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摘要：【目的】研究氟喹诺酮类药物在动物源大肠埃希氏菌 QnrS 阳性株体内蓄积量的变化规律，探讨主动外

排机制在携 QnrS 菌株中的作用。【方法】采用肉汤微量稀释法测定 QnrS 阳性株对氟喹诺酮类药物的 MIC，荧光测

定法检测盐酸环丙沙星在 QnrS 阳性株体内浓度的变化及能量抑制剂碳酰氰间氯苯腙（CCCP）对菌体内药物蓄积的

影响。【结果】动物源大肠埃希氏菌 QnrS 阳性株对氟喹诺酮药物的敏感性存在明显差异，均对盐酸环丙沙星的蓄

积呈能量依赖性降低，其中以耐药株体内的药物浓度降低最为明显。加入能量抑制剂后，耐药株体内的药物浓度

上升程度明显高于敏感株，但均达不到标准株体内药物浓度水平。【结论】主动外排泵的激活，使受试菌体内盐酸

环丙沙星减少并低于有效浓度，从而影响 QnrS 介导的氟喹诺酮类耐药性。 
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Abstract: 【Objective】 The objective of the experiment was to determine the susceptibility of fluoroquinolones and the effect 
of active efflux pump in QnrS-positive animal clinical isolates of E. coli. 【Method】 The broth dilution method was used to 
determine MICs of fluoroquinolones against the QnrS-positive isolates. The accumulation of ciprofloxacin and the effect of efflux 
pump inhibitor,carbonyl cyanide m-chlorophenyl hydrazone (CCCP) for tested isolates of E. coli were measured by a fluorescenece 
method.【Result】 The susceptibility of QnrS-positive animal clinical isolates of E. coli to fluoroquinolone antibiotics varied greatly 
and decreased with energy dependence. The decrease in resistant isolates with QnrS was prominent. CCCP could increase the 
accumulation of ciprofloxacin in both the susceptible and the resistant strains of QnrS-positive isolates.However,the decrease of the 
latter was lower than the former. 【Conclusion】 The accumulation of ciprofloxacin in QnrS-positive animal clinical isolates of E. 
coli could be reduced and lower than the effective concentration by activating of active efflux pump,which affected the 
plasmid-mediated resistance.  
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0  引言 

【研究意义】近年来，随着氟喹诺酮药物在临床 

广泛应用，细菌对此类药的耐药性也越来越强，严重

影响了其临床疗效及应用。其中以人畜共患菌——大

肠埃希氏菌耐药程度最为严重，受到广大研究人员的
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关注，WHO 还建议对细菌耐药性建立全球耐药监测

网。因此，通过对动物源大肠埃希氏菌的氟喹诺酮类

耐药机制的研究，为兽医临床应用提供理论依据，具

有长远的意义。【前人研究进展】对于大肠埃希氏    

菌氟喹诺酮类耐药性研究，目前已有大量的文献报  

道[1-11]。氟喹诺酮类耐药性主要机制是药物作用靶位

改变[1-3]、质粒介导的耐药[4-5]、细菌膜通透性降低和

主动外排系统作用[6-9]，并且后者常表现出多重耐药性

和介导高水平耐药[9-12]。【本研究切入点】临床分离

的携 QnrS 动物源大肠埃希氏菌对氟喹诺酮的敏感性

存在着很大的差异，这种差异说明细菌存在着较为复

杂的耐药机制。方治平等[13]研究报道大肠杆菌中存在

主动外排泵系统，并对亲水性氟喹诺酮药物的摄入产

生重要的影响，从而加剧细菌的耐药性。因此，对 QnrS
阳性株是否也同样存在外膜通透及外排泵系统作用的

研究具有非常重要的意义。【拟解决的关键问题】本

文通过检测携 QnrS 菌株对氟喹诺酮类药物的敏感性，

并以盐酸环丙沙星为代表，研究氟喹诺酮类药物在动

物源大肠埃希氏菌 QnrS 阳性株体内蓄积量的变化规

律，对菌体内是否存在主动外排系统及其作用进行研

究，为进一步探讨主动外排系统的作用及与 QnrS 介

导的耐药性的相互关系。 

1  材料与方法 

1.1  细菌来源 

动物源大肠埃希氏菌 QnrS 阳性株分离自广东地

区各集约化养殖场，由广东省兽药研制与安全评价重

点实验室保存。ATCC 25922 为该实验室保存的药敏

质控菌株。 

1.2  药物与试剂 

环丙沙星（含量为 99.7%，批号为 051001）由山

东金太阳制药有限公司提供；诺氟沙星（含量 96.3%，

批号为 040502），恩诺沙星（含量为 99.5%,批号为

061005），培氟沙星（含量为 99.4%，批号为 080410），
由浙江国邦兽药有限公司提供；左氧氟沙星（含量

87.6%，批号 080306），氧氟沙星（含量 98.4%，批

号 061111），由浙江普洛康裕制药有限公司提供；盐

酸环丙沙星标准品（含量为 99.8%，批号为 H010598）
由中国兽药监察所提供；LB 肉汤培养基为广东环凯微

生物科技生物有限公司提供，碳酰氰间氯苯

（carbonylcyanide m-chlorophenolhydrazone, CCCP）购
自 Sigma 公司，甘氨酸（批号 0617）购自 Amereco。
磷酸、盐酸均为国产分析纯试剂。 

1.3  方法 

1.3.1  最低抑菌浓度（MIC）测定  采用微量肉汤二

倍稀释法[14]测定携带 QnrS 菌株中的最低抑菌浓度

（MIC），以 CLSI（2005 年版）公布的药敏试验解

释标准分析结果。 

1.3.2  标准曲线的绘制  氟喹诺酮类药物在一定波

长激发下可发生荧光，且荧光值与氟喹诺酮药物含量

呈线性关系。因此按文献[15]的方法，用 F-4500 型

（HITACHI 制造）荧光分光光度仪对盐酸环丙星样品

溶液进行全波长扫描，分别得出其激发波长（452 nm）

和发射波长（279 nm）；并用 0.1 mol·L-1盐酸甘氨酸

（pH 3.0）配成浓度为 0.01—1 mg·L-1标准液，求出荧

光强度与药物浓度的标准曲线。 

1.3.3  盐酸环丙沙星在动物源大肠埃希氏菌 QnrS 阳

性株体内蓄积的测定  按文献[16]方法并稍做改动。

细菌在细菌 LB 肉汤培养基中振荡培养至 OD 值为

0.7—0.8，4℃，4 000×g 离心收集菌落，然后用 50 
mmol·L-1 PBS（pH7.0）洗 3 遍，并将细菌混悬于此缓

冲液中达到约 40 mg·mL-1 的菌悬液，取该菌悬液于

37℃水中温浴 10 min，加入盐酸环丙沙星至终浓度为

10 mg·mL-1，并于加药后 0、0.5、1、1.5、2、2.5、3、
3.5、4、4.5、5 min 分别取 1 mL 菌液至等量冰浴的 PBS
中，4℃，12 000×g 离心 5 min，沉淀再用 1 mL 冰浴

PBS 洗 1 次，同上条件下离心，弃上清液。沉淀加入

1 mL 0.1 mol·L-1的盐酸-甘氨酸缓冲液（pH 3.0）25℃
水浴过夜，次日 12 000×g，4℃离心 10 min，取上    

清液以荧光分光光度仪测定荧光强度，并通过对应  

的标准曲线得出菌内药物浓度，即细菌对药物的摄入

量。 

1.3.4  CCCP对QnrS阳性株摄入盐酸环丙沙星的影响  

细菌收集同上述，在加入盐酸环丙沙星 5 min 后取出

一半菌悬液至另一管中，并迅速加入 CCCP 至终浓度

为 100 µmol·L-1，然后在加入 CCCP 后的 5、10、20、
30、40、50、60、70、80、90、100、110、120 min
分别从加与不加 CCCP 的菌悬液中取 1 mL 至等量冰

浴的 PBS 中，其它的操作同 1.3.3，根据荧光值求出其

对盐酸环丙沙星摄入量的变化。上述实验均设立重复，

每个样品均测定 3 次，取平均值。 

1.4  统计学处理 

采用 SPSS 统计分析软件，对动物源大肠埃希氏

菌 QnrS 阳性株体内的盐酸环丙沙星蓄积量的变化进

行 t 检验分析，以 P＜0.05 判为差异显著，以 P＜0.01
判为差异极显著。 
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2  结果 

2.1  动物源大肠埃希氏菌 QnrS 阳性株对氟喹诺酮类

药物的敏感性 

QnrS 阳性株对于氟喹诺酮类药物的敏感性差异

很大，以环丙沙星为例，MIC 从 1 mg·L-1至 32 mg·L-1，

最高值与最低值相差 32 倍。并且，QnrS 阳性受试菌

株对其它的第三代氟喹诺酮类的耐药情况与环丙沙星

基本相似，结果见表 1。 
2.2  盐酸环丙沙星在动物源大肠埃希氏菌 QnrS 阳性

株体内的蓄积量及 CCCP 的影响 

选用 ATCC25922 作为质控标准敏感株，对比携 
QnrS 菌株体内环丙沙星药物蓄积浓度的变化。结果表

明，受试耐药菌株体内盐酸环丙沙星浓度均比受试敏

感株和质控标准株低，在加入 CCCP 后，所有受试菌

均有升高，但均未高于质控标准株体内药物蓄积水平；

本文研究还发现，质控标准株菌内盐酸环丙沙星在加

入 CCCP 后也出现了明显变化，如加入 60 min 时，与

不加 CCCP 比较，增加了近 100 ng·mg-1；另外，加入

CCCP 前后受试耐药菌株 D6、G2 体内的药物浓度差

值均高于受试敏感株和质控标准株；而临床分离 QnrS
阳性敏感株 138、低耐药水平 X70 对氟喹诺酮类药物

的蓄积量在加入 CCCP 前后变化最小，均低于质控标

准株。结果见图 1。 

2.3  动物源大肠埃希氏菌 QnrS 阳性株对盐酸环丙沙

星蓄积的比较 

大部分受试株在 10 min 内对盐酸环丙沙星的摄入

量就已达到或接近稳态浓度，且与 MIC 值呈负相关。 

 

 
 
A：动物源大肠埃希氏菌 QnrS 阳性株体内环丙沙星在不同时间内的蓄积量及 CCCP 的影响；B：动物源大肠埃希氏菌 QnrS 阳性株在加入 CCCP 与未

加 CCCP 体内的环丙沙星相差值 
A: Time-dependent accumulation of ciprofloxacin by QnrS-positive animal clinical isolates of E.coli without CCCP and following CCCP addition at different 
minutes; B: Time-dependent differential accumulation of ciprofloxacin by QnrS-positive animal clinical isolates of E. coli. Difference in ciprofloxacin 
accumulation = (accumulation in presence of CCCP)–(accumulation without CCCP) 

 
图 1  QnrS 阳性株体内环丙沙星蓄积量变化情况及 CCCP 的影响 

Fig. 1  The accumulation of ciprofloxacin in QnrS-postive animal clinical isolates of E.coli and the influence of CCCP 
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表 1  动物源大肠埃希氏菌 QnrS 阳性株对氟喹诺酮类药物的 MIC（mg·L-1）值 

Table 1  MIC results of fluroquinolone antibiotics against QnrS-postive animal clinical isolates of E.coli 

菌种 
Strain 

环丙沙星 
Ciprofloxacin 

恩氟沙星 
Enrofloxacin 

诺氟沙星 
Norfloxacin 

甲氟哌酸 
Perfloxacin 

氧氟沙星 
Ofloxacin 

左氧氟沙星 
Levofloxacin 

138 1 0.25 0.5 16 4 0.5 

X70 4 2 16 16 8 2 

C1 8 16 16 32 8 8 

D6 32 16 32 64 16 32 

G2 16 16 32 64 8 32 

范围 Range 1—32 0.25—16 0.5—32 16—64 4—16 0.5—32 

 
受试耐药菌株在加入 CCCP 后摄入量增加百分比为

100%—300%，与质控标准株相比差异显著（P＜0.05）；
受试敏感株 138 在加入 CCCP 前菌体内的药物浓度低

于质控标准株，加入 CCCP 后虽然有增加，但还是远

远低于质控标准株体内的药物浓度，与质控标准株相

比差异不是很明显（P＞0.05）。低耐药水平株 X70
也同样出现这种变化趋势，但与质控标准株相比差异

极显著（P＜0.001），这可能与考察的菌株数有限有

关。结果见表 2。 

 

表 2  受试菌对盐酸环丙沙星摄入参数比较 

Table 2  Parameters comparison of ciprofloxacin uptake by QnrS-positive animal clinical isolates of E.coli  

菌种 
Strain 

加入 CCCP 前平均值 
The average of accumulation 

before CCCP was added (ng·mg-1) 

加入 CCCP 后摄入增加百分比 
Percent increase of accumulation 

after CCCP was added (%) 

加入前后相差平均值 
Difference between 

before and after 

P 值 
P value 

ATCC25922 65.19 98.39 64.14  

X70 30.50 83.68 25.52 ＜0.001 

138 22.36 81.36 18.19 ＞0.05 

D6 37.01 208.35 77.10 ＜0.001 

G2 42.89 166.78 71.50 ＜0.05 

C1 33.21 275.78 91.57 ＞0.05 

与对照组 ATCC 25922 相比较  P was compared with stardand strain ATCC 25922 

 

3  讨论 

3.1  本研究发现，不同临床分离的携带 QnrS 基因的

动物源大肠埃希氏菌，对第三代氟喹诺酮类的敏感性

差异很大, MIC 为 0.25—64 mg·L-1。同时，同一菌株

对实验所用的第三代氟喹诺酮类的耐药情况基本相

致，减少兽医临床用药选择。对盐酸环丙沙星蓄积量

的变化规律的研究发现，受试 QnrS 阳性菌均对盐酸

环丙沙星的蓄积呈能量依赖性降低，其中以受试耐药

株体内的药物浓度降低最为明显。同时，当加入能量

抑制剂 CCCP 后，菌株体内药物浓度显著增加。因此，

验证了受试 QnrS 阳性株内同样存在外排泵系统作用，

这与其它研究者的结论相同[17-23]。 

3.2  研究还发现主动外排泵抑制剂（CCCP）对 QnrS 

阳性株菌体内环丙沙星蓄积量均有影响，但其作用的

大小却各异，影响最小的是敏感株，最大的是耐药株。

这说明高耐药水平株的氟喹诺酮类药物耐药性不仅与

质粒介导有关，而且还可能主要是由主动外排机制引

起，与 Nikaido H[24]的研究结果相符。虽然主动外排泵

系统抑制剂能提高大肠埃希氏菌耐药菌株对亲水性氟

喹诺酮药物的敏感性[13]，但却无法回到从前的水平，

这说明细菌体内不仅存在着外排泵系统的作用和质粒

介导机制，可能还存在着其它的主导机制或相互作用，

甚至未发现的机制也有可能[25]。因此使得阻止主动外

排泵系统作用之后，其菌体内的药物浓度也要低于临

床敏感株。 

3.3  盐酸环丙沙星在 QnrS 阳性受试菌体内的药物浓

度，在未加入 CCCP 组中变化不是很大，随着时间的
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推移，质控标准株和耐药株 D6 体内的浓度有上升，

而耐药株 X70 却呈时间型的降低，时间越长，体内的

浓度越低。药物能过外膜通透性进入细菌体内，再经

外排泵系统主动把药物泵出体外，这个过程是一个动

态的过程。在高水平的耐药株 D6 体内，随着时间的

推移药物进入体内的要大于药物的外排，因此体内的

浓度会呈时间依赖性的上升。而 X70 则刚好相反。这

说明质粒介导的耐药菌体内浓度的变化不仅与外排泵

系统有关，与外膜的通透性也有很大的相关性[26]。 

3.4  大肠埃希氏菌的细胞膜上存在多种主动外排泵，

主动将多种抗菌药物和有机溶剂泵出体外，导致细菌

产生对多种抗菌药物的耐药性，并与细菌细胞膜通透

性下降产生协同作用，引起高度耐药[27]。主动外排泵

在不同的氟喹诺酮类药物蓄积的方面作用也不尽相

同，一般来说对疏水性氟喹诺酮类药物（托氟沙星，

妥舒沙星，司帕沙星等）摄入量要明显高于亲水性的

氟喹诺酮类药物（环丙沙星，诺氟沙星，氧氟沙星等），

但加入能量抑制剂（CCCP，reserpine[28]，PAβN[19]）

后，前者摄入量的差异要低于后者[17-23]。这是由于

CCCP 作为能量解耦联剂及质子载体抑制剂，能使亲

水性氟喹诺酮类药物 pH 梯度消失，阻止药物的主动

外排，使菌内药物积聚增加。然而，是否这种差异也

存在于 QnrS 阳性菌株中，还需进一步的研究。 

4  结论 

不同的携带 QnrS 的菌株对第三代氟喹诺酮类药

物的敏感性表现出显著的差异，这可能与携带 QnrS
的菌株是否同时存在其它机制有关。盐酸环丙沙星在

不同的携带 QnrS 菌体内的浓度是呈能量依赖性降低，

而且随着耐药水平的提高以及时间的延长而加大减少

量。不同细菌存在的耐药机制不同，相同耐药机制在

不同细菌内作用也不一，或者甚至存在着不同机制的

协同作用，这些都给临床治疗带来很大的挑战。 
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