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[摘　要 ]　为了探讨金黄色葡萄球菌的氟喹诺酮耐药性与 g rlA、g rlB 基因突变的关系 ,从 52株野生型金黄色

葡萄球菌中筛选出 1株对氟喹诺酮敏感的金黄色葡萄球菌 ,对其进行耐药诱导 ,获得一系列不同氟喹诺酮耐药水平

的金黄色葡萄球菌 ,并对其 g rlA、g rlB基因进行 PCR扩增、测序及序列分析。结果表明 ,金黄色葡萄球菌的氟喹诺酮

耐药性与 g rlB基因突变无关 ,而与 g rlA 的丝氨酸 (Ser) 80→苯丙氨酸 ( Phe)和谷氨酸 ( Glu) 84→赖氨酸 (Lys)突变密

切相关。金黄色葡萄球菌 g rlA 的 80位氨基酸和 84位氨基酸双突变是其氟喹诺酮耐药性提高的标志之一。
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Abstract : The p urpose was to st udy the relation between fluoroquinolones2resistant and mutation of

g rlA and g rlB gene in st a p hy lococcus. aureus , t he sensitive st rain was induced with Cip rofloxacin to get

grad2resistance st rain of S . aureus , t he g rlA and g rlB gene were amplified and sequenced by polymerase

chain reaction. Sequence analysis showed that g rlB gene had no mutation ,while Ser 80→Phe and Glu 84→

L ys of t he g rlA gene happened. These assays demonst rated t hat Ser 80→Phe and Glu 84→L ys of t he grlA

mutation were t he main mark of sta p hy lococcus aureus to fluoroquinolones2resistant rising.
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　　金黄色葡萄球菌 ( S ta p hy lococcus aureus)简称

金葡菌 ,是重要的人畜共患病的病原体 ,临床上非常

常见 ,是毒力最强的化脓菌。目前 ,临床上常用氟喹

诺酮类药物治疗金黄色葡萄球菌感染 ,但随着氟喹

诺酮类药物的广泛应用 ,耐氟喹诺酮类药物的金黄

色葡萄球菌菌株显著增多 ,已引起人们的广泛重视。

大量的研究已经证明 ,金黄色葡萄球菌对氟喹诺酮

类药物耐药性的产生与拓扑异构酶Ⅳ的基因突变密

切相关[125 ]。但拓扑异构酶 Ⅳ基因位点的突变与金

黄色葡萄球菌氟喹诺酮耐药性的确切关系尚缺乏系

统研究。本试验用微量肉汤稀释法检测临床分离的

52株野生型金黄色葡萄球菌的氟喹诺酮耐药水平 ,

选取 1株对氟喹诺酮敏感的金黄色葡萄球菌进行耐

药诱导 ,获得一系列不同氟喹诺酮耐药水平的金黄

色葡萄球菌 ,应用 PCR扩增野生型金黄色葡萄球菌

和人工诱导耐药金黄色葡萄球菌的 g rlA、g rlB 基
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因 ,并对其进行测序和序列分析 ,探讨金黄色葡萄球

菌耐药性与基因 g rlA、g rlB 突变的关系 ,旨在为明

确拓扑异构酶Ⅳ基因位点的突变与金黄色葡萄球菌

的氟喹诺酮耐药性关系提供参考依据。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1 　菌 　株 　52 株野生型金黄色葡萄球菌 ,由

吉林大学畜牧兽医学院分子细菌学实验室用常规方

法从临床分离鉴定并保存 ,其中 SA1、SA10 和 SA5

是分离自猪源的金黄色葡萄球菌 , SA8、SA4 和

SA11为分离自牛源的金黄色葡萄球菌。标准质控

菌株 SA A TCC29213 由中国科学院菌种保存中心

提供。

1. 1. 2　抗菌药物　诺氟沙星、恩诺沙星由浙江新昌

制药有限公司提供 ,氧氟沙星、罗美沙星由浙江苔州

中业医药有限公司提供 ,环丙沙星和司帕沙星由浙

江海门制药厂提供。以上各药物均为白色或淡黄色

粉末状原料药 ,纯度 98 %以上。

1. 1. 3 　工具酶与生化试剂　Ex T aq TM DNA 聚合

酶、T4 DNA连接酶为 Sigma公司产品 ,RNA酶、溶

菌酶为 Ta KaRa公司产品 ,DNA凝胶回收试剂盒为

杭州维特洁生物公司产品 ,蛋白酶 K为 Invit rogen

公司产品 ,三羟甲基氨基甲烷 ( Tris碱 C4 H11 NO3 ) 、

乙二胺四乙酸 ( ED TA)等为华美生物工程公司产

品 ,十二烷基硫酸钠 (SDS) 、溴化乙锭 ( EB) 、NaO H、

NaCL、CaCL 2、LiCL 等为北京鼎国生物技术公司产

品 ,琼脂糖、胰蛋白胨为 N EB 公司产品 ,酵母抽提

物、琼脂等为 GIBCO公司产品。

1. 2　方　法

1. 2. 1　氟喹诺酮类药物对金黄色葡萄球菌最小抑

菌浓度的测定 　测定氧氟沙星、罗美沙星、诺氟沙

星、环丙沙星、司帕沙星和恩诺沙星 6种氟喹诺酮类

药物对临床分离的 52株金黄色葡萄球菌的最小抑

菌浓度 (MIC) ,具体方法参考文献[6 ]的微量肉汤稀

释法 (Microdilution Met hod )进行 ,每次测定均以

标准质控菌株 SA A TCC29213作对照 ,按美国临床

实验室标准化委员会 ( NCCL S) 标准进行结果判

定[6 ]。根据最小抑菌浓度 ( MIC)的测定结果 ,计算

52株野生型金黄色葡萄球菌对氧氟沙星、罗美沙

星、诺氟沙星、环丙沙星、司帕沙星和恩诺沙星 6 种

氟喹诺酮类药物的耐药率。耐药率的计算公式为 :

耐药率/ % =耐药菌株数/测定菌株数×100 %。

1. 2. 2　耐药金黄色葡萄球菌的诱导　参考文献[ 7 ]

的方法进行 ,用环丙沙星诱导 1 株经 1. 2. 1测定对

氟喹诺酮敏感的金黄色葡萄球菌菌株 ,将该菌株诱

导驯化为不同环丙杀星耐药水平的金黄色葡萄球菌

菌株 ,备用。

1. 2. 3　金黄色葡萄球菌染色体 DNA 的提取 　参

考文献[ 8 ]的方法进行。

1. 2. 4　引物的设计与合成 　根据核酸序列数据库

( Genbank)中 g rlA (登录号 :D67074)和 g rlB 基因

序列 (登录号 :D67075) ,设计扩增引物 ,其中 g rlA、

g rlB 的上、下游引物位于报道的有耐药基因突变区

域的两侧。引物序列见表 1 ,引物由上海生物工程

公司合成。
表 1　g rlA 和 g rlB 基因的引物序列

Table 1　Primers of g rlA and g rlB

名 称 Name 引物 Primer 序 列 Sequence 长 度/ bp Lengt h

grlA P5 5′2T GAA GA T GT T T TA GGT GA TCGC23′ 22

grlA P6 5′2GT T GGAAAA TCA GGACCT T TAA23′ 22

grlB P7 5′2CGA T TAAA GCACAACAA GCAA G23′ 22

grlB P8 5′2CA TCA GTCA TAA TAA T TACTC23′ 21

1. 2. 5　金黄色葡萄球菌 g rlA 和 g rlB 基因的 PCR

扩增 　以 1. 2. 3 提取的金黄色葡萄球菌染色体

DNA为模板 , PCR扩增 g rlA、g rlB。g rlA 的 PCR

反应体系为 :DNA 模板 1μL ,10×Ex T aq TM Buffer

(Mg2 + ) 5μL ,dN TPs (各 2. 5 mmol/ L) 4μL ,P5 (25

μmol/ L) 2μL , P6 (25μmol/ L ) 2μL , Ex T aq TM (5

U/μL) 0. 5μL ,灭菌去离子水 33. 5μL。扩增条件

为 :95 ℃热启动 10 min后加 Ex T aq TM DNA 聚合

酶 ;94 ℃变性 30 s ,50 ℃退火 30 s ,72 ℃延伸 30 s ,

30个循环 ;最后 72 ℃温育 10 min ; g rlB 的 PCR反

应体系为 : DNA 模板 1μL ,10 ×Ex T aq TM Buffer

(Mg2 + ) 5μL ,dN TPs (各 2. 5 mmol/ L) 4μL , P7 (25

μmol/ L) 2μL , P8 (25μmol/ L ) 2μL , Ex T aq TM (5

U/μL) 0. 5μL ,灭菌去离子水 33. 5μL。扩增条件

为 :95 ℃热启动 10 min 后加 Ex T aq TM DNA 聚合

酶 ;94 ℃变性 30 s ,50 ℃退火 30 s ,72 ℃延伸 30 s ,

30个循环 ;最后 72 ℃温育 10 min。反应结束后取 5

μL PCR扩增产物用 10 g/ L琼脂糖凝胶进行电泳 ,以

DNA Marker DL22000为标准分子量 ,在紫外灯下观

察电泳结果并照相。
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1. 2. 6　PCR产物的回收　采用杭州维特洁生物公

司的 DNA 凝胶回收试剂盒 ,对 1. 2. 5 中 g rlA 和

g rlB PCR扩增的目的片段进行回收。

1. 2. 7　金黄色葡萄球菌耐药基因 g rlA 和 g rlB 的

序列测定与分析　将 1. 2. 6中回收的 PCR产物纯

化后 ,直接送上海生物工程公司测序 ,测序后用

DNAsis软件分析测序结果。

2　结果与分析

2. 1　6种氟喹诺酮类药物对 52株野生型金黄色葡

萄球菌的 MIC

氧氟沙星、罗美沙星、诺氟沙星、环丙沙星、司帕

沙星和恩诺沙星 6 种氟喹诺酮类药物对 52株金黄

色葡萄球菌最小抑菌浓度 ( MIC)的测定结果见表

2。由表 2可知 ,52株金黄色葡萄球菌株均对 6种氟

喹诺酮类药物呈现高水平耐药性 ,MIC50最小为 32

μg/ mL ,MIC90最小为 128μg/ mL。对环丙沙星、氧氟

沙星、罗美沙星、诺氟沙星、司帕沙星和恩诺沙星的耐

药率分别为 59. 6 % ,53. 8 % ,73. 0 % ,65. 3 % ,46. 1 %

和 42. 3 %。

2. 2　耐药金黄色葡萄球菌的诱导结果

用环丙沙星将氟喹诺酮敏感菌株 SA12 (环丙沙

星 MIC = 0. 25μg/ mL)诱导驯化为不同环丙沙星耐

药水平的耐药菌 ,分别将其命名为 SA1221、SA1222、

SA1223、SA1224、SA1225 ,SA1226、SA1227、SA1228、

SA1229和 SA12210 ,环丙沙星对其的 MIC见表 3。
表 2　6种氟喹诺酮类药物对 52株野生型金黄色葡萄球菌的 MIC

Table 2　MICs of 6 Fluoroquinolones against 52 S . aureus

抗生素
Antibiotic

最小抑菌浓度 (μg·mL - 1) Minimal inhibitory concent ration

范 围 Amplitude MIC50 MIC90

耐药率/ %
Resistant rate

环丙沙星 Ciprofloxacin 0. 25～256 32 256 59. 6

氧氟沙星 Ofloxacin 0. 50～256 64 256 53. 8

罗美沙星 Lomnoxacin 0. 50～256 64 256 73. 0

诺氟沙星 Norfloxacin 0. 50～256 128 512 65. 3

司帕沙星 Sparfloxacin 0. 25～256 32 128 46. 1

恩诺沙星 Enrofloxacin 0. 25～128 32 128 42. 3

　　注 :MIC50 .抑制 50 %细菌所需的最低浓度 ;MIC90 .抑制 90 %细菌所需的最低浓度。

Note :MIC50 . 50 % minimun inhibitory concent ration ;MIC90 . 90 % minimun inhibitory concent ration.

表 3　人工诱导的 SA12不同环丙沙星耐药水平金黄色葡萄球菌的 MIC

Table 3　MICs of CIP against SA12s artificial inducement in CIP μg/ mL

菌株 St rains SA1221 SA1222 SA1223 SA1224 SA1225 SA1226 SA1227 SA1228 SA1229 SA12210

MIC 0. 5 1. 0 2. 0 4. 0 8. 0 16 32 64 128 256

2. 3　金黄色葡萄球菌提取的染色体 DNA 检测结

果

从金黄色葡萄球菌中提取的基因组 DNA ,经

10 g/ L 的琼脂糖电泳检测 ,结果见图 1。由图 1 可

见 ,从金黄色葡萄球菌中均提取到清晰的基因组

DNA条带。

图 1　部分金黄色葡萄球菌基因组 DNA电泳图

1. SA1 ;2. SA10 ; 3. SA8 ;4. SA4 ;5. SA1222 ;

6. SA1226 ;7. SA1228 ;8. SA11 ;9. DNA Marker DL22000

Fig. 1　Genome DNA of S. aureus

2. 4　金黄色葡萄球菌耐药基因 g rlA 和 g rlB 的

PCR扩增结果

g rlA 和 g rlB 的 PCR 扩增产物 ,经 10 g/ L 琼

脂糖凝胶电泳 ,结果这两种基因在约 618 bp ( g rlA )

和 375 bp ( g rlB)处分别扩增出特异的目的片段 ,与

预期的片段大小吻合 (图 2和图 3) 。

2. 5　金黄色葡萄球菌 g rlA 基因的序列分析结果

DNAsis软件分析结果表明 ,与 GenBank 中对

氟喹诺酮敏感金黄色葡萄球菌 ( RN4220)的 g rlA 序

列相比 ,6 株野生型金黄色葡萄球菌 ( SA1、SA10、

SA5、SA8、SA4和 SA11)和人工诱导的不同环丙沙

星耐药水平的金黄色葡萄球菌 g rlA 基因序列发生

了突变 ,结果见表 4。由表 4 可知 ,当最小抑菌浓度

MIC≤4μg/ mL时 , g rlA 基因无突变发生 ;当MIC =

16μg/ mL时 ,野生型金黄色葡萄球菌 SA5 的 g rlA

84位氨基酸发生 Glu →L ys的突变 ,而人工诱导的

金黄色葡萄球菌 SA1226的 g rlA 80位氨基酸发生
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Ser→Phe的突变 ;当 MIC = 64μg/ mL 时 ,野生型金

黄色葡萄球菌 SA4 的 g rlA 80位氨基酸发生 Ser →

Phe ,84位氨基酸发生 Glu →L ys的突变 ,而人工诱

导的金黄色葡萄球菌 SA1228 的 g rlA 80位氨基酸

发生 Ser→Phe突变 ;当 MIC≥128μg/ mL 时 ,野生

型金黄色葡萄球菌 SA11和人工诱导的金黄色葡萄

球菌 SA1229的 g rlA 均发生了 80位氨基酸 ( Ser →

Phe)和 84位氨基酸 ( Glu→L ys)的双突变。

图 2　部分金黄色葡萄球菌 g rlA 基因的扩增结果

1. SA1229 ;2. SA10 ;3. SA4 ;4. SA8 ;5. SA11 ;

6. SA1226 ;7. DNA Marker DL22000

Fig. 2　Elect rophoregram of the g rlA gene

amplification product s by PCR

图 3　部分金黄色葡萄球菌 g rlB基因的扩增结果

1. SA5 ;2. SA1222 ;3. SA1 ;4. DNA Marker DL22000 ;

5. SA10 ;6. SA1226 ;7. SA11

Fig. 3　Elect rophoregram of the g rlB gene

amplification product s by PCR

表 4　不同环丙沙星耐药水平金黄色葡萄球菌 g rlA 基因的突变情况

Table 4　Comparison result s of the nucleic and amino sequence of the g rlA in S . aureus that were

different level of Fluoroquinolones

菌株 St rains MIC/ (μg·mL - 1) 突变位点 Mutable point 氨基酸 (密码子)突变情况 Mutation of amino acids

SA1 0. 25 无 None 无 None

SA8 1 无 None 无 None

SA10 4 无 None 无 None

SA5 16 84 Glu ( GAA) →Lys(AAA)

SA4 64 80 Ser ( TCC) →Phe ( T GC)

SA4 64 84 Glu ( GAA) →Lys(AAA)

SA11 128 80 Ser ( TCT) →Phe ( T T T)

SA11 128 84 Glu ( GAA) →Lys(AAA)

SA12 0. 25 无 None 无 None

SA1222 1 无 None 无 None

SA1224 4 无 None 无 None

SA1226 16 80 Ser ( TCC) →Phe ( T GC)

SA1228 64 80 Ser ( TCC) →Phe ( T GC)

SA1229 128 80 Ser ( TCC) →Phe ( T GC)

SA1229 128 84 Glu ( GAA) →Lys(AAA)

　　注 :Ser为丝氨酸 ,Phe为苯丙氨酸 ,Clu为谷氨酸 ,Lys为赖氨酸。

Note :Ser serine ,Phe is phenylalanine , Glu is glutamic acid ,Lys is lysine.

2. 6　金黄色葡萄球菌 g rlB 基因的序列分析结果

DNAsis软件分析结果表明 ,与核酸序列数据

库 ( Genbank)中的金黄色葡萄球菌 grlB序列相比 ,6

株野生型金黄色葡萄球菌 ( SA1、SA10、SA5、SA8、

SA4和 SA11)和人工诱导的不同环丙沙星耐药水平

金黄色葡萄球菌 grlB的基因序列 ,均未发生突变。

3　讨　论

3. 1　g rlA 基因的突变与金黄色葡萄球菌氟喹诺酮

耐药性的相关性

金黄色葡萄球菌拓扑异构酶Ⅳ是细菌细胞生长

所必需的酶 ,由 1 对 C亚基和 1 对 E亚基组成 ,分

别由 g rlA 和 g rlB 基因编码 ,其功能与 DNA 复制

有关 ,主要参与 DNA 复制末期多重连接子代染色

体的解链。氟喹诺酮作用于金黄色葡萄球菌拓扑异

构酶Ⅳ,使金黄色葡萄球菌生长被抑制 ,最终导致金

黄色葡萄球菌死亡。国外一些研究者在测定氟喹诺

酮抑制拓扑异构酶Ⅳ的解链功能时 ,发现在金黄色

葡萄球菌中 ,拓扑异构酶Ⅳ是氟喹诺酮作用的初始

靶位 ,当金黄色葡萄球菌的氟喹诺酮耐药性增加时 ,

g rlA 基因发生突变 ,突变局限在氨基酸残基 64～

103区域 ,被认为是 g rlA 上的多药耐药区[125 ]。目
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前 , g rlA 基因突变与金黄色葡萄球菌氟喹诺酮耐药

性的确切关系还缺乏系统研究。本试验通过对不同

氟喹诺酮耐药水平的金黄色葡萄球菌 g rlA 基因的

扩增和序列分析 ,结果表明 , Ser 80 →Phe 和 Glu

84→Lys的突变与金黄色葡萄球菌的氟喹诺酮耐药

性密切相关 ,是金黄色葡萄球菌耐药水平高的标志

之一。

3. 2　g rlB 基因突变与金黄色葡萄球菌氟喹诺酮耐

药性的相关性

g rlB 基因编码拓扑异构酶Ⅳ的 E亚基 ,负责催

化 A TP的水解。Takahashi等[ 3 ]首次报道 , g rlB 天

冬氨酸 (Asp) 432 →缬氨酸 (Val)的突变 ,但与细菌

氟喹诺酮耐药性无关。Fournier等[5 ]将存在突变的

g rlB 基因 PCR扩增产物重组质粒转入敏感菌中 ,

导致细菌对氟喹诺酮的耐药性增加 ,其可能的机制

为突变降低了内源性酶的催化活性。一些研究发

现 ,在金黄色葡萄球菌氟喹诺酮耐药菌株中存在一

些 g rlB 基因的突变 ,如谷氨酸 ( Glu) 422 →天冬氨

酸 (Asp) ,天冬氨酸 (Asp) 432→甘氨酸 ( Gly) ,脯氨

酸 ( Pro) 451 →丝氨酸 ( Ser)等 ,但这些突变与金黄

色葡萄球菌耐药性的关系不明确[ 9210 ]。本试验并未

发现 g rlB 基因的突变 ,进一步证实了金黄色葡萄球

菌的氟喹诺酮耐药性与 g rlB 基因突变无关。
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