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摘要：【目的】初步探讨利用四环素类药物体外诱导嗜水气单胞菌耐药后，嗜水气单胞菌对四环素类药

物敏感性的变化及其耐药机制。【方法】筛选临床分离嗜水气单胞菌的四环素类敏感株，从含有

1/4×MIC的强力霉素的TSA固体培养基开始，等比2倍提高诱导药物质量浓度对受试菌进行连续传代培

养，以获得高耐诱导株；测定诱导菌对强力霉素和16种非诱导药物的最小抑菌浓度(MIC)及添加外排泵

抑制剂N-甲基吡咯烷酮(NMP)后的MIC，分析其敏感性变化与外排作用的关系；提取诱导菌的DNA，

PCR扩增其5个tet基因并测序。【结果】诱导后菌株对强力霉素的MIC显著升高，对非诱导四环素类药物

也有不同程度提高，对氟喹诺酮类药物的MIC比诱导前增加几十至上千倍；对氨基糖苷类药物和利福平

的MIC则有不同程度的降低；添加NMP后，所有诱导菌株对强力霉素的MIC值均有不同程度的下降；四

环素类耐药基因的检测结果表明，在诱导后7号菌株中同时检测到tetA和tetE；在诱导前后的2号菌株中检

测到tetC；在诱导前后的1、3、4、5、6、7号菌株中均检测到tetE。【结论】本研究表明tetE基因可能是

介导气单胞菌分离株对四环素类药物耐药的优势基因，为阐明嗜水气单胞菌对四环素类药物耐药机制及

耐药性与耐药基因之间的关系提供理论依据。
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嗜水气单胞菌(Aeromonas hydrophila)属气单

胞菌科(Aeromonadaceae)、气单胞菌属(Aeromonas)，

是一种典型的人-兽-水生动物条件致病菌，普遍

存在于淡水、海水、淤泥以及土壤中，可以感染

多种水生动物[1–3]。由嗜水气单胞菌引发的急性出

血病，发病急、传播快、流行广、死亡率高，给

淡水养殖业造成了巨大损失，成为制约淡水养殖

业发展的重要因素之一[4]。

四环素类药物是一种广谱抗生素，通过干扰

细菌蛋白质的合成而起到抑菌作用[5]，可用于防

治鱼类的多种细菌性疾病，但因临床上对该类抗

生素的不合理使用，使得嗜水气单胞菌对该类抗
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生素的耐药性日益增强[6–7]。

嗜水气单胞菌的耐药机制非常复杂，而单一

条件变化即某一种抗生素诱导引起菌株耐药的分

子机制易于分析，但对体外应用四环素类药物诱

导使敏感菌耐药后的耐药机制的研究则未见报

道。为探讨药物诱导引起嗜水气单胞菌耐药的反

应机制，本文选用渔用常用药物——强力霉素作

为四环素类药物的代表药物，以体外连续诱导的

方式获得高度耐药菌，探索研究嗜水气单胞菌对

四环素类药物的耐药机制，为阐明嗜水气单胞菌

耐药的分子机制提供依据。

1    材料和方法

1.1    材料

1.1.1    菌株来源：诱导受试菌株为中国水产科学

研究院黑龙江水产研究所养殖室鱼病组分离保存

的鱼源嗜水气单胞菌，参考株由珠江水产研究所

邓玉婷博士馈赠。

1.1.2    实验试剂：强力霉素(Doxycycline, DO,

98.7%, C13084280)、诺氟沙星(Norfloxacin, NF,

99.1%, C15648000)和恩诺沙星(Enrofloxacin, EN,

98.5%, C13170000)购自Dr. Ehrenstorfer GmbH-

Bgm.-Schlosser-Str.6A-86199 Augsburg-Germany；

左氧氟沙星(Levofloxacin, LE, 98.5%, 130455-

201005)、环丙沙星(Ciprofloxacin, CP, 99.0%,

1134313-201405)与氧氟沙星(Ofloxacin, OFL,

99.5%, 130454-201206)购自中国药品检定研究

院；庆大霉素(Gentamicin, GM, 63.0%, 130326-

201015)购自中国食品药品检定研究院；链霉素

(Streptomycin, SM, 72.9%, 130308-200713)、卡那

霉素(Kanamycin, KM, 66.5%, 130556-200501)、阿

米卡星(Amikacin, AM, 65.5%, 130335-200204)、

新霉素(Neomycin, NEO, 64.5%, 130309-200811)、

土霉素(Oxytetracycline, OTC, 88.8%, 130487-

200703)、四环素(Tetracycline,  TET, 97.5%,

130488-200403)、氯霉素(Chloramphenicol, 99% ,

CH, 130303-200614)、氟苯尼考(Florfenicol,

98.2%, FFC, C13665000-200205)、甲砜霉素

(Thiamphenicol, 99.5%, THI, 130433-200502)和利

福平(Rifampicin, RIF, 99.9%, 130496-200702)均购

自中国药品生物制品检定所；N-甲基吡咯烷酮

(1-Methyl-2-pyrrolidinone, NMP)购自美国Sigma

公司。

实验用药敏纸片购自杭州天和微生物试剂有

限公司，纸片药物-含量(μg)分别为：LE-5、CP-

5、NF-10、EN-5、OFL-5、SM-10、KM-30、

AM-30、GM-120、NEO-30、OTC-30、TET-30、

DO-30、CH-30、FFC-30、THI-30、RIF-5。

实验用胰蛋白胨大豆琼脂培养基(TSA)、胰蛋

白胨大豆肉汤(TSB)、MH肉汤、Mueller-Hinton琼

脂培养基均购自青岛科技园海博生物技术有限公

司；细菌基因组DNA提取试剂盒购自天根生化科

技有限公司；实验所用引物的合成及基因目的

片段序列测定由哈尔滨博仕生物技术有限公司

完成。

1.2    药物敏感和体外诱导试验

采用K-B纸片扩散法进行药敏试验，以ATCC

7966为质控和对照菌株进行药敏试验，筛选出7株

四环素类药物敏感的嗜水气单胞菌菌株，分别编

号为1–7。

采用微量肉汤稀释法测定菌株对17种受试

药物的最小抑菌浓度 ( M i n i m u m  i n h i b i t o r y

concentration, MIC)。依据菌株药物敏感性结果，

将受试菌株分别接种在含有1/4×MIC的强力霉素

的TSA固体培养基中，28 °C培养传代，等比2倍

提高诱导药物质量浓度对受试菌进行连续传代培

养，以获得高耐诱导菌，分别编号为D1–D7，并

保存每代诱导菌株。

测试诱导试验中所有培养浓度下的诱导菌株

MIC值变化情况；测定在MH液体培养基中加入
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50 μg/mL的外排泵抑制剂NMP诱导后菌株的

MIC。每次试验设置阳性对照(培养基加菌液)和阴

性对照(仅加培养基)。

1.3    交叉耐药试验

将诱导筛选出的耐药菌株在TSA固体培养基

培养后，用微量稀释法测定菌株对非诱导药物的

MIC，并比较诱导前后MIC的变化。若药物诱导

后菌株对非诱导药物的MIC比诱导前升高4倍或以

上，定为交叉耐药[8]。

1.4    遗传稳定性试验

将诱导后的菌株在不含药物的TSA固体培养

基上连续传代培养20次，每1–2 d接种传代1次，

依次测定第5、10、15、20代传代菌株的MIC，以

此判断诱导后菌株耐药的遗传稳定性。

1.5    耐药相关基因扩增

取诱导后菌株分离到的单菌落接种于3 mL

TSB营养肉汤的试管中，28 °C过夜振荡培养，无

菌条件下取菌液在1.5 mL的EP管中12000 r/min离

心收集菌沉淀，按照细菌基因组DNA提取试剂盒

说明书提取细菌基因组DNA。

扩增四环素耐药相关基因所用引物[9–10]信息见

表1。PCR反应体系为DNA模板1.0 μL，dNTPs

(10 mmol/L) 1.0 μL，10×PCR buffer 5.0 μL，

MgCl2 (25 mmol/L) 3.0 μL，上下游引物(10 μmol/L)

各2 μL，Taq DNA聚合酶(MBI) 4 U，用ddH2O补

足至50 μL。将经1%琼脂糖凝胶电泳检测为阳性

的P C R产物切胶纯化后测序。测序结果通过

NCBI中的BLASTn系统进行序列相似性搜索，然

后使用DNAMAN软件进行序列间相似性分析。

2    结果和分析

2.1    体外诱导菌株MIC的变化及交叉耐药情况

受试菌株用诱导药物DO从1/4×MIC开始，通

过体外连续诱导培养方式获得了DO的高耐诱导

菌。高耐诱导菌对DO的MIC与诱导前相比，高耐

诱导菌对DO的MIC提高了6.4–102.4倍，加入外排

泵抑制剂NMP (50 μg/mL)后，高耐诱导菌对DO的

M I C比未添加前均有显著下降，降低幅度达

4–16倍。而高耐诱导菌在无药平板上连续传代培

养20代后，对DO的MIC值基本一致，表明具有良

好的遗传稳定性(表2)。

高耐诱导菌对非诱导的16种药物的MIC值均

有所变化，对氟喹诺酮类药物LE、CP、NF、

EN和OFL的MIC分别比诱导前增加了8–64倍、

1–64倍、5–2560倍、2–64倍和1–64倍；对四环素

类药物的MIC增加1–32倍；对氯霉素类药物的

MIC增加1–64倍；对氨基糖苷类药物的MIC降低

1–16倍；对RIF的MIC有小范围的降低(2–8倍)
(表3)。

DO诱导后菌株D1–7对16种非诱导药物中的

部分药物产生了交叉耐药，具体情况见表4。

由表4可见，高耐诱导菌分别对氟喹诺酮类

(LE、CP、NF、EN和OFL)、四环素类(OTC和

表1.   tet基因的相应引物序列

Table 1.   Primers for amplifying the tet genes

Primers Sequences (5′→3′) Product length/bp Annealing temperature/°C

tetA F: GTAATTCTGAGCACTGTCGC / R: CTGCCTGGACAACATTGCTT 956 55

tetB F: TCATTGCCGATACCACCTCAG / R: CCAACCATCATGCTATTCCATCC 391 55

tetC F: CTGCTCGCTTCGCTACTTG / R: GCCTACAATCCATGCCAACC 897 55

tetD F: TGTGCTGTGGATGTTGTATCTC / R: CAGTGCCGTGCCAATCAG 844 53

tetE F: ATGAACCGCACTGTGATGATG / R: ACCGACCATTACGCCATCC 744 57
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表2.   诱导前后及加入NMP后和诱导后传代过程中菌株对强力霉素的MIC变化

Table 2.   MICs of doxycycline before and after induction as well as NMP added and after induction sub-cultured

Strains Before selection After selection NMP added 5 generation 10 generation 15 generation 20 generation

1 2.50 64 16 64 64 64 32

2 5.00 128 32 128 128 128 64

3 1.25 64 32 64 64 64 64

4 1.25 128 16 128 128 128 128

5 2.50 128 8 64 64 64 64

6 5.00 128 16 128 128 128 64

7 5.00 32 4 32 16 16 16

表3.   诱导前后菌株对非诱导药物MIC的变化

Table 3.   MICs of non-induced antibiotics before and after induction

Strains LE CP NF EN OFL SM KM AM GM NEO OTC TET CH FFC THI RIF

1 0.625 2.500 0.500 1.250 2.50 >128 >128 32 16 >64 >64 40 2 2 8 40

D1 5 20 80 40 20 >128 >128 8 2 32 >64 >80 4 32 8 10

2 0.625 2.500 1 1.250 2.500 >128 16 32 2 2 64 20 0.500 1 2 10

D2 20 40 160 40 40 128 8 8 2 4 64 80 32 64 2 5

3 0.300 0.300 0.125 0.300 0.625 64 32 64 1 2 16 2.500 >64 1 >64 80

D3 10 10 80 20 20 32 8 16 2 4 64 80 4 64 8 40

4 0.150 0.300 0.0625 0.150 0.300 64 32 32 4 4 64 10 1 1 2 10

D4 10 20 160 10 20 8 4 4 2 2 >64 >80 2 8 2 10

5 0.625 2.500 1 1.250 2.500 >128 16 32 2 >64 >64 10 32 64 >64 10

D5 20 20 160 80 40 >128 >128 8 2 64 64 80 64 >64 >64 5

6 0.625 2.500 2 1.250 1.250 >128 >128 64 64 32 >64 80 >64 64 >64 10

D6 20 80 160 40 40 >128 128 4 8 4 >64 >80 >64 >64 >64 1.25

7 0.300 0.625 0.250 0.625 0.625 32 32 16 2 2 64 20 16 >64 >64 >80

D7 0.150 0.625 1.250 1.250 0.625 16 32 8 2 2 >64 40 16 >64 >64 >80

表4.   D1–7交叉耐药情况

Table 4.   Cross-resistance of D1–7

Strains LE CP NF EN OFL OTC TET KM CH FFC

D1 + + + + + +

D2 + + + + + + + +

D3 + + + + + + + +

D4 + +

D5 + + + + + + +

D6 + + + + + +

D7
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TET)、氨基糖苷类(KM)和氯霉素类(CH和FFC)药

物产生了不同程度的交叉耐药。其中，对KM和

CH产生交叉耐药的菌株最少，仅为12.49%；而对

5种氟喹诺酮类药物产生交叉耐药的菌株最多，高

达71.43%。而D7未对任何1种药物产生交叉耐药

现象，但D2和D3对测试的16种非诱导药物中的一

半均产生了交叉耐药。

2.2    耐药相关基因扩增结果

对诱导前菌株1–7和诱导后菌株D1–7进行了

四环素类耐药基因tetA、tetB、tetC、tetD和tetE的

检测，结果如图1所示：检测结果为阳性的菌株数

量分别是1、0、2、0和12；其中，tetA仅在诱导

后D7菌株中检出，tetC仅在2和D2菌株中检出，而tetE

在诱导前后的1、3、4、5、6、7号菌株中均可检

测到，tetB和tetD在所有受试菌株中均未检测到。

2.3    耐药相关基因序列分析

将扩增得到的阳性目的片段切胶回收测序

后，使用DNAMAN软件分别对2个tetC和12个

tetE基因片段进行多序列比对分析，结果显示其

一致性均为100%。将所得序列信息经NCBI中

BLASTn系统序列同源性分析，并构建系统发育

树(图2)。

结果显示， t e t A基因与存在于气单胞菌

(Aeromonas) (GenBank登录号：EF471998.1)，大

肠杆菌 (Escher ichia  col i )  (GenBank登录号：

KP294351.1)、沙门氏菌(Salmonella enterica subsp.)

(GenBank登录号：KR091911.1)、鲍氏不动杆菌

(Acinetobacterbaumannii)  (GenBank登录号：

KF483599.2)、肺炎克雷伯菌(Klebsiellapneumoniae)

(GenBank登录号：CP011314 .1 )、大肠杆菌

(GenBank登录号：KM023153.1)中的tetA基因聚为

一簇；tetC基因与来自嗜水气单胞菌(GenBank登

录号：CP010947.1)、克隆载体pLG338 (GenBank

登录号：KM604642.1)、大肠杆菌(GenBank登录

号为：EU751613.1)以及沙门氏菌(GenBank登录号

分别为：AY046276.1、GU987054.1)中的tetC基因聚

为一簇；tetE基因则与来自中间气单胞菌(Aeromonas

media)(GenBank登录号：CP007567.1)、嗜水气单

胞菌pAHH01质粒(GenBank登录号：JN315882.1)、

杀鲑气单胞菌(Aeromonassalmonicida  subsp.)

(GenBank登录号：CP000645.1)、杀鲑弧菌(Vibrio

salmonicida)中质粒pRVS1 (GenBank登录号：

NG_035496.1) 中的tetE基因聚为一簇。

3    讨论

本研究选取渔用常用四环素类药物—DO对临

床分离的敏感嗜水气单胞菌分离株从1/4×MIC开

始进行逐级诱导，诱导后的菌株对DO耐药性显著

增高，对非诱导的四环素类药物—四环素的耐药

性也明显上升，四环素类药物MIC上升的幅度达

1–32倍，可能与四环素类药物之间结构相似，作

用位点相同有关；诱导后菌株对氟喹诺酮类药物

图 1.   嗜水气单胞菌tet基因PCR扩增结果

Figure 1.   PCR amplification of tet genes in Aeromonas
hydrophila. A, B, C: PCR amplification of tetA, tetC,
tetE genes. M: 2000 bp DNA ladder marker; –: negative
control; 1–7: isolates before induction 1–7; 8–14:
isolates after induction D1–7.
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图 2.   tetA、tetC、tetE基因系统发育树

Figure 2.   Phylogenetic tree of tetA, tetC, tetE gene. The serial numbers in brackets mean GenBank accession
number; the numbers on branch point mean bootstrap support; the scale means genetic distance.

1154 Jiajia Cui et al.  |  Acta Microbiologica Sinica, 2016, 56(7)

actamicro@im.ac.cn



的MIC增高几十到几千倍，与氟喹诺酮类药物存

在严重的交叉耐药情况；诱导后菌株对氨基糖苷

类和RIF的敏感性有不同程度的增强，推测其原因

可能是菌株在外界环境改变时，通过改变自身对

药物的耐受性以适应环境。但7号菌株诱导为高耐

诱导菌D7后，未与任何非诱导药物产生交叉耐

药，因而推断产生交叉耐药的情况可能与菌株

自身特性相关，需要我们进一步进行研究验证。

诱导菌株药敏试验过程中添加NMP后，所有

诱导菌对被测药物的敏感性均存在不同程度的增

高，提示嗜水气单胞菌中存在1种以四环素类为作

用底物的外排泵；同时也存在其他类型的外排

泵。Hernould等[11]首次报道了嗜水气单胞菌存在

引起内源性多重耐药的外排泵AheABC，属于耐药

节结化细胞分化(resistance nodulation division,

RND)家族，其作用底物最少有13种，其中9种为

抗生素，但对四环素类无作用。至于哪一类家族

的外排泵对四环素类药物发挥了重要作用，目前

国内外仍在探索之中，本试验为进一步对嗜水气

单胞菌外排泵的耐药机制研究打下了基础。诱导

后菌株对多种非四环素类药物耐药，且在外排泵

抑制剂存在时降低DO的MIC，说明诱导导致了染

色体上外排泵基因的强表达，目前嗜水气单胞菌

耐四环素类药物机制中，已发现 t e tA、 t e tB、

tetC、tetD、tetE、tetH、tetG和tetM等，他们中的

大多数编码外排泵蛋白，但就本实验所做的研究

还无法说明哪些基因可能出现突变，该问题也可

作为未来研究的一个方向。

在革兰氏阴性菌中，两组tet基因已经在多种

细菌中被检出，它们分别编码核糖体保护蛋白和

外排泵蛋白[12]，而细菌对四环素类药物的耐药机

制主要有2种：一种是通过核糖体保护蛋白保护核

糖体免受四环素类药物的作用从而产生耐药[13]；

另一种是最早被研究的一种耐药机制[14]，通过外

排蛋白将四环素主动排出胞外，降低细胞内的药

物浓度，从而保护了核糖体，使细菌产生了耐药

性。本研究中诱导菌株在药敏试验中添加NMP

后，诱导菌对所有被测药物的敏感性均存在不同

程度的增高，证明嗜水气单胞菌中存在主动外排

作用的一种耐药机制。

tetA、tetB、tetC、tetD和tetE基因编码四环素

的外排蛋白，外排蛋白是主要异化超家族(Major

facilitato superfamily，MFS)中的一员[15]。研究已

经证明，在气单胞菌中存在以上5个基因，且

tetE基因在该5种耐药基因中检出率最高 [ 1 6 – 1 9 ]；

Nawaz等[10]对分离自鲶鱼的81株耐四环素的维氏

气单胞菌进行了相关研究，发现 t e tA、 t e tB、

t e t C、 t e t D和 t e t E基因检出率分别为3 . 7 0 %、

28.40%、2.47%、2.47%和90.12%，其中tetE基因

的检出率显著高于其他4个基因，为其优势基因；

以上结果均与本实验研究结果一致。然而，赵敏

等 [ 2 0 ]研究分离自斑点叉尾鲖的42株维氏气单胞

菌，Jacobs[21]等在对37株分离自南非水产养殖环

境中的气单胞菌的研究中，以及Kim等[22]对8株分

离自韩国的耐四环素杀鲑气单胞菌的研究中都发

现tetA基因在这些菌株中检出率最高。本研究中

诱导前后共14株菌中，有12株检出tetE基因，占

86%；有2株检出tetC基因，占14%；1株检出有

tetA基因，占7%，验证了以上研究中tetE基因是介

导气单胞菌分离株对四环素类药物耐药的优势基

因的研究结论。

Nawaz等[10]和Han等[23]研究表明tetA和tetE基因

是主要的四环素耐药基因。1株菌中同时检测出

2种或2种以上四环素类耐药基因的情况，在

Nawaz等[10]，Schmidt等[17]，CíŽek等[19]以及赵敏

等[20]各自的研究中都已有报道，但本研究选取的

7个嗜水气单胞菌分离株及诱导后高耐诱导株仅

D7出现了同时含有2个tet耐药基因的情况，也有

研究发现，气单胞菌tet基因检出的多少与菌株
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MIC的高低没有对应关系[9]。此外，我们的研究还

发现1号菌株在诱导前未检测到tetA，诱导后的耐

药株中检测到tetA，是否是导致1号菌株耐药性升

高的直接原因还需进一步深入研究，但同时说明

了tetA基因在嗜水气单胞菌耐药机制中可能起到

极其重要的作用。
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Tetracyclines-induced phenotype and resistance mechanism in
Aeromonas hydrophila

Jiajia Cui1, 2, Di Wang1, Tongyan Lu1, Shaowu Li1 *

1 Heilongjiang River Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Harbin 150070, Heilongjiang Province,
China
2 College of Fisheries and Life Science, Shanghai Ocean University, Shanghai 201306, China

Abstract: [Objective] The aim of this study is to explore the changes of sensitivity to tetracyclines and the resistance

mechanism of Aeromonas hydrophila (Ah) after in vitro induction by exposure Ah to the increasing concentration of

Doxycycline (DO). [Methods] The sensitive Ah isolates were first screened from clinical isolates and then incubated

on TSA solid medium containing DO of 1/4×MIC value. The resistant strains were obtained through continuous

subculture by increasing the concentration of DO in the medium for geometric series. The minimal inhibitory

concentrations (MICs) of induced strains to DO and 16 other non-selected antimicrobials were determined.

Meanwhile, MICs were also determined after adding efflux pump inhibitor 1-methyl-2-pyrrolidinone (NMP) to the

medium. The relationship between sensitivity changes and efflux function were analyzed. Then five genes of tet from

induced strains were amplified and sequenced. [Results] The MICs of induced strains to DO increased significantly

after induction, whereas the MICs of strains to those non-selected tetracyclines also increased. The MICs of induced

strains to fluoroquinolone increased much more than that of control. The induced strains exhibited a little higher

sensitivity to aminoglycoside and rifampicin. However, the MICs of all induced strains to DO decreased after adding

NMP to the medium. The detection of tet genes indicated that tetA and tetE were positive in No. 7 after induction and

the tetC gene was positive in No. 2 before and after induction. The tetE gene was detected in strains No. 1, 3, 4, 5, 6

and 7 no matter whether it was induced or not. [Conclusion] This study suggested that tetE gene may be the

predominant gene mediating tetracyclines-resistance of Ah, which would provide theoretical basis to clarify the

resistance mechanism of Ah to tetracyclines.

Keywords: Aeromonas hydrophila, tetracyclines, doxycycline, induction in vitro, resistant genes
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