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·论著·

重症监护病房分离金黄色葡萄球菌的分子流行特征

杨玉琪，徐修礼，马越云，史皆然，周　珊，周　磊，郝晓柯

（第四军医大学西京医院，陕西 西安　７１００３２）

［摘　要］　目的　了解某三甲医院重症监护病房（ＩＣＵ）患者分离金黄色葡萄球菌的分子流行特点及其同源性，为

有效控制医院感染的发生提供实验室依据。方法　收集该院２０１３年３—８月ＩＣＵ患者各类感染标本分离的６２株

金黄色葡萄球菌，采用ＰＣＲ方法扩增７个管家基因并进行测序分析，采用多位点序列分型（ＭＬＳＴ）技术获得菌株

ＳＴ分型，对ＳＴ分型进行亲缘关系分析。结果　６２株金黄色葡萄球菌均可以扩增出７个管家基因的特异性产物；

共分为１０个ＳＴ基因型，其中２个基因型为新发现的ＳＴ型（ＳＴｎ１和ＳＴｎ２），１个为国内新发现的ＳＴ型（ＳＴ６７５）。

ＳＴ２３９是ＩＣＵ患者分离的金黄色葡萄球菌主要ＳＴ型别，占７４．２０％，分布于６个ＩＣＵ，分布范围最广；其次为

ＳＴ５，分布于３个ＩＣＵ。６２株菌株在系统进化树上形成７个主要分支，检出耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（ＭＲＳＡ）

５５株，占８８．７１％。结论　医院ＩＣＵ分离的金黄色葡萄球菌具有一定的同源性，并且少数型别表现出集中分布

趋势。

［关　键　词］　重症监护病房；金黄色葡萄球菌；多位点序列分型；基因；同源性
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　　金黄色葡萄球菌（犛狋犪狆犺狔犾狅犮狅犮犮狌狊犪狌狉犲狌狊）为革

兰染色阳性球菌，是一种重要的病原菌，也是近年来

引起医院感染的主要病原菌之一［１］。金黄色葡萄球

菌由于传播途径广、致病性强、抵抗力较强，在医院

内的传播较为广泛，已经成为医院感染预防和控制

的棘手问题［２］。金黄色葡萄球菌尤其是耐甲氧西林

金黄色葡萄球菌（ｍｅｔｈｉｃｉｌｌｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｔ犛狋犪狆犺狔犾狅犮狅

犮狌狊犪狌狉犲狌狊，ＭＲＳＡ），已经引起临床医务人员越来越

多的重视，而且金黄色葡萄球菌医院内传播也成为

医院感染控制的重点问题。因此，分析临床分离的

金黄色葡萄球菌分子流行病学特点，并对其进行基

因同源性分析，有助于及时判断医院感染的传染源，

明确传播途径，对预防和控制医院感染具有重要意

义。本研究对重症监护病房（ＩＣＵ）分离收集的

６２株金黄色葡萄球菌进行菌株鉴定及药敏试验，同

时应用多位点序列分型技术（ＭＬＳＴ）进行分子流行

病学研究，采用ｅＢＵＲＳＴ软件分析其基因同源性，

了解金黄色葡萄球菌在医院ＩＣＵ的传播及流行状

况，为临床合理使用抗菌药物及有效控制医院感染

提供实验室依据。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　菌株来源　收集某医院２０１３年３—８月

ＩＣＵ住院患者各种感染标本分离的６２株金黄色葡

萄球菌，并排除同一患者的重复菌株。

１．１．２　仪器与试剂　全自动细菌鉴定分析仪Ｐｈｏ

ｎｅｎｉｘ１００（美国ＢＤ公司），ＭｕｅｌｌｅｒＨｉｎｔｏｎ琼脂培

养基（北京奥博星生物技术有限公司），溶葡萄球菌

酶（ＢＢＩ生命科学有限公司），ＱＩＡａｍｐＤＮＡ纯化试

剂盒（德国凯杰公司），ＤＵ８００核酸蛋白分析仪（美

国Ｂｅｃｋｍａｎ公司），聚合酶链反应（ＰＣＲ）扩增仪（美

国ＡＢＩ公司），ＤＮＡ 凝胶电泳系统（美国ＢｉｏＲａｄ

公司），凝胶电泳成像系统（上海复日科技有限公

司），ＰＣＲ反应所用试剂（上海生工生物工程股份有

限公司），药敏纸片（英国Ｏｘｏｉｄ公司）。

１．２　方法

１．２．１　菌株分离、鉴定　采用常规培养分离方法，

操作方法依据《全国临床检验操作规程》，应用Ｐｈｏ

ｎｅｎｉｘ１００全自动细菌鉴定分析仪鉴定细菌。

１．２．２　药敏试验　药敏试验采用ＫＢ法和头孢西

丁纸片法，按美国临床实验室标准化协会（ＣＬＳＩ）

２０１４年
［３］规定的标准判定耐药（Ｒ）、中介（Ｉ）、和敏

感（Ｓ）。

１．２．３　细菌ＤＮＡ的提取　使用ＱＩＡａｍｐＤＮＡ纯

化试剂盒提取细菌ＤＮＡ，首先对分离纯化得到的对

数生长期的单菌落进行细菌ＤＮＡ的提取，然后用

ＢｅｃｋｍａｎＤＵ８００核酸蛋白分析仪检测提取的ＤＮＡ

纯度和浓度，确保提取的ＤＮＡ质量。

１．２．４　引物的设计与合成　参照金黄色葡萄球菌

ＭＬＳＴ数据库（ｈｔｔｐ：／／ｓａｕｒｅｕｓ．ｍｌｓｔ．ｎｅｔ／）推荐的

７个独立的管家基因（犪狉犮Ｃ、犪狉狅Ｅ、犵犾狆Ｆ、犵犿ｋ、狆狋犪、

狋狆犻、狔狇犻犾）设计引物
［４］，引物由上海生工生物工程股

份有限公司提供，合成引物序列见表１。

表１　金黄色葡萄球菌 ＭＬＳＴ各管家基因引物序列及片段

长度

犜犪犫犾犲１　Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅａｎｄｆｒａｇｍｅｎｔｌｅｎｇｔｈｏｆｈｏｕｓｅｋｅｅｐ

ｉｎｇｇｅｎｅｓｏｆ犛．犪狌狉犲狌狊ＭＬＳＴ

管家

基因
引物（５’－３’）

片段长度

（ｂｐ）

犪狉犮Ｃ Ｆ：ＴＴＧＡＴＴＣＡＣＣＡＧＣＧＣＧＴＡＴＴＧＴＣ ４５６

Ｒ：ＡＧＧＴＡＴＣＴＧＣＴＴＣＡＡＴＣＡＧＣＧ

犪狉狅Ｅ Ｆ：ＡＴＣＧＧＡＡＡＴＣＣＴＡＴＴＴＣＡＣＡＴＴＣ ４５６

Ｒ：ＧＧＴＧＴＴＧＴＡＴＴＡＡＴＡＡＣＧＡＴＡＴＣ

犵犾狆Ｆ Ｆ：ＣＴＡＧＧＡＡＣＴＧＣＡＡＴＣＴＴＡＡＴＣＣ ４６５

Ｒ：ＴＧＧＴＡＡＡＡＴＣＧＣＡＴＧＴＣＣＡＡＴＴＣ

犵犿ｋ Ｆ：ＡＴＣＧＴＴＴＴＡＴＣＧＧＧＡＣＣＡＴＣ ４２９

Ｒ：ＴＣＡＴＴＡＡＣＴＡＣＡＡＣＧＴＡＡＴＣＧＴＡ

狆狋犪 Ｆ：ＧＴＴＡＡＡＡＴＣＧＴＡＴＴＡＣＣＴＧＡＡＧＧ ４７４

Ｒ：ＧＡＣＣＣＴＴＴＴＧＴＴＧＡＡＡＡＧＣＴＴＡＡ

狋狆犻 Ｆ：ＴＣＧＴＴＣＡＴＴＣＴＧＡＡＣＧＴＣＧＴＧＡＡ ４０２

Ｒ：ＴＴＴＧＣＡＣＣＴＴＣＴＡＡＣＡＡＴＴＧＴＡＣ

狔狇犻犾 Ｆ：ＣＡＧＣＡＴＡＣＡＧＧＡＣＡＣＣＴＡＴＴＧＧＣ ５１６

Ｒ：ＣＧＴＴＧＡＧＧＡＡＴＣＧＡＴＡＣＴＧＧＡＡＣ

１．２．５　ＰＣＲ反应体系与扩增条件　ＰＣＲ反应体系

２５μＬ，其中 ＰｒｅｍｉｘＴａｑ１２．５μＬ，上下游引物

（１０μｍｏｌ／Ｌ）各１μＬ，ＤＮＡ模板２μＬ，加无菌蒸馏

水至２５μＬ。ＰＣＲ反应条件：９４℃预变性５ｍｉｎ；

９４℃变性３０ｓ、５５℃退火３０ｓ、７２℃延伸３０ｓ，共

３０个循环；最后７２℃延伸５ｍｉｎ。

１．２．６　扩增产物的验证、测序与比对分析　首先通

过琼脂糖凝胶电泳鉴定ＰＣＲ产物，然后将ＰＣＲ产

物送北京柏林罗核酸技术有限公司进行双向测序，

并利用ＢｉｏＥｄｉｔ软件对测序结果进行校正、拼接。

１．２．７　ＭＬＳＴ型别　拼接后的结果与金黄色葡萄

球菌 ＭＬＳＴ数据库的数据进行比对分析，获得对应

的７个管家基因的等位基因，然后根据７个等位基

因型进一步获得该菌株的ＳＴ型别。

１．２．８　同源性分析　使用ｅＢＵＲＳＴＶ３软件（访问
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地址：ｈｔｔｐ：／／ｅｂｕｒｓｔ．ｍｌｓｔ．ｎｅｔ）对６２株金黄色葡萄

球菌的ＳＴ基因型进行亲缘关系分析，借助ＢＵＲＳＴ

算法绘制类似于网络结构的辐射状图。本实验参考

菌株为中国临床菌株，使用ｅＢＵＲＳＴ软件按照严格

标准［４］绘制菌株ＳＴ亲缘关系分布图。

２　结果

２．１　菌株分布　６２株金黄色葡萄球菌分离自神经

外科ＩＣＵ（２６株）、神经内科ＩＣＵ（１６株）、消化科

ＩＣＵ（６株）、呼吸内科ＩＣＵ（６株）、麻醉科ＩＣＵ

（４株）、心脏外科ＩＣＵ（２株）、烧伤科ＩＣＵ（１株）和儿

科ＩＣＵ（１株），其中痰标本５６株、咽拭子２株、分泌

物、引流液、组织和粪便标本各１株。患者年龄０～

９４岁，平均４８岁，男女性别比为１．９５!１（４１／２１）。

２．２　ＰＣＲ扩增产物的鉴定结果　６２株金黄色葡萄

球菌均可以扩增出７个管家基因的特异性产物，扩

增产物的大小为４０２～５１６ｂｐ，扩增产物的电泳结

果见图１。
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图１　金黄色葡萄球菌管家基因ＰＣＲ扩增电泳图

犉犻犵狌狉犲１　ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｍａｐｏｆｈｏｕｓｅ

ｋｅｅｐｉｎｇｇｅｎｅｓｏｆ犛．犪狌狉犲狌狊

２．３　ＭＬＳＴ分型结果　６２株金黄色葡萄球菌共分

为１０个ＳＴ基因型，其中２个基因型为新发现的

ＳＴ型（ＳＴｎ１和ＳＴｎ２），１个为国内新发现的ＳＴ型

（ＳＴ６７５）。ＳＴ２３９是金黄色葡萄球菌主要的ＳＴ型

别，占７４．２０％，且分布于６个ＩＣＵ，分布范围最广。

其次为ＳＴ５，分布于３个ＩＣＵ。ＳＴ６３０与ＳＴ２３９相

比较，仅管家基因犪狉犮Ｃ的等位基因不同。ＳＴ６７５和

ＳＴｎ２与ＳＴ５相比较，分别表现为管家基因犪狉狅Ｅ和

犵犾狆Ｆ不同。６２株金黄色葡萄球菌 ＭＬＳＴ分型结果

及其在各科室的分布情况详见表２。

表２　６２株金黄色葡萄球菌科室分布及ＳＴ型别

犜犪犫犾犲２　ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎａｎｄＳＴｇｅｎｏｔｙｐｅｓｏｆ６２犛．

犪狌狉犲狌狊ｓｔｒａｉｎｓ

ＳＴ

基因型

等位基因谱

（ａｒｃＣａｒｏＥｇｌｐＦ

ｇｍｋｐｔａｔｐｉｙｑｉｌ）

科室

分布
株数

构成比

（％）

ＳＴ２３９ ２３１１４４３ 神经外科ＩＣＵ、神经内

科ＩＣＵ、烧伤科ＩＣＵ、麻

醉科 ＩＣＵ、呼 吸 内 科

ＩＣＵ、消化科ＩＣＵ

４６ ７４．２０

ＳＴ５ １４１４１２１１０ 神经外科ＩＣＵ、神经内

科ＩＣＵ、消化科ＩＣＵ

８ １２．９１

ＳＴ２０ ４９１８１１０８ 呼吸内科ＩＣＵ １ １．６１

ＳＴ５９ １９２３１５２１９２０１５ 儿科ＩＣＵ １ １．６１

ＳＴ１８８ ３１１８１１１ 神经内科ＩＣＵ １ １．６１

ＳＴ６３０ １２３１１４４３ 心脏外科ＩＣＵ １ １．６１

ＳＴ６７５ １３６１４１２１１０ 神经外科ＩＣＵ １ １．６１

ＳＴ９４４ １８１８６５９１３１５１８ 心脏外科ＩＣＵ １ １．６１

ＳＴｎ１ １４１２３１２２４０１０ 麻醉科ＩＣＵ １ １．６１

ＳＴｎ２ １４３２７４１２１１０ 神经内科ＩＣＵ １ １．６１

２．４　药敏结果　６２株金黄色葡萄球菌对头孢西丁

耐药的 ＭＲＳＡ共５５株，占８８．７１％。所有菌株对

１１种常见抗菌药物的药敏结果见表３，只有敏感及

耐药菌株，无中介菌株。４６株ＳＴ２３９型金黄色葡萄

球菌均为 ＭＲＳＡ，表现出较强的耐药性；而ＳＴ２０

型、ＳＴ１８８型、ＳＴ９４４型和ＳＴｎ１型金黄色葡萄球菌

对１１种常见抗菌药物的敏感性相对较高。

表３　６２株金黄色葡萄球菌对抗菌药物的药敏结果

犜犪犫犾犲３　Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆ６２犛．

犪狌狉犲狌狊ｓｔｒａｉｎｓ

抗菌

药物

检测

株数

耐药

株数

耐药率

（％）

敏感

株数

敏感率

（％）

头孢唑林 ６２ ５５ ８８．７１ ７ １１．２９

头孢西丁 ６２ ５５ ８８．７１ ７ １１．２９

阿米卡星 ４４ ４０ ９０．９１ ４ ９．０９

替考拉宁 ５９ ０ ０．００ ５９ １００．００

万古霉素 ６２ ０ ０．００ ６２ １００．００

利奈唑胺 ６１ ０ ０．００ ６１ １００．００

红霉素 ６２ ５５ ８８．７１ ７ １１．２９

克林霉素 ６２ ４５ ７２．５８ １７ ２７．４２

左氧氟沙星 ６２ ５３ ８５．４８ ９ １４．５２

呋喃妥因 ６２ ０ ０．００ ６２ １００．００

利福平 ４４ ３６ ８１．８２ ８ １８．１８

２．５　ｅＢＵＲＳＴ 分析结果　ｅＢＵＲＳＴ分析结果显

示，６２株金黄色葡萄球菌１０个ＳＴ型分布于中国临

床菌株分群的６个克隆群和１个散点（新型别

ＳＴｎ１）。见图２。在每个独立的克隆群中，不同的ＳＴ

型别用长度不等的直线相连，直线的长度表示不同
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ＳＴ型别之间亲缘关系的远近。６个克隆群中，最大

的克隆群为ＳＴ２３９克隆复合群，ＳＴ２３９为此克隆复

合群中其他各 ＳＴ 型别共同的祖先（Ｆｏｕｎｄｅｒ），

ＳＴ６３０是ＳＴ２３９的一个亚群。第二大的克隆群为

ＳＴ１克隆复合群，存在１个一级亚群（ＳＴ１８８）和

１个二级亚群（ＳＴ２２０１）。在ＳＴ５克隆复合群中，本

研究中的ＳＴ６７５、ＳＴｎ２均为中国临床参考菌株中

第一次出现的新的ＳＴ型别。新发现的ＳＴｎ１因为

不属于任何１个克隆复合群，在分析中以散点的形

式分布。

红色数字代表本研究和数据库均有的ＳＴ型；绿色数字代表仅在本研究中发现的ＳＴ型；黑色数字代表仅数据库中有的ＳＴ型

图２　６２株金黄色葡萄球菌与中国临床菌株亲缘关系分布图

犉犻犵狌狉犲２　Ｄｉａｇｒａｍｏｆｇｅｎｅｔｉｃｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎ６２犛．犪狌狉犲狌狊ｓｔｒａｉｎｓａｎｄＣｈｉｎｅｓｅｃｌｉｎｉｃａｌｉｓｏｌａｔｅｓ

３　讨论

金黄色葡萄球菌是我国引起医院感染的重要病

原菌之一，在该院也位居医院感染分离病原菌的前

三位［５］。近年来，金黄色葡萄球菌的耐药率呈逐年

升高趋势［６］，尤其是 ＭＲＳＡ在医院感染中的比例大

幅上升，导致临床抗感染治疗过程中可供选择的药

物日益减少，使临床抗感染治疗变得更加棘手。研

究［７］发现，２００５年我国医院 ＭＲＳＡ的平均分离率

在５０％左右，而上海的医院 ＭＲＳＡ 分离率可达

７８．４％。对金黄色葡萄球菌不同菌株间的亲缘关系

进行分子生物学分析，可以帮助我们了解临床分离

的金黄色葡萄球菌的传播特点和趋势，及时发现传

染源和寻找传播途径，为有效预防和控制金黄色葡

萄球菌医院感染暴发流行提供实验室依据。

本研究采用国际公认的 ＭＬＳＴ方法，对医院感

染金黄色葡萄球菌进行基因分型［８］，该方法通过直

接扩增金黄色葡萄球菌的多个管家基因，并将管家

基因测序分析与数据库比对，从而确定菌株的基因

型，获得的基因型可与国内外其他医院或实验室进

行数据共享。ＭＬＳＴ分型结果显示，６２株金黄色葡

萄球菌１０个ＳＴ型共分布于６个克隆群和１个散

点，其中ＳＴ２３９克隆复合群为流行优势菌群，占

７４．２０％；其次为 ＳＴ５克隆复合群，占总菌株的

１２．９１％。该结果与Ｘｉａｏ等
［９］的研究结果相符，该

研究对中国大陆２０１１年２７个省４５个城市６９家医

院分离的１１４１株ＭＲＳＡ菌株进行 ＭＬＳＴ分型，结

果表明ＳＴ２３９克隆群为流行优势菌群（整体流行率

为７５．３７％），其次为ＳＴ５克隆群（整体流行率为

１２．６２％）。Ｌｉｕ等
［１０］的研究报道，我国大部分地区

ＭＲＳＡ流行株为ＳＴ２３９型菌株，说明该院金黄色葡

萄球菌 ＭＬＳＴ分型结果与全国大部分医院的结果

一致，以ＳＴ２３９克隆复合群和ＳＴ５克隆复合群为

主，且菌株分布具有集中趋势。

金黄色葡萄球菌ＳＴ型别与科室分布关系显

示，ＳＴ２３９为ＩＣＵ患者感染的主要ＳＴ型别，分布

于６个ＩＣＵ，包括神经外科ＩＣＵ、神经内科ＩＣＵ、烧

伤ＩＣＵ、呼吸内科ＩＣＵ、消化科ＩＣＵ和麻醉科ＩＣＵ，

分布范围最广；而ＳＴ５的流行范围仅次于ＳＴ２３９，

分布于３个ＩＣＵ，包括神经外科ＩＣＵ、神经内科ＩＣＵ

和消化科ＩＣＵ。６２株金黄色葡萄球菌，主要分布于

神经外科ＩＣＵ （２６株，４１．９４％）和神经内科ＩＣＵ

（１６株，２５．８１％）；菌株来源主要为痰标本（５６株，

９０．３２％），可能与大多数神经外科ＩＣＵ和神经内科

ＩＣＵ的住院患者本身疾病有关，患者通常无正常吞
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咽和咳嗽的能力，痰难以咳出，细菌容易在痰中滋生

和繁殖，从而容易发生坠积性肺炎［１１］；同时，一部分

患者由于接受了吸痰、气管插管和呼吸机辅助呼吸

等具有侵入性的操作［１２］，导致呼吸道的正常防御屏

障遭到损害，从而导致肺部感染。

药敏试验和 ＭＬＳＴ分型结果显示，６２株金黄

色葡萄球菌中ＭＲＳＡ５５株（８８．７１％），且ＭＬＳＴ型

别均属于ＳＴ２３９克隆复合体和ＳＴ５克隆复合体；而

ＳＴ２０、ＳＴ１８８、ＳＴ９４４和ＳＴｎ１型别菌株的药物敏感

性却表现为对１１种抗菌药物均敏感，由此推测菌株

的药物敏感性与其遗传背景具有一定的相关性。对

５５株 ＭＲＳＡ进行分析，发现其具有相似的耐药谱，

进一步证明菌株间的遗传背景与药物敏感性相关。

我们已将新发现的两株ＳＴ基因型菌株信息及其双

向测序的峰图文件提交至 ＭＬＳＴ数据库，等待数据

库最终命名。

综上所述，该院ＩＣＵ感染的金黄色葡萄球菌以

ＳＴ２３９基因型为主，且分布范围较广；菌株亲缘关

系分析结果显示，６２株金黄色葡萄球菌具有集中分

布趋势，以ＳＴ２３９和ＳＴ５克隆复合群为主，两种克

隆复合群具有相似的耐药谱；说明该院ＩＣＵ金黄色

葡萄球菌的感染存在医院内播散的趋势，该结果与

之前的研究结果［１３］相符。因此，我们应加强对临床

医护人员的医院感染预防控制的教育，严格按照医

疗器械污染后导致感染的风险高低选择相应的灭菌

或消毒方法，及时采取有效的预防和控制措施，防止

医院感染的暴发流行［１４］。

本研究采用 ＭＬＳＴ方法进行细菌分子流行病

学方面的研究，该方法由于具有操作简单、用时较少

且便于比较等优点，现已被广泛应用于微生物的分

型研究［１５１６］。但由于本实验收集菌株数量相对较

少，研究时间跨度相对较短，所以本研究结果在不同

科室内是否存在主要ＳＴ型别尚未得出结论，需要

完善实验设计，扩大样本量，开启多中心、多地区相

关流行病学研究进一步验证。
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