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伤寒沙门菌多重耐药 acrAB全基因的检测及序列分析 

余泽波 ，姚 成 ，肖永红!，蔡素芳 

(1重庆医科大学临床 、 院感染科，重庆 400016；：北 京大学临床药理研究所．北 京 100083) 

【摘 要】目的：伤寒沙门菌275主动外排系统acrAB全基 测序并分析其结构一方法：以伤寒沙门菌琏冈 州乃参 没 引物，以 

f]【、R法对伤寒沙门菌275 acrAB全序列进行凋取并测序 结果：伤寒沙f J菌275 acrAB全序列与参考伤寒沙¨I?,i(Xb ,＼1~27267)[ 源 

性 99．38％，与大肠什菌(No．U00734)同源性 84．69t‰ 伤寒沙f J茼 275 acrP,正向编码 117个氨基酸 ．a ＼rz 编 397个氰 

基酸 ，acrB反向编码 1049个氦基酸，同参考伤寒沙『J蔺比较 ，acrP, H．acr．~k、acrB各一处小同；与大肠 比较． 源 分圳 

为 86．98tJ／0、91 69t％、94 66t溺。acr：~、acrR启动区 r 4367～4507碱基处，SD序列(RBs)位于 4373～4377眦琏处 1‘A j 

acrB间隔区位于 3151～3172碱基处，SD序列(RIkS)化于3161～3165碱基处一结论：伤寒沙门菌 acrAB土功外排系统rl：结构、 

碱基序列和编码的氨基酸序列上均与大肠仟菌有很高的同源性，它可能是伤寒沙门菌引起多重耐药的主 l；；tl~4 
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Sequence analysis of multiple——antibiotic——resistant active efflux system 

gene acrAB of Salmonel la typhi 

YU Z f)()．et al 

(Department of Infectious Diseases，College( ，、Clinit’ul Medfl’ire，('htmgqing Medi~’at Uni ， sit3，) 

【Abstract】Obje~tiz ： l'o identify the sequeuce of the nmltiple—anti|fiotic resistant efflux acrAB gene in~dmonella typhi 275(a 

clinically isolated strain)and analyze its stricture，amino acid sequence．Meth(~ts： l'he whole acrAB gene of Sahnonella typhi 275 were 

amplified by PCR with the primers designed from Genebank，and the sequeuce of products and the anaiuo acid set]tlelIce were detected 

Results：The whole sextuence of acrAB gene of Sa lmonella typhi 275 c(retained 5 1 56 bases and 99．38‘％ identit y were found in c()nl1)ar— 

ison with the reference sequence of Salmonella typhi(Genebank No．A1 627267)：84．69％ identity were detected in comparison with 

that of F~scherichia coli(Genebank No．ECU()0734)．The acrR，actA，acrt3 of SaInlonella typhi 275 coded AcrR．ACl‘A．AerB I)roteills 

with 217，397 and 1049 amino acids，respectively．1 amino acid aheration existed in b0th AcrA (Ser270 Fhr)all(i A Ij(Met964T}1r) 

in comparison with the reference Genebank anfino acids sequence．Compared with Escherichia cell，28，33 and 56 amino acids alteration 

and 86．98％ ，91．69％ and 94．66％ identity in the AcrR，Acta and AcrB were found respectively．2 additional amino acids existe<i in 

AcrR of Salmonella typhi 275．The promoter region of Acta and acrR was kx：ated in 4367—4507 bases and tlie SI)sequelwe W'r-LN ill 

4373 4377 bases．( ” lusion：The nmhiple antibiotic resistant active efflux system gene acrAB of Sa lmolwlla typhi sho＼vs high 

homology in bases，amino acids and protein structure with that of E~herichia coil and it is the tx~ ible rea )n that['％tlmol~ella tyt)}1i is 

rmistant to multi antibiotics without similar chemical structure． 

【Key words】Salmonella typhi；Multiple—antibiotic—resistance；Active offlux；acrAB 

随着氟喹诺酮类药物临床的广泛应用，耐药沙 

门菌已有报道，并出现了多重耐药菌株[ ， ，其机制 

主要与细菌中存在主动外排系统有关一 。大肠埃希 

菌、铜绿假单胞菌、金黄色葡萄球菌等多种细菌均报 
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主要研究方向：感染性疾病、抗生素及细菌耐药机制 
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道存在抗菌药物的主动外排 系统。研究表叫，伤寒 

沙门菌有相应耐药机制，并可经过体外 导使原来 

敏感的细菌产生多重耐药【 ，为进一步研究陔多重 

耐药主动外排基因及其调控基 的结构和功能，我 

们首先对诱导前的敏感菌株的多重耐药基冈进行 

PCR全基因扩增及测序，同时为分析比较该基凶在 

诱导前后是否存在突变及克隆表达作准备。 
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l 材料和方法 
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1 1 伤寒 少门茵275 rAl；奎毫闷的检测 
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图 J，、 伤寒沙门菌心f 基因2kl 片嚣n K产物 、f：lJ】，圳 lf) l f： 片段 

【‘伤寒沙门菌 l̈ 基因j 片段 lt产物 Ⅵ：̂ ， ，ffl M⋯k ：I：3kl 片段 
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AL627267 0001⋯ 一一一一 ～̈ ～⋯ 一一～一一一一 一一～⋯ ～一⋯ 一⋯ ⋯ 一⋯ 一 一11 g!g垒 g ￡． 

S．typhi275 ⋯ ⋯ 一⋯ 一 一⋯一 ⋯ ⋯ ⋯ 一⋯ ⋯ 一一 ⋯ 一 一-{丰丰 木丰丰丰丰丰丰丰丰 
U00734 一一 一‘---一  一 一⋯ 一⋯ ⋯ 一⋯ ⋯ ⋯ ～⋯ 一⋯ 一⋯ 一一— 丰 at丰 丰丰a丰丰 

AL627267 O013 1g! g垒垒!g tatgc LCaa tatcttcgct tttacggcta aagcggcggc gtaccacCaC 

S t yph i 275 幸幸幸幸木木木木木木 木木木木木木木木木木 木木木丰丰丰丰丰丰丰 丰丰丰丰丰丰丰丰丰丰 丰丰木丰丰丰丰丰丰丰 丰丰木丰丰丰丰丰丰丰 

U00734 gaca*t丰丰丰 丰丰g丰丰丰丰丰g丰 丰丰丰丰丰丰 at丰 c丰木g丰丰丰丰丰丰 丰丰丰丰丰丰丰丰丰丰 丰a丰丰丰丰丰丰丰丰 

AL627267 3：{gataaagaaa t taggcatg c
．

t
． 警 S ．aa．g 

S．typhi275 丰丰丰丰 木丰丰丰丰 丰丰丰丰丰丰丰丰丰丰 丰丰丰 车丰丰丰丰丰 丰丰丰丰丰丰丰丰丰丰 

UO0734 丰丰丰丰丰木丰丰丰丰 丰丰木牛丰丰丰丰丰丰 丰丰丰丰丰丰丰丰丰丰 丰丰丰丰丰丰丰丰丰丰 

gacctg ggct ， gcag 

丰丰丰丰丰丰 丰丰丰丰木尘虫木丰丰 

丰丰丰t丰丰 丰a丰丰木t t丰丰丰 

AL627267 4333 ccgccagagg cgttaaccct Ctg ttttgt tcatatgtaa ZICC￡cgagtg tc L、gatttca 

S．typhi275 丰丰丰丰丰木丰丰丰丰 丰丰丰丰丰丰丰丰丰丰 丰丰丰★木丰丰丰丰丰 丰丰幸木丰丰丰丰丰丰 丰丰丰盘丰丰丰丰丰丰 丰丰丰丰木丰丰丰丰丰 

U00734 丰掌丰丰丰奉丰丰丰丰 丰丰丰a丰丰丰丰丰丰 丰丰丰卓丰丰丰丰丰丰 丰丰 ★木丰丰丰丰丰 丰丰丰丰丰丰丰丰幸幸 木丰丰丰木丰丰丰丰木 

AL627267 4 ：j Rattggl ( c L t t ggtCH~t}tgg tcc LtaaacC cat{ c Lgcg t Ltatatt[it c t ct cta 

S typh i275 丰丰丰丰丰木丰丰术丰 丰丰丰丰丰牢丰幸丰丰 g丰丰丰 丰丰丰丰丰 丰丰丰幸丰丰★丰丰丰 丰丰丰丰丰丰丰丰丰丰 丰牢丰丰-j 、譬丰丰丰 

UO07：34 丰丰丰丰丰木丰丰丰丰 丰丰丰丰丰丰丰木以丰 丰ta j 丰丰丰 丰丰丰丰丰丰l★丰木丰 丰丰丰丰丰丰丰丰丰丰 丰幸半丰 I羊丰丰丰 

AI 627267 4·{53 tggtac(tt t t c( ；i’：tnI1t Ftat{’l；t tt c1 {a( }=i ctg Laa．；tttcacc ：C}tt tt ggc 

S．typh i 275 丰丰丰丰丰木丰丰丰章 丰丰丰丰丰 t木丰丰 丰丰丰 t#丰丰丰 丰丰丰丰丰丰丰丰丰 丰木丰丰丰丰丰土木丰 丰半丰丰 术丰丰丰丰 

UO07：{ l 丰丰丰丰丰丰丰丰丰丰 丰丰t丰丰【 丰木丰丰 丰丰丰皋x’}奉丰丰丰 年丰丰丰丰丰丰丰木幸 丰木丰丰丰丰丰幸 g t丰丰丰丰丰丰丰丰丰 

AL627267 5l l3 tca { tK{《’ ccgac 0tgc 

S．typ}】i275 木木木木木木木木木木 木木木木木丰丰木土木 

gcK( Kt cgac gg1 ÷lc 

木术木木木章木木木木 木木丰 丰皋木士 }★ 

丰丰tcc丰丰丰丰c 丰丰 丰丰丰丰’{车 丰L“tltC丰t 章 CaL 车丰丰丰aH 

t ccccclt L( lc1i＼ 
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图 2 伤寒沙门茵 acn-XI~全序列比较 

注：AL627267为 Genebank参照伤寒沙门菌序列，U00734为 Genebank参照大肠杆菌序 列，S
． tylji1i275为伤寒沙门茵 275。本 

图所示序列 1～5161对应伤寒沙门菌全基因基因库序列 3109～8269，*表示碱基与伤寒沙门菌基因库参考序列相 同。字体加 

粗者为起始密码，带方框者为终止密码，字体加粗且斜体者为 sI)序列，带着重号部分为启动区域 ，下画线处为引物所在位置。 

2．1．3 选 2K一1，3及 3K l2，14质粒分别测序， 5155 碱基，除 acrR(4508～5155)共 648个碱 

结果 2kb片段两质粒完全一致，但与参考序列有 13 

点不一致，3kb片段两质粒亦一致，f口 参考序列有 

19点不一致，说明均为模板本身 卜j参考序列不一 

致 。 

2．2 伤寒沙门菌275acrAB全基因序列分析 

伤寒沙门菌 acrAB全序列比较：如图 2 伤寒 

沙门菌 275及参考 伤寒 沙门菌 acrAB全序列共 

5161个碱基，其中 acrB(1～3150)共 3150个碱基， 

反向编码 1049个氮基酸，acrA(3173～4366)共 

1194个碱基，反向编码 397个氦基酸，acrR(4508～ 

5161)共 654个碱基，正向编码 217 钣基酸，ac 、 

acrB问隔区(3151～3172)，SI)序列(RBS)(3161～ 

3165)，acrA、acrR启动区：(4367～4507)，SD序列 

(RBS)(4373～4377)。参考大肠杆菌 acrAB全序列 

基，其未端比伤寒沙门菌少 6个碱琏，IF向编码 215 

个氮基酸外，余均相同： 

伤寒沙门菌 275与 Genebank报道伤寒沙门茼 

令基因中 acrAB序列比较，共 32处变异，同源忡 

99．38‘ ，与大肠杆菌 acrAB序列比较，共 789处变 

异，同源性 ．71t％ 其中伤寒沙门茼 275与 ( 1c 1k 

伤寒沙门菌 及大肠杆菌序列比较，ac ·B分别有 2() 

处，462处变异 ，acrA分别有 8处，199处变异，acrI之 

分别有 2处，1 19处变异，aurA、~-ICI·I{问隔区及 rA、 

acrR启动IZ．分别有 2处，9处变异 

伤寒沙f】菌 AcrAl 3推定氨基畋序列 

根据 E述碱基序列，推测可能编码的氮基酸序 

如 F，acrR：(4508～5161)正向编码氦基酸 217个 

(参考大肠杆菌 215个氨基酸)；acrA：(3173～4366) 

目 嗣冒| |．_ l。II|_Ill_ _l___--- 彭 i苗iiliii 匿 群 隧 髫匿匿 i匾； 鬟 瞄匿匿蘸鞋畦畦 畦 露嚣鬃 ．。 
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反向编码氨基酸 397个；acr]~：(1～D’150)反向编码 

氨基酸 1049个 伤寒 275 acrR部分，2处碱基与伤 

寒沙门菌基因库不同，编码的氨基酸均与伤寒沙门 

菌基因库氨基酸相同。与参考大肠杆菌序列比较 ， 

共 119处碱基变异，编码的氨基酸有 28个与伤寒 

275不同。acrA部分，伤寒沙门菌 275共计有 8处 

碱基与伤寒沙¨菌基因库不同，编码的氨基酸有一 

个与伤寒沙门菌基因库不同(第 270位氨暴酸由Ser 

—Thr)。与参考大肠杆菌序列比较，共 l99处碱基 

变异，编码的氨基酸有 33个 与伤寒沙¨菌 275不 

同。acrB部分，伤寒275共计有20处碱基与伤寒沙 

门菌基因库不同，编码的氮基酸有一个与伤赛沙门 

菌基因库不同(第 964位氨基酸rf1 Mct—Thr)。与 

参考大肠杆菌序列比较，共 462处碱基变异，编码的 

氮基酸有 56个 伤寒沙门菌 275不同： 

3 讨 论 

多重耐药系指对多种化学结构无关的抗菌药物 

同时耐药，其发生机制多与膜通透性及主动外排有 

关：AcrAB主动外排泵最初在大肠忏菌中研究较为 

深入：国内外对伤寒沙门菌主动外排系统的研究除 

全基因测序发现有该基因外，尚尢系统的深入研究? 

我们既往的研究表明 ，以敏感的伤寒沙门菌 275， 

用平板法筛选出的两代多重耐药菌()M2、182，其对 

喹诺酮类耐药机理与其它革兰阴性菌相似，DNA旋 

转酶变异为其基本耐药机制，外膜改变及主动外排 

为产生高水平耐药及其它药物交叉耐药的基础。而 

OM2、182所产生的主动外排增强的现象，究竟是 

acrR突变，系统调控基因 marR突变，或者它们共同 

作用的结果，以及是否有其它伞局性调节凶子的参 

与，有待于更深入的研究。为此，我们首先测定了伤 

寒沙门菌 275 acrAB基因的伞序列，比较其同大肠 

杆菌相应基因结构与功能的异同 一 并为比较该基囚 

同诱导多重耐药菌 OM2、182相应基因是否存在突 

变及对该基因进行克隆表达作准备： 

序列分析显示，同大肠杆菌 一样 ，伤寒沙门蔺 

acrA、acrB间无转录终止信号序列，刚一个操纵子 

AcrA为MFP类，以一个复合体形式与 AcrB共同存 

在 ，其前 24个氮基酸为原核脂蛋白信号序列， 

一 端作为信号序列与成熟端分开，而 Cys25对这种 

分隔 是必须 的，且 是成熟 AcrA 的氨基 酸 一 

端 ， ?AcrA除 一端信 号肽外，没有跨膜片段， 

其第 49(Pro)一196(Gin)位氨 酸，第 371(Va1)一 

374(Ly )位氮基酸，位于胞质I'H e，其功能为辅助蛋 

白，起着桥梁作用连接 AcrB与外膜通道蛋白 I'olC 

AcrB为 RND类 ，跨质膜 12次，有约 12个氨基酸的 

高度疏水区，含2个长片段的亲水I 域，分别为氨基 

酸序列第 50～350及 575～875，第 829～836为 

ATP／GTP结合位点 P环，含 8个氨基酸，大肠杆 

菌 、伤寒沙门菌及参考序列均相同、AcrB没有信号 

呔，为一完整的膜蛋白6．7 在 fI．C1·AB系统中，acrR 

为局部阻遏物，它的突变往往导致 acrA蛋白的过度 

表达，从而造成多重耐药。有报道 分别在 Ac 蛋 

白及 acrBmRNA过量表达的大肠杆菌 中，柃测到 

acrR基因点突变导致的氨基酸替换 “ ： 

在研究中，伤寒沙门菌 275 rR未发现碱基缺 

失与重复，但末端多出第 216、217两位氨基酸 r 

与Pro，其作用不详，推测该位点为伤寒沙门菌本身 

所特有，而非变异 acrA、acrB是 AcrAB—TolC系 

统的重要组成部分，它们的突变均 致该系统的失 

活，引起对Ⅱ、I 啶黄、嗅乙啶、四环素、利福平等药物的 

高度敏感 。-ll J。埘伤寒沙 门茼 275的检测 发现， 

acrA、acrH各有一个位点的氨綦酸 了伤寒沙门菌参 

考序列不同，但与大肠杆菌相同， 0 r其变} 对耐药 

没有影响 对诱导多重耐药菌 ()M2、182是否存在 

acrR、acrA、acrB的突变、碱基缺火或重复，我们将测 

定其全序列，并克隆表达，研究该主动外排耐药机理 

及调控机制，并作深入研究。 
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MD 2表达增强，内毒素通过与 TLR4AVID一2的 

结合，启动 Kupffer细胞激活的信号转导，引起 TNF 

— a 等细胞因子的分泌，最终造成对移植物的攻击 

和损害。但尚需进一步研究 TI R4／MD一2一NF— 

E}_-细胞因子之间的信号转导过程，才能准确阐明 

TLR4／MD一2参与缺血再灌注损伤的整个信号转 

导通路。 

(致谢：本研究是在重庆市肝胆外科重点实验室 

完成，在此感谢 !) 
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