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摘要：目的　测序一株万古霉素耐药屎肠球菌，对其质粒上携带的ｖａｎＭ基因簇
和营养利用优势基因进行分析。方法　用微量肉汤稀释法对菌株１５Ｐ３７１和其
接合子Ｊ１５Ｐ３７１进行药敏试验，用Ｎａｎｏｐｏｒｅ法对２株菌进行全基因组测序，分析
耐药质粒序列，用细菌生长试验法验证肠道营养利用优势。结果　菌株１５Ｐ３７１
为万古霉素耐药菌株，携带６个 ｖａｎＭ基因簇拷贝，其接合子 Ｊ１５Ｐ３７１能耐受更
高浓度的万古霉素，但只携带 ３个 ｖａｎＭ基因簇拷贝。耐药质粒上存在肠道
Ｎ－乙酰半乳糖胺利用优势基因。结论　 ｖａｎＭ型万古霉素耐药菌株中，耐药基
因拷贝数在接合转移过程中可变。携带 Ｎ－乙酰半乳糖胺利用优势基因的质
粒，会赋予宿主菌生长优势。
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　　肠球菌是一类革兰氏阳性球菌，以成对或短链状
排列，是人体肠道的正常菌群之一［１］。肠球菌容易在

免疫功能低下或接受侵入性操作（如手术、导管插入）

的人群中引发感染，万古霉素可以有效治疗肠球菌感

染［２］。１９８６年至１９８８年，英国、美国等西方国家相继
出现万古霉素耐药肠球菌感染，致使肠球菌感染的治

疗更加棘手［１］。２００７年，我国首次在分子层面解析了
一株ｖａｎＡ型万古霉素耐药屎肠球菌［３］。通过对万古

霉素耐药肠球菌耐药基因簇的分析，我国主要流行的

是ｖａｎＡ和ｖａｎＭ基因簇［４］。携带单拷贝ｖａｎＭ基因簇
的菌株常常为万古霉素敏感菌株，而 ｖａｎＭ基因簇的
串联扩增容易导致万古霉素耐药［５］。对比敏感菌株

和耐药菌株发现，ｖａｎＭ基因簇拷贝数的增加介导高
水平耐药，但耐药菌株中 ｖａｎＭ基因簇的拷贝数是可
变的［４］。除治疗肠球菌感染患者外，监测万古霉素耐

药肠球菌在患者肠道中的定植也至关重要［６］。

２０２２年，瑞士报道了一株携带线性质粒的屎肠球菌，
该质粒上不携带耐药基因，但存在营养利用优势基

因，该基因可赋予宿主菌肠道 Ｎ－乙酰半乳糖胺
（Ｎ－ａｃｅｔｙｌｇａｌａｃｔｏｓａｍｉｎｅ，ＧａｌＮＡｃ）利用优势，帮助肠球
菌在肠道环境中定植［７］。目前尚无同时携带ｖａｎＭ基
因簇和ＧａｌＮＡｃ利用基因的质粒特征报道。由于耐药
基因和营养利用优势基因都可以发生水平转移，因此

必须定期监测肠球菌的定植和感染［４－７］。

材料与方法

１　材料
菌株　屎肠球菌１５Ｐ３７１，分离自２０１６年某医院

重症监护室一名成年男性患者的脑脊液标本。药敏

试验标准质控菌株：粪肠球菌 ＡＴＣＣ２９２１２。细菌接
合试验受体菌株：粪肠球菌ＦＡ２－２。

药品与试剂　万古霉素，规格：每支 １５０ｍｇ，批
号：１３０３６０－２０２１０３、替考拉宁，规格：每支１００ｍｇ，批
号：１３０３７４－２０２１０３、利福平，规格：每支 １００ｍｇ，批
号：１３０４９６－２０１４０３，均购自中国食品药品研究院；夫
西地酸，规格：每支１００ｍｇ，批号：Ｂ２３５３０，购自上海源
叶生物科技有限公司；脑心浸液（ｂｒａｉｎｈｅａｒｔｉｎｆｕｓｉｏｎ，
ＢＨＩ）肉汤培养基、琼脂干粉，均购自英国 ＯＸＯＩＤ
公司；溶菌肉汤（ｌｙｓｏｇｅｎｙｂｒｏｔｈ，ＬＢ）培养基、Ｎ－乙酰
半乳糖胺，均购自北京兰博利德商贸有限公司。

仪器　ＭｉｃｒｏｆｌｅｘＬＲＦ基质辅助激光解吸电离飞行
时间质谱仪，德国Ｂｒｕｋｅｒ公司产品；Ｘ１Ｒ高速冷冻离心
机，美国 Ｔｈｅｒｍｏｆｉｓｈｅｒｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司产品；ＮＤ－１００超

微量紫外分光光度计，美国ＮａｎｏＤｒｏｐ公司产品。
２　试验方法
２１　细菌鉴定与药敏试验

用基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱仪鉴定

菌株１５Ｐ３７１。根据美国临床实验室标准化委员会［８］

推荐，使用微量肉汤稀释法分别测定供体菌株

１５Ｐ３７１、接合菌株 Ｊ１５Ｐ３７１和受体菌株 ＦＡ２－２的万
古霉素和替考拉宁最低抑菌浓度（ｍｉｎｉｍｕｍｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＭＩＣ）。
２２　细菌接合试验

以菌株１５Ｐ３７１作为供体菌，无质粒且对利福平
及夫西地酸耐药的菌株ＦＡ２－２作为受体菌［３］。将供

体菌和受体菌单个菌落分别接种于 ＢＨＩ肉汤培养基
中，３７℃孵育过夜，之后按照１∶１０（供体菌∶受体菌）
混匀后，３７℃孵育４ｈ，取菌液１００μＬ分别均匀涂布
于选择培养基上（供体菌用含６μｇ·ｍＬ－１的万古霉
素ＢＨＩ琼脂培养基；接合菌用含６μｇ·ｍＬ－１万古霉
素、５０μｇ·ｍＬ－１利福平和５０μｇ·ｍＬ－１夫西地酸的
ＢＨＩ琼脂培养基），３７℃孵育４８ｈ，观察菌落生长情
况，使用 Ｊ１５Ｐ３７１接合菌数与１５Ｐ３７１供体菌数的比
值计算接合频率［３－５］。

２３　细菌全基因组测序、组装和注释
将菌株１５Ｐ３７１和接合菌株 Ｊ１５Ｐ３７１接种于 ＢＨＩ

肉汤培养基中，３７℃孵育过夜，用高速冷冻离心机离
心获取菌株沉淀，由赛默百合生物科技有限公司进行

全基因组测序。提取菌株的基因组脱氧核糖核酸

（ｄｅｏｘｙｒｉｂｏｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄ，ＤＮＡ），用Ｎａｎｏｐｏｒｅ平台对菌株
进行长读长测序、ＩｌｌｕｍｉｎａＮｏｖａＳｅｑ６０００测序平台进
行二代短序列测序。通过短序列匹配长序列的方式

进行数据过滤后，使用层次基因组组装进程

（ｈｉｅｒａｒｃｈｉｃａｌｇｅｎｏｍｅ－ａｓｓｅｍｂｌｙｐｒｏｃｅｓｓ，ＨＧＡＰ）组装
测序片段［９］。用Ｐｒｏｋｋａｖ１１４５注释基因组［１０］。

２４　测序结果比对分析
将菌株１５Ｐ３７１和接合菌株 Ｊ１５Ｐ３７１中耐药质粒

的测序信息上传至美国国家生物信息中心网站

（ＮａｔｉｏｎａｌＣｅｎｔｅｒｆｏｒＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ，ＮＣＢＩ）
（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗｎｃｂｉｎｌｍｎｉｈｇｏｖ），用 ｂｌａｓｔｎ程序进行
序列相似性分析。用 ＢＲＩＧ０９５（ｈｔｔｐｓ：／／ｓｏｕｒｃｅ
ｆｏｒｇｅｎｅｔ／ｐｒｏｊｅｃｔｓ／ｂｒｉｇ／）对耐药质粒序列比对的结果
进行可视化［１１］，并标注关键基因。

２５　细菌生长试验
为验证耐药质粒上携带的营养利用优势基因对

ＧａｌＮＡｃ的利用优势，分别将菌株 １５Ｐ３７１、接合菌株
Ｊ１５Ｐ３７１和受体菌株ＦＡ２－２接种于ＬＢ培养基中，在实
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验组ＬＢ培养基中添加０１％的ＧａｌＮＡｃ，对照组中不添
加，３７℃培养，每隔１２ｈ用超微量紫外分光光度计测量
菌液 ６００ｎｍ的吸光度（ｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ），计录
数据［７］。

结　　果

１　药敏试验和接合试验结果
经基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱仪鉴定，

菌株１５Ｐ３７１为屎肠球菌。受体菌为粪肠球菌ＦＡ２－２
时，接合频率达到１０７×１０－２。菌株１５Ｐ３７１万古霉
素耐药，替考拉宁敏感。当耐药质粒接合转移到万古

霉素和替考拉宁都敏感的受体菌 ＦＡ２－２中，其接合
菌株Ｊ１５Ｐ３７１对万古霉素和替考拉宁的耐药性都增
强。药物敏感性结果见表１。
２　耐药质粒环形图谱分析

菌株１５Ｐ３７１中的耐药质粒序列全长为１５９３２３
碱基对（ｂａｓｅｐａｉｒ，ｂｐ），而接合菌株Ｊ１５Ｐ３７１中的耐药
质粒序列全长为１３３２１３ｂｐ。耐药质粒接合转移到受
体菌后，比对转移前后两个耐药质粒，其序列基本一

致。菌株１５Ｐ３７１中耐药质粒上携带６个拷贝的ｖａｎＭ
基因簇，而接合菌株 Ｊ１５Ｐ３７１中耐药质粒上只携带３
个拷贝的ｖａｎＭ基因簇，转移后缺失的２６１１０ｂｐ片段
中包含３个ｖａｎＭ基因簇拷贝。这些 ｖａｎＭ基因簇均
由“ＩＳ１２１６Ｅ－ｖａｎＲ－ｖａｎＳ－ｖａｎＹ－ｖａｎＨ－ｖａｎＭ－
ｖａｎＸ－ＩＳ１２１６Ｅ”组成。同时，该耐药质粒上携带一个
“ｆｒｌＲ－ｌａｃＣ－ｌａｃＤ２－ａｇａＳ－ｙｖｏＡ”基因簇，为肠道营
养利用优势基因，可水解 ＧａｌＮＡｃ为细菌生长提供营
养。耐药质粒转移前后测序结果的比对见图１。
３　细菌生长试验结果

相对于只含有胰蛋白胨、酵母提取物和氯化钠的

ＬＢ培养基，添加 ＧａｌＮＡｃ后，携带耐药质粒的菌株
１５Ｐ３７１和Ｊ１５Ｐ３７１生长更快。“ｆｒｌＲ－ｌａｃＣ－ｌａｃＤ２－
　　

ａｇａＳ－ｙｖｏＡ”基因簇可赋予宿主菌 ＧａｌＮＡｃ利用优
势，而缺少该基因簇的菌株 ＦＡ２－２则没有表现出
明显生长优势。菌株在不同培养基中的生长情况

见表２。

表１　不同菌株的药物敏感性结果及耐药基因拷贝数
Ｔａｂｌｅ１　Ｄｒｕｇｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｒｅｓｕｌｔｓａｎｄｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｇｅｎｅｃｏｐｙ
ｎｕｍｂｅｒｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｔｒａｉｎｓ

Ｓｔｒａｉｎｓ
ＶａｎｃｏｍｙｃｉｎＭＩＣ

（μｇ·ｍＬ－１）

ＴｅｉｃｏｐｌａｎｉｎＭＩＣ

（μｇ·ｍＬ－１）

Ｃｏｐｙｎｕｍｂｅｒｏｆｔｈｅ

ｖａｎＭｇｅｎｅｃｌｕｓｔｅｒ

１５Ｐ３７１ ６４（Ｒ） ８（Ｓ） ６

Ｊ１５Ｐ３７１ ２５６（Ｒ） １６（Ｉ） ３

ＦＡ２－２ １（Ｓ） ０５（Ｓ） ０

ＭＩＣ：Ｍｉｎｉｍｕｍｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ；Ｓ：Ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅ；Ｉ：Ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅ；Ｒ：

Ｒｅｓｉｓｔａｎｔ

图１　１５Ｐ３７１供体菌株及接合子中耐药质粒的环形基因组比
对

Ｆｉｇｕｒｅ１　 Ｃｉｒｃｕｌａｒｇｅｎｏｍｅａｌｉｇｎｍｅｎｔｏｆｔｈｅｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｐｌａｓｍｉｄｉｎ
ｔｈｅ１５Ｐ３７１ｄｏｎｏｒｓｔｒａｉｎａｎｄｔｒａｎｓｃｏｎｊｕｇａｎｔ

表２　不同菌株在２种培养基上的吸光度（ＯＤ）６００ｎｍ
Ｔａｂｌｅ２　Ｔｈｅｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ（ＯＤ）ｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｔｒａｉｎｓｉｎｔｗｏｍｅｄｉｕｍｓ

ＧｒｏｗｔｈｉｎＬＢｍｅｄｉｕｍ ＧｒｏｗｔｈｉｎＬＢ＋０１％ ＧａｌＮＡｃｍｅｄｉｕｍ

Ｓｔｒａｉｎｓ
Ｒｅａｃｈｔｈｅ１２ｔｈ

ｈｏｕｒｏｆｇｒｏｗｔｈ

Ｒｅａｃｈｔｈｅ２４ｔｈ

ｈｏｕｒｏｆｇｒｏｗｔｈ
Ｓｔｒａｉｎｓ

Ｒｅａｃｈｔｈｅ１２ｔｈ

ｈｏｕｒｏｆｇｒｏｗｔｈ

Ｒｅａｃｈｔｈｅ２４ｔｈ

ｈｏｕｒｏｆｇｒｏｗｔｈ

１５Ｐ３７１ ０１２ ０１６ １５Ｐ３７１ ０３９ ０６４

Ｊ１５Ｐ３７１ ０１１ ０１５ Ｊ１５Ｐ３７１ ０２８ ０４５

ＦＡ２－２ ０１２ ０１７ ＦＡ２－２ ０１１ ０１９

讨　　论

本研究分析了一株万古霉素耐药屎肠球菌中

耐药质粒序列，该质粒携带 ｖａｎＭ基因簇，且含有
肠道ＧａｌＮＡｃ营养利用优势基因。同时，该质粒可水
平转移到受体菌中，赋予受体菌耐药特性和营养利
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用优势。菌株１５Ｐ３７１携带 ６个拷贝的 ｖａｎＭ基因
簇，为万古霉素耐药菌株，其接合菌 Ｊ１５Ｐ３７１虽只
携带３个拷贝的ｖａｎＭ基因簇，但药敏结果显示，接
合菌 Ｊ１５Ｐ３７１的万古霉素和替考拉宁 ＭＩＣ相比受
体菌 ＦＡ２－２显著增加。

ｖａｎＭ型屎肠球菌的万古霉素异质性耐药机制研
究表明，敏感菌株中单拷贝 ｖａｎＭ基因簇串联扩增后
会出现耐药菌株，因此相比携带单拷贝 ｖａｎＭ基因簇
的敏感菌株，ｖａｎＭ基因簇的拷贝数和表达量增加可
介导高水平的万古霉素抗性［４－５］。在耐药菌株中，

ｖａｎＭ基因簇的串联扩增是不稳定的，连续传代试验
表明，在无抗菌药压力或万古霉素浓度递增时，ｖａｎＭ
基因簇拷贝数显著下降，但菌株的生长速率相对增

加，提示多ｖａｎＭ基因簇拷贝数会增加适应性成本［４］。

同样，针对肺炎克雷伯菌头孢地尔异质性耐药机制研

究表明，耐药菌株相比敏感菌株，其ｂｌａＳＨＶ－１２基因的拷
贝数和表达量明显增加，耐药菌株中 ｂｌａＳＨＶ－１２基因扩
增也具有不稳定性，在头孢地尔浓度递增或无抗菌药

压力时，连续传代发现该基因拷贝数显著下降，而菌

株生长速率有所提升［１２］。大肠埃希菌基因拷贝数

依赖异质性耐药机制研究中，基因拷贝数增加介导

高水平耐药，但耐药基因拷贝数增加并不总是与

ＭＩＣ升高相关，在 β－内酰胺酶基因拷贝数增加
时，测定厄他培南及头孢他啶 －阿维巴坦的 ＭＩＣ
会出现平台期［１３］。由于异质性耐药现象在多种细

菌中都有报道，因此合理使用抗菌药、及时监测耐

药动态至关重要。另外，瑞士报道的屎肠球菌中携

带的线性质粒，其营养利用优势基因为“ｙｖｏＡ－
ａｇａＳ－ｌａｃＤ２－ｌａｃＣ－ｆｒｌＲ－ｂｇａ－ｌｅｖＥ－ｓｏｒＣ－
ｍａｎＺ－ｍａｎＸ－ｉｍｍＲ－ｐｂｐＸ”，可赋予宿主菌对肠
道 ＧａｌＮＡｃ的利用优势［７］。本研究中耐药质粒上

的营养利用优势基因虽仅有其一部分，但核心基因

ａｇａＳ的存在仍可赋予宿主菌对 ＧａｌＮＡｃ的水解能
力。未来仍需继续探究 ｖａｎＭ型屎肠球菌中耐药基
因簇拷贝数变化的分子机制，补充体内实验验证营

养利用优势基因赋予宿主菌的生长优势。

本研究提示：发现了一株携带特殊质粒的万古

霉素耐药屎肠球菌，该质粒携带 ｖａｎＭ基因簇和营
养利用优势基因，且质粒转移到受体菌后 ｖａｎＭ基
因簇拷贝数可变。由于该质粒水平转移能力强，质

粒进入宿主菌后可以赋予菌株耐药和肠道营养利

用优势特性。因此，临床环境中需监测万古霉素耐

药肠球菌的定植、感染和传播情况，谨防耐药菌的

暴发流行。
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