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要"目的
!

建立香港海鸥型菌生物被膜体外模型!对香港海鸥型菌携带的
&

类整合子相关基因进行分析!探讨香港海鸥

型菌耐喹诺酮类抗菌药物的机制'方法
!

吉姆萨染色法形态学角度分析及生结晶紫染色法半定量检测香港海鸥型菌临床分离株

生物被膜的形成能力$微量肉汤稀释法测定香港海鸥型菌临床分离株在浮游生长状态与生物被膜状态下对诺氟沙星%氧氟沙星%

左氧氟沙星%环丙沙星%洛美沙星的敏感性$

0"O

法检测耐喹诺酮类香港海鸥型菌菌株携带的
&

类整合子相关基因'结果
!

吉姆

萨染色法定性结果显示!在
''

株香港海鸥型菌临床分离株中!有
),

株形成生物被膜!生物被膜形成率为
,'*+5

"
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#
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&$结晶紫

染色法半定量检测香港海鸥型菌生物被膜的形成能力!其中
V

株香港海鸥型菌的吸光度
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株香港海鸥型菌的吸光

值
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株香港海鸥型菌的
à
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&*%&

$诺氟沙星%氧氟沙星%左氧氟沙星%环丙沙星%洛美沙星对香港海鸥型菌

的最小生物被膜抑菌浓度均高于相应浮游菌的最小抑菌浓度"
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''

株香港海鸥菌中共有
$V

株耐喹诺酮类药物!耐药率

)%*45

!且
$V

株香港海鸥型菌菌
&

类整合子均含有耐药基因!该耐药基因在相应菌株中发挥耐药作用'结论
!

香港海鸥型菌耐

喹诺酮类基因的形成和耐药基因的播散可能与
&

类整合子有关'

关键词"香港海鸥型菌$

!

生物被膜$

!&

类整合子$

!

耐药基因
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香港海鸥型菌是新发现的一种与社区性胃肠炎和旅行者

腹泻有关的细菌种属'

$

(

)研究表明#香港海鸥型菌在机体内易

形成多细胞群落#即生物被膜)香港海鸥型菌生物被膜的形成

使其耐药性提高#并可逃逸宿主免疫系统的攻击'

%

(

)多个研究

报道指出#香港海鸥型菌对抗菌药物的耐药性是相当严重

的'

)

(

)在一项针对不同来源香港海鸥型菌株的药敏试验显示#

$+

株香港海鸥型菌株对
%+

种常用抗菌药物中的
$'

种分别表

示出耐药性'

+

(

)

UAL

等'

'

(于
%&&2

年首次报道了对喹诺酮类药

物耐药的香港海鸥型菌株#引起了国际微生物学家的关注)整

合子是一种细菌基因捕获和表达的遗传单位#它在细菌多重耐

+
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国际检验医学杂志
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年
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月第
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药的形成和耐药基因的水平播散中的作用引起了研究者的广

泛关注'

,

(

)为了研究香港海鸥型菌对喹诺酮类抗菌药物的耐

药机制#本组对深圳市部分淡水鱼分离的香港海鸥型菌建立了

生物被膜体外模型'

4

(

#采用定性和定量的方法分析香港海鸥型

菌临床分离株生物被膜形成能力之间的差异#以及生物被膜对

香港海鸥型菌耐药性的影响)同时对香港海鸥型菌喹诺酮类

耐药基因进行检测#进一步对香港海鸥型菌携带的
&

类整合子

相关基因进行解析#为进一步研究香港海鸥型菌喹诺酮类耐药

机制及干预治疗提供理论依据)

C

!

材料与方法

C*C

!

标本来源
!

%&$'

年
,̂ 2

月期间#从深圳市龙岗区
,

个

不同的零售市场采集草鱼和青蛙肠道标本#每月约收集
V&

份)

香港海鸥型菌由中山大学生命科学院陆勇军教授惠赠)

C*D

!

香港海鸥型菌生物被膜的检测
!

采用硅胶片法体外培香

港海鸥型菌生物被膜#吉姆萨染色法定性分析香港海鸥型菌临

床分离株生物被膜并用结晶紫染色法半定量检测香港海鸥型

菌临床分离株生物被膜的形成能力)$

$

&香港海鸥型菌生物被

膜定性分析!取出培养
+VK

的硅胶片#用无菌磷酸盐缓冲液

$

0P.

&轻轻漂洗
)

次#晾干后进行吉姆萨染色)$

%

&香港海鸥

型菌生物被膜定量分析!加入结晶紫染液染色后#

0P.

冲洗后

干燥#无水乙醇脱色)用酶标仪测定
',&9G

波长处的吸光值

$

à

',&

&)试验设
)

个复孔#取其平均值)

C*E

!

香港海鸥型菌形成生物被膜前后耐药率差异的检测
!

选

用
'

种抗菌药物诺氟沙星*氧氟沙星*左氧氟沙星*环丙沙星*

洛美沙星#按照美国临床实验室标准化#采用微量肉汤稀释法

测定对上述
''

株香港海鸥型菌进行药敏试验#分别比较香港

海鸥型菌游离状态及形成生物被膜后最低抑菌浓度间及耐药

率间的差异)肠杆菌
:;""%'2%%

由本系保存#并作为药敏试

验的质控菌株)

C*F

!

香港海鸥型菌
&

类整合子相关基因分析

C*F*C

!

Ỳ:

模板的制备
!

将
$V

株耐喹诺酮类香港海鸥型菌

分别接种于
UP

培养基中
)4j

过夜培养%取菌液
'&

$

U

#悬浮

在
+'&

$

U

双蒸水中#沸水浴
$&G79

后立即放至冰中冷却#稍

后离心#上清液为粗提
Ỳ:

#

V̂&j

保存)

C*F*D

!&

类整合子相关基因盒扩增和测序 以
&

类整合子两

端高度保守序列设计引物$

'i#!!" :;"":: !": !":

:!"#)i

和
'i#::!":!:";;!:"";!:;#)i

&#扩增上述

$V

株耐喹诺酮类香港海鸥型菌的
&

类整合子的可变区)使用

bY(e#$&

柱式
Ỳ:

胶回收试剂盒提纯上述
0"O

产物#并将

其在
:P(0O(.1)$&

测序仪上进行双向测序$委托上海生工

生物工程有限公司完成&)

D

!

结
!!

果

D*C

!

香港海鸥型菌生物被膜体外模型的建立
!

本研究以硅胶

片为载体#在液体环境下成功建立了香港海鸥型菌生物被膜体

外模型)临床菌株形成的生物被膜结构在普通光学显微镜下

均可见团块状*网络样膜状物生成#但各菌株的生物被膜形成

能力强弱不等)有的菌株生物被膜浓密#有的稀薄*分散#见图

$

)吉姆萨染色法定性结果显示在
''

株香港海鸥型菌临床分

离株中#有
),

株形成生物被膜#生物被膜形成率为
,'*+5

$

%&

"

''

&%结晶紫染色法半定量检测香港海鸥型菌生物被膜的

形成能力#其中
'

株香港海鸥型菌的吸光值
à

',&

$

&*$'

#

$)

株香港海鸥型菌的吸光值
&*$'

'

à

',&

$

&*%&

#

4

株香港海鸥

型菌的
à

',&

(

&*%&

)

图
$

!!

香港海鸥型菌生物被膜普通光学显微镜观察结果

%吉姆萨染色'箭头示被膜生长线'

$&&3

&

D*D

!

香港海鸥型菌生物被膜药物敏感性检测
!

微量稀释培养

法测定香港海鸥型菌在浮游生长状态与生物被膜状态下的耐

药性变化!诺氟沙星*氧氟沙星*左氧氟沙星*环丙沙星*洛美沙

星对香港海鸥型菌的最小生物被膜抑菌浓度均高于相应浮游

菌的最小抑菌浓度$

1("

&#上述
'

种药物在浮游生长状态下和

生物被膜状态下的最小抑菌浓度的差异有统计学意义$

F

'

&*&'

&#见表
$

)

表
$

!!

香港海鸥型菌在浮游生长状态与生物被膜

!!!

状态下的耐药性变化

抗菌药物

浮游状态
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$
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@
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&

1("

2&

$

$
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"

GU

&

耐药率

$

5

&

生物被膜状态

1("

'&

$

$

@

"

GU

&

1("

2&

$

$

@

"

GU

&

耐药率

$

5

&

诺氟沙星
V )% V& $, ,+ $&&

氧氟沙星
% V )' + $, ''

左氧氟沙星
$ + $' + V ,&

环丙沙星
&*%' $ & $ + $'

洛美沙星
$ % $& + V +&

D*E

!&

类整合子及喹诺酮类耐药基因检测
!

$V

株耐喹诺酮

类香港海鸥菌中#有
$+

株
&

类整合子检测阳性#阳性率

44*V5

#整合子扩增产物片段为可变区#大小在
%&&

#

,&&F

E

)

本次实验中共检出
!

H

B:

基因阳性菌
$%

株$

,4*45

&#扩增片

段大小约为
+$&F

E

#

!

H

BP

基因
$&

株$

''*'5

&#扩增片段大小

约为
'%&F

E

#

0AB"

基因
4

株$

)V*25

&#扩增片段大小约为
%)&

F

E

)

$+

株
&

类 整 合 子 阳 性 株 中#

$%

株
!

H

B:

基 因 阳 性

$

V'*45

&#

$&

株
!

H

BP

基因阳性$

4$*+5

&#

4

株
0AB"

基因阳性

$

'&*&5

&#检测到同时存在
!

H

B:

*

!

H

BP

和
0AB"

这
)

种基因的

有
+

株)有
%

株
&

类整合子阴性株#然而
!

H

B:

基因检测阳

性)取
$V

株对喹诺酮类敏感株作对照组分别进行以上
)

种基

因的检测#结果均为阴性)详见表
%

)

表
%

!!

香港海鸥菌耐药菌株及
&

类整合子和

!!!

喹诺酮类耐药基因携带情况

菌株号 是否喹诺酮耐药
&

类整合子
!

H

B: !

H

BP 0AB"

U/$%&

是
h h h h

U/$%,

是
^ ^ h ^

U/$+&

是
h h ^ h

U/$'%

是
h ^ h ^

+

&V$$
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续表
%

!!

香港海鸥菌耐药菌株及
&

类整合子和

!!!

喹诺酮类耐药基因携带情况

菌株号 是否喹诺酮耐药
&

类整合子
!

H

B: !

H

BP 0AB"

U/$'V

是
h ^ h ^

U/$,+

是
^ h ^ ^

U/$V&

是
h h ^ ^

U/$V)

是
h h ^ h

U/$2,

是
h h h h

U/%&$

是
h h h h

U/%$'

是
h h ^ ^

U/%$&

是
h h h ^

U/)&&

是
^ ^ h ^

U/)%&

是
^ h h ^

U/))%

是
h h ^ ^

U/)'&

是
h ^ ^ ^

U/)V&

是
h ^ ^ h

U/+&&

是
h h h h

E

!

讨
!!

论

!!

目前研究显示#许多人类细菌感染与其生物被膜的形成有

关'

V

(

)与液相单个生长的浮游菌比#生物被膜中的细菌群体对

抗菌药物表现出高度的不敏感和较强的免疫逃逸能力'

2

(

)

生物膜释放浮游菌#当机体内游走病原细菌被杀死后#生

物膜内的细菌会由于自身调控脱落或环境冲刷作用释放细菌

成为游走病原菌#形成新的生物膜#引起急性感染#如此反复发

作'

$&

(

)生物被膜中细菌彼此密切接触#使得菌体间基因的水

平转移更加容易#导致香港海鸥型菌对抗菌药物的高度不

敏感'

,

(

)

本试验在液体培养环境下#以硅胶片为载体#成功建立香

港海鸥型菌生物被膜的体外模型#同时结合吉姆萨染色#在光

学显微镜下观察到载体表面形成了淡紫色团块状*网络状的膜

样结构)吉姆萨染色法定性结果显示
''

株香港海鸥型菌中有

),

株形成肉眼可见的生物被膜#生物被膜形成率为
,'*+5

$

),

"

''

&)结晶紫染色法半定量检测吸光值
à

',&

$

&*$'

的有

V

株#

&*$'

'

à

',&

$

&*%&

的有
$,

株#

à

',&

(

&*%&

的有
$%

株)

各菌株生物被膜形成能力强弱不等)

本试验建立了香港海鸥型菌生物被膜药敏检测方法#对

),

株香港海鸥型菌阳性菌株生物被膜形成前后的药物敏感性

进行了比较分析)结果表明香港海鸥型菌生物被膜形成后对

诺氟沙星*氧氟沙星*左氧氟沙星*环丙沙星*洛美沙星的敏感

性与其浮游生长状态相比显著降低)绝大多数菌株的最小被

膜抑菌浓度较相应的最小抑菌浓度增加
%

#

+

倍)香港海鸥型

菌形成生物被膜后的耐药率明显高于其浮游生长状态下的耐

药率#生物被膜形成后对不同种类抗生素的耐药率不一致可能

与生物被膜的多种耐药机制有关'

$$

(

)不同香港海鸥型菌株形

成的生物被膜可能有不同的耐药机制#同一株香港海鸥型菌形

成的生物被膜对不同类的抗菌药物可能有不同的耐药机制在

发挥作用)香港海鸥型菌生物被膜介导耐药的具体机制还待

进一步深入研究'

$%

(

)

整合子是近年来在细菌中发现的一种可移动性基因元件#

通过位点特异性重组捕获并表达外源性基因盒#是导致耐药基

因在细菌间水平播散的重要原因)整合子系统具有捕获和表

达外来基因盒的能力#通过该系统中整合酶基因编码的整合

酶#细菌可以不断地从周围环境中捕获新的耐药基因#以形成

较大的耐药基因库'

$)

(

)因此#整合子是细菌耐药形成和扩散

的原因之一'

$+

(

)

&

类整合子在香港海鸥型菌耐喹诺酮类药性

传播中发挥重要作用)本试验所检测的香港海鸥型菌临床菌

株中
&

类整合子的携带率为
44*V5

$

$+

"

$V

&#

&

类整合子阳性

菌中耐药基因的携带率为
'$*45

$

%2

"

',

&#二者略高于国内已

有的相关报道'

$'

(

)

本研究结果显示#

$V

株耐喹诺酮类香港海鸥菌中#有
$+

株
&

类整合子检测阳性#阳性率为
44*V5

#本次试验中共检出

!

H

B:

基因阳性菌
$%

株$

,4*45

&#扩增片段大小约为
+$&F

E

#

!

H

BP

基因
$&

株$

''*'5

&#扩增片段大小约为
'%&F

E

#

0AB"

基

因
4

株$

)V*25

&#扩增片段大小约为
%)&F

E

)

$+

株
&

类整合

子阳性株中#

$%

株
!

H

B:

基因阳性$

V'*45

&#

$&

株
!

H

BP

基因

阳性$

4$*+5

&#

4

株
0AB"

基因阳性$

'&*&5

&#检测到同时存在

!

H

B:

*

!

H

BP

*

0AB"

这
)

种基因的有
+

株#这个结果说明了
&

类

整合子可能是介导香港海鸥菌耐喹诺酮类药物的主要元件)

目前多数学者认为#细菌在自然界是以生物被膜存在#它

们分泌的多糖基质将菌体克隆聚集缠绕其中形成膜样物)整

合子是存在于细菌基因组或质粒上的基因片段#具有位点特异

性重组功能#可存在于质粒*转座子等可移动基因元件上#在不

同种的细菌之间进行水平转移#是细菌多重耐药性形成和扩散

的重要原因'

$,

(

)

/>9DB7JNM

等'

$4

(研究观察到生物被膜中菌体

间质粒的传递率较浮游状态显著提高#由此推测在这一过程中

细菌整合子携带的
!

H

B:

基因*

!

H

BP

基因和
0AB"

基因可能在

生物被膜中表达#

cK7?>C>

H

等'

$V

(对铜绿假单胞菌研究时发现#

生物被膜中整合酶基因
GOY:

的高表达#菌体携带的整合子

在生物被膜中有可能进行更有效的基因盒捕获*切除*移动和

积累#细菌获得新的遗传物质和适应功能#迅速有效地适应变

化莫测的环境#但在香港海鸥型菌中是否也存在
cK7?>C>

H

等'

$V

(的发现#相关研究组正在进行)
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