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　　摘　要：目的　探讨金黄色葡萄球菌耐药基因检测与其对抗菌药物的耐药表型是否一致。方法　对临床分离得到的７４株金

黄色葡萄球菌，采用纸片扩散法进行药敏试验，用法国生物梅里埃公司全自动分析仪进行鉴定，同时，根据从检索到的耐药基因序

列，设计了特异性引物，采用聚合酶链反应（ＰＣＲ）检测该金黄色葡萄球菌对抗菌药物的耐药基因。结果　菌株对抗菌药物呈多重

耐药。对该研究中抗菌药物的耐药率均在６０．０％以上。ＭＲＳＡ多重耐药菌株占６４％以上。ＭＲＳＡ耐药表型检出率和耐药基因

ｍｅｃＡ的检出率基本一致。３种氨基糖苷类修饰酶基因的检出率由高至低依次为犪犪犮６、犪狆犺３、犪狀狋４。结论　携带犿犲犮Ａ基因是金

黄色葡萄球菌多重耐药的主要原因。耐药表型的检出率与采用ＰＣＲ检测金黄色葡萄球菌抗菌药物耐药基因的检出率基本一致。
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　　金黄色葡萄球菌是临床最常见的致病菌之一，其分离率位

居前列［１］，具有多重耐药性，容易造成院内感染的暴发流行，已

成为临床抗感染治疗的一大难题。耐甲氧西林金黄色葡萄球

菌（ＭＲＳＡ）是目前研究的热点，临床上已发现耐万古霉素及对

万古霉素中度敏感的金黄色葡萄球菌［２］。美国国家临床实验

室标准化委员会（ＮＣＣＬＳ）指出，一旦金黄色葡萄球菌犿犲犮Ａ或

犘犅犘２α检测阳性即可判定为 ＭＲＳＡ
［３］。本研究采用全自动细

菌分析仪，并采用聚合酶链反应（ＰＣＲ）对上述菌株的耐药基因

进行了检测，旨在为临床合理使用抗菌药物提供参考。同时希

望能找到一种快速、可靠的方法用来检测菌株对相应抗菌药物

的耐药性。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　７４株金黄色葡萄球菌于２０１２～２０１３年分离

自保定市第一中心医院患者的痰、脓液、血液等标本。经法国

梅里埃全自动微生物分析仪鉴定核实。

１．２　质控菌株　金黄色葡萄球菌ＡＴＣＣ２５９２３，购于卫生部临

床检验中心。

１．３　仪器　法国梅里埃全自动微生物分析仪鉴定，Ｅｆｆｅｎｄｏｒｆ

公司 Ｍａｓｔｅｒｃｙｃｌｅｒｇｒａｎｄｉｅｎｔ梯度ＰＣＲ仪（德国），测序仪为

３７７型，由ＡＢＩ公司提供，美国凝胶成像仪为ＦＯＴＯＤＹＮＥ公

司提供（美国）。

１．４　引物设计　犜犈犕、犿犲犮犃、犪犪犮６、犪狆犺３、犪狀狋４、狋犲狋犿 的ＰＣＲ

引物序列见附表１（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文附

件”）。寡核苷酸引物委托上海生物工程公司合成。

１．５　方法

１．５．１　耐药表型检测　β内酰胺酶检测：挑取可疑菌落涂在

头孢硝噻吩诊断纸片上，３０ｍｉｎ内观察结果，如变为红色，为

β内酰胺酶阳性。ＭＲＳＡ检测：头孢西丁纸片稀释法检测。

１．５．２　酶基因检测

１．５．２．１　细菌模板ＤＮＡ的制备　将７４株金黄色葡萄球菌

复苏、扩增，挑取少许菌落，用裂解液（１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ＋２％

ＳＤＳ）１００μＬ处理，１００ ℃水浴３０ｍｉｎ，冷却后用等量的１

ｍｏｌ／Ｌ盐酸中和，离心（１３０００ｒ／ｍｉｎ，１０ｍｉｎ）去沉淀后，用乙醇

沉淀ＤＮＡ，完全晾干沉淀后，用３０μＬ双蒸水溶解ＤＮＡ作为

ＰＣＲ模板备用。

１．５．２．２　ＰＣＲ　ＰＣＲ退火温度为５２℃最佳。ＰＣＲ采用２０

μＬ反应体系：模板１μＬ，５′引物１μＬ，３′引物１μＬ，ｄＮＴＰ１．５

μＬ，Ｔａｑ酶０．２μＬ，１０×ＰＣＲ缓冲液２μＬ，Ｍｇ
２＋ 离子溶液２

μＬ，双蒸水１１．３μＬ。ＰＣＲ反应条件：先９４．０℃变性４ｍｉｎ；

９４．０℃ ３０ｓ，５２．０℃ ３０ｓ，７２．０ ℃ ３０ｓ，３５ 个循环；最后

７２．０℃２ｍｉｎ。

１．５．２．３　琼脂糖电泳　ＰＣＲ结束后，取ＰＣＲ产物并加入１０

μＬ６×电泳缓冲液，进行琼脂糖电泳；电泳条件电压１１５Ｖ，电

流２４０ｍＡ时间３０ｍｉｎ。电泳结束后，将胶置于紫外灯下，观

察结果，按照标准带比对大小，大小正确的为阳性。

２　结　　果

２．１　耐药表型　７４株金黄色葡萄球菌中，４７株对苯唑青霉素

耐药，即 ＭＲＳＡ占６３．５％（４７／７４），对除万古霉素外的其他抗

菌药物都具有耐药性，耐药率均在７０％以上。其他２７株为甲

氧西林敏感的金黄色葡萄球菌（ＭＳＳＡ），占３６．５％（２７／７４）。
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见附表２～４（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文附件”）。

２．２　基因检出情况　（１）犜犈犕 基因：全部７４株金黄色葡萄球

菌中，检出携带 犜犈犕 基因的有７３株，占９８．６％。未检出

犜犈犕 基因的１株金黄色葡萄球菌为 ＭＳＳＡ。（２）犿犲犮Ａ基因：

７４株金黄色葡萄球菌中，对４７株苯唑西林耐药的ＭＲＳＡ进行

检测，检出携带犿犲犮Ａ基因的有３７株，占７８．７％；２７株 ＭＳＳＡ

中，携带犿犲犮Ａ基因的有５株，占１８．５％。（３）犪犪犮６基因：７４株

金黄色葡萄球菌中，共检出犪犪犮６基因４７株，占６３．５％；其中

４７株 ＭＲＳＡ中犪犪犮６基因检出３９株，占８３．０％；２７株 ＭＳＳＡ

中，犪犪犮６基因检出８株，占２９．６％。（４）犪狆犺３基因：７４株金黄

色葡萄球菌中共检出犪狆犺３基因１４株，占１６．２２％；４７株 ＭＲ

ＳＡ中犪狆犺３基因检出１１株，占２３．４％；２７株 ＭＳＳＡ中犪狆犺３

基因检出３株，占１１．１％。（５）犪狀狋４基因：７４株金黄色葡萄球

菌中犪狀狋４基因检出３株，占６．７６％；４７株 ＭＲＳＡ中犪狀狋４基因

检出２株，占４．２％；２７株 ＭＳＳＡ 中犪狀狋４基因检出１株，占

３．７％。（６）狋犲狋犿基因检出：７４株金黄色葡萄球菌中狋犲狋犿 基因

检出５４株，占７１．６２％；４７株 ＭＲＳＡ中狋犲狋犿基因检出４６株，

占９７．９％；２７株 ＭＳＳＡ中狋犲狋犿基因检出８株，占２９．６％。见

附表５～７（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文附件”）。

３　讨　　论

本研究对７４株金黄色葡萄球菌，进行了药敏试验，同时对

几种重要的耐药基因进行了ＰＣＲ检测。传统的体外药物敏感

方法检测 ＭＲＳＡ，易受培养基成分，特别是氯化钠浓度、ｐＨ

值、接种量、孵育时间、温度以及培养基中是否加诱导剂等多种

因素的影响，易造成临床误检，并且较费时，而错误地应用抗菌

药物则会引起耐药性更强的耐药菌株的出现，因此临床上迫切

需要更为有效、快速的检测 ＭＲＳＡ的方法。

犿犲犮Ａ基因高度保守，根据其核苷酸序列设计不同的引

物，用ＰＣＲ对菌株中青霉素结合蛋白２ａ（ＰＢＰ２ａ）靶ＤＮＡ特定

片段犿犲犮Ａ进行扩增，以犿犲犮Ａ基因存在与否判定是否为 ＭＲ

ＳＡ菌株，不受药敏试验条件的影响，因而特异性高，被公认为

是其诊断的金标准［４］。采用了多重引物、犿犲犮Ａ基因的特异性

引物和基于金黄色葡萄球菌犳犲犿Ａ基因引物，同时用两对引物

对待测菌进行ＰＣＲ扩增后进行检测，大大提高了鉴定 ＭＲＳＡ

的准确性［５］。犿犲犮Ａ和犳犲犿Ｂ基因表达均为阳性，方能确诊为

ＭＲＳＡ，可区别其他犿犲犮Ａ基因阳性的葡萄球菌属，可同时鉴

定 ＭＲＳＡ、金黄色葡萄球菌和ＣＮＳ
［６８］。但由于犿犲犮Ａ基因的

表达受多种因素影响，使以检测犿犲犮Ａ基因检测为基础的ＰＣＲ

技术受到了一定限制，因其设备、试剂和费用等要求限制，不易

在基层临床实验室常规开展。

本研究所采用的７４株金黄色葡萄球菌呈多重耐药。对阿

莫西林／棒酸、头孢唑啉、头孢噻肟、头孢噻吩、庆大霉素、苯唑

西林、青霉素、四环素等９种抗菌药物的耐药率均在６０．０％以

上。ＭＲＳＡ多重耐药菌株占６４％以上。ＭＳＳＡ的耐药表型和

耐药基因的检出结果基本一致。７４株金黄色葡萄球菌常规方

法检出 ＭＲＳＡ４７株，其 ＭＲＳＡ检出率６３．５％；采用ＰＣＲ扩增

方法从７４株标本中检出犿犲犮Ａ阳性４２株，ＭＲＳＡ检出率５６．

８％。统计基因检测与表型符合率为７８．７％。ＰＣＲ法检测

犿犲犮Ａ的检出率低于药敏检测结果，分析原因主要是ＰＣＲ所选

用的引物及反应条件导致部分假阴性结果的出现，尚有待进一

步优化；另外有部分的 ＭＲＳＡ是由于青霉素结合蛋白与苯唑

西林结合力下降，而非产生ＰＢＰ２ａ导致的耐药，因此检测不到

介导ＰＢＰ２ａ合成的犿犲犮Ａ基因。

氨基糖苷类修饰酶的检出情况：３种基因的检出率由高到

低依次为犪犪犮６、犪狆犺３、犪狀狋４。与耐药表型的检出率基本一致。

β内酰胺酶的检出情况：７４株金黄色葡萄球菌犜犈犕 基因的检

出率为９８．６％，普遍对青霉素及氨苄西林耐药。与耐药表型

的检出率基本一致。四环素耐药表型的检出率为７４．３２％，

狋犲狋犿基因检出率７１．６２％，两种方法的检测结果基本一致。

分子生物学的杂交和ＰＣＲ等技术，已经被广泛认可和接

受为判断 ＭＲＳＡ的金标准，灵敏度和特异度高，有较大的临床

应用和开发价值［９１３］。综合本研究检测结果进行分析，应用

ＰＣＲ对金黄色葡萄球菌的耐药性进行分子水平的检测结果可

靠，检测迅速（３～４ｈ可以完成），经进一步优化后可以应用于

临床检验。
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