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乳房炎奶牛金黄色葡萄球菌毒素基因的检测
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摘　要：作者针对临床及亚临床乳房炎奶牛乳汁中金黄色葡萄球菌分离株的毒素基因进行检测和脉冲场凝胶电泳

（ＰＦＧＥ）基因分型，比较２种类型乳房炎金黄色葡萄球菌分离株的差异。无菌法采集奶样，采用国际标准方法从中

分离金黄色葡萄球菌，用多重ＰＣＲ方法扩增狀狌犮基因和犿犲犮犃 基因以确证金黄色葡萄球菌（ＳＡ）和耐甲氧西林金黄

色葡萄球菌（ＭＲＳＡ）。进一步用ＰＣＲ方法检测ＳＡ的各种毒素基因（犛犈狊、犈犜狊、犜犛犛犜１和犘犞犔基因等）。利用限

制性内切酶犛犿犪Ⅰ对ＳＡ基因组ＤＮＡ进行酶切和ＰＦＧＥ分析，最后利用ＢｉｏＮｕｍｅｒｉｃｓ软件进行聚类分析。结果：

１９．３％（２３／１１９）的临床乳房炎奶样和１４．８％（２６／１７６）的亚临床乳房炎奶样确定为金黄色葡萄球菌阳性样品，分别

从中分离鉴定出４３株和２６株金黄色葡萄球菌，其中临床乳房炎分离株中有５株为犿犲犮犃基因阳性。临床乳房炎

奶牛奶样中检测到ＳＡ的犛犈犃、犛犈犅、犛犈犇、犛犈犑和犘犞犔毒素基因，检出率分别为３．８％（１株）、１１．５％（３株）、１９．

２％（５株）、７．７％（２株）和３１．２％（１０株）；亚临床乳房炎奶牛乳样中仅检测到ＳＡ的犛犈犃和犘犞犔 毒力基因，检出

率分别为７．０％（３株）和８４．１％（３７株）。表明临床与亚临床乳房炎奶牛乳汁中ＳＡ菌株携带的毒素基因不一样，

犛犈狊可能是临床乳房炎菌株的重要致病基因，ＰＶＬ可能是亚临床乳房炎菌株的重要致病基因。６９株ＳＡ使用

犛犿犪Ⅰ酶切分型后，可分为７个大簇、５０个基因型，来源相同的ＳＡ分型后大部分位于同一簇内。临床乳房炎奶牛

乳汁中检测到ＭＲＳＡ菌株，ＰＶＬ基因在亚临床乳房炎中的检出率为临床乳房炎的２．７倍。ＰＦＧＥ方法能较好的区

分临床乳房炎和亚临床乳房炎的ＳＡ分离菌株。

关键词：奶牛；金黄色葡萄球菌；犿犲犮犃基因；毒素基因；ＰＦＧＥ分型

中图分类号：Ｒ３７８．２２　　　　文献标识码：Ａ　　　　文章编号：０３６６６９６４（２０１１）０７０９７４０７

收稿日期：２０１０１２０８

基金项目：长江学者讲座教授奖励计划项目（Ｚ１１１０２０００１）；博士科研启动费（０１１４０４０７）；教育部基础科研业务项目（２０１１ＪＳ００６）；转基因生物新

品种培育科技重大专项（２００９ＺＸ０８００９１４６Ｂ）；北京市农业局试验示范项目（２０１００２２２）；“９４８”项目（２０１０Ｃ１４）

作者简介：王　新（１９７３），男，邛崃市人，讲师，博士，主要从事食源性病原及分子生物学和食品安全研究，Ｅｍａｉｌ：ｘｉｎｗａｎｇ７５１６＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ．

ｃｎ；韦艺媛（１９８８），女，遵义人，硕士研究生，主要从事动物分子抗病育种及病原菌分型鉴定研究，Ｅｍａｉｌ：ｗｅｉｙｉｙｕａｎ２００７＠ｙａｈｏｏ．ｃｎ，

二人共同为第一作者

通讯作者：孟江洪，Ｅｍａｉｌ：ｊｍｅｎｇ＠ｍａｉｌ．ｕｍｄ．ｅｄｕ；俞英，Ｅｍａｉｌ：ｙｕｙｉｎｇ＠ｃａｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

犞犻狉狌犾犲狀犮犲犌犲狀犲狊犪狀犱犘犉犌犈犘狉狅犳犻犾犲狊狅犳犛狋犪狆犺狔犾狅犮狅犮犮狌狊犪狌狉犲狌狊犐狊狅犾犪狋犲犱犳狉狅犿

犆狅狑狊狑犻狋犺犛狌犫犮犾犻狀犻犮犪犾犪狀犱犆犾犻狀犻犮犪犾犕犪狊狋犻狋犻狊

ＷＡＮＧＸｉｎ１，ＷＥＩＹｉｙｕａｎ
２，ＺＨＡＮＧＪｉｎｇ

３，ＺＨＯＵＴｉｎｇ
３，ＬＩＡＮＧＺｈｅｎｊｕａｎ

１，

ＹＡＮＧＢａｏｗｅｉ１，ＸＩＭｅｉｌｉ１，ＸＩＡＸｉａｏｄｏｎｇ，ＭＥＮＧＪｉａｎｇｈｏｎｇ
１，ＹＵＹｉｎｇ

２

（１．犆狅犾犾犲犵犲狅犳犉狅狅犱犛犮犻犲狀犮犲犪狀犱犈狀犵犻狀犲犲狉犻狀犵，犖狅狉狋犺狑犲狊狋犃牔犉犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔，犢犪狀犵犾犻狀犵７１２１００，

犆犺犻狀犪；２．犆狅犾犾犲犵犲狅犳犃狀犻犿犪犾犛犮犻犲狀犮犲犪狀犱犜犲犮犺狀狅犾狅犵狔，犆犺犻狀犪犃犵狉犻犮狌犾狋狌狉犪犾犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔，

犅犲犻犼犻狀犵１００１９３，犆犺犻狀犪；３．犆狅犾犾犲犵犲狅犳犞犲狋犲狉犻狀犪狉狔犕犲犱犻犮犻狀犲，犖狅狉狋犺狑犲狊狋犃牔犉犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔，

犢犪狀犵犾犻狀犵７１２１００，犆犺犻狀犪）

犃犫狊狋狉犪犮狋：ＴｈｅａｉｍｏｆｔｈｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｕｄｙｗａｓｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｏｘｉｎｇｅｎｅｓｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓａｎｄＰＦＧＥｐｒｏ

ｆｉｌｅｓｏｆ犛．犪狌狉犲狌狊ｓｔｒａｉｎｓ（ＳＡ）ｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍｃｏｗｓｗｉｔｈｓｕｂｃｌｉｎｉｃａｌｍａｓｔｉｔｉｓａｎｄｃｌｉｎｉｃａｌｍａｓｔｉｔｉｓ．



　７期 王　新等：乳房炎奶牛金黄色葡萄球菌毒素基因的检测及ＰＦＧＥ分型研究

Ｆｏｒｔｈｉｓｐｕｒｐｏｓｅ，ｍｉｌｋｓａｍｐｌｅｓｗｅｒｅｓｔｅｒｉｌｅｌｙｃｏｌｌｅｃｔｅｄｆｒｏｍＣｈｉｎｅｓｅＨｏｌｓｔｅｉｎｃｏｗｓｗｉｔｈｓｕｂｃｌｉｎｉ

ｃａｌａｎｄｃｌｉｎｉｃａｌｍａｓｔｉｔｉｓ．ＳＡｓｔｒａｉｎｓｏｒｍｅｔｈｉｃｉｌｌｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｔ犛．犪狌狉犲狌狊（ＭＲＳＡ）ｓｔｒａｉｎｓｗｅｒｅｃｏｎ

ｆｉｒｍｅｄｂｙｍｕｌｔｉｐｌｅｘＰＣＲｂａｓｅｄｏｎ狀狌犮ａｎｄ犿犲犮犃ｇｅｎｅｓ．ＳＡｉｓｏｌａｔｅｓｗｅｒｅｒｅｃｏｖｅｒｅｄａｎｄｃｈａｒａｃｔｅｒ

ｉｚｅｄｂｙｋｉｎｄｓｏｆｔｏｘｉｎｇｅｎｅｓｏｆＳＡ（犛犈狊，犈犜狊，犜犛犛犜１ａｎｄ犘犞犔ｇｅｎｅｓ）ｗｉｔｈＰＣＲａｎｄＰＦＧＥａｓ

ｓａｙｓ．Ｒｅｓｕｌｔｓｗｅｒｅａｓｆｏｌｌｏｗｓ：６９犛．犪狌狉犲狌狊ｉｓｏｌａｔｅｓｗｅｒｅｒｅｃｏｖｅｒｅｄｆｒｏｍ１９．３％ｓｕｂｃｌｉｎｉｃａｌｍａｓ

ｔｉｔｉｓｓａｍｐｌｅｓ（４３ｉｓｏｌａｔｅｓ）ａｎｄ１４．８％ｃｌｉｎｉｃａｌｍａｓｔｉｔｉｓｓａｍｐｌｅｓ（２６ｉｓｏｌａｔｅｓ），ｉｎｗｈｉｃｈ５ｉｓｏｌａｔｅｓ

ｆｒｏｍｃｌｉｎｉｃａｌｍａｓｔｉｔｉｓｗｅｒｅ犿犲犮犃ｐｏｓｉｔｉｖｅ犛．犪狌狉犲狌狊．Ｆｒｏｍｃｌｉｎｉｃａｌｍａｓｔｉｔｉｓｉｓｏｌａｔｅｓ，犛犈犃，犛犈犅，

犛犈犇，犛犈犑ａｎｄ犘犞犔ｇｅｎｅｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅｒａｔｅｏｆ３．８％ （１ｉｓｏｌａｔｅ），１１．５％ （３ｉｓｏｌａｔｅｓ），

１９．２％ （５ｉｓｏｌａｔｅｓ），７．７％ （２ｉｓｏｌａｔｅｓ）ａｎｄ３１．２％ （１０ｉｓｏｌａｔｅｓ），ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ｗｈｅｒｅａｓ犛犈犃ａｎｄ

犘犞犔ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｆｒｏｍｓｕｂｃｌｉｎｉｃａｌｍａｓｔｉｔｉｓｉｓｏｌａｔｅｓｗｉｔｈｔｈｅｒａｔｅｓｏｆ７．０％ （３ｉｓｏｌａｔｅｓ）ａｎｄ８４．

１％ （３７ｉｓｏｌａｔｅｓ），ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｉｍｐｌｉｅｄｔｈａｔ犛犈狊ｍａｙｂｅｉｍｐｏｒｔａｎｔｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｇｅｎｅｓ

ｏｆ犛．犪狌狉犲狌狊ｓｔｒａｉｎｓｉｎｔｈｅｃｏｗｓｗｉｔｈｃｌｉｎｉｃａｌｍａｓｔｉｔｉｓ，ｗｈｉｌｅ犘犞犔ｍａｙｂｅｋｅｙｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｇｅｎｅｆｏｒ

ｔｈｅｃｏｗｓｗｉｔｈｓｕｂｃｌｉｎｉｃａｌｍａｓｔｉｔｉｓ．ＦｉｆｔｙｐｕｌｓｏｔｙｐｅｓａｎｄｓｅｖｅｎＰＦＧＥｌｉｎｅａｇｅｇｒｏｕｐｓｆｒｏｍＡｔｏＧ

ｗｅｒｅｏｂｔａｉｎｅｄｂｙＰＦＧＥ，ａｎｄ犛．犪狌狉犲狌狊ｓｔｒａｉｎｓｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍｔｈｅｓａｍｅｓｏｕｒｃｅｗｅｒｅｃｌａｓｓｉｆｉｅｄｉｎｔｏ

ｔｈｅｓａｍｅｃｌｕｓｔｅｒ．ＭＲＳＡｓｔｒａｉｎｓｗｅｒｅｏｎｌｙｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍｃｏｗｓｗｉｔｈｃｌｉｎｉｃａｌｍａｓｔｉｔｉｓ．Ｔｈｅｄｅｔｅｃ

ｔｉｏｎｒａｔｅｓｏｆ犘犞犔ｇｅｎｅｓｉｎｃｏｗｓｗｉｔｈｓｕｂｃｌｉｎｉｃａｌｍａｓｔｉｔｉｓｗｅｒｅ２．７ｔｉｍｅｓｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｗｉｔｈ

ｃｌｉｎｉｃａｌｍａｓｔｉｔｉｓ．Ｔｈｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｖｉｒｕｌｅｎｃｅｇｅｎｅｓｉｎ犛．犪狌狉犲狌狊ｉｓｏｌａｔｅｓｗａｓｄｉｓｔｉｎｃｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｃｏｗｓｗｉｔｈｓｕｂｃｌｉｎｉｃａｌｍａｓｔｉｔｉｓａｎｄｃｌｉｎｉｃａｌｍａｓｔｉｔｉｓｖｉａＰＦＧＥａｓｓａｙｓ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：ｃｏｗｓ；犛．犪狌狉犲狌狊；犿犲犮犃；ｖｉｒｕｌｅｎｃｅｇｅｎｅｓ；ＰＦＧＥ

　　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，ＳＡ）

是引起奶牛乳房炎最主要的病原微生物之一，常引

起奶牛发生临床和亚临床（隐性）乳房炎。目前主要

采用抗生素预防和治疗由ＳＡ引起的奶牛乳房炎，

但是ＳＡ中的耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（Ｍｅｔｈｉ

ｃｉｌｌｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｔ犛狋犪狆犺狔犾狅犮狅犮犮狌狊犪狌狉犲狌狊，ＭＲＳＡ）具有

较强耐药性，常规方法难以治愈，一旦发现 ＭＲＳＡ

感染牛能将之淘汰，造成奶业巨大损失［１］。

金黄色葡萄球菌能产生多种毒素，主要包括肠

毒素（ｅｎｔｅｒｏｔｏｘｉｎｓ，ＳＥｓ），休克综合征毒素１（ｔｏｘｉｃ

ｓｈｏｃｋｓｙｎｄｒｏｍｅｔｏｘｉｎ１，ＴＳＳＴ１），剥落毒素（ｅｘ

ｆｏｌｉａｔｉｖｅｔｏｘｉｎｓ，ＥＴｓ）和杀白细胞素（ｐａｎｔｏｎｖａｌｅｎ

ｔｉｎｅｌｅｕｋｏｃｉｄｉｎ，ＰＶＬ）
［２５］，其中肠毒素是引起食物

中毒的主要因子，除了ＳＥＡ、ＳＥＢ、ＳＥＣ、ＳＥＤ、ＳＥＥ５

种传统的肠毒素外，近几年还发现了ＳＥＧ、ＳＥＨ、

ＳＥＩ、ＳＥＪ、ＳＥＫ、ＳＥＬ、ＳＥＭ、ＳＥＮ、ＳＥＯ、ＳＥｌＰ、ＳＥｌＱ、

ＳＥｌＲ、ＳＥｌＵ、ＳＥｌＵ２和ＳＥｌＶ等新型肠毒素
［５］。由

于缺乏简单特异的检测方法，新发现的肠毒素与食

物中毒和牛感染之间的关系尚未明确。携带杀白细

胞素（ＰＶＬ）基因的金黄色葡萄球菌可导致皮肤、

软组织感染和坏死性肺炎。

近年来，各种分型方法已应用到细菌的分型研

究中，其中包括随机扩增多态性分析（ＲＡＰＤ）、扩

增片段长度多态性分析（ＲＦＬＰ）、核糖体基因分型

（Ｒｉｂｏｔｙｐｉｎｇ）、多位点重复序列分型（ＭＬＶＡ）、脉

冲场凝胶电泳（ＰＦＧＥ）等技术用于细菌分子分型。

其中ＰＦＧＥ被认为是细菌基因分型的“黄金标准”，

具有较好的分型性、分辨力和重复性，能较好地反映

细菌类型与流行病学的相关性，是理想的细菌分型

方法。然而，该技术在乳房炎奶牛金黄色葡萄球菌

分型中的应用研究报道还很少［６］。

本研究采用ＰＣＲ方法和ＰＦＧＥ分型方法对陕

西省内奶牛场亚临床和临床乳房炎病例分离到的金

黄色葡萄球菌菌株进行毒素基因检测和ＰＦＧＥ分

型，探讨犛．犪狌狉犲狌狊在该地区奶牛场的分子生物学

流行规律，为奶牛乳房炎发病机制及乳房炎抗病机

理研究以及奶制品安全风险评估提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　培养基和主要试剂

ＢａｉｒｄＰａｒｋｅｒ琼脂（ＢＰ），ＬｕｒｉａＢｅｒｔａｎｉ（ＬＢ）营

养琼脂和胰酶大豆肉汤／琼脂（ＴｒｙｐｔｉｃａｓｅＳｏｙ

ｂｒｏｔｈ／Ａｇａｒ，ＴＳＢ／ＴＳＡ），购自北京陆桥技术有限责

任公司；ＰＦＧＥ 专用琼脂糖（ＳｅａＫｅｍＧｏｌｄＡｇａｒ

ｏｓｅ）购自美国 Ｃａｍｂｒｅｘ公司，十二烷基硫酸钠（

ＳＤＳ）、三羟甲基氨基甲烷盐酸（ＴｒｉｓＨＣｌ）、乙二胺

５７９



畜　牧　兽　医　学　报 ４２卷　

四乙酸（ＥＤＴＡ）等购自Ｓｉｇｍａ公司，硼酸和氯化钠

购自西安化学试剂厂，蛋白酶Ｋ、限制性内切酶犡犫犪

Ⅰ、限制性内切酶犛犿犪Ⅰ、ｄＮＴＰｓ、犜犪狇ＤＮＡ聚合

酶、引物ＤＬ２０００Ｍａｒｋｅｒ及１００ｂｐＭａｒｋｅｒ，均购

于大连宝生物公司。

１．２　样品及细菌分离

分别于２００８－２００９年采集陕西省内１０个奶牛

场的共２９５份奶样，其中包括亚临床乳房炎奶样

１１９份和乳房炎奶样１７６份，依据 ＧＢ／Ｔ４７８９．１０

２００８方法增菌分离犛．犪狌狉犲狌狊。根据菌落形态及二

重ＰＣＲ参照文献
［７８］检测狀狌犮基因和犿犲犮犃 基因特

征来判定金黄色葡萄球菌和耐甲氧西林金黄色葡萄

球菌。细菌鉴定质控菌为金黄色葡萄球菌 ＡＴ

ＣＣ２９２１３，布伦登卢普沙门氏菌（犛犪犾犿狅狀犲犾犾犪犅狉犪犲狀

犱犲狉狌狆）Ｈ９８１２为沙门氏菌ＰＦＧＥ分型用标准菌株，

为中国药品生物制品检定所崔生辉博士惠赠。

１．３　基因组犇犖犃的提取

挑取纯培养细菌，置入装有５００μＬ双蒸水的

１．５ｍＬ离心管中，混匀。煮沸２０ｍｉｎ后，１２０００

ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，取上清液，－２０℃保存备用。

１．４　犘犆犚引物设计及犘犆犚扩增条件

按照Ｂｒａｋｓｔａｄ等和Ｚｈａｎｇ等报道
［７８］执行狀狌犮

基因和犿犲犮犃 基因引物合成和扩增条件，进行二重

ＰＣＲ扩增确定金黄色葡萄球菌和耐甲氧西林金黄

色葡萄球菌。按照王琴等报道［９］执行犘犞犔基因引

物合成和扩增条件。按照Ｐｅｌｅｓ等报道
［４］执行肠毒

素基因（犛犈犃 基因、犛犈犅 基因、犛犈犆基因、犛犈犇 基

因、犛犈犈基因、犛犈犌 基因、犛犈犎 基因、犛犈犐基因和

犛犈犑基因）和休克综合征毒素１（犜犛犜１基因）引物

合成及扩增条件。按照Ｎｏｇｕｃｈｉ等报道
［９］执行剥落

毒素基因（犈犜犃 基因、犈犜犅基因）引物合成和扩增

条件。以上引物由大连宝生物公司合成，引物序列

及扩增片段大小见表１。

表１　犘犆犚扩增引物

犜犪犫犾犲１　犗犾犻犵狅狀狌犮犾犲狅狋犻犱犲狆狉犻犿犲狉狊狌狊犲犱犻狀犘犆犚

基因

Ｇｅｎｅ

上游引物

Ｕｐｐｅｒｐｒｉｍｅｒ

下游引物

Ｌｏｗｅｒｐｒｉｍｅｒ

扩增片段／ｂｐ

Ｆｒａｇｍｅｎｔ

文献

Ｌｉｔｅｒａｔｕｒｅ

狀狌犮 ＧＣＧＡＴＴＧＡＴＧＧＴＧＡＴＡＣＧＧＴＴ ＡＧＣＣＡＡＧＣＣＴＴＧＡＣＧＡＡＣＴＡＡＡＧＣ ２７９ ［６］

犿犲犮犃 ＧＴＡＧＡＡＡＴＧＡＣＴＧＡＡＣＧＴＣＣＧＡＴＡＡ ＣＣＡＡＴＴＣＣＡＣＡＴＴＧＴＴＴＣＧＧＴＣＴＡＡ ３１０ ［７］

犘犞犔
ＡＴＣＡＴＴＡＧＧＴＡＡＡＡＴＧＴＣＴＧＧ

ＡＣＡＴＧＡＴＣＣＡ

ＧＣＡＴＣＡＡＧＴＧＴＡＴＴＧＧＡ

ＴＡＧＣＡＡＡＡＧＣ
４３３ ［８］

犛犈犃 ＧＧＴＴＡＴＣＡＡＴＧＴＧＣＧＧＧＴＧＧ ＣＧＧＣＡＣＴＴＴＴＴＴＣＴＣＴＴＣＧＧ １０２ ［４］

犛犈犅 ＧＴＡＴＧＧＴＧＧＴＧＴＡＡＣＴＧＡＧＣ ＣＣＡＡＡＴＡＧＴＧＡＣＧＡＧＴＴＡＧＧ １６４ ［４］

犛犈犆 ＡＧＡＴＧＡＡＧＴＡＧＴＴＧＡＴＧＴＧＴＡＴＧＧ ＣＡＣＡＣＴＴＴＴＡＧＡＡＴＣＡＡＣＣＧ ４５１ ［４］

犛犈犇 ＣＣＡＡＴＡＡＴＡＧＧＡＧＡＡＡＡＴＡＡＡＡＧ ＡＴＴＧＧＴＡＴＴＴＴＴＴＴＴＣＧＴＴＣ ２７８ ［４］

犛犈犈 ＡＧＧＴＴＴＴＴＴＣＡＣＡＧＧＴＣＡＴＣＣ ＣＴＴＴＴＴＴＴＴＣＴＴＣＧＧＴＣＡＡＴＣ ２０９ ［４］

犛犈犌 ＴＧＣＴＡＴＣＧＡＣＡＣＡＣＴＡＣＡＡＣＣ ＣＣＡＧＡＴＴＣＡＡＡＴＧＣＡＧＡＡＣＣ ７０４ ［４］

犛犈犎 ＣＧＡＡＡＧＣＡＧＡＡＧＡＴＴＴＡＣＡＣＧ ＧＡＣＣＴＴＴＡＣＴＴＡＴＴＴＣＧＣＴＧＴＣ ４９５ ［４］

犛犈犐 ＧＡＣＡＡＣＡＡＡＡＣＴＧＴＣＧＡＡＡＣＴＧ ＣＣＡＴＡＴＴＣＴＴＴＧＣＣＴＴＴＡＣＣＡＧ ６３０ ［４］

犛犈犑 ＣＡＴＣＡＧＡＡＣＴＧＴＴＧＴＴＣＣＧＣＴＡＧ ＣＴＧＡＡＴＴＴＴＡＣＣＡＴＣＡＡＡＧＧＴＡＣ １４２ ［４］

犜犛犛犜１ ＡＣＣＣＣＴＧＴＴＣＣＣＴＴＡＴＣＡＴＣ ＴＴＴＴＣＡＧＴＡＴＴＴＧＴＡＡＣＧＣＣ ３２６ ［４］

犈犜犃 ＡＴＡＴＣＡＡＣＧＴＧＡＧＧＧＣＴＣＴＡＧＴＡＣ ＡＴＧＣＡＧＴＣＡＧＣＴＴＣＴＴＡＣＴＧＣＴＡ １１５５ ［９］

犈犜犅 ＣＡＣＡＣＡＴＴＡＣＧＧＡＴＡＡＴＧＣＡＡＧ ＴＣＡＡＣＣＧＡＡＴＡＧＡＧＴＧＡＡＣＴＴＡＴＣＴ ６０４ ［９］

６７９
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１．５　犘犉犌犈分型

１．５．１　细菌培养　　将－２０℃１５％甘油保存的

犛．犪狌狉犲狌狊接种于ＬＢ营养平板，３７℃培养１６～１８

ｈ，取适量菌落于１．５ｍＬＴＥ 中混匀，使用 Ｍｉ

ｃｒｏＳｃａｎ浊度计（ＤａｄｅＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ，Ｉｎｃ．）比浊计，

调整浊度值到１．１～１．３，取３００μＬ菌液于１．５ｍＬ

ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管中３７℃保温１０ｍｉｎ。

１．５．２　细菌裂解与酶切　　取４μＬ溶葡萄球菌素

酶（１ｍｇ·ｍＬ
－１，溶于０．１ｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＣｌ）加入到

３００μＬ制备的菌液中，再加到３００μＬ准备好的金

胶中（１×ＴＥ制备１．８％ＳｅａｋｅｍＧｏｌｄ，５６℃水浴中预

热），轻轻混匀后取适量加入模具，置室温或４℃冷

却；制备好的小胶块于５ｍＬＥＣ裂解液（１ｍｏｌ·Ｌ－１

ＮａＣｌ，１００ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ＥＤＴＡ，０．５％ Ｂｒｉｊ５８，０．２％

Ｓｏｄｉｕｍｄｅｏｘｙｃｈｏｌａｔｅ，０．５％Ｓｏｄｉｕｍｌａｕｒｏｙｌｓａｒｃｏｓｉｎｅ）

中裂解４ｈ以上，用１×ＴＥ洗５次，每次１０～１５ｍｉｎ，

均在３７℃摇床１７０ｒ·ｍｉｎ－１进行裂解与洗涤；取约２

ｍｍ宽的小胶条于３μＬ犛犿犪Ⅰ（１０Ｕ·μＬ
－１）２５℃酶

切３ｈ；将酶切小胶条包埋于１％ＳｅａｋｅｍＧｏｌｄ琼脂

糖（用 ０．５×ＴＢＥ 配制）中进行电泳。Ｍａｒｋｅｒ

Ｈ９８１２处理：２００μＬ菌液中加入１０μＬ 蛋白酶 Ｋ

（２０ｍｇ·ｍＬ
－１）与等量１％ＳｅａｋｅｍＧｏｌｄ：１％ＳＤＳ

（１×ＴＥ配制）混合制备小胶条；置于５ｍＬＣＬＢ／蛋

白酶Ｋ（５ｍＬＣＬＢ／２５μＬ蛋白酶 Ｋ）混合液中５４

℃摇床（１７０ｒ·ｍｉｎ－１）裂解２ｈ；洗胶４次后，犡犫犪Ⅰ

３７℃酶切２ｈ。

１．５．３　电泳与图像分析　　得到的限制性酶切

ＤＮＡ片段使用 ＣｈｅｆＭａｐｐｅｒ脉冲场凝胶电泳分

型，电泳缓冲液为０．５×ＴＢＥ，电泳时间为２１ｈ，电

泳温度为１４℃，脉冲时间为５～４０ｓ。凝胶使用溴

化乙锭染色后成像，ＰＦＧＥ 成像结果使用ＢｉｏＮｕ

ｍｅｒｉｃｓ软件的 ＵＰＧＭＡ 和 Ｄｉｃｅ参数进行聚类分

析，确定奶牛乳房炎金黄色葡萄球菌的基因型和同

源关系。布伦登卢普沙门氏菌 Ｈ９８１２为分型标准

质控菌。

２　结　果

２．１　犛犃及 犕犚犛犃分离鉴定

从陕西１０个规模化牛场采集亚临床乳房炎奶

样１１９份和临床乳房炎奶样１７６份，通过选择培养

基培养和ＰＣＲ确定出亚临床乳房炎奶样１１９份中

有２３份（１９．３％）为金黄色葡萄球菌阳性样品。因

有的ＳＡ阳性样本分离到２株细菌，所以２３个阳性

ＳＡ样本共分离鉴定出４３株金黄色葡萄球菌。临床

乳房炎奶样１７６份当中有２６份（１４．８％）为金黄色葡

萄球菌阳性样品，从中分离鉴定出２６株金黄色葡萄

球菌，其中５株为犿犲犮犃基因阳性，结果如表２所示。

表２　陕西地区临床及亚临床奶牛犛犃及 犕犚犛犃检测结果

犜犪犫犾犲２　犘狉犲狏犪犾犲狀犮犲犵犲狀犲狅犳犛．犪狌狉犲狌狊犻狀狊狌犫犮犾犻狀犻犮犪犾犿犪狊狋犻狋犻狊犪狀犱犮犾犻狀犻犮犪犾犿犪狊狋犻狋犻狊

来源

Ｏｒｉｇｉｎ

样品数

Ｓａｍｐｌｅ

犛．犪狌狉犲狌狊阳性样品数

犛．犪狌狉犲狌狊ｐｏｓｉｔｉｖｅ

分离菌株数ａ

Ｎｕｍｂｅｒｏｆｉｓｏｌａｔｅｓ

犿犲犮犃基因阳性菌株数

犿犲犮犃ｐｏｓｉｔｉｖｅ

亚临床 １１９ ２３（１９．３％） ４３ ０（０％）

临床 １７６ ２６（１４．８％） ２６ ５（１９．２％）

共计 ２９５ ４３（１４．６％） ６９ ５（７．２％）

ａ从每个阳性样品中分离出１～２个犛．犪狌狉犲狌狊菌株

Ｔｈｅｒｅｗｅｒｅ１２ｐｏｓｉｔｉｖｅｓａｍｐｌｅｓｆｒｏｍｅａｃｈｉｓｏｌａｔｅ

２．２　犛犃毒素基因检测

本研究对６９株金黄色葡萄球菌菌株进行毒素

基因检测，结果如表３所示，检出肠毒素基因的有

１２株（１７．４％），其中临床乳房炎金黄色葡萄球菌肠

毒素基因的阳性率为３４．６％，亚临床乳房炎肠毒素基

因的阳性率为７．０％，两者差异极显著（犘＜０．０１）。

从临床乳房炎金黄色葡萄球菌中分别检测到肠毒素

基因犛犈犃１株（３．８％），犛犈犅３株（１１．５％），犛犈犇５

株（１９．２％），犛犈犑２株（７．７％），没有检测到携带肠

毒素犛犈犆、犛犈犈、犛犈犌、犛犈犎 和犛犈犐 基因的菌株。

从亚临床乳房炎金黄色葡萄球菌中仅检测到肠毒素

基因犛犈犃３株（７．０％）。临床和亚临床乳房炎金黄

色葡萄球菌中检测到杀白细胞素基因（犘犞犔）分别

为１０株（３８．５％）和３７株（８６．０％），亚临床株犘犞犔

检出率显著高于临床株（犘＜０．０１）。在临床和亚临

床乳房炎金黄色葡萄球菌中均未检测到犜犛犛犜１基

７７９
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因、犈犜犃基因和犈犜犅 基因。

表３　犘犞犔、犛犈狊、犜犛犛犜１和犈犜狊基因在临床和亚临床乳房炎金黄色葡萄球菌中的分布

犜犪犫犾犲３　犇犻狊狋狉犻犫狌狋犻狅狀狅犳犘犞犔，犛犈狊，犜犛犛犜１犪狀犱犈犜狊犵犲狀犲狊狅犳犛．犪狌狉犲狌狊犳狉狅犿犫狅狏犻狀犲狊狌犫犮犾犻狀犻犮犪犾犿犪狊狋犻狋犻狊犪狀犱犫狅狏犻狀犲犮犾犻狀犻犮犪犾犿犪狊狋犻

狋犻狊

来源（菌株数）Ｏｒｉｇｉｎ 犛犈犃 （％） 犛犈犅（％） 犛犈犇 （％） 犛犈犑（％） 共计 Ｔｏｔａｌ 犘犞犔

亚临床（４３株） ３（７．０％） ０ ０ ０ ３（７．０％） ３７（８６．０％）

临床（２６株） １（３．８％） ３（１１．５％） ５（１９．２％） ２（７．７％） ９（３４．６％） １０（３８．５％）

共计（６９株） ４（５．８％） ３（４．３％） ５（７．２％） ２（２．９％） １２（１７．４％） ４７（６８．１％）

犛犈犆、犛犈犈、犛犈犌、犛犈犎、犛犈犐、犜犛犛犜１、犈犜犃和犈犜犅 基因在临床及亚临床乳房炎分离菌株中均未检测到

犛犈犆，犛犈犈，犛犈犌，犛犎犈，犛犈犐，犜犛犛犜１，犈犜犃ａｎｄ犈犜犅ｇｅｎｅｓｗｅｒｅｎｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄｉｎｉｓｏｌａｔｅｓｆｒｏｍｃｌｉｎｉｃａｌａｎｄｓｕｂｃｌｉｎｉｃａｌｍａｓｔｉｔｉｓ

２．３　犘犉犌犈结果

ＰＦＧＥ检测结果发现，６９株犛．犪狌狉犲狌狊都能被

犛犿犪Ⅰ酶切开。采用ＢｉｏＮｕｍｅｒｉｃｓ分析软件对ＰＦ

ＧＥ电泳图谱做聚类分析 （图１），结果显示６９株犛．

犪狌狉犲狌狊共分为７个大簇 （Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｆ和Ｇ）和

５０个基因型。其中Ａ大簇分为６个亚型（６株），表

型为临床株和亚临床株交叉流行。Ｂ大簇又分为５

个亚型（８株），全为临床株流行株，其中有４株为

犿犲犮犃基因阳性菌株，说明Ｂ大簇是犿犲犮犃基因阳性

菌株的主要流行型。Ｃ大簇可分为２个亚型（７株），

全为亚临床株流行株。Ｄ大簇可分为６个亚型（７

株），全为临床株流行株。Ｅ大簇又分为２１个亚型

（２９株），全为亚临床株流行株，Ｅ大簇的菌株最多，

占全部菌株的４２．０％。Ｆ大簇又分为３个亚型（３

株），为临床株和亚临床株交叉流行，其中有１株为

犿犲犮犃基因阳性菌株。Ｇ大簇又分为７个亚型（９

株），全为亚临床株流行株。

３　讨　论

本文中所分离到的金黄色葡萄球菌（ＳＡ）来源

于陕西省内的１０个奶牛场，作者对菌株进行毒素基

因和ＰＦＧＥ分型研究，分析奶牛场金黄色葡萄球菌

的基本流行趋势、分布特点，对奶牛乳房炎病原的溯

源以及抗乳房炎的机理研究具有重要意义。

本研究的临床和亚临床乳房炎奶牛金黄色葡萄

球菌肠毒素基因的阳性比例分别为３４．６％ 和

７．０％，这与国内马保臣等
［１１］报道的临床型乳房炎

（２７．４２％）和亚临床乳房炎（１．４１％）金黄色葡萄球

菌肠毒素基因检测结果基本一致，但与国内夏胜超

等［１２］报道的临床型乳房炎（３１．３％）和亚临床乳房

炎（４７．１％）金黄色葡萄球菌肠毒素基因存在很大的

差异。而国外报道肠毒素基因检出率在４％～６５％
［１３］，由此可见，不同国家、不同地区临床和亚临床乳

房炎金黄色葡萄球菌肠毒素基因的检出率存在很大

差异，说明奶牛乳房炎金黄色葡萄球菌肠毒素基因

的流行病学可能存在地域相关性。

本试验在亚临床奶牛乳房炎金黄色葡萄球菌中

仅检测到犛犈犃 基因（７％）和犘犞犔基因（８６．０％），

未检测到其他毒素基因，这与Ｂｏｙｎｕｋａｒａ等
［１３］报道

亚临床奶牛乳房炎金黄色葡萄球菌主要产生犛犈犃

一致；而在临床奶牛乳房炎金黄色葡萄球菌中检测

到了犛犈犃基因（３．８％）、犛犈犅 基因（１１．５％）、犛犈犇

基因（１９．２％）、犛犈犑 基因（７．７％）和 犘犞犔 基因

（３８．５％），未检测到其他毒素基因。通过方差分析

发现，临床奶牛乳房炎菌株与亚临床奶牛乳房炎菌

株肠毒素基因的携带率差异极显著（犘＜０．０１）。此

外，临床奶牛乳房炎菌株与亚临床奶牛乳房炎菌株

的犘犞犔 基因携带率差异也极显著（犘＜０．０１），

犘犞犔基因在亚临床乳房炎中的检出率为临床乳房

炎的２．７倍。表明奶牛的临床乳房炎与亚临床乳房

炎可能与所感染的金黄色葡萄球菌携带的不同类型

的毒素基因有关。

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）主要是获得

了外源性犿犲犮犃 基因，该基因编码青霉素结合蛋白

２ａ，造成对β酰胺类药物的耐药性。犿犲犮犃 基因位

于ＳＡ染色体基因盒（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃａｌｃａｓｓｅｔｔｅｃｈｒｏ

ｍｏｓｏｍｅ犿犲犮，ＳＣＣ犿犲犮）内，该元件除携带犿犲犮犃基因

外，还携带有其他抗生素耐药基因，这是造成 ＭＲ

ＳＡ多重耐药的重要分子基础
［７］。本研究对犿犲犮犃

８７９
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基因的检测结果发现，５株犿犲犮犃 基因阳性金黄色

葡萄球菌均来自临床乳房炎奶牛，表明该地区牛场

存在 ＭＲＳＡ 菌株，因此必须加强对奶牛乳房炎

ＭＲＳＡ菌株的监测和预防。

图１　６９株金黄色葡萄球菌犛犿犪Ⅰ酶切脉冲场凝胶电泳分型聚类图

犉犻犵．１　犇犲狀犱狉狅犵狉犪犿狅犳犘犉犌犈狆犪狋狋犲狉狀狊狊犺狅狑犻狀犵狋犺犲狉犲犾犪狋犲犱狀犲狊狊狅犳６９犛．犪狌狉犲狌狊狊狋狉犪犻狀狊

　　从菌株的来源（临床与亚临床）及ＰＦＧＥ聚类

图的关系来看（图１），６９株金黄色葡萄球菌使用

犛犿犪Ⅰ酶切分型后，得到７个大簇，５０个基因型，其

中Ａ型和Ｆ型为临床和亚临床菌株交叉流行；Ｂ型

Ｄ型和Ｇ型全为临床流行株，其中Ｂ型中有４株

犿犲犮犃基因阳性菌株；Ｅ型全为亚临床菌株，表明来

源相同的金黄色葡萄球菌分型后基本位于同一大簇

内，说明本研究中临床与亚临床流行的菌株型存在

明显差异。另外，在临床菌株中分离出的犿犲犮犃 基

因阳性金黄色葡萄球菌几乎全部（４／５）在同一ＰＦ

ＧＥ亚型，说明犿犲犮犃基因阳性菌株可能来源于相同

的克隆株。在国外奶牛中还发现了不能被狊犿犪Ⅰ酶

切的菌株型［１４］，该株型在人与动物之间传播，而在

本研究中并未发现该株型的流行，但为避免该菌株

型通过进口奶牛遗传资源传到我国，有必要加强该

细菌型的检疫。

９７９
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ｔｏｘｉｎｂｙ犛狋犪狆犺狔犾狅犮狅犮犮狌狊犪狌狉犲狌狊ｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍｂｏｖｉｎｅ

ｍａｓｔｉｔｉｓｉｎＢｒａｚｉｌ［Ｊ］．犔犲狋狋犃狆狆犾犕犻犮狉狅犫犻狅犾，１９９９，２９

（５）：３４７３４９．

［１３］　ＢＯＹＮＵＫＡＲＡＢ，ＧＵＬＨＡＮＴ，ＡＬＩＳＡＲＬＩＭ，ｅｔ

ａｌ．Ｃｌａｓｓｉｃａｌｅｎｔｅｒｏｔｏｘｉｇｅｎｉｃｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆ犛狋犪狆犺

狔犾狅犮狅犮犮狌狊犪狌狉犲狌狊ｓｔｒａｉｎｓｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍｂｏｖｉｎｅｓｕｂｃｌｉｎｉ

ｃａｌｍａｓｔｉｔｉｓｉｎＶａｎ，Ｔｕｒｋｅｙ［Ｊ］．犐狀狋犑犉狅狅犱犕犻犮狉狅犫犻

狅犾，２００８，１２５（２）：２０９２１１．

［１４］　ＶＡＮＤＥＲＨＡＥＧＨＥＮＷ，ＣＥＲＰＥＮＴＩＥＲＴ，ＡＤＲＩ

ＡＥＮＳＥＮＣ，ｅｔａｌ．Ｍｅｔｈｉｃｉｌｌｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｔ犛狋犪狆犺狔犾狅

犮狅犮犮狌狊犪狌狉犲狌狊（ＭＲＳＡ）ＳＴ３９８ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｃｌｉｎｉｃａｌ

ａｎｄｓｕｂｃｌｉｎｉｃａｌｍａｓｔｉｔｉｓｉｎＢｅｌｇｉａｎｃｏｗｓ［Ｊ］．犞犲狋犕犻

犮狉狅犫犻狅犾，２０１０，１４４（１２）：１６６１７１．

（编辑　白永平）
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