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论著

沙门菌传代中(氟)喹诺酮类抗生素筛选株药敏性及相关基因突变和表达

牛沁雅 1,李珂婷 1,曹晨阳 1,盛焕精 1,李伟 1,崔生辉 2,李凤琴 3,杨保伟 1

(1. 西北农林科技大学食品科学与工程学院,陕西
 

杨凌 　 712100;
  

2. 中国食品药品检定研究院,
北京 　 102629;
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摘　 要:目的 　 研究在不同浓度(氟)喹诺酮类抗生素存在条件下,沙门菌在传代时得到的筛选株中与耐药性相关

部分基因的变异和表达水平变化规律及其与耐药性间的关联性。 方法 　 使用含有一定浓度(氟)喹诺酮类抗生素

的肉汤培养基对沙门菌进行培养,在含有相同浓度同类抗生素的平板上划线筛选突变株,微量肉汤稀释法测定筛

选株的药敏性,聚 合 酶 链 式 反 应 ( PCR) 结 合 DNA 测 序 确 定 喹 诺 酮 耐 药 决 定 区 ( quinolone
 

resistance-determining
 

region,QRDR)基因 突 变,实 时 荧 光 定 量 PCR ( real-time
 

qPCR) 法 检 测 外 排 泵 AcrAB-TolC 编 码 基 因 表 达 水 平。
结果 　 沙门菌(ATCC

 

14028s)在含有不同代、不同浓度(氟)喹诺酮类抗生素的 LB 培养基中培养、筛选后,筛选株

对抗生素耐受性均有不同程度增加。 萘啶酮酸第 5 ~ 7 代筛选株 gyrA 突变,发生 Asp87Tyr 变异;环丙沙星第 4 ~ 7
代筛选株 gyrA 突变,发生 Asp87Asn 变异;加替沙星、左氧氟沙星和德拉沙星第 1 ~ 7 代筛选株 gyrA 中均未检出核苷

酸突变。 随着抗生素浓度增加,各抗生素相应筛选株中外排泵 AcrAB-TolC 编码基因表达水平较原始菌株增加,差

异有统计学意义(P<0. 05),第 7 代菌株 acrAB-tolC 表达量间差异无统计学意义(P> 0. 05)。 (氟)喹诺酮类抗生素

对不同代筛选株的最小抑菌浓度(MIC)与其对沙门菌(ATCC
 

14028s)的 MIC 值比值、gyrA 突变、acrAB-tolC 表达水

平与抗生素作用浓度和筛选代数间呈正相关。 结论 　 在(氟)喹诺酮类抗生素作用下,沙门菌可通过 QRDR 基因突

变及增加 acrAB-tolC 表达适应抗生素胁迫环境;新一代(氟)喹诺酮类抗生素作用于沙门菌时,菌株 QRDR 靶位点

突变概率降低;多次重复作用后,菌株 acrAB-tolC 表达量虽然增加,但表达量间差异无统计学意义(P> 0. 05),避免

了因突变导致耐药性的进一步增强。
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Abstract:
  

Objective 　 To
 

study
 

the
 

mutation
 

and
 

expression
 

of
 

genes
 

of
 

Salmonella
 

when
 

screened
 

by
 

different
 

concentrations
 

of
 

quinolone
 

and
 

fluoroquinolones
 

during
 

propagation
 

and
 

their
 

relation
 

with
 

antibiotic
 

resistance.
 

Methods
Salmonella

 

strain
 

was
 

cultured
 

in
 

broth
 

medium
 

and
 

screened
 

on
 

nutrition
 

plate
 

with
 

different
 

concentration
 

of
 

quinolone
 

and
 

fluoroquinolones.
 

Antimicrobial
 

susceptibility
 

of
 

the
 

screened
 

subculture
 

was
 

tested
 

by
 

broth
 

microdilution
 

method,
 

mutation
 

of
 

genes
 

in
 

quinolone
 

resistance-determining
 

region
 

( QRDR )
 

was
 

detected
 

using
 

polymerase
 

chain
 

reaction
( PCR) and

 

DNA
 

sequencing
 

method,
 

and
 

expression
 

level
 

of
 

the
 

encoding
 

genes
 

of
 

multi-drug
 

associated
 

efflux
 

pump
 

AcrAB-TolC
 

was
 

detected
 

by
 

real-time
 

qPCR.
 

Results 　 Antibiotic
 

resistance
 

level
 

of
 

the
 

subcultures
 

screened
 

from
 

LB
 

plate
 

with
 

quinolone
 

and
 

fluoroquinolones
 

inducement
 

increased
 

in
 

different
 

extents.
 

Mutation
 

of
 

Asp87Tyr
 

in
 

gyrA
 

in
 

QRDR
 

was
 

detected
 

from
 

the
 

fifth
 

to
 

the
 

seventh
 

generation
 

of
 

nalidixic
 

acid
 

screened
 

strains.
 

Mutation
 

of
 

Asp87Asn
 

in
 

gyrA
 

in
 

QRDR
 

was
 

detected
 

from
 

the
 

fourth
 

to
 

the
 

seventh
 

generation
 

of
 

ciprofloxacin
 

screened
 

strains.
 

No
 

amino
 

acid
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mutation
 

was
 

detected
 

from
 

gyrA
 

in
 

the
 

first
 

to
 

the
 

seventh
 

generation
 

of
 

gatifloxacin,
 

levofloxacin
 

and
 

delafloxacin
 

screened
 

strains.
 

Compared
 

to
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

the
 

multi-drug
 

efflux
 

pump
 

AcrAB-TolC
 

encoding
 

genes
 

of
 

the
 

original
 

strain,
 

those
 

of
 

the
 

screened
 

strains
 

had
 

significantly
 

(P<0. 05)
 

increased
 

resistance.
 

No
 

significant
 

difference
 

was
 

detected
 

among
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

AcrAB-TolC
 

encoding
 

genes
 

in
 

the
 

seventh
 

generation
 

of
 

screened
 

strains.
 

The
 

ratio
 

of
 

the
 

minimal
 

inhibitory
 

concentrations
 

( MICs)
 

of
 

the
 

screened
 

strains
 

and
 

that
 

of
 

Salmonella
 

Typhimurium ( ATCC
 

14028s) ,
 

gene
 

variation
 

and
 

relative
 

expression
 

level
 

of
 

acrAB-tolC
 

of
 

Salmonella
 

significantly
 

positive
 

correlated
 

with
 

subculture
 

generation
 

and
 

antibiotic
 

concentration.
 

Conclusion 　 Under
 

the
 

selective
 

pressure
 

of
 

antibiotics,
 

Salmonella
 

strain
 

could
 

adapt
 

the
 

stress
 

environment
 

through
 

QRDR
 

mutation
 

and
 

increase
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

multi-drug
 

efflux
 

pump
 

AcrAB-TolC.
 

When
 

the
 

next
 

generation
 

fluoroquinolone
 

was
 

used,
 

the
 

mutation
 

frequency
 

of
 

QRDR
 

decreased.
 

After
 

subcultured
 

several
 

times,
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

acrAB-tolC
 

of
 

the
 

screened
 

strains
 

increased,
 

however,
 

no
 

significant
 

difference
 

was
 

detected
 

among
 

the
 

expression
 

level,
 

which
 

avoided
 

the
 

antibiotic
 

resistance
 

of
 

Salmonella
 

to
 

be
 

further
 

increased.
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　 　 沙门菌( Salmonella) 是一种广泛寄生于人和动

物肠道的革兰阴性菌,也是引起腹泻疾病的重要病

原菌之一。 全球每年有 9
 

400 万例肠胃炎病例和

155
 

000 例死亡均与沙门菌有关 [ 1-2] 。 在我国,每年

约有 300 万例沙门菌感染。 目前,沙门菌导致的疾

病治疗中,抗生素依然是最直接、有效的首选药物。
然而,使用抗生素所产生的耐药问题却日益严重,
对 动 物、 人 类 健 康 及 公 共 卫 生 安 全 造 成 极 大

威胁 [ 3-4] 。
(氟)喹诺酮类抗生素是一类人工合成的抗菌

药,是沙门菌病治疗中使用最多的抗生素之一。 自

20 世纪 60 年代萘啶酮酸被发明后,该类药物已经

历 4 代发展,于其药效基团第 6 位加入氟原子得到

系列氟喹诺酮类药物,提高了药效,降低了其对细

菌 的 最 小 抑 菌 浓 度 ( minimum
 

inhibition
 

concentration,
 

MIC) [ 5] 。 第二代、第三代、第四代氟

喹诺酮类抗生素分别以环丙沙星、左氧氟沙星和加

替沙星为代表,目前备受关注的新型氟喹诺酮类药

物为德拉沙星。 随着(氟) 喹诺酮类药物的革新,其
抗菌活性明显提升, 抗菌谱更为广泛, 副作用降

低 [ 6] 。 由于动物养殖和临床治疗中长期依赖和使

用(氟)喹诺酮类抗生素,沙门菌对该类药物的耐受

性明显提高。 目前认为,介导沙门菌对(氟) 喹诺酮

类药物耐药的主要机制为:①沙门菌染色体喹诺酮

耐药决定区编码基因突变,即 gyrA 和 gyrB 编码的

DNA 解旋酶亚基以及 parC 和 parE 编码的拓扑异构

酶Ⅳ亚基氨基酸序列突变改变酶的空间结构,导致

细菌耐药;②细胞膜通透性改变、外排泵表达量的

增加导致细菌对(氟) 喹诺酮类药物在内的抗生素

吸收减少而耐药,如 acrAB-tolC 编码的能量依赖型

外排系统 AcrAB-TolC 外排增加后,可将细胞内抗生

素外排至胞外进而降低药物敏感性 [ 7] ;③耐药质粒

携带 qnrA、qnrB、qnrS 和 aac(6’ ) -Ib-cr 等基因的编

码产物导致包括(氟) 喹诺酮类抗生素在内的抗生

素水解或钝化而产生耐药 [ 7-10] 。
目前,国内外对沙门菌耐药性、流行病学的研

究报道较多,有学者研究了环丙沙星作用下沙门菌

药敏性的变化情况及耐药机理,但沙门菌在不同代

(氟)喹诺酮类抗生素作用下药敏性的变化速度及

相关基因变异规律并不明确 [ 11-15] ,因此,本研究选

取了不同代(氟)喹诺酮类抗生素代表药物,在沙门

菌传代过程进行胁迫筛选,探究随着(氟) 喹诺酮类

药物的革新及传代代数的增加,筛选株的药敏性及

相应耐药机制的变化规律,为遏制或减缓多重耐药

性加剧提供参考。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 菌株

沙门菌标准菌株( ATCC
 

14028s)分别用于抗生

素体外筛选、药敏性、喹诺酮耐药决定区( quinolone
 

resistance-determining
 

region, QRDR) 相关编码基因

突变和 acrAB-tolC 表达水平测定。
1. 1. 2　 主要仪器与试剂

电泳仪( Mini-sub
 

Cell) 、凝胶成像系统、聚合酶

链式反应 ( PCR) 仪、实时荧光定量 PCR ( real-time
 

qPCR)仪均购自美国 Bio-Rad,超微量核酸分析仪

(杭州奥盛仪器有限公司) ,超纯水机,立式压力蒸

汽灭菌器,微量移液器,隔水式恒温培养箱,百分之

一天平,超净工作台,生物安全柜(美国 NUAIRE) ,
小型台式高速离心机,-20 和-80

 

℃ 超低温冰箱。
Ex

 

TaqTm
 

DNA
 

Polymerase、 DL
 

2000
 

Marker、
Loading

 

Buffer、反转录试剂盒、Premix
 

Ex
 

Taq 均购自

宝生物工程( 大连) 有限公司,细菌总 RNA 提取试

剂盒 [ 天 根 生 化 科 技 ( 北 京 ) 有 限 公 司 ] 。 Luria-
Bertani( LB) 琼脂、LB 肉汤、Mueller-Hinton ( MH) 琼

脂、MH 肉汤、萘啶酮酸( nalidixic
 

acid,
 

NAL) 、阿米

卡 星 ( amikacin,
 

AMK ) 、 氨 苄 西 林 ( ampicillin,
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AMP) 、 磺 胺 异 噁 唑 ( sulfisoxazole,
 

SUL ) 、 氯 霉 素

( chloramphenicol,
 

CHL) 、四环素( tetracycline,
 

TET)
均购自 北 京 陆 桥 技 术 股 份 有 限 公 司, 加 替 沙 星

( gatifloxacin,
 

GAT,美国 LKT
 

Laboratory) ,环丙沙星

( ciprofloxacin,
 

CIP,美国 Sigma
 

Aldrich) ,德拉沙星

( delafloxacin,
 

DELA, 北 京 源 叶 生 物 科 技 有 限 公

司) ,左氧氟沙星( levofloxacin,
 

LEFO,百灵威科技有

限公司) ,XLT4 琼脂及其添加剂均购自美国 BD。
 

1. 1. 3　 引物

QRDR 基因 gyrA、gyrB、parC 和 parE,外排泵编

码基因 acrA、acrB 和 tolC,沙门菌属特异性基因 invA
扩增和测序引物序列及扩增片段如表 1 所示。

表 1　 PCR 扩增和测序用引物

Table
 

1　 Primers
 

for
 

PCR
 

amplification
 

and
 

sequencing

引物名称 序列( 5′-3′)
片段大
小 / bp

参考
文献

gyrA

gyrB

parC

parE

16S
 

rRNA

acrA

acrB

tolC

invA

F:ACGTATTGGGCAATGACTGG
R:GGAGTCGCCGTCAATAGAAC
F:CAAACTGGCGGACTGTCAGG
R:AGCCCAGCGCGGTGATCAGC
F:CGTCTATGCGATGTCAGAGC
R:TAACAGCAGCTCGGCGTATT
F:GTCAATGTGCGGCATTTGTT
R:ATCCCCTTCCACAAGGAACA
F:AAAGCGTGGGGAGCAAACAG
R:CCGCTGGCAACAAAGGATAA
F:CGGTCGTTCTGATGCTCTCA
R:GCCCTGTTGTGGAACCAGTA
F:AAGAGCACGCATCACTACAC
R:CGCTTCGGACATCACGTAAA
F:CAGACGCTGATCCTCAATAC
R:TGCTGATGGAGGCGTTAATA
F:GTGAAATTATCGCCACGTTCGGGCAA
R:TCATCGCACCGTCAAAGGAACC

191 [ 16]

212 [ 16]

265 [ 16]

242 [ 16]

369 [ 16]

885 [ 16]

768 [ 16]

702 [ 16]

285 [ 17]

1. 2　 方法

1. 2. 1　 抗生素体外筛选

采用 抗 生 素 浓 度 递 增 法 对 沙 门 菌 ( ATCC
 

14028s)进行体外传代筛选。 具体方法为:将适量供

试菌株纯培养物接种至抗生素浓度为 0. 5 ×MIC 的

LB 肉汤培养基中,37
 

℃ 、120
 

r / min 培养 24 ~ 48
 

h。
肉汤培养物划线接种至含有同浓度同种抗生素的

MHA 平板,37
 

℃ 培养 24 ~ 48
 

h。 从 MHA 平板上挑

取一个单菌落,同时接种至相应抗生素浓度分别为

0. 5 和 1 × MIC 的 LB 肉汤培养基,37
 

℃ 、120
 

r / min
培养 24 ~ 48

 

h。 抗生素浓度为 0. 5×MIC 的 LB 肉汤

培养物用于 real-time
 

qPCR 检测, 抗生素浓度为

1×MIC 的 LB 肉汤培养物划线接种至抗生素浓度相

同的 MHA 平板上继续培养,以此类推,即进行 0. 5、
1、2、4、8、16、32 × MIC 共 7 个抗生素浓度的 7 代筛

选。 不同抗生素各获得 7 代筛选株,菌株命名为:抗
生素英文名称首字母-代数, 即: 萘啶酮酸筛选株

N1-N7、环丙沙星筛选株 C1-C7、 加替沙星筛选株

G1-G7、左氧氟沙星筛选株 L1-L7、德拉沙星筛选株

D1-D7。
1. 2. 2　 药物敏感性测定

采用美国临床实验室标准化委员会 ( Clinical
 

Laboratory
 

Standard
 

Institute,
 

CLSI) [ 18] 推荐的微量

肉汤稀释法测定抗生素对筛选株的 MIC,按照 CLSI
标准判读药敏结果并确定耐药表型。 药敏测定中

使用大肠埃希菌( ATCC
 

25922 和 ATCC
 

35218) ,粪
肠球菌( ATCC

 

29212)作为标准质控菌株。
1. 2. 3　 PCR 扩增和基因序列比对分析

采用煮沸法 [ 19] 制备 DNA 模板。 PCR 扩增程序

为:94
 

℃ 预变性 10
 

min;94
 

℃ 变性 1
 

min,55
 

℃ 退火

1
 

min, 72
 

℃ 延 伸 1
 

min, 35 个 循 环; 72
 

℃ 延 伸

10
 

min;退火温度随耐药基因扩增引物序列组成进

行调整。 扩增后,取 3
 

μL
 

PCR 产物进行琼脂糖凝

胶电泳检测,凝胶成像系统观察拍照,确定条带位

置。 剩余产物低温条件送上海桑尼生物科技有限

公司测序,测序结果使用 Primer
 

premier
 

5
 

软件翻译

成氨基酸, 提交基因库使用 BLAST ( http: / / www.
ncbi. nlm. nih. gov / BLAST / )在线比对。 每一次测序

后,比对确定原始菌株待测基因的氨基酸序列未发

生任何突变,表明本次扩增、测序结果无误。 再将

同批测得的筛选株的碱基及氨基酸序列与原始菌

株相应的序列进行比对,确定碱基突变位点及对应

氨基酸突变类型。 扩增和序列分析过程使用未经

抗生素 筛 选 的 沙 门 菌 ( ATCC
 

14028s ) 作 为 参 比

菌株。
1. 2. 4　 real-time

 

qPCR 检测

使用 1. 2. 1 中获得的菌液提取总 RNA,具体按

照 RNA 提取试剂盒操作说明进行。 获得总 RNA 后

反转录,具体按照反转录试剂盒操作说明进行。 以

菌株的 16S
 

rRNA 为内参基因, 以反转录合成的

cDNA 为模板,检测筛选株外排泵编码基因 acrAB-
tolC 各组成基因的表达水平。 real-time

 

qPCR 反应

条件为:95
 

℃ 预变性 30
 

s;95
 

℃ 变性 5
 

s,54
 

℃ 退火

45
 

s,72
 

℃ 延伸 32
 

s,循环 50 次;72
 

℃ 延伸 10
 

min。
检测中以未经抗生素筛选的沙门菌( ATCC

 

14028s)
为对照菌株。
1. 3　 统计学分析

根据目的基因扩增结果,分别计算循环阈值差

值( ΔCt) 、ΔΔCt 及 2( -ΔΔCt) ,试验结果以 2( -ΔΔCt) 表示

相对表达量。 计算方法如下:ΔCt( 目的基因) = Ct
值(目的基因) -Ct 值 ( 内参基因) ,ΔΔCt( 筛选株目

的基因) = ΔCt(筛选株目的基因) -ΔCt(对照株目的

基因) 。
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使用 Microsoft
 

Office
 

Excel
 

2010 对试验所得数

据进行基本处理和作图,使用 IBM
 

SPSS
 

Statistics
 

Version
 

22 进行方差分析( Duncan 法,P< 0. 05 为差

异有统计学意义 ) , 结果以平均数 ± 标准差 ( 􀭰x±s,
n = 3)表示,同时进行 Spearman 相关性分析。

2　 结果与分析

2. 1　 筛选株鉴定和药物敏感性

采用沙门菌属特异性基因 invA 扩增引物对不

同抗生素筛选获得的菌株进行鉴定,电泳后均可在

高于 250
 

bp 处检测到目的片段,与预期片段 285
 

bp
大小相符。 测序结果表明这些片段均为 invA 基因,
部分扩增结果见图 1。

注:1、10 为 DNA
 

markers
 

DL
 

2000;2、8 为阳性对照即沙门菌

( ATCC
 

14028s) ;9 为阴性对照;3 ~ 7 分别为萘啶酮酸、环丙沙星、

左氧氟沙星、加替沙星及德拉沙星的第 7 代筛选株

图 1　 沙门菌 invA 基因 PCR 产物电泳图

Figure
 

1　 PCR
 

fragment
 

of
 

invA
 

gene

　 　 沙门菌( ATCC
 

14028s)对四环素、氨苄西林、磺
胺异噁唑、阿米卡星和氯霉素等 5 种抗生素均敏感

或中度敏感,经过不同代(氟) 喹诺酮类抗生素对传

代菌株筛选后,发现这些抗生素对第 7 代筛选株的

MIC 值不变或有不同程度上升,部分抗生素对筛选

突变株的 MIC 值增加 4 倍,见表 2。 由此可见,传代

后抗生素筛选得到的突变株协同耐药水平有所

增加。

表 2　 抗生素对沙门菌( ATCC
 

14028s)及其传代筛选

株的 MIC( μg / mL)

Table
 

2　 Minimal
 

inhibitory
 

concentration
 

of
 

antibiotics
 

on
 

Salmonella
 

Typhimurium
 

ATCC
 

14028s
 

and
 

its
 

subcultures
抗生素 沙门菌( ATCC

 

14028s)
 

N7 C7 G7 L7 D7
四环素 8 8 16 8 16 16
氨苄西林 8 16 16 16 16 16
磺胺异噁唑 256 512 512 512 512 512
阿米卡星 4 4 8 4 8 4
氯霉素 4 8 8 16 8 16

2. 2　 筛选株 QRDR 靶点突变检测

对不 同 代 ( 氟 ) 喹 诺 酮 抗 生 素 筛 选 株 gyrA、
gyrB、parC 和 parE 基因序列分析结果表明:萘啶酮

酸第 5 ~ 7 代筛选株 gyrA 基因第 259 位碱基 G 均变

异为 T,对应的氨基酸突变均为 Asp87Tyr;未在其他

代筛选株 gyrA 基因和所有筛选株其他 3 种基因中

检出突变。 环丙沙星第 4 ~ 7 代筛选株 gyrA 基因中

第 259 位碱基 G 均变异为 A,对应的氨基酸突变均

为 Asp87Asn;未在其他代筛选株 gyrA 基因和所有

筛选株其他 3 种基因中检出突变。 均未在加替沙星

G1-G7 代、左氧氟沙星 L1-L7 代和德拉沙星 D1-D7
代筛选株的 4 种基因中检出突变。 研究表明,gyrA
基因突变可被用做沙门菌对(氟) 喹诺酮类抗生素

敏感性下降的分子标志,即在萘啶酮酸和环丙沙星

等代数较低的(氟)喹诺酮类抗生素作用下,传代代

数增加后 gyrA 基因第 259 位碱基突变可导致 GyrA
第 87 位氨基酸突变,为发生频率最高、最为常见的

突变位点。 同时表明,随着(氟) 喹诺酮类抗生素药

物的不断革新、药物代谢动力学改善、抗菌活性提

升,在保证高效杀菌效果的同时,不易导致致病菌

靶标编码基因突变(表 3) 。

表 3　 不同代萘啶酮酸和环丙沙星筛选株 gyrA 突变和

对应氨基酸变异

Table
 

3　 Mutation
 

of
 

gyrA
 

in
 

different
 

generational
 

inducers
 

that
 

induced
 

by
 

nalidixic
 

acid
 

and
 

ciprofloxacin
菌株
编号

核苷酸突
变位点

氨基酸突
变位点

菌株
编号

核苷酸突
变位点

氨基酸突
变位点

N1 — — C1 — —
N2 — — C2 — —
N3 — — C3 — —
N4 — — C4 G259A Asp87Asn
N5 G259T Asp87Tyr C5 G259A Asp87Asn
N6 G259T Asp87Tyr C6 G259A Asp87Asn
N7 G259T Asp87Tyr C7 G259A Asp87Asn
注:—表示未发生核苷酸突变和氨基酸突变

2. 3　 筛选株多重耐药泵 AcrAB-TolC 编码基因表达

筛选 株 外 排 泵 AcrAB-TolC 编 码 基 因 acrA、
acrB、tolC 的表达水平 real-time

 

qPCR 检测结果表

明:萘啶酮酸 N1-N7 筛选株 acrA 表达量分别为对照

菌株沙门菌( ATCC
 

14028s) 的 4. 6、6. 2、8. 5、42. 0、
38. 7、45. 3、78. 0 倍,环丙沙星 C1-C7 筛选株的 acrA
表达 量 分 别 为 对 照 菌 株 的 3. 5、 5. 9、 9. 2、 22. 0、
39. 4、47. 5、83. 0 倍, 左氧氟沙星 L1-L7 筛选株的

acrA 表达量分别为对照菌株的 1. 7、3. 7、7. 8、16. 5、
35. 2、53. 4、84. 9 倍,加替沙星 G1-G7 筛选株的 acrA
表达 量 分 别 为 对 照 菌 株 的 1. 3、 2. 1、 4. 0、 12. 0、
30. 8、59. 7、 115. 9 倍, 德拉沙星 D1-D7 筛 选 株 的

acrA 表 达 量 分 别 为 对 照 菌 株 的 2. 7、 4. 0、 14. 5、
25. 9、69. 8、86. 9、146. 3 倍。 不同代 ( 氟) 喹诺酮类

抗生素对传代菌株筛选后,筛选株 acrA 表达量随传

代代 数 的 增 加 而 增 加, 差 异 有 统 计 学 意 义 ( P <
0. 05) 。 除左氧氟沙星外,其他供试抗生素第 7 代
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筛选株 acrA 表达量均高于同一抗生素其他代筛选

株中该基因的表达量,差异均有统计学意义 ( P <
0. 01) ,见图 2。 表明筛选株 acrA 的表达量与抗生素

浓度和菌株传代代数密切相关,菌株可能通过提高

外排泵编码蛋白 AcrA 的表达量增加细胞内抗生素

外排,导致菌株耐药性增强。

注:N1-N7、C1-C7、L1-L7、G1-G7 和 D1-D7 为沙门菌( ATCC
 

14028s)经过萘啶酮酸、环丙沙星、左氧氟沙星、加替沙星及德拉

沙星筛选后的菌株;图中不同字母表示差异有统计学意义,相同字母表示差异无统计学意义,下同

图 2　 acrA 相对表达量

Figure
 

2　 Relative
 

expressing
 

level
 

of
 

acrA

　 　 萘啶酮酸 N1-N7 筛选株 acrB 表达量分别为对

照菌株沙门菌( ATCC
 

14028s) 的 10. 2、13. 1、20. 9、
42. 7、79. 6、156. 0、254. 9 倍,环丙沙星 C1-C7 筛选

株的 acrB 表达量分别为对照 菌 株 的 4. 9、 12. 4、
19. 7、 47. 6、 90. 9、 131. 3、 258. 1 倍, 左 氧 氟 沙 星

L1-L7 筛选株的 acrB 表达量分别为对照菌株的

4. 4、8. 5、21. 4、 37. 5、 53. 7、 99. 5、 193. 2 倍,加替沙

星 G1-G7 筛选株的 acrB 表达量分别为对照菌株的

3. 7、14. 0、26. 5、62. 2、85. 9、196. 6、268. 1 倍,德拉沙

星筛选株 D1-D7 的 acrB 表达量分别为对照菌株的

6. 3、9. 0、16. 5、46. 4、106. 4、122. 8、279. 5 倍。 在不

同代(氟)喹诺酮抗生素作用下,筛选株的 acrB 表达

量随传代代数增加而增加,差异有统计学意义(P<
0. 05) 。 除加替沙星外,其他供试抗生素第 7 代筛

选株 acrB 表达量均高于同一抗生素其他代菌株中

该基因的表达量,差异均有统计学意义(P< 0. 01) ,
见图 3。 结果表明,acrB 的表达量与抗生素浓度和

菌株传代代数密切相关。

图 3　 acrB 相对表达量

Figure
 

3　 Relative
 

expression
 

level
 

of
 

acrB

　 　 萘啶酮酸 N1-N7 筛选株的 tolC 表达量分别为对

照菌株沙门菌( ATCC
 

14028s) 的 2. 9、3. 7、3. 8、8. 9、
13. 1、57. 4、130. 3 倍,环丙沙星 C1-C7 筛选株的 tolC
表达量分别为对照菌株的 1. 4、3. 8、8. 9、12. 1、15. 8、
35. 7、99. 2 倍,左氧氟沙星 L1-L7 筛选株的 tolC 表达

量分别为对照菌株的 1. 1、2. 1、4. 5、10. 4、13. 2、34. 6、
57. 4 倍,加替沙星 G1-G7 筛选株的 tolC 表达量分别

为对照菌株的 1. 8、3. 3、8. 6、21. 2、51. 0、87. 4、123. 5
倍,德拉沙星 D1-D7 筛选株的 tolC 表达量分别为对

照菌株的 1. 9、2. 1、3. 4、9. 7、22. 0、37. 0、88. 8 倍。 与
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acrA、acrB 相同,在不同供试抗生素作用下,tolC 表达

量随传代代数的增加而增加,差异有统计学意义(P<
0. 05)。 除加替沙星外,其他抗生素第 7 代筛选株

tolC 表达量均高于同一抗生素其他代菌株中该基因

的表达量,差异均有统计学意义(P< 0. 01),见图 4。
结果表明,筛选株外排泵组成基因 tolC 的表达量与抗

生素浓度、菌株传代代数相关,可通过 TolC 表达量的

明显增加提高对药物的耐受性。

图 4　 tolC 表达量

Figure
 

4　 Relative
 

expression
 

level
 

of
 

tolC

2. 4　 相关性分析

相关 性 分 析 及 聚 类 分 析 结 果 见 图 5, 图 中

Spearman 相关性系数为 0. 4 ~ 1,即蓝色表示相关性

相对较低。 萘啶酮酸、环丙沙星、左氧氟沙星、加替

沙星及德拉沙星不同代筛选株 acrAB-tolC 组成基因

的相对表达量( N_acrA、N_acrB、N_ tolC、C _acrA、C _
acrB、C _ tolC、 L _ acrA、 L _ acrB、 L _ tolC、 G _ acrA、 G _
acrB、G_ tolC、D_acrA、D_acrB、D_ tolC) 与( 氟) 喹诺

酮类抗生素作用浓度、菌株传代代数间呈正相关

( r = 0. 96 ~ 1) ,即随着传代次数和抗生素作用浓度

增加,筛选株 acrAB-tolC 整体表达水平增加。 ( 氟)
喹诺酮类抗生素作用浓度、菌株传代代数和萘啶酮

酸、环丙沙星、左氧氟沙星、加替沙星及德拉沙星对

不同代 筛 选 株 的 MIC 与 相 应 抗 生 素 对 沙 门 菌

( ATCC
 

14028s)的 MIC 值的比值(依此表示不同代

筛选株的药敏性变化) 呈正相关( r = 0. 61 ~ 0. 98) ,
与 gyrA 突变也呈正相关关系( r = 0. 87) ,即随着菌

株传代次数和萘啶酮酸、环丙沙星浓度增加,筛选

株耐药性增强、gyrA 突变概率增加。 由于左氧氟沙

星、加替沙星和德拉沙星筛选株中并未检出 gyrA 突

变,无法对突变和抗生素作用浓度及传代代数间的

相关性进行分析,但筛选株药物敏感性仍然与左氧

氟沙星、加替沙星、德拉沙星的浓度及传代代数密

切正相关。

3　 讨论

沙门菌种类复杂,血清型繁多,是导致全球性

胃肠炎病例的主要因素之一。 (氟) 喹诺酮类抗生

素则是治疗食源性沙门菌病的有效药物,但抗生素

的不当和过量使用却造成全球面临菌株耐药的危

机,因此,探究抗生素作用于致病菌导致其变异的

规律对药物使用、菌株耐药性的防控都有着积极有

益的影响 [ 20] 。
致病菌对某种特定抗生素耐药性的增加往往

伴随着协同耐药水平的增强。 龚子鉴等 [ 21] 使用头

孢曲松体外作用淋球菌后,发现头孢曲松对菌株

ATCC
 

49226 和 ZSSY
 

00205 生长变异株的 MIC 值

增加了 125 倍,筛选得到的菌株对青霉素、四环

素、红霉素、喹诺酮等的协同耐药水平增加。 王琴

琴等 [ 22] 发现美罗培南作用后菌株 ATCC
 

19606 对

替加环素、亚胺培南、阿米卡星、左氧氟沙星仍处

于敏感状态,对头孢吡肟交叉耐药。 本研究结果

显示,沙门菌( ATCC
 

14028s) 经萘啶酮酸、环丙沙

星、左氧氟沙星、加替沙星及德拉沙星 5 种( 氟) 喹

诺酮类抗生素胁迫筛选后,菌株对其他类抗生素

的敏感性不变或有不同程度的下降。 可见,单一

抗生素的多次反复使用可导致菌株不同程度的协

同耐药水平增加。 由于在疾病治疗或动物饲养健

康预防过程中同种抗生素多次使用的事实,预示

着当前食品安全与公共卫生领域亟待解决的耐药

性问题肯定与此有关,相关部门应对动物饲养和

疾病临床治疗中抗生素的正确使用提供进一步的

指导。
(氟)喹诺酮类抗生素作用靶位点结构改变是

引起沙门菌耐药的主要原因之一。 QRDR 区编码基

因的突变可以修饰靶蛋白并导致氨基酸置换,进而

改变解旋酶和拓扑异构酶活性位点的空间结构和

理化性质,促使沙门菌等对 ( 氟) 喹诺酮类药物产
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注:C_NAL 为萘啶酮酸对环丙沙星筛选株的 MIC 与其对沙门菌( ATCC
 

14028s) MIC 的比值,

其他以此类推;
 

N_acrA 为萘啶酮酸筛选株的 acrA 相对表达量,其他以此类推

图 5　 菌株传代代数、筛选株药敏性、gyrA 突变和 AcrAB-TolC 编码基因表达水平相关性分析

Figure
 

5　 Correlation
 

among
 

generation
 

of
 

the
 

subcultures,
 

antibiotic
 

susceptibility,
 

gyrA
 

mutation
 

and
 

expression
 

level
 

of
 

AcrAB-TolC
 

encoding
 

genes

生不同程度的耐药 [ 23] 。 现有研究表明, GyrA 编码

基因突变最为常见、突变频率最高的位点为 Ser83→
Phe、 Tyr 或 Ala, Asp87 → Gly、 Asn 或 Tyr[ 24-25] 。
KUANG 等 [ 26] 分析了从上海收集的 3

 

680 株沙门菌

中 179 株环丙沙星耐药株,发现其 QDRDs 中 GyrA
突变主要为 Ser83Phe( 53. 6%) 、Asp87Asn( 35. 8%)
和 Asp87Tyr ( 16. 8%) 。 本 研 究 沙 门 菌 ( ATCC

 

14028s)被不同 ( 氟) 喹诺酮类抗生素胁迫筛选后,
其 GyrA 中检出的突变与 YANG 等 [ 27] 、 YIN 等 [ 28] 、
葛琨等 [ 29] 、M KA 等 [ 30] 报道的结果相同或相似,萘
啶酮酸筛选株从第 5 代开始 GyrA 第 87 位氨基酸

Asp 突变为 Tyr, 环丙沙星筛选株从第 4 代开始

GyrA 第 87 位氨基酸 Asp 突变为 Asn。 但本研究并

未在左氧氟沙星、加替沙星以及德拉沙星筛选株中

检出氨基酸突变。 一方面表明,随着(氟) 喹诺酮类

抗生素的不断和连续作用,沙门菌可以通过靶点变

异适应抗生素胁迫;另一方面,表明随着该类药物

不断革新,抗生素抗菌谱扩大,抗菌活性提升,杀菌

能力增加的同时,又不易导致菌株靶点发生变异。
据文献报道,QRDR 区 gyrB 和 parE 基因突变频率

较低 [ 31] ,本研究均未在 5 种抗生素筛选株的 parC、
gyrB 和 parE 中检出突变,这可能由于这些位点在抗

生素的作用或胁迫下发生变异的频率较低,也可能

是传代代数不足导致突变没有发生。 因此,尚需进

一步开展(氟) 喹诺酮类抗生素胁迫作用于沙门菌

产生突变的规律研究来揭示抗生素筛选与突变发

生的相关性规律。
至于外排泵介导的耐药性, DUMONT 等 [ 32] 利

用荧光光谱及质谱分析测定细胞内抗生素累积量,
证明了外排泵的存在会影响抗生素的高浓度积累;
VERGALLI 等 [ 33] 也通过荧光光谱法证明了这一点。
本研究结果显示,菌株传代过程中,随着同一抗生

素对菌株的不断胁迫作用,筛选株 AcrAB-TolC 各编

码基因的表达量与对照组比较均明显增加,差异有
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统计学意义(P<0. 05) ,表明菌株可以通过外排胞内

物以适应耐药环境和胁迫,这一结果与多数文献报

道一致。 OKANDA 等 [ 34] 研究了伤寒沙门菌和甲型

副伤寒沙门菌对喹诺酮的耐药机制,发现所有受试

菌外排泵活性的增强是其产生喹诺酮耐药性的主

要原因之一,其中 AcrAB-TolC 外排泵可能是左氧氟

沙星的一个重要抗性因素。 SHEN 等 [ 35] 研究了 27
株耐(氟) 喹诺酮类药物沙门菌外排泵调节基因的

表达水平,结果显示 AcrAB-TolC 外排泵在介导喹诺

酮耐药性方面发挥了有效作用,直接导致沙门菌的

耐药性和多重耐药性。 除此之外,杨保伟等 [ 36] 、顾
新杰等 [ 37] 、 BLAIR 等 [ 38] 开展的研究也证实了这

一点。
AcrAB-TolC 中,细胞质膜泵蛋白 AcrB 和外膜

通道蛋白 TolC 分别连接于膜融合蛋白 AcrA 的 C 端

与 N 端, AcrAB-TolC 复 合 物 主 要 由 AcrA 稳 定,
AcrA ∶AcrB ∶TolC 之间可能的化学计量为6 ∶ 3 ∶ 3,可

见 AcrA 在外排泵复合物中占有主导作用 [ 39-41] 。 本

研究发现,不同代抗生素第 7 代筛选株的 acrA 表达

量随着抗生素作用次数的增加而整体增加,其中萘

啶酮酸、环丙沙星、左氧氟沙星作为前 3 代( 氟) 喹

诺酮类抗生素的代表,作用于菌株后,acrA 表达量

基本趋于稳定;第 4 代加替沙星与新型抗生素德拉

沙星作用后 acrA 的表达量增加,差异无统计学意义

(P>0. 05) 。 与 acrA 相同,不同代( 氟) 喹诺酮类抗

生素筛选株 acrB、 tolC 的表达量间差异也无统计学

意义(P>0. 05) 。 即(氟) 喹诺酮类抗生素的革新对

菌株的抑杀程度不断提高,但对其外排泵的表达水

平并没有产生明显影响。
基于以上结果,对不同代筛选株中 gyrA 基因的

突变以及其 acrAB-tolC 组成基因的表达水平与抗生

素作用浓度、菌株代数之间进行了相关性分析,发

现 gyrA 突变和 acrAB-tolC 表达水平均与抗生素作用

浓度和传代次数呈正相关,随着萘啶酮酸、环丙沙

星作用浓度和传代次数增加,菌株会通过 gyrA 突变

及外排泵 acrAB-tolC 基因表达增加适应高抗生素浓

度的选择性压力。 随着抗生素结构的不断革新,左
氧氟沙星、加替沙星、德拉沙星筛选株并未发现基

因突变现象,但与原始菌株比较,其外排泵 acrAB-
tolC 组成基因的表达水平增加。 由此可见,在早期

(氟)喹诺酮类抗生素作用下,菌株可通过抗生素靶

点变异及提高外排泵表达水平适应生存环境,进而

产生耐药性;随着抗生素不断革新和抗菌活性的提

升,它们作用于沙门菌时不易导致菌株抗生素靶点

发生变异,菌株可能主要通过外排泵基因的表达耐

受高浓度药物。
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