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摘要：目的　 调查金黄色葡萄球菌中 Ｉ类整合子携带情况和所携带 Ｉ类整合子可变区基因分布。方法　 收集临床分离金黄色
葡萄球菌 ６００株，分别分离自儿童 ４４７株和成人 １５３株，用 ＢＤ Ｐｈｏｅｎｉｘ １００进行细菌鉴定和药物敏感性试验；ＰＣＲ扩增Ⅰ类整
合子；用限制性片段长度多态性分析和 Ｓａｎｇｅｒ测序技术进行基因盒分析，并比较分析不同分群分离菌株基因盒携带情况及与
耐药性的关系。结果　 ６００株金黄色葡萄球菌中 ２３６株检出Ⅰ类整合酶基因，检出率为 ３９．３％；检出 １４种基因盒并组成 １３种
组合形式，可介导氨基糖苷类抗菌药物、氯霉素、甲氧苄啶及季铵盐耐药。成人与儿童Ⅰ类整合酶和整合子可变区阳性检出
率差异无统计学意义，ｄｆｒＡ１２基因盒在儿童分离株检出率高于成人分离株（Ｐ＜０．０５）。儿童与成人分离株在甲氧苄啶、环丙沙
星和红霉素的耐药率差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。儿童与成人分离株均表现出携带耐药基因盒的菌株对相关抗菌药物的耐
药率更高。结论　 儿童与成人分离金黄色葡萄球菌Ⅰ类整合子及可变区检出率较高，并参与相应药物耐药；儿童分离菌株所
携带磺胺类耐药基因盒高于成人分离株。
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　 　 整合子是细菌中天然的克隆表达系统，是一种
具有位点特异性重组功能的基因片段，能识别、俘获

及表达外来移动性基因盒［１］。作为可移动性基因

元件，一方面整合子可通过对基因盒的捕获和剪切

使基因盒发生移动，另一方面整合子自身可位于转

座子、质粒等可移动基因元件上，借助可移动耐药元

件使整合子发生移动，造成耐药基因的播散。研究

显示，大多数革兰阴性杆菌均携带Ⅰ类整合子结构，
其中尤以肠杆菌科细菌携带率高，携带耐药基因盒

种类多样并不断演变出新的耐药基因盒组合方

式［２４］。而对革兰阳性球菌中整合子的研究较少。

本研究将调查临床分离金黄色葡萄球菌Ⅰ类整合子
携带情况，并比较分析儿童和成人分离菌株间携带

的差异性以及与耐药性的关系。

１　 材料和方法

１．１　 菌株来源　 收集 ２０１８年 １月至 ２０１９年 ６月南
方医科大学附属佛山妇幼保健院临床分离金黄色葡

萄球菌 ６００株，剔除重复分离菌株，其中分离自成人
和儿童分别为 １５３ 株和 ４４７ 株；来源于呼吸道 ２６８
株、脓液 １７１ 株、生殖道分泌物 ５７ 株、脐分泌物 ５１
株、眼分泌物 ２０株、尿液 １６ 株、粪便 １１ 株和血液 ６
株。用 ＢＤ Ｐｈｏｅｎｉｘ １００ 进行细菌鉴定和药敏试验，
根据美国临床和实验室标准化协会（ＣＬＳＩ）Ｍ１００
２０１８年标准［５］进行药敏结果判读。金黄色葡萄球

菌 ＡＴＣＣ ２９２１３ 由广东省临床检验中心提供；Ⅰ类

整合酶和整合子阳性对照菌株 ＮＦ８１３１５２ 由南方医
院惠赠，阴性对照菌株金黄色葡萄球菌 ＡＴＣＣ ２５９２３
由广东省临床检验中心提供。

１．２　 主要仪器和试剂　 Ｐｈｏｅｎｉｘ １００ 细菌鉴定和药
敏分析仪（美国 ＢＤ 公司）；ＰＣＲ 扩增仪（德国 Ｅｐ
ｐｅｎｄｏｒｆ公司）；ＧｅｌｄｏｃＸＲ凝胶成像仪（美国 ＢｉｏＲａｄ
公司）；细菌组 ＤＮＡ 提取试剂盒（Ｔｉａｎｇｅｎ 公司）；
Ｔａｑ ＤＮＡ聚合酶、ｄＮＴＰｓ、蛋白酶 Ｋ、Ｈｉｎｆ Ⅰ、引物合
成（日本 ＴａＫａＲａ公司）。
１．３　 细菌 ＤＮＡ 模板制备 　 按照细菌组 ＤＮＡ 提取
试剂盒说明书进行模板 ＤＮＡ 的提取，洗脱后的
ＤＮＡ置于无菌 ＥＰ 管，于－２０ ℃保存。
１．４　 Ⅰ类整合酶基因扩增　 参照文献［２］合成Ⅰ类
整合酶基因，采用 ＰＣＲ方法进行扩增检测。引物为
ｉｎｔ１Ｆ：５′ＧＣＡＴＣＣＴＣＧＧＴＴＴＴＣＴＧＧ３′和 ｉｎｔ１Ｒ：５′
ＧＧＴＧＴＧＧＣＧＧＧＣＴＴＣＧＴＧ３′，目的片段长度为 ４５７ ｂｐ。
ＰＣＲ 反应总体系为 ２０ μＬ：含 Ｍｇ２＋ 的 １０ × ｂｕｆｆｅｒ
２ μＬ，ｄＮＴＰ １． ６ μＬ，上、下游引物（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）各
０．５ μＬ，ＤＮＡ模板 １ μＬ，Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶 １ Ｕ，加入
灭菌去离子水至 ２０ μＬ。ＰＣＲ 反应条件：９５ ℃
５ ｍｉｎ；９５ ℃ １５ ｓ，５７ ℃ １ ｍｉｎ，４０ 个循环；７２ ℃
１０ ｍｉｎ。每个 ＰＣＲ 反应均设相应的阳性对照和阴
性对照。ＰＣＲ 反应结束后，取 ５ μＬ 扩增产物行
１０ ｇ ／ Ｌ琼脂糖凝胶电泳，并用 ＧｅｌｄｏｃＸＲ 凝胶成像仪
读取电泳结果。

１．５　 Ⅰ类整合子可变区扩增　 参照文献［２］合成整
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合子可变区扩增引物，引物序列为 ｋｂ５：５′ＧＧＣＡＴ
ＣＣＡＡＧＣＡＧＣＡＡＧ３′和 ｋｂ３：５′ＡＡＧＣＡＧＡＣＴＴＧＡＣ
ＣＴＧＡ３′，扩增片段长度可变。ＰＣＲ 反应体系同Ⅰ
类整合酶基因扩增体系，反应条件：９５ ℃ ５ ｍｉｎ；
９５ ℃ １５ ｓ，５７ ℃ ４ ｍｉｎ，３５ 个循环；７２ ℃ １０ ｍｉｎ。
每次 ＰＣＲ 反应设相应的阳性对照和阴性对照。
ＰＣＲ反应产物经 １０ ｇ ／ Ｌ琼脂糖凝胶电泳观察。
１．６ 　 Ⅰ类整合子可变区限制性片段长度多态性
（ＲＦＬＰ）及序列测定　 将 １．５ 部分可变区阳性 ＰＣＲ
产物采用核酸限制性内切酶 Ｈｉｎｆ Ⅰ进行酶切［２］，并

经 １０ ｇ ／ Ｌ琼脂糖凝胶电泳观察。选取不同酶切谱
型中 １～２株送华大基因公司用 ＡＢＩ ３７３０ＸＬ测序仪
进行 Ｓａｎｇｅｒ双向测序分析，结果经 Ｂｌａｓｔ比对分析。
１．７　 统计学分析　 用 ＳＰＳＳ １８．０软件进行分析。率的
比较采用卡方检验，以 Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　 结果

２．１　 Ⅰ类整合酶基因分布及可变区基因盒　 ６００株
金黄色葡萄球菌中 ２３６ 株检出Ⅰ类整合酶基因，检
出率为 ３９．３％。２３６株Ⅰ类整合酶基因阳性菌株中
有 １９３株Ⅰ类整合子可变区扩增阳性，４３ 株未检测
到基因盒。ＲＦＬＰ 分型显示，可变区分为 １３ 种酶切
类型，经测序检出 １４种基因盒，以 ａａｄＡ１和 ｄｆｒＡ１检
出最多，均为 ３７株。儿童分离株中 ｄｆｒＡ１２检出率最
高，成人分离株中 ａａｄＡ１检出率最高；成人与儿童分
离株中Ⅰ类整合酶和整合子可变区阳性检出率差异
无统计学意义；ｄｆｒＡ１２ 基因盒在儿童分离株检出率
显著高于成人分离株，差异有统计学意义（Ｐ ＜
０．０５）。见表 １。

表 １　 成人与儿童整合子检出率比较［ｎ（％）］

基因盒 介导耐药性或抗性 成人（ｎ＝ １５３） 儿童（ｎ＝ ４４７） χ２ 值 Ｐ值
ｄｆｒＡ１２ 甲氧苄啶 ０（０） ３０（６．７１） １０．８０９ ０．００１
ｄｆｒＡ１ 甲氧苄啶 １０（６．５４） ２７（６．０４） ０．０４８ ０．８２６
ａａｄＡ２ 氨基糖苷类 ６（３．９２） ２４（５．３７） ０．５０３ ０．４７８
ａａｄＡ１ 氨基糖苷类 １４（９．１５） ２３（５．１５） ３．１６０ ０．０７５
ａａｄＡ１＋ｄｒｆＡ１ 甲氧苄啶、氨基糖苷类 ４（２．６１） １３（２．９１） ０．０００ １．０００
ｄｆｒＡ１２＋ｏｒｆ＋ａａｄＡ２ 甲氧苄啶、氨基糖苷类 １（０．６５） １３（２．９１） １．６５０ ０．１９９
ｃｍｌＡ６ 氯霉素 ２（１．３１） １２（２．６８） ０．４４１ ０．５０７
ｑａｃＨ 季铵盐 ２（１．３１） ５（１．１２） ０．０００ １．０００
ｄｈｆｒＶ＋ａａｄＡ４ 甲氧苄氨、氨基糖苷类 ０（０） ３（０．６７） ０．１２４ ０．７２５
ａａｃＡ４ 氨基糖苷类 ０（０） １（０．２２） ０．０００ １．０００
ａａｄＢ 氨基糖苷类 ０（０） １（０．２２） ０．０００ １．０００
ａａｄＡ４ 氨基糖苷类 １（０．６５） ０（０） ０．３１６ ０．５７４
ｄｆｒＡ１７＋ａａｄＡ５ 甲氧苄啶、氨基糖苷类 １（０．６５） ０（０） ０．３１６ ０．５７４
Ⅰ类整合酶阳性 — ６０（３９．２２） １７６（３９．３７） ０．００１ ０．９７２
Ⅰ类整合子可变区阳性 — ４１（２６．８０） １５２（３４．００） ２．７１３ ０．１００

２．２　 Ⅰ类整合子检出与耐药率的比较　 ２３６株Ⅰ类
整合子阳性分离菌株对苯唑西林、庆大霉素、红霉

素、环丙沙星、复方磺胺、克林霉素、甲氧苄啶和氯霉

素耐药率高于 ３６４ 株Ⅰ类整合子阴性分离菌株，差
异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。见表 ２。
２．３　 成人和儿童耐药率及整合子的检出比较 　 儿
童分离株对甲氧苄啶和红霉素的耐药率高于成人分

离株，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），而成人分离株
对环丙沙星耐药率高于儿童分离株，差异有统计学

意义（Ｐ＜０．０５）。见表 ３。介导磺胺类耐药基因盒在
儿童分离株中有较高携带率（１９．２４％，８６ ／ ４４７），高
于成人分离株（１０．４６％，１６ ／ １５３），差异有统计学意
义（χ２ ＝ ６．２３，Ｐ ＝ ０．０１３），其他基因盒的携带情况在
上述人群分布差异无统计学意义。

表 ２　 Ⅰ类整合子阳性菌株与阴性菌株耐药率比较［ｎ（％）］

抗菌药物
Ⅰ类整合子
阳性（ｎ＝ ２３６）

Ⅰ类整合子
阴性（ｎ＝ ３６４）

χ２ 值 Ｐ值

青霉素 ２１４（９０．６８） ３２８（９０．１１） ０．０５３ ０．８１８
苯唑西林 ８１（３４．３２） ８４（２３．０８） ９．０８１ ０．００３
阿米卡星 １（０．４２） ０（０） １．５４５ ０．２１４
庆大霉素 １４（５．９３） ０（０） ２２．１０９ ０．０００
四环素 ５１（２１．６１） ７１（１９．５１） ０．３９２ ０．５３２
红霉素 １２０（５０．８５） １４３（３９．２９） ７．７７４ ０．００５
环丙沙星 １６（６．７８） ７（１．９２） ９．１６１ ０．００２
利福平 ２２（９．３２） ２５（６．８７） １．１９４ ０．２７４
复方磺胺 ４１（１７．３７） ０（０） ６７．８７５ ０．０００
克林霉素 ９３（３９．４１） ９９（２７．２０） ９．８０８ ０．００２
莫匹罗星—高水平 ３（１．２７） ３（０．８２） ０．２８９ ０．５９１
奎奴普丁／达福普汀 ２（０．８５） １（０．２７） ０．９４４ ０．３３１
甲氧苄啶 １１２（４７．４６） ０（０） ２１２．３９２ ０．０００
氯霉素 ２６（１１．０２） １３（３．５７） １３．０６０ ０．０００
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表 ３　 成人与儿童分离株耐药率比较［ｎ（％）］

抗菌药物 成人 儿童 χ２ 值 Ｐ值
庆大霉素 ５（３．２７） ９（２．０１） ０．７８７ ０．３７５
阿米卡星 １（０．６５） ０（０） ２．９２６ ０．０８７
甲氧苄啶 １８（１１．７６） ９４（２１．０３） ６．４４４ ０．０１１
复方磺胺 ９（５．８８） ３２（７．１６） ０．２９２ ０．５８９
氯霉素 ７（４．５８） ３２（７．１７） １．２５２ ０．２６３
青霉素 １３９（９０．８５） ４０３（９０．１６） ０．０６３ ０．８０２
苯唑西林 ３３（２１．５７） １３２（２９．５４） ３．６２４ ０．０５７
四环素 ３６（２３．５３） ８６（１９．２４） １．２９５ ０．２５５
红霉素 ５６（３６．６０） ２０７（４６．３１） ４．３６３ ０．０３７
环丙沙星 １１（７．１９） １２（２．６８） ６．２７５ ０．０１２
利福平 ９（５．８８） ３８（８．５０） １．０８３ ０．２９８
克林霉素 ５０（３２．６８） １４２（３１．７７） ０．０３７ ０．８４７
莫匹罗星—高水平 １（０．６５） ５（１．１２） ０．２４９ ０．６１８
奎奴普丁 ／达福普汀 １（０．６６） ２（０．４５） ０．０９７ ０．７５５

３　 讨论

　 　 本研究中金黄色葡萄球菌Ⅰ类整合酶检出率为
３９．３％，与相关报道基本一致［６］，表明Ⅰ类整合子可
普遍存在于金黄色葡萄球菌中。本文检出的基因盒

有氨基糖苷类耐药基因（ａａｃＡ４、ａａｄＡ１、ａａｄＡ２、ａａ
ｄＡ４、ａａｄＢ、ａａｄＡ５）、氯霉素耐药基因（ｃｍｌＡ６）、甲氧
苄啶耐药基因（ｄｆｒＡ１、ｄｆｒＡ１２、ｄｆｒＡ１７、ｄｈｆｒＶ）、季铵盐
耐药基因（ｑａｃＨ），主要介导编码氨基糖苷类、氯霉
素、甲氧苄啶及季铵盐耐药，与文献报道基本一

致［６］。本研究以 ａａｄＡ１和 ｄｆｒＡ１ 两种整合子基因检
出率最高，而文献［５］以 ｄｆｒＡ１＋ａａｄＡ１ 检出最多，可见
金黄色葡萄球菌Ⅰ类整合子携带 ａａｄＡ１ 和 ｄｆｒＡ１ 耐
药基因盒居多。通过比较发现Ⅰ类整合子阳性菌株
对庆大霉素、复方磺胺、甲氧苄啶和氯霉素的耐药率

均高于Ⅰ类整合子阴性菌株，与菌株所携带相应耐
药基因盒介导菌株对相关抗菌药物耐药具有一致

性。同时发现，Ⅰ类整合子阳性菌株较不含Ⅰ类整
合子菌株对苯唑西林、红霉素、克林霉素和环丙沙星

表现出更高的耐药性。由此可见，菌株携带Ⅰ类整合
子可能同时介导其他多种抗菌药物的联合耐药表型。

本研究发现，成人与儿童分离金黄色葡萄球菌

菌株Ⅰ类整合酶和Ⅰ类整合子可变区阳性检出率差
异无统计学意义。对检出的 １３ 种Ⅰ类整合子基因
盒比较发现，仅 ｄｆｒＡ１２ 在儿童分离株中较成人高

（Ｐ＜０．０５）。将同类基因盒合并统计分析，发现介导
磺胺类耐药基因盒（ｄｆｒＡ１、ｄｆｒＡ１２、ｄｆｒＡ１７、ｄｈｆｒＶ）在
儿童分离株中有更高的携带率（Ｐ＜０．０５），而介导氨
基糖苷类耐药基因盒（ａａｃＡ４、ａａｃＡ４、ａａｄＡ１、ａａｄＡ２、
ａａｄＡ４、ａａｄＢ、ａａｄＡ５）、氯霉素（ｃｍｌＡ６）和季胺盐
（ｑａｃＨ）耐药基因盒携带率在成人与儿童分离株中
的检出率差异无统计学意义。比较分析成人与儿童

分离菌株对各类抗菌药物的耐药率发现，仅有甲氧

苄啶、红霉素和环丙沙星表现出耐药性差异。甲氧

苄啶在儿童分离菌株中表现出更高的耐药率，而磺

胺类耐药基因盒，尤其是 ｄｆｒＡ１２ 在儿童分离菌株中
的检出率更高，具有一致性。本次研究未检出红霉

素和环丙沙星耐药基因盒，表明Ⅰ类整合子未参与
耐药形成。儿童分离菌株对红霉素的耐药率高于成

人，环丙沙星在成人分离株中耐药率更高，可能与儿

童和成人的用药习惯有关。
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