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摘要：目的　 对 ２ 株圣乔治教堂诺卡菌临床分离株进行分类鉴定并测定其体外抗菌药物敏感性。 方法　 通过菌落形态、染色

特性、１６Ｓ ｒＲＮＡ 和 ｈｓｐ６５ 基因比对，对 ２ 株临床标本分离诺卡菌进行菌种鉴定。 用 Ｅ⁃ｔｅｓｔ 法测定 １０ 种临床常用诺卡菌抗菌药

物最低抑菌浓度（ＭＩＣ）值。 采用微量肉汤稀释法和平板扩散法对复方磺胺甲噁唑药敏结果进行复核。 结果　 经表型和基因

鉴定，２ 株临床分离株均鉴定为圣乔治教堂诺卡菌；Ｅ⁃ｔｅｓｔ 法测定结果显示，对阿米卡星、头孢曲松、亚胺培南、利奈唑胺、米诺

环素、妥布霉素、头孢吡肟敏感，对环丙沙星耐药。 经微量肉汤稀释法和平板扩散法复核，２ 株诺卡菌对复方磺胺甲噁唑敏感。
结论　 通过表型特征联合 １６Ｓ ｒＲＮＡ 和 ｈｓｐ６５ 基因可鉴定圣乔治教堂诺卡菌至种。 由于复方配比不同，复方磺胺甲噁唑的体

外药敏试验结果对治疗效果预测存疑。
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　 　 诺卡菌属是一类严格需氧菌，革兰染色呈阳性

或不定，有弱抗酸性。 其分类隶属于放线菌纲、放线

菌目、棒杆菌亚目、诺卡菌科，目前已知该属有效命

名菌种有 １１１ 个，常见致病菌种有脓肿诺卡菌

（Ｎ． ａｂｓｃｅｓｓｕｓ）、皮疽诺卡菌（Ｎ． ｆａｒｃｉｎｉｃａ）、巴西诺卡

菌 （ Ｎ． ｂｒａｓｉｌｉｅｎｓｉｓ ） 等。 圣 乔 治 教 堂 诺 卡 菌

（Ｎ． Ｃｙｒｉａｃｉｇｅｏｒｇｉｃａ）是 ２００１ 年命名的诺卡菌种，但
非新发致病菌［１］。 在确定独立分类位置之前多被

鉴定为 “星形诺卡菌 （Ｎ． ａｓｔｅｒｏｉｄｅｓ）” 药物Ⅵ型。
２００５ 年 Ｃｏｎｖｉｌｌｅ 等通过 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因、ｈｓｐ６５ 基因

和 ＤＮＡ⁃ＤＮＡ 杂交等分类证据证实星形诺卡菌药物

Ⅵ型应鉴定为圣乔治教堂诺卡菌［２］。 目前圣乔治

教堂诺卡菌是日本、泰国和我国台湾地区诺卡菌病

的主要致病菌种［３］，并在近年来我国大陆地区报告

比率逐渐上升，部分地区可达 ４６％［４］。 按《临床微

生物手册》（第 １１ 版）报道，圣乔治教堂诺卡菌可能

是常见的人类诺卡菌病原体，之前报道的星形诺卡

菌大部分是该种［５］。 随着分子鉴定技术的发展，过
去鉴定为“星形诺卡菌”或“星形诺卡菌复合群”菌
株多被证实为其他已命名菌种，严格意义的星形诺

卡菌已少有致病报道［５］。 本研究对 ２ 株诺卡菌临床

分离株进行表型与基因鉴定，并对临床常用抗菌药

物进行体外药敏试验，为临床治疗提供参考依据。

１　 材料与方法

１．１　 菌株来源与初步鉴定　 收集 ２０１９ 年唐山市人

民医院临床分离诺卡菌菌株 ２ 株。 其中 Ａ３０ 分离

自呼吸科患者支气管灌洗液标本，Ａ１５１ 分离自妇科

患者痰标本。 经革兰染色和弱抗酸染色镜下观察形

态，初步鉴定至诺卡菌属。
１．２　 主要仪器及试剂　 ＳＬＡＮ 基因扩增仪（上海宏

石公司），ＡＢＩ ３７３０ 型 ＤＮＡ 测序仪 （美国 ＡＢＩ 公

司）；２×Ｔａｑ ＰＣＲ Ｍｉｘ 扩增体系（上海生工公司），血
琼脂培养基、巧克力平板、麦康凯平板（郑州安图公

司），药敏纸片与 Ｅ⁃ｔｅｓｔ 药敏试条（温州康泰公司），快
速革兰染色液、快速抗酸染色液（珠海贝索公司），引
物合成与扩增产物测序由上海生工公司完成。
１．３　 形态学鉴定　 菌株分别接种血琼脂培养基、麦
康凯培养基，置 ３５ ℃培养 ４８～７２ ｈ，观察菌落形态。
革兰染色按试剂说明书进行操作；弱抗酸染色参考

快速抗酸染色试剂说明书略作改动：石炭酸复红溶

液染色 １５ ｍｉｎ，０．２ ｍｏｌ ／ Ｌ 硫酸溶液脱色 ３ ｍｉｎ，亚甲

基蓝溶液染色 １ ｍｉｎ。
１．４　 基因扩增、测序与鉴定 　 用水煮裂解法提取

ＤＮＡ［６］。 参照文献［７⁃８］合成原核生物 １６Ｓ ｒＲＮＡ
基因通用引物 ８Ｆ、１４９２Ｒ 和 ｈｓｐ６５ 基因引物，并参照

文献反应条件进行。 引物与扩增信息见表 １。 用 ２×
Ｔａｑ ＰＣＲ Ｍｉｘ 预混液配制体系。 扩增产物经 １５ ｇ ／ Ｌ
琼脂糖凝胶电泳观察，交由上海生工公司进行产物

纯化并在 ＡＢＩ ３７３０ 型 ＤＮＡ 测序仪上行 Ｓａｎｇｅｒ 双向
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测序。 测序结果截去引物结合区并选取 ＱＶ 值＞２５
的片段，以 Ｂｌａｓｔ 比对搜索 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库。 以

ＭＥＧＡ ５．０ 软件构建 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因与 ｈｓｐ６５ 基因系

统进化树，用邻接法与 Ｋｉｍｕｒａ 两参数模型，进化树

拓扑枝以 Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 法自举检验 １ ０００ 次。 龟分枝杆

菌作为系统进化树外枝。

表 １　 基因扩增所用引物信息

基因名称 引物序列（５′→３′） 退火温度（℃） 片段大小（ｂｐ） 参考文献

１６Ｓ ｒＲＮＡ ８Ｆ：ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ ６５ １ ５００ ［７］
１４９２Ｒ：ＡＡＧＧＡＧＧＴＧＡＴＣＣＡＧＣＣＧＣＡ

ｈｓｐ６５ ＴＢ１１：ＡＣＣＡＡＣＧＡＴＧＧＴＧＴＧＴＣＣＡＴ ５５ ４４１ ［８］
ＴＢ１２：ＣＴＴＧＴＣＧＡＡＣＣＧＣＡＴＡＣＣＣＴ

１．５　 药敏分析 　 用 Ｅ⁃ｔｅｓｔ 方法测定最低抑菌浓度

（ＭＩＣ） ［９］，测试药物包括阿米卡星、头孢曲松、环丙

沙星、亚胺培南、利奈唑胺、米诺环素、妥布霉素、头
孢吡肟、庆大霉素。 ３５ ℃培养 ４８ ｈ 后读取 ＭＩＣ 值，
若生长不足，培养时间延至 ７２ ｈ。 参照美国临床和

实验室标准协会（ＣＬＳＩ）Ｍ２４⁃Ａ２ 标准判读结果［１０］。
用 Ｅ⁃ｔｅｓｔ 法、微量肉汤稀释法和纸片扩散法对甲氧

嘧啶 ／磺胺甲噁唑药敏结果进行验证，３５ ℃ 培养

４８ ｈ，若生长不足延至 ７２ ｈ。 复方磺胺甲噁唑 ＭＩＣ
值 ≤ ２ μｇ ／ ｍＬ ／ ３８ μｇ ／ ｍＬ 为 敏 感， ≥ ４ μｇ ／ ｍＬ ／
７６ μｇ ／ ｍＬ为耐药。 纸片扩散法中，抑菌圈直径≥

３５ ｍｍ判为敏感，≤１５ ｍｍ 判为耐药。 微量肉汤稀

释法中，菌体生长量 ８０％被抑制判为终点孔。

２　 结果

２．１　 菌株形态学鉴定 　 圣乔治教堂诺卡菌可在血

平板、巧克力平板上缓慢生长，培养 ２４ ｈ 后出现小

的颗粒样菌落，培养 ７２ ｈ 后呈淡黄色、干燥、堆积样

菌落，有泥土气味，麦康凯平板未见生长。 革兰染色

阳性，菌体可部分脱色呈串珠状。 有弱抗酸性，可抵

抗 ０．２ ｍｏｌ ／ Ｌ 硫酸溶液脱色，临床标本中菌体呈分

枝状，可相互缠绕，见图 １。

　 　 注：Ａ，圣乔治教堂诺卡菌血平板培养 ７２ ｈ 生长菌落；Ｂ，痰标本中圣乔治教堂诺卡菌弱抗酸染色形态（×１ ０００）；Ｃ，圣乔治教堂诺卡菌血琼

脂平板培养 ７２ ｈ 革兰染色形态（×１ ０００）。

图 １　 圣乔治教堂诺卡菌菌落形态与染色形态

２．２　 基因鉴定与进化分析　 Ａ３０ 和 Ａ１５１ １６Ｓ ｒＲＮＡ
基因与圣乔治教堂诺卡菌（Ｎ． ｃｙｒｉａｃｉｇｅｏｒｇｉｃａ，登录

号：ＮＲ０４１８５７．１）相似度分别为 ９９．９２％和 １００％，与
少食诺卡菌（Ｎ． ｐａｕｃｉｖｏｒａｎｓ，登录号：ＮＲ０４１８６３． １）
相似度为 ９８．８３％和 ９８．５９％，与星形诺卡菌（Ｎ． ａｓ⁃
ｔｅｒｏｉｄｅｓ，登录号：ＮＲ０４１８５６． １）相似度为 ９８． ４６％和

９５．５３％。 ２ 株临床分离株可鉴定为圣乔治教堂诺卡

菌，测序生物信息学数据见表 ２。 经 ２ 次双向测序，
发现 Ａ３０ 菌种在 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因 ４８ 位为简并碱基 Ｒ
（Ａ ／ Ｇ），可能是该菌存在多拷贝的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因，
见图 ２。 Ａ３０ 和 Ａ１５１ ｈｓｐ６５ 基因与圣乔治教堂诺卡

菌（Ｎ． ｃｙｒｉａｃｉｇｅｏｒｇｉｃａ，登录号：ＡＹ７５６５２２．１）相似度

均为 １００％，与其他诺卡菌种相似度低于 ９８． ６％。

１６Ｓ ｒＲＮＡ 基因与 ｈｓｐ６５ 基因的系统进化树显示，
Ａ３０ 与 Ａ１５１ 均与圣乔治教堂诺卡菌 ＤＤＳＭ ４４４８４
在同一拓扑分枝，与其他诺卡菌种有较大进化距离。
见图 ３、图 ４。

表 ２　 ２ 株诺卡菌测序生物信息学分析数据

菌株 基因 连续读长（ＣＲＬ） 平均质量分数（Ｔｒａｃｅ Ｓｃｏｒｃｅ）
Ａ３０ １６Ｓ ｒＲＮＡ ９４９ ４９

１ ００９ ５１
Ａ３０ ｈｓｐ６５ ４２１ ５７

４２０ ５５
Ａ１５１ １６Ｓ ｒＲＮＡ ９９５ ５０

９７７ ５２
Ａ１５１ ｈｓｐ６５ ４２１ ５５

４２１ ５６
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图 ２　 圣乔治教堂诺卡菌 Ａ３０ 菌株 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因多拷贝位点

注：以龟分枝杆菌（Ｍ． ｃｈｅｌｏｎａｅ）ＡＹ４５７０７２．１ 为根。

图 ３　 圣乔治教堂诺卡菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因系统进化树

注：以龟分枝杆菌（Ｍ． ｃｈｅｌｏｎａｅ）ＪＸ１５４１１０．１ 为根。

图 ４　 圣乔治教堂诺卡菌 ｈｓｐ６５ 基因系统进化树

２．３　 药敏试验结果　 ２ 株圣乔治教堂诺卡菌对阿米

卡星、头孢曲松、亚胺培南、利奈唑胺、米诺环素、妥
布霉素、头孢吡肟、复方磺胺甲噁唑均敏感，对环丙

沙星耐药。 纸片扩散法显示，Ａ３０ 和 Ａ１５１ 菌株复方

磺胺甲噁唑抑菌圈直径分为 ３８ ｍｍ 和 １９ ｍｍ。
Ｅ⁃ｔｅｓｔ法和微量肉汤稀释法确定复方磺胺甲噁唑

ＭＩＣ 值 分 别 为 ０． １２５ μｇ ／ ｍＬ ／ ２． ３７５ μｇ ／ ｍＬ 和

０．５ μｇ ／ ｍＬ ／ ９．５ μｇ ／ ｍＬ。 见表 ３。

表 ３　 ２ 株圣乔治教堂诺卡菌抗菌药物敏感性结果

药物名称
ＭＩＣ（μｇ ／ ｍＬ）

Ａ３０ Ａ１５１
阿米卡星 ０．５ ２
头孢曲松 ０．５ ２
环丙沙星 ＞３２ ＞３２
亚胺培南 ０．５ １
利奈唑胺 １ １
米诺环素 １ １
妥布霉素 ０．０６４ ０．１２５
头孢吡肟 ２ ４
复方磺胺甲噁唑ａ ０．１２５ ／ ２．３７５ ０．５ ／ ９．５
复方磺胺甲噁唑ｂ ０．１２５ ／ ２．３７５ ０．５ ／ ９．５

　 　 注：ａ，Ｅ⁃ｔｅｓｔ 法；ｂ，微量肉汤稀释法。

３　 讨论

　 　 圣乔治教堂诺卡菌的中文翻译尚有分歧，部分

学者引用“盖尔森基兴诺卡菌”翻译。 ２０１９ 年国际

系统与进化微生物学期刊《 Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ
Ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃｓ ｏｆ Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ》更新了《国
际原核生物分类命名法》，原核生物命名有明确的

词源，中文翻译可参考词源。 “ ｃｙｒｉａｃｉｇｅｏｒｇｉｃａ”由 ２
个词根组成：“ ｃｙｒｉａｃｕｍ”新拉丁语中性名词，来源于

希腊语中性名词“ ｋｕｒｉａｋｏｎ”，意为教堂；“ ｇｅｏｒｇｉｃａ”
新拉丁语阴性名词，意为“圣乔治”，“ ｃｙｒｉａｃｉｇｅｏｒｇｉ⁃
ｃａ”词源意为圣乔治教堂［１１］。 诺卡菌镜下形态呈分

枝状，弱抗酸性，属内鉴定较复杂，需结合碳源利用

试验、硝酸盐还原试验、明胶液化、脲酶、药物敏感性

等综合进行［１２］。 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因和 ｈｓｐ６５ 基因是目

前较为常用的诺卡菌种基因鉴定靶位。 诺卡菌的

１６Ｓ ｒＲＮＡ 相似度较高，部分诺卡菌菌种 １６Ｓ ｒＲＮＡ
基因存在多拷贝［１３］，若需准确鉴定至种，相似度需

大于 ９９．８％。 如本研究的 Ａ３０ 菌株 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因
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测序结果显示在 ４８ 位出现简并碱基 Ｒ（Ａ ／ Ｇ），多拷

贝基因会影响比对结果准确性。 圣乔治教堂诺卡菌

为新命名菌种，在 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中的早期序列

中，有将圣乔治教堂诺卡菌错误标记为星形诺卡菌，
会影响鉴定结果。 采用其他管家基因或构建系统进

化树，可增加鉴定的可信度。 如 ｈｓｐ６５ 基因，相似度

大于 ９９．５％，可提供准确的鉴定依据［８］。 基质辅助

激光解吸电离飞行时间质谱（ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ）为诺

卡菌快速鉴定提供了新的方法。 通过提取蛋白质法

或菌液直接涂布法，均能准确鉴定圣乔治教堂诺卡

菌。 但大部分诺卡菌种培养物不易乳化或存在噬琼

脂现象，这会增加菌悬液制备难度而影响鉴定准确

率，若选取早期培养菌落（菌龄小于 ４８ ｈ），可提升

质谱鉴定率［５］。
诺卡菌感染的首选用药为复方磺胺甲噁唑，必

要时可配伍亚胺培南。 近年来不断出现诺卡菌耐药

现象，特别是磺胺类药物的耐药。 此外，ＣＬＳＩ 推荐

的微量肉汤稀释法在多中心重复性研究中，重复性

较低［１４］，可能与该药物 ＭＩＣ 终点值判断困难有关。
通常终点值对应该孔 ８０％菌量被抑制，但在实际操

作中，由于诺卡菌浮于药敏孔表面不易判断抑菌量，
或判读人员经验不足，极易出现误差。 微量肉汤稀

释法配合纸片扩散法与 Ｅ⁃ｔｅｓｔ 法，药敏结果可相互

验证，可避免误差［１５］。 本研究中 Ａ１５１ 菌株复方磺

胺甲噁唑纸片扩散法抑菌圈直径为 １９ ｍｍ，无法判

断敏感性，配合微量肉汤稀释法与 Ｅ⁃ｔｅｓｔ 法，可以确定

其ＭＩＣ 值为１ μｇ ／ ｍＬ ／ ３８ μｇ ／ ｍＬ，依据ＣＬＳＩ Ｍ２４⁃Ａ２ 的

折点范围可判断为敏感。 依据 ＣＬＳＩ 标准，复方磺胺

甲噁唑的药敏试验使用的磺胺甲噁唑 ／甲氧苄啶复

方配比为 １９ ∶１，而临床使用的复方磺胺甲噁唑磺胺

甲噁唑 ／甲氧苄啶配比为 ５ ∶１。 药敏试验复方配比

与临床复方制剂配比不同，可能导致体外药敏结果

无法有效预测感染治疗效果。 磺胺类药物为浓度依

赖型，需要足够的浓度与对氨苯甲酸竞争结合二氢

叶酸合成酶，临床用药参考药敏标准时需要酌情考

虑使用量。
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