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摘要:该文探讨从养殖场动物、环境、饲养员等分离的大肠杆菌耐氟喹诺酮类药物的靶位基因gyrA 突变特征.对

养殖环境中分离的8株大肠杆菌进行临床常用氟喹诺酮类药物的耐药性分析、PCR扩增gyrA 基因并测序,并采用

DNASTAR软件对gyrA 基因的氟喹诺酮耐药决定区进行生物信息学分析.结果表明:养殖场环境中分离的菌株编

号为1,6和8的3株大肠杆菌对环丙沙星、左氧氟沙星、诺氟沙星敏感,菌株2,3,4,5和7的5株大肠杆菌对环丙

沙星、左氧氟沙星、诺氟沙星耐药;氨基酸序列分析发现,敏感菌株氨基酸位点未发生突变或83位发生单突变;耐

药菌株的突变发生在83位Ser→Leu替代和87位Asp→Asn替代,且发生氨基酸双替代的菌株均为高度耐药菌株.

表明不同来源的耐氟喹诺酮类药物的大肠杆菌gyrA 基因的氨基酸变异具有多种类型,该研究将更好地诠释养殖

场大肠杆菌的氟喹诺酮类耐药机制.
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氟喹诺酮类药物(fluoroquinolones,FQs)为人工合成化学抗菌药,以细菌DNA旋转酶和拓扑异构酶

IV为作用靶点,抑制菌体DNA的合成而起到杀菌作用[1-2].其抗菌谱比较广,且与其他抗菌药物无交叉

耐药性,故常作为临床治疗肠道致病菌感染的首选药物[3].然而,经过20多年的临床应用,发现细菌对该

药物普遍具有耐药性,耐药菌谱也日益增大,严重影响其疗效和临床应用.有关大肠杆菌对氟喹诺酮类抗

生素耐药机制和耐药性消除机制的研究逐渐成为当今世界研究的热门课题.近年来的研究证实,大肠杆菌

对氟喹诺酮类药物产生耐药机制主要包括编码靶酶DNA促旋酶(由gyrA 和gyrB 基因编码)和拓扑异构

酶IV(parC和parE基因编码)的基因突变;细菌膜通透性的降低以及膜的主动外排泵激活;由qnr家族、

aac-(6’)-Ib-cr和qepA等质粒介导的耐药基因参与的耐药机制[4-11].其中,编码靶酶DNA促旋酶的gyrA
基因突变范围主要集中于第67~106个氨基酸的区域,称为喹诺酮耐药性决定区(QRDR)[12].目前,国内

外对大肠杆菌耐氟喹诺酮类药物耐药机制的研究多集中于人源或动物源致病性大肠杆菌的研究层面,而对

于养殖环境中分离的非致病性大肠杆菌研究较少.本试验选择养殖场不同动物、环境和饲养员中分离到的

致病性和非致病性大肠杆菌作为研究对象,对耐FQs靶位基因gyrA 进行检测及序列分析,为动物生产过

程中合理使用喹诺酮类药物提供理论依据,为耐药机制的研究提供基础.
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1 材料与方法

1.1 菌 株

8株大肠杆菌分别由西南大学荣昌校区动物医学系药理教研室和动物医院从养殖场动物、环境、饲养

员等临床样品中分离获得,其编号和来源如下:菌株1(饲养员粪便)、菌株2(牛粪便)、菌株3和菌株5(鸡

粪便)、菌株4(饲水)、菌株6(饲料)、菌株7(猪粪便)、菌株8(土壤).

ATCC25922为药物敏感性试验质控菌,由西南大学荣昌校区动物医学系药理教研室提供.

1.2 检测药物与试剂

诺氟沙星(10μg/片)、环丙沙星(5μg/片)、左氧氟沙星(5μg/片),购自杭州天和微生物试剂有限公

司.250bpDNALadderMarker、TaqDNA聚合酶、dNTPs、6×LoadingBuffer等分子生物学常用试剂均

购自宝生物工程(大连)有限公司.

1.3 药敏试验

药敏试验按照CLSI(ClinicalandLaboratoryStandardsInstitute)推荐的K-B法进行.

1.4 引物设计

根据GenBank中EscherichiacoliK-12株相应的基因序列(登录号:NC_000913),利用Primer5.0软

件设计gyrA 基因的PCR扩增引物,上游引物P1:5’-GAGGGATAGCGGTTAGAT-GAGC-3’,下游引物

P2:5’-CCGTTCACCAGCAGGTTAGG-3’.扩增的gyrA 基因序列大小为525bp,引物由英潍捷基(上海)

贸易有限公司合成.

1.5 PCR扩增

参照文献[13]方法提取模板DNA,用P1和P2引物进行gyrA 基因PCR扩增.PCR反应条件为:

94℃变性5min;然后94℃30s,58℃30s,72℃45s,35个循环;72℃延伸5min;4℃保存.

1.0%琼脂糖凝胶电泳检测PCR扩增产物.

1.6 测序及分析

将gyrA 基因PCR扩增产物送到英潍捷基(上海)贸易有限公司测序.对未见报道的突变位点,重复

PCR反应并测序以确证.测序结果用DNASTAR软件与从GenBank中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

2.1 药敏试验结果

2.1.1 K-B纸片法的质量控制

质控菌大肠埃希菌(ATCC25922)的药敏结果质控范围见表1,符合大肠杆菌药敏试验的药敏结果质

控范围.
表1 质控菌大肠埃希菌(ATCC25922)的药敏结果质控范围 mm 

环丙沙星 左氧氟沙星 诺氟沙星

K-B法 ≥34.43 ≥34.00 ≥34.50

2.1.2 8株大肠杆菌的药物敏感性检测结果

临床分离的8株大肠杆菌对3种氟喹诺酮类药物的敏感性结果见表2.参照CLSI(2006)判断标准,菌

株2、菌株3、菌株4、菌株5、菌株7对氟喹诺酮类3种药物耐药,菌株1、菌株6、菌株8对氟喹诺酮类3
种药物敏感.
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表2 K-B法对大肠埃希菌的药敏结果 mm 

菌株编号 环丙沙星 左氧氟沙星 诺氟沙星 菌株编号 环丙沙星 左氧氟沙星 诺氟沙星

1 S S S 5 R R R

2 R R R 6 S S S

3 R R R 7 R R R

4 R R R 8 S S S

  注:依照NCCLS2006判断标准判定.氟诺沙星抑菌圈直径超过17mm时为敏感(S),13~16mm时为中敏(I),低于

12mm时为耐药(R);环丙沙星抑菌圈直径超过21mm时为敏感(S),16~20mm时为中敏(I),低于15mm时为耐药(R);

左氧氟沙星抑菌圈直径超过17mm时为敏感(S),14~16mm时为中敏(I),低于13mm时为耐药(R).

2.2 养殖环境中不同来源大肠杆菌gyrA基因PCR扩增结果

PCR扩增各耐药菌株、敏感菌株以及质控菌株gyrA 基因片段,均获得与目的片段大小一致的条带,

大小约为525bp.结果如图1所示.

M:DNALadderMarker;1:大肠杆菌ATCC25922;2:菌株1;3:菌株2;4:菌株3;5:菌株4;6:菌株5;7:菌株6;8:菌株7;9:菌株8.

图1 E.coligyrA 基因PCR产物琼脂糖电泳图

2.3 大肠杆菌gyrA基因突变

8株不同来源大肠杆菌分离株的gyrA 基因氟喹诺酮类药物耐药决定区突变引起的不同碱基和氨基酸

替代类型及其发生的菌株数见表3、表4、图2和图3.
表3 大肠杆菌gyrA基因核苷酸序列比较分析

菌株编号
GyrA基因核苷酸变化位点

248 255 259 273 300 333 453 468 480

ATCC25922 C C G C T T C G A

E.coliK12 - - - - - - - - -

1 - T - T C C T - -

2 T T A T C C - C -

3 T T A - C C - C -

4 T T A T C C - C -

5 T T A T C C - C -

6 - T - T C C - C -

7 T T A T C C - C G

8 T T - T C C - C -

  注:“-”表示测序菌株氨基酸在此位点与标准株E.coliK12gyrA 的核苷酸相同,未发生突变.
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表4 大肠杆菌gyrA基因氨基酸序列比较分析

菌株编号
GyrA基因氨基酸变化位点

83 87
菌株编号

GyrA基因氨基酸变化位点

83 87
ATCC25922 Ser Asp 4 Leu Asn
E.coliK12 - - 5 Leu Asn

1 - - 6 - -
2 Leu Asn 7 Leu Asn
3 Leu Asn 8 Leu -

  注:“-”表示测序菌株氨基酸在此位点与标准株E.coliK12gyrA 的核苷酸相同,未发生突变.

图2 大肠杆菌gyrA基因核苷酸序列

图3 大肠杆菌gyrA基因氨基酸序列

3 讨 论

目前对E.coli耐氟喹诺酮类药物报道集中于临床上[14-17],对环境E.coli耐氟喹诺酮类药物的报道

有限[18].本研究选择的8株大肠杆菌菌株分别从养殖场环境中采集,来源比较广泛,涉及饲料、饮水、饲

养员粪便、动物粪便和土壤等.药敏实验结果显示,菌株编号为1,6和8的3株大肠杆菌对环丙沙星、左氧

氟沙星、诺氟沙星敏感,远大于NCCLS2002中K-B法的判定点;另外5株(菌株编号分别为2,3,4,5和7)
对环丙沙星、左氧氟沙星、诺氟沙星耐药,甚至无抑菌圈出现,耐药较为严重.

通过DNASTAR软件将测得的各耐药菌和敏感菌的序列分别与E.coliK12gyrA 基因的相应序列进

行比较,发现质控菌株ATCC25922的碱基和氨基酸没有任何突变.敏感菌株中菌株编号为1和6的2株

大肠杆菌有5个碱基发生突变,但编码氨基酸没发生改变;菌株8有6个碱基发生突变,但编码氨基酸的

83位发生单突变,Ser(丝氨酸)→Leu(亮氨酸)替代.耐药菌株中编号为2和4的2株菌株均有7个碱基发

生突变,编码氨基酸的2个位点发生突变,突变位点均为83位Ser→Leu替代和87位Asp(天冬氨酸)→
Asn(天冬酰胺)替代;菌株编号为3,5和7的3株菌株均有6个碱基发生突变,编码氨基酸的突变位点均

为83位Ser→Leu替代和87位Asp→Asn替代.该实验可以看出,动物、饲养员及环境等不同来源的大肠
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杆菌分离株之间具有相似的gyrA氨基酸变化特征,这与S췍enz[19]等报道的从食品动物、食品和人中分离

的大肠杆菌gyrA氨基酸变化具有类似规律.
据资料显示,gyrAQRDR抗喹诺酮的有效突变常发生在第83,87,81,84,82,67和106位氨基酸的编

码基因,单位点突变以83位的亮氨酸取代丝氨酸最常见,双位点突变有第83,87位氨基酸取代的报

道[20-23].本试验中耐药菌株的突变发生在83位Ser→Leu替代和87位Asp→Asn替代,且发生氨基酸双

替代的菌株均为高度耐药;单突变位点位于83为氨基酸取代的8号菌株对常规氟喹诺酮类药物敏感.
在gyrAQRDR区的氨基酸变化Ser替代为Leu,失去了形成氢键的羟基,导致脂肪链的置换;Asp替

代为Asn,失去了负电荷氨基酸[24].这些变化可以影响DNA螺旋酶 DNA复合体与氟喹诺酮类药物的结

合.因此,不同位点的氨基酸替代,同一位点的不同氨基酸替代、单个氨基酸替代或氨基酸双替代都可导

致不同氟喹诺酮的药物敏感度不同.

4 结 论

动物、环境和饲养员不同来源的大肠杆菌对氟喹诺酮类药物有不同程度的耐药性,且耐氟喹诺酮类

大肠杆菌在gyrA的氨基酸变异具有多种类型.随着氟喹诺酮类药物的广泛使用,以动物肠道为主以及

外界环境将成为耐药基因和耐药菌的孵育库和储存库.gyrA突变替代的类型和数量与菌株对氟喹诺酮

类药物的耐药水平呈正相关.本试验中耐药菌株的突变位点均发生在83位Ser→Leu替代和87位 Asp
→Asn替代,且双替代菌株均为高度耐药.该研究结果将更好地诠释养殖场环境中大肠杆菌的氟喹诺酮

类耐药机制.
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DetectionandAnalysisofgyrAinFluoroquinolone-Resistant
EscherichiacoliIsolatesCollectedfrom

DifferentBreedingEnvironments

CAOLi-ting1, ZHOUYan-chen1, ZHONGChong-hua2,
CHEN Xin1, MA Yue1

1.DepartmentofVeterinaryMedicine,SouthwestUniversity(RongchangCampus),RongchangChongqing402460,China;

2.AgribrandsPurina(Chongqing)FeedmillCO.,Ltd.,RongchangChongqing402460,China

Abstract:Themutationsofthefluoroquinolone-resistantgyrAgenein8Escherichiacoliisolatescollected
fromhumanfeces,animalfecesandtheenvironmentwereinvestigated.Theresistantphenotypesof8E.
coliisolatestocommonlyusedfluoroquinolonesweredeterminedbytheK-Bmethodwiththestandard
strainATCC25922.ChromosomeDNAsfromallisolatesofE.coliwereextracted.Themutationsinthe
fluoroquinoloneresistance-determiningregionsofthegyrAgenewereanalyzedbyPCRandsequencing.
Theresultsindicatedthatisolatesofstrain1,strain6andstrain8weresensitivetoalltheselectedfluoro-
quinolones(ciprofloxacin,Lomefloxacinandnorfloxacin),strain2,strain3,strain4,strain5andstrain
7weremultidrug-resistantisolates.Sequenceanalysisshowed2mutationsintheaminoacidscodedbyflu-
oroquinoloneresistance-determiningregionsingyrAgeneofallmultidrugresistantisolates,whichresul-
tedin83Ser→Leuand87Asp→Asn.Thestrainsinwhichbothaminoacidmutationalsitesexistedwere
highlyresistant.Forthesensitiveisolates,therewerenoaminoacidmutationalsitesorwasonlyoneami-
noacidmutationalsitein83Ser→Leu.AvarietyofaminoacidchangesingyrAgeneweredetectedinflu-
oroquinolone-resistantE.coliisolatesisolatedfromdifferentsources.Thesemutationsmaygiveasatis-
factoryexplanationofthegenemutationmechanismofresistancetofluoroquinolonesinE.coli.
Keywords:Escherichiacoli;fluoroquinolone;drugresistance;gyrAgene
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