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　　摘　要：目的　分析临床分离表皮葡萄球菌犻犮犪犃、犪犪狆、犪狋犾犈、狊犪狉犃基因与生物膜表型的关系。方法　收集临床分离的表皮葡

萄球菌７８株，采用ＰＣＲ法扩增犻犮犪犃、犪犪狆、犪狋犾犈、狊犪狉犃基因，组织细胞培养板黏附法检测生物膜表型，χ
２ 检验分析上述基因与生物

膜表型的关系，Ｗｉｌｃｏｘｏｎ符号秩检验分别分析犻犮犪犃＋菌及犻犮犪犃－菌在胰酶大豆肉汤（ＴＳＢ）与ＴＳＢ＋３％氯化钠中生物膜表型光密

度（犗犇）值的差异。结果　７８株表皮葡萄球菌犻犮犪犃、犪犪狆、犪狋犾犈、狊犪狉犃基因阳性率分别为２４．４％（１９／７８）、７９．５％（６２／７８）、７３．８％

（５７／７８）、８２．１％（６４／７８）。产生物膜株阳性率为５１．３％（４０／７８），其中高产生物膜１６株，均携带犻犮犪犃基因；弱产生物膜２４株。经

统计学分析，上述基因与生物膜表型之间有相关性，犻犮犪犃基因与高产生物膜表型有相关性。犻犮犪犃＋菌及犻犮犪犃－菌在ＴＳＢ与ＴＳＢ＋

３％氯化钠中生物膜犗犇值的差异有统计学意义（犘＜０．０５）。结论　表皮葡萄球菌生物膜表型涉及多种因子参与，而犻犮犪犃基因有

助于高产生物膜表型形成。环境因素也可影响表皮葡萄球菌生物膜表型。
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　　由于各种侵入性诊疗措施的广泛应用，表皮葡萄球菌已成

为医院感染的重要病原菌，其主要致病机制是在留置体内的生

物材料表面形成生物膜，不仅干预机体的免疫应答，亦使细菌

对抗菌药物的耐药性增强，导致生物膜中的细菌难以根除，使

得临床治疗较为困难。表皮葡萄球菌生物膜形成包括其黏附

到生物材料表面至形成成熟生物膜。目前实验室研究中涉及

初期重要的黏附基因为自溶素（犪狋犾犈）基因。细菌初始附着于

生物材料表面后，生物膜的形成与介导细菌聚集的特异分子密

切相关。细胞间多糖黏附素（ＰＩＡ）是介导细菌聚集的主要物

质，由犻犮犪操纵子编码的ＰＩＡ合成酶合成。此外，由犪犪狆基因

编码的聚集相关蛋白（Ａａｐ）参与细菌聚集，调节基因狊犪狉犃 表

达及环境因素也可影响生物膜形成。了解这些基因在临床分

离表皮葡萄球菌中分布，分析其与生物膜表型的关系，为预防、

治疗表皮葡萄球菌生物材料相关感染的研究提供帮助。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　收集华中科技大学同济医学院附属同济医院

７８株非重复分离的表皮葡萄球菌，均采用 Ｖｉｔｅｋ２全自动微生

物鉴定仪鉴定。

１．２　仪器与试剂　酶标仪、ＰＣＲ扩增仪、凝胶成像系统为美

国ＢｉｏＲａｄ公司产品，电泳仪为上海康达公司产品，紫外分析仪

为上海天能科技公司产品。胰酶大豆肉汤（ＴＳＢ）购自英国

Ｏｘｏｉｄ公司，９６孔平底细胞培养板购自德国 Ｇｒｅｉｎｅｒ公司，细

菌ＤＮＡ提取试剂盒购自北京天根生化科技有限公司，ＰＣＲ试

剂购自上海生工生物工程有限公司，ＧｅｌＲｅｄ核酸染料购自美

国Ｂｉｏｔｉｕｍ公司。

１．３　生物膜黏附法　参考文献［１２］的方法略作修改。挑取

血平皿中新鲜菌落于５ｍＬＴＳＢ中３７℃温箱过夜培养，将菌

液按１∶１００加至新鲜的ＴＳＢ、ＴＳＢ＋３％氯化钠中混匀，分别
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吸取２００μＬ稀释菌液加入９６孔平底细胞培养板中，平行做４

孔。温箱３７℃孵育１８ｈ，弃去孔内菌液，ｐＨ７．２的ＰＢＳ洗涤４

次。置烤箱６０℃干燥１ｈ后，０．４％结晶紫溶液染色５ｍｉｎ，自

来水洗去过量染液，置温箱３７℃干燥３０ｍｉｎ。酶标仪５７０ｎｍ

波长处检测各孔光密度（ＯＤ）值。ＡＴＣＣ１２２２８为生物膜阴性

对照株，未加菌液的ＴＳＢ作空白对照。检测结果划分标准为：

取４个重复孔平均ＯＤ＜０．３为生物膜阴性株，０．３≤ＯＤ＜１．０

为弱产生物膜株，ＯＤ≥１．０为高产生物膜株
［２］。

１．４　ＤＮＡ 提取及目的基因 ＰＣＲ扩增　按照细菌基因组

ＤＮＡ提取试剂盒说明书抽提 ＤＮＡ。用提取的 ＤＮＡ作为模

板，扩增犻犮犪犃、犪犪狆、犪狋犾犈 和狊犪狉犃。每个基因重复扩增３次。

ＰＣＲ所用引物及扩增片断长度见表１。引物序列由北京奥科

生物技术有限公司合成。２０μＬＰＣＲ反应体系：ｄＮＴＰ Ｍｉｘ

０．３μＬ，１０×ｂｕｆｆｅｒ２μＬ，ＭｇＣｌ２１．２μＬ，引物各１μＬ，犜犪狇

ＤＮＡ聚合酶０．３μＬ，模板ＤＮＡ２μＬ，ｄｄＨ２Ｏ１２．２μＬ。ＰＣＲ

扩增条件：９５℃变性１５０ｓ，犻犮犪犃及犵狔狉犅５０℃退火３０ｓ，７２℃

延伸９０ｓ；犪犪狆和犪狋犾犈５５℃退火６０ｓ，７２℃延伸９０ｓ；狊犪狉犃５５

℃退火３０ｓ，７２℃延伸６０ｓ，３０个循环后７２℃延伸５ｍｉｎ。５

μＬＰＣＲ产物与１μＬ上样缓冲液混匀后加到１．５％琼脂糖凝

胶中，１００Ｖ电压电泳４０ｍｉｎ，紫外灯下观察结果，凝胶成像系

统上拍照保存。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行数据分析。

各组总体生物膜犗犇值采用犕（犘２５～犘７５）表示。目的基因在

生物膜表型各组的分布比较采用χ
２ 检验，犻犮犪犃＋菌及犻犮犪犃－菌

的ＴＳＢ与ＴＳＢ＋３％氯化钠中生物膜表型犗犇 值的差异比较

采用 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ符号秩检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　目的基因ＰＣＲ及生物膜表型检测结果　７８株表皮葡萄

球菌各基因扩增结果：犻犮犪犃＋菌１９株（２４．４％），犪狋犾犈＋菌５７株

（７１．８％）、犪犪狆
＋ 菌６２株（７９．５％）、狊犪狉犃＋ 菌６４株（８２．１％）。

黏附法检出生物膜阳性４０株，阳性率５１．３％（４０／７８）。其中

高产生物膜１６株，弱产生物膜２４株，详见表２。

表１　　ＰＣＲ引物序列及扩增片断长度

目的基因 引物 引物序列（５′～３′）
产物长度

（ｂｐ）

犻犮犪犃 犻犮犪犃Ｆ ＧＡＣＣＴＣＧＡＡＧＴＣＡＡＴＡＧＡＧＧＴ ８１４

犻犮犪犃Ｒ ＣＣＣＡＧＴＡＴＡ ＡＣＧＴＴＧＧＡＴＡＣＣ

犪狋犾犈 犪狋犾犈Ｆ ＣＡＡＣＴＧＣＴＣＡＡＣＣＧＡＧＡＡＣＡ ６８２

犪狋犾犈Ｒ ＴＴＴＧＴＡＧＡＴＧＴＴＧＴＧＣＣＣＣＡ

犪犪狆 犪犪狆Ｆ ＡＴＡ ＣＡＡＣＴＧＧＴＧＣＡＧＡＴＧＧＴＴＧ ３００

犪犪狆Ｒ ＡＴＡ ＧＣＣＧＴＣＣＡＡＧＴＴＴＴＡＣＣＡＧ

狊犪狉犃 狊犪狉犃Ｆ
ＡＡＡＡＧＡＴＧＧＧＴＴＴＴＡ ＡＧＡ ＴＴＴ

ＡＴＧＧＡ
３１３

狊犪狉犃Ｒ ＣＴＧＴＣＡＧＣＡＴＡＡＧＴＧＡＣＣＡＴＡ ＧＣ

２．２　目的基因分布与生物膜表型关系　１９株犻犮犪犃
＋菌株中，

３株为弱产生物膜表型，１６株为高产生物膜表型。５９株

犻犮犪犃－菌株中，２１株为弱产生物膜表型，未检出高产生物膜株。

对高产生物膜组与弱产生物膜组犻犮犪犃基因分布进行检验，差

异有统计学意义（χ
２＝２９．４７４，犘＜０．０５），表明犻犮犪犃基因与高

产生物膜表型有相关性，弱产生物膜组生物膜表型由犻犮犪犃以

外其他基因介导。犪狋犾犈、犪犪狆、狊犪狉犃 基因与犪狋犾犈／犪犪狆／狊犪狉犃 同

为阳性在生物膜阳性组与生物膜阴性组之间分布差异均有统

计学意义（犘＝０．０００），见表２。

表２　　７８株表皮葡萄球菌目的基因及生物膜表型检测结果（狀）

组别 狀
犻犮犪犃

＋ －

犪狋犾犈

＋ －

犪犪狆

＋ －

狊犪狉犃

＋ －

犪狋犾犈／犪犪狆／狊犪狉犃

＋ －

生物膜阳性组 ４０ １９ ０ ３７ ３ ４０ ０ ３９ １ ３７ ３

　高产生物膜组 １６ １６ ０ １６ ０ １６ ０ １６ ０ １６ ０

　弱产生物膜组 ２４ ３Δ ２１ ２１ ３ ２４ ０ ２３ １ ２１ ３

生物膜阴性组 ３８ ０ ３８ ２０ １９ ２２＃ １６ ２５▲ １３ １２! ２６

　　Δ：χ
２＝２９．４７４，犘＜０．０５，与高产生物膜组比较；：χ

２＝１６．６９７，犘＝０．０００；＃：χ
２＝２１．１８８，犘＝０．０００；▲：χ

２＝１４．７９７，犘＝０．０００；!：χ
２＝

３０．９６６，犘＝０．０００，与生物膜阳性组比较。

２．３　４０株生物膜表型阳性菌在 ＴＳＢ与 ＴＳＢ＋３％氯化钠中

检测结果　将４０株生物膜阳性株分为犻犮犪犃
＋组与犻犮犪犃－组，

分别对其在ＴＳＢ与ＴＳＢ＋３％氯化钠这２种培养基中测得的

生物膜ＯＤ值进行 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ符号秩检验，差异有统计学意义

（犘＜０．０５），见表３。结果表明，３％氯化钠可诱导或增强

犻犮犪犃＋菌生物膜形成，而减弱犻犮犪犃－菌生物膜形成能力。

表３　４０株生物膜阳性菌在２种培养基中ＯＤ值

　　　　检测结果［犕（犘２５～犘７５）］

细菌 狀 ＴＳＢ ＴＳＢ＋３％氯化钠

犻犮犪犃＋菌 １９ ０．９４２（０．３３４～１．５７４） ２．１１４（１．６８５～２．７７２）

犻犮犪犃－菌 ２１ ０．３６１（０．３１１～０．４２３） ０．２５５（０．１５４～０．３３４）

３　讨　　论

现代医学的发展与各种生物医疗器械的临床广泛应用联

系紧密。全世界每年有数百万患者因植入医疗装置而引起生

物膜相关感染。表皮葡萄球菌由于在植入设备表面能形成生

物膜，成为引起此类感染比较常见的细菌。

表皮葡萄球菌生物膜的形成一般分为２个阶段：黏附和聚

集。生物膜形成过程中，细菌对生物材料的初始黏附性降低可

导致其无法形成生物膜。犪狋犾犈有利于表皮葡萄球菌生物膜形

成，可通过释放胞外ＤＮＡ介导生物膜形成的初始黏附。本研

究中犪狋犾犈检出率为７１．８％，表明其在临床分离表皮葡萄球菌

中分布很广泛。国内外文献报道的检出率不等（５８％ ～

１００％）
［３５］，这种差异可能与引物设计、ＤＮＡ提取质量及表皮

葡萄球菌的鉴定相关。本实验结果显示，犪狋犾犈基因与表皮葡

·８８３１· 国际检验医学杂志２０１４年６月第３５卷第１１期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊｕｎｅ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１１



萄球菌生物膜表型具有相关性，与国内的韩乾国等［３］、李燕

等［４］的报道不一致，可能与研究中使用的黏附材料及犪狋犾犈基

因表达受环境因素影响有关。实验中４０株生物膜阳性株除了

３株犪狋犾犈－外，其余均携带此基因。有２株犻犮犪犃＋菌株在ＴＳＢ

和ＴＳＢ＋３％氯化钠中都未形成强产生物膜株，１株犪狋犾犈－，１

株犪狋犾犈和狊犪狉犃 都为阴性，一方面犪狋犾犈阴性，可能导致细菌初

始黏附性降低而致生物膜形成能力下降，另一方面可能与

犻犮犪犃低水平转录有关。

ＰＩＡ是表皮葡萄球菌生物膜的主要基质组分，与其致病性

相关。ＰＩＡ为β１，６连接２脱氧２氨基Ｄ吡喃型葡萄糖聚合

物，由犻犮犪犃犇犅犆合成，主要介导生物膜中细菌聚集。犻犮犪犃 的

检出率为２４．４％，低于多数报道（２７．４％～９０％）
［１５］，可能与

标本取材有关。本研究中大多数菌株来自血液标本，并非导

管，有污染可能，因而检出率低。实验结果表明犻犮犪犃是介导表

皮葡萄球菌高产生物膜表型的主要基因，与 Ｒｏｈｄｅ等
［６］研究

结果一致。

Ａａｐ蛋白有利于表皮葡萄球菌生物膜形成，不仅促进细菌

黏附至皮肤表面，也介导细菌聚集［７８］。Ａａｐ蛋白的相对分子

质量为２２０×１０３，当被葡萄球菌或宿主的蛋白酶水解为１４０×

１０３ 蛋白质后，可促进生物膜形成；Ａａｐ蛋白缺失的表皮葡萄

球菌聚集受到影响，不能形成生物膜。Ａａｐ蛋白与ＰＩＡ共同

介导生物膜聚集，也可不依赖于ＰＩＡ介导细菌聚集和生物膜

形成［９］，其高水平转录及表达是非ＰＩＡ介导的生物膜表型的

主要原因。本研究结果也提示，临床分离表皮葡萄球菌犪犪狆

基因分布与表皮葡萄球菌生物膜形成有相关性。特别是２１株

犻犮犪犃－／犪犪狆
＋菌在ＴＳＢ中培养表现为弱产生物膜株，其生物膜

形成中细菌聚集可能与 Ａａｐ蛋白表达有关，但这种聚集能力

在无ＰＩＡ合成时表现较弱。

狊犪狉犃是葡萄球菌的重要调控基因，其表达的蛋白狊犪狉犃调

控ＰＩＡ及其他毒力因子的表达。凝胶迁移率变动实验表明，

狊犪狉犃与犻犮犪犃 的启动子区域具有高度亲合力，能直接激活犻犮犪犃

表达从而促进生物膜形成。狊犪狉犃与表皮葡萄球菌生物膜表型

的相关性在本实验结果中也得到体现。表皮葡萄球菌生物膜

形成也受许多环境因素影响。数据显示，添加３％氯化钠的

ＴＳＢ可诱导或增强犻犮犪犃＋菌生物膜形成，却可减弱犻犮犪犃－菌生

物膜形成能力，提示环境因素对ＰＩＡ及非ＰＩＡ介导生物膜形

成皆有影响，可能通过狊犪狉犃 等调控基因表达影响生物膜形

成［１０］。尽管１９株犻犮犪犃＋菌和２１株犻犮犪犃－菌在ＴＳＢ及ＴＳＢ＋

３％氯化钠中生物膜形成能力有差异，由于仅采用３％氯化钠

作为诱导，而糖、乙醇、亚抑制浓度抗菌药物等［２，１１１２］也可影响

生物膜形成，其对犻犮犪犃＋菌和犻犮犪犃－菌作用的不同效果的机制

有待深入研究。

表皮葡萄球菌生物膜表型涉及多种因子参与，形成过程复

杂，影响因素众多。本实验结果显示犻犮犪犃、犪狋犾犈、犪犪狆和狊犪狉犃

基因与表皮葡萄球菌生物膜表型具有相关性，但非一一对应，

一方面可能与这些基因的表达水平相关，本实验菌株在不同环

境中的生物膜表型差异可说明这一点；另一方面有些基因可能

是生物膜形成的影响因子之一，而非决定基因。除犻犮犪犃基因

介导高产生物膜表型外，亦有其他基因介导的弱产生物膜表

型。就表皮葡萄球菌致病性而言，生物膜检测意义可能较犻犮犪

基因检测更重要，虽然犻犮犪犃＋菌的生物膜形成能力更强，但也

受环境因素诱导，可能使得临床冶疗更加棘手。
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