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自
'0/'

年
bCB?A2

首次分离出耐甲氧西林金黄色葡萄球

菌$

TY!&

&以来#

TY!&

在世界各地的感染率和分离率不断增

加#目前已成为医院+社区感染的主要病原菌之一)由于
TY=

!&

对所有
,

=

内酰胺类抗菌药物$青霉素类+头孢菌素类和碳青

霉烯类&均耐药#因此#

TY!&

也被称为0超级细菌1)由于抗

菌药物的不合理使用#导致
TY!&

耐药谱越来越广#尤其是多

重耐药#给临床治疗带来了极大的困难)近年来#随着
TY!&

研究的深入#苯唑西林边缘耐药的金黄色葡萄球菌$

[UY!&

&+

苯唑西林敏感的
TY!&

$

U!=TY!&

&等的发现也给临床微生

物实验室检测带来了极大的挑战'

'

(

#不同类型金黄色葡萄球菌

的区别见表
'

)目前#

TY!&

的耐药问题及临床治疗已成为人

类健康研究的重点#因此#快速+准确的检测+诊断对于
TY!&

的感染控制和临床治疗具有非常重要的意义)现就
TY!&

的

耐药机制和分子分型作一简要综述)

表
'

!!

不同类型金黄色葡萄球菌的区别

细菌种类
NCI&

"

NCI<

苯唑西林
"

甲氧西林

TY!& ` Y Y

U!=TY!& ` ! Y

[UY!& ] "

#

Y Y

!!

注!

Y

为耐药%

!

为敏感%

"

#

Y

为轻度耐药)

$

!

TY!&

耐药机制

!!

自
TY!&

出现多重耐药现象以来#

TY!&

的耐药机制变

得越来越复杂#目前为止
TY!&

的耐药机制主要分为两大类!

$

'

&染色体
$%&

介导的固有耐药#主要与
NCI

基因编码的青

霉素结合蛋白
(7

"

(I

$

Z[Z(7

"

(I

&有关%$

(

&质粒介导的获得性

耐药#主要与
$%&

的插入+转导和转化等产生的
,

=

内酰胺酶

有关)

$+$

!

耐药基因

$+$+$

!

NCI

基因
!

NCI

基因是
TY!&

耐药的主要决定因子#

为细菌染色体上的一段外源
$%&

插入片段#大小约
),

#

-,

P

8

#通常位于
8

MG=A?B=F@2

基因群附近)主要由
)

部分组成$

'

&

NCI&

基因!编码
Z[Z(7

#具有细胞壁合成转肽酶基因结构特

征%$

(

&

NCI3

和
NCIY'

基因!位于
NCI&

启动子上游#控制

NCI&

基因的转录调节%$

)

&

NCI

相关基因!大小约
(,

#

*-PK

)

NCI&

基因编码的
Z[Z(7

蛋白对
,

=

内酰胺类抗菌药物亲和力

较低#当正常的
Z[Z2

失活以后#

TY!&

中的
Z[Z(7

能够代替

Z[Z2

发挥正常作用#参与细菌细胞壁的合成#维持细菌的生

长#使
TY!&

表现出对
,

=

内酰胺类抗菌药物的耐药性)

目前新的研究发现#

TY!&!<<NCI

元件中还存在着一种

NCI&

基因的同源基因#即
NCI<

基因#它能够编码
Z[Z(I

蛋

白#其功能与
Z[Z(7

蛋白相似#能够使
TY!&

对
,

=

内酰胺类抗

菌药物耐药'

(

(

)

$+$+/

!

JCN

$或
7Me

&基因
!

虽然
NCI&

基因是
TY!&

耐甲氧

西林的决定因子#但其编码产物
Z[Z(7

的表达量与
TY!&

耐

药水平的高低相关性并不大)研究发现除
NCI&

基因外#还有

一些辅助因子
JCN

基因或
7Me

基因参与
TY!&

对甲氧西林的

耐药表达过程#这些辅助因子主要分布在细菌染色体的不同位

置#直接或间接地参与细菌细胞壁的生物合成'

)

(

)

目前为止#研究发现的
JCN

基因有
(,

种之多#但是研究较

多的主要有
/

种#分别为
JCN&

+

JCN[

+

JCN<

+

JCN$

+

JCN#

和

JCN4

'

)

(

)

JCN

基因的灭活与否#与
TY!&

对甲氧西林耐药水

平的高低密切相关)

JCN

基因灭活后#

TY!&

耐药表现主要分

为两种情况!$

'

&耐药性完全丢失#如
JCN&

+

JCN[

%$

(

&基础耐

药性降低#如
JCN<

+

JCN$

)

JCN&

+

JCN[

基因位于
!N73=&

片段

上#其插入失活均会导致
TY!&

对甲氧西林的耐药性完全消

失#但
Z[Z(7

的产生不受影响)

JCN<

基因位于
!N73=&

片段#

JCN$

基因位于
!N73=3

片段#二者作用类似#其插入失活会使

TY!&

的基础耐药水平降低#但是会形成高度耐药的亚克隆)

JCN#

基因位于
!N73=&

片段#其插入失活似乎对
TY!&

基础

耐药水平没有显著影响)

JCN4

基因位于
!N73=[

片段#其插入

失活可导致细菌表达异质性耐药)

$+$+'

!

B7A&

基因
!

近年来#随着
TY!&

对糖肽类抗菌药物

$尤其是万古霉素等&敏感性的不断降低#以及万古霉素中介的

金黄色葡萄球菌$

V3!&

&+耐万古霉素金黄色葡萄球菌$

VY=

!&

&的出现#

TY!&

对糖肽类抗菌药物的耐药机制已成为研究

的热点)研究表明位于肠球菌质粒
>A'-*/

上的
B7A&

基因能

够通过结合转移从肠球菌转移到金黄色葡萄球菌中#改变糖肽

类抗菌药物的作用位点#从而使金黄色葡萄球菌对糖肽类抗菌

药物产生耐药性'

*

(

)

$+$+1

!

!<<NCI

!

外源性
!<<NCI

元件的获得是
TY!&

多重

耐药的主要原因#它是一种葡萄球菌的外源性盒式染色体

$

!<<NCI

&#因其具有高度多态性#且是大部分耐药基因插入+

堆积的部位#因此又将其称作是金黄色葡萄球菌的耐药岛

$

Y3

&

'

-

(

)虽然
!<<NCI

元件具有高度多态性#但其结构主要由

*

部分组成!$

'

&

NCI

基因簇#根据调节基因的完整性和插入序

列将其分为
-

种类型$

&

+

[

+

<

+

$

+

#

&#目前#研究发现
NCI

基因

簇仅存在于
TY!&

中#与
TY!&

耐药表型密切相关%$

(

&染色

体重组酶基因簇$

IIG

&#根据
IIG

基因型别的不同将其分为
-

型

$

D

L8

C='

+

(

+

)

+

*

+

-

&#主要负责
!<<NCI

元件的整合和切离%$

)

&

*

*(.(

*

检验医学与临床
(,'/

年
',

月第
')

卷第
'0

期
!

"7KTC1<H@A

!

UID?KCG(,'/

!

V?H+')

!

%?+'0

"

基金项目"甘肃省省青年科技基金计划项目$

'*-Ybc&(0'

&)

#

!

通讯作者#

#=N7@H

!

X

MAFM7

2

8"

2?FM+I?N

)



保守的末端重复序列%$

*

&

b

$

X

MAP

L

7G1

&区#主要起连接作用#功

能尚不明确#是区分
!<<NCI

亚型的依据之一'

/

(

)

目前为止#

TY!&

分离株中共发现
''

种
!<<NCI

类型#见

表
(

#其中
&#+

是主要型别)

!<<NCI

&#'

元件较大#主要

分布在
a&=TY!&

中#而
!<<NCI

(#+

元件较小#更多地分

布于
<&=TY!&

中'

9

(

)研究发现
%

+

'

型
!<<NCI

对多种非
,

=

内酰胺酶类药物耐药#而
(

+

+

型
!<<NCI

对非
,

=

内酰胺酶类

药物多为敏感#因为
(

+

+

型
!<<NCI

元件除
NCI&

基因外#很

少整合其他耐药基因#所以只对
,

=

内酰胺酶类药物耐药#而对

非
,

=

内酰胺酶类药物多敏感)

表
(

!!

TY!&

中
!<<NCI

分型依据

!<<NCI

类型
IIG

基因型
NCI

基因簇
a&=TY!& <&=TY!&
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+
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&
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&
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&
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$
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&

D

L8

C9

$
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&
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$
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&

D

L8
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$

&'

+
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!!

注!"表示无数据)

$+/

!

NCI&

基因表达调控系统
!

虽然关于
TY!&

耐药基因的

研究很多#但是目前耐药基因表达调控研究最多的主要是

NCI&

基因#其转录表达由两套调控系统控制#即
NCI&

调控系

统$

NCIY'=NCI

&

系统&和
,

=

内酰胺酶调控系统$

KH7Y'=KH7

&

系

统&

'

.

(

)

$+/+$

!

NCIY'=NCI3

系统
!

NCI&

调控系统中#

NCI3

主要编码

抑制蛋白
TCI3

#它能够结合在
NCI

基因的启动子部位#阻遏

NCI&

基因转录#不能表达产生耐药性的
Z[Z(7

%而
NCIY'

主

要负责编码诱导蛋白
TCIY'

#当有诱导物存在时#

TCIY'

蛋白

能够解除
TCI3

蛋白的阻遏作用#使
NCI&

基因正常转录+翻译

产生
Z[Z(7

蛋白#增加对抗菌药物的抵抗性)通常情况下#

TCI3

蛋白能够与
NCI&

基因结合#抑制其转录+翻译#只有当

诱导物存在时#才能去除其抑制作用#产生
Z[Z(7

)

$+/+/

!

KH7Y'=KH73

系统
!

,

=

内酰胺酶调控系统中#

KH73

负责编

码抑制蛋白
[H73

#阻遏
,

=

内酰胺酶基因转录%而
KH7Y'

主要编

码诱导蛋白
[H7Y3

#当有
,

=

内酰胺类抗菌药物存在时#会诱导
,

=

内酰胺酶基因转录产生
,

=

内酰胺酶#增强
TY!&

对
,

=

内酰胺

类抗菌药物的耐药性)在高度耐药株中#

NCI&

基因
NCI3

部

分缺失#不能调控产生
Z[Z(7

#但是
KH7Y'

+

KH73

作用机制和

NCIY'

+

NCI3

相似#因此
KH7Y'=KH73

系统可调节
NCI&

基因产

生
Z[Z(7

#诱导
TY!&

出现多重耐药性)

总之#

NCI&

调控系统和
,

=

内酰胺酶调控系统其功能和调

节机制相似#

NCI&

基因可受两套调控系统的共同调节#但

NCIY'=NCI3

系统调节作用比
KH7Y'=KH73

系统要强'

0=',

(

)

$+'

!

其他耐药机制
!

除上述耐药机制外#

TY!&

还可通过主

动外排系统+产生修饰酶+降低膜通透性以及改变抗菌药物作

用靶点等不同机制对抗菌药物形成多重耐药)除此之外#

TY=

!&

对甲氧西林的耐药性也与
8

a

+生长温度+湿度+培养基成

分等众多因素有关)

/

!

TY!&

分子分型

!!

利用分子技术进行的分子流行病学分型方法是当前细菌

学研究的重要手段#目前关于
TY!&

分子分型的研究方法已

有很多#基因分型是主要的分型手段'

'

#

''

(

#下面进行详细综述)

/+$

!

!<<NCI

分型
!

!<<NCI

分型是根据
!<<NCI

元件中特

有位点或序列设计引物#利用多重
Z<Y

进行扩增得到大小不

同的目的片段#从而达到
TY!&

分型的目的)主要分为两大

类!$

'

&根据
NCI

复合体和
IIG

复合体的不同组合分型%$

(

&根

据不同类型
!<<NCI

元件上的不同特异性位点分型)

NCI

+

IIG

基因簇型别#以及
b

区结构差异性是
!<<NCI

分型的主要依

据#目前为止#

TY!&

分离株中共发现
&#8

''

种
!<<NCI

类

型$

FDD

8

!""

QQQ+2IINCI+?G

E

"&#其中
&#+

是主要型别#而多

重
Z<Y

是目前
!<<NCI

分型研究的主要方法'

-

#

'(

(

#见表
(

)其

中
!<<NCI

(

由于
b

区的不同又被分为
.

个亚型$

(

7

+

(

K

+

(

I

+

(

1

+

(E

+

(

F

+

(

@

+

(X

&

'

')

(

)

!<<NCI

分型针对性较强+特异性较高+结果分析具有国

际化标准#可进行实验室间比对#而且操作简单快速+能够进行

批量处理#已成为目前
TY!&

分型的主要方法#但是此方法分

型效率低#价格昂贵#不适合临床实验室使用#适合于临床科研

使用)

/+/

!

!

8

7

分型
!

葡萄球菌
&

蛋白$

!Z&

&是金黄色葡萄球菌细

胞壁的组成部分#其编码基因
2

8

7

包括三部分!

4I

结合区+

\

域

和
<

末端)

\

区基因具有高度多态性#含有
(*K

8

的可变重复

序列#其两端相对保守#据此设计引物对
TY!&

的
\

区进行

Z<Y

扩增#将所得
Z<Y

产物测序结果与
2

8

7

数据库$

FDD

8

!""

2

8

7+G@1?N+1C

&中已有结果进行比对#利用这种
2

8

7

基因的多

态性建立的分型方法即为
2

8

7

分型'

'*='-

(

)

2

8

7

分型针对
TY!&

菌株特定序列进行分析#特异性和分

辨率高+分型能力较强#具有标准参考数据库#不同实验室间结

果可以进行比对分析#并可进行分型结果的网络动态监测#因

此#可在临床实验室中广泛使用)

/+'

!

ZV"

分型
!

杀白细胞素$

ZV"

&是由金黄色葡萄球菌产

生的细胞外毒素#其与
-

=

溶血素和其他的
ZV"

均属于
2

L

ACG

E

=

?F

L

NCA?DG?

8

@I

毒素家族#是
TY!&

主要的致病因子之一)

ZV"

毒素由
HMP2=ZV

基因和
HMPJ=ZV

基因分别编码的
"MP!=

ZV

蛋白$

!

蛋白&和
"MP4=ZV

蛋白$

4

蛋白&组成'

'/

(

#经前噬菌

体携带#整合到金黄色葡萄球菌染色体上#通过
Z<Y

技术对金

黄色葡萄球菌中
ZV"

基因进行检测#从而达到分型的目的#便

于及时分离出
TY!&

#尽早进行针对性抗菌药物治疗)

此方法操作简单+分析方便#并能够进行实验室间比对分

析#适合在临床实验室广泛使用#但是研究发现#

ZV"

基因并

非
<&=TY!&

独有#其特异性不高#需要结合其他分型方法共

同确定
TY!&

型别)

根据临床
TY!&

分离株中是否含有
ZV"

基因#可将其分

为
ZV"

阳性
TY!&

和
ZV"

阴性
TY!&

)有研究表明
ZV"

可能仅为
<&=TY!&

其他毒力因子存在的标志#且
<&=TY!&

中
ZV"

基因携带率大于
0-5

'

'9

(

#但是最新研究发现
ZV"

基

因并不能作为
<&=TY!&

研究的可靠标志物'

'.

(

#在
a&=TY=

!&

中
ZV"

占
*(+/'5

$

(,

"

*(

&#因此对于
<&=TY!&

引起的

感染诊断除检测
ZV"

基因外#还需要结合其他检测结果进行

综合判断)

/+1

!

Z4d#

分型
!

脉冲场凝胶电泳$

Z4d#

&是指利用限制性

*

-(.(

*
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内切酶
!N7

&

或
<2

8&

对细菌染色体
$%&

片段进行酶切#再

将酶切片段置于
Z4d#

中进行分离#最后对所得酶切图谱进行

比对#比较各菌株间的相关性#从而达到分型目的一种技术)

根据
>CA?BCG

等'

'0

(提出的标准分为$

'

&相同!酶切图谱条

带数和条带大小相同#可认为是同一型别%$

(

&紧密相关!酶切

图谱有
(

#

)

个差异条带#主要由点突变+插入或缺失
$%&

等

导致#很有可能是同一型别#定为亚型%$

)

&可能相关!酶切图谱

有
*

#

/

个差异条带#可能由两个独立的基因引起#也许是同一

型别#可定为亚型%$

*

&不相关!酶切图谱有
9

个或
9

个以上的

差异条带#可能由
)

个或更多独立基因变异所致#可认为在流

行病学上不相关)

Z4d#

能够分离超过
',,,PK

的
$%&

片段#分辨力较强#

适用于某一地区暴发流行菌株的同源性分型#被认为是目前金

黄色葡萄球菌鉴定的金标准#但是其操作繁琐+耗时较长#需要

专用的仪器设备#且缺乏国际化标准#特异性不高#不适合临床

实验室广泛使用#适用于临床科研)

/+2

!

T"!>

分型
!

多位点序列分型$

T"!>

&是指通过对
TY=

!&

染色体上的
9

个管家基因$

7GI<

+

7G?#

+

E

H

8

4

+

E

NP

+

8

D7

+

D

8

@

和
LO

@"

&分别进行
Z<Y

扩增#并将测序结果与
T"!>

数据库

$

FDD

8

!""

QQQ+NH2D+ACD

&进行比对#获得序列型号#从而根据碱

基序列的差异和等位基因的不同组合类型分析比较
TY!&

菌

株间的同源性和进化关系的一种分型方法'

(,

(

)由于这
9

个管

家基因相对保守#多态性位点较少#但又可以在局部位点发生

点突变#因此#能够长期追踪细菌的遗传变化情况)

此方法具有国际化标准#特异性高#方便实验室间比对分

析#但价格昂贵+耗时较长+分型能力较低#不适合在临床实验

室使用)相对
Z4d#

分型而言#

T"!>

分型更适于长期追踪+

监测
TY!&

流行情况#并可与世界范围
TY!&

流行菌株进行

比对#分析其进化关系)

/+)

!

$%&

多态性$

Y&Z$

&

!

随机扩增
Y&Z$

分型是建立在

Z<Y

基础之上#以
TY!&

基因组
$%&

为模板#随机多态核苷

酸序列$

',

个碱基对&为引物#对
TY!&

未知序列的基因组进

行多态性分析的一种分子技术'

('

(

#可用于细菌种属鉴定和菌

株流行病学调查研究)

Y&Z$

操作简单快速+分辨力高#适用于临床菌株暴发流

行的调查研究#但其结果重复性差#与实验条件紧密相关#且不

同实验室间缺乏可比性#因此不适用于临床实验室的常规

检测)

/+.

!

基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱$

T&"$3=>U4=

T!

&

!

T&"$3=>U4=T!

分型通过激光照射样品与基质形成

的共结晶薄膜#基质把从激光中吸收的能量传递给生物分子#

在电离过程中与生物分子发生质子转换#使生物分子发生电

离#然后再根据离子在电场作用下到达检测器的飞行时间进行

检测)其具有灵敏度高+准确度高+分辨率高三大特点#是迄今

为止生物学领域一种强有力的分子检测手段#已在临床微生物

检测方面得到了广泛应用)通过结合
)m=

外切酶和
-m=

外切酶

可以准确+快速地对
TY!&

核苷酸全序列进行分析测定'

((

(

)

此方法操作简单快速+特异性和灵敏度较高#分辨能力较

强#但是由于仪器价格昂贵#仅适合在大型临床实验室中广泛

使用#而不适用于小实验室)

/+S

!

1GM

分型
!

1GM

序列是
NCI

基因的高变区$

aVY

&#由一

个
*,K

8

的直接重复单位构成#由于其在不同
TY!&

菌株中

的重复次数不同#导致
TY!& NCI

基因呈现高度多态性#因

此#可利用
Z<Y

方法对不同
TY!&

菌株
1GM

序列进行扩增#

分析+比较扩增产物的差异性从而达到分型的目的'

()

(

)

此方法操作简单+快速#分型结果具有国际化标准#实用性

较强#但是其分辨率不如
Z4d#

分型法#且分型结果复杂#不适

用于临床实验室)

/+(

!

基因芯片分型
!

基因芯片又称为
$%&

芯片+生物芯片#

是指利用杂交测序原理#通过与一组已知序列的核酸探针杂

交#对未知核酸序列进行测定的一种方法'

(*=(-

(

)目前#在基因

表达分析+突变检测+基因组多态性分析和基因诊断等方面已

得到了广泛应用)在病原微生物的检测方面#可以利用基因芯

片与已知标记菌株进行杂交#对临床分离菌株的基因表达+诊

断进行快速分析)

虽然基因芯片在病原微生物检测中具有快速+特异性和灵

敏度高等特点#但是由于仪器昂贵+芯片费用较高#只适合临床

科研使用#不能在临床实验室中得到广泛应用)

/+$%

!

附属基因调节子分型
!

附属基因调节子是一种重要的

密度感应信号系统和毒力因子调节系统#由
-

种基因$

7

E

G&

#

7

E

G<

#

7

E

G$

#

7

E

G[

和
KH1

&组成#负责编码
(

种不同的转录物

$

Y%&

%

和
Y%&

'

&#主要参与
TY!&

生物膜的形成与分散及

毒力因子的表达调控)附属基因调节子系统在金黄色葡萄球

菌毒力因子调节过程中发挥主要作用#能够下调葡萄球菌生物

被膜形成#是生物被膜形成的抑制因子#附属基因调节子不同

基因型别与
TY!&

的致病能力及其引起疾病的种类密切相

关'

(/

(

)

这种方法以毒力因子检测为目的#操作简单#在
TY!&

致

病能力检测方面发挥着重要作用#但其分型结果与
TY!&

菌

株遗传背景特征存在相关性#且结果分析具有局限性#仅适合

临床科研使用#不适于在临床实验室广泛使用)

'

!

小
!!

结

!!

本文主要从
TY!&

耐药机制和分子分型及其优缺点两个

方面对
TY!&

目前的研究现状进行了简要阐述#其耐药机制

比较复杂#是目前研究的重点)而
TY!&

分子分型方法较多#

临床实验室需要结合自身条件#选择合适的分型方法)理想的

分子分型方法需要满足以下条件!操作简单+高效%实验结果重

复性好%适用范围广#实用性较强%结果分析具有国际化标准#

便于实验室间比对分析)

随着分子生物学技术的快速发展和对
TY!&

的深入研

究#研究者需要从
TY!&

耐药机制找到新的突破口#开发
TY=

!&

治疗的新型药物#为临床合理用药+优化治疗方案提供重要

的科学依据)同时也要结合现有分子手段#改进或开发
TY=

!&

检测+分型的方法#为临床实验室检测提供更加合理+高效

的检测手段#为
TY!&

的感染控制和临床诊断提供便捷服务)
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