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［摘　要］　目的　了解前期研究中发现的３株携带有新型ＳＣＣ犿犲犮聚合酶链反应（ＰＣＲ）谱型的耐甲氧西林金黄色

葡萄球菌（ＭＲＳＡ）的位点序列特性。方法　在前期的分型研究中，从５８株ＭＲＳＡ中检测到３株（５．１７％）携带了

一种新的ＳＣＣ犿犲犮多位点ＰＣＲ谱型，其含有５条扩增带，依次为Ａ、Ｆ、Ｈ、Ｂ和 Ｍ。对上述扩增产物测序，用

ＢＬＡＳＴ与国际基因库内已知位点序列进行对比分析。结果　测得序列与已有位点相应序列的同源性均在９７％以

上。结论　此型为一新的ＳＣＣ犿犲犮多位点ＰＣＲ谱型，是传统Ⅰ、Ⅱ和Ⅲ型的重组型，与已有型别比较，不但有不同

的位点图谱，且有多个点突变。
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酶链反应
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［ＣｈｉｎＩｎｆｅｃｔＣｏｎｔｒｏｌ，２０１３，１２（１）：５－１１］

　　耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（ｍｅｔｈｉｃｉｌｌｉｎｒｅ

ｓｉｓｔａｎｔ犛狋犪狆犺狔犾狅犮狅犮犮狌狊犪狌狉犲狌狊，ＭＲＳＡ）是一群致病

和耐药谱广、耐药强度大的金黄色葡萄球菌。其拥

有一个能富集各种耐药质粒而称之为耐药基因岛的

特殊结构，即葡萄球菌染色体犿犲犮盒（ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃ

ｃａｌｃａｓｓｅｔｔｅｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ犿犲犮，ＳＣＣ犿犲犮）
［１］。随着抗
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菌药物广泛而不规范地应用，ＭＲＳＡ耐药谱不断扩

大，有关其耐药基因岛———ＳＣＣ犿犲犮的研究成了全

球焦点，包括耐药性表型、病原流行病学、耐药机制、

基因遗传学等。

在前期的分型研究中，我们从５８株 ＭＲＳＡ中

检测到３株（５．１７％）携带了一种新的ＳＣＣ犿犲犮多位

点聚合酶链反应（ＰＣＲ）谱型，当时称其为新２型；其

含有５条扩增带，依次为Ａ、Ｆ、Ｈ、Ｂ和Ｍ
［２］。为进

一步分析此型的位点序列特性，特对其扩增产物进

行了测序，序列递交全球生物技术信息中心（Ｔｈｅ

ＮａｔｉｏｎａｌＣｅｎｔｅｒｆｏｒＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ，

ＮＣＢＩ），获得了基因库序列号（ＧｅｎＢａｎｋＡｃｃｅｓ

ｓｉｏｎ），还用 ＢＬＡＳＴ（ＢａｓｉｃＬｏｃａｌＡｌｉｇｎｍｅｎｔａｎｄ

ＳｅａｒｃｈＴｏｏｌ）与中心内的微生物基因核苷酸序列库

（ＡｌｌＧｅｎＢａｎｋ＋ＥＭＢＬ＋ＤＤＢＪ＋ＰＤＢｓｅｑｕｅｎｃｅｓ）

中已有的序列进行了比较，现将结果报告如下。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　３株菌中，２株分别分离自门诊患

者的前列腺液和精液标本，另１株分离自住院患者

的尿液标本。

１．２　药敏测定　采用琼脂扩散法（定性）和Ｅｔｅｓｔ

法（ｍｉｎｉｍｕｍｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＭＩＣ测定）

进行药敏测定。测定药物包括：红霉素（ＥＲＹ）、多

西环素 （ＤＯＸ）、阿米卡星 （ＡＭＫ）、万古霉素

（ＶＡＮ）、氯霉素（ＣＨＬ）、环丙沙星（ＣＩＰ）。

１．３　ＭＲＳＡ的确证方法　用青霉素结合蛋白２ａ

（ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ２ａ，ＰＢＰ２ａ）测定阳性确

证ＭＲＳＡ。

１．４　ＳＣＣ犿犲犮分型测定　ＳＣＣ犿犲犮分型，采用多位

点ＰＣＲ法测定：Ａ—Ｈ８个位点为型别判定位点，Ｍ

为阳性对照位点。依据位点有无及与已有型别位点

的图谱比较来判定型别和确定新的型或亚型［３－５］。

１．５　ＤＮＡ测序及与已知序列比对方法　从３株菌

中取１株菌（编号３９６４）的各位点扩增产物纯化后，

委托北京三博志远生物技术有限公司进行测序，测

序后各位点序列递交ＮＣＢＩ，通过网络用ＢＬＡＳＴ分

析软件与中心内微生物基因核苷酸序列库中的已有

序列进行对比分析，以确证位点的正确性及序列同

源性。

２　结果

２．１　新２型的多位点ＰＣＲ图谱　见图１。
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　　Ｍ：ｍｏｌｅｃｕｌａｒｍａｒｋｅｒ；ｌａｎｅ５（ｉｓｏｌａｔｅ３９６４）ａｎｄｌａｎｅ８（ｉｓｏｌａｔｅ

３５８４）：ｎｅｗｔｙｐｅ２ｍｕｌｔｉｌｏｃｕｓｓｅｑｕｅｎｃｅ，ｆｒｏｍｔｏｐｔｏｔｈｅｂｏｔｔｏｍ：

ｂａｎｄＡ（４９５ｂｐ），Ｆ（４１４ｂｐ），Ｈ（３０３ｂｐ），Ｂ（２８４ｂｐ）ａｎｄＭ（１６２ｂｐ）

（Ｄｅｔａｉｌｓｃａｎｂｅｓｅｅｎｉｎｒｅｆｅｒｅｎｃｅ［２］）

图１　Ⅲ型（６、７、９）和新２型（５、８）ＳＣＣ犿犲犮多位点ＰＣＲ图谱

犉犻犵狌狉犲１　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｍａｐｏｆＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆｍｕｌｔｉｌｏ

ｃｕｓＳＣＣ犿犲犮ｔｙｐｅⅢ（６，７，９）ａｎｄｎｅｗｔｙｐｅ２（５，８）

２．２　编号３９６４菌株５个位点扩增产物的测序及与

已有序列的比较

２．２．１　Ａ位点序列测序结果及其比较　编号３９６４

菌株Ａ位点扩增产物测序得一４７２个碱基（ｂｐ）的核

苷酸片段，通过网络递交该序列，ＧｅｎＢａｎｋＡｃｃｅｓ

ｓｉｏｎ为ＧＵ２１３１０４：ＣＡＧＧＡＣＴＡＣＣＡＧＣＧＣＣＡＴＧ

ＧＣＣＡＧＧＣＣＡＡＡＴＴＴＧＡＡＴＧＴＡＡＴＣＴＧＧＣＡＡ

ＧＴＣＴＴＴＡＡＴＡＣＴＴＴＣＡＡＴＣＧＡＴＴＴＡＡＡＣＡＴ

ＴＴＧＴＴＴＡＧＣＧＣＣＴＡＴＴＴＣＡＧＡＴＧＡＴＣＣＴＴＣ

ＴＡＣＴＴＴＡＡＣＣＧＣＴＴＴＴＴＣＴＡＧＴＡＡＡＴＣＡＧＧ

ＴＣＴＡＣＣＧＡＴＡＴＣＴＣＣＴＡＣＡＡＡＡＡＴＡＡＡＡＴＣ

ＡＣＣＡＣＴＧＡＡＴＡＧＴＣＣＣＡＴＴＧＧＡＡＣＴＴＧＴＧＣ

ＴＣＣＡＧＣＡＣＣＴＴＣＧＴＣＡＧＴＡＡＧＴＡＡＡＡＡＡＣＴ

ＴＡＴＡＣＴＴＴＣＴＧＧＣＧＴＧＴＧＡＣＣＣＧＧＴＧＴＡＴＧ

ＡＡＧＣＡＣＴＴＴＴＡＡＴＴＴＴＡＴＡＴＴＴＣＣＴＡＣＡＴＡ

ＡＡＴＡＴＣＧＴＣＡＴＴＡＴＧＴＴＧＡＡＣＡＡＡＡＴＡＡＧ

ＴＧＴＧＧＴＴＡＧＧＣＡＴＡＴＴＴＴＴＡＴＡＡＣＣＴＡＡＴＧ

ＴＧＴＣＡＴＣＡＣＴＴＴＣＡＣＣＣＧＡＴＡＣＡＴＡＡＡＴＡＴ

ＴＡＧＣＡＴＴＴＡＡＣＴＴＴＡＴＡＧＣＡＡＣＡＴＣＴＣＴＡＡ

ＴＴＣＣＴＧＡＡＧＣＡＡＡＡＴＣＴＧＣＡＴＧＴＡＴＡＴＧＴＧ

ＴＴＴＣＡＧＣＴＧＣＡＴＧＡＧＴＡＡＴＧＧＴＴＡＡＡＣＣＴＴ

ＣＴＴＣ；与中心内核苷酸序列库中几个高同源性序

列的比对结果见表１。
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表１　含同源性序列的菌株及其相应序列的相似度

犜犪犫犾犲１　Ｓｔｒａｉｎｓｃｏｎｔａｉｎｅｄｔｈｅｓａｍｅｓｅｑｕｅｎｃｅａｎｄｔｈｅｍａｘｉｍａｌｉｄｅｎｔｉｔｙｏｆｓｅｑｕｅｎｃｅ

　　　　Ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎｏｆｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｓｅｑｕｅｎｃｅ Ｍａｘｉｍａｌｉｄｅｎｔｉｔｙ（％） Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ

犛．犪狌狉犲狌狊ｓｕｂｓｐ．犪狌狉犲狌狊ＳＴ３９８，ｍｅｔａｌｌｏｂｅｔａｌａｃｔａｍａｓｅｆａｍｉｌｙｇｅｎｅ １００．００（４７１／４７１） ＡＭ９９０９９２．１

犛．犪狌狉犲狌狊ｓｕｂｓｐ．犪狌狉犲狌狊ＣＯＬ，ｍｅｔａｌｌｏｂｅｔａｌａｃｔａｍａｓｅｆａｍｉｌｙｇｅｎｅ ９９．７９（４７０／４７１） ＮＣ＿００２９５１．２

犛．犪狌狉犲狌狊ＤＮＡ，ｔｙｐｅＩＳＣＣｍｅｃ：ｓｔｒａｉｎＮＣＴＣ１０４４２ ９９．７９（４７０／４７１） ＡＢ０３３７６３．２

犛．犺狅犿犻狀犻狊ＤＮＡ，ＳＣＣ犿犲犮：ｓｔｒａｉｎＧＩＦＵ１２２６３ ９８．９４（４６６／４７１） ＡＢ０６３１７１．１

　　序列特性描述包括序列来源的菌株名称、基因

或位点名称等，最大相似度即相同ｂｐ百分率或同

源率。基因库序列号即中心库中序列的检索号，如：

编号３９６４菌株的Ａ位点序列（序列比较图中的待

测序列，Ｑｕｅｒｙ）与检索号为ＡＭ９９０９９２．１的金黄色

葡萄球菌（犛．犪狌狉犲狌狊）ＳＴ３９８菌株的金属β内酰胺

酶家族基因的第６８３８６～６８８５６位ｂｐ区段（比较

图中的目标序列，Ｓｂｊｃｔ）完全相同（相似度１００％）；

而与犛．犪狌狉犲狌狊ＣＯＬ菌株相同基因的第５４１５７～

５４６１７位ｂｐ区段以及与拥有经典Ⅰ型ＳＣＣ犿犲犮的

犛．犪狌狉犲狌狊ＮＣＴＣ１０４４２菌株的第１８８８２～１８４１２

位ｂｐ区段，胞浆素敏感表面蛋白基因（Ａ位点测定

基因，详见参考文献［３］）的差异均为１ｂｐ［即Ｑｕｅｒｙ

的第３１６位腺嘌呤核苷（Ａ）与Ｓｂｊｃｔ的鸟嘌呤核苷

（Ｇ）的差异，详细情况可用ＢＬＡＳＴ比对］；与人葡萄

球菌ＧＩＦＵ１２２６３菌株的ＳＣＣ犿犲犮Ａ位点序列的差

异则是５ｂｐ。序列比对结果如下。

２．２．２　Ｂ位点序列测序结果及其比较　编号３９６４

菌株的Ｂ位点扩增产物序列测序结果得一２８３ｂｐ

的核苷酸片段（ＧｅｎＢａｎｋＡｃｃｅｓｓｉｏｎ：ＧＵ２１３１０５）：

ＣＧＡＴＧＡＡＧＴＧＡＡＡＧＡＡＡＧＴＧＧＣＧＧＡＣＣＴＧＣ

ＴＴＣＡＧＧＴＧＧＣＴＣＡＡＡＣＴＡＣＧＧＣＡＡＴＴＣＡＡＡ

ＴＣＣＴＧＡＡＴＴＧＡＡＡＡＡＡＡＧＡＧＴＴＣＡＡＧＡＧＡ

ＣＴＡＴＴＡＡＡＣＡＡＧＡＡＧＧＡＣＡＡＡＡＡＣＴＴＴＣＡ

ＡＧＴＧＡＴＧＣＧＧＴＧＡＣＣＡＣＴＴＣＴＧＧＣＴＣＴＧＧＴ

ＴＴＡＧＡＣＣＣＡＧＡＴＡＴＴＡＣＧＧＴＴＧＡＣＡＡＴＧＣＧ

ＡＡＡＣＡＡＣＡＡＧＴＡＡＡＡＣＧＣＡＴＴＧＣＧＡＡＡＧＡ

ＡＡＧＡＡＡＣＡＴＡＧＡＴＧＣＴＴＣＡＡＡＡＡＴＴＡＡＴＣ

ＡＣＣＴＴＡＴＴＧＡＴＧＡＡＡＡＣＡＡＡＣＡＡＧＣＡＴＣＡＣ

ＣＡＡＴＧＧＣＡＧＡＴＡＡＴＴＡ；与中心内核苷酸序列

库中几个高同源性序列的比对结果见表２。
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表２　含同源性序列的菌株及其相应序列的相似度

犜犪犫犾犲２　Ｓｔｒａｉｎｓｃｏｎｔａｉｎｅｄｔｈｅｓａｍｅｓｅｑｕｅｎｃｅａｎｄｔｈｅｍａｘｉｍａｌｉｄｅｎｔｉｔｙｏｆｓｅｑｕｅｎｃｅ

　　　　Ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎｏｆｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｓｅｑｕｅｎｃｅ Ｍａｘｉｍａｌｉｄｅｎｔｉｔｙ（％） Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ

犛．犪狌狉犲狌狊ｓｕｂｓｐ．ａｕｒｅｕｓＮ３１５ｇｅｎｏｍｉｃＤＮＡ，ｔｙｐｅＩＩＳＣＣ犿犲犮，ｋｄｐＣ ９７．８８（２７７／２８３） ＢＡ００００１８．３

犛．犺犪犲犿狅犾狔狋犻犮狌狊ＪＣＳＣ１４３５ＤＮＡ，ｐａｒｔｏｆｓｕｂｊｅｃｔｓｅｑｕｅｎｃｅ：ｋｄｐＣ ９９．２９（２８１／２８３） ＡＰ００６７１６．１

犛．犪狌狉犲狌狊ｓｕｂｓｐ．犪狌狉犲狌狊Ｍｕ３ＤＮＡ，ｋｄｐＣ ９８．２３（２７８／２８３） ＡＰ００９３２４．１

犛．犲狆犻犱犲狉犿犻犱犻狊ＲＰ６２Ａ，ｋｄｐＣ ９８．２３（２７８／２８３） ＣＰ００００２９．１

犛．犪狌狉犲狌狊ｓｕｂｓｐ．犪狌狉犲狌狊ＪＨ１ＤＮＡ，ｋｄｐＣ ９８．２３（２７８／２８３） ＣＰ０００７３６．１

　　编号３９６４菌株的Ｂ位点序列与含经典Ⅱ型

ＳＣＣ犿犲犮的犛．犪狌狉犲狌狊Ｎ３１５第８１０７９～８１３６３位ｂｐ

区段，钾依赖性ＡＴＰ转运酶Ｃ链上的基因片段，即

经典的Ｂ位点测定区域的同源性高达９７％，差异６

ｂｐ。两者的对比分析结果如下。

　　与溶血性葡萄球菌ＪＣＳＣ１４３５菌株的Ｂ位点片

段同源性高达９９％，差异２ｂｐ［即Ｑｕｅｒｙ的第１９５

位胞嘧啶核苷（Ｃ）与Ｓｂｊｃｔ胸腺嘧啶核苷（Ｔ）以及第

２７９位的Ａ与Ｇ的差异］；与其他多个菌株的Ｂ位

点片段相关区域的差异为４ｂｐ（详细情况可用

ＢＬＡＳＴ比对）。

２．２．３　Ｆ位点序列测序结果及其比较　编号３９６４

菌株的Ｆ位点扩增产物测序得一４１６ｂｐ的核苷酸

片段（ＧｅｎＢａｎｋＡｃｃｅｓｓｉｏｎ：ＧＵ２１３１０６）：ＴＧＴＣＡＣ

ＡＧＴＴＡＴＴＣＣＡＴＣＡＡＴＧＣＴＧＡＡＧＴＣＧＴＣＧＡＧ

ＣＧＴＧＴＡＡＴＴＡＡＴＧＴＴＣＡＴＴＴＧＡＡＴＣＧＴＡＴＴ

ＣＴＧＴＣＴＣＡＡＣＣＡＧＡＴＡＴＴＡＴＣＡＡＧＣＡＧＡＴＴ

ＧＣＧＴＣＡＡＡＴＧＴＧＡＴＡＧＡＡＧＡＡＣＴＧＡＡＡＣＡ

ＡＡＡＧＣＡＴＡＧＴＡＡＣＣＡＡＡＣＡＧＡＡＡＴＴＡＡＡＴ

ＡＴＧＡＣＡＴＴＧＡＴＡＧＴＴＴＡＧＡＡＡＡＡＣＡＡＡＡＡ

ＧＣＴＡＡＧＣＴＴＡＡＡＡＣＡＣＡＡＣＡＡＧＡＡＣＧＡＴＴ

ＧＴＴＡＧＡＡＴＴＧＴＴＣＴＴＡＧＡＴＧＡＴＣＡＧＡＴＧＧ

ＡＴＡＧＣＧＡＡＡＴＧＴＴＡＡＡＡＧＣＴＡＡＡＣＡＡＡＧＴ

ＣＡＡＡＴＧＡＡＴＣＡＡＣＡＧＴＴＡＧＡＡＧＴＡＴＴＡＧＡ

ＴＣＡＡＣＡＡＡＴＴＡＡＡＧＡＡＧＣＧＣＡＡＣＡＡＧＣＡＡ

ＡＴＣＡＡＴＣＡＣＡＧＧＡＴＧＡＡＡＴＡＣＣＴＡＡＴＴＴＴ

ＧＡＴＡＡＡＴＴＡＡＡＡＧＧＡＣＧＡＣＴＣＡＴＴＴＴＧＡＴ

ＧＡＴＡＡＣＡＣＧＡＴＴＣＡＧＣＧＴＧＡＣＣＴＴＡＡＡＡＡＡ；

与中心内核苷酸序列库中几个高同源性序列的比对

结果见表３。

表３　含同源性序列的菌株及其相应序列的相似度

犜犪犫犾犲３　Ｓｔｒａｉｎｓｃｏｎｔａｉｎｅｄｔｈｅｓａｍｅｓｅｑｕｅｎｃｅａｎｄｔｈｅｍａｘｉｍａｌｉｄｅｎｔｉｔｙｏｆｓｅｑｕｅｎｃｅ

　　　　　　Ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎｏｆｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｓｅｑｕｅｎｃｅ Ｍａｘｉｍａｌｉｄｅｎｔｉｔｙ（％） 　Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ

犛．犪狌狉犲狌狊ｓｔｒａｉｎＳＴ３８９ｃｃｒＣ７ ９９．０４（４１２／４１６） ＡＭ９９０９９２．１

犛．犪狌狉犲狌狊ｓｔｒａｉｎＡＧＡ－１６４８４ｃｃｒＣ８ ９９．０４（４１２／４１６） ＦＪ９３１０５１．１

犛．犪狌狉犲狌狊ｓｔｒａｉｎＨＵ２５ＳＣＣ犿犲犮ｔｙｐｅⅢｓｅｑｕｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎＴｎ５５４ａｎｄｏｒｆＸ ９６．８８（４０３／４１６） ＡＦ４２２６９６．１

犛．犪狌狉犲狌狊ｓｔｒａｉｎ：８５／２０８２ＳＣＣ犿犲犮Ⅲｒｅｇｉｏｎ ９６．８８（４０３／４１６） ＡＢ０３７６７１．１
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　　以上表示：Ｆ位点序列与犛．犪狌狉犲狌狊ＳＴ３８９菌株

的犮犮狉Ｃ７基因第４３０７４～４２４９８位ｂｐ区域及犛．

犪狌狉犲狌狊ＡＧＡ－１６４８４菌株的犮犮狉Ｃ８基因第１０３９～

１４５４位ｂｐ区域的同源性均为９９％，两者的差异为

４ｂｐ，且在待测序列上的位置及ｂｐ性质也相同，还

有一个ｂｐ缺失。与犮犮狉Ｃ７序列比对结果如下。

　　与含Ⅲ型ＳＣＣ犿犲犮的犛．犪狌狉犲狌狊ＨＵ２５菌株

Ｔｎ５５４与ｏｒｆＸ间片段序列的第１３０８～８９３位ｂｐ

序列及菌株８５／２０８２的第５９５７２～５９９８７位ｂｐ的

同源性均为９７．０６％，差异为１３ｂｐ，且在待测序列

上的位置及差异性质也相同。与ＨＵ２５菌株片段

的比对结果如下。

２．２．４　新ＳＣＣ犿犲犮型别菌株的Ｈ位点扩增产物序

列分析　编号３９６４菌株的Ｈ位点扩增产物测序得

一２７２ｂｐ的核苷酸片段（ＧｅｎＢａｎｋＡｃｃｅｓｓｉｏｎ：

ＧＵ２１３１０７）：ＧＣＴＡＧＣＡＡＧＴＴＡＡＧＣＧＡＡＣＡＣＴ

ＧＡＣＡＴＧＡＴＡＡＡＴＴＡＧＴＧＧＴＴＡＧＣＴＡＴＡＴＴ

ＴＴＴＴＡＣＴＴＴＧＣＡＡＣＡＧＡＡＣＣＡＴＴＴＴＴＧＴＴＣ

ＡＧＴＡＡＴＡＴＴＡＡＴＡＴＧＴＡＣＡＣＴＡＴＴＴＣＣＡＡ

ＡＡＴＴＴＡＡＡＴＴＣＡＴＧＴＴＧＣＣＡＡＡＡＡＴＣＧＡＴ

ＴＴＧＴＴＴＴＴＧＣＡＡＴＴＧＴＴＴＴＴＣＧＴＴＣＧＣＴＴＴ

ＴＡＡＡＧＴＣＧＡＴＴＴＣＡＴＴＡＡＧＴＣＣＧＴＴＡＡＡＴ

ＣＧＡＣＴＧＧＣＧＡＡＡＴＴＴＣＴＴＴＴＡＴＣＡＡＡＴＴＣＴ

ＴＡＴＡＴＴＴＴＧＴＴＣＴＡＧＡＡＴＴＴＣＴＧＴＧＡＡＧＣＴ
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ＴＴＣＣＣＣＡＴＴＣＴＴＣＡ。Ｈ位点是质粒ｐＴ１８１上游

的测定位点，是其存在的标志，中心内核苷酸序列库

中的同源序列很多，以下列出几个有代表性的同源

性序列的特性描述、序列相似度及菌株在基因库中

的检索号，见表４。

表４　含同源序列的菌株及其相应序列的相似度

犜犪犫犾犲４　Ｓｔｒａｉｎｓｃｏｎｔａｉｎｅｄｔｈｅｓａｍｅｓｅｑｕｅｎｃｅａｎｄｔｈｅｍａｘｉｍａｌｉｄｅｎｔｉｔｙｏｆｓｅｑｕｅｎｃｅ

　　　　　　　　Ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎｏｆｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｓｅｑｕｅｎｃｅ Ｍａｘｉｍａｌｉｄｅｎｔｉｔｙ（％） Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ

犛．犪狌狉犲狌狊ＤＮＡ，ｔｙｐｅＩＩＩｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃａｌｃａｓｓｅｔｔｅｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ犿犲犮ａｎｄＳＣＣｍｅｒｃｕｒｙ： ９９．６３（２７１／２７２） ＡＢ０３７６７１．１

　ｓｔｒａｉｎ８５／２０８２

犛．犪狌狉犲狌狊ｓｕｂｓｐ．犪狌狉犲狌狊ＣＯＬｐｌａｓｍｉｄｐＴ１８１，ｃｏｍｐｌｅｔｅｇｅｎｏｍｅ １００．００（２０１／２０１） ＣＰ００００４５．２

犛．犲狆犻犱犲狉犿犻犱犻狊ＡＴＣＣ１２２２８ｐｌａｓｍｉｄｐＳＥ－１２２２８－０１，ｃｏｍｐｌｅｔｅｓｅｑｕｅｎｃｅ １００．００（２０１／２０１） ＡＥ０１５９３０．１

犛．犪狌狉犲狌狊ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｐｌａｓｍｉｄｐＫＨ６，ｃｏｍｐｌｅｔｅｓｅｑｕｅｎｃｅ １００．００（１８９／１８９） Ｕ３８４２８．１

ＰｌａｓｍｉｄｐＮＳ１（ｆｒｏｍ犛．犪狌狉犲狌狊）ｅｎｃｏｄｉｎｇｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ（ｔｅｔ），ｃｏｍｐｌｅｔｅｇｅｎｏｍｅ １００．００（１７３／１７３） Ｍ１６２１７．１

　　表４显示，编号３９６４菌株的Ｈ位点序列与金

黄色葡萄球菌８５／２０８２菌株中的经典Ⅲ型ＳＣＣ犿犲犮

的第２９７０５～２９９７６位碱基间片段的同源性为

９９．６３％，即与第２９７６０位对应的胸腺嘧啶核苷（Ｔ）

缺失。此片段为质粒ｐＴ１８１的上游区域，即 Ｈ位

点测定区，说明Ｈ位点测定准确。两者的比对结果

如下。

　　此外，Ｈ位点序列的第７１～２７１位碱基间序列

与金黄色葡萄球菌 ＣＯＬ菌株ｐＴ１８１质粒的第

１００６～８０６位碱基间以及表皮葡萄球菌 ＡＴＣＣ

１２２２８菌株ｐＳＥ－１２２２８－０１质粒的第４３４３～

４１４３位碱基间的序列完全相同；其第７１～２５９位碱

基间序列与金黄色葡萄球菌的四环素耐药性质粒

ｐＫＨ６的第１００６～８０６位碱基间序列完全相同；第

７１～２４３位碱基间序列与金黄色葡萄球菌的四环素

耐药性质粒ｐＮＳ１第１７３～１位碱基间的序列完全

相同。

２．２．５　新ＳＣＣ犿犲犮型别菌株的 Ｍ 位点扩增产

物序列分析　编号３９６４菌株的 Ｍ位点扩增产

物测序得一１４１ｂｐ片段（ＧｅｎＢａｎｋＡｃｃｅｓｓｉｏｎ：

ＧＵ２１３１０８）：ＡＡＴＧＡＴＴＧＣＣＴＴＡＡＡＴＡＡＣＡＡＡ

ＡＣＡＴＴＡＧＡＣＧＡＴＡＡＡＡＣＡＡＧＴＴＡＴＡＡＡＡＴ

ＣＧＡＴＧＧＴＡＡＡＧＧＴＴＧＧＣＡＡＡＡＡＧＡＴＡＡＡＴ

ＣＴＴＧＧＧＧＴＧＧＴＴＡＣＡＡＣＧＴＴＡＣＡＡＧＡＴＡＴＧ

ＡＡＧＴＧＧＡＣＣＣＴＧＧＡＡＡＡＴＴＴＧＴＴＣＴＣＴＡＡＡＡ。

Ｍ位点是ＭＲＳＡ的鉴别位点，即阳性对照位点，各

型ＳＣＣ犿犲犮均含有，因而中心内核苷酸序列库中同

源序列的数量较多，表５示几个主要的、代表性同源

序列的特性描述、序列相似度及在基因库中的检

索号。

比对结果显示，均是Ｍ位点的第９、１０ｂｐ的胞

嘧啶核苷Ｃ与相应序列的鸟嘌呤核苷Ｇ的差异（详

细情况可用ＢＬＡＳＴ比对）。

表５　含同源性序列的菌株及其相应序列的相似度

犜犪犫犾犲５　Ｓｔｒａｉｎｓｃｏｎｔａｉｎｅｄｔｈｅｓａｍｅｓｅｑｕｅｎｃｅａｎｄｔｈｅｍａｘｉｍａｌｉｄｅｎｔｉｔｙｏｆｓｅｑｕｅｎｃｅ

　　　　　　　Ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎｏｆｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｓｅｑｕｅｎｃｅ Ｍａｘｉｍａｌｉｄｅｎｔｉｔｙ（％） Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ

犛．犪狌狉犲狌狊ｍｅｃＡｇｅｎｅｆｏｒｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ２＇，ｃｏｍｐｌｅｔｅｃｄｓ ９８．２８（１１４／１１６） ＡＢ２３６８８８．１

犛．犪狌狉犲狌狊ＤＮＡ，ｔｙｐｅＩｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｃａｌｃａｓｓｅｔｔｅｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ犿犲犮：ｓｔｒａｉｎＮＣＴＣ１０４４２ ９８．２８（１１４／１１６） ＡＢ０３３７６３．２

犛．犪狌狉犲狌狊ＤＮＡ，ｔｙｐｅＩＩｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃａｌｃａｓｓｅｔｔｅｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ犿犲犮：ｓｔｒａｉｎＮ３１５ ９８．２８（１１４／１１６） Ｄ８６９３４．２

犛．犪狌狉犲狌狊ＤＮＡ，ｔｙｐｅＩＩＩｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃａｌｃａｓｓｅｔｔｅｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ犿犲犮ａｎｄＳＣＣｍｅｒｃｕｒｙ： ９８．２８（１１４／１１６） ＡＢ０３７６７１．１

　ｓｔｒａｉｎ８５／２０８２

犛．犪狌狉犲狌狊ｓｔｒａｉｎ：ＪＣＳＣ６６７０，ＳＣＣｍｅｃｔｙｐｅＩＶｅｌｅｍｅｎｔ，ｃｏｍｐｌｅｔｅｓｅｑｕｅｎｃｅ ９８．２８（１１４／１１６） ＡＢ４２５８２４．１

犛．犪狌狉犲狌狊ＤＮＡ，ｔｙｐｅＶｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃａｌｃａｓｓｅｔｔｅｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ犿犲犮：ｓｔｒａｉｎＪＣＳＣ３６２４（ＷＩＳ） ９８．２８（１１４／１１６） ＡＢ１２１２１９．１
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３　讨论

在前期研究中，我们已对海口地区ＭＲＳＡ的耐

药性表型、强度，多重耐药谱和可能的发展趋势进行

了探讨，同时对本地菌株ＳＣＣ犿犲犮的基因结构、多位

点ＰＣＲ谱型进行了探索，发现２０００—２００３年间

ＭＲＳＡ的总检出率已达８０．６６％，检出率在携带者

性别、门诊与住院及不同年龄组患者间的差异无统

计学意义；ＭＲＳＡ的耐药强度、多重耐药率均高，多

重耐药模式多达１９种。其中对临床常用的６类抗

生素：氨基糖苷类（代表药物：ＡＭＫ）、氯霉素类

（ＣＨＬ）、喹诺酮类（ＣＩＰ）、红霉素类（ＥＲＹ）、四环素

类（ＤＯＸ）和β内酰胺类（苯唑西林）都耐药的百分

比为２０．４１％，对其中５类抗生素耐药的百分比为

３０．５５％，耐４类抗生素的百分比为２２．５０％，耐３

类抗生素的百分比为２６．２３％；耐３类以上抗生素

的百分比高达９８．０６％
［２］。

在ＳＣＣ犿犲犮多位点分型研究中发现，本地区

ＭＲＳＡ携带的主要型别为传统Ⅲ型（占３４．４８％，

２０／５８）和已有报道的Ⅳ犱犮狊（占２０．６９％，１２／５８）；另

外，发现有当时未见报道的９种ＳＣＣ犿犲犮多位点

ＰＣＲ谱型，且发现携带新谱型的ＭＲＳＡ菌株，其流

行病学分布特点、抗药性以及多位点扩增图谱均与

国外已报道的菌株不同，其中新２型从３株

（５．１７％）ＭＲＳＡ中检出，其含有５条扩增带，依次

为Ａ（４９５ｂｐ）、Ｆ（４１４ｂｐ）、Ｈ（３０３ｂｐ）、Ｂ（２８４ｂｐ）和

Ｍ（１６２ｂｐ）；特点为：含有Ⅰ、Ⅱ型的上游特异性位

点Ａ、Ｂ，但缺乏下游位点Ｄ，却多了两个Ⅲ型的下游

位点Ｆ、Ｈ。其耐药特点是３株菌均对ＶＡＮ、ＤＯＸ

敏感，后者与含ｐＴ１８１质粒（携带有四环素耐药性

质粒）的预期表型不一致，是否是编号３９６４菌株的

Ｈ位点只与四环素耐药质粒的部分序列相同而造

成其耐药表型改变，有待研究；对其他几种代表药物

的敏感性因菌株不同而有差异［２］。

依据Ｏｌｉｖｅｉｒｅ设计的ＳＣＣ犿犲犮多位点分型原

理［４］，位点Ａ位于犿犲犮Ａ的上游，为胞浆素敏感表面

蛋白基因狆犾狊的下端序列，是狆犾狊的指示位点，为Ⅰ

型ＳＣＣ犿犲犮所特有；Ｂ位于犿犲犮Ａ的上游，为犽犱狆基

因的前端序列，为Ⅱ型ＳＣＣ犿犲犮所特有；Ｆ在转座子

Ｔｎ５５４与ＳＣＣ犿犲犮右结合点之间的假盒染色体重组

酶基因（Ψｃｃｒ）内；Ｈ位于插入了ＩＳ４３１与质粒ｐＴ１８１

的结合处，是ｐＴ１８１的指示位点，两者均位于犿犲犮Ａ

下游，均是Ⅲ型ＳＣＣ犿犲犮的特异性位点，且Ｈ位点还

是鉴别Ⅲ与ⅢＡ型ＳＣＣ犿犲犮的鉴别位点；Ｍ位点是

ＭＲＳＡ的阳性对照位点，各型ＳＣＣ犿犲犮均应含有。

测定株３９６４的Ａ位点序列与经典Ⅰ型ＳＣＣ犿犲犮

的Ａ位点序列（ＧｅｎＢａｎｋＡｃｃｅｓｓｉｏｎＡＢ０３３７６３．２）同

源性为９９．７９％，差异为１ｂｐ；Ｂ位点序列与经典

Ⅱ型ＳＣＣ犿犲犮的 Ｂ 位 点 序 列 （ＧｅｎＢａｎｋ Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ

ＢＡ００００１８．３）同源性为９７．８８％，差异为６ｂｐ；Ｆ位点

序列与经典Ⅲ型ＳＣＣ犿犲犮的Ｆ位点序列（ＧｅｎＢａｎｋ

ＡｃｃｅｓｓｉｏｎＡＦ４２２６９６．１）同源性为９６．８８％，差异为１３

ｂｐ；Ｈ位点序列部分与金黄色葡萄球菌８５／２０８２菌株

中经典Ⅲ型ＳＣＣ犿犲犮的第２９７０５～２９９７６位碱基间片

段（ＧｅｎＢａｎｋＡｃｃｅｓｓｉｏｎＡＢ０３７６７１．１）的同源性为

９９．６３％，此片段为质粒ｐＴ１８１的上游区域，即Ｈ位

点测定区。依此均确证各位点测定准确，但位点序列

与已知位点序列存在一定差异。

多位点复合ＰＣＲ分型原理及扩增谱显示，３９６４

号ＭＲＳＡ携带的ＳＣＣ犿犲犮含有Ⅰ、Ⅱ型上游特异性

位点（Ａ、Ｂ）和Ⅲ型下游特有位点（Ｆ、Ｈ）以及阳性对

照位点Ｍ，与已报道型别的结构完全不同，可以认

为是一种新的ＳＣＣ犿犲犮型别，推测可能是Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ

型ＳＣＣ犿犲犮的重组型。

测定位点序列的碱基数量与已报道位点的碱基

数量不完全一致，依测序公司的反馈，ＰＣＲ条带会

存在一定的碱基差异。
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