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２例利奈唑胺中介粪肠球菌血流感染的毒力及耐药机制
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［摘　要］　目的　对血流感染患者临床分离的利奈唑胺中介粪肠球菌的毒力因子及耐药机制进行初步研究。

方法　从２例血流感染患者血标本中分离２株利奈唑胺中介粪肠球菌，分析患者治疗经过，２株分离菌编号为 Ａ、

Ｂ，测定其对利奈唑胺和万古霉素的最低抑菌浓度（ＭＩＣ），采用聚合酶链反应（ＰＣＲ）扩增毒力基因（犲狊狆、犪狊犪１、犵犲犾Ｅ、

犪犮犲、犪犵犵、犲犳犪Ａ、犮狔犾Ａ、犺狔犾）和利奈唑胺耐药相关基因，包括２３ＳｒＲＮＡＶ区基因、犮犳狉、犮犳狉（Ｂ）及狅狆狋狉Ａ 基因片段，其

中２３ＳｒＲＮＡＶ区基因扩增产物送测序并分析有无突变位点。结果　２例患者培养出利奈唑胺中介粪肠球菌后均

使用利奈唑胺治疗控制了临床症状。菌株Ａ、Ｂ对万古霉素、替考拉宁、氨苄西林、呋喃妥因敏感，对利奈唑胺中介

（ＭＩＣ均为４μｇ／ｍＬ），对万古霉素敏感（ＭＩＣ分别为１μｇ／ｍＬ和４μｇ／ｍＬ）。２株菌均含有多种毒力因子，菌株 Ａ

仅犮狔犾Ａ、犺狔犾为阴性，菌株Ｂ仅犺狔犾、犲狊狆为阴性，其余毒力基因均为阳性。菌株 Ａ 的２３ＳｒＲＮＡＶ区存在Ｇ２６２１Ｔ

突变，菌株Ｂ未发现突变位点。菌株Ａ和Ｂ耐药基因犮犳狉、犮犳狉（Ｂ）、狅狆狋狉Ａ均为阴性。结论　此研究中血流感染患

者分离的利奈唑胺中介粪肠球菌对万古霉素和氨苄西林敏感，虽治疗结果提示利奈唑胺仍有效，但临床中选用利

奈唑胺治疗需谨慎。靶位突变是该类药物重要的耐药机制，临床中治疗该类药物不敏感粪肠球菌感染需足够重

视，其治疗策略仍需进一步探讨。
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　　利奈唑胺是第一个应用于临床的口恶唑烷酮类抗

生素，通过抑制７０Ｓ起始复合物形成，抑制蛋白质

合成。随着临床的广泛应用，不断有利奈唑胺耐药

肠球菌的报道，甚至局部暴发流行，肠球菌对其耐药

机制主要集中在以下几方面：（１）作用靶位点２３Ｓ

ｒＲＮＡＶ区的变异；（２）核糖体蛋白基因Ｌ３、Ｌ４和

Ｌ２２的突变；（３）耐药基因，如犮犳狉、犮犳狉（Ｂ）、狅狆狋狉犃等

的水平传播［１３］。粪肠球菌常通过以下毒力因子，如

ｅｓｐ（ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃａｌｓｕｒｆａｃｅｐｒｏｔｅｉｎ）、ａｇｇ（ａｇｇｒｅｇａ

ｔｉｏｎｓｕｂｓｔａｎｃｅ）、ａｃｅ（ｃｏｌｌａｇｅｎｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ）、ｃｙ

ｌＡ （ｃｙｔｏｌｙｓｉｎ）、ｈｙｌ（ｈｙａｌｕｒｏｎｉｄａｓｅ）、ｇｅｌＥ（ｇｅｌａｔｉ

ｎａｓｅ）、ｅｆａＡ（犈狀狋犲狉狅犮狅犮犮狌狊犳犲犪犮犪犾犻狊ｅｎｄｏｃａｒｄｉｔｉｓａｎ

ｔｉｇｅｎ）、ａｓａ１（ａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎｓｕｂｓｔａｎｃｅ）等增强细菌黏

附、定植及侵袭能力，分泌细胞毒素，干扰宿主免疫

机制等，致使疾病的发生并持续存在。本研究分析

２例利奈唑胺中介粪肠球菌血流感染患者的临床诊

治经过，对其耐药性、细菌毒力及耐药机制进行相关

研究，探讨利奈唑胺低水平耐药粪肠球菌的分子特

点和耐药机制［４６］。

１　材料与方法

１．１　病例报道与分离菌株　病例Ａ：患者７６岁老

年女性，因“右侧肢体乏力２０ｄ，言语不清３ｄ”于

２０１２年１０月２２日诊断为急性脑梗死而收入本院

神经内科，既往有高血压、糖尿病及糖尿病肾病病

史。１１月１日，患者出现发热，伴有畏寒、寒战，且

体温逐渐升高，最高可达４０℃，辅助检查提示血白

细胞１０．３×１０９／Ｌ，中性粒细胞比率为７７．７％，胸部

ＣＴ结果提示肺部感染，遂予以头孢曲松抗感染治

疗３ｄ。患者仍反复发热，复查白细胞、中性粒细胞

等，发现感染指标进一步升高，于１１月４日改用美

罗培南抗感染治疗。２ｄ后血培养结果为粪肠球菌

（菌株编号Ａ），对万古霉素、替考拉宁敏感，对利奈

唑胺中介。根据患者具体情况及结合呼吸内科、感

染内科 等 多学 科会 诊意 见，故加 用利 奈 唑 胺

（６００ｍｇ，静脉注射，ｑ１２ｈ）继续抗感染治疗８ｄ。经

诊治后患者神志清楚，肺部感染灶逐渐吸收，症状体

征明显改善后出院。

病例Ｂ：患者６０岁老年男性，因“逐渐意识不清

３ｈ”于２０１１年１０月１３日诊断为脑干出血而收入重

症医学科（ＩＣＵ），既往有心脏疾病、高血压病史。入

院２ｄ后患者出现反复高热，体温波动在３８℃～４０℃，

生化检测提示白细胞、中性粒细胞、降钙素原（ＰＣＴ）

等感染指标明显升高，胸部ＣＴ符合肺部感染改变，

遂予以头孢地嗪联合哌拉西林／他唑巴坦抗感染治疗

７ｄ。期间患者症状未有改善，肺部感染病灶未见吸

收，复查白细胞、Ｃ反应蛋白等指标仍明显升高，血培

养结果阴性，多次痰培养出肺炎克雷伯菌和鲍曼不动

杆菌，因此于１０月２５日，改用美罗培南和万古霉素

抗感染治疗。治疗期间患者体温逐渐下降，但未降至

正常。１１月２日，患者右侧大腿腹股沟出现红肿热

痛，未有脓液，考虑局部软组织感染，同时血培养出粪

肠球菌（菌株编号Ｂ），药敏提示对万古霉素、替考拉

宁敏感，利奈唑胺中介，遂改用利奈唑胺（６００ｍｇ，静

脉注射，ｑ１２ｈ）联合头孢哌酮／舒巴坦继续抗感染治

疗８ｄ。患者体温恢复正常，ＰＣＴ等感染指标逐渐回

降，两肺渗出明显减少后出院。

１．２　菌种鉴定及药敏检测　采用法国生物梅里埃

ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍｐａｃｔ全自动微生物分析仪及配套的

鉴定卡及药敏卡进行菌株鉴定及临床药敏试验，分

离菌株Ａ、Ｂ对利奈唑胺及万古霉素的最低抑菌浓

度（ＭＩＣ）实验室测定采用２０１６年版美国临床实验

室标准化协会（ＣＬＳＩ）推荐的微量肉汤稀释法再次

确认，以粪肠球菌 ＡＴＣＣ２９２１２作为质控菌株。利

奈唑胺的判读标准为：敏感（Ｓ）为 ＭＩＣ≤２μｇ／ｍＬ，
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中介（Ｉ）为 ＭＩＣ＝４μｇ／ｍＬ，耐药（Ｒ）为 ＭＩＣ≥

８μｇ／ｍＬ；万古霉素的判读标准为：敏感（Ｓ）为 ＭＩＣ

≤４μｇ／ｍＬ，中介（Ｉ）为 ＭＩＣ：８～１６μｇ／ｍＬ，耐药

（Ｒ）为 ＭＩＣ≥３２μｇ／ｍＬ
［７］。

１．３　引物设计及合成　粪肠球菌毒力基因：犪狊犪１

（３７５ｂｐ）、犵犲犾Ｅ （２１３ｂｐ）、犮狔犾Ａ （６８８ｂｐ）、犲狊狆

（５１０ｂｐ）、犺狔犾 （２７６ｂｐ）、犲犳犪Ａ （６８８ｂｐ）、犪犵犵

（２３２ｂｐ）、犪犮犲（６１６ｂｐ）等引物序列来源于文献
［８９］，

２３ＳｒＲＮＡ Ｖ 区 基 因 片 段：Ｒ１ （１８９８ｂｐ）、Ｒ２

（１４１５ｂｐ）、Ｒ３（１１１１ｂｐ）、Ｒ４（１９５２ｂｐ）引物序列

参考文献［１０］，犮犳狉（Ｂ）（７４６ｂｐ）、犮犳狉 （７４６ｂｐ）及

狅狆狋狉Ａ（１３９５ｂｐ）引物序列参照文献
［１１１３］。引物委

托北京六合华大基因科技有限公司合成。

１．４　ＰＣＲ反应及测序分析　每个反应体系５０μＬ，

ＤｒｅａｍＴａｑＧｒｅｅｎＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ（２×）２５μＬ，正

向引物１μＬ，反向引物１μＬ，ＤＮＡ模板２μＬ，加

ｄｄＨ２Ｏ补齐至５０μＬ。ＰＣＲ反应条件：９５℃预变性

３ｍｉｎ，９５℃变性 ３０ｓ，５２℃退火３０ｓ，７２℃延伸

１ｍｉｎ，共３０个循环，７２℃１０ｍｉｎ。ＰＣＲ反应产物

均用１％的琼脂糖凝胶电泳分离纯化，其中Ｖ区扩

增产物送北京六合华大基因科技有限公司（广州分

公司）测序，应用ＤＮＡＭＡＮ．ｆｕｌｌ．ｖｅｒｓｉｏｎ．Ｖ５．２．２

软件进行序列比对分析，毒力基因及犮犳狉、犮犳狉（Ｂ）及

狅狆狋狉Ａ等耐药基因根据有无阳性扩增产物及目的基

因片段长度进行判读。

２　结果

２．１　临床疗效、药敏检测及 ＭＩＣ测定　临床药敏

结果显示，菌株Ａ和Ｂ对苯唑西林、克林霉素、阿米

卡星、庆大霉素、四环素、头孢西丁、多西环素、米诺

环素、利福平、复方磺胺甲口恶唑等抗菌药物耐药，对

利奈唑胺中介，仅对万古霉素、替考拉宁、氨苄西林、

呋喃妥因敏感。菌株 Ａ对环丙沙星敏感而菌株Ｂ

表现为耐药。见表１。实验室微量肉汤稀释法测

ＭＩＣ，菌株Ａ、Ｂ对利奈唑胺中介，均为４μｇ／ｍＬ，对

万古霉素敏感，分别为１μｇ／ｍＬ和４μｇ／ｍＬ，与临

床药敏检测结果相符。

２．２　粪肠球菌毒力基因检测结果　２株利奈唑胺

中介粪肠球菌均含有多种毒力因子，菌株Ａ仅犮狔犾Ａ、

犺狔犾为阴性，犪狊犪１、犪犵犵、犲犳犪Ａ、犪犮犲、犵犲犾Ｅ、犲狊狆等毒力

基因阳性，菌株 Ｂ仅犺狔犾、犲狊狆 为阴性，毒力基因

犪狊犪１、犪犵犵、犲犳犪Ａ、犪犮犲、犵犲犾Ｅ、犮狔犾Ａ 等检测为阳性。

见图１。

表１　菌株Ａ和Ｂ临床药敏检测结果

犜犪犫犾犲１　Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆｓｔｒａｉｎ

ＡａｎｄＢ

抗菌药物 菌株Ａ 菌株Ｂ 抗菌药物 菌株Ａ 菌株Ｂ

氨苄西林 Ｓ Ｓ 四环素 Ｒ Ｒ

苯唑西林 Ｒ Ｒ 多西环素 Ｒ Ｒ

头孢西丁 Ｒ Ｒ 米诺环素 Ｒ Ｒ

阿米卡星 Ｒ Ｒ 红霉素 Ｉ Ｒ

庆大霉素 Ｒ Ｒ 克林霉素 Ｒ Ｒ

妥布霉素 Ｒ Ｒ 环丙沙星 Ｓ Ｒ

替考拉宁 Ｓ Ｓ 呋喃妥因 Ｓ Ｓ

万古霉素 Ｓ Ｓ 复方磺胺甲口恶唑 Ｒ Ｒ

利奈唑胺 Ｉ Ｉ 利福平 Ｒ Ｒ
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Ｎ：阴性对照

图１　２株利奈唑胺中介粪肠球菌毒力基因检测结果

犉犻犵狌狉犲１　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｖｉｒｕｌｅｎｃｅｇｅｎｅｓｉｎｔｗｏｌｉｎｅｚｏｌ

ｉｄｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅ犈．犳犪犲犮犪犾犻狊ｓｔｒａｉｎｓ

２．３　２３ＳｒＲＮＡＶ区突变位点分析及耐药基因检测

结果　菌株 Ａ、Ｂ均未发现Ｇ２５７６Ｔ等常见位点突

变，菌株Ａ存在Ｇ２６２１Ｔ突变，菌株Ｂ未发现突变

位点。ＰＣＲ检测提示犮犳狉、犮犳狉（Ｂ）、狅狆狋狉Ａ等耐药基

因在菌株Ａ和Ｂ中均为阴性。见表２、图２。
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表２　２３ＳｒＲＮＡＶ区耐药位点及耐药基因检测结果

犜犪犫犾犲２　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｌｏｃｉｉｎ２３ＳｒＲＮＡｄｏｍａｉｎＶｒｅｇｉｏｎａｎｄｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｇｅｎｅｓｏｆ犈．犳犪犲犮犪犾犻狊

菌株 来源
ＭＩＣ（μｇ／ｍＬ）

利奈唑胺 万古霉素

４个２３ＳｒＲＮＡＶ区拷贝基因变异检测

Ｒ１ Ｒ２ Ｒ３ Ｒ４ ｒａｔｉｏ

耐药基因

犮犳狉 犮犳狉（Ｂ） 狅狆狋狉Ａ

Ａ 血 ４ １ Ｗ Ｗ Ｗ Ｇ２６２１Ｔ １／４ － － －

Ｂ 血 ４ ４ Ｗ Ｗ Ｗ Ｗ ０／４ － － －

　　Ｗ：野生型；－：阴性结果
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图２　粪肠球菌（菌株Ａ）２３ＳｒＲＮＡＶ区突变测序结果

犉犻犵狌狉犲２　Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆｍｕｔａｔｉｏｎｓｉｎ２３ＳｒＲＮＡＶｒｅｇｉｏｎ

ｏｆ犈．犳犪犲犮犪犾犻狊（ｓｔｒａｉｎＡ）

３　讨论

肠球菌属于机会性致病病原菌，可导致皮肤软

组织感染、泌尿道感染、菌血症、脑膜炎、心内膜炎等

各系统不同严重程度的感染。近年来，已成为医院

感染重要的病原体，在血流感染中肠球菌属的分离

比例也日益增高。２０１２年ＣＨＩＮＥＴ细菌耐药监测

网数据显示，肠球菌属在血流感染病原体中所占比

率上升至７．２％，在革兰阳性菌中居第二位（凝固酶

阴性葡萄球菌居第一位）［１４］。肠球菌属对头孢类、

氨基糖苷类及喹诺酮类等抗菌药物不敏感，且在抗

菌药物压力下易发生靶位点突变，编码钝化酶及获

得性耐药基因，导致万古霉素、利奈唑胺等临床一线

药物对难治性革兰阳性菌（如耐甲氧西林葡萄球菌、

耐青霉素链球菌）感染的治疗失败［１５］。

本研究从血流感染患者中分离的２株粪肠球菌

对利奈唑胺中介，仅对万古霉素、替考拉宁等几种抗

生素敏感。此２例患者均为＞６０岁的老年人，有高

血压、糖尿病等基础疾病，感染症状重，住院时间长

（病例Ａ２６ｄ，病例Ｂ３０ｄ），患者免疫力降低；同时，

治疗过程中使用头孢菌素类、碳青霉烯类、糖肽类等

多种抗菌药物，易造成体内菌群紊乱，有利于机会性

病原菌生长繁殖。住院期间留置尿管、深静脉置管

等侵入性操作可为致病菌的黏附及扩散提供有利条

件，以上均为诱导利奈唑胺耐药菌株产生的危险因

素［１６］。病例Ａ患有糖尿病肾病，肌酐清除率下降，

患者Ｂ肺部感染合并右侧大腿皮肤软组织感染，万

古霉素对肾功能有损害，且对皮肤软组织的穿透性

不如利奈唑胺，故２例患者虽血培养结果为利奈唑

胺中介粪肠球菌，综合考虑后仍选择使用利奈唑胺，

治疗后２例患者症状体征均有明显好转，但存在诱

导利奈唑胺高水平耐药菌株产生的风险。本研究对

分离的２株利奈唑胺中介粪肠球菌耐药机制进行了

初步研究，结果表明，未发现质粒上编码甲基转移酶

可导致氯霉素、林可霉素、口恶唑烷酮类、截短侧耳素、

链阳霉素等五类抗菌药物耐药的犮犳狉、犮犳狉（Ｂ）基因，

也未发现位于基因组或质粒上的狅狆狋狉Ａ 多耐药基

因［１７］。菌株 Ａ 在２３ＳｒＲＮＡＶ 区中存在 Ｇ２６２１Ｔ

的一个拷贝突变，菌株Ｂ未检测到突变。目前，利

奈唑胺低水平耐药粪肠球菌是否存在其他可能的耐

药机制有待进一步的研究阐述。

国内外学者研究发现，粪肠球菌可携带多种毒

力因子，如毒力基因犪狊犪１、犪犵犵、犪犮犲、犲狊狆、犲犳犪Ａ、

犮狔犾Ａ、犺狔犾、犵犲犾Ｅ，通过合成细胞表面黏附物质，增强

病原菌在患者体内黏附、定植能力；或释放细胞毒素

及透明质酸酶、明胶酶等多种细胞外酶有助于致病

菌在体内侵袭扩散并破坏宿主组织［４，８９］。研究显

示，毒力基因犲狊狆、犵犲犾Ｅ可增强粪肠球菌生物膜形成

能力，阻碍抗菌药物渗透及发挥抗菌效应，毒力基因

犲犳犪Ａ为心内膜炎特异性抗原，其编码产物能促进

细菌与宿主细胞表面蛋白及细胞外基质结合，在感

染性心内膜炎的发病过程中起重要作用［５６］。Ｓｔｒａｔ

ｅｖａ等
［４］对粪肠球菌和屎肠球菌共５１０株菌多个毒

力基因进行检测，结果表明各毒力基因的整体携带

率分别为：犲狊狆（４４．３％），犪犵犵／犪狊犪１（３８．４％），犪犮犲／

犪犮犿 （６４．３％），犲犳犪Ａ（８５．９％），犵犲犾Ｅ（６４．３％），犺狔犾

（２５．１％），犮狔犾Ａ（４７．１％），并发现粪肠球菌比屎肠

球菌更易携带多种毒力因子。本研究从２例血流感

染患者体内分离的２株利奈唑胺中介粪肠球菌毒力

基因检测也显示其可携带多达６个毒力基因。

综上所述，由于近年抗菌药物、糖皮质激素的广

泛使用，静脉置管等侵入性诊疗操作的增加，粪肠球

菌感染尤其是多重耐药菌感染，如耐万古霉素肠球

菌、耐利奈唑胺肠球菌的临床分离不断增加。靶位

突变为利奈唑胺耐药粪肠球菌的主要耐药机制，但
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目前利奈唑胺低水平耐药的粪肠球菌耐药机制尚不

清楚，需要更多的研究予以探讨。粪肠球菌可同时

携带多种毒力因子，其通过增强致病菌的黏附、定

植、侵袭及扩散等作用在疾病的致病过程中发挥重

要作用。
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