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　　金黄色葡萄球菌是临床上常见的毒性较强的致病菌，自

２０世纪４０年代青霉素问世后，金黄色葡萄球菌引起的感染性

疾病受到较大的控制。但随着人们对青霉素的广泛使用，有些

金黄色葡萄球菌产生青霉素酶，能水解β内酰胺环，表现为对

青霉素的耐药。人们又研究出一种新的能耐青霉素酶的半合

成青霉素，即甲氧西林［１］。１９５９年甲氧西林应用于临床后，曾

有效控制了金黄色葡萄球菌产酶株的感染。但时隔２年，英国

首次发现了耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（ｍｅｔｈｉｃｉｌｌｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｔ

ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ，ＭＲＳＡ）
［２］。ＭＲＳＡ 感染几乎遍及全

球，现已成为院内感染的重要病原菌之一，其菌株的分型及同

源性分析是控制该耐药菌医院感染的重要环节。目前，医院感

染中常用的细菌分型法有表型和基因型２大类，血清型、噬菌

体分型、抗菌谱型等传统的分型方法均属于表型法。由于表型

涉及基因产物（而不是全部基因）的表达，加之细菌易受环境因

素影响，很易改变其表达性状，因而表型分型分辨率低，现已少

用；另一类是基因分型法，近年来基因分型技术广泛应用于

ＭＲＳＡ的分型研究，为 ＭＲＳＡ的分型提供了有用的工具。以

下介绍几种常用的基因分型方法。

１　质粒指纹图谱技术分型方法

１．１　质粒指纹图谱的原理　质粒图谱分型的原理是基于大多

数细菌携带数种大小和数目不等的质粒，提取分离菌株的质粒

ＤＮＡ，在琼脂糖凝胶电泳上分离，并通过测定质粒的数目和大

小，从而对带有不同质粒特征的细菌加以区分。对于相对分子

质量相同而ＤＮＡ序列不同的质粒，或相对分子质量不同而有

较高同源性的质粒，可以采用限制性内切酶对质粒ＤＮＡ进行

酶切，再用琼脂糖凝胶电泳分析其限制性片段的数目和大小，

这样质粒图谱分型的可重复性和分辨力都会得到很大提高，能

区分流行株与非流行株，并能准确分析菌株之间的相关性。

１．２　质粒指纹图谱的方法评价　质粒指纹图谱分型是第１个

以ＤＮＡ为基础并用于细菌菌株分型的分子生物学技术，这种

方法特异性强、快速简便，不需要特殊设备，故质粒图谱在院内

ＭＲＳＡ急性暴发感染的流行病学调查中具有重要作用，可用

于追踪传染源。但是需要注意的是，由于细菌质粒属于染色体

外ＤＮＡ，易于获得、缺失或重排，而且细菌在具有抗菌药压力

的院内环境中很容易获得耐药性的Ｒ质粒，从而影响质粒指

纹图谱分型的准确性，加之某些菌株仅含有１个，甚至没有质

粒，因此，质粒指纹图谱的分型能力及特异性降低，使用受到

限制。

２　脉冲场凝胶电泳（ｐｕｌｓｅｄｆｉｅｌｄｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＰＦＧＥ）分

型技术

２．１　ＰＦＧＥ分型技术原理　将细菌完整包埋在凝胶块中，经

蛋白酶水解等措施破细胞壁后，用稀有位点限制性内切酶

犛犿犪Ⅰ对 ＭＲＳＡ的染色体进行原位酶切，产生ＤＮＡ大片段，

酶切片段在特定的电泳系统中通过改变正极位于每一个交替

位置的时间来推动ＤＮＡ分子在琼脂糖中不断再定位。每一

个给定大小范围的ＤＮＡ分子都有其最小的转变时间，如果少

于这个时间，是不足以进行再定位的。这样在电泳期间，将初

始ＰＦＧＥ脉冲时间逐渐提升（爬坡）到一个较大终值，从而使不

同大小的分子得以分开。这个原理是解决ＰＦＧＥ分辨不同大

小分子的基础，因而使用较短的或较长的脉冲时间可以分别影

响小分子和大分子的分离效果。基于ＤＮＡ的迁移率，通过经

验调整总的电泳时间，以实现理想的分离效果。从而达到分离

大分子线性ＤＮＡ片段（最大分辨率为５０００ｋｂ）的目的。同源

性菌株具有相同的稀有酶切片断，而异源型性菌株的酶切片断

各不相同，因此，可以鉴别同源菌。

２．２　ＰＦＧＥ分型结果解释　Ｔｅｎｏｖｅｒ等
［３］制定的ＰＦＧＥ图谱

分型标准：（１）酶切图谱条带的大小和数目表现一致的菌株被

认为是同一型，用英文字母表示（如 Ａ型）；（２）条带相差３条

及以下的可认为是同一型别中的不同亚型，可用 Ａ１、Ａ２、Ａ３

等表示；（３）条带相差３条以上的可认为是不同型别，用其他的

英文字母，如Ｂ、Ｃ、Ｄ型等表示。型别相同的菌株来源于同一

亲代，在基因上有相关性；而不同型别的菌株则认为在流行病

学上无相关性。

２．３　ＰＦＧＥ分型的方法评价　ＰＦＧＥ分型通过分析菌株完整

的基因组ＤＮＡ，可从整体上反映不同菌株全部基因信息的相

关性，是追查病原菌传染源和传播途径的有效方法，它是针对

ＭＲＳＡ群体内全基因序列中高度变异的位点或区域进行的分

型，具有ＤＮＡ电泳清晰、重复性好、分辨率强等优点，曾被誉

为细菌分子生物学分型技术的“金标准”［４］。宗春辉等［５］的研

究显示ＰＦＧＥ可有效鉴定菌株间的亲缘关系，并将４０株医院

感染的 ＭＲＳＡ分为Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ５个型别。但是，ＰＦＧＥ研究

细菌的ＤＮＡ大片段，只可以分析感染菌株是否来自同一克隆

株，并不能分析菌株是医院感染株，还是社区感染株；另外，

ＰＦＧＥ操作需要专用脉冲场凝胶电泳仪才能完成，有一定技术

难度，操作繁琐，且电泳时间长，加之电压较高，产生热量，为了

保证温度为１４℃，需要一些冷却设备（如缓冲液冷却循环器），

对设备的严格要求，使ＰＦＧＥ难以得到广泛开展。

　　虽然ＰＦＧＥ不能观察到所有基因组变化和所有限制性片

段，但只要染色体的各种基因突变影响到稀有酶切位点，就可

利用ＰＦＧＥ进行检测。ＰＦＧＥ分型技术仍然在不断完善中，当

ＰＦＧＥ作为整个流行病学策略的一部分而被合理地应用时，它

将在未来几年为许多重要事件的病原菌分子分型提供重要的
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流行病学数据。

３　多位点序列分型（ｍｕｌｔｉｌｏｃｕｓｓｅｑｕｅｎｃｅｔｙｐｉｎｇ，ＭＬＳＴ）技术

３．１　ＭＬＳＴ分型的原理　ＭＬＳＴ是 Ｍａｉｄｅｎ等
［６］于１９９８年在

多位点酶切电泳技术的基础上为研究菌群基因结构而设计的

一种高分辨率分型技术。它是选择微生物染色体上７个管家

基因 ＤＮＡ 进行聚合酶链反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，

ＰＣＲ）扩增，产物测序后将每个基因的测序结果在 ＭＬＳＴ的数

据网站上进行比对，获得特定菌株号，然后进行同源性比较。

这７个基因最大的特点是既相对保守，又会发生局部点突变，

具有相对变化缓慢的突变累积效应［７］，可用于长期追踪菌株间

遗传关系和宏观进化过程。

３．２　ＭＬＳＴ分型的应用与特点　２０００年Ｅｎｒｉｇｈｔ等
［８］首先将

ＭＬＳＴ分型方法应用于金黄色葡萄球菌。该方法是以犪狉犮Ｃ、

犪狉狅Ｅ、犵犾狆Ｆ、犵犿犽、狆狋犪、狋狆犻和狔狇犻犔这７个管家基因内部４５０ｂｐ

左右的不同碱基序列以及各等位基因的不同组合而分型的。

以７个管家基因作为目的基因，每个扩增产物进行 ＤＮＡ 测

序，与 ＭＬＳＴ网站（ｗｗｗ．ｍｌｓｔ．ｎｅｔ）上公布的相应基因的等位

基因相比较，获得该菌株针对７个管家基因的等位基因谱；再

提交 ＭＬＳＴ网站，确定其序列分型，结果用等位基因谱或序列

型表示，如Ｉｂｅｒｉａｎ克隆 ＭＬＳＴ等位基因谱为３３１１２４４１６，

序列型为ＳＴ２４７
［９］。另外，还可以应用 ＢＵＲＳＴ（ｂａｓｅｄｕｐｏｎ

ｒｅｌａｔｅｄｓｅｑｕｅｎｃｅｔｙｐｅｓ）软件分析菌株之间的进化关系。金黄

色葡萄球菌 ７ 个管家基因中 ５ 个序列相同属于同一克

隆群［１０］。

３．３　ＭＬＳＴ分型的方法评价及意义　ＭＬＳＴ主要优势是建立

了国际数据库网站，实验结果可直接与数据库中已知流行株进

行比较和分析，以达到了解不同国家和地区间菌株的遗传相关

性［１１］。与ＰＦＧＥ比较，ＭＬＳＴ更适于长期对 ＭＲＳＡ进行流行

病学的监测［１２］，并且在数据库中可长期、系统、客观地调查

ＭＲＳＡ的克隆进化。但 ＭＬＳＴ作为一种基因分型方法也存在

一定的限制，其技术要求严格，需特殊仪器，费用较高，难以应

用于常规临床实验室，而且因管家基因非常保守，呈慢时钟速

度变化，这限制了 ＭＬＳＴ 在 ＭＲＳＡ 暴发时对亚群的鉴别

能力。

４　多位点可变数量串联重复序列分析（ｍｕｌｔｉｐｌｅｌｏｃｕｓｖａｒｉａｂｌｅ

ｎｕｍｂｅｒｔａｎｄｅｍｒｅｐｅａｔａｎａｌｙｓｉｓ，ＭＬＶＡ）分型技术

４．１　ＭＬＶＡ分型的原理及应用　在生物基因组中，广泛存在

着一些以寡核苷酸为基序首尾串联重复排列形成的微卫星和

小卫星序列，其中基序的重复次数是可变的，被称为可变数目

串联重复序列（ｖａｒｉａｂｌｅｎｕｍｂｅｒｏｆｔａｎｄｅｍｒｅｐｅａｔｓ，ＶＮＴＲ）。

在同种细菌不同菌株基因组中，相同位点 ＶＮＴＲ序列基序的

重复次数可变异，即存在种内 ＶＮＴＲ序列多态性，因此，可利

用这一特征区别同一种属中的不同个体。目前串联重复序列

分析已经广泛地应用于细菌的分子流行病学调查、菌株鉴别、

基因分型等方面。

ＭＬＶＡ原理是根据所选取的 ＶＮＴＲ序列位点两端的保

守序列设计引物，通过多重ＰＣＲ扩增这些重复序列，用琼脂糖

凝胶电泳进行产物分析，并依据各 ＶＮＴＲ位点的基序和扩增

产物片段的大小，计算每株细菌每个位点重复次数，以达到菌

株分型的目的。还可以通过 ＭＬＶＡ结果构建基因进化树，以

了解各种生物型之间的相互关系。

目前，ＭＬＶＡ作为一种有效基因分型方法已被国外许多

学者所采用，人们分别于２００３、２００５年利用５个和８个ＶＮＴＲ

位点序列构建了 ＭＲＳＡ的 ＭＬＶＡ基因分型技术，分别对１７

株和２０株临床分离的 ＭＲＳＡ进行了成功分型
［１３］，其结果与

ＰＦＧＥ结果相符。

４．２　ＭＬＶＡ分型的方法评价及意义　ＭＬＶＡ技术简便、快

速，采用多重ＰＣＲ扩增技术对多个 ＶＮＴＲ位点同时进行分

析，该速度远超过经典ＰＦＧＥ分型方法
［１４］。与ＰＦＧＥ相比，

ＭＬＶＡ分型结果采用较简便的数字形式，更有助于全球范围

内 ＭＲＳＡ分子流行病学的调查和研究。

ＭＬＶＡ具有很强的分辨能力，在Ｐｏｕｒｃｅｌ等
［１５］收集的３００

株 ＭＲＳＡ研究中，结果显示 ＭＬＶＡ比 ＭＬＳＴ和葡萄球菌蛋

白Ａ（ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃａｌｐｒｏｔｅｉｎＡ，ＳＰＡ）分型方法有较强的分辨

力。经研究证明，ＶＮＴＲ的重复性和稳定性好。由于 ＶＮＴＲ

位点常选自单一标准菌株基因组序列，可能对各种来源菌株的

分型能力有一定限制，相信随着对微生物基因组序列研究的深

入及各种相关技术的提高，该分型方法将会在 ＭＲＳＡ基因分

型和流行病学研究中具有广阔的应用前景。

５　犛犘犃基因多态性分型法

５．１　ＳＰＡ分型原理　金黄色葡萄球菌免疫球蛋白结合蛋白

编码基因（犛犘犃基因）内含有基序为２４ｂｐ的核苷酸重复序列，

在不同的菌株间，其重复的次数在３～１５之间变异。利用这种

基因的多态性，即单位点 ＶＮＴＲ这一特征建立的分型方法称

为ＳＰＡ分型。其原理是根据犛犘犃 基因序列设计引物进行扩

增，ＰＣＲ产物经测序后，在测序结果中与已公布的重复序列相

比较，并根据其出现的次数和排列方式确定型别，从而达到分

型的目的。

５．２　ＳＰＡ分型的方法评价及意义　由于犛犘犃基因分型只对

一个位点的重复序列进行测定，因此，它具有快速，准确等优

点，但其利用单个ＶＮＴＲ序列位点多态性进行基因分型的分

辨能力有限，多用于粗筛。犛犘犃 基因分型还可用于医院内

ＭＲＳＡ暴发流行研究
［１６］，根据重复序列数的不同，可初步区分

金黄色葡萄球菌流行与非流行菌株。总之，它对于 ＭＲＳＡ仍

不失为一种快速、简便、易于获得可靠流行病学数据的高效分

型方法。

６　其他分型方法

除了以上介绍的几种分型方法外，目前用于 ＭＲＳＡ基因

分型技术的还有葡萄球菌染色体 ｍｅｃ盒（ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃａｌｃａｓ

ｓｅｔｔｅｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｍｅｃ，ＳＣＣｍｅｃ）分型，它是根据金黄色葡萄球

菌犿犲犮基因复合物和染色体重组酶犮犮狉基因复合物各组分的

不同将ＳＣＣｍｅｃ分成５型（Ⅰ～Ⅴ型）
［１７］。ＳＣＣｍｅｃⅣ型根据Ｊ

区域的不同分为ａ、ｂ、ｃ、ｄ４个亚型。其中，医院感染 ＭＲＳＡ

（ＨＡＭＲＳＡ）多为ＳＣＣｍｅｃⅠ、Ⅱ、Ⅲ型，而社区获得或社区相

关 ＭＲＳＡ（ＣＡＭＲＳＡ）多为Ⅳ、Ⅴ型。欧、美等国家以Ⅱ型为

主，而亚洲国家则以Ⅲ型在发生频率上占优势，但有关报道显

示，日本、韩国、越南等周边国家及中国部分地区以Ⅱ型

为主［１８］。

杀白细胞素（ｐａｎｔｏｎｖａｌｅｎｔｉｎｅｌｅｕｃｏｃｉｄｉｎ，ＰＶＬ）由２个共

转录基因（犾狌犽ＳＰＶ、犾狌犽ＦＰＶ）编码整合在染色体原噬菌体片

段上，主要存在于 ＳＣＣｍｅｃⅣ 型社区获得性 ＭＲＳＡ（ＣＡ

ＭＲＳＡ），医院获得性 ＭＲＳＡ（ＨＡＭＲＳＡ）菌株则一般不携带

犘犞犔基因。根据 ＨＡＭＲＳＡ与ＣＡＭＲＳＡ的ＰＶＬ毒素编码

基因携带率不同，可作为一种有效的分型方法。

以上２种分型方法最大的局限性就是不能追寻相同

ＭＲＳＡ感染是否为同一克隆株，但它们为流行株是否来源于其

他地方或其他国家可提供一定的依据。

ＭＲＳＡ耐药决定基因犿犲犮区域高变区（ｈｙｐｅｒｖａｒｉａｂｌｅｒｅ

·００３１· 国际检验医学杂志２０１４年５月第３５卷第１０期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｍａｙ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１０



ｇｉｏｎ，ＨＶＲ）分型是对 ＨＶＲ的犱狉狌序列扩增后进行多态性研

究，其原理是根据不同 ＭＲＳＡ菌株中犱狉狌序列重复次数不同

而分型的。因犿犲犮Ａ基因是 ＭＲＳＡ所特有，且该法操作简单、

快速，不需要特殊电泳设备，因此具有很好的实用性和广阔的

应用前景，但其分辨率不如ＰＦＧＥ法。

７　展　　望

理想的细菌基因分型方法需要满足以下条件：操作简单、

省时，重复性好，利于实验室间相互比较，适用范围广，易于标

准化。由于目前各种细菌基因分型方法不能完全符合理想

ＭＲＳＡ基因分型要求，并且在区分菌株差异的分辨率上各有

限制，还不能完全取代经典ＰＦＧＥ分型法。ＰＦＧＥ技术越来越

多地用于细菌种群的研究，而ＳＰＡ分型和 ＭＬＳＴ分型针对细

菌的特异性靶序列进行测序，用于暴发研究和流行监测。因

此，结合２种分型法用于 ＭＲＳＡ的分型研究有助于了解暴发

菌株是如何扩散的。

对 ＭＲＳＡ进行理想的基因分型还需在现有分型技术的基

础上进一步改进或开发新的、更好的分型方法。随着 ＭＲＳＡ

基因组测序及其功能基因组的研究进展，为进一步寻找在

ＭＲＳＡ基因组中保守，而在其菌株间高度变异的序列奠定了

基础。扩增高度保守区域可用于推断亲缘关系，分析高度可变

区域可用于区分非常相近的２个菌株间的差异。这些保守的

或高度可变的序列信息提供了更简便省时，鉴别力强，应用更

广泛且易于标准化的 ＭＲＳＡ分型方法。
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ｒｉｎｅｓｙｓｔｅｍｉｃｌｕｐｕｓｅｒｙｔｈｅｍａｔｏｓｕｓ［Ｊ］．ＰＬｏＳＯｎｅ，２００９，４（８）：

ｅ６７５６．

［９］ ＤｏｒｉａＡ，ＣｕｔｏｌｏＭ，ＧｈｉｒａｒｄｅｌｌｏＡ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｅｃｔｏｆｐｒｅｇｎａｎｃｙｏｎｓｅ

ｒｕｍｃｙｔｏｋｉｎｅｓｉｎＳＬＥｐａｔｉｅｎｔｓ［Ｊ］．ＡｒｔｈｒｉｔｉｓＲｅｓＴｈｅｒ，２０１２，１４

（２）：Ｒ６６．

［１０］ＦｒｕｔｏｓＭ?，ＰｒａｇａＭ，ＱｕｅｒｅｄａＣ，ｅｔａｌ．Ｌｕｐｕｓｎｅｐｈｒｉｔｉｓ：ｉｎｓｅａｒｃｈ

ｏｆａｂｅｔｔｅｒｆｕｔｕｒｅ［Ｊ］．Ｎｅｆｒｏｌｏｇｉａ，２０１２，３２（２）：１３６１３８．

［１１］ＹｕＦ，ＴａｎＹ，ＬｉｕＧ，ｅｔａｌ．Ｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓａｎｄ

ｏｕｔｃｏｍｅｓｏｆｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｃｒｅｓｃｅｎｔｉｃｌｕｐｕｓｎｅｐｈｒｉｔｉｓ［Ｊ］．Ｋｉｄｎｅｙ

Ｉｎｔ，２００９，７６（３）：３０７３１７．

［１２］ＮａｓｒＳＨ，ＳａｉｄＳＭ，ＶａｌｅｒｉＡＭ，ｅｔａｌ．Ｍｅｍｂｒａｎｏｕｓｇｌｏｍｅｒｕｌｏｎｅ

ｐｈｒｉｔｉｓｗｉｔｈＡＮＣＡａｓｓｏｃｉａｔｅｄｎｅｃｒｏｔｉｚｉｎｇａｎｄｃｒｅｓｃｅｎｔｉｃｇｌｏｍｅｒｕ

ｌｏｎｅｐｈｒｉｔｉｓ［Ｊ］．ＣｌｉｎＪＡｍＳｏｃＮｅｐｈｒｏｌ，２００９，４（２）：２９９３０８．

［１３］ＭｏｒｉｍｏｔｏＳ，ＷａｔａｎａｂｅＴ，ＬｅｅＳ，ｅｔａｌ．Ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔｏｆｒａｐｉｄｌｙ

ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｖｅｌｕｐｕｓｎｅｐｈｒｉｔｉｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄＭＰＯＡＮＣＡｗｉｔｈｔａｃｒｏｌｉ

ｍｕｓ［Ｊ］．ＭｏｄＲｈｅｕｍａｔｏｌ，２０１０，２０（３）：２９１２９４．

（收稿日期：２０１４０１１３）

·１０３１·国际检验医学杂志２０１４年５月第３５卷第１０期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｍａｙ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１０


