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【摘要】 目的 分析201 1年北京市儿童来源A组链球菌(GAs)临床分离株13种超抗原基因

的携带情况及其与病例特征和emm分型间的关系。方法2011年5--7月在北京市36家医院收

集儿童来源GAS临床分离株635株。采用实时荧光PCR方法检测菌株超抗原基因speA、speB、

speC、speF、speG、spell、speI、speJ、speK、speL、speM、smeZ、ssa的携带情况，PCR法扩增M蛋白N

末端基因片段，并对产物测序确定GAS的em／n型别。结果13种超抗原基因的携带率分别为

speA(22．4％)、speB(100．0％)、speC(99．4％)、speF(99．7％)、speG(99．7％)、speH(76．4％)、speI

(76．2％)、speJ(21．7％)、speK(0．6％)、soeL(1，1％)、speM(2．2％)、smeZ(99．7％)、ssa(98．0％)，共观察到

26种超抗原谱。超抗原speA、speH、speI、speJ在emml和emml2型GAS间分布的差异有统}于学意

义(P<0．05)。致咽部感染菌株超抗原speK和speL的检出率高于致猩红热菌株(P<O．05)；而对

S$t2的携带率低于致猩红热菌株(Pc：O．05)。结论2011年北京市儿童来源GAS对超抗原基因

speB、speF、smeZ、speG、speC和ssa的携带率较高，speM、speL和speK的携带率较低。GAS的emln分

型与超抗原基因问存在密切联系。来观察到超抗原基因speA和speC在致猩红热和致咽部感染菌

株间的分布差异。
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【Abstract】0bjective To analyze the prevalence of super-antigens(SAgsj of group A

streptococcus(GAS)isolated from Beijing pediatric patients in 201 l，and to explore the relationship

between em／n types．characteristics of patients and SAgs．Methods A total of 635 isolates of GAS

were collected from children in 36 hospitals in Beijing from May to July，201l，Thigeen currently

known SAg genes were tested by real。time PCR，and emm gene was performed by PCR and

sequencing of N．terminal gene fragrm；nts of M protein．Results Prevalence rates of 1 3 SAg genes
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frequencies ofspeB，speF，smeZ，speG，jpeC，and s蚍were high among strains isolated while speM，speL

and speK were relatively low from chihiren in Beijing，2011．SAg genes appeared to be associated with

the emm types．In this study，differences of frequency for speA and speC from strains eolleted from

patients with scarlet fever and pharyngeal infection had not been found．

【Key words】Group A streptoccCCUS；Superantigen；em,fn typing；Children

DOI!】0。3760／cma0．issn 0254-6450，2014．03 O】8

基金项目：北京市科技新星计划项目(2011047)；国家“十二五”科技重大专J：耍(2012ZXl0004215—003—001)

作者单位：100013北京市疾病预防控制中心传染病与地方病控制所

彭晓曼、刘爽同为第一作者

通信作者：王全意，Email：bjcdcxm@126D3m

 



·300· 中华流行病学杂志2014年3爿第35卷第3期Chin J fipidemioi，March2014，V01．35，No．3

A组链球菌(GAS)又称化脓性链球菌，是引起

儿童感染性疾病的重要致病菌。可引起儿童急性咽

扁桃体炎、脓疱疮、猩红热，严重者还可引起坏死性

筋膜炎、败血症和链球菌感染中毒休克综合征，可继

发风湿热和链球菌感染后肾炎⋯。GAS致病力与链

球菌超抗原(SAg)密切相关。GAS的M蛋白可直接

或问接选择性阻止或接受携带某种超抗原基因的噬

菌体在细菌间水平传播心]。不同地区GAS对超抗原

携带水平存在差异，菌株导致的疾病谱亦不同。自
2011年3月北京市猩红热发病水平较往年出现大幅

升高，为了解GAS超抗原携带现状和分布特征，分

析其与唧m型别的相关性，对2011年收集的635株

GAS临床分离株进行研究。

材料与方法

1．材料：

(1)菌株：635株GAS分离自2011年5—7月北

京市36家医院(各区县选择辖区内2家既往猩红热

报告病例数较多的医院)儿科门、急诊临床咽拭子

样本。

(2)材料与试剂：VITEK一2全自动细菌生化鉴

定分析仪及革兰阳性菌GP鉴定卡来自法国生物梅

里埃公司；哥伦比亚血琼脂平板、链球菌A～F分群

鉴定试剂盒购自英国Oxoid公司；GAS-DNA提取试

剂和GAS超抗原实时荧光PCR检测试剂盒均来自

上海之江生物科技有限公司；gram分型用PCR所引

物由上海英潍捷基(invitrogen)生物技术有限公司

合成；Taq DNA聚合酶、dNTP来自宝生物工程(大

连)有限公司。所有试剂均在有效期内使用。

2．实验方法：

(1)菌株分离及鉴定：咽拭子标本于振荡器上充

分振荡15—30 S，采用接种环取l～2环经处理的咽

拭子标本，划线接种于脱纤维羊血哥伦比亚血琼脂

平板上。在37℃含5％CO：恒温箱中孵育24 h。观

察菌落形态及溶血现象，挑选B溶血的灰白色、透明

或不透明、表面光滑、圆形突起的小菌落。采用

VITEK一2仝自动微生物分析系统进行生化鉴定，对

生化符合的菌株用链球菌A～F分群鉴定试剂盒分

群鉴定为A群。

(2)DNA提取：采用GAS基因提取试剂盒提取

DNA。用无菌接种环挑取经鉴定的GAS菌落若

干，直接加入200儿1核酸抽提液，充分混匀，沸水浴

10 min，13 000 r／rain离心5 min，取上清。操作过程

按试剂盒说明书。

(3)超抗原基因检测：采用实时荧光PCR试剂

盒检测GAS的13种超抗原基因(speA、speB、speC、

speF、speG?spell、speI，speJ、speK、speL、speM，smeZ、

SSO,)。反应体系为∞pl，体系中包括0．4肛1 Taq

DNA聚合酶和链球菌核酸荧光PCR检测混合液

36 u1。PCR条件为94 oC预变性2 min，93℃高温变

性15 S，55℃低温退火60 S，共40个循环；单点荧光

检测在55℃。荧光通道检测选择FAM和VIC／HEX

通道。D值≤38确定为阳性。具体实验方法参见

试剂盒说明书。

(4)emm分型：采用美国疾病预防控制中心

(CDC)网站公布的earn基因分型弓I物。引物1：

5’一TATT(C／G)GCTTAGAAAATTAA一3 7，弓I物2：

5’一GCAAGTTCTTCAGCTTGTTT-3 7。反应体系为

50沮，包括水37 pl，buffer 5止，dNTP 1．5肛1，引物1、
2各0．5 gl，Taq DNA聚合酶0．5 ul，5 gl DNA模板。

PCR反应条件为95℃预变性5 min，95℃变性20 s，

50℃退火45 S，72 cc延伸90 S；30个循环后72℃延

伸5 min，最终4 oC保持。PCR产物纯化及测序委托

上海英潍捷基(invitrogen)生物技术有限公司完

成。测序结果通过与美国CDC数据库(http：∥、^懈w

cdc．gov／ncido&“oiotech／strep／strepblast．htm)比对，实

现GAS的eBgm分型。

3．统计学分析：用EpiData 3．1软件建立数据库，

进行数据的双录人和检错。SPSS 16．0软件进行统

计学分析。研究对象构成比和超抗原基因携带率采

用百分数表示，组问超抗原分布情况比较采用z2检

验和Fisher’s确切概率法，以P<O．05为差异有统计

学意义。

结 果

1．菌株相关信息：635株GAS中410株分离自

城区医院，225株分离自郊区(县)医院；病例年龄

2～16(M=6)岁，其中369例为<7岁学龄前儿童，

266例为学龄儿童；男性394例，女性241例。460株

分离自猩红热病例，174株分离自咽部感染病例，1

株诊断信息缺失。490株GAS为emml2型，110株为

emmI型，8株为其他elTzm分型(emm4型、22型、89型

菌各1株，emmll型菌2株，emm75型菌3株)。

2．GAS超抗原基因携带情况：635株GAS中．13

种超抗原基因的检出率由高至低分别为speB

(100．0％)、speF(99．7％)、smeZ(99．7％)、speG(99．7％)、

speC(99．4％)、s5d(98．0％)、speH(76．4％)、speI

(76．2％)、speA(224％)、speJ(21．7％)、speM(2．2％)、

 



中华流行病学杂志2014年3月第35卷第3期Chin J Epidemiol，March 2014，V01．35，No．3

speL(1．1％)、speK(O．6％)。共检测到26种超抗原基

因谱，分别命名为profile 1～26。其中主要的5种基

因谱分别编号为profile l～5(表1)。携带profile 1

和profile 2的菌株占全部菌株的81．7％，前者携带超

抗原speB、speC、speF、speG、spell、speI、smeZ和sso，后

者携带speA、speB、speC、speF、speG、speJ、smeZ和ssa。

3．不同emm分型GAS超抗原携带情况：emml

型GAS对speA和speJ基因的携带率分别为94．5％

和91．8％，高于emml2型菌株()c 2=404．93，P=

0．000；)c 2=374．92，P=0．000)。emml2型菌株对

spell、speI的携带率高于emml型菌株()C2=382．62，

P=0．000；X2=388．69，P=0．000)。其他超抗原基因

的携带率在不同emm分型菌株间差异无统计学意义

(表2)。

4．不同临床特征(咽部感染、猩红热)病例GAS

超抗原携带情况：致咽部感染菌株中超抗原speK和

speL的检出率分别为23％和2．9％，高于致猩红热菌

株(P<o．05)；而对ssa的携带率为94．8％，低于致猩

红热菌株(z2=9．59，P<O．05)。其他超抗原基因的

携带率在不同临床特征GAS问分布的差异均无统

计学意义(表3)。

讨 论

本研究的GAS对超抗原基因speB、speF、speC、

spell、speI和ssa携带率较高，而对speA、speK、speL、

speM和speJ携带率较低。有研究认为，超抗原speG

和smeZ由细菌染色体基因编码，检出率较高b'⋯。本

研究两者检出率均为99．7％，与Ma等[51研究相似，但

高于国外部分研究心^“。Profl等¨’认为，超抗原speJ

亦是由染色体编码。但本研究中菌株speJ携带率仅

为2I．7％，明显低于超抗原speG和smeZ，且低于既往

部分研究b’10]。实验室技术和PcR引物可能是导致

超抗原基因检出率存在差异的原因。但也有研究认

为引物的差异不能解释speJ检出率的差异¨1。

不同emr'／g分型的GAS其携带的超抗原基因种

类亦存在差异¨“。本研究中emml型GAS主要携带

profile 2，而emml2型菌株主要携带profile 1。由链

球菌致热外毒素(streptococcal pyrogenic exotoxin)

基因speA与speC编码的致热外毒素是引起猩红热

患者充血性斑疹、杨梅舌、脱皮或脱屑的原因。既往

表1 GAS超抗原基因

注：菌株erttm分型和l临床诊断数据有缺失

表2。。。1型和。。12型GAs超抗原基因携带情况比较 表3不同临床特征病例I拘GAS超抗原基因携带情况比较

注：菌株—m分型数据有缺失

注：括号外数据为携带超抗原菌株数。括号内数据为携带率

(％)；一为未进行f检验或Fisher确切概率法
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研究多认为，超抗原speC在emrnl型GAS中携带率

较低，而emml2型其携带率较高h“。本研究emral

型菌株speC基因的携带率为98．2％，呈增高趋

势¨2|。同时，speC基因在emml2型GAS中的检出

率为99．8％，两种型别间speC分布差异无统计学意

义(Z2=4．70，P=0．088)。本研究emral型菌株speA

携带率为94．5％，高于emml2型菌株携带率6．1％

(?(2=404．92，P=o．000)，与既往研究结果一致”“。

我国多项研究显示GAS对speA基因携带率呈现降
低趋势b'12'14’。携带率从20世纪90年代的68．4％降

低至34．1％¨’14j。本研究speA基因的携带率为

22．3％，低于上述研究结果。分析我国emml型菌株

流行强度降低可能是speA基因检m率下降的原

凶。研究显示，emml2型GAS对speH与speI的携带

率均为高于emml型菌株；但speJ基因携带率为

6．7％，低于emml型菌株。且GAS携带speI与spell

基因有高度的一致性，携带speI的484株GAS中，

99．4％的菌株同时携带speH。有研究认为，speH和

speI基因位于同一噬菌体上[4J，但也有研究发现菌株

携带spell和speI基因没有一致性15。

目前，超抗原与GAS感染临床症状间是否存在

关系仍有争议。本研究未发现speA和speC基因在

致猩红热和咽部感染菌株间的分布存在差异，区别

于既往研究结果““。超抗原speK、speL和speM与急

性风湿热有密切联系”5I。本研究发现，以上3种超

抗原的携带率低于欧美等国报道【6’”1，且与菌株eDtm

分型密切相关。3株emm75型GAS均同时携带

speK、speL和speM基因，emml型菌株均不携带以上

3种超抗原基因。致猩红热菌株ssa基因携带率高

于致咽部感染菌株(P<0．05)。既往研究显示，菌

株携带33a基因提示病原体引起的感染为非侵袭性

的【71。我国菌株ssa基因携带率呈增高趋势【5·12'“】，

推测我国GAS引起侵袭性感染发病率较低可能与

此有关。

综上所述，在201 1年北京市儿童猩红热高强度

流行背景下，GAS流行株超抗原基因speB、speF、

smeZ、speG、speC和ssn的携带率较高，speM、speL和

speK的携带率较低。超抗原基因speA的携带率有

下降趋势，同时emml型菌株对超抗原基因speC的

携带率明显增高，且菌株em,m分型与超抗原基因谱

存在密切联系。未发现speA和speC基因携带水平

在不同临床诊断间的分布存在差异。为更进一步了

解北京市儿童来源GAS的病原学特点，有必要继续

对其监测，以了解其变化的趋势。
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