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临床分离金黄色葡萄球菌的耐药特点和 犕犚犛犃分子分型
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［摘　要］　目的　研究耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（ＭＲＳＡ）的耐药性及其基因分型。方法　收集某院２０１４年

１月—２０１５年１１月检出的非重复金黄色葡萄球菌９６７株，检测其药敏结果及犿犲犮Ａ抗性基因、杀白细胞素（ＰＶＬ）

基因；ＭＲＳＡ菌株经多重ＰＣＲ进行葡萄球菌盒式染色体 ｍｅｃ（ＳＣＣ犿犲犮）分型、多位点序列分型（ＭＬＳＴ）、金黄色葡

萄球菌蛋白Ａ基因（ｓｐａ）分型、金黄色葡萄球菌附属因子调节子（ａｇｒ）分型。结果　９６７株金黄色葡萄球菌共检出

２１０株 ＭＲＳＡ，ＭＲＳＡ检出率为２１．７２％；痰标本 ＭＲＳＡ检出率高于皮肤软组织标本（６８．０９％ｖｓ１１．８３％，犘＜

０．０５）；金黄色葡萄球菌中未发现对万古霉素和利奈唑胺耐药菌株，ＭＲＳＡ对庆大霉素、四环素、红霉素、克林霉素、

左氧氟沙星、环丙沙星、莫西沙星、呋喃妥因、利福平的敏感率均低于 ＭＳＳＡ，差异均有统计学意义（均犘＜０．０５）；

ＭＲＳＡ对复方磺胺甲口恶唑的敏感率高于 ＭＳＳＡ，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。皮肤软组织分离的 ＭＲＳＡ对庆大

霉素、左氧氟沙星、环丙沙星、莫西沙星、利福平的敏感率为８６．９０％～９５．２４％，而痰分离的 ＭＲＳＡ仅为１．５６％～

１５．６３％。９６７株金黄色葡萄球菌检测出２１０株携带犿犲犮Ａ基因，１０株携带ＰＶＬ基因，２１０株 ＭＲＳＡ中有８株未分

型，占３．８１％。ＭＬＳＴ主要以ＳＴ２３９（１７７株）为主；ＳＣＣｍｅｃ分型主要以Ⅲ型（１７７株）为主；ｓｐａ分型主要以ｔ０３０

（１７７株）为主；ａｇｒ分型主要以Ⅰ型（１９６株）为主。结论　该院 ＭＲＳＡ菌株主要流行克隆ＳＴ２３９ＭＲＳＡＳＣＣｍｅｃ

Ⅲｔ０３０，耐药形势严峻，应加强医院内耐药菌株的监测。

［关　键　词］　耐甲氧西林金黄色葡萄球菌；分子流行病学；ＳＣＣ犿犲犮基因分型；ＰＶＬ基因
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［ＣｈｉｎＪＩｎｆｅｃｔＣｏｎｔｒｏｌ，２０１８，１７（４）：２８９－２９３］

　　耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（ｍｅｔｈｉｃｉｌｌｉｎｒｅ

ｓｉｓｔａｎｔ犛狋犪狆犺狔犾狅犮狅犮犮狌狊犪狌狉犲狌狊，ＭＲＳＡ）是金黄色葡

萄球菌获得甲氧西林抗性基因犿犲犮Ａ而形成的，是

医院感染常见病原菌之一，对临床上使用的抗菌药

物常出现多重耐药，其耐药基因常位于犿犲犮Ａ周围，

和犿犲犮Ａ偶联在一起，因而有学者将其命名为ＳＣＣ

ｍｅｃ，即葡萄球菌盒式染色体 ｍｅｃ（ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃａｌ

ｃａｓｓｅｔｔｅｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｍｅｃ，ＳＣＣｍｅｃ）
［１］。由于ＳＣ

Ｃｍｅｃ结构的不同导致不同型别的菌株耐药性和流

行特点均不同，而对于不同来源的 ＭＲＳＡ，社区获

得性 ＭＲＳＡ致病性较医院获得性 ＭＲＳＡ强，且大

部分携带杀白细胞素基因（ＰａｎｔｏｎＶａｌｅｎｔｉｎｅｌｅｕｋｏ

ｃｉｄｉｎｇｅｎｅ，ＰＶＬ），该基因与各种皮肤感染和坏死性

肺炎关系密切。本研究对 ＭＲＳＡ进行药敏分析及

基因分型，为了解 ＭＲＳＡ的流行病学特点及预防

ＭＲＳＡ传播有重要意义。

１　资料与方法

１．１　菌株来源　某院２０１４年１月—２０１５年１１月

所有住院患者检出的金黄色葡萄球菌，剔除同一患

者相同部位检出的重复菌株。并将菌株来源标本分

为皮肤软组织标本、痰标本和其他来源标本；其他来

源标本包括血、尿、引流液（透析液、胸腔积液、腹腔

积液、导管引流液和伤口脓液）。

１．２　细菌鉴定及药敏试验　金黄色葡萄球菌常规

分离按照《全国临床检验操作规程》（第３版）进行，

金黄色葡萄球菌的鉴定和药敏试验分别应用ＧＰ细

菌鉴定卡和ＧＰ６７细菌药敏卡在Ｖｉｔｅｋ２全自动微

生物分析系统上进行。药敏试验质控菌株为金黄色

葡萄球菌 ＡＴＣＣ２５９２３、ＡＴＣＣ２９２１３；铜绿假单胞

菌ＡＴＣＣ２７８５３和大肠埃希菌ＡＴＣＣ２５９２２。

１．３　细菌ＤＮＡ模板制备　挑取 ＭＲＳＡ临床分离

株转入液体ＬＢ培养基中３７℃摇床２００ｒ／ｍｉｎ振摇

过夜培养，离心收集菌落，弃上清后加入ＴＥ缓冲液

３００μＬ混悬，加入５μＬ葡萄球菌溶菌酶消化细菌，

３７℃培养箱孵育１ｈ，提取细菌 ＤＮＡ 步骤按照

ＴＩＡＮａｍｐＢａｃｔｅｒｉａＤＮＡＫｉｔ操作说明稍加调整进

行，每个ＰＣＲ反应液中分别加入１．５μＬ细菌ＤＮＡ

洗脱液做模板进行实验。

１．４　ＭＲＳＡ分离株的多重ＰＣＲ鉴定　采用Ｚｈａｎｇ

Ｋ等
［２］研究中引物对所收集 ＭＲＳＡ进行分子鉴定，

确认金黄色葡萄球菌并携带犿犲犮Ａ抗性基因，继而

鉴定其为 ＭＲＳＡ 菌株，同时进行 ＰＶＬ毒素基因

检测。

１．５　ＭＲＳＡ分离株的ＳＣＣ犿犲犮分型　第一套方案

采用 多 重 ＰＣＲ ＳＣＣ犿犲犮 分 型。所 用 引 物 参 考

ＭｉｌｈｅｉｒｉｏＣ等
［３］的研究，考虑到第一套实验方案中

部分菌株带型不易确定，故第二套方案采用 Ｋｏｎｄｏ

Ｙ等
［４］研究中引物作进一步证实，具体实验均根据

文中条件进行，实验过程中确保ｃｃｒ位点／ｍｅｃ位点

和Ｊ区两个区域同时有预期ＰＣＲ产物检出。ＳＣＣ

ｍｅｃⅣ型亚型鉴定参考 ＭｉｌｈｅｉｒｉｏＣ等
［３］研究中引

物和条件进行。为了有效区别不同电泳片段，第一

套方案ＰＣＲ产物点样于２．０％琼脂糖凝胶中１００Ｖ

电泳７５ｍｉｎ；第二套方案ＰＣＲ产物点样于１．５％琼

脂糖凝胶中１００Ｖ电泳４５ｍｉｎ。

１．６　金黄色葡萄球菌附属因子调节子（ａｇｒ）分型、

金黄色葡萄球菌蛋白Ａ基因（ｓｐａ）分型和多位点序

列分型（ＭＬＳＴ）　根据参考文献引物和ＰＣＲ条件

对 ＭＲＳＡ 菌株进行ａｇｒ分型分析。根据申恩华

等［５］研究中ＰＣＲ反应对ｓｐａＸ区进行扩增，双向测

序后到网站（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｓｐａｓｅｒｖｅｒ．ｒｉｄｏｍ．ｄｅ／）对

每条序列进行ｓｐａ分型。根据ＥｎｒｉｇｈｔＭＣ等
［６］的

研究，对７个管家基因进行ＰＣＲ扩增，ＰＣＲ产物送

英骏生物有限公司进行双向测序；测序结果通过

ＭＬＳＴ数据库（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｌｓｔ．ｎｅｔ）进行 ＭＬＳＴ

分析。
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１．７　统计学分析　将数据导入 Ｗｈｏｎｅｔ５．４软件

进行统计分析，应用ＳＰＳＳ１５．０统计软件进行分

析。计数资料比较采用χ
２ 检验，以犘≤０．０５为差

异有统计学意义。

２　结果

２．１　不同标本来源 ＭＲＳＡ 检出情况　２０１４年

１月—２０１５年１１月共检出非重复金黄色葡萄球菌

９６７株。标本来源分别为：皮肤软组织７１０株，痰

９４株，其他标本１６３株（血１１０株、尿１６株、引流液３７

株）。ＭＲＳＡ 检 出 ２１０ 株，ＭＲＳＡ 总 检 出 率 为

２１．７２％；其 中 痰 标 本 ＭＲＳＡ 检 出 率 最 高，为

６８．０９％，皮肤软组织检出率最低，为１１．８３％，痰和

皮肤软组织标本中 ＭＲＳＡ检出率比较，差异有统计

学意义（χ
２＝１８５．２３，犘＜０．０１）。见表１。

表１　不同标本来源的 ＭＲＳＡ检出情况（株）

犜犪犫犾犲１　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｏｆＭＲＳＡｆｒｏｍｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｏｕｒｃｅｓｏｆ

ｓｐｅｃｉｍｅｎｓ（Ｓｔｒａｉｎ）

标本种类 株数 ＭＲＳＡ ＭＳＳＡ ＭＲＳＡ检出率（％）

皮肤软组织 ７１０ ８４ ６２６ １１．８３

痰 ９４ ６４ ３０ ６８．０９

其他标本 １６３ ６２ １０１ ３８．０４

合计 ９６７ ２１０ ７５７ ２１．７２

２．２　金黄色葡萄球菌的药敏情况　２１０株 ＭＲＳＡ

和７５７株 ＭＳＳＡ（ｍｅｔｈｉｃｉｌｌｉｎｓｅｎｓｉｔｉｖｅ犛狋犪狆犺狔犾狅犮狅犮犮狌狊

犪狌狉犲狌狊）均未发现对万古霉素和利奈唑胺耐药；ＭＲＳＡ

对庆大霉素、四环素、红霉素、克林霉素、左氧氟沙星、

环丙沙星、莫西沙星、呋喃妥因、利福平的敏感率均低

于ＭＳＳＡ，差异均有统计学意义（均犘＜０．０１）；ＭＲＳＡ

对复方磺胺甲口恶唑的敏感率高于 ＭＳＳＡ，差异有统

计学意义（犘＜０．０１）。见表２。

表２　金黄色葡萄球菌对常见抗菌药物的敏感情况

犜犪犫犾犲２　Ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｏｆ犛．犪狌狉犲狌狊ｔｏｃｏｍｍｏｎａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌａｇｅｎｔｓ

抗菌药物
ＭＲＳＡ（狀＝２１０）

敏感株数 敏感率（％）

ＭＳＳＡ（狀＝７５７）

敏感株数 敏感率（％）
χ
２ 犘

青霉素Ｇ ０ ０．００ ６０ ７．９３ 　－ 　－

苯唑西林 ０ ０．００ ７５７ １００．００ 　－ 　－

庆大霉素 １２０ ５７．１４ ５６０ ７３．９８ ２２．３２ ＜０．０１

万古霉素 ２１０ １００．００ ７５７ １００．００ 　－ 　－

利奈唑胺 ２１０ １００．００ ７５７ １００．００ 　－ 　－

四环素 ８４ ４０．００ ６４０ ８４．５４ １７３．３７ ＜０．０１

红霉素 ６２ ２９．５２ ３０６ ４０．４２ 　８．２８ ＜０．０１

克林霉素 １１２ ５３．３３ ４８３ ６３．８０ 　７．６２ ＜０．０１

左氧氟沙星 １０６ ５０．４８ ５８３ ７７．０１ ５６．５２ ＜０．０１

环丙沙星 １０５ ５０．００ ５８４ ７７．１５ ５９．１４ ＜０．０１

莫西沙星 １０６ ５０．４８ ５８９ ７７．８１ ６０．７４ ＜０．０１

呋喃妥因 １８５ ８８．１０ ７５７ １００．００ ９２．５１ ＜０．０１

复方磺胺甲口恶唑 ２０７ ９８．５７ ５４８ ７２．３９ ６５．８３ ＜０．０１

利福平 １２２ ５８．１０ ７４４ ９８．２８ ２８３．８５ ＜０．０１

　　－：无相关数据

２．３　不同来源标本 ＭＲＳＡ的药敏情况　共分离

ＭＲＳＡ２１０株，其中分离自皮肤软组织８４株、痰６４

株、其他标本６２株；皮肤软组织分离 ＭＲＳＡ对庆大

霉素、左氧氟沙星、环丙沙星、莫西沙星、利福平的敏

感率为８６．９０％～９５．２４％，而痰分离 ＭＲＳＡ仅为

１．５６％～１５．６３％；但皮肤软组织分离 ＭＲＳＡ对红

霉素 和 克 林 霉 素 的 敏 感 率 分 别 为 １５．４８％、

２９．７６％，而痰标本分离 ＭＲＳＡ 分别为４６．８８％、

６８．７５％。见表３。

２．４　ＭＲＳＡ分离株基因检测与分型　９６７株金黄

色葡萄球菌检测出２１０株携带犿犲犮Ａ基因，１０株携

带ＰＶＬ基因。２１０株 ＭＲＳＡ 中有８株未分型，占

３．８１％。ＭＬＳＴ共有６种ＳＴ型，其中主要以ＳＴ

２３９（１７７株）、ＳＴ５９（１２株）、ＳＴ３９８（５株）、ＳＴ５

（５株）为主；ＳＣＣｍｅｃ分型共有４型，主要以Ⅲ型

（１７７株）、Ⅴ（１０株）、Ⅳ（１０株）为主；ｓｐａ分型共有

６型，主要以ｔ０３０（１７７株）、ｔ４３７（１３株）、ｔ００２

（５株）、ｔ０３４（５株）为主；ａｇｒ分型共有３型，其中以

Ⅰ型（１９６株）、Ⅱ（５株）为主。见表４。
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表３　不同来源标本 ＭＲＳＡ对常见抗菌药物的敏感情况

犜犪犫犾犲３　ＳｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｏｆＭＲＳＡｆｒｏｍｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｏｕｒｃｅｓｏｆｓｐｅｃｉｍｅｎｓｔｏｃｏｍｍｏｎａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌａｇｅｎｔｓ

抗菌药物
皮肤软组织（狀＝８４）

敏感株数 敏感率（％）

痰（狀＝６４）

敏感株数 敏感率（％）

其他标本（狀＝６２）

敏感株数 敏感率（％）

青霉素Ｇ ０ ０．００ ０ ０．００ ０ ０．００

苯唑西林 ０ ０．００ ０ ０．００ ０ ０．００

庆大霉素 ８０ ９５．２４ １０ １５．６３ ３０ ４８．３９

万古霉素 ８４ １００．００ ６４ １００．００ ６２ １００．００

利奈唑胺 ８４ １００．００ ６４ １００．００ ６２ １００．００

四环素 ４５ ５３．５７ ９ １４．０６ ３０ ４８．３９

红霉素 １３ １５．４８ ３０ ４６．８８ １９ ３０．６５

克林霉素 ２５ ２９．７６ ４４ ６８．７５ ４３ ６９．３５

左氧氟沙星 ７５ ８９．２９ １ １．５６ ３０ ４８．３９

环丙沙星 ７３ ８６．９０ １ １．５６ ３１ ５０．００

莫西沙星 ７５ ８９．２９ １ １．５６ ３０ ４８．３９

呋喃妥因 ８４ １００．００ ５０ ７８．１３ ５１ ８２．２６

复方磺胺甲口恶唑 ８１ ９６．４３ ６４ １００．００ ６２ １００．００

利福平 ８０ ９５．２４ １０ １５．６３ ３２ ５１．６１

表４　ＭＲＳＡ分离株 ＭＬＳＴ型别与ＳＣＣｍｅｃ、ｓｐａ、ａｇｒ分型

犜犪犫犾犲４　ＭＬＳＴ，ＳＣＣｍｅｃ，ｓｐａ，ａｎｄａｇｒｔｙｐｉｎｇｏｆＭＲＳＡ

ｓｔｒａｉｎｓ

ＭＬＳＴ型别 ＳＣＣｍｅｃ分型 ｓｐａ分型 ａｇｒ分型 菌株数

ＳＴ５ Ⅱ ｔ００２ Ⅱ ５

ＳＴ２３９ Ⅲ ｔ０３０ Ⅰ １７７

ＳＴ５９ Ⅴ ｔ４３７ Ⅰ ７

Ⅳ ｔ４３７ Ⅰ ５

ＳＴ３３８ Ⅴ ｔ４３ Ⅰ １

Ⅴ ｔ４３７ Ⅰ １

ＳＴ３９８ Ⅳ ｔ０３４ Ⅰ ５

ＳＴ１ Ⅴ ｔ２０７ Ⅲ １

３　讨论

自１９６１年在英国发现世界首例耐甲氧西林菌

株，进而将金黄色葡萄球菌划分为 ＭＳＳＡ和 ＭＲＳＡ

以后，ＭＲＳＡ 逐渐成为全世界医院感染的主要病

因。报道［７８］显示，随着广谱抗菌药物的广泛应用，

介入治疗、腹膜透析、静脉留置导管等技术破坏了人

体正常防御机制，ＭＲＳＡ临床检出有下降趋势，取

而代之的是耐甲氧西林凝固酶阴性葡萄球菌

（ＭＲＣＮＳ）成为医院感染的重要病原菌。在本地区

引起医院感染的葡萄球菌属细菌中是否也出现这样

的趋势，有待进一步研究。本研究结果显示９６７株

金黄色葡萄球菌中检出２１０株 ＭＲＳＡ，检出率为

２１．７２％，同时该院临床分离的７３．４２％金黄色葡萄

球菌来源于皮肤软组织，而大多数医院金黄色葡萄

球菌分离主要以呼吸道标本为主，故应根据临床症

状排除污染或定植，否则会高估 ＭＲＳＡ检出率。

从本研究的药敏结果可看出，临床所分离 ＭＲ

ＳＡ和 ＭＳＳＡ均未发现对万古霉素、利奈唑胺耐药

株，ＭＲＳＡ对９种临床常用抗菌药物的敏感率均比

ＭＳＳＡ低，且表现为多重耐药，其中对大环内酯类

的敏感率最低，糖肽类最高，这可能与抗菌药物的使

用负荷和 ＭＲＳＡ的多重耐药机制有很大的关系。

临床分离的 ＭＲＳＡ进行ＳＣＣｍｅｃ分型是区分

医院感染和社区获得性感染的一个重要指标，医院

获得性的 ＭＲＳＡ菌株常常携带ＳＣＣ犿犲犮Ⅰ～ Ⅲ型

中的一种，而社区获得性 ＭＲＳＡ 或非多重耐药

ＭＲＳＡ菌株携带ＳＣＣ犿犲犮Ⅳ型或Ⅴ型
［９１０］。由于两

者对抗菌药物的敏感性及毒力存在差异，故检测

ＳＣＣｍｅｃ分型及耐药谱，可明确菌株分型特点及流

行株，进一步结合耐药谱合理选用抗菌药物，从而有

效预防与控制耐药菌株的传播和感染。本研究２１０

株 ＭＲＳＡ中检出５株ＳＣＣｍｅｃⅡ型（２．３８％），１７７

株ＳＣＣｍｅｃⅢ型（８４．２９％）；１０株 ＳＣＣｍｅｃⅣ型

（４．７６％），１０株ＳＣＣｍｅｃⅤ型（４．７６％）；说明临床

分离的 ＭＲＳＡ菌株中以医院获得性 ＭＲＳＡ为主。

ＭＬＳＴ和ｓｐａ分型均是基于公共数据库，对

ＭＲＳＡ菌株特定靶基因的序列分型，有利于比较不

同时间和空间的数据，发现流行克隆菌株在分子分

型上的宏观变化趋势［１１１２］。本研究通过ｓｐａ分型共

检出６种型别，其中以ｔ０３０型为主（８４．２９％），表

明ｔ０３０型是该 ＭＲＳＡ主要流行的分子型别，这与

全国性 ＭＲＳＡ分子流行病学调查结论
［１３１４］相一致。

ＭＬＳＴ和ｓｐａ分型显示，ＳＴ２３９ＭＲＳＡＳＣＣｍｅｃⅢ

ｔ０３０为优势型菌株（８４．２９％），其次为ＳＴ５９ＭＲ

ＳＡＳＣＣｍｅｃⅤｔ４３７（３．３３％），ＳＴ５９ＭＲＳＡＳＣＣ

ｍｅｃⅣｔ４３７（２．３８％），ＳＴ３９８ＭＲＳＡＳＣＣｍｅｃⅣ
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ｔ０３４（２．３８％）。与孙明姣等
［１５］研究发现中国大陆

儿童ＣＡＭＲＳＡ分离株以ＳＴ５９克隆为主一致，但

分型不同，儿童最主要的流行型是ＳＴ５９ＭＲＳＡ

ＳＣＣｍｅｃⅣａｔ４３７型，其次为ＳＴ５９ＭＲＳＡＳＣＣｍｅｃ

Ⅴｔ４３７型，考虑可能成人与儿童年龄段不同，所以

导致 ＭＲＳＡ优势型不同，需要大样本数据进一步分

析。金黄色葡萄球菌的ａｇｒ系统调控大约为１００个

基因的表达，包括毒素、代谢、转运和降解途径，根据

ａｇｒＤ和ａｇｒＣ的多态性分为４个ａｇｒ型的金黄色葡

萄球菌。本研究中ａｇｒ分型共检出３型，主要以ａｇｒ

Ⅰ型为主（９３．３３％），与文献
［１６］报道结果相一致。

ＰＶＬ是由金黄色葡萄球菌产生的细胞外毒素，

大多数社区感染性 ＭＲＳＡ 携带 ＰＶＬ基因，因此

ＰＶＬ阳性可以间接证实为社区获得性感染
［１７］。

ＰＶＬ由两种蛋白质组成，即Ｓ和Ｆ蛋白（ＬｕｋＳＰＶ，

ＬｕｋＦＰＶ），两种组分各有不同的生物活性和功能，

对人体的多核白细胞（ＰＭＮｓ）和巨噬细胞具有高度

的特异性，是一种致病性蛋白，与各种皮肤感染和严

重的坏死性肺炎密切相关。目前５种主要的ＰＶＬ

阳性ＣＡＭＲＳＡ克隆菌株（ＳＴ１、ＳＴ８、ＳＴ３０、ＳＴ５９、

ＳＴ８０）已经散布全世界
［１８］。本研究共发现ＰＶＬ基

因阳性菌株１０株，占 ＭＲＳＡ４．７６％，分型多为

ＳＴ３９８ＭＲＳＡＳＣＣｍｅｃⅣｔ０３４，标本主要来源于皮

肤感染，与报道中ＰＶＬ的型别分析相一致。ＳＴ３９８

从遗传背景获得ＰＶＬ，向社区中个体的传播，会导

致严重的医疗问题，因此，监测和限制这一克隆的传

播尤为重要。
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