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　　摘　要：目的　探讨ｍｅｃＡ基因在临床分离金黄色葡萄球菌（ＳＡ）中的表达水平与耐药的关系。方法　收集临床分离的ＳＡ

菌株１８６株，采用纸片扩散法（ＫＢ法）进行药敏试验，并提取ＤＮＡ，运用ＰＣＲ扩增ｍｅｃＡ基因。结果　耐甲氧西林金黄色葡萄球

菌（ＭＲＳＡ）的检出率为３０．６５％（５７／１８６），其中５６株 ＭＲＳＡ和１２９株甲氧西林敏感金黄色葡萄球菌（ＭＳＳＡ）中有１０株检出

ｍｅｃＡ基因阳性；除对万古霉素、利奈唑胺敏感外，ＭＲＳＡ对其他抗菌药物耐药率均高于 ＭＳＳＡ，携带 ｍｅｃＡ基因的菌株抗菌药物

耐药率高于不携带ｍｅｃＡ基因的菌株，两组差异有统计学意义（犘＜０．０５）。结论　ＳＡ临床分离菌株中含 ｍｅｃＡ基因的菌株对多

种抗菌药物耐药，可见ｍｅｃＡ基因在ＳＡ的耐药机制中发挥着重要作用。
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　　耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（ＭＲＳＡ）是当今抗感染治疗

的难题，其对包括甲氧西林在内的多种抗菌药物耐药，具有多

重耐药性［１］，已引起临床和实验室的广泛关注［２］。ｍｅｃＡ 基因

是金黄色葡萄球菌（ＳＡ）耐药机制中的重要基因，掌握临床分

离ＳＡ耐药性与 ｍｅｃＡ基因的关系，能给临床用药提供参考。

本研究分析了广州某三甲医院临床分离的１８６株无重复ＳＡ

菌株的来源、耐药监测情况并对其进行了 ｍｅｃＡ基因检测，以

期探讨该基因与ＳＡ耐药性的关系。

１　资料与方法

１．１　一般资料　１８６株菌株来源于２０１２年１～１２月广州某三

甲医院住院患者各种临床标本中分离的ＳＡ，标本包括痰液、血

液、脓液、穿刺液、引流物及胸、腹腔积液等，且无重复分离株，经

生物梅里埃全自动细菌鉴定仪（ＶＩＴＥＫ２）系统鉴定为ＳＡ。

１．２　方法

１．２．１　药物敏感性实验　采用纸片扩散法（ＫＢ法）完成１８

种抗菌药物的药物敏感性实验，测试ＳＡ对抗菌药物的敏感

性。实验操作和结果判读严格按照美国临床实验标准化协会

（ＣＬＳＩ）２０１２年标准。

１．２．２　ＤＮＡ模版制备　根据文献［３］提供的方法，在ＬＢ肉

汤中培养细菌过夜，离心菌液弃上清液加２０ｍｇ／ｍＬ的溶葡萄

球菌酶溶液和２０ｍｇ／ｍＬ的蛋白酶 Ｋ温孵（３７℃，１ｈ），然后

经苯酚∶氯仿∶异戊醇（２５∶２４∶１）抽提，乙醇沉淀取上清液

得到纯化的ＤＮＡ。

１．２．３　ＰＣＲ检测ｍｅｃＡ基因　参照文献［４］设计，用ＰＣＲ方

法扩增ｍｅｃＡ基因的特异性引物 ｍｅｃＡ１：５′ＴＧＧＣＡＴＴＣＧ

ＴＧＴＣＡＣＡＡＴＣＧ３′；ｍｅｃＡ２：５′ＣＴＧＧＡＡＣＴＴＧＴＴＧＡＧ

ＧＡＧＡＧ３′。扩增反应总体积为２５μＬ：２×ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒ

Ｍｉｘ１２．５０μＬ，１０μｍｏｌ／Ｌ引物上下游各１．００μＬ，双蒸水８．５０

μＬ，ＤＮＡ模板２．００μＬ。扩增条件：９４℃预变性５ｍｉｎ，然后

９４℃变性３０ｓ，５５℃ 退火３０ｓ，７２℃延伸６０ｓ，进行３０个循

环，最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。取ＰＣＲ扩增产物５．００μＬ点样于

１．５０％琼脂糖凝胶中，８０Ｖ电泳３０ｍｉｎ，紫外凝胶成像系统下

观察结果并拍照，以标记物１００ｂｐＬａｄｄｅｒⅡ作为参照，阳性标

本可在约３１０ｂｐ处观察到电泳条带。

１．２．４　ＰＣＲ产物测序　随机挑取若干株阳性ＰＣＲ扩增产物

由上海生工生物工程有限公司进行纯化测序。测序结果经

ＢＬＡＳＴ程序（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ＢＬＡＳＴ／）进行

比对确定其均为ｍｅｃＡ基因。

１．３　统计学处理　应用ＳＰＳＳ２０．０软件进行统计学分析，对

相关数据进行χ
２ 检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。
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表１　　１８６株ＳＡ对１８种抗菌药物的耐药率比较［株（％）］

抗菌药物 ＳＡ（狀＝１８６） ＭＲＳＡ（狀＝５７） ＭＳＳＡ（狀＝１２９） χ
２ 犘 ｍｅｃＡ＋（狀＝６６）ｍｅｃＡ－（狀＝１２０） χ

２ 犘

庆大霉素 ４６（２４．７３） ３８（６６．６７） 　８（６．２０） ７７．６４３ ０．０００ ３８（５７．５８） 　８（６．６７） ５９．２８５ ０．０００

亚胺培南 ４７（２５．２７） ４７（８２．４６） 　０ １４２．３４０ ０．０００ ４６（６９．７０） 　１（０．８３） １０６．９３１ ０．０００

环丙沙星 ６３（３３．８７） ４４（７７．１９） １９（１４．７３） ６８．８６５ ０．０００ ４６（６９．７０） １７（１４．１７） ５８．６２１ ０．０００

左氧氟沙星 １５０（８０．６４） ４９（８５．９６） １０１（７８．２９） １．４９０ ０．２２２ ５４（８１．８２） ９６（８０．００） ０．０９０ ０．７６４

青霉素Ｇ １７１（９１．９４） ５７（１００．００） １１４（８８．３７） ７．２０９ ０．００７ ６５（９８．４８） １０６（８８．３３） ５．９１９ ０．０１５

万古霉素 　０ 　０ 　０ － － 　０ 　０ － －

利奈唑胺 　０ 　０ 　０ － － 　０ 　０ － －

阿莫西林／克拉维酸 ４８（２５．８１） ４８（８４．２１） 　０ １４６．４２０ ０．０００ ４７（７１．２１） 　１（０．８３） １１０．１５４ ０．０００

氨苄西林 １７０（９１．４） ５６（９８．２） １１４（８８．４） ４．９０２ ０．０２７ ６４（９７．０） １０６（８８．３） ４．０４０ ０．０４４

苯唑西林 ５７（３０．６５） ５７（１００．００） 　０ １８６．０００ ０．０００ ５６（８４．８５） 　１（０．８３） １４１．４１３ ０．０００

复方新诺明 １５（８．０６） １５（２６．３２） 　０ ３６．９２５ ０．０００ １５（２２．７３） 　０ ２９．６６５ ０．０００

克林霉素 ７０（３７．６３） ４３（７５．４４） ２７（２０．９３） ５０．０４４ ０．０００ ４２（６３．６４） ２８（２３．３３） ２９．４６８ ０．０００

奎奴普丁／达福普丁 　４（２．１５） 　３（５．２６） 　１（０．７８） ３．７８４ ０．０５２ 　３（４．５４） 　１（０．８３） ２．７８８ ０．０９５

利福平 　６（３．２２） 　５（８．７７） 　１（０．７８） ８．０９８ ０．００４ 　５（７．５８） 　１（０．８３） ６．２０１ ０．０１３

氯霉素 ２３（１２．３６） １４（２４．５６） 　９（６．９８） １１．２８１ ０．００１ １４（２１．２１） 　９（７．５０） ７．３８８ ０．００７

四环素 ８０（４３．０１） ４５（７８．９５） ３５（２７．１３） ４１．６０９ ０．０００ ４６（６９．７０） ３４（２８．３３） ２９．７２２ ０．０００

头孢唑啉 ４７（２５．２７） ４７（８２．４６） 　０ １４２．３４０ ０．０００ ４６（６９．７０） 　１（０．８３） １０６．９３１ ０．０００

红霉素 ９５（５１．０８） ５３（９２．９８） ４２（３２．５６） ５７．７６１ ０．０００ ５３（８０．３０） ４２（３５．００） ３４．９７３ ０．０００

　　－：此项无数据。

２　结　　果

２．１　菌株检出情况　在临床分离的１８６株ＳＡ中，苯唑西林

抑菌环直径小于或等于１０ｍｍ的 ＭＲＳＡ有５７株（３０．６５％），

≥１３ｍｍ的 ＭＳＳＡ有１２９株（６９．３５％）。

　　Ｍ：标记物（１００ｂｐＬａｄｄｅｒⅡ）；１：阴性对照；２：ｍｅｃＡ阳性对照（测

序证实）；３～７：ｍｅｃＡ阳性ＰＣＲ产物。

图１　　部分临床分离株ｍｅｃＡ基因ＰＣＲ扩增电泳图

２．２　１８６株ＳＡ对１８种抗菌药物的耐药率比较　药敏试验结

果显示，１８６株ＳＡ中只有４株对１８种抗菌药物敏感，仅占全

部临床分离菌株的２．１５％，１８６株ＳＡ对左氧氟沙星、阿莫西

林／克拉维酸、克林霉素、青霉素类（青霉素Ｇ、氨苄西林）、红霉

素、四环素的耐药率较高，表明ＳＡ对这几类抗菌药物耐药情

况较为普遍。ＭＲＳＡ对多类抗菌药物耐药率较高，对青霉素

Ｇ、苯唑西林高达１００．００％，呈多重耐药特征；而 ＭＳＳＡ的耐

药率相对较低，二者比较差异有统计学意义（犘＜０．０５），未发

现有耐万古霉素、利奈唑脘的ＳＡ。ｍｅｃＡ阳性（＋）临床分离

菌株除对万古霉素、利奈唑胺敏感外，对庆大霉素、亚胺培南、

环丙沙星、青霉素 Ｇ、阿莫西林／克拉维酸、氨苄西林、苯唑西

林、复方新诺明、克林霉素、利福平、氯霉素、四环素、头孢唑啉、

红霉素的耐药性均高于ｍｅｃＡ阴性（－）菌株，二者比较差异有

统计学意义（犘＜０．０５）；ｍｅｃＡ－的菌株均对复方新诺明、万古

霉素、利奈唑胺敏感，见表１。

２．３　ｍｅｃＡ基因检测结果及菌株分布情况　１８６株ＳＡ中检

出ｍｅｃＡ基因阳性６６株，主要分布在神经内科（１５株）、综合科

（１４株）和ＩＣＵ（７株）等科室；标本类型包括痰液４７株、各种脓

液１１株、血液３株和其他５株。在５７株 ＭＲＳＡ中，５６株携带

ｍｅｃＡ基因，占９８．２５％；部分临床分离株ｍｅｃＡ基因ＰＣＲ产物

电泳结果见图１。只有１株 ＭＲＳＡ临床分离菌株未检测到

ｍｅｃＡ基因；而在１２９株 ＭＳＳＡ中有１０株（７．７５％）携带 ｍｅｃＡ

基因，二者比较差异有统计学意义（χ
２＝１４１．４１３，犘＜０．０５）。

３　讨　　论

目前，ＳＡ 是引起临床感染的重要病原菌之一，特别是

ＭＲＳＡ感染，正以惊人的速度在世界范围内蔓延和流行，且具

有多重耐药的特点。ＭＲＳＡ产生的主要原因是由于ＳＡ通过

ｍｅｃＡ基因大量表达一种青霉素结合蛋白２ａ（ＰＢＰ２ａ），使其与

β内酰胺类抗生素不能结合而产生耐药。有研究发现，ｍｅｃＡ

基因是ＳＡ通过转座机制获得的外来基因，且ＳＡ较易获得此

基因，故检测 ｍｅｃＡ基因可作为 ＭＲＳＡ鉴定的“金标准”
［５］。

有研究发现，不同的 ＭＲＳＡ，虽然检测ｍｅｃＡ基因阳性，但其耐

药程度却不尽一致［６８］。因此，进一步研究 ＭＲＳＡ耐药的分子

机制，减少糖肽类抗生素的使用成为当前研究治疗 ＭＲＳＡ感

染的亟待解决的问题。

本研究结果显示，在临床分离的１８６株ＳＡ中，苯唑西林

抑菌环直径小于或等于１０ｍｍ的 ＭＲＳＡ有５７株（３０．６５％），

≥１３ｍｍ的 ＭＳＳＡ有１２９株（６９．３５％）。低于文献［９１０］报道

的 ＭＲＳＡ在５０．０％以上水平。１８６株ＳＡ临床分离 ＭＲＳＡ的
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检出率为３０．６５％，药敏结果显示，ＭＲＳＡ对多种抗菌药物的

耐药率均高于 ＭＳＳＡ，且两组间差异有统计学意义，与刘玉枝

等［１１］报道相似，可见 ＭＲＳＡ耐药非常严重，可用于临床治疗

的抗菌药物种类越来越少。５７株 ＭＲＳＡ中，５６株携带 ｍｅｃＡ

基因，占９８．２５％（５６／５７）；而在１２９株 ＭＳＳＡ中有１０株携带

ｍｅｃＡ基因，与陈庆增等
［１２］报道相似，携带 ｍｅｃＡ菌株对１４种

抗菌药物的耐药性均高于不携带ｍｅｃＡ菌株，差异有统计学意

义（犘＜０．０５），由此可以发现携带 ｍｅｃＡ基因的在ＳＡ的耐药

机制中发挥重要作用。虽然有１株 ＭＲＳＡ未检出 ｍｅｃＡ 基

因，但其显示对苯唑西林耐药，可能是由于β内酰胺酶及青霉

素结合蛋白（ＰＢＰｓ）产生过多或ＰＢＰｓ的修饰所导致
［１３］。而１０

株检出ｍｅｃＡ基因但对苯唑西林敏感的菌株，有可能与β内酰

胺类接触后，可转化为耐β内酰胺类抗生素菌株，故应把携带

有ｍｅｃＡ基因的菌株，归为 ＭＲＳＡ
［１４１５］。因此，采用分子生物

学方法检测ｍｅｃＡ基因的存在情况来鉴定 ＭＲＳＡ是目前较理

想的方法。尽管未发现对万古霉素耐药的菌株，但１８６株ＳＡ

中只有４株对１８种抗菌药物敏感，仅占全部临床分离菌株的

２．１５％，提示ＳＡ临床分离菌株存在严重的耐药性。
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ｄｅｎｃｅｆｒｏｍｒａｎｄｏｍｉｚｅｄｔｒｉａｌｓ［Ｊ］．ＪＡＭＡ，１９９８，２７９（１０）：

７８１７８７．

［３２］ＫｏｌａＡ，ＥｃｋｍａｎｎｓＴ，ＧａｓｔｍｅｉｅｒＰ．Ｅｆｆｉｃａｃｙｏｆｈｅａｔａｎｄ

ｍｏｉｓｔｕｒｅｅｘｃｈａｎｇｅｒｓｉｎｐｒｅｖｅｎｔｉｎｇｖｅｎｔｉｌａｔｏｒａｓｓｏｃｉａｔｅｄ

ｐｎｅｕｍｏｎｉａ：ｍｅｔａａｎａｌｙｓｉｓｏｆｒａｎｄｏｍｉｚｅｄｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄｔｒｉａｌｓ

［Ｊ］．ＩｎｔｅｎｓｉｖｅＣａｒｅＭｅｄ，２００５，３１（１）：５１１．

［３３］ＫｏｌｌｅｆＭＨ，ＳｈａｐｉｒｏＳＤ，ＢｏｙｄＶ，ｅｔａｌ．Ａｒａｎｄｏｍｉｚｅｄｃｌｉｎ

ｉｃａｌｔｒｉａｌｃｏｍｐａｒｉｎｇａｎｅｘｔｅｎｄｅｄｕｓｅｈｙｇｒｏｓｃｏｐｉｃｃｏｎｄｅｎｓ

ｅｒｈｕｍｉｄｉｆｉｅｒｗｉｔｈｈｅａｔｅｄｗａｔｅｒｈｕｍｉｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｉｎｍｅｃｈａｎ

ｉｃａｌｌｙｖｅｎｔｉｌａｔｅｄｐａｔｉｅｎｔｓ［Ｊ］．Ｃｈｅｓｔ，１９９８，１１３（３）：７５９

７６７．

（收稿日期：２０１３０９１５　修回日期：２０１３１２２０）

４１３１ 重庆医学２０１４年４月第４３卷第１１期




