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体外诱导嗜水气单胞菌对喹诺酮类耐药

及其耐药机制研究
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（１中国水产科学研究院 珠江水产研究所／农业部渔用药物创制重点实验室／广东省水产动物免疫技术重点实验室，
广东 广州 ５１０３８０；２上海海洋大学 水产与生命学院，上海 ２０１３０６）

摘要：【目的】探讨在亚抑菌浓度喹诺酮类药物培养后，嗜水气单胞菌Ａｅｒｏｍｏｎａｓｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ对喹诺酮类的药物敏感
性变化及其耐药机制．【方法】以对喹诺酮类敏感的临床分离嗜水气单胞菌菌株和标准菌 ＡＴＣＣ７９６６为研究对象，
分别在含亚抑菌浓度萘啶酸（ＮＡＬ）和环丙沙星（ＣＩＰ）的培养基上逐步诱导培养．提取诱导菌的 ＤＮＡ，ＰＣＲ扩增其
ｇｒｙＡ和ｐａｒＣ基因，测序分析其喹诺酮类耐药决定区（ＱＲＤＲ）突变情况；测定诱导菌对诱导药物和１１种非诱导药物
的最小抑菌浓度（ＭＩＣ）及添加外排泵抑制剂羰基氰化氯苯腙（ＣＣＣＰ）后的 ＭＩＣ，分析其敏感性变化与基因突变、外
排作用的关系．【结果和结论】诱导后菌株对萘啶酸和环丙沙星的ＭＩＣ分别提高了１０２４和６４０００倍，对非诱导药
物也有不同程度提高；当萘啶酸和环丙沙星诱导浓度分别达到１６和３２μｇ／ｍＬ或以上后，诱导菌株ｇｙｒＡ基因编码
的氨基酸分别发生Ａｓｐ８７→Ｔｙｒ和Ｓｅｒ８３→Ａｒｇ的变化，但两者ｐａｒＣ基因编码的氨基酸均没有发生突变；添加 ＣＣＣＰ
后，只有氟喹诺酮类药物的ＭＩＣ值略有下降，提示嗜水气单胞菌对喹诺酮类耐药存在靶基因突变及主动外排作用
等多种耐药机制．
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　　嗜水气单胞菌Ａｅｒｏｍｏｎａｓｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ是一类属于
气单胞菌科 Ａｅｒｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ、气单胞菌属 Ａｅｒｏｍｏｎａｓ
的革兰阴性短杆菌，是我国流行最广泛的一种典型

人－兽－水生动物共患病病原菌，在自然界中广泛
分布，可以感染各种淡水鱼、两栖动物、鸟类、哺乳动

物［１］．嗜水气单胞菌可引起养殖鱼类细菌性败血症的
暴发，给水产养殖业造成巨大的经济损失．喹诺酮类药
物具有高效、副作用小、抗菌谱广等优点，是目前治疗

嗜水气单胞菌感染的主要药物．然而，随着该药的普遍
使用，耐药率逐年上升．耐药菌株的产生使得药效下降
甚至失效，给临床治疗带来了极大的困难．

迄今为止，已报道的细菌对喹诺酮类药物的耐

药机制主要有４种：靶基因突变，主动外排系统，细
菌细胞膜通透性的改变以及质粒介导的喹诺酮类耐

药机制，其中前３种耐药机制均为染色体突变介导
的［２］．研究发现，质粒介导的喹诺酮类耐药机制引起
细菌对氟喹诺酮类药物的低水平耐药，而染色体突

变介导的耐药可引起细菌对喹诺酮类药物的高水平

耐药［３５］．喹诺酮类药物作用于革兰阴性细菌的ＤＮＡ
旋转酶和拓扑异构酶 ＩＶ，ＤＮＡ旋转酶由 ２个 ＧｙｒＡ
亚基和２个ＧｙｒＢ亚基组成，拓扑异构酶 ＩＶ由２个
ＰａｒＣ亚基和２个ＰａｒＥ亚基组成．当这２个酶的基因
发生突变，导致一个或多个结构发生改变，增加了细

菌对喹诺酮类药物的耐药性，这些突变位点通常发

生在这２种酶不连续的序列中，称其为喹诺酮类耐
药决定区（Ｑｕｉｎｏｌｏｎｅｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｄｅｔｅｒｍｉｎｉｎｇｒｅｇｉｏｎｓ，
ＱＲＤＲ）［２］．目前认为靶基因 ｇｙｒＡ和 ｐａｒＣ的喹诺酮
类耐药决定区与气单胞菌喹诺酮类耐药性的产生密

切关联［６９］．国内外研究均是对嗜水气单胞菌临床分
离株的耐药检测［６９］，而对体外应用喹诺酮类药物诱

导选择相应的高度耐药菌及其靶基因喹诺酮类耐药

决定区突变情况的研究则报道较少．为探讨靶基因
突变引起的嗜水气单胞菌耐药机制，本文应用萘啶

酸和环丙沙星以体外连续诱导的方式诱导出高度耐

药菌，并通过聚合酶链反应（Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃ

ｔｉｏｎ，ＰＣＲ）分析喹诺酮类耐药决定区靶基因突变情
况及主动外排系统对菌株药物敏感性的影响，以探

讨体外诱导下嗜水气单胞喹诺酮类耐药机制，进而

了解临床使用喹诺酮类药物对细菌耐药性的影响．

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　菌株来源　诱导受试菌株为中国水产科学
研究院珠江水产研究所水产病害与免疫研究室临床

分离的鱼源嗜水气单胞菌 ＢＺ和嗜水气单胞菌标准
菌株ＡＴＣＣ７９６６，前期试验已就受试菌株对常见抗菌
药物进行药敏试验［９］，并鉴定为喹诺酮类药物敏感

菌株．中国水产科学研究院珠江水产研究所水产病
害与免疫研究室保存的临床分离鳖源嗜水气单胞菌

４４Ａ，已鉴定对萘啶酸、环丙沙星、诺氟沙星和氧氟沙
星耐药［９］．标准菌 ＡＴＣＣ７９６６由浙江省淡水水产研
究所鱼病研究室馈赠，质控菌 ＡＴＣＣ２５９２２由华南农
业大学兽医学院药理教研室馈赠．
１．１．２　受试药物、培养基、酶和其他试剂　恩诺沙
星（Ｅｎｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ，ＥＮＲ）、环丙沙星 （Ｃｉｐｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ，
ＣＩＰ）、诺氟沙星（Ｎｏｒｆｌｏｘａｃｉｎ，ＮＯＲ）、氧氟沙星（Ｏｆｌｏｘ
ａｃｉｎ，ＯＦＬ）、洛美沙星（Ｌｏｍｅｆｌｏｘａｃｉｎ，ＬＯＭ）、多西环
素（Ｄｏｘｙｃｙｃｌｉｎｅ，ＤＯＸ）、土霉素 （Ｏｘｙｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ，
ＯＴＣ）、甲氧苄啶（Ｔｒｉｍｅｔｈｏｐｒｉｍ，ＴＭＰ）、氟苯尼考
（Ｆｌｏｒｆｅｎｉｃｏｌ，ＦＬＲ）、氯霉素（Ｃｈｌｏｒａｍｐｈｅｎｉｃｏｌ，ＣＨＬ）及
新霉素（Ｎｅｏｍｙｃｉｎ，ＮＥＯ）均为中国兽医药品监察所
产品；萘啶酸（Ｎａｌｉｄｉｘｉｃａｃｉｄ，ＮＡ）为广州康龙生物科
技有限公司产品．以上药物用无菌双蒸水配成１０２４
μｇ／ｍＬ的储存液，分装后 －２０℃条件保存备用，使
用时再稀释成所需浓度．羰基氰化物间氯苯腙（Ｃｙａ
ｎｉｄｅｃｈｌｏｒｏｐｈｅｎｙｌｈｙｄｒａｚｏｎｅ，ＣＣＣＰ）为美国 Ｓｉｇｍａ公
司产品．ＰＣＲ反应试剂均为康为世纪公司产品．胰蛋
白胨大豆琼脂（Ｔｒｙｐｔｏｎｅｓｏｙａａｇａｒ，ＴＳＡ）、ＬＢ琼脂
（Ｌｕｒｉａｂｅｒｔａｎｉａｇａｒ）、ＬＢ肉汤（Ｌｕｒｉａｂｅｒｔａｎｉｂｒｏｔｈ）、
水解酪蛋白肉汤（Ｍｕｌｌｅｒｈｉｎｔｏｎｂｒｏｔｈ，ＭＨ肉汤），为
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青岛海博生物技术有限公司产品．
１．２　方法
１．２．１　药物敏感试验　采用微量肉汤稀释法测定
受试菌以及诱导试验中所有培养浓度下的诱导菌株

对１２种受试药物的最小抑菌浓度（Ｍｉｎｉｍｕｍｉｎｈｉｂｉ
ｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＭＩＣ）．同时，培养基中加入 １０
μｇ／ｍＬ的 ＣＣＣＰ，再测定添加后的 ＭＩＣ．每次试验设
置阳性对照（培养基加菌液）和阴性对照（仅加培养

基），同时用大肠埃希菌ＡＴＣＣ２５９２２为质控菌株．
１．２．２　体外诱导试验　依据菌株药物敏感性结果，
将受试菌株分别接种在含有１／４×ＭＩＣ的萘啶酸和
环丙沙星的固体培养基中，置于２８℃培养箱中培养
传代，并逐步 ２倍提高诱导药物质量浓度，依次在
１／２×ＭＩＣ、１×ＭＩＣ、２×ＭＩＣ、４×ＭＩＣ等的含药培养
基中培养传代，至诱导药物质量浓度达到 １２８
μｇ／ｍＬ为止．同时将受试菌株在不含药液的固体培
养基中同步传代培养作为对照，用微量稀释法测定

每代诱导菌株的ＭＩＣ．
１．２．３　交叉耐药试验　将诱导筛选出的耐药菌株
在ＴＳＡ固体培养基中培养后，用微量稀释法测定菌
株对非诱导药物的 ＭＩＣ，并比较诱导前后的 ＭＩＣ变
化．若药物诱导后菌株对非诱导药物的 ＭＩＣ比诱导
前升高４倍或以上，则为交叉耐药．
１．２．４　遗传稳定性试验　将诱导后的菌株在不含
药物的ＴＳＡ固体培养基中培养２０代，每１～２ｄ接种
传代１次，依次测定第５、第１０、第１５、第２０代传代
菌株的 ＭＩＣ，以此判断其耐药的遗传稳定性．同时也
以临床分离喹诺酮类耐药菌４４Ａ作为对照按上述方
法进行试验．
１．２．５　细菌模板 ＤＮＡ提取　采用水煮法提取菌株
模板ＤＮＡ．挑取纯化后的单菌落划于 ＬＢ固体培养
基，２８℃培养１２～１６ｈ，用接种环挑取适量菌苔于含
５００μＬ１×ＴＥ的１５ｍＬ灭菌离心管，混匀后煮沸１０
ｍｉｎ，冰浴５ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ，提取上清
液即为ＤＮＡ模板．
１．２．６　ＰＣＲ扩增靶基因 ｇｙｒＡ和 ｐａｒＣ及 ＤＮＡ序列
分析　根据参考文献［９］报道的相应引物序列，由上
海博尚生物技术有限公司合成．引物序列、各ＰＣＲ反
应的退火温度见表１．将经１０ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶电泳检
测为阳性的ＰＣＲ扩增产物送交上海博尚生物技术有
限公司测序，将测序结果用ＢＬＡＳＴ软件（ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．
ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ）参照 ＧｅｎＢａｎｋ上标准嗜水气单胞
菌序列进行序列比对分析，找出氨基酸序列突变位点．

表１　ｇｙｒＡ基因与ｐａｒＣ基因及相应引物序列
Ｔａｂ．１　ＰｒｉｍｅｒｓｆｏｒａｍｐｌｉｆｙｉｎｇｔｈｅｇｙｒＡａｎｄｐａｒＣｇｅｎｅｓ

引物

名称

引物序列

（５′３′）
产物

长度／ｂｐ
θ退火
／℃

ｇｙｒＡＦ ＣＣＡＴＧＡＧＣＧＴＧＡＴＣＧＴＡＧＧＡ
６６５ ６２

ｇｙｒＡＲ ＣＴＴＴＧＧＣＡＣＧＣＡＣＡＴＡＧＡＣＧ
ｐａｒＣＦ ＧＴＴＣＡＧＣＧＣＣＧＣＡＴＣＡＴＣＴＡＣ

２４５ ５６
ｐａｒＣＲ ＴＴＣＧＧＴＧＴＡＡＣＧＣＡＴＴＧＣＣＧＣ

２　结果
２．１　体外诱导菌株对喹诺酮类药物及其他药物

ＭＩＣ的变化
　　受试菌分别用诱导药物萘啶酸和环丙沙星从
１／４×ＭＩＣ开始，通过体外诱导获得萘啶酸和环丙沙
星ＭＩＣ均为１２８μｇ／ｍＬ的高耐诱导菌．高耐诱导菌
对萘啶酸和环丙沙星的ＭＩＣ与诱导前相比，分别提高
了１０２４和６４０００倍；对非诱导药物恩诺沙星、诺氟沙
星、氧氟沙星和洛美沙星的ＭＩＣ比诱导前增加了３２～
２０４８倍，呈现交叉耐药现象；除甲氧苄啶外，对土霉
素、多西环素、氟苯尼考、氯霉素和新霉素等其他类药

物的ＭＩＣ比诱导前增加了２～１６倍（表２）．
２．２　诱导耐药菌株的稳定性

经萘啶酸诱导的高耐菌株在无药平板连续传２０
代后对萘啶酸的 ＭＩＣ值仍保持在１２８μｇ／ｍＬ，说明
具有较好的遗传稳定性．经环丙沙星诱导的高耐菌
株传代２０代后，对环丙沙星的ＭＩＣ值从１２８μｇ／ｍＬ
降到１６μｇ／ｍＬ，但仍在耐药范围之内．临床分离的
耐药菌４４Ａ在传代前对萘啶酸和环丙沙星的ＭＩＣ分
别为＞１２８和１２８μｇ／ｍＬ，传代２０代后的 ＭＩＣ维持
不变．
２．３　诱导菌株的喹诺酮类耐药决定区突变

ＰＣＲ扩增所有不同诱导质量浓度下获得的菌株
靶基因ｇｙｒＡ和ｐａｒＣ并进行序列比对，结果发现当萘
啶酸诱导质量浓度达１６μｇ／ｍＬ或以上后获得的菌
株其ｇｙｒＡ编码的氨基酸第８７位天冬氨酸（Ａｓｐ）均突
变为酪氨酸（Ｔｙｒ）；而环丙沙星诱导质量浓度达３２
μｇ／ｍＬ或以上后获得的菌株其ｇｙｒＡ编码的氨基酸均
发生第８３位的丝氨酸（Ｓｅｒ）突变为精氨酸（Ａｒｇ）；２种
药物诱导后的菌株均未检测到ＰａｒＣ突变．而经过稳定
性试验后的４株诱导菌，检测其靶基因，其ＧｙｒＡ的突
变仍存在，也没有其他位点的变化（表２）．
２．４　ＣＣＣＰ对受试菌ＭＩＣ的影响

加入外排泵抑制剂 ＣＣＣＰ（１０μｇ／ｍＬ）后，诱导
菌对５种氟喹诺酮类药物的ＭＩＣ比未添加前有小范
围的降低，降低幅度为２～４倍，而对萘啶酸没有作
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用．对于其他类药物，添加 ＣＣＣＰ后其 ＭＩＣ基本上没 有改变．

表２　诱导前后及加入ＣＣＣＰ前后诱导菌株对 １２种药物的ＭＩＣ变化及喹诺酮类耐药决定区突变情况
Ｔａｂ．２　ＭＩＣｓｏｆ１２ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｓｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒｓｅｌｅｃｔｉｏｎａｓｗｅｌｌａｓＣＣＣＰａｄｄｅｄａｎｄｑｕｉｎｏｌｏｎｅｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｄｅｔｅｒｍｉｎｉｎｇ

ｒｅｇｉｏｎｍｕｔａｔｉｏｎｓｏｆｔｈｅｓｔｒａｉｎｓ

菌株１）
药物２）ＭＩＣ／（μｇ·ｍＬ－１） ＱＲＤＲ３）突变情况

ＣＩＰ ＮＡＬ ＥＮＲ ＮＯＲ ＯＦＬ ＬＯＭ ＴＭＰ ＯＴＣ ＤＯＸ ＦＬＲ ＣＨＬ ＮＥＯ ＧｙｒＡ ＰａｒＣ
ＡＴＣＣ７９６６ ０．００２ ０．２５０ ０．００２ ０．００４ ０．００２ ０．００８ ２ ０．２５ ０．１２５ １．００ ０．２５ ０．１５６ — —

ＢＺ ０．００２ ０．１２５ ０．００４ ０．０３１ ０．００８ ０．０１６ ２ ０．２５ ０．１２５ ０．２５ ０．２５ ０．５００ — —

４４Ａ １２８．０００＞１２８．０００ １２８．０００＞１２８．０００ Ｓｅｒ８３→Ｉｌｅ Ｓｅｒ８７→Ｉｌｅ
ＡＴＣＣ７９６６－Ｃ２６ １２８．０００ ４．０００ ０．５００ ８．０００ ０．５００ ４．０００ ２ ２．００ １．０００ ２．００ １．００ ２．０００ Ｓｅｒ８３→Ａｒｇ —

ＡＴＣＣ７９６６－Ｃ２６＋ＣＣＣＰ ６４．０００ ４．０００ ０．２５０ ４．０００ ０．１２５ ２．０００ ２ ２．００ １．０００ ２．００ １．００ ２．０００
ＡＴＣＣ７９６６－Ｎ１９ ２．０００ １２８．０００ ２．０００ ４．０００ １．０００ ４．０００ ２ ２．００ ０．５００ １．００ ０．２５ ０．２５０ Ａｓｐ８７→Ｔｙｒ —

ＡＴＣＣ７９６６－Ｎ１９＋ＣＣＣＰ ２．０００ １２８．０００ １．０００ ２．０００ ０．５００ ２．０００ ２ ２．００ ０．５００ １．００ ０．２５ ０．２５０
ＢＺ－Ｃ２６ １２８．０００ ８．０００ ０．５００ ８．０００ ０．５００ ４．０００ ２ ２．００ ０．２５０ １．００ ０．５０ ０．５００ Ｓｅｒ８３→Ａｒｇ —

ＢＺ－Ｃ２６＋ＣＣＣＰ ６４．０００ ８．０００ ０．２５０ ４．０００ ０．１２５ ２．０００ ２ ２．００ ０．２５０ １．００ ０．５０ ０．５００
ＢＺ－Ｎ１７ ４．０００ １２８．０００ ２．０００ １．０００ ０．５００ ２．０００ ２ ０．２５ ０．１２５ ０．２５ ０．２５ ０．５００ Ａｓｐ８７→Ｔｙｒ —

ＢＺ－Ｎ１７＋ＣＣＣＰ ０．１２５ １２８．０００ ０．１２５ ０．１２５ ０．１２５ ２．０００ ２ ０．２５ ０．０６２ ０．２５ ０．２５ ０．５００

　１）诱导药物种类及其传代次数：Ｎ为萘啶酸，Ｃ为环丙沙星，数字代表传代次数，ＣＣＣＰ：羰基氰化物间氯苯腙；２）ＣＩＰ：环丙
沙星，ＮＡＬ：萘啶酸，ＥＮＲ：恩诺沙星，ＮＯＲ：诺氟沙星，ＯＦＬ：氧氟沙星，ＬＯＭ：洛美沙星，ＴＭＰ：甲氧苄啶，ＯＴＣ：土霉素，ＤＯＸ：多西
环素，ＦＬＲ：氟苯尼考，ＣＨＬ：氯霉素，ＮＥＯ：新霉素；３）ＱＲＤＲ：喹诺酮类耐药决定区．

３　讨论与结论
有研究表明，基于ＭＩＣ的治疗浓度，仅能阻止大

部分敏感细菌的生长，但会使一些突变耐药菌株得

到选择性的富集和扩增［１０］．本研究分别以萘啶酸和
环丙沙星对临床分离的嗜水气单胞菌和标准菌株

ＡＴＣＣ７９６６从１／４×ＭＩＣ开始到１２８μｇ／ｍＬ进行逐级
诱导，１２８μｇ／ｍＬ诱导后的菌株对测定的喹诺酮类各
种药物呈现出交叉耐药，对其他类药物也呈现不同程

度的耐药；验证了当嗜水气单胞菌从低质量浓度到高

质量浓度的喹诺酮类药物培养基中培养时，非但不能

完全杀死细菌，反而筛选出高度耐药菌．
喹诺酮类药物第１代以萘啶酸为代表及第３代

以环丙沙星为代表的２种药物，由于环丙沙星在基
本结构上引进不同基团后，与靶位点的结合能力增

强，并介入了其他作用机制，因此其自发突变的频率

比结构简单的萘啶酸低了１０００倍，为１０－９～１０－１１

μｇ／ｍＬ［２，１１］．本试验中，当萘啶酸诱导质量浓度达１６
μｇ／ｍＬ、环丙沙星达３２μｇ／ｍＬ或以上时，只有 ｇｙｒＡ
基因编码的氨基酸发生突变，分别为 Ａｓｐ８７→Ｔｙｒ和
Ｓｅｒ８３→Ａｒｇ；而ｐａｒＣ基因编码的氨基酸一直没有发
生突变．而我们对临床分离的喹诺酮类耐药嗜水气
单胞菌的 ＱＲＤＲ突变研究发现，萘啶酸耐药菌株的
ＧｙｒＡ均发生突变，为Ｓｅｒ８３→Ｉｌｅ，而环丙沙星耐药菌
株除了 ＧｙｒＡ突变外，其 ＰａｒＣ亦同时发生突变，为
Ｓｅｒ８７→Ｉｌｅ或 Ｓｅｒ８７→Ａｒｇ［９］．国内外研究报道，临床

分离的喹诺酮类耐药气单胞菌在 ＧｙｒＡ第８３位氨基
酸多发生Ｓｅｒ→Ｉｌｅ突变，也有部分突变为Ａｒｇ、Ｖａｌ或
Ａｓｎ［７９］；而ＰａｒＣ在第８０位变异最多，为 Ｓｅｒ→Ｉｌｅ，也
有突变为 Ｔｈｒ及 Ａｒｇ［７８］．诱导获得的与临床分离的
耐药菌株靶位点突变存在差异，其原因可能是受自

然条件多种因素的影响，造成临床菌株发生基因突

变是多方向的、随机的，而诱导菌株是在人为干预下

只添加一种药物筛选的，突变较为单一．
有研究表明，细菌对喹诺酮类药物耐药性的演

变方式是由单点突变向多点突变方向逐渐发

展［２，１１］．在大肠埃希菌喹诺酮类耐药机制研究中发
现，大肠埃希菌对氟喹诺酮类耐药性的获得经历 ４
个阶段，首先是 ＧｙｒＡ的单位点突变，引起环丙沙星
的低水平耐药（ＭＩＣ为０１２５～０２５０μｇ／ｍＬ）；第２
阶段是ＰａｒＣ的单位点突变，导致对环丙沙星的中度
耐药（１～４μｇ／ｍＬ）；第３阶段ＧｙｒＡ第２个位点的突
变以及第４阶段ＰａｒＣ第２个位点的突变，引起对环
丙沙星的高度耐药，其ＭＩＣ可分别达到８～６４和１２８
μｇ／ｍＬ［２］．从诱导试验可以看出，萘啶酸从低质量浓
度到高质量浓度诱导获得的耐药菌只发生 ＧｙｒＡ改
变，可能与其作用位点单一有关．与大肠埃希菌耐药
靶位点突变及发生过程不同的是，环丙沙星诱导质

量浓度在３２μｇ／ｍＬ以下时，获得的耐药嗜水气单胞
菌的部分碱基先发生突变，但是其编码的氨基酸并

没有改变，直到诱导质量浓度达到３２μｇ／ｍＬ后，菌
株的ＧｙｒＡ才发生１个氨基酸的突变．但是，随着诱
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导质量浓度继续增大，仍未有其他位点突变的发生．
由此可推测在氟喹诺酮类药物选择压力下，嗜水气

单胞菌对氟喹诺酮类耐药性的增加，除了靶位点突

变外，其他机制可能发挥了重要作用．
在肠杆菌科细菌、铜绿假单胞菌、金黄色葡萄球

菌等喹诺酮类耐药机制的研究中发现，这些耐药菌

除了 ＧｙｒＡ和 ＰａｒＣ的喹诺酮类耐药决定区的改变
外，其外膜和内膜蛋白及相关的外排泵亦经常发生

突变，而外排泵抑制剂ＣＣＣＰ对多种以质子驱动力提
供能量的外排泵（除依赖ＡＴＰ水解驱动的 ＡＴＰ结合
盒超家族外）的调控发挥了重要作用［１２１３］．萘啶酸或
环丙沙星对受试菌诱导后，非诱导的喹诺酮类药物

以及其他类药物的敏感性均出现不同程度的降低，

喹诺酮类药物ＭＩＣ上升的幅度比其他类药物的高几
十甚至几百倍，可能与喹诺酮类药物之间结构相似

有关．诱导菌株的药敏试验中添加 ＣＣＣＰ后，诱导菌
对氟喹诺酮类药物的敏感性存在不同程度的增加，

而对萘啶酸及其他类药物的敏感性基本没影响，提

示嗜水气单胞菌中存在一种以氟喹诺酮类为作用底

物的外排泵．当低浓度环丙沙星诱导时，该外排泵起
了主要作用，导致药物在体内蓄积减少；当环丙沙星

诱导质量浓度继续增大时，细菌细胞内吸收的药物

量大于排除的量，并且进一步促进细菌 ＤＮＡ的旋转
酶发生改变，从而使嗜水气单胞菌对氟喹诺酮类耐

药性增加．而其他类药物的 ＭＩＣ在诱导后增加可能
与外膜通透性改变或其他类型的外排泵有关．Ｈｅｒ
ｎｏｕｌｄ等［１４］首次报道了嗜水气单胞菌存在引起内源

性多重耐药的外排泵ＡｈｅＡＢＣ，属于耐药节结化细胞
分化家族，其作用底物最少有１３种，其中９种为抗
生素，但对氟喹诺酮类无作用．至于哪一类家族的外
排泵对氟喹诺酮类药物发挥了重要作用，目前国内

外仍在探索之中，本试验为下阶段对嗜水气单胞菌

外排泵的耐药机制研究打下了基础．
从以上结果可以发现，在氟喹诺酮类药物的选

择压力下，嗜水气单胞菌中外排系统、外膜通透性改

变等非特异性的调节机制发挥了重要作用，减少细

菌体内的药物蓄积；当在一定药物浓度作用下，嗜水

气单胞菌的ＧｙｒＡ最容易发生突变，引起对喹诺酮类
药物低水平耐药；随着耐药压力的逐步增大，外排作

用协同突变机制，令细菌对喹诺酮类的耐药性进一

步增加，使对喹诺酮类药物的耐药性上升到更高水

平．由此可见，在临床使用喹诺酮类药物时，应正确
选择敏感性高的药物并足量地使用才能达到有效的

杀菌效果，并且避免长期施用某一种抗菌药物，给药

方法不合理或者剂量不足可能是导致细菌喹诺酮类

耐药性出现的重要原因之一，结果将严重影响药物

的治疗效果．
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