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95例住院患儿耐甲氧西林金黄色葡萄球菌分离

株的分子流行病学特征及药物敏感性

陈虹宇1,祖莹2,罗庆礼3,罗小娟1,王丹4,李德发5
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摘 要:目的 研究深圳地区住院患儿耐甲氧西林金黄色葡萄球菌(MRSA)分离株的分子分型及对非β内酰胺类抗菌

药物的耐药情况,为临床合理用药提供依据。方法 常规方法分离培养获得金黄色葡萄球菌327株,经鉴定,MRSA95
株;利用分子生物学方法对95株 MRSA进行了SCCmec分型、多位点序列分析(MLST)和spa分型,利用仪器法分析其

对非β类酰胺类抗菌药物的耐受情况。结果 95株 MRSA共有7种SCCmec基因型,其中SCCmecⅠ型1株,SCCmec
Ⅱ型4株,SCCmecⅢ型17株,SCCmecⅣa型65株,SCCmecⅣb型2株,SCCmecⅣd型4株,SCCmecⅤ型2株。MLST
为10种ST型,其中46株为ST59型,占48.42%;另外49株 MRSA分别是ST45型13株,占13.68%;ST1型和ST338
型各12株,分别占12.63%;ST72型和ST398型各3株,分别占3.16%;ST88型2株,占2.11%;ST25型、ST47型和

ST630型各1株,分别占1.05%;还有1株未能分型;eBURSTv3软件分析表明,10种ST型属于6个克隆群,其中CC59
约占61.05%(58/95),CC5约 占16.84%(16/95),CC45约 占14.74%(14/95)。21种spa型,其 中t437型51株

(53.68%),是最主要的spa型,其次为t114型9株、t116型8株,分别占9.47%和8.42%;ST59-SCCmecⅣa-t437共有

33株,约占34.74%,是最主要的流行克隆;其次是ST45-SCCmecⅣa-t116共有7株,约占7.36%。未发现对环丙沙星、
庆大霉素、左 氧 氟 沙 星、利 奈 唑 胺、莫 西 沙 星、呋 喃 妥 因、奎 奴 普 汀、替 加 环 素 和 万 古 霉 素 耐 药 菌 株;对 克 林 霉 素

(82.10%)、红霉素(82.10%)、利福平(15.78%)、四环素(41.05%)和复方磺胺甲噁唑(3.15%)等抗菌药物分别有不同

程度的耐药。结论 深圳地区儿童感染 MRSA的优势菌株为ST59-SCCmecⅣa-t437型;MRSA菌株对β内酰胺类、林
可霉素类、大环内酯类和四环素类呈多重耐药的比例高;未发现对万古霉素、利奈唑胺等耐药菌株。
关键词:耐甲氧西林金黄色葡萄球菌;葡萄球菌盒式染色体 mec分型;多位点序列分析;葡萄球菌A蛋白分型;抗药物敏

感性
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  Abstract: Objective ToexplorethemoleculartypesandtheresistanceofMRSA (methicillin-resistant
Staphylococcusaureus)tonon-β-lactamantibiotics.TheseMRSAswereisolatedfromhospitalizedchildrenin
Shenzhenarea.Andthisstudyaimstoprovideabasisforrationaluseofantibioticsinclinicalpractice. Meth-
ods 327SA(Staphylococcusaureus)isolateswerecollectedafterbeingculturedbyroutinemethod.Among
them,95isolateswereidentifiedasMRSA.Bymolecularbiologicalmethods,theseMRSAsweretreatedwith
staphyloccoccalcassettechromosomemec(SCCmec)typing,multi-locussequenceanalysis(MLST)andstaph-
ylococcusproteinA(spa)typing.Andtheirtolerancetonon-βlactamantibioticswasanalyzedbytheinstru-
mentalmethod. Results Therewere7kindsofSCCmecgenotypesin95strainsofMRSA,including1strain
ofSCCmecⅠ,4strainsofSCCmecⅡ,17strainsofSCCmecⅢ,65strainsofSCCmecⅣa,2strainsofSCC-
mecⅣb,4strainsofSCCmecⅣdand2strainsofSCCmecⅤ.TheresultsofMLSTshowedthattherewere
10STtypes,amongwhich46strainswereST59,accountingfor48.42%.Amongtheother49strainsofMR-
SA,therewere13strainsofST45(13.68%),12strainsofST1and12strainsofST338(eachaccoutingfor
12.63%),3strainsofST72and3strainsofST398(each3.16%),2strainsofST88(2.11%),1strainof
ST25,1strainofST47and1strainofST630(each1.05%).Andtherewasonestrainthatcouldnotbetyped.
TheresultsofeBURSTv3analysisshowedthat10STtypesbelongedtosixclonalcomplexes,amongwhich
CC59accountedfor61.05% (58/95),CC5accountedfor16.84% (16/95),andCC45accountedfor14.74%
(14/95).Among21spatypes,therewere51strainsoft437(53.68%)whichwerethemainspatype,fol-
lowedby9strainsoft114and8strainsoft116,accountingfor9.47%and8.42%respectively.Therewere33
strainsofST59-SCCmecIVa-t437,accountingfor34.74%,whichwasthemostprevalentclone,followedby7
strainsofST45-SCCMmecIVa-t116,accountingforabout7.36%.Nostrainswerefoundtoberesistantto
ciprofloxacin,gentamicin,levofloxacin,linezolid,moxifloxacin,furantoin,quinuptin,tegacyclineandvanco-
mycin.Theyhavedifferentdegreesofresistancetoclindamycin(82.10%),erythromycin(82.10%),rifampi-
cin(15.78%),tetracycline(41.05%)andcompoundsulfamethoxazole(3.15%),respectively. Conclusion 
ThedominantstrainofMRSAinfectioninchildrenofShenzhenareaisST59-SCCmecIVa-t437.MRSAstrains
havehighmultipledrugresistancetoβ-lactams,lincomycin,macrolidesandtetracycline.Nostrainsarefound
resistanttovancomycinandlinezolid.
  Keywords: methicillin-resistantStaphylococcusaureus;staphyloccoccalcassettechromosomemectyp-

ing;multilocussequenceanalysis;staphy-lococcusproteinAtyping;antibioticsusceptibility

  金黄色葡萄球菌(staphylococcusaureus,SA)广
泛分布于自然界,也常定植在人和动物的皮肤及与外

界相通腔道中。研究表明[1],有25%~30%的健康人

群鼻前庭有SA定植。细菌在与宿主共进化的数百万

年间,不断地修饰和调整对宿主的黏附、侵袭和致病机

制,以适应宿主的防御系统。青霉素应用于临床以前,

SA感染死亡率为80%。20世纪40年代,青霉素应用

临床不久就发现了耐药的菌株,其后20年左右,80%
以上的SA菌株对青霉素耐药。随着耐酶青霉素-甲
氧西林上市,Jevons于1960年10月又分离到耐甲氧

西林金黄色葡萄球菌(methicillin-resistantstaphylo-
coccusaureus,MRSA)菌株。MRSA可以引起多种感

染性疾病,包括皮肤软组织感染、菌血症、坏死性肺炎、
感染性心内膜炎和毒素休克综合征等。MRSA的出

现和传播已经成为全球关注的焦点,特别是2002年美

国报 道 了 耐 万 古 霉 素 的 SA(vancomycin-resistant
Staphylococcusaureus,VRSA)之后。过去的几十年

里,人类与细菌之间的“斗争”从未停止过。任何控制

MRSA流行和传播的策略,都要建立在对 MRSA克

隆性质和数量的正确认识上。近年来,分子生物学技

术突飞猛进,对 MRSA基因水平的研究更加深入细

致,MRSA的流行状况及其起源进化得到初步阐明。
本研究就是利用分子生物学手段对95例住院患儿的

MRSA分离株进行分子分型和序列分析,明确本地区

MRSA的优势菌株,并根据药物敏感性实验分析 MR-
SA菌株的耐药信息,为临床防控和治疗提供理论依

据。

1 材料与方法

1.1 菌株来源 收集临床科室送检的各类标本,经常

规细菌培养和鉴定分离出327株金黄色葡萄球菌,其
中 MRSA95株(痰标本64例、脓液及伤口分泌物24
例、血培养标本3例、关节腔穿刺液2例、脑脊液1例、
尿液标本1例)。

1.2 主要试剂和仪器 分离培养用的血平板为郑州

安图生物工程股份有限公司产品,VITEK2COM-
PACT全自动细菌培养鉴定仪及其配套的 GP鉴定
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卡、GP-67药敏卡为法国生物梅里埃公司产品,鉴定质

控菌株铅黄肠球菌ATCC700327和药敏质控菌株金

黄色葡萄球菌 ATCC29213、粪肠球菌 ATCC29212
由卫生部临检中心提供。细菌基因组DNA抽提试剂

盒、PCR预混液及 DNA Marker购自生工生物工程

(上海)有限公司,琼脂糖购自西班牙 GENE公司,

PCR扩增引物由生工生物工程(上海)有限公司合成。
温度梯度基因扩增仪为德国 MIONETRA公司产品,
电泳仪和电泳槽为美国BIO-RAD公司产品,凝胶成

像系统为江苏省捷达科技发展有限公司产品。

1.3 方法

1.3.1 细菌DNA提取 取1ml菌液,用细菌基因

组DNA抽提试剂盒,按照说明书提取样品DNA,于-
20℃保存作为所有PCR模板备用。

1.3.2 mecA基因扩增 扩增引物:上游5′-AGAG-
TAGCACTCGAATTAGGCAGT-3′;下 游 5′-AGT-
TCTGCAGTACCGGATTTGC-3′;产 物 大 小:404
bp。反应体系:细菌基因组DNA模板2.0μl,上下游

引物各1.0μl,PCRPremixTaq25μl,总体积为50

μl。扩增条件:94℃预变性5min,接着94℃变性40
s,58℃退火40s,72℃延伸60s,共35个循环,最后

72℃延伸10min。

1.3.3 SCCmec分型 SCCmec分型扩增的引物和

反应条件参照文献[2]:PCR总反应体积为25μl。反

应条件:94℃预变性5min;94℃变性45s,65℃ 退火

45s,72℃延伸90s,共10个循环;再94℃变性45s,

55℃退火45s,72℃延伸90s,共25个循环;最后72℃
延伸10min。见表1。

表1 SCCmec分型引物序列

基因名称 引物序列(5′→3′) 产物大小

SCCmecⅠ F GCTTTAAAGAGTGTCGTTACAGG 613bp
R GTTCTCTCATAGTATGACGTCC

SCCmecⅡ F CGTTGAAGATGATGAAGCG 398bp
R CGAAATCAATGGTTAATGGACC

SCCmecⅢ F CGATATTGTGTACGATGCG 280bp
R CCTTAGTTGTCGTAACAGATCG

SCCmecⅣa F GCCTTATTCGAAGAAACCG 776bp
R CTACTCTTCTGAAAAGCGTCG

SCCmecⅣb F TCTGGAATTACTTCAGCTGC 493bp
R AAACAATATTGCTCTCCCTC

SCCmecⅣc F ACAATATTTGTATTATCGGAGAGC 200bp
R TTGGTATGAGGTATTGCTGG

SCCmecⅣd F CTCAAAATACGGACCCCAATACA 881bp
R TGCTCCAGTAATTGCTAAAG

SCCmecⅤ F GAACATTGTTACTTAATGAGCG 325bp
R TGAAAGTTGTACCCTTGACACC

1.3.4 MLST分型 使用PCR检测7个管家基因:

arcC、aroE、glpF、gmk、pta、tpi和yqil。引物设计(见

表2)参照参考文献[3]。扩增条件:94℃预变性5min,
然后94℃变性50s,退火温度50℃时间30s,72℃延

伸50s,共30个循环,最后72℃延伸10min。扩增产

物由生工生物工程(上海)有限公司进行测序。测序结

果在 MLST数据网站(http://saureus.mlst.net)上
比对等位基因的序列类型(sequencetype,ST)从而判

定相应菌株的ST类型。应用eBURSTv3软件进行

菌株亲缘关系分析。

表2 多位点序列分型引物序列

基因名称 引物序列(5′→3′) 产物长度(bp)

arcC F TTGATTCACCAGCGCGTATTGTC 456
R AGGTATCTGCTTCAATCAGCG

aroE F ATCGGAAATCCTATTTCACATTC 456
R GGTGTTGTATTAATAACGATATC

glpF F CTAGGAACTGCAATCTTAATCC 465
R TGGTAAAATCGCATGTCCAATTC

gmk F ATCGTTTTATCGGGACCATC 429
R TCATTAACTACAACGTAATCGTA

pta F GTTAAAATCGTATTACCTGAAGG 474
R GACCCTTTTGTTGAAAAGCTTAA

tpi F TCGTTCATTCTGAACGTCGTGAA 402
R TTTGCACCTTCTAACAATTGTAC

yqil F CAGCATACAGGACACCTATTGGC 516
R CGTTGAGGAATCGATACTGGAAC

1.3.5 spa分型 利用标准的spa基因分型方法[4],
参照 文 献[5]设 计 一 对 引 物,上 游 引 物:5′-TAAA-
GACGATCCTTCGGTGAGC-3′;下游引物5′-CAG-
CAGTAGTGCCGTTTGCTT-3′。PCR 总 反 应 体 系

为50μl:包括TaqPCRMasterMIX25μl、DNA模板

1μl、10μM 引物各2μl、ddH2O20μl;PCR扩增条

件:94℃预变性5min;94℃变性45s,53℃退火60s,

72℃延伸90s,共30个循环;72℃延伸10min。

1.3.6 药物敏感性分析 样本接种、分离培养严格按

《全国临床检验操作规程》的标准流程[6],VITEK2
COMPACT全自动细菌培养鉴定仪及其配套的 GP
鉴定卡、GP-67药敏卡按说明书进行菌种鉴定及药敏

试验,药敏试验结果判读参照CLSI标准[7]。

2 结果

2.1 MRSA菌株的确认 细菌鉴定仪筛选出的95
株 MRSA菌株,经PCR检测 mecA基因确认。95株

细菌均出现大小为404bp的 PCR 扩增产物,说明

mecA基因全部阳性。PCR扩增结果,见图1。

2.2 SCCmec分型结果 PCR扩增结果(见图2)显
示,95株 MRSA共有5种SCCmec基因型和3种亚

型,其中SCCmecⅠ型1株,SCCmecⅡ型4株,SCC-
mecⅢ型17株,SCCmecⅣa型65株,SCCmecⅣb型2
株,SCCmecⅣd型4株,SCCmecⅤ型2株。
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注:M:DNAMarker;1~14泳道:待证实金葡菌样品。

图1 mecA基因PCR扩增结果图

注:M:DNAMarker;1~7分别是:SCCmecⅠ、SCCmecⅡ、

SCCmecⅢ、SCCmecⅣa、SCCmecⅣb、

SCCmecⅣd和SCCmecⅤ。
图2 SCCmec分型PCR扩增结果

2.3 MLST分型 7对管家基因扩增结果显示,95
株 MRSA由10种ST型组成,其中46株为ST59型,
占48.42%;另外49株 MRSA分别是ST45型13株,
占13.68%;ST1型 和 ST338型 各12 株,分 别 占

12.63%;ST72型和ST398型各3株,分别占3.16%;

ST88型2株,占2.11%;ST25型、ST47型和ST630
型各1 株,分 别 占 1.05%;还 有 1 株 未 能 分 型。

eBURSTv3软件分析表明,10种ST型属于6个克隆

群(CC59、CC5、CC45、CC398、CC88和 CC25),其中

CC59(ST59、ST338)占61.05%(58/95),CC5(ST1、

ST72、ST630)占 16.84% (16/95),CC45(ST45、

ST47)占14.74%(14/95)。

2.4 spa分型 95株 MRSA共鉴定出19种spa类

型,另有4株待确认,其中t437型51株、t114型9株、

t116型8株,分别占53.68%、9.47%和8.42%,是主

要的spa型;其他型别占28.42%,t441型3株,t034、

t664、t5935各2株,t4549、t1784、t1764、t189、t011、

t3736、t5132、t127、t324、t3527、t078、t6378、t693和

t026各1株。综合SCCmec分型、MLST分型和spa
分型三类分型结果,其中ST59-SCCmecⅣa-t437共

有33株,约占34.74%,是最主要的流行克隆;其次是

ST45-SCCmecⅣa-t116共有7株,约占7.37%。

2.5 药物敏感试验结果 选用14种非β内酰胺类抗

菌药物了解95株不同分子特征 MRSA的耐药情况。

药敏结果显示,所有菌株都对环丙沙星、庆大霉素、左
氧氟沙星、利奈唑胺、莫西沙星、呋喃妥因、奎奴普汀、
替加环素和万古霉素敏感,对克林霉素(82.10%)、红
霉素(82.10%)、利福平(15.78%)、四环素(41.05%)
和复方磺胺甲噁唑(3.15%)等抗菌药物分别有不同程

度的耐药,多重耐药谱见表3。其中四种主要克隆

MRSA的耐药情况是:ST59对克林霉素、红霉素和四

环素的耐药率分别为89.13%、89.13%和60.87%;

ST338对克林霉素、红霉素和四环素的耐药率分别为

91.67%、91.67%和41.67%;ST1对克林霉素、红霉

素和四环素的耐药率分别为75%、75%和33.33%;

ST45对克林霉素、红霉素和利福平的耐药率分别为

53.85%、53.85%和100%。

表3 不同分子特征 MRSA菌株对14种非β内酰胺类

抗菌药物的耐药情况

CC MLST(株数) 多重耐药谱(株数)

CC59 ST59(46) CLI/ERY(17)、CLI/ERY/TET(24)

ST338(12) CLI/ERY(6)、CLI/ERY/TET(5)

CC5 ST1(12) CLI/ERY(7)、CLI/ERY/TET(3)

ST72(3) CLI/ERY(3)

ST630(1) CLI/ERY(1)

CC45 ST45(13) CLI/ERY/RIF(7)

ST47(1) CLI/ERY/RIF(1)

CC398 ST398(3) CLI/ERY(2)、CLI/ERY/TET/SXT(1)

CC88 ST88(2) SXT(1)

CC25 ST25(1) CLI/ERY/TET/RIF/SXT(1)
未分型 未分型(1) CLI/ERY(1)

 注:CLI(克林霉素)、ERY(红霉素)、TET(四环素)、RIF(利福

平)、SXT(复方磺胺甲噁唑)。

3 讨论

由于免疫力低,儿童是 MRSA的主要易感人群,
而且在感染类型和临床治疗等方面与成人都有较大差

异。另外,不同地区不同医疗机构由于标本类型、收治

病例以及用药习惯不同,MRSA的检出率和药物敏感

性也有很大差别[8-9]。因此,监测和研究本地区儿童感

染 MRSA的分子流行病学特征以及药物耐药情况,对
指导儿科临床合理用药、制定 MRSA流行的防控措

施、减少或延缓耐药株的产生有极其重要的临床意义。

MRSA主要是通过获得编码低亲和力青霉素结

合蛋白2a(PBP2a)的 mecA基因表现对甲氧西林耐

药。mecA基因存在于金黄色葡萄球菌染色体盒(SC-
Cmec)上,主要由 mec基因的ccr基因复合体组成。
依据mec操纵子类型和ccr型别以及J区的结构差异

性,分为Ⅰ~Ⅺ共11种类型,人源性 MRSA中常见的

SCCmec类型有Ⅰ~Ⅴ型5种主要基因型和Ⅳa、Ⅳb
和Ⅳc3种亚型。根据来源,MRSA分为医院获得型

MRSA(HA-MRSA)和社区获得型(CA-MRSA)。两
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者在菌株致病性、流行特征及耐药性方面差异明显,正
确区分这两种类型对临床治疗和疾病预后有重要指导

意义。一般对 HA-MRSA和CA-MRSA的区分主要

采用美国CDC的标准[10],然而在临床实践中,很多菌

株会因病历资料不全而难以依据这一标准区分。通过

对 MRSA进行SCCmec分型发现,全球范围内 HA-
MRSA菌株主要为SCCmecⅠ、Ⅱ、Ⅲ型,而CA-MR-
SA主要为SCCmecⅣ、Ⅴ型[11]。这种特定的SCC-
mec型别特征为临床 HA-MRSA和CA-MRSA的区

分提供了重要的分子水平证据,相对客观。因此,有学

者[12]提议对HA-MRSA和CA-MRSA的区分采用临

床资料加SCCmec分型相结合的方法。本研究的95
株 MRSA 中 HA-MRSA 和 CA-MRSA 分 别 约 占

23.15%和76.84% ;其中SCCmecⅣa型65株,占

68.42%,是主要的SCCmec基因型。
多位点 序 列 分 型(multilocussequencetyping,

MLST)是1998年 Maiden等首次应用于脑膜炎奈瑟

菌分型的一种基于核酸序列的新型分子分型方法,与
其他方法相比,具有分辨率高,数据可靠,重复性好,便
于不同实验数据比较,有利于全球范围的分子流行病

学数据标准化的优势。MLST通过分析选定的7个

管家基因序列,将全球金葡菌分为十几个不同的克隆

集群(CloneCluster,CC),每个CC都有其独特的流行

区域,能较好地分析菌株间亲缘关系[13]。本研究结果

显示,深圳地区儿童 MRSA分离株有10种ST型,分
别包含在6大克隆群(CC59、CC5、CC5、CC398、CC88
和CC25)中。其中ST59、ST45、ST1和ST338共83
株,占87.36%,分别属于CC59(ST59和ST338)、CC5
(ST1)和CC45(ST45)3个主要克隆群。ST59型共检

出46株,占48.42%,是优势序列型,也是我国CA-
MRSA最见的基因型[14]。研究表明[15],ST59较其他

ST型有更强致病性,从而导致这一克隆在我国儿童中

广泛流行。金黄色葡萄球菌蛋白 A(Staphylococcus
aureusProteinA,spa)基因分型方法是基于单个基因

位点的扩增测序方法,远远少于 MLST分型方法的7
个基因位点,所以具有快速简单、重复性好、分型结果

数字化的优点,而且成本较 MLST分型低很多,便于

不同实验室间的比较,spa分型方法目前已经被广泛

应用于许多实验室。本研究的95株 MRSA临床分离

株有19种spa型,其中t437型51株,占53.68%,是
最主要的spa基因型。与国内学者李敏豪[16]、李文婷

等[17]报道广州、北京等地区儿童 MRSA感染的临床

分离株分子类型ST59-SCCmecⅣ-t437基本一致,只
是比例不尽相同。WangXing等[18]分析了27例血流

感染社区获得性MRSA临床分离株,结果显示,ST59-
Ⅳ/Ⅴ-t189是最主要的克隆。

2012年,刘颖超等[19]报道了2005~2009年中国

7个城市儿童MRSA感染分离株的流行克隆为ST59-
MRSA-Ⅳa(t437)和ST59-MRSA-Ⅲ(t037),可能分

别属于社区获得性 MRSA 与医院获得性 MRSA。

KangS等[20]报道,韩国儿童鼻腔定植的 MRSA和临

床分离株克隆类型都是ST72-SCCmec-Ⅳ,这是在韩

国流行的CA-MRSA流行株[21]。目前,全世界报道的

CA-MRSA分子型别超过20种,其中ST59-IV型和

ST59-V型是中国(包括台湾地区)和其他几个亚洲国

家流行的两个主要分子型别[22]。

MRSA的耐药情况越来越严重,本研究的95株

MRSA临床分离株中对β内酰胺类抗菌药物100%耐

药,呈现多重耐药的有80株,高达84.21%;其中对β
内酰胺类抗菌药物、林可霉素类和大环内酯类同时耐

药高达83.15%,同时对β内酰胺类、林可霉素类、大
环内酯类和四环素类呈多重耐药的为32.02%,这当

中包含了很多儿科常用抗生素,如阿莫西林、氨苄西

林、罗红霉素等;还对利福平和复方磺胺甲噁唑等抗菌

药物分别有不同程度的耐药,且不同分子类型对抗菌

药物的耐受情况不同,未发现对万古霉素、利奈唑胺等

耐药菌株。
目前,儿科临床分离到的多重耐药菌中 MRSA依

然是主要病原菌,给临床治疗带来的严重困难,如果监

控不当,可能会引起院内感染或社区暴发。无论抗生

素的使用是否合理,都会对细菌产生生存压力,但掌握

本地区临床分离株的耐药情况,合理使用抗生素,对耐

药菌株比例的减少和出现时间的延长大有帮助。因

此,加强对不同地区 MRSA分子特征的监测以及分析

临床分离株的抗菌药物耐受情况对指导临床用药十分

必要。
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