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耐甲氧西林金黄色葡萄球菌快速分型方法的研究
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（中国人民解放军沈阳军区总医院检验科，辽宁沈阳１１０８４０）

　　摘　要：目的　基于聚合酶链反应（ＰＣＲ）高分辨率熔解（ＨＲＭ）曲线分析方法和葡萄球菌蛋白Ａ（ＳＰＡ）分型方法，建立一种

适用于耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（ＭＲＳＡ）的快速分型方法。方法　收集临床分离的７１株 ＭＲＳＡ作为试验菌株，采用基因测

序和 ＨＲＭ曲线分析方法对菌株进行犛犘犃基因分型。结果　采用基因测序方法，７１株 ＭＲＳＡ菌株的犛犘犃基因分为４个型别，

分别是ｔ５７０、ｔ０３０、ｔ００２和ｔ５８８，以ｔ５７０（５３例）为主要型别，其次是ｔ０３０和ｔ００２（均为７例）。ＨＲＭ分析对犛犘犃基因的分型结果

与基因测序方法的结果基本一致。结论　ＰＣＲＨＲＭ分析有望成为一种快速、有效的 ＭＲＳＡ的犛犘犃基因分型方法，为医院感染

控制提供依据。
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ｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ，ＭＲＳＡ）的基因分型方法包括脉冲场凝胶电泳

（ｐｕｌｓｅｄｆｉｅｌｄｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＰＦＧＥ）、多位点序列分型

（ｍｕｌｔｉｌｏｃｕｓｓｅｑｕｅｎｃｅｔｙｐｉｎｇ，ＭＬＳＴ）、葡萄球菌蛋白Ａ（ｓｔａｐｈｙ

ｌｏｃｏｃｃａｌｐｒｏｔｅｉｎＡ，ＳＰＡ）分型、葡萄球菌染色体 ｍｅｃ盒（ｓｔａｐｈ

ｙｌｏｃｏｃｃａｌｃａｓｓｅｔｔｅｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｍｅｃ，ＳＣＣｍｅｃ）分型等
［１２］。ＳＰＡ

分型是以研究犛犘犃基因Ｘ区域中重复序列的类型和排列顺

序为基础。文献报道，ＳＰＡ分型与ＰＦＧＥ、ＭＬＳＴ分型具有较

好的一致性［３］。因此，ＳＰＡ分型不仅可以确认短时间、小范围

的 ＭＲＳＡ暴发流行株，还可以用来研究 ＭＲＳＡ的流行趋势。

常规ＳＰＡ分型同其他分子分型一样费时和高成本。本研究探

讨建立一种基于聚合酶链反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，

ＰＣＲ）的ＳＰＡ快速分型方法，即ＰＣＲ高分辨率熔解（ｈｉｇｈｒｅｓｏ

ｌｕｔｉｏｎｍｅｌｔｉｎｇ，ＨＲＭ）曲线分析。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　收集本院２０１１年１１月至２０１２年４月临床

分离的７１株 ＭＲＳＡ作为试验菌株。标本类型包括：呼吸道分

泌物、脓液、脑脊液和血液。标本来源于重症监护病房、神经外

科重症监护病房、干部病房、呼吸内科重症监护病房等。所有

菌株均经头孢西丁实验和犿犲犮犃基因检测，确认为 ＭＲＳＡ。

１．２　主要试剂与仪器　主要试剂：ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ? ４８０Ｈｉｇｈ

ＲｅｓｏｌｕｔｉｏｎＭｅｌｔｉｎｇＭａｓｔｅｒ为瑞士 Ｒｏｃｈｅ公司产品，ＰＣＲ试

剂、核酸提取试剂盒、引物购自宝生物工程（大连）有限公司。

主要仪器：ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ? ４８０实时荧光定量 ＰＣＲ 仪（瑞士

Ｒｏｃｈｅ公司）。

１．３　引物设计　参照 Ｈａｒｍｓｅｎ等
［２］报道的犛犘犃基因引物序

列，并用引物设计软件Ｐｒｉｍｅｒ５．０进行验证，引物序列如下，Ｆ：

５′ＡＧＡＣＧＡ ＡＴＣＣＴＴＣＧＧＴＧＡＧＣ３′，Ｒ：５′ＧＣＴＴＴＴ

ＧＣＡＡＴＧＴＣＡＴＴＴＡＣＴＧ３′。

１．４　ＰＣＲＨＲＭ分析　优化后的ＰＣＲ反应条件：９５℃预变

性４ｍｉｎ，９５℃变性３０ｓ，６５℃～５５℃退火３０ｓ（每个循环降低

０．５℃），７２℃延伸１ｍｉｎ（收集荧光信号），扩增３５个循环，最

后７２℃延伸２ｍｉｎ。ＰＣＲ扩增结束后直接运行 ＨＲＭ 程序：

９５℃１ｍｉｎ，４０℃降温１ｍｉｎ，７５℃～９５℃连续升温（每上升

１℃收集２５次荧光信号），冷却４０℃１０ｓ。使用ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ?

４８０ＧｅｎｅＳｃａｎｎｉｎｇＳｏｆｔｗａｒｅ分析ＨＲＭ曲线，曲线间相同或不

同的判断标准参考文献［２３］。

１．５　测序及分析　将ＰＣＲ扩增产物委托美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ生

命技术公司纯化、测序。测序结果与犛犘犃 基因分型数据库

（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｒｉｄｏｍ．ｄｅ／ｓｐａｓｅｒｖｅｒ）公布的重复序列和排列进

行比较，确定菌株的犛犘犃基因型别。

１．６　结果比对　将菌株的犛犘犃基因型别与 ＨＲＭ 分析的结
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果进行比较，评估 ＨＲＭ 分析应用于犛犘犃基因分型的准确性

及效果。

２　结　　果

２．１　ＭＲＳＡ菌株犛犘犃 基因的测序分型　７１株 ＭＲＳＡ菌株

犛犘犃基因分为４个型别，分别是ｔ５７０、ｔ０３０、ｔ００２和ｔ５８８，以

ｔ５７０（５３例）为主要型别，其次是ｔ０３０和ｔ００２（均为７例），每型

的重复序列见表１。

２．２　ＨＲＭ曲线分析方法的建立及临床分离株的犛犘犃 基因

分型　通过对加入饱和荧光染料的ＰＣＲ产物直接进行 ＨＲＭ

分析，可得到荧光强度变化率温度熔解曲线，软件根据曲线的

峰形和主峰的起落点、Ｔｍ值判断型别，见表１和图１。７１株

ＭＲＳＡＳＰＡ分为４个型别，而且各型别的菌株与测序分型的

菌株完全一致。在不改变曲线形状的条件下，通过对曲线进行

放大等调整，并进行相互间的比对，可以将型别间的特征差异

在图１中清楚显示。

表１　　７１株 ＭＲＳＡ菌株犛犘犃基因分型结果

ＳＰＡ

型别
重复序列 Ｔｍ值

菌株

［狀（％）］

ｔ５７０ ０７２３１７３４１７２０１７１２１７１６ ８４．５４±０．０９５３（７４．６５）

ｔ００２ ２６２３１７３４１７２０１７１２１７１６ ８４．２２±０．１５ ７（９．８６）

ｔ０３０ １５１２１６０２２４２４ ８３．４８±０．０８ ７（９．８６）

ｔ５８８ ０８１６０２２４２５ ８３．１５±０．０３ ４（５．６３）

图１　　ＨＲＭ曲线分析的犛犘犃基因分型

３　讨　　论

１９８７年Ｐｉｃｋｅｎｈａｈｎ等
［４］首次将ＳＰＡ基因多态性分析应

用于金黄色葡萄球菌。犛犘犃基因包括Ｆｃ结合区、Ｘ区和Ｃ末

端，其中Ｘ区包含２～１５个重复序列，重复序列的长度为２１～

２７ｂｐ，因该区域重复序列的排列顺序及数量不同而具有高度

的多态性。以此为据，可以对金黄色葡萄球菌进行分型。目前

该数据库确认的重复序列片段有５８３个，犛犘犃 基因型别共

１２１２１种，且 犛犘犃 基 因 分 型 数 据 库 已 经 建 立 （ｈｔｔｐ：／／

ｓｐａｓｅｒｖｅｒ．Ｒｉｄｏｍ．ｄｅ／），使得各实验室间结果易于比较
［５］。文

献报道犛犘犃 基因分型与ＰＦＧＥ分型方法的分辨力相当，与

ＭＬＳＴ分型结果高度一致（９５．９％）
［３］。犛犘犃基因分型可被应

用于ＭＲＳＡ的流行病学调查。本研究采用具有易操作、成本低

等优点的ＰＣＲＨＲＭ对 ＭＲＳＡ进行犛犘犃基因分型。

该技术是在标准ＰＣＲ试剂的基础上加入可与双链ＤＮＡ

结合的饱和性荧光染料［６７］，在ＰＣＲ扩增后运行 ＨＲＭ 程序，

将ＰＣＲ产物自低温到高温（６０℃～９５℃）逐步升温，每次升温

０．０２℃～０．１０℃，在这个过程中，双链ＤＮＡ解链，荧光染料

脱落，不再产生荧光信号。以温度作为横坐标，以荧光强度变

化作为纵坐标作图，可获得对应于特定双链 ＤＮＡ的特征曲

线。因ＤＮＡ序列的长度、ＧＣ含量及碱基互补性差异，每一段

ＤＮＡ具有独特的熔解曲线形状。

国外已有应用熔解曲线进行犛犘犃基因分型的先例
［８９］，实

验中所使用的荧光染料为ＳＹＢＲ? ＧｒｅｅｎⅠ，是一种非饱和荧

光染料。由于该染料的非饱和性，在染料与双链ＤＮＡ结合的

过程中可能出现不稳定因素，由此导致的荧光强度变化会使

ＨＲＭ分析结果出现偏差，他们认为 ＨＲＭ 曲线分析不能检测

出核苷酸序列中单个位点变化的结论。本研究采用 Ｒｏｃｈｅ

ＨＲＭｄｙｅ（ＤＮＡ饱和荧光染料），并对ＰＣＲ反应体系及条件进

行了优化，将第１个重复序列中仅相差一个碱基的ｔ５７０型与

ｔ００２型区分开。实验中，７１株 ＭＲＳＡ的 ＨＲＭ 曲线形成了较

为明显的４个型别，且均通过与测序分型结果对比，分型符合

率为１００％。但由于菌株数量有限，本实验仅检测到４个犛犘犃

基因型别，采用 ＨＲＭ曲线分析是否能够实现对所有犛犘犃基

因型别的区分尚不能下定论，且 ＨＲＭ分型中有关分型定义的

标准也需要进一步量化研究，不能仅从熔解曲线的大致形状来

进行分型，如ｔ０３０近似于ｔ５８８。但初步结果为进一步深入研

究打下了良好基础。
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