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［摘　要］　目的　分析临床血培养报阳的凝固酶阴性葡萄球菌（ＣＮＳ）生物被膜形成能力及耐药性特征。

方法　收集某院临床血培养报阳的ＣＮＳ１２６株，采用９６孔聚苯乙烯培养板分析生物被膜形成能力，聚合酶链反应

（ＰＣＲ）法检测细菌耐药基因犿犲犮Ａ，并分析菌株的耐药情况。结果　１２６株ＣＮＳ中，８７株（占６９．０４％）生物被膜

阳性，１０５株（８３．３３％）携带犿犲犮Ａ基因。ＣＮＳ对青霉素、苯唑西林及红霉素的耐药率均＞８０％，未发现对利奈唑

胺、奎奴普丁／达福普汀、万古霉素和替加环素耐药的菌株；耐甲氧西林凝固酶阴性葡萄球菌（ＭＲＣＮＳ）对环丙沙

星、庆大霉素、左氧氟沙星、青霉素、利福平和复方磺胺甲口恶唑的耐药率均高于甲氧西林敏感凝固酶阴性葡萄球

（ＭＳＣＮＳ）（均犘＜０．０５）。对苯唑西林敏感的ＣＮＳ中，有２株犿犲犮Ａ检测阳性。结论　临床血液来源的ＣＮＳ具有

较高的生物被膜形成能力，绝大部分为 ＭＲＣＮＳ，且表现为多重耐药；存在耐药表型与基因型不一致的菌株。
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　　根据２０１１—２０１２年度卫生部全国细菌耐药监

测网（ＭＯＨＮＡＲＩＮ）血流感染细菌耐药监测数据显

示，凝固酶阴性葡萄球菌（ｃｏａｇｕｌａｓｅｎｅｇａｔｉｖｅｓｔａｐｈｙｌｏｃｏ

ｃｃｕｓ，ＣＮＳ）是革兰阳性菌中引起血流感染的最常见细

菌［１］。国外研究数据显示，ＣＮＳ是引起美国医院导管

相关血流感染（ｃａｔｈｅｔｅｒｒｅｌａｔｅｄｂｌｏｏｄｓｔｒｅａｍｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，

ＣＲＢＳＩ）最常见的细菌
［２－３］。ＣＮＳ主要致病因素是形

成生物被膜，生物被膜的形成能力与细菌的致病能力

相关［４］。此外，Ａｂｄｉ等
［５］研究结果显示，细菌生物被

膜的形成可使细菌对抗菌药物的抑菌浓度上升１０～

１０００倍。生物被膜形成提高了细菌的耐药能力，给

临床相关感染的治疗带来巨大挑战。本研究以分离

自临床血培养报阳的ＣＮＳ为研究对象，分析细菌生

物被膜形成能力及耐药特征。对进一步深入研究生

物被膜形成机制，探讨ＣＮＳ的致病能力，以及相关感

染的治疗具有重要意义。

１　对象与方法

１．１　研究对象　２０１３年１１月—２０１４年１０月四川

省医学科学院·四川省人民医院住院患者血培养分

离的１２６株ＣＮＳ，无重复菌株，表皮葡萄球菌ＡＴＣＣ

１２２２８为生物被膜阴性对照株。

１．２　仪器与试剂　聚合酶链反应（ＰＣＲ）试剂为康

为世纪公司产品，１００ｂｐＤＮＡＭａｒｋｅｒ购自北京康

为世纪公司，ＤＮＡ提取液为中山大学达安基因股份

有限公司产品，ＰＣＲ扩增仪、电泳仪和凝胶成像系

统均购自美国ＢｉｏＲａｄ公司，高速冷冻离心机购自

德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司，酶标仪为Ｔｈｅｒｍｏ公司产品，

９６孔无菌培养板购自美国Ｃｏｓｔａｒ公司，结晶紫为

Ｂａｓｏ公司产品，大豆蛋白胨、胰蛋白胨、脑心浸液肉

汤为青岛海博生物技术公司产品，其余试剂均为国

产分析纯试剂。所有引物均由上海英骏公司合成。

１．３　细菌ＤＮＡ提取　复苏低温保存的表皮葡萄

球菌，接种至血平板，３７℃，５％ＣＯ２ 培养２４ｈ，挑起

细菌单克隆，收集细菌，１００００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，去

上清，重悬于３０μＬ的ＤＮＡ提取液中，１００℃煮沸

１０ｍｉｎ后，１００００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，上清液即为

ＣＮＳ的ＤＮＡ。

１．４　生物被膜表型分析　根据文献
［６］报道的半定

量生物被膜检测法，将临床分离的ＣＮＳ及 ＡＴＣＣ

１２２２８标准菌株接种于ＬＢ液体培养基，３７℃，２２０

ｒ／ｍｉｎ振摇过夜，用ＴＳＢ（含０．２５％葡萄糖）１∶２００

稀释加入９６孔培养板（２００μＬ／孔），每个样本重复

８孔，以ＴＳＢ为空白对照，３７℃静置培养７２ｈ；弃去

菌液，用超纯水洗３次，６０℃干燥１ｈ，每孔加入

２００μＬ０．１％的结晶紫染色１０ｍｉｎ；用超纯水洗

３次去除未结合的染料，６０℃干燥１ｈ，每孔加入

２００μＬ５％的乙酸溶液溶解染料。通过酶标仪测定

５７０ｎｍ波长吸光度（Ａ５７０ｎｍ）。生物被膜阳性菌

株的筛选条件为：阴性对照ＡＴＣＣ１２２２８标准菌株

平均Ａ值＋３倍标准差为界定值，以标本的平均Ａ

值大于界定值为生物被膜形成株。

１．５　犿犲犮Ａ基因检测　采用ＰＣＲ法进行ＣＮＳ耐药

基因犿犲犮Ａ 检测，引物序列为 犿犲犮ＡＦ：５’ＴＣＣＡ

ＧＡＴＴＡＣＡＡＣＴＴＣＡＣＣＡＧＧ３’；犿犲犮ＡＲ：５’

ＣＣＡＣＴＴＣＡＴＡＴＣＴＴＧＴＡＡＣＧ３’，产物大小为

５２７ｂｐ。基因检测配制２０μＬ反应体系：２×Ｔａｑ

ＭａｓｔｅｒＭｉｘ１０μＬ，上下游引物各１μＬ，ＤＮＡ２μＬ，

ｄｄＨ２Ｏ６μＬ。ＰＣＲ反应条件为９４℃预变性５ｍｉｎ，

９４℃变性３０ｓ，５０℃退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，３０个

循环，最后７２℃延伸５ｍｉｎ。扩增产物经１．５％琼

脂糖凝胶电泳后ＢｉｏＲａｄ凝胶成像仪检测。

１．６　菌株鉴定及药敏试验　采用全自动微生物药

敏及鉴定系统ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍｐａｃｔ进行分析，细菌接

种于血平板，３７℃过夜培养，挑起单克隆，调整细菌

浓度，通过对应的鉴定板，直接上机检测。抗菌药物

包括环丙沙星、庆大霉素、左氧氟沙星、利奈唑胺、莫

西沙星、呋喃妥因、苯唑西林、青霉素、奎奴普丁／达

福普汀、利福平、四环素、复方磺胺甲口恶唑、万古霉

素、红霉素、克林霉素、替加环素共１６种。

１．７　统计方法　应用ＳＰＳＳ１９．０软件进行统计分

析，率的比较采用双侧Ｆｉｓｈｅｒ检验及双侧χ
２ 分析，

犘≤０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＣＮＳ来源科室分布　临床分离血培养报阳的

１２６株ＣＮＳ标本主要来源于重症监护病房（ＩＣＵ）、

老年内科和儿科。见表１。

２．２　ＣＮＳ生物被膜形成及菌种分布　标准菌株

ＡＴＣＣ１２２２８为阴性对照，其Ａ值为０．２８±０．０２，

以Ａ值＞０．３３为生物被膜阳性判定标准。１２６株

ＣＮＳ中，８７株（６９．０４％）生物被膜阳性，其中１０株

临床分离的ＣＮＳ生物被膜形成能力的检测结果见

图１。１２６株ＣＮＳ中有６５株为表皮葡萄球菌，占

５１．５９％，其中生物被膜阳性４４株，占６７．６９％。见

表２。

·２２７· 中国感染控制杂志２０１５年１１月第１４卷第１１期　ＣｈｉｎＪＩｎｆｅｃｔＣｏｎｔｒｏｌＶｏｌ１４Ｎｏ１１Ｎｏｖ２０１５



２．３　犿犲犮Ａ基因检测结果　以ＡＴＣＣ１２２２８标准

菌株为阳性对照，１２６株ＣＮＳ中，１０５株（８３．３３％）

携带犿犲犮Ａ基因，对应的阳性菌株在目标区带均出

现明亮的电泳条带。见图２。

２．４　药敏试验结果　ＣＮＳ对青霉素的耐药率最

高，为９２．８６％；未发现对利奈唑胺、奎奴普丁／达福

普汀、万古霉素和替加环素耐药的菌株。见图３。

２．５　甲氧西林敏感凝固酶阴性葡萄球（ＭＳＣＮＳ）与

耐甲氧西林凝固酶阴性葡萄球菌（ＭＲＣＮＳ）耐药率

比较　１２６株ＣＮＳ，其中 ＭＲＣＮＳ１０５株、ＭＳＣＮＳ

２１株。ＭＲＣＮＳ对环丙沙星、庆大霉素、左氧氟沙

星、青霉素、利福平和复方磺胺甲口恶唑的耐药率均高

于 ＭＳＣＮＳ（均犘＜０．０５）。见表３。２株 ＣＮＳ对

苯唑西林敏感，但犿犲犮Ａ检测阳性。

表１　１２６株ＣＮＳ临床科室分布

犜犪犫犾犲１　Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆ１２６ＣＮＳｉｓｏｌａｔｅｓ

科室 株数 构成比（％）

ＩＣＵ ３３ ２６．１９

老年内科 １９ １５．０８

儿科 １４ １１．１１

肾内科 １１ ８．７３

普通外科 ８ ６．３５

血液内科 ７ ５．５６

骨科 ６ ４．７６

呼吸内科 ６ ４．７６

感染科 ５ ３．９７

神经内科 ５ ３．９７

妇产科 ４ ３．１７

风湿内科 ３ ２．３８

其他科 ５ ３．９７

合计 １２６ １００．００

!"#$

!
"
#
$

$%&

'%$

'%&

(%$

(%&

$%$

!

)

*

*

'

(

(

(

+

*

,

-

(

+

*

,

-

(

.

*

,

-

(

/

*

,

-

(

"

*

,

-

(

0

*

,

-

(

1

*

,

-

(

(

*

,

-

(

'

*

,

-

(

$

*

,

-

'

2

%&'

图１　ＣＮＳ生物被膜形成能力检测结果

犉犻犵狌狉犲１　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｂｉｏｆｉｌｍｆｏｒｍｉｎｇａｂｉｌｉｔｙｏｆＣＮＳｉｓｏｌａｔｅｓ

表２　１２６株ＣＮＳ菌种分布及生物被膜形成情况

犜犪犫犾犲２　Ｓｐｅｃｉｅｓｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎａｎｄｂｉｏｆｉｌｍｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆ１２６

ＣＮＳｉｓｏｌａｔｅｓ

ＣＮＳ菌种 菌株数 构成比（％） 生物被膜阳性（株，％）

表皮葡萄球菌 ６５ ５１．５９ ４４（６７．６９）

人葡萄球菌 ２７ ２１．４３ ２１（７７．７８）

头状葡萄球菌 １４ １１．１１ １１（７８．５７）

溶血葡萄球菌 １０ ７．９４ ３（３０．００）

科氏葡萄球菌 ４ ３．１８ ２（５０．００）

缓慢葡萄球菌 ２ １．５９ ２（１００．００）

腐生葡萄球菌 １ ０．７９ １（１００．００）

木糖葡萄球菌 １ ０．７９ １（１００．００）

沃氏葡萄球菌 １ ０．７９ １（１００．００）

鸡葡萄球菌 １ ０．７９ １（１００．００）

!"#### $%

　　Ｓ：ＣＮＳ；Ｐ：阳性对照；Ｎ：阴性对照；ＭＢ：１００ｂｐＤＮＡＭａｒｋｅｒ

图２　ＣＮＳ犿犲犮Ａ基因ＰＣＲ产物电泳图

犉犻犵狌狉犲２　ＰＣＲｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｍａｐｏｆ犿犲犮ＡｇｅｎｅｉｎＣＮＳ

ｉｓｏｌａｔｅｓ
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图３　１２６株ＣＮＳ对１６种抗菌药物的耐药率

犉犻犵狌狉犲３　Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｒｅｓｉｓｔａｎｔｒａｔｅｓｏｆ１２６ＣＮＳｉｓｏｌａｔｅｓｔｏ１６ｋｉｎｄｓｏｆａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌａｇｅｎｔｓ

表３　ＭＳＣＮＳ、ＭＲＣＮＳ耐药率比较

犜犪犫犾犲３　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｒｅｓｉｓｔａｎｔｒａｔｅｓｏｆ

ＭＳＣＮＳａｎｄＭＲＣＮＳ

抗菌药物 ＭＳＣＮＳ（％）ＭＲＣＮＳ（％） χ
２ 犘

环丙沙星 ２６．３２ ５６．０７ ５．７２ ０．０２

庆大霉素 ５．２６ ３０．８４ ５．３９ ０．０２

左氧氟沙星 ２６．３２ ５６．０７ ５．７２ ０．０２

莫西沙星 ５．２６ １４．９５ １．３０ ０．４７

苯唑西林 ０．００ ９８．１０ １１２．８５ ＜０．００１

青霉素 ７８．９５ ９５．３３ ６．５３ ０．０３

利福平 ０．００ ２０．５６ ４．７３ ０．０３

四环素 １５．７９ ２３．３６ ０．５４ ０．４６

复方磺胺甲口恶唑 ２１．０５ ５８．８８ ９．２７ ０．００３

红霉素 ６８．４２ ８２．２４ １．９４ ０．２１

克林霉素 ３１．５８ ５９．８１ ２．５５ ０．１３

３　讨论

ＣＮＳ是人体皮肤及黏膜组织的正常菌群，因其

长期以来被考虑为污染菌，对人类感染性疾病缺乏

系统性的研究资料［７］。然而近年研究［８－９］发现，

ＣＮＳ导致相关感染性疾病的报道越来越多，逐渐被

重视。研究［１０］发现，ＣＮＳ所导致的相关感染可能威

胁免疫缺陷患者生命。ＣＮＳ主要致病因素是形成

生物被膜，生物被膜的形成能力与细菌的致病能力

相关［４］。此外，Ｍａｙ等
［７］通过分析１９９９—２０１２年

美国ＣＮＳ耐药性情况变化，发现ＣＮＳ可以视为监

测其他致病菌耐药情况的“哨兵”，也是其他致病菌

耐药基因的“库房”。我国血流感染发病率及病死率

逐年上升，但ＣＮＳ导致的相关感染资料及流行病学

资料较少［７，１１］。因此，系统分析临床分离的ＣＮＳ耐

药性特征及生物被膜形成能力十分有意义。

收集临床血培养ＣＮＳ１２６株，分离自ＩＣＵ的菌

株最多 （３３ 株，占 ２６．１９％），其次为老年内科

（１９株，占１５．０８％），儿科（１４株，占１１．１１％），肾脏

内科（１１株，占８．７３％），这可能与ＩＣＵ科室介入性

操作较多，老年内科患者和儿科患者住院时间长，免

疫功能普遍较低等有关，提示ＣＮＳ感染与患者免疫

力的强弱相关。肾脏内科患者长期血液透析和腹膜

透析，可能导致ＣＮＳ感染风险增高。生物被膜形成

是ＣＮＳ的主要致病机制，生物被膜相关感染具有持

续性和反复性，难以根治［１２－１３］。

１２６株 ＣＮＳ 中，表皮葡萄球菌占 ５１．５９％

（６５株），该结果与 Ｂｏｕｃｈａｍｉ等
［１４］报道的数据接

近。其次人葡萄球菌、头状葡萄球菌和溶血葡萄球

菌，分别为２７、１４和１０株；科氏葡萄球菌４株，缓慢

葡萄球菌２株，腐生葡萄球菌、木糖葡萄球菌和沃氏

葡萄球菌鸡葡萄球菌各１株。提示临床分离的

ＣＮＳ种类广泛，分析其生物被膜形成能力及耐药特

征十分有意义。１２６株ＣＮＳ中，８７株（６９．０５％）生

物被膜阳性，提示临床分离的ＣＮＳ具有较强的生物

被膜形成能力。１０株溶血葡萄球菌仅３株为生物

被膜阳性菌株，较其他ＣＮＳ形成生物被膜的能力偏

低。溶血葡萄球菌是常见ＣＮＳ，连双庆等
［１５］发现，

溶血性葡萄球菌是导致ＩＣＵ相关感染的重要病原

菌。增加标本数量，进一步分析溶血葡萄球菌的生

物被膜形成能力是下一步的研究方向。

青霉素的广泛使用，导致了对其耐药的葡萄球

菌不断攀升。甲氧西林及其衍生类抗生素被用于治

疗葡萄球菌所致的感染，其后，不断有耐甲氧西林葡

萄球菌的报道。本研究中，１２６株ＣＮＳ中，ＭＲＣＮＳ

１０５株，占８３．３３％。ＣＮＳ对青霉素的耐药最高，为

９２．８６％；其次为苯唑西林和红霉素，耐药率分别为
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８１．７５％和８０．１６％；复方磺胺甲口恶唑、克林霉素、环

丙沙星和左氧氟沙星的耐药率分别为５３．１７％、５８．

７３％、５１．５９％和５１．５９％；未发现对利奈唑胺、奎奴

普丁／达福普汀、万古霉素和替加环素耐药的菌株，

与陈重等［１６］报道的深圳南山医院细菌耐药情况接

近。２００６年美国临床实验室标准化协会（ＣＬＳＩ）明

确指出，ＭＲＣＮＳ对青霉素、碳青霉烯、头孢烯、β内

酰胺类抗生素耐药，不应该被用于 ＭＲＣＮＳ相关感

染的治疗。近年很多研究［１７－１９］结果表明，耐甲氧西

林葡萄球菌已经开始对更多的抗菌药物耐药，如喹

诺酮类、大环内酯类、氨基糖苷类、复方磺胺甲口恶唑

和庆大霉素。本研究，ＭＲＣＮＳ对环丙沙星、左氧氟

沙星、庆大霉素、青霉素、利福平和复方磺胺甲口恶唑

的耐药率高于 ＭＳＣＮＳ。此外，从苯唑西林敏感的

ＣＮＳ中，检测２株犿犲犮Ａ阳性株。基因型和表型差

异可能与ＳＣＣ犿犲犮中与苯唑西林结合位点的缺失相

关［２０］。

综上所述，研究结果显示临床血液来源的ＣＮＳ

具有科室差异，且具有较高的生物被膜形成能力，绝

大部分为 ＭＲＣＮＳ。ＭＲＣＮＳ表现为多重耐药，如

对环丙沙星、左氧氟沙星、庆大霉素、青霉素、利福平

和复方磺胺甲口恶唑等耐药。存在犿犲犮Ａ阳性，但对

苯唑西林敏感的ＣＮＳ，可能与ＳＣＣ犿犲犮相关，有待

下一步研究。
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