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鹑鸡肠球菌对万古霉素耐药性监测及耐药基因研究
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　 　 ［摘要］ 　 目的　 调查临床分离鹑鸡肠球菌对万古霉素的耐药情况及耐药机制。 　 方法　 采用 ＶＩＴＥＫ ２ 系统 ＧＰ６７ 卡对

２０１９ 年 １－１２ 月南京大学医学院附属鼓楼医院临床分离 １５ 株鹑鸡肠球菌进行药敏试验，采用 Ｅ⁃ｔｅｓｔ 法复核菌株对万古霉素最

低抑菌浓度（ＭＩＣ）；采用 ＰＣＲ 及测序技术分析万古霉素耐药决定基因 ｖａｎＡ、ｖａｎＢ、ｖａｎＣ１ 及 ｖａｎＣ２ ／ ３；采用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑ ２０００
测序技术对菌株基因组 ＤＮＡ 进行双端测序（ＰＥ），利用生物信息学对菌株全基因组序列分析及耐药基因、毒力基因分析。 　
结果　 １５ 株鹑鸡肠球菌对万古霉素的 ＭＩＣ 值集中在 ４ ｍｇ ／ Ｌ 和 ８ ｍｇ ／ Ｌ，所占比例分别为 ４０％和 ３３􀆰 ３％，检出 １ 株（６％）万古

霉素高水平耐药株 ＥＧ１７９０６（ＭＩＣ 为 ２５６ ｍｇ ／ Ｌ），该菌株除对万古霉素和替考拉宁耐药外，对其余常用抗生素均敏感；１５ 株菌

株均检出 ｖａｎＣ１ 基因，ＥＧ１７９０６ 菌株同时检出 ｖａｎＡ 基因；ＥＧ１７９０６ 菌株经全基因组测序分析，基因组大小为 ３７６５ １９７ ｂｐ，鸟嘌

呤（Ｇ）和胞嘧啶（Ｃ）所占的比率 ＧＣ 含量为 ４０􀆰 ４％，总基因数为 ３７５４，基因组含有 ３５９２ 个编码序列，６０ 个 ｔＲＮＡ 编码基因以及

１０ 个完整的 ｒＲＮＡ 基因编码操纵子。 耐药基因预测分析该菌株携带 ＶａｎＣ１ＸＹ、ＶａｎＨＡＸ、ｅｒｍ（Ａ）、ｅｒｍ（Ａ）、ｔｅｔ（Ｏ）、ｃａｔ（ｐＣ２２１）。
全基因序列提交至美国国家生物技术信息中心（ＮＣＢＩ）数据库，ＧｅｎｅＢａｎｋ 号为 ＪＡＢＭＤＢ０００００００００。 　 结论　 鹑鸡肠球菌携带

ｖａｎＣ１ 对万古霉素呈低水平耐药，而同时携带 ｖａｎＡ 基因可造成菌株高水平耐药，需引起重视。
　 　 ［关键词］ 　 鹑鸡肠球菌；万古霉素耐药；ｖａｎＡ 基因；全基因组测序

　 　 ［中图分类号］ 　 Ｒ４４６􀆰 ５　 　 　 ［文献标志码］ 　 Ａ　 　 　 ［文章编号］ 　 １６７２⁃２７１Ｘ（２０２１）０３⁃０２４９⁃０４
　 　 ［ＤＯＩ］ 　 １０．３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１６７２⁃２７１Ｘ．２０２１．０３．００６　

基金项目：南京市医学科技发展项目（ＹＫＫ１７０５６）
作者单位：２１０００８ 南京，南京大学医学院附属鼓楼医院检验科

（谢　 晖、周万青、沈　 瀚）
通信作者：沈　 瀚，Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｓｈｅｎｈａｎ１０３６６＠ ｓｉｎａ􀆰 ｃｏｍ

Ｓｕｒｖｅｉｌｌａｎｃｅ ｏｆ ｖａｎｃｏｍｙｃｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ａｎｄ ｓｔｕｄｉｅｓ ｏｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ｏｆ Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ ｇａｌｌｉｎａｒｕｍ

ＸＩＥ Ｈｕｉ， ＺＨＯＵ Ｗａｎ⁃ｑｉｎｇ， ＳＨＥＮ Ｈａｎ
（Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，Ｎａｎｊｉｎｇ Ｄｒｕｍ Ｔｏｗｅｒ Ｈｏｓｐｉｔａｌ，ｔｈｅ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｎａｎｊｉｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ Ｍｅｄ⁃
ｉｃａｌ Ｓｃｈｏｏｌ，Ｎａｎｊｉｎｇ ２１０００８，Ｊｉａｎｇｓｕ，Ｃｈｉｎａ）

　 　 ［Ａｂｓｔｒａｃｔ ］ 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｏｆ Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ ｇａｌｌｉｎａｒｕｍ ａｇａｉｎｓｔ ｖａｎｃｏｍｙｃｉｎ ａｎｄ ｉｔｓ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍ．　 Ｍｅｔｈｏｄｓ　 １５ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｆ Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ ｇａｌｌｉｎａｒｕｍ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ Ｎａｎｊｉｎｇ Ｇｕｌｏｕ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｆｒｏｍ Ｊａｎｕａｒｙ ｔｏ Ｄｅｃｅｍｂｅｒ ２０１９
ｗｅｒｅ ｔｅｓｔｅｄ ｆｏｒ ｄｒｕｇ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｕｓｉｎｇ ＶＩＴＥＫ ２ ｓｙｓｔｅｍ ＧＰ６７， ａｎｄ ｔｈｅ ｍｉｎｉｍｕｍ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ （ＭＩＣ） ａｇａｉｎｓｔ ｖａｎｃｏｍｙｃｉｎ ｗａｓ
ｖｅｒｉｆｉｅｄ ｂｙ ｅ⁃ｔｅｓｔ． ＰＣＲ ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ ｗｅｒｅ ｕｔｉｌｉｚｅｄ ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ ｖａｎｃｏｍｙｃｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｇｅｎｅ ｖａｎＡ， ｖａｎＣ１ ａｎｄ ｖａｎＣ２ ／ ３． Ｉｌｌｕ⁃
ｍｉｎａ ＨｉＳｅｑ ２０００ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｇｅｎｏｍｉｃ ＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｓｔｒａｉｎ ａｎｄ Ｐａｉｒｅｄ ｅｎｄ （ＰＥ） ｓｅｑｕｅｎ⁃
ｃｉｎｇ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ． Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｏｎｌｙ ｆｏｒ ｇｅｎｏｍｉｃ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｓｔｒａｉｎ ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｒｕｇ⁃ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ
ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ．　 Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ ＭＩＣ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ １５ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｆ Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ ｇａｌｌｉｎａｒｕｍ ａｇａｉｎｓｔ ｖａｎｃｏｍｙｃｉｎ ｗｅｒｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄ ｉｎ ４ ｍｇ ／ Ｌ
ａｎｄ ６ ｍｇ ／ Ｌ， ａｃｃｏｕｎｔｉｎｇ ｆｏｒ ４０％ ａｎｄ ３３􀆰 ３％， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ａｍｏｎｇ ｔｈｅｍ， １ ｓｔｒａｉｎ （６％） ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ｖａｎｃｏｍｙｃｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ＥＧ１７９０６
（ＭＩＣ ｗａｓ ２５６ ｍｇ ／ Ｌ） ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ， ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｔｏ ｏｔｈｅｒ ｃｏｍｍｏｎ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ ｅｘｃｅｐｔ ｖａｎｃｏｍｙｃｉｎ ａｎｄ ｔｅｉｃｏｐｌａｎｉｎ ． Ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｏｆ
ｖａｎＣ１ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ ａｌｌ ｔｈｅ １５ ｓｔｒａｉｎｓ， ｗｈｉｌｅ ｖａｎＡ ｇｅｎｅ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ＥＧ１７９０６ ｓｔｒａｉｎ． Ｔｈｅ ｗｈｏｌｅ ｇｅｎｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ
ｏｆ ＥＧ１７９０６ ｓｔｒａｉｎ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｇｅｎｏｍｅ ｓｉｚｅ ｗａｓ ３７６５１９７ ｂｐ， ＧＣ ｃｏｎｔｅｎｔ ｗａｓ ４０􀆰 ４％， ａｎｄ ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ｗａｓ ３７５４． Ｔｈｅ

　 　 　 ｇｅｎｏｍｅ ｃｏｎｔａｉｎｅｄ ３５９２ ｃｏｄｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ， ６０ ｔＲＮＡ ｃｏｄｉｎｇ
ｇｅｎｅｓ ａｎｄ １０ ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｒＲＮＡ ｃｏｄｉｎｇ ｏｐｅｒｏｎｓ􀆰 Ｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ
ｇｅｎｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｔｈｅ ｓｔｒａｉｎ ｃａｒｒｉｅｓ ＶａｎＣ１ＸＹ，
ＶａｎＨＡＸ， ｅｒｍ（Ａ），ｅｒｍ（Ａ） ，ｔｅｔ（Ｏ），ｃａｔ（ ｐＣ２２１） 􀆰 Ｔｈｅ ｃｏｍ⁃

·９４２·东南国防医药 ２０２１ 年 ５ 月第 ２３ 卷第 ３ 期　 Ｍｉｌｉｔａｒｙ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｓｏｕｔｈｅａｓｔ Ｃｈｉｎａ，Ｖｏｌ􀆰 ２３，Ｎｏ􀆰 ３，Ｍａｙ，２０２１

地质制版　 ＼ＤＺ１５ ＼Ｄ ＼书版 ＼２１ 东南国防医药 ＼０３　 ５ 校样　 排版：陆姣　 时间　 ２０２０ ／ ６ ／ １６



ｐｌｅｔｅ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｓ ｓｕｂｍｉｔｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ＮＣＢＩ ｄａｔａｂａｓｅ， ＧｅｎｅＢａｎｋ ｉｓ Ｎｏ． ＪＡＢＭＤＢ０００００００００． 　 Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ 　 Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ
ｇａｌｌｉｎａｒｕｍ ｗｉｔｈ ｌｏｗ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｖａｎｃｏｍｙｃｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ， ｗｈｉｌｅ ｖａｎＡ ｇｅｎｅ ｃａｎ ｃａｕｓｅ ａ ｈｉｇｈ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ， ｗｈｉｃｈ ｓｈｏｕｌｄ ｂｅ ｐａｉｄ ａｔ⁃
ｔｅｎｔｉｏｎ􀆰
　 　 ［Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ ］　 Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ ｇａｌｌｉｎａｒｕｍ； ｖａｎｃｏｍｙｃｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ； ｖａｎＡ ｇｅｎｅ； ｗｈｏｌｅ ｇｅｎｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ

０　 引　 　 言

肠球菌是临床常见革兰阳性条件致病菌，可导

致人体多器官感染。 鹑鸡肠球菌（Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ ｇａｌｌｉ⁃
ｎａｒｕｍ，ＥＧ）作为肠球菌中少见菌种，近年来临床感

染及分离率不断增加［１⁃３］，可造成泌尿道、腹腔、胆
道感染以及败血症等。 而耐万古霉素肠球菌（ ｖａｎ⁃
ｃｏｍｙｃｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｉ，ＶＲＥ）的不断检出［４⁃５］，
给临床该类感染带来极大挑战。 造成耐药的决定

基因包括 ｖａｎＡ、ｖａｎＢ、ｖａｎＣ、ｖａｎＤ、ｖａｎＭ 等，不同基因

的表达可表现对万古霉素和替考拉宁的不同药敏

结果［６］，常见 ｖａｎＡ 介导屎肠球菌大多对万古霉素和

替考拉宁呈高水平耐药。 鹑鸡肠球菌一般携带染

色体介导的万古霉素低水平耐药 ｖａｎＣ 基因，虽然体

外药敏试验可呈现低水平耐药或敏感结果，但不建

议临床使用。 目前，已有对万古霉素高水平耐药鹑

鸡肠球菌菌株临床报道，可能与 ｖａｎＡ 基因的获得有

关［７］。 因此，本研究调查我院临床分离鹑鸡肠球菌

的耐药性及携带万古霉素耐药相关基因情况，为鹑

鸡肠球菌耐药监测及耐药基因的流行提供理论

依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 菌株　 收集我院 ２０１９ 年 １－１２ 月临床分离非

重复鹑鸡肠球菌 １５ 株，主要分离自分泌物（２ 株）、
腹水（３ 株）、胆汁（４ 株）、尿液（３ 株）及血液样本（３
株）。 所有菌株均经 Ｖｉｔｅｋ ２ Ｃｏｍｐａｃｔ ＧＰ 板卡鉴定

并经 ＶＩＴＥＫ ＭＳ 质谱复核。 粪肠球菌 ＡＴＣＣ５１２９９、
金黄色葡萄球菌 ＡＴＣＣ２５９２３、粪肠球菌 ＡＴＣＣ２９２１２
为本实验室保存菌株。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器　 Ｖｉｔｅｋ ２ Ｃｏｍｐａｃｔ 全自动鉴

定仪及配套 ＧＰ 鉴定卡、ＧＰ６７ 药敏卡（法国生物梅

里埃公司）；万古霉素 Ｅ⁃ｔｅｓｔ 试纸条（郑州安图生物

公司）；ＤＮＡ 提取试剂盒及胶回收试剂盒［天根生化

科技（北京）有限公司］；２×Ｔａｑ Ｍｉｘ（ＤＢＩ 公司）；营
养肉汤（上海科玛嘉微生物技术有限公司）；ＰＣＲ 引

物由上海生工生物有限公司公司合成；２７２０ Ｔｈｅｒｍａｌ

Ｃｙｃｌｅｒ ＰＣＲ 仪、 ＡＢＩ ３７３０ＸＬ 基因测序仪 （ ＡＢＩ 公

司）；Ｇｅｌ⁃Ｄｏｃ ＸＲ 型凝胶成像分析系统（美国 Ｂｉｏ⁃
Ｒａｄ 公司）。
１􀆰 ３　 药敏试验　 采用 Ｖｉｔｅｋ ２ Ｃｏｍｐａｃｔ 配套 ＧＰ６７
药敏卡检测菌株对常规药物敏感性。 采用 Ｅ⁃ｔｅｓｔ 法
复核万古霉素最低抑菌浓度 （ ｍｉｎｉｍｕｍ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＭＩＣ），判定标准参照美国临床和实验

室标准协会 ＣＬＳＩ ２０１９［８］。
１􀆰 ４　 ＤＮＡ 提取　 挑取纯培养菌落接种到营养液体

培养基中，３７ ℃ １８０ ｒ ／ ｍｉｎ １６ ｈ，采用 ＤＮＡ 提取试

剂盒提取菌液基因组 ＤＮＡ，具体操作依据试剂盒说

明书进行。 所提核酸用于全基因组测序及基因

扩增。
１􀆰 ５　 ＰＣＲ 扩增和序列分析　 参照文献［９］方法合

成万古霉素耐药相关基因 ｖａｎＡ、 ｖａｎＢ、 ｖａｎＣ１ 及

ｖａｎＣ２ ／ ３，引物序列见表 １。 反应体系 ２０ μＬ：２ ×
ＴａｑＭｉｘ １０ μＬ，ＤＮＡ 模板 ２ μＬ，上、下游引物 （１０
μｍｏｌ ／ Ｌ）各 １ μＬ， ｄｄＨ２ Ｏ ６ μＬ。 ＰＣＲ 反应条件：
９４ ℃ ５ ｍｉｎ；９４ ℃ ３０ ｓ，５４ ℃ ３０ ｓ，７２ ℃ ３０ ｓ，共 ３０
个循环；７２ ℃ ７ ｍｉｎ。 ＰＣＲ 产物经 １５ ｇ ／ Ｌ 琼脂糖凝

胶电泳，阳性扩增产物经琼脂糖凝胶电泳后切胶回

收，采用柱层析法纯化后经 ＡＢＩ ３７３０ＸＬ 基因测序

仪进行 Ｓａｎｇｅｒ 双向测序，正反向测序片段采用

ＤＮＡＭＡＮ８ 软件拼接，结果经碱基局部对准检索工

具（ Ｂａｓｉｃ Ｌｏｃａｌ Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ Ｓｅａｒｃｈ Ｔｏｏｌ， ＢＬＡＳＴ） 与

ＧｅｎＢａｎｋ 进行比对，该部分由上海生工生物工程公

司完成。

表 １　 万古霉素耐药基因的引物序列及产物大小

目的
基因

引物序列（５′→３′） 产物
长度（ｂｐ）

ｖａｎＡ Ｆ： ＧＧＧ ＡＡＡ ＡＣＧ ＡＣＡ ＡＴＴ ＧＣ
Ｒ： ＧＴＡ ＣＡＡ ＴＧＣ ＧＧＣ ＣＧＴ ＴＡ ７３２

ｖａｎＢ Ｆ：ＡＴＧ ＧＧＡ ＡＧＣ ＣＧＡ ＴＡＧ ＴＣ
Ｒ：ＧＡＴ ＴＴＣ ＧＴＴ ＣＣＴ ＣＧＡ ＣＣ ６３５

ｖａｎＣ１ Ｆ：ＧＡＡ ＡＧＡ ＣＡＡ ＣＡＧ ＧＡＡ ＧＡＣ ＣＧＣ
Ｒ：ＡＴＣ ＧＣＡ ＴＣＡ ＣＡＡ ＧＣＡ ＣＣＡ ＡＴＣ ７９６

ｖａｎＣ２ ／ ３ Ｆ：ＣＧＧ ＧＧＡ ＡＧＡ ＴＧＧ ＣＡＧ ＴＡＴ
Ｒ：ＣＧＣ ＡＧＧ ＧＡＣ ＧＧＴ ＧＡＴ ＴＴＴ ４８４
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１􀆰 ６　 全基因组测序分析　 采用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑ ２０００
测序技术进行全基因组 ＤＮＡ 测序，委托上海泽塔生

物科技有限公司完成。 简要步骤：对样本 ＤＮＡ 进行

双端测序（Ｐａｉｒｅｄ⁃ｅｎｄ，ＰＥ），构建 ４５０ ｂｐ 文库；对测

序结果进行质量剪切后，利用 ＭｉｃｒｏｂｅＴｒａｋｒ ｐｌｕｓ ｖ􀆰
０􀆰 ９􀆰 １ 软件对序列进行拼接，得到最优的组装结果。
采用 ＧｅｎｅＭａｒｋＳ＋ｖ􀆰 ４􀆰 １１ 基因注释软件对测序结果

进行预测。 将预测得到的基因序列分别与 ＫＥＧＧ、
ＣＯＧ、ＧＯ 数据库进行 ＢＬＡＳＴ 比对，获得预测基因的

注释信息。 利用 Ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ Ｇｅｎｏｍｉｃ Ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｙ 网

站 （ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ􀆰 ｇｅｎｏｍｉｃｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｙ􀆰 ｏｒｇ）中的 Ｒｅｓ⁃
Ｆｉｎｄｅｒ３􀆰 ２ 及 ＰｌａｓｍｉｄＦｉｎｄｅｒ 软件对耐药基因及质粒

分型进行预测分析。

２　 结　 　 果

２􀆰 １　 药敏试验结果　 １５ 株鹑鸡肠球菌对青霉素、氨
苄西林、高浓度庆大霉素、左氧氟沙星耐药率分别为

２０％、３３􀆰 ３％、３３􀆰 ３％、２６􀆰 ７％；对万古霉素的 ＭＩＣ 值集

中在 ４ ｍｇ ／ Ｌ 和 ８ ｍｇ ／ Ｌ，所占比例分别为 ４０％和

３３􀆰 ３％，ＭＩＣ 中位数为 ４ ｍｇ ／ Ｌ，检出 １ 株（６％）万古霉

素高水平耐药株编号 ＥＧ１７９０６（ＭＩＣ 为 ２５６ ｍｇ ／ Ｌ）；
所有菌株对利奈唑胺敏感。 编号 ＥＧ１７９０６ 菌株对替

考拉宁（ＭＩＣ 为 ２４ ｍｇ ／ Ｌ）耐药，对青霉素、氨苄西林、
高浓度庆大霉素、左氧氟沙星均敏感。
２􀆰 ２　 耐药基因检测 　 １５ 株鹑鸡肠球菌中均检出

ｖａｎＣ１ 基因；编号 ＥＧ１７９０６ 同时检出 ｖａｎＡ 基因。 电

泳结果见图 １。

１：阴性对照；２、３： ｖａｎＣ１；４、５： ｖａｎＡ；６、７：ｖａｎ Ｃ２ ／ ３；
８：Ｍａｒｋｅｒ

图 １　 万古霉素耐药基因 ＰＣＲ 产物电泳图

２􀆰 ３　 全基因组测序分析　 ＥＧ１７９０６ 基因组大小为

３７６５１９７ ｂｐ， 鸟 嘌 呤 （ Ｇｕａｎｉｎｅ， Ｇ ） 和 胞 嘧 啶

（Ｃｙｔｏｓｉｎｅ， Ｃ）所占的比率 ＧＣ 含量为 ４０􀆰 ４％，总基

因数为 ３７５４，基因组含有 ３５９２ 个编码序列，６０ 个

ｔＲＮＡ 编码基因以及 １０ 个完整的 ｒＲＮＡ 基因编码的

操纵子， 有 １６０ 个重叠群， 其中 Ｎ５０ 含量达到

１９０２７１，同时有 ８ 个 Ｌ５０。 耐药基因预测分析该菌

株携带 ＶａｎＣ１ＸＹ、ＶａｎＨＡＸ、ｅｒｍ（Ａ）、ｅｒｍ（Ａ）、ｔｅｔ（Ｏ）、
ｃａｔ（ｐＣ２２１）。 全基因序列提交至美国国家生物技术

信 息 中 心 （ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｃｅｎｔｅｒ ｏｆ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ，ＮＣＢＩ） 数据库， ＧｅｎｅＢａｎｋ 号为 ＪＡＢＭ⁃
ＤＢ０００００００００。

３　 讨　 　 论

本研究结果显示，鹑鸡肠球菌对青霉素、氨苄

西林、高浓度庆大霉素、左氧氟沙星的耐药率在

３５％以下；对万古霉素大多呈现为敏感或低水平耐

药（ＭＩＣ 值集中在 ４ ｍｇ ／ Ｌ 和 ８ ｍｇ ／ Ｌ），与该菌株天

然携带 ｖａｎＣ１ 基因相关。 但仍有文献报道检出高水

平耐药菌株［１０］。 本研究亦检出万古霉素高水平耐

药菌株编号 ＥＧ１７９０６（ＭＩＣ 为 ２５６ ｍｇ ／ Ｌ），该菌株对

万古霉素（ＭＩＣ 为 ２５６ ｍｇ ／ Ｌ）和替考拉宁（ＭＩＣ 为

２４ ｍｇ ／ Ｌ）耐药，对青霉素、氨苄西林、高浓度庆大霉

素、左氧氟沙星均敏感。 所有菌株对利奈唑胺敏感。
鹑鸡肠球菌的定植和感染流行率呈相关［１１］。

健康志愿者粪便样本鹑鸡肠球菌的携带率约为

９％［１２］；另两个研究显示住院患者直肠拭子中鹑鸡

肠球菌分离率分别为 ５􀆰 ２％［１３］和 １􀆰 ２％［１４］。 而据日

本 ２００５⁃２０１４ 年回顾性研究，在肠球菌导致的血流

感染中鹑鸡肠球菌占 ２􀆰 ７％，是万古霉素耐药致肠

球菌血流感染的第三大病因［１５］。
肠球菌对糖肽类药物耐药可表现为 ＶａｎＡ 表

型、ＶａｎＢ 表型和 ＶａｎＣ 表型。 ＶａｎＡ 表型一般由

ｖａｎＡ 基因介导，造成菌株对万古霉素和替考拉宁呈

高水平耐药，ＶａｎＢ 表型一般由 ｖａｎＢ 基因介导，造成

菌株对万古霉素耐药而对替考拉宁敏感，ＶａｎＣ 表型

菌株一般对万古霉素呈现出低水平的固有耐药，由
ｖａｎＣ 基因介导。 ｖａｎＡ 基因可存在于可接合传递的

质粒上，并造成肠球菌间或葡萄球菌耐药基因的获

得进而造成上述菌株对糖肽类药物的高水平耐药。
作为染色体携带 ｖａｎＣ 基因的鹑鸡肠球菌，一般对万

古霉素呈低水平耐药或体外敏感。 但不断有文献

报道同时携带 ｖａｎＡ 和 ｖａｎＣ 基因菌株造成的临床
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感染［１０］，表明糖肽抗性的表型和基因型特征可能并

不总是一致的。 而在本研究调查中，同样存在 ｖａｎＡ
和 ｖａｎＣ１ 介导高水平万古霉素耐药的鹑鸡肠球菌，
提示这种耐药菌株存在全球性的流行性。 本院存

在 ｖａｎＡ 介导耐药屎肠球菌的播散流行，对于鹑鸡肠

球菌 ｖａｎＡ 基因的获得是否与屎肠球菌有关尚待研

究。 耐药表型与耐药基因一般呈现一致性。 而目

前耐药基因的确定一般采用 ＰＣＲ 扩增及测序。 本

研究分离菌株经 ＰＣＲ 检出 ｖａｎＡ 和 ｖａｎＣ１ 基因，同
时对该菌株进行全基因组测序同样验证了上述基

因的存在，并发现 ｖａｎＡ 基因周围存在表达调控

基因。
虽然目前临床未将万古霉素作为鹑鸡肠球菌

的临床首选治疗药物，但仍不能放松对鹑鸡肠球菌

在万古霉素等药物中的监测，以更早地发现可能存

在的菌株播散，预防可能存在的耐药基因的水平传

递或菌株的克隆播散。 这一事实突出了严格执行

抗生素政策以及更严格遵守感染控制措施，以防止

耐抗生素细菌出现和传播的重要性。
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