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［摘要］　目的　探讨新生儿百日咳抗菌药物的可选方案，阐明致病株的抗原基因型。方法　以 2013 年

5 月至 2018 年 7 月分离到的 32 株新生儿百日咳鲍特菌为研究对象。采用 E-test 法检测红霉素、磺胺甲基异噁

唑 - 甲氧苄啶（SMZ）、氨苄西林等共 18 种抗菌药物的最低抑菌浓度（MIC）；扩增分离株 23S rRNA 基因并

测序，检测红霉素耐药基因的突变位点，分析菌株抗原相关的 7 个基因型（ptxA、ptxC、ptxP、prn、fim2、fim3

和 tcfA）。结果　25 株（25/32，78%）百日咳鲍特菌对红霉素、阿奇霉素、克拉霉素、克林霉素的 MIC 值均

>256 mg/L，且 23S rRNA 基因均有红霉素耐药 A2047G 突变。所有菌株对 SMZ 的 MIC 值均≤ 0.064 mg/L。氨苄西林、

阿莫西林、阿莫西林‐克拉维酸和头孢曲松的 MIC 值波动在 0.032~1 mg/L。大环内酯类耐药菌株的抗原基因型

均为 ptxA1/ptxC1/ptxP1/prn1/fim2-1/fim3-1/tcfA2。结论　新生儿百日咳鲍特菌对大环内酯类抗菌药物耐药常见，

体外试验支持超说明书使用磺胺类抗菌药物是治疗大环内酯类耐药的新生儿百日咳的可靠方案。耐药菌流行更

加强调了免疫预防的重要性。                                                   ［中国当代儿科杂志，2019，21（3）：208-213］
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Abstract: Objective    To investigate the alternative antimicrobial drugs for the treatment of neonatal pertussis and 
the antigen genotypes of Bordetella pertussis (B. pertussis) strains. Methods    A total of 32 B. pertussis strains isolated 
from neonates between May 2013 and July 2018 were used in this study. E-test stripes were used to measure the minimal 
inhibitory concentration (MIC) of 18 antimicrobial drugs including erythromycin, sulfamethoxazole-trimethoprim 
(SMZ) and ampicillin. The 23S rRNA gene of isolated strains was amplified and sequenced to identify the mutation 
site of erythromycin resistance gene, and the seven antigen genotypes of B. pertussis strains (ptxA, ptxC, ptxP, prn, 
fim2, fim3 and tcfA2) were analyzed. Results    Of the 32 B. pertussis strains, 25 (78%) were resistant to erythromycin, 
azithromycin, clarithromycin and clindamycin, with an MIC of >256 mg/L, and A2047G mutation was observed in the 
23S rRNA gene. All strains had an MIC of ≤0.064 mg/L for SMZ. The MIC of ampicillin, amoxicillin, amoxicillin-
clavulanic acid and ceftriaxone ranged from 0.032 to 1 mg/L. The strains resistant to macrolide antibiotics had an 
antigen genotype of ptxA1/ptxC1/ptxP1/prn1/fim2-1/fim3-1/tcfA2. Conclusions    B. pertussis strains from neonates are 
often resistant to macrolides, and the in vitro test shows that off-label use of sulfonamides is a reliable regimen for the 
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百日咳主要由百日咳鲍特菌感染引起。自 20

世纪 40 年代起百日咳疫苗已开始推广使用，但至

今百日咳仍是威胁全球公共健康的重要疾病 [1-2]。

20 世纪 90 年代开始很多高疫苗接种率发达国家（如

美国、澳大利亚等）报道百日咳再现。百日咳再

现过程中，发现百日咳感染群体主要是未接种或

未完成全程免疫的婴儿，以及年长儿和成人，后

者还常常是婴幼儿的重要感染源。有研究指出百

日咳鲍特菌对疫苗的适应性变化是百日咳再现的

原因之一 [3]。多个国家报道临床分离株出现与疫苗

株不同的抗原基因型，如 ptxA1、ptxP3、prn2 等 [4-6]。

既往研究显示近几年国内临床分离的百日咳菌株

抗原基因型主要为 ptxA1/ptxC1/ptxP1/prn1/fim2-1/

fim3-1/tcfA2，仅 ptxA1 与疫苗株（ptxA2）不同，

且对大环内酯类抗菌药物耐药常见 [1]。大环内酯类

抗菌药物一直是预防及治疗百日咳的首选药物。

二线药物——磺胺不推荐新生儿等小婴儿使用。

新生儿可选用的其他抗菌药物种类也有限，且患

百日咳有致命风险。因此，有必要及早探索有效

治疗新生儿百日咳的抗菌药物备选方案。

1　资料与方法

1.1　菌株来源

本研究 32 株百日咳鲍特菌均分离自 2013 年 5

月至 2018 年 7 月北京儿童医院新生儿科疑诊的 32

例百日咳患儿。患儿年龄范围为 7~30 d，年龄中

位数为 25 d；其中男 20 例，女 12 例。

1.2　菌株的分离培养及鉴定

采集鼻咽拭子后，立即接种至百日咳鲍特菌

选择培养基，置于 37℃恒温箱孵育 3~5 d，每日观

察细菌生长情况。挑取圆形、光滑、隆起、带珠

光、不透明的可疑菌落，使用百日咳鲍特菌、副

百日咳鲍特菌特异抗血清（英国 Remel Europe 公

司）观察玻片凝集反应，前者阳性、后者阴性鉴

定为百日咳鲍特菌。分离纯化的菌株冻存在磁珠

式菌种保存管（加拿大 PRO-LAB Microbank 公司）

中，-60℃低温冰箱贮存。

1.3　抗菌药物敏感性实验

采用 E-test 纸条法检测临床分离株对红霉素、

阿奇霉素、克拉霉素、克林霉素、磺胺甲基异噁唑 -

甲氧苄啶（SMZ）、环丙沙星、左氧氟沙星、氨苄

西林、阿莫西林、阿莫西林 - 克拉维酸、头孢曲松、

亚胺培南、美罗培南、庆大霉素、妥布霉素、阿

米卡星、四环素和利福平共 18 种抗菌药物的敏感

性。细菌培养 96 h 后读取抗菌药物最低抑菌浓度

（MIC）值。以金黄色葡萄球菌标准株 ATCC29213

作为质控菌株（美国模式培养物集存库）。由于

美国临床和实验室标准协会（CLSI）和欧盟药敏

试验委员会（EUCAST）没有百日咳鲍特菌的抗菌

药物敏感性判定标准，药敏结果以 MIC50、MIC90

和 MIC 范围显示，同时借用流感嗜血杆菌和大肠

埃希菌的 CLSI 和 EUCAST 标准分析百日咳鲍特菌

对抗菌药物的敏感性。

1.4　基因分型及 23S rRNA 基因检测

采用 DNA 提取试剂盒（北京赛百盛基因技

术有限公司）提取百日咳鲍特菌 DNA，实验步骤

参照说明书革兰阴性菌提取方法。采用聚合酶链

反应（PCR）扩增 ptxA、ptxC、ptxP、prn、fim2、

fim3 和 tcfA 7 个毒力相关基因型，采用 BLAST 软

件比对扩增产物序列与相应分型标准序列，判

定致病株型别。同时 PCR 扩增红霉素耐药基因

（23S rRNA），并与标准序列（Genbank 序列号：

X68323）进行比对，分析突变位点。PCR 扩增测

序引物参见文献 [1]。

1.5　统计学分析

采用 SPSS 17.0 和 WHONET 5.3 软件对数据进

行统计学分析。计数资料以例数或率（%）表示。

2　结果

2.1　抗菌药物的敏感性

32 株新生儿百日咳致病株对 18 种抗菌药物

的 MIC50、MIC90 和 MIC 范 围 见 表 1， 红 霉 素、

SMZ、左氧氟沙星、阿莫西林、庆大霉素和四环素

的详细 MIC 值分布见图 1。大环内酯类抗菌药物

treatment of neonates with macrolide-resistant pertussis. The prevalence of drug-resistant strains further emphasizes the 
importance of immunoprophylaxis.                                                         [Chin J Contemp Pediatr, 2019, 21(3): 208-213]
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（红霉素、阿奇霉素）对 25 株（25/32，78%）百

日咳鲍特菌完全没有抑制作用，其余 7 株（21.9%）

MIC 值很低（≤ 0.064 mg/L），参考流感嗜血杆菌

的标准可判定为敏感。

SMZ 的最大 MIC 值为 0.064 mg/L。氨苄西林、

阿莫西林、阿莫西林‐克拉维酸和头孢曲松的 MIC

值相似，MIC90 波动在 0.25~0.5 mg/L，MIC 最大值

波动在 0.5~1 mg/L。参考流感嗜血杆菌 EUCAST 界

值，除头孢曲松外，32 例新生儿百日咳临床分离

株对其他 β- 内酰胺类抗菌药物（氨苄西林、阿莫

西林及阿莫西林 - 克拉维酸）均敏感。环丙沙星

和左氧氟沙星的 MIC 值差别明显，MIC90 分别为

2 mg/L 和 0.5 mg/L。四环素和利福平对百日咳鲍特

菌没有明显抑菌作用。三种氨基糖甙类抗菌药物

中，庆大霉素、妥布霉素的 MIC 值（0.25~1 mg/L）

比阿米卡星（2~8 mg/L）要低。根据大肠埃希菌

CLSI 和 EUCAST 的判定标准，所有菌株对三种氨

基糖甙类抗菌药物均敏感。

2.2　23S rRNA 基因分析

所有红霉素耐药分离株（>256 mg/L）检测到

23S rRNA A2047G 突 变， 其 余 MIC ≤ 0.064 mg/L

的 7 株菌没有检测到该突变。

2.3　基因型

32 株百日咳鲍特菌的抗原基因型分布见表 2。

全部分离株的 ptxA、fim2、tcfA 型别均一致，分

别为 ptxA1、fim2-1、tcfA2。根据其他 4 种抗原的

等位基因可分为 3 种抗原基因型，其中主要基因

型 为 ptxA1/ptxC1/ptxP1/prn1/fim2-1/fim3-1/tcfA2，

占 78%（25/32）。ptxP3 型 菌 株 共 检 出 7 株， 所

有 ptxP3 型菌株均同时携带 ptxC2/prn2 基因，1 株

ptxP3 菌株携带 fim3-3 基因。7 株 ptxP3 型菌株的

红霉素 MIC 值均≤ 0.064 mg/L，所有 ptxP1 型菌株

的红霉素 MIC 值均 >256 mg/L，提示不同 ptx P 型

菌株对大环内酯类抗菌药物的耐药情况不同 。

表 1　32 株百日咳鲍特菌的抗菌药物敏感性检测结果

抗菌药物
MICs (mg/L) 参考流感嗜血杆菌界值的敏感率 (%) 参考大肠埃希菌界值的敏感率 (%)

MIC50 MIC90 MIC 范围 CLSI EUCAST CLSI EUCAST

红霉素 >256 >256 0.032~>256 - 21.9 - -

阿奇霉素 >256 >256 0.016~>256 21.9 21.9 21.9 21.9

克拉霉素 >256 >256 0.25~>256 21.9 21.9 - -

克林霉素 >256 >256 0.25~>256 - - - -

SMZ 0.032 0.064 0.002~0.064 100 100 100 100

环丙沙星 1 2 1~2 75.0 0 75.0 0

左氧氟沙星 0.25 0.5 0.125~2 100 96.9 100 96.9

氨苄西林 0.125 0.25 0.032~0.5 100 100 100 100

阿莫西林 0.5 0.5 0.25~1 - 100 - 100

阿莫西林 - 克拉维酸 0.25 0.5 0.125~0.5 100 100 100 100

头孢曲松 0.125 0.25 0.064~0.5 100 78.1 100 -

亚胺培南 32 32 2~32 43.8 31.3 31.3 31.3

美罗培南 0.064 0.125 0.004~0.25 100 100 100 100

四环素 4 32 1~64 46.9 40.6 59.4 -

利福平 8 16 4~16 0 - - -

庆大霉素 0.5 1 0.25~1 - - 100 100

妥布霉素 1 1 0.25~1 - - 100 100

阿米卡星 4 8 2~8 - - 100 100

注：[SMZ] 磺胺甲基异噁唑 - 甲氧苄啶；[MIC] 最低抑菌浓度；[CLSI] 美国临床和实验室标准协会；[EUCAST] 欧盟药敏试验委员会。
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3　讨论

本研究从新生儿中共分离出 32 株百日咳鲍特

菌，菌株数虽然有限，但其意义非常重要。这不

但确证当前存在新生儿百日咳病例，而且，因新

生儿生活方式特殊，间接证明了成人百日咳的客

观存在。文献 [7] 显示，成年人至婴幼儿的传播模

式是百日咳家庭聚集发病的主要传播模式。

美国 2012~2016 年间，每年死于百日咳者 6~20

例，绝大多数都是未接种百日咳疫苗的小婴儿 [8]。

我国近年也有新生儿百日咳死亡的病例报告 [9]。本

研究中确诊的 32 例百日咳患儿中，死亡 1 例，提

示对新生儿百日咳应高度重视。研究显示，妊娠

后期母亲接种百日咳疫苗可为新生儿提供一定免

疫保护 [10]。我国调查显示，孕妇及新生儿百日咳

毒素抗体水平普遍很低，免疫策略有待改进 [11]。

虽然 CLSI 和 EUCAST 没有百日咳鲍特菌对

抗菌药物敏感性的判定标准，但不影响本研究中

大环内酯类抗菌药物耐药的判断，所有耐药菌株

MIC 值均 >256 mg/L，提示大环内酯类抗菌药物完

全不能抑制这部分百日咳鲍特菌的生长。且所有

大环内酯类耐药菌株均检测到 23S rRNA 基因发生

A2047G 耐药突变，和国内外既往研究结果相同 [1]。

大环内酯类抗菌药物是治疗及预防百日咳的

首选药物 [12]，耐药株的流行对此提出了挑战。本

研究中，31%（10/32）的患儿在采集鼻咽拭子前

已使用大环内酯类抗菌药物治疗，其中 1 例患儿

大环内酯类治疗已超过 7 d，但仍可分离出百日咳

鲍特菌，提示大环内酯类可能不能有效清除患儿

体内的耐药菌。

SMZ 是治疗百日咳的二线药物 [12]，本研究中

体外试验也显示其对百日咳鲍特菌仍具有较强抑

菌作用，但 SMZ 不推荐用于新生儿及小于 2 月龄

婴儿，因其易形成肾小管结晶，还可能会增加胆

红素脑病的危险性。但根据本研究体外试验结果，

对于大环内酯类耐药的百日咳鲍特菌感染，应考

虑超说明书使用 SMZ 治疗的问题，根据已有推荐

意见可以获得可靠的治疗效果。目前分离株大环

表 2　32 株百日咳鲍特菌的抗原基因型与红霉素 MIC 值的分布

基因型 百日咳鲍特菌 [ 例 (%)] 红霉素 MIC (mg/L)

ptxA1/ptxC1/ptxP1/prn1/fim2-1/fim3-1/tcfA2 25(78) >256

ptxA1/ptxC2/ptxP3/prn2/fim2-1/fim3-1/tcfA2 6(19) ≤ 0.064

ptxA1/ptxC2/ptxP3/prn2/fim2-1/fim3-3/tcfA2 1(3) 0.064

图 1　32 株百日咳鲍特菌对 6 种抗菌药物的 MIC 值分布　　[SMZ] 磺胺甲基异噁唑 - 甲氧苄啶。
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内酯类耐药已经相当多见，应积极开展相关临床

研究进行评估使用 SMZ 的可行性。

β- 内酰胺类抗菌药物并不是治疗百日咳的推

荐药物。既往认为 β- 内酰胺类抗菌药物用药后呼吸

道局部药物浓度较低，可能不能有效清除细菌 [12]。

实际上 20 世纪 80 年代曾有部分权威专家提出氨

苄西林可用于治疗百日咳 [13]。Islur 等 [14] 的研究显

示 36 例使用氨苄西林治疗的患儿疗效不如 131 例

红霉素治疗的患儿，但氨苄西林治疗 8 d 后只有

8 例仍可分离培养出百日咳鲍特菌。Trollfors [15] 的

研究显示口服阿莫西林（每日 25~35 mg/kg）治疗

14~17 d 后，13 例复查的患儿中仍有 5 例培养阳

性。这些研究证实 β- 内酰胺类抗菌药物的治疗效

果虽不如红霉素，但确有清除细菌的作用，Simon

等 [16] 的研究显示氨苄西林（每日 100 mg/kg）口服

治疗 7 d 可达到满意效果。既往研究表明氨苄西林

的唾液浓度可达 0.2~0.7 mg/L[17]，比本研究测得的

MIC 值要高，提示其用于临床百日咳的治疗应可

取得一定的治疗效果。但是，β- 内酰胺类抗菌药

物用于治疗百日咳有几个问题亟待解决。第一，β-
内酰胺类抗菌药物用于治疗百日咳的剂量。参考流

感嗜血杆菌的 CLSI 和 EUCAST 标准，百日咳鲍特

菌对阿莫西林、阿莫西林 - 克拉维酸、氨苄西林

和头孢曲松均敏感。但百日咳鲍特菌的 MIC 值比

既往报道的敏感流感嗜血杆菌的 MIC 值高，如头

孢曲松抗流感嗜血杆菌的 MIC50 及 MIC90 分别为

0.016 mg/L、0.047 mg/L，而本研究中头孢曲松抗百

日咳鲍特菌的 MIC50 及 MIC90 分别为 0.125 mg/L、

0.25 mg/L，较高的 MIC 值可能意味着临床使用剂

量需增大。第二，β- 内酰胺类抗菌药物的疗程并

不清楚，需要开展研究。Hoppe 等 [13] 的研究表明

常规剂量治疗 7~14 d 的效果较大环内酯类抗菌药

物差，提示 β- 内酰胺类抗菌药物需要更长疗程。

第三，不同 β- 内酰胺类抗菌药物的治疗效果可能

存在差异。本研究中亚胺培南和美罗培南的 MIC

值分布及敏感率差异较大，提示临床治疗效果可

能存在差异。

有关使用氨基糖甙类、四环素类抗菌药物及

利福平治疗百日咳的研究很少。庆大霉素抗流感

嗜血杆菌的敏感和耐药界值分别为≤ 0.2 mg/L 和

≥ 0.8 mg/L[18]，而本研究中庆大霉素抗百日咳鲍特

菌的 MIC50 和 MIC90 分别为 0.5 mg/L、1 mg/L，数

值较高，但根据大肠埃希菌（新生儿呼吸道感染

的常见致病菌）的判定界值，菌株对氨基糖甙类

抗菌药物均敏感。这些药物是否可用于百日咳治

疗尚需进一步研究。成人百日咳患者可选择喹诺

酮类抗菌药物治疗 [12]。本研究结果显示根据流感

嗜血杆菌的判定标准，所有菌株对左氧氟沙星敏

感，可作为成人患者或密切接触者的可选药物，

及时阻断病原传播。需要注意的是，本研究显示

环丙沙星和左氧氟沙星的 MIC 值及敏感性分布明

显不同。Ohtsuka 等 [19] 在日本发现 6 株萘啶酸耐药

的百日咳菌株，这几株菌对诺氟沙星、环丙沙星、

司帕沙星、左氧氟沙星和加替沙星的敏感性下降，

需持续关注。

除 ptxA 外，大多数临床菌株的抗原基因型与

我国疫苗株相同，为 ptxC1/ptxP1/prn1/fim2-1/fim3-
1/tcfA2，疫苗株为 ptxA1 型，临床菌株为 ptxA2 型，

与既往报告相符 [1]。本研究共检出 7 株 ptxP3 型菌

株（22%），所有的 ptxP3 型菌株对大环内酯类抗

菌药物敏感，而 ptxP1 型菌株对大环内酯类抗菌药

物耐药。这也解释了美国、欧洲和澳大利亚目前

没有红霉素耐药株流行的原因，与其流行菌株为

ptxP3 型有关 [20-21]。

本研究菌株数量较少，也只是一家单位的数

据。但是本研究确证我国当前有新生儿百日咳，

其感染来源分析可间接证明成人百日咳的客观存

在，需要引起临床重视。新生儿百日咳致病株对

大环内酯类抗菌药物耐药常见，抗菌药物选择面

临挑战。本研究中将目前新生儿科可能用到的抗

菌药物均进行了体外试验检测，为进一步深入研

究打下了基础。本研究体外试验支持超说明书使

用磺胺类抗菌药物是治疗大环内酯类耐药的新生

儿百日咳的可靠方案。另一方面，应开展研究评

估 β- 内酰胺类抗菌药物治疗新生儿百日咳的可行

性。此外，耐药菌流行更加强调了免疫预防的重

要性，应积极开展免疫策略研究，保护婴儿免于

感染百日咳。
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