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万古霉素和非达霉素对艰难梭菌体外抗菌活性的稳定性
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［摘　要］　目的　探讨万古霉素和非达霉素对艰难梭菌体外抗菌活性的稳定性。方法　采用体外多步诱导法对

１５株临床分离艰难梭菌菌株（其中核糖体分型 ＨＢ１／ＲＴ００１型２株，ＨＢ５／ＲＴ０１７型３株，ＨＢ６／ＲＴ０１２型３株，

ＨＢ３型３株，ＨＢ２４型１株，ＨＢ２５型３株）以及５株标准艰难梭菌菌株（ＡＴＣＣ７０００５７、ＡＴＣＣ１３８２、ＡＴＣＣ９６８９、

ＡＴＣＣ４３５９８和ＡＴＣＣ１８７０）进行体外诱导试验，分别在含１／２倍 ＭＩＣ和１倍 ＭＩＣ万古霉素和非达霉素的强化布

鲁氏血平板上传代２０次后，采用琼脂稀释法测定诱导前后所有菌株的 ＭＩＣ值变化。结果　诱导前所有菌株对万

古霉素的 ＭＩＣ范围在０．１２５～０．５０μｇ／ｍＬ之间，诱导２０代后 ＭＩＣ范围在０．５０～２．００μｇ／ｍＬ之间；其中３株菌

的 ＭＩＣ值出现４倍增长，１３株菌的 ＭＩＣ值出现２倍增长。诱导前所有菌株对非达霉素的 ＭＩＣ范围在０．０１５～

０．５０μｇ／ｍＬ之间，诱导后 ＭＩＣ范围在０．００７５～０．５０μｇ／ｍＬ，其中３株菌的 ＭＩＣ值出现８倍增长，４株菌的 ＭＩＣ

值出现４倍增长。结论　万古霉素和非达霉素对艰难梭菌的体外抗菌活性的稳定性良好，不易产生继发性耐药。
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　　艰难梭菌是一种专性厌氧革兰阳性产气荚膜梭

菌，约１５％～３９％抗菌药物相关性腹泻（ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ

ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｄｉａｒｒｈｅａ，ＡＡＤ）由艰难梭菌感染（犆犾狅狊

狋狉犻犱犻狌犿犱犻犳犳犻犮犻犾犲，ＣＤＩ）引起
［１］，感染症状可由轻度

腹泻到重度假膜性结肠炎，严重时可引起死亡［２］。

艰难梭菌在健康成人中的定植率约５．５％，在健康

儿童中定植率则高达１３．６％
［３］。２００４年以来高产

毒艰难梭菌流行株（ＮＡＰ１／ＢＩ／０２７）在欧美国家的

暴发流行更引起了特别关注。在美国，艰难梭菌已

经逐渐取代耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（ＭＲＳＡ）成

为医疗保健相关性感染（ｈｅａｌｔｈｃａｒｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｉｎ

ｆｅｃｔｉｏｎ，ＨＡＩ）的首要病原菌
［４］。

２０１４年欧洲临床微生物学会和传染病学会发

布的艰难梭菌感染（ＣＤＩ）的更新治疗指南指出，轻

度ＣＤＩ患者建议口服甲硝唑治疗，重度ＣＤＩ患者则

建议口服万古霉素治疗，非达霉素可用作轻度和重

度ＣＤＩ患者的备选药物，对于治疗后首次复发或多

次复发的ＣＤＩ患者，推荐使用非达霉素作为治疗药

物［５］。早在１９９４年甲硝唑就开始用于治疗ＣＤＩ，但

是，近年来甲硝唑治疗失败的报道有所增加［６８］。万

古霉素用于治疗首次感染的ＣＤＩ十分有效。非达

霉素是专门用于治疗ＣＤＩ的新型药物，具有对肠道

菌群影响小，复发率低等优点［９］。因此，万古霉素和

非达霉素在ＣＤＩ治疗中深受临床医生的欢迎。迄

今为止，关于艰难梭菌对以上两种药物耐药的报道

非常少见，但是，在抗菌药物压力下导致的细菌耐药

问题依然是不可忽视的。本研究首次采用多步诱导

法对河北地区１５株临床分离艰难梭菌和５株标准

菌株进行诱导试验，并采用琼脂稀释法测定诱导前

后艰难梭菌对万古霉素和非达霉素的 ＭＩＣ值，以期

检测万古霉素和非达霉素对艰难梭菌体外抗菌活性

的稳定性。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　２０株艰难梭菌均来自河北省医学

微生物保藏库（ＨｅｂｅｉＰｒｏｖｉｎｃｉａｌＢａｎｋｆｏｒＭｅｄｉｃａｌ

ＣｕｌｔｕｒｅＣｏｌｌｅｃｔｉｏｎ，ＨＢＭＣＣ）。１５株临床分离的菌

株的核糖体分型按本实验室统一命名，其中 ＨＢ１／

ＲＴ００１型２株，ＨＢ５／ＲＴ０１７型３株，ＨＢ６／ＲＴ０１２

型３株，ＨＢ３型３株，ＨＢ２４型１株，ＨＢ２５型３株。

ＨＢ１、ＨＢ５、ＨＢ６分别对应核糖体分型的国际命名

ＲＴ００１、ＲＴ０１７、ＲＴ０１２。５ 株 标 准 菌 株 分 别 是

ＡＴＣＣ７０００５７、ＡＴＣＣ１３８２、ＡＴＣＣ９６８９、ＡＴＣＣ

４３５９８和 ＡＴＣＣ１８７０，购自英国 ＯＸＯＩＤ公司。所

有菌株均通过ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍｐａｃｔ全自动微生物分

析系统，ＭｉｃｒｏｆｌｅｘＬＴ基质辅助激光解吸电离飞行

时间质谱仪和１６ＳｒＤＮＡ测序鉴定。

１．２　试剂与仪器　非达霉素由华北制药股份有限

公司提供（批号２０１３１００１）；万古霉素购自中国药品

生物制品鉴定所（批号２００３０１）；艰难梭菌拉氧头孢

诺氟沙星（ＣＤＭＮ）基础琼脂和添加剂购自英国

ＯＸＯＩＤ公司；无菌脱纤维羊血购自北京陆桥技术股

份有限公司；细菌基因组ＤＮＡ提取试剂盒购自天根

生化科技（北京）有限公司；ＤＭ２０００、１００ｂｐｌａｄｄｅｒ、

ＥｓＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘ（含染料）购自北京康为世纪科

技有限公司；维生素 Ｋ、琼脂糖、Ｇｏｌｄｖｉｅｗ、ＰＲＢ等

引物购自生工生物工程（上海）股份有限公司；布鲁

氏肉汤、布鲁氏琼脂均购自美国ＢＤ公司；氯化血红

素购自国药集团化学试剂有限公司；氢氧化钠购自

天津市大陆化学试剂厂；超低温冰箱购自海尔公司；

生物安全柜购自上海博讯实业有限公司医疗设备

厂；全自动高压蒸汽灭菌仪购自日本 ＡＬＰ公司；

精密分析天平购自日本 Ａ＆Ｄ公司；高速冷冻离心

机购自美国Ｔｈｅｒｍｏ公司；厌氧培养系统购自广州

尤德公司；多点接种仪购自日本佐久间制作所；比浊

仪购自法国生物梅里埃公司；ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍｐａｃｔ全

自动微生物分析系统购自法国生物梅里埃公司；

ＭｉｃｒｏｆｌｅｘＬＴ基质辅助激光解吸电离飞行时间质

谱仪购自德国ＢｒｕｋｅｒＤａｌｔｏｎｉｃｓ公司；１６ＳｒＤＮＡ测

序由生工生物工程有限公司完成。

１．３　药敏试验　采用琼脂稀释法检测２０株艰难梭

菌的最低抑菌浓度（ｍｉｎｉｍｕｍｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａ

ｔｉｏｎ，ＭＩＣ），药敏方法及判读标准参照美国临床实

验室标准化协会（ＣＬＳＩ）推荐的《厌氧菌药物敏感性

试验方法》［１０］。万古霉素耐药折点参考欧洲抗菌药

物敏感性试验委员会（ＥｕｒｏｐｅａｎＣｏｍｍｉｔｔｅｅｏｎＡｎ

ｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌＳｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ Ｔｅｓｔｉｎｇ，ＥＵＣＡＳＴ）标

准［１１］：万古霉素＞２μｇ／ｍＬ。对非达霉素的耐药折

点目前尚无确定数据。依据临床三期试验数据，艰

难梭菌对非达霉素的 ＭＩＣ集中在０．２５μｇ／ｍＬ
［１２］。

质控菌株为ＡＴＣＣ７０００５７。
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１．４　体外多步诱导试验　采用琼脂稀释法检测菌

株的初始 ＭＩＣ值，用于计算诱导时所需的药物浓

度，将冷冻的艰难梭菌在强化布鲁氏血平板上传代

两次后，接种到分别含有万古霉素和非达霉素药物

浓度为１／２倍 ＭＩＣ（各个菌株的初始 ＭＩＣ值）的强

化布鲁氏血琼脂平板上，３７℃厌氧环境下连续传代

１０次，并在第１０次传代后对２０株艰难梭菌进行药

敏试验检测 ＭＩＣ值；然后将药物浓度提升到１倍

ＭＩＣ继续传代１０次，并在第２０次传代后对诱导的

菌株再次进行药敏试验检测 ＭＩＣ值；最后比较所有

菌株初始 ＭＩＣ值和诱导２０代后 ＭＩＣ值。为了保

证 ＭＩＣ结果的稳定性，每次在测定艰难梭菌 ＭＩＣ

值之前，将诱导后的菌株在不含抗生素的布鲁氏血

琼脂培养基中传代３次，见图１。
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图１　检测菌落传代培养流程

犉犻犵狌狉犲１　Ｓｕｂｃｕｌｔｕｒｅｐｒｏｃｅｓｓｏｆｄｅｔｅｃｔｅｄｂａｃｔｅｒｉａｌｃｏｌｏｎｉｅｓ

２　结果

２０株艰难梭菌菌株体外诱导前对万古霉素的

ＭＩＣ范围在０．１２５～０．５０μｇ／ｍＬ之间，诱导２０代

后 ＭＩＣ范围在０．５０～２．００μｇ／ｍＬ之间；其中３株

菌的 ＭＩＣ出现４倍增长，４株菌的 ＭＩＣ值不变，１３

株菌的 ＭＩＣ出现２倍增长；所有菌株对万古霉素均

敏感。２０株艰难梭菌菌株体外诱导前对非达霉素

的 ＭＩＣ范围在０．０１５～０．５０μｇ／ｍＬ之间，诱导后

ＭＩＣ范围在０．００７５～０．５０μｇ／ｍＬ；其中１３株菌的

ＭＩＣ值基本不变或出现２倍增长，３株菌的 ＭＩＣ值

出现８倍增长，４株菌的 ＭＩＣ值出现４倍增长。此

外，艰难梭菌对非达霉素的 ＭＩＣ值均小于或等于万

古霉素，且未发现各菌株诱导前后 ＭＩＣ值的变化与

核糖体型别有关。各菌株诱导前后的ＭＩＣ值见表１。

３　讨论

本研究通过体外诱导的方法分析万古霉素和非

达霉素对１５株临床分离艰难梭菌及５株标准菌株体

外抗菌活性的稳定性。研究结果显示２０株艰难梭菌

对万古霉素的ＭＩＣ范围在０．１２５～０．５０μｇ／ｍＬ之间

（万古霉素耐药折点为＞２μｇ／ｍＬ）；所有菌株对万

古霉素均敏感，且诱导２０代后菌株 ＭＩＣ依然在

０．５０～２．００μｇ／ｍＬ之间，其中３株菌的 ＭＩＣ出现

４倍增长，４株菌的 ＭＩＣ值不变，１３株菌的 ＭＩＣ出

现２倍增长，ＭＩＣ虽然有微小变化，但总体上诱导

前后所有菌株对万古霉素的敏感性变化不大，这也

说明万古霉素体外抗艰难梭菌活性稳定性较好，万

古霉素虽然用于治疗ＣＤＩ的时间较长，但不易出现

继发耐药。此外，本次研究虽未出现万古霉素耐药

株，但是有１株菌对万古霉素敏感性略降低（ＭＩＣ＝

２．００μｇ／ｍＬ），今后在临床应用中应密切关注艰难梭

菌对万古霉素的 ＭＩＣ值，防止出现万古霉素耐药。

　　迄今为止，也曾有一些文献报道过对万古霉素

敏感性下降的艰难梭菌，但数量十分有限。如２０１３

年中国Ｄｏｎｇ等
［１３］分离到２株万古霉素敏感性下降

株（ＭＩＣ值为８μｇ／ｍＬ）；台湾地区Ｃｈｉａ等
［１４］报道

了５株敏感性下降株（ＭＩＣ＞２μｇ／ｍＬ）；伊朗Ｇｏｕ

ｄａｒｚｉ等
［１５］报道２株 ＭＩＣ值为４μｇ／ｍＬ的菌株；

２０１６年Ｌｅｅｄｓ等
［１６］通过体外诱导获取了２株万古

霉素耐药株（ＭＩＣ值为１６μｇ／ｍＬ），同时还通过基

因测序技术发现了３个突变位点，包括 ＭｕｒＧ（参与

肽聚糖的合成）１０８ 位上脯氨酸突变为亮氨酸

（Ｐ１０８Ｌ）、ｒｐｏＣ（编码β／亚基）上天冬氨酸突变为酪

氨酸（Ｄ２４４Ｙ）和ＣＤ３６５９上谷氨酸突变为终止密码子

（Ｅ３２７ｓｔｏｐ）。万古霉素是糖肽类抗生素，主要通过干

扰细菌细胞壁结构中的肽聚糖起到杀灭作用，因此，

ＭｕｒＧ上的突变可能与耐药相关，但是 ＭｕｒＧ突变

是否介导耐药，以及介导耐药后产生的适应性代价

如何尚无定论。而ｒｐｏＣ和ＣＤ３６５９的突变并不涉

及万古霉素的作用机制，其与万古霉素的耐药是否

相关还有待进一步的研究验证。
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表１　万古霉素和非达霉素对艰难梭菌体外诱导前后的药敏结果（μｇ／ｍＬ）

犜犪犫犾犲１　Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆ犆．犱犻犳犳犻犮犻犾犲ｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒｉｎｖｉｔｒｏｉｎｄｕｃｅｄｂｙｖａｎｃｏｍｙｃｉｎａｎｄａｍｐｈｏ

ｔｅｒｉｃｉｎ（μｇ／ｍＬ）

菌株

万古霉素

初始 ＭＩＣ
第一次诱导后

ＭＩＣ

第二次诱导后

ＭＩＣ

非达霉素

初始 ＭＩＣ
第一次诱导后

ＭＩＣ

第二次诱导后

ＭＩＣ

ＨＢ１（ＲＴ００１）

　２０１１０９２７００２５ ０．２５ ０．５０ ０．５０ ０．０３ ０．０３ ０．００７５

　２０１７０３０８１０４７ ０．５０ ０．５０ １．００ ０．５０ ０．５０ ０．５０

　ＡＴＣＣ９６８９ ０．２５ ０．５０ ０．５０ ０．０１５ ０．０１５ ０．００７５

ＨＢ５（ＲＴ０１７）

　２０１７０３０８１０４８ ０．５０ ０．５０ ０．５０ ０．１２５ ０．０６２５ ０．５０

　２０１７０３０８１０４９ ０．５０ ０．２５ ０．５０ ０．０３ ０．０６２５ ０．０３

　２０１０１１０５０００９ ０．１２５ ０．５０ ０．５０ ０．０３ ０．０６２５ ０．０６２５

　ＡＴＣＣ４３５９８ ０．２５ ０．５０ ０．５０ ０．０３ ０．１２５ ０．０６２５

ＨＢ６（ＲＴ０１２）

　２０１０１０１５０００５ ０．２５ ０．５０ ０．５０ ０．０３ ０．１２５ ０．０３

　２０１０１０２３０００６ ０．１２５ ０．５０ ０．５０ ０．０３ ０．０３ ０．２５

　２０１１１０１８００２９ ０．２５ ０．５０ ０．５０ ０．０３ ０．０３ ０．１２５

　ＡＴＣＣ１３８２ ０．２５ ０．５０ ０．５０ ０．０３ ０．０１５ ０．０１５

ＨＢ３

　２０１１０４１１００１５ ０．２５ ０．５０ ０．５０ ０．０３ ０．０６２５ ０．０６２５

　２０１７０３０８１０５０ ０．２５ ０．２５ ０．５０ ０．０３ ０．０３ ０．００７５

　２０１２０９２００１９８ ０．５０ ０．５０ ０．５０ ０．０３ ０．０３ ０．２５

ＨＢ２４

　２０１４０５０１０５９４ ０．２５ ０．０６２５ ０．５０ ０．０３ ０．０６２５ ０．２５

ＨＢ２５

　２０１２０９２００１９９ ０．２５ ０．５０ ０．５０ ０．０３ ０．１２５ ０．１２５

　２０１２０９２２０２０５ ０．５０ ０．５０ １．００ ０．０３ ０．０３ ０．０６２５

　２０１２１０１５０２１９ ０．２５ ０．５０ ０．５０ ０．０３ ０．１２５ ０．１２５

ＲＴ０２７

　ＡＴＣＣ１８７０ ０．５０ ２．００ ２．００ ０．０３ ０．０６２５ ０．０１５

ＲＴ０３８

　ＡＴＣＣ７０００５７ ０．５０ １．００ ０．５０ ０．０３ ０．０３ ０．０１５

　　另外，本研究结果还显示２０株艰难梭菌对非达

霉素的 ＭＩＣ范围在０．０１５～０．５０μｇ／ｍＬ，诱导后各

菌株 ＭＩＣ范围在０．００７５～０．５０μｇ／ｍＬ之间，ＭＩＣ

范围与国外报道一致，且多数菌株对非达霉素的

ＭＩＣ明显低于万古霉素。２０１４年Ｅｉｔｅｌ等
［１７］研究

显示１８８株艰难梭菌对非达霉素的 ＭＩＣ范围是介

于０．００８～０．５μｇ／ｍＬ；２００９年Ｃｉｔｒｏｎ等
［１８］测定了

３８株艰难梭菌对非达霉素的 ＭＩＣ值，结果显示０２７

型艰难梭菌 ＭＩＣ值在０．０３～０．２５μｇ／ｍＬ之间，非

０２７型艰难梭菌 ＭＩＣ值在０．００８～０．２５μｇ／ｍＬ之间；

２０１４年Ｒａｓｈｉｄ等
［１９］研究了３２种不同核糖体分型共

１１４株艰难梭菌对非达霉素的 ＭＩＣ，结果显示各菌株

对非达霉素的 ＭＩＣ在０．００８～０．１２５μｇ／ｍＬ之间，并

且各型别菌株对非达霉素的敏感性无统计学差异。

以上结果提示非达霉素对艰难梭菌抗菌活性较强，

且与万古霉素相比，非达霉素对艰难梭菌的敏感性

更强。此外，非达霉素诱导前后２０株艰难梭菌中

１３株菌的ＭＩＣ值相对不变，３株菌的ＭＩＣ值出现８

倍增长，４株菌的 ＭＩＣ值出现４倍增长，但总体上，

艰难梭菌对非达霉素仍十分敏感，提示非达霉素对

艰难梭菌的体外抗菌活性的稳定性良好，可能因为

非达霉素是近些年刚刚上市的新型药物，２０１１年

获美国食品药品管理局（ＦＤＡ）批准上市，用于治疗

ＣＤＩ的时间尚短；也可能与非达霉素的抗菌机制有

关，非达霉素是一种大环内酯类的窄谱抗生素，对革

兰阳性厌氧菌，尤其是对艰难梭菌和产气荚膜梭菌

有很好的抗菌效果。非达霉素的作用机制主要是通

过抑制细菌ＲＮＡ聚合酶从而阻止转录过程。非达

霉素先与ＤＮＡＲＮＡ聚合酶复合物结合后，抑制σ

亚基及ＤＮＡ的解链，在没有转录生成信使ＲＮＡ时

即阻止细菌的转录［２０］。

目前，关于非达霉素对艰难梭菌敏感性的文献
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报道相对较少。２０１１年Ｓｅｄｄｏｎ等
［２１］报道了２株

ＭＩＣ值增高４～８倍的艰难梭菌，基因测序后发现β

亚 基 上 三 种 氨 基 酸 突 变 （Ｇ１０７４Ｋ、Ｖ１１４３Ｆ、

Ｖ１１４３Ｄ），以及β′亚基上 Ｄ２３７Ｙ 突变。２０１２年

Ｓｅｄｄｏｎ等
［２２］又在体外诱导出两株 ＭＩＣ提高６４倍

的艰 难 梭 菌，测 序 后 发 现 β 亚 基 上 Ｖ１１４３Ｇ、

Ｖ１１４３Ｄ、Ｑ１０７４Ｋ、Ｑ１０７４Ｈ 和 Ｖ１１４３Ｇ突变，β′亚基

上Ｒ８９Ｇ、Ｉ１０Ｒ 和 Ｒ８９Ｇ 突变。２０１４年 Ｂａｂａｋｈａｎｉ

等［２３］也在体外诱导出１株１６倍 ＭＩＣ值的艰难梭

菌，测序发现β亚基上 Ｑ１０７４Ｋ和 Ｑ１１４３Ｆ，β′亚基

上Ｄ２３７Ｙ改变。但是上述文献并没有对各个突变

与耐药之间的关系进行后续报道，此外，由于诱导方

法的差异、缺少重复性验证等因素使结果出现不一

致，需进一步的研究证实以上研究结果是否具有生

物学意义。

万古霉素不易被肠道吸收，因此，肠道内药物浓

度高、作用持久、全身毒性小；非达霉素安全、肠道吸

收少、对正常菌群影响小、结肠内药物分布浓度高。

强翠欣等［２４］曾通过构建黄金地鼠艰难梭菌相关性

腹泻的动物模型发现非达霉素对高产毒艰难梭菌有

较好的体内抗菌作用，并且与万古霉素相比，治疗复

发率低。万古霉素和非达霉素在治疗ＣＤＩ过程中

效果较好，因此，临床医生对这些药物较为重视。本

次的研究结果显示，万古霉素和非达霉素对艰难梭

菌体外抗菌活性的稳定性均较好，且艰难梭菌在体

外不断地接受这两种抗菌药物的压力，也不易产生

继发耐药，所以临床上可放心使用万古霉素和非达

霉素治疗ＣＤＩ。

本研究在国内首次采用体外多步诱导法检测万

古霉素和非达霉素对艰难梭菌体外抗菌活性的稳定

性。万古霉素是治疗ＣＤＩ的首选药物，非达霉素是

治疗ＣＤＩ的新兴药物，了解两种药物对艰难梭菌抗

菌活性的稳定性可为指导临床用药提供参考依据。

但是，本研究也存在一些局限性，如菌株数量较少，

且菌株主要来自河北地区，有地域局限性。将来我

们还会继续密切观察，扩大病例数来追踪万古霉素

和非达霉素在临床应用中的疗效，及时发现并预防

耐药情况的发生。
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