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摘  要：【背景】粪肠球菌作为一种重要的乳酸菌在食品和医药领域应用广泛。由于很多粪肠

球菌为条件致病菌，因此充分了解粪肠球菌基因组中毒力基因(Virulence genes)的携带情况对合

理利用该菌种有重要的意义，但目前还没有研究专门报道不同分离源粪肠球菌基因组中毒力基

因的携带情况。【目的】了解不同分离源粪肠球菌毒力基因的携带情况，评估分离自自然发酵

乳制品中的粪肠球菌的安全性。【方法】利用比较基因组学方法确定 107 株分离自乳源、血液、

尿液、粪便和水源中的粪肠球菌携带毒力基因情况，使用主成分分析比较不同分离源菌株毒力

基因的差异，通过卡方检验筛查出环境特异性毒力基因。【结果】在 107 株粪肠球菌基因组共

找到 88 种编码不同功能蛋白的毒力基因，其中与粘附相关的毒力基因最多。同时发现乳源分

离株与其他环境分离株所携带的毒力基因没有显著差异。【结论】乳源分离株中携带的毒力基

因与其他环境分离株无显著差异，表明分离自自然发酵乳制品中的粪肠球菌可能同样存在致病

风险，因此在食品工业中使用粪肠球菌时一定要对菌株的安全性做全面的评估。 
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Abstract: [Background] Enterococcus faecalis, as an important lactic acid bacteria, is widely used 
in dairy products and pharmacy. However, many E. faecalis isolates are opportunistic pathogen. So it 
is important to analyze of virulence genes in E. faecalis. [Objective] To study the virulence genes of 
E. faecalis from different environments and evaluate the safety of E. faecalis isolated from naturally 
fermented dairy products. [Methods] Comparative genomic analysis was used to determine the 
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virulence genes of 107 strains isolated from dairy products, blood, urine, feces and water. Principal 
component analysis (PCA) was used to compare the virulence genes of different isolates. The 
habitat-specific virulence genes were screened by Pearson’s chi-squared test. [Results] A total of  
88 virulence genes were identified in 107 genomes of E. faecalis isolates. These virulence genes 
were mainly involved in adhesion. There was no significant difference in the number of virulence 
genes between dairy isolates and the other isolates. [Conclusion] The results indicated that the E. 
faecalis isolated from dairy products were also at risk of pathogenicity. The safety of E. faecalis must 
be evaluated before using in the food industry. 

Keywords: Enterococcus faecalis, Virulence genes, Dairy products 

粪肠球菌(Enterococcus faecalis)是一种产乳酸

革兰氏阳性需氧或兼性厌氧乳酸菌[1-3]，具有极强

的耐受极端温度、pH 值、高胆汁酸、高盐和抗菌

剂的能力[1]。粪肠球菌的特点使其在自然界中广泛

分布，除人和哺乳动物肠道外，在尿液、血液、土

壤、水和食品中均有存在[2]。 

作为一种重要的乳酸菌，粪肠球菌在食品中的

应用十分广泛。在一些欧美国家，粪肠球菌常添加

在鲜奶和巴氏消毒奶中制作各种干酪，它可以通过

分解脂类和蛋白质，产生芳香类化合物改善干酪的

口感和风味[4]。同时部分粪肠球菌能产生细菌素，

有效抑制致病菌如单核细胞增多性李斯特菌、梭状

芽孢杆菌、金黄色葡萄球菌等的生长[5]，对食品保

鲜起到重要作用。另外，粪肠球菌是人和动物的肠

道共生菌，部分菌株具有益生作用，在医学领域常

被用于治疗腹泻[3]。  

然而，考虑到很多粪肠球菌为条件致病菌，具

有潜在的致病风险[6]，在食品医药领域应用粪肠球

菌仍需要进一步评估。目前已经发现很多疾病如尿

路感染[7]、败血症、血液感染[8]、心内膜炎[9]和中

枢神经系统感染[10]等均与粪肠球菌密切相关。粪

肠球菌成为医院致病菌与其可以获得毒力特性的

能力有关[11]，同时其毒力因子基因传播性较强，

加强了粪肠球菌对人们的危害性。充分了解粪肠球

菌基因组中毒力基因的携带情况对合理利用该菌

种和预防其感染有重要的意义。2006年 Lepage等

首次大规模研究粪肠球菌基因组多样性，给出了

粪肠球菌染色体的稳定区和可变区，该研究最重

要的是在 30 株临床和食品粪肠球菌分离株中发

现了 6 个乳制品分离株中不存在的基因，它们可

以成为发酵产物中粪肠球菌分离株风险评估的良

好标志物[12]。Bakshi等在 2016年利用比较基因组

学方法评估粪肠球菌菌株的潜在致病性，并确定了

一个粪肠球菌毒力岛富集模块[13]。然而，目前鲜

有研究报道多分离源环境粪肠球菌基因组中毒力

基因携带情况，粪肠球菌乳源分离株是否更安全等

都是亟需解决的问题。 

为了全面评估自然发酵乳制品中粪肠球菌的

安全性，本研究利用比较基因组学方法分析 19株

乳源粪肠球菌与其他 88株分离自血液、尿液、粪

便和水源粪肠球菌携带毒力基因情况，对比分析乳

源分离株携带的毒力基因与其他分离源菌株携带

毒力基因子是否存在差异，进而评估粪肠球菌乳源

分离株的安全性。 

1  材料与方法 

1.1  实验菌株 

本研究的 107 株粪肠球菌均具有明确的分离

源，测序质量较好，其中包含 29株血液分离株，

19株乳源分离株，26株粪便分离株，21株尿液分

离株和 12株水源分离株。所有菌株基因组均下载

自 NCBI 的 GenBank 数据库(http://www.ncbi.nlm. 

nih.gov/genbank/)，具体菌株信息如表 1所示。 

1.2  数据分析与统计 

1.2.1  毒力基因分析 

将 107 株粪肠球菌全基因组蛋白序列分别与

毒力因子数据库(Virulence factor database，VFDB；

http://www.mgc.ac.cn/VFs/main.htm)[14]中的 Protein 

sequences of full dateset进行比对，将比对结果中 
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表 1  粪肠球菌菌株信息 
Table 1  List of the Enterococcus faecalis strains analyzed in this study 

菌株 

Isolates 

分离源 

Origin 

测序技术 

Sequencing technology 

基因组覆盖度 

Genome coverage 

NCBI序列号 

NCBI accession No. 

V583 Blood − − AE016830.1 

MA1 Blood Illumina HiSeq 834.0× ANMP00000000.1 

R712 Blood Illumina 67.4× ADDQ00000000.1 

S613 Blood Illumina 71.3× ADDP00000000.1 

TX0012 Blood Illumina 76.2× AECD00000000.1 

TX0017 Blood Illumina 81.3× AEBP00000000.1 

TX0102 Blood Illumina 76.8× AEBD00000000.1 

TX0031 Blood Illumina 76.1× AEBF00000000.1 

DAPTO 516 Blood Illumina 71.1× AEBS00000000.1 

18297 Blood Illumina  216.0× AIIS00000000.1 

B1290 Blood Illumina 136.0× AIJH00000000.1 

B1327 Blood Illumina 134.0× AIJI00000000.1 

B1376  Blood Illumina 131.0× AIJJ00000000.1  

SF21521  Blood Illumina 300.0× AJEP00000000.1 

RM3817  Blood Illumina  150.0× AJEV00000000.1 

B1005 Blood Illumina 284.0× AIPS00000000.1 

B1138  Blood  Illumina  291.0× AIPT00000000.1  

B1249 Blood Illumina 318.0× AIPU00000000.1 

B1851  Blood Illumina 126.0× AIQG00000000.1 

B1921 Blood Illumina 153.0× AIQI00000000.1 

B2277 Blood Illumina 268.0× AIQO00000000.1 

B2670 Blood Illumina 149.0× AIQU00000000.1 

B2685 Blood Illumina 149.0× AIQV00000000.1 

B2687 Blood Illumina 149.0× AIQW00000000.1 

B2802 Blood Illumina 271.0× AIQX00000000.1 

B2813 Blood Illumina 155.0× AIQY00000000.1 

B2864 Blood Illumina 301.0× AIQZ00000000.1 

NGS-ED-1009 Blood Illumina 222.0× JPWN00000000.1 

MMH594 Blood Illumina 500.0× AOPW00000000.1 

DM7-2* Dairy Illumina HiSeq 175.9× MSQG00000000 

ELS8-4* Dairy Illumina HiSeq 197.8× MSQH00000000 

HS5152* Dairy Illumina HiSeq 247.0× MSQI00000000 

HS5302* Dairy Illumina HiSeq 219.0× MSQJ00000000 

MGA44-7* Dairy Illumina HiSeq 225.1× MSQK00000000 

NM15-4* Dairy Illumina HiSeq 206.1× MSQL00000000 

NM31-3* Dairy Illumina HiSeq 230.2× MSQM00000000 

QH29-4* Dairy Illumina HiSeq 220.7× MSQN00000000 

QH9-5* Dairy Illumina HiSeq 219.3× MSQO00000000 

WZ21-1* Dairy Illumina HiSeq 216.7× MSQP00000000 

WZ34-2* Dairy Illumina HiSeq 189.1× MSQQ00000000 

    (待续)
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    (续表 1)

XJ76305* Dairy Illumina HiSeq 222.5× MSQR00000000 

XM26-4* Dairy Illumina HiSeq 201.3× MSQS00000000 

YM11-6* Dairy Illumina HiSeq 189.5× MSQT00000000 

YM39-2* Dairy Illumina HiSeq 194.2× MSQU00000000 

F1 Dairy Illumina 292.0× ASDL00000000.1 

SS-7 Dairy Illumina 151.0× ASDM00000000.1 

ATCC 6055 Dairy Illumina 217.0× ASDZ00000000.1 

LD33 Dairy Illumina 328.0× CP014949.1 

L9 gut Illumina HiSeq 310.0× CP018004.1 

L12 Gut Illumina HiSeq 250.0× CP018102.1 

E1Sol Gut 454 41.6× ACAQ00000000.1 

PC1.1 Gut 454 30.0× ADKN00000000.1 

Symbioflor 1 Gut − − HF558530.1 

DORA_14 Gut Illumina HiSeq 255.0× AZLY00000000.1 

TX1302 Gut 454 83.4× AEBK00000000.1 

7330082-2 Gut Illumina 127.0× AIIW00000000.1 

7330112-3 Gut Illumina 250.0× AIIX00000000.1 

7330245-2 Gut Illumina 122.0× AIIY00000000.1 

7330257-1 Gut Illumina 267.0× AIIZ00000000.1 

7430821-4 Gut Illumina 250.0× AIJG00000000.1 

HEF39 Gut Illumina 143.0× AISB00000000.1 

T16 Gut Illumina 152.0× AJEI00000000.1 

T21 Gut Illumina 142.0× AJEQ00000000.1 

P9-1 Gut Illumina 62.0× LKGS00000000.1 

Enfs51 Gut Illumina 378.0× MJEK00000000.1 

Enfs85 Gut Illumina 297.0× MJBV00000000.1 

P.En250 Gut Illumina 396.0× MJBZ00000000.1 

DBH18 Gut Illumina 50.0× LSFS00000000.1 

TX1467 Gut Illumina 241.1× AFBS00000000.1 

TX1346 Gut Illumina 76.9× AEBI00000000.1 

TX2137 Gut Illumina 71.7× AEBQ00000000.1 

TX4244 Gut Illumina 87.3× AEBH00000000.1 

X98 Gut 454 33.7× ACAW00000000.1 

D32 Gut − − CP003726.1 

ATCC 29200 Urine Illumina 134.0× ACHK00000000.1 

HH22 Urine Illumina 291.0× ACIX00000000.1 

HS0914 Urine Illumina HiSeq 102.0× JPDQ00000000.1 

T14 Urine Illumina 141.0× AJBE00000000.1 

T13 Urine 454 283.0× AJEJ00000000.1 

T3 Urine 454 39.4× ACAF00000000.1 

EnGen0311 Urine 454 53.5× AEBZ00000000.1 

ERV81 Urine Illumina 75.0× ALZW00000000.1 

    (待续)



王彦杰等: 不同分离源粪肠球菌的毒力基因比较 2699 

 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

    (续表 1)

ERV85 Urine Illumina 79.0× ALZX00000000.1 

ERV93 Urine Illumina 80.0× ALZY00000000.1 

SF24397 Urine Illumina 123.0× AJAW00000000.1 

V587 Urine Illumina 147.0× AJBB00000000.1 

SF28073 Urine Illumina 155.0× AJBC00000000.1 

WH257 Urine Illumina 148.0× AJBG00000000.1 

SF19 Urine Illumina 119.0× AJBH00000000.1 

WH571 Urine Illumina 140.0× AJBJ00000000.1 

TX0635 Urine Illumina 144.0× AJEF00000000.1 

CH136 Urine Illumina 265.0× AJEH00000000.1 

SF24396 Urine Illumina 146.0× AJEM00000000.1 

LRS29212 Urine Illumina 500.0× JPTY00000000.1 

F165 Urine Illumina 74.0× MBRC00000000.1 

AZ19 Water Illumina HiSeq 100.0× AYLU00000000.1 

FL2 Water Illumina HiSeq 100.0× AYKK00000000.1 

GA2 Water Illumina HiSeq 100.0× AYKL00000000.1 

GAN13 Water Illumina HiSeq 100.0× AYLV00000000.1 

KS19 Water Illumina HiSeq 100.0× AYND00000000.1 

MD6 Water Illumina HiSeq 100.0× AYLN00000000.1 

MN16 Water Illumina HiSeq 100.0× AYKM00000000.1 

MTmid8 Water Illumina HiSeq 100.0× AYKU00000000.1 

MTUP9 Water Illumina HiSeq 100.0× AYOJ00000000.1 

NJ44 Water Illumina HiSeq 100.0× AYOK00000000.1 

NY9 Water Illumina HiSeq 100.0× AYOL00000000.1 

AMB05 Water Illumina 2.7× CP015998.1 

注：*：本实验室前期在自然发酵乳制品中分离得到的粪肠球菌菌株. 

Note: *: Isolated from naturally fermented dairy products. 

 
相似度>50%，E<1e−10，匹配长度>300 的蛋白序

列确定为毒力基因。 

1.2.2  毒力基因差异分析 

使用R语言软件(v3.3.2)中的 Prcomp函数进行

主成分分析(Principal component analysis，PCA)，

比较不同环境分离株毒力基因整体差异。使用

BLAST软件(v2.2.24+)将毒力基因序列与粪肠球菌

全基因组序列进行对比，获取各毒力基因在粪肠球

菌基因组中的位置，通过 R语言 ggplot2包将数据

可视化。使用 MEGA 5.0软件将共有毒力基因蛋白

序列串联后构建系统发育树，重复值为 1 000。随 

后将人工校对后的 9 个共有基因以 VFG000079- 

VFG000080-VFG005527-VFG012103-VFG016490-
VFG016490-VFG030724-VFG032200-VFG032791

的顺序依次导入 BioNumerics v6.0 软件进行等位

基因型的确认，对应的每一个等位基因有一个等位

基因序列号，最后将 9个等位基因序列号组合构建

107株粪肠球菌毒力基因的 ST型。 

1.2.3  环境特异性毒力基因分析 

如果一个毒力基因在某个环境出现频次显著

高于其在所有环境分离株出现频次，那么该毒力基

因具有环境特异性，称为环境特异性毒力基因。例 
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如，毒力基因 A在 107株菌中出现 19次，出现频

次为 17.8%，而在 19株乳源分离株中有 16次，频

次为 84.2%，则该毒力基因很可能是乳源特异性的

毒力基因，为了确定结果是否具有统计学意义，本

研究采用 Pearson’s chi-squared检验(SPSS 17.0软

件)，将检验结果 P<0.05的毒力基因认定为环境特

异性毒力基因。 

2  结果与讨论 

2.1  粪肠球菌毒力基因的鉴定 

通过与毒力因子数据库(VFDB)进行比对，在

107 株粪肠球菌基因组中共找到 88 种毒力基因，

平均每株粪肠球菌携带 42 种毒力基因。其中

Enterococcus faecalis B1005 (血液)、Enterococcus 

faecalis B2687 (血液 )和 Enterococcus faecalis 

B2802 (血液)携带毒力基因数最多，为 54 种，

Enterococcus faecalis NM31-3 (乳源)、Enterococcus 

faecalis YM11-6 (乳源)、Enterococcus faecalis AMB05 

(水源 )、 Enterococcus faecalis FL2 (水源 )和

Enterococcus faecalis P9-1携带毒力基因数最少，

均携带 32种。 

统计结果显示，粪肠球菌中携带的毒力因子

主要包括粘附素、荚膜多糖、胞外酶、表面蛋白

和溶血素激活因子等，如表 2 所示。这些毒力基

因在粪肠球菌感染宿主时通过编码毒力因子使粪

肠球菌对宿主细胞产生粘附、定殖及抗吞噬和入

侵等作用[15]。 

由表 2可知，在粪肠球菌众多毒力基因中参与

粘附的基因最多。粘附基因可以编码粘附力相关表

面蛋白，这些蛋白促使细菌粘附在宿主细胞上，辅

助细菌侵染宿主细胞，其中胶原结合蛋白 Ace 和

心内膜炎抗原 EfaA是粪肠球菌重要的表面粘附蛋

白，Ace 与生物膜相关[16]，EfaA 和心内膜炎发病

有关[17]。产细胞表面蛋白的 Esp 最初在粪肠球菌

临床分离株中被发现，其可以合成细胞壁相关蛋

白，促进粪肠球菌粘附和定殖[18]，带有该基因的

菌株可引起多重感染。体外试验也证明 Esp蛋白可

在聚苯乙烯或聚氯乙稀表面形成生物膜，形成的生

物膜可以使细菌的感染更加持久[19]。在粪肠球菌

中还发现了能够介导血小板、胶原和纤维蛋白原粘

附，从而引起心内膜炎的 ebp菌毛相关毒力基因，

如 ebpA、ebpB 和 ebpC，这些基因可以编码菌毛

蛋白，调节菌毛生物作用[18]，研究证明 ebp 菌毛

基因缺失突变株对血小板、胶原以及纤维蛋白原的

粘附能力均显著降低[20]。 

 
表 2  毒力基因分类信息 
Table 2  Categorize information of virulence genes 

编码基因功能 

Coding gene function 

毒力基因 

Virulence genes name 

粘附素 Adhesins ace, ebpA/ebpB/ebpC, efaA, EFD32-0899, OG1RF-10869, EFD32-0908, OG1RF-10870/OG1RF-10871, 
ecbA, EF2347, lap, ssaB, pavA, EFD32-0900, cnm, asa1, prgB/asc10, EF0149, dltA, tig/ropA 

荚膜多糖 Capsule STER-1222, rfbB-1, capE/capD/cap8F/capP, galE, SGO 1723, manA, cpsG/cpsE/cpsD/cpsJ/cpsI/cpsC/ 
cps4I/cps2K/cps2T, ABTJ-03752, wbfV/wcvB, BCE-5394, SSP0068 

溶血素 Cytolysin cylM, cylB, cylI, cylA 

产胞外酶 Protease gelE, EFD32-2606, EF3023, OG1RF-12303, EF0818, OG1RF-10550, EFD32-0629, lplA1, htrA/degP, 
eno, lisK/bsh, plr/gapA, fsrC, sigA/rpoV, tuf, katA 

表面蛋白 Surface protein groEL, bopD, EFD32-0765, esp, sugC, ctpV, CT396, srt2/srt1/bee1/bee3, clpC, clpE, fss1/fss2/fss3, 
EF0485 

注：根据 VFDB 数据库提供的表达蛋白对菌株致病性产生的影响将毒力基因进行分类，“,”分开的基因代表编码不同蛋白的毒力基

因，“/”分开的为不同基因但编码功能相似蛋白. 

Note: Virulence genes were classified according to the effects of the expressed proteins provided by VFDB database on the pathogenicity of 
the strains, “,”: Virulence genes encoding different proteins, “/”: Virulence genes encoding similar proteins. 
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在粪肠球菌基因组中存在较多与荚膜多糖合成

相关的毒力基因，如 capE/cap8E/capD和wbfV/wcvB。

对于很多人类病原菌，荚膜多糖在细菌免疫逃逸方

面扮演着重要角色[21]。它可以通过多重机制包括

抵抗吞噬和隐蔽细菌表面抗原等方法增强微生物

毒力[22]。 

粪肠球菌携带的细胞溶解素是唯一一种可以

裂解真核细胞的羊毛硫细菌素(Lantibiotics)[23]，能

裂解红细胞、血小板和巨噬细胞等，其作用于细胞

膜会造成细胞结构和功能紊乱，并最终导致细胞死

亡[24]。研究证明表达溶血素肠球菌的毒力明显高

于其他同型不表达溶血素的菌株[25]。 

与粪肠球菌生物膜形成相关的编码基因 gelE
可编码产生水解明胶、酪蛋白、血红蛋白等生物活

性肽，介导自溶素促使细胞裂解，促进细菌扩散，

参与炎症进程。因此，gelE 基因也被认为是粪肠
球菌中较为重要的胞外酶基因，其与细菌毒性密切

相关。另一个重要的粪肠球菌胞外酶是丝氨酸酶，

其由基因 sprE 编码产生，丝氨酸酶能增加粪肠球

菌的致病性，同时避免粪肠球菌发生自杀行为[26]。 

虽然很多毒力因子编码基因单独存在于某些非

致病菌中没有使细菌表现出致病性，但是多种毒力

因子之间的相互作用使得细菌的致病性明显增强。 

2.2  毒力基因拷贝数分析 

基于上述结果发现粪肠球菌携带的毒力基因

多样性较高。此外，每种毒力基因在粪肠球菌基因

组中的拷贝数对菌株安全性也非常重要，拷贝数越

多，表达的可能性越大。鉴于此，统计了 88种毒

力基因在各菌株中拷贝数分布情况，其中有 11个

毒力基因出现了多拷贝，统计结果如表 3所示。 

根据毒力基因拷贝数分析可知，esp、fss2 和

galE 在多个分离源的菌株中均出现了多拷贝，并
且携带多拷贝的菌株数占各分离源总菌株数的比

例较高。其中 esp和 fss2为粘附素基因，辅助细菌

定殖，galE 为荚膜多糖基因，帮助细菌逃避免疫
反应，这两类基因在粪肠球菌毒力基因中普遍存

在，对粪肠球菌致病性起到很大的辅助作用。 

表 3  毒力基因拷贝数携带情况 
Table 3  Copy number of virulence genes 

毒力基因 

Virulence 
genes 

多拷贝数分

离源 

Origin 

拷贝数 

Copy 
number 

菌株数 

Number of 
strains 

EF0485 Blood 2 3/29, 10.3% 

Urine 2 3/21, 14.3% 

esp Blood 2 2/29, 6.9% 

3 2/29, 6.9% 

Dairy ≥3 1/19, 5.3% 

Urine 2 2/21, 9.5% 

Gut 2 2/26, 7.7% 

≥3 1/26, 3.8% 

galE Blood 2 21/29, 72.4%

Dairy 2 4/19, 21.1% 

Water 2 1/12, 8.3% 

Urine 2 13/21, 61.9%

Gut 2 15/26, 57.7%

fss2 Blood 2 17/29, 58.6%

≥3 1/29, 3.4% 

Dairy 2 14/19, 73.7%

Water 2 4/12, 33.3% 

Urine 2 6/21, 28.6% 

Gut 2 16/26, 61.5%

fss1 Dairy 2 3/19, 15.8% 

Water 2 1/12, 8.3% 

Gut 2 1/26, 3.8% 

≥3 1/26, 3.8% 

EF3023 Dairy 2 1/19, 5.3% 

bsh Gut 2 2/26, 7.7% 

fss3 Urine 2 2/21, 9.5% 

cps4I Gut 2 1/26, 3.8% 

lplA1 Blood 2 1/29, 3.4% 

dltA Blood 2 129, 3.4% 

 

2.3  毒力基因在基因组中分布情况 

同时，为了了解众多毒力基因的分布规律，将

毒力基因与本研究中仅有的 6 株具有完成图的粪

肠球菌全基因组序列进行比对，获取各毒力基因在

粪肠球菌基因组中的位置，结果如图 1所示。 
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图 1  毒力基因在基因组中分布 
Figure 1  Distribution of virulence factor in the genome 
注：横坐标表示菌株基因组位置，0 为基因组起始，1 为基因组末尾. 纵坐标表示在粪肠球菌基因组该位置存在的毒力基因个数，

即该位置毒力基因的密度. A: Enterococcus faecalis V583; B: Enterococcus faecalis L9; C: Enterococcus faecalis Symbioflor 1; D: 

Enterococcus faecalis LD33; E: Enterococcus faecalis L12; F: Enterococcus faecalis D32. 
Note: The abscissa indicates the genomic location of the strain, and the ordinate indicates the number of virulence genes present in the 
position of the Enterococcus faecalis genome, that is, the density of virulence genes at this position. A: Enterococcus faecalis V583; B: 
Enterococcus faecalis L9; C: Enterococcus faecalis Symbioflor 1; D: Enterococcus faecalis LD33; E: Enterococcus faecalis L12; F: 
Enterococcus faecalis D32. 

 
由图 1可知，毒力基因在粪肠球菌全基因组各

个位置均有分布，同时不同菌株毒力基因分布情况

不尽相同。然而，研究发现一个共同的规律，在以

DnaA为起始基因情况下，上述 6菌株在基因组的

1/3处均出现了一个毒力基因密集区。通过对这部

分基因进行分析发现，此处的毒力基因多为与细

菌粘附相关的基因，此外还存在一个 ebp 菌毛基
因簇，帮助粪肠球菌借助菌毛粘附到宿主组织细

胞表面。 

2.4  粪肠球菌共有的毒力基因分析 

107株粪肠球菌共有 9种毒力因子编码基因，

热休克蛋白 GroEL 可提高细菌对宿主细胞的粘附

能力[27]；ClpC和 ClpE为 100 kD热休克蛋白家族

成员，研究发现李斯特单核 clpC 突变体细胞入侵

能力增强，缺失 clpC的突变体导致病毒因子 InlA、

InlB 和 ActA 的转录减少，进一步证实 clpC 对病
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原体的毒力有重要作用[28]，ClpE与细菌中的 4种

有关毒力和致病相关的蛋白相互作用，共同调节细

菌的粘附和侵袭[29]；tuf 基因编码 EF-TU，EF-TU

因作为病原相关分子模式而备受关注，Granato 等

研究发现 Lactobacillus johnsonii NCC533 (La1)中

携带该编码基因促进其对宿主细胞的粘附作用，从

而诱导了细胞的炎症反应[30]；其他共有毒力因子

包括 Tig/RopA (起动因子)，有研究发现人畜患病

病原体猪链球菌 2型中的 tig基因影响菌株的抗逆
性和少数毒力基因的表达，猪链球菌 2型 tig基因
缺失株导致细菌粘附性显著降低，溶血性缺失[31]；

dltA 操纵子编码 D-丙氨酰，参与整合脂磷壁酸和

细胞壁磷壁酸合成，对单增李斯特菌属的粘附和致

病性有重要作用[32]。htrA/degP为丝氨酸蛋白酶编

码基因，htrA/degP 基因的缺失后影响肺炎链球菌

表面蛋白 A (PspA)、自溶素(LytA)和神经酰胺酶

(NanA)这 3 个毒力因子的表达，从而降低了链球

菌的致病性[33]。根据这 9种毒力基因编码蛋白功

能发现均与致病菌粘附作用相关，粘附是致病菌

入侵宿主细胞的前提条件，本研究的粪肠球菌中

也均含有这 9 种毒力基因，辅助了粪肠球菌的致

病作用。 

虽然所有菌株中均有这 9种毒力基因，但不同

分离源菌株中携带的这些基因存在怎样的进化关

系，这些基因与分离源是否有明显的相关性？于是

将每株粪肠球菌的 9 种毒力基因的编码序列串联

后做系统发育树，分析不同分离源菌株携带的共有

毒力基因是否存在差异，进一步评估乳源分离株中

共有毒力基因是否与其他分离株之间存在分离现

象，结果如图 2所示。 

由图 2发现该系统发育树共分为两个分支，分

别为 A分支和 B分支，A 分支中含有大部分血液

分离株(21/29)，其中肠球菌导致的血液感染比例逐

年增加，血液分离株可能存在更大的致病风险，由

此推测处于 A 分支的分离株携带的毒力基因产生

致病的可能性更大，同时可以看出在该分支中存在

10 株粪肠球菌分离自乳源，并没有和其他分离源

出现明显分离现象，这也预示着部分乳制品中存在

的粪肠球菌也有致病的可能性。 

通过多位点序列分型对 107株粪肠球菌的 9个

关键基因进行分型，最终将 107 株粪肠球菌分为

70个 ST型，其中，菌株数量最多的 ST型为 ST-1，

共包含 17株粪肠球菌，其中 16株菌均分离自血液，

占总菌株数的 15.9%，是主要的序列型。其次含有

菌株数较多的是 ST-8 和 ST-21，均有 5 株菌。其

余 ST型包含菌株在 1−4株之间。根据菌株来源分

析，发现除了 16株血液分离株存在明显相同的 ST

型外，其余菌株大部分 ST型不相同，再一次显示

出同一分离源菌株的基因具有多样性，也表明不同

分离源菌株毒力基因具有较大的遗传多样性。既然

分离自乳源的粪肠球菌没有出现较为单一的分型，

也证实了在乳制品中的粪肠球菌毒力基因多样性

较为丰富，这增加了其致病的风险性。 

2.5  不同分离源粪肠球菌所含毒力基因 

粪肠球菌分布广泛，不同分离源菌株所含毒力

因子数量及种类差别是研究者所关心的问题。统计

结果显示，各分离源菌株平均携带毒力基因数量

为：血液 48 (37−54)种，乳源 39 (32−49)种，粪便

40 (32−47)种，尿液 44 (35−52)种，水源 36 (32−40)种，

经 t 检验发现水源分离株携带的毒力基因数量最
少，除乳源分离株与肠道分离株和水源分离株之间

无显著差异外(P>0.05)，其他各环境分离株之间均

有显著差异(P>0.05)，具体结果如图 3所示。 

然而更为关心的是不同分离源分离株所携带的

毒力基因是否相同。为此，本文进行了基于 107 株

粪肠球菌分离株毒力基因分布结果的主成分分析，

结果如图 4所示。 

由图 4发现，除水源分离株主要集中在图片左

下角，血液、乳源、粪便和尿液分离株分布较为离

散，且不同分离源菌株相互重叠，没有明显聚类趋

势。说明上述分离源的菌株可能携带有较为相似的

毒力基因，再次证明菌株携带毒力基因与分离源无

显著差异。这也预示着在粪肠球菌乳制品分离株与

其他环境分离株一样，同样存在致病风险。 
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图 2  共有毒力基因系统发育进化树 
Figure 2  Phylogenetic tree with common virulence genes 
注：红色：血液分离株；蓝色：乳源分离株；绿色：尿液分离株；黄色：粪便分离株；黑色：水源分离株；标尺：不同菌株间遗传

距离. 

Note: Red: Blood isolates; Blue: Dairy products isolates; Green: Urine isolates; Yellow: Gut isolates; Black: Water isolates; Scaleplate: 
Genetic distance between different strains. 

 
值得关注的是 2007年就有研究报道常作为益

生菌的粪肠球菌菌株的 Enterococcus faecalis 

Symbioflor 1 与常见的致病菌株 Enterococcus 

faecalis V583相比缺失部分编码肠球菌溶菌素，明

胶酶和透明质酸酶的毒力基因[34]，这可能是该菌

株能成为益生菌的主要原因。然而在本研究分离自

乳制品的粪肠球菌中发现部分菌株出现了这 3 种

毒力基因，这一结果再次证明粪肠球菌乳源分离株 
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图 3  不同分离源菌株毒力基因携带情况 
Figure 3  The number of virulence genes in isolates from 
different habitats 

 
不一定安全。 

2.6  环境特异性毒力基因 

107株菌中共发现 7个环境特异性毒力基因，

其中血液特异性毒力基因 3个，乳源特异性毒力基

因 4个，在尿液、粪便和水源分离株中未发现环境

特异性毒力基因(表 4)。 

血液分离株中特异性毒力基因主要包括 esp 基
因，在重症监护室分离的细菌中常携带该基因[35]，

可增强菌株耐药能力[36]。同时在血液分离株中存

在一个促进致病性的聚集物质 (AS)编码基因

EF0485，该蛋白有助于粪肠球菌粘附在肠上皮细

胞、肾小管细胞和心脏内皮细胞上，常出现在粪肠 

 

 
 

图 4  菌株毒力基因聚类分析 
Figure 4  PCA and clustering of virulence genes 
注：基于菌株携带毒力基因存在与否的“1/0”矩阵做主坐标分析

聚类图. 

Note: PCA and clustering of samples of 107 isolates of E. faecalis 
by using virulence genes presence-absence matrix (“1/0” matrix). 

 
球菌质粒中，流动性较强，容易发生转移[13]。毒

力因子 SsaB参与细菌金属离子转运，尤其是介导

细菌在低 Mn2+环境下存活。2014年 Crump等研究

发现脂蛋白 SsaB 是一种重要的血链球菌毒力因

子，利于血链球菌感染宿主并引发心内膜炎[37]。

这些血液特异性毒力因子都直接或者间接增强了

粪肠球菌致病性，促使粪肠球菌成为了医院最主要

的感染菌株之一。 

 

表 4  环境特异性毒力基因分析 
Table 4  Identification of environment-specific virulence genes  

毒力基因 

Virulence genes 

分离源 

Origin 

功能 

Function 

总检出率 

Detection rate (Total) (%) 

单分离源检出率 

Detection rate (Single) (%) 

esp Blood Enterococcal surface protein 39/107，35.8 20/29，69.0 

EF0485 Blood Aggregation substance (AS) 39/107，35.8 22/29，75.9 

ssaB Blood Manganese/Zinc ABC transporter  
substrate-binding lipoproteinprecursor

51/107，47.7 25/29，86.2 

wbfV/wcvB Dairy Capsular polysaccharide 13/107，12.1 6/19，31.6 

srt2 Dairy Biofilm enhancer in enterococci 2/107， 1.9 2/19，10.5 

srt1 Dairy Biofilm enhancer in enterococci 2/107， 1.9 2/19，10.5 

bee3 Dairy Biofilm enhancer in enterococci 2/107， 1.9 2/19，10.5 

bee1 Dairy Biofilm enhancer in enterococci 2/107， 1.9 2/19，10.5 
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乳源分离株特异性毒力基因主要包括 wbfV/ 

wcvB、srt1/srt2/bee1/bee3。wbfV/wcvB毒力基因主

要参与编码荚膜多糖，荚膜可以帮助细菌抵抗宿主

免疫细胞的吞噬作用[38]，同时帮助细菌隐蔽其表

面抗原[22]，荚膜多糖也因此在细菌免疫逃逸和增

强细菌毒力方面扮演着重要角色 [21]。毒力因子

Srt1/Srt2/Bee1/Bee3为粪肠球菌生物膜增强因子[39]，

其中有 65%的人类细菌感染可能与细菌生物膜相

关，而这些毒力因子促进了生物膜形成，增加了粪

肠球菌的感染能力，使细菌感染更持久。上述结果

进一步说明存在于乳制品中的粪肠球菌具有一定

程度致病风险性。 

3  结论 

本研究在基因组层面揭示了不同分离源粪肠

球菌菌株中所含有的毒力基因，在 107株粪肠球菌

中共发现 88种毒力基因，分别参与菌株的粘附、

抗吞噬和入侵。正是这些毒力基因的存在使得粪肠

球菌的安全性一直受到质疑，通过分析共有毒力基

因的进化关系发现毒力基因多样性较高，乳制品中

分离的粪肠球菌也具有较多基因型，无法证明其安

全性。深入分析发现，乳源分离株中毒力基因与其

他环境分离株的毒力基因无显著差异，因此在乳制

品中使用粪肠球菌要格外注意，即使是自然发酵乳

中分离得到的粪肠球菌菌株，在应用于食品工业中

也必须经过严格的安全性评估后才能考虑应用。 
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