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摘要：【目的】为探讨我国华南沿海海水养殖鱼类病原菌美人鱼发光杆菌的非典型毒力基因和耐药性

的时空变化，解析影响其毒力和耐药性变化的可能环境因素，为该菌所引起的病害防控提供建议。  

【方法】本研究以分离自我国广东和海南沿海患病海水鱼的35株美人鱼发光杆菌为研究对象，利用普

通PCR扩增技术，分析5个非典型毒力基因在菌株中的分布情况，并采用纸片扩散法(K-B)分析菌株对  

15种抗生素的耐药性。【结果】19株菌含有1–2个被检测的非典型毒力基因，尤其是hlyA和vvh的检出

率均高于20%。35株菌多重耐药指数为0.00–0.67，表现出27种耐药谱，多重耐药率(菌株耐抗生素种类>3)

达到60.00%，尤其对万古霉素、阿莫西林、麦迪霉素和利福平的耐药率均高于50%，但对庆大霉素、

诺氟沙星、环丙沙星、氯霉素和氟苯尼考的耐药率均低于10%。非典型毒力基因含量和耐药性，呈

现一定的随年份增加而增强以及海南>广东的时空差异，尤其是耐药性中的谱型丰富度、多重耐药

率、某一菌株的最多耐药数量以及多重耐药指数，海南(分别是1.00，69.23%，10，0.32)均大于广东

(分别是0.82，54.55%，9，0.25)。【结论】美人鱼发光菌的非典型毒力基因可能是通过水平基因转移

获得，海南与广东区域美人鱼发光菌毒力基因与耐药的差异主要受到温度和抗生素使用的影响。 

关键词：美人鱼发光杆菌，非典型毒力基因，耐药性，时空差异 

 

美人鱼发光杆菌(Photobacterium damselae)又

称嗜盐海弧菌，是革兰氏阴性球杆菌，包括美人

鱼亚种(Photobacterium damselae subsp. damselae；

PDD)和杀鱼亚种(Photobacterium damselae subsp. 
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psicicida；PDP) 2 个亚种。其中，美人鱼亚种被认

为是一种广泛病原菌，可感染各种鱼类、甲壳类

和软体类等海洋动物，并引起出血、败血症和皮

肤溃疡等，甚至引起人的坏死性筋膜炎、蜂窝织

炎和脓肿等[1]，其被认为是 2015 年中国东部养殖

银鲳疾病大暴发的病原[2]。杀鱼亚种则是一种相对

专一病原菌，仅感染鱼类，导致巴氏杆菌病

(Pasteurellosis)[1]。巴氏杆菌病也因其宿主范围广、

死亡率高、分布广而被认为是世界范围内海水养殖

中最具威胁性的细菌性疾病之一[3]。该病在包括黄

尾鱼、金枪鱼、鲈鱼、比目鱼、军曹鱼和金鲳鱼在

内的各种海洋鱼类中被发现和报道，对日本、欧洲、

美国、台湾和中国内地等各个国家和地区的海水养

殖业造成严重经济损失[4–5]。该病被报道引起中国

秦皇岛市昌黎县某海水养殖基地 25%的舌鳎突然

死亡[6]，引起欧洲 60%–80%的养殖海鲈死亡[5]。 

美人鱼发光杆菌具有重要的致病因子，如胞

外蛋白酶类、胞外溶血素和细胞毒素等，导致其

感染甚至致死宿主[7]。美人鱼发光杆菌基因组被

发现具有高度可塑性，其大量的毒力和耐药基因

通过质粒等编码，并可通过水平基因转移获得毒

力和耐药基因等，从而增强其致病性和耐药性 

等[8–9]。如美人鱼亚种通过毒力岛水平传播获得弧

菌 铁 载 体 蛋 白基 因 pvsD[9] 。 杀鱼 亚种通过

pPHDP70 质粒水平传播铁载体蛋白、外膜受体、

ABC 转运体以及转录调控因子等，甚至可以将这

些基因水平转移到霍乱弧菌、拟弧菌以及鳗弧菌

等病原弧菌中[10]。由此可见，水平基因转移是增

强美人鱼发光杆菌致病性和耐药性并促进其进化

的重要途径。 

目前，由于疫苗和免疫增强剂等其他控制方

法的局限性，抗生素被认为是对抗细菌性传染病

最有效、最灵活的武器，被广泛用于预防或治疗

水产养殖中的细菌性疾病[11–12]。例如，土霉素被

用于埃及和西班牙等国家沿海地区海鲷和海鲈

养殖中美人鱼发光杆菌等病原的控制[13]。在挪威，

氟苯尼考和恶唑酸主要用于控制鳕鱼鱼苗的弧

菌病[14]。目前，针对水产养殖抗生素使用的监管

措施非常有限，不同地区和国家之间监管措施以

及执行力度差别迥异[15]。仅中国每年约有 5.4 万 t

抗生素被人和动物排泄到环境中[16]。抗生素的过

度使用导致耐药和多重耐药细菌被选择和积  

累[17–18]。Chiu 等[19]报道分离自台湾地区养殖的澳

洲鲈鱼和军曹鱼的美人鱼发光杆菌对氯霉素、庆

大霉素、阿莫西林和青霉素 G耐药率均高于 90%。

此外，抗生素在食用组织中的积聚会导致过敏、

毒性、肠道菌群紊乱和耐药性[11]。如食物中氯霉

素的沉积将导致整形病，进而导致严重的骨髓疾

病[11]。因此，细菌耐药性的调查有助于评估抗生

素的滥用情况，并指导今后水产养殖中的病害 

防控。 

中国海水鱼养殖业已发展了 50 多年，并且在

华南沿海地区得到快速发展。2018 年，中国华南

沿海地区海水鱼养殖产量达到 500 万 t，占中国总

海水鱼养殖产量的 1/4[20]。然而，高密度的养殖模

式、剧烈的人类活动和全球气候变化等，导致近

年来水产病害频发、暴发[21–22]。美人鱼发光杆菌

的 2 个亚种，对鱼类、甲壳类、软体类甚至人类

健康造成威胁[1]。鉴于此，本研究分析了分离自中

国华南沿海海水养殖患病鱼的 35株美人鱼发光杆

菌中 5 个非典型毒力基因(不属于美人鱼发光杆菌

特有的毒力基因，但属于其他病原菌特有的毒力

基因)的存在情况，并检测了其对 15 种常见抗生

素的敏感性，从而获悉其通过水平基因转移获得

毒力基因的情况以及耐药谱型的多样性，基于此

分析毒力基因和耐药性的时空变化。本研究将有
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助于评估美人鱼发光杆菌的致病潜力，揭示其毒

力和耐药的影响因素，并指导海水鱼养殖病害的

有效防控。 

1  材料和方法 

1.1  实验菌株来源 

35 株美人鱼发光杆菌为笔者实验室保藏菌 

株，于 2011–2016 年分离自广东和海南沿海养殖

的患病鱼，其中广东沿岸(包括企水、乌石、饶平、

惠东、深圳等)分离株 22 株，其宿主主要是青斑、

鮸金鲳、鞍带石斑鱼、红鱼、篮子鱼、 鱼等；海

南沿岸(包括新村、烟堆、三亚、潭门、黎安等)

分离株 13 株，其宿主主要是虎斑、珍珠龙胆、金

鲳等(表 1)。 

 

表 1.  菌株信息 

Table 1.  The information of strains 
No. Strains Hosts Sites Provinces Years 

1 P11WS30 Epinephelus awoara Wushi Guangdong 2011 
2 P11QS25B Trachinotus ovatus Qishui Guangdong 2011 
3 P11QS24 Trachinotus ovatus Qishui Guangdong 2011 
4 P11WS Epinephelus awoara Wushi Guangdong 2011 
5 P11WS31 Epinephelus awoara Wushi Guangdong 2011 
6 P12ZJ1202 Epinephelus lanceolatus Zhanjiang Guangdong 2012 
7 P12RP06 Lutjanus erythropterus Raoping Guangdong 2012 
8 P12RP03 Lutjanus erythropterus Raoping Guangdong 2012 
9 P13ZJ01 Epinephelus awoara Wushi Guangdong 2013 
10 P13HD04 White snapper Huidong Guangdong 2013 
11 P13HD02 Siganus spp. Huidong Guangdong 2013 
12 P13RP02 Miichthys miiuy Raoping Guangdong 2013 
13 P13XC01 Trachinotus ovatus Shenzhen Guangdong 2013 
14 P13HD03 Siganus spp. Huidong Guangdong 2013 
15 P13ZJ06 Siganus spp. Zhanjiang Guangdong 2013 
16 P14RP2701 Miichthys miiuy Raoping Guangdong 2014 
17 P14RP2102 Miichthys miiuy Raoping Guangdong 2014 
18 P14RP2201 Miichthys miiuy Raoping Guangdong 2014 
19 P14RP21 Miichthys miiuy Raoping Guangdong 2014 
20 P14SZ08 Epinephelus fuscoguttatus (♀)×E. lanceolatus (♂) Shenzhen Guangdong 2014 
21 P14RP34 Miichthys miiuy Raoping Guangdong 2014 
22 P16RP0102 Miichthys miiuy Raoping Guangdong 2016 
23 P12XC2501 Blotchy rock cod Li’an Hainan 2012 
24 P12YD18 Blotchy rock cod Tanmen Hainan 2012 
25 P12YD19 Blotchy rock cod Tanmen Hainan 2012 
26 P12PC15 Epinephelus fuscoguttatus (♀)×E. lanceolatus (♂) Xincun Hainan 2012 
27 P12XC21 Epinephelus fuscoguttatus (♀)×E. lanceolatus (♂) Xincun Hainan 2012 
28 P13YD18 Epinephelus fuscoguttatus (♀)×E. lanceolatus (♂) Yandui Hainan 2013 
29 P13YD12 Epinephelus fuscoguttatus (♀)×E. lanceolatus (♂) Yandui Hainan 2013 
30 P13YD10 Epinephelus fuscoguttatus (♀)×E. lanceolatus (♂) Yandui Hainan 2013 
31 P13XC24 Blotchy rock cod Xincun Hainan 2013 
32 P13SY07 Trachinotus ovatus Sanya Hainan 2013 
33 P13YD11 Epinephelus fuscoguttatus (♀)×E. lanceolatus (♂) Yandui Hainan 2013 
34 P13YD18 Epinephelus fuscoguttatus (♀)×E. lanceolatus (♂) Yandui Hainan 2013 
35 P16PC04 Epinephelus fuscoguttatus (♀)×E. lanceolatus (♂) Xincun Hainan 2016 
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1.2  细菌基因组 DNA 提取 

冻存细菌划线于 2216E 平板，于 28 °C 培养

箱中倒置培养过夜。挑单克隆培养于 2 mL 2216E

液体培养基中，于 28 °C 摇床中 200 r/min 振摇培

养过夜。按照细菌基因组 DNA 提取试剂盒(天根，

中 国 ) 提 取 基 因 组 DNA 。 用 Nanodrop-2000 

(Thermo，USA)测定基因组 DNA浓度，并用 0.75%

浓度的琼脂糖胶确定。 

1.3  非典型毒力基因的 PCR 分析 

普通 PCR 检测美人鱼发光杆菌中哈维弧菌

溶血素基因 vhh、霍乱弧菌溶血素基因 hlyA、副

溶血弧菌耐热直接溶血素 (Thermostable direct 

haemolysin)基因 tdh 以及 TDH 相关溶血素基因

trh 和创伤弧菌溶血素基因 vvh 的存在情况。本研

究所用引物序列见表 2。 

20 μL PCR反应体系包括 Taq预混液(TaKaRa 

Taq Version 2.0 plus dye) (TaKaRa，Japan) 10.0 μL，

上下游引物(10 μmol/L)各 1.0 μL，模板 DNA   

(20 ng/L) 1.0 μL (以灭菌水为阴性对照，以各目标

基因合成条带作为阳性对照)，灭菌水 7.0 μL。在

PCR 热循环仪(Bio-Rad，USA)中扩增目的基因，

反应条件如下：95 °C 5 min；95 °C 30 s，Tm 30 s，

72 °C 60 s/kb，35 个循环； 72 °C 10 min。PCR

产物通过 1.0%琼脂糖胶电泳检测。 

根据多重耐药指数(Multi-antibiotic resistance 

indexes，MARIs)[26]，此次我们定义多重毒力基因

指数(Multi-virulence gene indexes，MVGIs)为某

一细菌 5 种非典型毒力基因检出数量与 5 种非典

型毒力基因检出数量 5 的比值。 

1.4  耐药性分析 

采用纸片扩散法(K-B)[27]进行实验，记录药敏

纸片抑菌圈的直径。药敏纸片为 15 种常见抗生素

(购自于杭州天河微生物试剂有限公司)：包括呋喃

唑酮(FUR，300 μg/片)、红霉素(ERY，150 μg/片)、

庆大霉素(GEN，10 μg/片)、利福平(RIF，5 μg/片)、

诺氟沙星 (NOR，10 μg/片 )、环丙沙星 (CIP，      

50 μg/片)、氯霉素(CHL，30 μg/片)、氟苯尼考

(FLO，30 μg/片)、四环素(TET，30 μg/片)、复方

新诺明(T/S，23.75/1.25 μg/片)、阿莫西林(AMO，

20 μg/片)、万古霉素(VAN，30 μg/片)、妥布霉素

(TOB，10 μg/片)，麦迪霉素(MID，30 μg/片)和多

西环素(DOX，300 μg/片)。以大肠杆菌 ATCC 

35218 为质控菌，进行各批次测试的质控，参照美

国临床和实验室标准协会(Clinical and Laboratory 

Standards Institute，CLSI)抗生素敏感试验标准对

耐药谱进行分析[28]。 

 

表 2.  本研究所用的引物序列 

Table 2.  The primer sequences used in this study 
Primer names Sequences (5′→3′) References Sizes/bp Typical hosts 

vhh-F GATTGGGAATGGGCAGAAAA This study 319 V. harveyi 

vhh-R GGAATCGCCATTGTGATGC 

hlyA-F GGCAAACAGCGAAACAAATACC  [23]  738 V. cholerae 

hlyA-R CTCAGCGGGCTAATACGGTTTA 

tdh-F CCACTACCACTCTCATATGC  [24]  250 V. parahaemolyticus 

tdh-R ATACGAGTGGTTGCTGTCATG 

trh-F CAGTTTGCTATTGGCTTCG  This study 302 V. parahaemolyticus 

trh-R CAGAAAGAGCAGCCATTG 

vvh-F GCTATTTCACCGCCGCTCAC  [25] 222 V. vulnificus 
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1.5  耐药谱的分析 

根据抗生素所形成的抑菌圈直径大小，将每种

抗生素的耐药情况用 S (Sensitive)、I (Intermediate)、

R (Resistant)记录，每株菌株对 15 种抗生素形成唯

一的耐药谱。对耐药谱进行统计分类，计算耐药

率、多重耐药指数和耐药谱型丰富度，并分析不

同分离地区和分离时间菌株耐药谱型的差异。 

耐药率(Antibiotic resistance rate，ARR)：对

某一抗生素的耐药菌株数与检测的总菌株数的

比率； 

多 重 耐 药 指 数 (Multi-antibiotic resistance 

indexes，MARIs)：某一细菌对 15 种测试抗生素

耐受的抗生素数目与 15 种测试抗生素总数目 15

的比值； 

耐药谱型丰富度：菌株具有的耐药谱型数量

与菌株数量的比值。 

1.6  统计分析 

采用 SPSS 19.0[29]软件对广东和海南菌株的

多重毒力基因指数和多重耐药指数进行 student’s 

t 检验，对 2011–2014 年间菌株的多重毒力基因

指数和多重耐药指数进行单因素方差(One-way 

ANOVA)分析。P<0.05 被认为显著差异。 

2  结果和分析 

2.1  美人鱼发光杆菌非典型毒力基因的分布 

5 个非典型毒力基因在 35 株美人鱼发光杆菌

中的检出率，由高到低依次为 hlyA (20.00%)、vvh 

(20.00%)、trh (11.43%)、vhh (8.57%)和 tdh (5.71%) 

(图 1-A)。其中，4 株菌含有 2 个非典型毒力基因，

15 株菌含有 1 个非典型毒力基因，而其余 16 株

菌不含所检测的 5 个非典型毒力基因(图 1-B)。 

2.2  美人鱼发光杆菌非典型毒力基因的时空差异 

t 检验表明，广东和海南分离菌株的多重毒力

基因指数差异不显著(F=0.226，P=0.638) (图 2-A)。

hlyA、vvh、trh、vhh 和 tdh 在广东分离的美人鱼

发光杆菌中的检出率分别为 18.18%、18.18%、

13.64%、9.09%和 9.09%，而在海南分离的美人

鱼发光杆菌中的检出率分别为 23.08%、23.08%、

7.69、7.69%和 0.00% (图 2-B)。因此，hlyA 和 vvh

的检出率海南高于广东，而 trh、vhh 和 tdh 的检

出率海南低于广东(图 2-B)。 

 

 
 

图 1.  菌株非典型毒力基因的分布情况 

Figure 1.  The distribution of atypical virulence genes in strains. A: The detection rate of each atypical virulence 
gene; B: The strains with different number of atypical virulence genes. 
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图 2.  各非典型毒力基因时空分布差异 

Figure 2.  The spatial and temporal difference of atypical virulence genes. A: Multi-virulence gene index of 
isolates from Guangdong and Hainan; B: The detection rate of each atypical virulence gene of isolates from 
Guangdong and Hainan; C: Multi-virulence gene index of isolates from 2011 to 2014; D: The detection rate of 
each atypical virulence gene of isolates from 2011 to 2014. 
 

单因素方差分析表明，各年份之间的多重毒

力基因指数差异性不显著 (F=0.193，P=0.901)  

(图 2-C)，但整体上，hlyA 和 vvh 的检出率随年份

增加呈现一定的增加趋势，而 trh、vhh 和 tdh 的

检出率随年份增加呈现一定的下降趋势(图 2-D)。 

2.3  美人鱼发光杆菌的耐药性 

35 株美人鱼发光杆菌对 15 种抗生素的耐药

情况差异较大(图 3-A)，对万古霉素、阿莫西林、

麦迪霉素和利福平表现出强耐药性(耐药>50%)，

耐药率分别为 91.43%、68.57%、68.57%和 62.86%；

对红霉素表现出中等耐药(25%–50%)，耐药率为

34.29%；对妥布霉素、多西环素、四环素、呋喃

唑酮和复方新诺明的耐药率低(10%–25%)，依次

为 20.00%、17.14%、14.29%、11.43%和 11.43%；

对庆大霉素、诺氟沙星和环丙沙星耐药率低于

10%，分别为 8.57%、5.71%和 5.71%；而对氯霉

素和氟苯尼考完全敏感。 

35 株菌的多重耐药指数 (MARIs)范围为

0.00–0.67，表现出 27 种耐药谱(A–AA)，耐药谱

型丰富度为 0.77。菌株 P13ZJ06 对所测试的 15 种

抗生素均敏感；5 株菌对所测定的 2 种抗生素耐受

(耐药谱型为 E，L，O，P)；8 株菌对所测定的     

3 种抗生素耐受(耐药谱型为 B，C，K，N，S)；

其他 21 株菌对所测定的 3 种以上抗生素耐受，

多重耐药率(菌株耐抗生素种类>3)达到 60.00%，

多重耐药谱有 17 种，谱型丰富度为 0.81；并且

P13YD10 对所测定的 10 种抗生素耐受，耐药性

最强(图 3-B，图 4)。 
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图 3.  菌株耐药情况 

Figure 3.  The antibiotic resistance of isolates. A: The resistance rate of strains to each antibiotic; B: The strains 
resistant to different number of antibiotics. VAN: Vancomycin; AMO: Amoxicillin; MID: Midecamycin; RIF: 
Rifampicin; ERY: Erythromycin; TOB: Tobramycin; DOX: Doxycycline; FUR: Furazolidone; TET: Tetracycline; 
T/S: Trimethoprim-sulfamethoxazole; GEN: Gentamicin; NOR: Norfloxacin; CIP: Ciprofloxacin; CHL: 
Chloramphenicol; FLO: Florfenicol. 
 

2.4  美人鱼发光杆菌耐药性的时空差异 

广东分离菌株 22 株，耐药谱 18 种，谱型丰

富度为 0.82；海南分离菌株 13 株，耐药谱 13 种，

谱型丰富度为 1.00；广东的多重耐药率为 54.55% 

(12/22)，最多耐药 9 种，海南的多重耐药率为

69.23% (9/13)，最多耐药 10 种(图 4)。因此，海

南的谱型丰富度、多重耐药率以及最多耐药数量

均大于广东。t 检验表明，广东和海南分离菌株

的多重耐药指数差异性接近显著 (F=3.589，

P=0.182)，且海南分离菌株的平均多重耐药指数

(0.32)高于广东分离菌株的平均多重耐药指数

(0.25) (图 5-A)。具体为：阿莫西林、利福平、红

霉素、多西环素、呋喃唑酮、四环素、诺氟沙星

和环丙沙星的耐药率海南高于广东，其他抗生素

的耐药率海南低于广东；但是广东和海南的分离

菌株均表现出对万古霉素、阿莫西林、麦迪霉素

和利福平的强耐药性；广东菌株对诺氟沙星和环

丙沙星不耐受，但海南菌株对两者的耐药率均为

15.38% (图 5-B)。 

2011–2014 年的分离菌株数分别为 5、8、

16、6 株；耐药谱分别有 5、8、15、6 种，谱

型丰富度依次为 1.00、 1.00、 1.00、 0.86。

2011–2014 年 的 多 重 耐 药 率 依 次 为 40.00% 

(2/5)、87.50% (7/8)、56.25% (9/16)、66.67% (4/6)；

最多耐药数量依次为 4、7、10、6 种(图 4)。因此，

各年份分离菌株耐药性均有变化。单因素方差分

析表明，各年份之间的多重耐药指数差异性不显

著(F=0.445，P=0.723) (图 5-C)，但是 2012 年

的平均多重耐药指数(0.32)高于 2011 年(0.23)，

并在 2013 年(0.30)和 2014 年(0.27)逐渐下降，但

是维持在相对高于 2011 年的水平。具体为：

2011–2014 年的分离菌株均表现出对万古霉素、

麦迪霉素和利福平的强耐药性；2014 年分离株

对阿莫西林的耐药性 (16.67%)显著低于其他年

份(>50%)；2013 年分离株表现出对庆大霉素、

诺氟沙星和环丙沙星一定的耐药性(>10%)，但

其他年份的分离株均不耐受这 3 种抗生素   

(图 5-D)。 
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图 4.  各菌株耐药谱 

Figure 4.  The isolates resistance types. R: Resistance; I: Intermediate; S: Susceptible. VAN: Vancomycin; AMO: 
Amoxicillin; MID: Midecamycin; RIF: Rifampicin; ERY: Erythromycin; TOB: Tobramycin; DOX: Doxycycline; 
FUR: Furazolidone; TET: Tetracycline; T/S: Trimethoprim-sulfamethoxazole; GEN: Gentamicin; NOR: 
Norfloxacin; CIP: Ciprofloxacin; CHL: Chloramphenicol; FLO: Florfenicol. 
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图 5.  菌株耐药时空差异 

Figure 5.  The spatial and temporal difference of antibiotic resistance. A: Multi-antibiotic resistance index of 
isolates from Guangdong and Hainan; B: The resistance rate of each antibiotic of isolates from Guangdong and 
Hainan; C: Multi-antibiotic resistance index of isolates from 2011 to 2014; D: The resistance rate of each 
antibiotic of isolates from 2011 to 2014. 
 

3  讨论 

美人鱼发光杆菌广泛存在于海水，能够感染

多种海洋经济鱼类、甲壳类、软体类动物，并引

起大批死亡[1]，其流行分布、致病性和耐药性等

方面值得关注。病原菌表达并释放毒力因子，进

而黏附、侵染和损伤宿主，检测潜在病原菌的毒

力基因能为其致病性的评估提供重要依据[30]。研

究表明，毒力基因可以是细菌固有的(典型毒力基

因)，也可以通过水平基因转移获得(非典型毒力

基因)[31]。美人鱼发光杆菌高度可塑的基因组使得

其很容易通过水平基因转移与其他细菌发生基

因交流[32]，如美人鱼亚种的 pPHDD1 质粒含有 

dly、hlyAp1 和 hylAch 3 个溶血素基因，可通过接

合转移在不同细菌之间传播[33]。溶血素基因可以

产生引起溶血作用的酶，是病原菌中分布最广的

外毒素之一，它能破坏宿主的红细胞膜，导致红

细胞内容物溢出引起溶血，在病原菌感染过程中

起到重要作用[34]。本研究发现在 19 株美人鱼发

光杆菌中检测到霍乱弧菌(hlyA)、创伤弧菌(vvh)、

哈维弧菌(vhh)或副溶血弧菌(tdh 和 trh)特有的溶

血素基因，每株菌检测到 1–2 个基因。据笔者所

知，这是第一次分析不同弧菌溶血素基因在美人

鱼发光杆菌中的存在情况，研究结果表明美人鱼

发光杆菌可能利用质粒、转座子和整合性接合元

件等通过水平转移获得其他弧菌溶血素基因，进
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而可能增加其毒力并扩宽其宿主范围。具体水平

传播机制以及这些溶血素基因对美人鱼发光杆

菌的毒力作用需要进一步研究。 

抗生素被广泛应用于养殖过程美人鱼发光

杆菌病原的预防和治疗。在许多亚欧国家，包括

中国、西班牙、日本、法国、意大利、土耳其等，

氨苄西林、新霉素、卡那霉素、亚胺培南、红霉

素、恶唑酸、四环素、复方新诺明、链霉素、阿

莫西林、氯霉素、氟苯尼考、氟美喹、土霉素、

硝基呋喃酮、磺胺嘧啶、甲氧苄啶等大量抗生素

被应用于美人鱼发光杆菌感染的防控[12]。但抗生

素的过度使用，导致细菌耐药机制的发生和发

展，从而增强细菌耐药性，并导致多重耐药，对

病害防控造成困难。另外，由于美人鱼发光杆菌

基因组的高度可塑性，使得其能通过 pAQU1、

IncFIB 等耐药质粒(R 质粒)在细菌之间水平传播

blaCARB-9-like、floR、mph(A)-like、mef(A)-like、

sul2、tet(M)和 tet(B)等多种耐药基因[35–36]，改变

甚至获得耐药性。从土耳其养殖鱼体分离的美人

鱼发光杆菌对林可霉素、青霉素 G 和阿莫西林耐

受，但对氟苯尼考、复方新诺明、土霉素和恩诺

沙星敏感[37]。日本养殖鱼体分离株，45%以上对

红霉素(93%)、氯霉素、卡那霉素、恶唑酸和土

霉素耐受，但 90%以上对氨苄西林、阿莫西林、

氟苯尼考、青霉素、链霉素、复方新诺明敏感；

欧洲养殖鱼体分离株 42%以上对红霉素(98%)、

庆大霉素耐受，但是 93%以上对氨苄西林、阿莫

西林、氟苯尼考、复方新诺明敏感；美国养殖鱼

体分离株对红霉素、恩诺沙星、庆大霉素、恶唑

酸耐受，但是对氨苄西林、阿莫西林、氟苯尼考、

青霉素、链霉素、复方新诺明敏感[38]。以上研究

表明，不同地区美人鱼发光杆菌耐药性的发展有

所差异，但是氟苯尼考和复方新诺明对其控制具

有效果。笔者研究发现，中国华南沿海地区患病

海水鱼分离的美人鱼发光杆菌耐药谱型丰富度

达到 0.77，多重耐药率(菌株耐抗生素种类>3)达

到 60.00%；对万古霉素、阿莫西林、麦迪霉素、

利福平和红霉素的耐药率高于 30%；对四环素、

呋喃唑酮、复方新诺明、庆大霉素、诺氟沙星和

环丙沙星耐药率低于 15%；对氯霉素和氟苯尼考

完全敏感。研究结果表明，耐药性在中国华南沿

海地区分离株中严重发生，并且多样发展，与世

界其他地区分离株的耐药结果也有异同。相似

的，复方新诺明和氟苯尼考对中国华南地区养殖

鱼美人鱼发光杆菌感染的控制有效。此外，庆大

霉素、诺氟沙星、环丙沙星和氯霉素也有一定的

控制潜力。根据中华人民共和国农业农村部《水

产养殖用药明白纸 2019 年 1 号》文件，诺氟沙

星和氯霉素为水产养殖禁用药品。此外，本研究

是体外实验的结果，未来可着重测试复方新诺

明、氟苯尼考、庆大霉素和环丙沙星的体内控制

效果。 

笔者研究发现非典型毒力基因多重毒力基

因指数在海南和广东之间以及不同年份之间均

无显著差异，但是高检出率的 hlyA 和 vvh 基因在

海南的检出率高于广东，并随年份增加检出率呈

现一定的增加趋势。此外，耐药性分析结果显示，

海南的谱型丰富度、多重耐药率、最多耐药数量

以及平均多重耐药指数均大于广东。虽然耐药性

不随年份增加呈现逐渐变化，但是 2012 年的平

均多重耐药指数高于 2011 年，并在 2013 年和

2014 年维持在相对较高的水平。因此，整体上海

南分离菌株非典型毒力基因和耐药性尤其是耐

药性高于广东；并且非典型毒力基因和耐药性均

一定程度随着年份的增加而增多或者增强。前人

研究发现，一定的温度刺激可以直接诱导耐药基
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因和毒力基因的表达[39]。例如，当温度从 15 °C

升高到 25 °C 时，美人鱼发光杆菌与铁吸收、外

膜蛋白合成、毒素分泌、运动性、耐药泵、趋化

性等相关基因表达被上调了 2–5 倍，同时伴随着

细菌毒力和耐药性的增强[40]。此外，温度刺激通

过影响生物膜的形成、细胞膜的通透性、免疫系

统的活性以及与水平基因转移相关的各种酶活性

等，影响水平基因转移，进而影响细菌毒力和耐

药性[41]。例如，Bailey 等[42]发现，45 °C 热击处理

棒状链球菌(Streptomyces clavuligerus)，可将其水

平基因转移效率提高 100 倍。此外，美人鱼发光

杆菌感染的发生也具有很强的季节性，尤其在温

暖的夏季暴发频繁[43]。由于气候温暖，海南成为

我国主要的海洋鱼苗产地之一，其年养殖时间比

广东长。因此，更长的年养殖时间(代表更长的抗

生素使用时间)和相对高的气温很可能导致海南

分离菌株非典型毒力基因含量和耐药性强于广

东。酸碱和有机污染也被报道能够影响细菌水平

基因转移和基因表达等，从而改变细菌的毒性和

耐药性[44]。因此，未来笔者将进一步研究病原菌

的毒力和耐药性对不同环境胁迫的响应机制。 

本研究以中国华南沿海地区患病海水鱼分

离的 35 株美人鱼发光杆菌为研究对象，分析了  

5 个非典型毒力基因(溶血素类基因)在菌株中的

分布情况以及菌株对 15 种抗生素的耐药性，发

现：(1) 美人鱼发光杆菌可能通过水平基因转移

获得其他细菌毒力基因，从而增强其毒力并扩宽

其宿主范围；(2) 耐药性以及多重耐药性在美人

鱼发光杆菌中广泛存在，但是复方新诺明、氟苯

尼考、庆大霉素和环丙沙星可能对美人鱼发光杆

菌具有一定的控制作用；(3) 海南分离菌株的非

典型毒力基因含量和耐药性，尤其是耐药性高于

广东，并且非典型毒力基因和耐药性随着年份增

加，呈现一定的增加和增强的趋势。因此，本研

究解析了美人鱼发光杆菌中非典型毒力基因和

耐药性的时空变化，揭示水平基因转移可能对毒

力和耐药的传播具有重要作用，而高温和抗生素

污染等环境胁迫将促进其毒力和耐药性的发生和

发展，这些结果将有助于评估美人鱼发光杆菌的

致病潜力，并指导该菌所引起的病害防控。为防

控美人鱼发光杆菌引起的病害，建议：(1) 水产养

殖尤其是室内养殖中应注重温度等的生态调控，

并降低抗生素尤其是万古霉素、阿莫西林、麦迪

霉素、利福平和红霉素等的使用，从而降低毒力

和耐药基因的表达，并减弱毒力和耐药性的水平

传播；(2) 在无其他绿色防控手段的条件下，重点

利用复方新诺明和氟苯尼考控制美人鱼发光杆菌

引发的病害。未来，建议聚焦以下研究：(1) 非典

型毒力基因对美人鱼发光杆菌的毒力作用以及体

内实验测试低耐药率抗生素对美人鱼发光杆菌感

染的防控作用；(2) 剧烈人为活动造成环境污染以

及全球气候变化背景下，病原菌的毒力和耐药性

对不同环境胁迫的响应机制。 
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Abstract: [Objective] The aim of this research is to study the temporal and spatial changes of atypical virulence 

genes and drug resistance of the marine fish pathogen Photobacterium damselae in South China, and analyze the 

potential environmental factors driving the change of virulence and drug resistance in P. damselae, and 

consequently provide suggestions for disease prevention and control caused by P. damselae. [Methods] Based on 

PCR and Kirby-Bauer diffusion method, we analyzed the presence of 5 atypical virulence genes and the resistance 

to 15 tested antibiotics of 35 P. damselae strains isolated from diseased marine fishes in South China coastal area. 

[Results] The results show that: (1) 19 strains contained 1–2 atypical virulence genes, particularly, the detection 

rate of hlyA and vvh were higher than 20%; (2) 27 resistance types were observed in these 35 strains, the 

multi-antibiotic resistance index of was 0.00–0.67 with the multi-antibiotic resistance rate (one strain shows 

resistance to more than 3 antibiotics) up to 60.00%. Therein, more than 50% strains showed resistance to 

vancomycin, amoxicillin, midecamycin and rifampin, but less than 10% strains resisted to gentamicin, norfloxacin, 

ciprofloxacin, chloramphenicol and florfenicol; (3) The atypical virulence gene contents and drug resistance were 

marginally increased with the year grows, and more/stronger in Hainan than in Guangdong. Further, the richness of 

resistance types, multi-antibiotic resistance rate, the most resistant number in one strain, and multi-antibiotic 

resistance index were observed higher/more in Hainan (1.00, 69.23%, 10, 0.32, respectively) than in Guangdong 

(0.82, 54.55%, 9, 0.25, respectively). [Conclusion] These results indicated that atypical virulence genes probably 

be transferred into P. damselae by horizontal gene transfer and the variation of virulence and drug resistance of   

P. damselae isolated form Hainan and Guangdong are mainly affected by temperature and antibiotic pollution. 

Keywords: Photobacterium damselae, atypical virulence gene, antibiotic resistance, temporal and spatial 

differences 
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