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金黄色葡萄球菌是医院和社区获得性感染的常

见病原菌之一，可以引起皮肤和全身的广泛感染[1]以

及食物中毒。MRSA在医院内感染和社区感染中占有较
大的比例，其检出率逐年增高，医院感染是全球医学

界的严重问题，是导致患者久治不愈和医院病死率增

加的重要原因之一。mecA基因是甲氧西林耐药性的
遗传决定子[2]，是MRSA耐药性表达的前提。SA可以
产生多种毒素，主要有葡萄球菌肠毒素、杀白细胞素
（Panton- Valentine leukocidin，PVL）、表皮剥脱性毒素
以及中毒性休克综合征毒素 - 1（toxic shock syndrome
toxin 1,TSST- 1）等[3]。
本研究采用多重 PCR方法调查院内环境及外环

境（医院涂抹样、食物中毒样、食品）样本金黄色葡萄
球菌耐药基因 mecA 与 femA、毒素基因 PVL 及
TSST- 1。了解 SA毒素基因、mecA基因携带和分布情
况，为临床疾病防治及感染控制提供依据。
1 材料与方法
1.1 材料
1.1.1 菌株来源 甲氧西林敏感金黄色葡萄球菌
（methicillin- sensitive and coagulase positive Staphylococcus
aureus，MSSA）ATCC25923；耐甲氧西林金黄色葡萄球
菌 ATCC29213；临床样本分离 SA44株；环境样本分
离 SA39株（9株医院环境涂抹样、12株食物中毒样、
18株食品样）。
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1.1.2 主要试剂与仪器 GP生化鉴定卡（法国梅里
埃）；PCR相关试剂（大连宝生物工程有限公司）；基因
扩增仪 （英国 Barloworl 公司）；电泳仪（Major
Science）；凝胶成像系统（Bio- Rad公司）。
1.1.3 引物 多重 PCR扩增耐药基因、毒素基因引
物[4，5]由上海生物工程有限公司合成，见表 1。

表 1 目的基因 PCR引物序列
Table 1 Target gene PCR primer sequence

1.2 方法
1.2.1 菌株的分离鉴定 按照 GB/T4789.10- 2010检
验方法：7.5%氯化钠肉汤增菌，Baird- Parker 平板划
线分离，挑取可疑菌落，进行革兰氏染色镜检及血浆

凝固酶试验，用全自动生化仪 VITEC（法国梅里埃）对
SA进行生化确定鉴定。
1.2.2 多重 PCR检测耐药、毒素基因 模板 DNA提
取采用煮沸法。多重 PCR扩增 mecA与 femA基因。
扩增体系：10×PCR Buffer 2.5μl；10 mM dNTPs
2.0μl；10μM mecA、femA 基因上下游引物分别各
1.0μl；Taq酶（5u/μl）0.3μl；50ng DNA模版 5μl，总
体积 25μl。扩增条件：预变性 94℃5min；变性 94℃
30s，退火 52℃ 30s，延伸 72℃2min，共 25个循环；最
后延伸为 72℃ 5min[6]。毒素基因扩增体系与耐药基
因扩增体系一致，扩增条件：预变性 94℃5min；变性
94℃30s，退火 55℃30s，延伸 72℃1min，共 30 个循
环；最后延伸为 72℃5min[4]。PCR扩增产物电泳，凝胶
成像仪观察结果并拍照。
2 结果
2.1 耐药基因扩增结果 利用多重 PCR 同时进行
mecA、femA基因扩增，目的条带清晰。mecA目的条带
为 310bp，femA目的条带为 686bp。仅扩增出 femA条
带为 MSSA；仅扩增出 mecA条带为 MRCNS；同时扩
增出 mecA与 femA条带为MRSA；未扩增出 mecA与
femA条带为甲氧西林敏感凝固酶阴性的金黄色葡萄
球 菌 （methicillin- sensitive and coagulase negative
Staphylococcus aureus，MSCNS），见图 1。

注：M- marker；2～10为样本 mecA、femA基因扩增图谱结果。其中 2：

扩增出 femA条带，3～4：扩增出 mecA条带，5～10：同时扩增出 mecA、

femA条带。

Note：M- marker；Lanes 2 ～10 were the mecA and femA gene

multi- amplification electrophoretic pattern．Lane 2 was the femA gene

amplification electrophoretic pattern，Lane 3～4 were the mecA gene

amplification electrophoretic pattern；Lanes 5 ～10 were the multi-

amplification electrophoretic pattern of the mecA and femA

图 1 mecA与 femA基因多重 PCR扩增电泳图
Fig 1 mecA and femA gene multi- amplification electrophoretic

pattern

2.2 mecA、femA基因检出情况 83 株 SA经多重
PCR扩增，仅 3 株（3.61%）分离自医院样本检出
mecA基因，22株（26.50%）分离自医院及外环境样本
检出 femA基因，12株（14.46%）分离自医院样本同时
检出 mecA与 femA基因。
2.3 不同标本检出 MRSA、MRCNS菌情况 83株SA
检出 12 株 MRSA，样本痰检出率较高 62.50%
（10/16）；医院样本检出 6株 MSSA；环境样本检出 16
株 MSSA，其中环境涂抹样 1株，食物中毒样 8株，食
品 7株；样本咽拭子检出 3株 MRCNS；其余 46株
SA，均未扩增出 2种毒素基因，见表 2。

表 2 不同标本检出MRSA、MSSA、MRCNS分布情况
Table 2 The MRSA、MSSA、MRCNS distribution of different
samples

2.4 医院不同来源标本携带 mecA基因情况 18株
SA分离自咽拭子，其中 5株扩增出 mecA基因；15株
SA分离自痰，其中 11株扩增出 mecA基因；7株 SA
分离自分泌物及 1株 SA分离自血液未扩增出 mecA
基因。环境样均未扩增出 mecA基因。

标本来源 Samples
痰 Sputum
咽拭子 Throat daubing
分泌物 Secretions
血液 Blood
环境涂抹样 Environment daubing
食物中毒样 Samples of food poisoning
食品 Food

MRSA
10
02
00
00
00
00
00

MSSA
1
2
3
0
1
8
7

MRCNS
0
3
0
0
0
0
0

MSCNS
05
11
06
01
08
04
11

合计 Total
16
18
09
01
09
12
18

引物名称

Primer
mecA1
mecA2
femA1
femA2
TSST- 1
TSST- 2
PVL- 1
NPVL- 2

引物序列

Primer sequence
5'- CTGGAACTTGTTGAGCAGAG- 3'
5'- TGGCTATCGTGTCACAATCG- 3'
5'- ATGTCGCTTGTTATGTGC- 3'
5'- CTTACTTACTGGCTGTACCTG- 3'
5'- TTCACTATTTGTAAAAGTGTCAGACCCACT- 3'
5'- TACTAATGAATTTTTTTATCGTAAGCCCTT- 3'
5'- ATCATTAGGTAAAATGTCTGGACATGATCCA- 3'
5'- GCATCAASTGTATTGGATAGCAAAAGC- 3'

PCR产物（bp）
PCR product（bp）

310

686

445

433
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2.5 毒素基因扩增结果 44株分离自医院 SA，共有
2株分离自咽拭子的样本检出 TSST基因，1株分离自
血液的样本检出 PVL基因，其余菌株未检出毒素基
因。39株分离自环境的样本均未检出毒素基因。
3 讨论
常规的药敏法仍是鉴定MRSA的经典方法，但其
检出率受孵育温度、时间、培养基、菌液数量等多种因
素的影响，且周期较长。葡萄球菌对抗生素耐药主要
原因为产生 mecA编码的 PBP2a，这种耐药称为固有
耐药 [6]，mecA基因可作为 MRSA的分子标记之一[5]。
femA基因为 SA所特有，它存在于 SA，而不存在于其
它葡萄球菌，是高度保守的管家基因，且辅助 MRSA
耐药机制的形成[7]。本研究采用多重 PCR方法同时扩
增 mecA与 femA基因，所得条带清晰，且具有操作简
单，价格低廉，省时等优点。结果表明，分别检出 12株
MRSA与 3株 MRCNS，均分离自医院；检出 22 株
MSSA，其中 6株分离自医院，16株分离自环境样。环
境样未发现携带 mecA基因的菌株，而院内样本 15
株携带 mecA基因，检出率为34.09%（15/44），医院与
环境样本检出MRSA、MRCNS菌存在较大差异。

44株医院样本，儿科样本分离出 20株菌，其中 2
株为MRSA，2株为 MRCNS均分离自咽拭子；神经内
科样本分离出 3株菌，2株菌来源于痰均为MRSA；神
经外科样本分离出 4 株菌，3 株菌来源于痰均为
MRSA，1株菌来源于咽拭子为 MRCNS；呼吸内科样
本分离出 4株菌，2株菌来源于痰为 MRSA；VIP样本
分离出 2株菌来源于痰为MRSA；重症医学科样本分
离出 3株菌，1株菌来源于痰为MRSA；其余科室样本
分离出菌株，均未扩增出 mecA基因。

16 份痰标本中，分离出 10 份 MRSA，检出率
62.50%（10/16）；18份咽拭子中，分离出 2份 MRSA，
检出率 11.11%（2/18）；其余样本均未检出MRSA。医
院样本检出MRSA是否为多重耐药菌株，有待进一步
研究。

PVL是一种细胞毒素，由于其毒性强，近年来受
到很大关注，临床标本分离的 SA，其 PVL基因检出
率一般不超过 5%[8]。本研究中，44株医院样本，仅 1
株分离自血液样本扩增出 PVL基因，检出率 2.27%
（1/44）与文献报道相符。环境样本中未检出 PVL标
本。TSST- 1 是中毒性休克综合征 （Toxic shock

syndrome，TSS）的主要致病因子[1]。本研究中，共检出
2株菌携带 TSST基因，均分离自咽拭子，这 2株菌没
有携带 mecA与 femA基因与邵东华[2]等人报道的临

床分离 MRSA中 TSST- 1 阳性占有较高比例存在差
异。可能与样本来源有较大关系。临床与环境样本，毒
素基因携带情况存在差异，环境样本中，是否由其它

毒素引起食物中毒；医院环境涂抹样、食品样是否携
带毒素基因，有待进一步研究。
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