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益生性肠球菌安全性评价研究进展与监管

摘要：肠球菌目前作为益生菌的研究热点，被应用于多种微生态制剂，在胃肠道疾病等多种疾病的治疗

和预防过程中发挥着重要作用。但肠球菌在某些条件下可能成为致病菌，在临床报告的数据中，有一部

分院内感染就是由肠球菌引起。鉴于肠球菌的益生性和潜在的致病风险，迫切需要对肠球菌的安全性进

行评价。目前国内外的研究主要从耐药性和毒力因子方面评价肠球菌的安全性，也有部分研究通过动物

试验考察肠球菌的安全性，结果均表明，尚未发现益生性肠球菌的安全问题。
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Abstract:   Enterococcus is currently a research hotspot for probiotics and is used in a variety of microecological 
preparations and plays an important role in the treatment and prevention of various diseases such as gastrointestinal 
diseases. However, enterococcus may convert to pathogenic bacteria under certain conditions. According to some 
reported clinical data, some of nosocomial infections are caused by enterococcus. In view of the probiotic and potential 
pathogenic risk of enterococcus,  it is urgent to evaluate the safety of enterococcus. At present, most domestic and 
foreign researches mainly evaluated the safety of enterococcus in terms of drug resistance and virulence factors. Some 
studies have also investigated the safety of enterococcus through animal experiments. All results showed that no safety 
problem of probiotic enterococcus has been found.
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肠球菌（Enterococcus）属于乳酸菌（LAB），

在环境、食品和临床微生物的组成中占有重要比

例，通常是人体和动物肠道菌群中的一类共生

菌[1-3]。

多年来，肠球菌的益生作用不断被发现，其

广谱抑菌效果广泛应用于食品发酵和疾病治疗领

域[4]，如含有肠球菌的发酵剂在欧洲常被用于奶酪

生产[5]。肠球菌在治疗肠道疾病方面也发挥重要作

用，如在溃疡性结肠炎、坏死性肠炎等胃肠道疾

病上有较好的治疗前景和明显干预作用[6-8]，在诱

导肠道癌细胞的细胞凋亡等程序上也表现出积极

效应[9]。在我国，多种含有肠球菌的微生态制品已
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应用于治疗腹泻和肠道炎症等疾病[10-12]，并取得了

良好的效果。

肠球菌并不像其他乳酸菌那样“通常被认为

是安全的产品”，在某些特定条件下（如免疫功

能缺陷等）可能成为致病菌。美国医院感染监测

系统（NNIS）数据显示，20世纪90年代医院内感

染中，肠球菌约占10.7%[13]。近年来，随着免疫

抑制剂的广泛使用及抗生素的滥用，肠球菌临床

感染数量逐渐增加，国内外屡有肠球菌感染的报

告[3,14-15]。目前，美国约有20%～30%的院内感染

由肠球菌引起[16]。

鉴于肠球菌的巨大应用价值和潜在致病风

险，迫切需要对肠球菌的安全性进行有效评估，以

明确区分肠球菌的益生性和致病性。国内外对肠球

菌的质量控制主要集中在有效性方面，尚无完善的

肠球菌安全性评价标准。本文从毒力因子、耐药性

和动物体内试验等方面对肠球菌的安全性评价方法

及肠球菌安全性的影响因素进行综述。

1   肠球菌毒力因子
肠球菌的安全性研究，首先应关注其含有致

病基因的可能性以及有毒代谢产物的产生。在关

于肠球菌的毒力分析研究中，大多涉及15个毒力因

子，其作用各不相同，如表1所示[17-18]。

表 1   肠球菌毒力相关基因及其作用

类别 基因 编码因子 作用

黏附素 agg 聚合物 粘附和定殖抵抗宿主防御

efaA 粪肠球菌抗原 A 定殖

esp 肠球菌表面蛋白 粘附和定殖

ace 粪肠球菌胶原黏附素 细胞外基质附着

蛋白酶 gelE 明胶酶 组织损伤

sprE 丝氨酸蛋白酶 组织损伤

分泌因子 cylA-M 细胞溶素 / 溶血素 组织损伤

gls24 葡萄糖饥饿诱导蛋白 宿主体内存活

胞外多糖 cpsA-K 荚膜多糖 抵抗宿主防御

epa 荚膜多糖 未确定

转录调控子 cylR1-R2 2 组份肽系统 调控 cylA-M 

fsrA-C agr 样调控系统 调控 gelE 和 sprE 

etaRS OmpR 样 2 组份系统 未确定

hypR 过氧化氢调控子 抵抗宿主防御

perR 过氧化物调控子 未确定

这些毒力因子不仅可以协助肠球菌黏附并破

坏细胞，而且可能导致肠球菌对宿主体内特异性免

疫和非特异性免疫产生抵抗作用，从而使肠球菌由

共生菌转变成致病菌。检测肠球菌是否具有以上毒

力因子或者存在多少种毒力因子是评价肠球菌安全

性的重要内容。

1.1   肠球菌的有毒代谢产物

细菌的毒性代谢产物包括菌株产生的细胞溶
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素、肠毒素、卵磷脂酶和有机酸等。这些代谢产物

会使红细胞溶解、正常人体细胞或其他组织损伤，

从而产生致病作用。

细胞溶素，又称β溶血素（β-hemolysin），

是肠球菌具有毒性的一个重要原因。细菌分泌的细

胞溶素属于穿孔毒素，通过跨细胞膜发挥细胞溶解

的作用。Tan等[19]以含5%羊血的BHI平板培养屎肠

球菌YF5，研究其溶细胞素的产生情况。Cebrian[20]

以哥伦比亚血琼脂平板研究溶血素活性，结果均未

见明显溶血性。Holzapfel等[21]将屎肠球菌SF68株作

为肠球菌安全评价模型，考察其溶血活性，结果表

明其不产生β溶血。迄今为止，尚未有研究证据表

明益生性肠球菌具有溶血能力。

肠毒素是一种具有超抗原活性的细菌毒素，

常引起食物中毒和胃肠炎等肠道疾病[22]。虽然目

前尚无肠球菌能产生肠毒素的报道，但有研究将

肠毒素作为评价益生菌的安全性指标，如Arturo 

Anadón等[23]研究欧盟有关动物营养品中的益生菌

安全评价时，指出毒素的产生情况及其对机体的影

响与益生菌的安全性密切相关。

1.2   肠球菌的粘附能力评价

粘附对肠球菌发挥益生作用十分重要，是肠球

菌在宿主体内定植和发挥抑菌作用的重要基础[24]。

同时，对宿主组织的粘附也是细菌发挥移位和感染

的前提。因而也有研究者将对肠球菌粘附作用的考

察作为评价肠球菌安全性的一个重要指标。

聚合物是由性信息素质粒编码形成、具有粘

附作用的细菌表面蛋白。该蛋白的一级结构中包含

两个RGD序列，可以与真核细胞表面的受体整合素

结合，从而使肠球菌与真核细胞之间发生粘附[25]。

国内外研究人员在研究肠球菌安全性时，都对聚

合物进行了检测。如Bhardwaj等[26]通过体内和体外

不同条件研究评价了肠球菌KH24株的安全性，他

们将肠球菌培养于Todd-Hewitt培养基（对照组不

加性激素），镜下观察不同时间段细胞聚集的情

况，结果未见明显的细胞凝集。Favaro等[27]在MRS

培养基中通过比较屎肠球菌（E.faecium）培养1h

前后吸光度值的变化情况来研究其聚合作用。Ben 

Braïek Olfa等[28]在研究肠球菌的益生作用和安全性

问题时，分析了其自聚合能力和共聚合能力，一方

面评估其对食源性致病菌的凝集和抑制作用，另一

方面也用来评估其对肠道黏膜的粘附和定植能力。

肠球菌表面蛋白是菌株发挥粘附作用的另

一种高分子量表面蛋白，由esp基因编码形成。

Heikens等[29]研究发现肠球菌表面蛋白量在细菌感

染致病过程中会升高，但他们认为该蛋白会参与粘

连宿主细胞和生物膜的形成，并非直接介导细菌发

挥致病作用。而Elhadidy等[30]则认为引起奶牛乳腺

炎的肠球菌生物膜形成与esp基因之间没有必然联

系。虽然目前尚无直接证据证明肠球菌表面蛋白与

其致病性的关联性，但普遍认为，肠球菌表面蛋白

作为一种毒力因子，将参与菌株感染致病过程。

此外，也有研究通过细胞实验考察肠球菌的

粘附能力。Cebrian等[20]对UGRA10株肠球菌进行了

细胞粘附作用研究，他们将活化菌株侵袭Caco-2肠

上皮细胞，半小时后胰酶消化下来并在TSA平板培

养，观察其附着能力。结果显示，与双歧杆菌相

比，肠球菌表现出较强的粘附力。Tan等[19]研究表

明YF5株屎肠球菌对HT-29细胞有一定粘附能力。

Martina Kern等[31]研究屎肠球菌NCIMB 10415株体外

益生作用时发现，其可以抑制产肠毒素大肠杆菌

（ETEC）侵袭猪空肠上皮细胞（IPEC-J2）。尽管

很多研究者都将肠球菌粘附能力作为菌株安全性评

价指标之一，但到目前为止并没有足够数据表明菌

株对宿主组织的粘附能力与其致病性或益生性有直

接关系，有关肠球菌发挥粘附作用的机制还需要进

一步探索。

1.3   酶活性

肠球菌可以合成一些具有酶促活性的蛋白

酶，其中有些酶可以分解合成一些菌株生长必需的

营养成分，而另一些酶却在菌株定植、破坏机体免

疫力和损伤胃肠道黏膜细胞等过程中发挥作用。

明胶酶是肠球菌合成的一种分泌蛋白酶，由毒

力因子gelE编码。明胶酶被认为是通过参与生物膜

形成而发挥毒性作用，同时，它也可以降解宿主体

内的一些重要物质，如组织中的明胶、胶原蛋白、

纤维蛋白等，从而影响或破坏机体的免疫系统[32]，

因而明胶酶是肠球菌安全性评价的考虑因素。Ben 

Braïek Olfa等[28]通过明胶培养基分析肠球菌的明胶

酶活性；Stefano Morandi等[33]对肠球菌的评价中也

考察了明胶酶活性。

此外，肠球菌还可以通过合成分泌一些蛋白

水解酶、氨基酸脱羧酶（生产生物胺类物质）、

硝基还原酶（还原硝酸盐为亚硝酸盐）、DNA酶、
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β-葡糖醛酸糖苷酶等对人体组织产生不同程度

的影响。Cebrian等[20]采用牛奶琼脂板和BHA 平

板研究了肠球菌蛋白水解酶、淀粉酶等的活性，

Martino等[34]通过检测肠球菌生物胺的产生情况来

考察其氨基脱羧酶活性，Bhardwaj等[26]在评价肠

球菌安全性时也研究了其氨基酸脱羧酶活性，

Holzapfel等[21]在评价肠球菌SF68时还分析了其透明

质酸酶活性。

1.4   其他可能的致病因素

除了上述毒力因子外，某些研究人员在评价

肠球菌安全性中还采用其他一些评价指标，如菌株

的细胞表面疏水作用、胆盐水解酶活性、胆固醇清

除能力、对凝血细胞的凝集作用、对纤维蛋白和纤

连蛋白的粘附作用等[20,26-27]。这些指标可以在一定

程度上反映肠球菌在肠道内的活动、代谢情况及其

发挥毒力作用的过程。

2   抗生素耐药性
肠球菌耐药性主要来自两个原因：一是肠球

菌自身具有编码耐药性的基因，这个基因可能位于

染色体上，也可能位于质粒上，称为固有耐药或天

然耐药；另一个原因是通过基因水平转移获得抗生

素抗性基因而产生的耐药，称为获得性耐药[35]。对

于肠球菌抗生素耐药性的测定，是对现有的和潜在

的肠球菌菌株体外安全性评估的一个重要内容。在

临床上，肠球菌对某种抗生素具有耐药性通常与医

院内感染有关[36-38]。近年来，肠球菌不断出现耐药

性的现象，特别是对万古霉素的耐药性为临床治疗

带来很大困难[3,37,39-40]。长期摄入具有耐药性的肠球

菌会对人的身体产生严重危害。欧洲食品安全局要

求，对申请QPS认证的微生物制剂必须通过试验明

确细菌的抗生素耐药性，并确定是否含有抗生素耐

药性基因[41]。Martino等[34]很多研究人员在评价肠球

菌安全性时都测定抗生素的最小抑菌浓度，以此分

析肠球菌耐药性。Bhardwaj等[26]在进行肠球菌KH24

株安全性时，不仅通过纸片扩散法考察了菌株对常

见抗生素的耐受性，同时分析了其是否含有万古霉

素耐药基因vanA和vanB。

肠球菌安全性的评价，不仅包括耐药谱的

分析，还需要对其耐药性的转移情况进行分析。

Cattoir等[42]分析临床分离的粪肠球菌耐药性时，就

指出肠球菌不只对头孢菌素类和氨基糖苷类等抗生

素具有天然耐药性，而且，由于其本身的基因可

塑性，还会获得其他多种抗生素耐药性。Holzapfel

等[21]在考察屎肠球菌SF68株的安全性时，除研究其

耐药性以外，还对菌株的耐药性转移水平进行了分

析，结果发现SF68株只对卡那霉素等少数抗生素耐

药，且耐药性的转移风险微乎其微。

3   体内评价
除体外评价之外，急性毒性试验也常被用来

评价肠球菌的安全性。Tan等[19]以1012CFU·mL-1细

菌悬液灌胃Balb/C小鼠，观察小鼠的活动和健康状

态，结果未见小鼠致病性。Holzapfel等[21]研究屎肠

球菌SF68株的安全性时，不仅考察了细菌在小鼠

和大鼠体内的急性毒性试验，同时对肠球菌在兔体

内亚急性毒性和狗体内的慢性毒性进行了考察，均

无阳性结果。

动物模型评价也是肠球菌安全性评价的重要

方法。然而，由于还未在益生性肠球菌中检测到明

确的毒性因子和致病性，因而用于益生性肠球菌安

全性评价的有效动物模型尚未建立。目前，针对肠

球菌安全性评价的模型都是在不同疾病相关的动物

模型中进行的，如结肠炎、免疫缺陷和心内膜炎动

物模型，都是目前应用较多的动物模型[43-45]。

4   结语
肠球菌作为肠道正常菌群，在调理肠胃健康

方面发挥着明显的益生作用，多种肠球菌菌株也已

经被广泛应用于各种药物和发酵食品中。但近年来

随着院内感染中肠球菌不断被发现，其潜在安全性

受到了很大争议。研究人员在有关肠球菌的评价中

对其应用价值和致病风险都给出了不同的证据，但

目前在各种药品和食品中添加的益生性肠球菌评价

研究中，尚未发现安全性问题。

安全性是益生菌的最基本要求。在肠球菌商业

化之前，必须对菌株的安全性进行充分研究。各国研

究者在肠球菌安全性问题上作出了很多有益研究和

探索。但是，目前有关肠球菌的安全评价指标尚不

统一，安全范围也尚无标准。建立快速有效的评价

肠球菌安全的方法和标准是目前亟待解决的问题。
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