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无乳链球菌&

YTV

'!也被称为
T

族链球菌!常定

植于人体消化道及生殖道!是造成孕妇产褥期脓毒血

症和新生儿脑膜炎的重要原因!严重者可导致新生儿

死亡或残疾!造成严重经济和社会负担$
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#抗菌药

物预防治疗是阻断母婴
YTV

感染最有效的手段!尽

管
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对青霉素类抗菌药物的敏感性较高!但在日

本等地相继检出青霉素敏感性降低的
YTV

菌株!且

多为氟喹诺酮耐药菌株$
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#此外!流行病学资料表

明!耐氟喹诺酮
YTV

菌株多出现在亚洲$
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!而欧美地

区流行较为罕见$
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#因此!耐氟喹诺酮
YTV

菌株引

起了人们的高度关注#本研究拟调查苏州地区耐氟

喹诺酮
YTV

菌株耐药基因的分子特征!对明确和监

测本地区此类菌株的耐药性!以及丰富我国
YTV

流

行病学资料等都具有重要意义!现报道如下#
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材料与方法
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室
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YTV 4L??#('#(

! 阴 性 对 照 为 大 肠 杆 菌

4L??$*)$$

#

$%%

!

仪器与试剂
!
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聚合酶"
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等均购自大连宝生生物&
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'公司+药敏

纸片购自
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公司+
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仪购自
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公司!核酸

浓度测定仪购自
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公司#
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方法
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基因片段!并经
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比

对后!由苏州金唯智生物工程公司合成#其引物序列

如表
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所示#
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菌株分离与鉴定
!

临床生殖道标本均采用

LCJJD;E/77

增菌肉汤增菌
$2G

后!接种于哥伦比亚

血琼脂培养基!置于
*S ?R

$

培养箱
(*b

培养
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#依据菌落特征筛选可疑
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溶血菌株!参考-全国

临床检验操作规程&第
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版'.方法$
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!采用
?4@W

协

同溶血实验鉴定!并采用
TU

链球菌平板经细菌鉴定

仪进行鉴定和药敏分析#其中氟喹诺酮耐药依据左

氧氟沙星!根据
?NV=@#""+V$(

规则$

'

%进行判断#所

有氟喹诺酮
YTV

耐药菌株鉴定结果经
@4NU=+LR>

质谱仪进行确认#
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细菌基因组
UP4

提取
!

离心收集
YTV

菌

株!按照细菌基因组
UP4

提取试剂盒操作说明!提取

细菌基因组
UP4

#经
P51CU6C

X

#"""

进行核酸浓度

和纯度确认无误后进行后续实验#
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W?3

法扩增
<I

64

和
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基因片段
!

W?3

实验以
YTV4L??#('#(UP4

作为阳性对照!以大

肠杆菌
4L??$*)$$UP4

作为阴性对照#
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体系
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模板
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!其余用
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#扩增条件
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预变性
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)*b

变性
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退火
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#F/1

!共
(*

个循环!
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扩增后!将
W?3

扩增产物经
#%*S

琼脂糖电泳分析!

电泳电压为
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!时间
("F/1

#采用凝胶成像仪检

测扩增条带位置!将与目的条带位置一致的阳性扩增

产物进行基因测序!以及序列比对分析#

$%&%(

!

基因测序及结果分析
!

阳性扩增产物经胶回

收后!送苏州金唯智生物工程公司!采用双向测通策

略进行
V51

<

;6

测序#对获得的基因测序结果!采用

UP40756

软件
@;

<

4:/1

模块!用
?:A075:Q

方法进行

比对分析!并显示保守序列及保守性+采用
?G6CF50

软件对主要突变位点进行分析#
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结
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果
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!

本研究选取
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菌株!通过高保真
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聚合酶采用
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法!对
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及
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胶电泳显示基因扩增产物
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约
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X
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!见图
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胶回收后送

基因公司进行
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测序#
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64W?3

扩增产物电泳!其中泳道
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为阳性对照!泳道
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为阴性对照!泳道
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为临床菌株!泳道
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为
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为
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$

为阳性对照!泳道
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为临床菌株

图
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和
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基因扩增产物电泳图
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基因测序结果分析
!<I

64

基因产物经测

序后分析!本地区
YTV

菌株
<I

64

在第
'#

位氨基酸

为高频突变位点!即
<I

64

,

'#

!见图
$

#其中图
$5

为

野生型&

QL

'基因!其测序结果为
L?4

!编码丝氨酸

&

V;6

'+图
$H

为突变型!基因测序结果为
LL4

!编码

亮氨酸&

N;A

'#

2!

株菌丝氨酸突变为亮氨酸!即
V'#N

&

L?4

$

LL4

'突变率高达
)(%2S

&

2(
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2!

'!其余
(

株

为野生型!说明本地区
YTV

对氟喹诺酮类耐药主要

为此形式&见图
$9

'#而本次未检出另一常见高频突

变位点
<I

64

,

'*

!即发生第
'*

位氨基酸
Y44

$

444

的突变#
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注(
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为
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64

野生型+

H

为
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64

突变株!

<I

64

基因第
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位氨基酸

为
N;A

!编码基因为
LL4

+

9

为
2!

株菌株在
$2$

"

($"

位的碱基保守性

分析

图
$

!!<I
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基因测序图及保守性分析
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基因测序结果分析
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显示!其高频突变位点为第
,)

位氨基酸!即
X
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,
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!

见图
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#其中!图
(5

为野生型!其第
,)

位氨基酸基因

序列为
L??

!编码丝氨酸&

V;6

'+图
(H

"

J

为
X

56?

突

变型!测序结果为
L4?

"

LL?

和
Y??

!分别编码酪氨

酸&

L

I

6

'"苯丙氨酸&

WG;

'和丙氨酸&

4:5

'#在
2!

株菌

株中!主要存在
$

种
X

56?

突变模式!即(

X
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,

V,)K

突变&

L??

$

L4?

'!占
,(%)S
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2!
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X

56?

,

V,)>

突

变&
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LL?

'!占
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'

*

2!

'#值得注意的是!

本研究还发现
(

株
YTV

携带
X

56?

,

V,)4

突变!即

L??

$

Y??

!占
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'#此外!

#

株为野生型#
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注(
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为
X

56?

野生型+

H

为
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56?

突变株!第
,)

位氨基酸为
L

I
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!编

码基因为
L4?

+
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为
X
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突变株!第
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位氨基酸为
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!编码基因为
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位氨基酸为
WG;

!编码基因为
Y??

+

;

为

2!

株菌株在
X

56?

基因
#)*

"

$**

位碱基的保守性分析!其主要突变位

点分布于
$(*

"

$(!

位碱基

图
(

!!X

56?

基因测序图及保守性分析

%%'

!<I

64

及
X

56?

耐药突变模式分析
!

将上述
<I

64

和
X

56?

基因突变模式汇总分析后!如表
$

所示!可以

发现介导
YTV

对氟喹诺酮耐药的主要耐药基因突变

模式为
!

种!其中以
<I

64

,

V'#N

合并
X

56?

,

V,)K

突

变为主!占
,(%)S

&

(2

*

2!

'+其次为
<I

64

,

V'#N

合并

X

56?

,

V,)>

突变!占
#(%"S

&

!

*

2!

'#而由
<I

64

或

X

56?

单一突变引起的耐药占比较低!仅检出
2

株#这

种合并耐药突变模式可能与本地区
YTV

高水平氟喹

诺酮耐药性密切相关#

表
$

!!<I

64

和
X

56?

突变模式及分布

序号 模式 数量&

,

' 构成比&

S

'

#

<I

64

,

V'#N

*

X

56?

,

V,)K (2 ,(%)

$

<I

64

,

V'#N

*

X

56?

,

V,)> ! #(%"

(

<I

64

,

QL

*

X

56?

,

V,)> $ 2%(

2

<I

64

,

V'#N

*

X

56?

,

V,)4 $ 2%(

*

<I

64

,

V'#N

*

X

56?

,

QL # $%$

!

<I

64

,

QL

*

X

56?

,

V,)4 # $%$

&

!

讨
!!

论

!!

YTV

是临床母婴感染的主要病原菌#据估计!成

年女性
YTV

携带率为
$"S

"

("S

$

2+*

%

#在分娩过程

中!

YTV

携带者极易引起新生儿感染#新生儿早发型

感染的主要临床表现为新生儿肺炎"菌血症"脑膜炎!

严重者可危及新生儿性命$

)

%

#抗菌药物治疗一直被

视为对
YTV

的有效预防和治疗手段!其耐药性也一

直是人们关注的重点#以往研究表明!本地区和我国

其他地区一样!存在耐氟喹诺酮
YTV

菌株!其耐药率

高达
2$%'S

$

#"

%

#亚洲其他地区!如韩国"日本等地耐

氟喹诺酮
YTV

菌株仅为
)%(S

左右$

2+*

!

##

%

#相反!欧

美等地区耐氟喹诺酮
YTV

菌株极为罕见#这充分说

明!

YTV

流行特征存在较大的地区差异!其临床预防

和治疗策略也应有所不同$

#$

%

#尽管目前临床
YTV

分

离株对绝大多数青霉素类抗菌药物敏感!但日本出现

的青霉素敏感性降低
YTV

菌株给人们敲响了警钟$

(

%

#

值得注意的是!这类青霉素敏感性降低
YTV

菌株具

有高水平氟喹诺酮耐药性#因此!调查耐氟喹诺酮

YTV

菌株流行特征!对于收集
YTV

菌株分子流行病

学特征和监测耐药性等具有重要指导意义#

氟喹诺酮类抗菌药物主要通过结合
UP4

复制相

关酶类!如
UP4

解旋酶和
UP4

拓扑异构酶
%

#

UP4

解旋酶由
<I

64

和
<I

6T

亚单位组成!而
UP4

拓

扑异构酶
%

是由
X

56?

和
X

56]

亚单位组成!其中
<I

+

64

和
X

56?

突变在氟喹诺酮耐药中较为常见$

#(+#2

%

#

本研究调查了苏州地区耐氟喹诺酮
YTV

菌株
<I

64

和
X

56?

基因突变情况!并对其突变特征进行分析#

结果显示!

2!

株耐氟喹诺酮
YTV

!其高频突变位点存

在以下特点(

<I

64

以第
'#

位丝氨酸突变为亮氨酸为

主!即
<I

64

,

V'#N

&

L?4

$

LL4

'!其突变率为
)(%2S

&

2(

*

2!

'+而
X

56?

以第
,)

位丝氨酸突变为酪氨酸和

苯丙氨酸为主!即
X

56?

,

V,)K

&

L??

$

L4?

'!突变率

为
,(%)S

&

(2

*

2!

'!

X

56?

,

V,)>

&

L??

$

LL?

'突变率

为
#,%2S

&

'

*

2!

'#耐药基因突变模式主要以
<I

64

,

V'#N

合并
X

56?

,

V,)K

为主!占
,(%)S

&

(2

*

2!

'!其次

为
<I

64

,

V'#N

合并
X

56?

,

V,)>

突变!占
#(%"S

&

!

*

2!

'!这与
Q4PY

等$

#

%的报道基本一致#此外!本研

究中首次发现了
X

56?

,

V,)4

突变类型!且可以合并

<I

64

,

V'#N

等形式存在!目前研究还发现这种突变模

式与氟喹诺酮高水平耐药密切相关#

综上所述!本研究调查分析了苏州地区氟喹诺酮

YTV

耐药菌株的耐药基因突变位点!发现主要突变模

式为
<I

64

,

V'#N

合并
X

56?

,

V,)K

!以及
<I

64

,

V'#N

合并
X

56?

,

V,)>

!可能与高水平氟喹诺酮耐药有关#
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会诊)专家会诊的目的#提供学术讨论的平台#为基层

医院和有需求的用户提供帮助(而骨髓检查也许是

形态学检验中最难以完成的任务#是否可以配合流式

细胞术)特殊染色分析)组化分析)基因分析)遗传学

检查等多种技术的综合智能分析#给出更科学的诊断

报告(

J

!

结
!!

语

!!

医学检验在计算机技术和,互联网
-

-时代#在人

工智能)大数据)云计算)云存储)物联网等技术不断

与医疗)大健康行业互相渗透的环境下#以大数据为

基础的人工智能模型的建立#将对疾病防控)癌症筛

查)病种分布)遗传图谱)基因检测)人体数据分析等

带来有价值的发现和应用(在精准医疗愈发受到重

视的今天#这些都成为了其中不可缺少的要素#这是

实现人工智能应用的重要体现和方向.

)

/

#或许也是未

来人工智能
-

医学检验要走的方向(
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