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医院获得性耐甲氧西林金黄色葡萄球菌中犘犛犕α基因检测及相关研究
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［摘　要］　目的　了解某地区耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（ＭＲＳＡ）中α型酚溶调制蛋白（犘犛犕α）基因携带情况

及对人外周血中性粒细胞的影响，为指导临床治疗及明确该地区 ＭＲＳＡ致病机制提供理论依据。方法　收集临

床标本中分离并经ＳＣＣ犿犲犮分型的ＭＲＳＡ９０株，采用聚合酶链反应（ＰＣＲ）方法扩增犘犛犕α基因，并通过细胞形态

学方法研究犘犛犕α对人外周血中性粒细胞的影响。结果　８６株医院获得性 ＭＲＳＡ（ＨＡＭＲＳＡ）中，犘犛犕α基因

阳性者７８株，犘犛犕α阳性率为９０．７０％；４株社区获得性 ＭＲＳＡ（ＣＡＭＲＳＡ）中，２株为犘犛犕α基因阳性，阳性率

为５０．００％；犘犛犕α阳性组中性粒细胞死亡率与生理盐水组、犘犛犕α阴性组和ＡＴＣＣ２５９２３组间比较，差异有统计

学意义。犘犛犕α阳性组死亡率高于其他３组，而犘犛犕α阴性组和 ＡＴＣＣ２５９２３组差异无统计学意义。结论　该

地区 ＨＡＭＲＳＡ携带犘犛犕α基因，且犘犛犕α基因阳性的 ＭＲＳＡ菌株分泌的ＰＳＭα具有促进中性粒细胞溶解的

活性。
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　　 耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（ｍｅｔｈｉｃｉｌｌｉｎ

ｒｅｓｉｓｔａｎｔ犛狋犪狆犺狔犾狅犮狅犮犮狌狊犪狌狉犲狌狊，ＭＲＳＡ）是临床上

引起鼻腔、口腔黏膜、皮肤和上皮组织的感染，并导

致炎症化脓的重要病原菌之一。目前，ＭＲＳＡ 按来

源分为社区获得性 ＭＲＳＡ（ｃｏｍｍｕｎｉｔｙａｃｑｕｉｒｅｄ

ＭＲＳＡ，ＣＡＭＲＳＡ）和医院获得性ＭＲＳＡ（ｈｏｓｐｉｔａｌ

ａｃｑｕｉｒｅｄＭＲＳＡ，ＨＡＭＲＳＡ）。近年来，国内外学

者致力于 ＭＲＳＡ毒力因子的研究，发现一种称为酚

溶调制肽（ｐｈｅｎｏｌｓｏｌｕｂｌｅｍｏｄｕｌｉｎ，ＰＳＭ）的新型毒

力因子。ＰＳＭ最初由 Ｍｅｈｌｉｎ等人从表皮葡萄球菌

ＵＷ３株的培养液上清中分离，包括由染色体基因

组编码的ＰＳＭα、ＰＳＭβ、ＰＳＭγ，以及由位于可移

动遗传元件 ＳＣＣ犿犲犮上的狆狊犿犿犲犮 基因编码的

ＰＳＭｍｅｃ
［１］。研究［２３］表明，ＣＡＭＲＳＡ菌株可以分

泌ＰＳＭα、ＰＳＭβ和ＰＳＭγ，而 ＨＡＭＲＳＡ菌株只

能分泌ＰＳＭβ和ＰＳＭγ，ＰＳＭα和ＰＳＭγ能够溶

解中性粒细胞和红细胞等，而ＰＳＭβ则缺乏这一活

性。本研究采用聚合酶链反应（ＰＣＲ）方法检测本地

区ＣＡＭＲＳＡ和ＨＡＭＲＳＡ菌株中犘犛犕α基因的

分布，并通过细胞形态学方法来观察ＰＳＭα对人外

周血中性粒细胞的溶解作用。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　菌株来源　９０株不重复 ＭＲＳＡ菌株分离

自青岛大学医学院第二附属医院及周边医院住院和

社区患者的各种标本，包括痰、血、脓液、粪便、伤口

分泌物、口腔分泌物、导管、胸腔积液等。本实验室

采用多重ＰＣＲ方法对菌株ＳＣＣ犿犲犮ｃ型别进行了鉴

定，其 中 型 别 为 ＳＣＣ犿犲犮 Ⅲ ８０ 株 （８８．８９％），

ＳＣＣ犿犲犮Ⅱ６株（６．６７％），ＳＣＣ犿犲犮Ⅴ２株（２．２２％），

ＳＣＣ犿犲犮Ⅲ、ＳＣＣ犿犲犮Ⅴ混合型２株（２．２２％）。根据

ＳＣＣ犿犲犮Ⅰ、ＳＣＣ犿犲犮Ⅱ、ＳＣＣ犿犲犮Ⅲ型主要分布于

ＨＡＭＲＳＡ菌株中，ＳＣＣ犿犲犮Ⅳ、ＳＣＣ犿犲犮Ⅴ型主要

分布于 ＣＡＭＲＳＡ 菌株中的标准进行分类
［４６］，

９０株ＭＲＳＡ菌株中 ＨＡＭＲＳＡ８６株，ＣＡＭＲＳＡ

４株，质控菌株为金黄色葡萄球菌ＡＴＣＣ２５９２３。

１．１．２　主要仪器与试剂　超速低温离心机购自德

国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司，ＢＩＯＲＡＤ梯度ＰＣＲ仪购自美

国ＢＩＯＲＡＤ公司，ＢＹＣＰ３１ＰＮ电泳仪购自北京六

一仪器厂，ＧｅＩＸ１８５０型凝胶成像分析系统购自上海

欧祥科学仪器有限公司，数显恒温水浴箱购自上海

荣计达实验仪器有限公司，普通光学显微镜购自日

本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司，ＢＩＯＷＥＳＴＡＧＡＲＯＳＥＧ１０购

自西班牙。４％台盼蓝染液由本实验室配制，ＤＮＡ

提取液、ＴｉｘＴａｐ酶及ＰＣＲ反应相关试剂、ＤＬ１０００

ＤＮＡＭａｒｋｅｒ、上样缓冲液等试剂，均购自宝生物工

程（大连）有限公司，人或各种动物外周血中性粒细

胞分离液试剂盒购自天津市灏洋生物制品科技有限

责任公司。

１．１．３　引物设计与合成　根据ＧｅｎＢａｎｋ（ｈｔｔｐ：／／

ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ）公布的基因序列，利用

ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０软件设计合成引物，犘犛犕α基

因上游引物序 列为：ＡＴＧＧＧＴＡＴＣＡＴＣＧＣＴＧ

ＧＣＡＴＣＡＴＴＡＡＡＧＴＴ，下游引物序列：ＴＴＴＴ

ＧＣＧＡＡＡＡＴＧＴＣＧＡＴＡＡＴＴＧＣＴＴＴＧＡＴ，产 物

大小为４０６ｂｐ，由宝生物工程（大连）有限公司

合成。

１．２　方法

１．２．１　细菌基因组ＤＮＡ提取　将冷冻菌株转种

于哥伦比亚血琼脂培养基上，于３７℃培养箱中过夜

培养。取５０μＬＤＮＡ提取液于灭菌的ＥＰ管中，用

灭菌吸头挑取单菌落，置于ＥＰ管中混匀，８０℃ 热变

性１５ｍｉｎ后，１００℃水浴２０ｍｉｎ，１００００ｒ／ｍｉｎ离心

１０ｍｉｎ，裂解后的上清液作为ＰＣＲ反应的模板。

１．２．２　扩增犘犛犕α基因　ＰＣＲ反应体系为２５μＬ，

其中１０×Ｂｕｆｆｅｒ缓冲液２．５μＬ、ｄＮＴＰ２μＬ、ＴｉｘＴａｐ

酶０．１５μＬ、ＭｇＣｌ２２μＬ、上下游引物各１μＬ、ＤＮＡ模

板２μＬ、加灭菌去离子水补足２５μＬ。反应条件为

９４℃预变性５ｍｉｎ，９４℃变性３５ｓ，６０℃退火４５ｓ，７２℃

延伸４５ｓ，进行３５个循环，最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。

１．２．３　ＰＣＲ产物检测　ＰＣＲ产物在１．５％琼脂糖

凝胶中电泳，以ＤＬ１０００ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ为相对分子

质量标准，用凝胶成像分析系统观察电泳结果。

１．２．４　ＤＮＡ测序　ＰＣＲ扩增阳性产物送宝生物

工程（大连）有限公司进行序列测定，结果与 Ｇｅｎ

Ｂａｎｋ序列数据库标准序列进行比对分析。

１．２．５　中性粒细胞死亡率检测　按照试剂盒操作

说明分离健康成人外周静脉血（ＥＤＴＡＫ２抗凝）中

性粒细胞，重悬培养液中。取４份体积均为１００μＬ

的中性粒细胞悬液，分别加入３０μＬ的０．５麦氏单

位的犘犛犕α 阳性 ＭＲＳＡ 菌液、０．５麦氏单位的

犘犛犕α阴性 ＭＲＳＡ菌液、０．５麦氏单位的 ＡＴＣＣ

２５９２３菌液、生理盐水，充分混匀，放入培养箱孵育

３ｈ后，用台盼蓝染液染色并在显微镜下计数中性粒

细胞死亡率。计算公式：死亡率（％）＝染色细胞数／

（未染色细胞数＋染色细胞数）×１００％。
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１．３　统计分析　应用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计学

分析，将数据进行反正弦转换后进行单因素方差分

析，犘≤０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＭＲＳＡ菌株犘犛犕α携带情况　８６株ＨＡＭＲ

ＳＡ中犘犛犕α基因阳性７８株，阳性率为９０．７０％；

４株ＣＡＭＲＳＡ中，２株犘犛犕α基因阳性，阳性率为

５０．００％。ＰＣＲ产物电泳结果见图１。
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　　Ｍ：ＤＬ１０００；１，３－８，１０－１２：犘犛犕αｐｏｓｉｔｉｖｅｓｔｒａｉｎｓ；２，９：

犘犛犕αｎｅｇａｔｉｖｅｓｔｒａｉｎｓ

图１　犘犛犕α基因的ＰＣＲ产物电泳图

犉犻犵狌狉犲１　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｍａｐｏｆＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｆ犘犛犕α

ｇｅｎｅ

２．２　基因测序结果　测序结果与ＧｅｎＢａｎｋ序列数

据库标准序列（ＪＱ０６６３２１．１）比对，结果完全一致。

２．３　中性粒细胞死亡率　ＭＲＳＡ犘犛犕α阳性组中

性粒细胞死亡率与生理盐水组、犘犛犕α 阴性组、

ＡＴＣＣ２５９２３组间比较，差异有统计学意义（犘＝

０．００１），犘犛犕α 阳性组死亡率高于其他３组，而

犘犛犕α阴性组和ＡＴＣＣ２５９２３组差异，无统计学意

义（犘＝０．８８６），见表１。犘犛犕α阳性组与犘犛犕α

阴性组对细胞的毒性结果见图２～３。

表１　ＭＲＳＡ犘犛犕α使中性粒细胞死亡情况的比较（狓±狊，％）

犜犪犫犾犲１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｄｅａｔｈｉｎｄｕｃｅｄｂｙＭＲＳＡ

犘犛犕α（狓±狊，％）

Ｇｒｏｕｐ Ｓｐｅｃｉｍｅｎ Ｄｅａｔｈｒａｔｅ

犘犛犕αｐｏｓｉｔｉｖｅ ５０ ６８±１２

犘犛犕αｎｅｇａｔｉｖｅ ５０ ５６±１０

ＡＴＣＣ２５９２３ ５０ ５６±１１＃

Ｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅ ５０ ４０±１０

　　Ｎｏｔｅ：Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ犘犛犕α ｐｏｓｉｔｉｖｅｇｒｏｕｐ，犘＝０．００１；

＃：Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ犘犛犕αｎｅｇａｔｉｖｅｇｒｏｕｐ，犘＝０．８８６

图２　ＭＲＳＡ犘犛犕α基因阳性组细胞毒性结果

犉犻犵狌狉犲２　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙｉｎ犘犛犕αｇｅｎｅｐｏｓｉｔｉｖｅ

ＭＲＳＡｇｒｏｕｐ

图３　ＭＲＳＡ犘犛犕α基因阴性组细胞毒性结果

犉犻犵狌狉犲３　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙｉｎ犘犛犕αｇｅｎｅｎｅｇａｔｉｖｅ

ＭＲＳＡｇｒｏｕｐ

３　讨论

自２０００年美国报道ＣＡＭＲＳＡ以来，越来越多

的研究者致力于其高致病力机制的研究［７］。研究［２３］

发现，在鼠脓肿和菌血症模型中犘犛犕α基因缺失菌

株的毒力弱于野生型菌株，并证实了ＰＳＭα能够刺

激并溶解人的中性粒细胞，最终破坏人体应对金黄色

葡萄球菌感染的细胞免疫防御系统，认为ＣＡＭＲＳＡ

菌株的高毒力是由于其可以分泌具有溶解中性粒细

胞活性的犘犛犕α，而ＨＡＭＲＳＡ则不能分泌犘犛犕α。

本研究中，８６株 ＨＡＭＲＳＡ 中 犘犛犕α 基因阳性

７８株，阳性率为９０．７０％，这与国外研究
［２３，８］的结果不

同，可能因为国内临床治疗中抗菌药物的滥用，导致

ＨＡＭＲＳＡ菌株毒力增强，但具体原因有待进一步研

究。本研究检测到的ＣＡＭＲＳＡ菌株过少，无法进行

ＨＡＭＲＳＡ和ＣＡＭＲＳＡ菌株中犘犛犕α阳性率差异

的统计学分析。

中性粒细胞是机体免疫防御系统的第一道防线，
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通过吞噬作用识别并摄取病原体，随后产生活性氧

或脱颗粒作用杀伤病原体，起到局部控制感染的作

用［９］。分泌ＰＳＭα的 ＭＲＳＡ菌株被中性粒细胞吞

噬后，ＰＳＭα可以促进中性粒细胞的胞内溶解，延

缓细胞凋亡，使病原菌大量存活，最终逃脱中性粒细

胞的杀伤作用，导致疾病的发生［１０１１］，但ＰＳＭβ不

能在这一过程中发挥作用［１２］。

为进一步了解本地区分离的 ＨＡＭＲＳＡ所分

泌的ＰＳＭα是否也具有促进中性粒细胞溶解的活

性，本研究比较犘犛犕α基因阳性菌株和阴性菌株对

人中性粒细胞的影响，结果表明分泌ＰＳＭα的 ＭＲ

ＳＡ对中性粒细胞的溶解作用高于不分泌ＰＳＭα的

ＭＲＳＡ，而不分泌ＰＳＭα的ＭＲＳＡ与ＡＴＣＣ２５９２３

的溶解作用无差异。

综上所述，本研究有助于我们进一步了解

ＭＲＳＡ菌株能够逃脱中性粒细胞杀伤作用的机制，

为临床寻找治疗 ＭＲＳＡ感染的新途径及金黄色葡

萄球菌疫苗的制备提供了理论依据。
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