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摘要    为了解对虾养殖池中副溶血弧菌(Vibrio parahaemolyticus)的耐药性和毒力基因的携带情

况，2018 年从山东 4 个地区的对虾养殖池收集分离副溶血弧菌，采用 Kirby-Bauer 纸片法检测其对

12种抗生素的耐药性，用PCR方法检测其携带耐热直接溶血素基因(tdh)和耐热相关溶血素基因(trh)
的情况。从对虾养殖池共分离副溶血弧菌 50 株。药敏实验结果显示，副溶血弧菌对庆大霉素、硫

酸新霉素和氨苄西林的耐药情况最为严重，耐药率分别高达 98%、90%和 86%，对氟苯尼考、氯霉

素、头孢他啶等敏感性较高，耐药率分别为 10%、10%和 20%。88%的菌株具有多重耐药性。毒力

基因检测结果显示，所有菌株均不携带 tdh 基因，4%的菌株表现为 trh 阳性。本研究表明，对虾养

殖水环境中的副溶血弧菌对抗生素的耐药性较为严重，应加强副溶血弧菌的病原学监测，在养殖过

程中合理使用抗生素，以实现水产养殖业健康发展。 
关键词    副溶血弧菌；耐药性；毒力基因；对虾养殖池 
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副溶血弧菌(Vibrio parahaemolyticus)是一种革兰

氏阴性嗜盐菌，广泛存在于养殖水域、底泥和沉积物

中，附着于海洋生物的体表进行生长繁殖，为重要的

病原性弧菌，其引发的水产动物疾病不仅会对水产养

殖业造成重大的经济损失，还对人体健康构成潜在威

胁(黄梦诗等, 2019; 王娜等, 2016; 李国等, 2008; Su  
et al, 2007)。目前，副溶血弧菌已成为世界上多个沿

海国家和地区急性胃肠炎的重要病原菌之一，严重者

可引起伤口感染和败血症等。在我国，副溶血弧菌引

起的食物中毒高居微生物性食物中毒的第2位 (Hu  
et al, 2016; Chen et al, 2016)。与副溶血弧菌致病力相

关的毒力因子主要为溶血素类，包括耐热直接溶血素

(Thermostable direct hemolysin, TDH)、不耐热直接溶

血素(Thermolabile hemolysin, TLH)和耐热相关溶血

素(TDH-related hemolysin, TRH)(Wang et al, 2008)。
其中，分别由tdh和trh基因编码的TDH和TRH被认为
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是副溶血弧菌的主要致病因子，几乎存在于所有临床

分离株中，而来自美国、欧洲和亚洲的研究分析显示，

环境样品中的tdh和trh基因的阳性率仅为0~6% (Alam  
et al, 2002; Hervio-Heath et al, 2002; Depaola et al, 
2000)。 

使用抗生素是治疗和预防细菌性感染的重要手

段，在水产养殖过程中抗生素的过度使用和不规范使

用，导致副溶血弧菌耐药性逐年上升，甚至出现交叉

耐药和多重耐药等现象，给水产疾病的治疗带来巨大

挑战(张德福等, 2018; Li et al, 2014)。耐药细菌一旦

通过食物链等途径传播给人类，将会导致临床抗生素

治疗的失效，严重威胁人类健康。 
本研究旨在调查山东地区对虾养殖池中副溶血

弧菌的耐药状况，并从分子层面对其毒力基因的携带

情况进行调查，以期为我国临床治疗副溶血弧菌感染 
及水产养殖业合理使用抗生素提供依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

1.1.1  实验菌株    2018年4~8月期间，分别从山东

省日照、青岛、烟台和潍坊4个地区养殖场内，随机采

集12个对虾健康生长无病害的养殖池内的水样，每个

池塘随机取4个不同地点的水样，每个地点15 ml，混

合均匀后，取100 μl涂板。经分离纯化，共得到50株
副溶血弧菌，具体采样信息及菌株数见表1。药敏性

测 定 标 准 质 控 菌 株 大 肠 杆 菌 (Escherichia coli) 
ATCC25922，购自北纳生物。 

 
表 1  50 株副溶血弧菌采样点信息 

Tab.1  Sampling site information of 50 strains of V. parahaemolyticus  

采样地点 
Sampling sites 

采样时间 
Sampling time 

菌株数(株)  
Number of strains (strains) 

山东青岛卓越海洋集团有限公司 
Excellent Ocean Group Co., LTD 

2018.04~2018.08 47 

山东海阳黄海水产养殖有限公司 
Yellow Sea Aquaculture Co., LTD 

2018.04~2018.08 3 

山东潍坊海丰水产养殖有限公司 
Haifeng Aquaculture Co., LTD 

2018.04~2018.08 0 

山东日照海辰水产有限公司 
Haichen Aquatic Products Co., LTD 

2018.04~2018.08 0 

 
1.1.2  实验药物及试剂    庆大霉素、盐酸多西环

素、氟苯尼考、氯霉素、硫酸新霉素、磺胺甲噁唑、复

方新诺明、恩诺沙星、诺氟沙星、头孢他啶、氨苄西

林和呋喃唑酮 12 种抗生素药敏纸片均购自杭州微生

物试剂公司。TSB 液体培养基、TCBS 培养基和 MH 琼

脂培养基，均购自青岛海博生物技术有限公司。 
1.1.3  实验仪器    超净工作台(北京东联哈尔仪器

制造有限公司)、PCR 扩增仪(美国 Bio-Rad 公司)、麦氏

比浊仪(法国 Bio-Meriux 公司)、电泳仪(美国 Bio Rad 
公司)和凝胶成像系统(美国 Kodak 公司)等。 

1.2  实验方法 

1.2.1  菌株的分离纯化    在超净工作台内，将水样

均匀涂布于 TCBS 琼脂培养基，置于 28℃恒温培养

箱内培养 20~24 h，观察菌落形态。将培养出的细菌

进行划线纯化，再挑取单菌落接种到 TSB 培养基，

过夜培养，部分菌液置于 4℃冰箱保存备用，部分菌

液加 20%甘油冻存于–80℃冰箱。 
1.2.2  菌株鉴定    挑取 TCBS 平板上的疑似副溶

血弧菌蓝绿色单菌落，利用副溶血弧菌生化检测试剂

盒进行生化鉴定，生化实验阳性的菌株，利用细菌基

因组 DNA 提取试剂盒提取基因组 DNA，具体方法按

照说明书进行。针对副溶血弧菌 16S rRNA 和 HSP60
设计 2 对特异性引物进行 PCR 扩增，PCR 反应体系

为：DNA 模板 2 μl；上下游引物 F/R (10 μmol/L)各   
1 μl；2×Reaction Mix 10 μl；灭菌 ddH2O 5.9 μl；Golden 
DNA 聚合酶 0.1 μl。扩增产物经琼脂糖凝胶电泳分析

后，选取条带明亮的样品送至生工生物工程(上海)股
份有限公司进行测序，测序结果在 NCBI (http://www. 
ncbi.nlm.nih.gov)上进行同源比对。本研究所用全部引

物序列及反应条件见表 2。 
1.2.3  副溶血弧菌药敏实验    采用美国临床实验

室 标 准 化 协 会 (Clinical and Laboratory Standards 
Institute, CLSI)推荐的 Kirby-Bauer 纸片法对副溶血

弧菌进行 12 种常见抗生素的药物敏感性实验，副溶

血弧菌过夜培养后，用 0.85%无菌生理盐水调菌液

浓度至 0.5 麦士比浊度，用无菌棉签涂布整个 MH 培

养基后贴药敏纸片，28℃恒温培养箱内培养 24~28 h，
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测量抑菌圈直径。以大肠杆菌菌 ATCC25922 作为质

控菌株。记录各类药物对副溶血弧菌菌株产生的抑

菌圈直径，并根据 CLSI 标准对实验结果进行判定 
(表 3)。 

 
表 2  引物序列及反应条件 

Tab.2  Primer sequence and reaction condition 

引物 
Primer 

引物序列 
Primer sequence (5′~3′) 

长度 
Size (bp)

退火温度 Annealing
temperature (℃)

反应条件 
Reaction condition 

16S rRNA-F GAGTTTGATCCTGGCTCAG 1400 55 94℃ 3 min，(94℃ 45 s, 55℃ 45 s,

16S rRNA-R TACGGTTACCTTGTTACGACTT   72℃ 1 min) 35 个循环，72℃ 10min

HSP60-F ACAACAGCAACGGTACTAGC 550 51 94℃ 3 min，(94℃ 45 s, 51℃ 45 s,

HSP60-R CAACTTTCACCGATGCCAC   72℃ 45 s) 35 个循环，72℃10 min 

Tdh-F CTAAATAGGGCTGTTCGGCT 294 51.5 94℃ 3 min，(94℃ 45 s, 51.5℃ 45 s,

Tdh-R GAAAAGGGACAGATGGAAGC   72℃ 45s) 35 个循环，72℃ 10 min 

Trh-F CTTTTCCTTCTCCAGGTTCG 237 51.3 94℃ 3 min，(94℃ 45 s, 51.3℃ 45 s,

Trh-R CAGAAAGAGCAGCCATTGTG   72℃ 45s) 35 个循环，72℃ 10 min 

 
表 3  抗菌药物抑菌圈直径判定标准(mm) 
Tab.3  Criteria for judging the diameter of 

 antimicrobial circle (mm) 

抗生素 
Antibiotic 

敏感 S  
Susceptible 

中介 I 
Intermediate 

耐药 R 
Resistant

氨苄西林 
Ampicillin 

≥17 14~16 ≤13 

头孢他啶 
Ceftazidime 

≥21 18~20 ≤17 

庆大霉素 
Gentamicin 

≥15 13~14 ≤12 

盐酸多西环素 
Doxycycline 

≥14 11~13 ≤10 

诺氟沙星 
Norfloxacin 

≥17 13~16 ≤12 

复方新诺明 
Sulfamethoxazole 

≥16 11~15 ≤10 

磺胺甲恶唑 
Sulfamethoxazole 

≥17 13~16 ≤12 

恩诺沙星 
Enrofloxacin 

≥17 13~16 ≤12 

氯霉素 
Chloramphenicol 

≥18 13~17 ≤12 

氟苯尼考 
Florfenicol 

≥20 17~19 ≤16 

硫酸新霉素 
Neomycin sulfate 

≥17 13~16 ≤12 

呋喃唑酮 
Furazolidone 

≥17 15~16 ≤14 

 
1.2.4  副溶血弧菌毒力基因检测    用细菌基因组

DNA 提取试剂盒提取副溶血弧菌基因组 DNA，采用

PCR 对毒力基因 tdh、trh 进行检测。引物由生工生物

工程(上海)股份有限公司合成，引物序列及反应条件

见表 2。PCR 反应体系为同 1.2.2。PCR 产物于 1.5%
琼脂糖(1.0×TAE)凝胶电泳 20 min 后，使用凝胶成像

系统分析结果。将条带明亮的样品送至生工生物工程

(上海)股份有限公司进行测序。 

2  结果 

2.1  副溶血弧菌的分离鉴定 

从山东省日照、青岛、烟台和潍坊 4 个地区采集

的对虾养殖池中的水样，经 TCBS 分离纯化培养后，

对其进行 16S rRNA 和 HSP60 基因扩增，将单一明亮

的目的条带送至生工生物工程(上海)股份有限公司进

行测序，测序结果在 NCBI-Blast 比对后，确定 50 株

副溶血弧菌 (GenBank 登录号分别为 MN419060、
MN419061、MN419062、MN419063、MN419064、
MN419065、MN419066、MN419067、MN419068、
MN419069、MN419070、MN419071、MN419072、
MN419073、MN419074、MN419075、MN419076、
MN419077、MN419078、MN419079、MN419080、
MN419081、MN419082、MN419083、MN419084、
MN419085、MN419086、MN419087、MN419088、
MN419089、MN419090、MN419091、MN419092、
MN419093、MN419094、MN419095、MN419096、
MN419097、MN419098、MN419099、MN419100、
MN419101、MN419102、MN419103、MN419104、
MN419105、MN419106、MN419107、MN419108 和

MN419109)，47 株分离自山东青岛卓越海洋集团有限
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公司对虾养殖池，3 株分离自山东海阳黄海水产养殖

有限公司对虾养殖池。 

2.2  副溶血弧菌的药物敏感性分析 

50 株副溶血弧菌的药物敏感性结果见表 4。仅  
1 株副溶血弧菌对所有抗生素均表现为敏感，其余  
49 株呈现出不同程度的抗生素抗性，98%的菌株具有

耐药性。耐药率最高的是氨基糖苷类药物庆大霉素和

硫酸新霉素，分别达 98%和 90%；其次是青霉素类药

物氨苄西林，耐药率为 86%；此外，水产养殖中禁止

使用的硝基呋喃类药物呋喃唑酮，耐药率高达 74%。

所分离副溶血弧菌对酰氨醇类药物氟苯尼考、氯霉素

较敏感，耐药率均为 10%。副溶弧菌分离株多重耐药

情况严重，多重耐药菌 44 株，占总菌株数的 88%，

最严重的可耐 7 种抗菌药物，其中，耐 6 种抗生素的

菌株数量最多(32%)，多重耐药菌株的比例见图 1。 
 

表 4  50 株副溶血弧菌的药敏实验结果 
Tab.4  Drug susceptibility test results of 50 strains of  

V. parahaemolyticus 

抗生素 
Antibiotic 

耐药 R 
Resistant 

中介 I  
Intermediate 

敏感 S  
Susceptible

耐药率
Drug 

resistance 
rate (%)

庆大霉素 
Gentamicin 

49 1 0 98 

盐酸多西环素 
Doxycycline 

33 2 15 66 

氟苯尼考 
Florfenicol 

5 3 42 10 

氯霉素 
Chloramphenicol 

5 6 39 10 

硫酸新霉素 
Neomycin sulfate 

45 4 1 90 

磺胺甲恶唑 
Sulfamethoxazole 

35 11 4 70 

复方新诺明 
Sulfamethoxazole 

30 0 20 60 

恩诺沙星 
Enrofloxacin 

23 3 24 46 

诺氟沙星 
Norfloxacin 

20 2 28 40 

头孢他啶 
Ceftazidime 

10 20 20 20 

氨苄西林 
Ampicillin 

43 4 3 86 

呋喃唑酮 
Furazolidone 

37 4 9 74 

 
 

图 1  副溶血弧菌多重耐药菌株比例 
Fig.1  Proportion of multidrug resistance of V. parahaemolyticus 

 

2.3  毒力基因检测 

耐热直接溶血素和耐热相关溶血素是副溶血弧

菌的主要毒力因子，通过PCR对毒力基因进行检测，

并将条带明亮的样品测序，结果显示，50株副溶血弧

菌均未检测到tdh基因，仅2株副溶血弧菌检测到trh
基因，trh携带率为4%。trh毒力基因PCR扩增结果见

图2。 
 

 
 

图 2  部分副溶血弧菌 trh 基因扩增电泳图谱 
Fig.2  Electrophoretogram of the trh gene amplification 

from some of the V. parahaemolyticus 

M：Marker；1~4：trh；+：阳性对照 Positive control 
(ATCC17802)；–：阴性对照 Negative control (ddH2O) 

 

3  讨论 

现阶段，细菌耐药性问题已经引起世界范围的广

泛关注，世界卫生组织(WHO)将其作为 21 世纪威胁

人类健康的重大挑战之一 (Levy et al, 2004; Neu, 
1992)。2016 年 9 月 5 日，G20 峰会上通过的《二十

国集团领导人杭州峰会公报》中明确指出，抗生素耐

药性严重威胁公共健康、经济增长和全球经济稳定，并

认为有必要从体现 20 国集团自身优势的角度，采取
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包容的方式应对抗生素耐药性问题，以实证方法预防

和减少抗生素耐药性，同时推动研发新的和现有的抗

生素。《2017 年食品安全关键技术研发重点专项申

报指南》中，将重要食源性致病菌耐药机制及传播规

律研究作为首要研究任务，要求针对我国食源性致病

菌耐药性不断加重的严峻形势，重点关注水产品和畜

禽产品等具有世界性优势的农产品，以食源性致病菌

为对象，研究细菌耐药性产生与传播的机制。耐药性

副溶血弧菌不仅给海水养殖业带来巨大的经济损失，

还可通过食物链传播给人类，严重威胁人类食品安全

和身体健康，并给临床治疗带来巨大挑战(Li et al, 
2015; Willis, 2000)。作为最重要的食源性致病菌之一

的副溶血弧菌的耐药性及致病性应引起足够重视。 
美国最早于1978年发现了氨苄西林抗性的副溶

血性弧菌菌株(Blake et al, 1979)，到目前为止，抗药

性副溶血性弧菌在全球都有检出，并随着抗药能力的

提高，研究者从临床和水产品中分离得到越来越多的

副溶血性弧菌多重耐药菌株。2009年上海市售水产品

分离的副溶血弧菌，有近70%的菌株对氨苄西林表现

为耐药，并有20株表现为多重耐药，对萘啶酸等3种
抗生素完全敏感(安秀华等, 2009)。广东省2014年分

离病例源、食品源副溶血弧菌共60株，其对氨苄西林

均耐药，磺胺复合物耐药率达43.3%，对庆大霉素等

其他抗生素的耐药率均低于10.0%(李柏生等, 2015)。
在大西洋海岸美国马里兰州沿海海湾分离的副溶血

弧菌，对青霉素类抗生素的耐药率很高，其中，青霉

素耐药率为68.00%，氨苄西林耐药率为53.00%，对哌

拉西林和链霉素的耐药率较低，均为4.00%(Shaw et al, 
2014)。根据魏大伟(2018)报道，临床及水产品中副溶

血弧菌抗生素耐药率较高，环境中除了青霉素类耐药

以外，总体表现为对抗生素敏感。这与本研究结果有

所不同，本研究从山东省4个地区水产养殖环境分离

得到50株副溶血弧菌，这50株副溶血弧菌对抗生素的

耐药现象已相当普遍，除对青霉素类的氨苄西林产生

较高的耐药率外，对氨基糖苷类的庆大霉素和硫酸新

霉素的耐药率也极高，分别达98%和90%。对氟苯尼考、

氯霉素和头孢他啶具有较高的敏感性。绝大部分菌株

出现多重耐药现象。此外，47株耐药菌株均分离自山

东青岛卓越海洋集团有限公司对虾养殖池，调查资料

显示，该养殖场早年常用的抗生素包括庆大霉素和硫

酸新霉素，可能是本研究结果中庆大霉素和硫酸新霉

素耐药率高的重要原因。但值得注意的是，无论是临

床分离株、水产品分离株，还是环境分离株，均对氨

苄西林有较强的耐药性，揭示副溶血弧菌耐药问题已

越来越严重，不仅临床分离株耐药现象严重，环境分

离株耐药现象也越来越严重，同样需要加强防范。副

溶血弧菌耐药性的产生与传播应引起足够的重视。为

实现水产养殖健康发展，有必要继续开展菌株耐药监

测，及时发现各类致病性弧菌菌株的耐药变化趋势，

并在水产养殖过程中合理使用抗生素。 
副溶血弧菌有一系列的毒力相关因子，包括黏附

素、生物膜、铁载体、胞外蛋白酶、耐热直接溶血素、

耐热直接相关溶血素、Ⅲ型分泌系统和Ⅵ型分泌系统

(Raghunath, 2015)。其中，TDH 和 TRH 是副溶血弧

菌的主要毒力因子，与副溶血弧菌引起的肠胃炎密切

相关。研究表明，约 90%的临床分离株携带溶血素基

因，而环境分离株极少携带 tdh 和 trh (Banerjee et al, 
2014; Mahoney et al, 2010)。本研究与其研究结果相

吻合，山东地区 50 株环境分离副溶血弧菌均不携带

tdh 基因，4%的菌株表现为 trh 阳性，本研究 50 株副

溶血环境分离株均分离自对虾健康生长无病害的养

殖池塘，可能是毒力因子阳性率低的重要原因。虽然，

环境分离株和水产品分离株 tdh 和 trh 的携带率低，

多为非致病性和弱致病性，但最近研究表明，越来越

多的临床株被发现不携带此类基因。例如，Jones 等

(2012)报道，发现约 27%的临床菌株为 tdh 和 trh 基

因阴性。WHO 的《2011 年关于海产品中副溶血弧菌

风险评估报告》显示，不携带 tdh 或 trh 基因的临床

分离株比率在增加，这些菌株可能携带其他导致肠毒

性毒力因子，并且可产生重症病例(李柏生等, 2015; 
郑文龙等, 2015)。因此，仍需加强对这一食源性疾病

重要致病因子的了解，从而更好地预防和控制副溶血

弧菌的感染和流行，减轻副溶血弧菌导致的经济损失

和疾病负担。 
为研究副溶血弧菌耐药性与毒力因子的相关性，

娄阳(2016)从上海水产品中分离出的副溶血性弧菌菌

株中发现，氨苄青霉素和头孢唑林的抗性分别为 85%
和 30%，而携带 tdh 基因的分离菌，其耐药率明显高

于别的菌株。但 Baker-Austin 等(2008)在不同的季节，

采集了美国乔治亚州和南卡罗来纳州附近大西洋海

岸 3 个位置的海水和沉积物，共分离 350 株副溶血弧

菌，对其毒力基因进行分析，却发现毒力株的耐药性

略低。本研究分离得到携带 trh 的副溶血弧菌 2 株，

均为多重耐药菌株，耐药种类分别为耐庆大霉素、硫

酸新霉素、磺胺甲恶唑、恩诺沙星、氨苄西林、呋喃

唑酮和耐庆大霉素、硫酸新霉素、恩诺沙星、诺氟沙

星、头孢他啶、氨苄西林和呋喃唑酮，但其他不携带

毒力基因的菌株也多为耐药菌株，且耐药谱包含以上

几种抗生素。因此，不能得出副溶血弧菌耐药性与毒力

因子相关的结论，仍需要进一步研究探讨。 
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Isolation and Identification of Vibrio parahaemolyticus from Shrimp Culture  
Ponds and Analysis of its Drug Resistance and Virulence Genes 
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Abstract    To understand the drug resistance and virulence genes of Vibrio parahaemolyticus in 
shrimp culture ponds, we collected and isolated V. parahaemolyticus from shrimp culture ponds in 
four different areas of Shandong Province in 2018. The Kirby-Bauer disk method was used to detect 
the resistance of V. parahaemolyticus to 12 antibiotics, and PCR was used to detect the heat-resistant 
direct hemolysin gene (tdh) and heat-resistant-related hemolysin gene (trh). A total of 50 V. 
parahaemolyticus strains were isolated from the shrimp culture ponds. Drug susceptibility test 
showed that the resistance of V. parahaemolyticus to gentamicin, neomycin sulfate, and ampicillin 
were high at 98%, 90%, and 86%, respectively. The susceptibility rates to florfenicol, chloramphenicol, 
and ceftazidime were higher, and the resistance rates were 10%, 10%, and 20%, respectively. Overall, 
88% of the strains showed multidrug resistance. The virulence gene test showed that all the strains 
lacked the tdh gene and 4% of the strains were trh-positive. This study suggests that the antibiotic 
resistance of V. parahaemolyticus in a shrimp aquaculture environment is concerning. Etiological 
surveillance of V. parahaemolyticus should be strengthened, and antibiotics should be reasonably 
used in the aquaculture process to realize the healthy development of the aquaculture industry. 
Key words    Vibrio parahaemolyticus; Antibiotic resistance; Virulence gene; Shrimp culture ponds 
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