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发热患者血液标本中Rothia aeria的分离鉴定与系统发育分析

曹敬荣 1  王培昌 1  沈定霞 2  闵嵘 1  张丽丽 1  王育英 1  王岩 1

【摘要】 目的  总结Rothia aeria血流感染的临床与实验室鉴定特点，为临床诊疗提供帮助。方法  
复习由该菌引起的血流感染病例，综合其形态学特征、生化特性、MALDI Biotyper质谱和16S rRNA
序列相似性和系统发育分析对该菌进行分离培养、鉴定和药敏试验。结果  Rothia aeria血流感染为国

内首例（Genbank登录号为KF691779）报道，经质谱和16SrRNA可准确鉴定Rothia aeria。药敏试验结

果显示其对左氧氟沙星、青霉素、氨苄西林、红霉素、庆大霉素、亚胺培南、哌拉西林和头孢他啶均

敏感。临床根据药敏结果选用氨苄西林舒巴坦足量足疗程治疗，患者好转出院。结论  Rothia aeria引
起感染临床少见，16S rRNA和质谱能准确鉴定Rothia aeria，血培养对病原诊断有重要价值。
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【Abstract】Objective  To investigate the clinical and laboratory features of bloodstream infection 
caused by Rothia aeria, and to supply better diagnosis and therapy. Methods  The clinical diagnosis, 
treatments, outcomes and laboratory data, including blood culture, identification, antimicrobial susceptibility 
testing results were reviewed and analyzed, respectively. The bacterial identification was taken by 16S rRNA 
sequencing and MALDI Biotyper mass spectrometry. Results  Rothia aeria bloodstream infection was the 
first report in China (Genbank login number for KF691779). MALDI Biotyper mass spectrometry and 16S 
rRNA gene sequencing could identify Rothia aeria accurately. The results of antimicrobial susceptibility 
testing by E-test method showed that levofloxacin, penicillin, ampicillin, erythromycin, gentamicin, 
imipenem, piperacillin and ceftazidime were all sensitive. Ampicillin/sulbactam were used with high-dose and 
long-term treatment, the patient was discharged. Conclusions  The clinical infections caused by Rothia aeria 
are rare. 16S rRNA and MALDI Biotyper mass spectrometry could accurately identify Rothia aeria. Blood 
culture is of important value for pathogen detection.

 【Key words】 Blood culture; Rothia aeria; 16S rRNA; Phylogenetic analysis; MALDI biotyper mass 
spectrometry

Rothia aeria是近年来发现的一种罗氏菌属，是一种新发

的机会性病原菌，近年来不断有该菌所致感染的报道[1-8]，本

研究结合一例由该菌引起的血流感染病例，综合其形态学特

征、生化特性、16S rRNA序列相似性和系统发育分析对该菌

进行分离培养、鉴定和药敏，报道如下。

一、病例资料

患者，男性，37岁，因“间断性发热3个月”于2013年
5月28日入院。患者3个月前无明显诱因出现发热，体温最高

达39.8 ℃，于北京某医院诊断为“上呼吸道感染”，给予头

孢类抗菌药物治疗3 d后体温降至正常，之后间断出现体温
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升高，抗炎及退热治疗疗效欠佳。2013年4月15日患者出现

眼部肿胀、牙痛、口唇肿痛、头疼及右手指肿痛，来本院给

予拉氧头孢钠静点抗炎及吲哚美欣栓剂治疗后，患者仍间断

体温升高。入院查体：T：38.5 ℃，双肺呼吸音粗，主动脉

瓣区可闻及收缩期杂音，可触及水冲脉。血常规示WBC：
10.71 × 109/L，中性粒细胞计数：8.51 × 109/L，血红蛋白

（Hb）：125 g/L。C-反应蛋白（CRP）：96.50 mg/L，红细

胞沉降率（ESR）：59 mm/h。心脏彩色多普勒超声检查示

先天性心脏病；心脏MRI示主动脉瓣返流，主动脉瓣形态欠

规则。胸部CT示双侧胸腔少量积液，心包少量积液。入院

后多次查血常规WBC均＞ 10.0 × 109/L，中性粒细胞＞ 8.5 × 
109/L，发热时抽取血培养共5次，结果回报3次需氧血培养

阳性，5次厌氧血培养均阴性。临床根据患者症状、体征及

血培养结果，诊断为“菌血症、感染性心内膜炎？”，给
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予氨苄西林舒巴坦（优立新）1.5 g、6 h/次，治疗14 d后，

患者体温降至正常，复查3次血培养均为阴性，出院。

二、方法

（一）患者细菌培养形态检查与VITEK-2 COMPACT
生化鉴定

血液标本注入需氧及厌氧血培养瓶于BD 9240血培养

仪培养，抽取0.5 ml报警阳性液体，接种于需氧血平板2
块，分别放置于含5%～10% CO2和普通培养箱35 ℃培养

24～72 h，观察细菌菌落特征，革兰染色镜下观察细菌形

态，用VITEK-2 COMPACT细菌自动鉴定仪（生物梅里

埃）鉴定。

（二）抗菌药物连续梯度药敏实验（E-test）
严格按照CLSI中E-test操作指南，药敏条为万古霉素、

青霉素、哌拉西林、氨苄西林、头孢他啶、亚胺培南、

庆大霉素、克林霉素、红霉素和左氧沙星等。质控菌株

ATCC25923。
（三）分子生物学检测

1. DNA的提取：采用天根细菌DNA提取试剂盒提取

DNA。

2. PCR的扩增：根据16S rRNA序列设计引物为27F
和1492R[1]（上海英俊生物工程公司合成），上游序列

（27F）5'-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3'，下游序

列（1492R）5'-GYTACCTTGTTACGACTT-3'，扩增

长度1 450 bp，反应体系25 μl：10 × Buffer 2.5 μl，dNTPs
（2.5 mol/L）2 μl，Primer（10 μmol/L）1 μl，Tag酶0.125 μl
（TaKaRa），双蒸水14.5 μl，DNA模板5 μl。PCR扩增参

数：94 ℃加热3 min，94 ℃、45 s，60 ℃、45 s、72 ℃、

1.2 min，共35个循环，72 ℃延伸7 min。取PCR产物5 μl进
行凝胶电泳（1%琼脂糖凝胶，1 × TAE电泳缓冲液，电压

100 V、40 min），紫外凝胶成像系统分析仪观察，获取目

的条带后，由上海英俊生物工程公司进行序列测定。

（四）序列比对及系统发育分析 
16S rRNA基因序列提交至GenBank进行BLAST比对，

多序列比对采用CLustalw，采用MEGA 5.0软件中邻接法

（Neighbor Joining）构建系统发育树，并用Bootstrap法分

析系统发育树的可靠性（重复数1 000），与GenBank数据

库中相关种属的16S rRNA基因进行同源分析。

三、结果

1. 分离鉴定和生化特征：血培养仪报警阳性后，直接

涂片镜检可见革兰阳性杆菌、分枝状、丝状或放射状，无

芽孢、荚膜，抗酸染色阴性，如图1。转种于2块血平板，分

别放于含5%～10%的CO2孵箱和普通孵箱35 ℃培养，24 h、
48 h、72 h分别观察菌落形态，2块血平板上均有灰白色粗

糙不规则菌落生长，表面有皱褶，不透明、凸起、周围有

光泽，如图3。用VITEK-2 COMPACT NH鉴定卡进行生化

反应检测，结果触酶（+），氧化酶（－），水解明胶，脲

酶（－），蔗糖（+），七叶苷（+），麦芽糖（+），焦

谷氨酸芳胺酶（+），甘露糖（+），葡萄糖（+），棉子

糖（－），木糖（－）、乳糖（－）。

2. E-test药敏结果：按照CLSI 2012葡萄球菌药敏判

断规则，本实验MICs示万古霉素4.0 μg/ml（I）、左氧

氟沙星0.094 μg/ml（S）、青霉素0.002 μg/ml（S）、氨

苄西林0.016 μg/ml（S）、克林霉素2.0 μg/ml（I）、红

霉素0.016 μg/ml（S）、庆大霉素4.0 μg/ml（S）、亚胺

培南0.064 μg/ml（S）、哌拉西林和头孢他啶0.064 μg/ml
（S）。ATCC25923在质控范围。

3. 16S rRNA基因序列分析及系统发育树构建：PCR产
物经测序拼接后获得该菌株的16S rRNA序列（1 421个核

苷酸）与BLAST程序比对，发现该菌与罗氏菌属7种细菌[2]

序列相似度较高（99.0%以上相似），用MEGA 5.0软件中

Neighbor Joining方法构建系统发育树，结果显示与Rothia 
aeria 100%同源（可信度100%），所测序列申请Genbank，
登录号为KF691779，如图3。

讨论  本研究报道一例37岁男性发热患者，伴有先天性

心脏病，考虑上呼吸道感染，使用抗菌药物后感染并未有

效得到控制，患者反复发热，多次血培养报告显示阳性，

细菌菌落和革兰染色镜检形态相同，VITEK-2 COMPACT
鉴定率很低（33%的麦氏放线菌、丙酸杆菌和小棒状杆

菌），故考虑该患者感染菌株为临床少见细菌，本研究采

用质谱鉴定仪（MODI-TOF-MS）和分子学方法对该感染

菌株进行鉴定。由于该菌生长缓慢，表型鉴定及生化特征

无法正确判定细菌具体种属；进一步通过16S rRNA序列

注：弯曲、缠绕、革兰阳性棒状、分枝状、丝状或放射状，

无芽孢、荚膜

图1   革兰染色镜检结果（× 1 000）

注：灰白色粗糙不规则菌落，表面有皱褶，不透明、凸起、

周围有光泽，贴附于培养基上

图2   血平板5% CO2培养72 h结果 
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测定和系统发育分析显示，该菌与Rothia aeria高度同源

（100%），最终将该菌鉴定为Rothia aeria（GenBank登录

号KF691779），该菌引起的血流感染为我国首次报告。

近年来，全球共报道Rothia aeria及所致感染病例报道

7例，2004年首次报道从俄罗斯空间站的水和空气中发现

Rothia aeria[3]，之后分别从心内膜炎、败血症、颈部脓肿和

肺炎等患者的血、痰及活检组织中分离出该菌[4-13]。Rothia 
aeria的培养及染色特点为需氧，首次培养5%～10% CO2环

境可促进其生长，革兰染色阳性，分枝状、丝状、球杆状

细菌，菌落特点为灰白色粗糙不规则菌落，表面有皱褶，

不透明、凸起、周围有光泽，贴附于培养基上，该形态特

征易误鉴定为奴卡菌属、放线菌属等，但奴卡菌属为弱抗

酸阳性，而放线菌属多为专性厌氧菌从而可进行鉴别。

由于CLSI中无Rothia aeria的药敏规则和解释（敏感、中

介和耐药），因此，本研究参照CLSI 2012中葡萄球菌的药敏

规则判断其敏感性。E-test法药敏试验结果提示，该菌除对万

古霉素和克林霉素不敏感外，对大部分所测药物均敏感，与

以往报道结果一致[3-11]。患者住院期间经验性用药选择氨苄西

林舒巴坦（优立新）1.5 g、8 h/次未能控制感染，进一步根据

药敏试验结果加大剂量及用药疗程（优立新1.5 g、6 h/次、2
周）抗感染治疗，最终患者血流感染得到有效控制。

分析常规鉴定手段无法给出该感染菌正确鉴定的原因

是由于商品化的生化鉴定系统数据库有限，能鉴定的微生

物种类受限，而罗氏菌在国内外研究均较少，现有的API试
剂条仅能鉴定龋齿罗氏菌，而VITEK-2 Compact自动化鉴

定系统数据库仅包含黏滑罗氏菌属，因此，造成了本研究

中未能给出正确的鉴定结果。16S rRNA分析法因其能体现

不同菌属之间的差异成为了理想的基因鉴定靶序列，是目

前细菌分类和鉴定的重要手段之一，能够准确、快速鉴定

Rothia aeria，准确率显著优于现有的商品化生化鉴定。

综上，对于临床少见菌的鉴定，应结合传统的鉴定方

法（培养特征、镜检形态学特征）、生化反应（VITEK自

动鉴定仪、API等）及16S rRNA基因序列分析、系统发育

树分析等多种方法进行综合判断，才能获得科学、准确的

鉴定结果。
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图3  16S rRNA基因系统发育树分析
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