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·论著·

２株利奈唑胺中介粪肠球菌２３犛狉犚犖犃犞区基因变异检测

郑金鑫，李多云，陈　重，邓名贵，刘晓军，邓启文，余治健

（广东医学院附属深圳市南山区人民医院，广东 深圳　５１８０００）

［摘　要］　目的　研究粪肠球菌对利奈唑胺（ＬＮＺ）的耐药情况和耐药机制，为临床合理用药提供依据。方法　收

集２０１２年１月—２０１３年１月深圳市南山区人民医院接受ＬＮＺ治疗患者痰液标本分离的粪肠球菌１２株，采用琼

脂稀释法测定抗菌药物的最低抑菌浓度（ＭＩＣ），聚合酶链反应（ＰＣＲ）扩增２３ＳｒＲＮＡＶ区基因，并进行测序分析。

结果　１２株菌中，２株为中介株（菌株编号分别为３和６），１０株为敏感株。２株中介株均检测到Ｇ２５７６Ｕ突变，其

中１株（编号６）还同时存在Ｃ２４２４Ｕ突变；１０株敏感株未检测到变异。Ｃ２４２４Ｕ和Ｇ２５７６Ｕ突变分别发生在２３Ｓ

ｒＲＮＡＶ区基因的Ｒ１区和Ｒ４区。结论　粪肠球菌ＬＮＺ中介株中发现２３ＳｒＲＮＡＶ区基因变异，提示临床应密

切关注ＬＮＺ的 ＭＩＣ变化。

［关　键　词］　粪肠球菌；利奈唑胺；耐药性；抗药性，微生物；变异；突变
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　　利奈唑胺（ｌｉｎｅｚｏｌｉｄ，ＬＮＺ）是第一个应用于临

床的新型唑烷酮类抗生素，２０００年首先在美国上

市［１］。目前，该药已成为治疗耐万古霉素肠球菌

（ｖａｎｃｏｍｙｃｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｔ犈狀狋犲狉狅犮狅犮犮狌狊，ＶＲＥ）感染，以

及控制 ＶＲＥ医院感染暴发流行的主要药物之一。

随着ＬＮＺ在临床的应用，其耐药问题也逐渐出现，

目前，对其耐药机制的研究已成为热点问题之一。

既往研究［２－５］表明，ＬＮＺ耐药变异主要位于细菌的
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２３ＳｒＲＮＡＶ区基因，特别是 Ｇ２５７６Ｕ 和 Ｇ２４４７Ｕ

变异；其他位点（如 Ｃ２５１２Ｕ、Ｇ２５１３Ｕ、Ｃ２６１０Ｇ、

Ｇ２５０５Ａ等）的突变也与耐药的发生密切相关。细

菌核糖体蛋白Ｌ３和Ｌ４氨基酸变异也与ＬＮＺ耐药

相关，金黄色葡萄球菌核糖体蛋白 Ｌ３氨基酸的

Ｆ１４７Ｌ或Ａ１５７Ｒ突变，能显著提高ＬＮＺ耐药的最

低抑菌浓度（ＭＩＣ）
［６］。目前，国内关于ＬＮＺ临床耐

药变异的研究少有报道，为了解粪肠球菌对ＬＮＺ的

耐药变异情况，笔者进行了如下研究。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　收集２０１２年１月—２０１３年１月

深圳市南山区人民医院接受ＬＮＺ治疗的患者资料，

ＬＮＺ治疗时间为１０～２５ｄ（６００ｍｇ／ｄ），患者痰液标

本分离粪肠球菌１２株。

１．２　菌株鉴定与药敏试验　采用法国生物梅里埃

ＶＩＴＥＫ２ｃｏｍｐａｃｔ全自动微生物分析仪及配套的鉴

定卡与药敏卡进行菌株鉴定及药敏试验。以粪肠球

菌ＡＴＣＣ２９２１２作为质控菌株。采用２０１３年美国

临床实验室标准化协会（ＣＬＳＩ）推荐的琼脂二倍稀

释法进行操作及结果判读，同时测定 ＡＴＣＣ２９２１２

的 ＭＩＣ进行质控。

１．３　聚合酶链反应（ＰＣＲ）扩增２３ＳｒＲＮＡＶ区基因

　依照参考文献［７］对粪肠球菌２３ＳｒＲＮＡＶ区基因

４个片段（Ｒ１：１８９８ｂｐ；Ｒ２：１４１５ｂｐ；Ｒ３：１１１１ｂｐ；

Ｒ４：１９５２ｂｐ）进行ＰＣＲ扩增和测序分析。引物按照

参考文献合成，反应体系如下：ＥｘＴａｑＢｕｆｆｅｒ（Ｍｇ
２＋

ｐｌｕｓ）５μＬ，ｄＮＴＰＭｉｘｔｕｒｅ（各２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）４μＬ，

Ｐｒｉｍｅ１（Ｆ）１μＬ，Ｐｒｉｍｅ２（Ｒ）１μＬ，ＥｘＴａｑＤＮＡｐｏｌ

ｙｍｅｒａｓｅ０．２５μＬ，模板ＤＮＡ１μＬ，加ｄｄＨ２Ｏ 补齐

至５０μＬ。ＰＣＲ反应条件：９４℃预变性４ｍｉｎ；９４℃

３０ｓ，５５℃３０ｓ，７２℃ ２ｍｉｎ，共２９个循环；７２℃

４ｍｉｎ。ＰＣＲ扩增产物经１％的琼脂糖凝胶电泳分

离后纯化，送生工生物工程（上海）股份有限公司测

序，应用ＤＮＡＭＡＮ．ｆｕｌｌ．ｖｅｒｓｉｏｎ．ｖ５．２．２软件进行

序列比对分析。

２　结果

２．１　ＭＩＣ测定　依据２０１３年ＣＬＳＩ标准，肠球菌

对ＬＮＺ的 ＭＩＣ≤２．００μｇ／ｍＬ为敏感（Ｓ），ＭＩＣ＝

４．００μｇ／ｍＬ为中介（Ｉ），ＭＩＣ≥８．００μｇ／ｍＬ为耐药

（Ｒ）。１２株菌中，２株为中介株（菌株编号分别为

３和６），１０株为敏感株；其 ＭＩＣ值分别为：１．００、

１．００、４．００、０．５０、１．００、６．００、１．００、０．５０、１．００、

０．５０、１．００、０．５０μｇ／ｍＬ。质控 菌株 粪肠球菌

ＡＴＣＣ２９２１２ＭＩＣ为２．００μｇ／ｍＬ，符合ＣＬＳＩ标准

（１．００～４．００μｇ／ｍＬ）。

２．２　２３ＳｒＲＮＡＶ区基因ＰＣＲ扩增结果　２株中介

株２３ＳｒＲＮＡＶ区基因４个片段（Ｒ１—Ｒ４区）ＰＣＲ扩

增后均形成了单一明亮的电泳条带。见图１。
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图１　２株粪肠球菌中介株２３ＳｒＲＮＡＶ区基因（Ｒ１—Ｒ４片段）ＰＣＲ扩增电泳图
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２．３　２３ＳｒＲＮＡＶ区基因变异检测结果　２株中

介株均检测到Ｇ２５７６Ｕ突变，其中１株（编号６）还

同时存在 Ｃ２４２４Ｕ 变异；１０株敏感株未检测到变

异。见表１。Ｃ２４２４Ｕ和Ｇ２５７６Ｕ突变分别发生在

２３ＳｒＲＮＡＶ区基因的Ｒ１区和Ｒ４区。见图２。

表１　２３ＳｒＲＮＡＶ区变异检测结果

犜犪犫犾犲１　Ｖａｒｉａｔｉｏｎｓｏｆ２３ＳｒＲＮＡＶｒｅｇｉｏｎｇｅｎｅｏｆ犈．犳犪犲犮犪犾犻狊

Ｓｔｒａｉｎｓ
ＭｕｔａｔｉｏｎｓｉｎｄｏｍａｉｎＶｏｆ４ｃｏｐｉｅｓｏｆ２３ＳｒＲＮＡ

Ｒ１ Ｒ２ Ｒ３ Ｒ４ Ｒａｔｉｏ

１ Ｗ Ｗ Ｗ Ｗ ０／４

２ Ｗ Ｗ Ｗ Ｗ ０／４

３ Ｗ Ｗ Ｗ Ｇ２５７６Ｕ １／４

４ Ｗ Ｗ Ｗ Ｗ ０／４

５ Ｗ Ｗ Ｗ Ｗ ０／４

６ Ｃ２４２４Ｕ Ｗ Ｗ Ｇ２５７６Ｕ ２／４

７ Ｗ Ｗ Ｗ Ｗ ０／４

８ Ｗ Ｗ Ｗ Ｗ ０／４

９ Ｗ Ｗ Ｗ Ｗ ０／４

１０ Ｗ Ｗ Ｗ Ｗ ０／４

１１ Ｗ Ｗ Ｗ Ｗ ０／４

１２ Ｗ Ｗ Ｗ Ｗ ０／４

　　Ｗ：Ｗｉｌｄｔｙｐｅ

３　讨论

ＬＮＺ主要通过抑制细菌７０Ｓ初始复合物的形

成，从而阻止细菌蛋白的合成［８］。这种独特的作用

机制减少了与其他抑制蛋白合成的抗菌药物（如氯

霉素、克林霉素和大环内酯类抗菌药物）对革兰阳性

菌的交叉耐药，对医院获得性的主要革兰阳性菌均

具有抗菌活性，对多重耐药菌株也具有良好的抑菌

活性。但近年来，随着ＬＮＺ广泛应用于临床，其细

菌耐药逐渐成为一个严重问题。通过体内外研究发

现，ＬＮＺ耐药主要与细菌２３ＳｒＲＮＡＶ区基因和核

糖体蛋白Ｌ３和Ｌ４变异有关，但是否还有其他耐药

分子参与，尚不明确［９］。

既往研究［７］表明，ＬＮＺ耐药变异主要位于细菌

的 ２３ＳｒＲＮＡ Ｖ 区 基 因，特 别 是 Ｇ２５７６Ｕ 和

Ｇ２４４７Ｕ突变，Ｃ２５１２Ｕ、Ｇ２５１３Ｕ、Ｃ２６１０Ｇ、Ｇ２５０５Ａ

等位点也参与了细菌耐药过程。本研究通过ＰＣＲ

扩增粪肠球菌２３ＳｒＲＮＡＶ区４个基因片段，并对

反应体系和反应条件进行了优化。ＰＣＲ反应体系

由参考文献中的１００μＬ缩小为５０μＬ，ＰＣＲ反应中
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图２　２株中介株２３ＳｒＲＮＡＶ区基因突变测序结果
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变性、退火和延伸时间也相应缩短，节省了ＰＣＲ反

应体系和缩短了ＰＣＲ反应时间，提高了实验效率，

取得了理想的实验结果。对ＰＣＲ产物测序发现，中

介株存在Ｇ２５７６Ｕ和Ｃ２４２４Ｕ突变。编码粪肠球菌

２３ＳｒＲＮＡ 基因包含４个相同基因片段，以往研

究［１０］发现，在耐药菌株２３ＳｒＲＮＡ基因中，大多出
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现了２个以上的基因片段发生Ｇ２５７６Ｕ突变。本研

究中，１ 株中介株 ２３ＳｒＲＮＡ 基因 Ｒ４ 区发生

Ｇ２５７６Ｕ变异，１株中介株Ｒ１区发生Ｃ２４２４Ｕ变异

和Ｒ４区发生Ｇ２５７６Ｕ变异。ＬＮＺ耐药的产生是一

个缓慢过程，体外研究［１１］提示，获得高水平ＬＮＺ耐

药需要长时间暴露于治疗浓度，除２３ＳｒＲＮＡ基因

变异外，还需其他多种蛋白（包括核糖体蛋白）的共

同参与。

ＬＮＺ是一种新型的唑烷酮类抗生素，常被临床

用于革兰阳性多重耐药菌治疗。目前，肠球菌耐药

现象日益严重，ＬＮＺ被认为是治疗 ＶＲＥ感染的理

想药物。但随着临床耐药菌的不断出现，明确细菌

对ＬＮＺ耐药的机制已十分重要。本研究在中介株

中发现了２３ＳｒＲＮＡ基因变异，这提示临床要密切

关注ＬＮＺ的 ＭＩＣ变化，防止ＬＮＺ的不当使用和过

度使用，尽量延长ＬＮＺ的临床使用寿命。
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