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环丙沙星诱导对临床耐药菌株主动外排
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倍&本研究表明!长期使用环丙沙星

诱导!能够使临床耐药株对其
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转录量增加!更强的耐药性可能是由主动外排泵介导产生&
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在兽医临床应用的增多!大肠埃希菌对
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抗菌药

的耐药率也呈逐渐上升的趋势)
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&目前研究认为!

细菌耐
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的主要机制是
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拓扑异构酶的改

变'细菌膜通透性的改变和药物外排泵的外排等)
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药物外排泵是一类位于细胞膜上的具有特殊结构的

膜转运蛋白!其作用机制是当细胞内的药物浓度蓄

积达到一定数量时!药物外排泵系统相关基因的
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的增加!结果使细胞膜上外排泵的数量增

加!导致细胞内的药物被大量泵出!进而引起细菌耐

药!外排泵种类较多!作用底物广泛)
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性菌中!过量表达的
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家族外排泵是细菌抗生

素耐药性形成的重要原因之一)
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亚抑菌浓度的药物对多种细菌的主动外排泵表达具
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!使敏感菌转变为耐药菌株&笔者

也使用亚抑菌浓度环丙沙星诱导大肠杆菌标准菌

株!发现其能诱导外排泵基因的表达)
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&大肠埃希

菌临床分离耐药菌株与大肠埃希菌标准质控菌株不

同!其本身对多种药物耐药&在临床治疗过程中!

由于药物吸收'分布和代谢过程中!浓度发生变

化!肯定会有部分时间药物浓度低于最低抑菌浓

度!因此!研究亚抑菌浓度抗菌药物对临床耐药细

菌的影响具有更重要的临床意义&本研究以临床

分离
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环丙沙星诱导后!

95X

家族主动外排基因
$"'!

'

$"'E

'

$"'L

'

$"'J

'

$"'C

'

;:#!

及其上游调控基因

;$'!

'

'+5!

和
0+Q-

基因
695;

表达量的变化!以

其为临床合理使用抗菌药物剂量!防治细菌耐药

提供新思路&
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琼脂糖凝胶进

行电泳&

表
#

!

主动外排基因荧光定量
=+0

引物序列

.5E41#

!

.>1=+0

N

F7-1FA:8F:438F1AC19C1

O

359676567M1=+0

8:5C67M11::43Q

N

3-

N2

191;161C6789

基因

3B-B,

引物序列"

2[!*[

#

7AB

Q

E$6BE,B

]

HB-FB,

长度%
O

Q

YE#"HFR,$GB

$"'!

3;;337;343;4;743;;34;

4;3;74;44777434;473

/&

$"'E

3;;343;74;74474373774

4;;;3374443;34;;7;44

%&.

$"'L

737374733473437737;7

3443;7;;;44;;73;4437

%2(

$"'J

;;;3343;;473343;;;;3

4744734733473;737;77

%&&

$"'C

73;73373343334777374

74;443;4344;774;3;43

%%&

;:#!

;337;777473433343;74

3347744;44;47744;477

((

;$'!

73;;33;;;37;;43;3443

4337;777;73433433;;4

%%*

'+5!

3;3;;;;7437344;3;;47

;;3;7;43443473;77337

%&0

0+Q-

;74;;;;;7433;4347433

3;77;4;774344;;43443

1&

/

$

D

!

3;;;7333;43;;3773373

;;44;4777477434;44;3

%&)

%'2')

!

Y49

产物的纯化与回收
!!

参照
7V;5

S

B@

Z$"$YHE$P$F?R$#-=$R

试剂盒使用说明书!回收纯化

Y49

产物!具体步骤参见胶回收试剂盒说明书&

%'2'2

!

标准曲线绘制
!!

将各检测基因胶回收

Y49

产物稀释成
%&

h0

'

%&

h*

'

%&

h)

'

%&

h2

'

%&

h.

'

%&

h1

'

%&

h(共
1

个梯度!作为模板进行扩增!反应体

系为
0&

,

\

$

0e:̂ <997Y49

预混液
%&

,

\

!上下

游引物分别为
&')

,

\

!不同浓度稀释的模板
0

,

\

!

超纯水补足体积&扩增条件$

/)i

变性
06$-

(

/)

i%2,

'

.0i%2,

'

.(i*&,

!共
)&

个循环!反应结

束后分析熔解曲线!每个浓度重复
*

次!绘制各个目

的基因和内参基因标准曲线&

%'2'.

!

环丙沙星诱导不同代数耐药菌株主动外排

基因的
695;

水平检测
!!

利用上面建立的荧光

221%
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定量
97!Y49

方法!对环丙沙星诱导不同代数的

*̂2

'

K)2

诱导株的外排相关结构基因和调控基因以

及管家基因
/

$

D

!

的
695;

水平进行测定&

Y49

仪上读取各个样品的
A#

值!并由熔解曲线判定

Y49

反应的特异性&

#H)

!

统计分析

根据
A#

值和标准曲线计算定量结果!通过

0

h

,,

A#计算各个主动外排基因在不同诱导代数的相

对 转 录 水 平!

,

A#目的基因 jA#目的基因 hA#持家基因!

,,

A#j

,

A#不同诱导代数 h

,

A#未诱导菌株!各 基 因 的

695;

相对转录量以
0

h

,,

A#表示&

!

!

结
!

果

!H#

!

诱导菌株
JT+

测定

环丙沙星对
*̂2

'

K)2

菌株及诱导株
ZV4

见表

0

&结果显示!

*̂2

第
%&

代环丙沙星诱导株的
ZV4

发生了改变!而
K)2

第
%2

代环丙沙星诱导株发生改

变!环丙沙星对二者
ZV4

均变为
&

代菌株的
0

倍&

经过
*&

代的诱导!环丙沙星对二者
*&

代诱导株的

ZV4

均为
02.

,

S

+

6\

h%

!分别与
%&

代和
%2

代数

值相同&

表
!

!

环丙沙星对
UI(

$

d%(

菌株及其诱导株的
JT+

.5E41!

!

+7

N

F8:48Q5C79F1A7A6596A6F579A7A84561;:F8-C4797C5459;79;3C1;A6F579A

,

S

+

6\

h%

菌株

:RE?$-

各代次
ZV4ZV4#PB?FA

S

B-BE?R$#-,RE?$-

&

代
2

代
%&

代
%2

代
0&

代
02

代
*&

代

*̂2 %0( %0( 02. 02. 02. 02. 02.

K)2 %0( %0( %0( 02. 02. 02. 02.

!H!

!

0,B

提取

对提取的细菌总
95;

进行测定!

8X

0.&-6

%

8X

0(&-6

在
%'(

'

0'&

!电泳结果显示
95;

分子完

整&图
%

为
*̂2

菌株诱导不同阶段提取
95;

后的

电泳图!泳道
%

'

0

'

*

'

)

分别代表未诱导'诱导至
2

代'诱导至
02

和
*&

代时的
95;

电泳结果&

%'̂ *2

&

菌株(

0'̂ *2

2

菌株(

*' *̂2

02

菌株(

)' *̂2

*&

菌株(

Z'Z?EDBE0&&&X5;

相对分子质量标准

%':RE?$- *̂2

&

(

0':RE?$- *̂2

2

(

*':RE?$- *̂2

02

(

)':RE?$-

*̂2

*&

(

Z'Z?EDBE0&&&

图
#

!

代表性菌株
0,B

电泳图

S7

2

H#

!

B

2

5F8A1

2

14141C6F8

N

>8F1A7A8:6>1

N

5F67540,B8:

JH#$&+

!HI

!

各个主动外排基因的标准曲线

所有基因融解曲线只有一个峰!没有引物二聚体!

说明引物设计合理!结果准确!符合要求&从扩增曲线

来看!相同稀释度的标准品几乎重合!重复性能够达到

试验要求!相关系数'扩增效率和回归方程见表
*

&

!H%

!

环丙沙星诱导不同阶段耐药菌株
-0,B

转录

水平分析

!!

采用建立的荧光定量方法!测定了
*̂2

'

K)2

菌

株不同诱导阶段的各个基因
695;

转录量!持家基

因
/

$

D

!

为内参基因&未诱导菌株的转录量作为

,

%

-!不同诱导阶段菌株均与未诱导菌株进行比较!

得到每个诱导菌株各基因的相对转录量!结果见

表
)

和图
0

'

*

&结果显示!对
*̂2

耐药株来说!诱导

至第
%&

代时!除了
;:#!

基因转录量降低外!其他

(

种基因转录量与原代菌株相比!均有一定程度的

提高!

$"'L

基因转录量提高至诱导前的
2&'0%

倍!

增加最为明显!其他
1

个基因的转录量介于
%'0.

'

2'%&

!转录量差异均达到显著水平"

H

%

&'&2

或
H

%

&'&%

#(至
0&

代时!

$"'!

'

$"'E

'

;$'!*

个基因与未

诱导前相比!转录量增加!但与对应
%&

代的菌株相

比转录量下降(

$"'J

'

'+5!

和
0+Q-*

个基因转录量

与诱导前和诱导至
%&

代时相比转录量均增加!数值

介于
%')&

'

*'(%

!差异显著"

H

%

&'&2

或
H

%

&'&%

#&

$"'L

'

$"'C

和
;:#!

转录量均小于
%

!且
$"'L

与
%&

代菌株的转录量相比!显著下降"

H

%

&'&2

#(至
*&

代时!除了
;:#!

基因转录量小于
%

以外!其他基因

表达量介于
%'0&

'

/.'&1

!

$"'L

基因转录量增加最

为明显!为原代菌株的
/.'&1

倍&

而对于
K)2

耐药株!至
%&

代时!只有
$"'E

'

$"'C

.21%
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期 刘建华等$环丙沙星诱导对临床耐药菌株主动外排基因转录的影响

表
I

!

主动外排基因相关系数$扩增效率及回归方程

.5E41I

!

.>1C8FF1456789

%

1::7C719C

@

59;47915FF1

2

F1AA7891

O

356789A8:5C67M11::43Q

N

3-

N2

191A

基因

3B-B,

相关系数

F

0

扩增效率

>PP$F$B-F

I

回归方程

\$-B?EEB

S

EB,,$#-B

]

H?R$#-,

$"'! %'&& 0'&0 A#jh*'0..)@#

S

样本拷贝数
c*%'0&

$"'< %'&& %'/& A#jh*'2//2@#

S

样本拷贝数
c00'))

$"'L %'&& 0'%. A#jh0'//&)@#

S

样本拷贝数
c*&'/0

$"'J %'&& %'/. A#jh*')%2@#

S

样本拷贝数
c*&'()

$"'C &'// 0'%% A#jh*'&(*@#

S

样本拷贝数
c*0'.%

;:#! %'&& 0'&* A#jh*'0.&0@#

S

样本拷贝数
c*%'20

;$'! %'&& 0'&/ A#jh*'%*0&@#

S

样本拷贝数
c*&'%(

'+5! %'&& 0'&/ A#jh*'%*%.@#

S

样本拷贝数
c0/').

0+Q- &'// 0'&1 A#jh*'%.*0@#

S

样本拷贝数
c*%').

/

$

D

! %'&& 0'&% A#jh*'0/.)@#

S

样本拷贝数
c0('/2

;'$"'!

基因(

<'$"'E

基因(

4'$"'L

基因(

X'$"'J

基因(

>'$"'C

基因(

W';:#!

基因

;'$"'!

S

B-B

(

<'$"'E

S

B-B

(

4'$"'L

S

B-B

(

X'$"'J

S

B-B

(

>'$"'C

S

B-B

(

W';:#!

S

B-B

图
!

!

环丙沙星不同诱导阶段
'#/5

$

'#/A

$

'#/6

$

'#/J

$

'#/K

和
)405

外排基因转录量

S7

2

H!

!

.>1-0,BF14567M16F59ACF7

N

67898:'#/5

%

'#/A

%

'#/6

%

'#/J

%

'#/K59;)40579C7

N

F8:48Q5C7979;3C1;JH#$&+

121%
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表
%

!

UI(

$

d%(

菌株及其诱导株主动外排及其调控基因
-0,B

相对量

.5E41%

!

.>1-0,BF14567M16F59ACF7

N

67898:5C67M11::43Q

N

3-

N

59;F1

2

34561

2

19179UI(

%

d%(59;6>17FC7

N

F8:48Q5C7979;3C1;

JH#$&+A6F579A

菌株

:RE?$-,

*̂2 K)2

%& 0& *& %& 0& *&

$"'! *'1%l&'%)

""

*'*1l&'%*

""

.'%0l&'2.

""

&'./l&'&)

"

%2'*2l%'&)

""

%*')2l%'0)

""

$"'E 2'&%l&'&1

""

*'&*l&'0%

""

0'&%l&'&%

""

0'1.l&'%2

""

2('(/l%')2

""

)('.1l&'1(

""

$"'L 2&'0%l%'1(

""

&'1*l&'&*

"

/.'&1l2'&0

""

&'*0l&'&%

""

&'*)l&'&&

""

0'(&l&')2

""

$"'J %'0.l&'%)

"

%')&l&'&(

"

.'2)l&')2

""

&'/&l&'&& *%'2.l%'.)

""

.1'.2l%'.)

""

$"'C %'.%l&'%*

"

&'/.l&'&& *'0*l&'%%

""

%'1*l&'%/

""

&'01l&'&%

""

%&0'2)l%%')*

""

;:#! &'01l&'&0

""

&'*1l&'&2

"

&'0/l&'&)

""

&'/*l&'&& *.'2&l%'/&

""

*%'.1l%'%&

""

;$'! 2'%&l&'..

""

)'&.l&'*1

""

%'0&l&'&%

"

&'11l&'&2

"

&'*(l&'&%

"

0.'0.l0'%0

""

'+5! 0'&(l&'0.

""

*'%&l&'0*

""

%'(1l&'&&

""

&'%2l&'&&

""

&'&*l&'&&

""

2'%&l&'%0

""

0+Q- %'2%l&'%%

"

*'(%l&'%%

""

0'1(l&'%)

""

&'**l&'&*

""

&'/)l&'&) *'&&l&'0*

""

"

'H

%

&'&2

(

""

'H

%

&'&%

&原代菌株转录量为
%

"

'H

%

&'&2

(

""

'H

%

&'&%'7ABRE?-,FE$

Q

R$#-@BTB@#P

Q

E$6?E

I

,RE?$-C?,%

;';$'!

基因(

<''+5!

基因(

4'0+Q-

基因

;';$'!

S

B-B

(

<''+5!

S

B-B

(

4'0+Q-

S

B-B

图
I

!

环丙沙星不同诱导阶段
)'/5

$

/$15

和
($N@

外排基因

转录量

S7

2

HI

!

.>1-0,BF14567M16F59ACF7

N

67898:)'/5

%

/$1559;

($N@79C7

N

F8:48Q5C7979;3C1;JH#$&+

基因转录量增加!转录量分别为
0'1.

和
%'1*

倍!其

他
)

种外排基因和
*

种调控基因转录量不仅没有提

高!反而有一定程度的下降!转录量的值介于
&'%2

'

&'/*

(至
0&

代时!

$"'!

'

$"'E

'

$"'J

'

;:#!

基因转录

量增加极显著"

H

%

&'&%

#!分别为原代菌株的
%2'*2

'

2('(/

'

*%'2.

'

*.'2&

倍(至
*&

代时!所有测定基因

的转录量均大于
%

!

$"'C

基因转录量增加最为明显!

为原代菌株的
%&0'2)

倍&

I

!

讨
!

论

普遍的观点认为!与抗菌药物长期接触!是病原

菌产生耐药性的关键所在)

%2

*

&抗菌药物给细菌的

生存环境造成了选择性压力!这种环境压力因素可

以通过多种机制导致病原菌对抗菌药物产生更强耐

药性)

%.

*

&药物外排泵是一类位于细胞膜上的具有

特殊结构的膜转运蛋白!当细胞内的药物浓度聚集

达到一定数值时!药物外排泵系统相关
695;

的表

达增加!结果使细胞膜上外排泵的数量增加!使细胞

内的药物被泵出)

%1

*

&本研究依据细菌耐药性的原

因及机制!人为造成环丙沙星的选择性压力环境!对

0

株临床耐药菌株进行体外选择性诱导培养!测定

诱导过程中!

ZV4

及主动外排基因
695;

相对表

达量的变化&结果发现!在这样的生长条件下!菌株

的耐药性更强!环丙沙星对其
ZV4

值也相应增加&

*̂2

耐药株培养至
%&

代!

K)2

菌株培养至
%2

代时!

其
ZV4

由
%0(

,

S

+

6\

h%升至
02.

,

S

+

6\

h%

&对

诱导出的耐药菌株在无抗菌药物
ZJ

肉汤中连续

(21%
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期 刘建华等$环丙沙星诱导对临床耐药菌株主动外排基因转录的影响

传代培养
2"

!

ZV4

无明显改变!说明临床耐药株经

过长期不断地接受抗菌药物的压力!可诱导菌株获

得稳定的高强度耐药性&陈妍等)

%(

*使用环丙沙星对

%&

株大肠埃希菌进行诱导"包括
.

株敏感株!

ZV4

'

%

,

S

+

6\

h%

'

%

株中介耐药株!

ZV4j0

,

S

+

6\

h%

!和

*

株耐药株!

ZV4

$

0

,

S

+

6\

h%

#!结果
%&

株菌株

被诱导成高度耐药菌株"

ZV4

*

%0(

,

S

+

6\

h%

#!诱

导后
ZV4

比诱导前增加
(

'

(0&2

倍&在本研究

中!环丙沙星对
0

株菌株的
ZV4

仅增加了
%

倍!考

虑主要是环丙沙星对选择菌株的
ZV4

初始值较大

的原因&

在不同的诱导阶段!两个耐药菌株外排相关基

因
695;

表达水平变化不尽相同&至
*&

代时!除

了
*̂2

菌株的
;:#!

基因以外!其余所有基因与原

代菌株相比!都有所升高!但并不呈直线上升趋势&

在起始诱导阶段!耐药菌株为适应与环丙沙星共生

长的环境!有些基因表达量不升反降!诱导株适应了

该浓度的环丙沙星以后!其外排基因表达量会出现

大幅增加&但若此时环丙沙星对其
ZV4

增加!调整

共培养的环丙沙星浓度!诱导株外排相关基因会再

次表达下降!生长不良等现象&

$"'!

和
$"'E

作为

大肠埃希菌中最为主要的外排基因!其高表达可以

造成细菌对抗菌药物耐药&但其表达受到
6?E

操

纵子的调控!柳巨雄等)

%/

*报道!大肠埃希菌多重耐

药株的
$"'!

和
;$'!

的
695;

表达水平与其耐药

水平存在相关性&在鼠伤寒沙门菌!缺失
$"'E

基因

后!多西环素'庆大霉素'阿米卡星'环丙沙星'恩诺

沙星'氟苯尼考'头孢曲松和头孢噻呋的
ZV4

值降

低
0

'

%0(

倍)

0&

*

&本研究发现!耐药菌株在诱导
*&

代时!

.

种主动外排基因中!除了
*̂2

菌株
;:#!

基

因表达量减少外!其他基因表达量都有较大程度的

提高&

*

种外排调控基因表达量与原代菌株相比!

表达量也有一定程度的增加&

K)2

菌株中!

;$'!

的

表达量增加倍数显著高于
0+Q-

'

'+5!

的增加倍数!

这与文献报道吻合&具体表达量的变化可能和菌株

个体差异有关!

*̂2

耐药株为鸭源菌株!

K)2

耐药株

为鸡源菌株!两株菌株原始用药背景不同!这可能是

两株耐药株的诱导株个体差异的原因&另外!诱导

耐药株耐药的机制是多方面的!可能还存在拓扑异

构酶的改变'外膜通透性改变等其他耐药机制)

0%

*

&

%

!

结
!

论

经过亚抑菌浓度环丙沙星长时间诱导!能够使

临床耐药大肠埃希菌对环丙沙星耐药性增强!并能

使多种主动外排相关基因
695;

表达量增加!这为

阐明环丙沙星诱导耐药性的产生机制'合理使用抗

菌药物剂量提供参考&
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