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［摘　要］目的：探讨应用１１株临床诺卡菌１６ＳｒＲＮＡ序列鉴定该菌菌种名，同时观察该菌的药敏情况。方
法：将１１株临床分离的诺卡菌菌株分别接种于脑心浸液琼脂培养基分离培养，观察其生长情况；提取菌株
ＤＮＡ，聚合酶链式反应（ＰＣＲ）扩增其 １６ＳｒＲＮＡ序列，并测定其基因序列，所获序列与 ＧｅｎＢａｎｋ数据库进行
ＢＬＡＳＴ比对，鉴别其菌种名；采用ＫｉｒｂｙＢａｕｅｙ纸片扩散法检测１１株菌株药敏情况。结果：１１株临床诺卡菌在
脑心浸液琼脂培养基上生长迅速；ＰＣＲ扩增菌株１６ＳｒＲＮＡ基因序列经 ＢＬＡＳＴ比对，结果与 ＧｅｎＢａｎｋ中已知的
诺卡．菌同源性 ＞９８％，分离的菌株分别为 Ｎｏｃａｒｄｉａｏｔｉｔｉｄｉｓｃａｖｉａｒｕｍ４株、Ｎｏｃａｒｄｉａｃｙｒｉａｃｉｇｅｏｒｇｉｃａ３株、Ｎｏｃｒｄｉａ
ｗａｌｌａｃｅｉ１株及Ｎｏｃａｒｄｉａｆａｒｃｉｎｉｃａ３株；药敏实验结果显示１１株诺卡菌均对阿米卡星敏感，对亚胺培南耐药，其中
Ｎｏｃａｒｄｉａｃｙｒｉａｃｉｇｅｏｒｇｉｃａ对氨苄西林、环丙沙星、克拉霉素及阿莫西林的药物敏感性结果与其它菌株截然不同。
结论：测定１６ＳｒＲＮＡ序列能够快速、简便、准确地鉴定诺卡菌菌种，各菌株均对阿米卡星敏感，对亚胺培南耐
药。

［关键词］诺卡菌；放线菌；１６ＳｒＲＮＡ；聚合酶链式反应；序列分析；ＤＮＡ；药敏试验
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　　诺卡菌（Ｎｏｃａｒｄｉａ）为需氧菌，广泛存在于土
壤、海水 、淡水及尘埃中，属放线菌目，棒状杆菌亚

目，诺卡菌科，诺卡菌属，其中对人致病的主要是星

形诺卡菌，其次是巴西诺卡菌［１］。星形诺卡菌主

要经呼吸道或伤口感染人体，可引起肺部化脓性炎

症及坏死，或引起皮下慢性化脓性肉芽肿［２］。尤

其在获得性免疫缺陷综合征（ＡＩＤＳ）、肿瘤及其他
免疫力低下者，易通过血行播散引起脑膜炎、脑脓

肿等严重并发症［３］。部分致病的诺卡菌感染人体

后引起的临床症状与结核分枝杆菌或非结核分枝

杆菌感染的临床症状相似，容易造成误诊［４］，因此

快速、准确的鉴定诺卡菌尤为重要。本研究通过聚

合酶链式反应（ＰＣＲ）扩增１１株诺卡菌１６ＳｒＲＮＡ
序列并测定其序列，鉴定诺卡菌菌种名，同时，初步

探讨被测的诺卡菌药物敏感情况。

１　材料与方法

１．１　菌株来源
研究所用的１１株诺卡菌来源于上海４株，江

苏３株，北京、广东、河南和湖北各１株，所致疾病
和患者年龄见表１。

表１　１１株诺卡菌菌株的基本情况
Ｔａｂ．１　Ｔｈｅｇｅｎｅｒａｌｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆ１１ｓｔｒａｉｎｓ
编号 来源 所致疾病 患者年龄

ＢＪ０１ 北京 肺部感染 ６３
ＧＺ０１ 广东 肺部感染 ４１
ＮＪ０１ 江苏 肺部感染 ３７
ＮＪ０２ 江苏 肺部感染 ３７
ＳＨ０１ 上海 肺部感染 ２４
ＨＮ０１ 河南 肺部感染 ３８
ＮＪ０３ 江苏 肺部感染 ３７
ＨＢ０１ 湖北 肺部感染 ２９
ＳＨ０２ 上海 肺部感染 ５７
ＳＨ０３ 上海 肺部感染 ８８
ＳＨ０４ 上海 肺部感染 ６０

１．２　菌株分离培养
将收集到的１１株诺卡菌接种于脑心浸液琼脂

培养基上，２８℃培养 ４８～７２ｈ，划线法分离单菌
落，挑取单个菌落传代培养。

１．３　１６ＳｒＲＮＡ基因扩增、测序及ＢＬＡＳＴ比对
微波法提取菌株 ＤＮＡ［５］，进行 ＰＣＲ扩增。引

物使用细菌１６ＳｒＲＮＡ扩增，通用引物２７ｆ序列为
ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ，１４９２ｒ序列为 ＧＧＴ
ＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ，由上海生工生物工程股份

有限公司合成。扩增体系为２×ＰＣＲＭｉｘ１３μＬ，
ｄｄＨ２Ｏ１０μＬ，上游引物、下游引物和模板 ＤＮＡ各
１μＬ，ＭｇＣｌ２１μＬ

［６］。循环条件为：９５℃预变性
４ｍｉｎ，９５℃变性 ３０ｓ、５９℃退火 ５０ｓ、７２℃延伸
９０ｓ（３５个循环），最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。反应结
束后取ＰＣＲ产物，采用１５％琼脂糖凝胶电泳进行
检测，凝胶成像系统观察电泳结果。ＰＣＲ产物由
立菲生物技术有限公司进行 ＤＮＡ序列测定，将所
获得的序列与 ＧｅｎＢａｎｋ数据库进行 ＢＬＡＳＴ比对，
比对结果按 １６ＳｒＲＮＡ基因序列相似性大于９７％
的菌株归于同一物种［７］。

１．４　药敏试验
采用ＫｉｒｂｙＢａｕｅｙ纸片扩散法进行药物敏感性

试验，操作和结果判读标准参照美国临床实验室标

准化委员会（ＮＣＣＬＳ）制订的标准（表２）：将所有菌
株分别传于脑心浸液琼脂培养基上，２８℃培养
４８ｈ，菌液浓度为 ０５麦氏浊度，分光光度值在
００８～０１０，调好浊度的菌悬液１５ｍｉｎ内均匀涂
布 ＭｕｅｌｌｅｒＨｉｎｔｏｎａｇａｒｐｌａｔｅ（ＭＨ）平板。放置
５ｍｉｎ，无菌镊子贴相应的药敏纸片，保持纸片间距
大于４０ｍｍ，２８℃培养４８ｈ观察培养板中抑菌圈
生长情况并记录结果［８－９］。

表２　药片含量和敏感判断标准
Ｔａｂ．２　Ｃｏｎｔｅｎｔｏｆａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓａｎｄｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｉｌｉｔｙｃｒｉｔｅｒｉａ

抗菌素　
纸片含量

（μｇ／片）
抑菌圈直径（ｍｍ）

耐药 中介 敏感

氨苄西林 １０ ≤１３ １４～１６ ≥１７
环丙沙星 ５ ≤１５ １６～２０ ≥２１
卡那霉素 ３０ ≤１３ １４～１７ ≥１８
亚胺培南 １０ ≤１９ ２０～２２ ≥２３
克拉霉素 １５ ≤１０ １１～１２ ≥１３
阿莫西林 ２０ ≤１３ １４～１７ ≥１８
阿米卡星 ３０ ≤１４ １５～１６ ≥１７
庆大霉素 １０ ≤１２ １３～１４ ≥１５
红霉素　 １５ ≤１５ １６～２０ ≥２１
四环素　 ３０ ≤１１ １２～１４ ≥１５

２　结果

２１　１６ＳｒＲＮＡ序列分析
琼脂糖凝胶电泳结果显示ＰＣＲ扩增片段大小

为１４００ｂｐ（见图１）。将１６ＳｒＲＮＡ序列测序结果
（图２）与 ＧｅｎＢａｎｋ数据库进行 ＢＬＡＳＴ比对（图
３），鉴定菌种，所收集到的 １１株菌株与 ＧｅｎＢａｎｋ
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中已知的诺卡菌同源性＞９８％，属于同一菌种。分
离的菌株分别为 Ｎｏｃａｒｄｉａｏｔｉｔｉｄｉｓｃａｖｉａｒｕｍ（ＧＺ０１、
ＮＪ０１、ＳＨ０１和 ＳＨ０２），Ｎｏｃａｒｄｉａ ｃｙｒｉａｃｉｇｅｏｒｇｉｃａ
（ＮＪ０３、ＨＢ０１和 ＨＮ０１），Ｎｏｃｒｄｉａｗａｌｌａｃｅｉ（ＳＨ０４），
Ｎｏｃａｒｄｉａｆａｒｃｉｎｉｃａ（ＢＪ０１、ＮＪ０２和ＳＨ０３）。
２２　药敏实验

结果显示，各菌株均对阿米卡星敏感，对亚胺

培南耐药，其中 Ｎｏｃａｒｄｉａｃｙｒｉａｃｉｇｅｏｒｇｉｃａ对氨苄西
林、环丙沙星、克拉霉素及阿莫西林的药物敏感性

结果与其它菌株截然不同。见表３。

注：Ｍ为Ｍａｒｋｅｒ，１～１１为收集的诺卡菌

图１　诺卡菌１６ＳｒＲＮＡ基因扩增产物琼脂糖凝胶电泳
Ｆｉｇ．１　Ａｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｐｒｏｄｕｃｔｏｆ１６ＳｒＲＮＡｇｅｎｅ

图２　ＳＨ０４菌株１６ＳｒＲＮＡ序列测定
Ｆｉｇ．２　Ｓｅｑｕｅｎｃｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆ１６ＳｒＲＮＡｇｅｎｅｏｆＳＨ０４

图３　ＳＨ０４菌株ＢＬＡＳＴ比对结果
Ｆｉｇ．３　ＢＬＡＳＴｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆＳＨ０４

表３　药敏实验判定结果
Ｔａｂ．３　Ｒｅｓｕｌｔｏｆｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔ

抗生素　
菌种名称

Ｎｏｃａｒｄｉａ
ｏｔｉｔｉｄｉｓｃａｖｉａｒｕｍ

Ｎｏｃａｒｄｉａ
ｃｙｒｉａｃｉｇｅｏｒｇｉｃａ

Ｎｏｃａｒｄｉａ
ｆａｒｃｉｎｉｃａ

Ｎｏｃａｒｄｉａ
ｗａｌｌａｃｅｉ

氨苄西林 耐药 敏感 耐药 耐药

环丙沙星 敏感 耐药 敏感 敏感

卡那霉素 敏感 中度 敏感 敏感

亚胺培南 耐药 耐药 耐药 耐药

克拉霉素 敏感 耐药 中度 敏感

阿莫西林 耐药 敏感 耐药 耐药

阿米卡星 敏感 敏感 敏感 敏感

庆大霉素 敏感 敏感 耐药 耐药

红霉素　 中度 耐药 耐药 耐药

四环素　 中度 中度 敏感 耐药

３　讨论

诺卡菌所致疾病可发生于任何种族、职业及年

龄的人群，且临床症状复杂多样，主要引起肺部、皮

肤感染及急慢性化脓性或肉芽肿性病变，严重时甚

至导致患者死亡。对人致病的主要是外源性感染

星形诺卡菌，其次是巴西诺卡菌。星形诺卡菌主要

经呼吸道或伤口感染人体，可引起肺部化脓性炎症

及坏死，症状与肺结核相似。本研究所收集到的临

床放线菌主要来自北京、上海、广东等医学水平较

高的地区，一方面是由于诺卡菌感染并不常见，多

发生在免疫功能障碍或合并其他进行性疾病的患

者；另一方面则是由于国内医生对诺卡菌感染还没

有得到充分重视，其引起的感染不易与肺结核、肺
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脓肿、真菌感染相互区分。因此寻找一种快速，准

确的鉴定方法尤为重要。病原菌鉴定有多种方法，

如形态学观察、血清分型、生化分析、遗传学分析

等。遗传学分析法又包括基因序列分析、核酸分子

杂交及分子标记检测等。１６ＳｒＲＮＡ基因在基因序
列分析中应用最多［１０］。

本研究通过 ＰＣＲ方法扩增国内分离的１１株
临床表形鉴定为诺卡菌属菌株的１６ＳｒＲＮＡ序列
并与 ＧｅｎＢａｎｋ数据库进行 ＢＬＡＳＴ比对，所测定序
列与已知的诺卡菌同源性 ＞９８％，归于同一菌种。
比对结果显示分离的菌株分别为 Ｎｏｃａｒｄｉａｏｔｉｔｉｄｉｓ
ｃａｖｉａｒｕｍ（ＧＺ０１、ＮＪ０１、ＳＨ０１和 ＳＨ０２），Ｎｏｃａｒｄｉａ
ｃｙｒｉａｃｉｇｅｏｒｇｉｃａ（ＮＪ０３、ＨＢ０１和 ＨＮ０１），Ｎｏｃｒｄｉａｗａｌ
ｌａｃｅｉ（ＳＨ０４），Ｎｏｃａｒｄｉａｆａｒｃｉｎｉｃａ（ＢＪ０１、ＮＪ０２和
ＳＨ０３）。其中Ｎｏｃａｒｄｉａｏｔｉｔｉｄｉｓｃａｖｉａｒｕｍ一般引起脑
脓肿及肺部感染［１１］。相比于其他诺卡菌，该种引

起感染相当罕见。药敏结果显示该菌耐氨苄西林、

亚胺培南及阿莫西林等 β内酰胺类抗生素，对庆
大霉素、阿米卡星等氨基糖苷类抗生素敏感，与文

献报道的相符［１２］。本研究中共收集到３株 Ｎｏｃａｒ
ｄｉａｃｙｒｉａｃｉｇｅｏｒｇｉｃａ，分别来自南京、湖北、河南，均引
起肺部感染。药敏结果显示该菌对庆大霉素、阿米

卡星、阿莫西林和氨苄西林敏感，对卡那霉素和四

环素中度敏感，对红霉素、环丙沙星、亚胺培南和克

拉霉素耐药，与文献报道的相符［１３］。Ｎｏｃａｒｄｉａｗａｌ
ｌａｃｅｉ为临床条件致病菌，可通过吸入或直接皮肤
进入机体。其对磺胺类药物耐药［１４］。药敏结果显

示该菌对阿米卡星、卡那霉素、环丙沙星和克拉霉

素敏感，对庆大霉素、红霉素、四环素、阿莫西林、亚

胺培南和氨苄西林耐药。Ｎｏｃａｒｄｉａｆａｒｃｉｎｉｃａ是一种
罕见的病原体，曾分离自蜂窝组织炎患者，主要影

响免疫功能低下的患者［１５］，可引起局部性或播散

性的感染，若没有及时的诊断和适当的处理还可能

会危及病人的生命。此菌耐大多数 β内酰胺类抗
生素，对阿米卡星、亚胺培南、甲氧咔啶磺胺甲恶

唑、第三代头孢素以及氟喹诺酮类耐药［１６］。

综上，测定１６ＳｒＲＮＡ序列能够快速、简便、准
确地鉴定诺卡菌，各菌株均对阿米卡星敏感，对亚

胺培南耐药。
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