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·实验室研究·

社区分离金黄色葡萄球菌在健康人群中的
分布及其分子生物学特点

马笑雪 罗恩杰

【摘要】 目的 调查医科大学学生鼻腔中金黄色葡萄球菌（金葡菌）的定植状况，解析鼻腔定

植社区型甲氧西林耐药性金葡菌（MRSA）克隆的分子生物学特点。方法 以无菌棉签从调查对

象鼻腔中收集定植菌，鉴定出甲氧西林敏感性金葡菌（MSSA）和MRSA；多重 PCR 法分型MRSA

携带的 SCCmec基因岛；PCR 测定 pvl、seh、tsst1 等毒素基因在菌株中的分布；脉冲场凝胶电泳

（PFGE）检测MRSA菌株的脉冲场型。 结果 2009 年977 名学生488 份样本中鉴定出葡萄球菌，

其中凝固酶阴性葡萄球菌（CoNS）和金葡菌分别为364份和124份，MRSA 在金葡菌中所占比例为

3.4%。2010年调查显示，657名学生中有 310份样本鉴定为葡萄球菌属，其中CoNS为 195份，金

葡菌 115 份，MRSA 在金葡菌中所占比例为 7.7%。金葡菌在所有葡萄球菌属中所占比例为

29.9%，而 MRSA 在金葡菌中所占比例为 5.1%。MRSA菌株中共鉴定出 5种SCCmec基因岛型，

其中Ⅳa型最多（10株），为优势SCCmec基因岛类型。PFGE共有11种图谱型，7种（A～G）脉冲场

型。10株MRSA均为 pvl阳性。结论 1株起源于社区，基因型为 Ⅳa SCCmec-pulsotype A 且携

带pvl 毒素基因的特定 MRSA 克隆在健康大学生中传播。
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【Abstract】 Objective To investigate the nasal colonization of Staphylococcus（S.） aureus
strains among medical university students in Shenyang and to study the molecular epidemiological
characteristics of methicillin resistant S. aureus（MRSA）strains. Methods Sterilized nasal swabs
were used to collect nasal bacteria from both nares of the students. Nasal specimens were further
identified as S. aureus strains，sensitive or resistant to methicillin through a series of tests. Molecular
related methods including staphylococcal cassette chromosome mec（SCCmec）typing，pulsed- field
gel electrophoresis （PFGE），coagulase isotyping and minimum inhibitory concentration （MIC）
determination etc. were used to characterize the isolates. Prevalence of the panton-valentine leukocidin
（pvl）genes（lukS and F-PV）among the isolates was also assessed. Results Staphylococci were
found in 488 specimens from 977 participants through the surveillance program，conducted in
2009. Of the 488 specimens being tested，364 were identified as coagulase-negative staphylococci
（CoNS）and 124 as S. aureus. MRSA strain among the S. aureus isolates was accounted for 3.4%. In
the surveillance program conducted in 2010，staphylococci grew in 310 specimens from 657
participants. Of the 310 specimens tested，195 were identified as CoNS and 115 as S. aureus. The
percentage of MRSA strains among the S. aureus isolates was 7.7% . In total，239 students carried S.
aureus，and the percentage of MRSA carriers among the total specimens tested in this study was 5.1%.
Most of the MRSA strains could be classified into one of the five types of SCCmec elements. Type Ⅳa
SCCmec strains were most frequent seen overall（10 isolates）. A total of 11 pulsotypes were identified
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甲氧西林耐药性金黄色葡萄球菌（methicillin

resistant Staphylococcus aureus，MRSA）是引起院内感

染的重要病原体之一［1-3］。20世纪90年代后，出现许

多关于MRSA在与医疗机构无接触史的正常健康人

群中定植并引起感染的报道［4］，这些社区分离型

MRSA（community acquired MRSA，CA-MRSA）有许

多自身特性都不同于医院分离型MRSA，体现在对多

种抗生素的药物敏感性上、SCCmec基因岛分型或者

毒素基因携带谱等方面［5］。新的CA-MRSA菌株更倾

向于感染青年人，特别是在儿童群体、运动员、囚犯、

静脉药品注射者中引起危及生命的社区型感染［6］。

金黄色葡萄球菌（金葡菌）的传播主要依靠人间的密

切接触。人鼻前庭是金葡菌最主要的定植部位［7］，而

鼻腔携带金葡菌是确定罹患社区MRSA感染的高风

险指标之一［8］。目前对金葡菌分离株的研究大多限

于住院病例，本研究旨在确定医科学生鼻腔定植

MRSA和甲氧西林敏感性金葡菌（MSSA）的流行情

况及采用分子生物学方法鉴定菌株的生物学特性。

材料与方法

1. 实验材料：

（1）菌株及鉴定：样本来自中国医科大学在校3

年级学生。以无菌棉拭子蘸取0.9%生理盐水，伸入

鼻腔深处旋转刮擦，将标本接种到含5%绵羊红血球

的哥伦比亚血液培养平板上，置5%二氧化碳培养箱

35 ℃培养 48 h。挑选细菌形态上符合葡萄球菌属

特性的菌落进一步进行革兰染色和玻片凝固酶试

验。凡鉴定为葡萄球菌属的菌落分别接种到含头孢

唑肟（10 mg/L）或不含头孢唑肟的甘露醇高盐琼脂

培养基上，于 37 ℃培养 48 h。在含 10 mg/L 头孢唑

肟的甘露醇高盐培养基上生长的黄色单个细菌克隆

确定为 MRSA，并于存储原液（20%甘油，80%脑心

浸液）中-80 ℃低温保存。

（2）试剂：药敏实验培养基采用英国Oxoid公司

生产 MH 琼脂（Mueller-Hinton Agar）；细菌培养采

用LB培养基（每升）：胰蛋白胨（Difco，Detroit，MI）

10 g，酵母粉（Oxoid，Basington，UK）5 g，NaCl 5 g；

PCR仪器为PerkinElmer公司产品；脉冲场电泳仪采

用美国伯乐公司的CHEF MAPPER XA系统。

2. 实验方法：

（1）鉴定mecA基因：为确定上述含抗生素的甘

露醇高盐琼脂培养基上生长的黄色菌落为MRSA，

进一步以细菌染色体为模板，用 PCR 扩增菌株中

的mecA基因。所用引物为 mA1（5′-TGC TAT CCA

CCC TCA AAC AGG-3′）和mA2（5′-AAC GTT GTA

ACC ACC CCA AGA-3′），PCR 反应体系为 10×扩

增缓冲液 5 μl，4 种 dNT P 混合物各 200 μmol/L，引

物各 20 pmol ，模板 DNA 100 ng，Taq DNA 聚合酶

1 μl，Mg2＋1. 5 mmol/L，加双蒸水至50 μl。

（2）药敏实验：根据 2009 年国家临床实验室标

准委员会（CLSI）的规定严格操作实施。苯唑西林、

头孢唑肟、左氧氟沙星、庆大霉素、利福平、红霉素、

四环素、克林霉素、替考拉宁和万古霉素均为原药粉

（由本课题组统一提供）。最低抑菌浓度（MIC）测定

是应用Mueller-Hinton液体培养基以常量肉汤稀释

法进行。ATCC 29213为质控菌株。

（3）染色体分型和毒素基因检测：应用小型苯酚

氯仿法提取细菌染色体 DNA 作为 PCR 反应模板。

根据Kondo等［9］设计的多重PCR扩增反应体系和条

件 检 测 金 葡 菌 盒 式 染 色 体 mec（staphylococcal

cassette chromosome mec，SCCmec）分型和设计阳性

对照株。PCR产物在1%琼脂糖中电泳30 min，然后

用EB 染色20 min，扫胶仪观察结果并拍照。pvl、seh
和 tsst1毒素基因检测应用引物参照文献［10］。

（4）血浆凝固酶分型：使用市售的分别针对Ⅰ～

Ⅷ型血浆凝固酶的兔中和血清（Denka Seiken，Co.

Ltd.，Tokyo，Japan）进行凝固酶抑制试验以确定血浆

凝固酶型。离心收集BHI过夜培养菌液，取适度稀

释的菌液上清 0.1 ml与等量抗血清混合，37% 孵育

1 h；加入稀释血浆 0.2 ml，孵育，直到肉眼观察到凝

固为止。菌株的凝固酶型即为抑制凝固的抗血清

型，具体操作按试剂盒说明书进行。

（5）脉冲场凝胶电泳（PFGE）测定：依据Tenover

等［11］提供的方法将细菌包裹于琼脂中，加十二烷基

肌氨酸钠和蛋白酶 K 消化蛋白，经 SmaⅠ酶切后，

于脉冲场电泳槽中电泳分离DNA片段，读胶仪读取

电泳图谱，分析同源性。PFGE图谱具有4条以下不

同条带时可定义为既存PFGE型别的亚型。

among the MRSA strains and were classified into 7 major groups（A to G）by the mutual correlations
of their banding patterns. Ten MRSA strains were identified as pvl positive strains. Conclusion An
MRSA clone（Ⅳ a SCCmec pulsotype A）carrying pvl toxin gene was found to be prevalent in the
nares of the healthy university students.

【Key words】 Staphylococcus aureus；Community acquired methicillin resistant Staphylococcus
aureus；Staphylococcal cassette chromosome mec typing
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结 果

1. 葡萄球菌鼻腔定植的分布特点：2009和2010

年共检查健康医学生 1634 人，其中男性 801 人

（49.1%），女性 833 人（50.9%），平均年龄 20.5（19～

22）岁。2009年检查的977人中有488份鼻腔样本鉴

定出葡萄球菌，其中凝固酶阴性葡萄球菌（CoNS）和

金葡菌分别为364例和124 例，MRSA在金葡菌中所

占比例为 3.4%；2010年调查的 657人中有 310 份鼻

腔样本鉴定出葡萄球菌属，其中CoNS 195例，金葡菌

115例，MRSA在金葡菌中所占比例为7.7%。总体而

言，金葡菌在所有葡萄球菌属中所占比例为29.9%，

而MRSA 在金葡菌中所占比例为5.1%；甲氧西林耐

药性凝固酶阴性葡萄球菌（MR-CoNS）的鼻腔携带率

从 2009年的36.3%下降到2010年的29.2%（表1）。

2. MRSA菌株的分子生物学特点：鼻腔分离的

MRSA菌株共鉴定出Ⅰ～Ⅴ型SCCmec基因岛。其

中Ⅳ a 型是最多见的类型（10 株），其次为Ⅴ型

SCCmec（3 株），尚有 2 株 MRSA 中携带的Ⅳ型

SCCmec不能确定其亚型。尽管本研究鉴定出的各

型SCCmec所占比率不同，但Ⅰ～Ⅴ型SCCmec分散

存在于社区 MRSA 中，且半数以上（54.5%）菌株携

带Ⅳa、Ⅳc 或Ⅳn 型 SCCmec基因岛，揭示了Ⅳ型

SCCmec为本研究 MRSA携带的优势SCCmec类型。

PFGE 显示 MRSA 有 11 种图谱，归纳为 7 种脉

冲场型（A～G），其中 A 型包括A1～A3亚型，B和D

型分别包含B1、B2和 D1、D2亚型。22株MRSA中

10 株菌属于 A 型，80%A 型 MRSA 菌株携带Ⅳa 型

SCCmec基因岛，标志A型为优势PFGE型别，而D、

B 和 F 为次优势 PFGE 型别，分别包含 4、3 和 2 株

MRSA 菌株，C、E 和 G 型仅有 1 株 MRSA 代表菌。

凝固酶型分析结果显示产生 3 型凝固酶的 10 株

MRSA尽管其脉冲场图谱显示有 1～2 条条带的差

异，除1株MRSA携带Ⅳc和另1株MRSA携带未能

分型（NT）的 SCCmec 以外，其余均携带Ⅳ a 型

SCCmec基因岛，且其中5株MRSA被鉴定为携带pvl
毒素基因。另外携带 pvl基因的菌株还包括1株Ⅳa

型SCCmec菌株并产生 7型凝固酶的MRSA，2株携

带Ⅳc型SCCmec并产生4型凝固酶的MRSA和2株

携带Ⅴ型 SCCmec产生 7 型凝固酶的 MRSA 菌株。

tsst1毒素基因存在于2株 MRSA中，其中1株为携带

Ⅱ型 SCCmec的脉冲场F型菌株，另1株为携带Ⅲ型

SCCmec的脉冲场G型菌株。只有1株脉冲场E 型-
Ⅳa SCCmec的MRSA携带 seh基因，显示 seh基因很

少从鼻腔定植细菌中检出。

所有检测菌株对苯唑西林和头孢唑肟耐药，但

均对万古霉素和替考拉宁敏感。多数携带Ⅳ或Ⅴ型

SCCmec基因岛的 MRSA 菌株，除对β-内酰胺酶类

抗生素以外的红霉素表现为低度敏感，对大部分抗

菌药物有特异敏感性。然而，从鼻腔分离携带Ⅰ、Ⅱ

或Ⅲ型SCCmec的MRSA菌株表现为对所测药物有

高度耐药（表2）。

讨 论

高致病性金葡菌在世界范围内的广泛出现，及其

耐药水平的日趋提高，严重威胁人类健康。近年来的

研究指出［12］，在缺少罹患MRSA感染共同危险因素的

正常人群中，CA-MRSA感染率也呈逐年上升趋势，

而鼻腔携带MRSA在葡萄球菌引起的感染在流行病

学和发病机制中起着重要作用。医学院校学生是特

定人群，其中MRSA的定植会可能加快MRSA在社

区和医院中的传播蔓延。基于社区的调查显示，各国

社区人群金葡菌的鼻腔定植均很普遍，但在不同人群

中的分布和比例有差异。北京地区的一项研究报告

显示［13］，在士兵中存在MSSA的鼻腔定植和细菌克隆

传播。美国的一项研究表明［14］，在2002年以前MRSA

的定植率低，但近年来却有逐年增加的态势。本研究

显示虽然MSSA的分离数量相对稳定，但MRSA的分

离率却从2009年的13.7%上升到2010年的20.9%。

MRSA分子流行病学研究的重要内容之一就是

区分社区和医院环境中占主导地位的MRSA克隆。

本研究结果显示，在所有5个型别的SCCmec中以Ⅳ

型最为多见。与多数医院分型MRSA所携带的Ⅰ、

Ⅱ、Ⅲ型 SCCmec相比，Ⅳ型 SCCmec在基因组长度

上较小，通过噬菌体转导作用具有更容易在不同菌

表1 沈阳地区1634名健康医学生鼻腔中MSSA
和MRSA的分布特征

特征

性别
女
男

平均年龄(岁)

检出葡萄球菌属
鉴定CoNS

MS-CoNSa

MR-CoNS

检出金葡菌
MSSA

MRSA

MRSA定植率(%)

注：a甲氧西林敏感性-CoNS；括号外数据为人(份)数，括号内数
据为构成比(%)

2009年

501(51.3)

476(48.7)

20.2

488(49.9)

364(74.6)

232(63.7)

132(36.3)

124(25.4)

107(86.3)

17(13.7)

3.4

2010年

332(50.5)

325(49.5)

21.1

310(47.1)

195(62.9)

138(70.8)

57(29.2)

115(37.1)

91(79.1)

24(20.9)

7.7

合计

833(50.9)

801(49.1)

20.5

798(48.9)

559(70.1)

370(66.2)

189(33.8)

239(29.9)

198(82.8)

41(17.2)

5.1
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株之间转移传播的特点［15］。

本研究中所有菌株均对苯唑西林（4～128 mg/L）

和头孢唑肟（128～256 mg/L）耐药，但对替考拉宁和

万古霉素敏感。大多数携带Ⅳ或Ⅴ型 SCCmec的
MRSA菌株对多数抗菌药物表现为敏感，但对红霉

素耐药，显示这些从医学院校大学生鼻腔中分离的

MRSA，其药物敏感性与分散在医院中的高度多重

耐药MRSA 显著不同。

本研究 22 株 MRSA 中检测出 10 株 pvl阳性菌

株。Panton-Valentine leukocidine（PVL）中的 LukF-

PV和 lukS-PV蛋白能够协同作用导致多核白细胞膜

穿孔，进而起到杀伤白细胞的作用［16］。目前在许多国

家都广泛地分离出pvl阳性的MSSA和MRSA［17］。

在医学院校学生中蔓延的特定克隆型MRSA，

可能是由该人群密切接触引起传播，而携带 pvl阳性

MRSA 者有可能成为将病菌由社区带入医院的媒

介。因此，制定相应的措施以控制CA-MRSA在敏

感宿主间的传播将是当前面对的重要课题。
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表2 22株 MRSA克隆的分子生物学特性

菌株
号

25
104
127
436
367
551
274
333
21

376
563
10

321
543
317
99

686
318
360
542
411
176

脉冲
场型

A1
A1
A1
A1
A1
A2
A2
A2
A3
A3
D1
D1
D1
D2
B1
B1
B2
F
F
C
E
G

凝固
酶型

3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
7
7
7
7
4
4
4
2
2
2
7
5

SCCmec
基因岛型

Ⅳa
Ⅳa
Ⅳa
Ⅳa
Ⅰ
Ⅳa
Ⅳa
Ⅳa
Ⅳa
NTe

Ⅴ
Ⅴ
Ⅳn
Ⅳn
Ⅳc
Ⅳa
Ⅳc
Ⅱ
Ⅱ
Ⅴ
Ⅳa
Ⅲ

携带毒素基因

pvl

＋
＋
-
-
-
-
＋
＋
＋
-
＋
＋
-
-
＋
-
＋
-
-
-
＋
-

tsst1

-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
＋
-
-
-
＋

seh

-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
＋
-

抗菌药物耐药谱(MIC)

甲氧
西林

4
8

16
16
64
16
32
16
8

32
16
32
16
32
8
4
8

64
64
16
4

128

头孢
唑肟
128
256
256
256
128
256
256
256
128
64

128
64

128
64

128
256
128
128
128
128
128
256

克林
霉素
1
0.5
0.5
0.5
16
0.5
0.5
8
0.5
128
0.5
0.5
0.5
0.5
0.5
1
0.5
16
8

0.5
0.5
16

利福
平
1
1
0.5
0.5
4
0.5
1
0.5
1
1
1
0.5
1
0.5
1
1
0.5
4
8
1
1
4

庆大
霉素

2
1
1
1

128
1
0.5

128
0.5

256
0.5
1
0.5
1
1
0.5
1

128
256

1
2

64

四环
素
0.5
0.5
1
1
8
1
0.5
0.5
1
0.5
1
1
1
1
0.5
1
1
8

16
1
0.5

32

红霉
素

256
128
128
128
128
128
256
256
256
128
256
128
256
128
256
256
128
128
128
256
256
256

左氧氟
沙星
1
0.5
0.5
0.5
4
0.5
0.5
0.5
0.5
1
0.5
0.5
0.5
0.5
1
0.5
1
4
8
1
1
8

复方磺
胺甲唑
0.5/8
0.5/8
0.5/8
0.5/8
0.5/8
0.5/8
0.5/8
0.5/8
0.5/8
8/256
0.5/8
0.5/8
0.5/8
0.5/8
0.5/8
0.5/8
0.5/8
0.5/8
0.5/8
0.5/8
0.5/8
8/256

替考
拉宁
0.5
1
0.5
0.5
0.5
0.5
1
1
0.5
1
0.5
0.5
0.5
0.5
0.5
0.5
0.5
0.5
0.5
0.5
1
0.5

万古
霉素
0.5
1
0.5
0.5
0.5
0.5
0.5
0.5
0.5
0.5
0.5
0.5
0.5
0.5
0.5
0.5
0.5
0.5
0.5
0.5
0.5
0.5

··807

 


