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牛源 ＭＲＳＡ新疆流行株毒力基因检测
及 Ａｇｒ分子分型研究

孟　丹，孟庆玲，乔　军，蔡扩军，于伟伟，伍晔晖，才学鹏，陈创夫
（石河子大学动物科技学院，新疆石河子８３２００３）

　　摘要：为了解新疆地区引起奶牛乳房炎和子宫内膜炎的耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（ＭＲＳＡ）流行株的分子特征
及毒力基因分布状况，对采集的２２１份样品进行金黄色葡萄球菌的分离，采用生化试验和分子生物学方法进行了鉴
定，通过药敏试验对 ＭＲＳＡ进行判定；应用多重 ＰＣＲ方法对 ＭＲＳＡ新疆流行株进行 Ａｇｒ基因分型研究，并检测了
ＭＲＳＡ流行株的部分毒力基因。结果表明，在新疆地区７１株金黄色葡萄球菌临床分离株中共检出１３株 ＭＲＳＡ，检出
率为１８．３％；１３株ＭＲＳＡ检出ｈｌｄ、ｌｕｋＥＤ和ｔｓｔ这３种毒力基因，其中３株检出ｈｌｄ，１０株检出ｌｕｋＥＤ，１３株检出ｔｓｔ；不
同地区来源的１３株 ＭＲＳＡ均检出 ＡｇｒⅠ和 ＡｇｒⅣ ２种 Ａｇｒ型。本研究表明新疆地区 ＭＲＳＡ流行株的毒力基因以
ｌｕｋＥＤ和ｔｓｔ为主，Ａｇｒ分型以 ＡｇｒⅠ 和ＡｇｒⅣ基因型为主。
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　　金黄色葡萄球菌是一种感染人畜最为常见的病原菌［１］。

目前，人类医源感染的病原菌多为耐甲氧西林金黄色葡萄球

菌（ｍｅｔｈｃｉｌｌｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｔＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ，ＭＲＳＡ），会引起深

部感染以及皮肤感染，具有较高的发病率和病死率［２］。动物

源特别是牛源 ＭＲＳＡ感染易引起奶牛严重的乳房炎和子宫
内膜炎，给奶牛养殖业带来严重的经济损失。美国疾病预防

控制中心报告，在细菌感染引起的疾病中，由金黄色葡萄球菌

引起的感染占第２位，仅次于大肠杆菌［３］。此外，一些致病性

金黄色葡萄球菌能够产生多种致病因子，如 ｌｕｋＦ、ｌｕｋＳ、ｈｌａ、
ｈｌｂ等，这些致病因子可诱发炎症，并引起组织损伤，加剧了
临床治疗难度［４］。

金黄色葡萄球菌能够分泌多种毒素和酶，这些毒力蛋白

的表达由ＲＮＡⅢ调控，它是 Ａｇｒ（ａｃｃｅｓｓｏｒｙｇｅｎｅｒｅｇｕｌａｔｏｒ）位
点转录的一个中心多向调节因子。目前，认为ＲＮＡⅢ至少是
由２个双组分系统激活，这２个双组分系统一个是由 ａｇｒ位
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点编码的ＡｇｒＣ与ＡｇｒＡ，在金黄色葡萄球菌中，研究最清楚的
双组分调节系统是ＡｇｒＣＡ［５］。金黄色葡萄球菌的大多数毒力
因子是由Ａｇｒ位点调控，基于 Ａｇｒ编码的自动诱导肽和相关
受体的氨基酸序列多态性，学者们把金黄色葡萄球菌 Ａｇｒ分
成４个主要基因型（Ⅰ～Ⅳ）［６］。为此，本研究利用多重 ＰＣＲ
技术，分析了新疆地区 ＭＲＳＡ不同流行株的 Ａｇｒ基因型的流
行状况，并检测了 ＭＲＳＡ流行株的部分毒力基因携带状况，
以期了解ＭＲＳＡ新疆流行株的分子特征，为进一步研究毒力
基因与Ａｇｒ不同基因型之间的内在联系，以提供流行病学
资料。

１　材料与方法

１．１　主要试剂
　　甘露醇高盐琼脂培养基、ＢＨＩ液体培养基，购自青岛高科
园海博生物技术有限公司；大肠杆菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）ＤＨ５α菌种，由
笔者所在实验室保存；细菌基因组ＤＮＡ提取试剂盒、ｐＭＤ１９－

Ｔ载体，ＤＮＡＭａｒｋｅｒ，均购自 ＴａＫａＲａ公司；生化鉴定管，购自
杭州滨和微生物试剂有限公司；抗菌药物纸片，购自杭州微生

物试剂有限公司；质粒小量提取试剂盒和ＤＮＡ凝胶回收试剂
盒，购自诺维森（北京）生物科技有限公司。

１．２　样品的采集
分别从新疆五家渠、石河子、沙湾、乌鲁木齐４个地区的

规模化奶牛场，采集临床型乳房炎和子宫内膜炎样品２２１份，
乳样采集通过温水清洗乳房并使用７５％乙醇棉球对乳头进
行消毒处理，收集第３把奶后的奶样。子宫内膜炎样品通过
直肠把握子宫直接采样法收集，放于灭菌的试剂管中，置于冰

盒中，运送实验室进行分离培养。

１．３　引物
根据ＧｅｎＢａｎｋ中已公布的金黄色葡萄球菌的耐药基因

ｍｅｃＡ序列和部分毒力基因序列，应用 ｐｒｉｍｅｒ５软件设计引
物，再送至北京华大生物科技有限公司合成备用。本研究中

所用的主要耐药基因和部分毒力基因的引物设计见表１。
表１　耐药基因和部分毒力基因的引物

基因类型 基因名称
序列

（５′→３′）
退火温度

（℃）
扩增长度

（ｂｐ）

毒力基因 ｌｕｋ－ＰＶ Ｆ：ＡＴＣＡＴＴＡＧＧＴＡＡＡＡＴＧＴＣＴＧＧＡＣＡＴＧＡＴＣＣＡ；Ｒ：ＧＣＡＴＣＡＡＳＴＧＴＡＴＴＧＧＡＣＡＴＧＡＴＣＣＡ ５５ ４３３
ｔｓｔ Ｆ：ＴＴＣＡＣＴＡＴＴＴＧＴＡＡＡＡＧＴＧＴＣＡＧＡＣＣＣＡＣＴ；Ｒ：ＴＡＣＴＡＡＴＧＡＡＴＴＴＴＴＴＴＡＴＣＧＴＡＡＧＣＣＣＴＴ ５７ １８０
ｅｔａ Ｆ：ＡＣＴＧＴＡＧＧＡＧＣＴＡＧＴＧＣＡＴＴＴＧＴ；Ｒ：ＴＧＧＡＴＡＣＴＴＴＴＧＴＣＴＡＴＣＴＴＴＴＴＣＡＴＣＡＡＣ ５７ １９０
ｅｔｂ Ｆ：ＣＡＧＡＴＡＡＡＧＡＧＣＴＴＴＡＴＡＣＡＣＡＣＡＴＴＡＣ；Ｒ：ＧＴＧＡＡＣＴＴＡＴＣＴＴＴＣＴＡＴＴＧＡＡＡＡＡＣＡＣＴＣ ５５ ６１２
ｌｕｋＥＤ Ｆ：ＴＧＡＡＡＡＡＧＧＴＴＣＡＡＡＧＴＴＧＡＴＡＣＧＡＧ；Ｒ：ＴＧＴＡＴＴＣＧＡＴＡＧＣＡＡＡＡＧＣＡＧＴＧＣＡ ５２ ２６９
ｌｕｋＭ ＦＴＧＧＡＴＧＴＴＡＣＣＴＡＴＧＣＡＡＣＣＴＡＣ；Ｒ：ＧＴＴＣＧＴＴＴＣＣＡＴＡＴＡＡＴＧＡＡＴＣＡＣＴＡＣ ５８ ７８０
ｈｌａ Ｆ：ＣＴＧＡＴＴＡＣＴＡＴＣＣＡＡＧＡＡＡＴＴＣＧＡＴＴＧ；Ｒ：ＣＴＴＴＣＣＡＧＣＣＴＡＣＴＴＴＴＴＴＡＴＣＡＧＴ ５８ ２０９
ｈｌｂ Ｆ：ＧＴＧＣＡＣＴＴＡＣＴＧＡＣＡＡＴＡＧＴＧＣ；Ｒ：ＧＴＴＧＡＴＧＡＧＴＡＧＣＴＡＣＣＴＴＣＡＧＴ ５６ ３０９
ｈｌｄ Ｆ：ＡＧＡＡＴＴＴＴＴＡＴＣＴＴＡＡＴＴＡＡＧＧＡＡＧＧＡＧＴＧ；Ｒ：ＴＴＡＧＴＧＡＡＴＴＴＧＴＴＣＡＣＴＧＴＧＴＣＧＡ ５５ １１１
ｅｄｉｎ Ｆ：ＧＡＡＧＴＡＴＣＴＡＡＴＡＣＴＴＣＴＴＴＡＧＣＡＧＣ；Ｒ：ＴＣＡＴＴＴＧＡＣＡＡＴＴＣＴＡＣＡＣＴＴＣＣＡＡＣ ５８ ６２５

耐药基因 ｍｅｃＡ Ｆ：５′－ＴＡＧＡＡＡＴＧＡＣＴＧＡＡＣＧＴＣＣＧＡＴＡＡ－３′；Ｒ：５′－ＣＣＡＡＴＴＣＣＡＴＧＴＴＴＣＧＧＴＣＴＡＡ－３′ ５５ ３１０

１．４　分离鉴定
将采集的样品接种于甘露醇高盐琼脂培养基，放置于

３７℃ 恒温箱培养１２～４８ｈ。挑取具有典型特征的单菌落，
在营养琼脂培养基上进行纯化培养，对纯化菌进行涂片、革兰

氏染色、镜检。随机选取分离株用 ＳＡ生化鉴定管测定其生
化反应特性，根据 ＧｅｎＢａｎｋ中已公布的金黄色葡萄球菌１６Ｓ
ｒＲＮＡ的序列设计通用引物，对 ＳＡ分离株进行１６ＳｒＲＮＡ序
列比对分析，鉴定分离株为金黄色葡萄球菌。将分离的金黄

色葡萄球菌在ＢＨＩ肉汤中３７℃培养２４ｈ，再将５００μＬ所得
新鲜菌液加入到５００μＬ４０％甘油中振荡混合均匀制成２０％
甘油菌，－２０℃保存备用。
１．５　药敏试验及ＭＲＳＡ确证方法

用无菌接种环挑取单个菌落，接种于 ＢＨＩ培养液于
３７℃ 培养２０～２４ｈ，再用灭菌生理盐水将细菌浓度调至０．５
麦氏浊度，取２００μＬ均匀涂布于ＭＨＡ培养基，涂布均匀后贴
上苯唑西林药敏纸片，用镊子轻压纸片使其与培养基表面紧

密接触。放置３７℃恒温培养箱中培养４８ｈ后测量抑菌圈直
径。进一步通过 ＰＣＲ方法扩增 ｍｅｃＡ来确定 ＭＲＳＡ阳性菌。
判断３０μｇ苯唑西林抑菌环直径≤１ｃｍ的菌株，即为ＭＲＳＡ。
１．６　毒力基因的检测

采用多重 ＰＣＲ的方法［７］对毒力基因白细胞毒素基因

（ＰＶＬ、ｌｕｋＥＤ、ｌｕｋＭ）、溶血素基因（ｈｌａ、ｈｌｂ、ｈｌｄ）、表皮剥脱素

基因（ｅｔａ、ｅｔｂ）、中毒休克综合征毒素基因 ｔｓｔ和黏附素基因
ｅｄｉｎ进行检测。
１．７　菌株基因组ＤＮＡ提取

用无菌接种环挑取单个菌落接种至无菌 ＢＨＩ培养液于
３７℃振荡过夜，取 １．５ｍＬ细菌培养液于无菌 ＥＰ管内在
１２０００ｒ／ｍｉｎ下高速离心，弃去上清后，按细菌基因组 ＤＮＡ
提取试剂盒的操作说明进行后续试验。ＤＮＡ提取结束后，采
用４μＬＰＣＲ产物用１％琼脂糖凝胶电泳检测，ＥＢ染色后在
凝胶成像系统上照相。ＤＮＡ模板于－２０℃保存，用于Ａｇｒ分
型研究。

１．８　Ａｇｒ基因分型
根据Ａｇｒ等位基因（Ⅰ ～Ⅳ）４种类型，引物合成参照文

献［８］进行。采用多重ＰＣＲ扩增４种类型的基因，ＰＣＲ扩增
条件如下：９５℃，５ｍｉｎ；９５℃，４０ｓ，５８℃ ５０ｓ，７２℃ ５０ｓ，进
行３５个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ；４℃保存。扩增后，取其产物
１０μＬ进行琼脂糖凝胶电脉（１．５％），８０Ｖ４０ｍｉｎ，凝胶成像
系统照相，观察扩增条带，比较电泳图像。

２　结果与分析

２．１　ＭＲＳＡ的分离与鉴定
　　从新疆４个不同的牛场采集了２２１份样，共分离到７１株
金黄色葡萄球菌，在甘露醇高盐培养基中长出黄色或乳白色菌
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落（图１）。其中ＭＲＳＡ有１３株，４株来自沙湾，４株来自乌鲁
木齐，２株来自石河子，３株来自五家渠（表２）。并且１３株菌
的ｍｅｃＡ基因检测均为阳性。ＭＲＳＡ流行株占５．９％（１３／２２１）。

表２　１３株ＭＲＳＡ毒力基因的检测结果

毒力基因

阴性菌

株数量

（ｎ＝１３）

ＭＲＳＡ菌株携带的毒力基因

五家渠

ＷＪＱ
（ｎ＝３）

石河子

ＳＨＺ
（ｎ＝２）

沙湾

ＳＷ
（ｎ＝４）

乌鲁木齐

ＷＬＭＱ
（ｎ＝４）

ＰＶＬ １３ ０ ０ ０ ０
ｌｕｋＥＤ ３ ３ １ ３ ３
ｌｕｋＭ １３ ０ ０ ０ ０
ｈｌａ １３ ０ ０ ０ ０
ｈｌｂ １３ ０ ０ ０ ０
ｈｌｄ １０ ０ １ １ １
ｅｔａ １３ ０ ０ ０ ０
ｅｔｂ １３ ０ ０ ０ ０
ｔｓｔ ０ ３ ２ ４ ４
ｅｄｉｎ １３ ０ ０ ０ ０

２．２　ＭＲＳＡ毒力基因的检测
１３株ＭＲＳＡ经ＰＣＲ扩增１０对毒力基因，出现３种毒力

基因特征性条带（图２）。其中，２株同时检出毒力基因 ｈｌｄ、
ｌｕｋＥＤ、ｔｓｔ，１株同时检出毒力基因 ｈｌｄ、ｔｓｔ，２株仅检出毒力基
因ＴＳＴ，其他菌株均检出毒力基因 ｌｕｋＥＤ、ＴＳＴ，可见除３株菌
检出溶血素毒力基因 ｈｌｄ外，白细胞毒素基因 ｌｕｋＥＤ和中毒
休克综合征毒素基因ｔｓｔ为主要检测出的毒力基因（表２）。

２．３　Ａｇｒ基因分型结果
由图３、表３、图４可知，１３株ＭＲＳＡ流行株Ａｇｒ分型出现

２种特征性条带，均为ＡｇｒⅠ型和ＡｇｒⅣ型，且每株菌同时具有
２种分型，其中ＡｇｒⅡ型和ＡｇｒⅢ型均未检出，Ａｇｒ分型与毒力
基因的分布存在一定的差异。

３　讨论

目前，ＭＲＳＡ仍然是全世界感染的最严重的病原菌之一，

表３　１３株ＭＲＳＡ流行株Ａｇｒ分型

基因
Ａｇｒ分型

ＡｇｒⅠ ＡｇｒⅡ ＡｇｒⅢ ＡｇｒⅣ
ｈｌｄ ３ ０ ０ ３
ｌｕｋＥＤ １０ ０ ０ １０
ｔｓｔ １３ ０ ０ １３

并且呈不断增加的趋势［９］。与甲氧西林敏感金黄色葡萄球

菌相比，ＭＲＳＡ具有更强的引发患畜感染及发生菌血症的能
力［１０］，而这与ＭＲＳＡ携带的独特的毒力因子密切相关。一般
来说，ＭＲＳＡ的主要毒力因子有肠毒素、杀白细胞毒素、溶血
素、毒性休克综合征毒素等，这些毒力因子因具有不同的生物

学特性而呈现出不同的致病特征［１１］。在本研究中，从１３株
ＭＲＳＡ中共检出ｈｌｄ、ｕｋＥＤ、ｔｓｔ这３种毒力基因，其中ｌｕｋＥＤ和
ｔｓｔ检出率相对较高，且出现同一株菌携带３种或２种毒力基

因的情况，表明 ＭＲＳＡ的毒力差异不仅体现在菌株之间，还
与细菌本身的进化以及宿主因素的影响关系密切。而对于检

出的ｈｌｄ是１种溶血素，可在宿主细胞膜上形成小孔，造成细
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胞内液外流而导致细胞破坏［１２］。ｌｕｋＥＤ属于一种白细胞毒
素，是ＭＲＳＡ的重要毒力基因，可以对抗宿主的免疫系统［１３］。

ｔｓｔ主要与编码基因的一些特定可移动序列有关，可表达ｔｓｔ－
１，是一种超抗原，能够直接活化Ｔ淋巴细胞，使其在感染患者
体内释放出炎症介质而导致机体发病［１４］。ＭＲＳＡ及其携带
的ｈｌｄ、ｌｕｋＥＤ、ｔｓｔ毒力基因的流行，使其成为牲畜感染的主要
致病菌，给患畜的抗感染临床治疗带来了严峻挑战。因此，检

测ＭＲＳＡ的毒力基因可为临床治疗及感染控制提供依据。
金黄色葡萄球菌附属基因调节系统Ａｇｒ是最早发现的金

黄色葡萄球菌调控位点［１５］。同时，也被认为是金黄色葡萄球

菌最重要的群集感应系统，它影响着许多外毒素和胞外蛋白

的分泌表达［１６］。金黄色葡萄球菌附属基因调节子（Ａｇｒ）位点
是一个全面的群集感应系统并且控制着毒力因子的产生。尽

管Ａｇｒ基因在细菌的毒力调节上具有重要的影响，研究表明
大量的抗生素使用会造成金黄色葡萄球菌出现 Ａｇｒ阴性，抗
生素产生的耐药也会使毒力出现一定程度的下降［１７－１８］。可

见Ａｇｒ基因与抗生素、毒力因子之间可能存在一定的联系。
王琼等针对人源、牦牛源、食品源、鸡源和羊源金黄色葡萄球

菌分离菌株进行 Ａｇｒ基因分型检测出 ＡｇｒⅡ、ＡｇｒⅢ、ＡｇｒⅣ ３
种型［１９］。Ｘｉｅ等的研究表明，１０８株医院源菌株分离菌株中，
ＡｇｒⅠ型占据最流行地位［２０］。在本研究中，从新疆牛源

ＭＲＳＡ菌株中检出ＡｇｒⅠ和ＡｇｒⅣ型，ＡｇｒⅣ与王琼等从不同
来源的样品中检出的Ａｇｒ型相同，ＡｇｒⅠ与Ｘｉｅ等从医院源菌
株检出的Ａｇｒ型［２０］相同，可见ＭＲＳＡ有可能在 Ａｇｒ基因水平
上有人畜间传播的可能。本研究为 ＭＲＳＡ分离株的分子分
型奠定一定基础，同时也为进一步探讨 ＭＲＳＡ毒力因子与
Ａｇｒ之间的相关性奠定基础。

近年来，随着新疆地区奶牛饲养方式的改变，奶牛规模化

养殖迅速发展，乳房炎和子宫内膜炎已经成为奶牛的高发病

和常发病，成为制约新疆奶牛业发展的瓶颈。为了防治奶牛

乳房炎和子宫内膜炎，在兽医临床上大量使用抗菌药物，导致

ＭＲＳＡ菌株不断出现，给该病的防控和人们健康带来了严重
的威胁。国内外学者在奶牛上检出 ＭＲＳＡ菌株日益增多，而
且随着 ＭＲＳＡ菌株的不断遗传进化，耐药表型、传播规律和
致病机理越来越复杂，提示牛源的 ＭＲＳＡ与人源 ＭＲＳＡ之间
的关系越来越密切，ＭＲＳＡ在人畜之间，甚至不分国界的传播
与扩散也越来越严重。因此，开展牛源 ＭＲＳＡ分子流行病学
和毒力基因检测研究，对于防控型人 －畜之间 ＭＲＳＡ的相互
传播至关重要。
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