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伤寒沙门菌DNA旋转酶A亚单位基因(gyrA)序列分析 
肖永红，王其南 

(重庆医科大学临床学院传染科 40oo]6) 

■ 要 本丈利剧伤寒沙门菌2750[~床敏感菌株)及其耐喹诺酮类 自发变异株RG1，测定其DNA旋转酶A亚单位基因( rA) 

喹诺酮类耐药决定区(QRDR)碱基序列，分析药物与细菌相互作用关系。结果发现伤寒沙门菌275 第128--434位碱基与大 

肠埃希菌KL-16、鼠伤寒沙门菌NcTc 74及铜绿假单胞苗PAOI相应碱基有92 51％、97．22％及77．35 同源性，推定氨基酸仅 

有3、2及13处变异；伤寒沙f J苗RGI RyrA仅于第247位碱摹由T—G变异，相应第s3位氨基酸~Ser--Ala改变，使药物与DNA 

旋转酶亲台力降低，萘啶酸、氧氟沙星、环丙沙星对伤寒沙rJ菌RGI的M【c值较对伤寒沙门菌275增加32倍以上；上述结果提 

Nucleotide sequence of DNA gyrase gyrA gene from 

salmonel la typhi 
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Abstract：Quinolone-resistant determining region(QRDR)of DNA gyrase gyrA genes from Salmonella typhi 

275 fa clinically isolated quinolone susceptible strain)and its spontaneous quinolone resistant mutant S．typhi 

RG 1 wel'e sequenced and the interaction between quinolones and DNA gyrase Was analyzed．The results revealed 

that the 128-434 nucleotide sequence of S．typhi 275 rA we他 92．51％，97．72％ and 77．35％ identical with 

tho~e ofEscherichia coil KL-1 6,S．typhimirum NCTC 74 and Pseudomonas aesuginosa PAO 1，which contributed 

to 3、 2 an d 13 differences， respectively， in the deduced  amino acids in each bacteria． In comparision  

with S．typhi 275，a single mutation Was found at base 247 in gyrA ofS．typhi RGI，which changed from T to G 

and led to an amino acid substitution of Ser83Ala．The mutation might be respo sible for the increase of MICs ot 

nalidixic acid,ofloxacin and ciprofloxacin on S．typhi from 2．0．06，<0．03 to 5 I 2，2，1 mg：L，respectively．Th ese 

results indicated that the antibacterial mechanism of quinolone on S．typhi Was the Sal／le as those on the other 

bacteriaand that the mutation in QRDR of gyrAWas alsothemajor reason for quinoloneresistancein S． 

typhi． 

Key W ords： Salmonella typhi；gyrA；Nucleotide sequence 

DNA旋转酶为喹诺酮类作用靶位，该酶变异 1 材料与方法 

为细菌耐药的主要原因。 伤寒为我国常见传染病， 

氟喹诺酮类作为主要治疗药物备受临床关注，随着 

该类药物广泛应用．耐药菌产生已见诸文献 】。细 

菌DNA旋转酶A亚单位为药物作用主要部位，其基 

冈(avrA)检测及序列分析，对阐明细菌与药物的相 

互作用有重要价值 。本文就伤寒沙门菌 rA基因 

耐喹诺酮类决定区核酸序列测定结果及与其它细菌 

比较报道如下； 

作者介蛔 肖永红 (1965-06出生)，男．副主任鞋师，博士 

I．I 曹 株 伤寒沙门菌275($275)为我院1996年临床病人 

分离所得对喹诺酮类敏感菌株，用平板法筛选其耐药变异株 

RG1。挑取单个s275菌落接种于 10ml Mudler-lfmton肉汤( 

MHB，每1000ml含牛肉浸膏5卫，水解酪蛋白17,5g．可溶性 

淀粉I．5 ，培养过夜后，以少许菌液均匀涂布于含4mg]L(2 

×MIq萘啶酸fNA)的MH琼脂(MHA)，3TC孵育48h后，得 

耐药变异株RG1与$275共同用于下列研究。 

1．2 抗曹药物及主要试剂 氧氟沙星(OFL)。由日本第一制 

药株式会社提供，环丙沙星(CPF)。为太原制药厂提供，NA 

购自Si鲫1a公司。 
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围I仿寡沙门蕾与太肠扦■、■仿寡沙门■、绿赡杆蕾 r̂耐t港酮类决定区棱昔t序刊比较 

( 示与$275相同) 

多聚酶链反应扩增DNA旋转酶A亚单位基因f船 A)， 匕 

游引物为5'-TGTCCGAGATGG CCTGAAOC一3’，位于太肠埃 

希苗 A 10g-127位碱基 下游弓}物为： 

5 TGCCGTCATAG竹 AT CAACG-3‘， 

与大脑埃希菌gyrA 435．454~．碱基互补。 上述引物委托中国 

科学院微生物研究所基因工程中心台成，合成仪为Beckman 

Oli~o 1000型。dNTP、Taa酶、Wizard PCR产物纯化试剂盒 

购I~PromeRa公司，DNA测序用Perkin．Elmer之末端标记试剂 

盒。 

1．3 药敏试验 以试管取倍稀释法测定抗苗药物的最低抑苗 

浓度{MIC~。 生长过夜的细菌。以生理盐水稀释为0．5 

McFarland单位，加入到含倍比稀释抗生素的系列Ⅷ B中， 

使最终接种量为l 0．～10SCTU／ml，37"(2孵育18h后观察结果． 

以能抑制细菌生长的最低药物浓度为MIC 

1．4 PCR扩增I~'rA及产钧纯化 参考文献方法进 Iml 

培养过夜伤寒沙门菌，离心l0．000rvrn，5min收集，以60H I 

TE缓冲液(pH8．01混悬，加入1 SDS30 I，37"C孵育lh后， 

用等量酚、酚氯仿、氯仿依次提取后作摸板DNA。5ml PCR 

反应混合物含10mMTrisHCI(prig．0)，50mMKC1，0．I 

Trito~X—100，1．5mM M]l~12，0．2mM dNTP，IU Taa酶， 

上下游引物各50；maol，DNA模扳2 I。初始循环94℃1． 

5rain，60℃ 2min，72℃ 3rain；后续94℃ Imin，60℃ 1mira， 
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圈2伤寡沙门■与大叠扦■、■仿寡沙门■、最雎杆■Gyr 

( 均示与S275相同) 

72℃3min．30循环}最后72℃延伸15rain。产物以2％琼脂 

糖电泳，0．5u e／ml澳化乙锭染色，紫井灯下观察结果 

PCR产物以PrmnegaWizard产物纯化试剂盒纯化。60 u I 

PCR产物加100u I纯化缓冲液后与lml纯化树脂充分混匀，用 

80 异丙醇冲洗树脂柱，再经纯水过柱、收集纯化PCR产 

物．用于DNA序列分析。 

1．5 盯r̂序列分析 PCIL~化产物，以束端标记试剂盒，用 

前述引物，于Pcrkin．Elmel'AB1 300型自动测序仪测序。 

2 结 果 

2．1 药敏试验 

NA、OFLX、CPFX对$275的MIC值分别为2、 

O O6、<O．03mg／L．对RG坝0为512、2、Im~4L．较 

对$275明显上升32倍或以上 
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2．2 甜rA测序结果及推定氨基麓序 图l、2) 

所测伤寒沙门菌gyrA序列位于128至434位碱 

基，共307个碱基 S275 gyrA与大肠埃希菌KL．16 

高度同源，两者仅有23个碱基差异，占所测序列碱 

基的7．49％，且大部份为保守替换，推定氨基酸序 

列仅有3个差异，即第45、49与56位氨基酸分别为 

Thr—His，Arg—Leu与Val~G ；与鼠伤寒沙门 

菌NCTC 74比较，所测区域仅7个碱基差异，占2．28 

％．致两处氨基酸不同，即49与56位．分别为Arg 

—Leu与val—G ：与铜绿假单胞菌PAO1比较有 

7O处碱基差异．致l3处氨基酸改变 RGI仅于274 

位T— G变异，致相应第83位氨基酸由Set变为Ala， 

使该位疏水性降低而与药物结合力下降，细菌敏感 

性降低。 
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DNA旋转酶为喹诺酮类药物作用靶值，该酶通 

过暂时切断DNA取链，促使DNA复制转录中形成 

的超螺旋松解，或使松弛DNA链形成超螺旋空间构 

。 喹诺酮类药物通过嵌入断裂DNA链中问，形 

成DNA一酶一药物三者复合物，阻止DNA拓扑异构 

变化，妨碍细菌DNA复制、转录， 达到杀菌 目 

的。深入研究发现，细菌DNA被切断后，末端与酶 

第122位酪氧酸结合，该位点在空间结构中与第88 

位氯基酸相邻，第88位氨基酸与其周边氨基酸共同 

构成喹诺酮类药物结合位点，这些伉点氨基酸发生 

变异后，药物与酶亲合力下降，细菌敏感性降低， 

该区域被称为耐喹诺酮类决定区(quinolone resistant 

determining re譬ion， ORDR)，尤以67～106位氢基 

酸范 较为显著 J。 

本文通过PCR直接测序法，测定$275及耐药株 

RG1 QRDR序列，发现其序列与鼠伤寒沙门菌、大 

肠埃希苗及铜绿假单胞苗有高度同源性，相应碱基 

同源性达92 51％、97．72％及77_35％，推定氨基酸 

序列仅分别有3、2及13处差异，且大多集中于67～ 

106位氨基酸 外，可见伤寒沙门苗DNA旋转酶A 

亚单位结构与其它细菌相似，喹诺酮类抗苗机理也 

应相近。 

对伤寒沙门苗RGl序列测定，仅发现其247位 

碱基为G，相应83位氨基酸为Ala，与伤寒沙门苗 

275的T搜Ser不同，导致83位点亲水性降低，药物 

与之亲台力下降， 所测NA、OFLX及CPFX对其 

MIC值较对$275上升达32倍或以上。该变化与其它 

细菌有相似之处，敏感菌株第83位Ser被疏水氨基酸 

~IPhe，Ile或Ala所替换 ，为细菌耐喹诺酮类主 

要原闻。 

从以上结果可见，伤寒沙门苗与其它细菌KyrA 

QRDR[ff呈高度同源，喹诺酮类抗苗作用机理相 

似，伤寒沙门苗耐喹诺酮类主要机制在于该区域发 

生变异。 
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