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质粒介导喹诺酮耐药机制的研究进展
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喹诺酮类抗菌药物是极易容易产生耐药性的药物之

一。随着其在临床和畜牧养殖业的广泛应用，耐药性问题越

来越受到普遍关注。除染色体突变引起的喹诺酮耐药外，质

粒介导的喹诺酮耐药也取得了很大进展。本文就近年来有

关质粒介导引起细菌对喹诺酮药物敏感性降低的研究简单

概述如下。

1．口nr相关基因：1 998年ManiIlez．Maninez等⋯首次报道

了质粒介导的喹诺酮类耐药基凶gnr(现命名为gn崩1)，其编

码的蛋白与Ⅱ型拓扑异构酶特异性结合，对靶位起到保护作

用，从而导致细菌降低r对喹诺酮类药物的敏感性。QnrA

蛋白与拓扑异构酶Ⅳ上特定配体的结合并不需要DNA、喹

诺酮类药物和ATP的存在[2]。qⅣ编码的蛋白QTIr含218个

氨基酸，属于五肽重复家族。Qnr含有蘑复的舭、D／N、L／
F、X、X(x代表任意氨基酸)特征性结构，第一位氨基酸残基

54％为丙氨酸或半胱氨酸，第二位49％为天冬氨酸盐或天冬

酰胺，第i位高度保守80％为亮氨酸或苯丙氨酸“。目前，

已知Qnr家族有90多个成员，在很多细菌中都发现了这些

蛋白。在蓝藻菌中QIlr蛋白作为膜蛋白或胞浆内的蛋白而

存在。

在含有口W基因的大肠埃希菌中，拓扑异构酶的突变极

少能通过喹诺酮类药物选择出来，这说明细菌内喹诺酮类耐

药决定区町通过Qllr蛋白进行保护HJ。Qnr蛋白可以结合到

解旋酶和其2个亚基G”A和蛳B上，而不需要酶一DNA一喹
诺酮复合物的存在；推测Qn卜解旋酶复合物的形成发生在

酶一DNA一喹诺酮复合物解体之前。此外，Qnr蛋白通过与解

旋酶相互作用减少酶与DNA的结合，QIIr蛋白与酶的结合

要早于DNA与酶结合，而喹诺酮的加入以期形成三元复合

体则发生的更晚。Qlnr蛋白就是通过这种降低酶一DNA一喹
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诺酮复合物的水平来抑制喹诺酮类药物发挥作用，进而产生

耐药。QIlr蛋白与拓扑异构酶Ⅳ之间也存在着同样的作用

机制¨。，纯化的QnrA蛋白阻止了环丙沙星对拓扑异构酶Ⅳ

的抑制。凝胶电泳显示，标记的QnrA蛋白结合在拓扑异构

酶Ⅳ上，并且这种结合不依赖于DNA、喹诺酮或者ATP的

存在㈦。

gn一是一段657bp长的基因，编码218个氨基酸。属于五

肽重复家族，与免疫蛋白McbG同源。∞一在几乎所有人类

居住的大陆上都有发现，最常存在于肠杆菌科属细菌中，如

大肠埃希菌、肺炎克雷伯菌、弗氏柠檬酸杆菌属和斯氏普罗

威登斯菌中。口舳4l基因对肠杆菌科细菌喹诺酮耐药性的影

响是通过阻止喹诺酮类药物在肠杆菌科细菌内的蓄积实现

的，口nrAl基因突变的菌株与野生型相比显著的阻止了喹诺

酮类抗生素在肠杆菌科细菌内的蓄积。在口n—l基因表达的

情况下，g=州和pnrc基因的突变很容易被保留下来使其产生
更强的耐药性’6】。

Jacoby等【7吁2006年在编码c啊．胁15型B．内酰胺酶的

肺炎克雷伯菌的质粒中发现了新的q凡坩基因，与现有的

4n甜、ls相比，同源性≤40％，同样编码1个五肽重复蛋白，含

有此基因的菌株对喹诺酮类药物产生低水平耐药。

我国专家王明贵发现了1个新的质粒介导的口nr基因片

段，命名为卵以l，是从临床分离的奇异变形杆菌pHslO质粒

中发现的，与1个特殊的长4．4kb的插人元件Pmil相关(图1)。
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图1奇异变形杆菌pHsl0质粒上gWCl的位置

为了规范标准和命名，南q盯基因的发现者George

Jacoby和王明贵等8位gnr研究领域的学者于2008年共同制

定了gW相关基因的命名法，规定新发现的g凡r基因只有与现

有的g，l以、曰、S基因的同源性≤30％，才可以命名为新的口nr

基因，否则只能被认定为原有口肌4、B、5基因的亚型。J。

含gnr基闲的质粒通常很大，约lO一50 kb。有证据表

明即r基因的菌株质粒上有多种耐药基因的整合子；整合子

定位于转座子上。易在不同菌株间快速传播。因此，整合子

在多重耐药的传播流行中扮演着非常重要的角色；而携带

gnr的整合子可在质粒间移动，但其机制尚不清楚；q几r基因

介导的耐药与整合子有关，整合子中同时存在其他耐药基

因，如一(6’)．，6-cr，导致细菌对喹诺酮类耐药外也对其他
抗生素耐药。

g枷位于大而复杂的In4族的l型整合子上，整合子中
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尚携带s础、∞c(6’)一，6、∞“2及6如．∞M230等基因，分别编

码对磺胺类、氨基糖苷类及p．内酰胺类抗菌药物耐药。整合

子以In4为基本结构，并携带附加结构，包括口矿513、q肿、

口mp尺和3’Cs的第2个拷贝，gⅣ位于2个重复的3’保守片段

之间，位于D矿513的下游和Ⅱ，印R的上游(图2)归1。

sh即等“叫对肺炎克雷伯菌内的多重耐药质粒pKP96进

行了完全测序，证明其包含了qr矿Al、咖(6’)．肪啊和6缸
(C7弭肛24)等可移动的元件。

有证据表明，粪肠球菌内存在1个类口nr基因片段，编码

1个与口w有25％同源性的五肽蛋白。当基因片段内插入载

体pG l KT时，此类q，lr基因会失效。而当过度表达时，粪肠

球菌对喹诺酮类药物的Mlc值会有4～9倍的提高，对氧氟

沙星可提高到32嵋／ml，对环丙沙星可提高到8 p咖I。将此
类口W基因引入大肠埃希菌DHl0B、金黄色葡萄球菌

l心4220或乳球菌IL．1419时，可使这些细菌对喹诺酮类药物

的MIc值增加4～16倍，说明此基因在不同细菌内均可发挥

作用。它的过度表达或者在不同菌属间的转移可能揭示了

一种重要的耐药机制““。

2．质粒衄c(6’)．，6．cr基因：喹诺酮类为全合成药物，人

们一直认为灭活酶不能破坏其结构，即不被灭活酶水解。但

Robicsek等“21发现，1个氨基糖苷乙酰转移酶变异体蝴
(6’)舶啊，可以修饰喹诺酮类药物，使细菌对喹诺酮类药物

的敏感性下降。质粒编码的∞c(6’)舶．cr修饰酶，是通过对

喹诺酮类药物哌嗪环上7位氨基氮原子的乙酰化作用而使7

位哌嗪环上没有取代基的喹诺酮类药物失活，例如环丙沙

星、诺氟沙星等。而对于7一哌嗪基已有取代基的药物则没有

作用，如甲基取代的左氧氟沙星。接合试验证明，接合子对

环丙沙星、诺氟沙星的敏感性降低，其MIc值提高了8倍；

而对左氧氟沙星的敏感性没有变化，证明了该酶的活性特

点|l“。、研ing等“41对氨基糖苷乙酰转移酶∞c(6’)．，6-cr的

结构和作用机制进行分析，通过对大肠埃希菌内∞c

(6’)-，6．cr蛋白的纯化，研究其动力学和化学机制，并且确定

了它的三维结构，证明伽(6’)-，6咿的盯突变发生在J79位
天冬氨酸置换为酪氨酸，此位点的置换会加快喹诺酮环的结

合。该模型同样证明∞c(6’)-，6町对喹诺酮类药物与氨基

糖苷类药物有不同的结合位点。基于动力学性质和参数与

适宜的pH条件，推测绷(6’)-，6-cr通过三元复合物的形成
催化一个酸碱辅助反应。

当口，槲与口伽(6’)．，6唧基因同时存在时，对喹诺酮类药

物的耐药性是口，积单独存在时的4倍。并且删(67)-，6-cr
基因提高了暴露在环丙沙星下的细菌染色体变异的概率。

Park等”纠发现，∞c(6’)-，6一cr在环丙沙星敏感和非敏感大肠

埃希菌株中都存在，并与g舯不相关。

Robicsek等h21在我国上海市临床收集的大肠埃希菌，有

50．5％的菌株存在似(6’)-，6．cr基因。且有28％发生cr变异，
此变异导致环丙沙星低水平耐药。美国的调查资料显示““，

在临床收集的大肠埃希菌中，有60％以上的菌株检测到删
(6’)．，6一cr基因。这些资料证明在临床分离的大肠埃希菌存

在携带删(6’)-，6叫基因质粒的传播性。李景云等“"调杳
显示，在鸡来源28株和猪来源9株大肠埃希菌中，分别有7

株(25．0％)和l株(11．1％)检测到叩c(6’)m_cr基因。说明

在动物来源菌株中也存在质粒∞c(6’)．，6吲介导的氟喹诺

酮耐药。

∞c(6’)．，6-cr基因是∞c(6’)-，6的变异体，由于点突变

失去了存在于o∞(6’)-，6上的BstF5I酶切位点。除测序外，

这也是区别o∽(6’)舶-cr和∞c(6．)．毋的方法之一。有学者

提示““，质粒AAc(6’)．，6-cr介导的氟喹诺酮耐药机制可加

速靶酶基因的突变，而导致细菌对氟喹诺酮药物的高水平耐

药。因此，加强对动物来源和临床分离菌株质粒介导氟喹诺

酮耐药的监测是很有必要的。

3．与主动外排有关的耐药机制：已知大肠埃希菌是含

主动外排系统最多的一种细菌，其外排泵系统可介导菌株对

多种抗生素产生耐药““。与喹诺酮类排出有关的外排系统

有：EmnV B、Acr～B、MdfA、AcrE／F、YdhE／NorE。ErIlrB、

AcrB为转运子，通过膜融合蛋白(MFP)类辅助蛋白E删A、

AcrA与外膜通道相连，从而排出进入细胞内的抗生素。大

肠埃希菌的外膜通道蛋白为T0lC，此系统与铜绿假单胞菌的

MeⅪ惦．0prlⅥ具有高度同源性，AcrA／B表达增加导致临床

分离的大肠埃希菌耐药‘”1。

1个新的质粒介导的喹诺酮抗性基因qE胡在大肠埃希菌

C316株的pHPA质粒中被发现，仰f4和俐曰基因可能是由插
入序列IS26所介导的。含有g卅基因的大肠埃希菌对喹诺
酮类药物的耐药性都有显著的提高。班础基因被认为与膜

蛋白转运系统有关，属于】4次跨膜蛋白家族，它可以使大肠

埃希菌内蓄积的诺氟沙星浓度降低，但这种作用可以被

CCCP(carbonyl cyanide m．chlorophenymydmzone)所中止。

现已证实可以将质粒编码外排泵的基因转移到受体菌，并可

导致受体菌获得对喹诺酮药物的敏感性降低一“。

q刚基因有1536个碱基，编码511个氨基酸。仰A与
玎眦8基因关系密切，位于同1个质粒上，被2个IS26元件所包

围(图3)““。

在法国分离到的12l株产ESBL肠杆菌科细菌中发现了

图2整合子上g，lr及其他耐药基因相关位置
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图3 g卅基因在质粒上的位置

口e础基因，其中l株携带c耐．^乒15基因的大肠埃希菌含有新

的q刚2基因，新的g卅2基冈位于1个90 kb的可移动的质
粒上，与g卅相比存在2个从的点突变㈨】。
4．qⅣ、∞c(6’)-，6-cr和q9pA质粒介导喹诺酮耐药基因

的分布：4村基因在肠杆菌科细菌巾分布相当普遍，从患者分

离的肠杆菌科细菌中均有检出报道。其与患者的年龄、性别

关系不大，与分离菌株的耐药性高度相关。由于口nr基因常

存在整合子，所以在耐药菌株，尤其是多重耐药菌株如产超

广谱EsBL菌株中的检出率明显高于敏感蔚株。有报道阴沟

肠杆菌和肺炎克雷伯菌中口nr基因的检出率较高，约为

20％一65％；大肠埃希菌的检出率较低，约为lO％幢““。啊
基因在世界各地患者分离菌株中均有检出的报道，其中南美

洲的检出率为2．3％【2“，北美加拿大约为l％㈨]，欧洲的检出

率为0．8％～6．4％【2L圳，非洲约为3．5％【271。亚洲区情况最为

严重，目前报道口w基因的检出率为10％。60％㈣。3；亚洲地

区的检出率明显高于其他洲，这与抗生素滥用现象较为严重

有关。

在对畜牧养殖业健康动物分离菌株的耐药性调查中，常

以大肠埃希荫作为标识菌。因此，对于口凡r基因的研究多来

源于大肠埃希菌的检出报道。由于我国畜牧养殖业滥用抗

生素的现象较为普遍，所以养殖业动物中分离的大肠埃希菌

均有检出的报道。有报道在232株鸡和猪来源的大肠埃希

菌中，有6％的菌株检出gⅣ基因，包括qn培和qnrS亚型b⋯。

自发现qⅣ基因以来，从世界各地的临床感染患者分离

的标本中陆续发现了qnr基因及亚型(g枷、B、Js)，其中g，以
在我国的检出率约为19％，国外为6．4％；口n坍在我国的检出

率为18％，国外为20．3％；口n塔在我国的检出率为15％”“，国

外检出率较低。

最近有报道，口∞(6’)．，6一cr基因在急性泌尿道感染和慢

性泌尿道感染喹诺酮耐药非产EsBL大肠埃希菌的检出率分

别为3％和9％，而在2000年分离的泌尿道感染的52l株大

肠埃希菌并没有检出口伽(6’)-，6啊基因”“。国内报道临床分

离的大肠埃希菌和肺炎克雷伯菌有9．9％的菌株检出删
(6’)．，6_cr基因¨“。

有研究证实，2004年在加拿大有4％的大肠埃希菌检

测到∞c(6’)．，6．cr基因，而在2007年则增加到13％[2“。Pa出

等““的研究表明，在313株肠杆菌科细菌中，环丙沙星MIC

f>0．25¨咖l且头孢他啶敏感性降低的菌株，∞c(6’)-，6_cr
基因的枪出率高达14％。此外，蚴(6’)．，6-cr基因在宠物和
养殖业动物中的检H{率不低于人分离菌株“。川。

自2007年首次报道g卅基因介导喹诺酮耐药以来，全
球的研究报道并不多。我国最近在养殖业动物和宠物中分

R

离的肠杆菌科细菌头孢噻呋耐药菌株检出率为16％口⋯。日本

住院患者分离的大肠埃希菌约有O．3％的菌株携带有卵胡基

因【35]，法国分离到q印，42亚型l株【20】。9e胡与，7眦B关系密切，

在册国阳性的大肠埃希菌中检出率可以达到50％以上。

5．小结：细荫耐药性问题已经引起了全世界的普遍关

注。由于喹诺酮类药物在临床和养殖业的广泛使用，其耐药

菌株已经在世界各地频繁出现。质粒介导的喹诺酮耐药作

为近年来发现的新耐药机制，有越来越多的证据表明其在耐

药菌株的产生和耐药基因的传播方面起着重要的作用。监

测临床和养殖业中的耐药菌株，阐明细菌的耐药机制，对抗

生素的合理使用和新一代抗生素的研发有重要意义。
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