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引言

细菌耐药是 21 世纪全球公共健康领域面临的一项重大挑战，引起国际社

会及我国广泛关注。2014年世界卫生组织在《抗菌药物耐药：全球监测报告》

中明确指出：全球正面临抗菌药物耐药的重大威胁[1]。我国是细菌耐药情况较

为严重的国家之一，因此中国卫计委等 14部委于 2016年联合制定了《遏制细

菌耐药国家行动计划（2016-2020年）》，旨在从国家层面多个领域打出组合拳，

有效遏制细菌耐药，维护人民群众身体健康，促进经济社会可持续发展。我国

许多临床分离重要病原菌仍处于高耐药率水平。2011年中国一项全国性三甲医

院细菌耐药监测显示耐甲氧西林的金黄色葡萄球菌（MRSA）已经达到 50.5%。

抗生素耐药导致缺少有效的抗感染药物、增加医疗费用、延长住院时间、持续

加重社会和经济负担等一系列问题。“抗击耐药：今天不采取行动，明天无药可

用”是 2011年世界健康日的主题。世界卫生组织（WHO）建议合理使用抗生、

细菌耐药监测、研究和开发新的诊断和治疗感染性疾病方法等措施为控制耐药

的主要策略。

研究背景

金黄色葡萄球菌是临床重要病原菌之一，能够引起广泛的感染，如肺炎、败

血症、感染性心内膜炎、中毒性休克综合症和坏死性筋膜炎等[1]。根据我国

CHINET监测报告，金黄色葡萄球菌检出率位于革兰阳性球菌的首位[2]，是临

床上最严重的致病菌之一。近年来，随着抗生素的广泛使用，细菌耐药性的增

加在不同程度上影响着抗菌谱的演变。据了解，20世纪 50年代后期，半合成抗

生素甲氧西林因其对青霉素酶的稳定性，有效控制了耐青霉素金黄色葡萄球菌

的流行，然而，随着甲氧西林的广泛使用，金黄色葡萄球菌的耐药性逐渐产生。

1960 年，英国学者发现了世界上首株耐甲氧西林金黄色葡萄球菌

（methicillin-resistant Staphylococcus aureus，MRSA）[3]。随后，MRSA在世界
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范围内流行，成为“超级细菌”之一。

MRSA 的耐药机制主要是由葡萄球菌染色体 mec 盒（Staphylococcal

chromosome cassette mec，SCCmec）上的 mecA和 mecC基因决定的，以 mecA

基因为例，该基因编码产生的一种独特的青霉素结合蛋白（penicillin-binding

proteins，PBPs），称为 PBP2a，PBP2a对于β-内酰胺类抗生素亲和力低，很少

或不被β-内酰胺类抗生素结合，从而产生耐药性[4,5]。同时，在 sarA系统和 agr

系统等调节下金黄色葡萄球菌容易聚集形成生物膜，有效阻挡抗生素从而获得

耐药性[6]。耐药基因和生物膜作用使MRSA的耐药性变得复杂，及时准确地检

测和选择抗菌药物进行感染治疗尤为重要。

除耐药性更高外，与甲氧西林敏感金黄色葡萄球菌（methicillin-susceptible

Staphylococcus aureus，MSSA）相比，MRSA 更是因为具有更高患病率、致死

率、医疗成本等给世界公共卫生安全事业带来了巨大挑战[7,8]。据报道，在许

多亚洲国家，医院中MRSA的流行率高达 70%-80%[9,10]，而在中国，尽管近

年来发现MRSA患病率较前呈下降趋势，但根据监测报告，MRSA每年仍有高

达 30%以上的流行率[11]。MRSA感染占所有耐药性细菌归因病死率的第 2位，

且是金黄色葡萄球菌血流感染病死率的独立危险因素[8,12]。不仅如此，由于菌

株的不断进化、演变，抗生素的迭代、更新以及不同区域人员之间的迁徙频率

增加，MRSA感染变得更加复杂和多样化，给MRSA感染的管理带来了新的挑

战。

不同来源、不同区域和不同时间的MRSA菌株具有极大差异。社区获得性

MRSA （ community-associated methicillin-resistant Staphylococcus aureus ，

CA-MRSA）和医院获得性 MRSA（ healthcare-associated methicillin-resistant

Staphylococcus aureus，HA-MRSA）不论是在临床特征或是微生物学方面，都具

有很大不同。在过去的十年中，CA-MRSA的患病率呈上升趋势，而 HA-MRSA

的患病率则呈现下降趋势[13]。在分子流行病学方面，与 HA-MRSA不同的是，
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大多数的 CA-MRSA分离株的 SCCmec分型为 SCCmec IV或 SCCmec V[14,15]。

不仅如此，CA-MRSA被认为具有更强的毒性，因为它们往往具有特定的毒力因

子，其中包括有杀白细胞素（Panton-Valentine leucocidin，PVL）以及其他毒力

基因[15]。此外，MRSA的分子特征在不同的地区也具有显著的差异性，并且随

着时间而变化。例如，在美国，ST8（USA300）是最流行的优势克隆[16]，而在

许多亚洲国家，ST5和 ST239则是最常见的克隆型[17,18]。自 2000年以来， 亚

洲地区主导的 ST239 HA-MRSA 克隆在医院环境中持续存在并且适应发展了数

十年[19]，然而，上海的一家综合医院进行的研究表明，主要的 HA-MRSA

ST239-t030和 ST239-t037在 2017年被持续增长的 ST5-t2460克隆所替代[20]。

因此，了解不同地区、不同年份的优势克隆和其耐药性变化具有重要意义。

目前常用的 MRSA 分子分型方法主要包括多位点序列分型（multilocus

sequence typing，MLST），葡萄球菌盒式染色体序列（Staphylococcal chromosome

cassette mec，SCCmec）、葡萄球菌 A蛋白（Staphylococcal protein A，spa）基因

多态性，脉冲电场凝胶电泳（Pulse Field Gel Electrophoresis，PFGE）分型和全

基因组测序分型（Whole gene sequencing）[21,22]，这些方法对细菌进行精细化

的、分子层面上的全面评估。

本研究中，我们收集了 2012年至 2018年间我国华东地区一家三甲教学医院

的所有无菌体液来源的 MRSA 菌株并进行分子流行病学研究，目的是探讨

MRSA分离株在本地区的分子特征和变化趋势，从而为预防和治疗MRSA感染

提供基础。

技术方案

研究菌株

收集2012年1月至2018年12月期间浙江省医院来源的无菌体液来源的所有金

黄色葡萄球菌共593株，以及来自全国血流感染监测网（BRICS）的749株金黄色葡
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萄球菌。通过MALDI-TOF MS质谱仪再次鉴定确认为为金黄色葡萄球菌，继而用

头孢西丁纸片法初筛确定表型为甲氧西林耐药以及PCR分子鉴定技术明确菌株存

在mecA基因。最终筛选得到浙江来源MRSA菌株共162株，包括血流感染来源111

株，胸腔积液来源11株，腹腔积液来源19株，脑脊液来源5株以及其他无菌体液来

源16株。2012-2018年的菌株数分别为：6株、31株、18株、30株、28株、21株、28

株。如果同一患者相同部位有多次（2次及2次以上）分离到MRSA菌株，本研究只

选取首次培养结果。另外

临床信息

从医院的电子病历系统中收集菌株的基本信息，包括性别，年龄，住院时间，

菌株培养时间，住院科室，基础疾病，医疗机构接触史，相关性侵入性操作（包

括机械通气，经皮置管，留置胃管，留置导尿，深静脉穿刺等），血液透析，起

搏器等。
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图1. MRSA分子流行病学研究的技术路线图

菌株鉴定

纸片法

根据美国临床实验室标准研究所（Clinical and Laboratory Standards Institute，

CLSI） [23]推荐的头孢西丁纸片法初筛表型耐药的 MRSA 菌株，质控菌株为

ATCC25923，具体步骤如下：
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1）配置MH琼脂平板：配置MHA培养基，加热煮沸之完全溶解后分装至三角瓶

中，121°C高温灭菌后倒入无菌平皿中，形成 4mm的琼脂层，冷却至凝固。

2）细菌培养：将冻存的细菌接种到MH琼脂平板上，37℃培养箱中孵育 18-24小

时。

3）菌悬液配制：从过夜平板上取单菌接种在 0.45%生理盐水中制成菌悬液，利用

麦氏比浊仪将菌悬液调至 0.5个麦氏浊度。

4）接种平板：用无菌棉签浸入菌悬液中，用棉签划线琼脂表面，从平板顶部到底

部，均匀涂布，重复两次此过程（一共三次），每次旋转平板约 60度，确保

每次接种菌液均匀分布，最后在琼脂平板的边缘涂抹一圈，防止有流动的菌悬

液，并使菌液涂布于整块平板的每个角落。

5）静置：室温放置 3-5min，保证干燥。

6）放置头孢西丁纸片，利用无菌镊子将头孢西丁纸片贴于已接种细菌的表面，轻

轻按压确保纸片与琼脂表面完全接触，放下纸片后不移动纸片且保证各纸片均

匀分布。

7）孵育：将放置好纸片的MH琼脂平板倒置放入培养箱中，孵育 24小时。

8）判读结果：头孢西丁抑菌圈≤21mm为MRSA菌株，头孢西丁抑菌圈直径≥22mm

为MSSA菌株。

mecA基因测定

1） 对表型初筛为MRSA的菌株利用 PCR技术扩增检测 mecA基因[24,25]，引物序

列为：mecA-F’：5’-GTAGAAATGACTGAACGTCCGATAA -3’；mecA-R’：

5’-CCAATTCCACATTGTTTCGGTCTAA-3’，产物长度为 310bp。

2） PCR反应体系如下：
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表 1 mecA基因的反应体系

反应体系 体积（μL）

2×Taq PCR MasterMix 25

2μL DNA模版 2

mecA-F 1

mecA-R 1

ddH2O 21

总体积 50μL

3） PCR扩增条件如下：

表 2 mecA基因 PCR扩增的反应条件

基因 预变性 35个循环 延伸 保存

变性 退火 延伸

mecA 95°C

5min

95°C

1min

55°C

45s

72°C

1min

72°C

10min

4°C

4） 产物电泳和成像：制备 1.5%琼脂糖凝胶，取 5μL 2000bp DNAmarker 和 5μL

的 PCR扩增产物加入点样孔中，电压 150V 电泳时间 20min。后将产物在凝

胶成像仪上观察结果，鉴定是否有条带，并随机挑选 2份阳性产物送一代测

序。

药物敏感性测定

使用微量肉汤法和琼脂稀释法测定 12种抗生素对 162株MRSA菌株的最小抑

菌浓度（Minimal inhibitory concentration, MIC），从而确定其药物敏感性，质控菌

株为 ATCC29213。抗生素包括：克林霉素(clindamycin, CLI), 红霉素(erythromycin,

ERY), 庆大霉素 (gentamicin,GEN), 环丙沙星 (ciprofloxacin, CIP), 左氟氧沙星
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(levofloxacin,LVX), 莫西沙星(moxifloxacin, MXF), 利福平(rifampin, RIF), 四环素

(tetracycline,TCY), 复方新诺明 (trimethoprim/sulfamethoxazole,SXT), 利奈唑胺

(linezolid,LZD), 替加环素(tigecycline,TGC), 万古霉素(vancomycin ,VAN)。使用琼

脂稀释法测定MIC值的抗生素有克林霉素，红霉素, 庆大霉素，环丙沙星，左氟

氧沙星，莫西沙星，利福平，四环素和复方新诺明。使用微量肉汤法测定MIC值

的抗生素有万古霉素、利奈唑胺、替加环素。具体方法如下：

琼脂稀释法

1）分离培养菌株和质控菌株：从分存管中用无菌枪头挑取适量至血培养基分离但

菌落

2）配置药物：根据药物说明书配置抗生素原液，计算浓度并按照要求将药物以倍

比稀释的浓度梯度加入无菌器皿中，用记号笔在平板底部做好药物名称和浓度

标记，每种抗生素准备 2只空的无菌培养皿作为点样前和点样后的对照。

3）制备药物琼脂培养基：将配置好的MHA琼脂培养基并高压灭菌后放凉至 50°C

左右，取 19ml左右加入到无菌培养皿中，轻摇摇匀，冷却至室温，直至平板

凝固。

4）配置均悬液：从分存管中挑取细菌接种在培养基中，孵育过夜，挑取已孵育的

菌落利用麦氏比浊仪将菌悬液调至 0.5个麦氏浊度。

5）接种：将菌液以 1:10稀释后按顺序加入到接种仪中的点种板小孔中，并做好

标记，使用接种仪接种到含有药物的无菌培养皿中

6）孵育：将平板放入 37°C敷箱中恒温孵育 24小时后读取药敏结果，无细菌生长

的平板的药物浓度即为最低抑菌浓度（MIC）。

微量肉汤法：测定万古霉素、利奈唑胺、替加环素MIC

1）调菌悬液：从分存管中挑取细菌接种在培养基中，孵育过夜，挑取已孵育的菌

落利用麦氏比浊仪将菌悬液调至 0.5个麦氏浊度，将校准为 0.5个麦氏浊度的

菌悬液稀释 10倍，得到最终菌悬液，备用。
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2）配置肉汤：按照药物说明书配置MHB，替加环素调成起始浓度为 32μg/mL肉

汤工作液，同时注意避光操作；将万古霉素、利奈唑胺调成 32μg/mL的肉汤工

作液。

3）加抗生素：在所有无菌 96孔版中的第 2-11列孔中加入 100μL肉汤，取 32μg/mL

的替加环素肉汤 200μL加入第一列孔；取 32μg/mL的万古霉素、利奈唑胺肉汤

200μL加入第一列孔。用移液枪从第一列孔取 100μL肉汤至第二列孔混匀，后

再第二列孔中取 100μL肉汤至第三列孔混匀，依次类推，第 11孔时吸入 100μL

时弃去，第 12孔作为阴性对照，将所有抗生素浓度倍比稀释。

4）加菌悬液：将菌悬液 4ul分别加入含有不同浓度的抗生素肉汤的 96孔板中。

5）孵育：将处理好的 96孔板中放置于 37°C敷箱中恒温孵育 24小时后读取药敏

结果，将没有细菌生长的点样孔作为该菌株最终的最低抑菌浓度（MIC）。

表 3 金黄色葡萄球菌对 12种抗生素的MIC折点

药物 敏感(S) 中介（I） 耐药（R）

克林霉素，CLI ≤0.5 1-2 ≥4

红霉素，ERY ≤0.5 1-4 ≥8

庆大霉素，GEN ≤4 8 ≥16

环丙沙星，CIP ≤1 2 ≥4

左氟氧沙星，LVX ≤1 2 ≥4

莫西沙星，MXF ≤0.5 1 ≥2

利福平，RIF ≤1 2 ≥4

四环素，TCY ≤4 8 ≥16

复方新诺明，SXT ≤2/38 - ≥4/76

利奈唑胺，LZD ≤4 - ≥8

替加环素，TGC ≤0.5 - ≥1

万古霉素，VAN ≤2 4-8 ≥16
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DNA提取

162株菌株和标准菌株按照试剂盒制造商要求提取 DNA，步骤如下：

1）取 0.5-2毫升培养菌液（最多不超过 2×109个细胞），10000rpm，离心 30秒，

弃上清，收集菌体，尽可能的吸净上清。

2）加入 200ul 缓冲液 RB重悬洗涤细胞，10000rpm，离心 30秒，弃上清后将细

胞振荡或者吹打重悬于 200ul缓冲液 RB中。

3）加入 50ul 溶菌酶（10mg/ml）和 10ul 溶葡球菌酶（10U/ul）37°C 孵育 30min

确保有效裂解。

4）加入 200ul 结合液 CB，立刻剧烈颠倒轻摇充分混匀，再加入 20ul 蛋白酶 K

（20mg/ml）溶液，充分混匀，70°C放置 10min。

5）冷却后加入 100ul异丙醇，剧烈颠倒轻摇充分混匀后观察到絮状沉淀。

6）将上一步所得溶液和絮状沉淀都加入一个吸附柱 AC中，（吸附柱放入收集管

中）10000rpm离心 30s，倒掉收集管中的废液

7）加入 500ul抑制物去除液 IR，12000rpm离心 30s，弃掉废液。

8）加入 700ul漂洗液WB（已加入无水乙醇），12000rpm离心 30s，弃掉废液。

9）加入 500ul漂洗液WB，12000rpm离心 30s，弃掉废液。

10）将吸附柱 AC放回空收集管中，13000rpm离心 2分钟，尽量去除漂洗液。

11）取出吸附柱 AC，放入一个干净的离心管中，在吸附膜的中间部位加 100ul洗

脱缓冲液 EB（洗脱缓冲液事先在 65°C-70°C水浴中预热），室温放置 3-5分

钟，12000离心 1min，将得到的溶液重新加入离心吸附柱中，室温放置 2min，

12000rpm离心 1min。

12） 将提取好的 DNA储存在−20°C冰箱内，作为后续 PCR反应的模板。
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MLST、spa分型及 SCCmec分型的鉴定

MLST分型

按照既往文献报道 [26,27]，扩增 7 个管家基因(arcC, aroE, glpF, gmk, pta, tpi,

yqiL)，反应体系及反应条件见 2.2.1.2，并将 PCR产物送至北京擎科生物进行一代

sanger测序，测序结果与MLST网站(http://saureus.mlst.net)上的现有序列进行比对

并获得相应的序列号，并确定每个菌株的 ST型。7个管家基因的引物序列如下：

表 4 MLST分型的 7个管家基因引物序列

引物名称 引物序列（5’→3’） 片段长度/bp

arcC up TTGATTCACCAGCGCGTATTGTC 456

down AGGTATCTGCTTCAATCAGCG

aroE up ATCGGAAATCCTATTTCACATTC 456

down GGTGTTGTATTAATAACGATATC

glpF up CTAGGAACTGCAATCTTAATCC 465

down TGGTAAAATCGCATGTCCAATTC

gmk up ATCGTTTTATCGGGACCATC 429

down TCATTAACTACAACGTAATCGTA

pta up GTTAAAATCGTATTACCTGAAGG 474

down GACCCTTTTGTTGAAAAGCTTAA

tpi up TCGTTCATTCTGAACGTCGTGAA 402

down TTTGCACCTTCTAACAATTGTAC

yqiL up GAGCATACAGGACACCTATTGGC 516

down CGTTGAGGAATCGATACTGGAAC

SCCmec分型

(1) 通过多重 PCR 方法确定 SCCmec 类型[24]，根据盒式染色体重组酶(ccr)和 mec

类的组合来划分 SCCmec 的类型，所有不能被确认为 I-V 型的 MRSA 定义为
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SCCmecNT，基因引物序列如下：

表 5 SCCmec不同类型的引物序列

引物名称 引物序列（5’→3’） 片段长度/bp

mecA147 F GTGAAGATATACCAAGTGATT 147

R ATGCGCTATAGATTGAAAGGAT

SCCmecI F GCTTTAAAGAGTGTCGTTACAGG 613

R GTTCTCTCATAGTATGACGTCC

SCCmecII F CGTTGAAGATGATGAAGCG 398

R CGAAATCAATGGTTAATGGACC

SCCmecIII F CCATATTGTGTACGATGCG 280

R CCTTAGTTGTCGTAACAGATCG

SCCmecIVa F GCCTTATTCGAAGAAACCG 776

R CTACTCTCTGAAAAGCGTCG

SCCmecIVb F TCTGGAATTACTTCAGCTGC 493

R AAACAATATTGCTCTCCCTC

SCCmecIVc F ACAATATTTGTATTATCGGAGAGC 200

R TTGGTATGAGGTATTGCTGG

SCCmecIVd F CTCAAAATACGGACCCCAATACA 881

R TGCTCCAGTAATTGCTAAAG

SCCmecV F GAACATTGTTACTTAAATGAGCG 325

R TGAAAGTTGTACCCTTGACACC
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(2)反应体系如下图：

表 6 SCCmec分型多重 PCR的反应体系

反应体系 体积（μL）

2×Taq PCR MasterMix 25

2μL DNA模版 2

SCCmecI-F 0.5

SCCmecI-R 0.5

SCCmecII-F 0.5

SCCmecII-R 0.5

SCCmecIII-F 0.5

SCCmecIII-R 0.5

SCCmecIVa-F 0.5

SCCmecIVa-R 0.5

SCCmecIVb-F 0.5

SCCmecIVb-R 0.5

SCCmecIVc-F 0.5

SCCmecIVc-R 0.5

SCCmecIVd-F 0.5

SCCmecIVd-R 0.5

SCCmecV 0.5

SCCmecV 0.5

ddH2O 15

总体积 50μL
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(3)多重 PCR扩增条件：

表 7 SCCmec分型多重 PCR的反应条件

产物 预变性 35个循环 延伸 保存

变性 退火 延伸

SCCmec

多重 PCR

产物

95°C

5min

95°C

30s

52°C

45s

72°C

1min

72°C

10min

4°C

（4）产物电泳和成像：制备 1.5%琼脂糖凝胶，取 5μL 2000bp DNAmarker和 5μL

的 PCR扩增产物加入点样孔中，电压 120V电泳 30min。后将产物在凝胶成

像仪上观察结果，根据片段长度比对得到 SCCmec型别。

Spa分型

参考文献设计 spa 分型引物 [28]，引物序列为：spa-F’：5’- AGACGATCCT

TCGGTGAGC -3’；spa-R’：5’- GCTTTTGCAATGTCATTTACTG-3’，反应条件及

循环条件见 2.2.1.2，将得到的产物送至公司测序，测序结果统一于网站

http://spa.ridom.de 确定 spa分型。

PVL基因的鉴定

根据文献报道[29]，采用 PCR方法扩增 PVL独立基因。引物序列为：spa-F’：

5’- ATCATTAGGTAAAATGTCTGGACATGATCC -3’； spa-R’： 5’- GCATCAAC

TGTATTGGATAGCAAAAGC-3’，将产物通过凝胶电泳跑出条带，将阳性条带送至

测序公司确定为 PVL基因产物。

CA-MRSA以及 HA-MRSA的判定标准

根据美国疾病与预防控制中心（CDC）的标准区分 CA-MRSA 和 HA-

MRSA[30,31]。CA-MRSA感染的定义为：
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1）门诊或住院 48小时内培养到细菌

2）既往无MRSA感染或定植史

3）感染前一年内无医疗相关机构接触史

4）无透析、手术、留置导管或人工医疗装置。HA-MRSA感染定义为入院 48小

时后培养到细菌，或既往曾有医疗保健接触史。

统计分析

在分析比较 CA-MRSA和 HA-MRSA的特征时，分类变量用数值，百分比表

示，并使用卡方检验进行比较。使用 SPSS 23.0进行统计分析。所有统计检验均为

双侧，统计学意义为 P<0.05。

研究结果

基本特征

2012年 1月至 2018年 12月期间共得到非重复无菌体液来源 MRSA162 株，

其中 CA-MRSA有 22株（13.6%），HA-MRSA有 140株（86.4%）。标本来源分布

包括血流感染（68.52%），腹腔积液（11.73%），胸腔积液（6.79%），脑脊液（3.09%）

以及其他无菌穿刺液（9.88%）（图 2）。科室分布来源主要包括感染病科（11.11%）、

肝胆胰外科（11.11%）、急诊重症监护室（11.11%）以及重症监护室（11.11%）等

（图 3）。
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图 2 162株MRSA的标本来源分布情况

图 3 162株MRSA的科室来源分布情况

mecA基因 PCR扩增结果

162株金黄色葡萄球菌 mecA基因阳性，基因扩增产物电泳条带如下图，将扩

增产物送至北京擎科生物科技公司测序，结果证实为 mecA基因（图 4）。
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图 4 部分样本 mecA基因扩增电泳图

分子分型结果

MLST分型

162 株 MRSA 分离株共存在 16 个 ST 型。其中占比最多的 ST 型依次是

ST5(96/162, 59.3%)、ST59(30/162, 18.5%)和 ST398(8/162, 4.9%)。ST88、ST630各

5 株，占 3.0%，ST965 有 4 株，占 2.4%，ST239 有 3 株，占 1.8%，ST1、ST188

各 2株，占 1.2%，ST6、ST7、ST9、ST22、ST573、ST764、ST3193各 1株，占

0.6%（表 8）。

表 8 162株MRSA菌株的MLST分型分布

ST型 MLST管家基因 菌 株

数，n

占比，

%arcC aroE glpF gmk pta tpi yqiL

ST5 1 4 1 4 12 1 10 96 59.2%

ST59 19 23 15 2 19 20 15 30 18.5%

ST398 3 35 19 2 20 26 39 8 4.9%

ST88 22 1 14 23 12 4 31 5 3.0%

ST630 12 3 1 1 4 4 3 5 3.0%
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ST965 1 4 1 4 119 1 10 4 2.4%

ST239 2 3 1 1 4 4 3 3 1.8%

ST1 1 1 1 1 1 1 1 2 1.2%

ST188 3 1 1 8 1 1 1 2 1.2%

ST6 12 4 1 4 12 1 3 1 0.6%

ST7 5 4 1 4 4 6 3 1 0.6%

ST9 3 3 1 1 1 1 10 1 0.6%

ST22 7 6 1 5 8 8 6 1 0.6%

ST573 1 1 1 1 12 1 1 1 0.6%

ST764 1 136 1 4 12 1 10 1 0.6%

ST3193 19 457 15 2 19 20 15 1 0.6%

合计 162 100%

随着时间的推移，ST分型多样性逐渐丰富，2012-2018年的 ST分型种类依次

为 4种、4种、5种、6种、6种、6种、10种（图 5），主要的 ST型的占比在 2014-2018

年也有明显改变，ST5 的从 2014 年(72.2%)逐渐下降至 2018 年(32.1%)，而 ST59

的患病率从 2014年(5.6%)明显上升至 2018年(28.6%)。ST398型从 2015年开始出

现，2015-2018 年的菌株数量分别为 3，1，3，1 株，ST9 出现在 2013 年。
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图 5 2012-2018年间 ST分型多样性变化趋势

SCCmec分型

共发现 5种 SCCmec类型，分别为 I型(1/162,0.6%)、II 型(100/162,61.7%)、III

型(3/162,1.9%)、IVa型(32/ 162,19.6%)和 V型(5/162,3.1%)。最常见的是 SCCmec II

型，其次是 SCCmec IVa 型。有 22 株菌株未能被归类，定义 SCCmec NT 型别

(21/162;13.0%)（表 9）。

表 9 162株MRSA的 SCCmec分型分布

SCCmec分型 菌株数，n 百分比，%

SCCmecI 1 0.6%

SCCmecII 100 61.7%

SCCmecIII 3 1.9%

SCCmecIVa 32 19.6%

SCCmecV 5 3.1%

SCCmecNT 21 13.0%
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spa分型

将 PCR产物送至公司测序，将测序结果与网站数据库中比对后得到相应 spa

型别。结果显示，162株细菌共得到 30个 spa型别，其中 t311(83/162, 51.2%)是主

要型别，其次是 t437(22/162, 13.6%)和 t034(8/162, 4.9%)，3种 spa型别 t002、t172、

t4549 各检出 5 株，t062 检出 4 株，t127、t2460 各检出 3 株，t030、t441、t7637

各检出 2株，其余 spa型 t045、t091、t15074、t163、t189、t2310、t2526、t2731、

t309、t319、t3235、t3887、t4135、t421、t494、t693、t701、t899各检出 1株（表

10）。

表 10 162株MRSA的 spa分型分布

spa分型 菌株数，n 百分比，%

t311 83 51.2%

t437 22 13.6%

t034 8 4.9%

t002 5 3.1%

t172 5 3.1%

t4547 5 3.1%

t062 4 2.5%

t127 3 1.9%

t2460 3 1.9%

t030 2 1.2%

t441 2 1.2%

t7637 2 1.2%

其他 18 11.1%

MLST、SCCmec、spa分型之间的联系

结合 ST型和 SCCmec分型发现，ST5 MRSA最常存在 SCCmec II 型（92/96，
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95.8%），ST59 MRSA最常存在 SCCmec IVa型（25/30，83.3%），结合 ST型和 spa

分型发现，ST5-t311(83/162,51.2%)、ST59-t437(22/162,13.6%)和 ST398-t034(8/162,

4.9%)为前三的优势组合。分析 ST-SCCmec-spa 分型结果，共发现 41 种

ST-SCCmec-spa 型别组合MRSA，最常见的基因型是 ST5-II-t311(81/162, 50.0%)，

其次是 ST59-IVa-t437(18/162, 11.1%)，第三是 ST398-NT-t034(7/162, 4.3%)。

表 11 162株MRSA的 ST-SCCmec-spa分型结果

ST分型 SCCmec spa 菌株数，n 百分比，%

ST5 II t311 81 50.0%

ST5 II t002 5 3.1%

ST5 II t2460 3 1.9%

ST5 II t494 1 0.6%

ST5 II t2731 1 0.6%

ST5 II t3235 1 0.6%

ST5 NT t311 2 1.2%

ST5 IVa t693 1 0.6%

ST5 V t319 1 0.6%

ST59 IVa t437 18 11.1%

ST59 IVa t172 4 2.5%

ST59 IVa t441 2 1.2%

ST59 IVa t163 1 0.6%

ST59 NT t437 3 1.8%

ST59 V t437 1 0.6%

ST59 V t4135 1 0.6%

ST398 NT t034 7 4.3%

ST398 II t034 1 0.6%

ST88 NT t2310 1 0.6%

ST88 NT t7637 1 0.6%

ST88 II t15047 1 0.6%

ST88 III t7637 1 0.6%
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ST88 V t2526 1 0.6%

ST630 II t4549 4 2.5%

ST630 V t4549 1 0.6%

ST965 NT t062 2 1.2%

ST965 IVa t062 1 1.2%

ST965 II t062 1 0.6%

（续）表 13

ST分型 SCCmec spa 菌株数，n 百分比，%

ST239 III t030 2 1.2%

ST239 NT t421 1 0.6%

ST1 IVa t127 1 0.6%

ST1 NT t127 1 0.6%

ST188 I t189 1 0.6%

ST188 IVa t3887 1 0.6%

ST6 NT t701 1 0.6%

ST7 IVa t091 1 0.6%

ST9 NT t899 1 0.6%

ST22 NT t309 1 0.6%

ST573 IVa t127 1 0.6%

ST764 II t045 1 0.6%

ST3193 IVa t172 1 0.6%

PVL基因的鉴定

结果共发现 28株MRSA pvl基因阳性(28/162,17.3%)，最常见标本类型为血液

(20/28,71.4%)，其余标本来源分别为腹腔穿刺液（3/28，10.7%），其余无菌穿刺液

（3，10.7%），脑脊液（1/28，3.6%）和胸腔穿刺液（1/28，3.6%）。28株 pvl阳性

菌株中以 ST59-IVa-t437 型 MRSA(8/28,28.6%)最为普遍，其次是 ST5-II-t311

（ 4/28,14.3%）和 ST59-NT-t437（ 2， 7.1%）， ST5-II-t2460、 ST59-IVa-t172、
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ST59-IVa-t441、 ST59-V-437、 ST59-V-t4135、 ST398-II-t034、 ST88-NT-t2310、

ST88-NT-t7637、ST88-V-2526、ST965-IVa-t062、ST6-NT-t701、ST22-NT-t309、

ST3193-IVa-t172型别各有 1株。
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表 12 28株 PVL阳性MRSA细菌的分子分型

PVL阳性的分子分型 菌株数量，n 百分比，%

ST59-IVa-t437 8 28.6%

ST5-II-t311 4 14.3%

ST59-NT-t437 2 7.1%

ST5-II-t2460 1 3.6%

ST59-IVa-t172
ST59-IVa-t441

1

1

3.6%

3.6%

ST59-V-437 1 3.6%

ST59-V-t4135 1 3.6%

ST398-II-t034 1 3.6%

ST88-NT-t2310 1 3.6%

ST88-NT-t7637 1 3.6%

ST88-III-t7637 1 3.6%

ST88-V-2526 1 3.6%

ST965-IVa-t062 1 3.6%

ST6-NT-t701 1 3.6%

ST22-NT-t309 1 3.6%

ST3193-IVa-t172 1 3.6%

药物敏感性

共对 162株MRSA进行药物敏感性测试，结果显示，所有分离株对万古霉素、

替加环素、利奈唑胺敏感，对红霉素（85.2%）、喹诺酮类（环丙沙星（66.0%）、

左氟氧沙星（64.2%）、莫西沙星（63.0%））、四环素（42.6%）、克林霉素（30.9%）

耐药率较高，对庆大霉素（5.6%）、利福平（3.1%）、复方新诺明（3.1%）耐药率

较低(表 15)。162株MRSA菌株中有 118株(72.8%)对≥3种抗生素耐药，74株(45.7%)

对>5种抗生素耐药，11株(6.8%)对≥7种抗生素耐药。
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结合菌株的分子分型，ST5 MRSA对于红霉素、喹诺酮类（环丙沙星、左氟氧

沙星、莫西沙星）耐药率较高（耐药率>70%），而对于复方新诺明 100%敏感。ST59

MRSA对于克林霉素、红霉素耐药率较高（耐药率>70%），对于庆大霉素、利福

平、复方新诺明 100%敏感。ST239 MRSA对于红霉素 100%耐药，对于克林霉素、

庆大霉素、环丙沙星、左氟氧沙星、莫西沙、利福平、四环素耐药率均为 66.7%，

对于复方新诺明耐药率为 33.3%克林霉素，ST6 MRSA和 ST22 MRSA对所有检测

的抗生素均敏感。此外，ST5 MRSA 有 67.7% (65/96) 耐多药，即对 3类以上抗生

素耐药，ST59菌株中仅 8株(8/30,26.7%)为耐多药菌株。

表 13 162株对 12种抗菌药物的药物敏感性结果

抗菌药物 耐药 n，% 中介 n，% 敏感 n，%

克林霉素，CLI 50（30.9%） 1（0.6%） 111（68.5%）

红霉素，ERY 138（85.2%） 5（3.1%） 19（11.7%）

庆大霉素，GEN 9（5.6%） 14（8.6%） 139（85.8%）

环丙沙星，CIP 107（66.0%） 6（3.7%） 49（30.2%）

左氟氧沙星，LVX 104（64.2%） 3（1.9%） 55（34.0%）

莫西沙星，MXF 102（63.0%） 6（3.7%） 54（33.3%）

利福平，RIF 5（3.1%） 1（0.6%） 156（96.3%）

四环素，TCY 69（42.6%） - 93（57.4%）

复方新诺明，SXT 5（3.1%） - 157（96.9%）

利奈唑胺，LZD - - 162（100%）

替加环素，TGC - - 162（100%）

万古霉素，VAN - - 162（100%）

表 14 不同 ST型MRSA对 9种抗生素的耐药率

ST

分型

菌株数

（n）

耐药率（%）

CLI ERY GEN CIP LVX MFX RIF TCY SXT
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ST5 96 20.8 100.0 16.7 99.0 99.0 99.0 3.1 54.2 0.0

ST59 30 73.3 76.7 0.0 20.0 6.7 6.7 0.0 30.0 0.0

ST398 8 25.0 50.0 0.0 12.5 12.5 12.5 12.5 12.5 0.0

ST630 5 0.0 40.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

ST965 4 25.0 100.0 25.0 50.0 25.0 50.0 0.0 25.0 25.0

ST239 3 66.7 100.0 66.7 66.7 66.7 66.7 66.7 66.7 33.3

ST1 2 0.0 100.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

ST188 2 50.0 100.0 50.0 100.0 100.0 100.0 0.0 50.0 50.0

ST6 1 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

ST7 1 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 100.0 0.0

ST9 1 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 0.0 100.0 100.0

ST22 1 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

ST573 1 0.0 100.0 0.0 100.0 100.0 100.0 0.0 0.0 0.0

ST764 1 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 0.0 100.0 0.0

ST3193 1 100.0 100.0 0.0 100.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

Total 162 31.5 88.3 14.2 69.8 66.0 66.7 3.7 42.6 3.1

4.5 CA-MRSA与 HA-MRSA的比较

CA-MRSA和 HA-MRSA在本研究中表现出不同的分子流行病学和耐药性分

布。耐药性方面，我们发现，54.3% (76/140) HA-MRSA菌株被鉴定为MDR，而

只有 27.3% (6/22) CA-MRSA菌株被鉴定为MDR。CA-MRSA对克林霉素、复方

新诺明的耐药性高于 HA-MRSA，HA-MRSA对于红霉素、庆大霉素、环丙沙星、

左氟氧沙星、莫西沙星、利福平、四环素的耐药性高于 CA-MRSA（表 15）。
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表 15 CA-MRSA和 HA-MRSA对于抗生素的药物敏感性分布

类型

菌株

数目

（n）

耐药比例（%）

CLI ERY GEN CIP LVX MFX RIF TCY SXT

CA-MRSA 22 63.6 72.7 4.5 13.6 13.6 13.6 0 27.3 9.1

HA-MRSA 140 25.7 87.1 5.7 74.3 72.1 70.7 3.6 45 2.1

其次，分子分型方面，本研究中 HA-MRSA以 SCCmec II 型(98/140,70%)居多

而 CA-MRSA以 SCCmec IVa型(14/22,63.6%)居多。与 HA-MRSA菌株相比，

CA-MRSA携带 ST5的概率较低(9.1% vs. 67.1%， P=0.000)，携带 ST59的概率较

高(63.6% vs. 11.4%，P=0.000)。CA-MRSA患者携带 PVL基因的概率明显高于

HA-MRSA患者(36.4% vs. 14.3%， P=0.028)（表 16）。

表 16 CA-MRSA和HA-MRSA的分子流行病学分布

HA-MRSA CA-MRSA
P-值

(n = 140) (n = 22)

ST5, n (%) 94 (67.1%) 2 (9.1%) 0.000

ST59, n (%) 16 (11.4%) 14 (63.6%) 0.000

PVL-阳性, n(%) 20 (14.3%) 8 (36.4%) 0.028

血流感染, n(%) 93 (66.4%) 18 (81.8%) 0.217
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讨论

MRSA是一种重要的病原体，MRSA 会导致许多危及生命的感染，如败血

症，呼吸机相关性肺炎和感染性休克等，是严重的公共卫生问题。既往研究曾表

明MRSA感染主要是由几种特殊的克隆型别引起的，这些克隆导致了MRSA在

医院的爆发[32]，目前，几种特定的医院获得性MRSA和社区获得性MRSA克隆

在国际上传播且相互适应，导致了医院和社区环境中的高发病率[33]。此外，MRSA

克隆的分布是动态的，随时间变化的，且具有区域性特征[20,34]。我国 2011年的

一项多中心的研究发现，ST239-III-t030、ST239-III-t037 和 ST5-II-t002 是我国

HA-MRSA的优势克隆，但这些主要克隆在不同行政区域的患病率存在显著差异

[35]。因此，了解特定区域内MRSA的流行分子病学及其随时间的变化趋势，对

于明确该区域优势克隆以及对MRSA的控制和治疗具有重要意义。

目前常用的分型方法主要有MLST分型、SCCmec分型、spa分型、脉冲场

凝胶电泳（PEGF）以及全基因组测序等。多位点序列分型（MLST）分析了 7

个对生物体细胞功能至关重要且存在于每个生物体中的管家基因，其主要优势在

于可以与世界各地的数据进行共享，因为MLST 由等位基因图谱定义且具有明

确性，利于世界范围内的传播和交流[26]。SCCmec是一种可移动的遗传原件，也

是广谱β-内酰胺类耐药的决定因素，目前已经发现 13种不同类型的 SCCmec元

素，根据其连接区域的差异将它们进一步分成亚型，目前多重 PCR是较好的区

分 SCCmec分型的方法[24]，然而其限制性在于利用多重 PCR进行 SCCmec分型，

分出的型别是有限的。Spa分型是基于 SPA基因 X区重复序列的多态性的分型

方式，可用于分子进化和医院爆发的调查[28]，其优势在于具有成本效益，快速且

具有重复性。PFGE曾是MRSA分型的常用手段，但因为该技术需要完整的基因

组 DNA且分型标准无法在全世界范围内统一，因此目前不作为首选的分型手段。

而全基因组测序是生物 DNA多样性的最终鉴定，能够全面分析菌株的基因组学，

可能成为临床实践中的常规调查技术，然而目前该技术仍然不在价格上占有优

势。

本研究收集 2012年 1月至 2018年 12月所有的无菌体液来源的MRSA菌株，

通过 PCR技术分析探究 6年内的经过鉴定的MRSA菌株的MLST分型、SCCmec
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分型以及 spa分型，结合所有菌株对代表抗生素的药物敏感性结果以及典型毒力

基因 PVL 的鉴定结果，分析比较本地区在 2012 年至 2018 年内的的优势流行

MRSA克隆的分子流行病学及耐药性和毒力基因变化。本研究还通过收集所有

MRSA菌株的临床信息，包括性别，年龄，住院时间，菌株培养时间，住院科室，

基础疾病，医疗机构接触史，相关性侵入性操作，血液透析等，根据 CDC对于

CA-MRSA 和 HA-MRSA 的鉴定标准 [30,31]区分 MRSA 的来源，从而比较

CA-MRSA与 HA-MRSA在分子分型、耐药性以及毒力基因上的差异。

第一方面，本研究对MRSA菌株的分子分型进行了探索。研究发现MRSA

菌株在 2012至 2018年间发生了变化，首先体现在分子分型多样性的变化，据研

究发现，2012年共有 4种 ST型被发现，而 2018年有 10种 ST型被发现，这表

明了随着时间的推进，分型分子逐渐变得更加丰富。其次，我们还发现，6年中

最常见的MRSA克隆是ST5-II-t311(81/162, 50.0%)，其次是ST59-IVa-t437(18/162,

11.1%)，第三是 ST398-NT-t034(7/162, 4.3%)。ST5 MRSA 的占比正在下降，而

ST59作为第二优势的 ST型正在增加。

不仅如此，本研究发现 ST5 MRSA是目前本地区最常见的 ST型别，既往报

道发现[36,37]ST5-II MRSA(纽约/日本)克隆是许多国家最主要的基因型之一。在我

国，也已有研究表明[38]，ST5是 2012-2013年中国浙江省 HA-MRSA的优势克隆。

然而，一些研究者对于 ST5 MRSA最主要存在的 spa类型发现了不同的结果。有

部分学者认为 ST5 MRSA中，t002是主要的 spa 型别[39]，而另一部分学者发现

了不同的研究结果[40]。一项 2012 -2013年的研究表明[40]ST5- II-t311已成为浙江

省杭州市 HA-MRSA的主要克隆，即 t311为该时间段内 ST MRSA最主要的 spa

型别。而在我们的研究中，ST5-t311 MRSA相较于 ST5-t002 MRSA更加流行，

ST5克隆菌株中 t311是第一优势 spa型，t002是第二优势 spa型。此外，变化趋

势方面，本研究中 ST5-II-t311 的占比由 2014 年的 66.7%（12/18）下降至 2018

年的 21.4%（6/28），而 ST5-II-t2460的占比则略有上升。既往文献[41]甚至发现

ST5-t2460是引起血液感染金黄色葡萄球菌中最常见的克隆，这在中国以前从未

被报道过。因此，ST5-II-t2460 是否被赋予了更多的竞争优势仍然令人困惑且值

得进一步的探索。

众所周知，ST59 是主要的 CA-MRSA 型别，在我们的研究结果中 ST59是

除 ST5外最常见的 ST型。我们的发现证实 CA-MRSA和 HA-MRSA之间的区别

276



34

已经变得模糊，且它们可能是相互融合的[38]。既往的研究曾表明 ST59 MRSA可

能从社区传播到医院[38,42]。同样，在本研究中，ST59克隆表现出逐渐增加取代

ST5的趋势，较高的 SCCmec IV/V和 PVL阳性率高则证实了这一观点[35]。种种

现象均提醒着我们需要更多地注意 ST59在医院的传播。值得注意的是，之前的

研究表明 ST239-III-t030和 ST239-III-t037是中国最普遍的MRSA克隆[35]。然而

在我们的研究中，我们只发现了 3 株 ST239 MRSA。这说明 ST239在中国的发

病率可能正在逐渐降低，也有学者曾在既往文献中发现了类似现象[40]。进一步探

究 ST239 MRSA 发生率较前减少的原因，有可能是因为 ST239-t030 MRSA 较

ST59-t437 MRSA具有较低的生长速度和竞争优势，即便 ST239 MRSA常被认为

是高耐药性菌株。另外，一些特殊的 ST型也在本研究中被发现。

ST398 MRSA常被定义为 LA-MRSA，多在欧洲[43]和北美洲[44]的猪、农民及

相关环境[45]中被发现。有趣的是，本研究中发现了 8株 ST398 MRSA(4.9%)，在

所有 ST型MRSA中排名第三。除 ST398外，ST9也是 LA-MRSA常见的 ST型

别之一，ST9 MRSA在猪中报道较多而在人类中很少报道。然而，我们的研究通

过分子分型鉴定出了一株 ST9 MRSA，这可能表明 ST9出现了动物与人之间跨

种传播。

在耐药性方法，不同MRSA谱系在耐药性方面具有较大不同[46]。我们的研

究发现，CA-MRSA保留了对大多数非β-内酰胺类抗生素的敏感性，除对克林霉

素、复方新诺明的耐药性高于 HA-MRSA外，对红霉素、庆大霉素、环丙沙星、

左氟氧沙星、莫西沙星、利福平、四环素的耐药性均低于 HA-MRSA。此外，ST5

MRSA对于红霉素、喹诺酮类耐药率较高，对于复方新诺明 100%敏感，而 ST59

MRSA对于克林霉素、红霉素耐药率较高，对于庆大霉素、利福平、复方新诺明

100%敏感。一些特有的 ST型也有特征的耐药谱系，既往研究曾发现 LA-MRSA

通常对四环素具有耐药性，因为四环素是农业中最常用的抗生素[47]，而在本文中

ST398 MRSA对四环素的耐药率为 12.5%，ST9 MRSA的耐药率为 100%。此外，

ST22被认为对喹诺酮类和大环内酯类耐药，对庆大霉素敏感[48]，而在本文中，

ST22仅有 1株，且对所有检测的抗生素敏感，包括喹诺酮类和大环内酯类，这

可能与菌株数量较少不具有代表性有关。总之，临床上选择抗生素治疗 MRSA

感染时，可以根据不同菌株不同的分子分型选择不同类型的抗生素，这对于更加

精准、有效的治疗具有意义的。
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不仅如此，CA-MRSA和 HA-MRSA在本研究中表现出不同的分子流行病学

和耐药性分布。本研究中 HA-MRSA 以 SCCmec II 型 (98/140,70%)居多而

CA-MRSA 以 SCCmec IVa 型 (14/22,63.6%)居多。有文献认为 SCCmec IV 和

SCCmecV常与 CA-MRSA相关，SCCmecIV 和 SCCmecV型只携带对β-内酰胺类

抗生素耐药的 mecA基因，因此，缺乏对非β-内酰胺类抗生素的耐药基因[49]。本

研究中 HA-MRSA 相较于 CA-MRSA，耐多药的比例更高，54.3% (76/140)

HA-MRSA 菌株被鉴定为 MDR 而只有 27.3% (6/22) CA-MRSA 菌株被鉴定为

MDR，也验证了这一观点。

PVL 是由 LukS-PV 基因和 LukF-PV 基因相关的一种毒素，被认为与

CA-MRSA存在相关性，在许多疾病，尤其是坏死性肺炎中发挥作用。本研究中

发现，CA-MRSA患者携带 PVL基因的概率明显高于 HA-MRSA患者(36.4% vs.

14.3%，P=0.028)。然而目前 PVL对于 CA-MRSA起源和毒力的作用还存在争议，

有观点认为 PVL既不是 CA-MRSA克隆出现的关键因素，也不是 CA-MRSA菌

株毒力的主要决定因素，因此，PVL 是否影响 CA-MRSA的临床表现，疾病严

重程度和预后还需要进一步探索。

本研究为回顾性研究，存在一定的信息偏倚和选择偏倚，在耐药菌株与临床

信息结合时缺乏更加全面的临床信息采集，包括预后，疾病严重程度等。同时，

本研究是一个单中心的研究，不能保证对于所有中心，所有的结论均具有代表性。

结论

2012 - 2018年间，MRSA分子型别逐渐变化，型别更加多样化。ST5-II-t311

是本地区MRSA分离株的优势克隆，但总体呈下降趋势。社区相关ST59 MRSA

呈上升趋势，LA-MRSA已经有较高占比。不同类型MRSA细菌耐药行存在较大

差异。应定期监测MRSA的流行情况及耐药情况，采取有效措施预防和控制医院

感染的发生。
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