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耐甲氧西林溶血葡萄球菌耐药性及耐药基因研究
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［摘　要］　目的　了解安徽省宿州地区临床分离的耐甲氧西林溶血葡萄球菌（ＭＲＳＨ）耐药性、耐药基因携带状况

及诱导型克林霉素耐药的发生率。方法　采用ＡＴＢＳＴＡＰＨ５药敏试验板微量肉汤法对４２株ＭＲＳＨ进行１６种

抗菌药物敏感性测定；聚合酶链反应（ＰＣＲ）法检测ＭＲＳＨ中犿犲犮犃、狇犪犮犃／犅／犆、狇犪犮犃、犲狉犿犃／犅／犆、犲狉犿犅、犜犲狋犕耐药

基因；Ｄ试验检测诱导型克林霉素耐药表型。结果　４２株ＭＲＳＨ对万古霉素、呋喃妥因１００％敏感，对利福平、米

诺环素、奎奴普丁／达福普汀、替考拉宁的敏感率＞９０％；而对庆大霉素、诺氟沙星、左氧氟沙星的耐药率＞７０％，对

青霉素、苯唑西林、红霉素耐药率为１００．００％。犿犲犮犃、狇犪犮犃／犅／犆、狇犪犮犃、犲狉犿犃／犅／犆、犲狉犿犅、犜犲狋犕 基因阳性率分别

为１００．００％（４２株）、６４．２９％（２７株）、５９．５２％（２５株）、４０．４８％（１７株）、２８．５７％（１２株）、９．５２％（４株）。Ｄ试验阳

性１３株，诱导性耐药占３０．９５％。结论　安徽宿州地区分离的ＭＲＳＨ呈多重耐药性，临床治疗应根据药敏试验结

果合理选用抗菌药物。
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　　近年来，凝固酶阴性葡萄球菌（ｃｏａｇｕｌａｓｅｎｅｇａ

ｔｉｖｅ犛狋犪狆犺狔犾狅犮狅犮犮狌狊，ＣＮＳ）检出率日益增多，已成为

具有重要临床意义的医院感染病原菌，尤其是耐甲
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犾狅犮狅犮犮狌狊犺犪犲犿狅犾狔狋犻犮狌狊，ＭＲＳＨ）常呈多药耐药，给临

床治疗带来了极大的困难。为了解宿州地区分离

ＭＲＳＨ的耐药性、耐药基因携带情况及诱导型克林

霉素耐药的发生率，我们对本地区两所大型综合性

医院所分离的４２株ＭＲＳＨ进行了耐药性及犿犲犮犃、

狇犪犮犃／犅／犆、狇犪犮犃、犲狉犿犃／犅／犆、犲狉犿犅、犜犲狋犕 耐药基

因及Ｄ试验的检测，现报告如下。

１　材料与方法

１．１　菌株来源及鉴定　４２株 ＭＲＳＨ分别分离自

皖北煤电集团总医院、宿州市立医院的住院及门诊

患者送检标本，其中血标本分离２２株，眼分泌物１

株，尿液３株，前列腺液８株，痰液２株，脑脊液２

株，气管导管分泌物２株，引流液２株。所有菌种鉴

定均采用法国生物梅里埃ＡＴＢＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎ半自动

微生物分析仪以及配套的鉴定板ＩＤ３２ＳＴＡＰＨ进

行标准操作。标准菌株为金黄色葡萄球菌ＡＴＣＣ

２５９２３。

１．２　药敏试验　采用法国生物梅里埃ＡＴＢＥｘ

ｐｒｅｓｓｉｏｎ半自动微生物分析仪以及配套的药敏板

ＡＴＢＳＴＡＰＨ５（微量肉汤法）进行１６种抗菌药物

敏感性测定。标准菌株为金黄色葡萄球菌ＡＴＣＣ

２５９２３。

１．３　ＭＲＳＨ表型检测　依照美国临床实验室标准

化研究所（ＣＬＳＩ）２０１０版标准
［１］进行ＭＲＳＨ表型检

测。将待检０．５麦氏单位葡萄球菌菌液均匀涂布至

２％ＮａＣｌＭＨ琼脂平板（法国生物梅里埃公司产

品）上，贴头孢西丁纸片（３０μｇ／片，英国 ＯＸＯＩＤ

公司产品），３５℃培养２４ｈ，头孢西丁抑菌圈直径

≤２４ｍｍ即判定为ＭＲＳＨ。

１．４　Ｄ试验　依照ＣＬＳＩ２０１０版标准
［１］进行Ｄ试

验。将待检０．５麦氏单位葡萄球菌菌液均匀涂布至

２％ＮａＣｌＭＨ琼脂平板上，分别贴克林霉素（２μｇ／

片）和红霉素（１５μｇ／片）纸片。纸片边缘为１５～２６

ｍｍ，３５℃培养２４ｈ，凡克林霉素抑菌环在靠近红霉

素一侧出现平截（Ｄ型），即判为Ｄ试验阳性，表示

细菌为红霉素诱导克林霉素耐药株。克林霉素和红

霉素纸片为英国ＯＸＯＩＤ公司产品。

１．５　其他仪器与用品　模板ＤＮＡ制备及其耐药

基因扩增试剂盒均为北京天恩泽生物技术公司产

品；ＤＮＡＭａｒｋｅｒ购自上海生工生物技术公司，所有

引物由上海生工生物技术公司合成。基因扩增仪为

本院ＰＣＲ实验室ＦＤＱ３３Ａ型全自动荧光定量分

析仪，以及电泳仪（北京六一仪器厂），高速离心机

（上海安亭科学仪器厂）。绿如蓝染料和琼脂糖均购

自上海生工生物技术公司。

１．６　菌株处理　挑取纯培养菌落置于０．５ｍＬ离

心管内（内预置生理盐水４００μＬ）离心５ｍｉｎ

（１５０００ｒ／ｍｉｎ），用移液器吸弃上清液，加裂解液

５０μＬ（为由０．５％非离子去污剂 ＮＰ４０配制的

２００ｎｇ／ｍＬ蛋白酶Ｋ溶液）置于５６℃保温消化１ｈ，

９５℃保温灭活１０ｍｉｎ后离心（１５０００ｒ／ｍｉｎ）３０ｓ，

上清液即为模板液，置－２０℃冻存备用。

１．７　基因检测　本研究共检测６个耐药基因，分别

为耐β内酰胺类药物的犿犲犮犃基因，消毒剂耐药基

因狇犪犮犃／犅／犆、狇犪犮犃，大环内酯类耐药基因犲狉犿犃／

犅／犆、犲狉犿犅，耐四环素类药物的犜犲狋犕 基因，均采用

聚合酶链反应（ＰＣＲ）法。检测前预先分装ＰＣＲ扩

增反应管（ＰＣＲｍａｇｉｃｍｉｘ２５μＬ，其中引物Ｐ１２μＬ，

引物Ｐ２２μＬ，无菌注射用水１６μＬ），分装后于－

２０℃冰箱保存待用。犿犲犮犃基因、狇犪犮犃基因、狇犪犮犃／

犅／犆基因扩增程序：取出ＰＣＲ扩增反应管恢复至

室温，加入ＤＮＡ模板５μＬ，充分混匀后上机扩增；

扩增条件：预变性９４℃５ｍｉｎ，变性９４℃４０ｓ→退火

５０℃６０ｓ→延伸７２℃６０ｓ，循环３５个周期，最后

７２℃延伸１０ｍｉｎ。犲狉犿犃／犅／犆基因、犜犲狋犕 基因扩

增条件：预变性９３℃２ｍｉｎ，变性９３℃３０ｓ→退火

３７℃９０ｓ→延伸７２℃１２０ｓ，循环３５个周期，最后

７２℃延伸５ｍｉｎ。犲狉犿犅基因扩增条件：预变性９３℃

２ｍｉｎ，变性９３℃３０ｓ→退火４７℃９０ｓ→延伸７２℃

１２０ｓ，循环３５个周期，最后７２℃延伸５ｍｉｎ。引物

序列见表１。

１．８　ＰＣＲ产物检测　制备含绿如蓝２％琼脂糖凝

胶，将扩增反应产物及ＤＮＡＭａｒｋｅｒ８μＬ分别加入

电泳孔中，８０Ｖ，电泳４５～５０ｍｉｎ，紫外凝胶成像仪

下观察、比对，并拍照分析。

１．９　ＤＮＡ测序　采用双脱氧末端终止法进行

ＤＮＡ测序，由上海生工生物技术公司帮助完成。所

用测序仪器为ＡＢＩＰＲＩＳＭ３７３０，测序试剂为Ｂｉｇ

Ｄｙｅｔｅｒｍｉｎａｔｏｒｖ３．１。

２　结果

２．１　药敏试验　４２株ＭＲＳＨ对１６种抗菌药物的

敏感性试验结果见表２。
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表１　溶血葡萄球菌相关耐药基因引物序列

犜犪犫犾犲１　ＰｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔｇｅｎｅｓｏｆＭＲＳＨ

Ｔａｒｇｅｔｇｅｎｅｓ Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ Ｐｒｏｄｕｃｔｓｉｚｅ（ｂｐ）

犿犲犮犃 Ｐ１：５′ＡＡＡＡＴＣＧＡＴＧＧＴＡＡＡＧＧＴＴＧＧＣ３′ ５３３

Ｐ２：５′ＡＧＴＴＣＴＧＣＡＧＴＡＣＣＧＧＡＴＴＴＧＣ３′

狇犪犮犃／犅／犆 Ｐ１：５′ＣＴＡＴＧＧＣＡＡＴＡＧＧＡＧＡＴＡＴＣＣＴＧＴ３′ ４１６

Ｐ２：５′ＣＣＡＣＴＡＣＡＧＡＴＴＣＴＴＣＡＧＣＴＡＣＡＴＧ３′

狇犪犮犃 Ｐ１：５′ＧＣＴＧＣＡＴＴＴＡＴＧＡＣＡＡＴＧＴＴＴＧ３′ ６２９

Ｐ２：５′ＡＡＴＣＣＣＡＣＣＴＡＣＴＡＡＡＧＧＡＧ３′

犲狉犿犃／犅／犆 Ｐ１：ＧＡ（Ａ／Ｇ）ＡＴＩＧＧＩＩＩＩＧＧＩＡＡ（Ａ／Ｇ）ＧＧＩＣＡ ５３０

Ｐ２：ＡＡ（Ｃ／Ｔ）ＴＧ（Ａ／Ｇ）ＴＴ（Ｃ／Ｔ）ＴＴ（Ｃ／Ｔ）ＴＴＩＧＴ（Ａ／Ｇ）ＡＡ

犲狉犿犅 Ｐ１：５′ＧＡＡＡＡＧＧＴＡＣＴＡＡＡＣＣＡＡＡＴＡ３′ ６１６

Ｐ２：５′ＡＧＴＡＡＣＧＧＴＡＣＴＴＡＡＡＴＴＧＴＴＴＡＣ３′

犜犲狋犕 Ｐ１：５′ＧＴＧＴＧＡＣＧＡＡＣＴＴＴＡＣＣＧＡＡ３′ ５０１

Ｐ２：５′ＧＣＴＴＴＧＴＡＴＣＴＣＣＡＡＧＡＡＣＡＣ３′

表２　４２株ＭＲＳＨ药敏试验结果（株数，％）

犜犪犫犾犲２　Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆ４２ｉｓｏｌａｔｅｓｏｆＭＲＳＨ（Ｎｏ．ｏｆｉｓｏｌａｔｅｓ，％）

Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌａｇｅｎｔ Ｒｅｓｉｓｔａｎｔ Ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅｓｅｎｓｉｔｉｖｅ Ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ

Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎ ４２（１００．００） ０（０．００） ０（０．００）

Ｏｘａｃｉｌｌｉｎ ４２（１００．００） ０（０．００） ０（０．００）

Ｅｒｙｔｈｒｏｍｙｃｉｎ ４２（１００．００） ０（０．００） ０（０．００）

Ｃｌｉｎｄａｍｙｃｉｎ ２２（５２．３８） ０（０．００） ２０（４７．６２）

Ｇｅｎｔａｍｉｃｉｎ ３４（８０．９５） ０（０．００） ８（１９．０５）

Ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ １８（４２．８６） ２（４．７６） ２２（５２．３８）

Ｍｉｎｏｃｙｃｌｉｎｅ １（２．３８） １（２．３８） ４０（９５．２４）

Ｎｏｒｆｌｏｘａｃｉｎ ３７（８８．１０） １（２．３８） ４（９．５２）

Ｌｅｖｏｆｌｏｘａｃｉｎ ３０（７１．４３） １（２．３８） １１（２６．１９）

Ｖａｎｃｏｍｙｃｉｎ ０（０．００） ０（０．００） ４２（１００．００）

Ｔｅｉｃｏｐｌａｎｉｎ １（２．３８） ３（７．１４） ３８（９０．４８）

Ｆｕｓｉｄｉｃａｃｉｄ ２（４．７６） ５（１１．９１） ３５（８３．３３）

Ｑｕｉｎｕｐｒｉｓｔｉｎ／ｄａｌｆｏｐｒｉｓｔｉｎ １（２．３８） ０（０．００） ４１（９７．６２）

Ｔｒｉｍｅｔｈｏｐｒｉｍ／ｓｕｌｆａｍｅｔｈｏｘａｚｏｌｅ １４（３３．３３） ０（０．００） ２８（６６．６７）

Ｒｉｆａｍｐｉｎ ０（０．００） １（２．３８） ４１（９７．６２）

Ｎｉｔｒｏｆｕｒａｎｔｉｏｎ ０（０．００） ０（０．００） ４２（１００．００）

２．２　ＭＲＳＨ表型检测　４２株 ＭＲＳＨ对头孢西丁

纸片（３０μｇ／片）的抑菌圈直径均≤２４ｍｍ，结果均

符合ＭＲＳＨ表型判断标准。

２．３　Ｄ试验　经微量肉汤法药敏试验筛选，４２株

ＭＲＳＨ中，对克林霉素和红霉素均耐药者２２株，占

５２．３８％；对红霉素耐药，而克林霉素敏感的２０株

ＭＲＳＨ中，Ｄ试验阳性１３株，即诱导性耐药菌株占

３０．９５％；对克林霉素敏感株仅７株。

２．４　耐药基因检测　４２株 ＭＲＳＨ中，犿犲犮犃、狇犪

犮犃／犅／犆、狇犪犮犃、犲狉犿犃／犅／犆、犲狉犿犅、犜犲狋犕 基因阳性

株分别为４２、２７、２５、１７、１２、４株，阳性率分别为

１００．００％、６４．２９％、５９．５２％、４０．４８％、２８．５７％、

９．５２％。

２．５　ＭＲＳＨ携带耐药基因状况　４２株ＭＲＳＨ中，

携带１种基因者４株（９．５２％），携带２种基因者８

株（１９．０５％），携带３种基因者１６株（３８．１０％），携

带４种基因者１１株（２６．１９％），携带５种基因者３

株（７．１４％）。

２．６　耐药基因电泳图　图１～６分别为犿犲犮犃、狇犪

犮犃、犜犲狋犕、狇犪犮犃／犅／犆、犲狉犿犃／犅／犆、犲狉犿犅基因ＰＣＲ

电泳图谱。

２．７　测序结果　在本次研究的每一种耐药基因扩

增产物中各任取３个耐药基因阳性扩增产物进行双

脱氧末端终止法测序，经 ＢＬＡＳＴｎ（ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．

ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ＢＬＡＳＴｎ）比对，各基因与美国Ｇｅｎ

ｂａｎｋ上登录的葡萄球菌犿犲犮犃、狇犪犮犃、犜犲狋犕、狇犪犮犃／

犅／犆、犲狉犿犃／犅／犆、犲狉犿犅基因均１００％相同。
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３　讨论

溶血葡萄球菌是人体皮肤、黏膜的共栖菌［２］，以

前一直被认为是条件致病菌，未引起重视。近年来，

随着溶血葡萄球菌分离率的增多，尤其是ＭＲＳＨ具

有多重耐药和交叉耐药的特征，给临床抗感染治疗

带来了极大困难，逐渐引起人们的关注。

本研究中４２株ＭＲＳＨ对万古霉素、呋喃妥因

１００％敏感，对利福平、米诺环素、奎奴普丁／达福普

汀、替考拉宁的敏感率＞９０％；而对庆大霉素、诺氟

沙星、左氧氟沙星的耐药率＞７０％，对青霉素、苯唑

西林、红霉素则１００％耐药。

葡萄球菌属对β内酰胺类药物耐药主要涉及两

种机制：一为产β内酰胺酶，水解β内酰胺类药物而

致耐药；二为产生新的青霉素结合蛋白２（ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎ

ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ２，ＰＢＰ２）异构体———ＰＢＰ２ａ，由

犿犲犮犃基因编码产生的ＰＢＰ２ａ对所有β内酰胺类药

物的结合力下降，导致细菌耐药［３］９２－９５。２００５年

ＣＬＳＩ文件指出，头孢西丁纸片法、犿犲犮犃基因和其

表达的ＰＢＰ２ａ检测是预报葡萄球菌属耐甲氧西林

最准确的方法。本研究４２株ＭＲＳＨ头孢西丁纸片

（３０μｇ／片）的抑菌圈直径均≤２４ｍｍ，犿犲犮犃基因均

阳性，与微量肉汤法药敏试验结果显示的对青霉素、

苯唑西林均耐药的表型相符。因此笔者认为，微量

肉汤法药敏试验结果同样也可以准确预报耐甲氧西

林葡萄球菌，从而可避免临床实验室再另外进行头

孢西丁纸片法或犿犲犮犃基因检测，减少不必要的资

源浪费。

由于ＭＲＳＨ对β内酰胺类药物耐药，临床治疗

由ＭＲＳＨ引起的感染时，转而考虑使用大环内酯

类、克林霉素类和Ｂ型链阳霉素类药物，由于它们

有相似的抗菌谱和重叠的作用靶位，所以耐药菌对

上述３类抗生素同时耐药，称为 ＭＬＳＢ。葡萄球菌

属能合成甲基化酶，使位于核糖体５０Ｓ亚单位的

２３ＳｒＲＮＡ的腺嘌呤甲基化，导致抗生素不能与靶位

结合而耐药。ＭＬＳＢ 耐药分为内在性 ＭＬＳＢ 耐药

（ｃＭＬＳＢ）和诱导性 ＭＬＳＢ 耐药（ｉＭＬＳＢ）。ｃＭＬＳＢ

耐药通常表现为对红霉素和克林霉素同时耐药，而

ｉＭＬＳＢ耐药通常表现为对红霉素耐药，而对克林霉

素敏感，对于后者必须通过诱导才能使菌株表达对

其耐药，红霉素就是一种诱导剂［４］。本研究４２株

ＭＲＳＨ中，有１３株（３０．９５％）Ｄ试验阳性，为诱导

型克林霉素耐药，临床治疗时可因诱导耐药而导致

克林霉素治疗失败。所以，对于耐药表型为红霉素

耐药而克林霉素敏感的溶血葡萄球菌应进行Ｄ试

验，Ｄ试验阴性可报告克林霉素敏感，Ｄ试验阳性

应报告克林霉素耐药。通过研究，笔者还发现４２株

ＭＲＳＨ对红霉素的耐药率达１００．００％，而犲狉犿犃／

犅／犆基因和犲狉犿犅基因的携带率分别为４０．４８％和

２８．５７％，耐药表型和耐药基因有很大的差距，说明

ＭＲＳＨ对红霉素耐药除了获得犲狉犿基因外，是否还

存在灭活酶的产生、主动外排系统的参与等耐药机

制，将有待进一步的研究。

四环素类药物耐药机制主要有两种，一类为产

生核糖体保护蛋白（ｒｉｂｏｓｏｍａｌｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｓ，

ＲＰＰｓ），其能促使已结合的四环素移位，缩短游离四

环素的半衰期，从而弱化四环素的抑制作用，导致耐

药性。革兰阳性菌中最主要的 ＲＰＰ是 ＴｅｔＭ 和

ＴｅｔＯ，两者均为约７１．４３ｋＤ的可溶性蛋白
［５］。另

一类为产四环素外排泵蛋白。葡萄球菌属耐四环素

为获得狋犲狋犕基因表达核糖体保护蛋白所致
［６］。本

研究４２株 ＭＲＳＨ对四环素的耐药率为４２．８６％

（１８／４２），狋犲狋犕基因携带率为９．５２％（４／４２），耐药表

型和耐药基因同样有很大的差距，说明只检测狋犲狋犕

基因并不能真正准确地反映四环素类药物的耐药机

制。

葡萄球菌属耐消毒剂为获得化合物外排泵蛋白

所致，该泵蛋白是由狇犪犮家族表达。消毒剂外排泵

蛋白使得细菌将季铵盐类、双胍类消毒剂排出，而免

受消毒剂的杀灭。目前已发现的狇犪犮基因家族主要

有狇犪犮犃、狇犪犮犅、狇犪犮犆、狇犪犮犇、狇犪犮犈、狇犪犮△１、狇犪犮犉、

狇犪犮犌、狇犪犮犎、狇犪犮犑等
［７］，其中葡萄球菌属容易获得

狇犪犮犃、狇犪犮犅基因，是由质粒编码。曾有学者用临床

分离的ＣＮＳ对十六烷基三甲基溴化铵的耐药性进

行相关的ＤＮＡ杂交分析以及耐药表型研究
［３］３００－３０７

发现，５０％的耐药ＣＮＳ质粒中有狇犪犮犃表达，１０％

有狇犪犮犆表达，而两者均有表达的占４０％。狇犪犮犃基

因表达多种化合物外排泵蛋白，细菌获得狇犪犮犃基

因可表现为对胺类（如苯扎溴铵）、胍类（如氯己定）

及腙类消毒剂耐药；狇犪犮犅基因则在耐重金属质粒中

有表达，因此本研究只检测了狇犪犮犃／犅／犆和狇犪犮犃

基因。本研究４２株ＭＲＳＨ中，狇犪犮犃／犅／犆和狇犪犮犃

基因携带率分别为６４．２９％和５９．５２％，狇犪犮犃基因

占狇犪犮犃／犅／犆的比重为９２．５９％（２５／２７），说明本地

区狇犪犮犃是ＭＲＳＨ的主要耐消毒剂基因，应引起有

关部门的重视。同时提示我们应进行有效的预防措

施，加强对医护人员的培训和指导，使之掌握ＭＲＳＨ
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感染的消毒、隔离、防护及合理使用抗菌药物；选用

有效的消毒剂进行消毒灭菌，合理使用消毒剂；医护

人员注意手卫生，防止ＭＲＳＨ在患者和病房之间传

播、流行。

通过对宿州地区ＭＲＳＨ耐药性和耐药基因检

测分析，我们发现 ＭＲＳＨ耐药机制相当复杂，其中

携带３种以上耐药基因的菌株就有３０株（占

７１．４３％），应引起高度重视，加强医院感染的预防控

制，防止耐药菌株的传播和流行。
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