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　　利福霉素为袢霉素类家族成员，可用于治疗多

种感染，如结核病、耐甲氧西林金黄色葡萄球菌感

染、艰难梭菌引起的艰难梭菌相关性腹泻（犆犾狅狊

狋狉犻犱犻狌犿犱犻犳犳犻犮犻犾犲ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｄｉａｒｒｈｅａ，ＣＤＡＤ）、衣

原体的持续感染［１］、旅行者腹泻［２］等。然而，利福霉

素广泛用于临床感染治疗的同时，细菌耐药问题却

使该杀菌“利器”变得“钝化”。结核分枝杆菌极易对

利福平（ｒｉｆａｍｐｉｎ，ＲＩＦ）耐药，约有３．６％新增结核

病和２０．２％复治结核病为耐多药结核病
［３］。ＣＤＡＤ

是成人医院获得性腹泻的主要原因［４］，利福霉素类

中利福昔明因其口服不易被吸收，用于治疗复发性

ＣＤＡＤ
［５］，然而艰难梭菌对利福霉素耐药率高达

１１％
［６］。如何在正常发挥药物抗菌作用的同时减少

细菌耐药的产生，关系临床抗感染治疗的成败。本

文在介绍ＲＩＦ抗菌机制的基础上，对细菌耐ＲＩＦ的

机制予以综述，为临床开发新的细菌转录抑制剂类

药物提供帮助，以便更加有效的治疗感染。

１　犚犐犉抗菌机制

ＲＩＦ作用靶点为细菌ＲＮＡ聚合酶（ＲＮＡｐｏｌｙ

ｍｅｒａｓｅ，ＲＮＡＰ）β亚基，在转录起始阶段抑制细菌

ＤＮＡ转录，从而达到杀菌目的。Ｃａｍｐｂｅｌｌ等
［７］实

验获得ＲＩＦ与水生栖热菌ＲＮＡＰ核心酶结合复合

物的晶体结构，并阐明了ＲＩＦ抗菌机制，该结合复

合物晶体结构显示，ＲＩＦＣ３８与 ＲＮＡＰ活性部位

Ｍｇ
２＋相距１２．１Ａ（１Ａ＝１０^（１０）ｍ），其Ｃ１、Ｃ８、Ｃ

２１、Ｃ２３位的羟基和Ｃ２５位乙酰基中的羰基氧与

ＲＮＡＰβ亚基中Ｒ４０９、Ｓ４１１、Ｑ３９３、Ｈ４０６、Ｄ３９６和

Ｆ３９４（水生栖热菌ＲｐｏＢ蛋白编码）存在氢键作用。

同时Ｅ４４５、Ｉ４５２、Ｇ４１４、Ｌ４１３、Ｌ３９１和Ｑ３９０与ＲＩＦ

间的范德华力亦有助于二者的结合。在 ＤＮＡ／

ＲＮＡ通道深部与β亚基结合后的ＲＩＦ，可通过物理

的方式在第２个或第３个核苷酸加入时阻止转录，

随后该二核苷酸或三核苷酸转录产物释放，致使细

菌无法转录出完整ＲＮＡ而死亡。另外，该研究解

释了ＲＩＦ不能阻止长链转录产物继续合成的原因。

因此，细菌可通过β亚基的编码基因—狉狆狅Ｂ突

变，造成氨基酸的改变，导致对ＲＩＦ亲和力降低，进

而对ＲＩＦ耐药。然而作用靶点突变并不是唯一的

耐药机制，其他耐药机制亦有报道，如对药物的修饰

灭活作用、膜通透性改变、外排泵等。

２　狉狆狅犅突变是细菌对利福平耐药（犚犐犉
狉）主要机制

有关大肠埃希菌、金黄色葡萄球菌和结核分枝

杆菌等细菌对ＲＩＦ的耐药机制已有报道，其中最常

见且可引起高水平耐药的机制为狉狆狅Ｂ突变。

由于ＲＮＡＰ在细菌中较为保守，因此ＲＩＦｒ 株

的狉狆狅Ｂ突变位点也较保守，故常将其他细菌的突
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变位点与大肠埃希菌相应序列进行比对。本文涉及

不同细菌耐药突变位点时，除非有特别说明，一律使

用大肠埃希菌β亚基氨基酸的相应位点进行描述。

２．１　大肠埃希菌ＲＩＦ
ｒ
　尽管大肠埃希菌感染不在

ＲＩＦ的适应证范围，但大肠埃希菌为细菌研究的模

式菌株，且该菌转录起始及终止过程研究也较为详

尽。２０世纪８０年代，Ｊｉｎ等
［８］对引起大肠埃希菌

ＲＩＦｒ的狉狆狅Ｂ位点突变进行研究，结果发现耐药突

变位点位于ｒｐｏＢ的中部，分为三个区域：ｃｌｕｓｔｅｒＩ

（５０７－５３３位氨基酸），ｃｌｕｓｔｅｒＩＩ（５６３－５７２位氨基

酸），ｃｌｕｓｔｅｒＩＩＩ（６８７位氨基酸）。ｒｐｏＢ中所包含这

些耐药突变的区域称为利福平耐药决定区（ｒｉ

ｆａｍｐｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｄｅｔｅｒｍｉｎｇｒｅｇｉｏｎ，ＲＲＤＲ）。上述

提到的水生栖热菌ＲＮＡＰ中与ＲＩＦ存在氢键或范

德华力的１２个氨基酸，均位于ＲＲＤＲｃｌｕｓｔｅｒＩ—ＩＩ

中，且除Ｅ４４５（水生栖热菌ＲｐｏＢ蛋白编码）外，其

他１１个氨基酸的突变均可引起ＲＩＦｒ
［７］。此外，还

有一个靠近β亚基Ｎ端的区域（Ｎｃｌｕｓｔｅｒ），其突变

亦可导致ＲＩＦｒ。研究
［９］发现，大肠埃希菌ＲＩＦｒ株β

亚基第１４６位氨基酸存在替换，而该位点位于ｃｌｕｓ

ｔｅｒＩ—ＩＩＩ外。随后，Ｓｅｖｅｒｉｎｏｖ等
［１０］通过基因定点

突变方法，证实了ｒｐｏＢＮｃｌｕｓｔｅｒ（１４３－１４８位氨基

酸）突变可导致ＲＩＦｒ。

正如Ｊｉｎ等
［８］所假设的，核心酶中β亚基各部

分间似乎通过彼此合作形成ＲＩＦ结合区。利用某

些间接方法，我们可知大肠埃希菌ＲＮＡＰ活性中心

及其与ＲＩＦ结合位点相互作用的拓扑结构，如将聚

合酶－启动子复合物与β亚基交联到一起后，进行

限制性酶解和化学降解，发现ＲＲＤＲ中的ｃｌｕｓｔｅｒＩ

参与活性中心的形成［１１］。

２．２　结核分枝杆菌ＲＩＦ
ｒ
　结核分枝杆菌为缓慢生

长菌，其鉴定及传统药敏试验约需１２周，时间长，使

得患者早期不能得到个性化的治疗，增加耐药株出

现的风险。而ＲＩＦｒ为耐多药结核的一个可靠标志，

到目前为止，大部分ＲＩＦｒ结核分枝杆菌同时也对异

烟肼耐药［１２］。因此，尽可能全面地了解结核分枝杆

菌中与ＲＩＦｒ有关的狉狆狅Ｂ突变，有利于从分子角度

快速检测耐药株。

结核分枝杆菌ＲＩＦｒ 突变主要集中在狉狆狅Ｂ中

一个长度为８１ｂｐ（β亚基第５０７－５３３位氨基酸，位

于ｃｌｕｓｔｅｒＩ内）的热点突变区中，称为结核分枝杆菌

的ＲＩＦｒ决定区。报道显示，约９５％的结核分枝杆

菌ＲＩＦｒ 突变位于该区内
［１３］，其中第５１６、５２６和

５３１位氨基酸替换最多见
［１４］。Ｊａｍｉｅｓｏｎ等

［１５］在

２株耐多药结核分枝杆菌中发现Ｖ１４６Ｆ替换，而该

位点位于大肠埃希菌ｒｐｏＢＮｃｌｕｓｔｅｒ（β亚基第１４３

－１４８位氨基酸），同样引起ＲＩＦｒ
［１０］。

了解结核分枝杆菌ＲＩＦｒ株的狉狆狅Ｂ突变情况，

有助于利用分子方法快速检测疑似感染患者体内的

结核分枝杆菌及其耐药性。现已有多种快速检测结

核分枝杆菌ＲＩＦｒ株的方法，如高分辨率溶解曲线分

析［１６］以及基于锁核酸（ｌｏｃｋｅｄｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄ，ＬＮＡ）

探针的实时ＰＣＲ技术
［１７］等。２０１３年美国食品药品

管理局（ＦＤＡ）批准了一种商品化的基于ＰＣＲ法检

测痰标本中结核分枝杆菌ＤＮＡ的试剂盒，可同样

检测ＲＩＦｒ株
［１８］。

２．３　艰难梭菌ＲＩＦ
ｒ
　艰难梭菌是专性厌氧革兰阳

性芽孢杆菌，被认为是引起抗生素相关性腹泻的主

要病原菌之一，严重感染者可发生假膜性肠炎、肠坏

死甚至死亡。近年由于艰难梭菌高产毒株（０２７／

ＮＡＰ１／ＢＩ型）在世界多个地区的暴发流行，使艰难

梭菌成为医院获得性腹泻的主要病原菌［１９］。利福

霉素类抗生素，尤其是利福昔明可用于治疗复发性

ＣＤＡＤ
［５］。然而，艰难梭菌对利福霉素的耐药时有

发生。据现有文献［６］估计，艰难梭菌对ＲＩＦ的耐药

率达１１％，且有升高趋势。Ｆｒｅｅｍａｎ等
［２０］对欧洲

２２个国家艰难梭菌耐药监测发现，１７个国家出现

ＲＩＦｒ艰难梭菌，尤其是意大利、捷克、丹麦和匈牙利

出现了高比率耐药（５７％～６４％）。有报道
［２１］指出，

利福霉素暴露是患者发生耐药艰难梭菌感染的危险

因素之一，甚至在用利福霉素治疗期间就可发生耐

药艰难梭菌感染［２２］。面对日益严峻的耐药形势，了

解其耐药机制尤为重要。目前认为艰难梭菌ＲＩＦｒ

通常与狉狆狅Ｂ突变有关，涉及的氨基酸替换为第

５０２、５０５、５４８、４８８、４９２和４９８位（艰难梭菌ＲｐｏＢ蛋

白编码）等，大多对应于 ＲＲＤＲｃｌｕｓｔｅｒＩ，其中第

５０２、５０５位氨基酸替换最为多见
［２１，２３２７］。

３　其他犚犐犉
狉机制

除上述耐药机制之外，某些菌属本身的ＲＮＡＰ

对ＲＩＦ不敏感，如密螺旋体属、疏螺旋体属、端螺旋

体属和一些土壤放线菌，原因在于其狉狆狅Ｂ第５３１位

的密码子为天冬酰胺而非敏感菌属中的丝氨酸［２８］。

除狉狆狅Ｂ突变外，细菌可通过其他方式对 ＲＩＦ

产生低水平耐药，如ＲＮＡＰ结合蛋白的保护作用、

对ＲＩＦ修饰灭活、膜通透性改变和外排泵的过度表

达等。
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天蓝色链霉菌可耐受低浓度ＲＩＦ，Ｎｅｗｅｌｌ等
［２９］

研究显示其ＲＮＡＰ结合蛋白ＲｂｐＡ介导该菌的低

水平耐药，另外，该研究发现在结核分枝杆菌、麻风

分枝杆菌和白喉棒状杆菌中亦存在ｒｂｐＡ 同源基

因。近来有研究［３０］显示，结核分枝杆菌ＲｂｐＡ通过

间接的方式介导耐药，并不影响ＲＮＡＰ对ＲＩＦ的敏

感性，而是调整ＲＮＡＰ核心酶结构，增加核心酶对

σ
Ａ的亲和性，加速σ

Ａ指导的转录，从而产生耐药。

同时，研究发现，Ｒｂｐ
Ａ 结合于ＲＮＡＰβ亚基Ｓａｎｄ

ｗｉｃｈＢａｒｒｅｌＨｙｂｒｉｄ模体上，且该区域并不与 ＲＩＦ

结合位点重合。ＤｎａＡ蛋白可与ＲＮＡＰ结合，在一

定程度上削弱ＲＩＦ对ＲＮＡＰ的抑制作用
［３１］。Ｄｅｙ

等［３２］经体内及体外研究证实，耻垢分枝杆菌 ＭｓＲｂ

ｐＡ蛋白可与ＲＮＡＰβ亚基相互作用，提高 ＲＮＡＰ

对ＲＩＦ的耐受水平，介导低水平耐药，同时该研究

发现 ＭｓＲｂｐＡ同源体保守存在于分枝杆菌属中。

Ｗｅｉｓｓ等
［３３］研究显示，在结核分枝杆菌中削弱

ＣａｒＤ／ＲＮＡＰβ亚基的相互作用可增加该菌对ＲＩＦ

敏感性。

某些细菌可通过对ＲＩＦ修饰使其失活从而产

生耐药。常见的修饰方式为糖基化、核糖基化、磷酸

化和脱色效应，其中脱色效应与单加氧酶有关［３４］。

在敲除皮疽诺卡菌ｒｐｏＢ２后，单加氧酶介导的脱色

效应成为其耐药的主要方式［３５］。耻垢分枝杆菌可

使ＲＩＦ核糖基化而对其天然耐药，该菌表达的Ａｒｒ

蛋白具有单 ＡＤＰ核糖基转移酶作用，催化利福霉

素类药物ＡＤＰ核糖基化，使其失活
［３６］。此外，该研

究发现，ａｒｒ同源基因广泛存在于环境细菌及嗜麦芽

窄食单胞菌、洋葱伯克霍尔德菌、天蓝色链霉菌和谷

氨酸棒状杆菌等细菌中。研究［３７］显示，对ＲＩＦ同系

物Ｃ２５位修饰后可抵抗耻垢分枝杆菌ＡＤＰ核糖基

转移酶对其灭活作用。Ｓｐａｎｏｇｉａｎｎｏｐｏｕｌｏｓ等
［３８］从

环境 放 线 菌 中 分 离 出 １ 株 ＲＩＦｒ 放 线 菌—

ＷＡＣ１４３８，发现其可对 ＲＩＦ 进行糖基化失活，

ｒｇｔ１４３８为其糖基转移酶编码基因。１９９４年研

究［３９］发现，细菌可以通过磷酸转移酶将ＲＩＦ磷酸化

而失活，然而，直到最近才有研究揭示了放线菌中该

酶的编码基因狉狆犺
［４０］。该研究同时发现狉狆犺上游

的一段保守序列———利福平相关元件（ＲＡＥ），该序

列与ＲＩＦ灭活酶编码基因有关。同时研究指出，

ＲＩＦ敏感菌中亦存在狉狆犺同源基因，如产单核细胞

李斯特菌和腊样芽孢杆菌。近来，Ｑｉ等
［４１］获得产单

核细胞李斯特菌ＲＩＦ磷酸转移酶（ＬｍＲＰＨ）在不同催

化构象下的晶体结构，并阐明了该酶磷酸化ＲＩＦ的

分子机制。ＬｍＲＰＨ由三个结构域组成：ＡＴＰ结合

结构域（ＡＴＰｂｉｎｄｉｎｇｄｏｍａｉｎ，ＡＤ）、ＲＩＦ结合结构

域（ＲＩＦｂｉｎｄｉｎｇｄｏｍａｉｎ，ＲＤ）和一个含有关键催化

位点 组 氨 酸 的 结 构 域 （Ｈｉｓｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｄｏｍａｉｎ，

ＨＤ）。ＨＤ可以在ＡＤ和ＲＤ之间摆动从而实现磷

酸基团从ＡＴＰ到ＲＩＦ的传递。ＨＤ在此过程中稳

定了ＡＤ对ＡＴＰ的结合，并与ＲＤ共同形成ＲＩＦ结

合口袋。ＲＩＦ的磷酸化位点为Ｃ２１羟基，距离 ＨＤ

中的Ｈｉｓ８２５仅６．７Ａ。另外，３个靠近ＲＩＦＣ２１羟

基的氨基酸，Ａｒｇ６６６、Ｌｙｓ６７０和 Ｇｌｎ３３７在磷酸化

ＲＩＦ的过程中亦起着关键作用，研究认为 Ｈｉｓ８２５很

可能在催化过程中负责磷酸基团的转移，同时，该研

究从结构上解释了ＲＰＨ对利福霉素类抗生素的低

底物选择性。Ｓｔｏｇｉｏｓ等
［４２］亦在产单核细胞李斯特

菌中找到相同的ＲＰＨ晶体结构。

另外，细菌还可通过降低膜通透性、调节外排泵

或膜通道蛋白的表达而耐药。分枝杆菌属细菌由于

其独特的富于脂质的细胞壁结构导致膜通透性低，

因而对多种抗生素天然耐药。有研究［４３］显示，耻垢

分枝杆菌细胞壁中 Ｗａｇ３１ＡｃｃＡ３与胞壁脂质的通

透性和对亲脂性药物（如 ＲＩＦ）耐药有关，敲除

Ｗａｇ３１后胞壁对亲脂性分子通透性增强，对ＲＩＦ敏

感性增加，ＡｃｃＡ３过度表达则结果反之。许多细菌

外排泵可将ＲＩＦ排至细胞外，导致低水平耐药，如

结核分枝杆菌［４４４５］。波赛链霉菌可产生２种抗肿瘤

分子———阿霉素和道诺霉素，其 ｄｒｒＡＢ 编码的

ＤｒｒＡＢ外排系统，属ＡＢＣ结合盒类转运体，可将该

２种分子排至细胞外。近有研究
［４６］显示，该转运体

为多药转运体，ＲＩＦ为其底物之一。耻垢分枝杆菌

中，ｍａｒＲＡＢ操纵子编码两种 ＡＢＣ结合盒类转运

体，ＭａｒＲ蛋白通过调节ｍａｒＲＡＢ操纵子的表达，进

而影响细菌对ＲＩＦ的耐药性。与其他外排泵不同

的是，该菌中此２种ＡＢＣ结合盒类转运体过度表达

反而增加细菌对 ＲＩＦ的敏感性，因此，该菌中的

ＭａｒＲ蛋白为阻遏蛋白，抑制 ｍａｒＲＡＢ操纵子的表

达，产生耐药［４７］。此外，某些细菌可通过膜表面通

道蛋白的表达调节对ＲＩＦ的耐药性。Ｄａｎｉｌｃｈａｎｋａ

等［４８］研究显示，牛分枝杆菌卡介苗膜通道蛋白

ＣｐｎＴ的编码基因犮狆狀Ｔ的突变，可导致ＲＩＦ
ｒ，与此

同时，研究人员认为该ＣｐｎＴ膜通道蛋白可能与临

床分离的无法用已知耐药基因突变解释的结核分枝

杆菌耐药有关。

·８８１· 中国感染控制杂志２０１７年２月第１６卷第２期　ＣｈｉｎＪＩｎｆｅｃｔＣｏｎｔｒｏｌＶｏｌ１６Ｎｏ２Ｆｅｂ２０１７



４　总结与展望

狉狆狅ＢＲＲＤＲ碱基突变是细菌对ＲＩＦ呈高水平

耐药的主要机制。此外，细菌对ＲＩＦ的共价修饰、

ＲＮＡＰ结合蛋白的保护作用以及外排泵的过度表

达等亦为细菌对ＲＩＦｒ的机制。对耐药机制的研究

有助于优化治疗，减少耐药的产生，如外排泵抑制剂

与利福霉素的联合应用或许可缩小单药对细菌的耐

药突变选择窗，有利于减少耐药的产生；对利福霉素

某些位点进行改造，抵抗灭活酶的修饰；根据细菌

狉狆狅Ｂ耐药突变情况，优化或开发新的利福霉素等。
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［４４］ＰａｎｇＹ，ＬｕＪ，ＷａｎｇＹ，ｅｔａｌ．Ｓｔｕｄｙｏｆｔｈｅｒｉｆａｍｐｉｎｍｏｎｏｒｅ

ｓｉｓｔａｎｃｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｉｎ犕狔犮狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿狋狌犫犲狉犮狌犾狅狊犻狊［Ｊ］．Ａｎｔｉ

ｍｉｃｒｏｂＡｇｅｎｔｓＣｈｅｍｏｔｈｅｒ，２０１３，５７（２）：８９３－９００．

［４５］ＬｉＧ，ＺｈａｎｇＪ，ＧｕｏＱ，ｅｔａｌ．Ｓｔｕｄｙｏｆｅｆｆｌｕｘｐｕｍｐｇｅｎｅｅｘ

ｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｒｉｆａｍｐｉｃｉｎｍｏｎｏｒｅｓｉｓｔａｎｔ犕狔犮狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿狋狌犫犲狉犮狌犾狅

狊犻狊ｃｌｉｎｉｃａｌｉｓｏｌａｔｅｓ［Ｊ］．ＪＡｎｔｉｂｉｏｔ（Ｔｏｋｙｏ），２０１５，６８（７）：４３１

－４３５．

［４６］ＬｉＷ，ＳｈａｒｍａＭ，ＫａｕｒＰ．ＴｈｅＤｒｒＡＢｅｆｆｌｕｘｓｙｓｔｅｍｏｆ犛狋狉犲狆
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