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嗜水气单胞菌对四环素类
和氟喹诺酮类药物的耐药性研究
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华中农业大学水产学院,武汉430070

摘要 在离体条件下进行患病鱼体内分离的嗜水气单胞菌3个菌株对四环素类和氟喹诺酮类药物的耐药

性获得、稳定性、保存条件和交叉耐药性研究。结果表明:分别在含有盐酸多西环素、盐酸四环素、诺氟沙星和左

氧氟沙星的药物培养基中连续传代9次(在28℃条件下培养72h为1代)后,四环素类对3个菌株的最小抑菌浓

度上升倍数为8~32倍,氟喹诺酮类组 MIC上升倍数为125~7997倍,且耐药获得后保持稳定。同时嗜水气单

胞菌对四环素类和氟喹诺酮类药物存在交叉耐药。耐药菌4℃保存10和20d耐药性保持稳定,30d耐药性均

有不同程度的下降。
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  嗜水气单胞菌(Aeromonashydrophila,Ah)隶
属气单胞菌科(Aermonadaceae)、气单胞菌属(Aer-
omonas)。该菌呈世界性分布,能导致水产养殖动

物细菌性败血症并引起大量死亡,也可以引起人的

败血症、脑膜炎和肠炎腹泻,是人、畜及水生动物共

患的条件致病菌[1-2]。A.hydrophila 是我国水产养

殖细菌性败血症的主要病原菌之一,每年造成极大

的危害。水产养殖中常用的抗A.hydrophila 药物

主要有四环素类及氟喹诺酮类等。近年来,A.hy-
drophila 耐药性问题日趋严重,而且产生了多重耐

药性菌株,给水产养殖动物疾病防治造成了更大的

困难,同时也严重影响水产动物源性食品的质量

安全。
迄今为止,鲜见有关嗜水气单胞菌耐药性监测和

耐药机制的研究报道。本研究离体条件下测定了从

患病鱼体内分离的A.hydrophila3个菌株对四环素

类和氟喹诺酮类药物耐药性研究,初步探讨嗜水气单

胞菌对四环素类和喹诺酮类药物的耐药机制。

1 材料与方法

1.1 供试药物

盐酸四环素(tetracycline,Tet)、盐酸多西环素

(doxycycline,Dox)、诺氟沙星(norfloxacin,Nor)和
左氧氟沙星(levofloxacin,Lev)均为Sigma公司产

品,编号分别为BF1087、D9891、N9890和28266。
1.2 供试菌株

淡水 鱼 类 细 菌 性 败 血 症 的 病 原 菌 A.hy-
drophila的 Ah640、Ah541和 Ah28。菌株分离的

时间、地点和病鱼器官详见表1。
表1 供试菌株的来源

Table1 Strainsfortest

菌株

Strain
收集时间

Collectiontime
来源

Source
分离器官

Organ

Ah541 2009-05-06
湖北新洲

Xinzhou,Hubei
鲫鱼肝脏

Crucianliver

Ah640 2009-05-08
湖北洪湖

Honghu,Hubei
鲫鱼脾脏

Crucianspleen

Ah28 2009-03-10
湖北新洲

Xinzhou,Hubei
白鲢肝脏

Silvercarpliver

1.3 原代菌 MIC 的测定

依日本化学疗法学会制定的标准法[3],并参照

孟小亮等[4]的方法进行。将各种供试抗菌药物分别

用适宜溶酶溶解后,用灭菌生理盐水进行倍比稀释,
然后用灭菌 MH 液体培养基将各浓度的药物稀释

10倍,使1~20试管中的培养基(3.0mL)中的药物

浓度达到100~0.0002μg/mL,向第21支试管中

加入灭菌 MH液体培养基3.0mL。向1~21试管
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中 加 入 0.1 mL 浓 度 为 1.2×107cfu/mL 的

A.hydrophila活菌悬液。1~20试管中药物浓度分

别为100、50、25、12.5、6.25、3.13、1.56、0.78、0.39、

0.2、0.1、0.05、0.025、0.0125、0.00625、0.0032、

0.0016、0.0008、0.0004和0.0002μg/mL,第21支

试管为阳性对照,同时设置对应药物浓度只加药不

加A.hydrophila的1~20管为药物空白对照组。
在28℃恒温条件下培养72h后,与药物空白对照

管比较,肉眼观察证实无菌生长试管中最低药物浓

度即为该药物的最小抑菌浓度(MIC),每种试验药

物设2组平行处理,MIC结果取其平均值。
1.4 次抑菌浓度药物诱导耐药突变菌

参照Itzhak等[5]的方法,取次抑菌浓度(1/2
MIC)试管中的细菌为下次传代用的菌种,用灭菌生

理盐水稀释成1.2×107cfu/mL活菌悬液,吸取0.1
mL的活菌悬液并将其接种在含有不同浓度抗菌药

的MH液体培养基试管中,在28℃条件下培养72h
为1代,相同的操作连续进行9次,使A.hydrophila
分别在含盐酸多西环素、盐酸四环素、诺氟沙星和左

氧氟沙星中传代9次。将最后测定的 MIC与最初的

MIC比较,评价菌株对药物的耐药性获得速率,药物

诱导后MIC≥4倍诱导前MIC则定为耐药[6]。
1.5 耐药突变菌对氟喹诺酮类和四环素类的交叉

耐药

  将左氧氟沙星第10代菌接种于不含药物的

BHI固体培养基上,28℃培养24h,挑单个菌落按

本文“1.3”方法测定其对盐酸多西环素、盐酸四环素

和诺氟沙星的交叉耐药性。按本文“1.3”方法测定

盐酸多西环素第10代菌对盐酸四环素、诺氟沙星和

左氧氟沙星的交叉耐药性。
1.6 突变菌耐药性的遗传稳定性

参照 Walsh等[7]的方法,将耐药菌接种于不含

药物的BHI固体培养基中,28℃培养24h为1代,
连续传代10次后,按本文“1.3”方法分别测定第5
代和第10代的 MIC,以判断耐药菌的稳定性。
1.7 耐药菌的保存条件研究

将第7代耐药菌接种于不含药物的BHI固体

培养基中,28℃培养24h后,4℃保存10d、20d和

30d后分别接种于 MH液体培养基,按本文“1.3”
方法测定 MIC。

2 结果与分析

2.1 供试菌株对四环素类和氟喹诺酮类的敏感性

供试药物对3株A.hydrophila的MIC测定结

果如表2所示。由表2可知,除了 Ah28对盐酸四

环素为中介菌,3株A.hydrophila菌株对本研究中

的4种药物,同时氟喹诺酮类药物的抑菌效果比四

环素类药物强,尤其是左氧氟沙星的抑菌能力,MIC
仅为0.025μg/mL。

表2 嗜水气单胞菌对四环素类和氟喹诺酮类的敏感性1)

Table2 SusceptibityofAeromonashydrophilatotetracyclinesandfluoroquinolones

抗菌药物

Antibacterial
嗜水气单胞菌的 MIC/(μg/mL)MICofAeromonashydrophila

Ah541 Ah640 Ah28

敏感性结果 Result
Ah541 Ah640 Ah28

盐酸四环素 Tetracycline 3.130 1.560 6.250 S S I
盐酸多西环素 Doxycycline 1.560 1.560 3.130 S S S
诺氟沙星 Norfloxacin 0.780 0.100 0.390 S S S
左氧氟沙星Levofloxacin 0.025 0.002 0.100 S S S
 1)S:敏感Sensitive;I:中介Intermediate.

2.2 供试菌株对四环素类和氟喹诺酮类的耐药性

获得速率

  3株A.hydrophila经过连续9次在带有供试

药物的培养基中传代培养,菌株耐药性变化的情况

如表3所示,3株菌在含药培养基中传代9次后,均
获得了比较强的耐药性,其中喹诺酮类组 A.hy-
drophila的耐药获得速率提高幅度很大,均超过

100倍,Ah640原代菌对左氧氟沙星最敏感,同时其

MIC提高幅度也最大,从0.002μg/mL上升到12.5

μg/mL,MIC上升7997倍。四环素类对 A.hy-
drophila原代菌的 MIC值比喹诺酮类组高,但其耐

药性获得速率提高幅度比较小(8~32倍)。
2.3 耐药突变菌对氟喹诺酮类和四环素类的交叉

耐药

  A.hydrophila对氟喹诺酮类和四环素类的交

叉耐药结果见表4和表5。高耐左氧氟沙星的第10
代突变株(Lev-MIC10G)对同是氟喹诺酮类的诺氟

沙星存在同类药交叉耐药,同时对不同类的四环素

类药物也存在不同程度的交叉耐药;高耐盐酸多西

环素的第10代突变株(Dox-MIC10G)对盐酸四环

素、诺氟沙星和左氧氟沙星也存在不同程度的同类

药物内和不同类药物间的交叉耐药。
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表3 嗜水气单胞菌对四环素类和氟喹诺酮类的耐药性获得1)

Table3 Developmentofdrug-resistanceofAeromonashydrophilatotetracyclinesandfluoroquinolones

抗菌药物

Antibacterial
菌株

Strain
各传代次数下的最小抑菌浓度/(μg/mL)MICofsequentialsubcultures

1  2  3  4  5  6  7  8  9  10 
上升倍数

Multiple

盐酸四环素

Tetracycline

Ah541 3.13 12.50 12.50 12.50 12.50 12.50 25.00 50.00 50.00 50.00 16
Ah640 1.56 1.56 1.56 3.13 12.50 12.50 12.50 50.00 50.00 50.00 32
Ah28 6.25 6.25 12.50 12.50 12.50 12.50 12.50 25.00 50.00 50.00 8

盐酸多西环素

Doxycycline

Ah541 1.56 6.25 12.50 25.00 25.00 12.50 50.00 50.00 50.00 50.00 32
Ah640 1.56 1.56 3.13 6.25 6.25 12.50 25.00 50.00 50.00 50.00 32
Ah28 3.13 3.13 25.00 25.00 50.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 32

诺氟沙星

Norfloxacin

Ah541 0.78 6.25 25.00 25.00 25.00 50.00 100.00 100.00 200.00 200.00 256
Ah640 0.10 0.20 6.25 25.00 50.00 100.00 100.00 100.00 200.00 200.00 2000
Ah28 0.39 1.56 3.13 3.13 12.50 12.50 12.50 25.00 200.00 200.00 513

左氧氟沙星

Levofloxacin

Ah541 0.025 0.100 0.390 0.780 0.780 0.780 1.560 3.130 12.500 25.000 1000
Ah640 0.002 0.025 0.100 0.200 0.390 0.780 1.560 1.560 6.250 12.500 7997
Ah28 0.100 0.200 0.390 0.390 0.390 0.390 0.780 0.780 3.130 12.500 125

 1)上升倍数=MIC10G/MIC1G(MIC1G:第1代的 MIC,MIC10G:第10代的 MIC)Multiple=MIC10G/MIC1G(MIC1G:TheMICofthe

firstgeneration.MIC10G:TheMICofthetenthgenerations).下表同 Thesameasbelow.

表4 耐左氧氟沙星菌株对四环素类和氟喹诺酮类的交叉耐药

Table4 Cross-resistanceoflevofloxacin-resistantstrainstotetracyclinesandfluoroquinolones μg/mL

抗菌药物

Antibacterial

菌株Ah541StrainAh541
原代

MIC1G
左第10代

Lev-MIC10G
上升倍数

Multiple

菌株Ah640StrainAh640
原代

MIC1G
左第10代

Lev-MIC10G
上升倍数

Multiple

菌株Ah28StrainAh28
原代

MIC1G
左第10代

Lev-MIC10G
上升倍数

Multiple

诺氟沙星

Norfloxacin
0.78 25.0 32 0.10 12.5 125 0.39 12.5 32

盐酸四环素

Tetracycline
3.13 25.0 8 1.56 25.0 16 6.25 50.0 8

盐酸多西环素

Doxycycline
1.56 50.0 32 1.56 200.0 128 3.13 200.0 64

表5 耐多西环素菌株对四环素类和氟喹诺酮类的交叉耐药

Table5 Cross-resistanceofdoxycycline-resistantstrainstotetracyclinesandfluoroquinolones μg/mL

抗菌药物

Antibacterial

菌株Ah541StrainAh541
原代

MIC1G
多第10代

Dox-MIC10G
上升倍数

Multiple

菌株Ah640StrainAh640
原代

MIC1G
多第10代

Dox-MIC10G
上升倍数

Multiple

菌株Ah28StrainAh28
原代

MIC1G
多第10代

Dox-MIC10G
上升倍数

Multiple

盐酸四环素

Tetracycline
3.130 50.00 16 1.560 50.00 32 6.25 100.00 16

诺氟沙星

Norfloxacin
0.780 1.56 2 0.100 1.56 16 0.39 1.56 4

左氧氟沙星

Levofloxacin
0.025 0.78 31 0.002 0.78 499 0.10 1.56 16

2.4 突变株耐药性的遗传稳定性

药物中传10代后获得的耐药菌在不含药物的

BHI平板中传10代后的耐药稳定性结果见表6,与
第10代突变株(0d)相比,经过平板连续传代过程

中四环素类耐药菌的敏感性有部分恢复,在5d时

下降到1/2,在10d时下降到1/4。但与表2原代

菌(MIC1G)相比,5、10d菌株的 MIC显著增加。喹

诺酮类突变株耐药性基本保持稳定(但左氧氟沙星

Ah640下降到1/2)。
2.5 耐药菌的保存条件研究

第7代耐药菌(0d)4℃冰箱保存后的药敏试验

结果见表7,A.hydrophila4℃保存10和20d耐

药性保持稳定,但保存30d耐药性均有不同程度的

下降,下降到1/2~1/4。
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表6 耐药菌的耐药稳定性试验

Table6 Resistancestabilitytestofresistantbacteria μg/mL

菌株

Strain
盐酸四环素 Tetracycline
0d 5d 10d

盐酸多西环素 Doxycycline
0d 5d 10d

诺氟沙星 Norfloxacin
0d 5d 10d

左氧氟沙星Levofloxacin
0d 5d 10d

Ah541 50 25 12.5 50 50 25 200 200 200 25 25 25
Ah640 50 25 25 50 25 25 200 200 200 12.5 6.25 6.25
Ah28 50 13 12.5 100 50 25 200 200 200 12.5 12.5 12.5

表7 耐药菌4℃冰箱保存后的药敏试验

Table7 Antimicrobialsusceptibilitytestofresistantbacteriastoredat4℃ μg/mL

菌株

Strain
盐酸四环素 Tetracycline
0d 10d 20d 30d

盐酸多西环素 Doxycycline
0d 10d 20d 30d

诺氟沙星 Norfloxacin
0d 10d 20d 30d

左氧氟沙星Levofloxacin
0d 10d 20d 30d

Ah541 25.0 25.0 12.5 6.3 50 25 25 25 100 100 100 50 1.56 1.56 1.56 0.78
Ah640 12.5 12.5 12.5 6.3 25 25 25 25 100 100 100 50 1.56 1.56 0.78 0.39
Ah28 12.5 12.5 12.5 6.3 100 50 50 50 12.5 12.5 12.5 6.3 0.78 0.78 0.39 0.39

3 讨 论

氟喹诺酮类药物对A.hydrophila的抑菌效果

强于 四 环 素 类 药 物,但 是 经 过 次 抑 菌 浓 度(1/2
MIC)的诱导后,氟喹诺酮类药物组菌株耐药获得速

率提高幅度很大,暗示着如果达不到杀菌浓度越有

效的药物将越容易诱导细菌产生耐药性,提示水产

养殖上用药时应足量使用,避免抗菌药物低浓度与

细菌长期接触产生耐药性而造成治疗失败[8]。同时

治疗细菌性败血症应先做药敏实验,如果对四环素

类和氟喹诺酮类都敏感时,应该首选四环素类来治

疗。

Itzhak等[5]报道Bacillusanthracis 对喹诺酮

类同类药物内存在交叉耐药但是对多西环素不产生

交叉耐药,同时多西环素耐药菌对喹诺酮类也不存

在交叉耐药。本研究获得的高耐左氧氟沙星突变株

对诺氟沙星存在同类药交叉耐药,同时对四环素类

也存在不同程度的不同类药物间交叉耐药;获得高

耐药性多西环素突变株对盐酸四环素、诺氟沙星和

左氧氟沙星也存在不同程度的交叉耐药。这与陈宜

鸿等[9]研究结果一致。这暗示着A.hydrophila可

能对这2类药物存在共同的膜渗透性改变和药物主

动外排等非特异性耐药机制,从而产生多重耐药菌。
细菌的耐药性分为遗传耐药性和非遗传耐药

性。遗传耐药性由质粒、转座子、噬菌体、整合子和

基因盒等可动遗传因子和染色体基因突变和传递引

起[10]。细菌耐四环素类的耐药机制目前认为是由

可动遗传因子尤其是耐药性质粒介导的耐药[11]。
李爱华[1]从A.hydrophila耐药株中检测到1株耐

四环素和磺胺的可自身传递的R+ 质粒,发现它对

四环素的抗性可被四环素类药物所诱导。过去一些

学者认为细菌耐喹诺酮类的耐药机制主要由染色体

介导,与质粒无关,且在体内或体外的适当环境中该

药可使细菌的质粒破损[12]。近年来发现,在革兰阴

性杆菌中存在着由质粒介导的喹诺酮类药耐药现

象[13],Robicsek等[14]发现由质粒携带的1个氨基

糖苷乙酰转移酶的变异基因可使环丙沙星及诺氟沙

星中的氨基乙酰化,导致细菌对环丙沙星及诺氟沙

星的耐药性上升。本研究中获得的高耐药菌在不含

药物的平板中传10代后,氟喹诺酮类组和四环素类

组耐药性均保持稳定,也说明了其耐药性获得具有

遗传稳定性,少数耐药性下降可能是由非遗传稳定

性耐药机制导致。很多学者研究发现耐药菌产生多

重耐药性的重要机制就是外膜通透屏障改变和主动

外排泵系统,外膜通透屏障改变主要由于脂多糖变

异和孔蛋白通道关闭,主动外排泵系统由胞质膜转

运蛋白、膜融合蛋白和外膜蛋白组成[15]。
许多试验证明,脂多糖和外膜蛋白具有良好的

免疫原性[16-17],但目前病原菌的脂多糖和外膜蛋白

疫苗方面的研究还处于起步阶段。耐药菌的药物治

疗是世界大难题,寻求耐药菌的疫苗是全世界的共

同目标,是当前研究热点。雷连成等[18]发现耐药大

肠杆菌具有较强致病性,且耐药特性与其免疫保护

效果相关,多重耐药株对当前流行菌株具有更好的

免疫保护作用。但是耐药菌在保存过程中常发生耐

药性消失,从而影响耐药菌有效外膜蛋白和脂多糖

等的提取,给耐药菌的疫苗研究造成一定的困难。
孟小亮等[4]研究发现耐药菌在保存过程中耐药性逐

渐消失,甚至恢复到原代水平。本文研究了耐药菌在

4℃保存不同时间后的耐药性变化,发现耐药菌4℃
保存20d耐药性保持不变,但是30d耐药性有所下

降,这提示我们进行疫苗研究时要进行细菌耐药性保
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存条件研究,在耐药性不变的时期内提取有效抗原。
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Invitrostudyondrug-resistancecharacteristicsof
Aeromonashydrophilatotetracyclinesandfluoroquinolones

WANGMei-zhen CHENChang-fu LIUZhen-xing TANJing-jing GAOYu LIGe-lei

CollegeofFisheries,HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan430070,China

Abstract Theaimsofthisstudyweretoinvestigatethedevelopment,stability,cross-resistanceand
preservationofAeromonashydrophilaresistancetotetracyclinesandfluoroquinolones.A.hydrophi-
lawasgrownat28℃for72handusedittotestforthedevelopmentofresistanceafter9sequentialsub-
culturesinsub-inhibitoryconcentrationsoftwotetracyclines(doxycyclineandtetracycline)andtwofluo-
roquinolones(norfloxacinandlevofloxacin).After9subculturestheminimalinhibitoryconcentrations
(MIC)totetracyclineswere8-32timesgreaterthantheinitialvalues,MICvaluestofluoroquinolones
were125-7997timesgreaterthantheinitialvalues,anddrug-resistancewerestable.Thedoxycycline-re-
sistantisolatewasresistanttotetracyclineandfluoroquinolones,andthelevofloxacin-resistantisolate
wasresistanttotetracyclinesandnorfloxacin.Thedrug-resistancestabilitytestindicatedthatlong-term
storageofthebacteriaat4℃couldreducetheirresistancetoantimicrobials.

Keywords Aeromonashydrophila;tetracyclines;fluoroquinolones;drug-resistancedevelopment;
drug-resistancestability;cross-resistance;preservation
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