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耐利奈唑胺头状葡萄球菌耐药性及患者临床特征
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［摘　要］　目的　了解耐利奈唑胺头状葡萄球菌的耐药机制以及临床特征。方法　收集某院分离的耐利奈唑胺

头状葡萄球菌，采用脉冲场凝胶电泳（ＰＦＧＥ）分析菌株的同源性，ＰＣＲ方法扩增２３ＳｒＲＮＡ基因、编码核糖体蛋白

Ｌ３和Ｌ４的基因（狉狆犾Ｃ、狉狆犾Ｄ），以及耐药基因ＣＦＲ，并测序。结果　５例患者标本分离７株耐利奈唑胺头状葡萄球

菌，其对苯唑西林、左氧氟沙星、庆大霉素等常用抗菌药物耐药，仅对糖肽类、利福平、四环素，奎奴普丁／达福普汀

敏感。７株耐药菌２３ＳｒＲＮＡ均存在突变，均不携带ＣＦＲ基因。ＰＦＧＥ显示，７株临床株属同一谱型。５例患者均

有严重的基础疾病，分离出耐药菌的住院时间９２ｄ～１０个月，其中３例患者深静脉置管，１例同时深静脉、透析置

管，３例曾接受利奈唑胺治疗。结论　７株头状葡萄球菌对利奈唑胺耐药是由于２３ＳｒＲＮＡ 第 Ｖ区 Ｇ２５７６Ｔ和

Ｃ２１０４Ｔ突变导致；利奈唑胺耐药头状葡萄球菌呈多重耐药表型，患有基础疾病、长期住院、长疗程使用利奈唑胺和

深静脉置管可能是患者感染此类耐药菌的危险因素。
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　　头状葡萄球菌属于凝固酶阴性葡萄球菌，是一

种条件致病菌，同时也是皮肤表面的正常菌群，可引

起伤口、血流和导管相关感染。利奈唑胺是美国食

品药品监督管理局（ＦＤＡ）第一个批准用于临床的

口恶唑烷酮类抗生素，２００７年引进我国，常用于治疗

多重耐药革兰阳性球菌引起的严重感染，尤其对耐

甲氧西林葡萄球菌、耐万古霉素肠球菌有较好的抗

菌活性［１］。但近年来，随着该药的广泛使用，我国多

所医院先后出现了利奈唑胺耐药株的报道［２３］，这些

耐药菌株主要是葡萄球菌属和肠球菌属细菌［２，４］，

已引起人们的广泛关注。其中２３ＳｒＲＮＡ第Ⅴ功能

区的基因突变，氯霉素－氟甲砜霉素耐药（ＣＦＲ，

ｃｈｌｏｒａｍｐｈｅｎｉｃｏｌｆｌｏｒｆｅｎｉｃｏｌｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ）基因的获

得，狉狆犾Ｃ和狉狆犾Ｄ（分别编码５０Ｓ核糖体Ｌ３和Ｌ４蛋

白）基因突变是导致葡萄球菌属细菌对利奈唑胺耐

药的主要机制［５］。本研究收集某院首次从临床标本

分离的７株耐利奈唑胺头状葡萄球菌，对其耐药性、

耐药机制、同源性以及患者相关临床资料进行分析，

为防治其感染暴发提供参考依据。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　菌株来源　收集某院微生物实验室２０１８年

６—１０月分离的头状葡萄球菌共１５株，其中分离自

５例患者的７株头状葡萄球菌对利奈唑胺耐药。标

准菌株为头状葡萄球菌 ＡＴＣＣ２９２１３和 ＡＴＣＣ

２５９２３，购自美国标准菌株保存中心。携带ＣＦＲ耐

药基因的耐利奈唑胺头状葡萄球菌由北京大学人民

医院陈宏斌博士惠赠。

１．１．２　实验材料　ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍｐａｃｔ全自动微生

物分析系统和质谱分析仪（ＶＩＴＥＫＭＳＩＶＤ３．０）为

法国生物梅里埃公司产品。细菌基因组ＤＮＡ提取

试剂盒为北京天根生化科技有限公司产品。限制性

内切酶ＳｍａＩ、高保真及常规ＰＣＲ试剂均购自大连

ＴａＫａＲａ公司。ＢｉｏＲａｄＴ１００ＰＣＲ、脉冲场电泳系统

及凝胶成像系统为美国ＢｉｏＲａｄ公司产品。

１．２　方法

１．２．１　病例资料收集　查阅５例耐利奈唑胺头状

葡萄球菌感染患者的电子病历，了解基本信息，包括

年龄、性别、科室、标本类型、取样时间、导管类型、住

院时间和基础疾病等资料。

１．２．２　菌株鉴定及敏感试验　头状葡萄球菌鉴定

采用ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍｐａｃｔ全自动微生物分析系统，

采用质谱分析方法进行确认。抗菌药物敏感试验也

采用ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍｐａｃｔ全自动微生物分析系统完

成，并采用美国临床实验室标准化协会（ＣＬＳＩ）

Ｍ１００Ｓ２７进行判断。

１．２．３　基因组ＤＮＡ提取　收集对数生长期的头状

葡萄球菌悬液１ｍＬ，３０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，用溶葡

萄球菌素和细菌基因组ＤＮＡ提取试剂盒提取沉淀中

头状葡萄球菌的基因组ＤＮＡ，－２０℃保存备用。

１．２．４　耐药基因检测　提取细菌基因组ＤＮＡ后，

ＰＣＲ引物及反应条件见表１。ＰＣＲ 反应总体积

２５μＬ，其中ｍｉｘ１２．５μＬ，灭菌蒸馏水７．５μＬ，上下

游引物各２μＬ，模板 ＤＮＡ１μＬ。ＰＣＲ产物采用

１％琼脂糖凝胶进行电泳。狉狆犾Ｃ、狉狆犾Ｄ和３ＳｒＲＮＡ

的ＰＣＲ扩增产物送武汉天一辉远生物科技有限公

司进行测序。采用ＤＮＡＭＡＮ软件，对核苷酸序列

与大肠埃希菌Ｋ１２的核苷酸系列进行比对分析。

表１　ＰＣＲ引物序列及反应条件

犜犪犫犾犲１　ＰＣＲｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｎｓａｎｄｒｅａｃｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎ

基因 序列（５’－３’） 反应条件 片段长度（ｂｐ） 来源

核糖体蛋白Ｌ４基因

（狉狆犾Ｃ）

Ｆ：ＡＣＣＣＴＧＡＴＴＴＡＧＴＴＣＣＧＴＣＴＡ

Ｒ：ＧＴＴＧＡＣＧＣＴＴＴＡＡＴＧＧＧＣＴＴＡ

９４℃５ｍｉｎ，９４℃３０ｓ，５２℃３０ｓ，７２℃

５０ｓ，３５个循环，７２℃１０ｍｉｎ
８２２ 参考文献［６］

核糖体蛋白Ｌ３基因

（狉狆犾Ｄ）

Ｆ：ＴＣＧＣＴＴＡＣＣＴＣＣＴＴＡＡＴＧ

Ｒ：ＧＧＴＡＡＣＡＣＴＧＴＡＡＣＴＧ

９４℃５ｍｉｎ，９４℃３０ｓ，５２℃３０ｓ，７２℃

８０ｓ，３５个循环，７２℃１０ｍｉｎ
１２００ 参考文献［６］

２３Ｓ 核 糖 体 ＲＮＡ

（２３ＳｒＲＮＡ）

Ｆ：ＴＴＧＡＴＴＡＡＧＴＣＴＴＣＧＡＴＣＧＡＴＴＡＧＴ

Ｒ：ＧＡＴＴＡＡＧＴＴＡＴＴＡＡＧＧＧＣＧＣＡＣ

９４℃５ｍｉｎ，９４℃３０ｓ，５６℃３０ｓ，７２℃

３ｍｉｎ，３５个循环，７２℃１０ｍｉｎ
２９２２ 本研究

氯霉素－氟甲砜霉素

耐药（ＣＦＲ）基因

Ｆ：ＴＧＡＡＧＴＡＴＡＡＡＧＣＡＧＧＴＴＧＧＧＡＧＴＣＡ

Ｒ：ＡＣＣＡＴＡＴＡＡＴＴＧＡＣＣＡＣＡＡＧＣＡＧＣ

９４℃１０ｍｉｎ，９４℃ ３０ｓ，６０℃ ３０ｓ，

７２℃４５ｓ，３０个循环，７２℃１０ｍｉｎ
７６４ 参考文献［３］
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１．２．５　脉冲场凝胶电泳（ＰＦＧＥ）和聚类分析　头状

葡萄球菌临床分离株的基因组ＤＮＡ经ＳｍａＩ酶切

后进行ＰＦＧＥ电泳，分析其同源性，具体方法见参

考文献［６］。主要步骤包括细菌包埋胶块制作、细菌

裂解、胶块内核酸的酶切、上样、电泳、染色、脱色和

图像获取。选用限制性内切酶ＳａｍＩ对试验菌株进

行酶切（３０℃，３ｈ），选用限制性内切酶ＸｂａＩ对分

子量标准参考菌株 Ｈ９８１２进行酶切（３７℃，３ｈ）。

电泳参数：电压６Ｖ／ｃｍ，电场角度１２０度，脉冲时间

４～４０ｓ，电泳时间１８ｈ。电泳结束后，进行染色、脱

色后获取图像。采用 ＢｉｏＮｕｍｅｒｉｃｓ软件（Ｖｅｒｓｉｏｎ

７．６）对电泳图谱进行数据分析，设置Ｄｉｃｅ相关系数

为１．５％，设置条带位置差异容许度为１．５％，采用

ＵＰＧＭＡ方法分析菌株间的相似性，绘制聚类分析

树状图。

２　结果

２．１　病例资料　５例患者来自４个不同的科室，均

有较严重的基础疾病，住院时间均较长，其中３例患

者深静脉置管，１例同时深静脉、肾透析置管。３例

患者分别使用过利奈唑胺治疗４～１１ｄ。见表２。

２．２　药敏结果　对７株耐利奈唑胺头状葡萄球菌

进行药敏试验，发现均对苯唑西林耐药，未发现对万

古霉素、替考拉宁耐药的菌株，对利福平、四环素、奎

奴普丁／达福普汀敏感。见表３。

表２　７株耐利奈唑胺头状葡萄球菌标本来源及患者信息

犜犪犫犾犲２　Ｓｐｅｃｉｍｅｎｓｏｕｒｃｅｏｆ７ｓｔｒａｉｎｓｏｆＬＲＳＣａｎｄｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｐａｔｉｅｎｔｓ

菌株编号 患者编号 性别 年龄（岁） 科室 标本类型 取样时间 导管类型 住院时间 主要基础疾病

５７３ １ 女 ８４ 综合一 外周血 １８／６／７ ＲＤＣ＋ＣＶＣ ６个月 慢性肾脏病、慢性心衰急性发作

３３８ ２ 男 ９５ 重症监护室Ⅲ 外周血 １８／６／２９ 无导管 ９个月 颅内血肿

６９８ ３ 男 ５７ 肝胆研究院二 外周血 １８／７／３１ ＣＶＣ ９７ｄ 原发性胆汁型肝硬化伴胃底静脉曲张

５５０ ４ 女 ７７ 重症监护室Ⅰ 外周血 １８／８／３０ ＣＶＣ ９个月 急性胆管炎

００６ ４ 女 ７７ 重症监护室Ⅰ ＣＶＣ １８／９／１ ＣＶＣ ９个月 急性胆管炎

９９１ ５ 女 ６０ 肝胆研究院二 外周血 １８／９／２ 无导管 ３７ｄ 胆汁淤积性肝硬化、慢性肝衰竭

３４５ ４ 女 ７７ 重症监护室Ⅰ 外周血 １８／１０／５ ＣＶＣ ９个月 急性胆管炎

　　ＲＤＣ：肾透析导管；ＣＶＣ：中心静脉导管

表３　７株耐利奈唑胺头状葡萄球菌的药敏试验结果

犜犪犫犾犲３　Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｉｎｇｒｅｓｕｌｔｏｆ７ｓｔｒａｉｎｓＬＲＳＣ

抗菌药物
头状葡萄球菌编号

３３８ ５７３ ６９８ ５５０ ００６ ９９１ ３４５

青霉素 ≥０．５（Ｒ） ≥０．５（Ｒ） ≥０．５（Ｒ） ≥０．５（Ｒ） ≥０．５（Ｒ） ≥０．５（Ｒ） ≥０．５（Ｒ）

苯唑西林 ≥４（Ｒ） ≥４（Ｒ） ≥４（Ｒ） ≥４（Ｒ） ≥４（Ｒ） ≥４（Ｒ） ≥４（Ｒ）

庆大霉素 ≥１６（Ｒ） ≥１６（Ｒ） ≥１６（Ｒ） ≥１６（Ｒ） ≥１６（Ｒ） ≥１６（Ｒ） ≥１６（Ｒ）

万古霉素 ≤０．５（Ｓ） ≤０．５（Ｓ） １（Ｓ） １（Ｓ） ＜０．５（Ｓ） ≤０．５（Ｓ） １（Ｓ）

替考拉宁 Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ

奎奴普丁／达福普汀 ０．５（Ｓ） ０．５（Ｓ） ０．５（Ｓ） １（Ｓ） ０．５（Ｓ） １（Ｓ） １（Ｓ）

利奈唑胺 ≥８（Ｒ） ≥８（Ｒ） ≥８（Ｒ） ≥８（Ｒ） ≥８（Ｒ） ≥８（Ｒ） Ｒ≥８（Ｒ）

四环素 ２（Ｓ） ２（Ｓ） ８（Ｉ） ８（Ｉ） ４（Ｓ） ４（Ｓ） ８（Ｉ）

红霉素 ≥８（Ｒ） ≥８（Ｒ） ≥８（Ｒ） ≥８（Ｒ） ≥８（Ｒ） ≥８（Ｒ） ≥８（Ｒ）

左氧氟沙星 ４（Ｒ） ≥８（Ｒ） ≥８（Ｒ） ≥８（Ｒ） ≥８（Ｒ） ≥８（Ｒ） ≥８（Ｒ）

克林霉素 ２（Ｉ） １（Ｓ） １（Ｓ） ４（Ｒ） ２（Ｉ） ２（Ｉ） １（Ｓ）

环丙沙星 ≥８（Ｒ） ≥０．８（Ｒ） ≥８（Ｒ） ≥８（Ｒ） ≥８（Ｒ） ≥８（Ｒ） ≥８（Ｒ）

莫西沙星 ４（Ｒ） ２（Ｒ） ４（Ｒ） ４（Ｒ） ４（Ｒ） ４（Ｒ） ４（Ｒ）

利福平 ≤０．５（Ｓ） ≤０．５（Ｓ） ≤０．５（Ｓ） ≤０．５（Ｓ） ≤０．５（Ｓ） ≤０．５（Ｓ） ≤０．５（Ｓ）

　　Ｒ：耐药；Ｓ：敏感
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２．３　耐药相关基因检测　７株耐利奈唑胺头状葡

萄球菌均未检测到ＣＦＲ基因。见图１。用大肠埃

希菌Ｋ１２进行定位，分析２３ＳｒＲＮＡ全系列，发现

７株耐药株均存在２３ＳｒＲＮＡ 第 Ｖ区 Ｇ２５７６Ｔ和

Ｃ２１０４Ｔ突变，其他功能区存在Ｃ１４７２Ｔ突变。部分

位点的测序图显示是双峰，可能与基因多态性有关。

见图２。７株耐药株均未检测到编码Ｌ３和Ｌ４核糖

体蛋白的狉狆犾Ｃ和狉狆犾Ｄ突变。

２．４　ＰＦＧＥ图谱聚类分析　以差异带大于３为不

同ＰＦＧＥ图谱，７株耐利奈唑胺头状葡萄球菌具有

相同的ＰＦＧＥ图谱，而８株利奈唑胺敏感的头状葡

萄球菌呈现７种ＰＦＧＥ图谱，见图３。将１５株头状

葡萄球菌的ＰＦＧＥ图谱和信息进行聚类分析，结果

显示７株耐药株的同源性为９６．３％，为同一克隆

系，见图４。
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　　注：第１—８泳道分别为菌株９９１（ＬＲ）、６９８（ＬＲ）、００６（ＬＲ）、

５７３（ＬＲ）、３３８（ＬＲ）、３４８（ＬＲ）、５５０（ＬＲ）、２４０（ＬＳ）；９泳道为阳性对

照，１０泳道为阴性对照，Ｍ 为 ＭａｒｋｅｒＤＬ７６４；ＬＲ：利奈唑胺耐药头

状葡萄球菌；ＬＳ：利奈唑胺敏感头状葡萄球菌

图１　７株耐利奈唑胺头状葡萄球菌ＣＦＲ基因检测电泳图
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图２　含Ｇ２５７６和Ｃ２１０４Ｔ突变的２３ＳｒＲＮＡ系列测序图

犉犻犵狌狉犲２　Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｍａｐｓｏｆ２３ＳｒＲＮＡｓｅｒｉｅｓｃｏｎｔａｉｎｉｎｇＧ２５７６ａｎｄＣ２１０４Ｔｍｕｔａｔｉｏｎ
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　　注：Ｍ为ＬａｍｂｄａＰＦＧＥＭａｒｋｅｒ；第１—１５泳道分别为菌株３４５（ＬＲ）、９９１（ＬＲ）、４４７（ＬＳ）、１３７（ＬＳ）、１８８（ＬＳ）、８９０（ＬＳ）、００６（ＬＲ）、６９８

（ＬＲ）、７８０（ＬＳ）、７８５（ＬＳ）、５５０（ＬＲ）、２４０（ＬＳ）、９９３（ＬＳ）、３３８（ＬＲ）、５７３（ＬＲ）；ＬＲ：利奈唑胺耐药头状葡萄球菌；ＬＳ：利奈唑胺敏感头状葡萄

球菌

图３　１５株头状葡萄球菌ＰＦＧＥ图谱

犉犻犵狌狉犲３　ＰＦＧＥｍａｐｏｆ１５ｓｔｒａｉｎｓｏｆ犛．犮犪狆犻狋犻狊
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图４　１５株头状葡萄球菌ＰＦＧＥ聚类分析图

犉犻犵狌狉犲４　ＰＦＧＥｃｌｕｓｔｅｒａｎａｌｙｓｉｓｏｆ１５ｓｔｒａｉｎｓｏｆ犛．犮犪狆犻狋犻狊

３　讨论

本组研究显示，７株耐利奈唑胺头状葡萄球菌

均对苯唑西林耐药，并呈现多重耐药，未在我国上市

的喹努普丁／达福普汀对利奈唑胺耐药的葡萄球菌

表现较强的体外抗菌活性，为利奈唑胺耐药革兰阳

性菌感染的治疗带来了希望。７株耐药株大部分分

离自血流感染患者。这些患者均有基础疾病，住院

时间都很长，大部分在介入治疗前使用过利奈唑胺
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进行治疗，大部分深静脉置管，表明基础疾病、长时

间住院、之前长疗程使用利奈唑胺治疗和深静脉置

管的患者更容易感染此类菌。值得注意的是，４号

患者两次在血液里分离出耐利奈唑胺头状葡萄球

菌，两次检出时间前后间隔一个多月，表明耐利奈唑

胺头状葡萄球菌很容易在患者的皮肤或环境中长期

定植，易造成医院感染，提示医院一旦出现此类菌应

严格做好医院感染监控、消毒和隔离。同时提示未

使用利奈唑胺治疗的患者也可能携带耐利奈唑胺葡萄

球菌，因此，对于长期住院或免疫力低下的感染患者，

应定期送检标本进行细菌培养，以便及时调整抗菌

药物和发现耐药菌并采取相应的措施遏制其传播。

利奈唑胺耐药株目前在葡萄球菌中仍不常见［７］，

与利奈唑胺由化学合成，并且作用于蛋白质合成的

早期，不易与其他抑制蛋白质合成的抗生素产生交

叉耐药的特性相关［８］。

近年来，因耐药基因ＣＦＲ导致的耐药越来越多

的引起人们的关注，除葡萄球菌，其还存在于其他革

兰阳性球菌以及革兰阴性杆菌中［３］。ＣＦＲ通过编

码ｒＲＮＡ甲基转移酶，引起细菌核糖体２３ＳｒＲＮＡ

的２５０３位腺嘌呤残基甲基化，干扰抗菌药物的定位

以及与细菌核糖体的结合而导致耐药［９］。ＣＦＲ基

因最早在２０００年从牛体内培养出的松鼠葡萄球菌

中分离［１０］，该基因主要存在于质粒中，可以引起氯

霉素和氟苯尼考共同耐药，能在葡萄球菌属细菌间

水平传播［１１］。因此，ＣＦＲ基因可在微生物群内播

散，大大增加了利奈唑胺耐药株流行的可能性。本

研究中的７株耐药菌均未检出ＣＦＲ耐药基因。

本院已出现耐利奈唑胺头状葡萄球菌。本研究

通过对利奈唑胺耐药机制进行深入研究，发现导致

本院出现耐利奈唑胺头状葡萄球菌的主要原因是

２３ＳｒＲＮＡ Ｖ 区 Ｇ２５７６Ｔ 和 Ｃ２１０４Ｔ 两个位点突

变，与之前报道［１２］一致。同时其他功能区存在

Ｃ１４７２Ｔ突变，这个位点的突变与耐药是否相关有

待进一步考证。２３ＳｒＲＮＡＶ区基因突变是由于葡

萄球菌２３ＳｒＲＮＡ在染色体中存在多个拷贝数，基

因突变是自发形成的，因此，耐药性形成过程缓慢，

并且这种突变大部分出现在长期使用利奈唑胺治疗

的患者中。２３ＳｒＲＮＡ突变是导致肠球菌属和葡萄

球菌属临床株发生耐 药最常见的机 制，其 中

Ｇ２５７６Ｔ、Ｔ２５００Ａ、Ｇ２４４７Ｔ是最常见的突变位点
［１３］。

据文献［１４１６］报道，Ｇ２５７６临床株突变与利奈唑胺长

疗程地使用及使用剂量密切相关，提示临床医生应

合理地使用利奈唑胺进行治疗。

７株耐药株均未检测到编码Ｌ３和Ｌ４核糖体蛋

白的狉狆犾Ｃ和狉狆犾Ｄ突变，由编码Ｌ３、Ｌ４核糖体蛋白

狉狆犾Ｃ和狉狆犾Ｄ基因突变导致葡萄球菌对利奈唑胺耐

药在其耐药机制中不常见。Ｌ３和Ｌ４核糖体蛋白的

突变主要发生在核糖体转移酶（ＰＴＣ）中心区，通过

改变２３ＳｒＲＮＡ的稳定性和构型而导致利奈唑胺敏

感性降低［１１，１７］。

ＰＦＥＧ聚类分析显示，７株耐药头状葡萄球菌

是同一克隆系，可能是医院感染导致的，提示医院应

控制患者的住院时间，加强对抗菌药物使用的管理，

并主动监测利奈唑胺耐药的阳性球菌，一旦出现此

类耐药菌，应积极地采取消毒和隔离措施，控制利奈

唑胺耐药菌的传播。
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