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摘 要：为探明本地区耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（!"#$%&’()())*+ #*,-*+）的耐药性、流行病学分布状况及携带的葡

萄球菌染色体 .-) 盒（DEE.-)）型别，用 F2G 琼脂扩散法、82H*IH 和多位点 JEK，对临床分离的金黄色葡萄球菌菌株

进行了 DEE.-) 分型及耐药性测定。结果发现了两种新的 DEE.-) 型别，新 % 型含!型的 .-)L 上游特异性位点 G
和位于 .-)L 内的 M 位点以及"型的下游位点 4，缺乏!型上游位点 E 和下游位点 )、N；新 # 型含#、!型的上游

特异性位点 L、G 和两个"型的下游位点 4、O，同样缺乏位点 E、)、N，可能分别为原有!型和#、!型与"型的基因

重组株；且携带有新 DEE.-) 型别的 MKDL 菌株，其流行病学分布特点及抗药性也与国外已报导的菌株不同，多分

自门诊病人，且耐药性高，抗药谱广，值得引起高度重视和关注。

关键词：甲氧西林金黄色葡萄球菌（MKDL）；葡萄球菌染色体 .-) 盒（DEE.-)）；多位点 JEK；分型

中图分类号：P7& 文献标识码：L 文章编号：$$$%2"#$’（#$$"）$"2$&’$2$3

金黄色葡萄球菌（ !"#$%&’()())*+ #*,-*+）可引起

皮肤、粘膜、深部组织感染及菌血症、脓毒血症、中毒

性休克等多种疾病。耐甲氧西林金黄色葡萄球菌

（M*H;9+9119@2.*I9IH5@H ! ? #*,-*+，MKDL），是金黄色葡

萄球菌获得甲氧西林抗性决定子———.-)L 基因后

产生的一种高耐药性菌株，它于 %’"% 年首次在英国

报导，现已在世界各地广为流行，并成为医院和社区

获得性感染的主要病原菌。由于它耐药谱广，耐药

强度高，给临床治疗带来了很大困难，也因此受到了

广泛关注和重视，有关它的耐药机理、携带的耐药基

因及基因传递、播散机制，现已成为全世界多学科竞

相研究的热点。

在研究中发现，所有 MKDL 均有一特征性结构，

它位于染色体复制起始点附近、大小在不同菌株间

存在较大差异，从约 #$B- 到 7$B- 不等，可自主从染

色体上切除，切除后形成的环状体，以适当方式转移

到其它葡萄球菌菌株后，可再次重组到受体菌染色

体中，使受体菌获得抗药性。测序分析发现，此特征

性结构由保守和可变区域构成，.-)L 及其调控基因

是其保守结构之一；因其结构内的基因相互关联，常

以整体形式在菌株间传递，因而将其命名为葡萄球

菌染色体 .-) 盒（IH5Q;=1>+>++51 +;.>,>I>,* +5II*HH*

.-)，DEE.-)）；又因它是耐药性基因插入、堆积部

位，几乎所有耐药基因均位于此处，因此，也有人将

其称为金黄色葡萄球菌的耐药岛（K*I9IH5@+* RI15@S，

KR）［% ( /］。

DEE.-) 可自发切除、重组的特性和耐药岛功

能，使它成为了耐药基因传递的运载工具，也是耐药

谱不断扩大的根本原因；不同 MKDL 菌株的 DEE.-)
结构、分型，以及型别与菌株的耐药性、耐药谱、流行

性的关系国外已有报道［# ( !］，至今为止，共发现了 3
种主要型别和 %/ 种亚型［3，"，’，%%］。

DEE.-) 分型，不尽是区分医院和社区获得性感

染的重要指标，而且可以探讨 MKDL 与其它菌株间

的遗传进化联系和耐药基因携带状况，是分子流行

病学和耐药机理研究的一种重要手段［"，%$］。

对地区性 MKDL 进行 DEE.-) 分型，不但可以

探明该地区流行株的 DEE.-) 型别、分布及其耐药

基因携带现状，为预测耐药菌株的发展趋势、治疗

MKDL 感染病例、预防其暴发流行提供对策和依据；

而且可以与其它地区或国家的流行株进行对比分

析，探讨其遗传进化关系，同时还可为今后的新药开

发寻找突破口、为耐药机理研究奠定科学基础。

基于 JEK 的 DEE.-) 分型方法，现有鉴定 .-)L



操纵子和 !!" 基因型别的简单分型法［!］和多位点

"#$ 分型法［%］，后者是近年新开发的具有很强分型

能力的技术。

有关 &$’( 的 ’###$! 分型及多态性研究在国

内还未见报导，为了探明海口地区 ’###$! 多态性，

本研究采用多位点 "#$ 分型法，首次对海口地区

&$’( 携带的 ’###$! 进行了分型测定，结果发现了

两种新的 ’###$! 型别。本文就其结构特点、在海口地

区的分布和对常用抗生素的耐药性进行了分析。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌株来源及其临床资料：)**+ 年 , 月 - )**.
年 . 月，从海南省农垦总局医院临床标本中分离，经

常规鉴定并确证为 &$’( 菌株，共 / 株，其相关的临

床资料见表 +。

表 ! 菌株的临床资料

01234 + 054 63787613 91:1 ;< 216:4=71 7>;31:49 78 :57> >:?9@
’4=713 >1AB34 C;D E4:46: 91:4 F1=9 0@B4 ;< >1AB34 0@B4 ;< ’###$!

G,). G+HI?3H)**+ ED ;< ;?:HB1:748: >4=J764 B=;>:1:4 37K?79 C4L+
.,/+ *!H&1=H)**) ED ;< ;?:HB1:748: >4=J764 34?6;==541 C4L+
!%/. G+HI?3H)**) ED ;< ;?:HB1:748: >4=J764 B=;>:1:4 37K?79 C4L+
!,+. )*H’4BH)**) E4BD ;< M4=71:=76> >B?:?A C4L+
,G%% *,HN6:H)**G ED ;< ;?:HB1:748: >4=J764 B=;>:1:4 37K?79 C4L+
&H37? +.H(B=H)**. ED ;< ;?:HB1:748: >4=J764 B=;>:1:4 37K?79 C4L+
G!O. +,HI?3H)**+ ED ;< ;?:HB1:748: >4=J764 B=;>:1:4 37K?79 C4L)
G/%. *,H’4BH)**+ 84?=;A4976784 ?=784 C4L)
!*,+ ),H(B=H)**) ED ;< ;?:HB1:748: >4=J764 ’4A48 37K?79 C4L)

!"!"# 主 要 试 剂 和 仪 器：青 霉 素 结 合 蛋 白 )1
（"487673378 P78978M "=;:478 )1，"P")1）检测试剂盒，QHP

琼脂扩散法药敏测定试纸为 NR79 公司产品，SH:4>:
&T# 测定卡为 ’L4948 (P PTNET’Q 公司产品；多位点

"#$ 测定试剂和仪器为 ’18M;8 公司产品；蛋白酶 Q，

$C1>4 溶液为 (A=4>6; 分装；%&’ EC( 聚合酶，华美

生物工程公司产品；+**2B EC( &1=U4=，宝生物工程

公司产品；"#$ 扩增仪（0B4=>;813），P7;A4:=1 #;D V:9。

凝胶成像系统（W43E;6HT: TA1M78M >:1:7;8）美国 XY" 公

司产品。

!"# $%&’ 的筛选及确证方法

收集的金黄色葡萄球菌菌株，按文献［O］的方法

统一进行 &$’( 筛选，用 "P")1 检测试剂盒检 测

"P")1，确证 &$’(，实验时用金黄色葡萄球菌 (0##
)!/)G 作 &$’( 的阴性对照菌。

!"( 耐药性及最低抑菌浓度测定

采用 C##V’ 推荐的 QHP 琼脂扩散法测定待测

菌对 S&、E#、(Q、Y(、#V、#T、NZ 的耐药性；用 SH:4>:
&T# 测定卡测定待测菌对上述药物的 &T#，操作及

结果判断依说明书及 C##V’ 标准进行。

!") 细菌培养及 *+’ 提取

细菌培养采用过夜旋转培养法，EC( 提取采用溶

葡素消化加碱提取法，详细操作过程参见文献［O］。

!", 多位点 -.% 测定

位点和位点引物设计参照文献［%］，引物由上海

生工生物工程技术服务有限公司合成。各位点的位

置、意义及扩增产物大小见表 )。

多位 点 "#$ 反 应 条 件：/.[ .A78；/.[ G*>，
!)[ G*>，,)[ +A78，G* 个循环，,)[ .A78。

扩增产物在凝胶成像系统中扫描记录结果。

表 # 多位点 -.%所选取的扩增位点位置、意义及其扩增产物大小

01234 ) 054 B;>7:7;8，A41878M ;< 3;67 ?>49 78 :54 A?3:7B34R "#$ 189 :54 1AB376;8 >7\4

V;6?> ";>7:7;8 &41878M (AB376;8
>7\4]2B

( V;61:4 1: 9;L8>794 ;< ()*，?B>:=41A ;< #$!( ’B467<76 3;6?> ;< :@B4H! ./!
P V;61:4 1: ?B>794 ;< +,(，?B>:=41A ;< #$!( ’B467<76 3;6?> ;< :@B4H" )O.
# V;61: 78 #$!!，?B>:=41A ;< #$!( ’51=49 2@ :@B4H" 189 # )*/
E V;61:4 78 :54 ,!*，9;L8>:=41A ;< #$!( ’51=49 2@ :@B4H!，"，$ G.)
S V;61:4 24:L448 BT)!O 189 08!!.，9;L8>:=41A ;< #$!( ’B467<76 3;6?> ;< :@B4H# ).G
^ V;61:4 24:L448 08!!. 189 =7M5:H_;78: ;< ’###$!，9;L8>:=41A ;< #$!( ’B467<76 3;6?> ;< :@B4H# .+.
W V;61: 1: :54 _;78: ;< T’.G+#$! L7:5 BXP++*，9;L8>:=41A ;< #$!( ’51=49 2@ :@B4H!( 189 "，789761:;= ;< (-P++* GO+
‘ V;61: 1: :54 _;78: ;< T’.G+#$! L7:5 B0+O+，9;L8>:=41A ;< #$!( E7>:786:7J4 3;6?> 24:L448 :@B4H# 189 #(，789761:;= ;< B0+O+ G*G
& V;61:4 78 :54 #$!( ";>7:7J4 6;8:=;3 +%)

()*："31>A78H>48>7:7J4 B=;:748 M484；+(,：";:1>>7?8 94B48948: ;B4=;8；,!*：9;L8 6;8>:18: >4K?4864D
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! 结果

!"# 新 $%%!"# 型别的多位点 &%’ 表型及与已有

型别的比较

新 ! 型的多位点 "#$ 表型特点为：含!型上游

位点 %，阳性对照位点 &，但缺乏!型的上游位点 #

和下游位点 ’、(，却多了一个"型的下游位点 )。

新 * 型为，含#、!型上游位点 +、%，阳性对照位点

&，同样缺乏!型的上游位点 # 和#、!型的共同下

游位点 ’、#+ 与!型的共同下游位点 (，却多了两

个"型的下游位点 )、,。新型与已有型别的表型比

较见表 -，新型的电泳图谱见图 !。

表 ( 各型、亚型的 $%%!"# 多位点 &%’扩增表型

./012 - .32 "#$ 432567842 69 :##!"# 7842; /5< ;=067842;
:##!"# 7842; :>?2 69 0/5<;（16@=;） "#$ 432567842; /5< ;42@>/1>78

# ABC（+），-A*（’），!D*（&）

#+ ABC（+），-E!（(），-A*（’），!D*（&） # F 4G%!!H F I:A-!
! -E!（(），-A*（’），*EA（%），*HB（#），!D*（&）

!+ -E!（(），-A*（’），*HB（#），!D*（&） !J$%&，I:!!E* 02 >5;2K72< >5 !"##
!% -E!（(），-A*（’），*HB（#），!D*（&） !J$%&，>5 LJ# K2M>65 1/@N .5CCA
!# -E!（(），-A*（’），!D*（&） !J$%&，!"#’，@657/>5 @1/;; +O- !"#
!’ -A*（’），*HB（#），!D*（&） !J$%&，4G%!!H
!P -A*（’），!D*（&） !J $%&，!"#’，4G%!!H
" A!A（)），-H-（,），*A-（P），*HB（#），!D*（&）

"+ A!A（)），*A-（P），*HB（#），!D*（&） "J4.!E!
"% *HB（#），!D*（&） "J4.!E!，4!*CEQ.5*CD，.5*CAQ/77$
$+ -A*（’），!D*（&） <>;7>5M=>;32< 08 LJ# K2M>65 125M73，$+ R$%
$% -A*（’），!D*（&）

$# !D*（&） <>;7>5M=>;32< 08 ;2S=25@>5M LJ# /5< &J$ K2M>65
$P !D*（&）

$) !D*（&）

% !D*（&） @657/>5 ##(# /5< )*%&，)*%:，)*%$ >5 LJ# K2M>65
T2U! A!A（)），*EA（%），!D*（&） L/@N ’ 16@=; 69 ! /5< @657/>5 ) 16@=; 69 "
T2U* ABC（+），A!A（)），-H-（,），*EA（%），!D*（&） #657/>5 + 16@=; 69 #，% 16@=; 69 !/5< )，, 16@> 69 "

图 # 两种新的 $%%!"# 型别多位点 &%’产物电泳图谱

)>MO! .32 212@7K6436K2;>; MK/43 69 * N>5<; 69 52U :##!"#J7842;O &O

!HH04 ’T+ 1/<<2K；!，-V 7842J52U!；A，D，W，BV 7842J"；C，EV 7842J52U*O

图 ! 中第 !（标本编号为 &J1>=）、-（CW!A）泳道是

本次研究发现的新 ! 型 :##!"# 的多位点 "#$ 扩增

产物电泳图谱，从上往下依次为 A!A04（)）、*EA04
（%）和 !D*04（&）- 条泳带；第 C（-BDA）、E（-CEA）泳道

为新 * 型的电泳图谱，依次含有 ABC04（+）、A!A04
（)）、-H-04（,）、*EA04（%）和 !D*04（&）C 条泳带，两

者均与以往报导的多位点 "#$ 表型图谱［D，B，!!］有明

显区别。

!"! 携带有两种新 $%%!"# 型别 )’$* 菌株对抗

生素的耐药性

携带有两种新的 :##!"# 型别的 &$:+ 菌株对

临床常用的几种抗生素的耐药性（表 A）。

( 讨论

位点 + 位于 &+* 基因下段，是 &+* 的指示基因，

为#型特异性基因；% 位于 $%& 基因上段，为 $&% 存

在标志，是!型特异性基因；# 位于 !"##基因起始

处，!、"型均有；& 位于 !"#+ 基因内，是 !"#+ 存

在的标志，也是试验的阳性对照位点；位点 +、%、#
均在 !"#+ 上游。

位点 ’ 位于 :##!"# 的左结合点与 I:A-!!"# 间

的下游恒定片段（ %#*）内，是#、!、$型的共有位

点；P 位于质粒 4I*CE 与转座子 .5CCA 之间，是"型

的特异性位点；) 位于转座子 .5CCA 与 :##X2@ 右结

合点之间的&@@K 内，是"型的特异性位点；( 位于

!型的 I:A-!!"# 与质粒 4G%!!H 交界处，是 4G%!!H
的指示位点，为#+、!型共有，也是区分#与#+
的标志；, 位于"型的 I:A-!!"# 与质粒 4.!E! 交界

*BE YGZ+T( )/5J[>/5 ", -+ O Q.#,- /0#(1201+130#- 4050#-（*HHD）AD（D）



表 ! 携带新型 "##!"# 的菌株对临床常用抗生素的耐药性及其最低抑菌浓度（$%#）

!"#$% & !’% (%)*)+",-% ./ 0123 )+("*,) -"((4*,5 ,%6 277!"# +48% +. (.9+*,%:9)%; ",+*#*.+*-) ",; +’%*( 0<7
2%(*"$
=.>

!48% ./
277?%-

29)-%8+*#*$*+4 0*,*?9? *,’*#*+*,5 -.,-%,+("+*.,（0<7）

@A B3 C7 3D E0 7F 7< @A B3 C7 3D E0 7F 7<
GHI& =%6J 1 2 1 2 1 2 1 K& I G K& L IMK I L GI
&HNJ =%6J 1 2 1 2 2 2 1 GI I G O PQPK& JQM L GI
MKN& =%6J 1 2 1 1 1 2 1 L IMK I & L IMK JIO JQM L GI
MHJ& =%6J 1 2 2 2 1 1 1 K& JQM PQIM JK L IMK K& L GI
HGKK =%6J 1 2 2 1 1 2 < L IMK G PQIM JIO L IMK G I
0:$*9 =%6J 1 2 2 1 1 2 1 JIO I PQJIM L IMK L IMK PQHM L GI
GMO& =%6I 1 2 1 1 1 1 1 GI JQM & K& JIO K& L GI
GNK& =%6I 1 2 1 1 2 2 2 JK I & GI PQIM G PQIM
MPHJ =%6I 1 2 1 2 2 2 2 JK I G PQIM PQJIM G J

@A:@R"-*$$*,，B3:B",-.?4-*,，C7:C.R4-4-$*,，3D:3?*S"-*,，E0:E(4+’(.?4-*,，7F:7’$.("?8’%,*-.$，7<:7*8(./$.R"-*,>

处，是 8!JOJ 的指示位点，也是区分!3 与!型的标

志，它们均位于 !"#3 的上游［K］。

新 J 型 277!"# 含"型特异性位点 T 和内对照

位点 0，缺乏 7 位点，说明它虽含"型的上游片段，

但其 !"##的前部或全缺失；如是部分缺失，则携带

的 !"# 操纵子类型是 3>G 或 3>&［N］；如为全缺失，则

!"# 操纵子类型不是 3 型；然而，此型有 U 位点，说

明其下游片段来自!型，"型和!型的 !"# 操纵子

均为 3 型［N］，因此，其 !"# 操纵子类型只可能是 3>G
或 3>& 型，由此推测新 J 型可能是"型与!型的重

组型，可算是"型的一个新亚型。

此型菌株的抗药性特点是对 3D、E0、7< 的耐药

性较大，可能在 !"#3 基因的下游含有相应的耐药

基因。

新 I 型 277!"# 含#、"型特异性位点 3、T，同

样缺乏位点 7，说明其上游片段来自#、"型，且其

!"##的前部或全缺失，因此，!"# 操纵子类型有可

能是上述的 3>G 或 3> & 型，也可能是#型拥有的 T
型；此型还有 U 和 V 位点，两者均是!型的下游特

异性位点，说明其下游片段来自!型，因此，新 I 型

277!"# 可能是#、"、!型的重组型，应该视为一种

新型。

新 I 型拥有 V 位点，说明它含有 8!JOJ 质粒，

8!JOJ 携带有四环素耐药基因，应表现出对四环素

类抗生素耐药［J，K］，从表 & 可见，所有 G 株新 I 型菌

株均对多西四环素耐药。

国外流行病学调查及 277!"# 分型研究显示，

社区、门 诊 病 人 中 分 离 的 0123 多 携 带 $ 型

277!"#，且耐药性不高；而#、"、!型多由住院病

人中的 0123 菌株携带，耐药性也较高。从表 J 和

表 & 也可以看出，携带新的 277!"# 型别的 0123 菌

株多分自门诊病人的泌尿生殖道标本，且耐药性高

和耐药谱也较广，说明本地区医院外环境存在的

0123 菌株，也携带了较多的抗药基因，其抗药谱也

已相当普遍。这与本地金黄色葡萄球菌的流行病学

及抗药性分析资料相符［H］，必须引起卫生行政部门

及医疗部门的高度重视。
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