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摘要：【目的】探讨从养殖场动物、环境和饲养员分离的大肠杆菌的 gyrA 和 parC 基因突变特征。【方法】

用琼脂稀释法测定环丙沙星和恩诺沙星对菌株的最小抑菌浓度。PCR扩增 gyrA 和 parC 基因的喹诺酮耐药决定区，

扩增的片段长度分别为 525 bp 和 487 bp，PCR 产物直接测序。【结果】在 63 株突变株中，在 GyrA 亚基发生的

氨基酸替代有 Ser83→Leu（62 株）和 Asp87→Asn（52 株）、Asp87→Tyr（2 株）、Asp87→His（2 株）；ParC 亚

基的氨基酸替代有 Ser80→Ile（47 株）、Ser80→Arg（2 株）和 Glu84→Val（3 株）、Glu84→Lys（4 株）、Glu84

→Gly（5 株）、Glu84→Ala（1 株）。环丙沙星对菌株的 MIC 小于 0.125μg·ml
-1
时，GyrA 和 ParC 亚基均没有任

何变异；环丙沙星的 MIC 为 0.125～0.25 μg·ml-1
时，GyrA 亚基出现单一氨基酸替代；环丙沙星的 MIC 为 0.5～32

μg·ml
-1
时，出现 GyrA 83 位和 87 位双替代或者 GyrA83 和 ParC80 位双替代；环丙沙星的 MIC 为 4～128μg·ml

-1
，

发生 GyrA 双替代和 ParC 单替代；环丙沙星的 MIC 在 16～128μg·ml
-1
，发生 GyrA 双替代和 ParC 双替代。【结

论】不同来源的耐氟喹诺酮类药物的大肠杆菌 GyrA 和 ParC 具有多种氨基酸替代类型，而且 GyrA 和 ParC 突变位

点的数量与菌株对氟喹诺酮类耐药水平呈正相关。 
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Abstract：【Objective】To detect mutations of gyrA and parC in 72 Escherichia coli strains isolated from human feces, animal 
feces and the environment.【Method】MICs of ciprofloxacin or enrofloxacin for 72 isolates were determined by an agar dilution test 
with standard strain ATCC25922 as the control. The mutations in the quinolone resistance-determining regions (QRDRs) of the gyrA 
and parC genes were analyzed by PCR and sequencing. 【Result】Amino acid substitutions (number of strains) found in 63 mutants 
were Ser83→Leu（62）and Asp87→Asn（52），Asp87→Tyr（2），Asp87→His（2）in GyrA and Ser80→Ile（47），Ser80→Arg
（2）and Glu84→Val（3），Glu84→Lys（4），Glu84→Gly（5），Glu84→Ala（1）in ParC．No amino acid changes in GyrA 
or ParC were detected when strains MIC of ciprofloxacin were under 0.125 μg·ml-1．A single substitution in GyrA was found in the 
strains whose MIC of ciprofloxacin ranged from 0.125 to 0.25μg·ml-1．Double substitutions in GyrA or one in GyrA with one in ParC 
were found in the strains with MICof ciprofloxacin ranging from 0.5 to 32 μg·ml-1．A double changes in GyrA and a single change in 
ParC were found in strains with MIC of ciprofloxacin ranging from 4 to 128 μg·ml-1．Double changes in GyrA and double changes in 
ParC were found in strains with MIC of ciprofloxacin ranging from 16 to 128 μg·ml-1．【Conclusion】A variety of amino acid 
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changes in GyrA and ParC were detected in the fluoroquinolone-resistant E. coli isolates from different origin．A correlation was 
found between the number of changes in the QRDR of GyrA and ParC and the resistance level to fluoroquinolone in E. coli strains. 
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0  前言 

【本研究的重要意义】在动物生产过程中大量使

用抗菌药，促进了肠道细菌种群中耐药菌的筛选，导

致正常肠道菌群的耐药水平提高。这些细菌为致病菌

形成了巨大的耐药基因库[1]。因而，内源性菌群的耐

药水平可视为抗菌药选择压力的良好标志，也是预测

病原菌耐药性的指标之一。大肠杆菌既是肠道菌群的

共生菌，又是条件性致病菌，因而食品动物肠道大肠

杆菌也是重要的潜在感染源。尽管仍存在争论，但有

学者推测食品动物肠道寄殖的耐药大肠杆菌可能通过

食物链、人与动物的直接接触及污染环境而传播到人，

从而对公共卫生造成严重威胁[2,3]。因此，探讨从养殖

场的不同动物、饲养员以及环境中分离的大肠杆菌对

氟喹诺酮类药物的耐药机制具有重要意义，并且为动

物生产过程中合理使用氟喹诺酮类药物提供理论依

据。【前人研究进展】氟喹诺酮类药物为一类抗菌作

用强、抗菌谱广的化学合成抗菌药，已广泛用于人医

临床以及兽医治疗和预防细菌感染性疾病[4]。近年来，

从人类和动物分离的大肠杆菌中对氟喹诺酮类药物的

耐药菌株迅速增多，耐药菌谱也日益扩大，严重影响

其疗效和临床应用[5~8]。大肠杆菌对氟喹诺酮类药物的

耐药机制主要有 3 种：（1）编码靶酶 DNA 促旋酶（由

gyrA 和 gyrB 基因编码）和拓扑异构酶 IV（由 parC
和 parE 编码）的基因突变；（2）膜的通透性降低；

（3）膜的主动外排泵激活[4,6,9~11]。【本研究切入点】

目前国内外对大肠杆菌氟喹诺酮类药物耐药机制的研

究多数集中于对人类临床分离株和动物源致病性大肠

杆菌的研究，对从养殖场分离的非致病性大肠杆菌对

氟喹诺酮类耐药性的研究较少。【拟解决的关键问题】

研究大肠杆菌氟喹诺酮类药物靶位基因（gyrA、gyrB、
parC 和 parE）突变的位点、类型、数量及其与耐药

水平的相关性。 

1  材料与方法 

1.1  菌株 

试验所用菌株为广东省兽药研制与安全评价重点

实验室 2001～2003 年从规模化养殖场分离的大肠杆

菌保存菌株，其中动物（猪、鸡和牛）粪便分离株 47

株，饲养环境分离株 11 株，饲养员粪便分离株 14 株，

共 72 株。大肠杆菌标准菌株 ATCC25922 购自美国菌

种保存中心。 
1.2  培养基及主要试剂  

伊红美兰琼脂，营养肉汤培养基，MH 肉汤培养

基，水解酪蛋白琼脂（MH 琼脂）均购自杭州天和微

生物试剂有限公司。盐酸环丙沙星对照品和恩诺沙星

对照品购自中国兽医药品监察所。TaKaRa ExTaqTM
和 DL2000 DNA marker 购自 TaKaRa 公司。 
1.3  主要仪器设备 

THZ-C 恒温振荡器（广州深华生物技术有限公

司），PCR 扩增仪（eppendorf Mastercycler®，德国），

DYY-6B 型稳压稳流电泳仪（北京市六一仪器厂），

DYCP-31C 型电泳槽（北京市六一仪器厂），WFH-201
型紫外分析仪（温州孚华分析仪器厂），电泳凝胶成像

系统（英国 UVItec 公司），数显隔水式恒温培养箱（上

海浦东跃欣科学仪器厂），超净工作台（苏州净化设备

有限公司）；台式高速离心机（eppendorf，德国），微

量移液器（eppendorf，德国）。 
1.4  MIC 的测定－琼脂平板稀释法[12] 

抗菌药物原液配制方法：盐酸环丙沙星加蒸馏水

配成 1 280 μg·ml-1；恩诺沙星先用少量乙醇溶解，再

加蒸馏水配成 2 560 μg·ml-1。用细菌滤器（直径 0.22 
μm）过滤除菌，分装备用。以灭菌水倍比稀释药物原

液，分别精密量取 1.5 ml 不同浓度药液与 13.5 ml MH
琼脂于 12 cm 直径的平皿中充分混匀，制成含梯度浓

度药物的琼脂平板。在 96 孔板中用 MH 肉汤将 0.5 麦

氏比浊度菌液稀释 10 倍，用多头接种器吸取菌液接种

于琼脂平板表面。平板置于 37℃培养箱中培养 16 h
后观察结果。设立肉汤对照。每株菌重复 3 个接种点，

以 3 个重复接种的菌落同步生长或抑制方为有效。参

照 NCCLS（1999）公布的标准，以质控菌 (E.coli 
ATCC25922) MIC 在允许范围内者方可记录。 
1.5  细菌总 DNA 的提取   

采用煮沸法提取 DNA：挑取 1 个单菌落接种到 5 
ml LB 肉汤，37°C 振摇孵育 20 h。取 1.5 ml 培养物于

离心管中离心，13 000 r/min，5 min。弃上清，沉淀用

200 ml 灭菌双蒸水重悬，95℃水浴 10 min，13 000 
r/min 离心 5 min。得到的上清液可直接作为 PCR 扩增 



8 期               陶文琴等：养殖场分离的耐氟喹诺酮类药物的大肠杆菌基因突变研究    1669 

的模板。 
1.6  引物设计及合成   

根据 GenBank 中 E.coli K-12 株相应的基因序列， 

利用 Primer 5.0软件分别设计 gyrA、parC、gyrB和 parE
基因的 PCR 扩增引物（表 1），由上海博亚生物技术

公司合成。

  

表 1  gyrA、parC、gyrB 和 parE 基因 PCR 扩增引物 

Table 1  Primers of gyrA, parC, gyrB and parE for PCR 

目的基因 
Target genes 

引物序列（5′→ 3′） 
Sequences(5′ to 3′） 

长度(bp） 
Length (bp） 

扩增片段（bp） 
Amplification (bp） 

GenBank 登录号 
GenBank access 

gyrA F: GAGGGATAGCGGTTAGATGAGC 22 525 X06373 
 R: CCGTTCACCAGCAGGTTAGG 20   
parC F: AATGAGCGATATGGCAGAGCG 21 487 M58408 
 R: TTGGCAGACGGGCAGGTAG 19   
gyrB F: GCCTTTCTTCACTTTGTACAGCG 23 794 AE000447 
 R: GTGACGGCGGTACTCACCTG 20   
parE F: CTGACCGAAAGCTACGTCAACC 22 892 M58409 

 R: CGTTCGGCTTGCCTTTCTTG 20   

F：上游引物 Forward；R：下游引物 Reverse 
 

1.7  PCR 扩增 

gyrA 和 parC 基因 PCR 反应体系：在 50 μl 反应

体系中，4 种 d NTP 的终浓度各为 0.2 mmol·L-1，上、

下游引物的终浓度各为 0.2 μmol·L-1，TaKaRa EXTaq 
DNA 聚合酶 1.25U，10×EXTaq Buffer 5.0 μl，DNA
模板 1.0 μl。PCR 反应程序：94℃变性 5 min；然后

94℃30 s，58℃30 s，72℃45 s，30 个循环； 后 72
℃延伸 5min。gyrB 和 parE 基因 PCR 反应体系除

dNTP 的终浓度各为 0.25 mmol·L-1之外，其余同上。

PCR 反应程序：94℃变性 10 min；然后 94℃45 s，56
℃45 s，72℃60 s，35 个循环； 后 72℃ 延伸 10 min。
1%琼脂糖凝胶电泳检查 PCR 反应产物，DL-2000 
DNA Marker 作分子量标准。 
1.8  测序及结果分析  

  将PCR反应产物送上海博亚生物技术公司测序。

对于从未报道的突变，再重复PCR和并测序以确证。

用DNASIST软件，将所测的序列与从GenBank获得的

相应基因片段进行核苷酸和氨基酸序列比对分析。 

2  结果与分析 

2.1  大肠杆菌 gyrA 、parC、gyrB 和 parE 基因 PCR

扩增结果 

经 PCR 扩增获得与各个基因目的片段大小一致

的条带（图 1～3）。 
2.2  大肠杆菌 gyrA 、parC、gyrB 和 parE 基因突变 

72 株不同来源的 E.coli 分离株的 gyrA 和 parC 喹
诺酮耐药决定区（ quinolone resistance-determining 
region，QRDR）突变引起的不同氨基酸替代类型及其 

发生的菌株数见表 2。 
对于 GyrB 亚基，在 12 株 E.coli 对氟喹诺酮类高

度耐药菌株中，有 8 株（包括标准菌株 ATCC25922）
发生 Phe385→Ala 替代；有 1 株在 GyrB 发生 Ser 
492→Asn；其余 3 株未测序；对于 ParE 亚基，有 3
株发生 Ser 458→Ala 替代，Ile355→Thr 和 Ile529→Thr
替代各 1 株，其余 7 株耐药株和标准菌株无突变。 
2.3  大肠杆菌 gyrA 、parC 基因突变与耐药表型相关

性 

如表 3 所示，所有 E.coli 分离株的恩诺沙星 MIC
与环丙沙星 MIC 具有 1～8 倍的倍比关系，说明二者

呈完全交叉耐药性。所有菌株按 GyrA 和 ParC QRDR
不同氨基酸替代组合可分为 13 种突变型。各突变型与 

 

 
 
M. DL－2000 marker；1.大肠杆菌 ATCC25922；2.菌株 CG13-5 
M. DL－2000 marker；1.E.coli ATCC25922；2. Strain CG13-5 

 

图 1 E.coli gyrA 基因 PCR 产物琼脂糖电泳图 

Fig.1 Agrose gel electrophoresis of E.coli gyrA PCR products 
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M. DL－2000 marker；1.氟喹诺酮类敏感株；2～3. 氟喹诺酮类耐药株 

M. DL－2000 marker；1. FQs susceptible strain；2-3. FQs resistant strains  

 

图 2  parC 基因 PCR 产物琼脂糖电泳图 

Fig.2  Agrose gel electrophoresis of E.coli parC PCR products 
 

 

 
M. DL－2000 marker；1.大肠杆菌 ATCC25922；2～10.氟喹诺酮类耐菌

株 
M. DL－2000 marker；1.E.coli ATCC25922；2-10. FQs resistant strains 

 

图 3  E.coli gyrB 和 parE 基因 PCR 产物琼脂糖电泳图谱 

Fig. 3  Agrose gel electrophoresis of E.coli gyrB 和 parE PCR 

products 
 
环丙沙星 MIC 的关系如下：当菌株的环丙沙星 MIC
小于 0.125 μg·ml-1时，GyrA 和 ParC 亚基均没有任

何变异；环丙沙星 MIC 为 0.125～0.25 μg·ml-1时，

GyrA 亚基出现单一氨基酸替代；环丙沙星的 MIC
为 0.5～32 μg·ml-1时，出现 GyrA 83 位和 87 位双替

代或者 GyrA83 和 ParC80 位双替代；环丙沙星的 MIC

为 4～128 μg·ml-1时，发生 GyrA 双替代和 ParC 单

替代；环丙沙星的 MIC 在 16～128 μg·ml-1时，发生

GyrA 双替代和 ParC 双替代。 
 

表 2  GyrA 和 ParC QRDR 区的氨基酸替代及其发生频率 

Table 2  Frequency of amino acid changes in the GyrA and 
ParC QRDR 

 氨基酸替代 
Amino acid substitutions 

菌株数 
Strains No． 

Ser83→Leu 62 
Asp87→Asn 52 
Asp87→Tyr 2 

GyrA 

Asp87→His 2 
ParC Ser80→Ile 47 
 Ser80→Arg 2 
 Glu84→Val 3 
 Glu84→Lys 4 
 Glu 84→Ala 5 
 Glu84→Gly 1 

 

3  讨论 

3.1  大肠杆菌 gyrA 和 parC 基因突变分析 

在 63 株 E.coli 突变株中发生 多的替代是

Ser83→Leu（62）；其次是 Asp87→Asn（52）和

Ser80→Ile（47）；其它较少的替代为 Glu84→Ala（5）、
Glu84→Lys（4）、Glu84→Val（3）、Asp87→Tyr（2）、
Asp87→His（2）、Ser80→Arg（2）和 Glu84→Gly（1）。
结果表明，动物肠道菌群中的耐氟喹诺酮类大肠杆菌

在 GyrA 和 ParC 的氨基酸变异具有多种类型，这些突

变类型与临床耐药菌的报道一致[4,11,13]。另外，从动物、

饲养员和环境等不同来源的大肠杆菌分离株之间具有

相似的 GyrA 和 ParC 氨基酸变化特征，而且与 Saenz
等[14]报道的从食品动物、食品和人中分离的大肠杆菌

GyrA 和 ParC 氨基酸变化具有类似的规律。值得注意

的是，本文首次报道了在 ParC 蛋白的 Glu84→Ala 这

一氨基酸替代。这 5 株突变株均为高度耐药株（环丙

沙星 MIC 为 32～128 μg·ml-1），且分别来自于猪（3
株）、牛（1 株）和饲养环境（1 株）。在人类还没有

发现的突变型却在动物肠道菌群中首先发现，这表明

动物尤其是动物肠道可能成为耐药基因或耐药菌的孵

育器和储存库。另外，动物专用的恩诺沙星与人医常

用的环丙沙星之间存在完全交叉耐药性。这些结果都

提示了在动物生产过程中滥用氟喹诺酮类药物的可能

对公共卫生造成潜在威胁。 
虽然 GyrA 和 ParC 的 QRDR 区的氨基酸替代各 
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表 3  不同来源 E.coli GyrA 和 ParC QRDR 氨基酸变化及其与环丙沙星 MICs 的关系 

Table 3  Amino acid changes in the QRDR of GyrA and ParC proteins in 72 E.coli strains of different origins and the corresponding 
relation with MICs of ciprofloxacin 

   MIC (μg·ml-1） 氨基酸变化 Amino acid changes 

GyrA ParC 

分型 
Types 

菌株来源(菌株数） 
Origins （No.） 

菌株总数 
Total No. CIP ENR 

Ser83 Asp87 Ser80 Glu84 

0 H(4),P(1),Ch(4), 9 0.008～0.06 0.016～0.125     

Ⅰ H(2),Ch(2),P(1) 5 0.125～0.25 1 Leu    

Ⅱ Ch(1) 1 0.125 1  Tyr   

Ⅲ H(1),Ch(1),P(2), 4 0.5～8 2～32 Leu  Ile  

Ⅳ P(1) 1 4 16 Leu  Arg  

Ⅴ H(1),Ch(1),Ca(1),P(1) 4 8～32 16～64 Leu Asn   

Ⅵ Ch(2) 2 4 16 Leu His Ile  

Ⅶ P(1) 1 8 32 Leu Asn Arg  

Ⅷ H(4),Ch(3),Ca(5),P(11),E(9) 32 4～128 8～128 Leu Asn Ile  

Ⅸ P(4) 4 32～64 64～128 Leu Asn  Lys 

Ⅹ H(1),E(1) 2 16～32 32～64 Leu Asn Ile Val 

Ⅺ Ca(1),P(3),E(1) 5 32～128 64～128 Leu Asn Ile Ala 

Ⅻ H(1) 1 64 64 Leu Asn Ile Gly 

Ⅷ P(1) 1 32 64 Leu Tyr Ile Val 

H. 人 Human；P. 猪 Pig；Ch. 鸡 Chiken; Ca. 牛 Calf；E: 环境 Environment；CIP. 环丙沙星 Ciprofloxacin；ENR. 恩诺沙星 Enrofloxacin 
 

不相同，但其规律有类似之处。在 GyrA QRDR 区的

氨基酸变化，Ser83 替代为 Leu，失去了形成氢键的羟

基，并导致脂肪链的置换。Asp87 替代为 Asn、Tyr 或
His，失去了负电荷氨基酸[15]。这些氨基酸的变化规律

提示了在 DNA 螺旋酶－DNA 复合体与喹诺酮类药物

相互作用时，氢键的形成以及负电荷的存在起重要作

用。同样地，在 ParC 的氨基酸变异中，Ser80 替代为

Ile 或 Arg 后失去形成氢键的能力，而 Glu84 替代为

Val、Lys、Gly 或 Ala 则失去负电荷。 
E.coli GyrA83 位氨基酸与喹诺酮 1 位的基团结

合，而 GyrA87 位氨基酸与 7 位的基团结合。因此，

这些位点处不同的氨基酸替代以不同的方式和程度影

响与喹诺酮分子的亲和力。因而，同一位点不同的氨

基酸替代可能导致不同的喹诺酮类药物敏感水平[14]。 
3.2  E.coli gyrB 和 parE 基因突变分析 

目前认为大肠杆菌中能导致对喹诺酮类耐药的

GyrB 替代是 Asp426→Asn 和 Lys447→Glu[16,17]，但本

研究在 9 株高度耐药菌中均未发现这两个位点替代，

这与 Saenz 等的报道一致[14]。但在本试验发现 GyrB
另外 2 个位点的氨基酸变异 Phe385→Ala 和 Ser 492→
Asn。前者发生于多数的耐药菌株和敏感菌株，后者

发生于一株高度耐药株中，这一替代对耐药性的贡献

还有待探讨。对于 ParE，分别发现 3 个位点的氨基酸

改变：Ile355→Thr、Ser458→Ala 和 Ile529→Thr。这

与 Komp 等[18]从人尿道分离 E.coli 中发现的 ParE458

位（Ser→Thr）和 529 位（Ile→Leu）氨基酸变化相比，

替代位点相同而替代的氨基酸类型不同。这些氨基酸

替代的意义还有待于进一步研究。而目前普遍认为

ParE 氨基酸替代对喹诺酮耐药关系不大[19]，仅在 E. 
coli 体外诱导喹诺酮耐药株中在发现 Leu445→His
替代，而且只有当 GyrA 同时突变时才对喹诺酮类

MIC 有影响。 
3.3  E.coli GyrA 和 ParC 亚基的变化与氟喹诺酮类

耐药水平的相关性 

GyrA 亚基的单个氨基酸替代的菌株只是造成对

环丙沙星敏感性下降（MIC 0.125～0.25 μg·ml-1）。这

些单碱基替代菌株虽然不具有临床意义，但在药物压

力下有利于筛选出高水平耐药株，所以在耐药性监测

和指导临床用药上具有重要意义，对于筛选和开发新

的氟喹诺酮类药物具有指导作用。双氨基酸替代分为

2 种：或是分别发生在 GyrA 亚基和 ParC 亚基，或是

都在 GyrA 亚基上。前者造成耐药水平（环丙沙星 
MIC 0.5～8.0 μg·ml-1）低于后者耐药水平（8～32 
μg·ml-1）。3 个氨基酸替代（2 个 GyrA 替代和 1 个 ParC
替代）在氟喹诺酮类药物耐药株中的出现频率较高，

且所有菌株为高水平耐药，但其环丙沙星 MIC 值跨

度较大（4～＞128 μg·ml-1）。具有相同氨基酸替代的

菌株其耐药表型却相差很大，提示了除靶位突变外还

有其它非靶位耐药机制的参与，如外排泵将药物排除，

膜通透性降低，或调节基因座 mar 的调控蛋白 MarR 
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突变等[20,21]。 
从本试验中各种不同替代类型菌株的环丙沙星 

MIC 值可知，GyrA83 位单个氨基酸的变化对 MIC 的

影响很小，但在所有的耐药株中都有这一突变，提示

了 GyrA83 氨基酸替代是 E.coli 分离株产生对氟喹诺

酮类耐药性的 首要条件。而 GyrA 87 位和 ParC 80
位的替代是高水平耐药必需的条件，ParC 84 位替代

有助于耐药水平进一步提高。与报道一致[4,11,13]，本试

验没有发现只发生parC突变而gyrA没有突变的菌株，

说明在氟喹诺酮类耐药性发展过程中 ParC 变异亚基

只有在 GyrA 变异亚基存在时才能发挥作用。 

4 结论 

动物肠道 E.coli 对氟喹诺酮类耐药水平较高，突

变类型较多，提示抗菌药压力可能使动物肠道正常菌

群成为耐药菌的孵育器；GyrA 和 ParC 突变替代的类

型和数量与菌株对氟喹诺酮类的耐药水平呈正相关。 
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