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［摘　要］　目的　应用双重聚合酶链反应（ＰＣＲ）技术，建立金黄色葡萄球菌及耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（ＭＲ

ＳＡ）的快速检测方法，指导临床及时、合理使用抗菌药物，防止ＭＲＳＡ的扩散。方法　 根据金黄色葡萄球菌血浆

凝固酶基因犆狅犪犵和耐药基因犿犲犮犃设计引物，调整ＰＣＲ扩增反应各参数，建立快速、准确扩增犆狅犪犵和犿犲犮犃基因

的双重ＰＣＲ体系；应用双重ＰＣＲ对临床分离鉴定的８５株金黄色葡萄球菌同时扩增犆狅犪犵和犿犲犮犃基因片段，并将

ＰＣＲ扩增结果与苯唑西林－高盐琼脂筛选试验（ＯＳＡＳ）的结果进行比对。结果　生化常规试验分离鉴定８５株金

黄色葡萄球菌，通过ＯＳＡＳ试验，共检出ＭＲＳＡ５３株，ＭＲＳＡ检出率为６２．３５％。双重ＰＣＲ快速检测ＭＲＳＡ，８５

株金黄色葡萄球菌均扩增出犆狅犪犵基因片段，其中５３株扩增出犿犲犮犃基因片段。双重ＰＣＲ检测ＭＲＳＡ的结果与

生化常规试验分离鉴定ＭＲＳＡ结果一致。结论　双重ＰＣＲ法能快速、同时检测金黄色葡萄球菌血浆凝固酶犆狅犪犵

基因和耐药基因犿犲犮犃，有助于及早检出ＭＲＳＡ，指导临床合理用药，控制ＭＲＳＡ传播。
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　　金黄色葡萄球菌是医院内外感染的重要病原

菌。随着抗菌药物的长期使用和滥用，耐甲氧西林

金黄色葡萄球菌（ＭＲＳＡ）感染率不断上升，给临床

治疗带来了很大困难［１－２］。金黄色葡萄球菌耐药基

因犿犲犮犃可作为ＭＲＳＡ鉴定的一项分子标志
［３－４］。

应用双重聚合酶链反应（ＰＣＲ）法同时扩增金黄色葡

萄球菌的凝固酶基因犆狅犪犵和耐药基因犿犲犮犃，能够

快速检测金黄色葡萄球菌及其耐药性，为临床实验

室快速、准确鉴定 ＭＲＳＡ提供新的诊断方法，对于

临床合理用药具有指导意义。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　８５株金黄色葡萄球菌均分离自广

东省中医院就诊患者标本。质控菌株包括金黄色葡

萄球菌ＡＴＣＣ２５９２３（敏感质控株）、金黄色葡萄球

菌ＡＴＣＣ４３３００（耐药质控株）、表皮葡萄球菌

ＡＴＣＣ１２２２８和大肠埃希菌ＡＴＣＣ２５９２２，均购自

卫生部临床检验中心。

１．２　引物设计与合成　根据编码基因设计犆狅犪犵

引物（５′ＣＧＡＧＡＣＣＡＡＧＡＴＴＣＡＡＣＡＡＧ３′，５′

ＡＡＡＧＡＡＡＡＣＣＡＣＴＣＡＣＡＴＣＡＧＴ３′）和犿犲犮犃

引物（５′ＡＡＡＡＴＣＧＡＴＧＧＴＡＡＡＧＧＴＴＧＧＣ３′，

５′ＡＧＴＴＣＴＧＣＡＧＴＡＣＣＧＧＡＴＴＴＧＣ３′），扩增产物

片段分别为８１０ｂｐ和３１０ｂｐ。引物序列由上海生

工生物工程股份有限公司合成。

１．３　主要试剂与仪器　ＭｕｅｌｌｅｒＨｉｎｔｏｎ琼脂，购自

英国ＯＸＯＩＤ公司；ＡＢＩ９７００型ＰＣＲ扩增仪，购自

美国ＡＢＩ公司；ＢＩＯＲＡＤＧｅｌＤｏｃＸＲ凝胶电泳成

像系统，购自美国ＢＩＯＲＡＤ公司。

１．４　ＭＲＳＡ常规鉴定　根据细菌形态、革兰染色、

触酶、血浆凝固酶等生化试验鉴定金黄色葡萄球

菌［５］；采用苯唑西林－高盐琼脂筛选试验（ｏｘａｃｉｌｌｉｎ

ｓａｌｔａｇａｒｓｃｒｅｅｎｉｎｇｔｅｓｔ，ＯＳＡＳ）检测ＭＲＳＡ
［６］。将

已鉴定的金黄色葡萄球菌配制成０．５麦氏单位的菌

悬液，涂布于苯唑西林－高盐琼脂平板（ＭＨＡ＋

４％ＮａＣｌ＋６μｇ／ｍＬ苯唑西林），３６℃培养２４ｈ后

对光检查。若平板上长出＞１个菌落，视为待测菌

对苯唑西林耐药。以标准菌株ＡＴＣＣ２５９２３作为

阴性质控菌株，以ＡＴＣＣ４３３００作为耐药阳性质控

菌株。

１．５　ＰＣＲ检测ＭＲＳＡ　（１）模板制备：经常规生化

鉴定的金黄色葡萄球菌转种于血琼脂平皿，３６℃培

养２４ｈ，挑取单菌落于７．５％ＮａＣｌ肉汤培养１８ｈ，

再取培养液５ｍＬ离心，采用ＤＮＡ提取试剂盒提取

金黄色葡萄球菌ＤＮＡ。（２）犆狅犪犵基因和犿犲犮犃 基

因的ＰＣＲ扩增反应体系：２ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ２．５μＬ，

１０×缓冲液５μＬ，２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２２．５μＬ，２Ｕ／

μＬＴａｑ酶１μＬ，１００ｍｍｏｌ／Ｌ的犆狅犪犵和犿犲犮犃 两

种引物各１μＬ，ＤＮＡ模板１μＬ，加纯水至２５μＬ。

扩增循环条件：９５℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，

５５℃退火３０ｓ，７２℃延伸９０ｓ，３９个循环；７２℃５

ｍｉｎ延伸。（３）１．５％琼脂（含ＥＢ），９５Ｖ电泳３５

ｍｉｎ，于凝胶成像系统下观察。

２　结果

２．１　ＭＲＳＡ常规鉴定　生化常规试验分离鉴定８５

株金黄色葡萄球菌，均涂布于苯唑西林－高盐琼脂

上，检测出ＭＲＳＡ５３株，金黄色葡萄球菌对甲氧西

林的耐药率为６２．３５％。

２．２　双重ＰＣＲ快速检测 ＭＲＳＡ　８５株金黄色葡

萄球菌均能扩增出金黄色葡萄球菌犆狅犪犵特异性基

因片段，片段大小为８１０ｂｐ；其中５３株扩增出大小

为３１０ｂｐ的耐甲氧西林犿犲犮犃基因片段，与生化常

规试验分离鉴定ＭＲＳＡ结果一致。见图１。
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图１　双重ＰＣＲ扩增金黄色葡萄球菌犆狅犪犵基因和 ＭＲＳＡ

犿犲犮犃基因片段产物图

犉犻犵狌狉犲１　ＤｕｐｌｅｘＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ犆狅犪犵ａｎｄ犿犲犮犃ｇｅｎｅ

ｆｒａｇｍｅｎｔｓｉｎ犛．犪狌狉犲狌狊

３　讨论

金黄色葡萄球菌是医院感染和社区获得性感染
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的重要病原菌，可引起败血症、肺炎、伤口化脓和骨

髓炎等各种感染性疾病［７］。随着抗菌药物的大量使

用，ＭＲＳＡ感染发生率不断上升
［８］。在伴有基础疾

病、长期住院及免疫抑制的人群中，ＭＲＳＡ有很高

的发病率和死亡率［９］。魏全珍等［１０］调查医疗环境

中ＭＲＳＡ污染状况发现，在重症监护室（ＩＣＵ）存在

ＭＲＳＡ感染患者的病区环境中，ＭＲＳＡ检出率高达

３３．３３％，这是造成 ＭＲＳＡ交叉感染或暴发流行的

潜在危险。ＭＲＳＡ感染已引起全世界高度关注
［１１］，

快速、准确鉴定ＭＲＳＡ，对临床治疗ＭＲＳＡ感染极

其重要。金黄色葡萄球菌对甲氧西林耐药，是由于

其产生了一种ＰＢＰ２ａ蛋白，ＰＢＰ２ａ与β内酰胺类抗

生素亲和力低，能够替代ＰＢＰｓ合成细菌细胞壁，从

而使细菌产生耐药性［１２］。犿犲犮犃即为编码金黄色葡

萄球菌产生ＰＢＰ２ａ蛋白的最主要基因，因此ＰＣＲ

检测犿犲犮犃基因是目前分子生物学快速鉴定ＭＲＳＡ

的“金标准”［１３］，而血浆凝固酶是金黄色葡萄球菌

犆狅犪犵基因编码的特异性酶
［１４］。

本研究应用双重ＰＣＲ在同一反应体系中同时

特异性扩增犆狅犪犵基因片段和犿犲犮犃基因片段，大肠

埃希菌和表皮葡萄球菌扩增结果均为阴性，而金黄

色葡萄球菌和耐甲氧西林金黄色葡萄球菌均能扩增

出相应的特异性基因片段，因此，本方法能检测金黄

色葡萄球菌，同时鉴定其是否为ＭＲＳＡ。运用此分

子生物学方法对 ＭＲＳＡ的检出率与ＯＳＡＳ常规检

测ＭＲＳＡ试验的结果一致
［１５］。我们所建立的多重

ＰＣＲ方法不仅能快速检测金黄色葡萄球菌，还能同

时检测 ＭＲＳＡ；与传统的细菌分离、鉴定及耐药性

检测方法相比，多重ＰＣＲ具有省时、敏感、特异性高

和节省费用等多项优点。建立对ＭＲＳＡ的ＰＣＲ快

速检测体系，用以监测 ＭＲＳＡ的流行趋势，预防

ＭＲＳＡ的暴发流行及临床合理用药意义重大。
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