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Abstract

AIM: To determine whether efflux systems contribute to multidrug resistance(MDR) in Helicobacter pylori (H.pylori).

METHODS: A chloramphenicol-induced MDR model ex vivo was developed in six susceptible H.pylori strains (5 isolates and H.pylori NCTC11637). The minimal inhibitory concentrations (MICs) of erythromycin, metronidazole, penicillin G, tetracycline and ciprofloxacin were determined using agar dilution tests and MDR strains were selected accordingly. The mRNA expression level of hefA was estimated using fluorescence real-time quantitative PCR. A H.pylori LZ1026 knockout mutant (△HpLZ1026) for (putative) efflux protein was constructed through insertion of the Kanamycin resistance cassette from pEGFP-N2 into hefA, and its susceptibility profiles to 10 antibiotics were estimated. Expressions of hefA and hefC genes were detected using PCR in 20 clinically isolated H.pylori strains.
RESULTS: There was similar multidrug-resistance in chloramphenicol-induced screened multidrug-resistant (MDR) strains. Expression level of hefA gene in the 6 MDR strains was significantly higher compared with drug-sensitive strains (5.8466±2.9370 vs 2.6356±1.7245, P = 0.033). △HpLZ1026 was constructed successfully and its sensitivity to four of ten antibiotics was significantly increased. In all the 20 isolated strains, hefA and hefC genes were detected while strains of hefABC gene depletion were not found. 

CONCLUSION: Efflux pump gene hefA plays an important role in multidrug resistance of Helicobacter pylori ex vivo. The hefABC gene exists universally in H. pylori, which plays an essential role in mechanism underlying multidrug resistance. 
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摘要
目的: 研究幽门螺杆菌(H.pylori)分离株的多重耐药机制. 
方法: 用氯霉素对临床分离株H.pylori和标准株H.pylori进行体外诱导, 琼脂稀释法测定诱导后菌株对甲硝唑、四环素、琥乙红霉素、环丙沙星和青霉素G的耐药性, 从而筛选出多重耐药株; 实时定量PCR检测多重耐药株和敏感株中编码主动外排泵外膜蛋白的结构基因hefA的mRNA水平. 通过构建hefA 基因敲除株, 测定敲除前后菌株对10种抗生素的敏感性. PCR扩增20株H.pylori临床分离株主动外排泵结构基因hefA和hefC. 
结果: 经氯霉素诱导后, 筛选出的耐药菌株均表现出相似的多重耐药性, 6株多重耐药株hefA基因mRNA水平显著高于敏感株(5.8466±2.9370 vs 2.6356±1.7245, P = 0.033); 成功构建了hefA基因敲除株(△HpLZ1026), △HpLZ1026对4种抗生素的敏感性明显增加; 所有20株临床分离株中均检测出hefA和hefC基因, 未发现hefABC基因缺失株. 
结论: 主动外排系统hefA基因高表达导致体外人工诱导H.pylori多重耐药的产生; hefABC基因在H.pylori中普遍存在, 且在H.pylori多药耐药机制中起重要作用. 
关键词: 幽门螺杆菌; 多重耐药; 外排泵; 实时定量PCR; 基因敲除
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0引言

世界人口50%以上存在幽门螺杆菌(Helicobacter pylori, H.pylori)感染[1-4]. 已经证实H.pylori感染是慢性活动性胃炎、消化性溃疡、胃黏膜相关淋巴组织淋巴瘤的主要病因, 与胃癌的发生亦有密切关系[5-6]. 随着抗生素在根除H.pylori治疗中的广泛应用, H.pylori耐药的发生率不断上升, 而且, 已经出现同时对甲硝唑、克拉霉素、阿莫西林耐药的多重耐药株[7], 研究表明, 能将抗生素主动排出体外的外排泵在细菌的多重耐药机制中起重要作用[8-11]. 与细菌多重抗生素耐药性有关的主动外排泵系统主要归于5个家族／类[12-13], 其中, 耐受-生节-分裂家族(Resistance-Nodulation-Division [RND] family, 在革兰氏阴性菌多重耐药中起重要作用, 能够排出底物相似性很小底物, 包括多类抗菌药物, 也包括用于消毒灭菌的抑菌剂、去污剂、表面活性剂、染料及有机溶剂等[8,10]. 杨海燕等[14]研究发现acrAB-RND泵的过度表达与志贺菌的多重耐药产生密切相关. Bina等[15]鉴定了H.pylori中存在hefABC, hefDEF, hefGHI三种RND类主动外排系统, 通过基因敲除技术分别使三种外排泵功能失活后, 用纸片扩散法对敲除前后菌株进行药敏试验, 结果显示RND类外排泵在H.pylori产生多重耐药中的作用仍未明了; 而van Amsterdam等[16]通过敲除tolC同源[17]的外膜通道蛋白编码基因, 显示外排泵在H.pylori对甲硝唑耐药机制中起重要作用, 然而外排泵的编码基因在H.pylori多重耐药株中的表达情况未精确定量. 由于亚洲H.pylori菌株在生物学性状与欧美地区H.pylori菌株存在诸多不同[18], 本文以中国H.pylori菌株为研究对象, 研究主动外排系统hefABC在H.pylori临床分离株中的诱导表达情况, 采用更加精确的琼脂二倍稀释法测定hefA基因敲除株H.pylori对多种抗生素的耐药性,为克服H.pylori的多重耐药产生提供理论基础. 结果报道如下. 
1材料和方法
1.1 材料 
用于体外诱导耐药试验的H.pylori和H.pylori LZ1026株随机选取于消化性溃疡或慢性活动性胃炎患者胃黏膜活检标本(郑州大学第二附属医院消化内科胃镜室, 2006-03/2007-07), 采用含70 mL/L羊血的布氏培养基, 37℃微需氧(850 mL/L N2、100 mL/L CO2、50 mL/L O2)、相对湿度>98％的条件下培养3 d, 菌株经生化反应(尿素酶、触酶、氧化酶) 及HE染色、形态学鉴定, 获取临床分离株; HP NCTC11637、质粒pBluescript II SK(-)和 pEGFP-N2 由河南分子医学重点实验室提供. 阿莫西林、头孢他定、萘啶酸、庆大霉素、多黏霉素B、克拉霉素、氟哌酸、四环素、氯霉素、环丙沙星、甲硝唑、头孢噻肟、琥乙红霉素、青霉素G均购自中国药品生物制品检验所; DNA提取试剂盒、总RNA 抽提试剂盒和cDNA第一链合成试剂盒购自北京塞百盛生物公司; pMD19-T vector 购自TaKaRa公司; RealMasterMix(SYBR Green) 试剂盒均购自宝赛公司; 荧光定量仪: Gene Amp 5700 Sequence Detector定量PCR扩增仪及配套分析软件Gene Amp 5700 SDS(美国Perkin-Elmer公司). PCR引物设计, 参照Bina等[15]在GenBank上公布的H.pylori hefABC基因序列, 进行同源性序列分析, 在其保守区段内设计, 参照文献[19], 内参选用gyrB基因(DNA 旋转酶B亚单位基因), 由上海生物工程技术服务公司合成. 
1.2 方法

1.2.1 多重耐药H.pylor的体外诱导和筛选: (1)对临床分离敏感菌株进行单菌落传代培养, 测定诱导剂氯霉素对受试菌的最低抑菌浓度(minimal inhibitory concentration, MIC); (2)在含1/2×MIC诱导剂的培养基接种3 μL培养物(108 CFU/L), 37℃培养48 h. 挑选生长良好的菌落,  接种于含1×MIC 诱导剂的培养基, 37℃培养48 h. 不断提高诱导剂在培养基中的浓度, 重复传代培养, 直至诱导剂浓度大于或等于128×MIC, (3)上一步最后得到的耐药株, 作4次无诱导剂传代培养后, 接种于含4×MIC 诱导剂的培养基培养, 证实耐药菌株为非适应性耐药[20-21]. 将经诱导获得的菌株作琼脂平板培养, 分别接种于含四环素、青霉素G、环丙沙星、甲硝唑、琥乙红霉素药物(4×MIC) 的琼脂平板, 37℃培养48 h, 筛选出多重耐药菌株[22]. 
1.2.2 抗菌药物最低抑菌浓度测定: 用琼脂平皿二倍稀释法测定5种抗菌药物对多重耐药株的最低抑菌浓度. 并确定其多重耐药谱及相应的MIC. 
1.2.3 H.pylor hefA、hefC 基因的检测: 采用DNA提取试剂盒提取H.pylori基因组DNA. PCR 扩增体系50 μL, 三蒸水24.5 μL, 10×PCR 反应缓冲液5 μL, 25 mmol/L MgCl2 3 μL, 1 mmol/L×dNTP 4μL, 2.5 μmol/ L 引物各2.5 μL, 模板DNA 8 μL, 5 U Taq 酶0.5 μL, 94℃变性1 min, PCR循环参数为: 94℃ 30 s, 55℃ 45 s, 72℃ 120 s共30个循环, 最后72℃延伸600 s. 用含0.5 mg/L溴化乙啶的10 g/L琼脂糖电泳分析PCR产物并拍照, 扩增用引物见表1(hefA, hefC). 
1.2.4 H.pylor hefA基因表达水平的检测与分析: 取37℃微需氧(850 mL/L N2、100 mL/L CO2、50 mL/L O2)、相对湿度>98％的条件下培养3 d H.pylor, 从培养基上收集H.pylor重悬于磷酸盐缓冲液中,紫外分光光度计测定浓度, 当A660nm = 0.1, 取1 mL提取其总RNA. 幽门螺杆菌总RNA的提取按TRIzol试剂盒说明书步骤操作, 紫外分光光度计测定RNA含量. 反转录体系如下: M-MLV 酶200 U, 5×缓冲液4 μL, 0.1 mol/L DTT 2 μL, RNasin 20 U, 5 mmol/L dNTPs 2 μL, RNA 2 μg, 100 mg/L随机引物1 μL, 加DEPC处理水至总体积20 μL, 37℃ 1 h. 将上述反转录产物进行PCR扩增, 引物见表1(hefA, gyrB),反应体积及参数同1.2.3
1.2.5 实时定量PCR: 取hefA表达阳性菌株Hp11032的hefA, gyrB反转录PCR产物(cDNA), 纯化后连接于pMD19-T质粒, 重组质粒纯化后进行浓度测定, 梯度稀释作为标准曲线用标准品. 25 μL PCR反应体系中包括: 上下游引物各0.5 μL(10 μmo1), 2×Mix12.5 μL(包括反应缓冲液、dNTP、MgCl2、SYBRGreen I、Taq酶), 双蒸水1l μL, cDNA标本1 μL. 将不同浓度的标准模板同时进行PCR, 扩增条件同1.2.4, 循环35次, 同时进行RNA为模板的阴性对照, 每个样本进行三次重复. 将检测的临界点设定在PCR扩增过程中, 荧光信号由本底进入指数增长阶段的拐点所对应的循环数(threshold cycle, CT)作为模板初始浓度的间接指标, 将不同浓度的标准模板拷贝的对数和相应的CT值作图, 得到标准曲线. 将所扩增的PCR产物同时进行琼脂糖凝胶电泳和溶解曲线分析[23-26]. 
1.2.6 hefA基因敲除株的构建: DNA扩增、转化、酶切鉴定参照文献[27-28]方法进行, 以临床分离株HpLZ1026(分离于胃溃疡患者)为模板, PCR扩增hefA基因编码区277-1574 bp, 1298 bp大小片段(hefAM) (参照GenBank上公布的Hp11637 hefA序列设计引物), 以质粒pEGFP-N2为模板, 扩增卡那霉素抗性基因(kmR), 引物设计及扩增片段大小见表1(hefAM, kmR), DNA序列测定由上海生物工程技术服务公司完成. hefA, pBluescript II SK(-)经XbaⅠ, XhoⅠ双酶切后, 连接鉴定; 在hefA基因715 Bp位点处插入kmR抗性基因, 提取重组质粒电转化经微需氧培养H.pylori: 自培养72 h的固体培养基上刮取H.pylori于1 mL 150 mL/L甘油-9％蔗糖溶液, 4℃ 5000 r/min离心10 min(重复3次), 沉淀重悬于50 μL 150 mL/L甘油-9％蔗糖溶液中, 应用U-2001紫外可见分光光度计, 测定A660nm吸光度值(A660nm = 1, 细菌浓度约1011 CFU/L), 调整细菌浓度为1013CFU/L. 4℃放置10 min, 加打靶载体pBSK-hefA-mutant 500 ng, 冰上静置5 min, 移入-20℃预冷的0.1 cm电击池中, 冰浴5 min, 电击池置电穿孔架上, 设定电击条件: 25F, 1.8kV, 200Ω, 4.92s, 电击后, 立即加SOC缓冲液100 μL与电击池中细菌混匀, 静置5 min, 将电转液均匀涂布于普通H.pylori培养平板上, 37℃微需氧培养48 h后, 刮取平板上所有菌落于无菌生理盐水中混匀, 转涂于含25 mg/L卡那霉素的H.pylori平板上继续培养3-6 d, 挑取单个菌落培养鉴定. 用琼脂平皿二倍稀释法测定10种抗菌药物对hefA基因敲除前后菌株的最低抑菌浓度. 
统计学处理 采用配对t检验分析在野生敏感株和多药耐药株之间mRNA表达水平的差异. 数据采用SPSS10.0统计软件包进行统计分析. 
2 结果

2.1 临床分离H.pylor诱导耐药结果 
在5株野生敏感株和1株标准株(NCTC11637)中, 经氯霉素诱导和筛选出的耐药菌株, 均表现出相似的多重耐药性. 5种受试的抗菌药中, 四环素、青霉素G、环丙沙星、甲硝唑的MIC都程度不同地明显提高, 其中4株菌未诱导出对琥乙红霉素较高浓度的耐药(表2). 
2.2 临床分离H.pylor hefA 的表达水平 
幽门螺杆菌RNA提取、反转录PCR结果如(图1). 荧光实时定量PCR检测幽门螺杆菌hefA相对表达量: 本研究中将hefA基因mRNA的初始浓度与相对应的gyrA基因的初始浓度相除来进行标准化, 从而得出hefA基因产物的相对定量. 5株敏感野生株和Hp11637中均可检测出不同程度的hefA mRNA表达, 相对表达量为2.6356±1.7245; 其相对应的氯霉素诱导后多药耐药株中亦可检测出hefA mRNA的表达, 其相对表达量为5.8466±2.9370(表3). MDR组hefA基因表达水平显著高于敏感野生株(P = 0.033) (图2). 
2.3 hefA基因敲除株的药敏试验 
成功构建了hefA基因敲除株(△HpLZ1026), hefA基因编码区内1147 bp大小片段被测序并提交GenBank数据库(登录号EU271683). 与基因敲除前野生株HpLZ1026相比, 琼脂稀释法测定MIC显示, 10种抗生素(阿莫西林、头孢他定、萘啶酸、庆大霉素、多粘霉素B、克拉霉素、氟哌酸、环丙沙星、头孢噻肟、氯霉素)中, 有4种抗生素MIC比敲除前野生株下降了8倍, 分别为: 克拉霉素降低了8倍、头孢噻肟降低了32倍、氯霉素降低了16倍、庆大霉素降低了8倍. 
2.4 H.pylor hefABC 基因检测结果 
随机筛选20株临床分离幽门螺杆菌均检测出hefA, hefC基因, PCR扩增产物分别为140 bp、162 bp, 未发现hefABC基因缺失株. 
3 讨论

研究表明, 能将抗生素主动排出体外的外排系统在细菌的多重耐药机制中起重要作用[8-11], 主动外排系统(外排泵) 机制被认为是细菌产生多重耐药的主要机制[8, 10]. 革兰氏阴性菌多重耐药中起重要作用RND多重药物主动外排系统, 是由三个蛋白成份形成的蛋白复合体[9, 12], 即质膜主动转运体位于细菌质膜(内膜), 并与系于质膜的膜融合蛋白, 及位于细菌外膜但延伸向质膜的外膜因子蛋白一起形成转运复合体, 以达到有效外排药物的功能. RND主动外排系统中三个蛋白成分中任一蛋白的功能缺陷都会导致外排功能的失活. 随着抗生素在根除H.pylori治疗中的广泛应用, H.pylori耐药的发生率不断上升, 而且, 已经出现多重耐药株[7]. RND类外排系统介导的药物外排作用是其可能机制. H.pylori中存在hefABC, hefDEF, hefGHI三种RND类主动外排系统, 其中hefA, hefD, hefG编码外膜因子蛋白, hefB, hefE, hefH编码膜融合蛋白,  hefC, hefF, hefI编码质膜主动转运体; 经过反转录PCR扩增, 显示hefDEF, hefGHI在体外表达量很少或不表达[15]. Apweiler等[29]报道, 在H.pylor 26695基因组中共有27个外排泵质膜主动转运体基因, 只存在4种编码外膜蛋白基因(H.pylor 0605, H.pylor 0971, H.pylor 1327和H.pylor 1489), 外膜蛋白的缺失将严重影响外排系统的功能[16]. 
本文以H.pylori的外膜通道蛋白的编码基因hefA(H.pylor 0605)为研究对象, 进行了H.pylor临床分离株在次抑菌浓度下的氯霉素耐药性诱导试验[19], 首次建立了H.pylori的多药耐药性诱导试验模型, 因纸片扩散法敏感性差, 可能导致阴性的药敏结果的产生[15], 我们采用琼脂二倍稀释法测定抗生素对菌株的MIC, 经氯霉素诱导后的6株敏感株H.pylor, 在对氯霉素产生耐药的同时, 也产生了对结构和作用机制不同的四环素、环丙沙星、甲硝唑、琥乙红霉素、青霉素G 5种抗生素不同程度的耐药, 诱导耐药株对5种抗生素的MIC值比诱导前敏感株增加了4倍以上, 提示外排泵的存在[30]. 本实验中4株菌未诱导出对琥乙红霉素较高浓度的耐药, 可能原因为, 与其他革兰氏阴性菌不同[31-33], RND类外排系统在H.pylori中有着不同的底物特异性. 对其外排泵hefABC结构基因中编码外膜通道蛋白基因hefA 的mRNA表达量, 用实时定量PCR进行精确定量, 显示在多药耐药株中表达量明显高于野生敏感株(P=0.033). 对中国临床分离株H.pylor LZ1026通过基因敲除技术, 敲除hefA基因, 使H.pylori中hefABC-RND外排系统功能失活, 并测定敲除前后对多种抗生素的MIC, 显示敲除后△H.pylor LZ1026对10种抗生素中的4种敏感性明显增加, 进一步证实hefA基因在H.pylori多重耐药产生机制中起重要作用. △H.pylor LZ1026对其他6种抗生素敏感性与敲除前相比未显示增加, 可能因为H.pylori中除了hefABC外排系统, 还有其他外排机制的存在[12]. 
外排泵在敏感菌株之间不表达或表达量很低, 在接触抗生素之后, 表达量明显增加, 从而对在一定抗生素浓度下的细菌起到保护作用,  为存活下来的细菌进一步获得特异性耐药(如药物靶位突变)提供机会, 产生具有临床意义的多重耐药株. 多重耐药性外排泵和其他耐药机制如基因位点的突变等机制协同作用, 共同提高H.pylori的耐药性, 可能导致高水平耐药株的产生. 本研究发现, 对20株临床分离H.pylor hefABC基因进行扩增显示, 未见hefA, hefC基因缺失株, 证明外排泵在H.pylor中普遍存在. 本研究表明, 外排泵在H.pylor多重耐药中起重要作用, 介导了H.pylor多药耐药株的产生. 
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表 1  PCR引物列表
	引物名称                        序列a                              扩增大小(bp)  

	hefA          F: 5’-ACGCCTCGAGTAAAAGCGCAAGGGAATTTG-3’         142
              R: 5’-ACGCTCTAGATTCGCTAATTGGCCTAGCAT-3’
hefC          F: 5’-TGGAAATCACAGAAACTAAAAGC -3’                  162
              R: 5’-TGGTTGAAGGGGCGAATTA -3’
gyrB          F: 5’-TTACTACGACTTATCCTGGGGCTAGCGCTG-3’           267
              R: 5’-CCCCATCAATTTCCACATTCTCCGC-3’ 
hefAM         F: 5’- GCGCTCGAGGTGGGGCTACCACTAATCTC-3’          1298             
              R: 5’-CGTCTAGACAATCCCTGTGCTGTCTA-3’                                  
kmR           F: 5’- GCAAGCTTAATGATTGAACAAGATGGATTG-3’         800            
R: 5’-GCAAGCTTTCAGAAGAACTCGTCAAGAAG-3’                         


1黑体部分为基因敲除用酶切位点, F: 上游引物, R: 下游引物.
表 2 氯霉素诱导株的多重耐药性比较 (mg/ L )
	菌株      处理            甲硝唑       琥乙红霉素     环丙沙星    四环素        青霉素G

	03154  诱导前MIC(mg/L)      0.125         0.125          0.25         0.25           0.125

      诱导后MIC 提高倍数     8×           4×           4×         8×            16×

12025  诱导前MIC(mg/L)       2.0           0.0625        0.125        0.03         0.0625

       诱导后MIC 提高倍数     16×           2×            8×         4×            16×

12021  诱导前MIC(mg/L)       4.0           0.125          0.25        0.125         0.0625

       诱导后M IC 提高倍数    16×           1×           16×        8×             8×

11032  诱导前MIC(mg/L)       1.0           0.0625        0.0625       0.0625        0.25

       诱导后MIC 提高倍数     8×           4×           4×         16×           16×

03174  诱导前MIC(mg/L)       0.5           0.125          0.25        0.125       0.125

       诱导后M IC 提高倍数    8×           1×            8×         4×           32×    

11637  诱导前M IC(mg/L)       0.5           0.0625         0.125       0.03           0.25

       诱导后M IC 提高倍数    4×            2×            4×        8×           16×


表3 敏感野生株及MDR菌株实时定量PCR结果
	菌株   WT(gyrB)  WT(hefA)   MDR(gyrB)   MDR(hefA)     WT(hefA/gyrB)  MDR(hefA/gyrB) 

	03154  0.379       0.71        0.33         0.86             1.87            2.67      

12025  0.78        0.25        0.21         0.59             0.32            2.84        

12021  0.80        0.98        0.02         0.17             1.22            8.94        

11032  0.32        1.26        0.03         0.18             3.84            5.04        

03174  0.13        0.54        0.02         0.11             4.16            6.03       

11637  0.23        1.03        0.05         0.49             4.41            9.56      


WT: 野生敏感株   MDR: 多重耐药株
M    1    2   3   4   5    6

 SHAPE  \* MERGEFORMAT 



图 1 hefA、gyrB 反转录PCR产物电泳图

M: 100 bp Marker, 1、2: gyrB, 4、5: hefA, 3、6: RNA模板阴性对照. 
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图 2 hefA在野生株和多药耐药株中的表达. 
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