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　　摘　要：目的　改变耐甲氧西林葡萄球菌（ＭＲＳ）的营养条件，连续传代诱导，使 ＭＲＳ诱变为甲氧西林敏感葡萄球菌（ＭＳＳ）。

方法　将临床分离并经确定为 ＭＲＳ的菌株接种于不同营养条件环境中进行连续传代培养，定期做药敏试验，观察 ＭＲＳ的表型

变化及生化反应有无改变。同时采用ＰＣＲ法检测原菌株及通过传代诱导其脱耐诱变菌株犿犲犮犃 基因的携带情况并测序比对。

结果　５３株 ＭＲＳ经过不同次传代，有６株菌脱耐诱变为 ＭＳＳ。这６株菌在未进行诱导前检测均含有犿犲犮犃基因，诱导后有２株

菌未检测到犿犲犮犃基因，其他４株菌犿犲犮犃基因条带显示极弱。结论　临床分离的 ＭＲＳ能通过不同营养条件的传代培养诱变脱

耐转为 ＭＳＳ，ＭＲＳ的犿犲犮犃基因能随生长环境改变丢失或表达下降，ＭＲＳ与其脱耐菌株在基因组学上存在差异。
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　　耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（ｍｅｔｉｃｉｌｌｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｔｓｔａｐｈｙｌｏ

ｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ，ＭＲＳＡ）是目前世界性医院内感染的重要病原

菌之一。目前 ＭＲＳＡ的感染流行已成为一项严重的临床及公

共卫生问题［１］。据美国疾病控制和预防中心（ＣＤＣ）统计：美国

院内感染 ＭＲＳＡ分离率已超过８０％
［２］；世界每年约有１０万人

感染 ＭＲＳＡ，其所致感染与乙型肝炎、获得性免疫缺陷综合征

（ＡＩＤＳ）同为当今三大感染性顽症
［３］。早在１９９２年就有文献

报道，ＭＲＳＡ严重感染发生时，即使在使用万古霉素治疗的情

况下，其病死率仍可达到１０％～３０％，有时甚至大于５０％
［４］。

凝固酶阴性葡萄球菌（ＣＮＳ）是一种机会致病菌，在机体抵抗力

下降和医源性因素干预等的情况下亦可造成局部或大面积感

染，临床以菌血症较为常见，其次是心内膜炎。耐甲氧西林凝

固酶阴性葡萄球菌（ＭＲＣＮＳ）某些菌株的耐药性可能比 ＭＲ

ＳＡ更强。可见由 ＭＲＣＮＳ引起的感染同样不容忽视。因此，

对耐甲氧西林葡萄球菌（ＭＲＳ）的耐药性进行研究与探讨，不

仅有助于临床 ＭＲＳ严重感染的控制，还能为抗菌药物的开发

与合理应用奠定基础。国内外先后有多位学者都对 ＭＲＳＡ能

否逆转为 ＭＳＳＡ进行了相关研究，本文扩大了研究范围（增加

了ＣＮＳ），以ＭＲＳ为研究对象，对改变营养条件能否逆转ＭＲＳ

为甲氧西林敏感葡萄球菌（ＭＳＳ）进行了相关探讨。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　菌株来源　５３株ＭＲＳ为２０１０年１月至２０１１年１２月

期间从湖南旺旺医院及中南大学湘雅二医院住院患者的血液、

伤口分泌物、前列腺液、尿液、痰液及脓拭子等临床标本中分离

所得。

１．１．２　质控菌株　金黄色葡萄球菌ＡＴＣＣ２５９２３，购自卫生部

临检中心。

１．１．３　主要仪器与试剂　ＶＩＴＥＫ２ＣｏｍＰａｃｔ全自动微生物鉴

定仪及药敏系统、Ｓｌｉｄｅｘｓｔａｐｈｐｌｕｓ乳胶凝集法快速检测金黄

色葡萄球菌（简称乳胶凝集试验）试剂均为法国生物梅里埃公

司产品，ＰＣＲ扩增仪和电泳仪购自德国Ｂｉｏｍｅｔｒａ公司，凝胶成

像仪购自美国ＢｉｏＲａｄ公司，细菌基因组ＤＮＡ提取试剂盒和

１００ｂｐＭａｒｋｅｒ购自北京天根生化科技有限公司，不含染料的

ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ（内含有 ＴｒｉｓＨＣｌ、ＫＣｌ、ＭｇＣｌ２、ｄＮＴＰ、ＤＮＡ

聚合酶、ｄｄＨ２Ｏ）购自索莱宝公司，药敏培基（水解酪蛋白）及药

敏纸片、血平皿、普通营养琼脂、普通营养肉汤、脑心浸液基础

试剂均购自英国Ｏｘｏｉｄ公司，犿犲犮犃基因测序由上海生工生物
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有限公司合成。

１．２　方法

１．２．１　菌种鉴定　按常规方法分离菌株，革兰阳性球菌呈葡

萄状排列，血浆凝固酶玻片法、试管法、乳胶凝集试验均为阳性

判定为金黄色葡萄球菌，均为阴性则判断为ＣＮＳ。再经微生

物分析仪鉴定确证。

１．２．２　ＭＲＳ筛查　药敏纸片琼脂扩散法（ＫＢ法）用头孢西

丁（ＦＯＸ）纸片，严格按美国临床和实验室标准协会（ＣＬＳＩ）操

作要求及标准进行判断；结合微生物鉴定仪 ＡＳＴ药敏卡结果

及专家评论确证。

１．２．３　营养条件设计与试验操作　将已确定为 ＭＲＳ的菌株

配成０．５麦氏浓度的菌液，分别取一环（固定的泊金环）接种在

绵羊血脑心浸液肉汤（简称为Ａ培养液）、普通营养肉汤（简称

为Ｂ培养液）、血平皿、普通营养琼脂（简称为普皿），以及无菌

生理盐水与Ｂ培养液按１∶１、１∶１００、１∶２００、１∶４００、１∶８００

稀释的肉汤中培养８～１６ｈ，每天分别取以上各液体培基中菌

液一环，转种于各自相对应的培养基中。血平皿与普皿上的菌

也每天同时转种，在相同条件下进行培养。３～５ｄ后将 Ａ、Ｂ

培养液，血平皿，普皿，以及５种不同比例稀释后的培养液中的

细菌同时转种在新的血平皿与普皿上。取细菌按常规标准操

作，先用手工进行ＦＯＸ药敏试验，发现有ＦＯＸ敏感株则立即

用ＶＩＴＥＫ２全自动微生物鉴定仪及手工法进行细菌鉴定与药

敏分析。一方面确认试验前后菌种的一致性；另一方面证实原

菌株是否经诱导后发生变化，即对ＦＯＸ由原耐药（Ｒ）转为敏

感（Ｓ），以下简称为诱变脱耐；同时观察所有诱导后的菌株对各

种抗菌药物的最小抑菌浓度（ＭＩＣ）值及生化反应有无改变。

１．２．４　犿犲犮犃基因检测　取试验原菌株与诱变脱耐菌株按文

献［５］描述方法提取 ＤＮＡ。犿犲犮犃 基因扩增引物（上游：５′

ＡＡＡＡＴＣＧＡＴＧＧＴＡＡＡＧＧＴＴＧＧＣ３′，下游：５′ＡＧＴ

ＴＣＴＧＣＡＧＴＡＣＣＧＧＡＴＴＴＧＣ３′）由上海Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司

合成并纯化。通过ＰＣＲ对犿犲犮犃 基因进行扩增，同时设阴阳

性对照。扩增体系：扩增反应总体积为５０μＬ，其中灭菌三蒸

水２３μＬ、１０×ＰＣＲ 反应缓冲液 ５μＬ、１５ ｍｍｏｌ／Ｌ ＭｇＣｌ２

２５μＬ、２．０ｍｍｏｌ／ＬＤｎｔｐ５μＬ、２５ｐｍｏｌｐｒｉｍｅｒｓ各１μＬ、模板

ＤＮＡ１０μＬ、１．５Ｕ犜犪狇ＤＮＡ酶。置ＤＮＡ热循环仪上进行自

动化扩增反应。循环参数为９４℃３０ｓ，５５℃３０ｓ、７３℃３０ｓ，

共３５个循环，最后一个循环于７２℃延伸５ｍｉｎ。以１００ｂｐ

ＤＮＡＭａｒｋｅｒ为分子量标准，取５μＬ扩增产物与１μＬ上样缓

冲液（６×Ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ）混匀后点样于含０．５ｍｇ／Ｌ溴化乙啶

的２％琼脂糖凝胶，１４０Ｖ电泳２０ｍｉｎ后，在凝胶成像仪中观

察结果并照相。将ＰＣＲ产物送上海生工生物技术有限公司

测序。

２　结　　果

２．１　营养条件改变后 ＭＲＳ耐药性逆转结果　共收集５３株

ＭＲＳ菌株。金黄色葡萄球菌（以下简称金葡）３８株、表皮葡萄

球菌（以下简称表葡）３株、人型葡萄球菌（以下简称人葡）２株、

模仿葡萄球菌（以下简称模仿葡）２株、溶血葡萄球菌（以下简

称溶葡）８株。５３株菌中有６株由 ＭＲＳ逆转为 ＭＳＳ，其中４

株金葡（４／３８）、２株溶葡（２／８），分别编号为０１号、１２号、５６

号、５７号、６９号、７１号。这６株菌接种在 Ａ、Ｂ培养液，血平皿

与普皿中，连续转种８０代未见改变。这６株菌在无菌盐水与

普通营养肉汤稀释培养液中培养８～１６ｈ，连续转种５代时发

现：０１号菌株在１∶１稀释肉汤中ＦＯＸ抑菌环由原６ｍｍ（Ｒ）

转为２４ｍｍ（Ｓ）；１２号菌株经过３０次转代时在１∶１００稀释肉

汤中ＦＯＸ由原６ｍｍ（Ｒ）转为２６ｍｍ（Ｓ）；６９、７１号菌株经过８

次转代，５６、５７号菌株分别经过２２、２４次转代，于１∶１稀释培

养液中诱导成功。而这６株诱变脱耐菌株对１２种抗菌药物敏

感情况在诱导后却发生了明显改变，见表１。

表１　　６株 ＭＲＳ诱导前、后１２种抗菌药物 ＭＩＣ值变化情况（μｇ／ｍＬ）

抗菌药物
１２号菌金葡

诱导前 诱导后

６９号菌金葡

诱导前 诱导后

５７号菌金葡

诱导前 诱导后

５６号菌金葡

诱导前 诱导后

７１号菌溶葡

诱导前 诱导后

０１号菌溶葡

诱导前 诱导后

ＦＯＸ ≥８．００ ０．５０ ≥８．００ ０．５０ ≥８．００ ２．００ ≥８．００ ２．００ ≥８．００ ０．５０ ≥８．００ ０．５０

ＳＡＭ ≥３２．００ ≤４．００ ≥３２．００ ≤４．００ ≥３２．００ ≤４．００ ≥３２．００ ≤４．００ ≥３２．００ ≤４．００ ≥３２．００ ≤４．００

ＣＭ ≥８．００ ≤０．２５ － － － － － － ≥８．００ ≤０．５０ ≥８．００ ≤０．５０

ＲＦ ≥４．００ ≤０．５０ － － － － ≥４．００ ≤０．２５ － － － －

ＣＺ ≥３２．００ ≤８．００ ≥３２．００ ≤８．００ ≥３２．００ ≤８．００ － － ≥３２．００ ≤８．００ ≥３２．００ ≤８．００

Ｅ ≥８．００ ≤０．２５ － － － － － － ４．００ ≤０．５０ ≥８．００ ≤０．２５

ＧＭ ≥１６．００ ≤０．５０ ≥１６．００ ≤０．５０ － － ≥１６．００ ≤２．００ ≥１６．００ ≤２．００ ≥１６．００ ≤０．５０

ＬＥＶ ≥８．００ ≤１．００ ≥８．００ ２．００ － － ≥８．００ ≤１．００ ≥８．００ ２．００ ≥８．００ ≤１．００

ＭＸＦ ≥８．００ ≤０．２５ １．００ ０．５０ － － ≥８．００ ０．５０ ４．００ ０．５０ － －

ＴＥ ≥１６．００ ≤１．００ － － － － ≥１６．００ ≤１．００ ≥１６．００ ≤１．００ － －

ＳＸＴ － － ≥３２０．００≤１０．００ － － ４０．００≤１０．００ ≥３２０．００≤１０．００ ≥３２０．００≤１０．００

ＶＡ － － ２．００ ≤０．５０ － － － － ２．００ ０．５０ ２．００ ０．５０

　　ＦＯＸ：头孢西丁，ＳＡＭ：氨苄西林／舒巴坦，ＣＭ：克林霉素，ＲＦ：利福平，ＣＺ：头孢唑啉，Ｅ：红霉素，ＧＭ：庆大霉素，ＬＥＶ：左氧氟沙星，ＭＸＦ：莫西

沙星，ＴＥ：四环素，ＳＸＴ：磺胺甲恶唑，ＶＡ：万古霉素；－：ＭＩＣ值无明显改变。

２．２　生化反应分析　１２号菌株和６９号菌株诱变前βＤ半乳

糖苷酶、尿素酶、Ｄ核糖、精氨酸双水解酶均为阳性，诱变后全

部转为阴性；５６号菌株尿素酶改变与１２号、６９号菌株相同；５７

号菌株 Ｎ乙酰Ｄ氨基葡萄糖、甲基βＤ葡萄糖吡喃苷、精氨

酸双水解酶皆由诱变前的阴性转为诱导后的阳性。０１号和７１

号菌株由诱变前、后的生化反应改变完全一致，即尿素酶由阴
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性转为阳性，Ｄ海藻糖、Ｄ核糖、β葡萄糖醛酸酶均由阳性转为

阴性。６９号菌、５６号菌对杆菌肽由原敏感经诱变后转为耐受，

其他４株菌诱变前后均为耐受。以上生化反应显示出了这６

株菌在诱导前后有酶与糖类的改变。

２．３　扩增产物分析　０１、５６、５７、６９、７１、１２号这６株菌，经过

ＰＣＲ检测原试验株［ＦＯＸ（Ｒ）］均有犿犲犮犃基因（不含０１号），见

图１（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文附件”）；诱变脱耐

后［ＦＯＸ（Ｓ）］的０１号、５７号未检测到犿犲犮犃 基因。而１２、６９、

５６、７１是菌株诱变后的犿犲犮犃基因电泳带表现非常弱，几乎不

见，见图２（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文附件”）。以

０１号为代表株进行测序，ＰＣＲ扩增产物电泳结果显示见图３

（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文附件”）。

２．４　ＰＣＲ扩增产物测序　０１号扩增产物诱导前细菌扩增出

的特异性条带测序结果与犿犲犮犃基因的序列完全相同，从而证

实诱导前细菌中有犿犲犮犃基因；０１号诱导后细菌扩增出的条带

测序结果与溶血性葡萄球菌（犛狋犪狆犺狔犾狅犮狅犮犮狌狊犺犪犲犿狅犾狔狋犻犮狌狊）

ＪＣＳＣ１４３５一段基因序列部分相似（证实了０１号溶血性葡萄球

菌诱变前后的同源性）；诱导后未见犿犲犮犃基因，而扩增出一条

比预期相对分子质量偏大的非特异性产物。这表明诱导后

犿犲犮犃基因出现丢失现象。

３　讨　　论

ＭＲＳＡ的耐药机理：（１）主要是犿犲犮犃 基因编码的低亲和

力的青霉素结合蛋白（ＰＢＰ２ａ）的耐药性，为染色体ＤＮＡ介导

的固有耐药性；（２）属获得性耐药，由于质粒介导产生的β内酰

胺酶。来源于ＤＮＡ的转导、转化、或其他类型的 ＤＮＡ的插

入［５］。目前国内外均有对 ＭＲＳＡ脱耐的研究。王慧等
［６］以聚

乙烯亚胺（ＰＥＩ）为载体，将硫代寡聚脱氧核苷酸（ＰＳＯＤＮｓ）转

导至 ＭＲＳＡ体内，研究结果表明，ＰＳＯＤＮｓ可部分逆转 ＭＲ

ＳＡ对β内酰胺类抗菌药物的耐药性。宦梦蕾等
［７］研究采用薄

膜分散冻干法制备反义寡核苷酸阴离子脂质体，证实反义寡核

苷酸脂质体能逆转ＭＲＳＡ的耐药性，且效果明显优于单用ＰＳ

ＯＤＮｓ。Ｋｌｉｔｇａａｒｄ等
［８］用硫利达嗪作用于 ＭＲＳＡ，使ｌａＺ表达

水平降低，进而降低ＰＢＰ２ａ的水平。Ｌｅｍａｉｒｅ等
［９］研究发现酸

性条件能恢复 ＭＲＳＡ对β内酰胺类抗菌药物的敏感性。

本研究通过对临床分离的５３株 ＭＲＳ在无菌盐水与普通

营养肉汤稀释后的液体培基中，连续传代培养，有６株ＭＲＳ脱

耐逆转为 ＭＳＳ，提示改变营养条件：（１）可以使 ＭＲＳＡ逆转为

ＭＳＳＡ，也可使 ＭＲＣＮＳ逆转。（２）经过ＰＣＲ检测原５３株试验

菌均有犿犲犮犃基因，而逆转成功后的６株菌，有两株未检测到

犿犲犮犃基因；另４株菌的犿犲犮犃基因电泳带表现非常弱，几乎不

见。这说明脱耐诱变株的犿犲犮犃基因确实发生了改变。（３）５３

株试验菌仅６株诱变成功，且犿犲犮犃基因表达程度不一。这可

以说明葡萄球菌 犿犲犮犃 基因表达的不均一性，同时也说明

ＭＲＳ菌株在基因组学上明显存在差异，与文献［１０］报道相似。

综合以上情况，值得探讨的是：（１）ＭＲＳ逆转成功的６株

菌 ＭＩＣ值的改变，仅是耐药表型发生了改变，还是使其耐药机

制发生了改变？（２）犿犲犮犃基因的改变是丢失、脱落、或是隐藏？

还只仅是表达下降？（３）曾有学者提出
［１０］，若改善培养条件

犿犲犮犃基因表达水平提高，原来敏感的菌株重新鉴定为耐药株。

作者制备的营养条件恰恰是让原来耐药的菌株重新诱变为敏

感株。微生物的致病能力与生物体的毒素因子和宿主的营养

条件关系密切。犿犲犮犃基因和细菌染色体上的一些辅助基因和

调控基因共同作用下，影响细菌细胞壁合成，使细胞表现出异

质性耐药。犿犲犮犃基因的表达受多种因素的影响
［１１］。作者认

为，低劣的营养环境能阻碍ＰＢＰ２ａ产生，破坏细菌细胞壁及某

些酶的合成；对黏附因子、毒素因子以及细菌生物膜的形成都

有一定的遏制作用。本研究发现不同营养条件可以影响犿犲犮犃

基因的表达，引起了抗菌药物与某些生化反应的改变，究竟与

某种辅助基因（如ｆｅｍＡＢＸ新家族成员或是新的调控基因

ｏｒｆ１、ｏｒｆ２、ｏｒｆｘ）中 ＤＮＡ片段基因的转导、转化，或其他类型

ＤＮＡ的插入有无直接关系
［１０］？（４）０１号诱导后扩增出一条比

预期相对分子质量偏大的非特异性产物又为何物？是否为与

ＰＢＰｓ无关的新作用靶位？它在 ＭＲＳ的耐药与敏感中起什么

作用？这都是值得继续研究与探讨的课题。作者希望本研究

能为今后 ＭＲＳ感染的临床医学、预防医学提供一定依据。
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