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　　摘要：为构建１６ＳｒＲＮＡ甲基化酶 ＲｍｔＢ重组菌并测定其稳定性，应用分子克隆技术构建１６ＳｒＲＮＡ甲基化酶
ＲｍｔＢ重组菌，采用菌落ＰＣＲ、双酶切、药敏试验及序列分析等方法鉴定重组质粒，测定重组菌的生长曲线及传代后的
最低抑菌浓度（ＭＩＣｓ）以确定重组菌的稳定性。结果表明，构建了１６ＳｒＲＮＡ甲基化酶ＲｍｔＢ重组菌ｐＲｍｔＢ１、ｐＲｍｔＢ２、
ｐＲｍｔＢ４。重组菌对阿米卡星、庆大霉素高度耐药。在没有抗生素选择压力下传代３次后，３株重组菌的生长曲线基本
相似，但只有ｐＲｍｔＢ１维持了对庆大霉素和阿米卡星的高度耐药性。由此可知，重组菌 ｐＲｍｔＢ１较稳定，可作为１６Ｓ
ｒＲＮＡ甲基化酶耐药抑制剂筛选模型。
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　　抗耐药菌感染已成为世界性难题，研究细菌耐药机制，针
对耐药机制寻求新的抗感染药物，寻找一些增强或保护现有

抗菌药物抗菌活性的物质，已成为抗感染治疗尤其是抗耐药

菌感染治疗的一个重要研究方向。

１６ＳｒＲＮＡ甲基转移酶是近年来出现的一种介导临床菌
对氨基糖苷类抗生素尤其是对４，５－及４，６－二脱氧链霉胺
类氨基糖苷抗生素高度耐药的核糖体 ＲＮＡ甲基转移酶［１］。

编码１６ＳｒＲＮＡ甲基转移酶的基因大多位于质粒、转座子、整
合子、插入序列共同区等可动遗传因子上，具有易于传播和扩

散的特点［２－５］。目前，几乎世界各地均有１６ＳｒＲＮＡ甲基转移
酶耐药临床菌出现的报道，且有不断增多的趋势［６－８］，这给临

床抗革兰氏阴性菌感染治疗带来巨大的挑战。因此，通过系

统研究１６ＳｒＲＮＡ甲基转移酶耐药机制，建立有效的药物筛
选模型，寻找有效的药物来抑制１６ＳｒＲＮＡ甲基转移酶的活
性或进一步恢复耐药菌对氨基糖苷类抗菌药物的敏感性或降

低细菌对氨基糖苷类的耐药性具有重要的理论及临床意义。

基于此，本研究进行了１６ＳｒＲＮＡ甲基化酶ＲｍｔＢ耐药重组菌
的构建及其稳定性研究，以期为抗耐药菌药物筛选奠定基础。

１　材料与方法

１．１　试验菌株
１６ＳｒＲＮＡ甲基化酶阳性菌Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ（编号Ｐ－２５），

自临床腹泻猪分离，经 ＰＣＲ检测鉴定携带１６ＳｒＲＮＡ甲基化

酶ＲｍｔＢ。工程菌Ｅ．ｃｏｌｉＪＭ１０９，购自ＴａＫａＲａ生物试剂公司。质
控菌Ｅ．ｃｏｌｉＡＴＣＣ２５９２２，购自杭州滨和微生物试剂有限公司。
１．２　培养基

水解酪蛋白肉汤（ＭＨＢｒｏｔｈ）、ＬＢ肉汤及 ＬＢ琼脂等，均
购自杭州滨和微生物试剂有限公司。

１．３　主要试剂
ＥｍｅｒａｌｄＡｍｐＭａｘＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ、限制性内切酶ＥｃｏＲⅠ

（８～２０Ｕ／μＬ）及ＳａｌⅠ（８～２０Ｕ／μＬ），ＤＮＡ分子量标准ＤＬ
２０００（５０ｎｇ／μＬ）、２５０ｂｐＤＮＡｌａｄｄｅｒ、克隆载体 ｐＭＤ１８－Ｔ
Ｖｅｃｔｏｒ、ＴａＫａＲａＭｉｎｉＢＥＳＴＢａｃｔｅｒｉａＧｅｎｏｍｉｃＤＮＡＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ
Ｖｅｒ．３．０，ＴａＫａＲａＭｉｎｉＢＥＳＴＡｇａｒｏｓｅＧｅｌＤＮＡＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ
Ｖｅｒ．４．０，ＴａＫａＲａＭｉｎｉＢＥＳＴＰｌａｓｍｉｄＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔＶｅｒ．４．０
等，均购自宝生物工程（大连）有限公司。

１．４　供试药物
共１０种药物，阿米卡星（效价６３０μｇ／ｍｇ）、硫酸庆大霉

素（效价５９２μｇ／ｍｇ）、新霉素（效价６５２Ｕ／ｍｇ）、大观霉素（效
价 ６５０Ｕ／ｍｇ），均购自某质检标准物质中心。氯霉素
（９９．３％）、氨苄西林（９５％）、头孢唑林（９９．３％），均购自杭州
某微生物试剂有限公司。氟苯尼考（９８．６３％），购自浙江某
药业有限公司。恩诺沙星（９８．７％），购自上虞某药业有限公
司。多西环素（８４．５６％），购自河北某制药有限公司。
１．５　方法
１．５．１　１６ＳｒＲＮＡ甲基化酶ＲｍｔＢ全基因的ＰＣＲ扩增　应用
ＴａＫａＲａＭｉｎｉＢＥＳＴＢａｃｔｅｒｉａＧｅｎｏｍｉｃＤＮＡＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔＶｅｒ．
３．０提取ＤＮＡ。设计ＲｍｔＢ全序列引物 ＲｍｔＢ－Ｆ：５′－ＣＴＧＴ
ＣＡＧＡＣＣＡＡＧＴＴＴＡＣＴＣ－３′；ＲｍｔＢ－Ｒ：５′－ＧＧＣＧＣＴＧＴ
ＡＡＧＴＡＴＡＡＴＧＧＣ－３′，均由上海英俊生物技术有限公司合
成。确定 ＰＣＲ反应体系［９］，利用梯度 ＰＣＲ确定最佳循环条
件为：９５℃预变性 ５ｍｉｎ；９５℃变性 ３０ｓ，５４℃退火 ３０ｓ，
７２℃ 延伸４５ｓ，３０个循环；７２℃再延伸５ｍｉｎ。取适量 ＰＣＲ
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扩增产物，以ＤＬ２０００的ＤＮＡ分子量标准做参考，以６Ｖ／ｃｍ
的电压，用１．５％～２．０％琼脂糖凝胶进行电泳，结束后拍照
分析电泳结果。

１．５．２　ＲｍｔＢ的克隆、转化及鉴定　按照ＴａＫａＲａＡｇａｒｏｓｅＧｅｌ
ＤＮＡＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔＶｅｒ．２．０ＤＮＡ片段纯化回收试剂盒使用
说明操作，回收带全长基因的ＰＣＲ产物。将回收的目的ＤＮＡ
片断与ｐＭＤ１８－Ｔ载体连接，在１６℃条件下反应１ｈ，同时按
分子克隆试验指南操作［１０］制备感受态细胞并确定ＲｍｔＢ重组
质粒转化体系，然后进行连接转化，挑取白色菌落，使用菌落

或菌液ＰＣＲ法确认载体中插入片段的长度大小。用 ＴａＫａＲａ
ＭｉｎｉＢＥＳＴＰｌａｓｍｉｄＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔＶｅｒ．４．０提取重组质粒，进
行电泳和含量测定。依照 ＲｍｔＢ重组质粒双酶切鉴定体系
（表１），用限制性内切酶 ＥｃｏＲⅠ和 ＳａｌⅠ双酶切重组质粒
ＤＮＡ，３７℃恒温水浴４ｈ后，取５～１０μＬ酶切产物，１．２％琼
脂糖凝胶电泳观察重组菌提取结果。同时将菌落 ＰＣＲ及双
酶切鉴定阳性菌落送至华大基因进行序列测定，测序结果采

用ＤＮＡＳｔａｒ６．０与ＧｅｎＢａｎｋ上下载的序列进行ＭｅｇＡｌｉｇｎ。
１．５．３　ＲｍｔＢ重组菌的药物敏感性检测　选取受试药物，按

表１　ＲｍｔＢ重组质粒双酶切鉴定体系

反应液组分 体积（μＬ）
质粒（１４０μｇ／ｍＬ） ５．０
１０×Ｍｂｕｆｆｅｒ ２．０
ＥｃｏＲⅠ １．０
ＳａｌⅠ １．０
灭菌双蒸水 １１．０
总体积 ２０．０

照ＣＬＳＩ的指导原则选取溶剂进行配制和稀释，在ＭＨ琼脂平
板上挑取单个菌落接种于２ｍＬＭｕｌｌｅｒ－Ｈｉｎｔｏｎ（ＭＨ）肉汤管
中，３７℃振荡培养４～８ｈ，用调节过 Ｃａ、Ｍｇ离子的 ＭＨ肉汤
稀释菌液，使稀释菌液达到 ０．５麦氏比浊管浊度，再按
１∶１００稀释菌液至含菌量约为１×１０６ＣＦＵ／ｍＬ。然后进行
ＭＩＣｓ测定，记录药敏试验结果，以 ＭＩＣ值位于美国临床实验
室标准化协会（ｔｈｅＣｌｉｎｉｃａｌａｎｄＬａｂｏｒａｔｏｒｙＳｔａｎｄａｒｄｓＩｎｓｔｉｔｕｔｅ，
简称ＣＬＳＩ）规定的敏感（ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅ，Ｓ）、中介（ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅ，
Ｉ）、耐药（ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，Ｒ）折点值范围判断药敏试验结果。ＣＬＳＩ
规定的１０种药物敏感、中介、耐药折点值判断标准见表２。

表２　药敏试验判断标准

药物 英文名
ＭＩＣ值（μｇ／ｍＬ）

敏感（Ｓ） 中介（Ｉ） 耐药（Ｒ）
ＭＩＣ质控参数
ＡＴＣＣ２５９２２

阿米卡星 Ａｍｉｋａｃｉｎ ≤１６ ３２ ≥６４ ０．５０～４．００
庆大霉素 Ｇｅｎｔａｍｙｃｉｎ ≤４ — ≥８ ０．２５～１．００
氟苯尼考 Ｆｌｏｒｆｅｎｉｃｏｌ ≤８ １６ ≥３２ —

恩诺沙星 Ｅｎｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ ≤０．２５ ０．５～１ ≥２ —

氨苄西林 Ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ ≤８ １６ ≥３２ ２．００～８．００
多西环素 Ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ ≤４ ８ ≥１６ ０．５０～２．００
头孢唑啉 Ｃｅｆａｚｏｌｉｎ ≤８ １６ ≥３２ １．００～４．００
氯霉素 Ｃｈｌｏｒａｍｐｈｅｎｉｃｏｌ ≤８ １６ ≥３２ ２．００～８．００
硫酸新霉素 Ｎｅｏｍｙｃｉｎ ≤４ ８ ≥１６ —

硫酸大观霉素 Ｓｐｅｃｔｉｎｏｍｙｃｉｎ ≤３２ — ≥１２８ —

１．５．４　ＲｍｔＢ重组菌的稳定性研究　取ＲｍｔＢ重组大肠杆菌
接种于不含阿米卡星、庆大霉素及氨苄西林的ＬＢ固体培养基
上，３７℃过夜培养。２ｄ再挑取平板上的菌落接种于ＬＢ固体
培养基，重复以上操作，连续传３代。将上述连续传了３代的
重组菌接种于ＬＢ液体培养基，于３７℃、２００ｒ／ｍｉｎ振荡培养至
菌液Ｄ６００ｎｍ值约为０．６。再按照１∶１００比例接种于ＬＢ肉汤的
试管中，３７℃、２００ｒ／ｍｉｎ振荡培养，分别于０、２、４、６、８、１０、１２、
１４、１６、１８、２０、２２、２６、２８、３０、３２ｈ后测定菌液的Ｄ６００ｎｍ。以时间
为横坐标，菌液Ｄ６００ｎｍ值为纵坐标，绘出重组菌的生长曲线，测
定重组质粒传代以后的最低抑菌浓度（ＭＩＣｓ）。

２　结果

２．１　１６ＳｒＲＮＡ甲基化酶ＲｍｔＢ编码基因的ＰＣＲ扩增结果
以１６ＳｒＲＮＡ甲基化酶阳性菌 Ｅ．ｃｏｌｉ（编号 Ｐ－２５）提取

的ＤＮＡ为模板，用含ＲｍｔＢ全基因的引物进行 ＰＣＲ扩增，得
到目的片段ＲｍｔＢＰ－２５（图１）。
２．２　１６ＳｒＲＮＡ甲基化酶ＲｍｔＢ编码基因的克隆转化及结果

回收１６ＳｒＲＮＡ甲基化酶ＲｍｔＢ全基因ＰＣＲ扩增产物，将
回收片段与ｐＭＤ１８－Ｔ载体连接，并按照分子克隆实验指南
转化入大肠杆菌 ＪＭ１０９，挑取 ４个白色菌落，分别命名为
ｐＲｍｔＢ１、ｐＲｍｔＢ２、ｐＲｍｔＢ３、ｐＲｍｔＢ４。提取４个重组质粒 ＤＮＡ
进行电泳，结果见图２。

２．３　ＲｍｔＢ重组菌的菌落ＰＣＲ鉴定结果
由图３可知，４个重组质粒中，只有３个 ｐＲｍｔＢ１、ｐＲｍｔＢ２

及ｐＲｍｔＢ４中含有ｒｍｔＢ全基因。
２．４　ＲｍｔＢ重组菌的双酶切鉴定结果

经菌落ＰＣＴ鉴定阳性的重组质粒双酶切鉴定及结果见图４。
２．５　ＲｍｔＢ重组菌的序列分析鉴定结果

上述３个经菌落ＰＣＲ及双酶切鉴定呈阳性的重组菌，送
上海英俊生物技术有限公司进行序列测定。测序结果用

ＤＮＡＳｔａｒ６．０与ＧｅｎＢａｎｋ上下载的序列进行ＭｅｇＡｌｉｇｎ。结果证
实，１６ＳｒＲＮＡ甲基化酶ＲｍｔＢ成功转入大肠杆菌ＪＭ１０９中。
２．６　ＲｍｔＢ重组菌的药物敏感性检测结果

ＲｍｔＢ重组菌对１０种药物的ＭＩＣｓ，由表２可知，３株重组
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菌均对阿米卡星、庆大霉素及氨苄西林耐药。

２．７　１６ＳｒＲＮＡ甲基化酶ＲｍｔＢ重组菌稳定性研究结果
１６ＳｒＲＮＡ甲基化酶 ＲｍｔＢ重组菌 ｐＲｍｔＢ１、ｐＲｍｔＢ２及

ｐＲｍｔＢ４在无抗生素筛选压力下，连续传３代后的生长曲线及
药敏试验结果，由图５及表３可知，重组菌 ｐＲｍｔＢ１对阿米卡
星及庆大霉素仍然高度耐药，其 ＭＩＣ分别为 ＞１０２４μｇ／ｍＬ
及５１２μｇ／ｍＬ。而 ｐＲｍｔＢ２及 ｐＲｍｔＢ４对阿米卡星及庆大霉
素的ＭＩＣ均为４μｇ／ｍＬ。

表２　重组菌对１０种药物的ＭＩＣｓ μｇ／ｍＬ　

菌株 阿米卡星 庆大霉素 氟苯尼考 恩诺沙星 氨苄西林 多西环素 头孢唑啉 氯霉素 新霉素 大观霉素

质控菌 ２ ４ ４ ０．１２５ ８ ２ １ ２ ４ ８
ｐＲｍｔＢ１ ＞１０２４ ５１２ ２ ０．１２５ ＞２５６ １ １ ２ ４ ４
ｐＲｍｔＢ２ ＞１０２４ ５１２ ２ ０．１２５ ＞２５６ １ １ ２ ４ ４
ｐＲｍｔＢ４ ＞１０２４ ５１２ ２ ０．１２５ ＞２５６ １ １ ２ ４ ４

３　分析和讨论

近年来，各类抗生素及抗菌药物的耐药菌迅速发展，给临

床治疗造成严重困难。目前，控制耐药菌感染，探索抗耐药菌

药物采用的策略主要有：（１）筛选具有新作用机制（或新作用
靶位）、新型化学结构的抗菌新药；（２）在作用机制、耐药机制
与构效关系等研究成就的指导下，修饰现有抗生素与抗菌药

物的化学结构，寻找增强与保护抗菌药物性能和探索提高机

体防御机能与减弱微生物病原性的物质。其中，探索具有新

型化学结构，新作用机制的新药是克服当前细菌耐药性的有

效途径之一。但由于新药研发的成本较高、时间较长，因此近

表３　ＲｍｔＢ重组菌连续传３代以后对１０种药物的ＭＩＣｓ μｇ／ｍＬ　

菌 株 阿米卡星 庆大霉素 氟苯尼考 恩诺沙星 氨苄西林 多西环素 头孢唑啉 氯霉素 新霉素 大观霉素

质控菌 ２ ４ ４ ０．１２５ ８ ２ １ ２ ４ ８
ｐＲｍｔＢ１ ＞１０２４ ５１２ ２ ０．１２５ ＞２５６ １ １ ２ ４ ４
ｐＲｍｔＢ２ ４ ４ ２ ０．１２５ ＞２５６ １ １ ２ ４ ４
ｐＲｍｔＢ４ ４ ４ ２ ０．１２５ ＞２５６ １ １ １ ４ ４

　　注：“”表示重组菌ｐＲｍｔＢ２和ｐＲｍｔＢ４经过传代３次以后对丁胺卡那霉素和庆大霉素的耐药性消失。

年来，新药上市的种类越来越少、速度越来越慢。而且，新药

研发的速度往往赶不上耐药性产生的速度，如近年来上市的

唑烷酮类化合物利奈唑胺，在临床治疗革兰阳性菌感染中

具有重要意义，于２０００年在美国首次上市，２００７年８月在中
国上市。但该药全球上市不久，一种介导葡萄球菌对其耐药

的核糖体ＲＮＡ甲基化酶Ｃｆｒ就出现，导致该药在临床上的应
用价值大打折扣。因此，针对耐药机制寻找增强与保护抗菌

药物性能和探索提高机体防御机能与减弱微生物病原性的物

质，在抗耐药菌新药研发中的地位尤显突出。

本研究应用分子克隆技术构建了 １６ＳｒＲＮＡ甲基化酶
ＲｍｔＢ重组菌，并对重组菌进行了稳定性研究。结果表明，１６Ｓ
ｒＲＮＡ甲基化酶ＲｍｔＢ重组菌 ｐＲｍｔＢ１比较稳定，连传３代以
后对丁胺卡那霉素及庆大霉素仍然高度耐药，其 ＭＩＣ分别为
＞１０２４μｇ／ｍＬ、５１２μｇ／ｍＬ。而ｐＲｍｔＢ２、ｐＲｍｔＢ４传代的过程
中，对丁胺卡那霉素及庆大霉素的敏感性恢复，其 ＭＩＣ均为
４μｇ／ｍＬ。研究结果表明，１６ＳｒＲＮＡ甲基化酶 ＲｍｔＢ重组菌
ｐＲｍｔＢ１稳定性较强，可作为１６ＳｒＲＮＡ甲基化酶耐药抑制剂
筛选模型。
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４　结论

本研究应用分子克隆技术构建了 １６ＳｒＲＮＡ甲基化酶
ＲｍｔＢ重组菌，稳定性试验结果表明，１６ＳｒＲＮＡ甲基化酶
ＲｍｔＢ重组菌ｐＲｍｔＢ１稳定性较强，可作为１６ＳｒＲＮＡ甲基化
酶耐药抑制剂筛选模型。
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乳酸菌发酵饲料对断奶仔猪生长性能

和肠道健康的影响

张　铮，石青松，朱伟云，毛胜勇
（南京农业大学动物科技学院／江苏省消化道营养与动物健康重点实验室／南京农业大学消化道微生物实验室，江苏南京 ２１００９５）

　　摘要：为研究乳酸菌发酵饲料对断奶仔猪生长性能和小肠健康的影响，试验选取４８头２８日龄体况良好、体质量
相近的杜长大三元杂交断奶仔猪，随机分成２组，每组４个重复。对照组仔猪饲喂无抗乳猪全价配合饲料，试验组仔
猪饲喂添加２０％乳酸菌发酵饲料的全价料，试验共持续２９ｄ。结果表明，与对照组比较，饲喂添加发酵饲料的全价料
显著提高平均日采食量，但对仔猪免疫器官质量及其脏器指数无显著影响，饲喂发酵饲料显著降低仔猪胃、回肠及结

肠食糜的ｐＨ值，显著提高仔猪结肠中乙酸含量，对仔猪空肠和回肠的肠绒毛高度、隐窝深度以及二者之比无显著性
影响，显著提高仔猪粪便中的乳酸菌数量和降低大肠杆菌的数量，对沙门氏菌的数量无显著影响。结果表明，乳酸菌

发酵饲料对断奶仔猪肠道微生物组成有改善效果，但对生长性能和形态学指标无明显影响。
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Ｅ－ｍａｉｌ：ｍａｏｓｈｅｎｇｙｏｎｇ＠１６３．ｃｏｍ。

　　近年来，随着欧盟和许多国家开始限制和禁用抗生素，寻
找高效安全的饲用抗生素替代品已成为畜牧业发展的当务之

急。目前，微生态制剂和发酵饲料被认为是最有希望的饲用

抗生素替代品，但在生产中发现，微生态制剂实际应用效果不

稳定，且其产品的货架期较短。发酵饲料作为一种绿色、环保

的新型饲料，目前已成为动物营养研究热点。在众多发酵饲

料中，乳酸菌发酵饲料因具有替代或部分替代抗生素的潜力

而受到广泛关注。研究发现，乳酸菌发酵饲料不仅含有大量

活性益生菌，还含有大量的益生素等活菌与代谢产物［１］，同

时乳酸菌在生长过程中还可以消除饲料中的抗营养因子，将

大分子蛋白分解为活性肽或游离氨基酸，对饲料起到预消化

作用［２］。此外，乳酸菌还是多种动物消化道的共生菌，乳酸
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