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摘   要：【目的】解析斑节对虾(Penaeus monodon)(非洲群体) (俗称“金刚虾”，以下同)携带耐药

菌及耐药基因现状。【方法】本研究从山东滨州北海新区采集了金刚虾，对其肠道细菌常用抗生

素的耐药菌性质及数量、占比及种类进行检测，通过荧光定量 PCR 技术分析肠道内容物样品中的

4 类抗生素的 4 种耐药性基因分布特征。【结果】肠道中可培养细菌总数约 1.45×105–       
2.13×106 CFU/g，有四环素、萘啶酸、氟苯尼考、庆大霉素 4 种抗生素耐药菌的检出，其中喹诺

酮类萘啶酸耐药菌占比最高，达到 35.00%，氨基糖苷类庆大霉素占比最少。10 种抗生素药敏性

质分析表明，肠道可培养细菌对庆大霉素、氟苯尼考等 6 种抗生素高度敏感，对四环素、卡那霉

素中度敏感，对萘啶酸、青霉素、阿莫西林耐药。从分离的耐药菌鉴定结果可以得出，可培养的
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抗生素耐药菌主要集中在弧菌属，基于属水平的不同抗生素耐药菌统计显示，不同抗生素耐药菌

种类存在明显差异，且同一菌属有耐多种抗生素的情况。荧光定量 PCR 检测分析，4 种耐药基因

的丰度不同，tetA 基因相对拷贝数和四环素耐药菌比例、floR 基因和氟苯尼考耐药菌比例之间存

在显著相关性(P<0.01)；qnrA 基因相对拷贝数和萘啶酮酸耐药菌比例、aadA 基因相对拷贝数和庆

大霉素耐药菌比例之间均不存在显著相关性(P>0.01)。【结论】本研究说明，金刚虾肠道微生物中

存在一定的耐药菌和耐药基因，具有携带风险。 

关键词：斑节对虾(非洲群体)；肠道；抗生素耐药菌；耐药基因；荧光定量 PCR 
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Abstract: [Objective] To analyze the antibiotic-resistant bacteria and antimicrobial-resistant genes in 
Penaeus monodon (African). [Methods] We collected P. monodon from Beihai New Area, Binzhou, 
Shandong, and then tested the number, proportion, and species of antibiotic-resistant bacteria in the 
intestine. Meanwhile, we analyzed the distribution of genes related to the resistance to four antibiotics 
by quantitative reverse transcription PCR (qRT-PCR). [Results] The total number of culturable bacteria 
in the intestine was about 1.45×105–2.13×106 CFU/g, and bacteria resistant to tetracycline, nalidixic 
acid, florfenicol, and gentamicin were all detected, among nalidixic acid-resistant bacteria (35.00%) 
and gentamicin-resistant bacteria took up the largest and smallest proportion, respectively. The 
sensitivity to 10 antibiotics was analyzed and the result showed that the intestinal bacteria were highly 
susceptible to six antibiotics such as gentamicin and florfenicol, moderately susceptible to tetracycline 
and kanamycin and resistant to nalidixic acid, penicillin, and amoxicillin. The culturable 
antibiotic-resistant bacteria mainly belonged to Vibrio, and the species of bacteria resistant to different 
antibiotics varied. Moreover, species of the same genus may be resistant to multiple antibiotics. The 
abundance of genes related to the resistance of the four antibiotics was different. Significant correlation 
between the relative copy number of tetA gene and the proportion of tetracycline-resistant bacteria and 
between the relative copy number of floR gene and the proportion of florfenicol-resistant bacteria was 
detected (P<0.01), but no significant correlation was observed between the relative copy number of 
qnrA gene and the proportion of nalidixic acid-resistant bacteria, and between the relative copy number 



 

 

 

王晓璐等 | 微生物学报, 2022, 62(9) 3401 

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn 

of aadA gene and the proportion of gentamicin-resistant bacteria (P>0.01). [Conclusion] The intestine 
of P. monodon (African) harbors antibiotic-resistant bacteria and antimicrobial-resistance genes. 

Keywords: Penaeus monodon (African); intestine; antibiotic-resistant bacteria; antimicrobial-resistant 
genes; real-time quantitative PCR 
 

斑节对虾(Penaeus monodon)(非洲群体)是
对虾属中大型种，俗称金刚虾、斑节王、草虾

王，原产于非洲莫桑比克等地，隶属于节肢动

物门、甲壳纲、十足目、对虾科、对虾属，与

南美白对虾比较表观特征为体色较深、头胸甲

较为厚实、体长侧扁、略呈梭形等，养殖适合

水温为 25–32 ℃，适应盐度在 3%左右，适宜环

境为沙底质，对饲料蛋白含量要求相对较低，

属于杂食性，抗病能力强，适宜工厂集约化、

池塘等多种养殖模式[1–2]。 
水产养殖生产中大量抗生素的使用或滥

用已经成为全球广泛关注的热点 [3–4]。随着产

业的快速发展，使用抗生素成为养殖者进行病

害防控的重要手段之一，然而，食源性动物产

品养殖过程中由于抗生素的使用造成残留问

题，抗生素富集作用也可能威胁到食物链的顶

端，进而威胁社会安全。据统计，2020 年受疫

情影响，抗生素供给端偏紧，价格市场上涨，

在限抗令及环保政策影响下，整个刚性需求产

业受到巨大冲击。抗生素的使用可以为实际生

产带来选择性效益，但也会产生一系列的负面

影响，如降低养殖动物自身机能，引发抗生素

耐药性在微生物中传播，破坏健康养殖生态平

衡，加速多重耐药细菌和抗生素抗性基因

(antibiotic resistance genens，ARGs)的出现，破

坏微生物之间的自然平衡，危害食品安全和人

类健康等等 [5–6]。目前，国内外在畜禽方面对

耐药菌或耐药基因的研究比较深入，Mu 等 [7]

研究了不同饲养动物鸡、猪、牛粪便中 ARGs
浓度，包括四环素、磺酰胺、喹诺酮、大环内

酯等 21 个 ARGs 的总体趋势为鸡>猪>肉牛。

张昊等 [8]采用微生物培养方法调查了鸡粪、猪

粪中耐药菌数量，通过高通量测序技术及定量

PCR 解析其中耐药菌群落结构和耐药基因分

布情况，与未饲用抗生素的猪粪比较，样品中

耐 药 基 因 的 总 富 集 倍 数 达 到 1.96×104– 
1.54×105 倍，各类耐药基因的富集情况为：四

环素类>β-内酰胺类>MLSB (大环内酯、林可酰

胺和链阳性菌素 B 类)>氨基糖苷类>FCA(氟喹

诺酮、喹诺酮、氟苯尼考、氯霉素和酰胺醇类)>
磺胺类>万古霉素类。Brooks 等 [9]研究表明，

母猪和苗圃场含有更多的抗生素耐药性基因，

其中对四环素和红霉素抗药性最强，且养殖废

水不是甲氧西林抗药性基因的主要来源，养殖

场发现少量的抗药基因和基因多样性。闫倩倩

等[10]研究了山东烟台、威海、青岛 3 地主要养

殖区刺参肠道内容物中耐药菌及耐药基因特

征，结果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。 
2006 年多宝鱼事件和 2016 年刺参抗生

素问题都引起了广泛的关注。因此耐药菌研

究是亟待解决的问题，除了耐药菌株的关注

之外，耐药基因同样对养殖业和社会健康安

全存在威胁，耐药基因在细菌中或养殖动物

体内是持久性存在的，可通过质粒水平转移，

可能引起致病菌的顽固或拮抗 [11–12]。目前，

四环素、氟苯尼考、庆大霉素和萘啶酸等几

种抗生素在对虾养殖过程中较为常用，本研

究选取金刚虾为研究对象，解析肠道内容物

中耐药菌数量、种类及耐药基因情况，以期

为金刚虾养殖过程中抗生素使用及耐药菌防

控提供科学依据。  
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1  材料与方法 
1.1  样品采集 

于 2021 年 5 月在山东省滨州北海新区采集

体长约 3–4 cm 的健康活泼金刚虾，实验过程选

取 1 个采集点 4 个工厂化养殖车间室内养殖池，

其中每个车间各随机采集 100 尾活体对虾，随

即获取其肠道内容物，混匀，然后迅速置于液

氮中带回实验室备用。样品分为两部分，一部

分用于细菌培养，一部分用于 DNA 提取。 
1.2  肠道内容物可培养细菌总量检测 

各取 1 g 对虾肠道内容物样品加入 10 mL
无菌的生理盐水制成菌悬液，10 倍梯度、振荡

稀释后，分别涂布于无菌无抗生素的大豆酪蛋

白琼脂平板(tryptose soya agar，TSA)，28 ℃培

养 24 h 后根据菌落数计算可培养细菌总量。 
1.3  肠道可培养细菌的药敏性质分析 

依 据 美 国 临 床 实 验 室 标 准 化 委 员 会

(National Committee for Clinical Laboratory 
Standards，NCCLS)实验标准[13]，通过 K-B 方法

对肠道可培养细菌的药敏性质进行分析。不同肠

道内容物接种于新鲜胰酪胨大豆肉汤(trypticase 
soy broth，TSB)培养基中，28 ℃培养 24 h 制备

成菌悬液。按照 1%接种量转接于新鲜液体培养

基中 28 ℃培养 18 h 后，超净工作台内取待测菌液

200 μL，用玻璃涂布器均匀涂布于 TSA 培养基，

再将待测药敏纸片均匀贴于培养基上，正向放置

30 min 后，倒置于 28 ℃恒温培养，48 h 后测量抑

菌圈直径，参考说明书判断药物敏感特性。 
1.4  肠道微生物抗生素耐药菌的培养及所

占比例测定 
各取 1 g 肠道内容物样品加入 10 mL 无菌

的生理盐水制成菌悬液，10 倍梯度、振荡稀释

后，分别涂布于无菌的含单种不同抗生素的

TSA 培养基上，设不含抗生素的平板作为对照。

抗生素浓度设定参考畜禽及水产动物耐药菌筛

选的终浓度和美国临床和实验室标准协会

(Clinical and Laboratory Standards Institute，
CLSI) (2016)标准[14]，分别为庆大霉素(32 μg/mL)、
四环素(50 μg/mL)、氟苯尼考(50 μg/mL)、萘啶

酸(50 μg/mL)。平板放置入 28 ℃培养箱培养  
24 h，计算平板上菌落数确定耐药菌数量，按

照耐药细菌比例(%)=耐药细菌数 /可培养细菌

总数×100%，计算抗生素耐药菌占比。 

1.5  抗生素耐药菌分离纯化及其鉴定 
根据相应抗生素平板上菌落形态(包括大

小、边缘形状、颜色、透明度等)及其气味对所

筛选得到的耐药菌进行分类和优势度统计，用

接种环挑取优势菌在 TSA 培养基上进行 3 次纯

化培养，最后将单菌落进行扩增、保种。优势

耐药菌的基因组 DNA 用细菌 DNA 提取试盒

(TaKaRa)提取所分离纯化后进行扩增[10]。1%琼

脂糖凝胶电泳检测 PCR 产物合格后由生工生物工

程(上海)股份有限公司进行测序，美国国家生物技

术信息中心 NCBI GenBank 数据库中进行 BLAST

比对测序结果，鉴定优势耐药菌所属分类。 

1.6  肠道微生物耐药基因检测 
利用 E.Z.N.A.TMSoil DNA Kit (OMEGA)

进行对虾肠道内容物总 DNA 提取，样品数量

150 mg，操作步骤参照试剂盒说明书，1.0%琼

脂糖凝胶电泳检测提取 DNA 的完整性和纯度，

微量分光光度计(Thermo Nanodrop 2000)测定

浓度，检测合格的 DNA 用于荧光定量 PCR 检

测。定量分析四环素类、氨基糖苷类、氯霉素

类、喹诺酮类 4 类抗生素中 4 种常见耐药基因，

PCR 退火温度及扩增引物信息见表 1。目的片

段扩增、纯化后连接到 pMD18-T 载体(TaKaRa)
后转化到大肠杆菌 DH5α 感受态细胞进行克隆

后，提取质粒(质粒提取试剂盒 B518191 SanPrep，
生工生物工程(上海)股份有限公司)，质粒经测序鉴

定无误后用微量分光光度计测定质粒 OD260的值，

通过公式换算成拷贝数(copies/µL)。以所提取的 
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表 1  耐药基因及退火温度 
Table 1  Primer pairs and annealing temperature of resisitance genes 
Category Antibiotics Genes Sequences (5′→3′) Annealing temperature /℃ 

Internal reference 
gene 

 16S rDNA F: ATGGCTGTCGTCAGCT 56 

R: ACGGGCGGTGTGTAC 

Tetraciclinas Tetracycline tetA F: GCGCTNTATGCGTTGATGCA 58 

R: ACAGCCCGTCAGGAAATT 

Quinolones Nalidixic acid qnrA F: AGTGGCCAATGCCTGGAAAA 58 

R: CCAGATCGGCAAAGGTTAGG 

Aminoglycosides Gentamicin aadA F: TGATTTGCTGGTTACGGTGAC 56 

R: CGCTATGTTCTCTTGCTTTTG 

Fenicols Florfenicol floR F: TATCTCCCTGTCGTTCCAG 56 

R: AGAACTCGCCGATCAATG 

 
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，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 测定采样点样品中 4 种耐药基因和

内参基因含量，每个样品 3 个平行。qRT-PCR 反

应 体 系 如 下 ： 2×SG Fast qPCR Master Mix 
(B639271，BBI，Roche) 5 μL，上、下游引物     
(10 μmol/L)各 0.2 μL，DNA 模板 1 μL，ddH2O   
3.6 μL，总体积为 10 μL。qRT-PCR 反应程序：95 ℃ 
3 min；95 ℃ 5 s，退火温度(表 1) 30 s，72 ℃ 30 s，
45 个 循 环 ， 把 加 好 样 品 的 96 孔 板 放 在

LightCycler480 II (Roche, Rotkreuz)中进行反应。 

1.7  数据统计分析 
利用 SPSS 19.0 软件线性回归分析四环素、

庆大霉素、氟苯尼考、萘啶酸 4 种抗生素耐药菌

所占比例以及 4 种耐药基因的相对拷贝数，以

P<0.01 作为差异显著水平，确定耐药菌所占比

例和相关耐药基因的相对拷贝数的相关性。 

2  结果与分析 
2.1  可培养抗生素耐药菌的数量分析 

滨州北海新区金刚虾肠道中可培养细菌与

耐药菌培养结果见表 2 和图 1。结果显示，肠

道内容物稀释液经涂布 TSA、28 ℃、48 h 培养

后，肉眼观察可见不同形状、透明度或颜色的

菌落(图 1)。4 种抗生素耐药菌中喹诺酮类萘啶酸

耐药菌数量最高，为(5.07×104)–(1.07×106) CFU/g，
其次为四环素类耐药菌数量为(1.20×102)–(1.16× 
103) CFU/g；氯霉素类氟苯尼考耐药菌数量为

(5.61×101)–(2.81×102) CFU/g；氨基糖苷类庆大

霉素耐药菌数量为(0.21×101)–(1.04×102) CFU/g。肠 
道中可培养细菌总数约(1.45×105)–(2.13×106) CFU/g。
根据数量结果计算耐药菌在总可培养细菌中的

比例得出(表 2)，萘啶酸>四环素>氟苯尼考>庆
大霉素，其中喹诺酮类萘啶酸耐药菌占比最高，

达到 35.00%，氨基糖苷类庆大霉素占比最少，不

同抗生素耐药菌占比差异显著(P<0.05)。 

2.2  肠道可培养细菌的药敏性质分析 
滨州北海新区金刚虾肠道中可培养细菌对

10 种抗生素的敏感性分析如表 3 所示。肠道可

培养细菌对庆大霉素、氟苯尼考、诺氟沙星、

左氧氟沙星、链霉素高度敏感，对四环素、卡

那霉素中度敏感，对萘啶酸、青霉素、阿莫西

林耐药。 
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表 2  可培养细菌及耐药细菌数量(CFU/g) 
Table 2  The number of total cultured bacteria and drug-resistant bacteria (CFU/g) 
Antibiotics Number of drug-resistant bacteria Proportion of drug-resistant bacteria in culturable bacteria 
Tetracycline (1.20±0.01)×102–(1.16×103)  (0.08±0.01)–(0.05±0.01)a 
Nalidixic acid (5.07±0.08)×104–(1.07×106) (35.00±0.62)–(50.23±1.00)b 

Florfenicol (5.61±0.17)×101–(2.81×102) (0.004±0.00)–(0.01±0.33)a 
Gentamicin (0.21±0.01)×101–(1.04×102) (0.000 1±0.00)–(0.05±0.87)a  

Values in the same line with different small letter superscripts are significantly different (P<0.05).  
 

 
 

图 1  TSA 平板肠道细菌生长情况 
Figure 1  Colonial morphology of bacteria on TSA solid media. 
 
表 3  肠道可培养细菌药敏分析 
Table 3  Analysis of inhibitory zone about total cultured bacteria  

Antibiotics 
Criterion of inhibitory zone Concent per disc/ 

(μg/disc) Inhibitory zone/mm Susceptibility 
Insensitivity Moderately 

sensitive 
High 
sensitivity 

Tetracycline ≤18 19–22 ≥23 30 20 I 
Gentamicin ≤12 13–14 ≥15 13–17 18 S 
Florfenicol ≤12 13–17 ≥18 20 16 S 
Nalidixic acid ≤13 14–18 ≥19 30 3 R 
Streptomycin ≤11 12–14 ≥15 10 16 S 
Kanamycin ≤13 14–17 ≥18 10 14 I 
Carbenicillin ≤19 20–27 ≥28 100 12 R 
Amoxicillin ≤13 14–17 ≥18 20 2 R 
Norfloxacin ≤12 13–16 ≥17 10 28 S 
Levofloxacin ≤13 14–16 ≥17 5 31 S 

S: high sensitivity; I: moderately sensitive; R: insensitivity. 
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2.3  金刚虾肠道中可培养耐药菌的分离及

鉴定结果 
依据筛选到的抗生素培养基上细菌菌落

颜色、形状、透明度、形态等表观特征，选取

目标菌落分离纯化，鉴定后进行菌种保藏。由

表 4 可见，四环素、萘啶酸、氟苯尼考、庆大

霉素耐药菌株分别为 12、18、5、2 株。依据

16S rRNA 基因比对结果，耐药菌株分别分布

到 2、4、2、2 个属中。耐药菌株中检出率最

高的是弧菌属(Vibrio)。同时，依据高通量测

序技术统计样品中耐药菌株种类的丰度分布，

结果显示耐药菌株中丰度最高的是弧菌属。而

且，发现同一菌株呈现耐多种抗生素的现象，

耐萘啶酸的耐药菌株多样性较高，分布菌属数

量多，耐四环素的耐药菌株集中分布在 2 个菌

属中。 
 

表 4  不同抗生素培养基筛选得到的耐药菌株数及属水平的种类数 
Table 4  Numbers of strains and genera of drug-resistant bacteria screened by antibiotic culture medium  

Items 
Antibiotics 

Tetracycline Nalidixic acid Florfenicol Gentamicin 
Antibiotic-resistant strains number 12 18 5 2 
Antibiotic-resistant genus number 2 4 2 2 

 
2.4  不同耐药基因丰度分析 

金刚虾肠道细菌中 4 种抗生素耐药基因

DNA 提取结果见图 2，完全满足荧光定量 PCR
技术要求，4 种抗生素耐药基因扩增曲线正常，

其 Ct 值及 R2 值、相对含量如表 5 所示，qnrA
基因含量最高，其次是 tetA 基因。 

2.5  耐药菌比例与耐药基因丰度的相关性

分析 
线性回归分析 4 种抗生素作用下耐药菌比

例与对应的 4 种耐药基因的相对拷贝数(基因绝

对拷贝数与 16S rRNA 基因的比值)，结果见表

6。结果表明，氟苯尼考耐药菌和 floR 基因比

例、四环素耐药菌和 tetA 基因相对拷贝数比例

之间存在显著相关性(P<0.01)；qnrA 基因相对

拷贝数和萘啶酮酸耐药菌比例、aadA 基因相对

拷贝数和庆大霉素耐药菌比例之间均不存在显

著相关性(P>0.01)。 

 

 

 
图 2  抗生素耐药基因 DNA 提取 
Figure 2  DNA of antibiotic resistance genes. 

 

表 5  不同抗生素耐药基因扩增结果 
Table 5  The results of real time fluorescence quantitative PCR about antibiotic resistance genes 
Antibiotic 
resistance genes 

Items 
Ct ΔCt Abundance R2 

tetA 21.35±0.42 13.64±0.42 66 847.62±18 399.00 0.998 1 
floR 26.48±0.45 18.78±0.45 1 026.09±360.19 0.999 3 
qnrA  19.57±0.21 11.87±0.21 692 839.80±85 182.58 0.999 4 
aadA 31.80±0.19 24.10±0.19 36.02±5.70 0.998 4 
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表 6  耐药菌比例与耐药基因相对含量的相关性

分析 
Table 6  Analysis of correlation between the 
percentage of drug-resistant bacteria and the 
relative abundance of antibiotic resistance genes 
Antibiotics Antibiotic resistance genes 

tetA qnrA floR aadA 
Tetracycline 1.000** – – – 
Nalidixic acid – 0.415 – – 
Florfenicol – – 0.993** – 
Gentamicin – – – 0.945 

**: a significant difference. –: no relevance. 

3  讨论 
3.1  水产养殖抗生素问题及耐药现状分析 

目前，我国对于规制抗生素滥用的相关法

律法规较少，且法律的执行积极性低，执法效

果差[15]，导致了抗生素问题日益加重。近年来，

随着人们对药物副作用的深入了解及对抗生素

污染、耐药菌产生等问题的关注，一些曾被广

泛使用的抗生素已经被禁用，如氯霉素、硝基

呋喃类抗生素等。抗生素在水产养殖使用过程

中可能发生水解、光解或生物降解等一系列反

应，极少部分经过机体代谢被吸收或排除，大

部分以原形或活性代谢物形式存在环境中[16]，

故这些用于治疗或预防病害而未被养殖动物吸

收的抗生素可能发生积聚，细菌因此适应了一

定浓度的抗生素，且在抗生素长时间存在的情

况下因为药物选择压力而产生了耐药性[17]。细

菌耐药性可通过增殖动力学垂直传递给微生物

后代，也通过水平基因转移 (horizontal gene 

transfer，HGT)在细菌中传播，最终导致细菌成

为各种抗生素抗性基因的天然储存库[18]。 

随着生物时代的快速发展，细菌耐药性研

究逐渐从简单的分布状况上升到 ARGs 及其丰

度检测方面[15,19]，以此评估耐药风险。而且，

不同种类海洋动物的生活习性以及摄入的抗生

素的量各不相同，因而导致动物来源的细菌种

类以及耐药性相差较大，不同区域同种动物细

菌耐药性也有所差异[20–21]。目前，水产养殖动

物肠道内存在一定的耐药菌和耐药基因的携带

风险，外源养殖水环境调控、饲料及渔药的投

入、养殖者的管理及干预等均影响着耐药菌的

产生；各种各样的病原菌和新型病原的出现，

抗生素耐药菌比例的提高，均揭示了抗生素的

大量使用，并预警了抗生素的大量使用已对致

病性耐药菌或益生耐药菌的产生带来了相应的

威胁。本研究针对金刚虾肠道细菌进行了抗生

素耐药特征分析，肠道细菌对常用的 4 类抗生

素均表现出了不同程度的耐药性，研究结果对

后续研究及对虾健康养殖具有重要意义。 

3.2  金刚虾肠道耐药菌数量及特征分析 
研究报道，不同数量的抗生素耐药菌普遍

存在，不管是在养殖动物机体内还是养殖环境

中[15,22–24]。动物肠道内蕴含着大量的微生物，

在疾病预防或治疗过程中多种抗生素的泛滥使

用，给养殖动物带来了不可忽视的压力，迫于

外源压力肠道细菌极易产生耐药性，还可能产

生多重耐药性。本研究结果表明，金刚虾肠道

可培养细菌含量达到 2.13×106 CFU/g，检测出

四环素、萘啶酸、氟苯尼考、庆大霉素 4 种抗

生素耐药菌，且喹诺酮类萘啶酸耐药菌占比最

高，可能是细菌 qnr 基因编码的 Qnr 蛋白与喹

诺酮类抗生素竞争特异性靶点，减少了喹诺酮-
拓扑异构酶-DNA 复合物的数量，从而产生了

耐药性。但氨基糖苷类庆大霉素耐药菌占比最

少，推测说明此类抗生素没有更多地改变细菌

细胞壁的通透性和胞内转运功能，或没有产生

过多的改变结构的钝化酶。这些结果呈现的不

同抗生素产生耐药菌的耐药机制不同，但对养

殖效益产生的影响需进一步探讨。对常用的  
10 种抗生素药敏性质的分析可知，金刚虾肠道
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可培养细菌呈现不同程度的抗生素敏感性，可

能与养殖动物肠道细菌结构、养殖环境及养殖

条件、管理者的差异性相关，Neu 也论述说明

了这一点[25]。研究报道，上海、江苏、海南等

地海水养殖区域弧菌对喹诺酮类等数种抗生素

均表现了不同程度的耐药，新生霉素耐药率达

到 64.7%，且出现交叉耐药和多重耐药[26]。茅

尾海红树林区域虾虎鱼、马面鲀等海洋动物来

源细菌对常用的磺胺二甲嘧啶的平均耐药率高

达 54.3%，且肠道中细菌耐药率较高[27]。李壹

等[14]研究了环境中耐药菌的分布特征，表明养

殖动物肠道与环境中耐药菌存在相似性，推测

是养殖动物排泄及养殖环境水引入相互作用的

结果。因此，细菌的耐药性产生不是单一因素，

后续需继续深入探讨影响因素，尤其是与环境、

地域、管理等的相互作用关系，解决耐药性机

理等问题，以便及时掌握疾病流行状况、了解

病原分布特点及耐药规律、提供疾病预警及合

理使用抗生物的依据等等。 
本实验对金刚虾肠道微生物抗生素耐药菌

进行属水平上的鉴定，耐药菌检出率最高的是

弧菌属，也有研究报道，海水养殖环境中最具

有优势的耐药菌是弧菌属[28]。然而，弧菌属是

对虾养殖中最主要的条件性致病菌，为防控病

害的发生，大量抗生素被投入使用，药物的长

期使用会导致耐药细菌的产生，正如研究报道，

细菌耐药性与抗生素的诱导相关[29]。为减少抗

生素类药物的使用，各种弧菌抑制剂应运而生，

目的是为调控养殖环境或养殖动物肠道弧菌

量，从而达到防病治病的效果[30]。 

3.3  金刚虾肠道内耐药基因特征分析 
本研究结果显示抗生素抗性基因的存在，

进一步证明了相应耐药菌株的存在。研究报道，

不同区域不同采样点会因为不同基因在所处环

境中的代谢速率和基因在传递过程中的质粒或

宿主局限而产生含量的差异[11]，本研究的后续

工作会在养殖过程中密切关注对虾肠道耐药细

菌和肠道耐药基因的检测，建立相应的抗生素

使用监测和预警机制，为科学选药提供依据。

从不同耐药基因的含量分析可以看出，qnrA 绝

对含量较高，可能当前检测金刚虾肠道微生物

萘啶酸耐药菌数量较多，该类细菌可以在磺胺

类抗生素含量较高的水平下有着生存优势，耐

受性更强，而且由结果推断 Ct 值越小，反应扩

增到达平台期所需循环数越少，目的基因起始

含量越高。 
细菌耐药性极其复杂，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，导致

耐药表型与耐药基因不是完全对应的关系[31]。

从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，tetA 基因与四环素、floR 基

因与氟苯尼考耐药菌占比极显著相关(P<0.01)，
而 qnrA 基因与萘啶酸、aadA 基因与庆大霉素

耐药菌占比不存在显著相关性(P>0.01)。随着抗

生素种类的不断推陈出新，可能会产生以前未

被发现的针对某种抗生素的耐药基因，已知的

耐药基因也会出现突变从而产生新的耐药基因。

这些新的耐药基因还需要进一步研究发现。综上

所述，本研究为合理使用抗生素和减少抗生素对

海洋环境的污染提供理论依据，也为研究和推广

对虾健康养殖过程中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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