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摘要: 抗生素滥用带来严重的细菌耐药性,威胁生态环境和人体健康。 群体感应抑制剂(quorum sensing inhibitors, QSIs)作为

一种理论上难以引发细菌耐药性的新型潜在抗生素替代品,被建议单独使用或与传统抗生素联合使用。 因此,考察抗生素与

QSIs 联合作用效应及其作用机理对其在环境中可能产生的联合暴露风险评估具有重要的参考意义。 以应用较广泛的 2 种氟

喹诺酮类药物氧氟沙星(ofloxacin, OFL)、左氧氟沙星(levofloxacin, LEV)和 1 种新型抗菌剂群体感应抑制剂 4-羟基-2,5-二甲基-
3(2H)呋喃酮(4-hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanone, HDMF)为研究对象,运用直接均分法和均匀设计射线法分别设计 3 个二

元和 1 个三元混合物体系,每个体系包含 5 条具有不同组分浓度比的射线。 应用时间毒性微板分析法测定 3 种药物及其混合

物体系对大肠杆菌(Escherichia coli, E. coli)的毒性,应用拟合归零法分析混合物的毒性相互作用及相互作用强度,采用分子间

� 对接技术来探讨可能存在的作用机理。 结果表明,HDMF、OFL、LEV 对 E. coli 均具有浓度、时间依赖毒性,以半数效应浓度负

� 对数为毒性指标,3 种药物在同一暴露时间毒性顺序:LEV>OFL>HDMF。 3 种药物的二元混合物体系相互作用类型有拮抗/协
同作用,而三元混合物体系的作用类型为协同作用,且作用类型和强度受混合物组分、暴露时间和浓度影响。 氟喹诺酮类药

物混合物体系中,因药物竞争结合蛋白点位而呈现出拮抗作用。 在氟喹诺酮类药物和 QSIs 混合体系中,QSIs 会破坏细菌的

生物膜,使氟喹诺酮类药物更容易接触细菌造成损伤,从而呈现协同作用。 但随着暴露时间的延长,氟喹诺酮类药物会对

DNA 造成损伤进而减少 QSIs 作用蛋白的产生,呈现出拮抗作用。
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Abstract: The abuse of antibiotics has led to serious bacterial resistance, threatening the ecological environment
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and human health. Quorum sensing inhibitors (QSIs), as a new potential antibiotic alternative that is theoretically
difficult to induce bacterial resistance, are recommended for use alone or in combination with traditional antibiotics.
Therefore, the study on the combined effect of antibiotics and QSIs and its mechanism of action has important
reference significance for the assessment of the combined exposure risks that may occur in the environment. Two
widely used fluoroquinolone drugs, ofloxacin (OFL), levofloxacin (LEV), and one QSI, 4-hydroxy-2,5-dimethyl-3
(2H)-furanone (HDMF) were selected as research objects in this study. Three binary and one ternary mixture sys-
tems of the three drugs were designed by direct equipartition and uniform design ray methods, respectively. Each
system was arranged five rays with different component concentration ratios. The toxicity of the three drugs and
their mixture systems against Escherichia coli (E. coli) was determined by the time-dependent toxicity microplate a-

� nalysis method. Toxicity interactions and interaction strengths of the four mixture systems were analyzed by using a
fit-to-zero method. Intermolecular docking technique was used to explore the possible mechanisms of action. The
results showed that HDMF, OFL, LEV had toxic effects with concentration-/time- dependency on E. coli. By selec-

� ting the negative logarithm of the half effective concentration as the toxicity indicator, the toxicity order of the three
drugs at the same exposure time was LEV>OFL>HDMF. The interaction type of the binary mixture system of the
three drugs was antagonism/synergism, while the interaction type of the ternary mixture system was synergism, and
the type and intensity of the interaction were affected by the components of the mixture, exposure time and compo-
nents’ concentration ratios. The fluoroquinolone mixture system exhibited antagonism because fluoroquinolones
competed for binding protein sites. In the mixture system of fluoroquinolones and QSIs, QSIs could damage the
biofilm of bacteria, making fluoroquinolones easier to contact bacteria and cause damage, thus presenting a syner-
gistic effect. But fluoroquinolones would cause DNA damage and then reduce the production of QSIs acting pro-
teins with the extension of exposure time, showing an antagonistic effect.
Keywords: fluoroquinolone antibiotics; quorum sensing inhibitor; Escherichia coli; combined toxicity; macromo-

� lecular docking

　 　 抗生素自问世以来被广泛用于治疗人类或动物

的传染性疾病、预防细菌传播疾病以及促进家畜生

长[1-2]。 氟喹诺酮类抗生素(fluoroquinolone antibiot-
ics, FQs)作为人畜共用抗生素在全球生产和使用量

中占据第 3 位[3]。 70%的 FQs 会以未代谢的形式排

到环境中,而 FQs 对生物降解具有抵抗性,并且具

有高吸附亲和力,这导致了其在环境中的持久性。
据报道,FQs 在土壤中的半衰期长达 580 d,在地表

水中的半衰期为 10.6 d[4]。 环境中的 FQs 很可能会

与其他 FQs 或污染物以混合物的形式存在,而混合

物的累积毒性与相互作用使其具有更大的潜在毒性

效应[5]。 环境中的污染物或混合物很可能会通过食

物链传递的方式进入人体中,对人体健康造成威胁。
因此,研究 FQs 混合污染物对环境中生物有机体的

毒性作用具有重要的实际环境意义。
群体感应(quorum sensing, QS)是一种常见的依

赖于细菌密度的沟通协调机制,它控制着细菌的生

长、增殖、致病性、生物被膜的形成以及相关的群体

活动[6]。 以 QS 系统为靶点的群体感应抑制剂(quo-

rum sensing inhibitors, QSIs)通过干扰细菌信号分子

的合成、信号分子的失活或酶促破坏,防止积累到阈

值、干扰细菌细胞中信号受体的结合或与信号分子

(受体类似物)的竞争阻断本应由 QS 信号触发的靶

基因等方法来减弱其致病性[7]。 有研究表明,QSIs
能阻断铜绿假单胞菌的毒力和生物膜的形成[8]。 此

外,QSIs 能特异性地干扰细菌的 QS 系统,降低细菌

对抗生素的耐药性,如近期有研究者发现一种新型

群体感应抑制剂能抑制金黄色葡萄球菌在体内的活

性而不产生显著耐药性[9]。 因此,QS 抑制剂被认为

是抗生素替代品,并被建议与抗生素联合使用[10-11],
以减少抗生素的使用,增强抗菌效果[12-13]。 目前,已
有研究发现溴化呋喃酮[14]、金缕梅单宁[15]与抗生素

联合使用能增加细菌生物膜对抗生素的敏感性,6-
姜酚和环丙沙星联合使用能提高抗生素对铜绿假单

胞菌的抗菌能力[16]。 因而,开展抗生素与 QSIs 联合

作用的研究不仅有助于探索“提高抗生素抗菌能

力、减少抗生素使用量”的方法,同时有助于了解其

进入环境后是否对生态环境产生影响及影响程度,
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而相关的研究较少。
综上,本文拟选择氟喹诺酮类抗生素包括氧氟

沙星 ( ofloxacin, OFL)、 左氧氟沙星 ( levofloxacin,
LEV)和群体感应抑制剂 4-羟基-2,5-二甲基-3(2H)呋
喃酮(4-hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanone, HDMF)
为研究对象,以大肠杆菌(Escherichia coli, E. coli)为

� 受试生物,采用直接均分射线法(direct equipartition
ray, EquRay)设计 3 个二元混合体系 (OFL-LEV、
LEV-HDMF、OFL-HDMF)和均匀设计射线法 (uni-
form design ray, UD-Ray)设计 1 个三元混合体系

(HDMF-OFL-LEV),采用时间毒性微板分析法测定

分析 3 种药物对 E. coli 在不同暴露时间的浓度效应

数据,利用拟合归零法对混合物相互作用类型和强

度进行分析,采用分子对接研究单个抗生素、QSIs
及其靶蛋白之间的相互作用机理。 研究结果可为解

析抗生素和群体感应抑制剂的联合作用以及环境风

险评价提供参考。

1　 材料与方法(Materials and methods)
1. 1　 菌种培养与实验药剂

实验菌种大肠杆菌(E. coli)购自上海麦克林生

� 化科技有限公司,E. coli 的培养与保存方法参见文

� 献[17]。 氧氟沙星(OFL,分子量 361.37)、左氧氟沙星

(LEV,分子量 361.37)、4-羟基-2,5-二甲基-3(2H)呋喃

酮(HDMF,分子量 128.13)纯度均>97% ,购自国药集

团化学试剂有限公司。 药物的储备液用 Milli-Q 水

配制,保存在棕色试剂瓶中,并置于 4 ℃ 冰箱中保

存,基本理化性质见表 1。
1. 2　 微板毒性分析法

实验载体采用透明 96 孔微板,微板毒性分析方

法参见文献[18]。 3 种药物对 E. coli 抑制率计算公

� 式如下。

E=
I0-I
I0

×100% (1)

式中:E表示药物对 E. coli 抑制率;I0 表示空白对照组

� 的 OD600 平均值;I 表示各浓度梯度 OD600 的平均值。
1. 3　 混合物实验设计

采用直接均分射线法(EquRay)[19]设计 3 个二元

混合物体系 (OFL-HDMF、LEV-HDMF、OFL-LEV),
用均匀设计法(UD-Ray)[20]设计 1 个三元混合体系

(HDMF-OFL-LEV),每组混合物体系安排了 5 条不

同浓度比的混合物射线(R1、R2、R3、R4、R5),具体浓

度比见表 2。

表 1　 3 种药物的理化性质及函数的拟合参数

Table 1　 Basic physicochemical properties of three drugs and fitting parameters of the function

名称

Name
CAS 号

CAS No.

储备液/(mol·L-1 )
Stock solution
/(mol·L-1 )

函数

Function
时间/h
Time/h

α β RMSE r
EC50

/(mol·L-1 )
pEC50

氧氟沙星(OFL)
Ofloxacin
(OFL)

82419-36-1 8.30E-7

LogitT 0.25 0.37 5.00 0.011 0.7175 8.68E-1 0.06

LogitT 2 14.97 2.74 0.013 0.9498 3.44E-6 5.46

LogitT 4 13.88 2.23 0.047 0.9570 5.97E-7 6.22

LogitT 8 12.01 1.76 0.045 0.9766 1.50E-7 6.82

LogitT 12 13.77 1.95 0.061 0.9695 8.68E-8 7.06

左氧氟沙星(LEV)
Levofloxacin

(LEV)
100986-85-4 3.00E-7

WeibullT 0.25 14.00 3.66 0.013 0.5548 8.82E-7 6.05

LogitT 2 43.19 6.68 0.014 0.9253 3.42E-7 6.47

LogitT 4 18.77 2.82 0.035 0.9741 2.21E-7 6.66

LogitT 8 13.43 1.88 0.030 0.9884 7.18E-8 7.14

LogitT 12 16.12 2.19 0.049 0.9804 4.49E-8 7.35

4-羟基-2,5-二甲基-3(2H)
呋喃酮(HDMF)

4-hydroxy-2,5-dimethyl-
3(2H)- furanone (HDMF)

3658-77-3 1.20E-1

LogitT 0.25 0.01 2.20 0.006 0.9543 9.90E-1 0.00

WeibullT 2 1.34 2.39 0.010 0.9847 1.93E-1 0.71

WeibullT 4 3.03 3.06 0.011 0.9958 7.76E-2 1.11

WeibullT 8 2.70 2.56 0.019 0.9917 6.34E-2 1.20

WeibullT 12 2.89 2.30 0.011 0.9985 3.84E-2 1.42

注:RMSE 表示均方根误差,r 表示相关系数。
Note: RMSE stands for root mean square error; r represents the correlation coefficient.
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表 2　 混合物体系组分的浓度配比

Table 2　 Concentration ratio of each component in mixture system

Ray
OFL-LEV OFL-HDMF LEV-HDMF HDMF-OFL-LEV

pOFL pLEV pOFL pHDMF pLEV pHDMF pHDMF pOFL pLEV

R1 9.06E-1 9.37E-2 1.13E-5 9.99E-1 5.85E-6 9.99E-1 9.99E-1 2.90E-6 2.96E-6

R2 7.95E-1 2.05E-1 4.52E-6 9.99E-1 2.34E-6 9.99E-1 9.99E-1 4.36E-6 3.04E-7

R3 6.59E-1 3.41E-1 2.26E-6 9.99E-1 1.17E-6 9.99E-1 9.99E-1 3.28E-7 1.44E-6

R4 4.92E-1 5.08E-1 1.13E-6 9.99E-1 5.85E-7 9.99E-1 9.99E-1 1.13E-6 3.32E-7

R5 2.79E-1 7.21E-1 4.52E-7 9.99E-1 2.34E-7 9.99E-1 9.99E-1 2.26E-6 1.17E-6

1. 4　 浓度-效应曲线拟合

对于不同暴露时间对应的浓度-效应数据应用

APTox 软件中的 Weibull 函数或 Logit 函数进行非

线性拟合[21]。 Weibull、Logit 函数公式如下:
E=1-exp[-exp(α+βlgc)] (2)

E= 1
[1+exp(-α-βlgc)]

(3)

式中:E 表示抑制率;α 和 β 分别表示位置和斜率参

� 数;c 表示单个化合物或混合物的浓度。
1. 5　 混合物毒性相互作用评估

采用浓度加和(concentration addition, CA)模型

来评估混合物之间的相互作用[22],其表达式为:

∑
m

i=1

ci
ECx,i

=1 (4)

式中:m 表示混合物组分数,ci 表示混合物产生 x%
� 效应时第 i 组分的浓度;ECx,i 为 i 组分单独存在时

� 产生等效应 x%时的效应浓度。 当 CA 预测线在整

� 个 95%置信区间以上、之间、以下时,可以认为混合

物的毒性分别为拮抗、加和和协同作用。
CA 模型能够评估混合物的毒性相互作用,但

相互作用强度无法准确评定,因此采用绝对残差

(deviation from CA model, dCA)模型来表征混合物

毒性相互作用的强度[23]。 dCA 模型的表达式如式

(5)所示,在置信区间外,dCA 的绝对值越大表示混

合物的相互作用(协同/拮抗作用)越强。
dCAi,C =EOBS-EPRE (5)

式中:EOBS 代表实验观测值,EPRE 代表预测值。
1. 6　 分子对接

以大肠杆菌的 DNA 回旋酶(DNA gyrase)、DNA
拓扑异构酶Ⅳ (DNA topoisomerase Ⅳ)和群体感应

(QS)受体 SdiA 蛋白和 LsrR 蛋白作用靶点为研究对

象,对 DNA 回旋酶(PDB ID:6YD9)、DNA 拓扑异构

酶Ⅳ(PDB ID:3FV5)、SdiA 蛋白(PDB ID:4LGW)和
LsrR 蛋白(PDB ID:4L4Y)4 个靶点蛋白作为受体,

OFL、LEV 和 HDMF 作为配体,使用 AutoDock Vina
对蛋白的活性点位与配体进行分子对接,采用结合

能(binding affinity, kJ·mol-1 )作为评价参数,最大负

值即为最稳定对接构象[24]。

2　 结果(Results)
2. 1　 2 种 FQs 与 QSIs 对 E. coli 的毒性

采用非线性函数(Logit 函数或 Weibull 函数)对
数据进行拟合,选取拟合效果较好的函数来绘制

CRC 曲线,拟合结果如表 1 所示,3 种药物的时间-
浓度-效应曲线绘于图 1 中。

从表 1 可知,3 种药物对 E. coli 除了在 0.25 h
� 拟合数据较差外,在其余暴露时间抑菌数据均能被

函数较好地拟合(r>0.90, RMSE<0.10),以半数效应

� 浓度负对数 (pEC50 )为毒性指标,其毒性大小顺序

为:2 h 时,LEV(pEC50 =6.42)>OFL(pEC50 = 5.46)>
HDMF(pEC50 =0.71);在 12 h,毒性大小顺序为 LEV
(pEC50 =7.35) >OFL(pEC50 = 7.06) >HDMF(pEC50 =
1.42)。 其中,HDMF 的毒性明显低于抗生素,可能

是由于 QSIs 主要针对细菌的 QS 通信系统,并不直

接导致细菌死亡。 这与 Ning 等[25]的发现相似,即抗

生素对 E. coli 的毒性显著高于 QSIs 的。
3 种药物的时间-浓度-效应(t-CRC)曲线如图 1

所示,由图 1 可知,3 种药物对 E. coli 的 t-CRC 均为

� “S”型,说明其抑菌性有明显的时间依赖性。 在

0.25 h 时,3 种药物均无明显抑菌性;2 h 时,t-CRC
曲线开始出现轻微的弯曲,这表明 OFL 和 LEV 出

现轻微的抑菌性,4 ~ 12 h 时,t-CRC 曲线开始出现

很明显的弯曲,最终呈现“S”型,说明 OFL 和 LEV
在 4 ~ 12 h 对 E. coli 抑菌作用大幅增强;而 HDMF

� 在 2 ~ 12 h 就表现出很明显的抑菌性。 在浓度方

面,3 种药物在 2 ~ 12 h 的 t-CRC 随着浓度的升高抑

制率也在升高,说明 3 种药物对 E. coli 的抑菌性具

� 有浓度依赖性。
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2. 2　 2 种 FQs 与 QSIs 混合体系对 E. coli 的毒性

2 种抗生素和 1 种群体感应抑制剂的 3 组二元

混合体系 (OFL-HDMF、LEV-HDMF、OFL-LEV)共
15 条射线在不同暴露时间的毒性结果(pEC50 值)见
图 2。

由图 2 可知,2 ~ 12 h 时,OFL-HDMF 和 LEV-
HDMF 的毒性随时间增加均增强,说明这 2 组二元

混合物具有时间依赖毒性,混合射线中各暴露点的毒

性大小顺序为 12 h-pEC50>8 h-pEC50>4 h-pEC50>2 h-
pEC50。 而 OFL-LEV 的毒性在 2 ~ 8 h 时随时间增加

在增强,但是在 12 h 时,毒性略有降低,毒性大小顺

序为 8 h-pEC50>12 h-pEC50>4 h-pEC50>2 h-pEC50。
结合组分比 (表 2)来看,3 种药物混合物只有

OFL-LEV 和 LEV-HDMF 具有组分比依赖毒性,对
于 OFL-LEV 体系,随着 OFL 组分的减少和 LEV 组

分的增加会使药物的抑菌性逐渐增强(R1<R2<R3<
R4<R5);对于 OFL-HDMF 体系,随着 OFL 组分的

减少和 HDMF 组分的增加,其毒性在逐渐减小(R1>
R2>R3>R4),但是在 R5-12 h 时毒性却突然增强表

明 OFL-HDMF 体系不具有明显的组分比依赖性;对
于 LEV-HDMF 体系, 随着 LEV 的组分减少和

HDMF 组分的增加,其毒性在逐渐减小(R1>R2>R3
>R4>R5)。 综上所述,3 种药物的二元混合体系中,
LEV 组分占比在 LEV-HDMF 和 OFL-LEV 体系中

与毒性呈正相关,而 OFL-HDMF 体系中毒性与组分

比依赖性不是很明显。
同样地,三元混合物体系 5 条射线在各暴露时

间的毒性变化规律用 pEC50 热图展示,结果如图 2
所示。 由图 2 可知,2 ~ 8 h 时,三元混合物的毒性随

时间的延长在增强,各暴露点的毒性顺序为 2 h-
pEC50<4 h-pEC50<8 h-pEC50,12 h 时,三元混合物的

毒性相较于 8 h 时略有降低,毒性大小顺序为 8 h-
pEC50>12 h-pEC50>4 h-pEC50>2 h-pEC50。

为了进一步探究不同暴露时间的三元混合物的

毒性与组分比的相关性,用 Pearson 相关系数检验

变量间相关性的强弱,结果如图 3 所示。 在 HDMF-
OFL-LEV 混合体系中,OFL 和 LEV pEC50 值与组

分浓度比之间的 Pearson 相关系数 r<0.9,显著系数

� P>0.05,这说明 OFL 和 LEV 的组分比与 pEC50 无显

著相关性,HDMF 在长暴露时间(8 ~ 12 h)内表现出

与 pEC50 存在显著负相关 (r = 0.91,P≤0.05);8 h-
� pEC50 与 12 h-pEC50 显著正相关(r =0.97,P≤0.05),
� 也就说明了 HDMF-OFL-LEV 三元混合物的毒性与

组分比依赖性不是很显著。
2. 3　 2 种 FQs 与 QSIs 混合体系毒性相互作用及强

度分析

2. 3. 1　 2 种 FQs 与 QSIs 的二元混合物的联合作用

类型及强度分析

2 种 FQs 与 QSIs 的二元混合物的相互作用结

果见图 4。 由图 4 可知 LEV-HDMF、OFL-LEV 和

OFL-HDMF 混合体系,其作用强度均随时间和浓度

的变化而变化。
对于 OFL-LEV 混合体系,在同一浓度作用下,

随着暴露时间的延长,在中、低浓度区域,表征拮抗

作用的红色在逐渐变深,即拮抗作用逐渐变强;在高

浓度区域,表征协同作用的蓝色由深变浅,即协同作

用先变强后减弱。 在同一暴露时间下,5 条混合射

线的红色随着 OFL 浓度的减小在逐渐变浅,即拮抗

作用随着 OFL 浓度的减小在减弱。
对于 LEV-HDMF 混合体系,在短暴露时间

(0.25 ~ 2 h)所有混合射线的 dCA 曲面均位于置信区

间上下曲面之内;2 ~ 8 h 时,dCA 曲面在中、高浓度

区域逐渐变成蓝色,随着浓度的变化蓝色在由深变

浅,即随着时间的变化中、高浓度区域出现协同作

用,随着浓度的变化协同作用在减弱;8 ~ 12 h 时,
dCA 曲面蓝色变浅,低、中浓度区域出现红色并且

在逐渐变强,随着浓度的变化红色再逐渐变浅最终

消失蓝色开始出现,即随着时间的延长协同作用转

变为拮抗作用,到最终节点拮抗达到最大,随着浓度

的变化,拮抗再逐渐减弱最终转变成协同作用。
对于 OFL-HDMF 混合体系,在同一浓度作用

下,随着暴露时间的延长,对于 R1、R2 射线,表征拮

抗作用的红色在逐渐变深,即拮抗作用逐渐变强;对
于 R3、R4 和 R5 射线,表征协同作用的蓝色由深变

浅,即协同作用先变强后减弱。 在同一暴露时间下,
5 条混合射线的红色随着 OFL 浓度的减小在逐渐

变浅最终转变成蓝色,即拮抗作用随着 OFL 浓度的

减小在变弱最终转变成协同作用。
2. 3. 2 　 3 种药物的三元混合物的联合作用类型及

强度分析

HDMF-OFL-LEV 的 dCA 结果如图 5 所示,由
图 5 可知,三元混合物 5 条射线都存在明显的协同

作用,且协同作用主要集中在混合物的中、高浓度区

域。 其中 R1 ~ R5 随着时间的延长协同作用也在增

强,在 8 h 时协同作用达到最强,在最终暴露节点

(12 h)R1、R2 协同作用消失转变为加和作用,而 R3、
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图 1　 3 种药物对 E. coli 的时间-浓度-效应曲线( t-CRCs)
Fig. 1　 Effect of three drugs on time-concentration-response curves (t-CRCs) of E. coli
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图 2　 3 种药物混合物体系各射线 pEC50 随时间变化的热图

Fig. 2　 Heat map of pEC50 values for each ray in the three binary mixture systems of the three drugs with time
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图 3　 三元混合物在不同暴露时间的抑菌毒性与组分比的相关性图

注:*表示显著性。

Fig. 3　 Correlation between the toxicity and component ratios for ternary mixtures at different exposure times
Note: * stands for significance.
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图 4　 3 种药品二元混合物的 dCA 随时间变化曲面图

Fig. 4　 Surface plots of dCA with time for binary mixtures of the three drugs



34　　　 生 态 毒 理 学 报 第 18 卷

图 5　 HDMF-OFL-LEV 三元混合物的 dCA 随时间变化曲面图

Fig. 5　 Surface plots of dCA with time for HDMF-OFL-LEV ternary mixture

R4、R5 协同作用减弱,dCA 曲面在置信曲面下方。
5 条射线在同一暴露时间下,随浓度的改变,表征协

同作用的蓝色先变深后变浅,即 dCA 值随着混合物

浓度的变化先变大而后变成小,即协同作用先变强

后减弱;在置信曲面外,5 条混合射线在同一浓度作

用下,蓝色在 8 h 达到最深,随着时间的延长到最终

暴露时间(12 h)蓝色开始变浅,随着时间的延长,表
征协同作用的蓝色先变深后变浅,即 dCA 值随着时

间的增加而先增大后下降,即协同作用先变强后减

弱。 在三元混合物 HDMF-OFL-LEV 中,R4 射线在

8 h 的协同作用最强,其混合物浓度为 2.10E-2 mol
·L-1,dCA 绝对值的最大值为 0.35。
2. 4　 FQs 和 QSIs 对 E. coli 毒性的作用机制初探

2. 4. 1　 FQs 毒性的作用机制

FQs 抗生素作用机制图如图 6 所示,FQs 抗生

素通过靶向 2 种关键酶(DNA 回旋酶Ⅱ和拓扑异构

酶Ⅳ)来抑制细菌的 DNA 合成/复制。 这些酶分离

细菌 DNA 的双螺旋链,通过在断裂处插入另一条

DNA 链,使链降级[26]。 DNA 回旋酶将负超螺旋引

入 DNA 链,这对于染色体凝结、缓解扭转应变和促

进转录的起始具有至关重要的作用[27]。 拓扑异构酶

Ⅳ分解阴性和阳性的超螺旋以及结节(在重组过程

中形成),并保持染色体超螺旋密度。 FQs 通过切割

连接活性位点与切割复合物的可逆非共价结合来抑

制 DNA 链降级,从而阻碍了这一重要过程[28]。 这

种相互作用最终导致氟喹诺酮-酶-DNA 三元复合

物的形成,阻碍了细菌 DNA 的复制,最终导致细菌

死亡[29]。
2. 4. 2　 QSIs 毒性的作用机制

QSIs 作用机制如图 6 所示,E. coli 中的 2 个 QS
系统,分别由 AI-1 和 AI-2 信号分子调控[30]。 其中

E. coli 不能自行合成 AI-1 信号分子,但是可以接受

� 其他物种的 AI-1 信号分子,从而激活相关基因的表

达。 AI-2 分子可由 LuxR 蛋白产生并在细菌中积

累,当细胞外的 AI-2 浓度达到阈值时,分子将通过

LsrACBD 转运回细菌,随后被 LsrK 磷酸化。 磷酸

化的 AI-2 可以与 LsrR 结合,开启相关基因的表

达[31],这些基因中的大多数具有生物膜调控[32]、运动

性和鞭毛合成的功能[33]。 QSIs 作为信号分子的结

构类似物,可以分别与信号分子竞争结合 SdiA 和

LsrR,从而干扰 E. coli 的 QS 系统,最终表现出对 E.
coli 的抑制作用[34]。
2. 4. 3　 FQs 和 QSIs 联合毒性的作用机制

由图 6 和图 7 可知,FQs 和 QSIs 的二元混合物

中 OFL 和 LEV 能与 DNA 拓扑异构酶Ⅳ(PDB ID:
3FV5)更好地结合,2 种药物在键位的形成上具有高

度相似性,例如 LEV 和 SER43、ASP69 形成氢键,
OFL 则和 ASN42 形成氢键,而 SER43 和 ASN42 两
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者在蛋白质链中的位置相邻, LEV 和 ARG72、
GLY73 形 成 卤 素 键 而 OFL 同 样 也 和 ARG72、
GLY73 形成卤素键,过于相似的结合点位会造成 2
种药物的竞争结合。 在暴露前期,OFL 和 LEV 能够

快速渗透细胞膜进入细胞内部[35],高浓度的抗生素

会迅速杀死 E. coli,进而造成高浓度区域微弱的协

� 同作用。 随着时间的延长,存活下来的 E. coli 在
� FQs 引起的 DNA 损伤下可能初始化 SOS 反应,

SOS 反应能抵消和修复 DNA 损伤,同时也能通过

诱导靶基因(gyrA)突变进一步触发 FQs 耐药性[36],
� 另外,OFL 和 LEV 会竞争结合蛋白质上的点位,这

也许是 OFL 和 LEV 在最终时间节点形成拮抗作用

的原因。
QSIs 进入细胞内部后会和 AI-1 和 AI-2 竞争结

合 SdiA 和 LsrR,而 AI-2 在 E. coli 生物膜形成中起

� 主要作用,它能介导细菌向生长中的细菌聚集体趋

化,从而增强 E. coli 菌落的形成,随后在群落中形

� 成生物膜[37],由于 QSIs 的竞争结合,细菌的生物膜

无法有效形成,FQs 更容易接触细菌造成损伤,这可

能是暴露初期形成协同作用的原因。 随着时间的延

长,进入细菌内的 FQs 会对 DNA 造成损伤,这可能

会减少 SdiA 和 LsrR 蛋白的表达,缺乏靶蛋白会减

轻 QSIs 对 QS 系统的抑制,另外,FQs 在造成 DNA

损伤的同时还会刺激细菌活性氧(ROS)的产生[38],
大量的 ROS 产生可能会攻击核苷酸的碱基部分和

糖磷酸骨架,从而产生双螺旋的单链和双链断

裂[39-41],以此为对应,细菌会紧急激活容易出错的

SOS 反应以抵消和修复 DNA 损伤,而 QSIs 与 LsrR
蛋白的结合同样也会增加 SOS 基因表达[42],进一步

刺激细菌修复自身。 因此 FQs 和 QSIs 在联合抑制

E. coli 生长时表现出拮抗作用。 OFL 作为 LEV 的

� 同分异构体,其最终时间节点的相互作用关系与

LEV 的相互关系相似,有区别的是相互作用的强

度,由分子对接的结合能可知 LEV 的结合能(32.635
kJ·mol-1)要高于 OFL 的结合能(30.543 kJ·mol-1 ),
也就是说 LEV 要比 OFL 更容易和作用靶蛋白结

合,这有可能是 LEV-HDMF 体系相互作用强于

OFL-HDMF 体系相互作用的原因。
三元混合物中,起主要的抑制作用的是 FQs,因

为 3 种抗菌药物各自发挥抑菌作用的情况下,FQs
能直接抑制细菌生长,而 QS 系统不直接参与蛋白

质合成、DNA 复制和修复以及细胞壁合成等基本细

胞过程。 因此与二元联合毒性作用相比,三元联合

毒性作用模式没有发生改变,但二元混合物的相互

作用由拮抗/加和作用转变成三元混合物的协同/加
和作用,这可能与混合物的混合比和浓度水平有关。

图 6　 2 种药物作用于 E. coli 的机理图

Fig. 6　 Mechanism diagram of two drugs acting on E. coli
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图 7　 蛋白结构及其与化合物的分子对接图

注:(a) 蛋白与左氧氟沙星(levofloxacin)对接模型;(b) 蛋白与氧氟沙星(ofloxacin)对接模型;(c) SdiA 蛋白与 4-羟基-2,5-二甲基-3(2H)呋
喃酮(HDMF)对接模型;图中绿色虚线表示氢键相互作用,蓝色虚线表示卤素(氟)相互作用,粉色虚线表示 Pi-烷基相互作用。

Fig. 7　 Protein structure and its macromolecular docking diagram with compounds
Note: (a) Protein and levofloxacin docking model; (b) Protein and ofloxacin docking model; (c) SdiA protein

and 4-hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanone docking model; the hydrogen-bonding interactions are shown in

green dashed lines, halogen (fluorine) interactions in blue dashed lines and Pi-Alkyl interactions in pink dashed lines in the figure.

　 　 综上所述:(1)3 种药物对 E. coli 毒性表现出较

� 好的浓度-效应关系,对 E. coli 具有浓度依赖毒性和

� 时间依赖毒性。 3 种药物不同暴露时间毒性大小不

同,毒性大小顺序:LEV(pEC50 =7.35)>OFL(pEC50 =
7.06)>HDMF(pEC50 =1.42)。

(2)3 种药物的二元混合体系中 OFL-HDMF 和

LEV-HDMF 具有时间依赖毒性,OFL-LEV 和 LEV-
HDMF 具有组分比依赖毒性,三元体系中毒性的时

间、组分比依赖性不明显。
(3)3 种药物的二元、三元混合物体系对 E. coli

的相互作用主要表现为协同/拮抗作用,并且随着暴

� 露时间和浓度不同,协同/拮抗作用、强度也不同,其
中 HDMF-OFL-LEV-R4 射线的协同作用最明显,
dCA 绝对值为 0.31。

(4)混合体系中 OFL 和 LEV 产生拮抗的原因是

2 种药物竞争结合蛋白点位,而 LEV-HDMF 体系中

LEV 对 DNA 的作用会损伤 SdiA 和 LsrR 蛋白的表

达进而产生 2 种药物拮抗的原因;LEV 作为 OFL 的

同分异构体,其与相应受体蛋白结合能力要强于

OFL,这有可能是 LEV-HDMF 体系相互作用强于

OFL-HDMF 体系相互作用的原因。
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