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［摘　要］　目的　分析唐山地区高龄孕妇携带的无乳链球菌药物敏感性、分子型别、血清型别、毒力因子和耐药机

制，为无乳链球菌相关感染的治疗和防控提供基础数据。方法　从华北理工大学附属医院和唐山市妇幼保健院收

集４２株高龄孕妇携带的无乳链球菌，进行１３种抗菌药物的药物敏感性检测和基因组序列测定。结果　对四环

素、红霉素、左氧氟沙星和氯霉素同时耐药的菌株占比达７．１％，３５．７％的菌株呈现对红霉素、克林霉素和左氧氟沙

星的多重耐药。耐药基因犲狉犿Ｂ、狋犲狋Ｍ的携带率分别为６６．７％、４７．６％，２９株菌（６９．０％）同时发生了犵狔狉Ａ和狆犪狉Ｃ

氟喹诺酮耐药决定簇的基因突变。４２株无乳链球菌属于４种血清型，分别为ⅠＢ（３５．７％）、Ⅲ（３３．３％）、Ⅴ（２６．２％）、

ⅠＡ（４．８％）；分属１１个序列型（ＳＴｓ），占比最多的为ＳＴ１０（３５．７％）和ＳＴ１９（３１．０％）；分属６个克隆复合体（ＣＣｓ），

其中占比最多的为ＣＣ１９（４２．９％）和ＣＣ１２（３５．７％）。所有无乳链球菌均携带毒力因子编码基因犮犳犫、犮狔犾Ｅ和

狆犪狏Ａ。结论　唐山地区高龄孕妇携带的无乳链球菌分子型别、血清型别呈现多态性，多重耐药特征明显，携带多

种类型的耐药基因和毒力基因。

［关　键　词］　无乳链球菌；药物敏感性；基因组测序；分子型别；血清型别；毒力基因
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　　无乳链球菌（犛狋狉犲狆狋狅犮狅犮犮狌狊犪犵犪犾犪犮狋犻犪犲）属于革

兰阳性链球菌，拥有较小的β溶血环，多定植于人体

的泌尿生殖道与胃肠道，可引起血流感染、脑膜炎和

心内膜炎等疾病［１］。无乳链球菌通过母体垂直感染

可引起胎儿和新生儿的败血症、肺炎、脑膜炎等相关

疾病，是全球新生儿感染和死亡的主要原因之一［２３］。

相比于正常孕龄孕妇，≥３５岁的孕妇，即高龄

孕妇的子宫环境及各项身体机能都欠佳［４５］，高龄

孕妇罹患产科并发症和围生期不良结局的风险都

会增加，包括妊娠期糖尿病、高血压疾病、早产、死

胎等［６］，并且相关分泌物的病原菌构成不同，耐药

性也有所不同［７８］，而高龄本身就是孕妇感染无乳链

球菌的独立危险因素［９］。本研究旨在通过耐药表型

与全基因组分析探讨唐山地区高龄孕妇携带的无乳

链球菌耐药性特征与耐药机制、毒力因子的携带分

布与分子分型特征，为临床有效控制和预防高龄孕

妇无乳链球菌感染提供依据。

１　对象与方法

１．１　研究对象　收集来自河北省唐山市华北理工大

学附属医院及河北省唐山市妇幼保健院≥３５岁孕妇

阴道分泌物拭子的无乳链球菌疑似菌株共４２株，剔

除同一患者的重复菌株。所有疑似菌株经分纯转种

于哥伦比亚型增菌培养基（ＯＸＯＩＤ，ＰＢ０１２３Ａ），并

在３５～３７℃、５％ ＣＯ２ 培养箱中培养１８～２４ｈ
［１０］，

经革兰染色、菌落形态、ＣＡＭＰ试验的阳性初筛后，

进一步使用梅里埃 Ｖｉｔｅｋ○Ｒ２Ｃｏｍｐａｃｔ全自动细菌

及药敏分析系统鉴定，确认４２株疑似菌株均为无乳

链球菌。

１．２　抗菌药物敏感性检测　使用全自动微生物鉴

定药敏分析仪ＢＤＰｈｏｅｎｉｘＴＭ Ｍ５０完成对１０类１３种

抗菌药物的敏感性检测，包括青霉素类（青霉素、氨

苄西林）、头孢菌素类（头孢噻肟、头孢吡肟）、口恶唑烷

酮类（利奈唑胺）、多肽类（万古霉素）、链阳菌素类

（奎奴普丁／达福普汀）、林可霉素类（克林霉素）、大

环内酯类（红霉素）、氟喹诺酮类（左氧氟沙星）、四环

素类（四环素、替加环素）、氯霉素类（氯霉素）。肺炎

链球菌 ＡＴＣＣ４９６１９作为质量控制菌株。基于美

国临床实验室标准化协会（ＣＬＳＩ）Ｍ１００Ｓ２３文件

进行药物敏感性判读。多重耐药菌（ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅ

ｓｉｓｔａｎｔｏｒｇａｎｉｓｍ，ＭＤＲＯ）判定标准为对３类或３

类以上抗菌药物同时呈现耐药。

１．３　菌株的全基因组数据分析　使用 Ｗｉｚａｒｄ○
Ｒ 基

因组 ＤＮＡ 纯化试剂盒（Ｗｉｚａｒｄ○Ｒ ＧｅｎｏｍｉｃＤＮＡ

ＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔ）对４２株无乳链球菌株进行核酸提

取，在ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉｓｅｑ２０００平台进行双末端测序得

到原始基因组数据（ＲａｗＤａｔａ），将原始基因组数据

通过ＥＤＡＴＡＢＯＸ生物计算工业一体机进行过滤

获得有效数据（ｃｌｅａｎｄａｔａ），拼接后以ＦＡＳＴＡ文件

格式存储。基于基因组流行病学中心的耐药基因数

据库 ＲｅｓＦｉｎｄｅｒ（ｈｔｔｐｓ：／／ｃｇｅ．ｆｏｏｄ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖ

ｉｃｅｓ／ＲｅｓＦｉｎｄｅｒ／）、致病菌毒力因子数据库（ｖｉｒｕ

ｌｅｎｃｅｆａｃｔｏｒｓｏｆｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｂａｃｔｅｒｉａ，ＶＦＤＢ）与血清

型相关文献及数据库［１１１２］确定菌株耐药基因、毒力

因子和血清型的分布。根据无乳链球菌的７个管家

基因犪犱犺Ｐ、狆犺犲Ｓ、犪狋狉、犵犾狀Ａ、狊犱犺Ａ、犵犾犮Ｋ和狋犽狋
［１３］的

等位基因位点变异明确特异的多位点序列分型

（ＭＬＳＴ）的序列型（ＳＴｓ），并进一步确定菌株的克

隆复合体（ＣＣｓ）。未被分配ＳＴ型别的菌株，将其基

因组文件上传至ＰｕｂＭＬＳＴ数据库网站（ｈｔｔｐｓ：／／

ｐｕｂｍｌｓｔ．ｏｒｇ／）获取新ＳＴ型。采用卡方检验验证

各个ＣＣｓ所拥有耐药基因和毒力因子及其编码基

因的差异，犘≤０．０５为差异具有统计学意义。
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２　结果

２．１　药敏结果　４２株无乳链球菌对１０类１３种抗

菌药物的药敏试验结果显示，所有菌株对青霉素、氨

苄西林、头孢噻肟、头孢吡肟、利奈唑胺、万古霉素、

替加环素敏感；对红霉素、克林霉素、左氧氟沙星、四

环素的耐药率分别为８８．１％（３７株）、６６．７％（２８

株）、７６．２％（２９株）、６４．３％（２７株），对氯霉素的耐

药率为７．１％（３株）。所有菌株呈现９种耐药模式，

其中占比最多的是红霉素＋克林霉素＋左氧氟沙星

的多重耐药模式，占比为３５．７％（１５株），其他耐药

及多重耐药模式见表１。

表１　４２株高龄孕妇携带的无乳链球菌耐药谱分布

犜犪犫犾犲１　Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｐａｔｔｅｒｎｓｏｆ４２ｓｔｒａｉｎｓｏｆ

犛．犪犵犪犾犪犮狋犻犪犲ｆｒｏｍａｄｖａｎｃｅｄｍａｔｅｒｎａｌａｇｅｐｒｅｇ

ｎａｎｔｗｏｍｅｎ

序号 耐药谱 ＭＤＲＯ
抗菌药物

种类数量

株数

（％）

１ 四环素 否 １ ２（４．８）

２ 四环素＋克林霉素 否 ２ １（２．４）

３ 四环素＋红霉素 否 ２ ２（４．８）

４ 四环素＋左氧氟沙星 否 ２ ２（４．８）

５ 四环素＋红霉素＋左氧氟沙星 是 ３ ２（４．８）

６ 四环素＋红霉素＋氯霉素 是 ３ ３（７．１）

７ 四环素＋红霉素＋克林霉素 是 ３ ５（１１．９）

８ 红霉素＋克林霉素＋左氧氟沙星 是 ３ １５（３５．７）

９ 四环素＋克林霉素＋红霉素＋

左氧氟沙星

是 ４ ７（１６．６）

１０ 四环素＋红霉素＋左氧氟沙星＋

氯霉素

是 ４ ３（７．１）

２．２　荚膜血清型、ＳＴｓ和ＣＣｓ的相关分布　细菌

基因组数据分析显示，４２株无乳链球菌属于４种血

清型，分别为ⅠＢ（１５株，３５．７％）、Ⅲ（１４株，３３．３％）、

Ⅴ（１１株，２６．２％）、ⅠＡ（２株，４．８％）。菌株 ＭＬＳＴ

型别多样，４０株分属于９个已知ＳＴ型别，２株菌株

为新的ＳＴ型别，提交ＰｕｂＭＬＳＴ后分别被命名为

ＳＴ１９６９、ＳＴ１９７６。１１个ＳＴｓ，占比最多的为ＳＴ１０

（１５株，３５．７％），其次是ＳＴ１９（１３株，３１．０％）；６个

ＣＣｓ，其中占比最多的为ＣＣ１９（１８株，４２．９％），其次

为ＣＣ１２（１５株，３５．７％）。ＣＣｓ、ＳＴｓ与血清型存有

一定的对应关系，ＣＣ１２菌株均为血清型ⅠＢ，ＣＣ１９

菌株为血清型Ⅲ和Ⅴ；ＳＴ２３属于ＣＣ２３，血清型均

为ⅠＡ（仅在ＳＴ２３）；ＳＴ２４和ＳＴ８９０同属ＣＣ２３，血

清型均为Ⅴ。ＭＬＳＴ聚类与血清型分布见图１。
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　　注：不同ＣＣ用不同颜色的阴影覆盖，不同血清型拥有不同颜色

的标注，ＳＴ之间的数字代表两个ＳＴ之间 ＭＬＳＴ７个位点中差异位

点的个数。

图１　４２株高龄孕妇携带的无乳链球菌ＳＴ型别和血清型

别相关最小生成树

犉犻犵狌狉犲１　ＭｉｎｉｍｕｍｓｐａｎｎｉｎｇｔｒｅｅｆｏｒｒｅｌｅｖａｎｔＳＴｓａｎｄｓｅｒｏ

ｔｙｐｅｓｏｆ４２ｓｔｒａｉｎｓｏｆ犛．犪犵犪犾犪犮狋犻犪犲ｆｒｏｍａｄｖａｎｃｅｄ

ｍａｔｅｒｎａｌａｇｅｐｒｅｇｎａｎｔｗｏｍｅｎ

２．３　耐药基因、毒力因子及相关编码基因的携带情

况　４２株无乳链球菌共检出１５种耐药基因，可介

导对大环内酯类、林可酰胺类、四环素类、氯霉素类、

氨基糖苷类药物的耐受，包括大环内酯类和林可霉

素类耐药基因犲狉犿Ａ、犲狉犿Ｂ、犿狉犲Ａ、犿犲犳Ａ、犿狊狉Ｄ、

犾狌狀Ｂ、犾狊犪Ｅ和犾狊犪Ｃ；四环素类耐药基因狋犲狋Ｍ、狋犲狋Ｏ

和狋犲狋Ｓ；氯霉素耐药基因犮犪狋Ｑ；氨基糖苷类耐药基

因犪狀狋（６）Ⅰａ、犪狆犺（３’）Ⅲ和犪犪犮（６’）犪狆犺（２’’）。

其中携带率最高的３个耐药基因为犿狉犲Ａ（４２株，

１００％）、犲狉犿Ｂ（２８株，６６．７％）和狋犲狋Ｍ（２０株，４７．６％）。

２９株（６９．０％）无乳链球菌同时发生了犵狔狉Ａ 和

狆犪狉Ｃ氟喹诺酮耐药决定簇的基因突变。所有无乳

链球菌均携带毒力基因犮犳犫、犮狔犾Ｅ、狆犪狏Ａ和至少一

种菌毛岛蛋白（Ｐｉｌｉｉｓｌａｎｄ，ＰＩ）基因，其次携带率较

高的毒力基因为犾犿犫（４０株，９５．２％）和毒力蛋白

Ｓｒｒ１（２９株，６９．０％）。仅１株菌检出毒力因子编码

基因狊犮狆Ｂ。见图２。
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　　注：不同颜色的方形色块代表着不同类别的耐药基因、毒力因子及毒力因子编码基因。

图２　４２株高龄孕妇携带的无乳链球菌耐药基因与毒力基因携带情况

犉犻犵狌狉犲２　Ｃａｒｒｉａｇｅｏｆｒｅｓｉｓｔａｎｃｅａｎｄｖｉｒｕｌｅｎｃｅｇｅｎｅｓｉｎ４２ｓｔｒａｉｎｓｏｆ犛．犪犵犪犾犪犮狋犻犪犲ｆｒｏｍａｄｖａｎｃｅｄｍａｔｅｒｎａｌａｇｅｐｒｅｇｎａｎｔｗｏｍｅｎ

２．４　不同ＣＣｓ菌株耐药基因和毒力因子的携带状

况　在ＣＣ１２中，犵狔狉Ａ和狆犪狉Ｃ喹诺酮耐药决定簇

突变的发生率为１００％，毒力因子 Ａｌｐｈａ的携带率

为１００％，远高于其他 ＣＣｓ的菌株（犘＜０．００１）；

ＣＣ１７中耐药基因狋犲狋Ｏ携带率为１００％，高于其他

ＣＣｓ的菌株（犘＜０．００１）；除 ＣＣ１２ 外，ＣＣ１９ 中

犵狔狉Ａ和狆犪狉Ｃ喹诺酮耐药决定簇突变的发生率高

于其他ＣＣｓ的菌株（犘＜０．００１）；ＣＣ２３中耐药基因

犾狊犪Ｃ携带率为４０．０％，高于其他ＣＣｓ的菌株（犘＜

０．００１）；ＣＣ６５１中耐药基因狋犲狋Ｓ和毒力因子ＡＬＰ１携

带率为１００％，高于其他ＣＣｓ的菌株（犘＜０．００１）。

３　讨论

相较于年轻孕妇而言，高龄孕妇妊娠并发症发

生率高，早产率也更高，给孕妇与新生儿带来更高的

感染风险，预后也更差［５，１４１５］。《预防围产期Ｂ族链

球菌病（中国）专家共识》建议对在３５～３７周筛查出

无乳链球菌的产妇，在围生期进行产时抗菌药物治疗

（ｉｎｔｒａｐａｒｔｕｍａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｃｈｅｍｏｐｒｏｐｈｙｌａｘｉｓ，ＩＡＰ），

能够显著降低母婴侵袭性无乳链球菌感染的发生

率，改善母婴结局［３］。青霉素是预防和治疗无乳链

球菌感染的首选药物。对于对青霉素严重过敏的患

者，克林霉素是最主要的治疗药物，红霉素因不能够

很好地透过胎盘，适应证受到一定的限制，存在一定

的使用缺陷［１６］。对红霉素、克林霉素耐药的无乳链

球菌的抗感染治疗则可申请使用万古霉素［１０］。

本研究对４２株高龄孕妇携带的无乳链球菌进

行药敏试验，结果显示对克林霉素、红霉素、左氧氟

沙星、四环素和氯霉素存在不同程度的耐药，尤其以

对红霉素和克林霉素耐药的菌株数最多，这给对青

霉素严重过敏患者的治疗带来了极大挑战。ＭＲＤＯ
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一直被临床重视，本研究中菌株涉及的多重耐药模

式有５种，其中对红霉素、克林霉素、左氧氟沙星耐

药的 ＭＲＤＯ占比高达３５．７％。澳大利亚一项研究

发现，在１００株无乳链球菌中克林霉素和红霉素的

共同耐药率为３２％
［１７］；伊朗一项研究中无乳链球菌

的多重耐药率约为２２％
［１８］。本研究中无乳链球菌

对克林霉素和红霉素的耐药程度高于其他国家和地

区，建议我国应高度关注无乳链球菌对二线药物耐

药和多重耐药的情况。

本研 究中，犿狉犲Ａ 基因编码的药物外排 泵

（１００％）和犲狉犿家族基因（７１．４％）编码的核糖体甲

基化修饰是导致无乳链球菌对克林霉素和红霉素耐

药的主要机制。除此之外，相比于其他ＣＣｓ，本研究

中ＣＣ２３菌株中犾狊犪Ｃ的检出率高（犘＜０．００１），提示

犾狊犪Ｃ可能是ＣＣ２３菌株对克林霉素耐受的最主要分

子机制之一。犾狊犪家族基因编码的ＡＢＣ转运蛋白可

将抗菌药物排出细菌外［１９］，应关注犾狊犪Ｃ编码的转

运蛋白对抗菌药物外排作用导致的菌株药物敏感性

降低。

本研究中，所有对左氧氟沙星耐药的菌株均为

ＣＣ１２和ＣＣ１９ＣＣｓ菌株，且都同时存在犵狔狉Ａ基因

编码的ＤＮＡ促旋酶８１位（Ｓｅｒ８１Ｌｅｕ）和狆犪狉Ｃ基

因编码的拓扑异构酶Ⅳ７９位（Ｓｅｒ７９ＰｈｅｏｒＴｙｒ）

的改变，提示ＤＮＡ促旋酶８１位和拓扑异构酶Ⅳ７９

位联合突变的ＣＣ１２和ＣＣ１９克隆菌株在唐山高龄

孕妇阴道中定植并传播，应高度警惕其对喹诺酮药

物的高耐受和对临床抗感染治疗的挑战［２０］。

无乳链球菌对氯霉素的耐药机制多为犮犪狋家族

基因编码的不同氯霉素乙酰转移酶，使药物失活［２１］。

有学者发现，对氯霉素耐药的无乳链球菌通常也对左

氧氟沙星耐药，它们之间是否有联系尚未可知［２２］。

本研究中３株无乳链球菌对氯霉素耐药，３株菌均

携带犮犪狋基因且同时对左氧氟沙星耐药，提示氯霉

素相关耐药基因与左氧氟沙星耐药性之间的联系需

要进一步研究。

近年研究［２３］提示，四环素的大量使用产生了耐

药ＣＣｓ，这可能是导致新生儿无乳链球菌感染率增

加的重要因素。本研究结果显示，四环素相关耐药

基因均编码核糖体保护蛋白，介导对药物靶点的保

护，但不同ＣＣｓ携带的核糖体保护蛋白的类型不

同，如狋犲狋Ｓ只出现在ＣＣ６５１中（犘＜０．００１），提示尽

管菌株都呈现出对四环素类药物的耐药性，但不同

ＣＣｓ的菌株其耐药机制具有多样性。

本研究检出的氨基糖苷类耐药基因可以编码核

苷酸转移酶、磷酸转移酶和乙酰转移酶，并导致氨基

糖苷类药物失去活性。对于严重的侵袭性无乳链球

菌感染，如感染性心内膜炎和假体周围关节感染，有

学者建议采用青霉素和庆大霉素的联合治疗，但因

其肾毒性与预后差，临床并不常采用［１９］。

无乳链球菌的荚膜作为重要的毒力因子之一，

不仅可抵抗人体免疫细胞的调理吞噬，也会抑制中

性粒细胞和巨噬细胞的活化［２４］。根据每个重复多

糖单元内单糖特定排列赋予其特异性，最终分为１０

种荚膜血清型（ⅠＡ、ⅠＢ、ⅡⅠＸ）。本研究菌株中检

测到４种荚膜血清型，占比从高到低依次为ⅠＢ、Ⅲ、

Ⅴ和ⅠＡ，揭示了唐山地区高龄孕妇携带的无乳链球

菌的血清型分布。

毒力基因犮犳犫、犮狔犾Ｅ、狆犪狏Ａ、犾犿犫，毒力因子Ｓｒｒ１

和菌毛（Ｐｉｌｉ）均会导致细菌对人体的侵袭损伤并增

强其穿透人体黏膜屏障，扩散到其他人体组织引发

感染的能力［２５２７］。本研究中高龄孕妇来源的无乳链

球菌与婴幼儿和普通成人来源的无乳链球菌携带

犮犳犫、犮狔犾Ｅ、狆犪狏Ａ、犾犿犫和菌毛的比例接近
［２８２９］，携带

率均很高，而且在所有ＣＣｓ中都广泛携带。一项对

骨关节感染无乳链球菌的研究发现，除ＣＣ１７外，拥

有Ｓｒｒ１的无乳链球菌在所有ＣＣｓ中都有所分布，

Ｓｒｒ２仅在ＣＣ１７的无乳链球菌中出现
［３０］。本研究

中Ｓｒｒ２仅在ＣＣ２３的无乳链球菌中出现。不同人

群分离的无乳链球菌Ｓｒｒ２是否有差异有待进一步

研究。

无乳链球菌超强毒力黏附素（ｈｙｐｅｒｖｉｒｕｌｅｎｔ

ＧＢＳａｄｈｅｓｉｎ，ＨｖｇＡ）与新生儿脑膜炎密切相关，可

增强细菌对构成血脑屏障（ｂｌｏｏｄｂｒａｉｎｂａｒｒｉｅｒ，

ＢＢＢ）的肠上皮细胞、脉络膜上皮细胞和微血管内皮

细胞的黏附能力［２６］。本研究中，１株菌（２．４％）携带

ＨｖｇＡ，提示高龄孕妇携带的无乳链球菌具有导致

新生儿脑膜炎风险。与年轻孕妇群体相比，高龄孕

妇群体生育能力明显下降［３１］，ＨｖｇＡ的存在可能会

加重高龄孕妇的感染，导致更差的预后［３２］。

ＡＬＰ家族蛋白（ＡＬＰｆａｍｉｌｙｐｒｏｔｅｉｎｓ）包括Ａｌ

ｐｈａ、ＡＬＰ１、ＡＬＰ２３、ＡＬＰ４和Ｒｉｂ，可以增强无乳

链球菌的免疫逃逸作用［１１，３３］。本研究结果显示毒

力因子Ａｌｐｈａ多出现在ＣＣ１２与ＣＣ１９中，ＡＬＰ１多

出现在ＣＣ１９中，高于其他ＣＣｓ（犘＜０．００１）。高龄

孕妇来源的无乳链球菌ＡＬＰ家族蛋白具有种群多

样性，不同ＣＣｓ菌株携带的ＡＬＰ蛋白不同，提示菌

株与宿主免疫系统可能存在复杂的相互作用。

综上所述，唐山地区高龄孕妇携带的无乳链球
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菌分子型别、血清型别呈现多态性，多重耐药特征明

显，菌株携带多种类型的耐药基因和毒力基因。本

研究将为临床与公共卫生系统对无乳链球菌的治疗

与控制提供基础数据，以促进新的治疗方法、预防策

略的产生。

利益冲突：所有作者均声明不存在利益冲突。
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