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摘要 为了探究低能N+注入对大肠杆菌16S rRNA遗传进化与耐药表征的作用，本研究利用低能N+注入诱变

筛选耐药大肠杆菌，通过基因组de novo测序获得其16S rRNA基因序列，通过K-B法检测诱变菌株的耐药

特征。结果共诱变获得了 25 株耐药菌株，其中 5 株诱变菌 16S rRNA 基因分别出现片段缺失，点突变

（A257C），GC%含量增高，二级结构变异，并获得多药耐药特性。结果提示：低能N+注入可以驱动大肠杆

菌16S rRNA基因的随机突变和进化，进而调节耐药基因从头合成或变异，使大肠杆菌耐药性改变。
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Genetic evolution of 16S rRNA in Escherichia coli induced by low-energy N+ implantation
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ABSTRACT To further understand the role of low-energy N+ implantation in the phylogenetic evolution and 

characterization of drug resistance in Escherichia coli (E.coli), this study used low-energy N+ ion implantation to 

screen for drug resistant E.coli. The 16S rRNA gene sequences were obtained through de novo genome sequencing, 

and the drug resistance characteristics of mutant strains were assessed using the K-B method. Twenty-five drug-

resistant strains were obtained by mutagenesis. The 16S rRNA in five mutant strains had a point mutation (A257C) 

or a gene deletion in C1, V1, V2, V6−V9, and C6−C9 regions, respectively. GC content increased and the mutation 
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rate reached 0.4%−0.6%. The results indicate that low-energy N+ ion implantation could trigger mutations and drive 

16S rRNA gene evolution in E.coli., which could accelerate development of antibiotic resistance in E.coli.

KEYWORDS Low-energy N+ ion implantation, Escherichia coli, 16S rRNA, Antibiotic resistance simulation
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大肠杆菌（Escherichia coli）是家禽、家畜及人

肠道中最常见的条件致病菌之一，能够引起人体

或动物胃肠道感染，尿道感染，关节炎，脑膜炎

甚至败血症。近年来，在动物养殖过程中，抗生

素的使用量逐年上升，导致大肠杆菌对常用抗菌

药的耐药性不断攀升，传播广泛，给人体健康、

畜牧养殖和食品安全带来新的挑战。有研究［1-2］发

现，大肠杆菌主要通过染色体突变、耐药因子的

水平转移合成抗生素水解酶，改变细菌细胞膜外

排蛋白结构和数量，降低药物与靶标结合的亲和

力并产生耐药性。16S rRNA基因在结构与功能上

具有高度的保守性，其进化具有良好的时钟性质，

是细菌系统分类研究中最常用的分子钟。16S 

rRNA基因序列分析也是目前微生物种属鉴定、微

生物群落结构分析最常用的系统进化标记分子［3-5］。

Nie 等［6］使用 γ 射线辐照诱变枯草芽孢杆菌

（Bacillus subtilis），累计剂量为 0.1~1.2 kGy，获得

诱变型 B. subtilis，其 16S rRNA 未发生突变。

Rozhko等［7］使用低剂量α射线、β射线照射海洋发

光细菌，其16S rRNA亦未发生突变。而课题组前

期研究发现，低能离子注入介导获得的离子束重

组沙漠寡营养细菌DOB073株 16S rRNA基因拷贝

数、基因序列出现显著变化，并出现了 21个与磷

霉素、青霉素及万古霉素等耐药性相关新基因［8-9］，

但是低能离子注入诱变是否与大肠杆菌 16S rRNA

进化和耐药性发生相关，目前尚未见报道。

本研究通过注入不同剂量的低能N+诱变大肠

杆菌ATCC25922获取变异菌株库，以抗性平板筛

选对诺氟沙星、多粘菌素B、链霉素耐药的菌株，

并通过生物信息学方法和琼脂扩散法分析诱变菌

株的 16S rRNA序列、耐药基因及其耐药性变异，

为探索大肠杆菌的耐药性形成机制研究提供参考。

1   材料和方法

1.1　  材料　

大肠杆菌ATCC-25922株，购自中国工业微生

物菌种保藏管理中心。诺氟沙星、多粘菌素B、链

霉素，购自索莱宝生物科技有限公司；Mueller-

Hinton Broth （MH）培养基，购自OXOID公司；抗

生素药敏片，购自杭州微生物试剂有限公司。生

物改性离子注入装置，西安工业大学离子束生物

工程及生物多样研究中心。JC-150A生化培养箱，

山东精诚仪器仪表有限公司。

1.2　  方法　

1.2.1　 低能离子注入诱变和耐药菌株的筛选　

将ATCC25922株接种MH培养基，培养至对

数生长期，洗涤 3次后用无菌水将菌液稀释至 1×

109 CFU/mL，菌悬液按照 100 μL/皿均匀涂布于培

养平皿中，无菌风吹干成菌膜；将菌膜置于生物

改性离子注入装置靶室中，设置真空度为 10−3 Pa，

注入能量为15 keV，注入剂量为100×1014 cm−2，进

行N+注入诱变；诱变后每皿菌膜加 1 mL LB培养

基进行复苏，以 100 μL/板将所有复苏菌液均匀涂

布于MHA平板上，37 ℃培养 24~72 h，计算诱变

存活率；诱变存活菌株分别转接含 16 μg/mL诺氟

沙星（MHA-NOR+）、4 μg/mL 多粘菌素 B（MHA-

PB+）和 32 μg/mL 链霉素（MHA-SM+）的平板，

37 ℃培养 24~72 h，传代 3次并记录平板菌落数，

以获得遗传稳定的耐诺氟沙星、多粘菌素B和链霉

素的大肠杆菌。

1.2.2　 大肠杆菌基因组测序与16S rRNA分析方法

将出发菌株ATCC25922与低能离子注入诱变

获得的耐药大肠杆菌送北京诺禾致源科技股份有

限公司进行全基因组测序，用Spades将 de novo测

序数据组装其基因组［10］，用 RNAmmer（http：//

www.cbs.dtu.Dk/services/RNAmmer）从基因组中获

取所有的 16S rRNA 基因序列［5］，利用 Clustalw 

（http：//www. clustal. Org/clustal2）进 行 所 有 16S 

rRNA基因序列的完全比对［11］，并利用MUSCLE、

Mrbayes、DNASTAR.Lasergene.v11 MegAlign 进行

序列比对分析和系统进化树绘制［12-14］。

1.2.3　 大肠杆菌16S rRNA的二级结构分析　

利用 Vienna RNA Web Services（http：//ma. tbi.

univie.ac.at）对所有低能离子注入诱变获得的耐药

大肠杆菌的16S rRNA 基因序列进行比对，预测保

守二级结构的预测［15］，并使用软件RNAfold对16S 
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rRNA的9个保守区（C区）和9个可变区（V区）区域

序列分别进行二级结构预测［16］，取自由能最低的

结构生成二级结构折叠图。

1.2.4　 大肠杆菌耐药相关基因分析　

利用 Spades软件对大肠杆菌测序数据进行拼

装，利用 blast将预测的基因比对到抗生素抗性基

因与金属抗性基因Bacmet数据库和抗生素抗性基

因在线SARGs获得抗性相关基因信息［17-18］。

1.2.5　 大肠杆菌的耐药特征　

将 16S rRNA变异的诱变耐药大肠杆菌与出发

菌株ATCC25922通过K-B琼脂扩散法，鉴定菌株

对常用抗生素药物敏感性的变化［19］。

2   结果与讨论

2.1　  低能N+注入及耐药菌株的筛选　

低能N+注入诱变大肠杆菌存活率和突变率结

果见表1。

将ATCC25922株进行低能N+注入诱变，结果

3次诱变真空对照组在MHA平板上共长出 39 042

个菌落，存活率为 96.8%，经过 3次转印MHA抗

性平板，筛选获得 1 株对多粘菌素 B 耐药大肠杆

菌，阳性突变率0.003%。而离子注入组在MHA平

板上共长出 4 797 个突变菌落，诱变存活率为

15.99%。经过分别转印 MHA-NOR+抗性平板、

MHA-PB+抗性平板和 MHA-SM+抗性平板传代 3

次，筛选获得 4株对诺氟沙星耐药大肠杆菌（阳性

突变率0.083%）；11株对多粘菌素B耐药大肠杆菌

（阳性突变率 0.229%）和 10株对链霉素耐药大肠杆

菌（阳性突变率 0.208%）实验结果说明，与真空对

照组相比，离子注入引发细胞损伤，降低了大肠

杆菌的存活率，同时提高了菌体的突变率；而3次

诱变获得不同数量存活菌株和不同耐药特征耐药

株，说明低能N+可以加速大肠杆菌耐药性的进化，

但其诱变是随机的，非定向的。

2.2　  诱变耐药大肠杆菌16S rRNA序列分析　

通过RNAmmer工具对离子诱变获得的25株对

离子注入诱变获得的耐药大肠杆菌及出发菌株

ATCC25922进行16S rRNA序列预测，共获得26条

16S rRNA 序列。其中，ATCC25922 株 16S rRNA

序列长度 1 530 bp，诱变耐药菌株 16S rRNA可以

分为以下6种类型（表2，图1）：（1）ATCC25922型，

共 20 株，其 16S rRNA 序列与 ATCC25922 株完全

相同，占诱变耐药菌株数量的 80%；（2）EC-N4

株，16S rRNA序列长度1 264 bp，第1~266片段缺

失，与 ATCC25922 株同源性 99.5%；（3）EC-N32

株，16S rRNA序列长度仅 908 bp，第 1~86片段和

995~1 530片段缺失，且 257位点有突变（A257C），

与 ATCC25922 株同源性 99.4%；（4）EC-N35 株，

16S rRNA 序列长度 1 444 bp，第 1~86 片段缺失，

且257位点有突变（A257C），与ATCC25922株同源

性 99.5%；（5）ECD-S34 株，16S rRNA 序列长度

1 254 bp，第 1 255~1 530 片段缺失，与 ATCC25922

株同源性 99.5%；（6）ECD-P9株，16S rRNA序列长

度 1 459 bp，第 1~72片段缺失，与ATCC25922株

同源性99.6%。

α、β、γ和Х射线，高能离子、低能离子等辐

射源，均可作用于微生物体DNA、蛋白质等生物

大分子引起电离和激发，使化学键断裂、分子变

性。其中，低能N+加速后注入生物体后通过能量

沉积、质量沉积、动量传递和电荷交换直接造成

胞内重要的生物大分子如蛋白质被分解，双链

DNA的解链、断裂，单链DNA和碱基的损伤，进

表表1　低能低能N+注入诱变大肠杆菌存活率和突变率注入诱变大肠杆菌存活率和突变率
Table 1　Mutation survival rate and mutation rate of antibiotic-resistant E.coli by N+ implantation

组别

Groups

1

2

3

合计 Total

对照组Control group

存活菌株

Survival number

1 728

1 472

1 597

4 797

39 042

存活率 / %

Survival rate

17.28

14.72

15.97

15.99

96.8

耐药菌株数（突变率 / %）

Number of antibiotic-resistant E.coli (mutation rate)

NOR+

4（0.231）

0

0

4（0.083）

0

PB+

2（0.116）

7（0.476）

2（0.125）

11（0.229）

1(0.003)

SM+

0

0

10（0.626）

10（0.208）

0
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而在自我修复过程部分基因会发生基因片段插入、

缺失、颠换，并由此引起生物性状的改变［20］。包

珊珊等［8］用低能N+注入介导外源基因转化沙漠寡营

养 细 菌（DOB）， 结 果 3 株 离 子 束 重 组 菌 株

DOB073、DOB113、DOB981 的 16S rRNA 基因拷

贝数增加了 5个，并在C1区、V1区、V2区、V4

区、V6区、V7区、V9区都出现了基因突变。说

明低能 N+可以加速大肠杆菌 16S rRNA 基因的改

变，改变以基因拷贝数、片段插入或缺失和点突

变随机体出现［9］。

2.3　  诱变耐药大肠杆菌 16S rRNA序列GC含量

分析　

对预测得到的 16S rRNA序列的碱基组成进行

分析，发现出发菌株 ATCC25922 株的 GC 含量为

54.71%，诱变耐药菌株的 16S rRNA基因的GC含

量均表现增加趋势，尤其EC-N32菌株，T%下降，

C%和GC%显著上升。其原因可能是低能离子通过

动量传递和电荷交换使菌体16S rRNA基因分子突

变（G>T）［20］，也可能在注入后基因重组和修复过程

中出现 GC 偏向性基因转换（gBGC），从而增加

DNA中的GC含量［21］。

表表2　诱变耐药大肠杆菌的诱变耐药大肠杆菌的16S rRNA序列特征序列特征
Table 2　Characteristics of 16S rRNA gene in antibiotic-resistant E.coli by N+ ion implantation

组别

Groups

ATCC25922

EC-N4

EC-N32

EC-N35

ECD-S34

ECD-P9

长度 / bp

Length

1 530

1 264

908

1 444

1 254

1 459

同源性 / %

Homology

100

99.5

99.4

99.5

99.5

99.6

耐药菌株比例 / %

Proportion of antibiotic-

resistant E.coli

80 （20/25）

4（1/25）

4（1/25）

4（1/25）

4（1/25）

4（1/25）

NOR+株比例 / %

Proportion of 

NOR+

4（1/25）

4（1/25）

4（1/25）

4（1/25）

0

0

PB+株比例 / %

Proportion of PB+

40（10/25）

0

0

0

0

4（1/25）

SM+株比例 / %

Proportion of SM+

36（9/25）

0

0

0

4（1/25）

0

图1　诱变耐药大肠杆菌的16S rRNA序列特征
Fig. 1　Structure of 16S rRNA gene in antibiotic-resistant E.coli by N+ ion implantation

表表33　诱变耐药大肠杆菌诱变耐药大肠杆菌1616S rRNAS rRNA序列序列GCGC含量含量
Table 3　GC% analysis of 16S rRNA gene of 

antibiotic-resistant E.coli by N+ ion implantation

类别

Groups

ATCC25922

EC-N4

EC-N32

EC-N35

ECD-S34

ECD-P9

A%

25.10

25.00

25.00

24.93

25.28

24.81

T%

20.20

20.17

19.38

20.08

19.86

20.29

C%

31.83

31.57

32.93

31.99

32.30

31.94

G%

22.88

23.26

22.69

22.99

22.57

22.96

CG%

54.71

54.83

55.62

54.99

54.86

54.90
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2.4　  诱变耐药大肠杆菌系统进化分析　

以出发菌株ATCC25922和NCBI下载的其他大

肠杆菌 ATCC 参考株 16S rRNA 基因序列为对照，

对 16S rRNA序列有变化的 5株诱变耐药菌株进行

系统进化分析。结果表明，诱变菌株 ECD-P9 与

ATCC25922高度一致，均为同一物种簇，其他诱

变耐药菌株同源性由高到低分别为EC-N4、ECD-

S34、EC-N35、EC-N32，且与大肠杆菌参考株同

源性均高于 99%。说明低能N+离子注入诱变大肠

杆菌16S rRNA基因发生片段缺失，但未出现显著

的跨种属进化特征。

2.5　 诱变耐药大肠杆菌 16S rRNA 的二级结构

分析

使用软件 RNAFOLD 对诱变耐药大肠杆菌的

16S rRNA的C区和V区序列分别进行二级结构预

测，结果见图 3。除了EC-N4株的C1、V1、C2和

V2 区缺失，EC-N32 株的 C1、V6~C9 区缺失，

ECD-S34株的V8、C8、V9和C9区缺失，所有诱

变耐药大肠杆菌和ATCC25922株的C2、C4、C6、

C7、V2、V3、V6、V7 和 V9 区二级结构保守无

变化。

图2　诱变耐药大肠杆菌系统进化分析
Fig.2　Phylogenetic tree of antibiotic-resistant E.coli by N+ implantation

图3　诱变耐药大肠杆菌16S rRNA恒定区二级结构差异分析
Fig.3　Prediction of 2D structure of C region of antibiotic-resistant E.coli by N+ implantation
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除了 EC-N4 株的 C1、V1、C2 和 V2 区缺失，

EC-N32 株的 C1、V6~C9 区缺失，ECD-S34 株的

V8、C8、V9和C9区缺失，所有诱变耐药大肠杆

菌和 ATCC25922 株的 C2、 C4、 C6、 C7、 V2、

V3、V6、V7 和 V9 区二级结构保守无变化。与

ATCC25922 株相比，ECD-P9 株、ECD-S34 株和

EC-N35 株的 C3 区右侧长茎环结构转化为 3 分支

环；C5区茎区的碱基数量和结构、内环碱基数量

和结构大小均显著变化；C8区中央内环置换为 2

个小环。EC-N4株除了C3区右侧长茎环转化为 3

分支环，还出现上端茎区缩短，1个内环和突环变

为未配对卷曲。ECD-P9 株、EC-N4 株和 EC-N35

株的C9区中央2个小发夹环解离为未配对卷曲。

进一步对菌株 16S rRNA的V区序列进行二级

结构预测，结果如图 4所示，ECD-P9株、EC-N4

株和EC-N35株的V4区结构未变，第三个内环有

碱基突变（G>A）；V5区茎区的碱基数量、内环数

量和大小均显著变化；V8区 1个突环变为 2个内

环，且未配对卷曲的碱基数量和组成也显著变化。

除此以外，ECD-P9 株的 V1 区有一个碱基缺失；

EC-N32株和EC-N35株V1区碱基缺失较多，失去

1 个发夹环。16S rRNA 是核糖体重要组成部分，

其二级结构与蛋白质合成，生物进化密切相关。

诱变耐药菌株的16S rRNA二级结构分析表明，与

出发菌株相比，诱变耐药菌株的 16S rRNA的C3、

C5、C8、V4、V5、V8出现一些共有的二级结构

变异，证实低能离子注入确实能驱动大肠杆菌16S 

rRNA高级结构的生物进化。

2.6　  诱变耐药大肠杆菌耐药基因变化　

利用 blast将预测的耐药大肠杆菌基因比对到

Bacmet 数据库和 SARGs 数据库，结果发现 ，

ATCC25922 菌株注释得到 48 个抗生素耐药基因

（ARGs），离子注入诱变获得的耐药大肠杆菌

ECD-P9、 EC-N4 株、 EC-N32 株、 EC-N35 株和

ECD-S34株分别注释得到 54个、31个、17个、22

个和 8个ARGs。进一步对比分析发现，诱变耐药

菌株与ATCC25922菌株共有4个ARGs，包括多药

耐 药 基 因 acrB、 mdtA、 mdtC 和 multidrug_

transporter基因；3株诺氟沙星耐药菌株EC-N4株、

EC-N32 株 与 EC-N35 株 共 有 17 个 ARGs， 与

ATCC25922菌株对比，新增了氨基糖苷类抗性基

因aac(3)-II和aph(6)-I、β-内酰胺类抗性基因OXA-

9，喹诺酮类药物外排基因norA和四环素抗性基因

tetB。 ECD-P9 株与 ATCC25922 菌株共有 44 个

ARGs，新增了 β - 内酰胺类抗性基因 OXA-9、

fmtC，磷霉素抗性基因 fosB，多药耐药基因mepA

和 major facilitator superfamily transporter 基因，喹

图4　诱变耐药大肠杆菌16S rRNA可变区二级结构差异分析
Fig.4　Prediction of 2D structure of V region of antibiotic-resistant E.coli by N+ implantation
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诺酮类药物外排基因 norA和 norB，四环素抗性基

因 tet34 和 tetB 和双组分调控因子 ArlR 基因。EC-

N4株与ATCC25922菌株共有 14个ARGs，新增了

氨基糖苷类抗性基因 aac(3)-II、aadA、aph(3'')-I、

aph(6) -I 和 rmtB，β -内酰胺类抗性基因 CTX-M、

OXA-9、PBP-1A 和 PBP-1B，大环内酯抗性基因

ermB，喹诺酮类抗性基因norA和qepA，磺酰胺抗

性基因 sul1和 sul2，四环素抗性基因 tet34、tetB和

tetC。说明与出发菌株 ATCC25922 对比，诱变耐

药菌株在16S rRNA变异同时，其抗生素耐药基因

（ARGs）的种类出现不同程度变异，丰度也发生改

变，进而影响诱变菌株的耐药性。

2.7　  16S rRNA变异菌株耐药性分析　

K-B 琼脂扩散实验结果表明，出发菌株

ATCC25922 对 β 内酰胺类、喹诺酮类、氨基糖苷

类、四环素类、硝基呋喃、多粘菌素B等常见的

20种抗生素均敏感。离子注入诱变耐药菌株中EC-

N4、EC-N32、EC-N35 均获得了对喹诺酮类诺氟

沙星（NOR）、环丙沙星（CIP）、氧氟沙星（OFX）和

左氧氟沙星（LEV）的耐药性，同时EC-N4株还获

得了对氨基糖苷类卡那霉素（K）、丁胺卡那（AK）、

庆大霉素（GM），β内酰胺类头孢曲松（CTR）、头

孢他啶（CAZ）、头孢呋辛（CXM）、头孢唑啉（CZ）、

羧苄西林（CB）、氨苄西林（AM）、四环素类四环素

（TE）、米诺环素（MI）、多西环素（DX），以及氯霉

素（C）等 6类 17种抗生素的耐药特性；EC-N32株

还获得了对 PB、GM、CTR、CAZ、CXM、CZ、

CB、AM、TE、MI 等 5 类 14 种抗生素的耐药特

性；EC-N35株还获得了对GM、CTR、CB、AM、

TE等4类9种抗生素的耐药特性；ECD-S34获得对

K、GM和CIP 的耐药性；ECD-P9对PB的耐药性。

李艳芬［22］和 Mnich 等［23］研究发现，23S rRNA

的V区基因突变与金黄色葡萄球菌利奈唑胺耐药，

幽门螺杆菌对克拉霉素耐药密切相关；文学琴［24］

研究发现，16S rDNA的A926G单碱基突变与贵州

地区幽门螺杆菌对四环素耐药相关。本研究中多

药耐药菌株 EC-N32 和 EC-N35 的 16S rRNA 序列

C1 区、V1 区缺失，A257C 点突变；广谱耐药的

EC-N4 菌株 C1 区、V1 区和 V2 区缺失，这些 16S 

rRNA序列的变化可能与大肠杆菌多药耐药的发生

相关。

图5　诱变耐药大肠杆菌的耐药基因Venn分析
Fig. 5　Venn analysis of antibiotic-resistant genes in antibiotic-resistant E.coli
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3   结论

16S rRNA是目前公认的原核微生物系统发育

和分子进化的分子计时器［14］。Marketa 等研究发

现，erm抗性基因序列受 16S rRNA基因序列的连

锁和位点特征的影响。ABC转运蛋白基因的系统

发育与 16S rRNA基因的在属水平上相关［10，24］，提

示我们16S rRNA不仅与系统进化有关，其突变与

进化可能参与调控耐药相关基因的从头合成。

利用电磁辐射或离子辐射可以加速生物体自

然变异，不同辐射源诱变机理和诱变效率差异较

大。其中，60Co γ辐射是目前最为常见的一种辐射

源，但穿透能力强，对单个活细胞的损伤大，且

主要以能量沉积为主，且较难防护；等离子体辐

射对单个活细胞的损伤大，突变率高，诱变速度

快，环境安全，但设备昂贵；而低能N+注入诱变

通过加速离子注入生物体内，与胞内的分子、原

子发生碰撞，在局部区域释放出高能量，显著诱

导单链或双链DNA断裂、DNA交联改变、末端受

损及簇集损伤，并通过能量局部集中沉积，实现

空间靶向诱变，加速生物系统进化［2，20］。

本 研 究 通 过 低 能 N+ 注 入 诱 变 大 肠 杆 菌 

ATCC25922 株，筛选获得 4 株耐诺氟沙星大肠杆

菌，11株耐多粘菌素B大肠杆菌和 10株耐硫酸链

霉素大肠杆菌，其中 5株诱变耐药株的 16S rRNA

基因分别出现C1区、V1区、V2区、V6~V9区和

C6~C9区片段缺失，点突变（A257C），GC%含量

图6　16S rRNA变异诱变耐药菌株的耐药性分析
PB多粘菌素B；CIP环丙沙星；OFX氧氟沙星；NOR诺氟沙星；LEV左氧氟沙星；N新霉素；AK丁胺卡那；GM庆大霉素；

K卡那霉素；CTR头孢曲松；CAZ头孢他啶；CXM头孢呋辛；CZ头孢唑啉；CB羧苄西林；AM氨苄西林；

四环素TE；米诺环素MI；多西环素DX；C氯霉素；FZ呋喃唑酮

Fig.6　Antibiotic-resistant analysis of 16S rRNA antibiotic-resistant E.coli
PB: polymyxin B, CIP: ciprofloxacin, OFX: ofloxacin, NOR: norfloxacin, LEV: levofloxacin, N: neomycin, AK: amikacin, GM: 

gentamicin, K: kanamycin, CTR: ceftriaxone, CAZ: ceftazidime, CXM: cefuroxime, CZ: cefazolin, CB: carbenicillin, AM: 

ampicillin, tetracycline: TE, minocycline: MI, doxycycline: DX, C: chloramphenicol, FZ: furazolidone
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增高，其 C3 区、C5 区、C8 区和 V4 区、V5 区、

V8区二级结构出现共有的显著变化，并且其抗生

素耐药基因发生显著变化，新增了氨基糖苷类、β-

内酰胺类、喹诺酮类、四环素类抗性基因和多药

耐药基因，同时诱变菌株EC-N4株、EC-N32株和

EC-N35株获得了多药耐药特征。说明低能N+注入

可以驱动大肠杆菌 16S rRNA 基因一级结构的突

变、片段缺失，诱导二级结构显著变化，进而调

控耐药相关基因合成启动或终止，进而使细菌产

生耐药进化。研究为探索低能离子注入对大肠杆

菌的分子进化和耐药性产生机制提供参考。

作者贡献声明作者贡献声明 蔡长龙提出了研究思路并全程把

关；唐朝完成了干实验工作，并与王婷、王雪瑞

共同完成离子注入；王婷完成了湿实验工作与数

据整理分析；陈明晖和王雪瑞对本文进行了校对
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