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喳诺酮类抗菌药对金黄色

葡萄球菌抗生素耐药质粒的消除作用

姚 勤 陈小英 陈知本

( 生物研究中心 )

摘 要 以喳诺酮类药物作为质粒消除剂
,

进行抗生素耐药质粒定位实验
。

通过 10 株金黄色

葡萄球菌耐药株的实验
,

确定其中 3 株菌具有氯霉素
、

四环素和红霉素耐药质粒
。

并比较了嚎诺酮

类与 s D s 的消除作用
,

发现在不同浓度的消除剂及不同菌株中其消除作用不相同
。

关扭词 金黄色葡萄球菌
;

质粒消除
;
喳诺酮类

金黄色葡萄球菌 (以下简称金葡菌 )引起

的感染很普遍
,

特别是 医院 内感染耐药性金

葡菌对病人更有危险性
。

为了解决这个问题
,

人们进行了广泛
、

深入的探讨
。

从遗传学基因

定位的角度探讨耐药机制是其中一个方 面
。

目前耐药质粒的定位方法主要有
:

遗传转移

法
,

如转导
、

转化
、

接合等
,

消除法和 电泳法
。

运 用上述三 种方法 中的两种
,

即可进 行 定

位 〔̀ 〕
。

本实验运用消除法和 电泳法对三株金

葡菌的耐药质粒进行了定位
。

诺氟沙星
、

氧氟

沙星
、

盐酸环丙沙星和盐酸 洛美沙星是新型

唆诺酮类抗菌药
,

对革兰 氏阳性 菌和革兰 氏

阴性菌具有高度活性
,

对金葡菌有较好的抗

菌活性
,

其作用机理是通过抑制细菌 D N A 回

旋酶而抑制细菌 D N A 合成川
。

实验中比较 了

上述 喳诺酮类药物与 s D s 对抗 生素耐药质

粒的消除作用
,

发现在不同浓度 的消除剂及

不同菌株 中其消除作用不相同
。

材料和方法

(一 )试验 菌
:

金 葡菌耐药菌 株 8 50 94
,

9 0 0 13
,

8 5 0 4 0 等 十株 及 金 葡 菌 敏 感 菌 株
ZOg P

,

均为本室保存株
。

,

( 二 ) 试剂
:

抗生素标准 品
:

青霉素
,

氨节

青霉素三水物
、

庆大霉素
、

卡那霉素
、

链霉素
、

四环素
、

红霉 素
、

氯霉素
,

来自中国药 品生物

制品检定所
。

哇诺酮类药物
:

诺氟沙星
、

氧氟

沙星
、

盐酸环丙沙星和盐酸洛美沙星
,

由王尔

华教授赠与
。

(三 ) 试验菌耐 药性测定
:

按 eL nn et et 氏

法困
,

以琼脂平板稀释法进行 M lc 测定
。

( 四 )质粒消除法
:

各消除剂原液用无菌

水配制
。

s D s 1 00 0 9 / ml
,

诺氟沙星
、

氧氟沙

星
、

盐酸环丙沙星
、

盐酸洛美沙星均为 3 以s/

m l ; 用 B P Y 液体培养基稀释原液
,

配制成不

同稀释度 的消除剂
;
各加 入 0

.

l ml 试验菌

B P Y 过夜培 养液 (稀释至 1 0 ` C F U / m l ) ; 3 7
厂

C

处理 铭 h 后
,

取低于抑菌浓度的两管菌液进

行平板划线分离
;
单菌落再分 别点种于含抗

生素平板 (四环素
、

红霉素
、

链霉素
、

氯霉素各

10 陀 / m l) 及不含抗生素的平板上
,

每个平板

同时点种金葡菌 2 09 P 为敏感菌对照
。

耐药

性消除株再进行二次耐药性复测及革兰氏染

色
,

菌形检测
。

( 五 )质粒抽提与电泳
:

耐 药性原始菌株

和耐药性 消除株进行质粒抽提与电泳检测
。

质粒抽提与 电泳参照本室报道 4[]
。

取少量斜

面菌于高渗液 中
,

加入溶菌酶和溶葡萄球 菌

.
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素
,

3 7℃水浴作用 4 5 m i n 后
,

再加入 B r ij
一

5 8

裂解液和 R N A 酶
,

经碱酚和氯仿
一

异戊醇去

蛋 白质后
,

质粒 D N A 被抽 提
。

质粒检测用

0
.

7%琼脂糖 (含澳化 乙吮 1 o s/ m l) 进行平板

电泳
,

90 v 恒压 电泳
,

澳酚兰甘油为前沿指

示剂
。

电泳毕
,

在 2 5 3 7 n m 波长的紫外线下
,

通过红色滤光片拍照记录
。

2 结果与讨论

8 种抗生素对 10 株金葡 菌进行 耐药性

测定
,

结果见表 1
。

T a b 1
.

A n t i加 o t i e R es l s t a n 优 o f 改
.

砚呀℃“ ,

S t r a l n s
M I C (“ g / m l )

P e A P S m K m G m T e C m E m

8 5 0 4 0 < 0
.

5 0
.

5 6 4 2 < 0
.

2 5 1 6 4 12 8

8 5 0 9 4 2 1 2 1 < 0
.

2 5 1 6 4 2

9 0 0 1 3 0
.

5 0
.

5一 1 2 1 0
.

5 1 6一 32 3 2 > 12 8

8 2 0 9 0 0
.

5一 1 1 2 2 < 0
.

2 5 1 6 4 < 0
.

2 5

8 2 1 4 3 4 4 2 1 0
.

5 1 6一 3 2 4 < 0
.

2 5

8 2 1 8 4 1一 2 2 2 1 < 0
.

2 5 1 6一 32 4 3 2

8 2 0 5 2 3 2 3 2 > 12 8 12 8 16 1 2 8 3 2 > 12 8

8 2 0 4 4 2 2 1一 2 1 < 0
.

2 5 2 4 < 0
.

2 5

8 5 0 4 6 1一 2 1一 2 6 4 1 < 0
.

2 5 1 6一 32 4 < 0
.

2 5

8 2 1 3 9 4一 8 4 2 1 < 0
.

2 5 2 4 < 0
.

2 5

cP
: P e n i e il iln

冬 A P : A m Pi c i l li n ; S m : S t r e P t o m y e in ; K m : K a n a m y e in ;

G m
: G e n扭 m y e i n ; C m

: C hl o r o m y 优 t in ; E m : E r y t h r o m y e i n ; T e : T e t r a e y e l i n e

试验株分别用 S D S
,

诺氟沙星
、

氧氟 沙 抗菌药相比较
,

进行统计学方差处理
。

在 10

星
、

盐酸环丙沙 星和盐酸洛美沙星处理
,

以 株试验菌中
,

获得 3 株耐药性及质粒消除株
,

s DS 为对照
,

将它的消除结果与各种哇诺酮 结果见表 2
,

3 和 4
。

aT b 2
.

C咖 aP r is明 Of P las m记 E l加加
a 它i朗 i n 泞

.

一
8 5 0 9 4 by S D S a n d Q u j n ol 朋留

A犷n st
C o n C e n t r a t i o n

( p g / m l )

T o扭 l

C o l o n i es

S u s e e P t i b l e

C o l o n i es

P 】a sm i d

E l im in a t i o n ( 写 )

S D S

N O t f l O X a Cin

6 0
.

0

:: :
o fl o x a C i n 0

.

12

0
.

3

C IP r o f l o x a c i n 0
.

2 4

0
.

3

8 36

1 1 2

3 2 1

2 4 7

2 17

3 1 0

2 7 4

2 7 7

3 0 9

7 5

9

l 0

5 8

1 1 8

3 10

l

5 6

7 l

8
.

9 7

8
.

0 4

3
.

1 2

2 3
.

5
.

5 4
.

4 .

10 0
.

0
.

3 6

2 0
。

2
.

2 3
.

0
.

1938..00Lo m e f l o X日 C in

. P < 0
.

0 1 珊 S D S

aT b 3
.

C o m aP isr on Of P】as m id E l im l n a t应佣时
.

一
8 5 0 4 0 by S D S a n d Q u in 川 on es

A吕e n st
C o n C e n t r a t i o n

(卜g / m l )

T O扭 l

C o l o n ies

S u s e e P t i b l e

C o l o n i韶

P las m i d

E lim i n a t i o n ( 写 )

;::
3 0

.

9 2

3 0
.

88

70的S D S

N叮 f l o X扭 e i n
0

.

3 3 18 3 7 1 1
.

6 *

,̀乃̀匕」

0103

3 4 5

3 6 9

2 8 1

3 0 4

3 0 4

3 0 6

0
.

5 8

0
.

5 4

1
.

7 8

0

3
.

2 甘 *

0
.

9

SJ,̀口91合Oùlq自ùno八“nU

……
nùnùnn甘nnóO f l o X a C i n

C I P r of l o x a e加

L o m e f l o x 口C i n

. P < 0
.

0 1
, * * P < 0

.

0 5 璐 S D S
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T a b4
.

Com P a r
俪

o n fPl a sm i d Ei lm i a nti o ni n 5
.

~
9 0 0 1 3 byS DS a n d Q ui no lo ne s

Age n 妞
Co e e n nt a rti o n

(协g /m l )

T t Oal

Co lo ni e s

Se e s uP ti l be

Co lo ni e s

Pl a sm i d

i l Em i nati o n
(写 )

1 3 6 50
.

2

3 5 5 5
.

0

0 6 6 5
.

6
.

54 4 6
。

6. ,

2 0
.

7 0

111
廿

l亡U八nla八U..I J口,矛内rl勺ó”IR二dCUó11,山,白11
..1几̀,̀ ,J口乙11nUó11九Jodn,̀

.。

.1ǐ”nù

N叮 f l o x a C i n

O f lo x a e in

8咋̀ōbs怪d,ù,d
.

J,一了

一bs二曰一óOnJhtIgC IP r o f l o x a e i n

0
.

4 2

0
.

0 9

0
.

19

0
.

19

0
.

3 8

. P < 0
.

0 1
,

二 P < 0
.

0 5
, . 书 . P < 0

.

0 1 0 1 2 0 协8 / m l S D S ; .

“ P < 0
.

0 1 , 10 0 “ g /m 1 S D S
.

自六十年代以来
,

众所周知各种理化 因

素影响质粒消除
。

特别是抗生素类的消除作

用更引人关注
。

此外
,

维生素 C[ 5] 和大黄素川

等也有消除质粒的作用
。

1 9 8 8 年 J u n io r ,

J o s e

P i n t。 等 [ , ]报 道 s
一

m e th o x y讲 o r a l e n 与 紫 外线

共同作用
,

消除金葡菌的四环素质粒
。

有关叮

吮黄消 除 lF lac 质粒 的动 力学 模型也 有研

究闭
。

哇诺酮类抗菌药是近年来临床上应用

较广泛而有效的抗菌药
。

1 9 8 8 年 F u
等 9j[ 报

道哇诺酮类抗菌药可消除抗生素耐药质粒
。

本实验的结果发现诺氟沙星
、

氧氟沙星
、

盐酸

环丙沙星和盐酸洛美沙星均有消除耐药性的

作用
。

这些 消除剂 的浓 度为
:

诺 氟沙星 0
.

3

林g / m l
,

氧 氟沙星 0
.

12 ~ 0
.

4 2 协s / m l
,

盐 酸环

丙沙 星 0
.

05 一 0
.

3 卜5/ m l
,

盐 酸 洛 美 沙 星

0
.

0 5一 0
.

3 8 林g / m l
。

由表 2
,

3 和 4 的统计学结果可得
,

在这

3 株菌中洛美沙星在合适浓度 下对金葡菌的

耐药性消除优于 S sD
,

且有显著性 差异
。

在

9 0 0 1 3 和 8 5 0 4 0 两株菌 中诺氟沙星对金葡菌

的耐药性消除优于 S D S
,

且有显著性差异
。

在

合适浓度下氧氟沙星和盐酸环丙沙星对金葡

菌 8 5 0 94 的耐药性消除优于 s D s
,

且有显著

性差异
.

但也有 S D S 优于唆诺酮者
,

如诺氟

沙星和 s D S 对菌株 8 50 9 4
,

氧氟沙星对 9 0 0 1 3

等
。

由此可见
,

相同消除剂在不同菌株中处理

结果有差异 ,相同的菌株用不 同消除剂处理

结果也有差异
。

消除剂浓度对耐药性消除也有影响
,

但

不与浓度成正比
。

见表 2
,

除洛美沙星外
,

其

余药物的不同浓度有显著性差异
,

盐酸环丙

沙星浓度增加
,

消除率反而降低
。

在表 3 中
,

盐酸洛美沙星和盐酸环丙沙星也同样随着药

物浓度增加
,

消除率反而降低
。

在表 4 中
,

除

洛美沙星随着消除剂浓度增加
,

消除率提高

外
,

其余药物作用与之相反
。

因此
,

可以认为

不 同抑菌浓 度的消除剂的质粒 消除作用不

同
,

因而在实验时应采用两种以上浓度
。

在本实验条件下
,

不同哇诺酮类药物对

金葡 菌的 M lc 分别为
:

诺氟 沙星 0
.

6 ~ 0
.

9

卜8 / m l
,

氧氟沙星 0
.

3 ~ 0
.

6 卜8 / m l
,

盐酸环丙

沙星 0一 9 ~ 0
.

4 2 卜g / m 一
,

盐酸洛美沙星 0
.

3 8

~ 0
.

7 5 林g / m l
。

实验所得的耐药性消除株与原始耐药株

一起进行质粒检测
,

从而确定耐药质粒的位

置
。

通过实验
,

在 3 株菌中有 3 种耐药质粒被

定位
,

即红霉素
、

四环素和氯霉素耐药质粒
。

金葡菌 8 5 0 9 4 菌株耐四环素
。

由图 1 分析可

知
,

8 5 0 9 4 菌株 只有一条质粒带
,

8 5 0 9 4 菌株

在消除质粒的同时也消除四环素耐药性
,

证

明此质粒编码四环素耐药性
。

金葡菌 8 5 0 4 0

菌株耐四环素
、

红霉素及链霉素
。

由图 2 分析

可知
,

8 5 0 4 0 菌株有二条质粒带
,

8 5 0 4 0 消除

株 3 无红霉素耐药性
,

消除株 1 无四环素耐

药性
,

电泳后都 只剩 一条带
,

可得 出这样结

论
: a 号带为红霉素耐药质粒

,

b 号带为四环
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5 6

药性均被消除
。

从而认为
a

号带为红霉素耐

药质粒
,
b 号带为氯霉素耐药质粒

, c
号带为

四环素耐药质粒
。

除上述 3 株菌外
,

其它试验

菌经同样操作
,

取 1 0 0 0 以上单菌落进行实验

均未得消除株
。

F lg 1
.

A s a r

吹 罗 1 e lec t r o Ph o r es i s o f r e s is ta n t e u r i n 吕 s t r a i n s an d

S…
” 目” 8 50 9 4

l
,
2

。
3

.

5
,
6

.

e u r i n g s t r a i n s : 谷
.

一
8 5 09 4 ( T护 ) ; 4

.

o r 18j n a l

s t r a i n s : 占
.

一
召 8 5 0 9 4 ( T e ,

)

2 3
F i g 3

.

A助 r o` e s e l e l e t r o Ph盯 es i s o f 5
.

一
9 0 0 1 3 a n d r es i s -

t a n t e u r in g s t ar in s

1
.

e u r in s s t r a i n ( T e r E m , Cm
.

) ` 2
.

e u r in s s tr a i n ( T已 E m . Cm ,

) 吝

3
.

e u r in g s t r a i n ( T d E m r C m r

) ; 4
.

5
.

一
9 0 0 1 3

( T e , E m r Cm
r

) ; 5
.

e u r in g s t r山n ( T己 Em
, C m `

) ; 6
.

e u r i n g s

atr
i n

( T护 Em
` Cm r

) ; 7
.

e u r in g s at l n ( T 沪 E m . C m .

)

哇诺酮类药物作为化学治疗剂对临床应

用有双重意义
,

即在抑菌作用的同时
,

还有消

除耐药质粒作用
,

无疑对哇诺酮药物的广泛

应 用提供了良好的前景
。

F堪 2
.

A即 r

ose g e l e l e e t r 0 Ph o r es i s o f r e s i s ra n t e u r . l一9 s t r a i n s a n d

S二口
. ” 8 5 0 40

1
.

cr u in g st r a j n ( T护 ) ` 2
.

5
.

一
8 5 0 4 0 ( T e , , E m

r

) 书 3
.

e u r -

正n g s廿川 n ( E m
.

)

素耐药质粒
。

金葡菌 9 0 0 1 3 菌株耐四环素
、

氯

霉素及红霉素
,

由图 3 可得
,

原始菌有 5 条质

粒带
,

而消除株 1 有 4 条质粒带
,

无氯霉素耐

药性 ,耐药性消除株 2 有 4 条质粒带
,

无红霉

素耐药性
,
耐药性消除株 3 有 4条质粒带

,

无

四环素耐药性
,
耐药性消除株 5 有 3条质粒

带
,

其四环素
、

氯霉素耐药性被消除
;
耐药性

消除株 6 有 2 条质粒带
,

其四环素
、

红霉素耐

药性被消除
,

且分子量较大 而表型未知的一

条带也被消除
;
耐药性消除株 7 只有 2 条质

粒带
,

此消除株的红霉素
、

四环素及氯霉素耐

3 小 结

(一 ) 以哇诺酮类药物处理 10 株抗生素

耐药性金黄色葡萄球菌
,

结果有 3 株菌的耐

药性及质粒被消除
,

从而定位红霉素
、

四环素

和氯霉素耐药质粒
。

(二 ) 以哇诺酮类药物诺氟沙星
、

氧氟沙

星
、

盐酸环丙沙星和盐酸洛美沙星作为消除

剂
,

同时以 S sD 为对 比
,

证明不同浓度 消除

剂及不同菌株对质粒的消除作用存在差异
。
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