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肺炎支原体对红霉素体外耐药性与耐药基因相关性研究
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　　摘　要：目的　探讨肺炎支原体（Ｍｐ）对红霉素耐药与耐药基因之间的关系。方法　通过对４６株红霉素耐药 Ｍｐ临床分离

株的２３ＳｒＲＮＡⅤ区进行聚合酶链反应（ＰＣＲ）扩增，并将扩增产物进行基因测序，确定其基因型。结果　４６株红霉素耐药 Ｍｐ临

床分离株中有４４株（９５．６５％）发生Ａ２０６３Ｇ突变，２株（４．３５％）Ａ２０６４Ｇ突变，未见Ａ２０６３Ｃ和Ｃ２６１７Ｇ／Ａ位点突变。结论　Ｍｐ

临床分离株对红霉素耐药与２３ＳｒＲＮＡⅤ区基因２０６３、２０６４位点 Ａ→Ｇ突变有密切关系，其中最主要的突变是 Ａ２０６３Ｇ突变。

快速、准确识别 Ｍｐ的２３ＳｒＲＮＡⅤ区基因突变可在诊断的同时给出耐药信息，有效指导临床合理用药。
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　　肺炎支原体（Ｍｐ）是社区获得性肺炎（ＣＡＰ）最主要的病原

体之一，经呼吸道飞沫传播，四季均可发病，流行高峰季节不

一［１２］。在儿童和青少年中，１０％～３０％的ＣＡＰ是由 Ｍｐ感染

所致，流行期间可达４０％～５０％
［３］。Ｍｐ没有细胞壁，故对作

用于细胞壁的抗菌药物如青霉素类、头孢菌素类不敏感，对大

环内酯类、四环素类、氨基糖苷类及喹诺酮类抗菌药物敏感。

但是由于四环素类、氨基糖苷类及喹诺酮类药物会影响儿童的

生长发育，因此５岁以内的儿童一般不能使用这三类药物。大

环内酯类药物如红霉素、罗红霉素、泰利霉素（１４元环）、阿奇

霉素（１５元环）、交沙霉素（１６元环）等通过抑制蛋白质的合成

而发挥抗菌作用，是目前儿科治疗 ＭＰ感染的首选药物。

小儿感染 Ｍｐ后若治疗不及时、不彻底可反复发作，从而

导致疾病迁延不愈，甚至可引起严重的肺外并发症。近年 Ｍｐ

对大环内酯类抗菌药物的耐药越来越严重，多国均分离出耐大

环内酯类抗菌药物的 Ｍｐ株，其中德国约２．０％
［４］，法国约

３．６％
［５］，美国约７．０％

［６］，日本约１０．９％
［７］，而我国７０．０％以

上 ＭＰ分离株对大环内酯类抗菌药物耐药
［８］。目前，Ｍｐ耐药

机制的研究仅发现了作用靶位基因突变，即由于２３ＳｒＲＮＡ与

抗菌药物直接结合的碱基点突变导致抗菌药物与核糖体亲和

力下降而引起耐药，临床上分离出的 Ｍｐ耐药株未检测到２３Ｓ

ｒＲＮＡⅡ区和核糖体蛋白Ｌ４、Ｌ２２的突变（在体外用抗菌药物

诱导偶有突变），耐药 Ｍｐ株的突变出现在２３ＳｒＲＮＡ Ⅴ区，表

现为２０６３、２０６４和２６１７位的碱基点突变
［９１２］。本研究通过对

４６株耐红霉素 Ｍｐ的２３ＳｒＲＮＡ Ⅴ区进行ＰＣＲ扩增，并将扩

增产物进行基因测序，以了解对红霉素耐药的 Ｍｐ株与２３Ｓ

ｒＲＮＡⅤ区２０６３、２０６４和２６１７位的碱基点突变之间的关系。

１　材料与方法

１．１　标本来源　选取２０１２年１０月至２０１４年７月邵阳地区

三级以上医院急性呼吸道感染患儿共４２７６例，年龄１个月至

１４岁，病程７ｄ内。其中，男１９４６例，女２３３０例，男、女比例

０．８４∶１。入院当天，收集患儿呼吸道咽拭子标本，分别用 Ｍｐ

快速鉴定培养法进行 Ｍｐ培养检测。对 Ｍｐ快速鉴定培养结

果为阳性（培养２４ｈ后，培养基由原来的红色变成清亮的淡黄

色则为阳性）的标本进行纯培养，共获得５０例生长良好的 Ｍｐ

株，培养物经ＰＣＲ鉴定证实为 Ｍｐ。对这些 Ｍｐ临床分离株进

行５种抗菌药物（红霉素、阿奇霉素、交沙霉素、吉他霉素和克

拉霉素）敏感试验，最终获得４６株耐红霉素 Ｍｐ临床分离株，

冷冻保存，备用。Ｍｐ快速鉴定培养基由陕西百盛园生物科技

信息有限公司提供；药敏试剂盒由北京天坛药物生物技术开发

公司提供；Ｍｐ标准株 Ｍ１２９由南华大学病原生物学研究所馈
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赠。所有的操作均严格按照试剂盒的要求进行，并进行质量控

制。按照美国临床实验室标准化协会（ＣＬＳＩ，原 ＮＣＣＬＳ）２０１２

年规定的标准判定临床分离株的敏感性（或 ＭＩＣ值大于或等

于标准敏感株 ＭＩＣ值４倍者则视为耐药株）。

１．２　方法　采用细菌基因组ＤＮＡ提取试剂盒从培养的 Ｍｐ

临床株中抽提基因组ＤＮＡ，经ＰＣＲ扩增，将扩增产物进行琼

脂糖凝胶电泳，按照ＯＭＥＧＡ公司生产的ＰＣＲ产物纯化试剂

盒对扩增的ＰＣＲ产物进行纯化，将纯化的ＰＣＲ产物送上海生

工测序，用ＢＬＡＳＴ软件分析序列，检查突变。

１．２．１　抽提 Ｍｐ临床分离株基因组ＤＮＡ　将冷冻保存的 Ｍｐ

临床分离株取出进行传代复苏。待生长时间比较稳定（约７ｄ）

后，吸取２０μＬ菌液加入到１．５ｍＬ的离心管中，以１３０００

ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃上清液，再加标本处理液２００μＬ，混匀，

１００℃的沸水中水浴１０ｍｉｎ，此液作为ＤＮＡ模板备用。

１．２．２　ＰＣＲ扩增目的基因片段及ＤＮＡ测序　参考文献［１３］

报道的扩增２３ＳｒＲＮＡⅤ区的引物序列，由上海生工合成，引

物序列见表１。反应体系为：双蒸水８．５μＬ，２×ＰＣＲＭｉｘ１２．５

μＬ，上、下游引物各１μＬ，ＤＮＡ模板２μＬ。反应条件为：９４℃

预变性１０ｍｉｎ后，开始９４℃变性１ｍｉｎ、６５℃退火４５ｓ、７２℃

延伸４５ｓ的ＰＣＲ循环，共３０个循环；最后７２℃延伸１０ｍｉｎ，

４℃终止反应。对扩增的产物进行琼脂糖凝胶电泳，检测其是

否有目的片段，并对阳性产物进行纯化，送上海生工测序。

表１　　ＰＣＲ扩增２３ＳｒＲＮＡⅤ区的引物

引物名称 序列（５′～３′） 扩增片段（ｂｐ）

２３ＳｒＲＮＡⅤ区２０６３／２０６４基因 上游引物：ＡＣＴＡＴＡＡＣＧＧＴＣＣＴＡＡＧＧＴＡ ２１０

下游引物：ＴＴＡＴＣＡＴＧＴＡＧＡＧＡＡＴＡＧＧＴ

２３ＳｒＲＮＡⅤ区２６１７基因 上游引物：ＣＧＧＡＧＧＣＧＴＡＣＡＡＡＧＧＴ ４９６

下游引物：ＣＡＴＣＴＡＡＧＴＧＴＧＡＡＡＣＴＡＴ

１．２．３　利用ＢＬＡＳＴ软件将测序结果与ＧｅｎＢａｎｋ上所收录的

编码序列进行比较分析。

２　结　　果

２．１　ＰＣＲ扩增结果　４６株耐红霉素 Ｍｐ临床分离株及 Ｍｐ

标准株 Ｍ１２９用２３ＳｒＲＮＡ Ⅴ区２０６３／２０６４基因的引物和

２６１７基因的引物分别行ＰＣＲ扩增，全部出现目的条带（２１０和

４９６ｂｐ），见图１、２。

　　注：Ｍ表示相对分子质量标准；１表示 Ｍ１２９株（敏感对照株）；２～

７表示临床分离 Ｍｐ株。

图１　　部分ＰＣＲ扩增２３ＳｒＲＮＡⅤ区２０６３／２０６４基因结果

　　注：Ｍ表示相对分子质量标准；１表示 Ｍ１２９株（敏感对照株）；２～

７表示临床分离 Ｍｐ株。

图２　　部分ＰＣＲ扩增２３ＳｒＲＮＡⅤ区２６１７基因结果

２．２　ＰＣＲ扩增产物的测序结果及ＢＬＡＳＴ比对　将ＰＣＲ扩

增产物送上海生工进行测序，用ＢＬＡＳＴ软件将测序结果与

ＧｅｎＢａｎｋ上所收录的编码序列进行比较分析，结果显示４６株

耐红霉素 Ｍｐ株中有４４株发生了 Ａ２０６３Ｇ突变（９５．６５％），２

株发生了Ａ２０６４Ｇ突变（４．３５％），未发现 Ａ２０６３Ｃ和２６１７位

点的突变。发生 Ａ２０６３Ｇ突变的耐红霉素 Ｍｐ株测序结果见

图３，ＢＬＡＳＴ分析比对见图４。

图３　　耐红霉素 Ｍｐ株测序结果（Ａ２０６３Ｇ突变）

图４　　耐红霉素 Ｍｐ株测序结果ＢＬＡＳＴ分析比对

３　讨　　论

　　Ｍｐ是儿童急性呼吸道感染的重要病原体之一，自然界中

广泛存在。由 Ｍｐ引发的肺炎及各种肺外并发症，对儿童健康

危害非常大。临床上治疗儿童 Ｍｐ感染的一线药物是大环内

酯类抗菌药物，其中红霉素及其衍生物最为常用，但近年来的

研究发现，大环内酯类抗菌药物耐药的 Ｍｐ株日趋增多，使临

床治疗 Ｍｐ感染疗程长、疗效差
［９］。临床使用大环内酯类抗菌

药物治疗 Ｍｐ感染前，应进行药物敏感试验。由于 Ｍｐ营养要

求高、生长缓慢，分离培养阳性率低，初次分离培养需１０～３０

ｄ，药敏试验还需５～７ｄ，因此，Ｍｐ的常规药敏试验不能及时、

合理指导临床用药。因此，作者通过检测 Ｍｐ的耐药基因是否

发生突变来判断 Ｍｐ是否耐药，以期提高实验室诊断效率，从

而更好地指导临床。

研究表明，Ｍｐ对大环内酯类抗菌药物耐药主要是与核糖

体２３ＳｒＲＮＡ核苷酸点突变有关，其中Ａ２０６３Ｇ突变可导致１４

元环和１５元环大环内酯类抗菌药物高度耐药，而１６元环大环

内酯类抗菌药物的耐药水平较低［１３］；Ａ２０６４Ｇ突变则可引起

１４元环和１６元环大环内酯类抗菌药物耐药，而１５元环大环
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内酯类药物耐药水平较低［１４］。临床上，由于纳入研究的患儿

多数就诊前曾不同程度地服用过大环内酯类抗菌药物，可能产

生了诱导耐药，或大环内酯类抗菌药物抑制了 Ｍｐ敏感株的生

长［１］。本次研究发现，对红霉素耐药的 Ｍｐ临床株中有４４株

发生了 Ａ２０６３Ｇ 突变（９５．６５％），２株发生了 Ａ２０６４Ｇ 突变

（４．３５％），但未发现Ａ２０６３Ｃ和２６１７位点的突变。这与Ｌｕｃｉ

ｅｒ等
［１５］在体外诱导红霉素耐药试验中发现的一致。由此可

见，耐红霉素 Ｍｐ临床株的出现与２３ＳｒＲＮＡ Ⅴ区２０６３、２０６４

位点发生突变密切相关，尤其是Ａ２０６３Ｇ突变。

目前，Ｍｐ对大环内酯类抗菌药物的耐药机制中未发现灭

活酶和药物主动外排系统，仅发现２３ＳｒＲＮＡ基因 Ａ２０６３Ｇ／

Ｃ、Ａ２０６４Ｇ、Ｃ２６１７Ｇ／Ａ的突变导致抗菌药物与核糖体亲和力

下降而引起耐药［３，１６］。因此，可通过检测 Ｍｐ的２３ＳｒＲＮＡ基

因反映其对红霉素等大环内酯类抗菌药物的药物敏感度。本

研究发现，Ｍｐ临床分离株对红霉素耐药与２３ＳｒＲＮＡ Ⅴ区基

因２０６３、２０６４位点 Ａ→Ｇ突变有密切关系，２３ＳｒＲＮＡ突变的

识别以及 Ｍｐ临床株耐药基因的分型分析可进一步地加强对

临床上大环内酯类抗菌药物或其他种类的抗菌药物耐药 Ｍｐ

的理解。快速、准确识别 Ｍｐ的２３ＳｒＲＮＡ基因突变可在诊断

的同时给出耐药信息，有效指导临床合理用药治疗 Ｍｐ感染。

Ｍｐ的耐药对人类身体健康造成了严重危害，应引起临床

医生的关注，感染 Ｍｐ的患儿治疗时进行连续耐药 Ｍｐ的监

测，对了解 Ｍｐ的感染规律，制订出相应的防控措施非常有必

要。本次研究检测基因突变所采用的方法为基因测序，该方法

准确率高，操作复杂且需要特殊仪器（如测序仪等），检测成本

较昂贵，不利于临床的应用和推广。因此，应寻找１种能快速

检测 Ｍｐ药物敏感度的方法，从而有效指导临床（尤其是儿科）

合理用药治疗 Ｍｐ感染。
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