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　 　 ［摘要］ 　 目的　 探讨尿液分离利奈唑胺（ＬＺＤ）不敏感粪肠球菌耐药机制及毒力基因携带情况。 　 方法　 收集临床中段

尿分离粪肠球菌 ７２ 株，其中利奈唑胺不敏感和敏感菌株分别为 ２３ 株和 ４９ 株。 采用微量肉汤稀释法检测菌株对常规药物最

低抑菌浓度（ＭＩＣ）；采用 Ｅ⁃ｔｅｓｔ 复核利奈唑胺 ＭＩＣ。 采用 ＰＣＲ 法结合 Ｓａｎｇｅｒ 测序技术检测 ２３ 株利奈唑胺不敏感粪肠球菌

ｏｐｔｒＡ 基因、ｃｆｒ 基因及 ２３Ｓ ｒＲＮＡ Ｖ 区。 采用 ＰＣＲ 法检测肠球菌 ６ 种毒力基因 ｃｙｌＡ、ｅｓｐ、ａｓａ１、ｈｙｌ、ｇｅｌＥ 和 ａｇｇ；统计分析 ＬＺＤ 不

敏感和敏感菌株毒力基因携带情况及差异。 　 结果　 ２３ 株利奈唑胺不敏感粪肠球菌对利奈唑胺 ＭＩＣ 分布 ４～ ２５６ μｇ ／ ｍＬ；其
中 １３ 株检出 ｏｐｔｒＡ 基因，其余 １０ 株未检出；２３ 株菌未检出 ２３Ｓ ｒＲＮＡ Ｖ 区突变及 ｃｆｒ 基因。 ２３ 株 ＬＺＤ 不敏感粪肠球菌中 ２１ 株

检出毒力基因，以 ａｓａ１ 基因检出率最高（１７ ／ ２３，７３􀆰 ９１％），其次为 ｅｓｐ（１６ ／ ２３，６９􀆰 ５７％）、ｃｙｌＡ（１３ ／ ２３，５６􀆰 ５２％）、ｇｅｌＥ（１０ ／ ２３，
４３􀆰 ４８％）和 ａｇｇ（４ ／ ２３，１７􀆰 ３９％），未检出 ｈｙｌ 基因；４９ 株尿液分离 ＬＺＤ 敏感粪肠球菌中 ４８ 株检出毒力基因，以 ａｓａ１ 基因检出

率最高（４２ ／ ４９，８５􀆰 ７１％），其次为 ｃｙｌＡ（３９ ／ ４９，７９􀆰 ５９％）、ｅｓｐ（３８ ／ ４９，７７􀆰 ５５％）、ｇｅｌＥ（３５ ／ ４９，７１􀆰 ４３％）和 ａｇｇ（１０ ／ ４９，２０􀆰 ４１％），
未检出 ｈｙｌ 基因。 利奈唑胺敏感菌株中 ｃｙｌＡ 和 ｇｅｌＥ 基因检出率均高于不敏感菌株，差异有统计学意义（ χ２ ＝ ４􀆰 １５，５􀆰 ２２，Ｐ＜
０􀆰 ０５），其余基因检出率在 ２ 组间差异无统计学意义（Ｐ＞０􀆰 ０５）。 　 结论　 尿液分离利奈唑胺不敏感粪肠球菌中主要由 ｏｐｔｒＡ
介导耐药；利奈唑胺不敏感粪肠球菌菌株 ｃｙｌＡ、ｇｅｌＥ 基因携带率低于敏感菌株。
　 　 ［关键词］ 　 粪肠球菌；利奈唑胺；耐药机制；毒力基因
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０　 引　 　 言

近年来，作为肠道正常菌群的肠球菌属已成为

院内感染重要病原菌，可造成患者尿路感染、血流

感染等［１］。 其中粪肠球菌和屎肠球菌所造成的感

染比例占肠球菌属 ９０％［２］。 流调数据显示，肠球菌

在尿路中的分离率占第一位［３］。 由肠球菌造成的

感染难治性与菌株天然耐药或获得性耐药，特别是

万古霉素耐药、利奈唑胺耐药肠球菌的不断检

出［３⁃４］，给临床抗感染诊疗带来挑战。 利奈唑胺

（ｌｉｎｅｚｏｌｉｄ，ＬＺＤ）作为噁唑烷酮类抗生素，２００１ 年上

市并用于万古霉素耐药肠球菌（ｖａｎｃｏｍｙｃｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ
ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｉ，ＶＲＥ）等多种革兰阳性菌的感染治疗。
然而，近年来，利奈唑胺耐药粪肠球菌的临床检出

呈逐年上升趋势［４］。 研究发现，肠球菌所携带的多

种毒力基因（ ｅｓｐ、ｇｅｌＥ、ａｓａ１、ｃｙｌＡ 等）决定了菌株的

致病性，同时对于生物膜形成也至关重要［５］。 更为

严重的是，携带多种毒力基因且对多种抗菌药物耐

药菌株的出现［６］，增加临床治疗的难度。 为了探明

临床尿路感染中分离利奈唑胺不敏感粪肠球菌具

体耐药机制及毒力基因的携带情况，本研究对临床

尿路感染分离粪肠球菌携带毒力基因情况及与利

奈唑胺耐药间的关系进行探讨，为临床治疗提供数

据依据。

１　 资料与方法

１􀆰 １　 菌株来源 　 收集南京鼓楼医院 ２０１４⁃２０１９ 年

临床中段尿样本中分离培养获得非重复粪肠球菌

株 ７２ 株，使用 Ｖｉｔｅｋ ２ Ｃｏｍｐａｃｔ 全自动微生物分析仪

鉴定到菌种。 依据菌株对利奈唑胺最低抑菌浓度

（ｍｉｎｉｍｕｍ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＭＩＣ）分为利奈唑

胺不敏感菌株（ＭＩＣ≥４ μｇ ／ ｍＬ）和敏感菌株（ＭＩＣ≤
２ μｇ ／ ｍＬ），分别为 ２３ 株和 ４９ 株。 粪肠球菌 ＡＴＣＣ

２９２１２ 质控菌株、 ｃｆｒ 基因阳性对照头状葡萄球菌

ＳＡ１０１０６ 及 ｏｐｔｒＡ 阳性菌株为南京鼓楼医院微生物

室保存菌株［４］。
１􀆰 ２　 主要仪器和试剂 　 Ｖｉｔｅｋ ２ Ｃｏｍｐａｃｔ 全自动鉴

定药敏分析系统及配套 ＧＰ 鉴定卡、ＧＰ６７ 药敏卡

（法国梅里埃公司）；利奈唑胺 Ｅ⁃ｔｅｓｔ（安图公司）；２×
Ｔａｑ Ｍｉｘ（ＤＢＩ 公司）；ＰＣＲ 扩增仪（ＡＢＩ 公司）；蛋白

酶 Ｋ（Ｍｅｒｃｋ 公司）；琼脂糖干粉 （法国 Ｂｉｏｗｅｓｔ 公

司）；１００ ｂｐ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ（大连 Ｔａｋａｒａ 公司）；Ｇｅｌｒａｄ
染色液（美国 ＢＩＯＴＩＵＭ 公司）；电泳仪及 ＧｅｌＤｏｃ ＸＲ
型凝胶成像分析系统（美国 Ｂｉｏ⁃Ｒｏｄ 公司）；ＰＣＲ 引

物合成及扩增产物测序由生工生物工程（上海）股

份有限公司完成。
１􀆰 ３　 药敏试验　 采用 Ｖｉｔｅｋ ２ Ｃｏｍｐａｃｔ 全自动鉴定

药敏分析系统及配套 ＧＰ６７ 药敏卡进行药物敏感性

检测；对检出利奈唑胺不敏感菌株采用 Ｅ⁃ｔｅｓｔ 进行

复核，结果判读依据 ＣＬＳＩ ２０１９ 标准［７］进行。
１􀆰 ４　 耐药基因扩增及测序　 采用加热煮沸法提取

细菌 ＤＮＡ［８］，挑取纯培养菌落于内含 ２００ ｎｇ ／ ｍＬ 蛋

白酶 Ｋ 溶液的 １􀆰 ５ ｍＬ 离心管内，５６ ℃水浴 ２ ｈ，后
置 ９５ ℃水浴 １０ ｍｉｎ，１３ ０００×ｇ 离心 ３０ ｓ，上清液即

为基因检测模板。 参照文献［８］合成介导利奈唑胺

耐药决定基因 ｃｆｒ、ｏｐｔｒＡ 和 ２３Ｓ ｒＲＮＡ Ｖ 区扩增引物

并进行 ＰＣＲ 扩增分析。 引物序列见表 １。 采用 ２５
μＬ 体系：２×Ｔａｑ Ｍｉｘ １２􀆰 ５ μＬ，ＤＮＡ 模板 ２ μＬ，上、下
游引物（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）各 １ μＬ，ｄｄＨ２Ｏ ８􀆰 ５ μＬ。 ＰＣＲ
反应条件：９４ °Ｃ ５ ｍｉｎ；９４ °Ｃ ３０ ｓ，５５ °Ｃ ３０ ｓ，７２ °Ｃ
３０ ｓ，共 ３０ 个循环；７２ °Ｃ ７ ｍｉｎ。 阳性扩增产物由上

海生工生物公司进行 Ｓａｎｇｅｒ 测序分析，并经 ＢＬＡＳＴ
比对分析。
１􀆰 ５　 毒力基因 ＰＣＲ 扩增　 参照文献［９⁃１０］合成肠

球菌毒力基因 ｃｙｌＡ、ｅｓｐ、ａｓａｌ、ｈｙｌ、ｇｅｌＥ 和 ａｇｇ 扩增引

物并进行 ＰＣＲ 扩增检测。 引物序列见表 １。 其中

·４２· 东南国防医药 ２０２２ 年 １ 月第 ２４ 卷第 １ 期　 Ｍｉｌｉｔａｒｙ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｓｏｕｔｈｅａｓｔ Ｃｈｉｎａ，Ｖｏｌ􀆰 ２４，Ｎｏ􀆰 １，Ｊａｎｕａｒｙ，２０２２



ｃｙｌＡ、ｅｓｐ、ａｓａ１、ｈｙｌ 和 ｇｅｌＥ 基因为 ５０ μＬ 多重检测体

系：２ × Ｔａｑ Ｍｉｘ ２５ μＬ，ＤＮＡ 模板 ２ μＬ， ｃｙｌＡ、 ｅｓｐ、
ａｓａ１、ｈｙｌ 和 ｇｅｌＥ 的上、下游引物（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）各 １
μＬ，ｄｄＨ２ Ｏ １３ μＬ。 ＰＣＲ 反应条件：９４ ℃ ５ ｍｉｎ；
９４ ℃ １ ｍｉｎ，５６ ℃ １ ｍｉｎ，７２ ℃ １ ｍｉｎ，３０ 个循环；
７２ ℃ ７ ｍｉｎ。 ａｇｇ 为 ２５ μＬ 反应体系：２ ×Ｔａｑ Ｍｉｘ
１２􀆰 ５ μＬ，ＤＮＡ 模板 ２ μＬ，上、下游引物（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）
各 １ μＬ，ｄｄＨ２ Ｏ ８􀆰 ５ μＬ。 ＰＣＲ 反应条件：９４ ℃ ５
ｍｉｎ；９４ ℃ ３０ ｓ，５６ ℃ ３０ ｓ，７２ ℃ １ ｍｉｎ，３０ 个循环；
７２ ℃ ７ ｍｉｎ。 ＰＣＲ 产物经 １５ ｇ ／ Ｌ 琼脂糖凝胶电泳，
Ｇｅｌｒａｄ 染色后观察结果。
１􀆰 ６　 统计学分析　 采用 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 进行数据分析，
率的比较采用卡方检验或 Ｆｉｓｈｅｒ 确切概率法，以
Ｐ≤０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。

表 １　 耐药基因扩增及测序所用引物序列

基因名称
引物序列
（５′→３′）

产物
大小（ｂｐ）

ｃｆｒ Ｆ：
Ｒ：

ＴＧＡＡＧＴＡＴＡＡＡＧＣＡＧＧＴＴＧＧＧＡＧＴＣＡ
ＡＣＣＡＴＡＴＡＡＴＴＧＡＣＣＡＣＡＡＧＣＡＧＣ ７４６

ｏｐｔｒＡ Ｆ：
Ｒ：

ＡＧＧＴＧＧＴＣＡＧＣＧＡＡＣＴＡＡ
ＡＴＣＡＡＣＴＧＴＴＣＣＣＡＴＴＣＡ １３９５

２３Ｓ ｒＲＮＡ Ｖ Ｆ：
Ｒ：

ＧＣＧＧＴＣＧＣＣＴＣＣＴＡＡＡＡＧ
ＡＴＣＣＣＧＧＴＣＣＴＣＴＣＧＴＡＣＴＡ ３９０

ｃｙｌＡ Ｆ： ＡＣＴＣＧＧＧＧＡＴＴＧＡＴＡＧＧＣ ６８８
Ｒ： ＧＣＴＧＣＴＡＡＡＧＣＴＧＣＧＣＴＴ

ｅｓｐ Ｆ： ＡＡＴＴＧＡＴＴＣＴＴＴＡＧＣＡＴＣＴＧＧ ５１０
Ｒ： ＡＧＡＴＴＣＡＴＣＴＴＴＧＡＴＴＣＴＴＧＧ

ａｓａ１ Ｆ： ＧＣＡＣＧＣＴＡＴＴＡＣＧＡＡＣＴＡＴＧＡ ３７５
Ｒ： ＴＡＡＧＡＡＡＧＡＡＣＡＴＣＡＣＣＡＣＧＡ

ｈｙｌ Ｆ： ＧＡＣＴＧＡＣＧＲＣＣＡＡＧＲＲＲＣＣＡＡ ２７６
Ｒ： ＡＣＡＧＡＡＧＡＧＣＴＧＣＡＧＧＡＡＡＴＧ

ｇｅｌＥ Ｆ： ＴＡＴＧＡＣＡＡＴＧＣＴＴＴＴＴＧＧＧＡＴ ２１３
Ｒ： ＡＧＡＴＧＣＡＣＣＣＧＡＡＡＴＡＡＴＡＴＡ

ａｇｇ Ｆ： ＣＣＡＧＴＡＡＴＣＡＧＴＣＣＡＧＡＡＡＣＡＡＣＣ ４０６
Ｒ： ＴＡＧＣＴＴＴＴＴＴＣＡＴＴＣＴＴＧＴＧＴＴＴＧＴＴ

　

２　 结　 　 果

２􀆰 １　 药敏结果　 ２３ 株利奈唑胺不敏感粪肠球菌对

利奈唑胺的 ＭＩＣ 分布为 ４ ～ ２５６ μｇ ／ ｍＬ，其中 ＭＩＣ ４
μｇ ／ ｍＬ 为 ２ 株，ＭＩＣ ６ μｇ ／ ｍＬ 为 ２ 株，ＭＩＣ ８ μｇ ／ ｍＬ
为 １ 株，ＭＩＣ １２ μｇ ／ ｍＬ 为 ５ 株，ＭＩＣ １６ μｇ ／ ｍＬ 为 ３
株，ＭＩＣ ２４ μｇ ／ ｍＬ 为 ３ 株，ＭＩＣ ３２ μｇ ／ ｍＬ 为 ４ 株，
ＭＩＣ ４８ μｇ ／ ｍＬ 为 １ 株，ＭＩＣ ２５６ μｇ ／ ｍＬ 为 ２ 株。 所

有菌株对万古霉素均敏感。
２􀆰 ２　 耐药基因结果　 ２３ 株利奈唑胺不敏感粪肠球菌

中 １３ 株检出 ｏｐｔｒＡ 基因，其余１０ 株未检出该基因；所有

菌株未检出 ｃｆｒ 基因及检出 ２３Ｓ ｒＲＮＡ Ｖ 区突变。
２􀆰 ３ 　 毒力基因结果 　 ７２ 株粪肠球菌检出 ａｓａ１
（８１􀆰 ９％，５９ ／ ７２）、 ｅｓｐ （ ７５％，５４ ／ ７２）、 ｃｙｌＡ （ ７２􀆰 ２％，
５２ ／ ７２）、ｇｅｌＥ（６２􀆰 ５％，４５ ／ ７２）和 ａｇｇ（１９􀆰 ４％，１４ ／ ７２）
基因，未检出 ｈｙｌ 基因。 ２３ 株 ＬＺＤ 不敏感菌株以

ａｓａ１（７３􀆰 ９％，１７ ／ ２３）基因检出率最高，其次为 ｅｓｐ、
ｃｙｌＡ、 ｇｅｌＥ 和 ａｇｇ； ４９ 株 ＬＺＤ 敏 感 菌 株 中 ａｓａ１
（８５􀆰 ７％，４２ ／ ４９）基因检出率最高，其次为 ｃｙｌＡ、ｅｓｐ、
ｇｅｌＥ 和 ａｇｇ。 ＬＺＤ 敏感菌株中 ｃｙｌＡ 和 ｇｅｌＥ 基因检出

率高于 ＬＺＤ 不敏感菌株，差异有统计学意义（Ｐ＜
０􀆰 ０５）。 见表 ２。

表 ２　 尿路分离粪肠球菌毒力基因携带情况 ［阳性株

数（％）］

毒力基因
ＬＺＤ 不敏感
粪肠球菌
（ｎ＝ ２３）

ＬＺＤ 敏感
粪肠球菌
（ｎ＝ ４９）

χ２值 Ｐ 值

ｃｙｌＡ １３（５６􀆰 ５） ３９（７９􀆰 ６） ４􀆰 １５ ＜０􀆰 ０５
ｅｓｐ １６（６９􀆰 ６） ３８（７７􀆰 ６） ０􀆰 ５３ ＞０􀆰 ０５
ａｓａ１ １７（７３􀆰 ９） ４２（８５􀆰 ７） １􀆰 ４７ ＞０􀆰 ０５
ｈｙｌ ０ ０ － －
ｇｅｌＥ １０（４３􀆰 ５） ３５（７１􀆰 ４） ５􀆰 ２２ ＜０􀆰 ０５
ａｇｇ ４（１７􀆰 ４） １０（２０􀆰 ４） ０􀆰 ０９ ＞０􀆰 ０５

３　 讨　 　 论

革兰阳性球菌耐利奈唑胺主要由 ２３Ｓ ｒＲＮＡ 等

位基因 Ｖ 区核苷酸突变，核糖体 Ｌ３ 和（或）Ｌ４ 的突

变，以及菌株携带氯霉素⁃氟甲砜霉素耐药基因

（ｃｈｌｏｒａｍｐｈｅｎｉｃｏｌ⁃ｆｌｏｒｆｅｎｉｃｏｌ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，ｃｆｒ） ［８， １１⁃１２］，从
而导致利奈唑胺药物无法结合作用靶位而造成菌

株耐药。 而在肠球菌中的耐药决定基因研究中发

现，ｏｐｔｒＡ 决定基因［４］以及由新型 ｐｏｘｔＡ 基因［１３］ 介导

的耐药检出越来越多，从而揭示革兰阳性菌对利奈

唑胺耐药机制的多元化。 本课题组前期研究发现，
获得 ｃｆｒ 基因或 ２３Ｓ ｒＲＮＡ Ｇ２５７６Ｔ 突变是导致凝固

酶阴性葡萄球菌对利奈唑胺耐药的主要机制［１１］，并
存在江苏地区内的克隆传播［８］。 而在肠球菌属尤

其是粪肠球菌耐药监测中发现，利奈唑胺耐药率呈

逐年上升趋势，ｏｐｔｒＡ 是主要决定基因［４］。 本次调查

尿路分离利奈唑胺不敏感粪肠球菌中发现，２３ 株不

敏感菌株中 １９ 株 ＭＩＣ 大于等于 ８ μｇ ／ ｍＬ，其中 １３
株检出 ｏｐｔｒＡ 基因。 由此可见，造成尿路感染利奈唑

胺耐药粪肠球菌主要由 ｏｐｔｒＡ 基因介导耐药。 当然，
可能存在其他未知机制共同介导。
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肠球菌感染及其致病性与其携带毒力因子有关。
目前认为肠球菌黏附和致宿主细胞损伤相关的毒力

基因主要有：ｅｓｐ 基因编码肠球菌表面蛋白，对于细菌

黏附、定植、侵袭免疫系统及生物膜形成均发挥重要

作用［１４］；ａｓａ１ 基因编码一种肠球菌表面结合蛋白，介
导细菌的聚集和质粒的传递，增加在宿主细胞的附着

能力；ｈｙｌ 基因编码透明质酸酶，协助细菌在组织内扩

散；ｇｅｌＥ 基因编码明胶酶，溶解宿主细胞的胶原蛋

白或组织蛋白，使宿主细胞丧失完整性，有利于肠

球菌及其致病物质向组织周围扩散［１５］；ｃｙｌＡ 基因编

码细胞溶血素，可溶解细胞，发挥毒性作用并加重

肠球菌感染的严重程度［１６］，同时与尿路感染粪肠球

菌的生物膜形成有关［１７］；ａｇｇ 基因编码胶原黏附蛋

白等。 本研究对造成尿路感染粪肠球菌携带毒力

基因 调 查 分 析 发 现， 主 要 携 带 ａｓａ１ （ ８１􀆰 ９％，
５９ ／ ７２）、 ｅｓｐ （ ７５％， ５４ ／ ７２）、 ｃｙｌＡ （ ７２􀆰 ２％， ５２ ／ ７２）、
ｇｅｌＥ（６２􀆰 ５％，４５ ／ ７２）和 ａｇｇ（１９􀆰 ４％，１４ ／ ７２）基因。
所携带毒力基因的功能发挥可能与尿路感染过程

中细菌生物膜形成及侵袭性感染有关［１４⁃１８］。 而对

ＬＺＤ 不敏感和敏感菌株的毒力基因分析发现，ＬＺＤ
敏感菌株中 ｃｙｌＡ 和 ｇｅｌＥ 基因检出率高于 ＬＺＤ 不敏

感菌株，差异有统计学意义（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 提示，敏感

菌株较不敏感菌株所携带的毒力基因更多，其致病

性更强；而菌株在获得利奈唑胺耐药的同时，可能

丢失部分的毒力基因和致病性减弱。 具体的机制

有待增补菌株数量及深入研究。
综上，造成尿路感染粪肠球菌对利奈唑胺不敏

感主要由 ｏｐｔｒＡ 基因介导；尿路分离利奈唑胺不敏感

粪肠球菌在 ｃｙｌＡ 和 ｇｅｌＥ 基因携带率上低于敏感菌

株，具体机制仍需进一步研究。 本研究数据对于更

好地研究利奈唑胺耐药粪肠球菌在尿路中致病机

制奠定理论依据。
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