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摘要    为解析目前刺参(Apostichopus japonicus)苗种携带耐药菌及耐药基因现状，本研究从烟台、

威海、青岛3个刺参主要养殖区的6家养殖场采集了幼参，对其肠道内容物中常用抗生素的耐药菌数

量、占比和种类进行检测。利用荧光定量PCR技术，对样本中4类抗生素的7种耐药基因分布情况进

行分析。结果显示，所检测的6个采样点中均有6种抗生素耐药菌的检出，从耐药菌占比来看，耐药

菌占比最高的种类是乙酰甲喹、萘啶酸和四环素耐药菌，占比分别为0.05%~40.06%、2.16%~39.94%
和0.06%~23.15%，氟苯尼考、庆大霉素和链霉素耐药菌的占比均不高，占比范围为0.01%~4.15%。

由所分离到的98株耐药菌的鉴定结果可以看出，可培养的抗生素耐药菌分为4门5纲30属，主要集中

在弧菌属、芽孢杆菌属和嗜冷杆菌属，占检出率的15.30%、13.27%和12.25%。基于属水平的不同

抗生素耐药菌种类的分布统计结果显示，各采样点耐药菌种类差异较大，而且弧菌属、芽孢杆菌属

和嗜冷杆菌属中均存在同一菌属中有耐多种抗生素的情况。对6个样本7种抗生素耐药基因的丰度检

测结果显示，同一类抗生素的不同耐药基因的含量差异显著，除氨基糖苷类抗生素耐药基因aadA
的相对拷贝数比例和链霉素以及庆大霉素耐药菌占比之间存在显著相关性(P<0.05)外，其他抗生素

耐药基因的丰度与耐药菌占比之间相关性不显著(P>0.05)。研究表明，苗期刺参中存在一定的携带

耐药菌和耐药基因的风险。 
关键词    刺参；肠道；耐药菌；耐药基因；荧光定量PCR 
中图分类号 S966.9   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2020)04-0134-10 



第 4 期 闫倩倩等: 山东主要刺参养殖区幼参肠道抗生素耐药菌及耐药基因分布特征 135 

 

随着环保风暴和民众食品质量安全意识的提高，

对耐药菌及耐药基因的研究逐步成为热点。目前，国

内外耐药菌和耐药基因的相关研究主要集中在畜禽

类粪便(Mu et al, 2015; 张昊等, 2018; Brooks et al, 
2014)和环境介质等方面(Lin et al, 2011; Ji et al, 2012)，
针对海水养殖环境下，养殖动物体内的耐药菌及耐药

基因(Antimicrobial resistant genes, ARGs)方面的研究

较少，而在刺参(Apostichopus japonicus)方面的相关研

究还属于空白。近年来，刺参养殖在我国北方沿海地

区发展迅速，并成为沿海地区重要的支柱性产业，为

沿海渔业经济发展提供了重要途径。但是随着产业的

快速发展，由于养殖过程中的不规范操作以及近岸环

境污染等原因，导致疾病频发，病害成为海水养殖产

业可持续发展的主要瓶颈。使用抗生素成为养殖者进

行病害防控的重要手段，而抗生素的大量使用不仅严

重影响养殖生物的质量和安全，也极大地破坏了邻近

海区的生态环境，导致水质环境恶化、药物残留、细

菌耐药以及微生态结构失衡(党宏月等, 2006; 赵小慧

等, 2019; Niu et al, 2016; Zhang et al, 2012)。据统计，

2012 年我国抗生素年产量约 21 万 t，其中，有 46.1%的

抗生素用于禽畜及水产养殖业；2013 年这一比例上升至

52%，且由于吸收和代谢不完全等释放到河流水体中

的抗生素达到了 5.38 万 t (Zhang et al, 2015)。此外，

食品源动物体内残留的抗生素经食物链的富集作用也

严重威胁人类的健康与安全。2016 年刺参抗生素事件

曾引发广泛的社会关注。除了对于耐药菌株的关注外，

由于耐药基因具有持久性存在和可转移性的特性

(Tamminen et al, 2011)，耐药基因可通过质粒水平转移

到其他非致病菌或条件致病菌中(张骞月等, 2015)，对

水产养殖业和人类健康也存在潜在的威胁(罗义等 , 
2008; 王瑞旋等, 2010)，因此，亟需对养殖刺参环境

及肠道的耐药菌现状进行监测。 
刺参的养殖主要分为保苗期和池塘养成期 2 个时

期，保苗期具有生长环境可控的特点，是刺参整个生

长周期中的用药高峰期。目前，刺参苗种培育区主要

包括辽宁和山东 2 个省区，其中，山东省苗种产量占

全国苗种供应量的 60%以上 (中国渔业统计年鉴 , 
2018)。研究调查发现，目前刺参养殖常用抗生素包括

四环素、萘啶酸、氟苯尼考、乙酰甲喹、庆大霉素和

链霉素。鉴于此，本研究选取山东省 3 个主要的刺参

主养区的 6 家育苗场，开展 6 个采样点刺参苗种肠道

中耐药菌数量、种类及耐药基因丰度的检测，以期为

解析刺参苗期抗生素耐药菌及耐药基因的现状和防控

刺参养殖过程中耐药细菌的产生提供科学依据。 

1  材料与方法 

1.1  样品采集 

2018 年 1~4 月，在山东省沿海 3 个刺参主养区 
(青岛、烟台和威海)选取 6 个育苗场采集 10 月龄的幼

参，采样位点信息见图 1。每个采样点各随机采集   
50 头刺参带回实验室，参苗规格为(12.35±5.60) g/头，

活体解剖后，获取其肠道内容物，混匀后立即进行细

菌培养，其余样品于–20℃保存。 
 

 
 

图 1  采样点的地理位置 
Fig.1  Geographical locations of samples collection 

 

1.2  总可培养细菌和抗生素耐药菌的培养及所占比

例测定 

取 1 g 肠道内容物样品加入 1.5%的灭菌 NaCl 溶
液制成 10 ml 悬液，然后 10 倍梯度稀释后分别涂布

于灭菌的不含抗生素的 2216E 平板和分别含单种抗

生素的 2216E 平板上，各种抗生素的浓度参考 CLSI 
(2016)标准(Patel et al, 2016)和畜禽及水产动物耐药

菌筛选的终浓度进行设定(李壹等, 2016; 谭爱萍等, 
2019)，分别为四环素(50 μg/ml)、萘啶酸(50 μg/ml)、乙

酰甲喹 (50 μg/ml)、氟苯尼考 (50 μg/ml)、庆大霉素

(32 μg/ml)和链霉素(50 μg/ml)。28℃培养 24 h 后，根

据相应平板上的菌落数计算可培养细菌总量及耐药菌

数量，按照以下公式计算相应抗生素耐药菌所占比例。 
耐药细菌比例(%)=耐药细菌数/可培养细菌总数× 

100% 

1.3  抗生素耐药菌分离纯化及鉴定 

根据相应抗生素平板上菌落形态(菌落大小、边

缘形状、颜色和透明度等)对所筛选得到的耐药菌进

行分类和优势度统计后，用接种环挑取优势菌的单菌

落，在2216E固体培养基进行2次纯化培养和保种。用
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细菌DNA提取试盒(TIANamp Bacteria DNA Kit)提取

所分离耐药菌的细菌DNA，利用细菌16S rDNA通用引物
(27F: 5′-AGAGTTTGATC(C/A)TGGCTCAG-3′, 1492R: 
5′-GGTTACCTTGTTACGACTT-3′)扩增16S rDNA序

列。PCR扩增反应体系为50 μl，扩增程序：94℃预变

性5 min；30个循环：94℃变性60 s，55℃复性60 s，
72℃延伸80 s； 后，72℃温育10 min。PCR产物用

1%琼脂糖凝胶电泳检测合格后送交生工生物工程(上
海)股份有限公司进行纯化、双向测序，测序结果在

EzBioCloud 数 据 库 (http://www.ezbiocloud.net) 中 比

对，确定相应的菌株分类地位。 

1.4  肠道中耐药基因丰度检测 

取 0.5 g 肠道内容物，用 E.Z.N.A.TM Soil DNA Kit 
(OMEGA, 美国)提取总 DNA，操作步骤参照试剂盒

说明书，DNA 的完整性和纯度用 1.0%琼脂糖凝胶电

泳检测，利用 Thermo Nanodrop 2000 微量分光光度计

(Thermo Scientific, 美国)测定浓度，检测合格的 DNA
用于荧光定量 PCR 检测。 

针对四环素类、喹诺酮类、氯霉素类和氨基糖苷

类这 4 类抗生素选取 7 种常见耐药基因进行定量分

析，引物信息见表 1。利用 PCR 对目的片段进行扩增、

纯化后，连接到 pMD18-T vector (TaKaRa)，之后转

化到大肠杆菌 DH5α 感受态细胞进行克隆。利用

Plasmid Mini Kit I Protocol (OMEGA, 美国)进行重组

质粒的提取，以所提取的质粒为模板进行实时荧光定

量 PCR (qRT-PCR)扩增，构建相应基因扩增的标准曲

线，利用 Eppendrof 实时荧光定量 PCR 仪自带的软件

程序计算各基因扩增的 Ct 值、扩增效率(E)及其相关

系数(R2)。采用 qRT-PCR 测定 6 个采样点样品中 7 种

耐药基因和内参基因含量，每个样品设置 3 个平行。

qRT-PCR 反应体系如下：10 μl SYBR Premix Ex Taq TMⅡ

(2×) (TaKaRa)，上、下游引物(20 μmol/L)各 0.8 μl，5 ng 
DNA 模板(约 5 ng)，总体积为 20 μl。qRT-PCR 反应

程序：95℃ 1min；95℃ 10 s，Tm 30 s，72℃ 30 s，    
40 个循环。反应结束后，测定熔解曲线。根据标准

曲线计算各基因拷贝数的绝对含量，并以各耐药基因

的绝对拷贝数和 16S rDNA 绝对拷贝数的比值来计算

各耐药基因的相对丰度。 

1.5  数据统计方法 

利用 SPSS 19.0 软件对四环素、萘啶酸、氟苯尼

考、庆大霉素和链霉素 5 种抗生素耐药菌所占比例与

7 种耐药基因的相对拷贝数进行线性回归分析，以 P< 
0.05 作为差异显著水平，确定耐药菌所占比例和相关

耐药基因相对拷贝数的相关性。 

2  结果 

2.1  可培养抗生素耐药菌的数量分析 

山东地区的3个刺参主养区6个采样点刺参苗种

肠道中可培养细菌与耐药菌培养结果见表2。由结果

可知，6个采样点刺参苗种肠道中可培养细菌总数为

1.37×105~6.21×106 CFU/g。6种抗生素耐药菌的数量

分别为：四环素耐药菌的数量为(3.00±0.50)×103~(1.15± 
0.30)×105 CFU/g；萘啶酸耐药菌的数量为(7.77±0.61)× 
103~(1.04±0.21)×106 CFU/g；氟苯尼考耐药菌的数量

为(2.33±0.59)×102~(5.17± 0.33)×104 CFU/g；乙酰甲喹耐

药菌的数量为(1.63±0.29)×103~(4.31±0.23)×105 CFU/g；
庆大霉素药菌的数量为(4.00±0.09)×102~(5.90±0.71)× 
104 CFU/g；链霉素耐药菌的数量为(1.17±0.62)×103~ 
(1.13±0.20)×105 CFU/g。根据相应结果计算耐药菌在

总可培养细菌中的占比(图2)。由图2可以看出，同一

个采样点刺参肠道内容物中的不同抗生素耐药菌占

比差异显著。Y1、Y2、Q2单个采样点均表现出单一

种类抗生素耐药菌丰度高的特点，相应耐药菌种类分

别为四环素耐药菌(23.15%)、萘啶酸耐药菌(37.04%)
和萘啶酸耐药菌(16.76%)。W2采样点中萘啶酸耐药菌

和乙酰甲喹耐药菌的占比均很高，分别达到39.94%和

40.06%。W1和Q1采样点虽然有多种抗生素耐药菌的

检出，但是占比均较低，检出率 高的萘啶酸耐药菌

的比例也仅为7.32%和6.95%。所有采样点中氟苯尼

考、庆大霉素和链霉素耐药菌的占比均不高，占比范

围为0.01%~4.15%。 

2.2  幼参肠道中可培养耐药菌的分离及鉴定结果 

根据含抗生素 2216E 培养基上形成的菌落形态、

颜色、形状、透明度等表型形态指标，对筛选得到

的耐药菌进行排重，选取目标菌落分离纯化，用于

菌株保藏及分类地位鉴定，结果见表 3。由表 3 可知，

共获得 98 株耐药菌株，其中，四环素、萘啶酸、氟

苯尼考、乙酰甲喹、庆大霉素和链霉素耐药菌株分

别为 18、22、10、14、11 和 23 株。依据 16S rDNA
序列的 EzBioCloud 数据库比对结果，可以判断耐药

菌分别分布在 30 个属。属水平统计结果显示，6 个

采样点所获的耐药菌株分别分布到 6、7、13、6、14
和 8 个属中；所分离到的 98 株耐药菌中，检出率

高的 3 个属为弧菌属(Vibrio)、芽孢杆菌属(Bacillus)
和嗜冷杆菌属 (Psychrobacter)，分别检出 15 株、    
13 株和 12 株，占耐药菌株总数的 15.30%、13.27%
和 12.25%。 

鉴于 16S rDNA 鉴定结果在属水平上的准确性 
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表 2  不同采样点可培养细菌及耐药细菌数量(CFU/g) 
Tab.2  The number of total cultured bacteria and drug-resistant bacteria at different sampling sites (CFU/g) 

采样点 Sampling sites 
抗生素 Antibiotics 

Y1 Y2 W1 W2 Q1 Q2 

四环素 Tetracycline (8.33±0.21)×104 (1.15±0.30)×105 (9.77±0.13)×104 (2.53±0.40)×104 (3.00±0.50)×103 (3.53±0.60)×103

萘啶酸 Nalidixic acid (7.77±0.61)×103 (9.09±0.47)×105 (2.00±0.36)×105 (4.30±0.65)×105 (9.50±0.36)×103 (1.04±0.21)×106

氟苯尼考 Florfenicol (1.80±0.58)×103 (2.33±0.59)×102 (5.17±0.33)×104 (1.37±0.25)×103 (2.20±0.28)×103 (2.97±0.41)×103

乙酰甲喹 Mequindox (1.63±0.29)×103 (2.03±0.45)×103 (7.03±0.54)×104 (4.31±0.23) ×105 (3.93±0.54)×103 (3.30±0.64)×103

庆大霉素 Gentamicin (4.03±0.86)×102 (3.37±0.34)×103 (5.90±0.71)×104 (3.10±0.09)×103 (4.00±0.09)×102 (4.33±0.94)×102

链霉素 Streptomycin (1.17±0.62)×103 (7.07±0.89)×103 (1.13±0.20)×105 (1.01±0.04)×104 (2.60±0.49)×103 (1.24±0.06)×104

无抗生素Antibiotic-free (3.60±0.71)×105 (2.45±0.16)×106 (2.73±0.31)×106 (1.08±0.04)×106 (1.37±0.45)×105 (6.21±0.18)×106

 

 
 

图 2  各采样点刺参肠道中不同抗生素耐药菌 
占总可培养细菌比例 

Fig.2  The proportion of drug-resistant bacteria in the 
intestinal of sea cucumber accounted to the total culturable bacteria 

 

高，根据相应菌株在属水平上耐药菌的分类地位和在

抗生素平板上的优势度，统计属水平上各采样点不同

抗生素耐药菌种类的丰度分布(图 3)。各采样点耐药 

菌种类差异较大，其中，Y1 采样点的耐药菌种类丰

度 较 高 的 菌 为 嗜 冷 杆 菌 属 和 假 交 替 单 胞 菌 属

(Pseudoalteromonas)，Y2 采样点耐药菌种类主要为芽

孢杆菌属和嗜冷杆菌属，W2 采样点耐药菌种类主要

为弧菌属和动性球菌属(Planococcus)，Q2 采样点耐

药菌种类主要为弧菌属，以上 4 个采样点都存在同一

个属的不同菌株耐多种抗生素的情况。W1 和 Q1 这    
2 个采样点耐药菌种类较多；在 W1 采样点同一种抗

生素耐药菌株的多样性较高；在 Q1 采样点耐氟苯尼

考、乙酰甲喹和庆大霉素 3 种抗生素的耐药菌株各集

中于单一属的细菌中，而耐四环素、萘啶酸和链霉素的

耐药菌株的多样性较高，分布在 4~5 个属中。 

2.3  各样品中耐药基因丰度分析 

对刺参肠道中的四环素类、喹诺酮类、氯霉素类

和氨基糖苷类共7种抗生素耐药基因的标准曲线公式

见表1，对7个基因的绝对含量和相对于16S rDNA的

相对含量进行测算，结果见图4和图5。所检测的2个
四环素耐药基因 tetA和 tetG拷贝数绝对含量分别为 

 
表 3  不同采样点抗生素培养基筛选到的耐药菌株数及属水平上的种类数 

Tab.3  Number of strains and genera of drug-resistant bacteria screened by antibiotic culture medium at different sampling sites 

采样点 Sampling sites 
抗生素 Antibiotics 

Y1 Y2 W1 W2 Q1 Q2 
合计 Total

四环素 Tetracycline 3(2) 2(1) 5(4) 2(2) 4(4) 2(2) 18(11) 
萘啶酸 Nalidixic acid 6(2) 3(2) 4(3) 2(2) 4(4) 3(2) 22(8) 
氟苯尼考 Florfenicol 2(2) 1(1) 1(1) 2(2) 2(1) 2(1) 10(5) 
乙酰甲喹 Mequindox 1(1) 2(2) 5(4) 1(1) 2(1) 3(2) 14(7) 
庆大霉素 Gentamicin 2(2) 2(2) 3(3) 1(1) 1(1) 2(2) 11(9) 
链霉素 Streptomycin 4(3) 3(3) 5(5) 3(2) 5(5) 3(3) 23(17) 
合计 Total 18(6) 13(7) 23(13) 11(6) 18(14) 15(8) 98(30) 

注：括号外数字为所分离到的耐药菌株数，括号内的数字为根据 16S rDNA 鉴定结果所匹配到的属水平的种类数 
Note: Data outside the brackets is the number of drug-resistant strains isolated from the antibiotic plates, data inside the 

brackets is the genus number classified by 16S rDNA sequences 
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图 3  基于属水平的各采样点耐药菌丰度分布 
Fig.3  Distribution of drug-resistant bacteria abundance at each sampling site based at genus level 

 

 
 

图 4  刺参肠道中目标耐药基因的浓度 
Fig.4  Concentrations of target ARGs in the intestinal of sea cucumber 

 
7.63×104~5.24×105和1.95×106~1.91×107 copies/g，相对

16S rDNA的含量分别为1.69×10–2~1.01×10–1，同一采样

点tetG拷贝数是tetA拷贝数的12~94倍。所检测的2个喹诺

酮类耐药基因qnrA和qnrS的拷贝数绝对含量分别为

1.71×103~1.51×104和8.57×104~2.21×108 copies/g，相对

16S rDNA的含量分别为4.09×10–4~7.87×10–3和3.53× 
10–2~4.18×101，同一采样点qnrS拷贝数是qnrA拷贝数的

9~1.02×105倍。所检测的2个氯霉素类耐药基因cmle3和
floR的拷贝数绝对含量分别为1.29×105~ 8.66×107和

7.25× 104~1.64×107 copies/g，相对16S rDNA的含量分

别为0.17~16.4和0.28~4.56，同一采样点cmle3拷贝数

是floR拷贝数的1.77~78.7倍。氨基糖苷类耐药基因aadA
的拷贝数绝对含量为1.18×104~1.20×106 copies/g，相对

16S rDNA的含量为1.56×10–2~ 8.73×10–1。 

2.4  耐药菌总数和比例与耐药基因丰度的相关性分析 

针对四环素、萘啶酸、氟苯尼考、庆大霉素和链

霉素5种药物作用下耐药菌所占比例与对应的7种耐

药基因的相对拷贝数(基因绝对拷贝数与16S rDNA基

因绝对拷贝数的比值)分别做线性回归分析(表4)。结

果显示，基因aadA相对拷贝数比例和链霉素以及庆大

霉素耐药菌占比之间存在显著相关性(P<0.05)。除此 
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图 5  刺参肠道中目标耐药基因的相对拷贝数 
Fig.5  The relative abundance of antibiotic resistance genes in the intestinal of sea cucumber 

 
表 4  耐药菌占比与耐药基因相对含量的相关性分析 

Tab.4  Analysis of correlation between the percentage of 
antibiotic-resistant bacteria and the relative  

abundance of antibiotic resistance genes 

耐药基因 Antibiotic resistance genes 抗生素 
Antibiotics tetA tetG qnrA qnrS cmle3 floR aadA

四环素 
Tetracycline 

0.944 0.906 – – – – – 

萘啶酸 
Nalidixic acid

– – 0.093 0.248 – – – 

氟苯尼考 
Florfenicol 

– – – – 0.779 0.375 – 

庆大霉素 
Gentamicin 

– – – – – – 0.000

链霉素 
Streptomycin 

– – – – – – 0.000

 
之外，tetA 和 tetC 与四环素耐药菌占比、qnrA 和 qnrS
与萘啶酸耐药菌占比、cmle3 和 floR 与氟苯尼考耐药

菌占比之间相关性不显著(P>0.05)。 

3  讨论 

3.1  幼参肠道中耐药细菌的数量特征 

水产养殖已经成为我国北方沿海重要产业，养殖

过程的疾病频发导致了抗生素的广泛使用。养殖动物

肠道微生物在抗生素的选择压力下，易产生耐药性， 
多项研究证实，抗生素耐药菌已普遍存在养殖环境中

(张昊等, 2018; 王岚等, 2017; 左志晗等, 2018)。本研

究对山东地区 3 个刺参主产区的刺参苗种肠道中 6 种

抗生素耐药菌进行了调查，不同采样点均获得了 6 种

抗生素耐药菌，说明耐药现象在刺参苗期养殖中普遍

存在。6 种抗生素中，乙酰甲喹、萘啶酸和四环素耐药

菌的数量较高， 高值分别达到了 4.31×105、1.04×106

和 1.15×105 CFU/g，占可培养细菌总数的 40.06%、

39.94%和 23.15%，而氟苯尼考、庆大霉素和链霉素

耐药菌的占比相对较低。李壹等(2016)对山东地区海

水养殖环境中的耐药菌进行了调查，发现在山东海水

养殖区存在一定程度的抗生素耐药性菌，四环素耐药

菌的比例为 22.8%~49.0%，而氟苯尼考占比为 0.1%~ 
7.1%，说明养殖刺参肠道中的耐药菌与沿海海水环境

中的耐药菌相似性较高，可能是由于养殖生物排泄物

排入外海以及外海海水引入养殖系统再次使用的交

互作用引起的。从 3 个地区 6 个采样点的耐药菌占比

分布特点还可以看出，同一个地区不同采样点各抗生

素耐药菌占比存在很大差异，如 Y2 中萘啶酸耐药菌

丰度显著高于 Y1，W2 中萘啶酸和乙酰甲喹耐药菌的

占比显著高于 W1，相对于 Q1 耐药菌种类较多，Q2
中仅有萘啶酸耐药菌是优势耐药菌，这些情况说明，

刺参肠道中耐药菌的组成和分布除了受外海海水环

境影响外，与不同养殖业者各自的养殖管理和用药习

惯存在很大关系。 

3.2  幼参肠道中耐药菌的分类特征 

据 98 株抗生素耐药菌的 16S rDNA 鉴定分类结

果可以看出，耐药菌检出率排序：弧菌属>芽孢杆菌

属>嗜冷杆菌属>假交替单胞菌属。这一结果与 Dang
等(2007)研究发现的弧菌是海水养殖环境 具优势的

耐药菌属结论一致。弧菌和假交替单胞菌均是刺参主

要的致病菌(王印庚等, 2006; 逄慧娟等, 2017)，刺参

养殖生产中大量使用的抗生素主要针对病原性弧菌

和假交替单胞菌，药物的长期使用易导致其在抗生素
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选择的压力下耐药性的产生。芽孢杆菌属细菌作为水

产养殖中重要的益生菌，被广泛应用于水环境和养殖

动物肠道菌群调控(Pandiyan et al, 2013)，本研究中，

芽孢杆菌属细菌在耐药菌中占较高的优势，可能与养

殖环境中大量使用芽孢杆菌属的益生菌，再利用抗生

素进行疾病防控，导致芽孢杆菌属细菌产生耐药性有

关。李研东(2004)利用体外耐药性诱导实验诱导出对

氟 喹 诺 酮 类 药 物 耐 药 的 蜡 样 芽 孢 杆 菌 (Bacillus 
cereus)，说明芽孢杆菌的耐药性与抗生素的诱导作用

息息相关。因此，在养殖生产中益生菌和抗生素的使

用应设置相应的时间差，以降低因抗生素使用带来的

耐药益生菌产生风险。 

3.3  幼参肠道耐药基因的分布特征 

鉴于耐药基因具有存在的持久性和可转移性，处

于可移动元件上的耐药基因可转移到其他非致病菌

或条件致病菌中，较多学者通过检测 ARGs 评估耐药

风险。在智利三文鱼养殖场(Miranda et al, 2003)、泰

国综合养鱼场(Agersø et al, 2007)、澳大利亚水产养殖

场 (Hoa et al, 2008)和日本金枪鱼养殖场 (Furushita 
et al, 2003)均已经检测到多种 ARGs。我国对水产养

殖环境、养殖废水和养殖生物(Dang et al, 2006、2007; 
Su et al, 2017; Gao et al, 2012; Wen et al, 2016; Huang 
et al, 2017)中的耐药基因检测结果表明，水产养殖环

境及养殖动物体内也存在多种 ARGs。本研究所检测

的 7 种抗生素耐药基因在刺参肠道中均被检出，进一

步证明了相应耐药菌株的存在。但同一个采样点同一

类抗生素的不同耐药基因的绝对含量却存在很大差

异，如四环素耐药基因 tetG 的含量远高于 tetA，喹诺

酮类耐药基因 qnrS 的含量高于 qnrA，这与李壹等

(2016)对海水的检测结果相似，本研究对氯霉素类  
2 个耐药基因 cmle3 和 floR 基因表达量检测也出现了

类似的趋势，即 cmle3 的含量高于 floR，这可能是由

于不同基因在环境中的代谢速率差异以及基因在传

递过程中的质粒或宿主局限造成的。从不同耐药基因

相对含量与相应耐药菌占比的相关性分析可以看出，

除基因 addA 相对丰度与链霉素和庆大霉素耐药菌占

比极显著相关(P<0.01)外，其他耐药基因相对丰度与

相应抗生素耐药菌的占比均不存在显著相关性。李壹

等(2016)对海水中耐药菌占比和相关耐药基因相对丰

度的相关性分析也得出类似结论，即只有氯霉素相关

耐药基因 cmle1 和 cata1 相对拷贝数比例和氯霉素耐

药菌占比存在显著相关性，其他所有基因的相对丰度

均与相应耐药菌占比不存在显著相关性。这可能是由

两方面原因造成的：一是可培养细菌占所有细菌的比

例很低，目前培养的耐药菌不能全部反映出总细菌中

耐药菌的占比；二是因为不同耐药菌基因在不同细菌

中的相对拷贝数和降解速率不同。 
综合以上结果可以看出，目前，苗期刺参中存在

一定的携带耐药菌和耐药基因的风险，其耐药菌的分

布不仅受外海海水环境影响，也与不同养殖业者各自

的养殖管理和用药习惯密切相关；弧菌属病原菌和芽

孢杆菌属益生菌的耐药菌检出比例较高，提示了抗生

素的使用已对致病性耐药菌和益生耐药菌的产生造

成了一定的威胁；耐药基因丰度与耐药菌丰度相关性

不显著，因此，后期应同时密切关注二者的分布特征，

为评价耐药风险提供科学依据。此外，细菌耐药性在

“肠道–环境–肠道”的循环中存在传递和放大的效

应，随肠道排泄进入环境的耐药菌和耐药基因将极大

的增加管控的难度和成本，因此，养殖过程中应密切

关注肠道耐药细菌和肠道耐药基因的检测，建立抗生

素使用的监测和预警机制，为科学选药提供依据，也

为研究和推广降低耐药菌数量及耐药基因丰度的无

害化处理过程提供科学参考。 
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Distribution Characteristics of Antibiotic Resistant Bacteria and  
Antimicrobial Resistant Genes in the Intestine of Cultured Sea Cucumber 

(Apostichopus japonicus) Seedlings in Shandong Province 

YAN Qianqian1,2, LI Bin2,3, LIAO Meijie2,3①
, WANG Yingeng2,3, ZHANG Zheng2,3,  

YU Yongxiang2,3, RONG Xiaojun2,3, LI Dejun4 
(1. College of Fisheries and Life Science, Shanghai Ocean University, Shanghai  201306; 2. Yellow Sea Fisheries Research 
Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Qingdao  266071; 3. Laboratory for Marine Fisheries Science and Food 

Production Processes, Pilot National Laboratory for Marine Science and Technology(Qingdao), Qingdao  266071;  
4. Aquatic Technology Extension Station of Qingdao West Coast New Economic District, Qingdao  266400) 

Abstract    In order to understand the current status of drug-resistant bacteria and drug-resistant genes 
in the sea cucumber, seedlings were collected from 6 aquaculture farms in Shandong Province. The 
number, proportion and species of antibiotic-resistant bacteria in the intestinal were tested. Meanwhile, 
the distribution of seven drug-resistant genes of four classes of antibiotics was analyzed by quantitive 
real-time PCR (qRT-PCR). The results were listed as follows: All of the six kinds of antibiotic-resistant 
bacteria are detected at all six sampling sites. According to the proportion of drug-resistant bacteria to 
total cultured bacteria, the top three highest proportions are mequindox, nalidixic acid and 
tetracycline-resistant bacteria, with the proportions are 0.05%~40.06%, 2.16%~39.94% and 0.06%~23.15%, 
respectively. The proportion of florfenicol, gentamicin and streptomycin-resistant bacteria range from 
0.01% to 4.15%. The 98 antibiotic-resistant bacteria strains are identified as 4 phyla, 5 classes and     
30 genera based on 16S rDNA sequence. The top 3 genera are Vibrio, Bacillus and Psychrobacter with the 
detection rates of 15.30%, 13.27% and 12.25%, respectively. The components of drug-resistant bacteria 
species varied at different sampling sites, and there are compound antibiotic-resistant strains in Vibrio, 
Bacillus and Psychrobacter genera. The abundances of seven antibiotic resistance genes in six samples 
show that the contents of different antibiotic resistance genes against the same antibiotic are significantly 
different. There is significant correlation between the relative copy number ratio of aminoglycoside 
resistance gene (aadA) and the proportion of streptomycin and gentamicin-resistant bacteria. The 
correlation between the abundance of the other six genes and the proportion of drug-resistant bacteria is 
not significant. The results indicate that there is a certain risk of drug-resistant bacteria and drug-resistant 
genes in the seedling stage of sea cumber.  
Key words    Apostichopus japonicus; Intestine; Antibiotic resistant bacteria; Antimicrobial resistant 
genes; Quantitive real-time PCR 
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