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衡阳市女性生殖道无乳链球菌的带菌状况及分子特征
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(１.南华大学公共卫生学院卫生检验系ꎬ湖南 衡阳 ４２１００１ꎻ２.南华大学附属第一医院检验科)

摘　 要:　 目的　 了解衡阳市女性生殖道无乳链球菌的带菌状况及分离株的分子特征ꎮ 　 方法　 收集衡阳市

３ 家教学医院的女性生殖道分泌物棉签拭子样本ꎬ对其中的无乳链球菌进行分离、鉴定和药敏分析ꎬ并对分离株的

耐药基因、血清型、菌毛岛类型进行分析ꎮ 　 结果　 无乳链球菌的检出率为 ０.８８％(３ / ３３９)ꎮ １ 株分离株保存失败ꎬ
另外 ２ 株分离株 ＨＹ６６ 和 ＨＹ９￣２ 均对四环素和红霉素耐药ꎬ并携带 ｅｒｍＢ 和 ｔｅｔＯ 耐药基因ꎮ 此外ꎬＨＹ９￣２ 对克林霉

素、左氧氟沙星、加替沙星耐药ꎬ还携带 ｔｅｔＭ 和 ｔｅｔＬ 耐药基因ꎮ ２ 株分离株的血清型为Ⅲ型ꎬ同时携带 ＰＩ￣１ 和 ＰＩ￣２ａ
菌毛岛ꎮ 　 结论　 衡阳市女性生殖道无乳链球菌的带菌率低ꎮ 分离株都对红霉素和四环素耐药ꎬ并出现了多重耐

药菌株ꎮ 为防治无乳链球菌的感染ꎬ应加强无乳链球菌的流行及耐药情况监测ꎮ
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　 　 无乳链球菌(Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ａｇａｌａｃｔｉａｅ)ꎬ兰氏分

群为 Ｂ 群ꎬ又称 Ｂ 群链球菌(ｇｒｏｕｐ Ｂ ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓꎬ
ＧＢＳ)ꎬ是一种常见的条件致病菌ꎬ常寄生在人体的

泌尿生殖道以及下消化道[１]ꎮ 无乳链球菌能突破

宿主的免疫防御系统ꎬ引起侵袭性感染和组织损伤ꎮ
尤其是血清型为Ⅰａ、Ⅱ、Ⅲ和Ⅴ 型的菌株常常引起

人类感染[２]ꎮ 孕妇围产期感染无乳链球菌可能会

导致流产、早产、胎膜早破及新生儿肺炎等并发症ꎬ
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严重者可出现母婴垂直传播导致新生儿脑膜炎、败
血症等ꎬ危及新生儿生命[１]ꎮ 此外ꎬ无乳链球菌还

能感染非孕妇成年人ꎬ尤其是老年人ꎬ可引起泌尿生

殖道、皮肤软组织感染和心内膜炎等[３￣４]ꎮ 随着抗

生素的大量使用ꎬ无乳链球菌的耐药菌株也不断出

现ꎬ部分菌株表现对青霉素耐药[５￣６]ꎮ 因此ꎬ研究人

群中无乳链球菌的带菌情况ꎬ血清型别及药物的敏

感性ꎬ对于防治无乳链球菌的感染具有重要意义ꎮ
本文拟收集衡阳市 ３ 家教学医院女性生殖道分

泌物标本ꎬ分离鉴定无乳链球菌ꎬ进行药敏试验ꎬ检
测耐药基因ꎬ并分析血清型及菌毛岛类型ꎬ以了解衡

阳市女性生殖道无乳链球菌的带菌状况及分子

特征ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料与试剂 　 　 ３３９ 份女性生殖道棉签拭子

样本来源于 ２０１４ 年 １１ 月~２０１５ 年 １ 月衡阳市 ３ 家

教学医院门诊和体检中心ꎮ ＴＳＢ 肉汤和脱纤维绵羊

血购自北京索莱宝科技有限公司ꎮ 庆大霉素和萘啶

酸为 Ａｍｒｅｓｃｏ 公司产品ꎮ ２×Ｔａｑ ＰＣＲ Ｍｉｘ 购自广州

东盛 生 物 科 技 有 限 公 司ꎮ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ Ⅲ 为

ＴＩＡＮＧＥＮ 公司产品ꎮ 细菌基因组提取试剂盒为

ＯＭＥＧＡ公司产品ꎮ 无乳链球菌参考菌株 ＡＴＣＣ
１２４０３ꎬＡＴＣＣ ＢＡＡ￣６１１ꎬＡＴＣＣ １３８１３ 和 Ａ９０９ 购自美

国菌种保存中心ꎬ本实验室保存ꎮ
１.２　 细菌的分离培养与纯化 　 　 样本处理参照美

国疾病预防控制中心制定的无乳链球菌预防指南

(２０１０ 版)进行[７]ꎮ 简述如下:将样本接种于含庆大

霉素(８ μｇ / ｍＬ)和萘啶酸(１５ μｇ / ｍＬ) ＴＳＢ 培养基

中ꎬ３７ ℃培养 １８ ~ ２４ ｈꎮ 观察细菌的生长情况ꎬ记
录浑浊生长的样本ꎮ 取浑浊生长管中的液体在含

５％脱纤维绵羊血的 ＴＳＡ 平板上分区划线ꎬ ３７ ℃培

养 ２４ ｈꎮ 观察血平板上的菌落特征ꎬ挑取疑似菌落

作革兰氏染色镜检ꎮ 革兰阳性球菌ꎬ链状排列的疑

似菌落接种 ＴＳＢ 斜面培养基ꎬ３７ ℃培养 ２４ ｈ 后ꎬ放
于 ４ ℃冰箱中保存备用ꎮ
１.３　 无乳链球菌的鉴定

１.３.１　 触酶试验　 在干净的玻片上滴加 １ ~ ２ 滴无

菌生理盐水ꎬ用接种环挑取菌落于生理盐水中抹匀

制备浓的菌悬液ꎬ然后滴加 １ ~ ２ 滴 ３％ 过氧化氢溶

液ꎬ静置 １ ｍｉｎ 内产大量气泡的为阳性ꎬ不产生气泡

的为阴性ꎮ 同时用无乳链球菌参考菌株 ( ＡＴＣＣ

１２４０３)作阴性对照ꎬ用金黄色葡萄球菌参考菌株

(ＡＴＣＣ ２５９２３)作阳性对照ꎮ
１.３.２　 无乳链球菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 种特异性引物快速鉴

定　 触酶阴性的菌株用无乳链球菌 １６Ｓ ｒＤＮＡ 种特

异性引物进行 ＰＣＲ 鉴定[８]ꎮ 反应体系(２５ μＬ):２×
Ｔａｑ ＰＣＲ Ｍｉｘ １２. ５ μＬꎬ上下游引物各 １ μＬꎬ模板

１ μＬꎬ加 ｄｄＨ２Ｏ 终体积至 ２５ μＬꎮ 反应参数为 ９４ ℃
预变性 ５ ｍｉｎꎻ９４ ℃变性 ３０ ｓꎬ５５ ℃退火 ３０ ｓꎬ７２ ℃
延伸 ３０ ｓꎬ３０ 个循环ꎻ７２ ℃延伸 ５ ｍｉｎꎮ ＰＣＲ 产物于

３％的琼脂糖凝胶中进行电泳检测ꎬ目的片段大小为

２２０ ｂｐꎮ
１.４　 药敏试验　 　 药敏试验采用天地人全自动微

生物鉴定与药敏仪(ＴＤＲ￣１００２)进行ꎬ按照美国临床

实验室标准协会(ＣＬＳＩ) ２０１０ 版标准判定药敏试验

结果ꎮ
１.５　 细菌基因组提取 　 　 无乳链球菌基因组的提

取按照 ＯＭＥＧＡ 细菌 ＤＮＡ 提取试剂盒(Ｄ３３５０￣０１)
说明书操作ꎮ 提取的细菌基因组 ＤＮＡ 于－２０ ℃保

存待用ꎮ
１.６　 耐药基因检测　 　 以细菌基因组为模板ꎬ表 １
中引物分别检测红霉素耐药基因 ｅｒｍＡ、 ｅｒｍＢ、
ｅｒｍＣ、ｍｅｆＡ 和四环素耐药基因 ｔｅｔＯ、 ｔｅｔＫ、 ｔｅｔＭ、
ｔｅｔＬ[９]ꎮ 反应体系见 １.３.２ꎮ 反应条件为:９４ ℃预变

性 ５ ｍｉｎꎻ９４ ℃ ３０ ｓꎬ５５ ℃ ３０ｓꎬ７２ ℃ ３０ ｓ 或 ９０ ｓ
(ｔｅｔＫ、ｔｅｔＭ、ｔｅｔＬ 为 ９０ ｓꎬ其他为 ３０ ｓ)ꎬ３０ 个循环ꎻ
最后 ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎꎮ
１.７　 荚膜多糖合成相关基因检测 　 　 参照 Ｉｍｐｅｒｉ
Ｍ 等[１０]报道的多重 ＰＣＲ 方法检测无乳链球菌的荚

膜多糖合成相关基因ꎬ根据检测结果可以确定菌株

的血清型ꎮ 引物见表 １ꎮ 反应体系(２５ μＬ):ＤＮＡ
模板 １ μＬꎬ２×Ｔａｑ ＰＣＲ Ｍｉｘ １２.５ μＬꎬ引物 ｃｐｓＩ￣Ｉａ￣６￣
７￣Ｆ 和 ｃｐｓＩ￣７￣９￣Ｆ 为 １ μＬ ꎬ其余引物 ０. ５ μＬꎬ加

ｄｄＨ２Ｏ 终体积至 ２５ μＬꎮ 反应程序为 ９４ ℃预变性

５ ｍｉｎꎻ９４ ℃变性 ６０ ｓꎬ５４ ℃ 退火 ６０ ｓꎬ７２ ℃ 延伸

２ ｍｉｎꎬ１５ 个循环ꎻ然后ꎬ９４ ℃ 变性 ６０ ｓꎬ５６ ℃ 退火

６０ ｓꎬ７２ ℃ 延伸 ２ ｍｉｎꎬ２５ 个循环ꎻ最后 ７２ ℃ 延伸

１０ ｍｉｎꎮ 反应结束后用 １.５％琼脂糖凝胶进行电泳

鉴定ꎮ 以 参 考 菌 株 ＡＴＣＣ１２４０３ꎬ ＡＴＣＣＢＡＡ￣６１１ꎬ
ＡＴＣＣ １３８１３ 和 Ａ９０９ 为对照ꎮ
１.８ 　 菌毛骨架蛋白基因检测 　 　 参照 Ｍａｒｇａｒｉｔ Ｉ
等[１１] 报道的方法检测无乳链球菌的菌毛岛 ＰＩ￣１、
ＰＩ￣２ａ 或 ＰＩ￣２ｂ 的骨架蛋白 ＢＰ￣１、ＢＰ￣２ａ 和 ＢＰ￣２ｂ 的

编码基因 ｓｐｂ１、ｓｐｂ２ａ 和 ｓｐｂ２ｂꎬ由此判断菌毛岛类

０６４ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｅｎｔｒａｌ Ｓｏｕｔｈ ＣｈｉｎａꎬＳｅｐ ２０１７ꎬＶｏｌ.４５ꎬＮｏ.５



型ꎮ 引物序列见表 １ꎬ反应体系同 １.３.２ꎬ反应程序为

９４ ℃ ５ ｍｉｎꎬ９４ ℃ ４５ ｓꎬ５４ ℃ ４５ ｓꎬ７２ ℃ ９０ ｓ ｔｏ
１２０ ｓ( ｓｐｂ２ａ 和 ｓｐｂ２ｂ 为 １２０ ｓ) 反应 ３５ 个循环ꎬ
７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎꎮ

表 １　 本文所用引物

引物名称 序列(５′ →３′) 描述 产物大小(ｂｐ) 参考文献

Ｆ１ ＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＡＴＧＧＣＴＣＡＧ 无乳链球菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 种特异性引物 ２２０ [８]
ＩＭＯＤ ＡＣＣＡＡＣＡＴＧＴＧＴＴＡＡＴＴＡＣＴＣ
ｅｒｍＡ￣Ｆ ＴＣＴＡＡＡＡＡＧＣＡＴＧＴＡＡＡＡＧＡＡ 红霉素耐药基因 ｅｒｍＡ 检测 ６４０ [９]
ｅｒｍＡ￣Ｒ ＣＴＴＣＧＡＴＡＧＴＴＴＡＴＴＡＡＴＡＴＴＡＧＴ
ｅｒｍＢ￣Ｆ ＡＴＴＴＡＡＡＡＧＡＡＡＣＣＧＡＴＡＣＣＧＴＴ 红霉素耐药基因 ｅｒｍＢ 检测 ６４０ [９]
ｅｒｍＢ￣Ｒ ＡＡＴＴＧＴＴＴＡＣＴＴＴＧＧＣＧＴＧＴ
ｅｒｍＣ￣Ｆ ＴＣＡＡＡＡＣＡＴＡＡＴＡＴＡＧＡＴＡＡＡ 红霉素耐药基因 ｅｒｍＣ 检测 ６４０ [９]
ｅｒｍＣ￣Ｒ ＧＣＴＡＡＴＡＴＴＧＴＴＴＡＡＡＴＣＧＴＣＡＡＴ
ｍｅｆＡ￣Ｆ ＡＧＴＡＴＣＡＴＴＡＡＴＣＡＣＴＡＧＴＧＣ 红霉素耐药基因 ｍｅｆＡ 检测 ３４９ [９]
ｍｅｆＡ￣Ｒ ＴＴＣＴＴＣＴＧＧＴＡＣＴＡＡＡＡＧＴＧＧ
ｔｅｔＯ￣Ｆ ＡＡＣＴＴＡＧＧＣＡＴＴＣＴＧＧＣＴＣＡＣ 四环素耐药基因 ｔｅｔＯ 检测 ５１５ [９]
ｔｅｔＯ￣Ｒ ＴＣＣＣＡＣＴＧＴＴＣＣＡＴＡＴＣＧＴＣＡ
ｔｅｔＭ￣Ｆ ＡＧＴＴＴＴＡＧＣＴＣＡＴＧＴＴＧＡ 四环素耐药基因 ｔｅｔＭ 检测 １８６２ [９]
ｔｅｔＭ￣Ｒ ＴＣＣＧＡＣＴＡＴＴＴＧＧＡＣＧＡＣＧＧ
ｔｅｔＫ￣Ｆ ＴＡＴＴＴＴＧＧＣＴＴＴＧＴＡＴＴＣＴＴＴＣＡＴ 四环素耐药基因 ｔｅｔＫ 检测 １３９７ [９]
ｔｅｔＫ￣Ｒ ＧＣＴＡＴＡＣＣＴＧＴＴＣＣＣＴＣＴＧＡＴＡＡ
ｔｅｔＬ￣Ｆ ＡＴＡＡＡＴＴＧＴＴＴＣＧＧＧＴＣＧＧＴＡＡＴ 四环素耐药基因 ｔｅｔＬ 检测 １０７７ [９]
ｔｅｔＬ￣Ｒ ＡＡＣＣＡＧＣＣＡＡＣＴＡＡＴＧＡＣＡＡＴＧＡＴ
ｃｐｓＩ￣Ｉａ￣６￣７￣Ｆ ＧＡＡＴＴＧＡＴＡＡＣＴＴＴＴＧＴＧＧＡＴＴＧＣＧＡＴＧＡ 荚膜多糖合成相关基因检测 [１０]
ｃｐｓＩ￣６￣Ｒ ＣＡＡＴＴＣＴＧＴＣＧＧＡＣＴＡＴＣＣＴＧＡＴＧ
ｃｐｓＩ￣７￣Ｒ ＴＧＴＣＧＣＴＴＣＣＡＣＡＣＴＧＡＧＴＧＴＴＧＡ
ｃｐｓＬ￣Ｆ ＣＡＡＴＣＣＴＡＡＧＴＡＴＴＴＴＣＧＧＴＴＣＡＴＴ
ｃｐｓＬ￣Ｒ ＴＡＧＧＡＡＣＡＴＧＴＴＣＡＴＴＡＡＣＡＴＡＧＣ
ｃｐｓＧ￣Ｆ ＡＣＡＴＧＡＡＣＡＧＣＡＧＴＴＣＡＡＣＣＧＴ
ｃｐｓＧ￣Ｒ ＡＴＧＣＴＣＴＣＣＡＡＡＣＴＧＴＴＣＴＴＧＴ
ｃｐｓＧ￣２￣３￣６￣Ｒ ＴＣＣＡＴＣＴＡＣＡＴＣＴＴＣＡＡＴＣＣＡＡＧＣ
ｃｐｓＮ￣５￣Ｆ ＡＴＧＣＡＡＣＣＡＡＧＴＧＡＴＴＡＴＣＡＴＧＴＡ
ｃｐｓＮ￣５￣Ｒ ＣＴＣＴＴＣＡＣＴＣＴＴＴＡＧＴＧＴＡＧＧＴＡＴ
ｃｐｓＪ￣８￣Ｆ ＴＡＴＴＴＧＧＧＡＧＧＴＡＡＴＣＡＡＧＡＧＡＣＡ
ｃｐｓＪ￣８￣Ｒ ＧＴＴＴＧＧＡＧＣＡＴＴＣＡＡＧＡＴＡＡＣＴＣＴ
ｃｐｓＪ￣２￣４￣Ｆ ＣＡＴＴＴＡＴＴＧＡＴＴＣＡＧＡＣＧＡＴＴＡＣＡＴＴＧＡ
ｃｐｓＪ￣２￣Ｒ ＣＣＴＣＴＴＴＣＴＣＴＡＡＡＡＴＡＴＴＣＣＡＡＣＣ
ｃｐｓＪ￣４￣Ｒ ＣＣＴＣＡＧＧＡＴＡＴＴＴＡＣＧＡＡＴＴＣＴＧＴＡ
ｃｐｓＩ￣７￣９￣Ｆ ＣＴＧＴＡＡＴＴＧＧＡＧＧＡＡＴＧＴＧＧＡＴＣＧ
ｃｐｓＩ￣９￣Ｒ ＡＡＴＣＡＴＣＴＴＣＡＴＡＡＴＴＴＡＴＣＴＣＣＣＡＴＴ
ｃｐｓＪ￣Ｉｂ￣Ｆ ＧＣＡＡＴＴＣＴＴＡＡＣＡＧＡＡＴＡＴＴＣＡＧＴＴＧ
ｃｐｓＪ￣Ｉｂ￣Ｒ ＧＣＧＴＴＴＣＴＴＴＡＴＣＡＣＡＴＡＣＴＣＴＴＧ
ＢＰ￣１￣Ｆ ＣＴＧＴＧＣＴＡＡＡＣＴＴＴＡＡＴＡＧＴＴＴＴＧＴＧＣ 菌毛骨架蛋白基因检测 １７３６ [１１]
ＢＰ￣１￣Ｒ ＡＧＧＣＴＡＴＴＴＣＴＣＴＴＴＴＣＴＴＡＡＡＣＡＴＧＧ
ＢＰ￣２ａ￣￣Ｆ ＣＴＡＴＧＡＴＧＴＣＴＡＴＴＧＣＡＧＧＴＧＧＡＡ ２４００ [１１]
ＢＰ￣２ａ￣Ｒ ＧＡＧＴＡＣＴＴＣＴＡＣＴＧＡＡＡＴＡＣＣＣ
ＢＰ￣２ｂ￣Ｆ ＴＴＴＡＧＣＴＴＴＡＧＣＴＣＴＡＣＣＡＴＣＡＧＧ １７００ [１１]
ＢＰ￣２ｂ￣Ｒ ＣＣＣＡＣＴＧＣＡＡＴＴＡＴＡＧＴＧＡＣＡＡＧＣ
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２　 结　 　 果

２.１　 无乳球菌的分离鉴定 　 　 ３３９ 份样本中分离

到了 ３ 株无乳链球菌ꎬ分离率为 ０.８８％ꎮ ３ 株分离

株分别命名为 ＨＹ６６、ＨＹ９￣２ 和 ＨＹ６８ꎬ其中 ＨＹ６８ 保

存失败ꎮ 分离株在绵羊血平板上的菌落呈圆形、隆
起、半透明、光滑、湿润、边缘整齐ꎬ呈 α 溶血ꎮ 革兰

染色阳性ꎬ链状排列ꎮ 用无乳链球菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 种

特异性引物进一步鉴定ꎬ３ 株分离株均扩增出了大

小为 ２２０ ｂｐ 的目的条带(图 １)ꎮ

图 １　 无乳链球菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 种特异性引物检测

Ｍ:ｍａｒｋｅｒꎻ泳道 １、２、４、６分别为ＨＹ６６、ＨＹ９￣２、ＨＹ６８和 ＡＴＣＣ １２４０３ꎻ
泳道 ３、５ 为阴性检测结果ꎻ泳道 ７ 为阴性对照

２.２　 耐药性分析　 　 药敏试验结果显示:ＨＹ６６ 对

四环素和红霉素耐药ꎻＨＹ９￣２ 为多重耐药菌ꎬ对林可

霉素类药物克林霉素、四环素类药物四环素、喹诺酮

类药物左氧氟沙星和加替沙星及大环内酯类药物红

霉素耐药(表 ２)ꎮ 菌株 ＨＹ６６ 检出了红霉素耐药基

因 ｅｒｍＢ 和四环素耐药基因 ｔｅｔＯꎮ 菌株 ＨＹ９￣２ 检出

了红霉素耐药基因 ｅｒｍＢꎬ四环素耐药基因 ｔｅｔＯ、ｔｅｔＭ
和 ｔｅｔＬ(图 ２)ꎮ

表 ２　 药敏试验结果

抗生素
测试结果

ＨＹ６６ ＨＹ９￣２
青霉素 Ｓ Ｓ
万古霉素 Ｓ Ｓ
氨苄西林 Ｓ Ｓ
头孢吡肟 Ｓ Ｓ
头孢曲松 Ｓ Ｓ
利奈唑胺 Ｓ Ｓ
美罗培南 Ｓ Ｓ
克林霉素 Ｓ Ｒ
四环素 Ｒ Ｒ
左氧氟沙星 Ｓ Ｒ
加替沙星 Ｓ Ｒ
红霉素 Ｒ Ｒ

　 　 Ｓ:敏感ꎬＲ:耐药

图 ２　 耐药基因检测

Ａ:ｅｒｍＢ 基因检测ꎬ泳道 １~３ 分别 为 ＨＹ６６、 ＨＹ９￣２ 和阴性对照ꎻＢ:ｔｅｔＭ 基因检测ꎬ泳道 １~３ 分别为 ＨＹ６６、ＨＹ９￣２ 和阴性对照ꎻ
Ｃ:ｔｅｔＬ 基因检测ꎬ泳道 １~３ 分别为 ＨＹ６６、ＨＹ９￣２ 和阴性对照ꎻＤ:ｔｅｔＯ 基因检测ꎬ泳道 １~３ 分别为 ＨＹ６６、ＨＹ９￣２ 和阴性对照

２.３　 荚膜多糖合成相关基因检测 　 　 采用多重

ＰＣＲ 方法ꎬ对分离株和参考菌株 ＡＴＣＣ１２４０３ꎬＡＴＣＣ
ＢＡＡ￣６１１ꎬＡＴＣＣ１３８１３ 和 Ａ９０９ 的荚膜多糖合成相关

基因进行鉴定ꎬ结果如图 ３ 所示ꎬ２ 株分离株的带型

与参 考 株 ＡＴＣＣ１２４０３ ( Ⅲ 型 ) 一 致ꎬ 均 为 Ⅲ 型

(图 ３)ꎮ
２.４　 菌毛骨架蛋白基因检测 　 　 ２ 株分离株都缺

乏 ｓｐｂ２ｂ 基因ꎬ均有 １ 型和 ２ａ 型菌毛岛骨架蛋白基

因 ｓｐｂ１ 和 ｓｐｂ２ａ(图 ４)ꎮ

３　 讨　 　 论

无乳链球菌在女性生殖道中的定植率较高ꎮ
Ｍｅｔａ 分析显示全球不同国家孕妇生殖道中无乳链

２６４ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｅｎｔｒａｌ Ｓｏｕｔｈ ＣｈｉｎａꎬＳｅｐ ２０１７ꎬＶｏｌ.４５ꎬＮｏ.５



图 ３　 多重 ＰＣＲ 检测荚膜多糖合成相关基因

１:Ａ９０９(Ⅰａ)ꎻ２:ＡＴＣＣ １３８１３(Ⅱ)ꎻ３:ＡＴＣＣ ＢＡＡ￣６１１(Ⅴ)ꎻ
４:ＡＴＣＣ １２４０３(Ⅲ)ꎻ５~７:ＨＹ６６、ＨＹ９￣２ 和阴性对照

球菌的定植率平均达 １７. ９％ ꎬ非洲地区最高为

２２ ４％ꎬ亚洲地区最低为 １１.１％[１２]ꎮ 国内学者张传

飞等 [５]和钱香等[６] 报道育龄女性生殖道无乳链球

菌感染率达 ３.７９％~５.９％ꎮ 本研究从 ３３９ 份女性生

殖道分泌物棉签拭子样本中ꎬ检出 ３ 份无乳链球菌

阳性标本ꎬ检出率为 ０.８８％ꎬ明显低于国内其他学者

的报道ꎮ 可能与下列因素有关:①样本数量相对较

少ꎬ调查的时间跨度短ꎮ 国内学者多采取回顾性分

析的方法ꎬ样本数量较多ꎬ调查的时间跨度较长ꎮ 例

如钱香等[６]回顾性分析了 ２００４ ~ ２０１１ 年间临床送

检的 １１４８４ 份标本ꎬ共分离到 ４７１ 株无乳链球菌ꎬ分
离率为 ４.１％ꎮ ②样本的采集部位不同ꎬ对分离结果

图 ４　 菌毛骨架蛋白基因检测

Ａ:菌毛岛 ＰＩ￣１ 骨架蛋白 ＢＰ￣１ 编码基因 ｓｐｂ１ 检测ꎬ泳道 １~５ 分别为 Ａ９０９、ＡＴＣＣＢＡＡ￣６１１、ＨＹ６６、ＨＹ９￣２ 和阴性对照ꎻＢ:菌毛岛 ＰＩ￣２ａ 和

ＰＩ￣２ｂ 的骨架蛋白 ＢＰ￣２ａ、ＢＰ￣２ｂ 的编码基因 ｓｐｂ２ａ 和 ｓｐｂ２ｂ 的检测ꎬ泳道 １~５ 分别为 ＡＴＣＣ１２４０３、ＡＴＣＣＢＡＡ￣６１１、
ＨＹ６６、ＨＹ９￣２ 和阴性对照ꎬ泳道 ７~１０ 分别为 Ａ９０９、ＡＴＣＣＢＡＡ￣６１１、ＨＹ６６ 和 ＨＹ９￣２ꎬ泳道 １１~１２ 为阴性对照

有影响ꎮ Ｑｕｉｎｌａｎ 等[１３]报道 １８.５％的 ＧＢＳ 阳性患者

阴道分泌检测结果为阴性ꎬ但直肠分泌物标本检测

结果为阳性ꎮ 本研究的标本均为阴道分泌物棉签拭

子标本ꎬ故检出率可能偏低ꎮ 此外ꎬ本次调查中ꎬ高
校职工和企业员工的健康体检样本占 ４３.３％ꎮ 这部

分人群大多接受较高层次的教育ꎬ卫生意识和生活

环境良好ꎬ无乳链球菌的带菌率可能相对较低ꎮ
近年来ꎬ无乳链球菌对四环素、红霉素、克林霉

素及左氧氟沙星的耐药率较高ꎬ其中对四环素的耐

药率可达 ８０％以上ꎬ红霉素的耐药率可达 ５０％以

上[５￣６]ꎮ 本研究中ꎬ２ 株分离株均对红霉素和四环素

耐药ꎬ其中分离株 ＨＹ９￣２ 为多重耐药菌株ꎬ对克林

霉素、四环素、左氧氟沙星、加替沙星和红霉素均耐

药ꎮ Ｌｅｅ 和 Ｌａｉ 报道红霉素耐药基因 ｅｒｍＢ 的检出率

最高[１４]ꎮ 本研究 ２ 株分离株均检测到 ｅｒｍＢ 基因ꎬ

未检测到 ｅｒｍＡ、ｅｒｍＣ、ｍｅｆＡ 基因ꎬ这与 Ｌｅｅ 和 Ｌａｉ 的
报道一致ꎮ 四环素耐药基因中ꎬｔｅｔＭ 检出率最高ꎬ
ｔｅｔＬ 和 ｔｅｔＯ 的检出率低ꎬ少数四环素耐药菌株中同

时存在多种耐药基因[１５]ꎮ 本研究分离株 ＨＹ￣９￣２ 同

时携带 ｔｅｔＯ、ｔｅｔＭ 和 ｔｅｔＬ 基因ꎮ
根据荚膜多糖的化学组成、结构和血清学特性ꎬ

无乳链球菌分为十个血清型即Ⅰａ、Ⅰｂ、Ⅱ~Ⅸ[８]ꎮ
引起人类感染的主要为血清型为Ⅰａ、Ⅱ、Ⅲ和 Ⅴ
型[２]ꎬ我国流行的型别主要是Ⅲ型[２ꎬ１５]ꎮ 本研究通

过多重 ＰＣＲ 鉴定荚膜多糖合成酶基因结果显示ꎬ２
株分离株均为Ⅲ型ꎬ这与国内其他学者报道一致ꎮ

菌毛是无乳链球菌重要的毒力因子ꎬ在细菌的

粘附、侵袭和生物被膜的形成过程中发挥重要作用ꎬ
并且还是一种良好的抗原ꎬ是制备疫苗的候选[１１]ꎮ
无乳 链 球 菌 有 三 种 菌 毛 岛 即: 菌 毛 岛￣１ ( ｐｉｌｕｓ
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ｉｓｌａｎｄｓ￣１ꎬＰＩ￣１)、菌毛岛 ２ａ(ｐｉｌｕｓ ｉｓｌａｎｄｓ￣２ａꎬＰＩ￣２ａ)
和菌毛岛￣２ｂ(ｐｉｌｕｓ ｉｓｌａｎｄｓ￣２ｂＰＩ￣２ｂ) [１１]ꎮ 无乳链球

菌人源分离菌株至少含有一种菌毛岛ꎬ大多数菌株

携带 ＰＩ￣２ａꎬ同时携带 ＰＩ￣１ 和 ＰＩ￣２ａ 菌株可达 ４０％以

上[１１]ꎮ 本研究中 ２ 株分离株不含 ＰＩ￣２ｂꎬ同时携带

ＰＩ￣１ 和 ＰＩ￣２ａꎮ
综上所述ꎬ本研究分离的无乳链球菌均对四环

素和红霉素耐药ꎬ血清型为Ⅲ型ꎬ同时携带 ＰＩ￣１ 和

ＰＩ￣２ａ 菌毛岛ꎮ 多重耐药菌株的检出提示无乳链球

菌对抗生素的耐药情况有加剧的趋势ꎬ临床应加强

对无乳链球菌的流行及耐药情况监测ꎮ
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