐药性质粒 ���
��� �� �� � ��  ! � ��� 以来

,

耐药质粒在介导细菌

耐药性中的作用 已愈来愈受到重视
。

� � �� 年 � � �� 等 ��, ’〕, 通过接合试验
,

从 �� �� � �� ��

�� �� �� �� ��� 和 注 �� � ��� �� �� 、中检出可自身传递的耐药质粒
,

这是鱼类病原菌中耐药质粒

研究的最早报道
。

此后相继从其它病原菌中检出耐药质粒
,

包括 ��
� ��  ! ��   � �。�� �� �� �� 

、

儿
��� � �  �� 夕�� ��� ��� �‘�

、

乃
� � � � � � � � , ��

� � � � �  � ! � �, � 和 � � �认。

附
� �� �, � 等

。

耐药质粒在养殖

水体中的流行
,

已成为目前鱼病防治中的突出问题
。

质粒介 导的耐药性可通过垂直和水平传播 的方式进行广泛传播
,

成为耐药菌增多的

主要原因
。

通过对耐药质粒深人的研究有助于 阐明耐药机理
、

提出控制耐药菌出现或流

行的对策
。

目前
,

在我国 尚无有关鱼类病原菌耐药质粒的研究报道
。

鉴于有研究认为 �� 
,

来 自鱼类病原菌的 � 质粒
,

其性质与来 自人和家畜病原菌的 � 质粒不同
,

不同地域之间分

离到的 � 质粒也有所不同 �� 
,

为此
,

我们研究了 �� 株病 原菌的耐药性
,

并从中检出了一株

耐四环素和磺胺药的 � 质粒
,

对其生物学特性的研究
,

为以后从分子水平研究其耐药机理

打下基础
。

材料和方法

� � 菌株 �� 株鱼类病原菌
。

其 中 �� 株由本实验室分离
、

保存
� � 株 由浙江水产研究所

的陈 月英 和长 春兽 医 大学 王振 英惠 赠
。

�� 株 试验菌 中
,

��� � � �� �� 枷�� �� �� �� � 株
、

中国科学院所长择优基金

�� � �刁 �一� �收到 � �� �  书 �一� �修 回
。
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��
� �
�� �

� � � � � 株
、

巧� � �� � 株
、

�� � � �� �� � 株
、

��
、 � � �� �� ���  � �

�� � 株
。

�� � � �� � , ��

� �  � �
� �

、

�� 。� �� 玲� �  � �  � �
� �均由 日本的 � � �� 博士惠赠

。

� � 培养基 �� 培养基用于菌株的活化
、

接合实验时的混合培养
。

�� � 培养基用于纸片

法测定细菌对抗菌药物的敏感度
。

��� ��� ��� 琼脂加人相应 的抗菌药物
,

用于选择接合

子
。

基础培养基用于菌株营养缺陷型的鉴定
。

�
�

� 药物 蔡吮酸 ��� ��
、

氯霉素
、

四环素 ��� � �均为 �� ��
� 产品 �

、

链霉素
、

�� � �江西黎民

制药厂�
。

使用浓度分别为
�
� � 协� � � �

、

� �协� � � �
、

� �林� � � �
、

�� � 林� � � �和 � � � “� � � �
。

采用

标准纸片法测定各分离菌对 �� 种药物的敏感性
。

含药纸片为上海临床检验 中心产品
。

� � 耐药 质粒的检测 参照 � �� �等 的方法 �� 进行
。

以鱼 类病 原菌为供体菌
,

�� 。�� �

��� �� �� ��
、

��
��� 为受体菌

。

另将供体菌培养液用 �
�

� �协� 的滤膜过滤
,

将此滤液作为供

体菌液
,

按上述 同样方法进行接合试验
。

� � 接合子抗性水平的变化 经过上述质粒检 测试验
,

获得两株 接合子 � � � � ��
十

�
、

� � �� ���
�

�
。

然后
,

将这两种接合子
、

含有 耐药质粒的嗜水气单胞 菌 �� � � 株及 受体菌
� � � �

、

� � ���
,

以琼脂平板稀释法
,

测定它们对几种药物的耐药水平
。

了解其耐药标记及

耐药质粒在不同宿主中抗性水平的变化
。

以含 � 质粒的 �� � � 或 已� � 与 � �  �� 的接合子

作为供体菌
,

以 � � � �
、

一株鳗弧菌
、

一株假单胞菌为受体菌
,

按上述方法
,

进行质粒的接合

转移试验
。

� � 接合试验的温度对转移频率的影响 将等量 � � 值为 �� � 的供体菌和受体菌菌液混

合 后
,

分成 � 管
,

分 别置 于 �� ℃
、

�� ℃
、

�� ℃ 和 �� ℃ 温箱 中培 养 �� �
,

作适 当稀释后
,

取

�
�

�� �涂布选择平板
,

统计转移频率
。

将供体菌和受体菌菌液混合后
,

置于 �� ℃水浴箱 中

培养
,

�
�

�
、

�
、

�
、

�
、

��
、

�� � 后取出
,

适 当稀释后涂布选择平板
。

计算其接合转移频率
。

另外
,

四环素抗性的诱导试验参照文献 【��� 的方法进行
。

澳化乙吮对质粒 的消除及质粒稳定性

研究参照 � � �� �� �
等叫和薛广波等�� ’〕的方法进行

。

� 结果

�� � 巧 株试验菌对 �� 种抗菌药物的耐药频率见表 �
。

�� � 嗜水气单胞菌 �� �� 株与 � � �� 接合后
,

在选择性 �� � � � � �� 平板上可长出红色菌落
。

这就是接受了耐药质粒的 � � � �
,

即接合子
。

而 �� �� 或 � � � � 单独涂布或两者混合后立即

涂布于同样的平板上均无菌落出现
。

接合子纯化后
,

经营养缺陷型鉴定 与� � �� 的缺陷型

相同
,

只是增加 了供体菌 � ��� 所具有的两种耐药表型
,

即接合子同时具有 �� �
、

�� 和 �� �

三种抗性
。

菌株 � ��� 的无菌滤液与 �� �� 接合
,

无� 合子出现
。

采用同样的方法
,

供体菌

��� � 也可将两种抗性传递给受体菌 ��
���

。

将这株耐药质粒命名为 �� �� � ��
。

从其它

�� 株细菌中未检测到可 自身传递 的 � 质粒
。

菌株 �� �� 具有氨节青霉素 ��
��

 !

、

四环素

(T C)
、

磺胺 (S M Z )等三种抗性标记
。

其中的 A m p 抗性不能通过接合方式转移到受体菌
,

说明其编码基因定位于染色体上
。

2. 3 C
J2

6 和 RC 85 混合后于 37 ℃水浴箱 中培养
。

接合转移频率随接合时间的延长而增

大
。

最快在培养 巧而
n 后即可出现接合子

。

在含四环素的平板上出现的接合子显著多于

含 SM Z 平板上出现的接合子
,

而且前者较后者的菌落大
。

如培养超过 30 而
n ,

在两种平板
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表 1 15株鱼类病原菌对17 种药物的耐药频率
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上出现的接合子数目及菌落形态相近 (表 2)
。

C J 2 6 和 RC 85 混合后
,

分别置于 12 ℃
、

20
℃

、

30
℃和 37 ℃下培养

,

结果发现
,

在 12 ℃

时
,

质粒仍可发生转移
,

但转移频率很低 (表 3)
。

而在 20 ℃时
,

转移 明显升高
。

在 30 ℃和

37 ℃时
,

接合转移频率无大的差别
。

耐药质粒在不 同的宿主中
,

编码 的耐药水平是不相 同的
。

四 环素对 注 勺dr op hi la

CJ 26 的 M IC 低于 对 E. co li 的 MI C
。

而 SM z 的情形则 刚好相反
,

质粒在 注 柳dr op hila

C J2 6 中的表达水平高于在 E. 。
01 1 中的表达水平 (表 4)

。

2. 4 以 C J26 与 H B 101 的接合子作供体菌
,

以 R C 85作受体菌
,

结果 RC 8 5 也同样获得 了对
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表3 接合温度对R 质粒转移频率的影响
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表4 SM Z
、

T C

、

对C J26
、

R e s s

、

H B 一。一及接合子的最低抑菌浓度
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图 l 四环素对耐药质粒 pw H9 601 的诱导试验

E g
.
1 Ind uc ti

on te st on PW H9 60 1
w ith

te tracyel一n e
.

细菌在 L B 培养基中于 37 ℃ 下培养
。

经 (

—
)

1“g / 司 四环素诱导和未 经(一)四环素诱导
。

Ce

l l

s
w

e

re g
ro

w

n I n

L B b ro
t

h

a
t

3 7 ℃ w ith

(

—
)and without(一) Induction

SM Z 和 Tc 的抗性
。

而 将 C J26 及 含耐 药质粒

pw H % 01 的 HB
101 分别作为供体菌

,

以一株假

单胞菌和一株鳗弧菌作 为受体菌
,

却未能检出

接合子
。

由于没有找到带有适当耐药标记的 A.

彻dr op h ila 作 为 受 体菌
,

因 此
,

尚不 清楚 质粒

pw H9 60
1 能否在 A

.
柳dr op hi la 其它株中传播

。

2

.

5 用 o
.
0 5m g / m l

、

o

.

o
Z

m
g

/ m
l 的 EB 对 e J26

处理 24 h 后
,

S M Z 敏感株的 比例分别为 3/ 126

和 1/ 12 8
。

这一 比例大大低于 o
.
osm g/ m l的 EB

对痢疾杆菌中 R 质粒 的消除率[l
2]。 未经 E B 处

理的对照菌中未检出 R 质粒消除的敏感株
。

这

说明
,

该耐药质粒在原宿主菌中稳定
。

2.
6 根据 R 质粒的四 环素耐药决定子的耐药

水平能否被 亚抑制浓度 的四 环素类药物所诱

导
,

可将其 分为可诱 导和不可诱 导两种类型
。

根据 图 l
,

按 A oki 等 的方 法 I10]
,

可以 认为质粒

pW H 96 o l 属于可诱导型
。

3 讨论

供体菌 C J26 与受体菌混合培养后
,

涂布选择性平板
,

长出接合子
,

这种接合子经营养

缺陷标记鉴定
,

证实和受体菌相同
。

受体菌获得了供体菌的部分抗性 (抗 SM Z 和 T C)
。

这

说 明编码这两种抗性的基 因
,

已从供体菌转移到受体菌
。

由于供体菌和受体菌都是 F 一 型

菌株
,

两种细菌的染色体基 因是不可能发生转移的
。

特别是
,

以重组缺陷型变异株 H B 101

作为受体菌时
,

同样可以检 出接合子
。

这表 明
,

在供体菌和受体菌的混合过程中
,

耐药基
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因的转移只能是 由于耐药质粒转移的缘故
。

C J
26
菌液的超滤液

,

与受体菌混合无接合子

出现
,

说明耐药基因并不存在于细菌分泌物中
。

鉴于 CJ26 的两种抗性在转移到 H B 101 并

继续转移到 R C 85 的过程中
,

总是 同时发生
,

而且在 E B 的消除试验中
,

两种耐药表型又是

同时消失
,

因此可 以认为相应的两种耐药基因可能定位于同一质粒上
。

当然
,

这将有待下

一步通过质粒提取和转化试验加以证实
。

不过
,

来 自日本的许多研究表明
,

鱼类病原菌

的 R 质粒上
,

编码磺胺和四环素的两种抗性基 因连锁出现率非常高[9,
”

,

‘
4]

,

这是一种非常

有趣的现象
。

R 质粒 pw H 9601 从菌株 c J26 通过接合传递到大肠杆菌 E.
。
01 1

K--
12 R C 85 的效率

是很高的
。

接合 24 h 后
,

转移频率高达 1
.
0 x 10

一 ’
。

这一结果与 A oki 等 [l
’〕报道 的结果相

近
。

而 瓦m 等报道 11
’
]
,

有的 R 质粒从 P
.
R sc ici da 转移到 E.

。
01 1

K--
12 R C 8 5 中的频率高

达 5 x 10 ”
。

接合 15 而
n 后

,

耐药性即可 出现转移
。

接合时温度在 25 ℃ 以上时
,

对接合频

率影响不 明显
。

接合温度在 20℃时
,

其转移频率低于 25 ℃ 以上时的转移频率
,

但 当接合

温度为 12 ℃ 时
,

仍可以发生耐药质粒的转移
。

可见
,

耐药质粒在传播耐药性方面
,

危害是

相 当大的
。

关于质粒接合转移的最短时间及在 12 ℃低温情况下接合情况
,

尚无其他学者

的报道
。

R 质粒 pw H9 601 在不同细菌间的转移频率不同
,

与选择药物也有关系
。

耐药质

粒在不同的宿主中
,

编码的耐药水平不相 同
。

接合 0. 25 h
,

在含 T C 的选择平板上的接合子数远远多于在 SM Z 平板上的接合子数
。

且在含 SM Z 平板上的接合子生长不 良
。

这可能是 由于 T C 抗性基 因和 SM Z 抗性基因位于

同一质粒上
,

而且 TC 抗 性基 因离质粒 的转移起点较近
,

而 S M Z 抗性基 因离转移起点较

远
。

由于接合时间太短
,

导致许多质粒 中的 SM Z 抗性基因转移不完全
,

致使该基因不能完

全表达所致
。
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