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鼻咽癌患者鼻咽部菌群分布及耐药性分析*

胡伟群1,2,陈秀芬1**,黄金樵1,茅林蔚1,潘志勇1,蒋远伟1
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【摘要】 目的 探究鼻咽癌患者鼻咽部菌群分布,对于鼻咽癌患者临床治疗进程具有积极推进作用。方法
 

收集鼻咽部

分泌物样本,采用全自动微生物鉴定仪鉴定菌株,采用琼脂稀释法分析表皮葡萄球菌和草绿色链球菌的耐药期刊。PCR
扩增、基因测序分析耐药基因变异情况。 结果 2014-2019年鼻咽癌患者鼻咽部分离菌株112株,各年分离菌株数分

别为8、13、11、16、18和46株,分别占7.14%、11.61%、9.82%、14.29%、16.07%和41.07%;其中表皮葡萄球菌39株,

草绿色链球菌17株,为优势菌种。表皮葡萄球菌对头孢拉定、罗氏芬、氧哌嗪、西力欣、复达欣、环丙沙星的耐药率分别

为5.13%、10.26%、17.95%、20.51%、23.08%和33.33%;草绿色链球菌的耐药率分别为5.88%、5.88%、17.65%、

17.65%、23.53%和35.29%。检表皮葡萄球菌和草绿色链球菌环丙沙星耐药菌株中gyrA基因变异率为100%。表皮

葡萄球菌中gyrA基因变异位点包括107位碱基(C→G)、251位碱基(C→T)、336位碱基(C缺失),变异率分别为

53.85%(7/13)、38.46%(5/13)、7.69%(1/13);草绿色链球菌中,gyrA基因变异位点包括243(C→G)、260(G→T)变异

率分别为66.67%(4/6)、33.33%(2/6)。 结论 鼻咽癌患者鼻咽部菌群中以表皮葡萄球菌和草绿色链球菌为优势菌

种。临床治疗中应优先选用头孢拉定,但仍应合理使用。表皮葡萄球菌和草绿色链球菌对环丙沙星的耐药性来自于gy-

rA基因变异,应减少该类药物使用。

【关键词】 鼻咽癌;菌群分布;耐药性;gyrA基因

【中图分类号】 R378   【文献标识码】 A   【文章编号】 1673-5234(2022)02-0233-03

[Journal
 

of
 

Pathogen
 

Biology.
 

2022
 

Feb;17(2):233-235,239.]

Investigation
 

on
 

the
 

bacteria
 

distribution
 

of
 

nasopharyngeal
 

site
 

in
 

patients
 

with
 

nasopharyngeal
 

carcino-
ma
HU

 

Wei-qun1,2,CHEN
 

Xiu-fen1,HUANG
 

Jin-qiao1,MAO
 

Lin-wei1,PAN
 

Zhi-yong1,JIANG
 

Yong-
wei1 (1.Affiliated

 

Hospital
 

of
 

Putian
 

College,Putian
 

351100,Fujian,China;2.
 

Fujian
 

Medical
 

University)***

【Abstract】 Objective Bacteria
 

distribution
 

of
 

nasopharyngeal
 

site
 

in
 

patients
 

with
 

nasopharyngeal
 

carcinoma
 

were
 

in-

vestigated,which
 

plays
 

a
 

positive
 

role
 

in
 

promoting
 

the
 

clinical
 

treatment
 

of
 

patients
 

with
 

nasopharyngeal
 

carcinoma. 

Methods Samples
 

of
 

nasopharyngeal
 

secretions
 

were
 

collected
 

and
 

the
 

distribution
 

of
 

bacteria
 

was
 

analyzed
 

by
 

automatic
 

microbiological
 

identification
 

instrument.
 

Agar
 

dilution
 

method
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

drug
 

resistance
 

of
 

Staphylococcus
 

epidermidis
 

and
 

Streptococcus
 

viridans.
 

Mutation
 

of
 

drug
 

resistance
 

genes
 

was
 

analyzed
 

by
 

PCR
 

amplification
 

and
 

gene
 

sequencing. Results From
 

2014
 

to
 

2019,112
 

strains
 

were
 

isolated
 

from
 

nasopharyngeal
 

carcinoma
 

patients.
 

The
 

num-

ber
 

of
 

strains
 

isolated
 

in
 

each
 

year
 

were
 

8,13,11,16,18
 

and
 

46,accounting
 

for
 

7.14%,11.61%,9.82%,14.29%,

16.07%
 

and
 

41.07%
 

respectively.
 

Among
 

them,39
 

strains
 

of
 

S.
 

epidermidis
 

and
 

17
 

strains
 

of
 

S.
 

viridans
 

were
 

the
 

dominant
 

strains.
 

The
 

drug
 

resistance
 

rates
 

of
 

S.
 

epidermidis
 

to
 

cefradine,roche,piperazine,cilixin,fudachin
 

and
 

cipro-

floxacin
 

were
 

5.13%,10.26%,17.95%,20.51%,23.08%
 

and
 

33.33%,respectively.
 

The
 

drug
 

resistance
 

rates
 

of
 

S.
 

vi-
ridans

 

were
 

5.88%,5.88%,17.65%,17.65%,23.53%
 

and
 

35.29%,respectively.
 

The
 

mutation
 

rate
 

of
 

gyrA
 

gene
 

in
 

ciprofloxacin
 

resistant
 

strains
 

of
 

Staphylococcus
 

epidermidis
 

and
 

Streptococcus
 

viridis
 

was
 

100%.
 

In
 

S.
 

epidermidis,the
 

gyrA
 

gene
 

mutation
 

sites
 

included
 

107
 

bases
 

(C→G),251
 

bases
 

(C→T),and
 

336
 

bases
 

(C
 

deletion),with
 

the
 

mutation
 

rates
 

of
 

53.85%,38.46%,and
 

7.69%,respectively.
 

In
 

S.
 

viridans,the
 

gyrA
 

gene
 

mutation
 

sites,including
 

243(C→G)
 

and
 

260(G→T),the
 

mutation
 

rate
 

were
 

66.67%
 

and
 

33.33%,respectively. Conclusion S.
 

epidermidis
 

and
 

S.
 

viri-
dans

 

were
 

dominant
 

bacteria
 

in
 

the
 

nasopharyngeal
 

flora
 

of
 

patients
 

with
 

nasopharyngeal
 

cancer.
 

Cefradine
 

should
 

be
 

cho-

sen
 

as
 

the
 

first
 

choice
 

in
 

clinical
 

treatment,but
 

it
 

should
 

still
 

be
 

used
 

reasonably.
 

Resistance
 

to
 

ciprofloxacin
 

in
 

S.
 

epider-
midis

 

and
 

S.
 

viridans
 

due
 

to
 

a
 

gyrA
 

gene
 

mutation
 

and
 

the
 

use
 

of
 

ciprofloxacin
 

should
 

be
 

reduced.
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  人体菌群分布情况与机体健康关系密切,有报道

称,人体菌群分布及变化会影响肿瘤疾病的发生发展,
但具体作用机制尚未阐明。人体本身存在的正常菌

群,在机体免疫能力降低时也可能发展成为条件致病

菌[1]。患者发生感染后,病原菌可以破坏宿主的免疫

系统,引发慢性炎症刺激,甚至损伤细胞DNA。有些

菌群所产生的毒素类物质,可以通过破坏信号转导通

路,影响人体正常细胞调控路径,从而影响肿瘤的发

生、发展进程[2]。另外,菌群还可以通过影响肿瘤相关

基因的甲基化,进而影响肿瘤发病进程。鼻咽癌发病

患者机体免疫水平较差,鼻咽部黏膜薄弱,容易发生反

复感染、溃疡病变、甚至坏死,坏死组织脱落易会导致

鼻咽部出血,鼻咽部出血严重者,在短时间内出血量可

超过机体的30%-35%,甚至更多,危急生命安全[3]。
因此,积极探究鼻咽癌患者菌群分布,避免感染发生,
对疾病进程控制有重要意义。

材料与方法

1 菌群鉴定

依据《全国临床检验操作规程》采集患者鼻咽部分

泌物样本,将细菌培养在巧克力平板、麦康凯平板、血
琼脂平板,37

 

℃培养48
 

h。采用全自动细菌鉴定仪,
配备专用的革兰阴性菌卡(GPI)、革兰阳性菌鉴定卡

(GNI+),对鼻咽癌患者鼻咽部菌群分布情况进行鉴

定。

2 主要试剂与仪器

VITEK-2全自动细菌分析系统购买于法国生物

梅里埃公司;细菌基因组DNA提取试剂盒、Taq
 

DNA
聚合酶购买于德国Qiagen公司;DNA

 

Marker购买于

日本Takara公司;PCR产物回收试剂盒,北京Trans-
Gen生物公司;PCR扩增仪、凝胶成像仪购买于Bio-
Rad公司;低温冰箱,中国青岛Hair公司。

3 耐药性分析

采用琼脂稀释法检测表皮葡萄球菌、草绿色链球

菌对抗菌药物的最小抑菌浓度。根据 CLSI2017要

求,将抗菌药物溶解并稀释成不同浓度,即256、128、

64、32、16、8、4、2、1、0.5、0.25、0.125
 

mg/L。使用无

菌生理盐水将菌悬液稀释至107
 

CFU/ml。吸取1~2
 

μl菌液接种到含有不同浓度抗生素的琼脂板上,同时

设有阴性对照。依据CLSI
 

2017读取耐药性结果。

4 耐药基因检测

采用细菌基因组DNA提取试剂盒提取表皮葡萄

球菌、草绿色链球菌基因组 DNA,-20
 

℃保存待用。

gyrA 基 因 PCR 扩 增 引 物:上 游 引 物:CGCCG-

TATTTTGTATGGGATG;下 游 引 物:GTTCCGT-
TAACCAGAAGGTT;产物长度377

 

bp;扩增反应体

系:DNA模板2
 

μl、Taq聚合酶1
 

μl、上下游引物各1
 

μl、dNTPs
 

1
 

μl、PCR
 

Mix
 

2.5
 

μl,用水补足至25
 

μl。
扩增条件:预变性94

 

℃
 

2
 

min,变性94
 

℃
 

30
 

s,退火

56
 

℃
 

30
 

s,延伸72
 

℃
 

45
 

s,30个循环后,72
 

℃终延伸

5
 

min。PCR产物经1.5%琼脂糖凝胶电泳,凝胶成像

仪拍照记录结果。

5 基因测序

纯化基因扩增产物,送至上海Invitrogen生物技

术有限公司测序,并使用BLASTn软件比对基因库中

gyrA基因的原始序列,分析基因变异情况。

结 果

1 鼻咽癌患者鼻咽部菌群分布

2014-2019年鼻咽癌患者鼻咽部分离菌株112
株,具体见表1。鼻咽癌患者鼻咽部菌群数逐年增加,
各年分离菌株数分别为8、13、11、16、18和46株,分别

占7.14%、11.61%、9.82%、14.29%、16.07% 和

41.07%;其中表皮葡萄球菌39株,草绿色链球菌17
株,为鼻咽癌患者鼻咽部菌群中的优势菌种。

表
 

1 鼻咽癌患者鼻咽部菌群分布情况

Table
 

1 Bacteria
 

distribution
 

of
 

nasopharyngeal
 

site
 

in
 

patients
 

with
 

nasopharyngeal
 

carcinoma
细菌
Bacteria

分离株数
 

Isolated
 

strains
2014年 2015年 2016年 2017年 2018年 2019年

合计
Total

表皮葡萄球菌 1 2 4 6 11 15 39
草绿色链球菌 1 2 2 3 1 8 17
肺炎克雷伯菌 0 1 1 2 2 7 13

金黄色葡萄球菌 2 2 0 1 1 6 12
大肠埃希菌 1 1 2 1 0 4 9

革兰阳性杆菌 1 1 0 1 1 3 7
产气大肠杆菌 1 1 0 1 0 2 5

其他 1 3 2 1 2 1 10
合计Total 8 13 11 16 18 46 112

2 鼻咽癌患者鼻咽部优势菌种耐药性

39株表皮葡萄球菌对头孢拉定、罗氏芬、氧哌嗪、
西力欣、复达欣、环丙沙星的耐药菌株分别为2、4、7、

8、9 和 13 株,耐 药 率 分 别 为 5.13%、10.26%、

17.95%、20.51%、23.08%和33.33%;17株草绿色链

球菌耐药菌株分别为1、1、3、3、4和6株,耐药率分别

为5.88%、5.88%、17.65%、17.65%、23.53% 和

35.29%。鼻咽癌患者鼻咽部优势菌种对临床常用药

物产生了一定程度耐药性,其中对头孢拉定最敏感、罗
氏芬次之;对环丙沙星耐药性最高。

3 鼻咽癌患者鼻咽部优势菌种耐药基因检测
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对环丙沙星耐药的13株表皮葡萄球菌和6株草

绿色链球菌菌株中gyrA基因变异情况进行检测,基
因变异率为100%,gyrA基因变异的表皮葡萄球菌和

草绿色链球菌对环丙沙星均耐药。表皮葡萄球菌中,

gyrA基因变异位点包括107位碱基(C→G)、251位

碱基(C→T)、336位碱基(C缺失),变异率分别为

53.85%(7/13)、38.46%(5/13)、7.69%(1/13);草绿

色链球菌中,gyrA基因变异位点包括243(C→G)、260
(G→T)变异率分别为66.67%(4/6)、33.33%(2/6)。

讨 论

鼻咽癌是指鼻咽腔顶部和侧壁发生的恶性肿瘤疾

病,是我国恶性肿瘤高发类型之一。鼻咽癌的发病率

是耳鼻咽喉恶性肿瘤疾病之首,发病患者机体免疫力

差,加之,患者鼻咽部黏膜薄弱,容易反复感染、出现溃

疡病变,甚至坏死。放射治疗是鼻咽癌患者临床治疗

中最常用的治疗手段之一。长期的放疗操作,在杀伤

癌细胞的同时,对正常组织也会有杀伤作用[4]。特别

是鼻咽部和口腔粘膜,是鼻咽癌患者发病病灶附近组

织,在接受大剂量放疗后,会出现细胞肿胀、坏死,血管

通透性增大,以及微细血管闭塞、红斑、溃疡、咽痛等情

况[5]。鼻咽部是开放性器官,通常情况下,其表面会定

植一些非致病菌,并且具有一定的抗病原菌侵袭能力,
与致病菌存在克制作用,而形成一定的菌群分布环

境[6]。但是,对于接受放疗的鼻咽癌患者,鼻咽部菌群

生态结构变化,局部肿胀等会更利于病原菌侵袭、生长

和定植,此时患者机体内的正常菌群也可能转变为条

件致病菌,最终导致合并感染发生,严重危及患者健康

及生命安全[7]。因此,积极探究鼻咽癌患者鼻咽部菌

群变化,预防感染发生,积极探究细菌耐药情况,指导

预防用药,对于鼻咽癌患者临床治疗进程具有积极推

进作用。
本研究发现,患者鼻咽部定植的菌群中以表皮葡

萄球菌和草绿色链球菌为主,2014-2019年间,从鼻咽

癌患者中分离的细菌丰度逐年增加,应给予高度重视。
进一步对鼻咽癌患者鼻咽部中优势菌种进行耐药性分

析发现,表皮葡萄球菌和草绿色链球菌对头孢拉定相

对最敏感,罗氏芬次之。因此,在临床治疗中可以优先

选用头孢拉定,罗氏芬次之,但仍应合理用药,避免耐

药问题加剧以及耐药菌株流行传播。然而,鼻咽癌患

者鼻咽部优势菌种对环丙沙星耐药性较高。这可能与

环丙沙星在临床治疗中的使用频度较高有关[8]。环丙

沙星是第三代喹诺酮类抗菌药物,该药对肠杆菌、金黄

色葡萄球菌、流感嗜血杆菌、绿脓杆菌、链球菌等均具

有较好的具有抗菌作用[9]。但随着临床治疗中的使用

频率越来越高,如越来越多地用于呼吸道感染、泌尿道

感染、妇科疾病感染等疾病治疗中,导致临床病原菌对

该药产生了耐药性。
本研究针对鼻咽癌患者鼻咽部优势菌种对环丙沙

星的高耐药性发生机制进行进一步探究。已知环丙沙

星属于喹诺酮类抗菌药物,此类药物以细菌DNA作

为靶点,通过妨碍DNA回旋酶作用使DNA发生不可

逆损伤来实现抗菌作用[10]。具体地说,喹诺酮类抗菌

药物是通过抑制细菌体内的Ⅱ型拓扑异构酶活性来发

挥抑菌作用的。II型拓扑异构酶是细菌生长的必须

酶,它可以使新复制的DNA链解离,改变DNA超螺

旋状态,来参与DNA复制、转录等重要过程[11]。II型

拓扑异构酶中的旋转酶是由gyrA基因和gyrB基因

编码的蛋白质构成的四聚体,有研究报道[12-13],革兰阳

性菌的gyrA基因突变与其对喹诺酮类抗菌药物耐药

密切相关。因此,本研究深入检测了表皮葡萄球菌和

草绿色链球菌环丙沙星耐药菌株中gyrA基因序列,
结果表明,表皮葡萄球菌和草绿色链球菌环丙沙星耐

药菌株gyrA基因序列100%变异,表明gyrA基因变

异与细菌对环丙沙星的高耐药性密切相关。
对于表皮葡萄球菌耐药株,由于107位胞嘧啶

(C)突变为鸟嘌呤(G)导致脯氨酸(Pro)突变为丙氨酸

(Ala),251位胞嘧啶(C)突变为胸腺嘧啶(T)导致丝

氨酸(Ser)突变为苯丙氨酸(Phe),336位胞嘧啶缺失

导致氨基酸错位突变,从而使表皮葡萄球菌对环丙沙

星产生高耐药性;对于草绿色链球菌耐药株,由于243
位胞嘧啶(C)突变为鸟嘌呤(G)导致丝氨酸(Ser)突变

为精氨酸(Arg),260位鸟嘌呤(G)突变为胸腺嘧啶

(T)导致精氨酸(Arg)突变为亮氨酸(Leu),从而使草

绿色链球菌对环丙沙星产生高耐药性;因此,gyrA基

因变异可能是导致表皮葡萄球菌和草绿色链球菌对环

丙沙星产生高耐药性的直接原因[14]。临床应积极监

测gyrA基因序列变异情况,合理使用环丙沙星进行

临床抗感染治疗,减少耐药株流行传播及,控制耐药性

发展。
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