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无乳链球菌对奥马环素的敏感性研究
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摘要：目的 研究无乳链球菌（Streptococcus agalactiae, GBS）对奥马环素（omadacycline, OMC）的药敏特点及其与生

物被膜形成能力、耐药基因、毒力基因之间的关系。方法 收集深圳市南山区人民医院 2015—2020年无乳链球菌临床

分离株共 136株，用微量肉汤稀释法测定这些菌株对OMC的最小抑菌浓度（minimum inhibitory concentration, MIC），用

结晶紫染色法检测无乳链球菌的生物膜，采用聚合酶链反应（PCR）方法检测耐药基因（tetM、tetO、tetK、ermB、OptrA）和

毒力基因（cpsⅢ、bca、fbsA、cpsA、scpB）。结果 136株临床分离的无乳链球菌中，对OMC耐药的有 20株（14.7%），中介

有 64株（47.1%），敏感有 52株（38.2%）；生物被膜阳性菌株有 57株（41.9%），对OMC敏感的有 20株（35.1%），生物被膜

阴性菌株有 79株（58.1%），对 OMC敏感的有 32株（40.5%），两组菌株敏感率之间差异有统计学意义（χ2=63.062，P<
0.001），但生物被膜阳性菌株组间对OMC的敏感性差异无统计学意义（Fisher确切概率法，P=0.824）。tetM、tetO、ermB、
OptrA耐药基因阳性菌株耐药率均高于阴性菌株，tetK耐药基因阳性菌株耐药率低于阴性菌株，无乳链球菌是否有耐药

基因 tetM（Z=0.815，P=0.415）、tetO（Z=0.151，P=0.88）、tetK（Z=0.567，P=0.571）、ermB（Z=1.198，P=0.231）均对OMC敏感

性影响差异无统计学意义，而是否有耐药基因OptrA对OMC敏感性影响差异有统计学意义（Z=2.913，P=0.004）。毒力

基因 cpsⅢ、bca、fbsA、cpsA、scpB携带率均>50%，无乳链球菌是否有毒力基因 cpsⅢ（Z=0.222，P=0.824）、bca（Z=0.141，P=
0.888）、fbsA（Z=0.813，P=0.416）、cpsA（Z=1.615，P=0.106）均对OMC敏感性影响差异无统计学意义，而是否有毒力基因

scpB对OMC敏感性影响差异有统计学意义（Z=2.844，P=0.004），但是 scpB阳性菌株的秩均值及耐药率均小于阴性菌

株。结论 无乳链球菌生物被膜形成降低了对OMC的敏感性，但生物被膜阳性菌株组间对OMC的敏感性无明显差

异；无乳链球菌是否存在耐药基因 tetM、tetO、tetK、ermB和毒力基因 cpsⅢ、bca、fbsA、cpsA、scpB与OMC的耐药无关，但耐

药基因OptrA的存在与OMC的耐药相关。
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Abstract: Objective To investigate the antimicrobial activity of omadacycline (OMC) against clinical Streptococcus

agalactiae (GBS) isolates, as well as its relationship with biofilm formation, resistance genes and virulence genes. Methods A
total of 136 strains of Streptococcus agalactiae isolated from Shenzhen Nanshan People's Hospital between 2015 to 2020. The
minimum inhibitory concentration (MIC) of OMC against Streptococcus agalactiae was determined by broth microdilution.
Crystal violet staining was used to detect the biofilm formation ability of GBS. Resistance genes (tetM, tetO, tetK, ermB, OptrA)
and virulence genes (cpsⅢ, bca, fbsA, cpsA, scpB) were investigated by polymerase chain reaction (PCR). Results Among the
136 clinical isolates of GBS, 20 strains (14.7%) were resistant to OMC, 64 (47.1%) were intermediate, and 52 (38.2%) were
sensitive. Fifty-seven strains (41.9%) were biofilm-positive, 20 of which (35.1%) were sensitive to OMC. Seventy-nine strains
(58.1%) were biofilm-negative, 32 of which (40.5%) were susceptible to OMC. There was a statistically significant difference in
the sensitivity rates between the two groups of strains (χ2=63.062, P<0.001), but there was no significant difference in the
sensitivity of OMC among the biofilm-positive strains (Fisher's exact test, P=0.824). The resistance rates of tetM, tetO, ermB
and OptrA positive strains were higher than those of negative strains, while tetK was opposite. The presence of tetM (Z=0.815, P
=0.415), tetO (Z=0.151, P=0.88), tetK (Z=0.567, P=0.571), ermB (Z=1.198, P=0.231) resistance genes in Streptococcus
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agalactiae had no significant impact on the sensitivity of OMC. However, the presence of the OptrA resistance gene showed a
statistically significant effect on the sensitivity of OMC (Z=2.913, P=0.004). The virulence factors cpsⅢ , bca, fbsA, cpsA and
scpB were all detected at a rate higher than 50%. The presence of the virulence genes cpsⅢ (Z=0.222, P=0.824), bca (Z=0.141,
P=0.888), fbsA (Z=0.813, P=0.416), and cpsA (Z=1.615, P=0.106) in Streptococcus agalactiae had no significant impact on the
sensitivity of OMC. However, there was a significant inter-group difference in the scpB virulence gene (Z=2.844, P=0.004), but
the rank mean values and resistance rates of scpB-positive strains were lower than those of the negative strains.
Conclusions The formation of biofilm in Streptococcus agalactiae reduces its sensitivity to OMC, but there was no significant
difference in the sensitivity to OMC among the biofilm-positive strains. The presence of resistance genes tetM, tetO, tetK, ermB,
and virulence genes cpsⅢ , bca, fbsA, cpsA, scpB in Streptococcus agalactiae is not associated with OMC resistance, but the
presence of the resistance gene OptrA is correlated with OMC resistance..

Keywords: Streptococcus agalactiae; omadacycline; biofilm; virulence genes; resistance genes

无乳链球菌（Streptococcus agalactiae, GBS）又称B
组链球菌，是一种兼性厌氧的革兰阳性球菌，广泛存

在于大自然中，也可定植于人体的生殖道及消化道[1]，
尤其是女性，是引起孕妇及新生儿感染性疾病的重要

病原体[2-4]。治疗无乳链球菌感染的常用抗菌药物，如

青霉素、红霉素、克林霉素、氧氟沙星，因在临床中广

泛使用，导致无乳链球菌对青霉素敏感性降低以及对

大环内酯类、喹诺酮类、四环素类抗菌药物耐药率逐

年上升[5-8]。
生物膜是细菌为了适应生存环境或抵御抗菌药

物而形成的一种存在形式，能帮助细菌抵御外环境变

化，躲避机体免疫清除、吞噬及抗菌药物杀伤作用。

毒力因子常与细菌致病能力相关，通过帮助菌体黏附

与侵袭细胞、菌体释放毒素和逃避宿主免疫应答等产

生感染。分析当地无乳链球菌主要致病毒力因子，针

对其开发疫苗，有利于减少感染事件发生。耐药基因

通过表达蛋白对抗抗菌药物的杀菌或抑菌机制，从而

使细菌产生耐药。研究细菌所具有的耐药基因，可给

临床选择敏感抗菌药物提供参考。

奥马环素（omadacycline, OMC）是一种新型广谱

四环素类抗菌药物，对各种细菌和非典型病原体均有

效，美国食品药品监督管理局（Food and Drug Admin⁃
istration, FDA）已经批准其用于治疗成人社区获得性

肺炎和由敏感微生物引起的成人急性细菌性皮肤感

染[9-10]。但OMC对无乳链球菌的抗菌活性如何，无乳

链球菌常见的耐药基因、毒力基因是否会导致其对

OMC耐药率增加，这些问题在之前的临床研究中少

有报道。本实验主要研究无乳链球菌的生物被膜形

成能力、耐药基因及毒力基因对OMC敏感性的影响，

阐述它们之间的关系。

1 材料和方法

1.1 材料

1.1.1 细菌菌株 菌株来源于深圳市南山区人民医

院 2015—2020年患者的尿液、血液、羊水、痰、胃液、

脑脊液以及阴道、尿道、伤口分泌物等标本，从中分离

出 136株无乳链球菌菌株，无重复患者菌株，质控菌

株是肺炎链球菌ATCC49619菌株、粪肠球菌OGRF菌
株和CHS787菌株。

1.1.2 奥马环素 购买于MedChemExpress（MCE，上
海，中国）。

1.2 方法

1.2.1 菌株鉴定、药敏试验及最低抑菌浓度（Mini⁃
mum inhibitory concentration, MIC） 无乳链球菌的鉴

定及 OMC药敏试验采用 VITEK 2 Compact全自动细

菌鉴定及药敏分析系统（法国梅里埃公司），使用微量

肉汤稀释法测定 OMC 的 MIC 值，以肺炎链球菌

ATCC49619作为质控菌株，参照 2020年美国临床和

实验标准化协会指南（Clinical and Laboratory Stan⁃
dards Institute, CLSI）[11]及文献 [12]，判定 OMC的MIC
折点：敏感≤0.25 mg/L、中介0.5 mg/L和耐药≥1 mg/L。
1.2.2 生物膜检测及判读 参考文献[13]方法，采用

结晶紫染色法检测无乳链球菌生物被膜的形成。无

乳链球菌菌株接种于胰酪大豆胨液体培养基（TSB培

养基），在 37 °C摇床中培养过夜，然后将菌液按 1∶
200稀释于含 0.5%葡萄糖的 TSB培养基中。将每孔

200 μL的培养物加入到96孔板中，每个菌株设置3个
复孔，在 37 ℃的室温下静态培养 24 h。培育结束后，

用磷酸盐缓冲液（phosphate buffered saline, PBS）冲洗

3次，甲醇固定 15 min，再用 0.5%结晶紫染色 10 min，
然后用蒸馏水洗去未结合的结晶紫，最后加入 4∶1的
无水乙醇和丙酮的混合溶液，混合均匀，在OD570分光

光度计下进行测试。粪肠球菌OG1RF和 CHS787用
作质量控制菌株。结果提示 96个微孔中生物被膜的

OD570值为 0.12~3.09。参考文献[12]的方法判读生物

膜OD570值并进行分类，以 0.5为折点，分为生物被膜

阳性和阴性组，生物被膜阳性组再以OD570值分为生

物被膜形成能力强、中、弱 3组：强阳性（OD570值>2）、

中等（1<OD570值≤2）和弱阳性（0.5<OD570值≤1）。
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1.2.3 无乳链球菌耐药基因和毒力基因检测 由北

京六合华大基因公司合成耐药基因（tetM、tetO、tetK、
ermB、OptrA）和毒力基因（cpsⅢ、bca、fbsA、cpsA、scpB)
引物（表 1）。将菌株分别于TSB培养液中进行过夜培

养，然后按 DNA提取试剂盒（Invitrogen）说明书步骤

提取DNA，采用聚合酶链反应（PCR）反应扩增基因，

反应产物均用1%的琼脂糖凝胶电泳检测分析无乳链

球菌耐药基因及毒力基因。

1.2.4 统计学分析 采用 SPSS 26.0软件进行数据统

计分析，计数资料以例数 n和率/构成比（%）表示。比

较组间率或构成比差异时采用 χ2检验；当样本量较

小，即存在预测频数小于 5时，采用 Fisher 确切概率

法；比较组间平均水平或总的程度时采用秩和检验。

均为双侧检验，以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 无乳链球菌生物被膜形成能力和奥马环素敏感

性之间的关系 生物被膜阳性菌株 57株（41.9%），生

物被膜阳性菌株对OMC敏感、中介和耐药的分别有

20株、30株、7株；对比各组之间的敏感率，阴性组

（40.5%）最高，生物被膜强阳性组（22.2%）最低。进

一步比较各组MIC值与生物被膜形成能力的相关性，

发现生物被膜阳性组较阴性组的敏感性低，差异有统

计学意义（χ2=63.062，P<0.001）；但生物被膜阳性 3组
之间对OMC的敏感性差异无统计学意义（Fisher确切

概率法，P=0.824）。见表2。

2.2 无乳链球菌耐药基因与奥马环素敏感性的关

系 根据 2020年 CLSI的标准，检测 136株无乳链球

菌对OMC的MIC值，其中有 52株敏感菌株（38.2%）、

有 64 株 中 介 菌 株（47.1%）、有 20 株 耐 药 菌 株

（14.7%）。为进一步明确耐药菌株与无乳链球菌耐药

基因之间的相关性，检测了 136株临床分离株关于四

环素类、大环内酯类及利奈唑胺常见部分耐药基因

tetM、tetO、tetK、ermB、OptrA；其中 tetM阳性 60株、tetO
阳性 46株、tetK阳性 31株、ermB阳性 98株、OptrA阳

性 13株。结果提示OptrA阳性菌株秩均值及耐药率

均高于OptrA阴性菌株，认为具有OptrA基因的无乳

链球菌更易对OMC产生耐药（Z=2.913，P=0.004），其

余各组耐药基因阳性菌株与阴性菌株对OMC敏感性

差异无统计学意义（P>0.05）。见表3。
2.3 无乳链球菌毒力基因与奥马环素敏感性之间的

关系 无乳链球菌毒力基因 scpB阳性菌株与阴性菌

株之间对OMC敏感性差异有统计学意义（Z=2.844，P
=0.004），但 scpB阳性菌株的秩均值及耐药率均小于

scpB阴性菌株。毒力基因 cpsⅢ、bca、fbsA、cpsA阳性

菌株与阴性菌株之间对OMC敏感性差异无统计学意

义（P>0.05）。见表4。

表表11 无乳链球菌耐药基因及毒力基因的引物序列无乳链球菌耐药基因及毒力基因的引物序列

TableTable 11 Primers sequence of resistance gene and virulence genePrimers sequence of resistance gene and virulence gene
ofof Streptococcus agalactiaeStreptococcus agalactiae

基因

Gene
tetM

tetO

tetK

ermB

OptrA

cpsⅢ

bca

fbsA

cpsA

scpB

引物

Primer
tetM-F
tetM-R
tetO-F
tetO-R
tetK-F
tetK-R
ermB-F
ermB-R
OptrA-F
OptrA-R
cpsⅢ-F
cpsⅢ-R
bca-F
bca-R
fbsA-F
fbsA-R
cpsA-F
cpsA-R
scpB-F
scpB-R

引物序列（5'→3'）
Primer sequence (5'→3')

CAATACAATAGGAGCAAGC
CGAACAAGAGGAAAGCATAAG
AACTTAGGCATTCTGGCT CAC
TCCCACTGTTCCATATCGTCA
TCGATAGGAACAGCAGTA
CAGCAGATCCTACTCCTT

CCGTTTACGAAATTGGAACAGGTAAAGGGC
GAATCGAGACTTGAGTGTGC
AGGTGGTCAGCGAACTAA
ATCAACTGTTCCCATTCA

TCCGTACTACAACAGACTCATCC
AGTAACCGTCCATACATTCTATAAGC
TAACAGTTATGATACTTCACAGAC
ACGACTTTCTTCCGTCCACTTAGG
GAACCTTCTTGTCACACTTG
TTGATCCTAGCACTCCCA

ACAACGCTTCACTGTCGAGTCAC
AGCTCCTGGCATTGCATATGAAGG
AGCCATATGCTGCGATCTCT
GGGTTGAACCAAGTGTGCTT

表表22 无乳链球菌生物被膜和奥马环素敏感性之间的关系无乳链球菌生物被膜和奥马环素敏感性之间的关系

TableTable 22 Relationship between biofilm ofRelationship between biofilm of StreptococcusStreptococcus
agalactiaeagalactiae and omadacycline sensitivityand omadacycline sensitivity

生物被膜

Biofilm
阴性Negative (n=79)
阳性Positive (n=57)

弱阳Weak positive (n=34)
中阳Moderate positive (n=14)
强阳Strong positive (n=9)

敏感（敏感率/%）
Susceptible (Sen⁃
sitivity rate/%)
32（40.5）
20（35.1）
10（29.4）
8（57.1）
2（22.2）

中介 In⁃
termedi⁃
ate
34
30
20
4
6

耐药

Resis⁃
tant
13
7
4
2
1
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3 讨 论

无乳链球菌是健康女性胃肠道和生殖道中的正

常菌群，但会引起机会性感染。相关研究指出，无乳

链球菌是导致孕妇和新生儿侵袭性感染的首要病原

菌[14]。同时该病原菌也易使老年人、免疫力低下的成

年人发生感染，主要引起菌血症、皮肤和软组织感染、

肺炎等[1]。青霉素是治疗无乳链球菌感染的首选抗菌

药物，对青霉素过敏的高风险人群推荐使用四环素类

及大环内酯类药物[15]。然而，近些年对这些替代性药

物的耐药率在全球范围内呈上升趋势，给无乳链球菌

的治疗带来困难[4]，为此寻找敏感的新型抗菌药物颇

有必要。OMC在 2018年经 FDA获批上市，对于治疗

急性细菌性皮肤和皮肤软组织感染以及社区获得性

细菌性肺炎有较好的疗效，药物不良反应小[16-17]。本

研究结果提示深圳市无乳链球菌 OMC耐药率为

14.7%，对比目前国内外传统四环素类药物的高耐药

率而言，新型四环素类药物OMC对无乳链球菌具备

较高的药物敏感性。

生物被膜形成是导致多种菌株产生耐药性的原

因之一，进一步分析无乳链球菌生物被膜形成与

OMC的药敏关系，结果提示阴性组的敏感率最高，生

物被膜强阳性组的敏感率最低，认为生物被膜的形成

会增加OMC耐药率，如在临床使用中疗效不佳，可考

虑联用对细菌生物被膜渗透性好的抗菌药物。

多项研究表明，无乳链球菌对四环素类药物常见

的耐药机制为药物泵出机制和核糖体蛋白保护机

制[18-20]，但OMC结构上C7、C9位的修饰能使其克服这

两种机制，故而相比于其他四环素类药物，OMC对无

乳链球菌存在更好的抗菌活性，可作为耐药菌的备选

药物之一。本次研究结果也证实了此结论，tetM、te⁃
tO、tetK四环素耐药基因与OMC的MIC值差异无统计

学意义。OptrA基因常见于对利奈唑胺耐药的菌

株[21]，本研究提示OMC对具有OptrA基因的无乳链球

菌更易产生耐药，两者之间是否存在交叉耐药的可

能，具体机制有待进一步研究。

无乳链球菌具有许多毒力因子，包括表面定位蛋

白、调节蛋白、荚膜多糖、毒素[22]，本研究中毒力基因

cpsⅢ、bca、fbsA、cpsA及 scpB有帮助细菌粘附并进入

宿主细胞、逃避免疫吞噬、促进存活的作用[23]，从而增

强其致病能力，但本研究结果显示毒力基因 cpsⅢ、

bca、fbsA、cpsA与 OMC敏感性之间差异无统计学意

表表44 无乳链球菌毒力基因与奥马环素敏感性之间的关系无乳链球菌毒力基因与奥马环素敏感性之间的关系

TableTable 44 Relationship between virulence gene ofRelationship between virulence gene of StreptococcusStreptococcus
agalactiaeagalactiae and omadacycline sensitivityand omadacycline sensitivity

基因

Gene

cpsⅢ
+ (n=79)
- (n=57)

bca

+ (n=132)
- (n=4)

fbsA
+ (n=99)
- (n=37)

cpsA
+ (n=135)
- (n=1)

scpB
+ (n=126)
- (n=10)

敏感

Suscep⁃
tible

32
20

50
2

37
15

52
0

51
1

中介

Inter⁃
medi⁃
ate

34
30

63
1

45
19

64
0

60
4

耐药（耐药

率/%）Resis⁃
tant (Resis⁃
tance rate/%)

13（16.5）
7（12.3）

19（14.4）
1（25.0）

17（17.2）
3（8.1）

19（14.1）
1（100.0）

15（11.9）
5（50.0）

Z

0.222

0.141

0.813

1.615

2.844

P

0.824

0.888

0.416

0.106

0.004

注：+.阳性；-.阴性。Note: +. Positive; -. Negative.

表表33 无乳链球菌耐药基因与奥马环素药敏之间的关系无乳链球菌耐药基因与奥马环素药敏之间的关系

TableTable 33 Relationship between resistance genes ofRelationship between resistance genes of StreptococcusStreptococcus
agalactiaeagalactiae and omadacycline sensitivityand omadacycline sensitivity

基因

Gene

tetM
+ (n=60)
- (n=76)

tetO
+ (n=46)
- (n=90)

tetK
+ (n=31)
- (n=105)

ermB
+ (n=98)
- (n=38)

OptrA
+ (n=13)
- (n=123)

敏感

Sus⁃
cepti⁃
ble

26
26

19
33

9
43

34
18

1
51

中介

Inter⁃
medi⁃
ate

25
39

19
45

19
45

49
15

7
57

耐药（耐药

率/%）Resis⁃
tant (Resis⁃
tance rate/%)

9（15.0）
11（14.5）

8（17.4）
12（13.3）

3（9.7）
17（16.2）

15（15.3）
5（13.2）

5（38.5）
15（12.2）

Z

0.815

0.151

0.567

1.198

2.913

P

0.415

0.880

0.571

0.231

0.004

注：+.阳性；-.阴性。Note: +. Positive; -. Negative.
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义。虽然是否携带毒力基因 scpB对OMC敏感性差异

有统计学意义，但 scpB阳性菌株的秩均值及耐药率均

小于 scpB阴性菌株，考虑可能是由于样本数差距较大

导致的误差，故认为毒力基因 scpB与耐药无关。

综上所述，OMC对于深圳地区的无乳链球菌总

体较为敏感，在临床上可作为耐药的无乳链球菌菌株

的备选抗菌药物之一。但全球的无乳链球菌感染分

布情况、耐药性存在明显的地域性差异，本研究数据

来自深圳市南山区人民医院 136株无乳链球菌，考虑

样本数偏少，所得结果仅供参考，结论有待进一步增

大样本量再进行分析。
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