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环境放线菌中的达托霉素抗性机制
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摘要:【目的】研究环境放线菌中的达托霉素抗性机制，为临床耐药机制的出现提供预警。【方法】通过测定
土壤放线菌(49 株)和药用植物内生放线菌(10 株)的达托霉素耐受谱，筛选达托霉素抗性菌株;通过达托霉
素灭活实验，确定抗性菌株的灭活能力;通过形态观察和 16S rRNA 序列分析分类鉴定达托霉素降解菌。通
过 PCR 扩增检测达托霉素去酰基化酶基因在降解菌株中的分布情况。【结果】本研究中所有的环境放线菌
均耐受达托霉素。在土壤放线菌中和药物植物内生放线菌中，分别有 24 株(49. 0% )和 4 株(40% )能够灭
活达托霉素，25 ( 51. 0% ) 株和 6 株 ( 60% ) 通过其他机制耐受达托霉素。序列测定表明，链霉菌属
(Streptomyces)、小单孢菌属(Mcromonospora)和诺卡氏菌属(Nocardia)的部分菌株有灭活达托霉素的能力。
PCR 扩增表明，5 株(17. 9% )放线菌含有编码达托霉素去酰基酶的基因。【结论】环境放线菌具有超高的达
托霉素抗性频率，灭活达托霉素是主要抗性机制之一。
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达托霉素 ( daptomycin) 是 2003 年上市的一种
新型脂肽类抗生素，对大部分革兰氏阳性致病菌，包
括耐药 菌，如 耐甲氧西林的金 黄色 葡 萄 球 菌
(MRSA)、耐万古霉素的肠球菌(VRE)都有强力的
杀菌作用［1］。达托霉素已经成为对抗日益严重的
耐药菌感染的重要抗菌药物。达托霉素是由玫瑰孢
链霉菌( Streptomyces roseosporus)产生的次级代谢产
物，由 13 个氨基酸组成，通过内部苏氨酸的羟基和
犬尿氨酸的羧基形成酯键而成环，氨基末端的色氨
酸上连接了 C10的脂肪酸(癸酸) (图 1)［2］。脂肪酸
侧链是达托霉素发挥抗菌所必需的结构。达托霉素

的作用机制是在钙离子存在的情况下，插入到革兰
氏阳性敏感菌的细胞膜中，导致细胞的去极化，细胞
内容物外排，最终导致细胞死亡［3］。迄今为止，达
托霉素耐药性的发生率在临床上相当罕见。

最近，大量证据表明土壤放线菌不仅是重要的
抗生素产生菌也是耐受抗生素的耐药菌［4］。土壤
细菌中的抗性基因能够通过水平基因转移等方式转
移到人类致病菌中，如影响氨基糖苷抗生素活性的
核糖体甲基化酶(ArmA，RtmB)［5］。研究土壤细菌
的抗性机制有充当新临床耐药机制出现时的预警系
统的潜力，并指导下一代抗生素的开发［6］。在本文
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中，我们研究了土壤放线菌和药用植物内生放线菌
的达托霉素抗性机制，希望能为达托霉素临床耐药

的出现提供预警。

图 1 达托霉素的化学结构式
Fig． 1 The chemical structure of daptomycin．

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 菌株: 本研究所使用的放线菌为本实验室
保藏。他们是土壤放线菌和药用植物内生放线菌
(表 1) ．

表 1 本研究采用的放线菌及其分离源
Table 1 The actinomycetes used in this study and their origin

Source Amount
Lime rock 25
Vegetable field soil 24
Taxus chinensis endophytes 5
Camptotheca acuminata endophytes 5

1. 1. 2 培养基:SIM 培养基和 LB 培养基参见文献
［4］．
1. 1. 3 引物:本研究中所使用的引物见表 2。

表 2 本研究中所使用的引物
Table 2 Primers used in this study

Primer Sequence(5'→3') Size / bp
16S rRNA-27F AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 20
16S rRNA-1525R AAGGAGGTGWTCCARCC 17
dpa-F1 GCGGCGAGCGCTCCCGSTRSTTCGG 25
dpa-R1 AAGGGGACGCCGGTGGMSACSGTGTG 26

1. 1. 4 主要试剂和仪器:达托霉素购自 Sigma 公
司，其他常规试剂均为国产分析纯产品，购自北京鼎

国公司。引物由上海 Invitrogen 生物公司合成;DNA
测序由北京六合华大基因科技股份有限公司完成。
PCR 相关试剂由北京全式金公司提供;恒温摇床和
生化培养箱 (上海智诚分析仪器制造有限公司);
PCR 扩增仪(Bio-Rad Mycycler)。
1. 2 环境放线菌的达托霉素抗性谱

环境链霉菌达托霉素抗性谱的确定参照文献
［4］。抗性谱通过 96 孔板检测确定。抗性平板每
孔内加入含有 20 μg /mL 达托霉素的 200 μL SIM 培
养基(含有 1. 5 × 10 － 3 mol / L CaCl2 )，对照平板中每
孔不加入抗生素。每个孔中加入 10 μL 冻存的孢子
悬液后，在 30 ℃下培养 4 － 5 d。如果在 20 μg /mL
达托霉素浓度下菌体能够生长，则表明菌株具有抗
性。筛选出的抗性菌株，重复上述筛选过程，并将耐
受菌株接种到 SIM 固体培养基上，观察菌株的生长
情况，以确定菌株耐受达托霉素。
1. 3 达托霉素灭活实验

往 200 μL 含有 20 μg /mL 达托霉素的 SIM 培
养基中加入 0. 5 μL 抗性菌株孢子悬液，在 30 ℃，
220 r /min 条件下培养 3 d。对照包括仅含有培养基
(阴性对照)，以及加入达托霉素而未接种菌株的培
养基(阳性对照)。培养结束后，离心 1 min 收集培
养物上清。以藤黄微球菌(Micrococcus luteus)为达
托霉素敏感测试菌，通过纸片扩散实验测定达托霉
素的含量。通过观察抑菌圈的消失来筛选潜在的达
托霉素降解菌株。灭活实验重复 3 次。
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1. 4 放线菌基因组 DNA 提取和系统进化分析
放线菌的基因组 DNA 提取按照文献［7］的方

法。16S rRNA 基因扩增的引物为 16S rRNA-27F /
16S rRNA-1525R (表 2)。PCR 反应体系采用的是
25 μL 的反应体系，包括均为 0. 4 μL 的 0. 01 mol /L
的引物，2. 5 μL 10 × buffer，2. 5 μL 的 2. 5 × 10 － 6

mol / L dNTP，0. 3 μL DNA 聚合酶和 0. 3 μL 的基因
组 DNA。PCR 程序如下:94 ℃ 5 min; 94 ℃ 1 min，
55 ℃ 1 min，72 ℃ 90 s，30 个循环;72℃ 10 min。
PCR 产物用 1 %琼脂糖凝胶电泳分析，回收后连接
至 T 载体，转化，测序。所得序列用 CLUSTALX 进
行多重序列比对，并运用 MEGA 5. 0 采用邻位相连
法构建系统发育树。系统发育树选用 Bootstrap 验
证，重复次数为 1000［8］。

图 2 达托霉素耐受环境放线菌筛选策略及其结果
Fig． 2 Schematic diagram of screening steps for daptomycin-resistant environmental actinomycetes and selected results． A: Screening process of

daptomycin-resistant and daptomycin-degratation enviromental actionomycetes; B: Screening resulit of daptomycin-degratation enviromental

actionomycetes; C: Screening resulit of daptomycin-resistant enviromental actionomycetes． 1 ． Culture with daptomycin(20 μg /mL; 2． Culture only;

3 － 4． Daptomycin full degradation stranis; 5． Daptomycin part degradation strani; 6． Daptomycin-resistant strain．

1. 5 PCR 扩增筛选产达托霉素去酰基化酶菌株
达托霉素去酰基化酶产生菌的筛选采用的引物

为 dpa-F1 /dpa-R1(表 2)。PCR 反应体系和 PCR 程
序与 16S rRNA 基因扩增相同，唯一差异在于退火
温度变为 65 ℃。PCR 产物用 1 %琼脂糖凝胶电泳
分析。

2 结果

2. 1 达托霉素耐受环境放线菌筛选策略
环境放线菌通常能够产生各种抗菌物质，因此

其培养上清可能杀死测试菌藤黄微球菌。为了排除
这种可能性，我们首先对实验室保存的环境放线菌
进行初筛，去除在 SIM 培养基中产生杀灭藤黄微球
菌抗生素的菌株。通过初筛，选择出形态各异的 59
株环境 放线菌，其中 49 株是土壤放线菌，10 株是药
用植物内生菌。达托霉素抗性谱筛选表明(图 2)，
59 株菌株都能够耐受达托霉素，耐受比例高达
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100%。微生物能够通过多种机制耐受抗生素，如水
解失活，抗生素外排，靶位点突变等［9］。为了研究
环境放线菌的耐受机制，我们采用了达托霉素灭活
实验来确定环境微生物是否通过灭活达托霉素而产
生耐受性。研究发现，28 株(57. 1% )放线菌与达托
霉素培养后，达托霉素抑菌圈完全消失，表明达托霉
素灭活;21 株(42. 9% )放线菌与达托霉素培养后，
抑菌圈无明显变化，表明菌株通过其他方式耐受达
托霉素。49 株土壤放线菌中，24 株(49. 0% )灭活
达托霉素，25(51. 0% )株通过其他机制耐受达托霉
素，而在 10 株药用植物内生放线菌中，则分别是 4
株(40% )和 6 株(60% )。
2. 2 灭活菌株的多样性分析

为了分析灭活菌株的组成情况，我们挑取了在
实验条件下能够完全降解达托霉素 14 株放线菌(11
株土壤放线菌和 3 株药用植物内生放线菌)进行 16

S rRNA 基因的 PCR 扩增和测序。序列分析表明，
14 株放线菌分别属于链霉菌属( Streptomyces)、小单
孢菌属(Micromonospora)和诺卡氏菌属(Nocardia)，
其中 11 株为链霉菌，2 株属于小单孢菌，1 株属于诺
卡氏菌。基于 16S rRNA 基因序列构建的 N-J 系统
发育树，由图可见(图 3)，11 株链霉菌分成明显不
同两簇，分别与 Streptomyces chattanoogensis 和 S．
phaeochromogenes 亲缘关系最近。小单孢菌则与
Micromonospora globosa 亲缘关系最近，诺卡氏菌则
与 Nocardia abscessus 亲缘关系最近。11 株土壤放线
菌中 10 株为链霉菌 ( swu1-007，008，009，013，
015，016，030，swu1-B10，15，23)，1 株为诺卡氏菌
( swu1-005)，而 3 株植物内生放线菌则是链霉菌
( swu1-s003)和小单孢菌( swu-s001，s002)。序列分
析表明，达托霉素灭活菌株有较为丰富的菌种多样
性。

图 3 菌株 16S rRNA 基因序列的系统发育 N-J 树
Fig． 3 Phylogenetic N-J tree based on partial 16S rNRA gene sequences showing the positions of isolates． Bootstrap values (% ) based on 1000

resampled data sets are shown at the nodes． The scale bar reprsents 0. 01 subsititutions per site．

2. 3 PCR 扩增检测达托霉素去酰基化酶基因
放线菌对达托霉素的灭活有多种途径，其中达

托霉素的去酰基化是发现最早，研究较为透彻的一
种。达 托 霉 素 去 酰 基 酶 已 经 从 游 动 放 线 菌

(Actinoplanes utahensis)中被克隆和表达，研究发现
此酶属于青霉素去酰基酶家族［10］。根据文献报道
的达托霉素去酰基酶氨基酸序列，检索 NCBI 数据
库和下载相应序列，并通过 Clustal W 进行多序列比
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对，选择保守氨基酸区域设计简并引物。比对分析
发现，玫瑰孢链霉菌和产生钙依赖抗生素(CDA)的
天蓝色链霉菌( S． coelicolor)不含达托霉素去酰基
酶，而氯霉素产生菌委內瑞拉链霉菌( S． venezuelae)
含有同源基因，生物活性测定也表明，该菌能够完全

灭活达托霉素(结果未显示)。因此 PCR 扩增以玫
瑰孢链霉菌和天蓝色链霉菌基因组作为阴性对照，
以委内瑞拉链霉菌基因组作为阳性对照，PCR 扩增
检测灭活菌株中达托霉素去酰基酶基因的分布情况
(图 4)。

图 4 PCR 扩增检测灭活菌株中达托霉素去酰基化酶基因的分布
Fig． 4 PCR analysis of the distribution of daptomycin acylase encoding gene in daptomycin inactivating actinomycetes． M． DNA marker． 1 ． S．

venezuelae;2． S． roseosporus; 3． S． coelicolor; 4． sterile water;5 － 19． daptomycin inactivating actinomycetes．

PCR 扩增结果表明，28 株达托霉素灭活菌株
中，有 5 株能够扩增出目的条带。除了 3 株链霉菌
( swu1-B015，swu1-013，016)外，两株小单孢菌( swu-
s001，s002)也能够扩增出目的条带，然而诺卡氏菌
( swu1-B005)却扩增不出目的条带，暗示此菌通过
其他途径灭活达托霉素。

3 讨论

达托霉素是一种重要的治疗耐药革兰氏阳性菌
感染的抗生素，其临床耐药比例很低，仅见一些零星
的报道［11 － 13］。然而，本研究表明环境放线菌中达托
霉素的耐受比例高达 100%，这与 D’costa 等的报
道一致［4］。D’costa 等研究发现土壤链霉菌普遍耐
受达托霉素，其中 80%的耐受菌株能够灭活达托霉
素。我们的研究表明，除了土壤链霉菌外，土壤小单
孢菌和诺卡氏菌也能灭活达托霉素。此外，植物内
生放线菌也具有很强的达托霉素灭活能力，这可能
源于很多植物内生菌来源自植物周围的土壤的缘
故。本研究中 47. 4% 的环境链霉菌能够灭活达托
霉素，低于 D’costa 的报道，其原因可能在于链霉菌
分离自不同的土壤，链霉菌的组成不同;在植物内生
放线菌中，灭活菌株比例较低。此外，本实验室的最
近研究表明，除了土壤放线菌外，其他土壤细菌，如
枯草芽孢杆菌也能够灭活达托霉素(另文报道)，这

表明达托霉素酶活菌株广泛存在于土壤微生物中。
研究表明达托霉素的灭活主要通过两种方式，

即达托霉素环的线性化和脂肪酸侧链的去酰基
化［6］。达托霉素 去酰 基 酶已 经从 游 动放线菌
(Actinoplanes utahensis)中被克隆和表达，研究发现
此酶属于青霉素去酰基酶家族，是一种具有广泛底
物特异性的异二聚体蛋白［10］。除了达托霉素外，其
他脂肽抗生素如棘白霉素 B 和糖脂肽抗生素替考
拉宁是其底物。序列分析表明，放线菌基因组中存
在大量候选编码达托霉素去酰基酶基因的同源序
列，然而在玫瑰孢链霉菌和天蓝色链霉菌等产生环
脂肽的放线菌，则无此基因的同源体，暗示脂肽产生
菌在进化过程丢失此酶，以避免产生的脂肽被降解
失活。虽然，达托霉素去酰基酶基因同源序列在放
线菌中广泛分布，然而未见在小单孢菌中的报道。

本文首次报道了此基因也分布在小单孢菌中。分离
的灭活菌株中，仅有 18%的菌株可能通过达托霉素
的去酰基化使其失活，更多菌株的失活机制尚待研
究。最 近 有 研 究 表 明 链 霉 菌 ( Streptomyces
WAC4713)能够通过水解达托霉素的犬尿氨酸和苏
氨酸之间的酯键而导致达托霉素线性化［6］。生化
分析表明，此水解酶是一种丝氨酸蛋白酶，虽然编码
基因尚不清楚，但是这个结果暗示水解酯键可能是
达托霉素灭活的重要途径。

阐明环境放线菌的达托霉素耐受机制有潜在的
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临床意义。最近的研究表明，与环境放线菌类似，结
核分枝杆菌(Mycobacterium tuberlocusis)和临床分离
的诺卡氏菌(Nocardia)也耐受达托霉素［14 － 15］。本
研究也发现诺卡氏菌( swu1-B005)能够灭活达托霉
素，深入揭示环境放线菌中的灭活的分子机制有助
于致病放线菌中耐受机制的阐明和开发对这些菌株
有活性的达托霉素衍生物。
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Characterization of daptomycin-resistance in environmental
actinomycetes
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Abstract:［Objective］Daptomycin-resistance in environmental actinomycetes was studied to provide warning systems for
emerging clinical resistance． ［Methods］ In total 49 soil and 10 endophytic acitnomycetes were used in this study． The
daptomycin resistant strains were identified by measuring daptomycin resistance profile． Subsequently， daptomycin
inactivating assay was preformed to distinguish resistance from other nondestructive mechanisms． Then，the strains of
interest were determined by morphology and 16S rRNA gene sequence analysis． Finally，PCR analysis was used to detect
the daptomycin acylase gene (dpa) encoding daptomycin acylase in those strains ［Results］ All strains tested in this
study were resistant towards daptomycin． Of them 24 soil acitnomycetes and 4 endophytic actinomycetes had the ability to
inactivate daptomycin， while the remaining strains used other measures to confer resistance． Sequence analysis
demonstrated that strains inactivating daptomycin were Streptomyces，Micromonospora and Norcadia． PCR analysis shows
that 17. 9% strains contained the dpa． ［Conclusion］ There is very high percentage of resistance in environmental
actinomycetes and inactivating daptomycin is one of the main resistant mechanisms．
Keywords: daptomycin，streptomyces，resistant mechanism，inactivation
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微生物学一直是生命科学中领先的学科

微生物学学科的研究对象决定了它有如下两方面的显著特点:

微生物作为最简单的生命体而成为生命科学研究不可替代的基本材料，由此也奠定了微生物学在生命科学

中的基础地位;

微生物极其丰富的生物多样性决定了它们具有代谢产物多样性，同时又与人类、动植物和环境有着密切的相

互作用，使得微生物学也成为应用领域里十分活跃的一门学科。

摘自《国家自然科学基金 1999 年度项目指南》
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