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肺炎克雷伯菌持留菌形成特征分析*

王鑫1,徐卫皓2,马文汝1,陕江帆3,王雨鑫4,张玉梅1**

(1.滨州医学院基础医学院,山东烟台264003;2.烟台毓璜顶医院检验中心;

3.滨州医学院第二临床医学院;4.滨州医学院公共卫生与管理学院)

【摘要】 目的 探讨肺炎克雷伯菌持留菌形成的基本特征。 方法 采用微量肉汤稀释法测定12种常用抗生素对肺

炎克雷伯菌ATCC
 

700603的最低抑菌浓度(minimum
 

inhibitory
 

concentration,MIC)。分别用5、10、20、50、100倍 MIC
浓度的左氧氟沙星(Levofloxacin,LVX)、妥布霉素(Tobramycin,TOB)、阿米卡星(Amikacin,AMK)、美罗培南(Mero-

penem,MEM)和头孢替坦(Cefotetan,CTT)筛选肺炎克雷伯菌的持留菌;分别用20倍 MIC浓度的LVX、TOB、MEM测

定不同生理阶段的肺炎克雷伯菌持留菌的形成情况,并检测不同稀释度的稳定期肺炎克雷伯菌持留菌的形成情况。使

用基于萤火虫荧光素酶的ATP检测试剂盒检测肺炎克雷伯菌持留菌细胞内ATP水平。 结果 药敏试验测定标准菌

株肺炎克雷伯菌ATCC
 

700603对大部分抗生素敏感。抗生素暴露试验显示,肺炎克雷伯菌在LVX、TOB、MEM
 

3种抗

生素作用下可形成持留菌。不同种类的抗生素处理得到的持留菌数量不同,并随着抗生素浓度的升高持留菌数量减少。

对数期的细菌菌群中的持留菌数量低于稳定期。不同稀释度的稳定期肺炎克雷伯菌抗生素暴露后持留菌形成比例不

同。持留菌中的ATP含量与对照组比较显著降低。 结论 肺炎克雷伯菌持留菌的形成主要取决于抗生素的浓度及

类型,并且与细菌的生理阶段有关,与细菌菌群密度有关系,ATP也参与肺炎克雷伯菌持留菌形成。

【关键词】 肺炎克雷伯菌;持留菌;耐药菌;密度;ATP

【中图分类号】 R378.99   【文献标识码】 A   【文章编号】 1673-5234(2022)10-1125-05

[Journal
 

of
 

Pathogen
 

Biology.
 

2022
 

Oct.;17(10):1125-1129,1135.]

Characteristic
 

analysis
 

of
 

Klebsiella
 

pneumoniae
 

persisters
WANG

 

Xin1,XU
 

Wei-hao2,MA
 

Wen-ru1,SHAN
 

Jiang-fan3,WANG
 

Yu-xin4,ZHANG
 

Yu-mei1 (1.
College

 

of
 

Basic
 

Medical
 

Sciences,Binzhou
 

Medical
 

University,Yantai,Shandong
 

264003,China;2.Inspection
 

Center
 

of
 

Yantai
 

Yuhuangding
 

Hospital;3.College
 

of
 

Second
 

Clinical
 

Medicine,Binzhou
 

Medical
 

University;4.College
 

of
 

Public
 

Health
 

and
 

Management,Binzhou
 

Medical
 

University)***

【Abstract】 Objective To
 

discuss
 

the
 

basic
 

characteristics
 

of
 

the
 

formation
 

of
 

Klebsiella
 

pneumoniae
 

persisters. 

Methods The
 

broth
 

dilution
 

was
 

used
 

to
 

determine
 

the
 

minimum
 

inhibitory
 

concentrations
 

(MIC)
 

of
 

K.
 

pneumoniae
 

to
 

12
 

selected
 

antibiotics.5,10,20,50,and
 

100
 

times
 

MIC
 

concentrations
 

of
 

Levofloxacin
 

(LVX),Tobramycin
 

(TOB),Ami-
kacin

 

(AMK),Meropenem
 

(MEM),and
 

Cefotetan,CTT)
 

were
 

used
 

to
 

screen
 

the
 

K.
 

pneumoniae
 

persisters.
 

Levofloxa-
cin,tobramycin

 

and
 

meropenem
 

of
 

20
 

times
 

MIC
 

concentration
 

were
 

used
 

to
 

determine
 

the
 

formation
 

level
 

of
 

K.
 

pneu-
moniae

 

persisters
 

in
 

different
 

physiological
 

states.
 

The
 

formation
 

level
 

of
 

K.
 

pneumoniae
 

persisters
 

in
 

stable
 

period
 

with
 

different
 

dilution
 

levels
 

was
 

detected.
 

Intracellular
 

ATP
 

levels
 

of
 

K.
 

pneumoniae
 

persisters
 

were
 

measured
 

using
 

firefly
 

luciferase
 

based
 

ATP
 

detection
 

kit. Results The
 

results
 

of
 

drug
 

sensitivity
 

test
 

showed
 

that
 

Klebsiella
 

pneumoniae
 

ATCC
 

700603
 

was
 

sensitive
 

to
 

LVX,TOB,MEM,CTT,CIP,AMK
 

and
 

IMP.
 

The
 

results
 

of
 

antibiotic
 

exposure
 

experi-
ment

 

showed
 

that
 

K.
 

pneumoniae
 

persisters
 

could
 

be
 

formed
 

under
 

the
 

action
 

of
 

levofloxacin,tobramycin
 

and
 

meropen-
em.

 

Although
 

they
 

all
 

showed
 

a
 

typical
 

diphasic
 

death
 

curve,the
 

number
 

of
 

persisters
 

varied,remaining
 

at
 

about
 

102-
108.

 

After
 

6h
 

treatment
 

with
 

LVX
 

at
 

5,10,20,50
 

and
 

100MIC
 

concentrations
 

the
 

persisters
 

levels
 

were
 

107,106.6,105.5,

103.9
 

and
 

102.5,respectively.
 

The
 

persisters
 

levels
 

of
 

TOB
 

and
 

MEM
 

at
 

different
 

concentrations
 

were
 

also
 

different.
 

The
 

number
 

of
 

persisters
 

in
 

stationary
 

phase
 

was
 

about
 

20
 

times
 

that
 

in
 

logarithmic
 

phase.
 

After
 

exposure
 

to
 

LVX
 

at
 

20MIC
 

concentration
 

the
 

proportion
 

of
 

persisters
 

of
 

100,10-1,10-2
 

10-3and
 

10-4dilution
 

bacteria
 

in
 

the
 

stationary
 

phase
 

was
 

0.024%,0.072%,0.058%,0.045%
 

and
 

0.03%,respectively.
 

After
 

TOB
 

exposure
 

the
 

proportion
 

of
 

persisters
 

in
 

each
 

dilution
 

was
 

17%,7.1%,7%,6.9%
 

and
 

6.8%,respectively.
 

After
 

MEM
 

exposure,the
 

proportion
 

of
 

persisters
 

in
 

each
 

dilution
 

was
 

23%,9.7%,12%,11%
 

and
 

3.8%,respectively.
 

The
 

proportion
 

of
 

persisters
 

in
 

K.
 

pneumoniae
 

at
 

stable
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stage
 

with
 

different
 

dilutions
 

was
 

different
 

after
 

antibiotic
 

exposure
 

experiment(P<0.05).The
 

content
 

of
 

ATP
 

in
 

the
 

persisters
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

control
 

group(P<0.05). Conclusion The
 

level
 

of
 

K.
 

pneumoniae
 

persisters
 

mainly
 

depends
 

on
 

the
 

type
 

and
 

concentration
 

of
 

antibiotics.
 

Not
 

only
 

the
 

physiological
 

state
 

of
 

bacteria
 

but
 

also
 

the
 

density
 

of
 

bacteria
 

has
 

a
 

certain
 

relationship
 

with
 

persisters.
 

ATP
 

is
 

also
 

involved
 

in
 

the
 

formation
 

of
 

K.
 

pneumoniae
 

persisters.
【Key

 

words】 Klebsiella
 

pneumoniae;persisters;drug-resistant
 

bacteria;density;ATP

  肺炎克雷伯菌是一种革兰阴性杆菌,可引起肺炎、
菌血症,膀胱炎,肝脓肿等感染性疾病[1-2]。随着肺炎

克雷伯菌多重耐药菌和高毒力菌株的出现,肺炎克雷

伯菌的耐药情况日益严重,给临床治疗带来困难[3-4]。
近年来人们对细菌的耐药性研究的越来越深入,

非遗传或表观遗传耐药机制开始引起广泛关注。持留

菌是指细菌在致死浓度的抗生素影响下,因机体应激

而被迫进入一种以休眠或缓慢生长为主的状态,但在

去除抗生素之后,细菌能够重新恢复生长,并恢复对抗

生素的敏感性[5],它是敏感菌株群体中存在的具有明

显耐药表型的细菌亚群[6-7]。持留菌能促进耐药突变

菌的产生,也是临床上慢性感染和感染后复发的原因

之一[8-9]。目前对持留菌形成的具体机制尚不完全了

解,有研究证实毒素-抗毒素系统、氧化应激、SOS反

应、ATP等参与持留菌的形成过程[10-14]。崔鹏等[15]

报道不同菌种的持留特性及形成存在着共同点,但又

具有一定的差异。肺炎克雷伯菌的耐药情况日益严

重,然而目前对其持留菌的了解有限,本实验拟检测和

分析肺炎克雷伯菌在不同种类及不同浓度抗生素作用

下持留菌形成水平的差异性,比较不同生理状态和不

同细菌密度条件下持留菌形成变化,并检测肺炎克雷

伯菌持留菌的 ATP水平,为肺炎克雷伯菌持留菌形

成机制研究提供参考。

材料与方法

1 材料

1.1 菌株 肺炎克雷伯菌标准菌株 ATCC
 

700603
购于卫生部临床检验中心。

1.2 主要试剂 LB培养基购自海博生物公司;磷酸

盐缓冲液和抗生素均购于美仑生物技术公司;ATP检

测试剂盒为碧云天生物公司生产。

2 方法

2.1 肺炎克雷伯菌生长曲线测定 将-80
 

℃冻存的

肺炎克雷伯菌 ATCC
 

700603复苏,三区划线培养后

挑单个菌落重新接种到LB液体培养基中,在37
 

℃、

200
 

r/min震荡培养过夜。在新鲜LB液体培养基中

按1∶100的比例重新接种细菌过夜培养物,测定肺炎

克雷伯菌24
 

h生长曲线。

2.2 药敏试验 采用微量肉汤稀释法测定12种常用

抗生素对肺炎克雷伯菌的 MIC。药敏试验结果参考

临床与实验室标准研究所(Clinical
 

and
 

Laboratory
 

Standards
 

Institute,CLSI)标准和每种抗生素的 MIC
判定。

2.3 持留菌的筛选和定量分析 挑取肺炎克雷伯菌

单菌落接种到LB液体培养基中并过夜培养。取过夜

培养物以1∶100的比例接种LB液体培养基,37
 

℃、

200
 

r/min震荡培养3
 

h至A600 值为0.190,取10
 

μL
菌液梯度稀释后平板计数,作为t=0时的基线。将

5、10、20、50、100倍 MIC浓度的LVX、TOB、AMK、

MEM、CTT分别加入剩余菌液中进行抗生素暴露试

验,每隔1h取适量菌液计数活菌数,绘制抗生素作用

6
 

h的杀菌曲线。为了确定细菌生理状态对持久性的

影响,分别在培养1、3、6、9、12
 

h后加入抗生素作用6
 

h后进行活菌计数。

2.4 肺炎克雷伯菌抗饥饿试验 取肺炎克雷伯菌过

夜培养物重新接种并培养12
 

h至稳定期,为了消除培

养基成分的影响用PBS洗涤2次后重悬,并作1∶10、

1∶100、1∶1
 

000和1∶10
 

000释度,37
 

℃孵育7
 

h后

活菌计数,测定各稀释度菌液在7
 

h内的抗饥饿能力。

2.5 不同稀释度的肺炎克雷伯菌持留菌形成情况观

察 将原液及1∶10、1∶100、1∶1
 

000和1∶10
 

000
稀释度的稳定期肺炎克雷伯菌37

 

℃静置7
 

h后进行

抗生素(TOB、LVX和 MEM)暴露试验,抗生素作用6
 

h后活菌计数,测定持留菌的形成情况。

2.6 菌体ATP含量测定 参考ATP检测试剂盒说

明测量细菌内ATP含量。

2.7 统计学处理 使用SPSS软件进行统计学分析。
多组资料间的比较采用单因素方差分析,两组资料的

比较采用t检验,P<0.05为差异有统计学意义。

结 果

1 肺炎克雷伯菌标准菌株ATCC
 

700603的生长曲线

及抗生素 MIC值

测定肺炎克雷伯菌标准菌株
 

ATCC
 

700603的生

长曲线,并确定指数期和稳定期的培养时间(图1)。
培养的第1

 

h内菌量未见增殖,此时处于迟缓期;第1
 

h后生长速率快速升高,进入指数增殖期并在第3
 

h
达到最高值;培养9

 

h后生长速率几乎接近为0,菌群
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进入稳定期。测定12种常用抗生素对肺炎克雷伯菌

的 MIC值,结果如表1。肺炎克雷伯菌对头孢曲松和

氨曲南耐药,对头孢呋辛、庆大霉素和哌拉西林处于中

介状态,对其它7种抗生素敏感。

表
 

1 肺炎克雷伯菌标准菌株ATCC
 

700603的抗生素抗性谱
Table

 

1 Antimicrobial
 

susceptibility
 

profile
of

 

K.
 

pneumoniae
 

ATCC
 

700603

抗生素 缩略词

药敏试验判定标准(μg/mL)

S
(敏感)

I
(中介)

R
(耐受)

MIC
(μg/mL)

结果
判定

妥布霉素
Tobramycin

TOB 4.00 8.00 16.00 2.0000 S

头孢曲松
Ceftriaxone CRO 1.00 2.00 4.00 4.0000 R

头孢呋辛
Cefuroxime CXM 8.00 16.00 32.00 16.0000 I

庆大霉素
Gentamycin

GEN 4.00 8.00 16.00 8.0000 I

氨曲南
Aztreonam ATM 4.00 8.00 16.00 32.0000 R

左氧氟沙星
Levofloxacin LVX 0.50 1.00 2.00 0.2500 S

哌拉西林
Piperacillin

PIP 16.00 32.00-64.00 128.00 64.0000 I

头孢替坦
Cefotetan CTT 16.00 32.00 64.00 0.5000 S

环丙沙星
Ciprofloxacin

CIP 0.25 0.50 1.00 0.1250 S

美罗培南
Meropenem

MEM 1.00 2.00 4.00 0.0625 S

阿米卡星
Amikacin AMK 16.00 32.00 64.00 0.5000 S

亚胺培南
Imipenem

IMP 1.00 2.00 4.00 0.5000 S

图
 

1 肺炎克雷伯菌标准ATCC
 

700603生长曲线

Fig.1 Growth
 

curve
 

of
 

the
 

standard
 

strain
of

 

K.
 

pneumoniae
 

ATCC
 

700603

2 抗生素的种类及浓度对肺炎克雷伯菌持留菌水平

的影响

为了探讨不同类型及不同浓度抗生素对持留菌形

成水平 的 影 响,挑 选 了5种 肺 炎 克 雷 伯 菌 ATCC
 

70003敏感的抗生素,然后以5、10、20、50、100倍 MIC

浓度的抗生素分别处理对数期细菌,结果如图2。除

AMK、CTT外,其余3种抗生素药物(LVX、MEM 和

TOB)在作用6
 

h均出现明显的二相型杀菌曲线(二相

型杀灭曲线是筛选持留菌的标准[7]),表明抗生素作用

1
 

h内具有较高的杀菌效率,作用4
 

h后达到稳定水

平,这部分已进入休眠或缓慢生长状态并对抗生素具

有耐受性的细菌亚群为持留菌。图2A,2B,2D显示

肺炎克雷伯菌在不同种类的抗生素作用下形成的持留

菌水平不同。

A、B、C、D、E 分别为LVX、TOB、AMK、MEM、CTT杀菌曲线。
图

 

2 不同种类及不同浓度(5、10、20、50、100倍 MIC值)
抗生素杀菌曲线

A,B,C,D
 

and
 

E
 

are
 

the
 

killing
 

curves
 

of
 

LVX,TOB,AMK,MEM
 

and
 

CTT
 

respectively.
Fig.2 The

 

killing
 

curves
 

of
 

antibiotics
 

of
 

different
 

types
and

 

concentrations
 

(5,10,20,50,100
 

times
 

MIC
 

value)

不同浓度的LVX、TOB、MEM 分别处理肺炎克

雷伯菌后持留菌的形成水平不同,这3种抗生素处理

后形成的持留菌数量均随抗生素浓度的升高而减少,
表明肺炎克雷伯菌持留菌的形成依赖于抗生素的种类

和浓度。

3 肺炎克雷伯菌生理状态对持留菌形成水平的影响

用LVX、TOB、MEM
 

3种抗生素分别作用于对数

期和稳定期细菌,稳定期处理后的杀菌曲线与对数期

的相似(图3A,3B),呈明显的二相型杀菌曲线,但稳

定期持留菌的量高于对数期,稳定期形成的持留菌量

约是 对 数 期 的20倍。20MIC 浓 度 的 LVX、TOB、

MEM分别处理培养1、3、6、9、12
 

h的细菌,结果如图

3C。肺炎克雷伯菌持留菌指数早期阶段呈低水平的

持久性,指数中期阶段急剧增加,稳定期趋于平坦。表

明肺炎克雷伯菌形成持留菌的能力与菌株的生理状态

有关,稳定期的菌株能形成数量更多的持留菌。

4 肺炎克雷伯菌持留菌水平与细菌密度的关系

为了探讨细菌密度对持留菌形成的影响,排除抗

生素暴露试验中因营养物质缺乏而导致细菌死亡的影

响,本研究分析了不同密度肺炎克雷伯菌稳定期细菌

的抗饥饿能力,结果如图4A。37
 

℃孵育7
 

h后,各稀

释度菌液中细菌数量并未因营养物质缺乏而减少。

·7211·
中 国 病 原 生 物 学 杂 志

Journal
 

of
  

Pathogen
 

Biology 
2022年10月 第17卷第10期

Oct.
 

2022, Vol.17,No.10



LVX、TOB和 MEM对肺炎克雷伯菌稳定期的各稀释

度细菌进行抗生素暴露试验,测定不同稀释度肺炎克

雷伯菌稳定期细菌持留菌比例,结果如图4B。100、

10-1、10-2、
 

10-3 和10-4 稀释度的稳定期菌液在左氧

氟沙星作用下持留菌比例分别为0.024%、0.072%、

0.058%、0.045%和0.03%。妥布霉素暴露后,各稀

释度的稳定期菌液中持 留 菌 的 比 例 分 别 为17%、

7.1%、7%、6.9%和6.8%。美罗培南暴露后,持留菌

的比例分别为23%、9.7%、12%、11%和3.8%。未稀

释的稳定期细菌在上述3种抗生素暴露试验中持留菌

的形成比例均显著高于其它稀释度细菌(均 P<
0.05),表明肺炎克雷伯菌持留菌的形成水平与细菌密

度有关。

  A、B 分别为20MIC浓度的LVX、TOB、MEM作用于对数期及稳定期菌液的杀菌曲线 C 不同培养时间的肺炎克雷伯菌抗生素暴露6
 

h持
留菌数量(N:正常培养肺炎克雷伯菌)。

图
 

3 不同浓度LVX、TOB、MEM杀菌曲线及抗生素暴露6h持留菌数量

A
 

and
 

B are
 

the
 

killing
 

curves
 

of
 

LVX,TOB
 

and
 

MEM
 

at
 

20MIC
 

concentration
 

on
 

cultures
 

in
 

logarithmic
 

phase
 

and
 

stable
 

phase C is
 

the
 

number
 

of
 

persisters
 

of
 

K.
 

pneumoniae
 

with
 

different
 

culture
 

time
 

after
 

antibiotic
 

exposure
 

for
 

6
 

h;N
 

in
 

represents
 

the
 

growth
 

curve
 

of
 

K.
 

pneumon-
iae

 

under
 

normal
 

culture.
Fig.3 Killing

 

curves
 

of
 

LVX,TOB
 

and
 

MEM
 

at
 

different
 

concentrations
 

and
 

the
 

number
 

of
 

persisters
 

after
 

antibiotic
 

exposure
 

for
 

6
 

h

5 持留菌持久性形成与ATP消耗的关系

有研究发现,ATP
 

水平的变化通过降低抗生素靶

标的活性从而导致持留菌形成。ATP限制、三羧酸循

环失活以及电子传递链的扰动均被证明与持久性的增

加有关[13,16]。本实验测定了用LVX、TOB和 MEM
处理稳定期和对数期后持留菌细胞内 ATP含量,结
果显示,对数期持留菌细胞内 ATP水平分别减少

1
 

634.8、1
 

200.6、798.3
 

nmol/mg;稳定期持留菌细胞

内ATP水平分别减少5
 

055.4、5
 

980.4、5
 

546.3
 

nmol/mg(均P<0.05)(图5),表明ATP水平的变化

影响肺炎克雷伯菌持留菌的形成。

讨 论

近年来,肺炎克雷伯菌多重耐药性成为临床治疗

中的一大难题。同时,抗生素广泛耐药性的出现也增

加了医院内感染发生的风险。细菌对抗生素耐药是目

前面临的非常棘手的挑战,研究耐药机制及寻找应对

方法刻不容缓。近年随着对细菌耐药性研究的逐渐深

入,人们开始关注非遗传或表观遗传耐药机制。持留

菌是敏感菌群中的一小部分具有耐药表型的细菌亚

群,其遗传基因未发生改变,属于表型变异[6-7]。在临

床上,持留菌感染会导致反复出现且难以被抗生素根

除的慢性感染[6,17]。因此,研究持留菌的形成和寻找

根除方法具有重要临床意义。
本研究通过5、10、20、50、100MIC的LVX、TOB、

AMK、MEM、CTT杀菌曲线判断是否有肺炎克雷伯

菌持留菌的存在。结果表明,经LVX、TOB、MEM 处

理后的肺炎克雷伯菌也会得到与其它菌种类似的二相

型杀菌曲线,从而获得持留菌。而用AMK和CTT处

理肺炎克雷伯菌无法筛选出持留菌。AMK是一种氨

基糖苷类抗生素,通过抑制蛋白质合成发挥杀菌作用。

CTT是一种β-内酰胺类抗菌药物,在细菌增殖期可抑

制细胞壁的合成,从而产生杀菌效果。本研究中这两

种抗生素均可显著降低细菌的存活率,作用一定时间

后均可完全清除肺炎克雷伯菌,可能是由于这两种抗

生素均可破坏肺炎克雷伯菌的持留机制。另外,不同

浓度的上述3种抗生素作用后的杀菌曲线仍是二相型

杀灭曲线,说明菌群中仍存在持留菌,但随着抗生素浓

度的升高,菌群中存活细菌的比例明显下降。5、10、

20、50、100倍 MIC浓度的LVX、TOB、MEM 处理对

数期和稳定期菌液的杀菌曲线相似,在高浓度的抗生

素作用下大量敏感细菌被杀死,部分细菌数量保持相

对稳定,进入持留状态。稳定期持留菌水平高于对数

期,可能是由于稳定期菌液密度较高,营养物质减少,
细菌代谢产物堆积等原因激活了某些与持留菌形成机

制相关的通路。
观察不同密度的肺炎克雷伯菌稳定期细菌的持留

菌水平,发现在高密度菌液中更容易形成持留菌。细

菌密度可在一定程度上调控持留菌的形成,这也可能

是稳定期持留菌数量更多的原因之一。有研究表明细

菌密度可通过调控与代谢过程相关的基因影响金黄色
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葡萄球菌持留菌的产生[18]。细菌密度对肺炎克雷伯

菌持留菌形成水平的影响还需进一步探讨。

  A 肺炎克雷伯菌稳定期不同密度菌液6
 

h内饥饿耐受试验结果
(T0和T7分别代表稳定期菌液稀释后直接计数和37℃孵育7

 

h后计
数) B 肺炎克雷伯菌稳定期不同密度菌液在抗生素暴露6

 

h后细菌
存活率(%)。组间比较,aP<0.05;bP<0.01。
图

 

4 稳定期肺炎克雷伯菌饥饿耐受试验及抗生素暴露6
 

h存活情况

A Results
 

of
 

hunger
 

tolerance
 

test
 

of
 

K.
 

pneumoniae
 

in
 

stable
 

period
 

with
 

different
 

density
 

within
 

6
 

h(
 

T0
 

and
 

T7
 

respectively
 

repre-
sent

 

the
 

counting
 

results
 

after
 

dilution
 

of
 

stationary
 

culture
 

and
 

after
 

in-
cubation

 

at
 

37
 

℃
 

for
 

7
 

h) B The
 

bacterial
 

survival
 

rate
 

of
 

K.
 

pneu-
moniae

 

at
 

stable
 

phase
 

with
 

different
 

density
 

after
 

antibiotic
 

exposure
 

for
 

6
 

h.
 aP<0.05;bP<0.01.

Fig.4 K.
 

pneumoniae
 

starvation
 

tolerance
 

test
and

 

survival
 

at
 

6h
 

of
 

antibiotic
 

exposure
 

in
 

stationary
 

phases

在大肠埃希菌,通过使用砷酸盐处理降低
 

ATP
 

水平会减慢翻译并防止在氟喹诺酮类药物处理后形成

DNA双链断裂,从而降低抗生素作用靶标活性导致持

留菌形成[13]。本研究检测了肺炎克雷伯菌持留菌细

胞内 ATP水平,结果表明持留状态下的肺炎克雷伯

菌ATP水平降低,分析认为ATP水平的变化可能通

过降低抗生素靶标从而导致肺炎克雷伯菌持留菌形

成。
 

由于持留菌因缺乏特异性标志物及持留状态不稳

定导致难以分离和鉴定,且持留菌的形成机制十分复

杂,因此目前关于持留菌形成的确切机制尚未完全阐

明。不同细菌参与持留菌形成的生理通路具有相似

  A 对数期、稳定期LVX、TOB、MEM 暴露6
 

h持留菌 ATP含量

 B 未加抗生素对照菌ATP含量。组间比较,aP<0.05;bP<0.01。
图

 

5 对数期、稳定期持留菌(LVX、TOB、MEM 暴露6
 

h)
 

ATP
 

含量

A
 

and
 

B Represent
 

the
 

intracellular
 

ATP
 

content
 

of
 

persisters
 

in
 

the
 

logarithmic
 

phase
 

and
 

stable
 

phase
 

(exposed
 

to
 

LVX,TOB,MEM
 

for
 

6h)
 

and
 

control
 

samples
 

(without
 

antibiotics),respectively.
 aP<0.

05;bP<0.01.
Fig.5 ATP

 

content
 

of
 

persisters(LVX,TOB
 

and
 

MEM
 

exposure
 

6h)
 

in
 

logarithmic
 

and
 

stationary
 

phases

性,但相关持留基因不一定有同源性[15]。本研究以体

外培养并用不同抗生素筛选肺炎克雷伯菌持留菌模

型,分析持留菌形成的基本特征及规律,可为进一步探

讨肺炎克雷伯菌持留菌形成机制提供依据。
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