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摘要：目的 阐明体外诱导利奈唑胺耐药粪肠球菌的核糖体蛋白位点变异特征。方法 收集1株血流感染的粪

肠球菌利奈唑胺敏感株，通过体外浓度倍增法诱导利奈唑胺耐药；挑取单克隆，经E-test条测定MIC值，获得各菌株的

耐药浓度梯度；提取耐药菌株基因组DNA，PCR扩增核糖体蛋白L3和L4（对应 rplC和 rplD基因），扩增产物经测序后与

野生株比较，获得核糖体蛋白及对应氨基酸的突变位点。结果 经体外多步法诱导利奈唑胺耐药的不同MIC值粪肠

球菌共13株。PCR测序分析2株母株均无变异位点，rplC基因对应的氨基酸位点不尽相同，rplD基因普遍存在T301C
位点变异，对应的氨基酸为Phe101Leu。结论 体外多步法可诱导粪肠球菌利奈唑胺耐药，耐药机制与核糖体蛋白位

点突变密切相关，但仍需进一步研究证实突变位点与耐药的关系。
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Abstract: Objective To investigate the characteristics of genetic mutations in 50S V ribosomal protein gene of
linezolid- induced drug- resistant Enterococcus fecalis (E.fecalis)in vitro. Methods One E.fecalis strain numbered as F3
isolated from the clinical sample and the F4, ATCC29212 the most common strain for quality control of E.fecalis antibiotic
tests, was induced by linezolid with series dilution methods in vitro. Two mother strains, F3 and F4, and series of LZD-resistant
ones were isolated and the MIC value was identified by E-Test. Then, the 50S ribosomal protein genes of these strains were
amplified and sequenced. Results Thirteen linezolid-resistant E.fecalis induced in vitro was isolated and identified. Then,
PCR and sequencing results indicated the genetic mutations in 50S V ribosomal protein gene of these strains contained
multiple point mutations in rplC gene, while in rplD gene, the common mutation was at T301C, and corresponding mutation of
amino acid was Phe101Leu. Conclusion Linezolid- resistant E.fecalis can be induced in vitro. Linezolid resistance in E.
fecalis was closely associated with the genetic mutations in 50S ribosomal protein genes, but the resistant mechanism needed to
be further clarified.
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利奈唑胺（linezolid，LZD）是一种新型噁唑烷酮

类抗菌药物，曾被认为是治疗革兰阳性菌的特效药，

因为该药与其他抗菌药物不易产生交叉耐药[1]，是目

前治疗粪肠球菌医院感染暴发流行的主要药物之

一。然而从LZD全球上市开始即不断有临床耐药菌

株的报导[2]，美国和欧洲各地均有LZD耐药的肠球菌

及葡萄球菌出现。随着LZD耐药菌株的不断出现，人

们日渐重视对其耐药机制的研究[3]。近年对LZD耐药

肠球菌的研究发现，其耐药机制之一是 23S rRNA V
区基因发生变异，主要是G2576U [4]；二是细菌核糖体

甲基转移酶基因cfr的获得；第三则是编码细菌50S核
糖体蛋白基因 rplD和 rplC的变异[5-6]。为了进一步探
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讨粪肠球菌 50S核糖体蛋白突变位点与 LZD耐药的

关系，本研究应用LZD体外诱导粪肠球菌耐药，通过

基因测序分析，寻找新的50S核糖体蛋白基因变异特

点，旨在减少临床耐药菌株的出现。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 菌株 粪肠球菌实验菌株由深圳市南山区人

民医院提供（编号为 F3），该菌株为血液培养阳性的

致病菌株。粪肠球菌质控菌株ATCC29212（编号为

F4）购自广东省临床检验中心。

1.1.2 试剂和仪器 LZD为美国Pfizer公司产品；LZD
E-test条为法国梅里埃公司产品；Mueller-Hinton(MH)
琼脂和抗生素敏纸片为英国OXOID公司产品；哥伦

比亚血琼脂平板培养基购于广州迪景微生物公司；细

菌DNA提取试剂盒QIAamp DNA Mini kit为德国QIA⁃
GEN公司产品；PCR反应试剂、DNA Maker（TaKaRa）；
DNA片段纯化试剂盒（TaKaRa DNA Fragment Purifi⁃
cation Kit Ver.3.0）、T载体（pMD™19-T Vector Cloning
Kit）均为日本TaKaRa公司产品。

1.2 方法

1.2.1 药物敏感性试验 将编号为F3和 F4的粪肠球

菌复苏，采用微量肉汤稀释法通过 BD PhoenixTM 100
自动细菌鉴定/药敏系统鉴定，根据 2012年美国临床

和实验标准委员会（CLSI）标准判读结果，测定2株粪

肠球菌对LZD的MIC值。

1.2.2 体外多步法诱导LZD耐药 将2株粪肠球菌分

别接种到血琼脂平板培养基中复苏。挑取多个单克

隆菌落，依次接种到LZD浓度（起始浓度为 1μg /mL）
倍比增加的M-H琼脂培养基中，37 ℃培养16 h，每个

药物浓度培养 3～5代，当细菌生长不良时降低药物

浓度重复传代培养，每个药物浓度最多培养 10代。

待 LZD浓度为 4 μg/mL且反复传代数次后增加 LZD
浓度（不超过10代），逐渐倍比增加浓度至256μg/mL，
筛选阳性克隆并对诱导出的耐药菌用 LZD E-test条
测定MIC值，建立粪肠球菌对LZD不同MIC值梯度菌

株群（包括1~256μg/mL组）。另接种无抗生素平板进

行同期培养，观察细菌生长情况。为保证耐药菌株的

稳定性，在确定其MIC值之前，应用无抗生素培养基

培养3代。

1.2.3 50S 核糖体 rplC 和 rplD 基因扩增和测序 采

用Qiagen试剂盒，根据说明书操作方法提取粪肠球菌

基因组DNA，参考文献方法[7-8]，以粪肠球菌V583为参

照菌株（GeneBank号：NC_004668.1）。采用PCR扩增

各菌株的 rplC和 rplD基因序列（对应的蛋白为 L3和

L4），引 物 序 列 为 RL3- 4F：GTACTCATGAC⁃

CAAAGGAATCTTAG； RL3- 4R： TTCCATTATG⁃
CAAGCAACCTCCTC。 反 应 条 件 为 94℃ ，4min，

“94℃，30ec；55℃，30sec；72℃ 2min”共 29循环，72℃
4min。扩增长度 1 292bp。Marker为 DL10 000 DNA
Marker（TaKaRa公司）。PCR产物采用PCR纯化试剂

盒纯化，连接T载体后送华大基因公司测序，测序结

果与V583序列进行比对，分析软件为DNAMAN.full.
version.v5.2.2，标记变异的核糖体蛋白基因核苷酸及

氨基酸位点。

2 结果

2.1 LZD诱导粪肠球菌的耐药性 药敏试验结果显

示，粪肠球菌 F3和 F4株诱导前均对 LZD敏感。2株

母株菌经过多步法体外LZD诱导后，其MIC值显著增

高，得到不同MIC值梯度的菌株，经E-test条鉴定后

筛选出13株诱导耐药菌株，见表1。
2.2 基因测序分析 50S核糖体蛋白及基因PCR扩

增电泳图谱见图 1，耐药位点测序结果见表 1。F3株
在 rplC基因中没有统一的耐药氨基酸位点，存在着

Ser19 Pro、Lys 66 G lu、Asn184Ser及Gln 103 Arg等氨

基酸位点的变异；在 rplD基因中，普遍存在T 301 C 位

点变异，对应的氨基酸为 Phe 101Leu，此外还有Gly
85 Val位点的变异。F4组在 rplC基因中普遍存在C
395 A位点变异，对应的氨基酸为Pro 132 His，此外还

有 Ile 188 Thr、Val107 Ile、Lys 207 Arg 位点的变异；

rplD基因中，普遍存在T 301 C 位点变异，对应的氨基

酸为Phe 101 Leu；此外还有Lys 117 Gln位点变异。
M F3-W F3-1 F3-2 F3-3 F3-4 F4-W F4-4 F4-9

2 000bp
1 000bp

图图11 粪肠球菌粪肠球菌5050SS核糖体蛋白基因核糖体蛋白基因PCRPCR扩增电泳图扩增电泳图

Fig.Fig.11 Electrophoretogram of PCR amplification inElectrophoretogram of PCR amplification in 5050SS
ribosomal protein of linezolid-inducedribosomal protein of linezolid-induced Enterococcus fecalisEnterococcus fecalis

3 讨论

利奈唑胺通过与肠球菌 23S rRNA V区结合，抑

制细菌蛋白合成而产生抗菌作用[9]。随着临床上耐药

菌株的不断出现，人们发现利奈唑胺可通过与50S亚
基的肽结合位点（PTC）结合，抑制蛋白质的合成从而

起到抗菌的作用[10-12]，近年来，已有很多国内学者报导

有关革兰阳性球菌利奈唑胺耐药的机制，特别是金黄

色葡萄球菌变异位点的报导[13-15]，然而涉及核糖体蛋
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白耐药相关的利奈唑胺耐药的肠球菌报导相对较

少。通过研究 50S 亚基的晶体结构发现，在靠近

23SrRNA的PTC的延伸范围处，存在着很多核糖体蛋

白，最关键的一组蛋白就是核糖体蛋白L3，L4及L1。
它们虽然不构成PTC的一部分，但其氨基酸残基可以

通过与PTC的相互调节作用影响PTC的构象及稳定

性 [16-17]。L4已被证实与大环内酯类的耐药相关 [18-20]，

去除L4残基Lys68及Gly69的肺炎链球菌导致其对利

奈唑胺的敏感性降低，此外，还有一系列已知报导的

L4氨基酸位点的变异相继被发现[21-23]。同样的，编码

核糖体L3的 rplC基因的变异频率也很高，L3蛋白也

是和PTC密切作用的核糖体蛋白，但此次实验中，我

们在不同的菌株中发现的耐药位点均不相同，有关研

究表明，所有关于L3氨基酸位点的变异均集中在一

个相同的区域[24-26]，基于L3蛋白这一耐药特点，L3蛋
白吸收了很多科学家对这一领域的探讨，然而，需要

更多的通过直接的定向诱导变异和异源表达的研究

来证实L3蛋白氨基酸位点变异与噁唑烷酮类耐药之

间的关系。

本研究对诱导耐药的粪肠球菌 50S核糖体蛋白

基因扫描结果显示，F3和F4的各组菌株之间基因位

点变异的差异较大，F3各组菌株在 rplC基因中没有

统 一 的 位 点 变 异 ，在 rplD 基 因 中 ，普 遍 存 在

Phe101Leu位点。F4各组菌株在 rplC基因中普遍存

在 Pro132His 位点变异，在 rplD 基因中，普遍存在

Phe101Leu位点。国内学者研究发现，利奈唑胺耐药

的50S核糖体蛋白L3和L4位点的变异与低浓度耐药

的肠球菌相关[15]，且在本研究中，我们发现高浓度耐

药的粪肠球菌仍然存在 L3和 L4位点的变异，提示

C395A（Pro132His）和T301C（Phe101Leu）位点可能是

引起耐药的重要位点，仍需通过进一步的蛋白表达功

能鉴定。

总体而言，23SrRNA V区核甘酸变异是利奈唑胺

耐药发生的主要机制，而核糖体蛋白L3和L4氨基酸

变异多与23SrRNA V区变异伴随出现，这些蛋白氨基

酸变异可能能够提高细菌的耐药水平，部分细菌甚至

对利奈唑胺耐药产生决定性作用，这对指导临床合理

用药和减少临床耐药菌株的出现具有一定理论指导

意义。

参考文献

[1] Meka VG, Gold HS. Antimicrobial resistance to linezolid[J]. Clin Infect
Dis, 2004, 39(7): 1010-1015.

[2] Wemer G, Strommenger B, Klare I, et al．Molecular detection of line⁃
zolid resistance in Enterococcus faecium and Enterococcus faecalis by
use of 5’nuclease real-time PCR compared to a modified classical ap⁃
proach[J]. J Clin Microbiol, 2004, 42(11): 5327-5331.

注：*表示该菌株系列的野生株（母株）；W与野生型比较无位点变异。

Note: *Presented to be wild strain; W:Showed no genetic mutation compared to wild strain.

菌株

Strains
F3-W*
F3-1
F3-2
F3-3
F3-4
F4-W*
F4-1
F4-2
F4-3
F4-4
F4-5

F4-6

F4-7
F4-8
F4-9

MIC值(ug/mL)
MIC values

0.23
24
32
64

256
0.15
4

12
24
32
48

48

96
128
256

核糖体蛋白及氨基酸位点变异检测结果Results of genetic mutations in ribosomal protein and amino acid
rplC
W
T55C
A196G
A551G
A308G
W
C395A
W
T563C
C395A
C395A
G319A
C395A
A620G
C395A
C395A
C395A

L3
W
Ser19Pro
Lys66Glu
Asn184Ser
Gln103Arg
W
Pro132His
W
Ile188Thr
Pro132His
Pro132His
Val107Ile
Pro132His
Lys207Arg
Pro132His
Pro132His
Pro132His

rplD
W
G254T
T301C
T301C
T301C
T301C
W
T301C
T301C
A349C
T301C
T301C
T301C

T301C

T301C
T301C
T301C

L4
W
Gly85Val
Phe101Leu
Phe101Leu
Phe101Leu
Phe101Leu
W
Phe101Leu
Phe101Leu
Lys117Gln
Phe101Leu
Phe101Leu
Phe101Leu

Phe101Leu

Phe101Leu
Phe101Leu
Phe101Leu

表表11 粪肠球菌筛选菌株粪肠球菌筛选菌株MICMIC值和核糖体基因位点变异情况值和核糖体基因位点变异情况

TableTable 11 MIC values and ribosomal protein gene mutations in selectedMIC values and ribosomal protein gene mutations in selected Enterococcus fecalisEnterococcus fecalis

·· 279



中国热带医学 2015年第15卷第03期 China Tropical Medicine，March 2015，Vol.15，No.03

[3] Xiong L, Kloss P. Oxazolidinone resistance mutations in 23srrna of
escherichia coli reveal the central region of domain V as the primary
site of drug action[J]. J bacteriol, 2000, 182(19): 5325-5331.

[4] Auckland C, Teare L, Cooke F, et al. Linezolid-resistant enterococci:
report of the first isolates in the United Kingdom[J]. J Antimicrob Che⁃
mother, 2002, 50(5): 743-746.

[5] Ager S, Gould K. Clinical update on linezolid in the treatment of Gram-
positive bacterial infections[J]. Infect Drug Resist, 2012;5:87-102.

[6] Long KS, Vester B. Resistance to linezolid caused by modifications at
its binding site on the ribosome[J]. Antimicrob Agents Chemother,
2012;56(2):603-612.

[7] Prystowsky J, Siddiqui F, Chosay J, et al. Resistance to linezolid: char⁃
acterization of mutations in rRNA and comparison oftheir occurrences
in vancomycin- resistant enterococci[J]. Antimicrob Agents Chemoth⁃
er, 2001, 45(7):2154-2156.

[8] Bourgeois-Nicolaos N, Massias L, Couson B, et al. Dose dependence of
emergence of resistance to Linezolid in Enterococcus faecalis in vivo
[J]. J Infect Dis, 2007, 195(10):1480-1488.

[9] Depaidieu F, Perichon B, Courvalin P. Detection of the van alphabet
and ident ification of enterococci and Streptococcus at the species lev⁃
el by multiplex PCR[J]. Clin Microbiol, 2004, 42(12): 5857-5860.

[10] Lin AH, Murray RW, Vidmar TJ, et al. The oxazolidinone eperezolid
binds to the 50S ribosomal subunit and competes with binding of
chloramphenicol and lincomycin[J]. Antimicrob Agents Chemother,
1997, 41:2127-2131

[11] Shinabarger DL, Marotti KR, Murray RW, et al. Mechanism of action
of oxazolidinones: effects of linezolid and eperezolid on translation re⁃
actions[J]. Antimicrob Agents Chemother, 1997, 41:2132-2136.

[12] Swaney SM, Aoki H, Ganoza MC, et al. The oxazolidinone linezolid in⁃
hibits initiation of protein synthesis in bacteria[J]. Antimicrob Agents
Chemother, 1998, 42:3251-3255.

[13] Cai JC, Hu YY, Zhang R, et al. Linezolid-resistant clinical isolates of
meticillin-resistant coagulase-negative staphylococci and Enterococ⁃
cus faecium from China[J]. J Med Microbiol, 2012, 61:1568-1573.

[14] Wang Y, Zhang W, Wang J, et al. Distribution of the multidrug resis⁃
tance genecfrin Staphylococcus species isolates from swine farms in
China[J]. Antimicrob Agents Chemother, 2012, 56:1485-1490.

[15] Chen H, Wu W, Ni M, et al. Linezolid-resistant clinical isolates of en⁃
terococci and Staphylococcus cohnii from a multicentre study in Chi⁃
na: molecular epidemiology and resistance mechanisms[J]. Int J Anti⁃
microb Agents, 2013, 42:317-321.

[16] Ban N, Nissen P, Hansen J, et al. The complete atomic structure of the
large ribosomal subunit at 2.4 Å resolution[J]. Science, 2000, 289:
905-920.

[17] Harms J, Schluenzen F, Zarivach R, et al. High resolution structure of
the large ribosomal subunit from a mesophilic eubacterium[J]. Cell,
2001, 107: 679-688.

[18] Gregory S T, Dahlberg AE. Erythromycin resistance mutations in ribo⁃
somal proteins L22 and L4 perturb the higher order structure of 23S
ribosomal RNA[J]. J Mol Biol, 1999.289: 827-834.

[19]Roberts MC. Update on macrolide-lincosamide-streptogramin, ke-tol⁃
ide, and oxazolidinone resistance genes[J]. FEMS Microbiol Lett,
2008,282: 147-159.

[20] Wittmann HG, Stoffler G, Apirion D, et al. Biochemical and genetic
studies on two different types of erythromycin resistant mutants of
Escherichia coli with altered ribosomal proteins[J]. Mol Gen Genet,
1973,127: 175-189.

[21] Farrell DJ, Morrissey I, Bakker S, et al. In vitro activities of telithromy⁃
cin, linezolid, and quinupristin- dalfo- pristin against Streptococcus
pneumoniae with macrolide resistance due to ribosomal mutations[J].
Antimicrob Agents Chemother, 2004,48:3169-3171.

[22] Gregory ST, Dahlberg AE. Erythromycin resistance mutations in ribo⁃
somal proteins L22 and L4 perturb the higher order structure of 23S
ribosomal RNA[J]. J Mol Biol, 1999, 289: 827-834.

[23] Prunier AL, Trong HN, Tande D, et al. Mutation of L4 ribosomal pro⁃
tein conferring unusual macrolide resistance in two independent clini⁃
cal isolates of Staphylococcus aureus[J]. Microb Drug Resist, 2005,11:
18-20.

[24]Gentry DR, Rittenhouse SF, McCloskey L, et al. Stepwise exposure of
Staphylococcus aureus to pleuromutilins is associated with stepwise
acquisition of mutations in rplC and minimally affects suscep-tibility
to retapamulin[J]. Antimicrob Agents Chemother, 2007, 51:2048-
2052.

[25] Miller K, Dunsmore CJ, Fishwick CW, et al. Linezolid and tiamulin
cross- resistance in Staphylococcus aureus mediated by point muta⁃
tions in the peptidyl transferase center[J]. Antimicrob Agents Che⁃
mother, 2008, 52:1737-1742

[26] Pringle M, Poehlsgaard J, Vester B, et al. Mutations in ribosomal pro⁃
tein L3 and 23S ribosomal RNA at the peptidyl transferase centre are
associated with reduced susceptibility to tiamulin in Brachyspira spp
[J]. isolates. Mol Microbiol, 2004, 54:1295-1306.

收稿日期：2014-12-14 编辑：符式刚

·· 280




