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  摘 要:耐甲氧西林金黄色葡萄球菌(MRSA)的广泛传播已成为全球重要的公共卫生问题,但研究其传播

的传统方法在分辨能力、信息量和时效性等多个方面稍显不足。随着科学技术的发展,全基因组测序技术

(WGS)已成为分析追踪和溯源 MRSA感染暴发、流行的重要手段。WGS可以有效整合利用 MRSA的全基因

组信息,具有很高的分辨率和强大的信息量,在进行菌株充分分型的基础上,能更精确地判断 MRSA同源性的

远近,分辨不同的进化传播路线,这对细菌感染预防控制工作有重大意义。
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Abstract:The
 

widespread
 

of
 

methicillin-resistant
 

Staphylococcus
 

aureus
 

(MRSA)
 

has
 

become
 

an
 

impor-
tant

 

public
 

health
 

problem
 

in
 

the
 

world,but
 

the
 

conventional
 

methods
 

to
 

study
 

the
 

spread
 

of
 

MRSA
 

are
 

inade-
quate

 

in
 

many
 

aspects,such
 

as
 

the
 

discernibility,amount
 

of
 

information,time-validity.With
 

the
 

development
 

of
 

science
 

and
 

technology,the
 

whole-genome
 

sequencing
 

(WGS)
 

has
 

become
 

an
 

important
 

means
 

to
 

analyze
 

and
 

trace
 

the
 

outbreak
 

of
 

MRSA
 

infection.WGS
 

could
 

effectively
 

integrate
 

and
 

utilize
 

the
 

whole
 

genome
 

infor-
mation

 

of
 

MRSA,with
 

high
 

discernibility
 

and
 

powerful
 

information.On
 

the
 

basis
 

of
 

full
 

typing
 

of
 

strains,it
 

could
 

more
 

accurately
 

judge
 

the
 

distance
 

of
 

MRSA
 

homology
 

and
 

distinguish
 

different
 

evolutionary
 

transmis-
sion

 

routes,which
 

is
 

of
 

great
 

significance
 

to
 

the
 

prevention
 

and
 

control
 

of
 

bacterial
 

infection.
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  耐甲氧西林金黄色葡萄球菌(MRSA)是一种高

致病性革兰阳性菌,常定植在健康人体鼻腔、咽喉、皮
肤等部位[1],当机体免疫力低下时可引起呼吸道、皮
肤软组织、血液及医疗器械相关性感染,是引起医院

和社区感染的重要病原菌之一[2]。MRSA具有多重

耐药性,并且常携带多种毒力因子,由它所致的感染

多呈流行或暴发,治疗困难大,病死率高,增加了社会

经济和医疗负担[2]。因此,快速、可靠地鉴别及追溯

医院和社区 MRSA感染的源头,获得其分子特性,掌
握疾病流行扩散的趋势,对于指导临床治疗和疾病防

控至关重要[2-3]。本文就 MRSA常规分型方法、细菌

全基因组测序(WGS)概述、WGS用于 MRSA流行病

调查实例等方面进行简要综述。

1 MRSA的常规分子分型方法

  目前对 MRSA流行病学的研究主要采用脉冲场

凝胶电泳(PFGE)、多位点序列分型(MLST)、spa分
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型、SCC
 

mec分型等技术[4-6]。PFGE利用限制性内

切酶对细菌染色体DNA片段进行酶切,再将酶切片

段电泳分离,最后对所得酶切图谱进行比对,分析各

菌株间的相关性。MLST通过对 MRSA染色体上的

管家基因进行PCR扩增,并将测序结果与 MLST数

据库进行比对,从而根据碱基序列的差异及等位基因

的不同组合类型分析菌株间的同源性和进化关系[7]。

spa分型通过扩增编码葡萄球菌A蛋白(SPA)基因片

段的X区来对 MRSA进行分型。SCC
 

mec分型则是

利用多重PCR扩增SCC
 

mec元件中的特有序列,与
质控菌株比较得到分型结果[8]。但是,这些传统分子

分型方法都是从细菌DNA片段或特殊位点入手,结
果仅能反映细菌基因组的局部遗传信息,在高度克隆

化的菌株或进行长时间跨度的流行病学研究时分辨

能力有限[9]。此外,这些传统方法在实际操作时不仅

费时,且不能在分型的同时获得耐药基因、毒力基因

等反映致病性的重要信息,故在实际应用中稍显

不足。

2 WGS概述

 下一代测序(NGS)是一种允许数千到数十亿个

DNA片段独立或同时进行高通量、大规模并行测序

的方法[10],近年来NGS的应用已经从研究工具过渡

到诊断方法,并在临床微生物学实验室中的应用越来

越普遍。WGS是最重要的一种NGS技术,已逐渐成

为研究细菌流行病学特征的重要手段[11]。
相较于Sanger测序,WGS不需要针对不同DNA

片段或细菌种属设计特定引物,而是通过大规模随机

序列扩增和实时检测合成信号以获得大量原始数据,
再通过各种生物信息学工具来分析序列数据的质量,
并将未精确排序的原始测序数据转换为完整的基因

组序列信息。尤其是细菌完成图的绘制可以非常清

晰地了解基因组的结构,为研究细菌的功能和进化提

供数据参考[12-13]。此外,WGS不仅可获得纯菌落的

基因组信息,还可获得混合标本的基因组信息,故可

以区分高度相关的谱系,具有其他方法没有的分辨率

和精度。通过 WGS技术,不仅可获得近乎完整的细

菌
 

DNA信息,包括种属、耐药基因和毒力因子的携带

情况、可移动元件等信息,还可对多个细菌间的基因

组信息进行比较,对于耐药菌株的分子流行病学和传

播机制研究至关重要[13]。

WGS在细菌流行病学调查中的应用与生物信息

学技术的发展密不可分[3]。多种生物信息学工具的

开发和成熟使微生物基因组序列分析工作日趋简便。
目前,运用 WGS数据进行菌株分型和溯源主要通过

筛选细菌核心基因组的单核苷酸多态性(SNP)位点

差异,以SNP差异数量的多少反映菌株基因组之间

的差异,进而分析其同源性[12,14-15]。通常暴发流行菌

株基因组之间的差异主要体现在单个碱基的变异,同
源性比较接近,而散发菌株基因组之间差异较大,可
能存在大片段序列的插入或缺失,所以SNP可以准

确衡量菌株之间的差异。因此,在比较基因组SNP
差异前,需要先确定菌株的核心基因组。简而言之,
利用 WGS溯源分析主要步骤包括:(1)获取 WGS原

始序列数据;(2)挑选合适的参考基因组序列;(3)确
定所有基因组序列的核心基因组;(4)用SNP差异构

建系统发生树,找到菌株之间的同源关系等。WGS
应用于感染暴发菌株分析时,可以利用其基因组数据

的强大分辨率和大量菌株信息,在进行充分分型的基

础上对暴发菌株同源性的远近进行精确判断,并分辨

出不同的进化路线,甚至可推算出基因组碱基突变需

花费的时间[6,11]。

3 WGS在 MRSA流行病学调查中的实践应用

  近年来,WGS技术的广泛应用使人们能够对

MRSA的传播模式进行更详细的研究,包括分析过去

无记录的传播和全面、详细的菌株进化过程[16-18]。随

着该技术的日益普及和成本的降低,WGS将不再局

限于科学研究,而将越来越多地应用于常规临床实验

室,为日常医疗和科研工作带来便利。目前,WGS已

经在医院、其他医疗机构和社区的流行病调查中发挥

重要作用,为医院和社区的疾病预防和溯源工作做出

前所未有的贡献。

3.1 医院内 MRSA流行病学调查 新生儿和儿童

免疫系统发育不成熟,一旦感染 MRSA会造成严重

的后果。因此,在新生儿科或儿科,WGS已被用于跟

踪 MRSA的传播和评价早期感染控制措施的效果。

KOSER等[19]利用 WGS证实 MRSA在英国某院婴

儿特护病房内部、产后病房和社区中传播,并证实一

名医务人员携带的 MRSA在病房内的播散使暴发感

染发展为持续感染,同时证明了抗菌药物耐药基因和

耐药表型检测结果之间的一致性。EARLS等[20]利用

WGS证实发生在爱尔兰某院新生儿重症监护病房的

两次 MRSA暴发均由同一个型别且高度克隆的菌株

引起,通过与国际菌株的比较,推断此次暴发菌株很

可能来源于澳大利亚,因为该型别是澳大利亚的流行

克隆菌株类别之一。DURAND等[18]通过 WGS发现

法国两次不同的新生儿 MRSA暴发之间存在的传播

证据,也同时排除了某些型别造成大规模地方性聚集

感染的可能性,由此说明 WGS具有足够分辨力来证

实或排除由传统流行病学调查方法确定的暴发事件。
除新生儿科外,WGS在医院其他科室的菌株流

行病学调查中同样重要。KONG等[21]采用 WGS和

传统分子分型方法对江苏某医院神经外科发生的一
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起疑似 MRSA疫情进行研究,鉴定了此次疫情中的

暴发菌株和散发菌株,此外 WGS结果还证实耐药基

因的存在与否与耐药表型检测结果基本一致,这是传

统分 子 分 型 方 法 无 法 做 到 的。CUNNINGHAM
等[22]用 WGS联合PFGE对某院烧伤科分离的 MR-
SA进行分析,发现虽然PFGE为同一型别,但 WGS
可将菌株分为高度克隆株和非克隆株,可见 WGS具

有远超于常规方法的分辨率。TONG等[23]用 WGS
证实了泰国某院病房内和病房间的感染传播事件,并
证明每个病房中均有1例患者充当了暴发中传播源

头的角色。RUBIN 等[24]运用 WGS证实长期携带

MRSA的医务人员和感染预防控制工作中的偶然疏

漏导致了 MRSA间歇性小范围的医院传播。

3.2 社区及其他医疗机构间 MRSA 流行病学调

查 虽然医院感染预防和控制部门的重点范围是医

院内部,但感染有时可能发生在医院外,比如来自其

他医院、其他国家的患者,特别是曾在国外住院的患

者。美国一项研究利用 WGS对来自美国22个州及

地区和其他7个国家的357株MRSA进行调查,详细

分析了菌株在宾夕法尼亚州的起源及其随后的传播

范围[25]。FLUIT等[26]将美国1株ST80
 

MRSA与

欧洲分离的其他3株ST80型进行比对,发现所有菌

株来源于约20年前的同一菌株,可见 WGS对长时间

大范围的院外传播具有很好的分析能力。HARRIS
等[27]证明 WGS可以用来研究 MRSA的洲际和局部

传播,揭示优势菌株的流行和微观进化,还证实该技

术在追踪 MRSA院内传播方面的潜力。
随着人口老龄化,老年患者从医院到其他医疗机

构(如养老院),从一家医院到另一家医院,从入院到

出院的速度比以前更快,许多研究都重点关注到 MR-
SA在这些过程中的传播[28-31]。一项研究用 WGS对

英国和爱尔兰的 MRSA进行比较,结果表明在同一

转诊区域内的医院检出的菌株有相似性,且在一家医

院内的菌株传播是由从另一家医院转诊的患者引起

的[32]。此外,在伦敦两家国家卫生服务医院和一家地

区综合医院中进行的一项研究发现,医院频繁收治患

者会导致医院内以病房为单位的传播[33]。
此外,WGS在 MRSA定植与感染的研究中发挥

着同样重要的作用[34]。在对荷兰一家肿瘤医院进行

的一项医务人员无症状鼻腔细菌定植的研究中,WGS
证实了 MSSA和 MRSA菌株在暴发中的相似性[35]。

MOORE等[36]证明在 MRSA的定植和感染研究中,

WGS对其 他 方 法 无 法 区 分 的 菌 株 具 有 很 高 的 分

辨率。

4 WGS在 MRSA流行病学中的应用展望

  WGS技术为医院、社区和其他医疗机构中 MR-

SA的流行病学调查提供了新的分析手段,可以单独

或联合传统方法对疑似暴发菌株进行分析,获得菌株

的遗传信息、亲缘关系、传播路径、耐药性和毒力等特

征,极大地扩展了对 MRSA临床和流行病学方面的

认识,包括医院和社区中传播克隆的共性及耐药决定

因素的演变。随着该技术的发展,其价格越来越低,
快速、精确、全面的优点将使得该技术越来越多地被

应用到流行病调查中,通过对不同菌株所有遗传信息

的比对,发现菌株之间的遗传特性差异及同源性,从
而帮助院感科和疾控部门制订更准确、更详细的疫情

防控方案,进而提高对 MRSA暴发和流行的了解和

控制。
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miR-486-5p在肿瘤发生与发展及其他疾病中的最新研究进展*
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  摘 要:微小核糖核酸(miRNA)是一组高度保守的非编码核苷酸序列,具有调控转录后基因表达的功能。

miRNA通过靶向不同基因影响细胞生理和疾病发展。miRNA具有调控细胞增殖、凋亡等生物学特性,参与组

织炎症损伤等病理过程,其中miR-486-5p作为近年新发现的miRNA,与肿瘤等疾病发生、发展密切相关,有望

辅助疾病早期诊断、靶向治疗及预后评估。
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Recent
 

advances
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miR-486-5p
 

in
 

oncogenesis
 

and
 

other
 

diseases*
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Abstract:microRNAs
 

(miRNAs)
 

are
 

a
 

group
 

of
 

highly
 

conserved
 

non-coding
 

nucleotide
 

sequences.Their
 

function
 

is
 

to
 

regulate
 

post-transcriptional
 

gene
 

expression.miRNAs
 

affects
 

cell
 

physiology
 

and
 

disease
 

devel-
opment

 

by
 

targeting
 

different
 

genes.miRNA
 

regulates
 

biological
 

characteristics
 

such
 

as
 

cell
 

proliferation
 

and
 

apoptosis,and
 

participates
 

in
 

pathological
 

processes
 

such
 

as
 

inflammatory
 

injury.miR-486-5p
 

is
 

a
 

newly
 

dis-
covered

 

miRNA
 

in
 

recent
 

years,it
 

closely
 

relates
 

to
 

the
 

occurrence
 

and
 

development
 

of
 

diseases.miR-486-5p
 

is
 

expected
 

to
 

help
 

in
 

early
 

diagnosis,targeted
 

therapy
 

and
 

prognosis
 

assessment.
Key

 

words:miRNA; miR-486-5p; tumor; targeted
 

therapy

  微小核糖核酸(miRNA)是一类内源基因编码的

18~25个核苷酸组成的单链非编码RNA,通过与靶

mRNA的3'或5'非翻译区(UTR)结合,参与蛋白质

的翻译或 mRNA的降解[1],调节众多细胞生物学进

程,如细胞增殖、生长、分化、细胞凋亡、细胞周期[2]。
每种mRNA可被多种miRNA调控,但调控效率有所

不同,相反的单个 miRNA 可以靶向不同 mRNA。

miRNA水平及所调控基因沉默对人类健康及疾病发
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