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副溶血弧菌耐药诱导株的生物特性与 

多药外排泵表达 
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摘要：本研究将初始菌株副溶血弧菌 F7 经过环丙沙星连续体外诱导得到的实验室诱导株 H128、H256、H512 作为研究对象，

研究了菌株 F7、H128、H256、H512 的药敏性、泳动能力、生长曲线、生物膜形成能力等生物学特性，分析了多药外排泵基因 vmeB、

vmeD、vpoC、vmrA 的相对表达量。结果表明，诱导菌株不仅对诱导抗生素环丙沙星的耐药性明显提高，还对多种非诱导抗生素呈现

交叉耐药。与初始菌株 F7 相比，诱导菌株 H128、H256、H512 泳动能力下降，泳动圈直径分别为 4.83 mm、4.57 mm、5.13 mm，生

物膜形成能力增强，吸光值分别为 4.35 nm、4.35 nm、4.29 nm。诱导菌株 H128、H256、H512 均检测到外排泵基因 vmeD 的相对表

达量均高于 F7，分别上调了 1.20、3.55、2.02 倍，仅在 H256 中检测到 vmeB、vpoC、vmrA 基因表达量上调，分别上调了 1.47、2.90、

1.71 倍，说明 RND 型外排系统 VmeCD-VpoC 是与副溶血弧菌对环丙沙星的耐药性以及交叉耐药相关的主要外排系统。本研究为耐

药性副溶血弧菌的风险评估提供参考依据，为解决副溶血弧菌耐药问题提供新的思路。 
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Abstract: In this study, the laboratory-induced strains H128, H256 and H512 obtained from the initial strains of Vibrio parahaemolyticus 

F7 after continuous in vitro induction with ciprofloxacin were used as the research objects. The biological characteristics of F7, H128, H256, 

H512 strains, including drug sensitivity, mobility, growth curve and biofilm-forming ability were examined. The relative expressions levels of 

multidrug efflux efflux pump genes, vmeB, vmeD, vpoC and vmrA were analyzed. The results showed that all the laboratory-induced strains had 

an increased drug resistance to ciprofloxacin, with their cross-resistance to a variety of non-induced antibiotics also detected. Compared with the 

original strain F7, the mobility of all the laboratory-induced strains H128, H256 and H512 decreased, with the diameter of moving circle as 4.83 

mm, 4.57 mm and 5.13 mm respectively. The biofilm-forming abilities of all laboratory-induced strains were enhanced, with the absorbance 

reaching 4.35 nm, 4.35 nm and 4.29 nm respectively. The expression level of the efflux pump gene vmeD for all laboratory-induced strains was 

higher than that of F7 (increase by 1.20, 3.55, and 2.02 times respectively), and the expression levels of the vmeB, vpoC and vmrA genes in 

H256were higher than that of F7 (increase by 1.47, 2.90, and 1.71 times respectively). These results indicated that the RND efflux system 

VmeCD-VpoC played important role in the resistance to ciprofloxacin and the main cross-resistance-related efflux systems of Vibrio 

parahaemolyticus. This study provided a reference for the risk assessment of drug-resistant Vibrio parahaemolyticus, and a new idea for solving 
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the problem of drug resistance of Vibrio parahaemolyticus. 
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副溶血弧菌是一种兼性厌氧的革兰氏阴性嗜盐

菌，隶属于弧菌科弧菌属，是一种食源性的致病菌。

自然环境中该菌主要存在于河口和沿海，通常通过侵

染海蟹、海虾等常见水产品进入人体，使人体出现食

物中毒的症状，轻者出现头晕、恶心等症状，重者出

现败血症甚至可能危及生命[1-5]，由该菌引发的食物

中毒事件在世界各地均有报道，对水产品加工与食品

安全领域造成了严重的潜在威胁。 
目前，抗生素药物不仅是临床上治疗副溶血弧菌

的主要方式，也是在水产养殖过程中防治副溶血弧菌

污染的重要手段。抗生素的滥用会使得细菌长期暴露

于抗生素压力环境下，导致耐药菌种类和数量不断增

加，甚至出现交叉耐药。世界卫生组织也多次在世界

级重大会议中强调微生物耐药性的重要性[6]。第三代

抗菌药头孢菌素和氟喹诺酮是治疗和控制副溶血性弧

菌感染的常用药物。尽管副溶血性弧菌对氟喹诺酮的

耐药率较低，但是在一些国家也呈现增加的趋势，同

时多重耐药株的检出率也越来越高[7,8]。 
副溶血弧菌对氟喹诺酮类药物的耐药性可能由于

其外排系统的过度表达而产生[9]。迄今为止，在副溶

血性弧菌中已发现两种外排系统对氟喹诺酮类药物具

有耐药性。Chen 等人[10]报道了副溶血性弧菌中 MATE
家族外排泵基因 vmrA，vmrA 基因不仅介导了对诺氟

沙星和环丙沙星的耐药性，而且参与了副溶血弧菌中

Na+离子的膜转运过程（副溶血弧菌的生长过程需要

Na+离子）[11]，属于副溶血弧菌中特有的外排泵基因。

Matsuo 等人[12]报道了副溶血性弧菌中耐药结节细胞

分裂（RND）家族的 12 个假定外排泵，其中，内膜

蛋白VmeAB和VmeCD以及外膜蛋白Vpoc构成的三

聚体，被认为是副溶血弧菌中 RND 型外排转运蛋白

家族的核心成员，同时本实验室研究人员吴高升[13]发

现，在初始菌株 F7 中存在 RND 型多药外排泵系统

VmeAB-VpoC 和 VmeCD-VpoC，而且其相关编码基

因 vmeB、vmeD 参与了诱导菌株 H128 的喹诺酮耐药。 
本研究以经环丙沙星连续体外诱导得到的耐药菌

为对象，研究了诱导株的耐药性与生物学特性，测定

了 RND 型多药外排泵系统 VmeAB-VpoC 和

VmeCD-VpoC 与 MATE 家族外排泵相关基因 vmeB、
vmeD、vpoC 和 vmrA 的相对表达量，旨在为揭示副溶

血弧菌耐药性的产生和传播机制提供理论基础，为解

决副溶血弧菌耐药问题提供新的思路。 
 

1  材料与方法 

1.1  材料与仪器 

1.1.1  实验材料 
菌株：副溶血弧菌食源菌株 F7；诱导菌株 H128、

H256、H512 由武汉轻工大学食品科学与工程学院实

验室提供，诱导方法见实验方法 1.2.1。 
试剂：TCBS 琼脂，青岛高科技工业园海波生物

技术有限公司；Agar 琼脂粉，飞扬生物有限公司；酵

母提取素（Yeast Extract），北京瑞达恒辉公司；胰蛋

白胨（Typetone），北京瑞达恒辉公司；氯化钠，上

海国药集团化学试剂有限公司；N-N-二甲基甲酰胺，

国药集团化学试剂有限公司；冰乙酸，国药集团化学

试剂有限公司；MH 肉汤，青岛高科技工业园海波生

物技术有限公司；氨苄青霉素（青霉素钠）、阿莫西

林、头孢唑林（钠）、诺氟沙星、环丙沙星、萘啶酮

酸、四环素、磺胺复合物、氯霉素、（硝基）呋喃妥

因，源叶生物科技有限公司；结晶紫，天津石英钟厂

霸州市化工分厂；TrizolRNA 裂解液，天根生化有限

公司；异丙醇，科密欧化学试剂有限公司；无水乙醇，

国药化学试剂公司；杂质 DNA 去除试剂盒、RNA 反

转录试剂盒，Takara 公司；基因荧光定量试剂盒，生

命科学公司。 
所需的配制：（1）TCBS 培养基：称取 TCBS 粉

末 8.9 g，煮沸溶解于 100 mL 蒸馏水中，冷至 50 ℃时，

倾入无菌平皿中待其凝固，备用。（2）LB 培养基（嗜

盐型）：称取酵母提取素 1 g、胰蛋白胨 2 g、氯化钠

6 g，溶解于 200 mL 蒸馏水中，用橡胶塞或薄膜密封，

再用牛皮纸包扎，放入立式压力蒸汽灭菌锅中，121 ℃
高压灭菌 15 min，备用。（3）0.6% LA 培养基（嗜盐

型）：称取酵母提取素 0.5 g、胰蛋白胨 1 g、氯化钠 3 
g、Agar 粉 0.6 g，溶解于 100 mL 蒸馏水中，用橡胶

塞或薄膜密封，再用牛皮纸包扎，放入立式压力蒸汽

灭菌锅中，121 ℃高压灭菌 15 min，备用。（4）MH
肉汤培养基：称取本品 21 g，加热溶解于 1000 mL 蒸

馏水中，121 ℃高压灭菌 15 min，备用。（5）无菌生

理盐水：称取 8.5 g NaCL 溶解于蒸馏水中，定容至

1000 mL，121 ℃高压灭菌 15 min，备用。（6）0.1%
结晶紫溶液：取结晶紫乙醇饱和液（结晶紫 2 g 溶解

于 200 mL 95%乙醇）20 mL，1%草酸铵水溶液 80 mL， 
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混匀静置 24 h 后，过孔径为 0.22 μm 滤膜，备用。（7）
33%冰乙酸：取 33 mL 冰乙酸，溶解于 67 mL 蒸馏水

中，121 ℃高压灭菌 15 min，备用。 
1.1.2  主要仪器 

96 孔微量培养板，美国康宁公司；48 孔微量培养

板，美国康宁公司；DDHZ-200 型分式恒温振荡器，

太仓市实验设备厂；DRP-9062 型电热恒温培养箱，

上海森信实验仪器有限公司；HPX-9082 电热恒温培

养箱，上海博讯实业有限公司医疗设备厂；

SW-CJ-2FD 型双人单面净化工作台，苏州净化设备有

限公司；电热鼓风干燥箱，上海一恒科学仪器有限公

司；BXM-3DR 型立式压力蒸汽锅，上海博讯实业有

限公司；全自动生长曲线测定仪，芬兰 Bioscreen 公司；

蜂窝板，芬兰 Bioscreen 公司；牙签，广州宜洁日用品

有限责任公司；CFX96 型荧光定量 PCR 仪，生命科

学公司。 

1.2  实验方法 

1.2.1  副溶血弧菌耐药株的诱导 

参考Michéa-Hamzehpour M等人[14]的方法进行微

调，根据食品分离株 F7 对抗生素环丙沙星的最小抑

菌浓度（MIC 值），配制环丙沙星浓度为 0.5 MIC、1 
MIC、2 MIC、4 MIC、8 MIC、16 MIC、32 MIC、64 
MIC、128 MIC、256 MIC、512 MIC 的 MH 肉汤培养

基。将 F7从 0.5 MIC浓度开始培养三代，并经过TCBS
培养基筛选后，在放入下一浓度的MH肉汤培养基中，

重复依次进行。将经环丙沙星浓度为 0.5 MIC 的 MH
肉汤培养基培养三代后，经过 TCBS 培养基筛选后得

到的诱导菌株命名为 H0.5，以此类推，将经环丙沙星

诱导后的系列菌株依次命名为 H0.5~H512。将上述诱

导株在无环丙沙星的 MH 培养基中转接 20 次，并经

过 TCBS 培养基筛选后，采用微量肉汤稀释法[13]测定

环丙沙星对诱导株的最低抑菌浓度。选择相对于初始

菌株 F7，对环丙沙星耐药水平提高，并且耐药性能够

稳定遗传的诱导株 H128、H256、H512 作为研究对象，

环丙沙星对诱导株 H128、H256、H512 的最低抑菌浓

度见表 1。 
 

表1 菌株F7 H128 H256 H512对各类抗生素的MIC值 

Table 1 MIC value of strain F7 H128 H256 H512 against various antibiotics 

抗生素名称 抗生素种类 F7 H128 H256 H512 

环丙沙星 喹诺酮类 <0.25(S) 8(I) 16(I) 128(R) 

诺氟沙星 喹诺酮类 <0.25(S) 0.5(S) 0.5(S) 0.5(S) 

萘啶酮酸 喹诺酮类 0.5(S) 64(R) 64(R) 64(R) 

氨苄青霉素 β-内酰胺类 32（R） 256(R) 256(R) 256(R) 

阿莫西林 β-内酰胺类 16(I) 512(R) 512(R) 512(R) 

头孢唑林钠 β-内酰胺类 4(S) 16(I) 16(I) 64(R) 

四环素 四环素类 <0.25(S) 16(I) 32(I) 64(R) 

磺胺复合物 磺胺类 >512(R) >512(R) >512(R) >512(R) 

氯霉素 氯霉素类 32(R) 256(R) 256(R) 256(R) 

呋喃妥因 硝基呋喃类 4(S) 4(S) 8(S) 8(S) 

注：“S”代表“敏感”，“I”代表“中介”，“R”代表“耐药”。 

1.2.2  交叉耐药性实验 
将配制好的抗生素溶液浓度稀释至 1024 μg/mL，

备用。采用微量肉汤倍比稀释法[15]测定多种常见抗生

素对实验菌株的最低抑菌浓度，每种菌株设定三次重

复，同时设定不含抗生素不含菌液的MH肉汤培养基，

不含抗生素的 MH 肉汤菌液为对照组，以大肠杆菌

ATCC25922 作为质控菌株。结果判读依照 2018 年美

国临床实验室标准化协会（Clinical and Laboratory 
Standards Institute，CLSI）交叉耐药的判定标准：非

诱导药物对诱导耐药株的最低抑制浓度（MIC 值）比

诱导前升高 4 倍或以上。 
1.2.3  生物学特性分析 

1.2.3.1  副溶血弧菌的纯化与培养 
取-80 ℃保藏的副溶血弧菌 F7、H128、H256、

H512，接种到 TCBS 培养基上 37 ℃活化培养 16 h。
挑取单菌落用无菌生理盐水配制成悬浮液，并用麦氏

比浊管进行比对，以 0.5 号麦氏比浊管为标准，将细

菌浓度调整至 0.5 麦氏浊度（此时菌浓度约 1.5×108 
cfu/mL）用于后续实验。 
1.2.3.2  生长曲线的测定 

用 LB 培养基将配制好的菌悬液稀释 150 倍，此

时细菌浓度为1×106 cfu/mL，取200 μL加入蜂窝盒中，

每株菌做 3 个平行，放入生长曲线测定仪中，每隔 2
小时测一次 OD600值，共测 48 h。利用 Excel 归整数

17 



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2020, Vol.36, No.8 

据并求出平均值与标准差，做出带误差线的折线图。 
1.2.3.3  泳动能力的测定 

具体方法参鉴张燕飞硕士论文[16]，用无菌生理生

理盐水将配置好的菌悬液稀释 150 倍，此时细菌浓度

为 1×106 cfu/mL。用无菌牙签蘸取菌悬液稀释液，点

种于琼脂含量为 0.6%的 LA 半固体培养基上，置于恒

温培养箱中 37 ℃培养 24 h，测定泳动圈直径，每株菌

设定 3 个重复。 
1.2.3.4  生物膜形成能力的测定 

参鉴雷欢等[17]以结晶紫法进行测定。取 50 μL 配

置好的菌悬液与 150 μL TSB 培养基加入 96 孔板中，

于 37 ℃培养 24 h 后，取出 96 孔板，弃去浮游菌，用

250 μL 无菌生理盐水清洗 3 次，37 ℃干燥 30 min，每

孔加入 0.1%结晶紫溶液 200 μL，染色 15 min，用 250 
μL 无菌生理盐水洗 3 次，37 ℃干燥 30 min，再加入

33%冰乙酸 200 μL，静置 10 min，用酶标仪测 OD595

值，每株设定 6 个平行，取 OD595值最接近的三组数

据作为最终数据。 
1.2.4  外排泵 vmeB vmeD vpoC vmrA 的表达 

参考文星力等[18]进行微调，采用 Trizol 法提取菌

株总 RNA，使用超微量分光光度计测定 RNA 质量和

浓度后，采用逆转录试剂盒将将其反转录成 cDNA，

使用 SYBR Green 实时荧光定量 PCR 检测 vmeB，
vmeD，vpoC，vmrA 基因的相对表达量，以 16srna 为

内参基因对照。RT-PCR 程序：95 ℃预变性 30 s；95 ℃
变性 20 s；退火 30 s；72 ℃延伸 1 min；35 个循环；

72 ℃延伸 7 min。通过 Ct值的变化计算得出 vmeB，
vmeD，vpoC，vmrA 基因的相对表达量。退火温度与

引物序列见表 2。 
 

表2 RT-PCR引物 

Table 2 RT-PCR primers 

基因名称 引物序列 Tm 值/℃ 扩增长度 

vmeB 
RT-F CCGTGCTATGGGTTACTTCTC 

59 124 bp 
RT-R AAGGCTCAGGGAGTCTTGTAG 

vmeD 
RT-F TTCGTGAATACCCTGAAATG 

57 104 bp 
RT-R CTCCAAAGGCTGAGTAATAA 

vpoC 
RT-F TAGCAAAGCAAAATGATCCACA 

57 86 bp 
RT-R AGCACTACGGCTAGAGGTGA 

vmrA 
RT-F CCTGATGCCTATTGTCGCAAC 

53 211 bp 
RT-R TAGCCGCTCCTGTTAGCTC 

16sRNA 
RT-F ACGTTAGCGACAGAAGAAGC 

54.5 281 bp 
RT-R ACCGCTACACCTGAAATTCT 

注：RT-F/R 代表荧光定量 PCR 的前引物与后引物。 

1.3  统计学分析 

应用统计学软件 SPSS 20.0，计数和计量资料分别

进行 x2和 t 检验，p<0.05 为有统计学差异。 

2  结果与分析 

2.1  交叉耐药性实验 

本研究采用微量肉汤倍比稀释法测定了几种常见

抗生素对初始菌株 F7 和诱导菌株 H128、H256、H512
的最低抑制浓度（MIC 值），见表 1。随着诱导药物

环丙沙星浓度不断提高，诱导菌株对环丙沙星的耐药

水平不断提高，环丙沙星对 H512 的 MIC 值达到 128 
μg/mL，相比于 F7 提高了约 512 倍。同时非诱导药物

（氨苄青霉素、阿莫西林、头孢唑林钠、萘啶酮酸、

四环素、氯霉素）对诱导菌株的 MIC 值提高 4 倍及 4

倍以上，其中对于头孢唑林钠、萘啶酮酸、四环素，

随着诱导药物环丙沙星的浓度不断提高，诱导株呈现

中介耐药或者耐药。对于阿莫西林，相比初始菌株 F7
的中介耐药，诱导株 H128、H256、H512 表现为耐药。

但是对于诺氟沙星和呋喃妥因，相对于初始菌株 F7，
诱导株的 MIC 值只提高了 1~2 倍，同时耐药水平也没

发生变化，均为敏感，造成这一现象的原因可能是呋

喃妥因属于硝基呋喃类抗生素与环丙沙星不属于同类

抗生素，耐药机制存在差异，而诺氟沙星与环丙沙星

虽同属于喹诺酮类抗生素，但两者作用靶点还是存在

一定区别，程旭[19]等报道了经体外诱导的得到的环丙

沙星耐药沙门氏菌，对诺氟沙星敏感的现象，两种抗

生素并不一定发生交叉耐药。本实验以梯度浓度的环

丙沙星通过体外连续诱导的方式，得到了对环丙沙星

中介耐药诱导株 H128、H256 以及高水平耐药诱导株

H512，诱导株不仅对诱导药物环丙沙星的耐药程度明

18 



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2020, Vol.36, No.8 

显提高，还出现了对氨苄青霉素、阿莫西林、头孢唑

林钠、萘啶酮酸、四环素、氯霉素等非诱导抗生素的

交叉耐药，周维[20]等曾报道了以诺氟沙星经过体外诱

导的方式得到哈维氏弧菌诺氟沙星耐药株，对非诱导

抗生素（甲砜霉素、环丙沙星、恩若沙星）出现交叉

耐药，这些诱导株的多重耐药表型表明了非特异性耐

药机制的存在，如细胞膜通透性发生变化导致抗生素

流入减少，或者外排泵的活性增强。 

2.2  生长曲线的绘制 

对各菌株生长曲线进行测定，结果见图 1。 

 
图1 诱导株与初始菌株的生长曲线 

Fig.1 Growth curve of induced strain and initial strain 

由图 1 可知，F7、H256、H512 在 6 h 左右进入

对数生长期，而 H128 进入对数生长期的时间稍有缩

短，在 4 h 左右进入对数生长期。进入对数生长期后，

通过折线图的斜率可以发现，H256 生长速率要略小于

F7、H128、H512。所有试验菌株都在 14 h 左右进入

稳定期，其中F7、H128、H512在稳定期的吸光值OD600

达到 1，而 H256 在稳定期的吸光值 OD600为 0.9，略

低于 F7。 
说明诱导耐药株相比于初始菌株 F7，在非抗生素

选择环境下的生长情况没有显著变化。研究人员李永

慧等[21]，测定了肠炎沙门菌多重耐药株与敏感株在LB
培养基中的生长曲线与生化反应谱，发现二者在生长

速率与生化反应上均无明显差异，与本研究结果一致。

Gillespie 等人[22]发现，体外诱导喹诺酮耐药肺炎链球

菌与初始菌株相比生长速率没有明显变化，与本实验

结论一致。 

2.3  泳动能力的测定 

将 F7 和各诱导株在半固体培养基上培养 24 h，
测量其泳动圈直径，见表 3。3 株诱导耐药株中 H512
泳动直径最大为 5.13 mm，H256 最小为 4.57 mm，均

小于初始菌株 F7，说明经过环丙沙星诱导后菌株的泳

动能力均明显降低。有研究表明[23]，细菌在获得对一

种或多种抗生素的耐药性的同时，会付出适应性代价，

即耐药株在泳动能力、毒力、生存能力等环境适应性

上会弱于敏感菌株。本实验中诱导耐药株相对于初始

菌株泳动能力的减弱，可能是因为在连续体外环丙沙

星诱导的过程中，诱导株出现了适应性代价的现象。 
表3 菌株F7 H18 H256 H512的泳动能力 

Table 3 Moving ability of strain F7 H18 H256 H512 

菌株 F7 H128 H256 H512 

泳动圈直径/mm 8.63±0.094 4.83±0.047** 4.57±0.124* 5.13±0.04** 

注：*：p<0.05；**：p<0.01。 

2.4  生物膜形成能力 

 
图2 菌株F7,H128,H256,4512生物膜形成量 

Fig.2 The amount of biofilm formation of strain F7, H128, 

H256 and H512 

初始菌株 F7 与诱导耐药菌 H128、H256、H512

于相同条件培养相同时间后，采用结晶紫染色法测定

生物膜的形成量，见图 2。OD595值越高，生物膜形成

量就越大，反之，生物膜形成量就越小。 
生物膜是由细菌以细菌自身代谢产生的胞外多聚

基质（包括多糖、蛋白质、DNA），共同粘附在某些

生物和非生物材料表面，伴随、保护细菌正常生长的

一种膜状结构群，是一种细菌适应环境变化、应对不

良环境的自我调节方式[24]。在 LB 培养基中培养 24 h
后，诱导株 H128、H256、H512 生物膜形成量均高于

初始菌株 F7，说明经过抗生素环丙沙星诱导后，诱导

株的生物膜形成能力明显提高。其中，H256 与 H128
生物膜形成能力较强（OD 值为 4.35 nm），H512 较

弱（OD 值为 4.29 nm），均高于初始菌株 F7（OD 值

为 4.23 nm）。研究人员韩婷等[25]以喹诺酮类抗生素

采用体外连续诱导多株铜绿假单胞菌，得到对诱导抗
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生素高耐药的实验室诱导菌株，发现相比于初始菌株，

其诱导株的生物膜形成能力明显增强，认为当铜绿假

单胞菌获得对喹诺酮类抗生素耐药性时会导致其生物

膜形成能力增强，这与本文实验结果一致。本实验中

并没有检测到诱导株生物膜形成能力增强程度与耐药

水平高低之间的联系，推测原因可能是细菌生物膜的

形成受到其相关编码基因、调控基因、群体感应等多

重因素共同影响[26]，并不仅与其耐药性相关。同时，

有研究表明[27]，生物膜形成强的细菌对抗生素药物、

化学消毒剂的耐受能力明显高于生物膜形成能力较弱

的细菌，部分细菌甚至可以依靠生物膜抵御寄主的免

疫系统，说明生物膜与耐药性之间存在一定的相互影

响。 

2.5  外排泵 vmeB vmeD vpoC vmrA 的表达 

 
图3 外排泵基因vmeB vmeD vpoC vmrA相对表达量 

Fig.3 Expression of efflux pump gene vmeB vmeD vpoC vmrA 

采用反转录荧光定量 PCR 对 RND 型外排泵中内

膜蛋白编码基因 vmeB、vmeD 和外膜蛋白编码基因

vpoC，以及 MATA 家族外排泵基因 vmrA 的表达量进

行分析，由图 3 可知，外排泵 vmeB、vmeD、vpoC、
vmrA 在诱导耐药株和初始菌株中的相对表达量存在

一定的差异。其中在所有诱导株中均检测到 vmeD 基

因的表达量均高于初始菌株，H256 中 vmeD 基因的相

对表达量最高，为初始菌株的 3.55 倍。同时仅在 H256
中外排泵 vmeB、vpoC、vmrA 的相对表达量上调，分

别为初始菌株的 1.47、2.90、1.71 倍，这说明在诱导

菌对环丙沙星耐药与交叉耐药的过程中，外排泵基因

vmeD 起到主要作用，外排泵基因 vmeB、vpoC、vmrA
起到辅助协同的作用，并推测 RND 型外排系统

VmeCD-VpoC 在诱导株的喹诺酮耐药与交叉耐药现

象中扮演的重要的角色。刘献清等[28]人将鲍曼不动杆

菌中 RND 外排泵相关基因敲除，比较基因敲除前后

鲍曼不动杆菌耐药水平，发现 RND 外排泵介导了鲍

曼不动杆菌的多 重耐药， 亦有研究报道了

VmeCD-VpoC 外排系统在副溶血弧菌对环丙沙星耐

药和交叉耐药中，起到了重要作用[29]，这些报道与本

实验结论一致。后期可以通过外排泵抑制剂，比较抑

制前后诱导耐药株 H128、H256、H512 耐药水平的变

化，与外排泵基因 vmeC、vmeD、vpoC 相对表达量差

异之间的关联，来进一步验证 VmeCD-VpoC 外排系

统在副溶血弧菌对氟喹诺酮耐药以及交叉耐药中的重

要作用。 

3  结论 

本文研究了环丙沙星诱导耐药株 H128、H256、
H512 与初始菌株 F7 对十种常见抗生素的耐药性，生

物学特性，以及外排泵基因 vmrA、vmeC、vmeD、vpoC
的相对表达量。实验结果表明，经过梯度浓度的环丙

沙星体外诱导后，所得的诱导菌株相比于初始菌株

F7，不仅对环丙沙星的耐药性明显提高，而且对非诱

导药物出现交叉耐药现象。与初始菌株 F7 相比，诱

导耐药株在生物学特性上发生了以下变化：泳动能力

下降、生物膜形成能力增强；同时所有诱导耐药株中，

外排泵基因 vmeD 的相对表达量均明显高于初始菌株

F7。实验结果说明将副溶血弧菌长期暴露于低于最低

抑菌浓度的抗生素药物环境中，会出现对环境抗生素

高水平耐药的菌株，甚至出现交叉耐药。提示在使用

抗生素药物进行治疗或者灭菌时，抗生素浓度一定要

超过其最低抑菌浓度（MIC 值），不可少量反复使用，

同时发现 VmeCD-VpoC 外排系统在副溶血弧菌对氟

喹诺酮耐药以及交叉耐药中的重要作用，为解决副溶

血性弧菌耐药问题提供了新的思路，即抗生素与外排

泵抑制剂联合使用。本研究为为揭示副溶血弧菌耐药

性的产生和传播机制提供理论基础，为解决副溶血弧

菌耐药问题提供新的思路。 
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