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摘要：【目的】研究萘啶酸、诺氟沙星、卡那霉素3种抗生素对溶藻弧菌(Vibrio alginolyt icus)
SXT/R391元件ICEValA056-1转移频率的影响。【方法】利用PCR检测溶藻弧菌A056中ICEValA056-1的
自我剪切、转移潜力。通过溶藻弧菌A056与大肠杆菌菌株VB111的接合实验，研究溶藻弧菌分别在含不

同浓度萘啶酸、诺氟沙星、卡那霉素的LB培养基中培养15 min或30 min后，ICEValA056-1转移频率的变

化规律。【结果】溶藻弧菌A056细胞中有环状形式的 ICEValA056-1分子存在，具有水平转移潜力；溶

藻弧菌A056在含40 μg/mL萘啶酸的LB中培养30 min后，ICEValA056-1转移频率是对照组的19.59倍；在

含50 μg/mL诺氟沙星的LB中培养15 min后，ICEValA056-1转移频率是对照组的31.25倍；在含不同浓度卡

那霉素的LB中培养30 min后，ICEValA056-1转移频率与对照组没有显著差别。【结论】部分抗生素的使

用可以明显促进溶藻弧菌ICEValA056-1向大肠杆菌的转移，因此海洋环境中抗生素的滥用及随意排放很

可能加剧ICEs (integrating conjugative elements)从溶藻弧菌到其他细菌的传播。
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SXT/R391元件是一类能携带多种适应性功能

基因及抗性基因，通过自我剪切、转移、整合而

转移的一类整合性接合元件(ICEs)，是ICEs中多

样性最为丰富、成员最多的1个家族[1–3]。SXT/R391
元件除了可携带可变区的抗性基因转移之外，还

能促进基因岛(可能携带一些毒力基因、抗性基

因)及毒性质粒的转移[3–4]。此外，绝大部分SXT/
R391元件携带限制修饰系统，能保护宿主免于噬

菌体的入侵，增强宿主除抗生素、重金属抗性之

外的适应性[5]。SXT/R391元件具有较高的转移频

率且能在亲缘关系遥远的物种间转移[6]。自SXT/
R391元件在O139霍乱弧菌中首次发现以来，目前

已经在发光杆菌、施万氏菌、变形杆菌以及弧菌

属等多种不同细菌种属中发现了SXT/R391元件的

存在[6]。

溶藻弧菌(Vibrio alginolyticus)属于弧菌科弧
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菌属，革兰氏阴性短杆菌，广泛分布于世界各地

海水及河口处，是海水弧菌中最为常见的种类[7–8]，

也是人和动物共患的条件致病菌[9–10]。2012年，我

们在华南沿海的溶藻弧菌中发现了SXT/R391元
件，在检测的192株溶藻弧菌中，SXT/R391元件

出现率高达8.9%[11]。其它学者也在溶藻弧菌中发

现了与SXT/R391相关的ICE[12–13]。由于溶藻弧菌

分布的广泛性和常见性，SXT/R391元件在溶藻弧

菌中的出现很可能会加速ICE的扩散，对人类的

健康及海洋环境的安全构成潜在的威胁。SXT/
R391元件高频率出现于中国沿海区域[11,13]，不能

不引起我们的重视，并促使我们去探索其高频率

出现的原因。

2004年，Beaber等[14]发现，丝裂霉素、环丙

沙星可以引起调节SXT/R391元件剪切和转移的主

要基因setCD表达的显著增加，从而促进ICE转

移。因此提示我们抗生素造成的选择压力很可能

是SXT/R391元件加剧传播的原因之一。除了丝裂

霉素、环丙沙星之外，其它抗生素对SXT/R391元
件转移频率的影响均没有具体的统计报道。此

外，现有的SXT/R391元件转移频率研究局限于大

肠杆菌、霍乱弧菌临床株之间，对其他弧菌

SXT/R391元件的转移频率研究非常少。

2015年，我们获得了1株溶藻弧菌A056的
ICEValA056-1的全序列(GenBank登录号：KR
231688)，并明确了ICEValA056-1在基因组插入位

点为prfc基因。本研究首先采用PCR方法确认了

ICEValA056-1剪切、转移的潜力，然后研究

ICEValA056-1在萘啶酸(Nx)、诺氟沙星(Nf)、卡

那霉素(Kn)刺激下，其转移频率的变化。期望通

过本研究了解更多影响SXT/R391元件转移的因素，

并引起人们对抗生素滥用和随意排放的重视。

1    材料和方法

1.1    菌株及培养条件

溶藻弧菌A056由本课题组于2003年从湛江海

水中分离并保存，其自身具有氨苄霉素(Ap)抗

性，其ICEValA056-1具有磺胺甲恶唑(Su)、链霉

素(Sm)抗性；大肠杆菌VB111由加拿大Sherbrooke
大学Vicent Burrus教授赠送，具有萘啶酸(Nx)抗

性；所有的细菌都在Luria  Broth (LB)培养基

(Amresco)培养，培养温度为37 °C。

1.2    主要试剂

Nx为美国BBI公司产品，实验使用浓度4、
20和40 μg/mL，LB固体平板中使用40 μg/mL；

Nf购自美国Amresco公司，使用浓度5、20和50
μg/mL；Kn为生工生物工程(上海)股份有限公司

进口分装产品，使用浓度10、20和30 μg/mL；

Ap为生工生物工程(上海)股份有限公司进口分装

产品，使用浓度30 μg/mL；Su购自美国Sigma公
司，使用浓度200 μg/mL；DNA提取试剂盒购自

美国Omega公司。

1.3    溶藻弧菌A056 ICEValA056-1自我剪切、环

化能力检测

根据ICE整合和剪切的特征(图1)，在SXT/
R391元件两端正向重复序列attL、attR位点上下游

设计4条引物，引物位点见图1，引物依次为attL-
A：5′-CAGTTTGCTAGCACAGCGATA-3′；attL-
B：5′-ACACTCGCAACAATGACACATC-3′；
attR-C：5′-CTACAACTGAGCATTGGTGCA-3′；
attR-D：5′-TGCATTACAGAAGTGGTTACC-3′。
attL-A/attL-B用于检测ICEValA056-1在基因组插

入位点的左侧，目的条带552 bp；attR-C/attR-D用

于检测ICEValA056-1在基因组插入位点的右侧，

目的条带421 bp；attL-B/attR-C用于检测剪切后环

化的ICEValA056-1，目的条带642 bp；attL-
A/attR-D用于检测ICEValA056-1从基因组切除

后，基因组暂时存在的完整prfC位点，目的条带

331 bp。由图可见，当细菌只存在整合形式的

ICE时，只有引物对attL-A/attL-B、attR-C/attR-
D能扩出预期条带；当细菌同时存在剪切和整合

状态的ICEValA056-1时，以细菌DNA为模板能扩

出4条目的条带。

644 Xiangyan He et al.  |  Acta Microbiologica Sinica, 2016, 56(4)

actamicro@im.ac.cn



DNA提取试剂盒(Omega)提取未经抗生素处

理的溶藻弧菌A056基因组DNA，提取方法按试剂

盒说明。

PCR条件：94 °C 4 min；94 °C 30 s，55 °C
25 s，72 °C 1 min，30个循环；72 °C 7 min。 

1.4    接合前菌株培养 
分别接种供体菌溶藻弧菌A056、受体菌大肠

杆菌VB111于4 mL LB液体培养基中，37 °C过夜

培养16 h。取过夜培养的供体菌种子液1 mL加入

4 mL新鲜的液体LB继续培养1 h，共设3个重复，

受体菌不做任何处理继续培养。取1 mL新鲜培养

的供体菌加入相应的抗生素处理15或30 min (实验

组)，对照组菌液不做任何处理与实验组培养相同

时间，对照组与实验组的各处理均设3个重复。

1.5    细菌接合实验

实验组和对照组各取100 µL供体菌与100 µL
受体菌混合于1.5 mL离心管，6000×g离心2 min，
去上清，加入1 mL LB液体培养基旋涡重悬细

胞，6000×g离心2 min，去尽上清。重复洗涤

1次。每管加入10 µL LB液体培养基充分重悬，取

10 µL，点此悬液滴到LB平板，菌悬液滴于平板

后直径不超过1 cm，超净台中静置至表面水分挥

发。于37 °C培养箱倒置培养6 h。每个平板用

LB液体培养基1 mL ，充分吹悬菌斑，菌悬液转

入到离心管中，旋涡混匀。用LB液体培养基分别

旋涡梯度稀释菌悬液至10–6。对照组、实验组的

10–2、10–3稀释菌液涂布LB板(Su+，Nx+)，用于计

数接合子数量(ICEValA056-1具有Sur抗性)；10–5、

10–6稀释菌液涂布LB板(Ap+)，用于计数供体菌；

10–5、10–6稀释菌液涂布LB板(Nx+)，用于计数受

体菌。计数平板均37 °C倒置培养过夜。

1.6    ICEValA056-1转移频率的计算

以平板长的单菌落数30–500个为宜，用计数

器计数合适浓度平板的单菌落数同时用红笔标记

计数过的单菌落。以受体菌大肠杆菌VB111形成

接合子个数与供体菌数量的比值作为转移频

率[14]。同时进行双尾t检验[15]，检测处理组与对照

组之间的差异显著性。

图 1.  ICEValA056-1整合于染色体的线性形式和剪切后的环状形式示意图

Figure 1.  The schematic view of the linear and circular forms of ICEValA056-1. A: the linear form of ICEValA056-
1; B: the recombination of ICEValA056-1; C: the circular form of ICEValA056-1; D: the chromosome of
Vibrio alginolyticus A056 without ICEValA056-1.
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2    结果和分析

2.1    溶藻弧菌A056 ICEValA056-1自我剪切、环

化能力检测

以未经抗生素处理的溶藻弧菌A056 DNA为

模板，以attL-A/attL-B、attR-C/attR-D、attL-

A/attR-D、attL-B/attR-C为引物对，PCR分别扩增

出552、421、331、642 bp的条带(图2)，表明

ICEValA056-1在溶藻弧菌A056细胞内能以两种形

式存在：既能以线性形式整合在细菌染色体中，

又能自我剪切成环状分子存在于细胞内。环状形

式是SXT/R391元件转移过程中的中间形式，因此

从分子角度证明了ICEValA056-1具有可转移的

潜力。

2.2    Nx对ICEValA056-1转移频率的影响

不同浓度的Nx处理溶藻弧菌A056后，ICE

ValA056-1转移频率如图3所示。由图可见，溶藻

弧菌A056在含4 μg/mL Nx的LB中培养30 min，

ICEValA056-1转移频率 (3 .83×10 – 4 )是对照组

(1.04×10–4)的3.69倍(P=0.026)。在20 μg/mL Nx的

L B中培养3 0  m i n， I C EVa lA 0 5 6 - 1转移频率

( 1 . 2 2 × 1 0 – 3 )是对照组 ( 1 . 0 4 × 1 0 – 4 )的1 1 . 7 2倍

(P=0.019)。在40 μg/mL Nx的LB中培养30 min，

ICEValA056-1转移频率 (2 .03×10 – 3 )是对照组

(1.04×10–4)的19.59倍(P=0.014)。结果表明随着

Nx浓度的增加，ICEValA056-1转移频率也较大幅

度增加。结合双尾t检验，P值均小于0.05，说明

Nx刺激能显著增加溶藻弧菌ICEValA056-1的转移

频率。

2.3    Nf对ICEValA056-1转移频率的影响

不同浓度Nf处理溶藻弧菌A056后，ICEVal

A056-1转移频率如图4所示。由图可见，溶藻弧

菌A056在含5 ug/mL Nf的LB中培养15 min，

ICEValA056-1转移频率 (6 .09×10 – 4 )是对照组

(7.11×10–5)的8.57倍(P=0.01)。在含20 μg/mL Nf的

L B中培养1 5  m i n， I C EVa lA 0 5 6 - 1转移频率

( 8 . 3 4 × 1 0 – 4 )是对照组 ( 7 . 1 1 × 1 0 – 5 )的1 1 . 7 4倍

(P=0.00)。在50 μg/mL Nf的LB中培养15 min，

ICEValA056-1转移频率 (2 .22×10 – 3 )是对照组

(7.11×10–5)的31.25倍(P=0.016)。结果表明，随着

Nf浓度的增加，ICEValA056-1转移频率也显著增

加。结合双尾t检验，P值均小于0.05，说明Nf能

显著增加ICEValA056-1的转移频率。溶藻弧菌

图 2.  ICEValA056-1自我剪切环化能力检测

Figure 2.  Detection of the excised and circular
ICEValA056-1. M: DL10000 DNA marker; lane 1, lane
2, lane 3 and lane 4 represent the results of PCR with
primer pairs, attL-A/attL-B, attR-C/attR-D, attL-A/attR-
D and attL-B/attR-C, respectively.

图 3.  Nx对ICEValA056-1转移频率的影响

Figure 3.  The effect of Nx on the transfer frequency of
ICEValA056-1.
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A056在含50 μg/mL Nf的LB中培养仅15 min，

ICEValA056-1转移频率比对照增加了30.25倍，说

明ICEValA056-1对Nf的刺激很敏感。

2.4    Kn对ICEValA056-1转移频率的影响

不同浓度Kn处理溶藻弧菌A056后，ICEVal

A056-1转移频率如图5所示。由图可见，溶藻弧菌

A056在含10  μg /mL Kn的LB中培养30  min，

ICEValA056-1转移频率 (5 .43×10 – 5 )是对照组

(7.91×10–5)的0.69倍(P=0.345)。在含20 μg/mL

Kn的LB中培养30 min，ICEValA056-1转移频率

( 5 . 1 0 × 1 0 – 5 )是对照组 ( 7 . 9 1 × 1 0 – 5 )的 0 . 6 4倍

(P=0.077)。在含30 μg/mL Kn的LB中培养30

min，ICEValA056-1转移频率(4.41×10–5)是对照组

(7.91×10–5)的0.56倍(P=0.035)。结果表明：随着

Kn浓度的增加，ICEValA056-1转移频率没有显著

变化。

3    讨论

Beaber等 [ 1 4 ]以大肠杆菌、霍乱弧菌为供体

菌，发现丝裂霉素、环丙沙星能引起SOS反应，

促进SXT/R391元件的转移，而其它抗生素对

SXT/R391元件转移的影响还未有明确数据报道。

我们直接以溶藻弧菌为供体菌，研究ICEValA056-
1在不同浓度抗生素作用下转移情况，不仅丰富了

抗生素对ICE转移影响的知识，且更接近于海洋

环境中SXT/R391元件转移的真实情况。

本文研究了Nx、Nf、Kn 3种抗生素对溶藻弧

菌A056中ICEValA056-1转移频率的影响，发现

Nx、Nf 2种抗生素能显著增加ICEValA056-1转移

频率，并且转移频率随着抗生素浓度增加而增

加，而Kn对ICEValA056-1转移影响总体来看并不

明显，ICEValA056-1转移频率的略微降低，可能

是Kn对细菌的生理状态造成了轻微的影响，但与

对照相比几乎可以忽略不计。外界因素造成细菌

染色体的破坏可引起细菌的SOS反应[14,16]，SOS反
应中recA表达量增加并发挥清除SXT/R391转移调

控阻遏蛋白SetR的辅酶活性，细胞内SetR量的减

少，能有效降低其对ICE主要激活蛋白SetCD的抑

制作用，从而促进int、xis等基因的表达，引起转

移的显著增加 [ 1 7 – 1 9 ]。Nx、Nf均通过抑制细菌

DNA合成而抑菌[20–21]，而Kn通过阻断细菌蛋白质

的合成抑菌[22]。以上分析表明Nx、Nf与Kn处理对

ICEValA056-1转移频率的影响的差异很可能与二

者不同的抑菌机制有关，对细菌DNA造成直接影

响的抗生素最有可能引起ICE转移频率的显著

增加。

图 4.  Nf对ICEValA056-1转移频率的影响

Figure 4.  The effect of Nf on the transfer frequency of
ICEValA056-1.

图 5.  Kn对ICEValA056-1转移频率的影响

Figure 5.  The effect of Kn on the transfer frequency of
ICEValA056-1.
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引起细菌SOS反应的因素，如：环丙沙星、

丝裂霉素C，可以显著促进 ICE元件转移[14]。然而

并非所有的抗生素均能引起细菌SOS反应，已有

研究表明喹诺酮类、β内酰胺类、甲氧氨苄嘧啶抗

生素能在大肠杆菌引起SOS反应[23–24]，而氨基糖

苷类、氯霉素、利福平、四环素等抗生素则不能

引起大肠杆菌SOS反应[24–25]。抗生素能否引起细

菌SOS反应还具有种属差异，Baharoglu等[24]发现

不引起大肠杆菌SOS反应的氨基糖苷类、氯霉

素、利福平、四环素等抗生素却能引起霍乱弧菌

的SOS反应，因此即使同一抗生素对不同种属细

菌的SXT/R391元件转移影响也可能不一样。本文

中，不同浓度的同一种抗生素处理溶藻弧菌，

ICEValA056-1的转移频率也表现出差异。这些研

究充分表明了引起细菌SOS反应以及参与SOS反
应的调控基因的的复杂性。

本文的研究仅使用了3种抗生素，其中Nx和

Nf可显著增加ICEValA056-1的转移频率。目前临

床及兽医使用的抗生素种类多样[26–28]，其中不乏

可刺激SXT/R391元件转移的抗生素种类。中国是

抗生素生产和消费第一大国，抗生素药物滥用现

象较为严重[28]；国家对于生产企业的废水排放监

控也主要局限于对人类健康和海洋表观环境造成

重要影响的类别上，抗生素生产企业污水排放并

未引起社会关注[29–30]；此外水产养殖中抗生素的

使用也十分普遍[31]。这些因素均对环境细菌造成

了极大的选择压力，很可能造成环境株ICE转移

频率显著增加。此外，鉴于溶藻弧菌分布的广泛

性和常见性以及海洋水流的流动特征，ICE在溶

藻弧菌中的高频率出现极有可能加速ICE的传播

并扩大分布范围，因此需要引起我们的重视。
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Effects of antibiotics on the transfer frequency of SXT/R391
element of Vibrio alginolyticus
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Abstract: [Objective] We studied the effects of nalidixic acid, norfloxacin and kanamycin on the transfer frequency
of SXT/R391 element ICEValA056-1 in Vibrio alginolyticus. [Methods] The circular ICEValA056-1 in V.
alginolyticus A056 was detected by PCR. Conjugation experiments were conducted between V. alginolyticus A056
and Escherichia coli VB111 to explore the frequency variation of the integrating conjugative elements transfer after
donor strain A056 was cultured in Luria Broth containing nalidixic acid or norfloxacin or kanamycin in different
concentrations for 15 min or 30 min. [Results] Circular ICEValA056-1 was detected in V. alginolyticus A056,
indicating that ICEValA056-1 had the potential to transfer. Treatment with 40 μg/mL nalidixic acid for 30 min
increased the transfer frequency of ICEValA056-1 to19.59 folds. Treatment with 50 μg/mL norfloxacin for 15 min
increased the transfer frequency of ICEValA056-1 to 31.25 folds. The transfer frequency of ICEValA056-1 had no
significant changes under treatment with different concentrations of kanamycin for 30 min. [Conclusion] This study
indicates that some antibiotics can obviously increase the transfer frequency of ICEValA056-1, and that antibiotics
abuse and arbitrarily discharge might intensify dissemination of integrating conjugative elements from V. alginolyticus
to other bacteria.

Keywords: Vibrio alginolyticus, SXT/R391 element, transfer frequency, antibiotics
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