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摘　要:目的　研究江苏省不同地区金葡菌的耐药性、耐药基因和分子分型的特征联系.方法　收集２０１７年全省各市

哨点医院金黄色葡萄球菌２２７株,采用微量肉汤稀释法测定１５种抗生素最小抑菌浓度,PCR方法检测７种不同的耐药基因,

并用多位点序列分型(multilocussequencetypingMLST)进行分子分型.结果　本研究中金葡菌对青霉素、红霉素、头孢西

丁、苯唑西林、克林霉素、左氧氟沙星、四环素、庆大霉素的耐药率较高,而对替考拉宁、利福平、复方新诺明、达托霉素、利奈唑

胺以及呋喃妥因多呈敏感,耐药率均低于１０％,且所有菌株均对万古霉素敏感.共计检出１１７株 MRSA,MRSA平均耐药种

数和平均耐药基因携带数高于 MSSA(P＜０．０５).江苏省苏北地区的菌株耐药种数要高于苏中和苏南地区(P＜０．０５),而苏

中地区的耐药基因平均携带数高于苏南地区(P＜０．０５).在２２７株金葡菌中发现了６０个ST型,以ST５９和ST３９８分布数量

最多,并有２９个新ST型.成簇菌株中,CC５９的平均耐药种数和 MRSA检出率均高于其他克隆群.结论　江苏省内不同地

区的金葡菌耐药率和耐药机制存在差异,且以CC５９克隆群耐药情况最为严峻.
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Abstract:Inordertostudythecharacteristicsofdrugresistance,resistancegenesandgenotypeofStaphylococcusaureusin
differentareasofJiangsuProvince,atotalof２２７StaphylococcusaureusfromeachhospitalwerecollectedduringJanuary２０１７
andDecember２０１７．FifteenAntimicrobialminimalinhibitoryconcentrationsweredetectedbymethodofmicroＧdilutionbroth．
SevendifferentresistancegenesweredetectedbyPCR．Moleculartypingwasperformedusing multilocussequencetyping
(MLST)．Resultsindicatedthatthe２２７strainsofS．aureusshowedhighdrugresistanceratetopenicillin,erythromycin,ceＧ
foxitin,oxacillin,clindamycin,levofloxacin,tetracyclineandgentamycin．Thoughthestrainsweresensitivetoteicoplanin,riＧ
fampin,sulfamethoxazole,daptomycin,linezolidandmacrodantin,thedrugresistancerateswerelessthan１０％．Theresults
alsorevealedthatallisolatesweresensitivetovancomycin．Of１１７strainsofMRSAwerefoundthattheaveragedrugＧresistance
typesandthecarryingnumberofthedrugＧresistancegeneshigherthanthoseofMSSA (P＜０．０５)．Thestrainsfromnorthof
JiangsuProvinceexhibitedamorenumberofdrugＧresistancethanmidlandandsouth,whiledrugＧresistancegenesofMidland
hadmorequantitythanthesouth．SixtySTswerediscoveredinthe２２７strainsofS．aureus,andtwentyＧnineofthemwerenoＧ
vel．ST５９andST３９８distributethelargestnumberinallisolates．Clonecomplex５９(CC５９)indicatedahighernumberofdrugＧ
resistanceanddetectedrateofMRSAthananyotherclonecomplex．Inconclusion,theisolatesofS．aureusfromdifferentarea

inJiangsuProvincedisplaydifferencesbetweendrugＧresistance
rateanddrugＧresistancemechanism,andthestrainsofCC５９
hadagrimsituationtodrugＧresistance．
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　　金黄色葡萄球菌(Staphylococcusaureus,SA)
是导致社区感染和院内感染的一种重要病原菌.

SA广泛分布于健康人的皮肤表面和鼻咽等部位,
并可感染人引起多种侵袭性疾病和毒素性疾病[１].
抗生素是治疗细菌感染的主要药物,但随着抗生素

广泛使用,SA 对各类抗生素的敏感性逐渐降低.
在我国,耐甲氧西林金黄色葡萄球菌(methicillinＧ
resistantStaphylococcusaureus,MRSA)检出率较

高,最高占SA感染总数的５０％以上[２].多数 MRＧ
SA对目前临床应用的绝大多数抗生素均耐药,且
其感染长发生于免疫缺陷、大面积烧伤、大手术后及

老年患者,容易造成流行和暴发,病死率可高达

５０％.

SA对不同的抗生素有不同的耐药机制,对βＧ
内酰胺类药物的耐药,主要通过mec基因复合体调

控合成新的青霉素结合蛋白以及合成βＧ内酰胺酶阻

止药物到达作用靶点两种方式[３];对于四环素类药

物耐药,主要通过tetM 基因加速药物自核糖体解离

以及tetK 基因编码外排泵蛋白加速药物外排的方

式来实现[４];对大环内酯类药物的耐药,主要通过

erm 基因修饰靶位核糖体而阻止药物与之结合、产
生灭活酶灭活大环内酯类抗生素以及esr基因调控

加速药物泵出的方式[５].
本文通过研究２０１７年全省范围内收集的２２７

株金黄色葡萄球菌,检测其对１５种抗生素的耐药

性,检测７种耐药基因的携带率,同时采用 MLST
方法对金葡菌进行分子分型,分析不同地区、不同来

源的金葡菌的耐药性、耐药机制和分子流行病之间

的特征关系.

１　材料与方法

１．１　对象　本研究中的２２７株金黄色葡萄球菌均

为２０１７年通过国家致病菌识别网收集,菌株来自全

省１３个设区市的２６家哨点医院,其中苏中地区４０
株,苏北地区８７株,苏南地区１００株,药敏质控株粪

肠 球 菌 ATCC２９２１２ 和 金 黄 色 葡 萄 球 菌

ATCC２９２１３均购自中国药品生物制品检定所.

１．２　方　法

１．２．１　药物敏感性检测　采用微量肉汤稀释法检

测金葡菌对抗菌药物的最低抑菌浓度(MIC).检测

使用的药敏板为商品化的致病菌识别网定制板条,
检测的抗生素包括苯唑西林、头孢西丁、青霉素、四
环素、红霉素、克林霉素、万古霉素、替考拉宁、庆大

霉素、左氧氟沙星、利福平、复方新诺明、达托霉素、
利奈唑胺和呋喃妥因,药敏板购自上海星佰生物科

技有限公司.药敏结果判读根据美国国立临床标准

实验室委员会(CLSI)２０１８M１００手册要求.

１．２．２　DNA 提取　将菌株接种于营养琼脂,３７℃
培养１６~１８h,挑取足量的菌落重悬于无菌的生理

盐 水 中,然 后 使 用 商 品 化 的 核 酸 提 取 试 剂 盒

(QIAamp○R DNA MiniKit)提取DNA.

１．２．３　耐药基因检测　甲氧西林耐药基因(mecA)、
四环素耐药基因(tetK、tetM)、红霉素耐药基因(erＧ
mA、ermB、ermC)、克林霉素耐药基因(linA)的引

物序列参照文献[６Ｇ７],由生工生物工程(上海)股份

有限公司合成.扩增产物经１．５％琼脂糖凝胶电泳,

９０V,５０min在凝胶成像仪下判读结果.

１．２．４　MLST 分子分型 　７ 个管家基因(arcC、

aroE、glpF、gmK、pta、tpi、yqiL)的引物序列参照

金黄色葡萄球菌 MLST 数据库(https://pubmlst．
org/saureus/),由生工生物工程(上海)股份有限公

司合成.PCR扩增产物送生工生物工程(上海)股
份有限公司进行测序.将测序结果上传到金黄色葡

萄球菌 MLST数据库进行在线分析,获取每个菌株

７个管家基因的等位基因编号(allelicprofile),根据

等位基因编号得出序列型(Sequencetype,ST).与

数据库比对后数据库中没有的ST 型,则为新发现

的ST型.最后根据已获得的ST型使用eBURST
分析软件进行聚类分析.

１．３　数据处理　将数据录入SPSS２４．０系统进行统

计分析,分类资料采用卡方检验,非参数资料采用秩

和检验,以P≤０．０５为差异有统计学意义.卡方分

割采用Bonferroni校正P 值.

２　结　果

２．１　金葡菌的标本来源　２０１７年１月至１２月,共
收集２２７株金黄色葡萄球菌,其中分离自无菌部位

样本６７株(包括血液、脑脊液等),占２９．５％,分离自

开放部位样本１６０株(包括分泌物、脓液、粪便、痰液

等),占７０．５％.

２．２　金葡菌耐药性　２２７株金黄色葡萄球菌对青

霉素、红霉素、头孢西丁、苯唑西林、克林霉素、左氧

氟沙星、四环素、庆大霉素的耐药率较高,而对替考

拉宁、利福平、复方新诺明、达托霉素、利奈唑胺以及

呋喃妥因多呈敏感,耐药率均低于１０％,且所有菌

株均对万古霉素敏感.所有菌株的具体耐药情况见

表１.

２２７株金葡菌中,耐三类以上抗生素的菌株,即
多重耐药菌株９８株,占４３．１％.有１株对１０种抗生

素耐药,对全部１５种抗生素均敏感的菌株有１０株.
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表１　金黄色葡萄球菌的耐药性

Tab．１　DrugresistanceofStaphylococcusaureus

抗菌药物 耐药菌株数(n) 耐药率/％

苯唑西林 １１７ ５１．５

头孢西丁 １２７ ５５．９

青霉素 ２０８ ９１．６

四环素 ５３ ２３．３

红霉素 １５６ ６８．７

克林霉素 ９９ ４３．６

万古霉素 ０ ０

替考拉宁 ７ ３．０

庆大霉素 ４５ １９．８

左氧氟沙星 ７５ ３３．０

利福平 ３ １．３

复方新诺明 １５ ６．６

达托霉素 １ ０．４

利奈唑胺 ２ ０．９

呋喃妥因 ９ ４．０

无菌部位分离的菌株平均耐药数为３．８２种,开
放部位分离的菌株平均耐药数为４．１２种,两组菌株

在耐药种数和不同抗生素耐药率均不存在统计学差

异(均P＞０．０５).苏北地区菌株平均耐药种数为

４􀆰４９种,苏南地区平均耐药种数为３．７４种,苏中地

区平均耐药种数为３．７５种,苏北地区耐药种数高于

苏南地区菌株(Z＝－２．２０６,P＝０．０２７).且苏北地

区菌株克林霉素耐药率要高于苏中(χ２＝５．６４３,P
＝０．０１８)和苏南地区(χ２＝５．５２３,P＝０．０１９).

２．３　MRSA与 MSSA检出情况　本研究以更稳定

的苯唑西林代替甲氧西林,将耐苯唑西林的金葡菌

判定为耐甲氧西林金葡菌(MRSA),共检出１１７株

MRSA,检出率为５１．５％.
无菌部位标本检出 MRSA３５株,开放部位标本

检出８２株,不同部位标本 MRSA 检出率无统计学

差异(χ２＝１．１０９,P＝０．２９２).苏北地区检出 MRＧ
SA４５株,苏中地区菌株检出２２株,苏南地区检出

５０株,３个地区之间 MRSA 检出率无统计学差异

(χ２＝０．２８８,P＝０．８６６).MRSA 平均耐药种数４．
８１种(不计算苯唑西林),甲氧西林敏感金葡菌(meＧ
thicillinＧsensitiveStaphylococcusaureus,MSSA)
平均耐药种数２．１４种,MRSA耐药种数高于 MSSA
(Z＝－１１．１７２,P＜０．００１).且 MRSA 的庆大霉素

耐药率高于 MSSA(χ２＝５．１４１,P＝０􀆰０２３).

２．４　耐药基因携带情况　２２７株金黄色葡萄球菌

中,mecA、tetK、tetM、ermA、ermB、ermC、linA 耐

药基因的携带情况见表２,每株菌平均携带耐药基

因１．５１个.７种耐药基因都不携带的菌株有５１株,
共有１６株菌最多携带４种耐药基因,最常见的４种

耐药基因携带谱为mecA＋tetK＋ermB＋ermC.

表２　耐药基因携带情况

Tab．２　CarriageofdurgＧresistancegenes

耐药基因 菌株数量(n) 携带率/％

mecA １０７ ４７．１

tetK ３２ １４．１

tetM ２１ ９．３

ermA ３２ １４．１

ermB ３７ １６．３

ermC １０１ ４４．５

linA １５ ６．６

None ５１ ２４．２

无菌部位分离的菌株平均携带耐药基因数为

１􀆰５８个,开放部位分离的菌株平均携带耐药基因数

为１．４８个.不同部位分离到的菌株耐药基因数不

存在统计学差异(Z＝－０．７０９,P＝０．４７８).MRSA
菌株平均携带耐药基因数为２．１５个,MSSA 菌株平

均携带耐药基因数为０．８３个,MRSA携带的耐药基

因数要高于 MSSA(Z＝－８．７５０,P＜０．００１).苏北

地区菌株平均携带耐药基因数为１．５５个,苏南地区

为１．３５个,苏中地区为１．８０个,苏中菌株耐药基因

携带数要高于苏南地区(Z＝－２．０４８,P＝０．０４１).

２．５　金葡菌 MLST分子分型　在２２７株金葡菌中

发现了６０个ST型,其中有２９个为新发现ST型,
包含５９株菌,占比２６．０％.新ST型数据信息已经

上 传 数 据 库 并 获 得 新 的 ST 型 编 号,分 别 为

ST４８４２ＧST４８７０.主要ST型分布情况见图１.
将所有ST型数据录入eBurst软件进行聚类分

析,设定群所需最小相同等位基因数为６,取样自展

值设置为１０００,结果见图２.共有３１个ST型分别

以ST５,ST５９,ST３９８,ST６３０和 ST４４９５为节点聚

类成５个簇,分别为 CC５、CC５９、CC３９８、CC６３０和

C４４９５,成簇菌株１３８株,占比６１．７％.
不同标本来源、不同地域的菌株主要ST 型分

布详见表３.
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图１　主要ST型分布

Fig．１　DistributionofmajorSTs

图２　全部ST型聚类

Fig．２　ClusteranalysisofallSTs

表３　不同标本来源、不同地域的菌株主要ST型分布

Tab．３　DistributionofmajorSTsfromdifferentisolatesandareas

ST型 克隆群
样本来源 地区 菌株耐药

开放部位 无菌部位 苏北 苏中 苏南 MRSA MSSA

ST５９ CC５９ ２５ ５ １７ ３ １０ ２５ ５

ST３９８ CC３９８ １９ １１ ７ ９ １４ １６ １４

ST６３０ CC６３０ １１ ４ ０ ８ ７ １１ ４

ST４８６３∗ NA １０ ４ ６ １ ７ ２ １２

　　∗表示新发现ST型,NA表示未归入克隆群
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２．６　成簇克隆群和金葡菌耐药特征的相关性　比

较５个簇菌株的耐药种数,平均耐药基因数,抗生素

耐药率和 MRSA检出率,详见表４.CC５菌株耐药

种数高于CC５９(调整P＝０．０１５)、CC３９８(调整P＜
０．００１)、CC６３０(调整P＝０．０５)、CC４４９５(调整P＝
０．００７),CC５９高于 CC３９８(调整P＝０．００２),CC６３０
高于CC３９８(调整P＝０．００３).

CC５耐药基因携带数高于 CC５９(调整 P ＜
０􀆰００１)、CC３９８(调整P＜０．００１)、CC６３０(调整P＝
０．０３７)、CC４４９５(调整P＜０．００１),CC５９高于CC３９８
(调整 P ＝０．０２),CC６３０ 高 于 CC５９(调 整 P ＜
０􀆰００１),C６３０高于CC４４９５(调整P＝０．０４２).

CC４４９５菌株左氧氟沙星耐药率高于 CC５９(χ２

＝９．５５８,P＝０．００３).CC５菌株的 MRSA检出率高

于CC３９８(χ２ ＝１４．１３１,P ＜０．００１)、CC６３０(χ２ ＝
１１􀆰２１６,P＝０．００１),CC５９高于 CC３９８(χ２＝８．１２２,

P＝０．００４).

表４　不同簇菌株耐药相关特征比较

Tab．４　ComparisonofdrugＧresistancecharacteristics
indifferentclusters

平均耐药

种数

平均耐药

基因数

左氧氟沙星

耐药率/％
MRSA

检出率/％

CC５ ６．３８a ３．２４a ４２．９ab １００a

CC５９ ４．４１bc １．９０bde １７．１a ８２．９a

CC３９８ ２．６９c １．１１ce ４１．７ab ５２．８b

CC６３０ ４．８３b ２．３１d ４１．４ab ６９．０b

CC４４９５ ３．５５bc １．１８e ６３．６b ８１．８ab

　　注:耐药相关特征两两比较,同列数字后字母不同表示

比较后有统计学差异(P＜０．０５),字母相同表示比较后无统

计学差异(P＞０．０５).

３　讨　论

虽然有研究[８]发现院内 MRSA 的检出率近年

来呈现下降的趋势,但是金葡菌的耐药形势仍然不

容乐观,本研究发现临床分离的多重耐药金葡菌比

例超过４０％,MRSA 的检出率也超过５０％,检出率

高于黎巴嫩报道的 ２９．５％[９]和我国深圳地区的

２６􀆰２％[１０].本研究中的金葡菌对多种抗生素的耐

药结果与全国多数地区沈阳[１１]、珠海[１２]、广州[１３]等

地的临床分离株耐药率相近,但在江苏省内的苏北、
苏中和苏南地区分离到的金葡菌菌株在耐药种数和

克林霉素耐药率方面均存在差异,提示不同地区抗

生素的使用和管理策略可能会对金葡菌耐药率产生

影响.

本研究中金葡菌mecA 和ermC 携带率较高,
均超过４０％,与韩玉涛等[１４]４０．０％的结果相近,但
高于贾珉等[１５]的２１．７％.而tetM、ermA、ermB 携

带率低于王冬梅等人[１６]的研究结果,但 高 于 安

徽[１７]报道的耐红霉素金葡菌的携带率.同时本研

究结果提示苏北、苏中和苏南地区的金葡菌耐药基

因携带数和携带率不尽相同,因此推测不同地区金

葡菌对抗生素的主要耐药机制并不相同.本研究还

检测了克林霉素耐药基因linA,阳性率仅为６．６％,
远低于克林霉素的耐药率４３．６％,推测克林霉素的

耐药以诱导型耐药为主[１８].
金葡菌目前在 MLST 数据库中的 ST 型已经

超过４８００个,而此次分离的２２７株金葡菌发现ST
型６０个,其中新发现ST型２９个,呈现出较为丰富

的种群结构特征.研究[１９]发现ST５和ST２３９是我

国院内分离的金葡菌最常见的ST 型,在全国多个

城市均有分离,同时也是院内 MRSA的主要型别之

一[２０],与之不同的是一项新西兰[２１]的研究发现当

地 MRSA 的主要ST 型为ST８、ST９３和ST１.而

在本研究中所发现的ST５和ST２３９均为 MRSA,
但是 MRSA 中 分 布 最 多 的 ST 型 是 ST５９ 和

ST３９８,MSSA中分布最多的是ST３９８和ST４８６３.
而ST５９和ST３９８则多为社区获得性 MRSA(ComＧ
munityＧAssociated MethicillinＧResistantStaphyＧ
lococcusaureus,CAＧMRSA)的主要型别,而荷兰[２２]

和德国[２３]的研究则认为在北美和欧洲ST３９８ＧMRＧ
SA 是家畜相关 MRSA(LivestockＧAssociated MeＧ
thicillinＧResistantStaphylococcusaureus,LAＧMRＧ
SA),在家畜和家畜养殖人员身上均有分离[２４],而
在亚洲[２５]与猪密切相关的ST型为ST９,但在本次

研究中未发现ST９.因此,本研究认为临床分离的

金葡菌尤其是 MRSA,社区获得的比例可能要高于

院内获得的比例,因此导致感染人的比例也会偏高.
同时本省不同地区分离的菌株在耐药率和耐药机制

方面也存在着较为明显的差异,因此对于预防控制

金葡菌感染,除了院内做好感控措施之外,对 CAＧ
MRSA应当予以更多的关注和监测.
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