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不同来源屎肠球菌的全基因组序列分析 

王春娥, 石继春, 徐  潇, 李  康, 梁  丽, 陈  驰, 龙新星, 叶  强*, 徐颖华* 

(中国食品药品检定研究院中国医学细菌保藏管理中心, 国家卫生健康委员会生物技术产品检定方法及其标准化重点 

实验室, 国家药品监督管理局生物制品质量研究与评价重点实验室, 北京  102629) 

摘  要: 目的  了解不同分离来源的屎肠球菌(Enterococcus faecium)标准菌株的全基因组特征。方法  采用高通

量测序技术对中国医学细菌保藏管理中心保藏的分离于食品和临床患者的 6 株屎肠球菌标准菌株进行全基因组

测序, 采用 velvet 1.2.03 和 glimmer 3.02 等生物信息学软件对测序数据进行基因组装、基因预测及功能注释, 分

析基因组中所含耐药基因和毒力基因; 并与已发表的 6 株临床分离的代表性屎肠球菌进行核心基因组和泛基因

组比较分析, 构建系统发育分子进化树。结果  6 株屎肠球菌标准菌株的基因组序列大小约为 2.9 Mbp, 不同菌

株基因组中共鉴定出 2669~3085个基因, 平均G+C含量为38.0%; 基因组耐药基因注释分析发现, 每株屎肠球菌

含有 21~37 种数量不等的耐药基因, 食品来源菌株所携带耐药基因明显少于临床分离株(P=0.009)。而不同来源

菌株之间所含毒力基因数量无显著性差异, 含有 5~8 种数量不等的毒力基因, 其中参与生物膜形成的基因 BopD

和胆盐水解酶基因 bsh 存在于所有菌株中。比较基因组学分析结果显示, 随着屎肠球菌基因组测序数量的增加, 

泛基因组所含基因数量随之增加, 而核心基因组则趋于稳定。全基因组的系统发育树进化分析结果显示, 12 株屎

肠球菌被分成 3 个进化分支, 其中 5 株食品来源的菌株均分布在同一个进化分支。结论  本研究获得 6 株屎肠

球菌标准菌株的全基因组序列, 证实食品来源菌株均携带一定数量的耐药基因和毒力基因, 提示应加强食源性

菌株的安全监测。本研究结果可为后续屎肠球菌耐药机制、致病性等研究提供数据支持。 
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ABSTRACT: Objective  To understand the whole genomic characteristics of standard strains of Enterococcus 

faecium from different sources. Methods  High-throughput sequencing technology was used to sequence the whole 

genome of 6 standard strains of E. faecium isolated from food and clinical patients preserved by China Medical Bacteria 

Collection Center, bioinformatics software such as velvet 1.2.03 and glimmer 3.02 were used for gene assembly, gene 

prediction and functional annotation, the resistance genes and virulence genes contained in the genomes were analyzed; 

the core genome and pan-genome were compared with 6 strains of clinically isolated representative E. faeciums and a 

phylogenetic molecular evolutionary tree was constructed. Results  The genome size of 6 strains of E. faecium standard 

strains was about 2.9 Mbp, and 2669‒3085 genes were identified in the genomes of different strains, with an average 

G+C content of 38.0%. Annotation analysis showed that each E. faecium contained 21‒37 resistance genes, and the drug 

resistance genes carried by food-derived strains were significantly less than that of clinical isolates (P=0.009). However, 

there was no significant difference in the number of virulence genes between strains from different sources, and there 

were 5 to 8 virulence genes, among them, the gene BopD involved in biofilm formation and the bile salt hydrolase gene 

bsh existed in all strains. The comparative genomics analysis showed that with the increase of the number of E. faecium 

genomes, the number of genes contained in the pan-genome increased, while the core genome tended to be stable. The 

phylogenetic tree evolution analysis showed that the 12 strains of E. faecium were divided into 3 evolutionary clades, of 

which 5 food-derived strains were all distributed in the same evolutionary clade. Conclusion  The whole genome 

sequences of 6 strains of E. faecium standard strains were obtained in this study, confirming that the food-derived strains 

all carried a certain number of drug resistance genes and virulence genes, suggesting that the safety monitoring of 

food-derived strains should be strengthened. These findings can provide data supports for subsequent studies on the 

resistance mechanism and pathogenicity of E. faecium. 

KEY WORDS: Enterococcus faecium; different sources; whole genome sequence analysis; foodborne microorganisms 
 

 
0  引  言 

屎肠球菌 (Enterococcus faecium)为革兰氏阳性菌 , 

存在于土壤、水等环境中, 亦是人和动物胃肠道中固有的

微生物[1‒2]。同时, 由于某些屎肠球菌对动物和人类健康

具有益生作用 , 在食品和饮料发酵等行业中具有重要应

用价值 [3‒5]。但作为一种条件致病菌, 近年来屎肠球菌在

美国、欧洲和南美的感染率不断上升 [6‒10]。中国细菌耐

药监测网显示逐年增多的肠球菌属检出均以屎肠球菌为

主[11‒15]。此外, 由于细菌本身作为抗生素抗性基因的重要

储存库, 不同来源屎肠球菌的耐药及其使用安全性问题引

起了广泛关注[16‒18]。 

近年来, 随着生物技术的飞速发展及全基因组测序

成本的大幅降低, 利用高通量测序技术结合生物信息学分

析已成为研究不同来源病原微生物的潜在致病性和耐药性

预测的一种重要手段[19‒20]。以前的研究主要集中在分离于

临床患者的屎肠球菌基因组的研究[21‒23], 为进一步全面了

解不同来源屎肠球菌的全基因组特征, 本研究采用高通量

测序技术对 6 株分离于食品和临床患者的屎肠球菌标准菌

株进行全基因组测序, 与从美国国家生物技术信息中心

(National Center of Biotechnology Information, NCBI)数据

库中选取的已发表的 6 株屎肠球菌代表性临床菌株进行耐

药基因和毒力基因比较分析, 并拟合核心基因组和泛基因

组积累曲线, 构建系统发育分子进化树, 探讨不同来源菌

株之间的差异及其遗传进化关系, 为后续屎肠球菌耐药机

制、致病性等研究提供数据支持。 

1  材料与方法 

1.1  菌  株 

6 株分离于食品和临床患者的屎肠球菌包括 CMCC(B) 

32251、CMCC(B) 32252、CMCC(B) 32253、CMCC(B) 32254、

CMCC(B) 32255 和 CMCC(B) 32477, 均来自于中国食品药

品检定研究院中国医学细菌保藏管理中心(National Center 

for Medical Culture Collections, CMCC); 已发表的 6 株代

表性菌株的基因组信息用于本研究比较基因组的生物信息

分析, 详细信息见表 1。 

1.2  仪器与试剂 

Hiseq 2500 基因组测序仪(美国 illumina 公司); 250A

细菌培养箱(北京中仪国科科技有限公司)。 

胰酪大豆胨液体培养基、胰酪大豆胨琼脂培养基(美

国 BD 公司); DNA 提取试剂盒(批号: 166039685, 德国

QIAGEN 公司)。 
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表 1  本研究所用屎肠球菌菌株信息 
Table 1  Information of E. faecium strains used in this study 

菌株编号 分离来源 分离地点 分离/收藏时间 基因组数据来源 

CMCC(B) 32251 食品 不详 2005 本研究 

CMCC(B) 32252 食品 内蒙古 2006 本研究 

CMCC(B) 32253 食品 内蒙古 2006 本研究 

CMCC(B) 32254 食品 内蒙古 2006 本研究 

CMCC(B) 32255 食品 不详 2006 本研究 

CMCC(B) 32477 患者 河南 2019 本研究 

C68 患者血液 美国 1998 NCBI: ACJQ00000000 

E1162 患者血液 法国 1997 NCBI: ABQJ00000000 

E1636 患者血液 荷兰 1961 NCBI: ABRY00000000 

E1679 患者血液 巴西 1998 NCBI: ABSC00000000 

TX0082 患者血液 美国 1999 NCBI: AEBU00000000 

U0317 患者尿液 荷兰 2005 NCBI: ABSW00000000 

 

1.3  实验方法 

1.3.1  细菌培养和基因组 DNA 提取 

将 6 株屎肠球菌用胰酪大豆胨液体培养基复苏后, 接

种至胰酪大豆胨琼脂培养基中, 37℃培养 18 h, 收集新鲜

培养物, 按 DNA 提取试剂盒说明书对上述新鲜细菌培养

物进行全基因组 DNA 提取, 所有 DNA 样品放置于‒80℃

保存备用。 

1.3.2  全基因组测序分析 

参考文献[24], 应用 solexa 测序技术对 6 株屎肠球菌

进行全基因组测序(由上海人类基因组研究中心完成)。即

将上述提取的细菌基因组 DNA, 切胶纯化、制备基因组文

库和扩增, 最后上机进行测序。 

1.3.3  生物信息学分析 

应用 velvet 1.2.03 生物信息分析软件对上述下机测序

read 数据进行拼装, 采用 glimmer 3.02 分析软件进行各菌

株拼装数据的基因预测。并分别利用 SEED 蛋白数据库和

CDD 数据库进行基因功能注释和直系同源簇(cluster of 

orthologous group, COG)分类。 

基于在线分析工具 Virulence finder (http://cge.cbs.dtu. 

dk/services/VirulenceFinder/)和 ResFinder (http://cge.cbs.dtu. 

dk/services/ResFinder/)分别对各菌株基因组中耐药基因和

毒力基因进行预测分析。 

同时将上述不同来源的屎肠球菌基因组与已发表的 6

株屎肠球菌代表性菌株 [18]进行核心基因组(core-genome)

和泛基因组(pan-genome)比较分析, 并进行核心基因的系

统发育进化树分析。 

1.3.4  统计学分析 

应用SPSS 20统计软件对食品来源和临床分离的屎肠

球菌菌株基因组中毒力基因和耐药基因数量差异性进行单

因素方差分析, 以 P<0.05 表示有统计学意义。 

2  结果与分析 

2.1  屎肠球菌全基因组特征 

全基因组测序分析结果显示, 6 株屎肠球菌测序数据

经拼接比对, 基因组序列大小基本相似, 约 2.9 Mbp, 不

同菌株基因组中鉴定出 2669~3085 个基因, 平均长度约

为 902 bp, 平均编码基因占整个基因组序列为 86.3%; 6

株菌基因组 G+C 含量相似, 平均 G+C 含量为 38.0%, 详

见表 2。 

2.2  基因组中耐药基因分析 

通过对基因组耐药基因注释证实, 本研究测序的 6 株

屎肠球菌基因组中的 5 株食品来源的菌株中耐药基因数量

除 CMCC(B) 32252 为 22 个外, 其余 4 株菌均为 21 个, 而

分离于患者的 CMCC(B) 32477 中耐药基因数量为 27 个(表

3)。耐药基因涉及的作用机制涵盖抗生素失活、抗生素靶

标转换或替换、抗生素外排、抗生素靶标保护。通过与其

他发表的 6 株来源于患者的菌株综合分析, 发现 12 株屎肠

球菌基因组共携带 52 种耐药基因, 预测显示 12 株菌株基

因组均含有抗氨基糖苷类、大环内酯类、林可酰胺、肽类、

四环素等耐药基因。统计学分析结果发现, 5 株食品来源菌

株所携带耐药基因明显少于患者来源菌株(P=0.009)。其中

C68 菌株携带耐药基因最多, 含有 37 个。 

12 株菌株共同携带的耐药基因为 19 个, 多数为抗生

素靶标转换或替换。例如, 3 个抗生素靶标保护相关基因

(eatAv、msrC、rpsJ)分别编码两种核糖体保护蛋白、耐四
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环素核糖体保护蛋白, 从而分别产生对大环内酯类抗生

素、林可胺及四环素的耐药性。同时还包含 3 个耐药外排

泵基因(efrA、efrB、efmA), 其中 efrA 和 efrB 基因编码 EfrAB

外排泵的两个亚基; 此外, 共发现携带 3 种耐万古霉素基

因簇: vana 型、vanb 型和 vang 型。vana 型和 vang 型基因

簇分别在 E1679 和 TX0082、E1636 和 E1679 菌株中被发

现, 而 vanb 型基因簇仅存在 C68 菌株。本研究中所测序 6

株菌株均不携带万古霉素耐药基因。 

2.3  基因组中毒力基因分析 

毒力基因注释分析发现, 6 株测序菌株中含有 5~8 种

数量不等的毒力基因(见图 1), 与已发表的 6 株基因组所含

的毒力基因数量相似, 将 5 株食品来源与 7 株分离于患者

菌株基因组中所含的毒力基因数量进行统计学分析, 结果

无显著性差异 (P=0.066)。其中参与生物膜形成的基因

BopD和胆盐水解酶基因 bsh 存在于所有菌株中; 而肠球菌

表面蛋白基因(Esp)只存在于 C68 和 E1162 菌株中。 

 
表 2  6 株屎肠球菌基因组特征 

Table 2  Genomic characteristics of 6 strains of E. faecium 

菌株编号 CMCC(B) 32251 CMCC(B) 32252 CMCC(B) 32253 CMCC(B) 32254 CMCC(B) 32255 CMCC(B) 32477

基因组大小/bp 2996776 2822829 3085928 3086880 2800848 3160750 

基因数量/个 2860 2745 2917 2892 2669 3085 

编码区 G+C 含量/% 38.0 38.2 37.9 37.9 38.1 38.1 

编码区比例/% 86.1 86.8 85.5 85.5 87.5 86.4 

平均基因大小/bp 902 893 904 912 918 885 

基因间区域大小/bp 416689 371505 446135 449124 350094 429298 

基因间区域的 GC 含量
/% 

33.2 33.1 32.9 33 33.2 33.7 

基因间区域比例/% 13.9 13.2 14.5 14.5 12.5 13.6 

 
表 3  12 株屎肠球菌基因组耐药基因注释分析 

Table 3  Resistance genes contained in the genomes of 12 E. faecium strains 

菌株编号 耐药基因数量/个 预测耐药基因产生抗性的抗生素* 

CMCC(B) 32251 21 
氨基糖苷类(1)、大环内酯类(4)、林可酰胺(1)、氨基香豆素(2)、夫西地酸(2)、肽类抗生素(7)、

厄法霉素(2)、四环素(1)、糖肽类抗生素(1) 

CMCC(B) 32252 22 
氨基糖苷类(2)、大环内酯类(4)、林可酰胺(1)、氨基香豆素(2)、夫西地酸(2)、肽类抗生素(7)、

厄法霉素(2)、四环素(1)、糖肽类抗生素(1) 

CMCC(B) 32253 21 
氨基糖苷类(1)、大环内酯类(3)、林可酰胺(1)、氨基香豆素(1)、夫西地酸(2)、肽类抗生素(7)、

厄法霉素(2)、四环素(1)、糖肽类抗生素(1) 

CMCC(B) 32254 21 
氨基糖苷类(1)、大环内酯类(4)、林可酰胺(1)、氨基香豆素(2)、夫西地酸(2)、肽类抗生素(7)、

厄法霉素(2)、四环素(1)、糖肽类抗生素(1) 

CMCC(B) 32255 21 
氨基糖苷类(1)、大环内酯类(4)、林可酰胺(1)、氨基香豆素(2)、夫西地酸(2)、肽类抗生素(7)、

厄法霉素(2)、四环素(1)、糖肽类抗生素(1) 

CMCC(B) 32477 27 
氨基糖苷类(4)、大环内酯类(5)、林可酰胺(2)、氨基香豆素(2)、夫西地酸(2)、肽类抗生素(7)、

厄法霉素(2)、四环素(1)、二氨基嘧啶(1)、糖肽类抗生素(1) 

C68 37 
氨基糖苷类(5)、大环内酯类(5)、林可酰胺(1)、氨基香豆素(2)、夫西地酸(2)、肽类抗生素(7)、

厄法霉素(2)、四环素(4)、二氨基嘧啶(1)、糖肽类抗生素(7)、核苷类抗生素(1) 

E1162 24 
氨基糖苷类(2)、大环内酯类(4)、林可酰胺(1)、氨基香豆素(2)、夫西地酸(2)、肽类抗生素(7)、

厄法霉素(2)、四环素(3)、糖肽类抗生素(1) 

E1636 23 
氨基糖苷类(1)、大环内酯类(4)、林可酰胺(1)、氨基香豆素(2)、夫西地酸(2)、肽类抗生素(7)、

厄法霉素(2)、四环素(2)、糖肽类抗生素(2) 

E1679 35 
氨基糖苷类(4)、大环内酯类(6)、林可酰胺(1)、氨基香豆素(2)、夫西地酸(2)、肽类抗生素(7)、

厄法霉素(2)、磷霉素(1)、四环素(1)、糖肽类抗生素(9) 

TX0082 35 
氨基糖苷类(4)、大环内酯类(5)、林可酰胺(1)、氨基香豆素(2)、夫西地酸(2)、肽类抗生素(7)、

厄法霉素(2)、四环素(2)、糖肽类抗生素(8)、核苷类抗生素(1)、二氨基嘧啶(1) 

U0317 27 
氨基糖苷类(5)、大环内酯类(5)、林可酰胺(2)、氨基香豆素(1)、夫西地酸(2)、肽类抗生素(7)、

厄法霉素(2)、四环素(1)、糖肽类抗生素(8)、二氨基嘧啶(1) 

注: *括号中数字代表所包含的耐药基因数量。
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图 1  12 株屎肠球菌所携带的毒力基因 

Fig.1  Virulence genes contained in the genomes of 12 E. faecium strains 
 

2.4  泛基因组和核心基因组分析 

通过比较基因组学分析, 分别拟合了 12 株屎肠球菌

核心基因组和泛基因组积累曲线(图 2), 结果显示, 随着测

序菌株数量的增加, 泛基因组大小随之增加, 12 株屎肠球

菌的泛基因组所含基因数量超过 6000 个基因, 远多于单

独每株所含的 2700~3000 个基因数量; 相比较, 核心基因

组则随着不同屎肠球菌菌株数量的增加而趋于稳定, 所基

因数量维持在 1500 个左右。 

对泛基因组和核心基因组中所含基因进行了 COG 功

能分析, 发现核心基因主要涉及翻译、核糖体结构和生物

合成、碳水化合物运输和代谢、氨基酸的转运和代谢、核

苷酸转运和代谢、脂质转运与代谢及等, 占核心基因组中

已知功能基因数量的 44.7%(表 4); 而在泛基因组中含有参

与复制、重组和修复、碳水化合物运输和代谢、防御机制

的相关基因数量分别为 380、518 和 107 个, 远高于核心基

因组中的 78、123 和 28 个(表 4)。 
 

 
 

注: A: 泛基因组; B: 核心基因组。 

图 2  12 株屎肠球菌泛基因组和核心基因组的积累曲线分析 

Fig.2  Accumulation curve analysis of the pan-genome and 
core-genome of 12 strains of E. faecium 

表 4  12 株屎肠球菌的泛基因组和核心基因组所含基因功能分类 
Table 4  Functional categories of core genome and pan-genome 

in 12 strains of E. faecium genomes 

COG 功能分类 
核心基因 

数量/个 

泛基因 

数量/个 

核心基因占

泛基因组的

比例/% 

翻译、核糖体结构与生物

合成 
129 170 75.9 

RNA 加工和修饰 0 0 0.0 

转录 104 346 30.0 

复制、重组和修复 78 380 20.5 

染色质结构与动力 0 0 0.0 

细胞周期调控、细胞分裂、

染色体分割 
18 51 35.3 

细胞核结构 0 0 0.0 

防御机制 28 107 26.2 

信号转导机制 37 108 34.3 

细胞壁、细胞膜、细胞外

膜生物合成 
69 248 27.9 

细胞运动 9 18 50.0 

细胞骨架 0 0 0.0 

细胞外结构 0 0 0.0 

细内运输、分泌和囊泡运

输 
12 41 29.3 

翻译后修饰、蛋白质周转、

分子伴侣 
46 90 51.1 

能量生产和转化 50 107 46.8 

碳水化合物运输和代谢 123 518 23.7 

氨基酸转运和代谢 108 195 55.4 

核苷酸转运和代谢 66 87 75.9 

辅酶转运与代谢 34 78 43.6 

脂质转运与代谢 35 58 60.3 

无机离子转运和代谢 73 145 50.3 

次级代谢产物生物合成、

转运和分解代谢 
11 28 39.3 

一般功能预测 182 389 46.8 

未知功能 145 404 35.9 

未分类 132 2426 5.4 
 

2.5  系统发育分析 

基于不同菌株的核心基因构建系统进化发育树, 结

果显示 12 株屎肠球菌被分成 3 个进化分支, 所有食品来源

的菌株均分布在同一个进化分支中, 其中 CMCC(B) 32251

和 CMCC(B) 32255 进化距离较近, 共处于进化树最末端

(图 3)。而患者来源的 CMCC(B) 32477 与 U0317 菌株位于

同一个亚分支, 与其他菌株进化距离较远。 
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图 3  基于 12 株屎肠球菌核心基因组构建的系统进化发育树 

Fig.3  Phylogenetic tree of core genome based on 12 strains of E. faecium 
 

 

3  结论与讨论 

本研究对中国医学细菌保藏管理中心保藏的 6 株分

离于食品和临床患者的屎肠球菌标准菌株进行了全基因组

测序, 经比较分析证实 6 株屎肠球菌的菌株基因组大小相

似, 平均 G+C 含量为 38.0%, 与文献报道基本一致[16,23,25], 

丰富了屎肠球菌标准菌株的全基因组特征性背景材料。 

屎肠球菌细胞壁坚厚, 对多种抗菌药物如 β-内酰胺

类、氟喹诺酮类和氨基糖苷类抗菌药物等均具有耐药性, 

尤其是近些年发现耐万古霉素菌株, 致使该菌感染的病死

率有所升高[26‒28]。尽管本研究 6 株测序菌株均未发现万古

霉素耐药基因, 但 5 株食品来源菌株基因组中也存在 21 种

耐药基因 , 提示应加强屎肠球菌用于益生菌的安全性评

估。另一方面, 食品来源菌株所携带耐药基因显著少于临

床来源菌株, 尤其是临床分离菌株中含有大量耐万古霉素

相关基因, 推测不同的生存环境导致这些菌株形成获得性

耐药, 建议加强这些条件致病菌的耐药监控, 同时也需要

开展合理应用抗生素的相关研究。 

此外, 屎肠球菌可产生一些毒力相关的因子, 导致

宿主感染[29]。毒力基因注释分析结果显示, 12 株屎肠球菌

基因组中含有 5~8 种数量不等的毒力基因, 所有菌株均

携带参与生物膜合成的 BopD 基因, 使得屎肠球菌具有更

强的存活能力和致病性, 提示应警惕屎肠球菌的食源性

感染。 

比较基因组学分析证实屎肠球菌的泛基因组为开放

型, 而核心基因组为相对稳定型。进一步基因功能注释分

析结果显示 , 泛基因组所含基因扩展程度不同 , 最大程

度的扩展发生在参与复制、重组和修复的基因, 例如在泛

基因组的 380 个复制、重组和修复相关基因中, 核心基因

仅有 78 个, 表明屎肠球菌的开放型泛基因组具有高度的

可塑性, 可能通过形成多种修复方式、防御机制等适应不

同宿主环境而生存[30]; 参与翻译、核糖体结构与生物合成

及核苷酸转运和代谢的基因扩张程度最小, 表明这两个

功能类别的基因相对更为保守, 与维持细菌基本生命活

动相关。基于全基因组水平的系统发育进化树提供了不

同来源代表性菌株间的遗传进化关系, 5 株食品来源菌株

均在同一个分支内, 推测不同来源菌株可能有不同的进

化历程 , 聚类有一定相关性 , 但有待于后续采用更多菌

株进行进一步验证。 

综上所述, 本研究解析了 CMCC保藏的 6株分离于食
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品和临床患者屎肠球菌标准菌株的全基因组序列, 获得各

自基因组特征信息, 并证实食品来源菌株均携带一定数量

的耐药基因及毒力基因, 提示应加强食源性菌株的监测。

本研究可为后续探究屎肠球菌耐药机制、致病性以及分子

进化规律等研究奠定基础。 
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