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摘要:[目的]对患病福建牡蛎(Crassostreaangulata)幼虫进行病原分离鉴定和全基因组测序,以期为牡蛎细菌性疾病

的预防和治疗提供科学依据.[方法]采用平板分离法进行病原微生物的分离纯化,结合形态学、生理生化特征和分子生

物学对病原进行种属鉴定,并对分离得到的病原菌进行基因组测序和药物敏感性试验.[结果]从患病牡蛎幼虫分离纯

化获得优势菌株M05,通过外观形态、生理生化特征和16SrRNA 基因测序判定为沙氏弧菌(Vibriochagasii).回归感

染试验证实其可引起牡蛎幼虫发病死亡.基因组测序分析表明,M05菌株携带副定殖因子基因AcfB、溶血素基因和

Ⅱ型分泌途径基因EpsD等毒力基因;此外,菌株本身及其携带的质粒中含有大量耐药基因,药物敏感性试验结果显示

菌株对环丙沙星、替加环素和碳青霉烯类抗生素较敏感,对青霉素类、氨基糖苷类和头孢类抗生素均具有较强的耐药

性.[结论]沙氏弧菌M05携带多种致病因子,可引起福建牡蛎幼虫感染,且对多种抗生素具有耐药性,研究结果可为福

建牡蛎幼虫病害防控提供科学依据.
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Abstract:[Objective]CrassostreaangulatahasbecomethemostimportantoysterbreedingvarietyintheFujianregionduetoits
advantagesofhighyield,thinshell,andfastgrowth.Themicrobialcompositionofoystersishighlysusceptibletotheinfluenceofthe
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aquacultureenvironmentduetotheirfilterfeedinghabits,whichinturncanaffecttheirownhealth.PathogenicVibrioisthemain
bottleneckinshellfishfarming,andtheeconomiclossescausedbydiseasesinshellfishfarmingreachtenbillionsofyuaneveryyear.
Inrecentyears,withtheexplansionofaquaculturescale,especiallytherapidgrowthoftriploidoysteraquaculturearea,theincidence
ofoystervibriosishasincreased,posingaseriousthreattotheaquacultureindustry.Theaimofthisstudyistoidentifythepathogen
thatcausesjuvenileonsetdereaseinC.angulata.[Methods]Theprocessofisolatingandpurifyingpathogenicmicroorganismsbegan
withtheplateseparationmethod,whichensuredthepurityofthesamples.Rigorousidentificationprocedureswerethencarriedout,

includingdetailedmorphological,physiologicalandbiochemicalanalyses,followedbymolecularbiologytechniquesforgreater
precision.Additionally,genomesequencingwasperformedtogaininsightsintothegeneticmakeupofthesepathogens,anddrug
sensitivitytestingwasconductedtodeterminetheirresistanceorsusceptibilitytovarioustherapeuticagents.[Results]The
investigationrevealedsignificantfindingsonthepathogenicstrainM05isolatedfromdiseasedoysters.Thestrain,whichhasashort
rodmorphology,wassuccessfullyisolatedandpurified.Itsidentificationwascomprehensive,involvingnotonlyavisualexamination
ofitsappearancebutalsoathoroughanalysisofitsphysiologicalandbiochemicalcharacteristics.Inaddition,16SrRNA gene
sequencingconfirmeditsclassificationasVibriochagasii.Acrucialstepinvalidatingitspathogenicitywastheregressioninfection
test,whichshowedthattheM05straincouldindeedinducediseaseandleadtothedeathofoysterlarvae.Genomicsequencing
analysisprovidedfurtherinsightsintothevirulenceoftheM05strain.Thepresenceofvirulencegenessuchasthecolonisationfactor
AcfB,haemolysingeneandthetypeⅡsecretionpathwaygeneEpsD,whichfacilitatebacterialinvasionandinfection.Ontheother
hand,numerousresistancegeneswerealsoidentifiedinthegenomeandplasmidofthebacterialstrain.Theseresistancegenesposeda
challengeinthetreatmentofinfectionscausedbythisstrain.DrugsensitivitytestingrevealedthattheM05strainisrelatively
sensitivetoantibioticssuchasciprofloxacin,tigecycline,andcarbapenem,buthighlyresistanttoantibioticsbelongingtothe
penicillin,aminoglycoside,andcephalosporinclasses.Thisinformationiscrucialfordevelopingeffectivetreatmentstrategiesagainst
infectionscausedbyV.chagasii.[Conclusion]ThediscoveryofV.chagasiistrainM05,whichharborsnumerouspathogenicfactors,

underlinesitspotentialthreattooysterlarvae.Capableofcausinginfectionandsubsequentmortalityinthesefragileorganisms,this
bacteriumposesasignificantchallengetotheaquacultureindustry.Itsresistancetomultipleantibioticsfurthercomplicatesthe
problemandlimitstheeffectivenessoftraditionaltreatments.TheresearchfindingsonV.chagasiiM05providecriticalscientific
evidenceforthepreventionandcontrolofC.angulatadisease.Understandingthepathogenicmechanismsandantibioticresistance
patternsofthisbacteriumisessentialfordevelopingtargetedstrategiestoprotectthehealthofoysterpopulationsandensurethe
sustainabilityofoysteraquaculture.

Keywords:aquaculture;Crassostreaangulata;Vibriochagasii;genome-wideanalysis;drugsensitivityanalysis

  贝类增养殖是海水养殖的支柱产业之一,具有重

要的社会、经济及生态效益.福建省是全国贝类苗种生

产和养殖的核心基地,贝类育苗产量居于全国首位,贝
类养殖在全国养殖产量占比超过20%,且其贡献比例

在逐年增加[1-2].福建省贝类养殖主要以牡蛎为主,其年

均产 量 占 比 超 过60%[2].福 建 牡 蛎(Crassostrea
angulata)在我国主要分布在福建、浙江、广东、广西等

长江以南沿海地区,由于其具有产量高、壳薄及生长

快等优势,成为福建地区最重要的牡蛎养殖品种[3].
我国的海水养殖贝类多为双壳、滤食性、不投饵

种类,受滤食习性影响,体内微生物构成极易受养殖

环境的影响,进而影响自身的健康状况,每年养殖贝

类因病害导致的经济损失高达上百亿元[4-5].贝类病

害依据其致病机制不同,可分为病原性病害与环境胁

迫性病害两大类[5].病原性病害主要包括脓胞病、疱
疹病毒病和黏孢子虫病等,由细菌、病毒及寄生虫等

病原体所致[6-7].致病性弧菌病是双壳类动物育苗过

程中的主要瓶颈[3],患病贝类幼虫主要表现为活动能

力下降,随后大量死亡,成熟个体会出现外套膜萎缩、
组织溃烂等症状[8-9].许多不同的弧菌种类会导致养

殖牡蛎感染弧菌疾病,通过幼虫活体检查及组织学分

析发现,组织坏死、消化系统器官的病理脂质沉积是

弧菌病特征之一[10].研究表明致病性弧菌还能与牡蛎

疱疹病毒 OsHV-1协同作用,导致牡蛎大规模死

亡[11].近年来随着三倍体牡蛎养殖技术的兴起与广泛

推广,三倍体牡蛎育苗与养殖迅速扩张,但牡蛎育苗

厂频繁出现幼虫规模性死亡现象,对蓬勃发展的牡蛎

养殖产业构成了严峻挑战,严重影响养殖效益与产业

的可持续发展.
本研究针对福建牡蛎苗种培育过程中出现大规

模苗种死亡现象,通过平板分离法从患病牡蛎幼虫中

分离得到一株优势菌,结合形态学特征、生理生化和

分子生物学技术进行鉴定,并对分离得到的菌株进行

全基因组测序分析和药物敏感性试验,以期为牡蛎弧

菌病的防治提供理论依据.
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1 材料与方法

1.1 细菌分离纯化

患病福建牡蛎幼虫采集自福建省漳州市漳浦县,
采样时水温28℃,幼虫发育阶段为壳顶幼虫初期,长
度110~120μm,整体死亡率超过80%,通过光学显

微镜观察发现牡蛎幼虫出现空肠现象,未观察到寄生

虫.使用无菌采样袋将牡蛎幼虫转移至实验室,用
75%(体积分数)乙醇对样品进行表面消毒1次,用无

菌海水漂洗3次后与适量无菌海水混合置于无菌袋

中匀浆,匀浆液梯度稀释后涂布于海生细菌培养基

2216E和硫代硫酸盐-柠檬酸盐-胆盐蔗糖琼脂培养基

(TCBS)平板,并置于28℃下恒温培养24h.培养完

成后挑取单菌落在TCBS平板上进行划线纯化3次.
纯化后的菌种采用20%(体积分数)丙三醇保存于

-80℃冰箱.

1.2 形态学观察

将分离株在2216E平板上进行划线纯化,28℃恒温

培养12h,使用无菌牙签轻轻刮取平板上的菌落,并重

悬于无菌磷酸盐缓冲液(PBS)中,将铜网置于菌悬液中

5min,转移到2.5%(体积分数)戊二酸中固定5min,用
无菌去离子水清洗铜网2次,于1%(体积分数)钨酸中

染色1min,自然干燥,使用电子显微镜观察细菌形态.

1.3 回归感染

取对数生长期分离菌3000r/min离心5min,用
无菌生理盐水(质量分数0.9%NaCl溶液)重悬并调

整至浓度约1.6×109CFU/mL(CFU表示菌落形成

单位),采用浸泡法进行回归感染.实验用天然海水经

二氧化氯消毒并曝气1d,健康牡蛎幼虫取自福建省

漳浦县,将牡蛎幼虫密度调整为约3mL-1,分装于6
个玻璃缸中,每个玻璃缸10L水体,并添加适量小球

藻(Chlorellavulgaris).实验设1个实验组和1个对

照组,每组设置3个平行.实验组添加1mL菌液,攻
毒浓度约1.6×105CFU/mL;对照组添加1mL生理

盐水.实验过程全程曝气,水温28℃.每隔4h取50mL
水体用300目筛绢网收集牡蛎幼虫并在显微镜下

(100×)观察存活个体并计数,观察24h后挑取发白

个体进行病原菌重分离.

1.4 系统发育分析

细菌基因组提取按照细菌基因组提取试剂盒(上
海捷瑞生物工程有限公司)说明书步骤进行,使用

27F/1492R引物对扩 增 细 菌 16SrRNA 基 因 序

列[12].PCR反应体系为:2×TaqMasterMix(Vazyme)
12.5μL,上下游引物(10μmol/L)各1μL,基因组

DNA1μL,ddH2O9.5μL.反应条件如下:95℃预变

性5min;95℃变性30s,56℃退火30s,72℃延伸

1min;72℃延伸10min,4℃保存.反应循环35次,
反应体系50μL.反应产物交由厦门铂尚生物技术有

限公司进行测序.通过BLAST从NCBI网站(https:∥
www.ncbi.nlm.nih.gov/)GenBank下载沙氏弧菌

(Vibriochagasii)和其他弧菌菌株的参考序列,并使

用Mega7.0软件(邻接法)对测序所得序列进行系统

发育分析.

1.5 生理生化表型及药物敏感性分析

采用VITEK2Compact全自动细菌鉴定系统,对
目标细菌进行生理生化表型鉴定及最小抑菌质量浓

度(MIC)测定.首先,将分离菌接种于TCBS平板上,
于28℃下培养18h后挑选单一、典型的菌落,溶解于

0.45%(质量分数)NaCl溶液中,并利用比浊仪(梅里

埃DensiCHEKTM)精确调整悬液浊度至0.5McF(麦
氏浊度单位);然后将预置的生化鉴定与药敏测试卡

片按顺序置于载卡架上,通过自动化系统将处理好的菌

液引入卡片,启动VITEK2Compact进行自动检测[13].

1.6 全基因组测序分析

使用细菌基因组提取试剂盒提取细菌基因组

DNA,并交由广州基迪奥生物科技有限公司采用三代

ONT和二代Illumina两种技术相结合的方式进行全

基因组测序及分析.采用Fastp软件基因组对Illumina
测序数据进行质量控制,去除含有接头、N质量分数>
10%和质量值Q≤20的碱基数占整条reads50%以上

的reads[14].使用三代ONT测序数据进行基因组组装,
并使用Illumina数据对组装结果进行校正[15].基于校正

后的组装结果进行基因组的组分分析和功能注释[16].

2 结果与分析

2.1 细菌分离培养及回归感染分析

从患病牡蛎幼虫分离得到优势菌株 M05,其在

TCBS平板上呈黄色圆形菌落,不透明,表面光滑湿

润,边缘整齐,直径1~2mm,边缘整齐[图1(a)].电子

显微镜观察结果显示,分离菌株呈短杆状[图1(b)].回
归感染牡蛎幼虫在显微镜下苗体发白,无摄食现象

[图2(a)],与养殖场发病幼虫一致,对照组牡蛎幼虫

正常存活[图2(b)],实验组牡蛎幼虫24h后死亡率

达到60%以上[图2(c)].回归感染后发病的牡蛎幼虫
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图1 分离菌M05的菌落形态(a)和电镜图(b)

Fig.1 Characteristicsofcolonymorphology(a)andelectron
microscopyimage(b)ofisolatedbacteriumM05

中分离得到的菌株经16SrRNA 测序鉴定与感染菌

株一致(GenBank登录号:PQ157627).

2.2 分离菌株测序与系统发育分析

经测序获得分离菌株M05的16SrRNA 核苷酸

序列与GenBank下载的基因序列进行系统发育分析,
结果显示分离菌株与沙氏弧菌聚为一类,聚类置信度

为100%(图3),进一步表明分离得到的 M05菌株为

沙氏弧菌.

图2 感染(a)和健康(b)牡蛎幼虫形态及回归感染死亡率(c)

Fig.2 Morphologiesofinfected(a)andhealthy(b)C.angulata
larvalandmortality(c)inregressioninfectionexperiments

图3 沙氏弧菌16SrRNA 核苷酸序列的系统发育进化树

Fig.3 Phylogeneticrelationshipbetweenthenucleotidesequencesof16SrRNAofV.chagasii
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2.3 生理生化鉴定结果

分离菌株的生理生化特征鉴定结果显示(表1):
菌株对β-N-乙酰氮基葡糖苷酶、L-脯氮酸芳胺酶、β-N-
乙酰氢基半乳糖苷酶、磷酸酶和谷氮酸-甘氢酸-精氮

酸芳胺酶的反应呈阳性,对葡萄糖、麦芽糖等其他反

应均呈阴性.

表1 分离菌株的生理生化特征

Tab.1 Physiologicalandbiochemicalcharacteristicsofthe
isolatedstrain

测定项目
反应
结果

测定项目
反应
结果

丙氮酸-苯丙氮酸-脯
氨酸芳胺酶

- β-N-乙酰氢基半乳糖
苷酶

+

侧金盏花醇 - 丙二酸盐 -
吡咯烷酮芳胺酶 - 5-酮基-D-葡萄糖酸盐 -
阿拉伯醇 - L-乳酸盐碱化 -
纤维二糖 - α-葡糖苷酶 -

β-半乳糖苷酶 - 琥珀酸盐碱化 -

H2S生成 - 柠檬酸盐(钠) -

β-N-乙酰氮基葡糖苷酶 + α-半乳糖苷酶 -
谷氯酰芳胺酶pNA - 磷酸酶 +
葡萄糖 - 甘氮酸芳胺酶 -
谷氨酰转移酶 - 鸟氮酸脱羧酶 -
发酵/葡萄糖 - 赖氮酸脱羧酶 -

β-葡糖苷酶 - 脱羧酶基础 -

D-麦芽糖 - L-组氮酸同化 -

D-甘露醇 - 香豆酸 -

D-甘露糖 - β-葡萄糖醛酸酶 -

β-木糖苷酶 - 0/129耐药 -

β-丙氮酸芳胺酶 - L-苹果酸盐同化 -

L-脯氮酸芳胺酶 + ELLMAN -
脂肪酶 - L-乳酸盐同化 -
古老糠 - 蓝糖 -
酪氮酸芳胺酶 - D-堪格糖 -
尿素酶 - D-海薄榻 -

D-山梨醇 - 谷氮酸-甘氢酸-精氮
酸芳胺酶

+

注:+表示阳性、-表示阴性.ELLMAN:Ellman试剂法测
定巯基或相关酶活性的生化检测指标.

2.4 药物敏感性分析

抗生素药物敏感性检测结果如表2所示,分离菌株

对呋喃妥因和氨曲南表现出极高的耐药性,MIC分别为

32和16μg/mL.环丙沙星对分离菌株的MIC最低,为
0.0625μg/mL,其次是美罗培南,MIC为0.125μg/mL.

表2 抗生素药物敏感性检测结果

Tab.2 Resultsofantibioticsusceptibilitydetermination

抗生素类别 药物名称 MIC/(μg·mL-1)

青霉素类 氨苄西林 2
氨苄西林-舒巴坦 1/0.5

头孢类 头孢噻肟 1
头孢西丁 2
头孢他啶 8

四环素类 四环素 1
替加环素 0.25

磺胺类 甲氧苄啶-磺胺甲恶唑 0.5/9.5
多肽类 黏菌素 1
大环内酯类 阿奇霉素 8
喹诺酮类 环丙沙星 0.0625

萘啶酮酸 4
氨基糖甙类 链霉素 4

阿米卡星 4
酰胺醇类 氯霉素 4
硝基呋喃类 呋喃妥因 32

β-内酰胺类 氨曲南 16
碳青霉烯类 厄他培南 0.25

亚胺培南 0.25
美罗培南 0.125

注:联合用药以“A-B”表示,并用a/b表示药物 A、B的

MIC(a对应A,b对应B).

2.5 全基因组测序分析

2.5.1 基因组概况

沙氏弧菌 M05基因组大小为5585575bp,GC
含量44.42%,编码基因4844个,其中包括分泌蛋白

编码基因483个,细菌毒素分泌系统(TNSS)效应蛋

白编码基因10个.基因组圈图如图4所示.此外,M05
菌株包含3个质粒,大小分别为332018,89375和

41562bp,编码基因数分别为352,59和40个.基因

组组装数据GenBank登录号:CP125664~CP125668.

2.5.2 基因功能注释

沙氏弧菌M05基因组在GeneOntology(GO)数
据库中共注释基因4827个,功能分类统计结果显示
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(图5):在生物过程部分,基因主要分布在细胞过程、
代谢过程、定位和对刺激的响应等功能分类中;在细

胞组分部分,基因主要分布在细胞膜、细胞膜组件、大

分子复合物和细胞器等功能分类中;在分子功能部

分,基因主要分布在催化活性、结合、转运活性和核酸

结合转录因子活性等功能分类中.

最外圈是基因组序列位置坐标,由外圈到里圈分别为:正链基因、负链基因、非编码RNA(黑色表示tRNA,红色表示rRNA)、

GC含量(红色表示大于均值,蓝色表示小于均值)、GC偏移(用来衡量G和C的相对含量,用于环状染色体中

标记起点和终点;GC偏移=(G含量-C含量)/(G含量+C含量);紫色表示大于0,橙色表示小于0).

图4 基因组圈图

Fig.4 Genomecirclemap

图5 GO功能注释图

Fig.5 GOfunctionalannotationdiagram

·448·



第5期 葛 辉等:福建牡蛎致病菌沙氏弧菌的分离鉴定及全基因组分析

http:∥jxmu.xmu.edu.cn

  M05基因组在 KEGG(KyotoEncyclopediaof
GenesandGenomes)数据库注释到2789个基因,分
布于131个通路,主要富集在碳水化合物代谢、氨基

酸代谢、辅因子和维生素的代谢、翻译、复制和修复、
膜传输、信号传导、细胞群落和细胞运动性等通路中

(图6).

图6 KEGG功能注释图

Fig.6 KEGGfunctionalannotationdiagram

2.5.3 毒力基因分析

M05 基 因 组 在 VFDB(VirulenceFactorsof
PathogenicBacteria)数据库注释到10个基因片段,对
应4种毒力基因,分别为AHML_18530-溶血素、ASA_
0824-膜蛋白、sigma54特异性转录调控因子的编码基

因和Ⅱ型分泌途径基因EpsD,以及质粒1含毒力基

因副定殖因子AcfB基因.

2.5.4 耐药性与抗性基因分析

M05菌株基因组及质粒1和3包含的抗性基因

如表3所示:其中gidB与氨基糖苷类抗生素抗性相

关;cya 与磷霉素抗性相关;ABCantibioticefflux
pump与林可酰胺抗生素抗性相关;EF-Tu与埃夫霉

素抗生素抗性相关;gyrB 与氨基香豆素类抗生素抗

性相关;ABC-Fribosomalprotectionprotein与大环

内酯类抗生素、林可酰胺抗生素、链菌素抗生素、四环

素抗生素、恶唑烷酮类抗生素、氯霉素抗生素和胸膜

菌素抗生素抗性相关;fusA 与夫西地酸抗性相关;
ethA与乙硫异烟胺抗性相关.

3 讨论与结论

弧菌病是导致水生动物大规模死亡的主要疾病,
已成为贝类育苗生产的主要威胁之一[17-18].患弧菌病

的贝类幼虫染病过程相似,可观察到患病幼虫失去活

动能力,随后大量死亡,但致病菌种类多样[19].最常见

的导致贝类幼体死亡的弧菌包括灿烂弧菌(V.
splendidus)、河口弧菌(V.aestuarianus)、副溶血弧菌

(V.parahaemolyticus)和溶藻弧菌(V.alginolyticus)
等[10].沙氏弧菌是水产养殖病原菌之一,可引起虾夷

扇贝(Patinopectenyessoensis)贝柱脓胞病[20];对紫扇

贝 (Argopecten purpuratus)幼 虫 和 厚 壳 贻 贝

(Mytiluscoruscus)也具有致病性[21-22];Fabbro等[23]

在患病的银带真银汉鱼(Atherinaboyeri)皮肤表面鉴

定到沙氏弧菌;但沙氏弧菌未被报道会导致牡蛎幼虫

死亡.本研究从患病福建牡蛎幼虫中分离得到沙氏弧

菌M05菌株,并通过回归感染试验证明其致病性,扩
大了沙氏弧菌的天然宿主范围.

细菌的毒力基因与其致病性密切相关,毒力基因

可在不同菌株之间转移,导致菌株毒力基因的传播与

扩散[24].从生物被膜中分离的沙氏弧菌菌株携带23
个毒力基因,包括溶血素基因、外膜蛋白基因OmpW、
铁摄取调控蛋白基因fur等,能够引起成年贻贝的感

染[22];已有研究从养殖鲷鱼(Sparusaurata)苗体中

分离出的沙氏弧菌检测到与毒力、疾病和防御相关的

各种基因,包括参与霍乱毒素生物合成、有毒化合物、
主动宿主入侵和细胞内抗性的基因[25];紫扇贝中分离

的沙氏弧菌菌株携带的毒力因子包括金属蛋白酶、溶
血素和胞外多糖Ⅱ型分泌系统等[13].本研究中分离的

沙氏弧菌M05菌株携带的毒力基因有溶血素、膜蛋

白、sigma54特异性转录调控因子的编码基因和Ⅱ型

分泌途径基因EpsD,以及副定殖因子AcfB基因.溶
血素基因是常见的细菌毒力基因,在水产常见致病性

弧菌中广泛分布[26-30].膜蛋白是细胞控制物质进出的

关键,可能作为细胞控制毒素分泌的关键因子[31].
sigma54特异性转录调控因子负责细胞应激信号相关

的基因转录起始[32],受sigma54调控的基因在鞭毛合

成、细菌趋化性和双组分系统组中显著富集,而这些基
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表3 抗性基因及对应的抗生素类别

Tab.3 Resistancegenesandcorrespondingantibioticcategories

抗性基因位置 抗性基因/蛋白名称 对应的抗生素类别

M05基因组 gidB 氨基糖苷类

cya 磷霉素

ATP-bindingcassette (ABC)antibiotic
effluxpump

林可酰胺

Elongationfactor(EF)-Tu 埃夫霉素

gyrB 氨基香豆素类

ABC-Fribosomalprotectionprotein 大环内酯类、林可酰胺、链菌素、四环素、恶唑烷酮类、氯霉素、胸膜
菌素

fusA 夫西地酸

ethA 乙硫异烟胺

质粒1 aftA 多胺

murA 磷霉素

gyrA 喹诺酮类

Penicillin-binding protein mutations
conferringresistancetoβ-lactamantibiotics

头孢菌素、头霉素、青霉烷

katG 异烟肼

resistance-nodulation-celldivision(RND)
antibioticeffluxpump

大环内酯类、氟喹诺酮类、内酰胺类、碳青霉烯类、头孢菌素、头霉
素、青霉烷、四环素类、抗菌肽、氨基香豆素类、二氨基嘧啶类、磺酰
胺类、氯霉素

质粒3 MCRphosphoethanolaminetransferase 抗菌肽

TRUβ-lactamase 头孢菌素、青霉烷

subclassB3PEDOβ-lactamase 碳青霉烯类

tetracycline-resistantribosomalprotection
protein

四环素类

rpoB 利福霉素

RNDantibioticeffluxpump 大环内酯类、氟喹诺酮类、内酰胺类、碳青霉烯类、头孢菌素、头霉
素、青霉烷、四环素类、抗菌肽、氨基香豆素类、二氨基嘧啶类、磺酰
胺类、氯霉素

因在细菌表面附着、运动性、生物膜形成以及致病性

中起重要作用[33].EPSⅡ型分泌系统广泛存在于格兰

氏阴性细菌中,是一个双跨膜的蛋白质分泌系统,其
与周质丝状假菌毛、十二体外膜复合物和细胞质分泌

ATP酶的相互作用来协调分泌过程[34],EPSⅡ型分

泌系统参与肠毒素、外毒素 A和造孔毒素等的分

泌[35-37].副定殖因子AcfB基因编码一个外排泵的组

分,是Ⅲ型分泌系统的组成成分,该外排泵能够将细

菌的毒力因子分泌至宿主细胞内,从而促进细菌的感

染和致病,AcfB 基因在辅助细胞的定殖和生物膜形

成中起关键作用[38-39].

回归感染试验表明沙氏弧菌M05菌株感染牡蛎

幼虫24h致死率可达到60%,与从紫扇贝中分离的

VPAP40菌株相近,而高于 VPAP36菌株[26],表明

M05菌株具有较强的致病性.弧菌感染贝类幼虫的方

式主要是弧菌细胞被幼虫摄食,通过食道进入消化系

统,定殖在消化腺,并迅速扩展到周围器官,最终完全

定殖在幼虫体内[40-41].M05菌株携带的定殖因子和溶

血素等毒力因子有助于其在牡蛎体内定殖并导致疾

病的发生.
在外部环境的选择压力下,细菌可通过基因水平

转移或突变等方式获得新的耐药性[42].本研究分离的
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沙氏弧菌携带多种耐药性相关基因,其中包括常见的

头孢类、氨基糖苷类、四环素类和喹诺酮类等的抗性

基因.滕炜鸣等[20]从虾夷扇贝中分离的沙氏弧菌菌株

对头孢类、氨基糖苷类和青霉素类等多种抗生素敏

感,而M05菌株药敏试验结果显示其具有较强的耐药

性,主要对环丙沙星、替加环素和青霉烯类的厄他培

南、亚胺培南和美罗培南等新研发的抗生素较敏感,
而对青霉素类、氨基糖苷类和头孢类抗生素均具有较

强的耐药性.除M05菌株自身携带的耐药基因外,质
粒1和质粒3中携带的大量抗性基因可能是导致其获

得多种耐药性的原因.
综上,本研究明确了福建牡蛎幼虫细菌性疾病的

病原及耐药特征,为针对性制定牡蛎幼虫病害防控策

略、科学选择治疗药物提供了重要理论依据.
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