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摘  要：【背景】绿尾虹雉(Lophophorus lhuysii)是我国特有的一级重点保护野生鸟类，长期以来由

于受人类活动及疾病等因素的影响，其种群数量不断减少。肠球菌(Enterococcus sp.)是一类广泛存

在于自然界中的条件性致病菌，其耐药性强，治疗困难，对野生动物的保护带来挑战。【目的】更

好地保护绿尾虹雉，关注其肠球菌感染或携带情况并对肠球菌特性的相关研究很有必要，这对绿

尾虹雉种群的生存与保护有重要意义。【方法】采集了蜂桶寨国家级自然保护区的笼养绿尾虹雉 1 年

中 4 个不同月份的粪便，对其中的细菌进行分离纯化，再通过形态学鉴定、生化鉴定、分子生物

学鉴定确定分离菌株种类，最后进行药敏试验探究其耐药性。【结果】共分离出 17 株菌株，其菌

落在培养基上均呈现出灰白色不透明、表面光滑、直径 1 mm 内的圆形，菌株的糖发酵试验、胆

汁七叶苷水解试验呈阳性，接触酶试验和产气试验呈阴性，所有结果均符合肠球菌的基本特征，

16S rRNA 基因测序进一步验证了该结果。药敏试验结果表明绿尾虹雉源肠球菌具有较强的耐药性，

其中对四环素、环丙沙星、诺氟沙星、左氧氟沙星等药物的耐药性最高。【结论】成功分离出绿尾

虹雉源肠球菌，并对其耐药情况进行了研究，为绿尾虹雉携带肠球菌的现状及其耐药情况提供了

初步数据分析，同时对其疾病防控提供了参考。 
关键词：绿尾虹雉；肠球菌；分离鉴定；耐药性 
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Abstract: [Background] The Chinese monal (Lophophorus lhuysii) is a protected wild bird 
endemic to China, with a declining population due to human activities and diseases. 
Enterococcus, a genus of common conditional pathogenic bacteria in the nature, is known for 
strong drug resistance and difficult treatment, posing challenges to wildlife conservation. 
[Objective] Therefore, it is necessary to pay attention to the enterococcal infection or carrier 
status and study the characteristics of enterococci in order to better protect the Chinese monal 
population, which is of great significance to the survival and protection of Chinese monal 
population. [Methods] Fecal samples were collected from captive Chinese monal at the 
Fengtongzhai National Nature Reserve in four different months of a year. The bacteria were 
isolated and then identified by morphological observation and biochemical and molecular 
analyses. Additionally, drug susceptibility tests were conducted to assess the resistance patterns 
of the isolated strains. [Results] A total of 17 strains were successfully isolated. These strains 
exhibited grayish opaque colonies with smooth surfaces and diameters not exceeding 1 mm on 
the culture media. Positive results were obtained for the sugar fermentation test, and bile esculin 
hydrolysis test. Negative results were observed for the catalase test and gas production test. All 
these characteristics aligned with those of Enterococcus, and 16S rRNA gene sequencing further 
validated the result. The strains of Enterococcus from Chinese monal showed strong resistance 
to tetracycline, ciprofloxacin, norfloxacin, and levofloxacin. [Conclusion] We successfully 
isolated Enterococcus strains from Chinese monal and comprehensively analyzed their drug 
resistance. The findings reveal the current status and drug resistance profile of Enterococcus 
carried by Chinese monal, giving insights into the disease prevention and protection of Chinese 
monal. 
Keywords: Lophophorus lhuysii; Enterococcus; isolation and identification; drug resistance 
 
 

绿尾虹雉 (Lophophorus lhuysii)又称贝母

鸡、鹰鸡、火炭鸡，隶属于鸡形目雉科虹雉属，

是国家一级重点保护野生动物，已被 CITES 列

入附录 I，IUCN 红色名录列入“易危”物种[1-3]。

长期以来，由于过度捕杀、栖息地破坏、自然

灾害和疾病等因素，其种群数量不断下降，为

保护这一濒危物种，就地保护和迁地保护工作

正积极开展。但在人工饲养条件下，绿尾虹雉

的种群数量仍未得到提升[4-6]。一方面是由于笼

养绿尾虹雉繁殖性能较低；另一方面，则是因

为众多疾病在笼养条件下容易发生，如霉菌性

肺炎、传染性鼻炎(或支气管炎)、皮肤性禽痘病、
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鸡白痢、禽霍乱、禽伤寒、大肠杆菌感染、肠

球菌感染等，其中细菌性感染疾病占多数，对

绿尾虹雉的生存造成巨大威胁[7-8]。疾病的发生

导致笼养绿尾虹雉种群数量一直得不到提升，

情况不容乐观。 
肠球菌(Enterococcus sp.)，属于链球菌科肠

球菌属，在自然界中分布广泛，主要寄生在人

和动物体内胃和肠道中，为革兰氏阳性菌，需

氧或兼性厌氧，菌体形态为圆形或卵圆形[9-11]。

肠球菌作为消化道内常见的共生菌种，参与宿

主机体的正常生理活动，大多数情况下被认为

无害，但当宿主免疫力降低或机体损伤时，仍

然具有发生肠球菌感染的风险[12]。目前，研究

表明，肠球菌的致病性与其携带的毒力因子密

切相关，如其中的胶原蛋白黏附素 Ace 会帮助

肠球菌吸附至宿主肠道、尿路上皮细胞，引发

尿路感染[13]。此外，当机体受损，肠球菌进入

血液中大量繁殖引起败血症，细胞溶血素 Cyl
也会使红细胞溶解形成溶血现象[14]。2022 年北

京大兴野生动物园发现一赤腹松鼠突然死亡，

其死因是由屎肠球菌(Enterococcus faecium)引
起的败血症[15]。因此，关注野生动物尤其是圈

养野生动物肠球菌感染或携带情况的重要性不

容忽视。同时，随着抗生素的滥用，肠球菌的

耐药性也变得越来越强，甚至出现多重耐药菌

株。2015 年斯洛伐克的野生鸦类被发现并分离

出了具有 vanA基因的万古霉素耐药屎肠球菌[16]；

2022 年意大利中部梅埃拉国家公园对野生马鹿

和亚平宁羚羊的分离菌株进行药敏试验，发现

分离的 48 株菌株中有 9 株(18.8%)对至少一种

抗生素产生耐药性[17]。 
肠球菌是一类具有潜在致病性的细菌，已

经导致许多野生动物感染致病，而绿尾虹雉作

为我国特有的珍稀野生动物，同样也存在感染

的风险。因此，本研究采集不同月份的绿尾虹

雉粪便对其中的肠球菌进行分离鉴定，并通过

药敏试验确定菌株的耐药情况，以期为绿尾虹

雉肠球菌感染类的疾病提供用药选择参考，同

时为改善笼养绿尾虹雉生存状况、微生物感染

与细菌耐药研究提供数据支持。 

1  材料与方法 
1.1  样品 

在 1 月、4 月、7 月和 12 月对四川蜂桶寨

国家级自然保护区管护中心饲养的绿尾虹雉进

行粪便无菌采集(1 月 5 份，4 月 4 份，7 月 4 份，

12 月 4 份)，保存至−80 ℃超低温冰箱。 

1.2  培养基、主要试剂和仪器 
肠球菌肉汤、肠球菌琼脂培养基、MH 琼

脂，青岛海博生物技术有限公司。酵母膏，北

京奥博星生物技术有限责任公司；丙三醇、氯

化钠、无水磷酸氢二钾、无水乳糖、D-无水葡

萄糖、蔗糖，上海麦克林生化科技有限公司；

细菌基因组 DNA 快速抽提试剂盒，生工生物工

程(上海)股份有限公司；肠球菌编码鉴定试剂

管，杭州滨和微生物试剂有限公司；药敏纸片，

杭州微生物试剂有限公司。 
立式压力蒸汽灭菌器，上海申安医疗器械

厂；超净工作台，苏州安泰空气技术有限公司；

电热恒温培养箱，上海一恒科学仪器有限公司；

超低温冰箱，赛默飞世尔科技公司；光学显微

镜，Leica 公司。 

1.3  细菌的分离、纯化 
将采集的绿尾虹雉粪便接种于肠球菌肉汤

中，37 ℃、200 r/min 增殖培养 24 h，再将菌液

接种至肠球菌琼脂培养基上 37 ℃培养 24 h，挑

取单菌落再次接种划线，重复纯化 3 次得到分

离菌株。 

1.4  细菌的形态学观察 
观察培养基中菌落形态特征，拍照并记录。
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革兰氏染色：挑取长势良好的菌落于载玻片上

的一滴生理盐水中涂抹均匀，置于酒精灯火焰

上方固定。固定完成后，经结晶紫初染，碘液

媒染，95%乙醇脱色，番红/沙黄复染后，在光

学显微镜下观察细菌形态结构特征及颜色，并

拍照记录。 

1.5  细菌的生化鉴定 
根据肠球菌的生化特性设置相应试验：糖

发酵试验、产气试验、接触酶试验和胆汁七叶

苷水解试验，对分离菌株的生化特性进行检测，

观察反应并记录结果[18-19]。 

1.6  细菌的分子生物学鉴定 
细菌 DNA 的提取：将培养 24 h 的菌液于

4 ℃、5 000 r/min 离心 5 min 沉淀得到菌体，使

用细菌基因组 DNA 快速抽提试剂盒提取细菌

的 DNA[20]。以提取的 DNA 为模板，选用 16S 
rRNA 基因的通用引物 27F (5′-AGAGTTTGATC 
CTGGCTCAG-3′)和 1492R (5′-TACGGCTACCT 
TGTTACGACTT-3′)进行 PCR 扩增。PCR 反应

体系：2×Taq PCR Master Mix 12.5 μL，正、反

向引物(稀释至 10 μmol/L)各 1 μL，模板 1 μL，

ddH2O 9.5 μL。PCR 反应条件：94 ℃ 4 min；94 ℃ 
1 min，55 ℃ 30 s，72 ℃ 90 s，32 个循环；72 ℃ 
10 min，获得扩增产物。取扩增产物经 1%琼脂

糖凝胶电泳检测(120 V，30 min)，通过凝胶成

像系统检测 PCR 产物。 
16S rRNA 基因序列分析：将合格产物送生

工生物工程(上海)股份有限公司进行测序，结果

经 NCBI 数据库中 BLAST 进行比对，根据菌株

基因序列与 GenBank 中已注册菌株的相似程

度，以确定菌株种类[21]。 

1.7  细菌的药敏试验 
参考美国临床实验室标准化协会推荐的

Kirby-Bauer 纸片扩散法，对分离菌株进行药敏

试验[22]。将培养增殖后的菌液用无菌生理盐水

稀释至 0.5 个麦氏浓度后涂布于 MH 培养基上，

分别将 12 种抗生素药敏纸片贴于 MH 琼脂培养

基中，37 ℃培养 24 h，观察并记录抑菌圈直径。 

2  结果与分析 
2.1  分离菌的纯化结果 

采集的 17 份粪便样品中均成功分离目标

菌株，即 1 月份 5 株，4 月份 4 株，7 月份 4 株，

12 月份 4 株。 

2.2  分离菌的形态学特征 
从绿尾虹雉粪便中分离培养出的细菌如图 1

所示，将分离菌株接种于肠球菌琼脂培养基表

面，平板划线结果如图 1A 所示，菌落放大形

态如图 1B 所示，呈现出灰白色不透明、表面光

滑、直径在 1 mm 内的圆形菌落。 
将所有分离菌株进行革兰氏染色，并通过

光学显微镜进行观察。菌体呈现紫色或蓝紫色，

为革兰氏阳性菌，形态为圆形或卵圆形，单个、

成对或短链状排列(图 2)。 
对 17 株分离菌株的菌落和菌体形态特征进

行观察和统计，将结果与肠球菌形态特征对比，

确定所有分离菌株形态特征与肠球菌一致。 
 

 
 
图 1  分离菌株的菌落形态   A：平板划线，培

养基直径 90 mm；B：菌落放大形态。 
Figure 1  Colony morphology of isolated strains. A: 
Plate drawing, medium diameter 90 mm; B: Colony 
amplification. 
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图 2  分离菌株染色结果(1 000×) 
Figure 2  Staining results of isolated strains (1 000×).  

 
2.3  分离菌的生化特性鉴定结果 

试验结果显示，17 株分离菌株在糖酵解试

验中，3 种糖溶液颜色都由蓝色变为黄色，说

明该细菌可以分解这 3 种糖类，反应结果均为

阳性；试管中无气泡产生，说明该细菌分解糖类

不产生气体，反应结果为阴性；在接触酶试验中，

过氧化氢溶液未产生气泡，说明该细菌缺乏分解

过氧化氢的酶，反应结果为阴性；在胆汁七叶苷

水解试验中，该细菌能够分解七叶苷并产生黑色

化合物，反应结果为阳性。根据生化反应试验结

果，参考《伯杰氏细菌鉴定手册》判断 17 株分

离菌均属于肠球菌属(Enterococcus)[23]。 
将各菌株的菌落加入肠球菌编码鉴定试剂

管中，培养 24−36 h 后观察试剂管颜色变化并

记录结果，参考编码检索表，对每株肠球菌的

种类进行分析。统计结果为，在 17 株分离菌中，

12 株为粪肠球菌(Enterococcus faecalis) (编码

为 1227、1327、1627)，1 株为海氏肠球菌

(Enterococcus hirae) (编码为 1106)，2 株为肠球

菌 PNS-E3 (编码为 1127)，1 株为驴肠球菌(编码

为 1406)，1 株无对应类型(编码为 1226) (表 1)。 
 

表 1  分离菌的编码鉴定 
Table 1  Coding identification of isolated bacteria 
Number PYR V-P 精氨酸 

Arginine 
DPP PMG MAG TMZ 蕈糖 

Mushroom sugar 
蔗糖 
Sucrose 

山梨醇 
Sorbitol 

编码结果 
Coded result 

1-1 + – + – – + – + + + 1227 
1-2 + – – + – – – + + – 1106 
1-3 + – + + – + – + + + 1327 
1-4 + – + – – + – + + – 1226 
1-5 + – + – – + – + + + 1227 
4-1 + + + – – + – + + + 1627 
4-2 + – + + – + – + + + 1327 
4-3 + – + – – + – + + + 1227 
4-4 + – + – – + – + + + 1227 
7-1 + – + + – + – + + + 1327 
7-2 + – – + – + – + + + 1127 
7-3 + – + + – + – + + + 1327 
7-4 + – – + – + – + + + 1127 
12-1 + – + – – + – + + + 1227 
12-2 + – + – – + – + + + 1227 
12-3 + + – – – – – + + – 1406 
12-4 + – + – – + – + + + 1227 
+：该菌株对该试剂反应呈阳性；–：呈阴性。编码鉴定管的试剂成分为糖和醇类。编码结果是对该菌株所有试剂反应
结果的加权统计，计算出编码结果可参考检索表确定肠球菌种类。 
+: The strain is positive for this agent; –: It is negative. The coding results are weighted statistics of all reagent reaction results 
of this strain, and the coding results can be calculated by reference to the search table to determine enterococcus species. 
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2.4  分离菌的分子生物学鉴定结果 
分离菌株经 PCR 扩增得到的 16S rRNA 基

因片段在 1 500 bp 处出现较亮的条带，如图 3
所示。对检测得到的 16S rRNA 基因序列与

NCBI 数据库中 BLAST 程序进行比对，统计各

分离菌株基因序列与 GenBank 中已注册菌株的

相似程度(Per.ident 值)，确认各菌株的种类，结

果如表 2 所示。 

2.5  分离菌的耐药性特征 
对所有菌株进行药敏试验，结果显示，所

有菌株对氨苄西林、青霉素、万古霉素和氯霉素

均表现为敏感，其中 15 株对四环素耐药，11 株对

环丙沙星、左氧氟沙星、诺氟沙星耐药。此外，

分离菌对其他几类药物如多西环素、红霉素等

也表现出不同程度的耐药(表 3)。 

3  讨论 
肠球菌作为肠道内普遍存在的一类细菌， 

 
 
图 3  部分分离菌株 PCR 鉴定结果电泳图 
Figure 3  Electrophoretic map of PCR identification 
results of some isolated strains. 
 
对宿主肠道内的菌群平衡有着一定的调节作用

和免疫效应[24]。但在某些特定条件下，也可能

出现肠球菌致病甚至致死的情况，如当宿主免

疫力低下或长期使用抗生素，宿主与肠球菌之

间的共生平衡状态被打破，从而导致肠球菌离

开正常定殖部位而移位侵入其他组织器官造成 
 
表 2  分子生物学鉴定结果 
Table 2  Molecular biological identification results 
菌株编号 
Strain number 

菌株类型 
Type of strain 

Per. ident (%) 

1-1 Enterococcus faecalis EnGen0336 strain T5 100.00 
1-2 Enterococcus hirae strain FDAARGOS_234 97.50 
1-3 Enterococcus faecalis EnGen0336 strain T5 100.00 
1-4 Enterococcus faecium strain SRR24 98.46 
1-5 Enterococcus faecalis EnGen0336 strain T5 100.00 
4-1 Enterococcus faecalis EnGen0336 strain T5 100.00 
4-2 Enterococcus faecalis EnGen0336 strain T5 98.88 
4-3 Enterococcus hirae strain FDAARGOS_234 99.90 
4-4 Enterococcus faecalis EnGen0336 strain T5 100.00 
7-1 Enterococcus faecalis EnGen0336 strain T5 99.24 
7-2 Enterococcus mundtii strain DSM 4838 97.03 
7-3 Enterococcus faecalis EnGen0336 strain T5 100.00 
7-4 Enterococcus mundtii strain DSM 4838 97.01 
12-1 Enterococcus faecalis EnGen0336 strain T5 98.61 
12-2 Enterococcus faecalis EnGen0336 strain T5 100.00 
12-3 Enterococcus hirae strain FDAARGOS_234 99.39 
12-4 Enterococcus faecalis EnGen0336 strain T5 100.00 
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疾病，2021 年内蒙古鄂尔多斯某羊场的数十头母

羊出现流产死亡等情况，并且先后使用多种抗生

素治疗均无效果，后续研究发现，是由具有强耐

药性的羊源致病性屎肠球菌感染引起[25]。 
本研究从不同月份的绿尾虹雉粪便中均成

功分离鉴定出肠球菌，16S rRNA 基因测序发现，

17 株肠球菌中粪肠球菌占多数，为 11 株(64.71%)，
其余为海氏肠球菌 2 株(11.77%)，蒙氏肠球菌

2 株(11.77%)，屎肠球菌 1 株(5.88%)。结果表明，

肠球菌是普遍存在于绿尾虹雉消化道中的一类

细菌。在其他野生动物及鸟类体内也有肠球菌的

发现，如从藏羚羊粪便中分离出了肠球菌，且为

粪便菌群当中的优势种[26]；对鸡场中雏鸡泄殖

腔中的粪肠球菌进行分离，其占比最高达到

96.6%[27]。粪肠球菌的分离率在所有肠球菌当中

的占比最高，本研究结果也符合这一情况。粪肠

球菌感染会导致动物患病甚至死亡，2021 年河南

省周口市某养殖场的番鸭因致病性粪肠球菌感

染出现精神沉郁、缩脖、采食减少、拉稀等症状，

死亡率达到 20%[28]；2020 年安徽某养殖户送检

了以精神沉郁、腹泻、肠道广泛出血等为主要特

征的病死鹅８只，经检测鉴定为粪肠球菌感染致

死[29]。粪肠球菌在绿尾虹雉源肠球菌中占比最

高，并且在动物体内存在潜在致病风险，在对绿

尾虹雉进行研究和保护的时候需要更加留意这

一类常见细菌所带来的影响。 
对肠球菌的 12 种抗生素药敏试验发现，17 株

分离菌株对多种药物存在耐药现象，其中四环

素的平均耐药率最高，达到了 88.24%，几乎所

有菌株都对其耐药，其次是环丙沙星，达到了

64.71%，对其他药物也表现出不同程度的耐药

性，而对氨苄西林、青霉素(β-内酰胺类)、万古

霉素和氯霉素表现出完全敏感，因此可考虑使

用敏感药物对肠球菌感染进行治疗。研究表明，

肠球菌普遍具有较强的耐药性，这与它们的细

胞结构所带来的天然耐药性有关，较厚的细胞

壁能够隔绝多种抗生素的侵入，此外，一些细

菌特有的耐药机制也会使其对药物产生更强的

耐受性，如“外排泵”系统通过转运蛋白主动将

侵入细胞的药物排出；某些细菌通过改变自身

的靶点结构使药物无法与靶点结合而失去作

用；灭活酶与修饰酶作用于抗生素使其丧失功

能等[30-31]。药敏试验结果显示绿尾虹雉源肠球

菌已普遍产生较强耐药性，部分菌株甚至出现

多重耐药。在人工饲养条件下，无法避免抗生

素的使用，随着饲养年限增加，笼养绿尾虹雉

对抗生素的耐药性也逐渐增加，导致其在用药

和治疗上的问题更加严峻。因此，在绿尾虹雉

的饲养过程中，需特别注意抗生素的使用要求，

避免更多更强耐药菌株的出现，同时提高养殖

管理水平，优化饲料营养，加强疾病预防，定

期监测评估，保障绿尾虹雉生存环境洁净，维

持其状态健康，以减少患病概率。 
肠球菌耐药性强弱与肠球菌种类的关系表

明，在分离的 17 株肠球菌中，粪肠球菌在种类

上占比较高，同时耐药性较强。全国细菌耐药监

测网 2021 年全国细菌耐药监测报告统计数据显

示，肠球菌在耐药性革兰氏阳性菌分离率中排名

前三，其中粪肠球菌在所有种类的肠球菌中分离

率最高，占所有革兰氏阳性菌的 10.8%[32]，与本

研究结果一致。此外，对于绿尾虹雉源粪肠球菌

的研究还需深入，对其毒力因子的种类、数量，

以及在绿尾虹雉体内存在的具体致病机制进行

探究，从而为其疾病预防和治疗提供更多依据。 

4  结论 
本试验从不同月份笼养绿尾虹雉的粪便中

成功分离出 17 株肠球菌，其中粪肠球菌 11 株，

海氏肠球菌 3 株，蒙氏肠球菌 2 株，屎肠球菌 1 株。

药敏试验结果显示，几乎所有菌株都对四环素耐
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药，而对氨苄西林、青霉素、万古霉素和氯霉素

敏感，对其他药物均有不同程度的耐药表现。本

试验为绿尾虹雉携带肠球菌的现状及其耐药情

况提供了初步分析，同时为绿尾虹雉疾病防控提

供了参考。 
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