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鲍曼不动杆菌耐药持留菌的特征及Ⅱ型毒素￣抗毒素系统的多
样性
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摘要:【目的】 研究鲍曼不动杆菌持留菌的特征ꎬ分析鲍曼不动杆菌Ⅱ型毒素￣抗毒素(ＴＡ)系统的多样性及

分布ꎬ探讨 ＴＡ 系统与持留菌形成的潜在关联ꎮ 【方法】 采用分属于 ６ 大类中的 ６ 种不同抗生素分别筛选的

方法分离并定量鲍曼不动杆菌的持留菌ꎻ应用 ＰＳＩ￣ＢＬＡＳＴ 及 ＴＢＬＡＳＴＮ 程序分析 ７２１ 株鲍曼不动杆菌中的Ⅱ
型 ＴＡ 系统ꎻ通过聚合酶链式反应(ＰＣＲ)方法检测 ４４ 株临床多重耐药(ＭＤＲ)的鲍曼不动杆菌中 ５ 个Ⅱ型

ＴＡ 系统的分布ꎮ 【结果】 我们发现不同抗生素处理得到的鲍曼不动杆菌持留菌的数量并不相同ꎻ对多数抗

生素而言ꎬ浓度越高ꎬ得到的持留菌数量越少ꎻ处于生长平台期的菌株中相比对数期含有更多的持留菌ꎻ多粘

菌素 Ｂ 及妥布霉素均具有杀灭部分持留菌的能力ꎻ鲍曼不动杆菌所有菌株中均含有Ⅱ型 ＴＡ 系统ꎬＨＴＨ /
ＧＮＡＴ 类型在菌株中分布最为广泛ꎻ所有 ７００ 余株鲍曼不动杆菌基因组中共含有 １５ 个潜在的Ⅱ型 ＴＡ 系统ꎻ
三类普遍存在于已知基因组中的明确功能的Ⅱ型 ＴＡ 系统在临床多重耐药菌株中同样分布广泛ꎬ且 ＨｉｇＢ /
ＨｉｇＡ 的表达量在标准株的持留菌中显著增高ꎮ 【结论】 鲍曼不动杆菌的持留菌水平与菌株的生长状态、抗
生素的种类及浓度密切相关ꎮ Ⅱ型 ＴＡ 系统在鲍曼不动杆菌已知基因组和临床多重耐药菌株中普遍存在ꎬ
其中ꎬＨＴＨ / ＧＮＡＴ、ＧＰ４９ / Ｃｒｏ(ＨｉｇＢ / ＨｉｇＡ)及 ＤＵＦ４９７ / ＣＯＧ３５１４ 三种类型的Ⅱ型 ＴＡ 系统可能在鲍曼不动杆

菌持留菌的形成中扮演重要角色ꎮ
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　 　 鲍曼不动杆菌(Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ ｂａｕｍａｎｎｉｉ)是一种

需氧非发酵型革兰氏阴性细菌ꎬ被认为是诱发院内

获得性肺炎及菌血症的首要原因[１]ꎬ已成为我国乃

至世界范围内最重要的病原菌之一ꎮ 鲍曼不动杆菌



Ｙａｎａｎ Ｍａ ｅｔ ａｌ. / Ａｃｔａ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａ Ｓｉｎｉｃａ(２０１５)５５(７)

具有强大的获得耐药基因和克隆传播的能力[２]ꎬ多
重耐药(ＭＤＲ)甚至全耐药(ＰＤＲ)菌株不断出现ꎬ给
临床抗感染治疗带来了极大挑战[３]ꎮ

近年来ꎬ随着人们对细菌耐药研究的不断深入ꎬ
除了耐药菌之外ꎬ药物敏感菌(正常细菌)中一部分

可以耐受高致死浓度抗生素的细胞亚群引起了人们

的广泛关注[４￣７]ꎮ 这类细胞亚群被称为耐药持留菌

(ｐｅｒｓｉｓｔｅｒ)ꎮ 细菌耐药持留现象最早由 Ｂｉｇｇｅｒ 在治

疗金黄色葡萄球菌(Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ)感染时发

现ꎬ随后在大肠埃希菌(Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ)、铜绿假单

胞菌 ( Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ )、 结 核 分 枝 杆 菌

(Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ)等细菌中均证实了持留

菌的存在[８￣１１]ꎮ 借助微流体装置及荧光检测技术ꎬ
Ｂａｌａｂａｎ 及 Ｒｏｔｅｍ 等甚至在单细胞水平上观察并监

测到了持留菌[１２￣１３]ꎮ 持留菌的耐药表型不被遗传ꎻ
当抗生素压力去除后ꎬ细菌重新繁殖并对抗生

素敏感[１１]ꎮ
持留菌形成的分子机制极为复杂ꎬ很多因素比

如全局转录调控因子、毒素￣抗毒素系统(ＴＡ 系统)、
密度信号感应系统(ＱＳ)、抗氧化反应等都在持留菌

形成中扮演了重要的角色[１４￣１５]ꎮ 其中ꎬ研究较为深

入的是 ＴＡ 系统介导的持留菌形成机制ꎮ 典型的

ＴＡ 系统是由具有相互作用的毒素(蛋白)和抗毒素

(蛋白或非编码 ＲＮＡ)所组成[１６]ꎻ当外界环境改变

时ꎬ抗毒素快速降解ꎬ释放出与之配对的毒素蛋白ꎻ
毒素蛋白进而作用于 ＤＮＡ 复制、细胞壁合成、细胞

分裂等重要的细胞进程ꎬ导致细胞生长受到抑制ꎬ细
胞从而进入休眠状态并耐受抗生素ꎮ 目前共发现 ５
种不同类型(Ｔｙｐｅ Ｉ￣Ｖ)的 ＴＡ 系统[１７]ꎬ其中与持留

菌形成密切相关的主要是Ⅱ型 ＴＡ 系统[１８￣１９]ꎮ 将大

肠埃希菌Ⅱ型 ＴＡ 的毒素基因敲除或过表达均能显

著影响细胞持留菌水平ꎬ证明Ⅱ型 ＴＡ 系统能够调

控细菌的持留现象[１０ꎬ２０￣２２]ꎮ
持留菌及其形成机制之所以引起广泛关注ꎬ是

因为细菌持留与反复感染、慢性感染的治疗失败等

密切相关ꎬ且持留菌的长期存在增加了菌株不断获

得外源基因(耐药基因)的几率ꎮ 鲍曼不动杆菌作

为一种重要院内感染致病菌ꎬ其广泛耐药ꎬ感染复发

及病程的迁延等临床特性不容忽视ꎻ而形成这些特

性的根源很可能归因于鲍曼不动杆菌持留菌的存

在ꎮ 然而ꎬ目前国内外对鲍曼不动杆菌持留菌的了

解十分有限ꎬ鲍曼不动杆菌持留菌的生物学特征也

尚未被揭示ꎮ 因此ꎬ本研究首先分离了鲍曼不动杆

菌的持留菌ꎬ并在各种不同的抗生素压力条件下分

析了持留菌的变化规律ꎬ并对其生物学特性进行了

表征ꎻ然后利用生物信息学对 ７００ 余株鲍曼不动杆

菌基因组中含有的Ⅱ型 ＴＡ 系统进行了分析ꎻ最后

对 ４４ 株多重耐药的临床鲍曼不动杆菌中含有的具

有潜在功能的Ⅱ型 ＴＡ 系统进行了检测ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 菌株:鲍曼不动杆菌标准株 ＡＴＣＣ １９６０６ꎬ由
中国普通微生物菌种保藏管理中心提供ꎻ４４ 株多重

耐药的鲍曼不动杆菌分离自中国人民解放军第 ３０６
医院临床检验科的非重复临床标本ꎻ７２１ 株鲍曼不

动杆菌基因组信息从 ＮＣＢＩ ( Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ)网站上下载后用于生物信

息学分析(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / )ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 主要仪器和试剂:ＡｌｐｈａＩｍａｇｅｒ ＥＰ(通用型)
凝胶成像仪购于美国 Ａｌｐｈａ Ｉｎｎｏｔｅｃｈ 公司ꎻＺ２１６ ＭＫ
型离心机购于德国 ＨＥＲＭＬＥ 公司ꎻ分光光度计 Ｖ￣
１２００ 购于上海美谱达仪器公司ꎻＨＰＸ￣９２７２ ＭＢＸ 型

恒温培养箱购于上海博迅公司等ꎮ 细菌总 ＲＮＡ 提

取试剂盒购于德国 ＱＩＡＧＥＮ 公司ꎻ反转录试剂盒购

于美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎮ 实验所用抗生素详细情况

及鲍曼不动杆菌标准株 ＡＴＣＣ １９６０６ 对 １３ 种抗生

素的药敏性实验结果参见表 １ꎮ
１􀆰 ２　 鲍曼不动杆菌标准株生长曲线测定

从 － ８０℃冰箱中将冻存的鲍曼不动杆菌标准株

ＡＴＣＣ １９６０６ 复苏ꎬ挑取单菌落接种到 ５ ｍＬ ＬＢ 培养

基中ꎬ置于恒温摇床上 ３７℃、２００ ｒ / ｍｉｎ 过夜培养

１２ ｈꎬ测定 ＯＤ６００ꎮ 将菌液以 １∶ １００ 的比例接种到新

鲜的 ＬＢ 培养基中ꎮ 以接种时为零点ꎬ每隔一小时

测定一次菌液的 ＯＤ６００值ꎬ测定鲍曼不动杆菌 ＡＴＣＣ
１９６０６ 培养 ２４ ｈ 的生长曲线ꎬ确定对数期与平台期

的培养时间ꎮ
１􀆰 ３　 抗生素作用于鲍曼不动杆菌最低抑菌浓度

(ＭＩＣ 值)的测定

多种抗生素作用于鲍曼不动杆菌标准株 ＭＩＣ
值的测定参考美国临床实验室标准化协会 ＣＬＳＩ
Ｍ０７￣Ａ９ 的标准方法来确定最低抑菌浓度 ( ＭＩＣ
值)ꎮ ４４ 株临床鲍曼不动杆菌使用细菌分析仪进行

０５９
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菌种鉴定和抗生素敏感性测定ꎮ 所有菌株均为多重

耐药菌ꎬ我们前期报道了其中 ３８ 株菌基因组中与耐

药相关的整合子结构[２３]ꎮ
１􀆰 ４　 持留菌的分离及定量

鲍曼不动杆菌标准株 ＡＴＣＣ １９６０６ 复苏后以 １∶
１００ 的比例接种到 ５ ｍＬ 试管里ꎬ３７ ℃培养箱中 ２００
ｒ / ｍｉｎ 培养ꎮ 当菌液长到对数期或平台期时加入

５ × ＭＩＣ、１０ × ＭＩＣ、２０ × ＭＩＣ、５０ × ＭＩＣ 的 ６ 种不同抗

生素(四环素、妥布霉素、环丙沙星、多粘菌素 Ｂ、头
孢他啶、亚胺培南)ꎬ３７℃孵育 ５ ｈ 以上ꎮ 转移 １ ｍＬ
培养液到 １􀆰 ５ ｍＬ 离心管中 ８０００ × ｇ 离心 ５ ｍｉｎ 后

弃上清ꎮ 用 １ ｍＬ 的磷酸盐缓冲液(ＰＢＳ)清洗ꎬ混
匀ꎮ 根据抗生素浓度ꎬ清洗 ２ － ４ 次确保抗生素被完

全清除ꎮ 用稀释涂板的计数方法定量存活的持留

菌ꎬ通常认为抗生素处理敏感菌后存活的细胞为持

留菌[２４]ꎮ
１􀆰 ５　 持留菌耐药表型的遗传性测定

挑取经抗生素处理后分离得到的持留菌单克隆

(Ｎ >１０００)ꎬ将其接种到含有(５０ × ＭＩＣ)抗生素的

固体 ＬＢ 培养基中ꎬ不加抗生素的 ＬＢ 培养基做对

照ꎮ 根据持留菌在加抗生素的培养基上的生长状况

来确定持留菌耐药表型的遗传性ꎮ
１􀆰 ６　 鲍曼不动杆菌 ＴＡ 系统多样性分析

利用目前已知的毒素￣抗毒素蛋白序列作为参

考序列ꎬ通过 ＰＳＩ￣ＢＬＡＳＴ 及 ＴＢＬＡＳＴＮ 对 ７２１ 株已经

测序的鲍曼不动杆菌基因组可能的毒素￣抗毒素系

统(ＴＡｓ)进行蛋白同源性分析ꎻ使用在线搜索引擎

ＲＡＳＴＡ ( Ｒａｐｉｄ Ａｕｔｏｍａｔｅｄ Ｓｃａｎ ｆｏｒ Ｔｏｘｉｎｓ ａｎｄ
Ａｎｔｉｔｏｘｉｎｓ ｉｎ Ｂａｃｔｅｒｉａ ) [２５] 工 具 及 数 据 库 ＴＡＤＢ
(Ｔｏｘｉｎ￣ａｎｔｉｔｏｘｉｎ Ｄａｔａｂａｓｅ) [２６]对 ＴＡ 系统进行归类和

比较分析ꎬ蛋白的相似性及精确性通过 ＥＭＢＯＳＳ[２７]

工具确认ꎮ
１􀆰 ７　 临床鲍曼不动杆菌中 ＴＡ 系统的检测

我们从生物信息分析所得的 ＴＡ 系统中挑选

出 ５ 个功能已知的Ⅱ型 ＴＡ 系统[２８] ꎬ并分析其在

４４ 株临床多耐药鲍曼不动杆菌中的分布情况ꎮ 梯

度 ＰＣＲ 确定引物的退火温度ꎬＰＣＲ 反应条件如下:
９４ ℃ １０ ｍｉｎꎻ９４ ℃变性 ３０ ｓ、按梯度 ＰＣＲ 确定退

火温度并保持 ４５ ｓ、７２ ℃延伸 １ ｍｉｎꎬ循环 ３０ 次ꎻ
７２ ℃最终延伸 １０ ｍｉｎꎮ ＰＣＲ 产物用 １􀆰 ５％ 琼脂糖

凝胶电泳检测有无及片段大小ꎬ测序验证产物的

准确性ꎮ

１􀆰 ８　 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 定量Ⅱ型 ＴＡ 系统

将鲍曼不动杆菌标准株及用头孢他啶 ＣＡＺ 处

理后分离的持留菌取样后立即冻存在细菌 ＲＮＡ 保

护剂中ꎬ使用 ＱＩＡＧＥＮ ＲＮＡ 提取试剂盒提取细菌总

ＲＮＡꎬ并立即反转录成 ｃＤＮＡꎮ 随后以 ｃＤＮＡ 为模

板ꎬＲｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 同时扩增 １６Ｓ ｒＲＮＡ 及 ５ 类Ⅱ型

ＴＡ 系统基因ꎬ５ 对Ⅱ型 ＴＡ 系统引物参考文献

[２９]ꎬ每次扩增设置 ３ 次平行实验ꎬ分析耐药持留

菌形成前后Ⅱ型 ＴＡ 系统的表达变化ꎮ 具体反应条

件如下:９５℃ １０ ｍｉｎꎻ９５℃ ３０ ｓꎬ６０℃ ３０ ｓꎬ４０ 个循

环ꎻ熔解曲线:９５℃ １５ ｓꎻ６０℃ １ ｍｉｎꎻ９５℃ １５ ｓꎮ 使

用 ７３００ ｓｙｓｔｅｍ ｓｏｆｔｗａｒｅ 软件对反应结果进行分析ꎮ
１􀆰 ９　 统计学处理

鲍曼不动杆菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 及Ⅱ型 ＴＡ 系统的相

对定量的结果用 Ｓｔｕｄｅｎｔ′ｓ ｔ ｔｅｓｔ(Ｔ 检验)进行显著

性差异分析ꎬ显著性水平选择 ５ ％即:Ｐ≤０􀆰 ０５ 时表

明差异显著ꎬＰ≤０􀆰 ０１ 表明差异极显著ꎮ

２　 结果和分析

２􀆰 １　 鲍曼不动杆菌 ＡＴＣＣ １９６０６ 的耐药性及抗生

素 ＭＩＣ 值

在研究鲍曼不动杆菌持留菌的特征之前ꎬ我们

首先对准菌株 ＡＴＣＣ １９６０６ 的抗生素抗性谱进行了

测定ꎮ 我们选择了 ７ 大类抗生素中的 １３ 种代表抗

生素ꎬ参照 ＣＬＳＩ 标准进行抗生素敏感性实验并测定

了每种抗生素的最低抑菌浓度ꎮ 鲍曼不动杆菌标准

株 ＡＴＣＣ １９６０６ 对头孢噻肟 ( ＣＰＭ)ꎬ氨苄青霉素

(ＡＭＰ) 和 头 孢 吡 肟 ( ＣＰＭ) 耐 药ꎻ 对 头 孢 噻 肟

(ＣＴＸ)ꎬ头孢曲松(ＣＴＲ)耐药性处于中介状态ꎻ对其

它 ９ 种抗生素均敏感(表 １)ꎮ
２􀆰 ２　 鲍曼不动杆菌持留菌的特征

２􀆰 ２􀆰 １　 鲍曼不动杆菌持留菌水平依赖于抗生素的

种类:为了研究不同抗生素条件下ꎬ鲍曼不动杆菌持

留菌的形成水平ꎬ我们挑选出分属 ６ 大类抗生素中

的 ６ 种不同抗生素ꎬ分别用 ５０ × ＭＩＣ 的抗生素处理

处于对数生长期的菌株并收集存活的持留菌ꎮ 高浓

度的抗生素能够杀死几乎所有的敏感细胞ꎬ而持留

菌能够耐受高浓度抗生素ꎬ我们推测抗生素处理鲍

曼不动杆菌后会得到与其他细菌类似的二相型的死

亡曲线[７ꎬ２７]ꎮ 从图 １￣Ａ 可知不同抗生素处理初期细

菌的 ＣＦＵ 急剧下降ꎬ对于大部分抗生素而言ꎬ大约

１５９
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　 　 　 表 １. 鲍曼不动杆菌标准株 ＡＴＣＣ １９６０６ 的抗生素抗性谱

Ｔａｂｌｅ １. Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ ｐｒｏｆｉｌｅ ｏｆ Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ ｂａｕｍａｎｎｉｉ ＡＴＣＣ １９６０６
Ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ ｃｌａｓｓｅｓ Ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ ｄｒｕｇｓ ａｂｂｒｅｖｉａｔｉｏｎ ＭＩＣ (μｇ / ｍＬ) Ｓ / Ｉ / Ｒ (μｇ / ｍＬ)

Ａｍｉｎｏｇｌｙｃｏｓｉｄｅ
Ｋａｎａｍｙｃｉｎ ＫＡＮ １６ Ｓ (１６ / ３２ / ６４)
Ｔｏｂｒａｍｙｃｉｎ ＴＯＢ ４ Ｓ (４ / ８ / １６)
Ａｍｉｋａｃｉｎ ＡＭＫ １６ Ｓ (１６ / ３２ / ６４)

Ｃａｒｂａｐｅｎｅｍｓ Ｉｍｉｐｅｎｅｍ ＩＭＰ ４ Ｓ (４ / ８ / １６)

Ｆｌｕｏｒｏｑｕｉｎｏｌｏｎｅｓ
Ｃｉｐｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ ＣＩＰ ０􀆰 ５ Ｓ (１ / ２ / ４)
Ｌｅｖｏｆｌｏｘａｃｉｎ ＬＥＶ ０􀆰 １２５ Ｓ (２ / ４ / ８)

Ｅｘｔｅｎｄｅｄ￣
ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｃｅｐｈａｌｏｓｐｏｒｉｎｓ

Ｃｅｆｏｔａｘｉｍｅ ＣＴＸ １６ Ｉ (８ / １６ － ３２ / ６４)
Ｃｅｆｔｒｉａｘｏｎｅ ＣＴＲ １６ Ｉ (８ / １６ － ３２ / ６４)
Ｃｅｆｔａｚｉｄｉｍｅ ＣＡＺ ４ Ｓ (８ / １６ / ３２)
Ｃｅｆｅｐｉｍｅ ＣＰＭ ３２ Ｒ (８ / １６ / ３２)

Ｐｏｌｙｍｙｘｉｎｓ Ｐｏｌｙｍｙｘｉｎ Ｂ ＰＢ ２ Ｓ (２ / － / ４)
ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅｓ Ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ ＴＥＴ １ Ｓ (４ / ８ / １６)
Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎｓ Ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ ＡＭＰ ６４ Ｒ (１６ / ３２ / ６４)

Ｓꎬ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅꎻ Ｉꎬ ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅꎻ Ｒꎬ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ.

图 １. 不同的抗生素处理后ꎬ鲍曼不动杆菌标准株 ＡＴＣＣ １９６０６ 的死亡曲线

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｋｉｌｌｉｎｇ ｋｉｎｅｔｉｃｓ ｏｆ ＡＴＣＣ １９６０６ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ. Ｅｘｐｏｎｅｎｔｉａｌ (Ａ) ｏｒ ｓｔａｔｉｏｎａｒｙ (Ｂ) ｇｒｏｗｎ ＡＴＣＣ １９６０６ ｗａｓ ｔｒｅａｔｅｄ
ｗｉｔｈ ５０ × ＭＩＣ ｏｆ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ ｏｖｅｒ ｔｉｍｅ. Ｔｈｅ ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｗａｓ ｄｅｆｉｎｅｄ ａｓ １００ ＣＦＵ / ｍＬ ｔｈｒｏｕｇｈｏｕｔ ａｌｌ ｋｉｌｌｉｎｇ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ. Ｔｈｅ ｌｏｗｅｒ
ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｎｕｍｂｅｒｓ ｗｅｒｅ ｃｏｎｓｉｄｅｒｅｄ ａｓ ｎｏｔ ｄｅｔｅｃｔａｂｌｅ. Ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎ ｉｓ ｓｈｏｗｎ ｆｏｒ ｔｈｒｅｅ ｒｅｐｌｉｃａｔｅｓ.

１ ｈ之前是第一阶段曲线ꎬ这一阶段曲线的快速下降

说明菌群中大部分对抗生素敏感的正常细胞接触高

浓度的抗生素后快速死亡ꎻ１ ｈ 后进入第二段曲线ꎬ
这段曲线趋于稳定ꎬ表明一部分缓慢生长并对抗生

素耐受的细胞亚群最终存活下来(持留菌)ꎻ这一结

果和预期一致ꎮ

　 　 有意思的是ꎬ不同抗生素处理后ꎬ鲍曼不动杆菌

的持留菌水平并不一致(图 １￣Ａ)ꎮ 其中多粘菌素 Ｂ
及妥布霉素处理后ꎬ细胞存活率急剧下降ꎬ２ ｈ 之后

存活的细胞便迅速降低至 １０２ 左右ꎮ 其余 ４ 种抗生

素处理后ꎬ虽然都呈现出典型的二相型的死亡曲线ꎬ
但持留菌的比例也并不相同ꎬ大约维持在 １０４ － １０６

２５９
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左右ꎮ 这些结果说明鲍曼不动杆菌持留菌水平依赖

于抗生素的种类ꎮ

图 ２.不同 ＭＩＣ 值(５ × 、１０ × 、２０ × 、５０ ×ＭＩＣ)抗生素的杀菌实验

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｋｉｌｌｉｎｇ ｏｆ Ａ. ｂａｕｍａｎｎｉｉ ＡＴＣＣ １９６０６ ｂｙ ｖａｒｙｉｎｇ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｄｒｕｇｓ(５ × 、１０ × 、２０ × 、５０ × ＭＩＣ). Ｔｈｅ ｌｏｗｅｒ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｎｕｍｂｅｒｓ
ｗｅｒｅ ｃｏｎｓｉｄｅｒｅｄ ａｓ ｎｏｔ ｄｅｔｅｃｔａｂｌｅ. Ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎ ｉｓ ｓｈｏｗｎ ｆｏｒ ｔｈｒｅｅ ｒｅｐｌｉｃａｔｅｓ. Ａ: ＴＥＴꎻ Ｂ: ＩＭＰꎻ Ｃ: ＣＩＰꎻ Ｄ: ＴＯＢꎻ Ｅ: ＣＡＺꎻ Ｆ: ＰＢ.

２􀆰 ２􀆰 ２　 鲍曼不动杆菌持留菌水平与细菌的生长状态

相关:为了进一步确认鲍曼不动杆菌的持留菌水平是

否与菌株的生长状态有关ꎬ我们用 ６ 种抗生素处理处

于平台期的菌株ꎮ 总体上ꎬ平台期处理后的细胞死亡

曲线与对数期非常相似(图 １￣Ｂ):多粘菌素 Ｂ 及妥布

霉素能够迅速杀死细胞ꎬ其余 ４ 种抗生素呈现二相型

死亡曲线ꎻ最明显的差异是 ４ 种不同抗生素处理后ꎬ
平台期持留菌的数量显著高于对数期ꎮ 亚胺培南处

理后平台期的持留菌甚至是对数期的 １０６ 倍ꎬ其余 ３
种抗生素(头孢他啶、环丙沙星、四环素)处理约是对

数期持留菌量的 １０２倍ꎮ 这些结果说明鲍曼不动杆菌

的持留菌水平与菌株的生长状态密切相关ꎬ生长至平

台期的菌株中含有数量更多的持留菌ꎮ 此外ꎬ综合对

数期和平台期结果ꎬ多粘菌素 Ｂ 及妥布霉素均能够显

著降低细胞的存活率ꎬ很可能是因为这两种抗生素具

有杀死静止状态细胞(持留菌)的能力ꎮ

２􀆰 ２􀆰 ３　 鲍曼不动杆菌持留菌水平依赖于抗生素的

浓度:上述结果表明鲍曼不动杆菌的持留菌水平与

抗生素的种类和菌株的生长状态相关ꎻ然而上述实

验中我们使用的是 ５０ × ＭＩＣ 的抗生素处理菌株ꎮ
为了确认鲍曼不动杆菌的持留菌水平是否与抗生素

浓度有关ꎬ我们用 ５ × 、１０ × 、２０ × 、５０ × ＭＩＣ 的抗生

素分别处理对数期的菌液并计算持留菌的数量ꎮ 结

果表明不同倍数 ＭＩＣ 值的抗生素处理后ꎬ最终持留

菌形成的数量并不相同(图 ２)ꎮ 以四环素为例ꎬ不
同倍数 ＭＩＣ 值处理初期ꎬ细菌的 ＣＦＵ 都急剧下降ꎬ
但到达死亡平台期的时间有一定差异ꎻ２０ × 、５０ ×
ＭＩＣ 的四环素在处理后的１ ｈ内就急速下降到死亡

平台期ꎬ而 ５ × 、１０ × ＭＩＣ 的四环素则在处理后的 ４
ｈ 后才达到稳定状态ꎮ 此外ꎬ不同倍数 ＭＩＣ 处理后

的持留菌水平也略有差别ꎻ５ × 、１０ × 、２０ × 、５０ ×
ＭＩＣ 处理后 ４ ｈ 后ꎬ持留菌水平分别为 １０ － ４ 􀆰 ０、
１０ － ４ 􀆰 ５、１０ － ５ 􀆰 ５、１０ － ６ 􀆰 ０ꎻ继续延长处理时间至 ２０ ｈꎬ
持留菌水平依然维持在上述数值(图 ２)ꎮ 跟四环素

３５９
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类似ꎬ不同浓度的亚胺培南、头孢他啶、环丙沙星及

多粘菌素 Ｂ 处理后ꎬ到达死亡平台期的时间及最终

持留菌的量各有差别ꎮ 仅妥布霉素处理后不完全遵

循二相型死亡曲线的走势ꎬ在处理后的第 ５ ｈ 曲线

急速下降ꎮ 总之ꎬ无论使用哪种抗生素处理ꎬ所用的

浓度越高ꎬ最终持留菌的量就越低ꎮ 综合上述结果

说明鲍曼不动杆菌持留菌的形成不仅是抗生素种类

和菌株生长状态依赖的ꎬ同时与抗生素的浓度具有

负相关性ꎮ

图 ３. ７２１ 株鲍曼不动杆菌中Ⅱ型 ＴＡ 系统的聚类分析

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｃｌｕｓｔｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｙｐｅ ＩＩ ＴＡ ｓｙｓｔｅｍ ｉｎ ７２１ Ａ. ｂａｕｍａｎｎｉｉ.

２􀆰 ２􀆰 ４　 鲍曼不动杆菌持留菌的耐药表型不可遗传:
基因突变是另一种细菌获得耐药表型的方式ꎬ而突

变后的表型将会遗传给下一代细胞ꎻ因此ꎬ为了验证

上述实验中出现的细菌耐药表型是真正的持留耐药

还是由突变引起的ꎬ我们将高浓度抗生素 (５０ ×
ＭＩＣ)处理后剩余的细菌涂布平板ꎬ随机挑选 １０００
个菌落ꎬ分别划线于加入相应抗生素(５０ × ＭＩＣ)的
培养基和不加抗生素的对照培养基ꎮ 结果表明所有

菌落都能够在不加抗生素的 ＬＢ 培养基上生长ꎬ而
无法在抗性培养基上生长ꎬ即持留菌在传代时重新

变成了敏感菌ꎮ 说明持留菌的耐药表型不能够被遗

传ꎬ并不是因为菌株的突变或者获得耐药基因引起

的ꎮ 在其它细菌中已证实:与抗性突变不同ꎬ持留菌

在重新生长时仍然对抗生素敏感[１３]ꎻ我们在鲍曼不

动杆菌中进一步证实了这一现象ꎬ说明耐药表型不

被遗传是持留菌的基本特性ꎮ
２􀆰 ３　 鲍曼不动杆菌Ⅱ型 ＴＡ 系统的多样性

由于Ⅱ型 ＴＡ 系统在细菌持留菌的形成过程中

起到重要作用ꎬ因此我们对目前所有已知的鲍曼不

动杆菌的基因组(包括完成图和草图共 ７２１ 株)进

行了Ⅱ型 ＴＡ 系统的同源性搜索ꎮ 我们首先收集了

目前已知序列的主要的Ⅱ型 ＴＡ 系统的蛋白序列ꎬ
然后利用蛋白同源分析的方法搜索 ７２１ 株鲍曼不动

杆菌的基因组ꎮ 我们从所有菌株中共搜索到 １５ 对

Ⅱ型 ＴＡ 系统(图 ３)ꎬ包括 ＲｅｌＢ / ＲｅｌＥ、ＨｉｃＡ / ＨｉｃＢ
及 ＨｉｇＢ / ＨｉｇＡ 等目前已得到功能验证的Ⅱ型 ＴＡ 系

统的同源基因ꎮ 其中ꎬＨＴＨ / ＧＮＡＴ(ＨＴＨ 结构域 /
ＧＣＮ５ 相关的乙酰转移酶超家族)只存在于染色体

上ꎬ是鲍曼不动杆菌中发现的分布最为广泛的一类

ＴＡ 系统:在 ７２１ 株菌株中ꎬ７１４ 株(９９％ )均含有此

系统ꎬ说明该 ＴＡ 系统很可能在鲍曼不动杆菌持留

菌的形成中可能起到主导作用ꎮ 此外ꎬＧＰ４９ / Ｃｒｏ
(ＨｉｇＢ / ＨｉｇＡ 的同源基因)、ＤＵＦ４９７ / ＣＯＧ３５１４ 这两
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对只存在于质粒上的 ＴＡ 系统及 Ｚｅｔａ / Ｘ ＴＡ 系统在

鲍曼不动杆菌中分布也较为广泛ꎬ分别占总菌株数

的 ５１％ 、３４％及 ３３％ ꎮ 对Ⅱ型 ＴＡ 系统在已知基因

组中的分布统计显示(图 ４)ꎬ不同菌株中含有的Ⅱ
型 ＴＡ 系统的数目差异较大(１ － ９ 种之间)ꎬ其中含

有 ３ － ６ 种Ⅱ型 ＴＡ 系统的菌株占总菌株数的 ８５％ ꎬ
且没有任何一个菌株中不含Ⅱ型 ＴＡ 系统ꎻ说明Ⅱ
型 ＴＡ 系统在鲍曼不动杆菌中广泛存在ꎬ且多样性

十分丰富ꎮ

图 ４. ７２１ 株鲍曼不动杆菌基因组中Ⅱ型 ＴＡ 系统数

量的分布

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ＴＡ ｌｏｃｉ ｉｎ ７２１ Ａ. ｂａｕｍａｎｉｉ.

２􀆰 ４　 临床耐药鲍曼不动杆菌中Ⅱ型 ＴＡ 系统的

检测

临床环境中的耐药鲍曼不动杆菌ꎬ由于长期

受到抗生素的选择性压力ꎬ某些 ＴＡ 系统的功能很

可能比较活跃ꎬ并且分布可能不同于其它来源的

菌株ꎮ 为了初步分析Ⅱ型 ＴＡ 系统在临床耐药菌

株中的分布ꎬ我们挑选了 ５ 个功能已知的Ⅱ型 ＴＡ
系统ꎬ利用 ＰＣＲ 扩增的方法检测它们在 ４４ 株多重

耐药临床菌株中的分布情况ꎬ并通过测序验证扩

增产物(图 ５)ꎮ 结果表明存在于染色体上的Ⅱ型

ＴＡ 系统 ＨＴＨ / ＧＮＡＴ 在临床耐药菌株中的分布同

样最为广泛ꎬ含有该系统的菌株占总菌株数的

６１％ ꎻ存在于质粒上的 ＧＰ４９ / Ｃｒｏ(ＨｉｇＢ / ＨｉｇＡ)与

ＤＵＦ４９７ / ＣＯＧ３５１４ 均占到临床耐药菌株的三分之

一以上ꎻ这些结果与上述生物信息学的分析结果

较为一致ꎮ 值得注意的是ꎬＲｅｌＢ / ＲｅｌＥ 在临床耐药

菌株中的比例偏高(５６％ )ꎬ而 ＨｉｃＡ / ＨｉｃＢ 则偏低

(３５％ )ꎬ它们在所有已知基因组中的比例分别为

３２％ 和 ６０％ ꎻ这一结果说明这两对 ＴＡ 系统很可能

与临床鲍曼不动杆菌的在抗生素压力下的菌株进

化相关ꎮ

图 ５. ５ 个Ⅱ型 ＴＡ 系统在 ４４ 株多重耐药临床鲍曼不

动杆菌菌株中的分布

Ｆｉｇｕｒｅ ５. Ｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅ ｏｆ ５ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｔｙｐｅ ＩＩ ＴＡ ｓｙｓｔｅｍｓ ｉｎ ４４
ｃｌｉｎｉｃａｌ ＭＤＲ Ａ. ｂａｕｍａｎｎｉｉ ｉｓｏｌａｔｅｓ.

２􀆰 ５　 三类Ⅱ型 ＴＡ 系统在鲍曼不动杆菌持留菌中

的表达量显著增高

基因组学分析及临床菌株检测结果均表明Ⅱ型

ＴＡ 系统在鲍曼不动杆菌中多样性十分丰富ꎮ 为了

进一步验证Ⅱ型 ＴＡ 系统与持留菌形成的潜在关

联ꎬ我们对耐药持留菌形成前后 ５ 类Ⅱ型 ＴＡ 系统

在标准菌株中的表达量变化进行了分析(图 ６)ꎮ 结

果表明ꎬ与基因组学和临床菌株的分析结果非常吻

合ꎬ三类广泛分布的 ＴＡ 系统 ＨＴＨ / ＧＮＡＴ、ＧＰ４９ / Ｃｒｏ
(ＨｉｇＢ / ＨｉｇＡ)及 ＤＵＦ４９７ / ＣＯＧ３５１４ 在持留菌中的表

达量均高于非持留菌(抗生素处理前的正常菌)３ 倍

以上ꎬ差异显著(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎮ 这一结果有力证实了

这三类Ⅱ型 ＴＡ 系统与鲍曼不动杆菌持留菌的形成

密切相关ꎮ 此外ꎬ ＲｅｌＢ / ＲｅｌＥ 与 ＨｉｃＡ / ＨｉｃＢⅡ型 ＴＡ
系统的表达量在统计学上差异不显著ꎬ提示其可能

在鲍曼不动杆菌持留菌的形成中不起主导作用ꎮ

图 ６. ５ 个Ⅱ型 ＴＡ 系统在鲍曼不动杆菌持留菌及非持

留菌中的表达差异

Ｆｉｇｕｒｅ ６. Ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｆｉｖｅ ｔｙｐｅ ＩＩ ＴＡ ｓｙｓｔｅｍ ｉｎ Ａ.
ｂａｕｍａｎｎｉｉ (ｎｏｎ￣ｐｅｒｓｉｓｔｅｒ) ａｎｄ ｔｈｅ ｐｅｒｓｉｓｔｅｒ ｏｆ Ａ. ｂａｕｍａｎｎｉｉ.
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３　 讨论

细菌具有多种耐药机制ꎬ如编码抗生素水解酶、
外排泵ꎬ药物靶点突变ꎬ膜通透性改变等ꎬ这些机制

能够帮助细菌在恶劣的环境中存活[１３]ꎮ 一种与上

述机制不同且不涉及基因组变异但十分有效的耐药

方式逐渐被人们所熟知ꎬ即产生异质化的持留菌ꎮ
这是细菌应对不良环境的两面下注策略:让一小部

分细菌进入类似休眠状态ꎬ从而耐受高浓度的抗生

素[７]ꎮ 这种能够在敏感细菌中产生耐药表型的持

留现象普遍存在于细菌和真菌中ꎮ
鲍曼不动杆菌持留菌的形成很可能是导致临床

抗生素治疗失败的重要原因之一ꎬ研究鲍曼不动杆

菌持留菌的特征及形成机制具有重要的理论和临床

意义ꎮ 本研究发现鲍曼不动杆菌的持留菌水平与菌

株的生长状态密切相关:平台期的细菌菌群中含有

的持留菌比例显著高于对数生长期ꎻ我们推测主要

原因可能是平台期状态下细菌的营养的匮乏(如氨

基酸或葡萄糖匮乏)、密度信号感应效应及生物膜

形成等压力信号可诱发持留菌的形成ꎮ 我们今后将

通过对不同生长状态下形成的持留菌的转录组进行

测序ꎬ分析基因表达的差异及代谢途径的变化等来

深入揭示这一问题ꎮ 此外ꎬ我们同时发现ꎬ鲍曼不动

杆菌的持留菌水平是抗生素种类和浓度依赖的ꎮ 最

值得注意的是不管菌株的生长状态如何ꎬ多粘菌素

Ｂ 与高浓度的妥布霉素均具有杀死部分持留细胞的

能力(图 １ꎬ ２)ꎮ 这一结果对抗生素的临床使用具

有重要指导意义ꎬ即可以优先利用这两种抗生素治

疗鲍曼不动杆菌持留菌引发的感染ꎮ 另一方面ꎬ目
前临床上主要通过菌株的药敏实验来指导用药ꎬ而
敏感菌的耐药持留问题并不在考虑范围ꎮ 然而我们

的研究表明虽然我们使用的鲍曼不动杆菌标准株对

６ 种抗生素均为敏感表型ꎬ然而耐受高剂量抗生素

的持留细胞普遍存在ꎮ 因此ꎬ今后如果能在抗生素

使用前检测菌株的持留菌水平来指导用药ꎬ将极大

提高抗细菌感染的临床治疗效果ꎮ
ＴＡ 系统在细菌和古菌中普遍存在ꎬ虽然其具体

的生理功能还不完全清楚ꎬ但通常被认为与程序性

细胞死亡(ＰＣＤ)或细胞生长停滞相关ꎮ 近来ꎬ有学

者认为 ＴＡ 系统在不良环境下通过释放毒素产生类

似休眠状态的细胞亚群来调控细菌的持留菌[１１]ꎬ当

毒素的活性被抗毒素所抑制时ꎬ缓慢生长的细菌能

够重新进入快速生长分裂的状态ꎮ 根据毒素及抗毒

素的相互作用ꎬＴＡ 系统被分成 ５ 种类型(Ｉ￣Ｖ)ꎬ其中

Ⅱ型 ＴＡ 系统的出现频率很高ꎬ且被证实与持留菌

的形成相关ꎮ 鲍曼不动杆菌作为一种条件致病菌ꎬ
Ⅱ型 ＴＡ 系统存在较为广泛:我们从 ７２１ 株鲍曼不

动杆菌基因组中发现了 １５ 个可能的Ⅱ型 ＴＡ 系统ꎻ
８５ ％单个鲍曼不动杆菌基因组中 ＴＡ 系统的数目在

３ － ６ 种之间ꎬ且没有任何菌株不含 ＴＡ 系统ꎮ 有研

究表明结核分枝杆菌作为一种导致严重感染的致病

菌ꎬ是目前已知的含有 ＴＡ 系统数目最多的细菌ꎬ共
有 ８８ 个不同的 ＴＡ 系统ꎻ而对生存条件要求严格的

乳酸乳球菌基因组中则暂未发现任何 ＴＡ 系统[３０]ꎮ
除持留菌的耐药表型之外ꎬ是否 ＴＡ 系统在致病菌

感染(如形成持留菌导致潜伏感染)中扮演重要角

色有待深入研究ꎮ
我们预测到的鲍曼不动杆菌的 １５ 个可能的Ⅱ

型 ＴＡ 系统中ꎬＲｅｌＢ / ＲｅｌＥ、ＨｉｃＡ / ＨｉｃＢ 及 ＨｉｇＢ / ＨｉｇＡ
等的同源基因在其它细菌同样存在且功能已被验

证ꎻ剩余的 １２ 对可能的 ＴＡ 系统的功能活性有待进

一步验证ꎮ 值得关注的是 ＨＴＨ / ＧＮＡＴ、ＧＰ４９ / Ｃｒｏ
(ＨｉｇＢ / ＨｉｇＡ)及 ＤＵＦ４９７ / ＣＯＧ３５１４ 这 ３ 个Ⅱ型 ＴＡ
系统在持留菌中的表达水平显著高于非持留菌ꎬ说
明了它们在鲍曼不动杆菌持留菌形成过程中的主导

作用ꎮ 其中ꎬＨＴＨ / ＧＮＡＴ 型 ＴＡ 系统在 ９９ ％的已知

鲍曼不动杆菌基因组均存在ꎬ该系统在临床多重耐

药的鲍曼不动杆菌中的检出率同样是最高的ꎮ 深入

研究这一系统的功能将对今后筛选和设计相关药物

从而抑制鲍曼不动杆菌持留菌形成提供重要依据ꎮ
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[ ６ ]　 Ｌｅｗｉｓ Ｋ. Ｐｅｒｓｉｓｔｅｒ ｃｅｌｌｓꎬ ｄｏｒｍａｎｃｙ ａｎｄ ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ
ｄｉｓｅａｓｅ. Ｎａｔｕｒｅ Ｒｅｖｉｅｗｓ. Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ２００７ꎬ５:４８￣５６.

[ ７ ]　 Ｗｉｌｌｅｎｂｏｒｇ Ｊꎬ Ｗｉｌｌｍｓ Ｄꎬ Ｂｅｒｔｒａｍ Ｒꎬ Ｇｏｅｔｈｅ Ｒꎬ
Ｖａｌｅｎｔｉｎ￣Ｗｅｉｇａｎｄ Ｐ. Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｕｌｔｉ￣ｄｒｕｇ
ｔｏｌｅｒａｎｔ ｐｅｒｓｉｓｔｅｒ ｃｅｌｌｓ ｉｎ Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｓｕｉｓ. Ｂｒｉｔｉｓｈ
Ｍｅｄｉｃａｌ Ｃｏｕｎｃｉｌ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ２０１４ꎬ１４: １２０.

[ ８ ]　 Ｄｈａｒ Ｎꎬ ＭｃＫｉｎｎｅｙ ＪＤ. Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃ
ｈｅｔｅｒｏｇｅｎｅｉｔｙ ａｎｄ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ. Ｃｕｒｒｅｎｔ Ｏｐｉｎｉｏｎ
ｉｎ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ２００７ꎬ１０: ３０￣３８.

[ ９ ]　 Ｍｕｌｃａｈｙ ＬＲꎬ Ｂｕｒｎｓ ＪＬꎬ Ｌｏｒｙ Ｓꎬ Ｌｅｗｉｓ Ｋ. Ｅｍｅｒｇｅｎｃｅ ｏｆ
Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ ｓｔｒａｉｎｓ ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ ｈｉｇｈ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ
ｐｅｒｓｉｓｔｅｒ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｃｙｓｔｉｃ ｆｉｂｒｏｓｉｓ. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ
Ｂａｃｔｅｒｉｏｌｏｇｙꎬ２０１０ꎬ１９２: ６１９１￣６１９９.

[１０]　 Ｍａｉｓｏｎｎｅｕｖｅ Ｅꎬ Ｓｈａｋｅｓｐｅａｒｅ ＬＪꎬ Ｊｏｒｇｅｎｓｅｎ ＭＧꎬ
Ｇｅｒｄｅｓ Ｋ. Ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｐｅｒｓｉｓｔｅｎｃｅ ｂｙ ＲＮＡ ｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅｓ.
Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ
Ｕｎｉｔｅｄ Ｓｔａｔｅｓ ｏｆ Ａｍｅｒｉｃａꎬ ２０１１ꎬ １０８: １３２０６￣１３２１１.

[１１]　 Ｌｅｖｉｎ ＢＲꎬ Ｒｏｚｅｎ ＤＥ. Ｎｏｎ￣ｉｎｈｅｒｉｔｅｄ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ
ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ. Ｎａｔｕｒｅ Ｒｅｖｉｅｗｓ. Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２００６ꎬ ４:
５５６￣５６２.

[１２]　 Ｒｏｔｅｍ Ｅꎬ Ｌｏｉｎｇｅｒ Ａꎬ Ｒｏｎｉｎ Ｉꎬ Ｌｅｖｉｎ￣Ｒｅｉｓｍａｎ Ｉꎬ Ｇａｂａｙ
Ｃꎬ Ｓｈｏｒｅｓｈ Ｎꎬ Ｂｉｈａｍ Ｏꎬ Ｂａｌａｂａｎ ＮＱ. Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ
ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃ ｖａｒｉａｂｉｌｉｔｙ ｂｙ ａ ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ￣ｂａｓｅｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ
ｕｎｄｅｒｌｉｅｓ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｐｅｒｓｉｓｔｅｎｃｅ. Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ ｏｆ ｔｈｅ
Ｎａｔｉｏｎａｌ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｕｎｉｔｅｄ Ｓｔａｔｅｓ ｏｆ
Ａｍｅｒｉｃａꎬ２０１０ꎬ１０７: １２５４１￣１２５４６.

[１３]　 Ｂａｌａｂａｎ ＮＱꎬ Ｍｅｒｒｉｎ Ｊꎬ Ｃｈａｉｔ Ｒꎬ Ｋｏｗａｌｉｋ Ｌꎬ Ｌｅｉｂｌｅｒ Ｓ.
Ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｐｅｒｓｉｓｔｅｎｃｅ ａｓ ａ ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃ ｓｗｉｔｃｈ. Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ
２００４ꎬ ３０５: １６２２￣１６２５.

[１４]　 Ｇｅｒｄｅｓ Ｋꎬ Ｍａｉｓｏｎｎｅｕｖｅ Ｅ. Ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｐｅｒｓｉｓｔｅｎｃｅ ａｎｄ
ｔｏｘｉｎ￣ａｎｔｉｔｏｘｉｎ ｌｏｃｉ. Ａｎｎｕａｌ Ｒｅｖｉｅｗ ｏｆ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ
２０１２ꎬ ６６: １０３￣１２３.

[１５]　 Ｌｅｗｉｓ Ｋ. Ｐｅｒｓｉｓｔｅｒ ｃｅｌｌｓ: ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｒｅｌａｔｅｄ
ｔｏ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ. Ｈａｎｄｂｏｏｋ ｏｆ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ
Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙꎬ２０１２ꎬ ２１１: １２１￣１３３.

[１６]　 Ｓｔａｒｏｓｔａ ＡＬꎬ Ｌａｓｓａｋ Ｊꎬ Ｊｕｎｇ Ｋꎬ Ｗｉｌｓｏｎ ＤＮ. Ｔｈｅ
ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅ. Ｆｅｄｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ
Ｅｕｒｏｐｅａｎ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｓｏｃｉｅｔｉｅ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ Ｒｅｖｉｅｗｓꎬ
２０１４ꎬ ｄｏｉ: １０􀆰 １１１１ / １５７４￣６９７６􀆰 １２０８３.

[１７]　 Ｂｒａｎｔｌ Ｓ. Ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｔｙｐｅ Ｉ ｔｏｘｉｎ￣ａｎｔｉｔｏｘｉｎ ｓｙｓｔｅｍｓ. ＲＮＡ
Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２０１２ꎬ ９: １４８８￣１４９０.

[１８]　 Ｌｅｐｌａｅ Ｒꎬ Ｇｅｅｒａｅｒｔｓ Ｄꎬ Ｈａｌｌｅｚ Ｒꎬ Ｇｕｇｌｉｅｌｍｉｎｉ Ｊꎬ Ｄｒｅｚｅ
Ｐꎬ Ｖａｎ Ｍｅｌｄｅｒｅｎ Ｌ. Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｔｙｐｅ ＩＩ ｔｏｘｉｎ￣
ａｎｔｉｔｏｘｉｎ ｓｙｓｔｅｍｓ: ａ ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ ｓｅａｒｃｈ ａｎｄ
ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｎｏｖｅｌ ｆａｍｉｌｉｅｓ. Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄｓ
Ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ ２０１１ꎬ ３９: ５５１３￣５５２５.

[１９]　 Ｓｙｅｄ ＭＡꎬ Ｌｅｖｅｓｑｕｅ ＣＭ. Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍａｌ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｔｙｐｅ ＩＩ
ｔｏｘｉｎ￣ａｎｔｉｔｏｘｉｎ ｓｙｓｔｅｍｓ. Ｃａｎａｄｉａｎ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２０１２ꎬ ５８: ５５３￣５６２.

[２０]　 Ｋｅｒｅｎ Ｉꎬ Ｓｈａｈ Ｄꎬ Ｓｐｏｅｒｉｎｇ Ａꎬ Ｋａｌｄａｌｕ Ｎꎬ Ｌｅｗｉｓ Ｋ.
Ｓｐｅｃｉａｌｉｚｅｄ ｐｅｒｓｉｓｔｅｒ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ
ｍｕｌｔｉｄｒｕｇ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｉｎ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ
Ｂａｃｔｅｒｉｏｌｏｇｙꎬ ２００４ꎬ １８６: ８１７２￣８１８０.

[２１]　 Ｋｉｍ Ｙꎬ Ｗｏｏｄ ＴＫ. Ｔｏｘｉｎｓ Ｈｈａ ａｎｄ ＣｓｐＤ ａｎｄ ｓｍａｌｌ
ＲＮＡ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ Ｈｆｑ ａｒｅ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｐｅｒｓｉｓｔｅｒ ｃｅｌｌ
ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｔｈｒｏｕｇｈ ＭｑｓＲ ｉｎ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ. Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ
ａｎｄ Ｂｉｏｐｈｙｓｉｃａｌ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓꎬ ２０１０ꎬ ３９１:
２０９￣２１３.

[２２]　 Ｖａｚｑｕｅｚ￣Ｌａｓｌｏｐ Ｎꎬ Ｌｅｅ Ｈꎬ Ｎｅｙｆａｋｈ ＡＡ. Ｉｎｃｒｅａｓｅｄ
ｐｅｒｓｉｓｔｅｎｃｅ ｉｎ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｏｘｉｎｓ ｏｒ ｏｔｈｅｒ ｕｎｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ. Ｊｏｕｒｎａｌ
ｏｆ Ｂａｃｔｅｒｉｏｌｏｇｙꎬ ２００６ꎬ １８８: ３４９４￣３４９７.

[２３]　 Ｚｈｕ Ｙꎬ Ｙｉ Ｙꎬ Ｌｉｕ Ｆꎬ Ｌｖ Ｎꎬ Ｙａｎｇ Ｘꎬ Ｌｉ Ｊꎬ Ｈｕ Ｙꎬ Ｚｈｕ
Ｂ. Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ ｏｆ ｃｌａｓｓ １
ｉｎｔｅｇｒｏｎｓ ｉｎ ＭＤＲ Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ ｂａｕｍａｎｎｉｉ ｉｓｏｌａｔｅｓ ａｎｄ
ｗｈｏｌｅ ｇｅｎｏｍｅ￣ｂａｓｅｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｉｎ ａ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｓｔｒａｉｎ. Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
Ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ ２０１４ꎬ２: ８１１￣８１６.

[２４]　 Ｈａｚａｎ Ｒꎬ Ｍａｕｒａ Ｄꎬ Ｑｕｅ ＹＡꎬ Ｒａｈｍｅ ＬＧ. Ａｓｓｅｓｓｉｎｇ
Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ Ｐｅｒｓｉｓｔｅｒ / ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ ｔｏｌｅｒａｎｔ
ｃｅｌｌｓ. Ｍｅｔｈｏｄｓ ｉｎ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２０１４ꎬ １１４９:
６９９￣７０７.

[２５]　 Ｓｅｖｉｎ ＥＷꎬ Ｂａｒｌｏｙ￣Ｈｕｂｌｅｒ Ｆ. ＲＡＳＴＡ￣Ｂａｃｔｅｒｉａ: ａ ｗｅｂ￣
ｂａｓｅｄ ｔｏｏｌ ｆｏｒ ｉｄｅｎｔｉｆｙｉｎｇ ｔｏｘｉｎ￣ａｎｔｉｔｏｘｉｎ ｌｏｃｉ ｉｎ
ｐｒｏｋａｒｙｏｔｅｓ. Ｇｅｎｏｍｅ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２００７ꎬ ８: Ｒ１５５.

[２６]　 Ｓｈａｏ Ｙꎬ Ｈａｒｒｉｓｏｎ ＥＭꎬ Ｂｉ Ｄꎬ Ｔａｉ Ｃꎬ Ｈｅ Ｘꎬ Ｏｕ ＨＹꎬ
Ｒａｊａｋｕｍａｒ Ｋꎬ Ｄｅｎｇ Ｚ. ＴＡＤＢ: ａ ｗｅｂ￣ｂａｓｅｄ ｒｅｓｏｕｒｃｅ
ｆｏｒ Ｔｙｐｅ ２ ｔｏｘｉｎ￣ａｎｔｉｔｏｘｉｎ ｌｏｃｉ ｉｎ ｂａｃｔｅｒｉａ ａｎｄ ａｒｃｈａｅａ.
Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄｓ Ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ ２０１１ꎬ ３９: Ｄ６０６￣６１１.

[２７]　 Ｉｔａｙａ Ｈꎬ Ｏｓｈｉｔａ Ｋꎬ Ａｒａｋａｗａ Ｋꎬ Ｋｏｍｉｔａ Ｍ.
ＧＥＭＢＡＳＳＹ: ａｎ ＥＭＢＯＳＳ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｓｏｆｔｗａｒｅ ｐａｃｋａｇｅ

７５９



Ｙａｎａｎ Ｍａ ｅｔ ａｌ. / Ａｃｔａ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａ Ｓｉｎｉｃａ(２０１５)５５(７)

ｆｏｒ ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ ｇｅｎｏｍｅ ａｎａｌｙｓｅｓ. Ｓｏｕｒｃｅ Ｃｏｄｅ ｆｏｒ
Ｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ ２０１３ꎬ ８: １７.

[２８]　 Ｋｅｒｅｎ Ｉꎬ Ｍｉｎａｍｉ Ｓꎬ Ｒｕｂｉｎ Ｅꎬ Ｌｅｗｉｓ Ｋ.
Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ
Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ ｐｅｒｓｉｓｔｅｒｓ. ｍＢｉｏꎬ ２０１１ꎬ ２:
１００￣１１１.

[２９]　 Ｍａｒｋｕｃｋａｓ ＭＡꎬ Ｓｕžｉｅｄｅ Ｅ. Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ

ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｙｐｅ ＩＩ ｔｏｘｉｎ￣ａｎｔｉｔｏｘｉｎ ｓｙｓｔｅｍｓ ｉｎ ｔｈｅ
ｏｐｐｏｒｔｕｎｉｓｔｉｃ ｐａｔｈｏｇｅｎ Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ ｂａｕｍａｎｎｉｉ. Ｊｏｕｒｎａｌ
ｏｆ Ｂａｃｔｅｒｉｏｌꎬ ２０１３ꎬ １９５(１４): ３１６５.

[３０]　 Ｐａｎｄｅｙ ＤＰꎬ Ｇｅｒｄｅｓ Ｋ. Ｔｏｘｉｎ￣ａｎｔｉｔｏｘｉｎ ｌｏｃｉ ａｒｅ ｈｉｇｈｌｙ
ａｂｕｎｄａｎｔ ｉｎ ｆｒｅｅ￣ｌｉｖｉｎｇ ｂｕｔ ｌｏｓｔ ｆｒｏｍ ｈｏｓｔ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｐｒｏｋａｒｙｏｔｅｓ. Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄｓ Ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ ２００５ꎬ ３３:
９６６￣９７６.
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[Ｒｅｓｕｌｔｓ] Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｐｅｒｓｉｓｔｅｒｓ ｗａｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｗｈｅｎ ｔｒｅａｔｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ. Ｆｏｒ ｍｏｓｔ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓꎬ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈｅ
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ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｓｔａｔｉｏｎａｒｙ ｐｈａｓｅ. Ｐｏｌｙｍｙｘｉｎ Ｂ ａｎｄ ｔｏｂｒａｍｙｃｉｎ ｃｏｕｌｄ ｋｉｌｌ ｐｅｒｓｉｓｔｅｒｓ. [Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ] Ｔｈｅ ｐｅｒｓｉｓｔｅｎｃｅ ｌｅｖｅｌ
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