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19株诺卡菌的药敏与克拉霉素及四环素类耐药相关基因的关系研究
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摘要：目的    研究诺卡菌临床分离株的药敏及与克拉霉素和四环素类耐药相关基因的关系。方法    以微量肉汤稀释法检测

诺卡菌对 15种抗菌药物的耐药性；以 PCR 法检测 19株诺卡菌克拉霉素的耐药相关基因 ermA、ermB、mefA、msrD，对四环素

类的耐药相关基因 tetO、tetM、tetL。结果    19株诺卡菌中，ermA 基因检出率为 15.8%(3/19)，未检出 tetO、tetM、tetL、ermB、
mefA、msrD 基因。药敏结果显示 19株诺卡菌对米诺环素和多西环素耐药率均为 5.3%，未见克拉霉素耐药菌株。耐药率最高的

为环丙沙星，占 78.9%，其次为庆大霉素和头孢吡肟，分别占 21.1% 和 15.8%。对其余药物均具有较高的敏感性。结论    诺卡菌

对米诺环素、多西环素耐药与 tetO、tetM、tetL基因无关，存在另外的四环素类相关耐药机制。ermA基因并不能引起克拉霉素耐药。
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Abstract    Objective    To investigate the drug susceptibility and the relationship with related resistant genes 
of clarithromycin and tetracycline carried in the clinical isolates of Nocardia. Methods    Antibiotic susceptibility 
was determined by broth microdilution method for 15 Nocardia isolates. PCR was used to detect the clarithromycin 
resistance genes ermA, ermB, mefA and msrD, tetracycline resistance genes tetO, tetM and tetL. Results    Of the 19 
Nocardia isolates, the detection rate of the gene of ermA was 15.8% (3/19). The genes of tetO, tetM, tetL, ermB, mefA 
and msrD were not found. The drug resistance rates of 19 isolates of Nocardia to minocycline and doxycycline were 
both 5.3%, all the isolates were sensitive to clarithromycin. Ciprofloxacin has the highest drug sensitive rates which 
was 78.9%. The drug sensitive rates of Nocardia to gentamicin and cefepime were 21.1% and 15.8% separately.The 
drug sensitive rates to others drugs are high. Conclusions    The genes of tetO、tetM and tetL do not contribute to the 
drug resistant mechanisms of minocycline and doxycycline for Nocardia, and may have other resistant mechanisms. 
The gene of ermA may play any role in resistance of clarithromycin.
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于 EP 管中，振荡混匀后 100℃加热 10min，高速

离心 10min 后小心吸取上清液，上清液即为提取的

DNA。测 DNA 浓度与纯度后，置于 -80℃冰箱中保

存备用。

1.6    耐药基因特异性 PCR 扩增

采用软件 Primier.5设计部分耐药基因引物，引

物序列由上海生工生物有限公司合成。25μL PCR 扩

增体系为：2×Taq Master Mix12.5μL，上下游引物各

0.25μL，模板 2μL，ddH2O10μL。反应条件：94℃预

变性 3min，94℃ 30s，(30~52℃ ) 退火 45s，72℃延伸

90s，30个循环，72℃延伸 7min。将产物经 1% 琼脂

糖凝胶电泳。出现目的条带后将 PCR 产物原液送至

上海生工生物有限公司测序，序列在 NCBI 网站进

行比对，确定为目的基因。并将该菌作为阳性对照，

出现与阳性对照大小一致的条带为阳性。耐药基因

引物序列及产物大小见表 1。

2    结果

2.1    药物敏感性试验 
19株诺卡菌中有 3株为多重耐药株，耐药率最高

的为环丙沙星，占 78.9%，其次为庆大霉素、头孢吡肟

分别占 21.1%、15.8%。四环素类药物多西环素及米诺

环素耐药率均为 5.3%。阿米卡星、克拉霉素、亚胺培南、

利奈唑胺、复方磺胺甲噁唑未见耐药菌株 ( 表 2)。
2.2    耐药基因检测结果

19株诺卡菌中，ermA 基因的检出率为 15.80% 
(3/19)，均存在于克拉霉素敏感株中，且其 MIC 值并

表 1    靶基因 PCR 引物序列

Tab. 1    Primer sequences for amplifying the genes

基因名称引物序列 (5' → 3') 产物长 /
bp 退火温度 /℃

ermA-F GAAATGAGTCAACGGGT 353 30

ermA-R GGCTTAGGGTGAAAATA

ermB-F CGAGTGAAAAAGTACTCAACC 652[3] 44

ermB-R AGTAACGGTACTTAAATTGTTTAC

mefA-F GATGGTCTTGTCTATGGCT 269 52

mefA-R CTGGTACTAAAAGTGGCGT

msrD-F ATGACCGCTATTTTCTTGAT 226 49

msrD-R CCTTTTGCCTTCTGTTCTAT

tetO-F TAGATGAAGGCACAACAAG 196 49

tetO-R AATACGGATAAAGAACGGT

tetM-F AATAACCTCTTTTCAGTGG 309 47

tetM-R GGATACAGTTCTACCTTCT

tetL-F TATGGGAAGAAGAACA 160 41

tetL-R ACCTCCAAAAATGAAT
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诺卡菌 (Nocardia) 又称奴卡菌，是一种革兰阳

性需氧菌，具弱抗酸性，可以引起人类肺部、皮肤、

中枢神经系统、角膜、脊椎、手术切口等各系统各

部位的感染 [1]。诺卡菌感染的临床表现不典型，极

易造成误诊、漏诊。基质辅助激光解析电离飞行时

间质谱技术是病原菌鉴定的一种新手段，近年来得

到广泛使用。本研究通过对宁夏医科大学总医院近

五年来收集的诺卡菌进行分析。并检测克拉霉素耐

药相关基因 ermA、ermB、mefA和 msrD，四环素类

药物耐药相关基因 tetO、tetM和 tetL，分析其耐药

表型与耐药基因的相关性。

1    材料和方法

1.1    菌株来源及鉴定

19株诺卡菌为 2013年 1月—2017年 11月临床

分离菌株，其中标本来源分别为痰液 10份、静脉血

3份、肺泡灌洗液 2份、穿刺液 2份、脓性分泌物 1

份、透析液 1份。全部菌株均使用基质辅助激光解

析电离飞行时间质谱 (MALDI-TOF-MS) 鉴定，并对

其 16S rRNA 基因扩增后测序确认，序列在 NCBI 网
站 BLAST 比对，同源性≥ 99% 为同一菌株。

1.2    质控菌株 
金黄色葡萄球菌 ATCC29213、大肠埃希菌

ATCC35218( 仅用于阿莫西林 / 克拉维酸 ) 均购自美

国菌种保藏中心。

1.3    仪器与试剂 
血平板 ( 法国 Bio-Mérieux)、质谱仪 ( 法国 Bio- 

Mérieux)、电泳及凝胶成像系统 ( 美国 Bio-Rad)、
PCR 扩增仪 (Eppendorf 公司 )、二氧化碳培养箱 ( 型
号 Galaxyl70R，Eppendorf 公司 )、Premix Taq、DNA 
Marker DL2000( 宝生物工程有限公司 )、抗菌药物标

准品 ( 大连美仑生物技术有限公司 )。
1.4    抗菌药物敏感性试验  

使用微量肉汤稀释法测定 15种抗菌药物的敏感

性，包括阿米卡星、阿莫西林 / 克拉维酸、头孢曲松、

环丙沙星、克拉霉素、亚胺培南、利奈唑胺、米诺

环素、复方磺胺甲噁唑、复方磺胺甲噁唑、妥布霉

素、头孢吡肟、头孢噻肟、多西环素、庆大霉素。

结果根据美国临床实验室标准协会 (CLSI)2003年版

M24-A[2] 要求进行判读。 
1.5    细菌处理

将菌株接种于血平板上，在 37℃恒温培养箱

中培养，直至长出肉眼可见菌落，挑取单个菌落
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不完全高于 ermA 基因阴性菌株。tetO、tetM、tetL、
ermB、mefA、msrD 基因均未检出，详见表 3。N-F-13
号株作 ermA 阳性基因测序，见图 1。

3    讨论

诺卡菌是广泛分布于土壤中的需氧性放线菌，

引起人类致病的主要有新星诺卡菌、鼻疽诺卡菌、

橡胶诺卡菌等 [1]。常从患者的痰液、肺泡灌洗液、

脑脊液中分离出，本资料中的诺卡菌最多来源于痰

液，其次为静脉血，这可能与其感染特性有关。而

据报道 [4]，诺卡菌在其致病性和感染部位上具有种

间特异性，将其鉴定到种对疾病的流行病学以及临

床诊断具有重要的意义。诺卡菌的常规鉴定方法主

要是直接镜检和培养鉴定，但此法费时、费力且准

确率不高。分子生物学方法是细菌鉴定的金标准，

但不易在常规实验室开展。基质辅助激光飞行时间

质谱技术是近年发展的一种快速、简便鉴定细菌的

新技术，Blosser 等 [5] 采用此技术将 84.2% 的诺卡菌

鉴定到种或复合群。在本实验中证实，质谱技术可

成功将诺卡菌鉴定到种的水平。

诺卡菌的治疗主要是采取抗生素联合治疗的方

案，目前国内外对诺卡菌药物敏感试验结果显示，

诺卡菌对利奈唑胺、复方磺胺甲噁唑、阿米卡星、

克拉霉素、米诺环素等仍具有较高的敏感性，Wang
等 [6] 报道所检测的 132株诺卡菌中，对利奈唑胺以

及复方磺胺甲噁唑敏感率为 100%，克拉霉素耐药率

表 2    19株诺卡菌对抗菌药物的敏感性 (%)
Tab. 2    Drug susceptibility rates(%) of the 19 Nocardia isolates

抗菌药物
耐药 中介 敏感

株数 耐药率 株数 中介率 株数 敏感率

阿米卡星 0 0 1 5.3 18 94.7
阿莫西林 / 克拉维

酸
1 5.3 3 15.8 13 78.9

头孢曲松 2 10.5 0 0 17 89.5

环丙沙星 15 78.9 1 5.3 3 15.8

克拉霉素 0 0 0 0 19 100.0

亚胺培南 0 0 2 10.5 17 89.5

利奈唑胺 0 0 0 0 19 100.0

米诺环素 1 5.3 1 5.3 17 89.4

磺胺甲噁唑 0 0 0 0 19 100.0

复方磺胺甲噁唑 0 0 0 0 19 100.0

妥布霉素 2 10.5 2 10.5 15 79.0

头孢吡肟 3 15.8 0 0 16 84.2

头孢噻肟 2 10.5 1 5.3 16 84.2

多西环素 1 5.3 3 15.8 15 78.9

表 3    克拉霉素、米诺环素、多西环素药敏与耐药相关基因检测结果

Tab. 3    Drug resistance test results and associated genes to clarithromycin, minocycline and doxycycline
编号 克拉霉素 ermA ermB mefA msrD 米诺环素 多西环素 tetO tetM tetL

N-C-1 S - - - - R S - - -

N-C-2 S - - - - S S - - -

N-C-3 S - - - - S S - - -

N-C-4 S - - - - S I - - -

N-C-5 S - - - - S S - - -

N-C-6 S - - - - S S - - -

N-C-7 S - - - - S S - - -

N-C-8 S - - - - S S - - -

N-C-8 S - - - - S S - - -

N-C-10 S - - - - S S - - -

N-F-11 S - - - - S S - - -

N-F-12 S - - - - I I - - -

N-F-13 S + - - - S I - - -

N-O-14 S + - - - S S - - -

N-O-15 S - - - - S S - - -

N-O-16 S - - - - S R - - -

N-C-17 S - - - - S S - - -

N-F-18 S - - - - S S - - -

N-C-19 S + - - - S S - - -

注：“+”为对应耐药基因阳性；“-”为对应耐药基因阴性
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为 54.4%，而在本研究中所有菌株对这 3种抗生素均

表现为敏感。在资料结果中，耐药率最高的为环丙

沙星，占 78.9%，其次为庆大霉素、头孢吡肟分别为

21.1%、15.8%，且其中有 3株表现为多重耐药。阿

米卡星、克拉霉素、亚胺培南、利奈唑胺、复方磺

胺甲噁唑未见耐药菌株，可作为本地区诺卡菌治疗

的经验性用药。诺卡菌的药物敏感性具有明显的种

间特异性，刘涛华等 [7] 研究诺卡菌时发现盖尔森基

兴诺卡菌对环丙沙星、克拉霉素以及阿莫西林的药

物敏感性与其他菌株不同，而在本研究中同样发现盖

尔森基兴诺卡菌对环丙沙星具有种间区别，但对克拉

霉素及阿莫西林未表现出种间差异，且未见耐药菌株。

诺卡菌的临床表现不典型，尤其肺部感染与普通细菌

感染临床表现类似 [8]，若不及时治疗，则会错过患者

最佳治疗时机。因此在疑似诺卡菌感染时，医务人员

及时送检培养，并先选择经验性用药，根据药敏结果

及时调整抗生素的种类，以免延误患者病情。

克拉霉素是第二代的大环内酯类抗生素，该类

药物耐药的主要机制有 23S rRNA 靶基因位点的突

变及甲基化修饰，其中编码主要甲基化酶的基因有

ermA、ermB。还可通过主动外排作用来减少抗生素

在菌体内的集聚，msrD、mefA 可编码外排泵来产生

对大环内酯类抗生素的耐药性。米诺环素、多西环

素为四环素类抗生素，四环素类药物主要通过抑制

氨基酰 t-RNA 与核蛋白体的结合来阻断蛋白质的合

成，tetO、tetM 基因可编码一种核蛋白保护体来阻断

四环素的作用，tetL基因为小质粒所携带的耐药基因，

这些均可使细菌对四环素类药物产生抗性。

图 1    N-F-13号株 ermA 基因测序图 ( 部分 )
Fig. 1    ermA gene sequencing of N-F-1
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据临床实验室标准化协会的规定，克拉霉素、

米诺环素为诺卡菌治疗的一线用药，多西环素为二

线用药，他们常作为复方磺胺甲恶唑的联合药物来

治疗诺卡菌感染。ermA、ermB、mefA 基因在 B 群链

球菌中具有较高的检出率 [3,9]，国内尚未报道诺卡菌

携带上述耐药基因，国外学者 Valdezate 等 [10] 研究的

76株复方磺胺甲噁唑耐药诺卡菌中，ermA、ermB、
mefA 和 msrD 基因的检出率分别为 2.6%、77.6%、

14.4% 和 5.2%，tetO、tetM、tetL 基因的检出率分别

为 48.6%、25.0% 和 3.9%。在本研究中，ermA 基因

阳性率明显高于上述研究，这可能与当地抗生素使

用情况、标本的选择、菌液处理以及地理差异有关。

虽然 15.8% 的菌株存在耐药基因 ermA，但这些菌株

并不表现出对大环内酯类药物的耐药。因此本研究

推测：对诺卡菌来说，大环内酯类药物作用靶点的

甲基化是无效修饰，作用位点经甲基化修饰后，克

拉霉素仍可与细菌核糖体结合，通过 PCR 技术检

测 ermA 基因预测诺卡菌对克拉霉素的耐药性缺乏可

靠性及实用价值；在诺卡菌中，可能存在某些抑制

ermA 基因表达的因素，因此 ermA 基因虽然存在，

但无法对克拉霉素作用位点进行修饰。

本研究首次对克拉霉素、四环素耐药性与其耐

药基因相关性进行的分析，发现 ermA 基因并不能引

起克拉霉素的耐药，部分诺卡菌虽然对米诺环素、

多西环素耐药，但未检出与 tetO、tetM、tetL 基因相

关，提示存在另外的四环素相关耐药机制，具体耐

药机制有待于进一步研究。
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