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摘要：目的　对４株携带ｖａｎＭ基因的屎肠球菌进行药物敏感性试验和测序分
析，从而揭示屎肠球菌中ｖａｎＭ基因与不同糖肽类耐药表型的关联。方法　用微
量肉汤稀释法对４株屎肠球菌进行糖肽类抗菌药物敏感性试验，ＰＣＲ检测万古
霉素耐药基因型，菌群谱型分析（ＰＡＰ）检测万古霉素敏感菌株中是否存在异质
性耐药菌株。用 ｑＲＴ－ＰＣＲ分析屎肠球菌中 ｖａｎＭ基因的相对表达水平，基因
组测序比对耐药基因簇。结果　４株屎肠球菌均携带 ｖａｎＭ基因，ＳＺＤ１对万古
霉素敏感，ＳＺＤ２为万古霉素异质性耐药菌株，ＳＺＤ３中ｖａｎＭ基因相对表达量高，
对万古霉素耐药，ＳＺＤ４携带 ｖａｎＡ和 ｖａｎＭ双基因型，对万古霉素高度耐药。
结论　携带ｖａｎＭ基因的屎肠球菌可呈现出不同的糖肽类耐药表型，该差异可
能与ｖａｎＭ基因簇的结构、拷贝数、表达水平以及是否与其他耐药基因共存等
相关。
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　　ｖａｎＭ基因型，最早于２００６年在中国上海一株屎
肠球菌临床分离株Ｅｆｍ－ＨＳ０６６１中发现，该菌株对万
古霉素和替考拉宁均耐药［１］。糖肽类抗菌药物通过

抑制细菌细胞壁合成发挥杀菌作用，是革兰阳性细菌

感染的有效治疗手段。但随着 ｖａｎＡ、ｖａｎＭ耐药基因
型的不断检出，其通过改变细菌细胞壁的肽聚糖结构

介导耐药，致使耐药菌的防治更加棘手［２］。２００６年至
２０１４年间，对上海九家医院分离的７０株万古霉素耐
药屎肠球菌进行研究发现，ｖａｎＭ基因的检出率高达
６４３％［３］。此后，中国多地也陆续报告 ｖａｎＭ阳性肠
球菌的检出［４］。部分携带ｖａｎＭ基因的肠球菌表现为
万古霉素敏感表型，但该类菌株接触万古霉素后，可

通过ｖａｎＭ基因的串联扩增迅速发展为高水平万古霉
素耐药菌株［５］。另外，ｖａｎＭ基因不仅可以独立存在
于质粒或染色体上，还常与其他耐药基因（如 ｖａｎＡ基
因）共存于同一菌株或同一质粒上［６］。同时，ｖａｎＭ基
因序列上下游常存在 ＩＳ１２１６－ｌｉｋｅ插入序列，该元件
可介导ｖａｎＭ基因在不同菌株或质粒间的水平转移，
进而促进耐药基因播散［４－６］。ｖａｎＭ基因糖肽类耐药
表型与基因型的关系较为复杂，目前缺少对其全面的

研究。基于此，本研究重点筛选４株屎肠球菌，探讨
ｖａｎＭ基因糖肽类耐药表型与基因型的相关性，并检
测ｖａｎＭ基因在不同表型菌株中的表达水平，进一步
证实耐药表型与基因型的关联。

材料与方法

１　材料
菌株　屎肠球菌 ＳＺＤ１，分离自２０１３年北京市某

医院一名成年女性患者的分泌物标本；屎肠球菌

ＳＺＤ２，分离自２０１７年天津市某医院一名成年女性患
者的引流液标本；屎肠球菌ＳＺＤ３，分离自２０１６年重庆
市某医院一名成年男性患者的脑脊液标本；屎肠球菌

ＳＺＤ４，分离自２０２３年吉林省某医院一名老年男性患者
的血液样本。标准质控菌株粪肠球菌 ＡＴＣＣ２９２１２，
购自国家卫健委临床检验中心。

药品与试剂　药品万古霉素，规格：每支１５０ｍｇ，
纯度：１０６６Ｕ·ｍｇ－１，批号：１３０３６０－２０２１０３；替考拉
宁，规格：每支１００ｍｇ，纯度：８９４％，批号：１３０３７４－
２０１００２，均购自中国食品药品检定研究院。脑心浸液
肉汤培养基（ｂｒａｉｎ－ｈｅａｒｔｉｎｆｕｓｉｏｎｂｒｏｔｈ，ＢＨＩ）、琼脂干

粉，均购自英国ＯＸＯＩＤ公司；ｖａｎＡ、ｖａｎＭ和 ｇｙｒＢ基因
引物合成由北京诺赛基因组研究中心有限公司提供；

细菌基因组脱氧核糖核酸（ｄｅｏｘｙｒｉｂｏｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄ，ＤＮＡ）
提取试剂盒、细菌核糖核酸（ｒｉｂｏｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄ，ＲＮＡ）
提取试剂盒，购自北京天根生化科技有限公司；聚合

酶链式反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）试剂、反
转录实时定量 ＰＣＲ（ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ｒｅａｌ－ｔｉｍｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ｑＲＴ－ＰＣＲ）试剂
盒，均购自北京兰博利德商贸有限公司；细菌全基因

组测序由北京赛默百合生物科技有限公司提供。

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；ＢＳ－ＭＦＬ－０１
麦氏比浊仪，珠海贝索生物技术有限公司产品；Ｅｐｇｒａ
ｄｉｅｎｔ－Ｓ型 ＰＣＲ扩增仪，德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司产品；
ＳｙｎｇｅｎｅＧｅｎｅＧｅｎｉｕｓ全自动凝胶成像系统，英国
Ｓｙｎｇｅｎｅ公司产品；Ｒｏｔｏｒ－Ｇｅｎｅ－０５实时荧光定量
ＰＣＲ仪分析仪，上海凯杰生物公司产品。
２　试验方法
２１　细菌鉴定与药敏试验

采用基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱仪鉴

定菌株类型。根据美国临床实验室标准化委员会

（ＣＬＳＩＭ１００－Ｓ３５，２０２５）［７］推荐，使用微量肉汤稀释
法测定万古霉素和替考拉宁的最低抑菌浓度

（ｍｉｎｉｍｕｍｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＭＩＣ）。质控菌株为
粪肠球菌ＡＴＣＣ２９２１２。
２２　以ＰＣＲ检测万古霉素耐药基因型

将细菌接种于脑心浸液琼脂（ｂｒａｉｎｈｅａｒｔｉｎｆｕｓｉｏｎ
ａｇａｒ，ＢＨＡ）平板上过夜培养，用高压蒸汽灭菌后的牙
签挑取少量菌落，根据细菌基因组 ＤＮＡ提取试剂盒
说明书操作，获取细菌 ＤＮＡ进行 ＰＣＲ扩增。ｖａｎＡ和
ｖａｎＭ基因的引物设计和反应条件参见文献［８］。ＰＣＲ
反应体系为２０μＬ，其中ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ１０μＬ，上
下游引物各１μＬ，ＤＮＡ模板３μＬ，超纯水５μＬ。ＰＣＲ
扩增结束后取３μＬ产物进行琼脂糖凝胶电泳，电泳
条件为１２０Ｖ，４０ｍｉｎ。采用凝胶成像系统观察电泳
条带，以出现与目的基因片段大小一致的特异性条带

判定为阳性。

２３　以菌群谱型分析法（ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｐｒｏｆｉｌｅ，
ＰＡＰ）检测异质性耐药菌株

配置万古霉素浓度为 ０２５、０５０、１００、２００、
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４００、８００和１６００μｇ·ｍＬ－１的 ＢＨＡ平板，将转种
三次ＢＨＩ培养过夜的菌悬液进行１∶１０连续稀释，分
别取５μＬ均匀涂布于不同浓度万古霉素 ＢＨＡ平板
上。空白对照不加万古霉素，设置 ３组平行重复实
验。将平板倒置放入３７℃恒温培养箱中培养４８ｈ，
然后对菌落计数，计算耐药亚群的发生频率［９－１０］。耐

药亚群发生频率计算方法为，万古霉素耐药亚群细菌

数占空白对照细菌总数的百分比。观察菌株在含药

平板上的生长状况，记录菌株生长良好的万古霉素最

高浓度，若该浓度８倍及以上浓度下仍有少量菌株生
长，且耐药亚群的发生频率大于１×１０－７时，证实该菌
株为万古霉素异质性耐药菌株［１１］。对照菌株为粪肠

球菌ＡＴＣＣ２９２１２。
２４　以ｑＲＴ－ＰＣＲ检测ｖａｎＭ基因的表达水平

将细菌接种于脑心浸液培养液，过夜培养，１２０００
ｒ·ｍｉｎ－１、５ｍｉｎ离心收集菌体沉淀，用细菌ＲＮＡ提取
试剂盒提取菌体 ＲＮＡ。然后根据 ｑＲＴ－ＰＣＲ试剂盒
说明书操作将其反转录成 ｃＤＮＡ。９５℃条件下用
ＴａｑＳＹＢＲＧｒｅｅｎｑＰＣＲＰｒｅｍｉｘ进行反应３ｍｉｎ，然后进
行４０次循环（９５℃，１０ｓ；６０℃，１０ｓ；７２℃，３０ｓ）。
参考相关文献［１２－１３］，以屎肠球菌 ｇｙｒＢ基因表达水平
作为内参，菌株ＳＺＤ１作为对照，用２－ΔΔＣｔ法计算ｖａｎＭ
基因的相对表达水平。

２５　细菌全基因组测序分析
用细菌基因组 ＤＮＡ提取试剂盒提取菌体 ＤＮＡ，

用ＩｌｌｕｍｉｎａＮｏｖａＳｅｑ６０００测序平台对菌株进行二代测
序，重点关注测序结果中的耐药基因；同时，复核菌株

类型鉴定与 ＰＣＲ电泳结果是否正确。之后使用
Ｎａｎｏｐｏｒｅ测序平台对菌株进行三代测序，应用层次基
因组组装进程（ｈｉｅｒａｒｃｈｉｃａｌｇｅｎｏｍｅ－ａｓｓｅｍｂｌｙｐｒｏｃｅｓｓ，
ＨＧＡＰ）组装测序片段［１３］。用Ｅａｓｙｆｉｇｖ２２５（ｈｔｔｐｓ：／／
ｍｊｓｕｌｌｇｉｔｈｕｂｉｏ／Ｅａｓｙｆｉｇ／）对ｖａｎＭ基因序列比对结果
进行可视化［１４］。

３　统计学处理
用ＳＰＳＳ２６０软件进行统计分析。定量资料用

珋ｘ±ｓ表示，用两独立样本ｔ检验分析比较。

结　　果

１　屎肠球菌糖肽类抗菌药物耐药表型与基因型分析
屎肠球菌ＳＺＤ１、ＳＺＤ２对万古霉素和替考拉宁均

敏感；ＳＺＤ３对万古霉素耐药，但替考拉宁敏感；ＳＺＤ４
对万古霉素和替考拉宁均耐药。具体药物敏感性结

果，见表１。通过 ＰＣＲ检测糖肽类抗菌药物耐药基

因，屎肠球菌 ＳＺＤ１、ＳＺＤ２、ＳＺＤ３均携带 ｖａｎＭ基因，
ＳＺＤ４携带ｖａｎＡ和ｖａｎＭ双耐药基因。

表１　屎肠球菌糖肽类抗菌药物耐药表型与基因型检测结果
Ｔａｂｌｅ１　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｇｌｙｃｏｐｅｐｔｉｄｅａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ
ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓａｎｄｇｅｎｏｔｙｐｅｓｉｎＥｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓｆａｅｃｉｕｍ

Ｓｔｒａｉｎｓ
ＶａｎｃｏｍｙｃｉｎＭＩＣ

（μｇ·ｍＬ－１）

ＴｅｉｃｏｐｌａｎｉｎＭＩＣ

（μｇ·ｍＬ－１）

Ｖａｎｃｏｍｙｃｉｎ

ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｇｅｎｅ

ＳＺＤ１ １ １ ｖａｎＭ
ＳＺＤ２ １ ０５ ｖａｎＭ
ＳＺＤ３ ２５６ ８ ｖａｎＭ
ＳＺＤ４ ５１２ ５１２ ｖａｎＡ＋ｖａｎＭ

ＭＩＣ：Ｍｉｎｉｍｕｍｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

２　屎肠球菌ＳＺＤ１和ＳＺＤ２的ＰＡＰ结果
ＳＺＤ１在万古霉素药物浓度为０２５μｇ·ｍＬ－１时，

耐 药 频 率 为 ０９４；万 古 霉 素 药 物 浓 度 为
０５０μｇ·ｍＬ－１时，耐药频率为０８５；随着药物浓度的
继续增加，含药平板上基本无菌落的生长，不属于万

古霉素异质性耐药菌株。ＳＺＤ２随着万古霉素药物浓
度的增加，含药平板上均有菌落的生长。与空白对照

相比，菌株在０５０μｇ·ｍＬ－１含药平板上生长良好，
１００μｇ·ｍＬ－１含 药 平 板 上 菌 株 生 长 量 少，以
０５０μｇ·ｍＬ－１作为多数菌株不受药物干扰的最高浓
度，１６μｇ·ｍＬ－１浓度下仍有菌株生长，耐药频率为
２１６×１０－６，该耐药频率大于１×１０－７，ＳＺＤ２属于万
古霉素异质性耐药菌株。菌株ＳＺＤ２随着万古霉素浓
度变化的耐药亚群发生频率散点分布，见图１。
３　屎肠球菌ｖａｎＭ基因的ｑＲＴ－ＰＣＲ结果

以菌株ＳＺＤ１为参照，菌株 ＳＺＤ２和菌株 ＳＺＤ４的
　　

图 １　屎肠球菌万古霉素异质性耐药的菌群谱型分析图
Ｆｉｇｕｒｅ１　 Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｐｏｐｕｌａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｐｒｏｆｉｌｅｆｏｒ
Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓｆａｅｃｉｕｍｈｅｔｅｒｏｒｅｓｉｓｔａｎｔｔｏｖａｎｃｏｍｙｃｉｎ
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ｖａｎＭ基因相对表达水平均在１左右，差异无统计学
意义（Ｐ＞００５）。菌株 ＳＺＤ３的 ｖａｎＭ基因相对表达
水平是菌株 ＳＺＤ１的 ２６６倍，差异具有统计学意义
（Ｐ＜００５）。
４　屎肠球菌ｖａｎＭ基因簇比对结果

菌株 ＳＺＤ１、ＳＺＤ３和 ＳＺＤ４均含有“ＩＳ１２１６Ｅ－
ｖａｎＲ－ｖａｎＳ－ｖａｎＹ－ｖａｎＨ－ｖａｎＭ－ｖａｎＸ－ＩＳ１２１６Ｅ”
的基因序列。菌株 ＳＺＤ２缺少 ｖａｎＲ基因，且 ｖａｎＳ基
因序列亦不完整（５６％的基因片段缺失），ｖａｎＸ和右
侧ＩＳ１２１６Ｅ之间有较长的片段间隔。ＳＺＤ３和 ＳＺＤ４
的ｖａｎＭ基因簇相似度接近１００％。ＳＺＤ１与 ＳＺＤ４的
ｖａｎＭ基因簇相比，ＳＺＤ４中 ｖａｎＲ和左侧 ＩＳ１２１６Ｅ之
间、ｖａｎＸ和右侧 ＩＳ１２１６Ｅ之间均多出一段序列（左侧
多出１７５个碱基对，右侧多出 １２２个碱基对），ＳＺＤ１
缺失８％的ｖａｎＸ基因。图２和图３展示了屎肠球菌
中ｖａｎＭ基因簇比对结果。

图 ２　屎肠球菌中ｖａｎＭ基因簇线性比对

Ｆｉｇｕｒｅ２　 ＬｉｎｅａｒａｌｉｇｎｍｅｎｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｖａｎＭｇｅｎｅｃｌｕｓｔｅｒｓｉｎ

Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓｆａｅｃｉｕｍ

图 ３　菌株ＳＺＤ１和ＳＺＤ４中ｖａｎＭ基因簇线性比对

Ｆｉｇｕｒｅ３　 ＬｉｎｅａｒａｌｉｇｎｍｅｎｔｏｆｔｈｅｖａｎＭｇｅｎｅｃｌｕｓｔｅｒｉｎｓｔｒａｉｎｓ

ＳＺＤ１ａｎｄＳＺＤ４

讨　　论

本研究通过对４株屎肠球菌糖肽类耐药表型和
基因型关联进行分析，揭示出 ｖａｎＭ基因簇与不同程
度的糖肽类耐药的相关性。ＳＺＤ１虽携带 ｖａｎＭ基因
簇，但基因簇结构不完整，且 ｖａｎＭ基因表达量较低，

呈现万古霉素敏感表型。同样，ＳＺＤ２携带 ｖａｎＭ基
因，亲代菌株由于ｖａｎＭ基因不完整且表达量低，对万
古霉素敏感，但接触万古霉素后可转变为异质性耐药

亚群。ＳＺＤ３携带完整的 ｖａｎＭ基因簇，且 ｖａｎＭ基因
表达量较高，对万古霉素耐药。ＳＺＤ４携带 ｖａｎＡ和
ｖａｎＭ基因，ｖａｎＭ基因的表达量并不高，但双基因的存
在却大大提高菌株对糖肽类抗菌药物的耐受性。

屎肠球菌临床分离株Ｅｆｍ－ＨＳ０６６１携带的 ｖａｎＭ
基因簇最早被报道，该菌株对万古霉素表现出高水平

耐药（ＭＩＣ ＞２５６μｇ·ｍＬ－１），且对替考拉宁耐受
（ＭＩＣ为９６μｇ·ｍＬ－１）［１］。２０１９年，中国浙江对５４株
携带ｖａｎＭ基因的万古霉素敏感菌株进行分析，其中
２５株属于异质性耐药菌株，能够从敏感表型转变为耐
药表型［５］。万古霉素敏感菌株中携带的ｖａｎＭ基因簇
是耐药基因的重要储库，可能导致耐药基因的播散，

相比 ｖａｎＡ基因簇，ｖａｎＭ基因簇在接合转移过程中稳
定性差，播散能力整体较弱［３－５］。目前，ｖａｎＭ基因簇
的串联扩增被认为是导致万古霉素异质性耐药菌株

产生的一个重要驱动因素，异质性耐药菌株中 ｖａｎＭ
基因的表达量也相对增加［５，１２］。ＳＺＤ２的检出表明异
质性耐药菌株已具备一定的流行基础。国外万古霉

素异质性耐药菌株中携带 ｖａｎＡ基因簇，由于基因簇
中调控组分 ｖａｎＲＳ缺失或移动元件 ＩＳＬ３插入，导致
ｖａｎＨＡＸ基因无法正常转录使菌株呈现敏感表
型［１５－１６］。从异质性耐药机制方面看，ｖａｎＭ基因簇具
有表达调控不稳定性和质粒转移后的遗传变异特征，

使其更容易形成异质性耐药倾向。国内尚无 ｖａｎＡ型
万古霉素异质性耐药菌株检出，需在敏感菌株中常规

开展耐药基因型鉴定来早期筛查。自２０１１年以来，
ｖａｎＭ基因在中国上海万古霉素耐药屎肠球菌中占主
导地位，该类菌株对万古霉素高度耐药（ＭＩＣ介于１２８
到＞２５６μｇ·ｍＬ－１之间），替考拉宁耐药表型呈多样
性（ＭＩＣ介于０５到＞２５６μｇ·ｍＬ－１之间）［３］。本研
究中重庆市ＳＺＤ３的检出表明，携带ｖａｎＭ基因簇的万
古霉素耐药屎肠球菌可能已在国内临床环境中播散。

美国国家生物技术信息中心（ＮａｔｉｏｎａｌＣｅｎｔｅｒｏｆ
ＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ，ＮＣＢＩ）收录的２２３５例高质
量的屎肠球菌基因组序列中，４０９％的序列包含 ｖａｎＡ
基因，仅０５％的序列包含 ｖａｎＭ基因，ｖａｎＡ是全球最
主要流行的万古霉素耐药基因型［１７］。国内一家三级

医院对４年间收集的８９株屎肠球菌鉴定，发现２７株
携带 ｖａｎＡ基因，对万古霉素耐药，其余均为敏感菌
株［１８］。目前，全球屎肠球菌万古霉素耐药基因型仍

主要关注 ｖａｎＡ，我国需兼顾 ｖａｎＭ耐药基因的流行。
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２０１３至２０１７年间，中国上海已报道出３３株携带ｖａｎＡ
和ｖａｎＭ双耐药基因的屎肠球菌，该批菌株对万古霉
素耐药（ＭＩＣ≥１２８μｇ·ｍＬ－１），替考拉宁耐药率为
４０％左右（ＭＩＣ介于 ＜１到１２８μｇ·ｍＬ－１之间）［１９］。
ＳＺＤ４对糖肽类抗菌药物高度耐受，可能与 ｖａｎＭ基因
的存在增强 ｖａｎＡ基因的表达有关，其具体机制需后
续通过体外实验进一步验证。

总之，４株均携带 ｖａｎＭ基因的菌株具有不同糖
肽类耐药表型，在只携带 ｖａｎＭ基因的万古霉素耐药
菌株中该基因的表达量相对较高。国内 ｖａｎＭ基因在
屎肠球菌中的检出率逐渐增高，异质性耐药菌株的鉴

定需要更快速、准确的工具。同时，由于 ｖａｎＭ基因簇
具有可转移性，必须定期监测该基因的流行趋势。关

注ｖａｎＭ基因与其他耐药基因的共存现象，预防超级
耐药细菌的出现，以应对更加严峻的全球公共卫生

挑战。
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（３）：１４０５—１４１０
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［１８］　ＬＩＵＳ，ＬＩＹ，ＨＥＺ，ｅｔａｌＡｍｏｌｅｃｕｌａｒｓｔｕｄｙｒｅｇａｒｄｉｎｇｔｈｅｓｐｒｅａｄ
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耐药屎肠球菌株在重症监护病房的分布及传播特点［Ｊ］中华

传染病杂志，２０１９，３７（８）：４８３—４８７
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