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一株猪源鼠伤寒沙门氏菌的耐药性鉴定及其消除
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摘 要：猪源鼠伤寒沙门氏菌临床分离株 &’H，检测其对 &)种抗生素的耐药性，结果耐 &!种抗生素。用高温及高
浓度 IJI处理后，获得对 &&种抗生素的敏感性，该菌株命名为 &’I&。KLM检测证明，大部分耐药基因存在于质粒
上，包括 N型整合子携带耐药基因，且随着质粒的消除而被消除。所鉴定的耐药基因有 !"#$%&、!"#’()5 &、*#+&、+,+
（-）、##*.$、##/)(!、/012(!和 34"&等。喹诺酮类药物的靶基因 562)与 7#2.位于染色体上。OP1Q在耐药决定区第
(’位氨基酸突变（R’(J），导致了喹诺酮类药物的耐药性逆转。敏感菌中扩增不到质粒毒力基因 378与 2*9。耐药性
消除后的菌株 &’I&对小鼠的毒力降低（SJ#%增加 &%倍），在小鼠体内的增长与 散速度也显著降低（: T %U%#）。以
上证据表明，鼠伤寒沙门氏菌的多重耐药性主要由质粒决定，研究开发新型质粒消除剂将对克服鼠伤寒沙门氏菌

多重耐药性具有重要意义。
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细菌耐药性是全世界广为关注的公共卫生问

题，耐药性使得大多数原本对感染治疗十分有效的

抗菌素失去效疗［&］。细菌耐药性机制主要包括：获

得外源耐药基因、改变药物靶位、改变膜渗透屏障、

改变药物主动外排泵机制等［$］。其中外源耐药基因

主要通过耐药质粒、整合子、转座子等可动遗传要素

的 JRQ水平转移而获得。而获得耐药质粒是细菌
耐药性最为普遍的机制［2］。解决耐药性问题的途径

有许多，但研制新型抗菌药及耐药性逆转剂无疑是

两条行之有效的途径。由于新型抗菌药的研制需要

较长的周期及大量的投入，因此，耐药性逆转剂的研

究已成为当前的热点领域之一。耐药性逆转剂主要

包括耐药质粒消除剂、外排泵抑制剂、染色体突变抑

制剂等［&，!，#］。传统耐药质粒消除剂如 IJI 对机体
有较强的毒副作用。近年来，人们纷纷寻找中药、植

物提取物等毒副作用低的自然物质，或质粒不相容

性分子作为耐药性逆转剂［! * ’］，配合抗生素，用于耐

药菌所致疾病的治疗［(］。

沙门氏菌是属于肠杆菌科沙门氏菌属的一大群

革兰氏阴性杆菌，血清型众多，有 $#%%种以上，能致
多种动物的沙门氏菌病。家畜、禽沙门氏菌病多表

现为肠炎及败血症［)］。同时，动物沙门氏菌可通过

食物感染人类，是致人类食物中毒的主要细菌，因

此，动物沙门氏菌耐药性已成为十分重要的全球性

公共卫生问题［&%，&&］。

本实验室从临床发病猪中分离出多株多重耐药

性沙门氏菌，主要包括猪霍乱沙门氏菌与鼠伤寒沙

门氏菌等血清型，其中鼠伤寒沙门氏菌的耐药性最

为严重。本研究以其中一株多重耐药性鼠伤寒沙门

氏菌为研究材料，探讨沙门氏菌的耐药机制，并通过

观察耐药性消除对沙门氏菌毒力及生长特性的影

响，为进一步研究沙门氏菌耐药性逆转剂提供理论

依据。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 菌株和主要材料：致病性猪源鼠伤寒沙门氏
菌分离株 &’H，为本实验室从临床发病猪病料中分
离获得。病猪来自于实验室接收的临床送检猪，同

栏猪群均有腹泻症状，且经抗生素治疗无效。初诊

为沙门氏菌病。用灭菌棉签在盲肠部位采集粪样，

接种选择性富集肉汤培养基分离，经培养特征、生化

特征、血清型检测等鉴定为鼠伤寒沙门氏菌，其血清

型抗原式为 +!V;。药敏质控菌大肠埃希氏菌



（!"##$%&$$）及金黄色葡萄球菌（!"##$%&$’）购自
杭州天和微生物试剂有限公司。

!"!"# 试剂和仪器：实验所用酶均购于大连宝生物
公司；()*琼脂、++增菌液和药敏试纸等均购自杭
州天和微生物试剂有限公司。

!"# 药敏实验
采用 ,-./0)1234.（,)1）纸片扩散法，通过抑菌

圈的大小判断细菌对药物的敏感性。判断按产品说

明和美国实验室标准化委员会（5##6+）制定标准
（5##6+$777）进行。所用抗生素为革兰氏阴性细菌
可能敏感的抗生素，共 8&种。（8）氨基糖苷类：丁胺
卡那（!9:），庆大霉素（;4<），卡那霉素（,2<），新霉
素（54=），链霉素（+>.）；（$）氟喹诺酮类：环丙沙星
（#-?），恩诺沙星（@<.），氟哌酸（5=.）；（’）!)内酰胺酶
类：先锋"（#AB），先锋#（C2D），氨苄青霉素（!9?），
阿莫西林（!9E）；（F）其它：氯霉素（#GH），强力霉素
（I=E），痢特灵（J3.），多粘菌素 1（K=H），四环素
（"4>），甲氧胺嘧啶（"(K），复方新诺明（"(KL+(M）

等。

!"$ 耐药基因及!、"型整合子检测
用全细菌裂解上清液为模板，K#C扩增耐药基

因及$型、%型整合子。引物设计参考 ;4<12<:中
的已知序列，退火温度和预期产物大小详见表 8，引
物由北京奥科生物有限公司合成。耐药基因包括氨

基糖苷类耐药基因（/H2"@(、/H2NO!)8）、氯霉素耐
药基因（P2>8）、四环素耐药基因（ >4>（1））、庆大霉素
耐药基因（22P#$）、喹诺酮耐药基因（Q0.!、?2.#）、R型
整合酶（-<"R8）、%型整合酶（-<"R$）、$型整合子两
端保守序列（-<J、S3HC）等。
整合子检测采用如下策略：先用高度保守性引

物 -<"R8进行 K#C扩增，结果为阴性者放弃，结果阳
性者再进一步用$型整合子两端保守序列引物 -<J
和 S3HC扩增整合子，得到的 K#C产物回收纯化后，
克隆至 " 载体，大连 "2,2C2 公司测序鉴定，并用
5#1R的 1H2S>$T$T8$ 软件进行同源性比对分析。%
型整合子只检测%型整合酶 -<"R$。

表 ! %&’扩增耐药基因所用引物序列
"2/H4 8 K#C ?.-94. S4>S =A .4S-S>2<P4 Q4<4S 3S4D -< >G-S S>3D0

;4<4S2 +4U34<P4 =A ?.-94.S（%V W ’V） !9LX 64<Q>G =A Q4<4SL/? ;4<12<: 2PP4SS-=<
"#$!%& "";;;";#!#;!;";;;" %Y %7F !Z%7&77F

"!!"";"";##;;;!!;#
"#$’()) 8 !;#!;#;##!;";#!"#! %Y [7\ !Z$%&7\Y

!""#;!####!!;"""##
*$+8 #"";"#;##"";#;"!"!!" %Y %7[ 1O$F\’%&

!"###!!";;#!"#;"!!!;
+,+（-） "";;""!;;;;#!!;""""; %Y [7F 1!7777’%

;"!!";;;##!!"!!#!##;
$$*.$ ;;#!!"!!#;;!;;#!!""#;! %[ %%[ 1!7777’7

#"#;!";;#;!##;!;#""#!
/01) !";!;#;!##"";#;!;!;! Y7 $Y77 !6Y$[$[F

""!#"#;"#!;#;"#!"##;
2$1. #!;#!#;"!#!;;";#;##! Y7 ’’F !6Y$[$[[

;"!;!;#!"!";#";!";;!
34!58 #"!##"#"#!#"!;";!;;; Y7 8777 !(7F7[7\

!";!!!!##;##!#";#;##
34!5$ ""!#";!"";!"!!;"!;#!" &[[ !Z%7&77F

#"!!#!;"##!"""""!!!""
346 ";!##;!!#;#!;#;;";;" %[ ]<:<=^< !(7F7[7\
78#9 #"!;;#!";!"#"!!###"# !(7F7[7\

2 1H2"@(，/H2NO!)8：.4S-S>2<P4 Q4<4 =A 29-<=QH0P=S-D4S；#2>8：.4S-S>2<P4 Q4<4 =A PGH=.=90P4>-<；"4"（1）：.4S-S>2<P4 Q4<4 =A >4>.2P0PH-<4；22P#$：.4S-S>2<P4 Q4<4
=A Q4<>290P-<；Q0.!，?2.#：.4S-S>2<P4 Q4<4 =A U3-<=H=<4S；-<"R8：>0?4 R -<>4Q.2S4；-<"R$：>0?4%-<>4Q.2S4；-<J，S3HC：’V，%VP=<S4._4D S4U34<P4 =A >0?4 R -<>4Q.=<‘

!"( 质粒毒力基因的扩增
用全细菌裂解上清液为模板，K#C扩增质粒毒

力基因。引物序列及退火温度列于表 $。毒力基因
引物设计参考 G>>?：LL^^^‘ 9QP‘ 2P ‘ P<LaJS 中给出的
序列［8$］，由北京奥科生物有限公司合成。

!") 耐药性消除
!")"! 耐药质粒消除：采用高温 +I+ 法［8’］进行耐
药质粒消除。将沙门氏菌接种于 ’96 +I+终浓度为
7T%b的 ++增菌液中，置 F%X水浴 8\G；取 ’7&6菌液
接种于 ’96 ++增菌液中，’[X振摇 8\G；取 ’7&6菌
液再次接种于含相应浓度 +I+ 的 ++ 增菌液中，置

7&[ cR! !-)U-<Q ,+ $# ‘ L)*+$ &3*1:"3:#:/3*$ ;343*$（$77Y）FY（%）



!"#水浴 $%&，取 ’(!)菌液再次接种于 ’*) ++增菌
液 中，’,#振摇 $%& 后，提质粒检测。质粒带未发
生变化则继续消除，若质粒带发生变化，则进一步做

药敏实验。质粒 -./和基因组 -./的抽提均按文
献［$!］进行。消除率试验以耐药性消除后抗生素敏
感株（$,+$）对氨苄青霉素（/*0）的敏感性作为筛选

参考条件，将 $,+$单个菌落点接于含 $((!12*) /*0
的 )3平板，耐药性消除前的耐药株（$,4）做平行对
照，’,#过夜培养，计数菌落数，计算其消除率。消
除率（5）6（点接菌落总数 7抗性平板上生长菌落
数）8 $((2点接菌落总数。

表 ! 质粒毒力基因 "#$所用引物序列
9:;<= > ?@A 0BC*=B D=ED FGB 0<:D*CH ICBJ<=KL= 1=K= :*0<CFCL:ECGK JD=H CK E&CD DEJHM

N=K=D +=OJ=KL= GF 0BC*=BD（"P!’P） )=K1E& GF 1=K=D2;0 !*2# N=K3:KQ :LL=DDCGK
"#$% /9N//9/9N//9@/N/@@/@ ,R% R( /S((R!,$

@9///@9N@@NN@9NN@/@N
"#$& /9N99N/9/@9///9NN999 $,,> "R /S((R!,$

@9/9N/N99N/N9/@@@9@/
"#$’ /9N@@@/9///9/NN@@9// ,>R R( /S((R!,$

99/@9@9N9@/9@///@N/9
"#$( /9N/N/N999@9NN9/N9N@ R"$ R( /S((R!,$

9@//9@N9N99999@/9@/9
"#$) /9NN/999@99N/99//9// %T! "R /S((R!,$

9@/N//NN9NN/@9N999@/
*+, /9N///////9@N99@N9@@ ""% R( /S((R!,$

9@/N//@@NN9//@@N/@/@

%&’&! 耐药消除稳定性实验：将 $,+$在普通 )3平
板上传 $((代，按 $(代间隔进行药敏检测，跟踪耐
药性变化；同时将 $,+$接种含 /*0的液体 )3，初浓
度为 $(!12*)，逐次递加 $(!12*)，按 " 代间隔做药
敏实验，传代至 $,+$不能生长为止。
%&( 小鼠急性毒性实验
用半数致死量（)-"(）评价耐药性消除对细菌毒

力的影响。$% U >(1昆明鼠 T>只，雌雄各半，由湖北
省疾病控制中心提供。按简化寇氏法（V:B;=B法）规
定操作［$"］，采用腹腔注射接种动物。先经动物预实

验测出细菌对小鼠的最高致死量和最低致死量，确

定组间间距为 $W!。每株菌设 !个剂量组。实验前
小鼠禁食禁水，随机分成 T 组，每组各 % 只，包括 $
个对照组。对照组腹腔注射生理盐水。接种后禁食

半小时，接着恢复常规管理，连续观察 $"H。及时观
察计录死亡数，按以下公式计算 )-"(：<G1 )-"( 6 -.

7 /（" # 7 (W"），其中，-.：最大剂量对数；/：相邻
剂量比值的对数；#：各组的死亡率（以小数表示）；

"#：各组死亡率的总和。
%&) 细菌在小鼠体内各器官中的动态分布
分析耐药性消除对细菌体内侵袭与扩散能力的

影响。>(只昆明系小鼠，随机分成两组，分别腹腔
注射 $ 8 $("@XY 的 $,4 和 $,+$。从注射后 >!& 开
始，每 !%&取 >只小鼠解剖，取其肝脏和脾脏，匀浆

后用生理盐水稀释进行活菌计数，计算肝脏和脾脏

中的含菌量［$"］。

%&* 细菌体外生长曲线的测定
测定细菌体外生长曲线，以分析耐药性消除对

细菌生长特性的影响。分别取耐药株 $,4 与抗生
素敏感株 $,+$，按参考文献［$R］的方法进行体外生
长曲线测定。

! 结果

!&% 耐药性消除鉴定
所检测的 $T种抗生素中，致病性猪源鼠伤寒沙

门氏菌 $,4 对其中 $! 种有抗药性，只对 V:K、@FZ、
A:H、/*Q、?G<等 "种抗生素敏感。
耐药菌 $,4 经高温（!>#）高浓度 +-+（(W"5）

处理 ,>&，进行药敏检测，结果发现共消除了 $$种抗
生素的耐药性。耐药性消除后的敏感菌 $,+$ 对
XJB、@C0、.GB、SKB、/*0、/*[、N=K、9\?2+\]、9\?、
@&<、9=E等 $$种抗生素均敏感（图 $）。虽然 $,+$对
.=G、-G[ >种药物仍有抗性，但药敏检测时已经有抑
菌圈出现。细菌对 +EB 的耐药性未被消除（表 ’）。
以氨苄青霉素为参考抗菌素，检测了耐药性消除率。

结果抗性菌 $,4 ’"个对照菌落在 /*0 ^ )3平板上
均生长良好，而 /*0^ )3平板上的 $!!个 $,D$菌落
均未生长，说明消除率达 $((5（$!!2$!!）。

$T,贾爱卿等：一株猪源鼠伤寒沙门氏菌的耐药性鉴定及其消除 _ 2微生物学报（>((R）!R（"）



表 ! 细菌质粒消除处理后对抗生素敏感性的变化
!"#$% & ’%(%)*"$ +, "-./0/1)+#/"$ )%*/*."-1% ",.%) 2$"*0/3 %$/0/-"./+- .)%".0%-.

4+). +, "-./#/+./1* 5-./#/+./1*
678 6746

9/"0%.%) +, /-:/#/./+- ;+-%<00 4%-*/./(/.8 9/"0%.%) +, /-:/#/./+- ;+-%<00 4%-*/./(/.8
50/-+=$81+*/3%* >%- ? ’" @6 4#

A%+ 6B ’ 6B ’
4.) ? ’ ? ’

C$D+)+ED/-+$+-%* F/2 G ’ @H 4
I-) ? ’ @& 4
A+) 7 ’ @& 4

!J$"1."0* 502 ? ’ 6G 4
50K ? ’ @L 4

M.:%)* F:$ ? ’ 6L 4
CD) 6? ’ @@ 4
!%. ? ’ 6G 4
!NO ? ’ &@ 4

!NO<4NP ? ’ @7 4
9+K ? ’ 6& ’

" ’：’%*/*."-1%；# 4 ：4%-*/./(/.8Q

图 " #$#消除细菌耐药性结果
C/=Q6 9)D= )%*/*."-1% )%(%)*"$ ",.%) 494 .)%".0%-. Q 6R 9)D= )%*/*."-1%
,+) )%*/*."-. *.)"/- 67S；@R 9)D= )%*/*."-1% T"* )%(%)*%3 #8 494Q

耐药性消除前后细菌质粒图谱发生明显改变。

抗性菌经琼脂糖凝胶电泳后可检测到 H条质粒带。
494高温处理后，一条质粒带消失。剩下 &条带中，
有一条最大质粒带与处理前相同，另检测到两条较

小的质粒带（图 @）。

图 % 耐药性消除前后细菌质粒图谱变化
C/=Q@ O$"*0/3 2)+,/$% 1+02")/*+- +, )%*/*."-. *.)"/- 67S（$"-% 6）"-3
*D*1%2./#$% *.)"/- 6746（$"-% @）Q !:% "))+T *:+T* .:% 3/*"22%")%3 2$"*0/3
#"-3 /- 6746 ",.%) 494 .)%".0%-. +, 67SQ

%&% 质粒毒力基因的检测
为了证明耐药性消除与鼠伤寒沙门氏菌毒力质

粒相关，进行了质粒毒力基因的 OF’检测。抗性菌
株 67S 的 B 个质粒毒力基因 !"#$， !"#%， !"#&，
!"#’，!"#(，)*+ 检测均为阳性，而 6746检测均为阴
性（图 &）。由于这些毒力基因都位于沙门氏菌的毒
力相关质粒上，由此可见该质粒已被消除掉。

%&! 耐药基因定位分析
在耐药基因的检测中，从原耐药菌株 67S中扩

图 ! 鼠伤寒沙门氏菌质粒毒力基因 ’()扩增产物
C/=Q & OF’ 2)+3D1.* +, ,-./012..- 34"56/7)67/ 2$"*0/3 (/)D$%-1%
=%-%*Q6R6746 *2(’；@R67S *2(’（LGH#2）；&R6746 *2(9；HR67S *2(9
（BU6#2）；UR6746 *2(F；BR67S *2(F（7@B#2）；7R6746 *2(V；LR67S
*2(V（677@#2）；GR6746 *2(5；6?R67S *2(5（7BL#2）；66R 6746 )1W；
6@R 67S )1W（UUL#2）；N6R 9A5 $"33%) 9X6U???；N@R 9A5 $"33%)
9X@???Q

增到 U 个耐药基因，分别为耐!J内酰胺酶类基因
8.-9:; 和 8.-<=$J 6、耐氯霉素的基因 *-36、耐四环
素的基因 323（%）、耐庆大霉素的基因 --*&@等。在
耐药性消除后的敏感菌株 6746中均未检测到上述 U
个基因，说明这 U种抗性基因均定位在耐药质粒上。
用 OF’进行了整合子检测。从耐药性消除后

的敏感菌 6746 中未扩增出整合酶 6 基因 619>6 与
整合酶 @基因 619>@。原耐药菌 67S 的整合酶 @基
因 619>@ 检测为阴性，但整合酶 6 基因 619>6 为阳
性。进一步以"型整合子两端特异保守序列为引物
/-C<*D$’，成功地从 67S 菌中扩增出一条约 &@??#2
的"型整合子基因片段，说明该整合子位于质粒上。
对"型整合子进行测序鉴定及用 VX54! 进行

序列同源性比对分析，发现该整合子依次携带有一

个甲氧苄胺嘧啶耐药基因 3:,)Y#，一个开放读码框
M’C和一个氨基糖苷类耐药基因 --?$L8 和"型整
合子的 &Z保守序列，其中包括 @-*:!基因和 !7.6基
因。@-*:!基因是季铵酸盐及溴化乙锭耐药基因，
!7.6基因是磺胺类耐药基因。该整合子与 >%-V"-W

@G7 [\5 5/JE/-= 23 -. Q <$*3- ;6*)0860.0A6*- ,616*-（@??B）HB（U）



中公布序列 !"#$#%#&的同源性为 ’&(。

图 ! 鼠伤寒沙门氏菌 "种耐药基因的 #$%扩增产物
)*+, - ./0 12345678 39 9*:; 2;8*87<=6; +;=;8,", >?! @<44;2 >AB###；
CDC%ECF@<GH"；BDC%I F@<GH"（J#-F1）；$DC%EC F@<KL!MC；-DC%I
F@<KL!MC（%#&F1）；JDC%EC/<7C；NDC%I 6<7C（J#%F1）；%D C%EC <<6/B；
&D C%I <<6/B（JJ%F1）；’DC%EC 7;7（O）；C#DC%I 7;7（O）（%#-F1）,

E>E高温处理消除了鼠伤寒沙门氏菌 C%I对 $
种氟喹诺酮类抗生素的耐药性，但运用 ./0从原耐
药菌 C%I 和敏感菌 C%EC中均扩增到喹诺酮类耐药
基因 !"#$ 与 %&#’ 基因，说明这两个基因位于细菌
染色体上。进一步将 ./0产物进行克隆测序，发现
C%I和 C%EC耐药基因 %&#’ 的耐药决定区（P5*=3@3=;
2;8*87<=6; 4;7;2Q*=<7*3=<@ 2;+*3=，R0>0）碱基序列完全
相同。但是，敏感菌 C%EC 的 !"#$ 耐药决定区
（R0>0）第 &%位氨基酸发生了突变，由耐药菌的天
冬酰胺（?）突变为敏感菌的天冬氨酸（>），说明耐药
性消除是由于 !"#$ 基因耐药决定区的点突变
（?&%>，!!/!!S/）引起。
&’! 耐药性消除对细菌生物学特性影响
为了评价耐药性消除对细菌生物学特性的影

响，对细菌进行了小鼠半数致死量测定、细菌体内侵

袭与传播能力观察、及体外生长曲线的比较。

&’!’( 耐药性消除前后半数致死量的差异：耐药菌
C%I 的接种剂量分别为：CD# T C#N、%DC T C#J、
JDC T C#J、$DN T C#J /)U。敏感菌 C%EC 的接种剂量
分别为：CD# T C#%、%DC T C#N、JDC T C#N、$DN T C#N

/)U。小鼠注射沙门氏菌后出现精神萎靡、食欲下
降、拉稀等现象，C%I 在第 J天开始出现死亡，并开
始大量死亡；C%EC 在第 % 天出现死亡，第 ’ 天后开
始死亡的数量增加。通过计算，C%I的半数致死量
A>J#为 JDB$ T C#J，C%EC 的半数致死量 A>J#为 JD#C
T C#N，表明耐药性消除前后沙门氏菌对小鼠的半数
致死量相差 C#倍。
&’!’& 耐药性消除对沙门氏菌在小鼠体内扩散及
体外生长的影响：两株细菌以同样剂量（C T C#J/)U）
分别腹腔接种 C#只小鼠，定期扑杀小鼠，从脏器回
收细菌。结果表明，耐药株 C%I在小鼠肝脏和脾脏
中的增长速度均大于敏感株 C%EC，但其基本趋势相
当。细菌回收量在接种 C4后迅速升高，并达到最高
值，第 $天迅速下降，但到第 J天菌量又有所回升，
却低于第 C天；接下来菌量降到一个很低的水平，并
一直维持这个水平（图 J），( 检验均有具有显著性差

异（.肝 V #D#-，.脾 V #D#$）。

图 " ()* 和 ()+(在小鼠肝脏和脾脏中的动态平衡分布
)*+, J >W=<Q*6 4*872*F57*3= 39 )&*+,-.**& ("%/0+1#01+ C%I <=4 C%EC
*= Q358; @*:;2 <=4 81@;;=,

体外培养条件下，C%I和 C%EC的生长情况也有
所差异，C%I比 C%EC的增长速度慢。而 C%EC比 C%I
提前 CX进入对数生长期，且持续时间长。C%I的生
长期为 $ Y %X，C%EC的生长期为 B Y &X。
&’!’, 耐药性消除的稳定性：将耐药消除菌 C%EC
在 AO平板上连续传 C##代后做药敏实验，C%EC的
药敏性没有发生改变。将其在含有 !Q1 的培养基
中连续培养，至第 J 代时就开始出现抗性。随着
!Q1浓度的增加，耐药性加重，到 BJ代时已经对同
一类药物出现了不同程度的耐药，完全耐 !Q1 和
!QZ，对原先敏感的先锋!和先锋"也产生了耐药。
表明耐药性消除菌在没有特殊抗生素压力下可稳定

生存，但施加抗生素压力时还会再次诱导出耐药性。

, 讨论
鼠伤寒沙门氏菌是导致人类食物中毒的主要细

菌［C%］，而猪肉又是我国消费者膳食中的主要肉制

品，占肉类消费的 NJ(以上（X771：[[\\\, 9<3 , 32+）。
因此，致病性猪源鼠伤寒沙门氏菌的多重耐药性应

该引起高度重视。在本实验室的前期研究中，于

B##$ Y B##-年间对实验室临床初诊为沙门氏菌病的
送检病猪样本进行细菌分离，共获得 $$株猪源沙门
氏菌，其中 ’-D$(的菌株耐 C#种以上抗生素。所调
查地区涉及 % 个省份，但以湖北省为主。- 年前的
一项类似调查表明，沙门氏菌分离株对庆大霉素、新

霉素、复方新诺明等 $种抗生素的耐药率在 CJ(以
下，因此建议该 $种抗生素可作为治疗猪沙门氏菌
的首选药［C&］。然而本实验室证实，&#(以上的猪源
沙门氏菌分离株均对以上 $种抗菌素具有耐药性，
说明猪源沙门氏菌耐药性增长迅速。本论文所用的

抗性菌株 C%I为其中之一，对 C’ 种抗生素中的 C-
种具有抗药性，尤其是喹诺酮类药物。喹诺酮类药

物为当前兽医学与医学治疗感染的首选药［&］，其耐

药性将对医学及兽医学临床治疗产生严重后果。该

猪源致病性鼠伤寒沙门氏菌对所检测的 $种氟喹诺

$’%贾爱卿等：一株猪源鼠伤寒沙门氏菌的耐药性鉴定及其消除 , [微生物学报（B##N）-N（J）



酮药物均不敏感，其潜在后果十分严重。本研究对

猪源鼠伤寒沙门氏菌耐药机理的探讨及耐性性消除

研究，对控制猪源沙门氏菌耐药性具有理论与实践

指导意义。

应用 !"! 高温处理消除质粒法对耐药性鼠伤
寒沙门氏菌进行质粒消除，并通过耐药基因 #$%检
测、质粒毒力基因 #$%检测、质粒图谱分析等鉴定
耐药基因的消除情况。试验结果表明，&’种抗生素
耐药性中，大部分耐药性均由质粒耐药基因决定。

随着质粒消除，细菌的抗药性被逆转。因此，开发新

型质粒消除剂在耐药菌临床治疗中具有广阔的应用

前景。本研究中确定存在于质粒上的鼠伤寒沙门氏

菌耐药基因有：氨苄青霉素耐药基因（ !"#$%& 和
!"#’()( &）、氯霉素耐药基因（ *#+&）、四环素耐药基因
（ +,+（-））、庆大霉素耐药基因（ ##*.)）、氨基糖苷类
耐药基因（ ##/)*!）、甲氧苄胺嘧啶耐药基因（ /012(
!）、磺胺类耐药基因（ 34"&）等，并随质粒消除而被
消除。整合子是能够整合耐药基因并将其在细菌间

水平传播的 "+, 片段，其中以"型整合子最为常
见。从耐药菌 &-.中检测到"型整合子，该整合子
也存在于质粒上，且携带氨基糖苷类耐药基因

（##/)*!）、甲氧苄胺嘧啶耐药基因（ /012(!）、磺胺
类耐药基因（ 34"&）、季铵酸盐及溴化乙锭耐药基因
5#*%!等。由于敏感菌中未扩增到质粒毒力基因，
说明毒力相关质粒（/’0"1）被消除。质粒图谱分析
证实，质粒消除处理后细菌的质粒 "+, 带发生改
变，除一条消失外，还有两条变小的 "+,带。因此，
耐药基因是全部位于毒力相关质粒上，还是分散位

于毒力相关质粒及其它质粒上，尚有待进一步研究。

"+,促旋酶是喹诺酮类抗生素的主要作用靶
位，耐药性主要由抗生素靶位的基因突变所致，以

672)基因突变最为常见。拓扑异构酶#的 8#2. 基
因是喹诺酮的次要作用位点，其基因突变也与耐药

性产生有关。喹诺酮类抗生素的靶基因主要存在于

染色体上，但也可存在于质粒上［&/］。本研究用 #$%
技术从耐药性消除前后的细菌基因组中均扩增到

672) 基因，说明该基因存在于细菌染色体上。
细菌对喹诺酮类药物的耐药性由 672) 和 8#2.

上的耐药决定区（2%"%）决定。本研究中耐药性消
除对 8#2. 基因序列未产生任何影响，因而耐药性逆
转主要与 672) 基因突变有关。基因 672) 的耐药决
定区存在于 3- 4 &53位氨基酸残基之间，其中第 *6
位丝氨酸和 *-位天冬氨酸常发现突变导致耐药性
出现［)5］。本研究发现：经耐药性消除处理，原耐药

菌 &-7第 *- 位的天冬酰胺（+）回复突变为敏感菌
&-!&的天冬氨酸（"）。这一结果从相反方向证实

672) 基因第 *- 位氨基酸残基容易发生突变，且 *-
位为天冬氨酸时对维持细菌对喹诺酮类药物的敏感

性具有重要意义。

此外，耐药性消除菌 &-!& 连续传 &55 代，其药
物敏感性未发生改变，说明耐药性消除状态是稳定

的。然而值得注意的是，如果细菌再度长期处于抗

生素压力之下，细菌又将重新产生耐药性。因此，控

制抗生素的临床使用始终是解决临床耐药性的有效

途径。

毒力基因 389 和 2*: 基因是沙门氏菌质粒毒力
基因。基因 389 与细菌的粘附和定居有关，且可以
提高细菌在宿主细胞中的生长速度［)&］。基因 2*: 与
细胞的入侵有关。本研究的相关结果证实了这些毒

力基因的生物学功能。耐药性消除后，两毒力基因

（ 389 与 2*:）相应消失，细菌对小鼠的毒力降低（8"95
增加 &5倍），在肝脏、脾脏中的存活数量及增长速度
也显著降低。体外培养条件下，敏感菌 &-!&较耐药
菌 &-7的生长速度快，可能是由于敏感菌 &-!&消除
了部分质粒，代谢负担减少了，而且又是在一种比较

优越的生存环境中，所以表现出较快的生长速度，且

比 &-7提前进入对数生长期，并持续较长的时间。
综合前述结果，质粒消除剂不但逆转了鼠伤寒

沙门氏菌的耐药性，而且使细菌毒力降低，体内存活

与扩散能力显著减弱。因而，质粒消除剂可望成为

解决细菌耐药性问题的重要途径。
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