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&摘要'
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目的
!

探讨脱氧核糖核酸酶"

R%/<>

#抑制肺炎链球菌"

C"

#青霉素耐药基因转移的作用$

方法
!

提取青霉素耐药
C"

"

"NC"

#的
R%G

!并进行相关试验鉴定'用
"NC"

的
R%G

转化
C"

标准菌株!转化后

进行
S

K

?B:LQA

和苯唑西林药敏试验'用
R%/<>

抑制
"NC"

的
R%G

转化
C"

标准菌株!抑制转化后进行
S

K

'

?B:LQA

和苯唑西林药敏试验$结果
!

提取
R%G

阶段!

S

K

?B:LQA

试验均显示阳性!苯唑西林药敏试验均显示青

霉素不敏感!相关
R%G

检测均阳性'转化实验后!实验组和对照组的
S

K

?B:LQA

试验均显示阳性!实验组和对照

组的苯唑西林药敏纸片抑菌环直径分别为"
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DD

和"

..,+(.,0

#

DD

!两组比较差异有统计学意义

"

$

"

0,0!

#'抑制转化实验后!实验组和对照组的
S

K

?B:LQA

试验均显示阳性!实验组和对照组的苯唑西林药敏

纸片抑菌环直径分别为"

42,*(3,-

#

DD

和"

!-,*(2,3

#

DD

!两组比较差异有统计学意义"
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#$结论
!
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具有抑制
C"

青霉素耐药基因转移的作用$

&关键词'
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细菌耐药已经成为严重的公共卫生危机"可能使

人类重新面临感染性疾病的威胁'(遏制细菌耐药)

已经成为医学界亟待解决的重大课题*

!

+

'细菌产生

耐药性的机制有很多"其中"耐药基因通过转化$接合

和转导在不同细菌间形成水平转移最为重要*

4

+

'因

此"如果能抑制细菌的转化$转导和接合"即能抑制细

菌耐药基因的转移"就可能抑制耐药菌或多重耐药菌

的形成"为解决目前面临的严峻细菌耐药问题寻找到

一种新的有效途径和方法*

.
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'为此本研究旨在以肺

炎链球菌%

<?@>

K
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A>XDBAQ/
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C"

&标准菌株作

为受体菌"以青霉素耐药
C"

%

K

>A>:Q;;QA@><Q<?/A?C"

"

"NC"

&的
R%G

作为外源性
R%G

"以脱氧核糖核酸酶

%
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&作为抑制剂*

3

+

"通过转

化和抑制转化实验"探讨
R%/<>

在
C"

转化过程中抑

制
C"

青霉素耐药基因转移的作用"以便为探究

R%/<>

抑制
"NC"

和其他相关耐药菌的形成提供前

期研究"为开发阻断耐药基因水平传播的新型药物提

供新思路'
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材料与方法

C,C

!

材料
!

%
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&菌株来源!

9%II..534+C"

标准菌

株购于北纳创联生物技术有限公司'临床分离的

"NC"

最低抑菌浓度*%

FHI
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&主要仪器与试剂!微
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净工作台购自苏州安泰空气净化有限公司'

C_'2_

自

动三重纯水蒸馏器购自上海亚荣生化仪器厂'

[R_8'.0&9C

立式高压灭菌锅购自上海申安医疗器

械厂'

CT4'54G

恒温振荡器%摇床&购自常州澳华仪

器有限公司'高速台式离心机%

$#['!*!

&购自上海

安亭科学仪器厂'电热恒温水槽%

RU'5R

&购自上海

一恒科技有限公司'

%/AB"LB?BD>?>@

超微量核酸测

定仪购自德国的
HD

K

;>A

公司'电热恒温箱购自上海

贺德实验设备有限公司'

&G4003

电子天平购自上海

精科天平厂'脑心浸液肉汤%

9TH

培养基&购自贵州

鼎国生物技术有限公司'哥伦比亚血琼脂培养基购

自重庆庞通医疗器械有限公司'苯唑西林药敏纸片

购自贵阳宏硕生物科技有限公司'

S

K

?B:LQA

药敏纸

片购自上海金
"

生物科技有限公司'

R%/<>

!

购自

北纳创联生物技术有限公司'
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方法

C,!,C

!

提取
"NC"

的
R%G

并进行相关鉴定
!

用微

量移液器将
"NC"

保种液
400

(

[

分别加入含
!D[

9TH

培养基的离心管中"置于
.-d

摇床内振荡培养

!.L

%大约为
C"

生长曲线平台期的后期&"然后将每

管少量的细菌培养液在校正为
0,+

麦氏比浊度后涂

于血平板上并在其内贴上
S

K

?B:LQA

和苯唑西林药敏

纸片进行
C"

的培养$生化鉴定和青霉素药敏试验"同

时将每管内的细菌培养液用煮沸法提取
R%G

以致每

管获得大约
-0

(

[

的
R%G

提取液"并检测
R%G

溶液

的浓度和纯度'将
R%G

提取液储存于
J40d

冰箱

内以备用于转化实验和
R%/<>

抑制实验'

C,!,!

!

用外源性
"NC"

的
R%G

转化
C"

标准菌株并

进行相关鉴定
!

将消毒处理后的
C"

标准菌株的冻干

管移入超净工作台内"将
0,.D[

无菌水注入冻干管

中并吹打以便使冻干菌粉充分溶解成菌悬液"将菌悬

液接种至血平板上"置于
.-d

及
+cIS

4

的电热恒温

箱内培养'待血平板上的菌悬液培养
.*L

并生长出

典型成熟的
C"

菌落后"依次挑取
C"

标准菌株的单菌

落分别放入含
!D[9TH

培养基的
40

个离心管中"然

后将这些离心管随机分成
!0

个实验组和
!0

个对照

组并置于
.-d

摇床内振荡培养'当细菌进入感受态

时才能易于捕获外源性
R%G

继而发生转化"而
C"

的

感受态出现在对数生长期的后期"依据
C"

生长曲线

在振荡培养
*L

后才开始进入对数生长期后期"待振

荡培养
*L

适时地向实验组的每个离心管内加入浓度

为%

5-,.(3-,.

&

(

Y

,

(

["NC"

的
R%G

提取液
!30

(

[

"同时向对照组的每个离心管内加入浓度为
0,2c

的盐水
!30

(

[

*

+

+

'当细菌群体的生长繁殖处于对数

期和稳定期交汇点时"液体培养基内的被转化和未被

转化的活细菌数已达到顶峰并且细菌转化窗口已经

关闭%

C"

感受态持续约
30DQA

&

*

+

+

"依据
C"

生长曲线

这个交汇点大约为
2L

"当振荡培养
2L

实验组和对照

组同时结束培养*

*

+

'然后取实验组和对照组的每管

少量细菌培养液在校正为
0,+

麦氏比浊度后涂于血

平板上并在其内贴上
S

K

?B:LQA

和苯唑西林药敏纸片

进行
C"

的培养$生化鉴定和青霉素药敏试验'

C,!,#

!

R%/<>

抑制
"NC"

的
R%G

转化
C"

标准菌株

并进行相关鉴定
!

C"

标准菌株的冻干菌粉复活培养

与以上相关操作相同"实验组和对照组的培养容器$

培养基$培养的最初菌落数$培养的随机分组及其他

培养条件亦与以上相关内容相同'当实验组和对照

组在摇床内培养
*L

时"向实验组的每个培养管中加

入
"NC"

的
R%G

溶液
!30

(

[

和浓度为
!5,-+]

,

(

[

的
R%/<>

溶液
!00

(

[

/溶剂为生理盐水0"以及分别

向对照组的每个培养管中加入
"NC"

的
R%G

溶液

!30

(

[

'当振荡培养
2L

时实验组和对照组结束培

养'然后取实验组和对照组的每管少量细菌培养液

在校正为
0,+

麦氏比浊度后涂于血平板上并在其内

贴上
S

K

?B:LQA

和苯唑西林药敏纸片进行
C"

的培养$

生化鉴定和青霉素药敏试验'

C,#

!

统计学处理
!

采用
C"CC!-,0

统计软件进行分

析"计量资料以
!("

表示"两个独立样本比较采用
?

检验"以
$

"

0,0+

为差异有统计学意义'

!

!

结
!!

果

!,C

!

提取
"NC"

的
R%G

及相关鉴定结果
!

在
"NC"

保种液活化培养后"各培养管细菌的
S

K

?B:LQA

试验

均显示阳性"即
S

K

?B:LQA

纸片的抑菌环直径均大于

!3DD

#苯唑西林药敏试验显示各培养管细菌对青霉

素不敏感"即苯唑西林药敏纸片的抑菌环直径均小于

或等于
!2DD

#从各培养管的细菌悬液中均提取到

R%G

"即每管
R%G

提取液的体积约
-0

(

[

并且浓度

为%

5-,.(3-,.

&

(

Y

,

(

[

'

!,!

!

"NC"

的
R%G

转化
C"

标准菌株及相关鉴定结

果
!

在转化实验后"实验组和对照组细菌的
S

K

?B:LQA

纸片抑菌环直径均大于
!3DD

"

S

K

?B:LQA

试验均显示

阳性#在实验组的苯唑西林药敏试验中在每个抑菌圈

外均有一个明显的由低到高直至正常菌落密度的铜

钱状的抑菌环带"而在对照组的苯唑西林药敏试验中

在每个抑菌圈外无此特征性的抑菌环带#实验组苯唑

西林药敏纸片的抑菌环直径为%

4.,.(4,4

&

DD

"对照

组苯唑西林药敏纸片的抑菌环直径为%

..,+(.,0

&

DD

"两组比较差异有统计学意义%

?)J5,-3

"

$

"

0,0!

&'原始结果见图
!

'

!,#

!

R%/<>

抑制
"NC"

的
R%G

转化
C"

标准菌株及

相关鉴定结果
!

在抑制转化实验后"实验组和对照组

细菌的
S

K

?B:LQA

纸片抑菌环直径均大于
!3DD

"

S

K

'

?B:LQA

试验均显示阳性#在对照组的苯唑西林药敏试

验中在每个抑菌圈外均有一个明显的由低到高直至

正常菌落密度的铜钱状的抑菌环带"而在实验组的苯

唑西林药敏试验中抑菌圈外的抑菌环带与对照组相

比减弱#实验组$对照组苯唑西林药敏纸片的抑菌环

直径分别为%

42,*(3,-

&$%

!-,*(2,3

&

DD

"两组比较

差异有统计学意义%

?).,*0

"

$

"

0,0+

&'原始结果

见图
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图
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转化实验后对照组和实验组的
S

K

?B:LQA

试验和青霉素药敏试验图片

图
4

!!

抑制转化实验后对照组和实验组的
S

K

?B:LQA

试验和青霉素药敏试验图片
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#

!

讨
!!

论

!!

由于广谱抗菌药的滥用及细菌间耐药基因的转

移"细菌对常用抗菌药物耐药的发展已成为人类健康

事业面临的严重问题之一*

-

+

'因此"合理应用抗菌药

物是其主要的应对措施"而开发的新型抗菌药物不能

随时满足临床耐药菌感染治疗的需求*

!

+

"阻断细菌间

耐药基因转移的技术和药物也很匮乏"以致使细菌耐

药危机日趋严峻*

5

+

'鉴于细菌间耐药基因的水平传

播是当今细菌产生耐药性的重要原因"探寻切断细菌

间耐药基因水平传播的新技术和新药物将是破解细

菌耐药危机的重要途径之一'为此"本研究以
C"

标

准菌株作为受体菌"以
"NC"

的
R%G

作为外源性

R%G

"以
R%/<>

作为抑制剂"通过转化和抑制转化实

验"探讨
R%/<>

在
C"

转化过程中抑制
C"

青霉素耐

药基因转移的作用"为开发阻断耐药基因水平传播的

新型药物提供新思路'

本研究在提取
R%G

实验阶段"获取了含
C"

青霉

素耐药基因的外源性
R%G

提取液'在对
"NC"

菌株

%

FHI

&

4

(

Y

,

D[

&培养后"培养后的细菌
S

K

?B:LQA

试

验显示阳性和青霉素药敏试验显示不敏感"说明

"NC"

菌株在培养过程中未被杂菌污染"培养后的细

菌仍然是
"NC"

'用煮沸法从培养后的细菌悬液提取

R%G

后"

R%G

提取液的检测结果显示从各培养管的

细菌悬液中均提取到
R%G

"表明每管均提取了
"NC"

的
R%G

'而据文献报道"

C"

临床菌株对
%

'

内酰胺类

抗生素耐药性与
K

1

K

41

$

K

1

K

4=

和
K

1

K

!/

基因突变密

切相关*

2

+

"其中
K

1

K

4=

基因突变可介导
K

1

K

41

$

K

1

K

!/

等其他
K

1

K

<

基因突变"

K

1

K

41

基因突变导致低水平

青霉素耐药"

K

1

K

41

和
K

1

K

!/

基因突变导致高水平青

霉素耐药*

!0

+

'结合以上研究"表明本研究从
"NC"

中

提取的
R%G

应该含有
K

1

K

41

$

K

1

K

4=

和
K

1

K

!/

突变

基因"符合本研究转化需要的含
C"

青霉素耐药基因

的外源性
R%G

'

本研究在转化实验阶段"用含
C"

青霉素耐药基

因的外源性
R%G

提取液"使
C"

标准菌株转化为青霉

素低敏感的菌株'依据转化实验后的
S

K

?B:LQA

试验

阳性结果"可判断在转化实验过程中实验组和对照组

的
C"

均未受到杂菌污染#基于转化实验后的苯唑西

林药敏试验结果!实验组抑菌环直径小于对照组%

$

"

0,0!

&"可判断实验组的细菌获得了青霉素低敏感的

性状#根据对照组的对等$同步和专设的作用*

!!'!4

+

"判

定实验组细菌获得的青霉素低敏感的性状不是由非

处理因素引起"而是由含
C"

青霉素耐药基因的外源

性
R%G

引起*

+

+

#根据文献*

!4

+报道可知"实验组细菌

获得的青霉素低敏感的性状是
C"

标准菌株摄入了

C"

青霉素耐药基因并成功地重组和表达的结果'实

验组的特征性抑菌环带也间接地支持上述分子机制"

因为只有不同的
C"

标准菌在转化实验过程中摄入不

同种类的青霉素耐药基因并成功地重组和表达"使

C"

标准菌株转化为多种青霉素低敏感菌株"才能在

抑菌圈外出现铜钱状的抑菌环带'

本研究在抑制转化实验阶段"用
R%/<>

抑制了

C"

标准菌株转化为青霉素低敏感菌株"显示
R%/<>

具有抑制
C"

青霉素耐药基因转移的作用'基于抑制

转化实验后的
S

K

?B:LQA

试验阳性结果"可推断在抑

制转化实验过程中实验组和对照组的
C"

均未受到杂

菌污染'依据抑制转化实验后的苯唑西林药敏试验

结果!实验组抑菌环直径大于对照组%

$

"

0,0+

&"可推

断
R%/<>

抑制了
C"

标准菌株转化为青霉素低敏感

菌株'根据实验组的抑菌环带与对照组相比减弱"也

可支持
R%/<>

抑制了
C"

标准菌转化为青霉素低敏

感菌株'由于生物大分子
R%/<>

不易进入细菌内"不

可能作用于外源性基因的重组和表达"很可能作用于

外源性基因的转移环节"因而
R%/<>

的分子抑制机制

既有
R%/<>

随机剪切外源性
C"

青霉素耐药基因以

显示抑制
C"

青霉素耐药基因转移的效应"又有

R%/<>

特异切割
C"

青霉素耐药基因调控序列以显现

抑制
C"

青霉素耐药基因转移的功能*

!.'!+

+

'

总之"

R%/<>

具有抑制
C"

青霉素耐药基因转移

的作用"是依次通过外源性
R%G

提取实验$

C"

的转

化实验和
C"

的抑制转化实验而揭示'本研究结果表

明"

R%/<>

具有阻抑
"NC"

形成的潜在功能#同时"还

表明
R%/<>

具有阻抑一些其他耐药菌形成的潜在作

用'本研究结果将为深入研究
R%/<>

阻抑耐药细菌

形成和开发阻断耐药基因水平传播的药物提供前期

研究及思路'
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及其作用机制"希望能够为临床
"R

的治疗提供数据

参考'本研究结果显示治疗组和模型组大鼠的旋转

圈数明显多于对照组%

$

"

0,0+

&"而治疗组的旋转圈

数明显低于模型组%

$

"

0,0+

&'该结果从行为学角度

研究认为辛伐他汀能明显改善
"R

大鼠的临床表征'

有基础实验发现"黑质多巴胺神经元的退行性病

变与
$%&'

#

和炎症因子具有密切联系"并认为
$%&'

#

与
H['*

的表达可损伤
RG

神经*

!4

+

'

IN"

是机体非

特异性免疫机制的一部分"可激活补体的经典途径"

增强白细胞的吞噬作用"调节淋巴细胞或单核,巨噬

系统功能"促进巨噬细胞组织因子的生成*

!.

+

'本研究

发现治疗组和模型组大鼠的血清
IN"

$

$%&'

#

$

H['*

明显高于对照组%

$

"

0,0+

&"治疗组的血清
IN"

$

$%&'

#

$

H['*

水平明显低于模型组%

$

"

0,0+

&'该结

果提示辛伐他汀可通过炎性反应水平改善
"R

大鼠的

临床症状'

CTG[9G6

等*

!3

+研究发现"

GR

$

"R

等多种疾病

和神经系统功能损伤均存在
Q%SC

的表达'本研究发

现治疗组和模型组大鼠的黑质区
Q%SC

表达强度明显

高于对照组%

$

"

0,0+

&"治疗组的黑质区
Q%SC

表达

强度水平明显低于模型组%

$

"

0,0+

&'上述结果提示

辛伐他汀可通过对激活的神经胶质细胞介导的氧化

应激反应产生抑制作用'治疗组和模型组大鼠的黑

质区
9R%&

$

$@U9

$

%"6

表达强度明显低于对照组

%

$

"

0,0+

&"但治疗组的黑质区
9R%&

$

$@U9

$

%"6

水平明显高于模型组%

$

"

0,0+

&'该结果说明辛伐他

汀可通过改善
9R%&

$

$@U9

$

%"6

的活性达到治疗

"R

大鼠的效果'相关研究发现"

$@U9

受体可通过自

动磷酸化与配体
9R%&

共价结合激活细胞内信号转

导途径#轴突切断后"脊髓内运动神经元可出现
$@U'

9DN%G

表达增加*

!+

+

"提示
9R%&

有可能通过其受体

$@U9

受体发挥再生与存活效应'

综上所述"辛伐他汀能明显降低
"R

大鼠的炎性

反应水平$改善
9R%&

$

$@U9

$

%"6

的活性及降低

Q%SC

表达"从而达到治疗
"R

大鼠的效果'
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