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耐甲氧西林金黄色葡萄球菌耐药性及ＳＣＣｍｅｃ基因分型研究
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　　摘　要：目的　了解大连地区耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（ＭＲＳＡ）的耐药性及其葡萄球菌盒染色体ＳＣＣｍｅｃ的基因型特点。

方法　采用纸片扩散法检测 ＭＲＳＡ对抗菌药物的耐药性；聚合酶链反应（ＰＣＲ）对ＳＣＣｍｅｃ进行基因分型。结果　分离出的３８

株 ＭＲＳＡ菌株均具有多重耐药性，但对万古霉素和氯霉素较为敏感。ＳＣＣｍｅｃ基因型以Ⅱ型最为常见，占８６．８４％；其次为Ⅲ型，

占１０．５３％；未定型的占２．６％。结论　大连地区分离出的 ＭＲＳＡ具有多重耐药的特征，ＳＣＣｍｅｃ基因型以Ⅱ型为主。
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　　自第１例耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（ＭＲＳＡ）被报道以

来，其检出率逐年上升，已成为导致医院或社区获得性感染的

重要病原菌之一，也是临床抗感染治疗的难题之一，分离率约

占葡萄球菌４０％～７０％，已引起全世界重视
［１］。ＭＲＳＡ获得

了编码青霉素结合蛋白２α的外源性甲氧西林决定子基因

（ｍｅｃＡ），ＭＲＳＡ的耐药基因位于ＳＣＣｍｅｃ基因盒上，同时ＳＣ

Ｃｍｅｃ还可以整合除ｍｅｃ基因以外的许多耐药基因，从而造成

对所有β内酰胺类药物耐药
［２］。ＳＣＣｍｅｃ是一种可移动的遗

传元件，该元件还携带除ｍｅｃＡ基因外的其他抗菌药物耐药基

因，造成多重耐药。目前常见的类型有ＳＣＣｍｅｃⅠ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ

ａ、Ⅳｂ、Ⅳｃ、Ⅳｄ及Ⅴ８种分型，此外国内外也报道过其他不常

见的分型及新的分型。其中ＳＣＣｍｅｃⅠ、Ⅱ、Ⅲ型主要存在于

医院获得性 ＭＲＳＡ（ＨＡＭＲＳＡ）中，此类菌株中 ｍｅｃＡ复合体

的下游带有多个质粒及转座子。ＳＣＣｍｅｃⅣ型和ＳＣＣｍｅｃⅤ型

通常存在于社区获得性 ＭＲＳＡ（ＣＡＭＲＳＡ）和非多重耐药

ＭＲＳＡ菌株中，其分子较小，除 ｍｅｃＡ外几乎不携带其他多重

耐药基因，易移动并通过质粒或噬菌体传播至不同遗传背景的

葡萄球菌中，容易在人群中传播和定植［３５］。ＭＲＳＡ流行病学

发生了很大变化，出现了另一类导致人类严重感染的牲畜相关

性 ＭＲＳＡ（ＬＡＭＲＳＡ），国内已有多篇文献报道猪源的 ＬＡ

ＭＲＳＡ菌株有Ⅲ型、Ⅳｂ型
［６］。本研究参考了Ｚｈａｎｇ等

［７］方

法，利用多重ＰＣＲ技术对大连地区从食物中毒患者及食品相

关工作人员中分离的 ＭＲＳＡ基因进行分型检测，了解 ＭＲ

ＳＡＳＣＣｍｅｃ基因型在此类人群中的携带情况。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　金黄色葡萄球菌ＡＴＣＣ５１１５３、金黄色葡萄球

菌ＡＴＣＣ２９２１３、３８株金黄色葡萄球菌分离株（分离自大连地

区食物中毒患者及食品相关工作人员）。

１．２　仪器与试剂　主要仪器包括ＰＨＯＥＮＩＸ１００微生物自动

鉴定系统、紫外分光光度计、ＰＣＲ扩增仪、电泳仪，ＵＶＰ凝胶成

像系统。使用的培养基包括营养琼脂、ＭｕｅｌｌｅｒＨｉｎｔｏｎ（ＭＨ）

琼脂，ｂａｉｒｄｐａｒｋｅ（ＢＰ）琼脂、ＴＳＡ琼脂、ＴＳＢ肉汤。抗菌药物

及试剂包括苯唑西林、头孢西丁、氨苄西林、青霉素Ｇ、庆大霉

素、卡那霉素、妥布霉素、红霉素、四环素、环丙沙星、左氧沙星、

诺氟沙星、氯霉素（购自于杭州天和微生物）；ｐｒｅｐｍａｎｕｉｔｒａ细

菌提取试剂（美国 ＡＢ公司）；ＴａｑＤＮＡ聚合酶，ｄＮＴＰｍｉｘｔｕｒｅ，

ＤＮＡｍａｒｋｅｒ，Ｇｏｌｄｖｉｅｗ等购自于大连宝生物公司，ＰＣＲ引物

由大连宝生物公司合成。

１．３　方法

１．３．１　金黄色葡萄球菌鉴定及药敏试验　根据金黄色葡萄球

菌检验ＧＢ／Ｔ４７８９．１０２０１０方法分离鉴定金黄色葡萄球菌，利

用ＰＨＯＥＮＩＸ１００微生物自动鉴定系统鉴定并检测金黄色葡
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萄球菌耐药性，《动物及其制品中细菌耐药性的测定纸片扩散

法》ＳＮ／Ｔ１９４４２００７对菌株的苯唑西林、头孢西丁、氨苄西林、

青霉素Ｇ、庆大霉素、卡那霉素、妥布霉素、红霉素、克林霉素、

四环素、环丙沙星、左氧沙星、诺氟沙星、氯霉素耐药性进行测

定，参照美国临床和实验室标准研究所（ＣＬＳＩ）判定结果，质控

菌株金黄色葡萄球菌ＡＴＣＣ２５９２３。

１．３．２　多重ＰＣＲ方法　按ＧＢ４７８９．１０２０１０方法对金黄色葡

萄球菌进行增菌培养，并培养后的增菌液以ｐｒｅｐｍａｎｕｉｔｒａ细

菌提取方法提取细菌ＤＮＡ，使用紫外分光光度计测定其浓度

和纯度，－２０℃保存。参考文献［７］，设计合成引物见附表１

（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文附件”）。反应条件：

９４℃，４５ｓ，６５℃，４５ｓ，７２℃，９０ｓ，１０个循环；９４℃，４５ｓ，５５

℃，４５ｓ，７２℃，９０ｓ，２５个循环；７２℃，１０ｍｉｎ；４℃保存，反应

体系见附表１。电泳：取ＰＣＲ产物１０μＬ上样，３％琼脂糖电

泳，电压为２００Ｖ，电流１９０ｍＡ，电泳时间为２０ｍｉｎ，电泳结束

后，将胶置于凝胶成像系统下鉴定。

２　结　　果

２．１　３８株 ＭＲＳＡ耐药性检测　对利用微生物自动鉴定系统

鉴定为 ＭＲＳＡ的３８株菌进行纸片扩散法试验，对照ＣＬＳＩ判

定结果。苯唑西林、头孢西丁、氨苄西林、青霉素Ｇ、红霉素、克

林霉素、四环素耐药率为１００％（３８／３８），对庆大霉素耐药率为

７１．０５％（２７／３８），对卡那霉素耐药率为８１．５８％（３１／３８），妥布

霉素７８．９５％（３０／３８），对环丙沙星的耐药率为９７．３７％（３７／

３８），对氯霉素的耐药率为６０．５３％（２３／３８），对万古霉素均敏

感。且全部３８株 ＭＲＳＡ均为多重耐药菌株。

２．２　ＳＣＣｍｅｃ基因分型　通过对３８株 ＭＲＳＡ进行ＰＣＲ扩增

后，并进行琼脂糖凝胶电泳检测，部分结果见附图１（见《国际

检验医学杂志》网站主页“论文附件”），３８株菌均出现１４７ｂｐ

条带，均检出ｍｅｃＡ基因；其中３３株菌出现３９８ｂｐ条带，为Ⅱ

型菌株，占全部菌株的８６．８４％；４株出现２８０ｂｐ条带，为Ⅲ型

菌株，占全部菌株的１０．５３％；另有一株 ＭＲＳＡ只检出 ｍｅｃＡ

基因，未检出ＳＣＣｍｅｃ分型基因，其可能是其他不常见分型或

新分型，待进一步研究。

２．３　ＳＣＣｍｅｃ基因型及其耐药率　ＳＣＣｍｅｃⅡ型 ＭＲＳＡ对苯唑

西林、头孢西丁、氨苄西林、青霉素Ｇ、红霉素、克林霉素、四环

素、左氟沙星、诺氟沙星的耐药率为１００％，对环丙沙星的耐药

率较高，氨基糖苷类抗菌药物庆大霉素、卡那霉素、妥布霉素的

耐药率次之，对氯霉素的耐药率为６１．７６％，而对万古霉素均敏

感。Ⅲ型 ＭＲＳＡ苯唑西林、头孢西丁、氨苄西林、青霉素Ｇ、红霉

素、克林霉素、四环素、左氟沙星、诺氟沙星、卡那霉素、妥布霉

素耐药率为１００％，对庆大霉素、氯霉素有敏感菌株，对万古霉

素均敏感。而未分型菌株仅对氯霉素、万古霉素敏感，见表１。

表１　　ＭＲＳＡ的ＳＣＣｍｅｃ基因型及其耐药率

抗菌药物

Ⅱ型（狀＝３３）

耐药菌株

（狀）

耐药率

（％）

Ⅲ型（狀＝４）

耐药菌株

（狀）

耐药率

（％）

未分型（狀＝１）

耐药菌株

（狀）

耐药率

（％）

苯唑西林 ３３ １００．００ ４ １００．００ １ １００．００

头孢西丁 ３３ １００．００ ４ １００．００ １ １００．００

氨苄西林 ３３ １００．００ ４ １００．００ １ １００．００

青霉素Ｇ ３３ １００．００ ４ １００．００ １ １００．００

续表１　　ＭＲＳＡ的ＳＣＣｍｅｃ基因型及其耐药率

抗菌药物

Ⅱ型（狀＝３３）

耐药菌株

（狀）

耐药率

（％）

Ⅲ型（狀＝４）

耐药菌株

（狀）

耐药率

（％）

未分型（狀＝１）

耐药菌株

（狀）

耐药率

（％）

庆大霉素 ２３ ６７．６５ ３ ７５．００ １ １００．００

卡那霉素 ２６ ７６．４７ ４ １００．００ １ １００．００

妥布霉素 ３０ ８８．２３ ４ １００．００ １ １００．００

红霉素 ３３ １００．００ ４ １００．００ １ １００．００

克林霉素 ３３ １００．００ ４ １００．００ １ １００．００

四环素 ３３ １００．００ ４ １００．００ １ １００．００

环丙沙星 ３２ ９４．１１ ４ １００．００ １ １００．００

左氧氟沙星 ３３ １００．００ ４ １００．００ １ １００．００

诺氟沙星 ３３ １００．００ ４ １００．００ １ １００．００

氯霉素 ２１ ６１．７６ ２ ５０．００ ０ ０．００

万古霉素 ０ ０．００ ０ ０．００ ０ ０．００

３　讨　　论

目前，ＭＲＳＡ 常用的基因分型方法有ＳＣＣｍｅｃ、ＭＬＳＴ、

Ｓｐａ、ａｇｒ分型和ＰＦＧＥ等，其中ＳＣＣｍｅｃ分型的优点为快速、精

确、灵敏度高，ＳＣＣｍｅｃ是 ＭＲＳＡ菌株中携带的 ｍｅｃ基因的一

段超过３００００ｂｐ的染色体ＤＮＡ片段，其类似于毒力岛，但更

易携带抗菌药物耐药基因，除携带 ｍｅｃ基因复合物外，还携带

转座子和整合的质粒（含各种对非β内酰胺类抗菌药物耐药的

基因），因此，ＳＣＣｍｅｃ可被认为是一种类似于毒力岛结构的抗

菌药物耐药岛［８］。

ＳＣＣｍｅｃ基因分型方法是根据ＳＣＣｍｅｃ内部基因结构组

成的不同分型，ＳＣＣｍｅｃ主要由ｍｅｃ基因复合体和ｃｃｒ基因复

合体组成。ｍｅｃ基因复合体是由编码对β内酰胺类抗菌药物

的ｍｅｃＡ基因及诱导调节的 ｍｅｃⅠｍｅｃＲ１基因组成，分为 Ａ、

Ｂ、Ｃ、Ｄ四种类型。ｃｃｒ基因复合体是由ｃｃｒＡ、ｃｃｒＢ基因及邻近

的开放读码框架组成，其功能与ＳＣＣｍｅｃ的移动、ＳＣＣｍｅｃ准

确的整合到染色体上并从染色体上分离有关，据 ｍｅｃ基因复

合体和ｃｃｒ基因复合体组成的不同
［９］。

ＳＣＣｍｅｃ根据发现时间的先后，分为Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ和Ⅴ５

种类型和多种亚型，１９６１年第一株临床分离获得的Ⅰ型ＳＣＣ

ｍｅｃＭＲＳＡ菌株，ＳＣＣｍｅｃⅠ型基因主要由Ｂ型 ｍｅｃ基因复合

体和ｃｃｒ１基因复合体组成
［１０］；１９８２年在日本分离出Ⅱ型ＳＣ

ＣｍｅｃＭＲＳＡ菌株，ＳＣＣｍｅｃⅡ型基因主要由 Ａ型 ｍｅｃ基因复

合体和ｃｃｒ２基因复合体组成
［１１］；ＳＣＣｍｅｃⅢ型基因主要是由Ａ

型ｍｅｃ基因复合体和ｃｃｒ３基因复合体组成，Ⅲ型ＳＣＣｍｅｃ主

要编码四环素、红霉素和镉耐药，携带多个耐药基因，在各种

ＳＣＣｍｅｃ中是最大的；ＳＣＣⅣ型主要是由Ｂ型 ｍｅｃ复合体和

ｃｃｒ２基因复合体组成，Ⅳ型菌株于２０００年在社区感染的

ＭＲＡＳ菌株首次发现，Ⅳ型ＳＣＣｍｅｃ是各种ＳＣＣｍｅｃ中最小

的，因此移动性强，更易转移至不同遗传背景的葡萄球菌中；Ⅴ

型ＳＣＣｍｅｃⅤ型主要是由Ｃ型ｍｅｃ复合体和ｃｃｒ５基因复合体

组成，除了携带 ｍｅｃＡ以外不携带其他任何抗菌药物耐药基

因，最早是在澳大利亚的一株社区获得的 ＭＲＳＡ中发现，与Ⅳ

型不同的是它携带一套编码限制修饰系统的外源基因［１２］。

由于不同地区 ＭＲＳＡ 菌株的来源背景不同，其流行的
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ＳＣＣｍｅｃ基因型也不同，亚洲地区大部分国家以ＳＣＣｍｅｃⅢ型

为主，日本和韩国以ＳＣＣｍｅｃⅡ型 ＭＲＳＡ为主
［１３］，而欧美地区

的流行株与亚洲不同，以Ⅰ、Ⅲ型两种基因型为主
［１４１５］，挪威

ＭＲＳＡ的主要流行株为ＳＣＣｍｅｃⅢ型
［１６］，荷兰 ＭＲＳＡ的流行

株主要为ＳＣＣｍｅｃⅣ和ＳＣＣｍｅｃⅤ型
［１７］，阿根廷和加拿大地区

的流行株均为ＳＣＣｍｅｃⅡ型
［１８，７］，我国大部分地区均以ＳＣＣ

ｍｅｃⅢ型为主
［２，８，１９２０］，ＳＣＣｍｅｃ基因分型与细菌耐药性关系密

切，Ⅰ型ＳＣＣｍｅｃ携带耐药基因较少，一般仅对β内酰胺类的

抗菌药物耐药，Ⅱ、Ⅲ两型基因盒较大，携带多种耐药基因，Ⅱ

型 ＭＲＳＡ菌株ＳＣＣｍｅｃ基因盒存在携带氨基糖苷类耐药基因

的ＰＵＢ１１０质粒和携带红霉素耐药基因的Ｔｎ５５４转座子，Ⅲ

型菌株具 ＭＲＳＡ 有携带四环素耐药基因的 ＰＴ１８１质粒和

Ｔｎ５５４转座子，因此，除对β内酰胺类抗菌药物耐药外，Ⅱ型、

Ⅲ型还对氨基糖苷类、四环素类和大环内酯类抗菌药物耐药性

较高，仅对糖肽类抗菌药物敏感［９，２１２２］。而多来自社区感染的

ＭＲＳＡ菌株多为Ⅳ、Ⅴ型，除携带ｍｅｃＡ基因外，整合的其他耐

药基因较少，多重耐药菌株的发生率较低，但因片段小而轻便，

与ＳＣＣｍｅｃⅠ、Ⅱ、Ⅲ型相比更易在葡萄球菌之间传播。

本研究针对大连地区的 ＭＲＳＡ分离进行ＳＣＣｍｅｃ分型研

究，全部３８株 ＭＲＳＡ以ＳＣＣｍｅｃⅡ型为主，Ⅲ型较少，另有一

株未分型菌株，与国内其他地区的流行类型不同，这可能由于

大连地区在地里位置上离日韩地区比较近，因此流行的主要类

型比较相似。将ＳＣＣｍｅｃ分型与 ＭＲＳＡ菌株耐药表型比较发

现，此３８株 ＭＲＳＡ 均为多重耐药菌株，其中 ＳＣＣｍｅｃⅡ型

ＭＲＳＡ菌株均对红霉素耐药，与其整合的耐药基因相符，而对

氨基糖苷类庆大霉素、卡那霉素、妥布霉素三种抗菌药物耐药

率为６７．６５％、７６．４７％、８８．２３％，可能由于部分菌株携带氨基

糖苷类耐药基因，但并未表达出耐药表型，尚需检测相应氨基

糖苷类耐药基因做进一步研究。而ＳＣＣｍｅｃⅢ型 ＭＲＳＡ菌株

均对四环素耐药，这与其携带的耐药基因相符。
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