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［摘　要］　目的　通过全基因组测序研究利奈唑胺（ＬＺＤ）敏感株和诱导耐药耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（ＭＲ

ＳＡ）之间基因变异位点差异，了解ＬＺＤ耐药基因变异位点。方法　采用不同浓度梯度的ＬＺＤ对遗传背景清晰的

ＭＲＳＡＭＳ４母株进行诱导，获得ＬＺＤ耐药菌株 ＭＲＳＡＭＳ４ＬＺＤ１００，测定最低抑菌浓度（ＭＩＣ），采用普通聚合酶

链反应（ＰＣＲ）扩增 ＭＲＳＡＭＳ４ＬＺＤ１００２３ＳｒＲＮＡＶ区及核糖体蛋白Ｌ３／Ｌ４基因，测序后与野生株比较，获得相
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利用生物信息学完成该菌株的全基因组测序。结果　经过３２代诱导，获得 ＭＲＳＡＭＳ４ＬＺＤ１００菌株，其ＬＺＤ

ＭＩＣ为９６μｇ／ｍＬ。ＰＣＲ测序分析提示其Ｖ区多拷贝基因均存在Ｇ２４４７Ｔ突变，Ｌ３蛋白存在Ｇｌｙ１１３Ｖａｌ突变；全

基因组包含２７４４３１５ｂｐ碱基对，注释后共有２５０９个基因，１１个ｔＲＮＡ编码基因，以及２个完整的ｒＲＮＡ基因编

码操纵子，获得ＰｕｂＭｅｄ全基因序列号（ＪＸＭＪ００００００００）；共找出１０１个ＳＮＰ和６个Ｓｍａｌｌｉｎｄｅｌ突变，发生于外显
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ＩＳ１２７２等，而发生于外显子的Ｓｍａｌｌｉｎｄｅｌ占３个，Ｓｍａｌｌｉｎｄｅｌ突变后导致氨基酸序列改变的蛋白质包括假设蛋白、

３０Ｓ核糖体蛋白Ｓ１、凝集因子 Ａ。结论　经ＬＺＤ诱导获得ＬＺＤ耐药 ＭＲＳＡＭＳ４ＬＺＤ１００菌株，测序分析提示该

菌株存在除２３ＳｒＲＮＡＶ区及Ｌ３蛋白基因以外的突变位点，为进一步研究隐性ＬＺＤ耐药机制指明了方向。
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　　以利奈唑胺（ｌｉｎｅｚｏｉｄ，ＬＺＤ）为代表的口恶唑烷酮

类（ｏｘａｚｏｌｉｄｉｎｏｎｅ）药物是目前多重耐药革兰阳性细

菌治疗的“最后防线”，已成为治疗耐甲氧西林金黄

色葡萄球菌（ｍｅｔｈｉｃｉｌｌｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｔ犛狋犪狆犺狔犾狅犮狅犮犮狌狊

犪狌狉犲狌狊，ＭＲＳＡ）感染，控制 ＭＲＳＡ医院感染暴发流

行的主要药物之一。然而，随着该药大规模上市使

用，耐药现象日益突出，ＬＺＤ耐药 ＭＲＳＡ的感染已

成为一种新的难治性感染，其耐药机制也已成为研

究热点之一。目前，关于ＬＺＤ的耐药机制主要有３

个方面：一是细菌２３ＳｒＲＮＡＶ区多拷贝基因突变；

二是细菌核糖体２３ＳｒＲＮＡ修饰如甲基转移酶基因

犮犳狉的获得；三是编码细菌５０Ｓ核糖体蛋白基因Ｌ３

和Ｌ４的变异
［１］。近年来，随着全基因组测序技术

的日趋成熟和推广，对 ＭＲＳＡ抗菌药物耐药相关机

制正逐渐被揭示出来，对细菌染色体编码的甲基转

移酶、ＡＢＣ转运子等耐药基因和各种毒力基因的进

化和演变均有更清晰的认识［２３］。本研究拟用ＬＺＤ

对我院临床样本来源的、基因分型和全基因组序列清

晰的ＭＲＳＡＭＳ４母株进行耐药诱导，产生的耐药菌

株通过ｐａｉｒｅｄｅｎｄ（ＰＥ）高通量测序，并与母株基因组

序列进行比较，以期获得完整的基因组精细信息，以

便发现ＬＺＤ耐药的基因变异特点。

１　对象与方法

１．１　研究对象　分离自我院患者创口脓液的耐甲

氧西林金黄色葡萄球菌母株（ＭＲＳＡＭＳ４），已完成

其ＳＣＣｍｅｃｓｐａＭＬＳＴ分型（ＩＩＩｔ３５９２ＳＴ５９型）和

全基因组测序，并获得 ＧｅｎｅＢａｎｋ号（ＣＰ００９８２８）。

体外多步法诱导ＬＺＤ耐药：将 ＭＲＳＡＭＳ４接种于

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）成倍递

增的 ＭＨ培养基中，３７℃过夜培养１６ｈ，每个药物

浓度培养３～５代，当细菌生长不良时降低ＬＺＤ浓

度重复传代培养，每个药物浓度最多培养１０代。待

药物浓度为４μｇ／ｍＬ时反复传代数次后（不超过１０

代），逐渐成倍增加浓度至２５６μｇ／ｍＬ，筛选阳性克

隆并对诱导出的耐药菌株使用ＬＺＤＥｔｅｓｔ条测定

菌株最低抑菌浓度（ＭＩＣ），最终鉴定得到耐甲氧西

林金黄色葡萄球菌 ＬＺＤ 耐药菌株 ＭＲＳＡＭＳ４

ＬＺＤ１００。

１．２　ＤＮＡ提取　将 ＭＲＳＡＭＳ４ＬＺＤ１００接种于

血琼脂平板培养基中复苏，挑取单克隆菌落，接种到

ＬＢ液体培养基中，３７℃振荡培养至对数生长中期，

通过商品化的ＤＮＡ提取试剂盒（ＷｉｚａｒｄＧｅｎｏｍｉｃ

ＤＮＡＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔ，Ｐｒｏｍｅｇａ）提取基因组ＤＮＡ。

１．３　２３ＳｒＲＮＡＶ区、核糖体蛋白Ｌ３／Ｌ４扩增和

测序　采用聚合酶链反应（ＰＣＲ）方法扩增该菌株的

２３ＳｒＲＮＡ的６个同分异构体和核糖体蛋白Ｌ３／Ｌ４

基因，引物及 ＰＣＲ 扩增反应均见参考文献［４］。

Ｍａｒｋｅｒ为ＤＬ１００００ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ（ＴａＫａＲａ公司），

ＰＣＲ产物送华大基因公司纯化后测序，测序结果与

野生株序列进行比对，分析软件为ＤＮＡＭＡＮ．ｆｕｌｌ．

ｖｅｒｓｉｏｎ．ｖ５．２．２，标记变异的核苷酸及氨基酸位点。

１．４　基因组测序、注释及序列分析　对提取的全基

因组ＤＮＡ采用ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉＳｅｑ２０００进行测序，具

体工作交由上海美吉生物医药科技有限公司完成。

简要步骤如下：应用ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉＳｅｑ２０００技术对样

品的ＤＮＡ进行ＰＥ测序，构建３００ｂｐ文库；对测序

结果进行质量剪切后，利用ＳＯＡＰｄｅｎｏｖｏｖ２．０４（ｈｔ
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ｔｐ：／／ｓｏａｐ．ｇｅｎｏｍｉｃｓ．ｏｒｇ．ｃｎ／）拼接软件对优化序

列进行多个Ｋｍｅｒ参数的拼接，得到最优的组装结

果。其次，应用ＧａｐＣｌｏｓｅｒｖ１．１２软件对组装结果

进行局部内洞填充和碱基校正；应用Ｂａｒｒｎａｐ０．４．２

和ｔＲＮＡｓｃａｎＳＥｖ１．３．１软件预测获得的拼接结果

基因组中包含的ｒＲＮＡ和ｔＲＮＡ，用Ｇｌｉｍｍｅｒ３．０２

（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｃｂ．ｕｍｄ．ｅｄｕ／ｓｏｆｔｗａｒｅ／ｇｌｉｍｍｅｒ／）

软件进行细菌的基因预测，将预测基因的蛋白序列

分别与Ｎｒ、ｇｅｎｅｓ、ｓｔｒｉｎｇ和ＧＯ数据库进行ｂｌａｓｔｐ

比对（ＢＬＡＳＴ２．２．２８＋），从而获得预测基因的注

释信息；以细菌基因组 ＭＲＳＡＭＳ４为参考序列，利

用ＢＷＡ比对软件将测序片段比对回参考基因组序

列，利用ＧＡＴＫ校正比对结果，应用ＶａｒＳｃａｎ进行

ＳＮＰ、ｓｍａｌｌｉｎｄｅｌ的检测，并过滤掉测序深度和比对

质量值较低的位点，得到高可信度的ＳＮＰ和ｓｍａｌｌ

ｉｎｄｅｌ数据集。

２　结果

２．１　ＭＲＳＡＭＳ４ＬＺＤ耐药性诱导　在体外诱导

ＬＺＤ耐 药 试 验 中 逐 渐 成 倍 增 加 ＬＺＤ 浓 度 至

２５６μｇ／ｍＬ，当 ＭＳ４传代到３２代时，筛选得到阳性

克隆菌株，使用ＬＺＤＥｔｅｓｔ条测定菌株 ＭＩＣ，最终

鉴定得到 ＬＺＤ耐药菌株 ＭＲＳＡＭＳ４ＬＺＤ１００，其

ＬＺＤＭＩＣ为９６μｇ／ｍＬ。

２．２　ＭＲＳＡＭＳ４ＬＺＤ１００２３ＳｒＲＮＡＶ区及Ｌ３／

Ｌ４蛋白基因测序结果　通过普通ＰＣＲ扩增 ＭＲ

ＳＡＭＳ４ＬＺＤ１００２３ＳｒＲＮＡＶ区及Ｌ３／Ｌ４蛋白基

因，所得结果与母株序列进行比对，结果提示所有

２３ＳｒＲＮＡＶ区均存在Ｇ２４４７Ｔ位点变异，核糖体

Ｌ３蛋白存在Ｇｌｙ１１３Ｖａｌ位点变异，而核糖体Ｌ４蛋

白未发现突变位点。

２．３　ＭＲＳＡＭＳ４ＬＺＤ１００基因组概述　通过Ｉｌｌｕ

ｍｉｎａＨｉｓｅｑ２０００测序技术进行测序提示，完整的

ＭＲＳＡＭＳ４ＬＺＤ１００基因组大小为２７４４３１５ｂｐ，

ＧＣ含量３３．５％；总共有２５０９个基因，１１个ｔＲＮＡ

的编码基因，２个完整的ｒＲＮＡ基因编码操纵子。

对预测基因进行ＣＯＧ功能分类预测，共有２０１３个

Ｇｅｎｅ被分为２２种ＣＯＧ分类；共有１８０５个基因注

释上４２条 ＧＯ功能分类，样本基因的功能在ｂｉｏ

ｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｃｅｓｓ分类中主要聚集于ｃｅｌｌｕｌａｒｐｒｏｃｅｓｓ

和ｍｅｔａｂｉｏｌｉｃｐｒｏｃｅｓｓ；在ｃｅｌｌｕｌａｒｃｏｍｐｏｎｅｎｔ主要聚

集于ｃｅｌｌ和ｃｅｌｌｐａｒｔ；在 ｍｏｌｅｃｕｌａｒｆｕｎｃｔｉｏｎ分类中

主要聚集于ｂｉｎｄｉｎｇ和ｃａｔａｌｙｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｙ。对基因进

行ＫＥＧＧ注释，１４２４个基因共注释上１５３个Ｐａｔｈ

ｗａｙ，最多见的５个ｐａｔｈｗａｙ注释分别是代谢通路

（ｍｅｔａｂｏｌｉｃｐａｔｈｗａｙｓ）、继发代谢产物生物合成通路

（ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆｓｅｃｏｎｄａｒｙｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ）、不同环境

中微生物代谢通路（ｍｉｃｒｏｂｉａｌｍｅｔａｂｏｌｉｓｍｉｎｄｉｖｅｒｓｅ

ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔｓ）、氨基酸生物合成通路（ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ

ｏｆａｍｉｎｏａｃｉｄｓ）、ＡＢＣ转运蛋白通路（ＡＢＣｔｒａｎｓ

ｐｏｒｔｅｒｓ）。目 前 该 菌 株 全 基 因 序 列 已 上 传 至

ＰｕｂＭｅｄ数据库，ＧｅｎｅＢａｎｋ号：ＪＸＭＪ００００００００。

２．４　ＳＮＰ、Ｓｍａｌｌｉｎｄｅｌ注释　应用 ＶａｒＳｃａｎ进行

ＳＮＰ、ｓｍａｌｌｉｎｄｅｌ检测，结果显示：共有１０１个ＳＮＰ

和６个Ｓｍａｌｌｉｎｄｅｌ突变，其中ＳＮＰ发生于外显子

的同义突变有１２个，非同义突变有４个，而Ｓｍａｌｌ

ｉｎｄｅｌ发生于外显子的框移插入有２个，非框移插入

有１个。见表１。ＳＮＰ突变后导致氨基酸序列改变

的蛋白质包括ＩｓｔＢＡＴＰ结合区域包含蛋白、凝集

因子 Ａ及转座子ＩＳ１２７２等，而Ｓｍａｌｌｉｎｄｅｌ突变后

导致氨基酸序列改变的蛋白质包括有假设蛋白、

３０Ｓ核糖体蛋白Ｓ１、凝集因子 Ａ等。见表２。

表１　ＭＲＳＡＭＳ４ＬＺＤ１００ＳＮＰ、Ｓｍａｌｌｉｎｄｅｌ注释结果

犜犪犫犾犲１　ＡｎｎｏｔａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆＳＮＰａｎｄＳｍａｌｌｉｎｄｅｌｉｎＭＲ

ＳＡＭＳ４ＬＺＤ１００

位置 ＳＮＰ突变 Ｓｍａｌｌｉｎｄｅｌ突变

下游 １６

外显子 １６ ３

上游 １

上游；下游 ２ ３

基因间区 ６６

合计 １０１ ６

表２　高通量测序分析 ＭＲＳＡＭＳ４ＬＺＤ１００基因组变异结果

犜犪犫犾犲２　ＧｅｎｏｍｅｖａｒｉａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆＭＲＳＡＭＳ４ＬＺＤ１００

ｔｈｒｏｕｇｈｈｉｇｈｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ

基因名称
ＭＲＳＡＭＳ４

位点

ＭＲＳＡＭＳ４Ｌ１００

突变类型

ＩｓｔＢＡＴＰ 结合区域包含蛋白 ｏｒｆ０００７６ Ｇ３７９Ｔ犃１２７犛

凝集因子Ａ ｏｒｆ００７４０ Ａ１９９１Ｇ犖６６４犛

转座酶ＩＳ１２７２ ｏｒｆ０２１０７ Ｔ８５２Ｃ犌２８４犌

凝集因子 Ａ ｏｒｆ００７４０ ２１７９２１９６ｄｅｌ７２７７３２ｄｅｌ

假设蛋白 ｏｒｆ０００７４ ９３８ｉｎｓＡ犈３１３犳狊

３０Ｓ核糖体蛋白Ｓ１ ｏｒｆ００３３２ ９３７９３８ｉｎｓＡ犈３１３犳狊

３　讨论

ＭＲＳＡ之所以常表现为多重耐药，是因其能同

时携带多种耐药相关基因，如耐氨基糖苷类药物的
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ａａｃ（６’）／ａｐｈ（２”）、ａｐｈ（３’）Ⅲ、ａｎｔ（４’，４”）基因、产

β内酰胺酶基因ＴＥＭ、编码ＰＢＰ２ａ的犿犲犮Ａ基因、

耐红霉素犲狉犿、耐四环素狋犲狋Ｍ、耐万古霉素狏犪狀Ａ、

耐消毒剂狇犪犮Ａ／Ｂ基因等，且检出率高
［５］；而 ＭＲＳＡ

感染之所以常导致较高的致死致残率，则是因其可

携带众多毒性强大的毒力基因，如杀白细胞素

（ＰＶＬ）、肠毒素Ｃ（ｓｅｃ）、肠毒素 Ｈ（ｓｅｈ）、α溶血素

（ｈｌａ）、β溶血素（ｈｌｂ）、黏附素凝聚因子（ｃｌｆＡ、ｃｌｆＢ）、

纤连蛋白结合蛋白（ｆｎｂＡｆｎｂＲ）、酚溶调制肽（ＰＳＭ）

等［６］。毒力基因的高检出率与菌株致病性高度相

关，而耐药基因的高检出率则与菌株多药耐药表型

一致，因此，对 ＭＲＳＡ毒力及耐药基因进行深入研

究，对指导临床诊断和治疗具有非常重要的意义。

本研究以临床样本来源、基因分型及全基因组序列

清晰的 ＭＲＳＡＭＳ４为标准株，体外进行ＬＺＤ耐药

诱导。通过全基因组高通量测序，旨在发现更多的

与ＬＺＤ耐药相关因子，为解决临床细菌耐药突破提

供更多的参考依据。

细菌２３ＳｒＲＮＡＶ区位点突变以及核糖体蛋白

Ｌ３／Ｌ４编码基因狉狆犾Ｃ／狉狆犾Ｄ变异为目前明确导致

ＬＺＤ耐药的分子机制
［１］。体外研究提示，细菌产生

ＬＺＤ耐药是一个缓慢的过程，获得高水平ＬＺＤ耐

药性需长时间暴露于治疗浓度，同时可能需要其他

多种蛋白（包括核糖体蛋白等）的共同参与［７］，而部

分细菌（如结核分枝杆菌和耻垢分枝杆菌等）体外诱

导试验发现所获得的ＬＺＤ低水平耐药菌株均与核

糖体２３ＳｒＲＮＡＶ区突变无关，因此基于实验结果，

推测发生ＬＺＤ耐药可能存在其他机制
［８９］。本例诱

导ＬＺＤ 耐药的 ＭＲＳＡ 通过普通 ＰＣＲ 扩增２３Ｓ

ｒＲＮＡＶ区及Ｌ３／Ｌ４蛋白基因后与母株序列相比

对，发现所有２３ＳｒＲＮＡＶ区均存在Ｇ２４４７Ｔ位点

变异，此外核糖体Ｌ３蛋白也存在 Ｇ１１３Ｖ突变，提

示Ｖ区及Ｌ３突变仍为ＬＺＤ耐药的主要机制，与先

前报道［４］一致。而ＳＮＰ、Ｓｍａｌｌｉｎｄｅｌ检测及注释结

果显示，共有１０１个ＳＮＰ和６个Ｓｍａｌｌｉｎｄｅｌ突变，

其中ＳＮＰ发生于外显子的同义突变有１２个，非同

义突变有４个，而Ｓｍａｌｌｉｎｄｅｌ发生于外显子的框移

插入有２个，非框移插入有１个；ＳＮＰ突变后导致

氨基酸序列改变的蛋白质包括ＩｓｔＢＡＴＰ结合区域

包含蛋白、凝集因子 Ａ 及转座子 ＩＳ１２７２等，而

Ｓｍａｌｌｉｎｄｅｌ突变后导致氨基酸序列改变的蛋白质包

括假设蛋白、３０Ｓ核糖体蛋白Ｓ１、凝集因子 Ａ等。

凝集因子Ａ为金黄色葡萄球菌重要的毒力因子之

一，与组织中的纤维蛋白原结合后，介导细菌黏附于

感染部位，且通过被纤维蛋白原包裹，而使细菌抵抗

调理素接近和沉着，从而起到抗吞噬作用，现已成为

抗感染疫苗的研究热点［１０］。ＩＳ１２７２插入序列可介

导高分子量低亲和力的青霉素结合蛋白ＰＢＰ２ａ在

肠球菌与葡萄球菌及不同葡萄球菌亚种之间的结合

转移，在细菌种属之间耐药基因的进化过程中扮演

重要作用［１１］。３０Ｓ核糖体蛋白Ｓ１属于核糖体蛋白

ＳＩＰ家族，其功能为结合 ｍＲＮＡ，有利于识别起始

点，并与一个富含嘌呤的短ＳＤ序列结合翻译 ｍＲ

ＮＡ。姜葵等
［１２］应用蛋白组学技术研究幽门螺杆菌

对不同水平克拉霉素耐药的机制表明，３０Ｓ核糖体

蛋白Ｓ１在耐药菌株中表达较野生株下调。而谢丽

玲等［１３］研究发现大黄醇提液、甘草醇提液和金银花

醇提液可通过抑制嗜水气单胞菌３０Ｓ核糖体蛋白

Ｓ１等蛋白的表达，起到抑制嗜水气单胞菌生长的作

用。然而，目前关于上述蛋白突变后与ＬＺＤ耐药的

研究尚未见报道，二者之间的具体关系仍不明确，本

研究的结果为后续进一步深入了解ＬＺＤ耐药机制

提供了探索方向。

目前，快速发展的全基因组测序技术能全面、精

确的分析病原微生物全基因组的碱基序列，破解其

所包含的所有遗传信息，如微生物的耐药、毒力相关

因子等，并通过与不同个体或群体的比对，发现二者

之间的遗传特性差异及基因突变特点，从而加深对

各种疾病发生、发展的认识，并制定相应的治疗策

略，提高疾病信息及其特征的检出率，也给临床带来

了很大的机遇和挑战［１４］。相对而言，全基因组测序

仍因工作量大，耗费时间长，费用较高，测序后生物

信息学分析更是错综复杂，故目前尚难以广泛应用

于临床各种疾病的诊断，但在科研领域已取得了举

足轻重的地位［１５］。本研究尚未对上述筛选得到的、

有潜在意义的突变候选基因进行基因重组与转染等

功能学研究，以最终确立其与ＬＺＤ耐药发生的关

系，但相关工作目前正在进行阶段。

总之，通过对标准菌株进行耐药诱导，产生耐药

菌株后行全基因精细测序，显示其存在的基因变异位

点，并对变异位点基因进行重组等后续功能学研究，

是一条较为理想和可行的技术路线，可应用于多种药

物耐药相关机制的研究，以不断提高医务人员对药物

耐药机制的认识和丰富药物耐药的临床资料库。
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