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·临床论著·

凝固酶阴性葡萄球菌对利奈唑胺耐药
机制的初步研究
徐洪亮　薛文成　褚美玲　马均　任微　王璐　孟冬娅

　　【摘要】　目的　探讨凝固酶阴性葡萄球菌对利奈唑胺的耐药机制。方法　收集临床分离的１
株凝固酶阴性葡萄球菌，菌株来源的患者进行血液细菌培养前未经利奈唑胺治疗，但曾服用罗红霉

素。本研究采用ＰＣＲ和ＤＮＡ测序法扩增其２３ＳｒＲＮＡ基因Ｖ区序列，与基因库中对利奈唑胺敏感的

标准菌株基因序列进行对比分析。结果　利奈唑胺对实验菌株的最小抑菌浓度（ＭＩＣ）为≥ ２５６
ｍｇ／Ｌ，此外该菌株对氯霉素、红霉素和克林霉素均耐药，对链阳菌素敏感，克林霉素诱导实验阴性。

与ＧｅｎＢａｎｋ中Ｓ．ｅｐｉｄｅｒｍｉｄｉｓＲＰ６２Ａ（ＡｃｃｅｓｓｉｏｎＮｏ：ＣＲ００００２９）进行比对分析，结果发现实验菌株６个

拷贝的２３ＳｒＲＮＡＶ区出现Ｃ２３９０Ｔ、Ｇ２４３１Ｃ、Ｇ２４３６Ａ和Ｃ２４５３Ｔ纯合突变。结论　初步判断该株凝固

酶阴性葡萄球菌２３ＳｒＲＮＡ保守区 Ｖ区 Ｃ２３９０Ｔ、Ｇ２４３１Ｃ、Ｇ２４３６Ａ和 Ｃ２４５３Ｔ多位点变异可能导致其

对红霉素、林可霉素、氯霉素及利奈唑胺的多重耐药，进一步阐明罗红霉素是否可诱导葡萄球菌２３Ｓ
ｒＲＮＡ的Ｖ区保守区碱基突变，从而产生对利奈唑胺的交叉耐药，对阐明利奈唑胺耐药机制以及恶唑

烷酮新药的开发具有重要的意义。
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　　利奈唑胺为人工合成的恶唑烷酮类抗菌药物之

一，２０００年美国ＦＤＡ批准该药可用于治疗革兰阳性
（Ｇ＋）球菌引起的感染，如由ＭＲＳＡ引起的疑似或确
诊院内感染获得性肺炎、复杂性皮肤或皮肤软组织
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沈阳军区总医院检验科（薛文成、褚美玲、马均、任微、王璐、孟冬娅）
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　　第一作者：徐洪亮、薛文成为并列第一作者

感染，尤 其 是 多 重 耐 药 的 耐 万 古 霉 素 肠 球 菌
（ｖａｎｃｏｍｙｃｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｔｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ，ＶＲＥ）感染治疗。

一般认为利奈唑胺独特的抗菌机制为主要通过作用
于５０Ｓ核糖体亚基２３ＳｒＲＮＡ的Ｖ功能区，阻止５０Ｓ
与３０Ｓ亚基结合成７０Ｓ起始复合物，从而抑制细菌
蛋白质合成，据此推测该药不易与其他抑制蛋白合
成的抗菌药发生交叉耐药［１］，但随着该药的广泛应
用，有关该药耐药菌株流行及耐药机制的研究报道
日渐增多。本研究从临床患者血培养中分离出１株
凝固酶阴性葡萄球菌，发现其对利奈唑胺高度耐药，
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现将相关耐药机制报道如下。

资料与方法

一、材料
１．菌株及来源：患者，男，７５岁，因双肺肺炎于

２０１１年８月入住本院，入院前自行口服罗红霉素，

入院后，抽血细菌培养前经验用药给予哌拉西林／他
唑巴坦钠治疗。自患者血培养中分离出１株葡萄球

菌，其凝固酶阴性。

２．ＰＣＲ试剂及引物：ＬＯＴＢＫ７０１。ＥｘＴａｑ酶
（ＴａＫａＲａ），ｄＮＴＰ（ＴａＫａＲａ），引物（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ合成），

Ｍａｒｋｅｒ：ＤＬ５０００。所用引物参考文献［２］根据实验效

果进行适当改进，详见表１。
３．主要仪器：离心机，电泳仪，ＰＣＲ仪，ＡＢＩ

３７３０ＸＬ测序仪。

表１　研究中６个拷贝的２３ＳｒＲＮＡ及Ｖ区扩增引物

引物（５’→３’） 来源（文献）

　ｒｒｎ１ＦＡＴＧＡＡＧＣＧＡＴＧＡＡＴＡＡＡＧＣＡＧ 本研究

　ｒｒｎ１ＲＧＣＴＴＣＡＴＧＡＴＡＴＡＣＧＣＴＴＣＣＴＴＴ 文献［２］

　ｒｒｎ２ＦＧＣＡＧＡＣＧＣＡＣＡＧＧＡＣＴＴＡ 文献［２］

　ｒｒｎ２ＲＡＴＣＴＡＣＴＴＴＴＧＡＣＣＴＧＴＴＧＧＴ 本研究

　ｒｒｎ３ＦＡＡＣＧＧＣＴＴＡＣＣＡＡＧＧＣＡＡＣＧ 本研究

　ｒｒｎ３ＲＧＴＣＧＴＣＡＡＡＣＧＧＣＡＣＴＡＡＴＡ 文献［２］

　ｒｒｎ４ＦＴＧＴＧＧＡＣＧＧＴＧＣＡＴＣＴＧＴＡＧ 文献［２］

　ｒｒｎ４ＲＡＴＣＡＣＣＣＧＣＴＣＣＡＴＡＧＡＴＡＡＴ 文献［２］

　ｒｒｎ５ＦＧＣＣＧＡＴＡＧＣＴＣＴＡＣＣＡＣＴＧ 文献［２］

　ｒｒｎ５ＲＡＧＧＴＧＣＧＡＴＧＧＣＡＡＡＡＣＡ 文献［２］

　ｒｒｎ６ＦＧＡＡＡＧＧＣＧＴＡＡＣＧＡＴＴＴＧＧＧ 文献［２］

　ｒｒｎ６ＲＣＧＴＴＧＡＣＡＴＡＴＴＧＴＣＡＴＴＣＡＧ 文献［２］

Ｖ区 引物

　 ＦＧＣＧＧＴＣＧＣＣＴＣＣＴＡＡＡＡＧ 文献［２］

　 ＲＡＴＣＣＣＧＧＴＣＣＴＣＴＣＧＴＡＣＴＡ 文献［２］

　　二、方法

１．菌株鉴定及药敏试验：采用生物梅里埃公司
ＶＩＴＥＫＣＯＭＰＡＣＴ细菌自动鉴定仪，ＧＰ鉴定卡（批

号：２４２２０８２４０）鉴定菌株，同时用 ＧＰＡＳＴ药敏卡完

成相 关 药 物 最 小 抑 菌 浓 度 （ｍｉｎｉｍｕｍ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＭＩＣ）测定，采用 Ｅｔｅｓｔ药敏纸条作为

利奈唑胺的确证试验。药敏试验质控菌株为大肠埃

希菌ＡＴＣＣ２５９２２和铜绿假单胞菌 ＡＴＣＣ２７８５３，均由

卫生部临检中心提供。

２．细菌基因组 ＤＮＡ抽提：操作参照文献［２］中

的方法。

３．ＰＣＲ反应体系：反应总体积２０μｌ，包括１０×
ＥｘＴａｑｂｕｆｆｅｒ２．０μｌ，２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２１．６μｌ，２．５
ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰＭｉｘ１．６μｌ，引物５ｐＰｒｉｍｅｒ１为１μｌ，
５ｐＰｒｉｍｅｒ２为１μｌ，Ｔｅｍｐｌａｔｅ０．５μｌ，５ＵＥｘＴａｑ０．２
μｌ，ｄｄＨ２Ｏ１２．１μｌ。

ＰＣＲ反应条件：９５℃预变性 ５ｍｉｎ，９５℃ ３０ｓ，
５５℃ ３０ｓ，７２℃ １ｍｉｎ３０ｓ，２４个循环，最后７２℃延

长１０ｍｉｎ。电泳检测 １２９９ｂｐ条带处切胶纯化测

序。证实所得产物正确后，内侧巢式 ＰＣＲ扩增 Ｖ区

保守区，反应体系同上，ＰＣＲ反应条件也相同，３５个

循环。

结　　果

一、实验菌株的菌种鉴定
ＶＩＴＥＫＣＯＭＰＡＣＴ细菌自动鉴定仪鉴定结果提

示为马胃葡萄球菌或缓慢葡萄球菌，但１６ＳｒＲＮＡ基

因扩增测序与葡萄球菌属多种如 Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓｃｏｈ
ｎｉｉｓｔｒａｉｎＪＬ８１２（ＧｅｎＢａｎｋ：ＥＦ５１２７２９．１）序列 １００％
一致，见表２，与基因库中马胃葡萄球菌或缓慢葡萄

球菌差异较大。

二、药敏试验结果

常规药敏结果显示，该菌株对氯霉素、红霉素和

克林霉素均耐药，对链阳菌素敏感，克林霉素诱导实

验阴性。Ｅｔｅｓｔ试验确认利奈唑胺对实验菌株的最

小抑菌浓度为ＭＩＣ≥２５６ｍｇ／Ｌ，见表３。

表２　实验菌株与ＧｅｎＢａｎｋ中部分菌株１６ＳｒＲＮＡ序列的对比结果

基因序列号 菌株描述 得分 涵盖查询序列 同一性

ＧＱ１６９０６５．１ 科氏葡萄球菌解脲亚种ＣＴＤＥ２１６ＳｒＲＮＡ基因部分序列 ２３９９ １００％ １００％

ＦＪ５１４８１１．１ 葡萄球菌属ｇｙ种２３２株１６ＳｒＲＮＡ基因部分序列 ２３９９ １００％ １００％

ＡＭ９４４０３０．１ 葡萄球菌属Ｒ２５６５７株 １６ＳｒＲＮＡ基因部分序列 ２３９９ １００％ １００％

ＥＦ５１２７２９．１ 科氏葡萄球菌ＪＬ８１２株１６ＳｒＲＮＡ基因部分序列 ２３９９ １００％ １００％
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表３　实验菌株对多种药物的ＭＩＣ值及敏感性

抗菌药物 ＭＩＣ（ｍｇ／Ｌ） 敏感度

氨苄西林 ≥ ４ Ｒ

克林霉素 ≥ ８ Ｒ

氯霉素 ≥ ３２ Ｒ

红霉素 ≥ ８ Ｒ

左氧氟沙星 ≤ ４ Ｓ

环丙沙星 ≤ ４ Ｓ

青霉素 ≤ ０．５ Ｓ

莫西沙星 ≤ ４ Ｓ

万古霉素 ≤ １ Ｓ

利奈唑胺 ≥ ２５６ Ｒ

四环素 ≥ １６ Ｒ

庆大霉素 ≤ ０．５ Ｓ

奎奴普丁／达福普汀 ≤ ２ Ｓ

克林霉素诱导试验 Ｎｅｇ（阴性）

　　注：Ｒ：耐药，Ｓ：敏感

　　三、２３ＳｒＲＮＡＶ区序列分析

采用文献中引物进行扩增效果不佳，扩增出目

的条带偏少且特异性差，重新设计引物进行扩增，经

试验后确定：ｒｒｌＡ＿Ｆ改为：５’ＡＴＧＡＡＧＣＧＡＴＧＡＡＴＡ
ＡＡＧＣＡＧ３’；ｒｒｌＢ＿Ｒ改为：５’ＡＴＣＴＡＣＴＴＴＴＧＡＣＣＴ
ＧＴＴＧＧＴ３’；ｒｒｌＣ＿Ｆ改为：５’ＡＡＣＧＧＣＴＴＡＣＣＡＡＧＧ
ＣＡＡＣＧ３’。扩增后的产物稀释后用测序引物进行

巢式 ＰＣＲ内侧扩增，２３ＳｒＲＮＡ保守区 Ｖ区跨度
２２８０～２６９９ｂｐ（Ｅ．ｃｏｌｉｎｕｍｂｅｒｉｎｇ）被扩增，扩增效果

见图 １。基因测序后与 ＧｅｎＢａｎｋ中 Ｓ．ｅｐｉｄｅｒｍｉｄｉｓ
ＲＰ６２Ａ（ａｃｃｅｓｓｉｏｎＮｏ．ＣＲ００００２９）比对分析，发现 ６
个拷贝的 ２３ＳｒＲＮＡＶ区文献报道的 ２４４４、２４４７、
２５０３、２５０４和２５７６等位点未检出突变。与 ＧｅｎＢａｎｋ
库中序列相比，６个拷贝的保守区 Ｖ区均出现
Ｃ２３９０Ｔ、Ｇ２４３１Ｃ、Ｇ２４３６Ａ和Ｃ２４５３Ｔ位点的纯合突

变；部分位点出现杂合突变，分别为：ｒｒｌＢ：Ｔ２３０７Ｃ，
Ｇ２３１５Ａ，Ｃ２６５２Ｔ；ｒｒｌＤ：Ｔ２３０７Ｃ。

讨　　论

近年来，国外关于利奈唑胺耐药的报道逐渐增

加，其中葡萄球菌属和肠球菌属耐药报道所占比例

较高，多以金黄色葡萄球菌和表皮葡萄球菌等为主。

已报道的利奈唑胺耐药机制有 ２３ＳｒＲＮＡ靶位突

变［３５］、甲 基 转 移 酶氯 霉 素氟 甲 砜 霉 素 耐 药
（ｃｈｌｏｒａｍｐｈｅｎｉｃｏｌｆｌｏｒｆｅｎｉｃｏｌｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，ｃｆｒ）基因的产

生［６７］，也有少数关于核糖体蛋白Ｌ３、Ｌ４突变导致利

奈唑胺耐药的报道［２，８９］。其中以２３ＳｒＲＮＡ靶位突

变报道较多，常见的有保守区Ｖ区２４４４、２４４７、２５０３、
２５０４和２５７６位点突变，以 Ｇ２５７６Ｔ突变报道较多

见。葡萄球菌中存在６个拷贝的２３ＳｒＲＮＡ等位基

因，对利奈唑胺的耐药性与６个拷贝中发生 Ｖ区突

变的个数相关，６个拷贝同时发生突变时，菌株对利

奈唑胺的ＭＩＣ值可达５２６～１０５２ｍｇ／Ｌ［１０］。

图１　实验菌株２３ＳｒＲＮＡ６个拷贝的ＰＣＲ电泳图

注：Ｍ：核酸Ｍａｒｋｅｒ；１～６泳道分别为实验菌株２３ＳｒＲＮＡ６个

拷贝的扩增电泳图

　　体内研究表明，利奈唑胺可特异性结合到５０Ｓ
亚单位高活性中心，即核糖体肽转移酶中心，和氯霉

素等同为第Ⅰ类型的蛋白质合成抑制剂具有同样功

能，锚定于 Ａ位上的氨基酰 ｔＲＮＡ结合位点，阻断
５０Ｓ中肽酰转移酶中心的功能［１１１３］，此外，利奈唑胺

还具有影响蛋白质翻译准确性，使密码子通读中断

等作用，因而其不受 ｒＲＮＡ甲基化酶介导的大环内

酯类林可类链阳性药素类（ｍａｃｒｏｌｉｄｅｓｌｉｎｃｏｓａｍｉｄｅｓ
ｓｔｒｅｐｔｏｇｒａｍｉｎ，ＭＬＳ）耐药机制影响［１４１５］。本研究实

验菌株耐药表型为红霉素和林可霉素耐药，链阳菌

素类奎奴普丁／达福普汀敏感，克林霉素诱导实验阴

性，可以排除甲基化酶耐药机制。

本研究是国内凝固酶阴性葡萄球菌利奈唑胺耐

药的首次报道，该耐药菌株未检出 ｃｆｒ基因，６个拷

贝的２３ＳｒＲＮＡ的 Ｖ区保守区均发生了 Ｃ２３９０Ｔ、
Ｇ２４３１Ｃ、Ｇ２４３６Ａ、Ｃ２４５３Ｔ纯合突变，以往的文献报

道中尚未见这些位点突变的报道。由于结构域Ｖ的
Ｇ２０５７～Ｃ２６１１碱基对既能稳定核糖体２３ＳｒＲＮＡ的

三级结构，又是红霉素等大环内脂药物在该结构域

上的结合位点，该区碱基突变引起的２０５７～２６１１碱

基对破坏能导致组成型核糖体变化，也可导致红霉

素对核糖体亲和力降低，从而产生红霉素抗性［１６］，

提示利奈唑胺与红霉素等大环内脂药物有交叉耐药

的分子基础。
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从本研究中耐药菌株对各种药物的耐药表型

看，该菌株对氯霉素、红霉素、林可霉素等相关药物

均耐药，尤其值得关注的是，菌株来源患者在血培养

前无利奈唑胺用药史，但曾自服过罗红霉素，是否罗

红霉素可诱导葡萄球菌２３ＳｒＲＮＡ的 Ｖ区保守区碱

基突变，从而产生对利奈唑胺的高度耐药，尚未明

确。本研究对阐明利奈唑胺耐药机制及恶唑烷酮新

药的开发具有重要的意义。
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