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【摘要】 目的  了解金黄色葡萄球菌（SA）对常见抗菌药物的耐药性及相关耐药基因的分布情况，为临床
合理使用抗菌药物和医院感染控制提供依据。方法  收集 2017 年 1 月至 12 月包头医学院第二附属医院细菌
室分离的 SA 135 株。采用 PhoenixTM-100 全自动微生物鉴定和药敏系统以及纸片扩散法进行菌落鉴定与药敏
检测；采用聚合酶链反应（PCR）检测耐药基因。结果  135 株 SA 中，耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（MRSA）共
16 株（占 11.9%），甲氧西林敏感金黄色葡萄球菌（MSSA）119 株（占 88.1%）。在 14 种抗菌药物中，SA 对氨苄
西林、哌拉西林和红霉素的耐药率最高，分别为 91.1%，91.1% 和 64.4%；未发现替考拉宁、利奈唑胺和万古霉
素的耐药菌株。MRSA 对环丙沙星的耐药率显著高于 MSSA 〔31.3%（5/16）比 5.0%（6/119），P＜0.05〕。135 株 
SA 中，mecA、aac（6'）/aph（2"）、ermA、ermB、ermC、tetM 的检出率分别为 4.4%（6/135）、10.4%（14/135）、0.7%

（1/135），27.4%（37/135）、31.4%（46/135）和 0.7%（1/135）。MRSA 中 mecA 〔37.5%（6/16）比 0（0/119）〕、aac（6'）/aph
（2"）〔31.3%（5/16）比 7.6%（9/119）〕及 ermB 〔31.3%（5/16）比 26.9%（32/119）〕的检出率显著高于 MSSA（均 P＜
0.05），其中 MRSA 中 mecA 的检出率仅为 37.5%（6/16）。结论  本院 MRSA 检出率低于全国平均水平，耐药基
因 mecA、aac（6'）/aph（2"）及 ermB 检出率较高，可能是产生耐药的重要原因。仅通过 mecA 基因检测 MRSA 可
能会造成漏诊，应引起实验室的重视。
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【Abstract】 Objective  To  investigate  the  drug  resistance  and  the  distribution  situation  of  the  related  drug 
resistant  genes  in  Staphylococcus aureus  (SA),  and  to  provide  a  basis  for  the  clinical  rational  use  of  antibiotics  and 
the  hospital  control  of  infection.  Methods  A  total  of  135  strains  of  SA were  collected  from  the  Second Affiliated 
Hospital of Baotou Medical College during January to December 2017. BD Phoenix TM-100 automatic microorganism 
identification and drug sensitivity systems and K-B agar diffusion method were used to identify SA colony and analyze its 
drug susceptibility; the related drug resistant genes were detected by polymerase chain reaction (PCR).  Results  Among 
135 strains of SA, 16 (11.9%) methicillin-resistant SA (MRSA) and 119 (88.1%) methicillin-sensitive SA (MSSA) were 
detected. In the 14 strains of MRSA, the resistance rates  to ampicillin, penicillin and erythromycin were high (91.9%, 
91.1% and 64.4%, respectively), and no vancomycin, teicoplanin and linezolid-resistant strains were found. Additionally, 
the resistance rates of MRSA to ciprofloxacin were significantly higher than that of MSSA [31.3% (5/16) vs. 5.0% (6/119), 
P  <  0.05]. Among  135  strains  of  SA,  the  detection  rates  of mecA, aac(6')/aph(2"),  erm(A),  erm(B),  erm(C),  and  tetM 
were 4.4% (6/135), 10.4% (14/135), 0.7% (1/135), 27.4% (37/135), 31.4% (46/135) and 0.7% (1/135), respectively. In 
MRSA,  the detection rates of mecA  [37.5% (6/16) vs. 0  (0/119)], aac(6')/aph(2")  [31.3% (5/16) vs. 7.6% (9/119)], and 
ermB [31.3% (5/16) vs. 26.9% (32/119)] were significantly higher than those in MSSA. It is noteworthy that the detection 
rate of mecA in MRSA was only 37.5% (6/16).  Conclusions  The MRSA detection rate of our hospital was below the 
national average level. The detection rates of resistance genes mecA, aac(6')/aph(2") and ermB were higher, which may 
be an important cause of drug resistance. Moreover, the detection of MRSA by mecA alone may lead to missed diagnosis, 
that should be paid attention to.

【Key words】  Staphylococcus aureus;  Methicillin-resistant  Staphylococcus aureus;  Methicillin-sensitive 
Staphylococcus aureus;  Drug resistance;  Drug resistance gene
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  目前金黄色葡萄球菌（SA）感染的发病率急剧

上升［1-2］，已成为全球亟待解决的重大公共卫生难

题［3-4］，且耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（MRSA）的出

现使全世界抗感染治疗面临更严峻挑战［5］。MRSA

对几乎所有的 β- 内酰胺酶均有抵抗性，可导致

皮肤、软组织以及全身侵袭性感染等各种疾病。

MRSA 与对甲氧西林敏感金黄色葡萄球菌（MSSA）

在临床上的分布特征、耐药情况及基因分布情况不
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表 1 MRSA 与 MSSA 对常见抗菌药物的耐药率分析

抗菌
药物

MRSA 耐药率
〔%（株 / 株）〕

MSSA 耐药率
〔%（株 / 株）〕

总耐药率
〔%（株 / 株）〕

庆大霉素   25.0（  4/16） 23.5（  28/119） 23.7（  32/135）
妥布霉素   25.0（  4/16） 23.5（  28/119） 23.7（  32/135）
氨苄西林 100.0（16/16） 89.9（107/119） 91.1（123/135）
哌拉西林 100.0（16/16） 89.9（107/119） 91.1（123/135）
苯唑西林 100.0（16/16）   0    （    0/119） 11.9（  16/135）
红霉素   75.0（12/16） 63.0（  75/119） 64.4（  87/135）
克林霉素   50.0（  8/16） 33.6（  40/119） 35.6（  48/135）
复方新诺明   43.8（  7/16） 26.1（  31/119） 28.1（  38/135）
环丙沙星   31.3（  5/16）   5.0（    6/119）a   8.1（  11/135）
氯霉素   12.5（  2/16）   0    （    0/119）   1.5（    2/135）
四环素   18.8（  3/16）   5.0（    6/119）   6.7（    9/135）
万古霉素     0    （  0/16）   0    （    0/119）   0    （    0/135）
替考拉宁     0    （  0/16）   0    （    0/119）   0    （    0/135）
利奈唑胺     0    （  0/16）   0    （    0/119）   0    （    0/135）

注：与 MRSA 耐药率比较，aP＜0.05

尽相同［6］。现通过对本院细菌室分离的菌株进行

药敏试验及基因检测，分析本院 MRSA 和 MSSA 流

行病学和分子特征，为指导临床合理使用抗菌药物

提供理论依据。

1 资料与方法

1.1  菌株来源：选取 2017 年 1 月至 12 月包头医

学院第二附属医院细菌室分离的 SA 共 135 株，标

本来源于不同科室的不同样本（样本留取过程规

范，送检及时），并结合临床剔除不符合标准者者 

（细菌涂片上皮细胞＜10个 /HP，白细胞＞25个 /HP） 

和污染菌。

1.2  主要试剂与仪器：哥伦比亚血琼脂培养基、麦

康凯琼脂培养基、巧克力琼脂培养基、MH 琼脂培养

基（由济南百博生物技术股份有限公司生产），药敏

纸片（由英国 Oxiid 公司生产），细菌基因组 DNA 提

取试剂盒〔由天根生代科技（北京）有限公司生产〕， 

PhoenixTM-100 全自动微生物鉴定及药敏系统 

（由美国 BD 公司生产），T100 梯度反转录聚合酶链

反应（PCR）仪（由美国伯乐公司生产）。

1.3  细菌菌株的鉴定及药敏试验：试验菌株经哥伦

比亚血琼脂培养基培养后，挑取单个菌落，经革兰染

色和触酶试验证实后，用传统划线法接种于血琼脂

培养基上进行分离纯化，用 PhoenixTM-100 全自动

微生物鉴定和药敏系统以及纸片扩散法鉴定细菌

并进行药敏检测，鉴定后的菌株保存于 -80 ℃冰箱

备用。药敏试验严格遵守临床试验标准研究所 / 美

国临床实验室标准委员会（CLSI/NCCLS）2017 年操

作及判读标准［7］。采用纸片扩散法将 SA 配置为 

1.5×108 cfu/L，接种于MH琼脂培养基上，贴入30 μg 
头孢西丁纸片，培养后测量抑菌圈直径。抑菌圈直

径≤19 mm 确定为 MRSA。质控菌株为金黄色葡萄

球菌（ATCC 29213）及大肠埃希菌（ATCC 25922）。

1.4  PCR 反应：将保存菌株复苏后，选取单个菌

落置于 6 mL LB 培养基的摇菌管中过夜培养 16 h，

应用细菌基因组 DNA 提取试剂盒提取细菌 DNA。

PCR 反应体系：模版 DNA 5 μL（50 mg/L），上下游引

物各 2 μL（10 μmol/L），2×Taq PCR MasterMix 25 μL， 
双蒸水补充至 50 μL 体系。循环条件：94 ℃预变性

3 min，94 ℃ 30 s，55 ℃ 30 s，72 ℃ 1 min，共 35 个循

环，最后 72 ℃延长 5 min。产物经 1% 琼脂糖凝胶

电泳进行检测，电泳条件：100 V，50 min。引物由北

京索莱宝科技有限公司合成。根据 Marker 条带确

定产物条带，并与产物大小相匹配确定目的基因。

1.5  统计学方法：使用 SPSS 19.0 统计软件进行数

据处理，计量资料以率表示，采用 χ2 检验。P＜0.05

为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1  本院 SA 的构成及分布（图 1）：2017 年本院共

收集 SA 135 株，其中 MRSA 16 株（11.9%），MSSA 

119 株（88.1%），本院 MRSA 和 MSSA 标本主要来源

于分泌物和痰液。

图 1 MRSA（左）与 MSSA（右）标本来源分布情况

2.2  MRSA 和 MSSA 对常见抗菌药物的耐药率分析

（表 1）：在 14 种抗菌药物中，SA 对氨苄西林、哌拉

西林和红霉素的耐药率最高；MRSA 对临床上常见

抗菌药物的耐药性均高于 MSSA；MRSA 对环丙沙

星的耐药率显著高于 MSSA（P＜0.05）。未检出万古

霉素、替考拉宁及利奈唑胺的耐药菌株。

2.3  耐药基因分析（表 2；图 2）：本研究共分离出 

135 株 SA，携带 mecA 基因仅为 6 株，与头孢西丁

筛选出的 16 株 MRSA 不一致；MRSA 中 mecA、aac
（6'）/aph（2"）、ermB 的检出率均显著高于 MSSA 

（均 P＜0.05）。部分基因的 PCR 产物凝胶电泳结果

显示，目的基因存在且出现在相应位置。
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A 为 mecA；B 为 aac（6'）/aph（2"）；C 为 ermB；D 为 ermC；数字代表不同菌株编号

图 2 SA 耐药基因的 PCR 凝胶电泳图谱

表 2 MRSA 和 MSSA 耐药基因分布

基因
MRSA

〔%（株 / 株）〕
MSSA

〔%（株 / 株）〕
合计

〔%（株 / 株）〕

mecA 37.5（  6/16）   0    （  0/119）a   4.4（  6/135）

aac（6'）/aph（2''） 31.3（  5/16）   7.6（  9/119）a 10.4（14/135）

ermA   0    （  0/16）   0.8（  1/119）   0.7（  1/135）

ermB 31.3（  5/16） 26.9（32/119）a 27.4（37/135）

ermC 31.3（  5/16） 34.5（41/119） 34.1（46/135）

tetM   0    （  0/16）   0.8（  1/119）   0.7（  1/135）

ermA+ermB+ermC 62.5（10/16） 62.2（74/119） 62.2（84/135）

注：与 MRSA 比较，aP＜0.05

3 讨 论

  近年来，SA 的阳性检出率逐渐升高，与患者感

染的高发病率和病死率密切相关，已成为院内感染

革兰阳性（G+）菌中居于首位的病原菌。由于临床

抗菌药物的不合理使用导致细菌的耐药性逐年增

高，耐药基因的转移也使得感染发生率居高不下，严

重威胁全世界的公共卫生［13］。

  SA 普遍存在于人体鼻咽部和皮肤，本院 MRSA

和 MSSA 标本主要来源于分泌物和痰液，与张静 

等［14］报道的以分泌物、痰液及血液为主要来源的

结果大致相同。β- 内酰胺类抗菌药物是青霉素

结合蛋白（PBP）的灭活剂，PBP 是负责细菌细胞壁

生物合成的转肽酶。SA 通过外源获得位于基因盒

（SSCmec）上的 mecA 基因而产生低亲和力的 PBP2a，

从而对 β- 内酰胺类抗菌药物耐药［15］。几乎所

有 SA 均产 β- 内酰胺酶进而水解青霉素，导致对

氨苄西林、哌拉西林等青霉素类药物耐药。本研究

分离的 135 株 SA 中，用头孢西丁筛选出 MRSA 为

16 株，检出率为 11.9%，显著低于 2016 年、2017 年 

中国细菌耐药监测网（CHINET）的细菌耐药性检测

结果（38.4%、35.3%）［16-17］。其中仅 6 株携带 mecA
基因，占 37.5%。国内外相关文献一致认为，分子

技术扩增 mecA 基因为检测 MRSA 的标准，马晓波

等［18］研究显示，mecA 阳性菌株的多重耐药率高

于 mecA 阴性菌株，mecA 与多重耐药率之间有较好

的相关性。但 Ba 等［19］的研究报道了 4 株特殊的

MRSA，虽然缺乏 mecA 基因，但仍具有甲氧西林抗

性，并在抗性菌株中发现内源性 PBPs 1、2 和 3 中的

许多氨基酸被取代，其可能是产生 β- 内酰胺抗性

的替代机制。Siddiqui 等［20］的实验也对检测 MRSA

的标准表示质疑，并通过传统方法对所收集到的 

201 株 SA 进行鉴定，药敏试验结果显示，104 株被

诊断为 MRSA，然而在对所有 MRSA 进行 mecA 基因

分析时表明，mecA 阳性仅占 36.5%，推测可能存在

其他不依赖 mecA 基因的 β- 内酰胺类抗菌药物机

制使 SA 获得甲氧西林抗性［20］。本研究结果同样

支持此观点，仅通过分子技术扩增 mecA 检测 MRSA

可能造成漏诊，应引起诊断实验室的重视，但具体机

制有待进一步研究考证。

  氨基糖苷类属广谱抗菌药物，由于与 β- 内酰

胺类或万古霉素等药物具有协同作用，故联合用于

治疗 SA 感染［21］。有研究显示，aac（6'）/aph（2"）
是 SA 分离株中最突出的氨基糖苷修饰酶（AME）

基因［22］。本研究中 aac（6'）/aph（2''）基因的检

出率为 10.4%，其中有两株菌株同时携带 mecA 与 

aac（6'）/aph（2''）基因，此结果低于 Emaneini 等［22］

和 Seyedi-Marghaki 等［23］的研究结果，可能是由于

人种、地域差异，导致耐药基因表达水平不尽相同。
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  在大环内酯类和四环素类抗菌药物应用于临

床后不久，SA 的耐药率显著增加［24-26］。erm 基因

是引起 SA 对大环类酯类抗菌药物产生耐药性的

重要原因。本研究中 SA 的 erm 基因的携带率高

达 89.7%，其中 ermC 表达量最高（31.3%），其次为

ermB。具体来讲，MRSA 与 MSSA 的 ermB 的携带

率分别为 31.3%、26.9%，与 MRSA 和 MSSA 对红霉

素的耐药率较一致。erm 基因既可位于转座子内，

又可由质粒携带，并常与四环素耐药基因发生连锁

反应。但本研究仅在 MSSA 中检出 1 株四环素耐药

基因 tetM，其原因可能是由于阴性菌株携带着其他 

tet 基因所致。

  综上所述，本院 MRSA 对临床上常见抗菌药物

的耐药率均高于 MSSA，对 β- 内酰胺抗菌药物耐

药形势严峻，β- 内酰胺类抗菌药物不适合用于临

床抗感染的治疗。由于在 SA 中，β- 内酰胺类药

物存在多种不同的抗性机制，仅通过 mecA 扩增检测

MRSA 可能造成漏诊，应引起诊断实验室的重视。
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