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志贺菌对喹诺酮类药物耐药分子机制的研究

朱静媛 段广才 郗园林

【摘要】 目的 研究志贺菌对喹诺酮类药物耐药性及其耐药基因!"#$和%&#’的变异。方法

对()株临床分离的志贺菌及标准株*+*()进行吡哌酸（,-）、氧氟沙星（./0）、诺氟沙星（1.2）、环丙

沙星（’-,）3种药物的药敏试验，对其41$旋转酶!"#$基因、拓扑异构酶!%&#’基因1末端编码区

分别进行聚合酶链反应（,’2）扩增后，对!"#$基因进行限制性片段长度多态性（2/0,）分析，对%&#’
基因进行2/0,及单链构象多态性（55’,）分析。结果 标准株*+*()对3种喹诺酮类药物均敏感；()
株临床分离的志贺菌属细菌对,-、’-,、1.2、./0的耐药率分别为(67*8、9:7)8、3+7+8和)9768；

9(株（6+7;8）菌株对喹诺酮类药物敏感性降低，其中!"#$基因突变率为6+8，%&#’基因突变率为

(7*8，9株临床敏感株及标准株*+*()均未检测出以上两基因突变。结论 志贺菌对喹诺酮类药物

耐药严重；靶基因突变是其耐喹诺酮类药物的主要机制之一，以41$旋转酶!"#$基因突变为主，拓

扑异构酶!%&#’基因突变次之。
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志贺菌是细菌性痢疾（菌痢）的病原体，菌痢至

今仍是影响人类健康的主要肠道传染病之一。<:
世纪9:年代以来志贺菌逐渐对多种传统抗生素耐

药，;:年代对喹诺酮类药物耐药菌株增多。为了解

志贺菌对喹诺酮类药物的耐药性及其与编码靶酶的

基因（!"#$、%&#’）突变的关系，我们从临床收集了

*3株福氏志贺菌，+*株宋内氏志贺菌和3株痢疾志

贺菌，进行3种喹诺酮类药物的敏感性试验，对所有
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临床菌株及标准株*+*()的!"#$基因和%&#’基因

进行1末端编码区的聚合酶链反应（,’2）扩增、限

制性片段长度多态性（2/0,）分析，并对%&#’基因

进行单链构象多态性（55’,）分析，结果报道如下。

材料与方法

+7菌株来源：收集+66*"+669年江西省铜鼓县

福氏志贺菌):株（郑州铁路中心卫生防疫站惠赠），

+66;"<::+年河南省郑州市两家医院腹泻患者粪

便培养细菌标本，在就诊医院鉴定后送河南省分子

医学重点实验室重新进行生化和血清学鉴定。
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!"主要试剂：吡哌酸（#$）、氧氟沙星（%&’）、诺

氟沙星（(%)）、环丙沙星（*$#）的药敏纸片北京天

坛医院产品；引物合成由上海生工生物工程公司完

成，+种,(-#及-./酶由上海生工生物工程公司

生产；限制性内切酶0123!、455678(9’.,,:;产

自<=$公司；丙烯酰胺、琼脂糖产自==$公司。

>"药物敏感性试验：采用改良?126@A=.B:;法，

质控菌为9-**!C!!。

+"#*)：#*)扩增志贺菌属细菌D@;9基因引

物参照文 献［4］，上 游 引 物：E’A-9*9**FF-*99
*9--F9FFA>’，下 游 引 物：E’A--99-F9--F
**F**F-*FFA>’，扩增片段位于D@;9基因!+"
GH4位点，扩增产物G+I67。#*)扩增7.;*基因引

物根据大肠埃希菌已发表序列［!］利用8(9JKB6软

件自 行 设 计，上 游 引 物：E’AF*F--F**F---9-
-FF-F9-A>’，下 游 引 物：E’AF*9FF--9-F*
FF-FF99-A>’，扩增片段位于7.;*基因II"EEG
位点，扩增产物+GC67。取增菌IL的增菌肉汤4MK
45555;／M12离心4M12，去上清，加入三蒸水455#K
混匀后煮沸45M12，稍离心，取上清液为模板进行

#*)反应。E5#K反应体系包括45N#*)缓冲液、

4"EMMOK／’<D*K!、5"!MMOK／’,(-#、!"EP-./
酶、上下游引物各4!"E7MOK／’及8(9模板I#K。

反应条件：C+Q预变性EM12后进行如下循环，C+Q
+ER、EGQ+5R、H!Q+5R，共>5个循环，最后H!Q
延伸45M12。产物以4"ES琼脂糖ET／JM电 压 电

泳，5"E#D／MK溴化乙锭染色，紫外灯下观察结果

［核 酸 相 对 分 子 质 量（!;）标 准 为455678(9
’.,,:;］。

E")&’#：限制性内切酶0123!在D@;9基因

!++位、>+>位 碱 基 处 各 有 一 个 识 别 位 点，能 把

G+I67长 的 #*) 扩 增 产 物 消 化 成 三 个 片 段：

!!467、CC67和>!I67，有研究［4］证实D@;9基因第

!++位碱基识别位点的丧失，即编码第I!／I>位氨

基酸密码子的突变，能导致氨基酸替代，并使酶切产

物成为>!567和>!I67两个片段。限制性内切酶

0123!在7.;*基因>GG位碱基处有一个识别位点，

能把+GC67长的#*)扩增产物消化成两个片段：

!HI67和4C467。酶切反应体系包括!5#K#*)反

应产物、!5P限制性内切酶0123!及45N限制性内

切酶缓冲液!#K。置>HQ恒温水浴消化!L后，参照

文献［>］的方法进行聚丙烯酰胺凝胶电泳、银染并观

察结果（!;为455678(9’.,,:;）。

G"7.;*基因的UU*#：取7.;*基因0123酶切产

物E#K与>5#K变性缓冲液（CES甲酰胺）混合，CEQ
加热45M12后立即冰浴45M12，参照文献［>］的方法

进行IS聚丙烯酰胺凝胶电泳（交联度>S，胶厚度

4"EMM，电压IT／JM），+Q恒压电泳>L后银染并观

察结果（!;为455678(9’.,,:;）。

结 果

4"菌株鉴定：4CCE"!554年共收集菌株H>株，

其中江西铜鼓福氏志贺菌>5株（4CCE"4CCG年），

定为甲组；郑州福氏志贺菌!+株（4CCI"!554年），

定为乙组；郑州宋内氏志贺菌4E株（4CCI"!554
年），定为丙组；郑州痢疾志贺菌+株（!555"!554
年），定为丁组。菌株编号：0从04">!，无0>、H；V
编号从V4"!+，无V4G、4I、4C、!4；(编号从(4"
4G；三位数编号有H株：GEI、G!G、GHH、GCC、HGI、I>4、

4>C。

!"药敏试验：H>株志贺菌中GH株（C4"IS）对

一种或多种喹诺酮类药物中度敏感或耐药。+种喹

诺酮类药物中，第一代喹诺酮类药物#$的耐药率最

高，为HC"ES，第二代喹诺酮类药物*$#、(%)、%&’
的耐药率分别是G5">S、+4"4S和>G"CS，其中#$
与*$#（$!W!>"C!4，"!5"5E）、*$#与(%)（$!W
E">!，"!5"5E）的耐药率差异有显著性，(%)与

%&’耐药率差异无显著性（$!W5"!EC，""5"5E）。

>"#*)反应产物电泳：H>株志贺菌全部分别扩

增出G+I67和+GC67长度的片段，分别是D@;9和

7.;*基因的扩增产物。

+"D@;9基因#*)A)&’#检测突变：G株喹诺酮

类药物敏感株均产生!!467、CC67和>!I67三条酶

切产物片段，无一例突变；GH株非敏感株中有G株

产生如上三条酶切片段，另G4株产生两条>5567左

右的酶切片段（图4），非敏感株突变率为C4S。

E"7.;*基因#*)A0123!AUU*#检测突变：所有

志贺菌的7.;*基因#*)扩增产物经0123!酶切后

均产生!HI67、4C467两条酶切产物片段（图!）。将

酶切产物变性后分析UU*#发现，G株敏感株和G!
株非敏感株具有一致的单链构象，另E株非敏感株

显示出单链构象不同（图>），非敏感株突变率为

H"ES。
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!："##；$：%$&；’：标 准 株()!)*’；&：+!,；)：+!’；"：%!*；

-：!,,./012345567

!：8972基因:;<产物（"&=./）；$!"：:;<><?3:产物；其中

$、’为非突变株，产生三条酶切产物（##./、$$!./、’$=./）；&、)、"
为突变株，产生两条酶切产物（’$,./、’$=./）

图! 8972基因+@AB"酶切产物多态性

!：标准株()!)*’；$："##；’：%#；&：%*；)：%"；"："$"；*：1)；

=：+!*；-：!,,./012345567
图" /47;基因:;<>+@AB"酶切产物

!：%!!；$：标准株()!)*’；’：%!’；&：%)；)：1&；"：")=；*："$"；

=：+$=；#：+$)；-：!,,./012345567
/47;基 因:;<>+@AB">((;:分 析 显 示 两 条 双 链 带（!#!./、

$*=./）和多条单链带；"、*为突变株，其单链带位置与!（敏感株）及

余者不同（差距!’CC）

图# /47;基因酶切产物((;:分析结果

讨 论

许多研究表明，志贺菌对多种抗生素普遍耐

药［&］。本研究的结果显示志贺菌对喹诺酮类药物

耐药性相当严重，#!D=E的菌株对一种或多种喹诺

酮类药物敏感性降低或耐药，对&种喹诺酮类药物

的耐药率在’"D#E!*#D)E之间。其中:F与;F:、

;F:与1G<耐药率差异有显著性，1G<与G?3耐

药率则差异无显著性，可能与药物投放年代、临床应

用时间及自身结构不同有关。

喹诺酮类药物是由萘啶酸发展起来的合成抗菌

药，该药都具有吡啶酮酸的共同结构，通过抑制拓扑

异构酶#（又称012旋转酶，H974I6）和拓扑异构酶

$（JK/K@IKC674I6$），阻断012的复制而产生抗菌

作用。本研究结果发现靶基因突变在志贺菌耐喹诺

酮类药物菌株中普遍存在，提示靶基因突变机制可

能是志贺菌耐喹诺酮类药物的主要机制之一，以

8972基因突变为主，/47;基因突变次之。8972基

因编码=$／=’位氨基酸的碱基在喹诺酮类药物非敏

感株中突变率达#!E，提示此位点可能是喹诺酮类

药物作用的一个共性位点。

从菌痢的防治及对喹诺酮类药物耐药性的防治

角度，本研究提示：%使用喹诺酮类药物治疗菌痢

时，应做多种喹诺酮类药物药敏试验，因对一种喹诺

酮类药物耐药未必对其他种喹诺酮类药物耐药；&
新的喹诺酮类药物开发设计时应设计不同的自身结

构与靶酶结合以避开上述常见突变位点；’其他耐

药机制的研究应予重视。

（感谢 郑 州 铁 路 中 心 卫 生 防 疫 站 提 供 的 大 力 支 持 与

帮助）
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