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细菌耐药性已成为21世纪全 球关注的热点，临床上发

现福氏志贺菌（Shigella f lexneri）具有大量的耐药和多耐药

菌株，其中一些对95%以上的抗生素具有耐药性 [1~2]. 细菌耐

药的机理十分复杂，大量研究表明耐药的机理从基因水平上

主要分两类：细菌本身固有特性和后天获得 [3~4]. 前者是一种

细菌的进化现象，耐药基因存在于其染色体上；后者是基因

突变或由R质粒引进新的基因. R质粒是细菌内染色体外具有

独立复制能力的对细菌生存非必需的小型共价闭合环状双

链DNA分子，其上携带的耐药基因通过接合传递、转导和转

化方式赋予其它细菌耐药性 [5~7]. ����� ��� �������Mark A. Toleman等发现整合

子I型中orf513基因能够调控抗生素抗性基因[8]. 因此破坏R质

粒、抑制和阻断R质粒的接合传递可以从根本上控制细菌耐

药性的产生和蔓延 . 近几十年，国内外学者在这方面的研究

主要集中于消除R质粒逆转细菌耐药性 [9~15]. 红谷霉素[16]是本

实验室发现的一种新型抗生素，试验表明细菌对红谷霉素的

耐药性很低，而耐药性低的内在机制的探索尚未有报道 . 本
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菌株和Escherichia coili 1485 RifR 菌株R质粒转移的情况.    

  1 �����材料与方法

1.1  �� �材� � �料
1.1.1  抗生素    红谷霉素（Honggumycin）为链霉菌702

（Streptomyces 702）所产抗细菌广谱抗生素，由江西农业大

学生物科学与工程学院应用微生物研究室提供. 

1.1.2  菌 株    福氏志贺菌（S. flexneri D15 R-plasmid CmR）为

含耐氯霉素的R质粒；大肠杆菌（E. coli 1485 RifR）为氯霉素

敏感的菌株，由江西医学院病原生物学教研室惠赠. 

1.1.3  培养基    ① 麦康凯琼脂平板培养基 [17]；② 含氯霉素

麦康凯琼脂平板培养基：按①配制麦康凯培养基，灭菌后冷

却到45 ℃，滴加氯霉素，混匀，倾注平板；③ 营养肉汤培养

基 [15]. 

1.2 ���  � 方� � �法
1.2.1  菌株培养    将S. flexneri D15 R-plasmid CmR和E. coli 

1485 RifR分别接种于营养肉汤培养基中，37 ℃恒温培养7~8 h. 

1.2.2  S. f lexneri D15 R-plasmid CmR菌R质粒自动丢失率试验

取S. flexneri D15 R-plasmid CmR 7~8 h培养物0.2 mL，加

入1.8 mL营养肉汤培养基中，37 ℃恒温培养24 h、48 h后分别

稀释103倍，各取50 μL接种麦康凯琼脂平板（含氯霉素和不含

氯霉素）各4皿. 涂布涂匀，37 ℃恒温培养24 h后观看结果，

对麦康凯琼脂平板白色菌落（S. flexneri D15 R-plasmid CmR）

进行计数. 

1.2.3  E .coli 1485 RifR 菌麦康凯琼脂平板培养试验    取E. coli 

1485 RifR 7 h~8 h培养物0.2 mL，再按1.2.2法进行培养，对麦

康凯琼脂平板上的紫红色菌落（E. coli 1485）进行计数. 

1.2.4  R质粒在S. flexneri D15 R-plasmid CmR 和E. coli 1485 RifR

之间转移试验  各取S. flexneri D15 R-plasmid CmR 和E. coli 
1485 RifR 7 h~8 h培养物0.1 mL，再按1.2.2法进行培养，对麦

康凯琼脂平板上的紫红色菌落（E. coli 1485）进行计数. 

1.2.5  红谷霉素对R质粒接合传递的体外抑制试验    取红谷霉

素10倍试验浓度（30 μg/mL）0.2 mL，S. flexneri D15 R-plasmid 
CmR和E. coli 1485 RifR 7~8 h培养物各0.1 mL，加入到1.6 mL肉

汤培养基中，按1.2.2法进行培养，对麦康凯琼脂平板上的紫

红色菌落（E. coli 1485）进行计数. 

1.2.6  红谷霉素消除S. flexneri D15 R-plasmid CmR R质粒试验

取红谷霉素10倍试验浓度（30 μg/mL）0.2 mL，S. flexneri 
D15 R-plasmid CmR 7~8 h培养物0.2 mL，加入到1.6 mL肉汤培

养基中，按1.2.2法进行培养，对麦康凯琼脂平板上的白色菌

落（S. flexneri D15 R-plasmid CmR）进行计数. 

1.2.7  红谷霉素消除E. coli 1485 CmR R质粒试验    取红谷霉素

10倍试验浓度(30 μg/mL）0.2 mL，E. coli 1485 CmR 7~8 h培养

物0.2 mL，加入到1.6 mL肉汤培养基中，按1.2.2法进行培养，

对麦康凯琼脂平板上的紫红色菌落（E. coli 1485）进行计数.   
1.2.8  溴化乙锭（EB）对R质粒接合传递的体外抑制试验    取

溴化乙锭（30 μg/mL、300 μg/mL）0.2 mL，S. f lexneri D15 
R-plasmid CmR和E. coli 1485 RifR 7~8 h培养物各0.1 mL，加入

到1.6 mL肉汤培养基中，按1.2.2法进行培养，对麦康凯琼脂

平板上的紫红色菌落（E.coli 1485）进行计数. 
1.2.9  溴化乙锭消除S. flexneri D15 R-plasmid CmR R质粒试验    

取溴化乙锭（30 μg/mL、300 μg/mL）0.2 mL，S.f lexneri D15 
R-plasmid CmR 7~8 h培养物0.2 mL，加入到1.6 mL肉汤培养基

中，按1.2.2法进行培养，对麦康凯琼脂平板上的白色菌落（S. 
flexneri D15 R-plasmid CmR）进行计数. 

1.2.10  R质粒转移率[18]和R质粒转移抑制率[19]计算    �R质粒转移

率 (%) =转移接合子菌落数 /受体菌落数×100%；R质粒转移

抑制率(%) ＝(1-药物作用后的转移接合子数 /无药物作用的

转移接合子数)�������×100%��. 

  2 �����结果与分析

2.1  S. flexneri D15 R-plasmid CmR菌和E.coli 1485 RifR

菌适用性鉴定    
S. flexneRi D15 R-plasmid CmR 在麦康凯琼脂平板（含氯

霉素和不含氯霉素）上均生长良好，菌落数差异无统计学意

义 . 该菌R质粒自动丢失率可忽略不计，可用于本次实验. E. 
coli 1485 RifR在麦康凯琼脂平板（不含氯霉素）上生长良好，

在麦康凯琼脂平板（含氯霉素）上未见菌落生长 . 该菌对氯

霉素敏感，可用于本次实验. 

2.2  S. flexneri D15 R-plasmid CmR 和E. coli 1485 RifR

之间����������R���������质粒转移率及抑制率
S. flexneRiD15 R-plasmid CmR 和E. coli 1485 RifR之间转移

率及药物抑制率见图1和表1. 红谷霉素和溴化乙锭的R质粒转

移抑制率差异无统计学意义. 

图1  含氯霉素麦康凯琼脂平板（a，Honggumycin处理）和对照

（b，无Honggumycin处理）的E. coli1485 RifR菌落数（S. flexneri 
D15 R-plasmid CmR 和E. coli 1485 RifR共育24 h）

Fig. 1  The colony number of E. coli1485 RifR on MacConkey 
Agar containing chloromycetin with (a) and without (b) 

Honggumycin (S. flexneri D15 R-plasmid CmR and E.coli 1485 
RifR cocultured for 24 h)  
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2.3  �����红谷霉素对S. flexneri D15 R-plasmid CmR和E. coli 
1485 CmR R������质粒消除率     

S. flexneRiD15 R-plasmid CmR 和E. coli 1485 RifR的R质粒

的丢失率在红谷霉素作用组和无药物作用对照组之间差异

不显著（P > 0.05）. 

  3 �� �讨� � �论
红谷霉素与质粒消除剂溴化乙锭（EB）相比，在药物作

用24 h后红谷霉素的质粒转移抑制率为92.82%，EB的质粒转

移抑制率在30 μg/mL时 为99.11%，在300 μg/mL时为100%；

48 h红谷霉素的质粒转移抑制率为97.04%，EB的质粒转移抑

制率在30 μg/mL为99.64%，在300 μg/mL为100%. 红谷霉素和

溴化乙锭对耐药性质粒的转移抑制率没有显著区别，说明红

谷霉素对耐药性质粒的转移表现出很强的抑制作用. R质粒

的丢失率在有无红谷霉素作用条件下无差异显著性，说明红

谷霉素对R质粒无消除作用. 

R质粒的传递需要性菌毛的接触，这一过程非常复杂，

影响因素很多. 红谷霉素属于大环内酯类抗生素[20~21]，抗菌机

制是抗生素与核糖体50 S亚单位的L27及L22蛋白质结合，在

肽链延长阶段能促使肽酰基-rRNA从核糖体解离，从而抑制

细菌蛋白质的合成起到抑菌或杀菌作用. 本实验中红谷霉素

可能起到阻碍细菌性菌毛的合成，从而阻断性菌毛的结合，

但确切的机理还需研究. 

细菌耐药性产生现象是临床医学必须面对的重要课题. 

细菌耐药性产生机制复杂，而红谷霉素作为一种新型抗生素

具有抑制R质粒结合转移的作用，为寻找应对细菌耐药性的

药物提供了有益的尝试. 
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