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·临床论著·

志贺菌临床分离株AcrAB-TolC外排泵
mRNA转录水平与氟喹诺酮耐药的相关性
刘奉云  张豪杰  杨贤  吴晓妹  祁伟 .

【摘要】目的  探讨志贺菌临床分离菌株AcrAB-TolC外排泵的3个组成基因（acrA、acrB、tolC）
mRNA转录水平与其氟喹诺酮耐药水平。方法   收集2009至2015年于天津医科大学总医院、天津医科

大学第二医院和天津市儿童医院3家三甲医院就诊腹泻患者的非重复粪便样本，分离培养获得192株
志贺菌临床分离菌株，采用K-B纸片法对所有菌株进行体外药敏试验；根据药敏试验结果，将志贺菌

株分为氟喹诺酮耐药组和氟喹诺酮全敏感组；应用实时荧光定量PCR（RT-PCR）技术，检测上述两

组志贺菌临床分离株AcrAB-TolC外排泵基因在mRNA转录水平的相对表达量，使用SPSS 17.0软件对

结果进行统计学分析。结果  氟喹诺酮耐药组志贺菌株共计9株（对3种及3种以上氟喹诺酮耐药的菌

株），依次编码为F2、N8、F44、157、187、368、1113、3171和3327，氟喹诺酮全敏感组志贺菌株

共计9株，依次编码为F13、1、22、174、186、377、1506、3283和3326；耐药组外排泵acrA基因的

mRNA转录水平高于全敏感组菌株，差异具有统计学意义（t = 2.97、P = 0.02）；耐药组外排泵acrB
和tolC基因的mRNA转录水平均值虽然高于全敏感组相应基因mRNA转录水平，但差异均无统计学意

义（t = 2.84、P = 0.30，t = 1.17、P = 0.29）。结论  受试菌株外排泵acrA基因mRNA转录水平增高与

氟喹诺酮耐药存在一定的关联。
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【Abstract】Objective  To investigate the relationship between the transcriptional levels of messenger 
RNA (mRNA) from component genes (acrA, acrB, tolC) of the efflux pump AcrAB-TolC of clinical isolates 
of Shigella flexneri and the level of fluoroquinolone resistance. Methods  Total of 192 clinical Shigella 
isolates were collected from non-repetitive faeces of diarrhea patients during 2009 to 2015 from 3 grand 
three hospitals in Tianjin, which were The General Hospital of Tianjin Medical Univercity, The Second 
Hospital of Tianjin Medical Univercity and The Children’s Hospital in Tianjin. Antibiotic susceptibility 
of the Shigella clinical isolates were detected by K-B disk diffusion. The strains were divided into the 
fluoroquinolone resistant group and full fluoroquinolone sensitive group, according to susceptibility 
to fluoroquinolone. The mRNA transcription of AcrAB-TolC efflux pump of the two groups of strains 
determined by real-time quantitative PCR (RT-PCR). And the SPSS 17.0 software was used for statistical 
analysis.  Results  There were 9 isolates in fluoroquinolone resistance group, which were resistant to three 
and above kinds of fluoroquinolone. And the number in the fluoroquinolone resistance group were F2, N8, 
F44, 157, 187, 368, 1113, 3171 and 3327. While there were 9 isolates in fluoroquinolone full-sensitive 
group. And the number were F13, 1, 22, 174, 186, 377, 1506, 3283 and 3326 . The mRNA transcription level 
of acrA in the resistant group was higher than that of the full-sensitive group, with significant difference (t = 
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2.97, P = 0.02). Although the mRNA transcription levels of acrB and tolC in the resistant group were higher 
than those of the full-sensitive group, but with no significant difference (t = 2.84, P = 0.30; t = 1.17, P = 0.29). 
Conclusions  There was a certain correlation between the high mRNA transcription level of  acrA  and  the  
resistance of fluoroquinolones in Shigella.

【Key words】Shigella; Resistance; Fluorescent quinolone; Efflux pump; AcrAB-TolC  

细 菌 性 痢 疾 （ 简 称 菌 痢 ） 是 以 志 贺 菌

（Shigella）侵袭结肠黏膜上皮细胞为特征的肠道

传染性疾病[1-3]。氟喹诺酮类药物是目前治疗细菌

性痢疾的首选药物。但随着其临床使用频率的增

加，其耐药率也逐渐增高。其中，外排泵的过度表

达是导致氟喹诺酮类抗菌药物耐药性增高的主要机

制之一。本研究采用实时荧光定量PCR（real-time 
fluorescence quantitative PCR，RT-PCR）技术，检

测志贺菌临床株外排泵AcrAB-TolC的mRNA转录

水平，并分析其与氟喹诺酮类抗菌药物耐药性之间

的关系，现报道如下。

资料与方法

一、主要材料和试剂  
1. 菌株：192株志贺菌菌株从2009至2015年

天津3家三甲医院（天津医科大学总医院、天津医

科大学第二医院和天津市儿童医院）肠道门诊接

诊的腹泻患者粪便中分离获得。经过常规生化以

及血清凝集试验鉴定证实，其中包括福氏志贺菌

（Shigella flexneri）83株，宋内志贺菌（Shigella 
sonne）98株，鲍氏志贺菌（Shigella boydii）9株，

痢疾志贺菌（Shigella dysenteriae）2株。

2. 试剂：血琼脂平板购自天津市金章科技发

展有限公司；SS琼脂平板和麦康凯平皿购自中国

杭州天和微生物制剂有限公司；志贺菌鉴定血清购

自中国宁波天润生物药业有限公司；抗菌药物药敏

纸片包括：氨苄西林、头孢噻肟、头孢曲松、亚胺

培南、庆大霉素、链霉素、四环素、阿米卡星、萘

啶酸、环丙沙星、氧氟沙星、诺氟沙星、左氧氟沙

星、磺胺甲恶唑/甲氧苄啶（SMZco）、头孢哌酮、

氯霉素和红霉素共计17种，购自北京天坛生物制品

研究所；EASY spin Plus 细菌RNA快速提取试剂盒

购自中国北京艾德莱生物科技有限公司的；Thermo 
Scientific RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit
（k1622）试剂盒购自Thermo科技有限公司。

3. 实验仪器：电热恒温培养箱（中国上海新

苗医疗器械制造有限公司）、恒温水浴振荡器（中

国哈尔滨东联电子技术开发有限公司）、高压蒸汽

灭菌器（中国山东安得医疗科技有限公司）、超净

工作台（冰峰）DYY-6D型电泳仪（北京六一仪器

厂）、GEL-DOC-200型凝胶成像系统（美国BIO-
RAD公司）、Line-gene Real-time PCR Detection 
System（杭州博日科技有限公司）和721分光光度

计（中国上海精密仪器有限公司）。

二、方法 
1. 体外药敏试验：采用改良K-B纸片扩散法，

判断标准参照美国2013年临床实验室标准化研究所

（CISI），质控菌株为大肠埃希菌ATCC25922。
2. 受试菌的筛选：临床收集的192株志贺菌，

以耐环丙沙星、诺氟沙星、氧氟沙星和左氧氟沙星

等3种或3种以上的菌株设为耐药组，对上述抗菌药

物全敏感的菌株设为全敏感组。 
3. 总RNA的提取及cDNA的合成  志贺菌总

RNA 的提取以及cDNA的合成依照试剂说明书操

作，并依照相关文献[4-7]进行RNA完整性、纯度和

浓度的检测。 
4. AcrAB-TolC外排泵mRNA表达水平的检测  

采用BioEasy Master Mix（SYBR Green）试剂盒，

进行RT-PCR技术检测AcrAB-TolC外排泵mRNA相

对表达水平；以16S rRNA作为实验内参基因进行

定量分析；3个目的基因的预变性以及最后延伸参

数是94 ℃、5 min，72 ℃、10 min。此外，acrA
基因的循环参数为：94 ℃、1 min，60 ℃、45 s，
72 ℃、2 min；acrB基因的循环参数为：94 ℃、         
1 min，57 ℃、45 s，72 ℃、45 s；tolC基因的循环

参数为：94 ℃、5 min，52℃、45 s，72 ℃、2 min；
16S rRNA基因的循环参数为：94 ℃、1 min，56 ℃、

45 s，72 ℃、1 min；计算方法为比较阈值法（即

2－ΔΔCt法），每株菌的目的基因依次检测3次，以平

均值作为其表达量；实验所需引物见表1，引物设

计参考文献[8-10]。

三、统计学处理

采用SPSS 17.0软件对结果数据进行统计分
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析。耐药组、敏感组菌株基因acrA、acrB、tolC的相

对表达量为计量资料且成正态分布，以 x  ± s表示，

两组之间的比较采用成组设计资料的t检验，P ＜ 
0.05为差异具有统计学意义。 

结    果

一、耐药组和全敏感组菌株的筛选

从临床分离的192株志贺菌中，筛选出9株氟

喹诺酮耐药志贺菌株，设为耐药组，菌株编号为：

F2、N8、F44、157、187、368、1113、3171和
3327；随机挑选9株喹诺酮全敏感株，作为全敏感

组，详见表2。

二、AcrAB-TolC外排泵mRNA相对转录水平

实验菌株以标准株AT C C 2 5 9 2 2为参照菌

株，表达水平为 1 . 0 0，其余各菌株与标准株

（ATCC25922）相比较。其中，耐药组9株志贺菌

3个目的基因的相对表达量详见表3。
三、耐药组和敏感组A c r A B - To l C外排泵

mRNA相对转录水平

将耐药组和全敏感组实验菌株3个目的基因

mRNA的转录水平进行统计学分析结果：acrA基因，

耐药组表达水平高于全敏感组，差异具有统计学意

义（P ＜ 0.05）；对于acrB和tolC基因，耐药组表

达水平高于全敏感组，但差异无统计学意义（P ＞ 
0.05），具体结果见表4。

表 1  实时荧光定量 PCR 反应引物一般特征

目的基因 引物 引物序列（5'→3'） 产物长度（bp）

acrA acrA1
acrA2

TGCGGCTTGCTGGTTATT 
GCGGTCGTTCTGATGCTC 

1 131

acrB acrB1
acrB2

GATTCCGACCATTGCCGTAC 
CGCAGAATACCGCCTACGC

510

tolC tolC1
tolC2

ATGAAGAAATTGCTCCCC
TCAGTTACGGAAAGGGTT

1 482

16srRNA 16S1
16S2

TGATCCTGGCTCAGATTGA
TTTACGGCGTGGACTACC

803

表 2  耐药组和全敏感组菌株的筛选结果

组别 年份
环丙沙星 诺氟沙星 氧氟沙星 左氧氟沙星

抑菌环
（mm）

判定
结果

抑菌环
（mm）

判定
结果

抑菌环
（mm）

判定
结果

抑菌环
（mm）

判定
结果

耐药组

F2 2010 14 R 11 R 11 R 17 S

N8 2009 13 R 14.3 I 6 R 11.6 R

F44 2010 15 R 9 R 12 R 16 I

157 2013 11 R 9 R 12 R 13 R

187 2009 12 R 9 R 10 R 12 R

368 2013 13 R 10 R 11 R 10.3 R

1113 2010 13 R 11 R 13 R 18 S

3171 2010 14 R 10 R 8 R 14 I

3327 2013 14 R 14 I 10 R 12 R

全敏感组

F13 2010 23 S 22 S 20 S 24 S

1 2010 31 S 26.7 S 27 S 28 S

22 2013 23 S 24 S 20 S 19 S

174 2009 30 S 29 S 28 S 30 S

186 2009 26 S 28 S 26 S 31 S

377 2013   ＞ 35 S   ＞ 35 S   ＞ 35 S     ＞ 35 S

1506 2013   ＞ 35 S 30 S   ＞ 35 S 32 S

3283 2013   ＞ 35 S      ＞ 35 S   ＞ 35 S 34 S

3326 2013 20 I 19 S 17.5 S 19.5 S

注：R 为耐药，I 为中介，S 为敏感



·  559  ·中华实验和临床感染病杂志(电子版) 2017年12月 第11卷 第6期 Chin J Exp Clin Infect Dis (Electronic Edition), December  2017, Vol.11, No.6

讨    论

20世纪80年代，氟喹诺酮类药物已开始广泛

应用于临床，成为治疗细菌性痢疾的首选药物。但

近年来研究显示，细菌对喹诺酮第一代至第四代抗

菌药物的耐药率逐年上升[11-13]。其中，外排泵数量

的过度增加是导致氟喹诺酮类抗菌药物耐药率升高

的主要机制之一，志贺菌外排泵AcrAB-TolC由外

膜通道蛋白TolC、内膜融合蛋白AcrB和周质间隙

蛋白AcrA组成。周质间隙蛋白凭借其自身横跨于

内外膜的位置优势，实现其对抗菌药物的外排功

能；在内膜、膜融合蛋白与药物外排转运蛋白相连

并对其外排功能起到促进作用[14-16]；在外膜、外膜

通道蛋白TolC与外膜通道相连，促使药物转入细菌

外环境中[17-18]。三者共同构成了横跨细菌内外膜的

转运复合体，实现将细菌胞内有害物质直接转运至

外环境中。 
本研究选取部分氟喹诺酮耐药和敏感菌株，应

用RT-PCR技术，依次对acrA、acrB和tolC基因的转

录水平进行相对定量以及统计学分析发现，志贺菌

氟喹诺酮耐药组菌株acrA基因的转录水平高于氟喹

诺酮全敏感组菌株，差异具有统计学意义，提示外

排泵中acrA基因的高表达可能与喹诺酮耐药有一定

的相关性；acrB和tolC基因mRNA的转录水平耐药组

虽高于全敏感组，但差异均无统计学意义，推测可

能与实验菌株数较少有关，此研究结果与近年来国

内外学者的结果一致[19-21]。国内外相关研究发现，在

AcrAB-TolC外排泵系统中，单基因（acrA）转录水平

的增高即可导致志贺菌耐药[22]。AcrAB-TolC外排泵

的化学组成存在3︰6︰3的比率，即3个AcrB蛋白︰

6个AcrA蛋白︰3个TolC蛋白，AcrA蛋白横跨周浆间

隙[23]，能够连接位于内膜的AcrB蛋白和位于外膜的

TolC通道蛋白，此外，还具有激活AcrB的功能[24-25]，

推测AcrAB-TolC外排泵系统的正常生理功能更需要

acrA基因数量上的高表达[26]。本研究中菌株1113和
3171耐药表型为氟喹诺酮类耐药，但其外排泵的组

成基因acrA、acrB以及tolC的表达水平均低于相应的

均值，推测该菌株氟喹诺酮类抗菌药物的耐药可能

由其他机制协同介导，有待于进一步研究。

综上，氟喹诺酮类抗菌药物的耐药性与acrA基

因的高转录水平有一定相关性，而且acrA单基因转

录水平增高即可导致氟喹诺酮类抗菌药物的耐药。 
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