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3Ua5Uc)V*’9735AU\5X6ÛWAX>XGS"%((!"*$&% &!!"+!&;’

)#(*$/O,nO"j2NR : O".UPAG-:’03X8X@SX]5A 5]6WU@7YX3

@X>>P]H 7>>U3GUA&3UaU3]U637A]̂35867]U8X>S@U37]Û W75A 3U7̂65XA"
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研究报告
%(()!%(## 年西安市食品及食物中毒中
金黄色葡萄球菌毒素基因分布及分型研究

彭雁!吴守芝!栾阳!王增国!李芳!刘晓岑
!西安市疾病预防控制中心"陕西$西安$I#((*&$

摘$要!目的$了解 %(()*%(## 年西安市污染食品及食物中毒中金黄色葡萄球菌 " #:17!37%#分离株肠毒素
":_]#$杀白细胞素"-d.#$表皮剥落毒素"_0]#$毒性休克综合征毒素+#"0::0+##等毒素基因的分布状况!并比较

两种分离株在基因分布及分型上的差异% 方法$采用多重 -/J法检测 )# 株 #:17!37%"包括 &( 株食品分离株和

%# 株食物中毒分离株#%31$%3.$%36$%38$0=4$351$35.$5%%5+# 基因!其中 %31$%3.$%36$%38 基因引物加入同一反应体系!剩

余 & 对基因引物加入另一反应体系% 结果$&( 株食品分离株中 #I 株检出毒素基因"&%<*(=#&%# 株食物中毒分

离株中 #; 株检出毒素基因";*<I#=#!食物中毒分离株毒素基因的检出率明显高于食品分离株">m(<(##% 食品

分离株中主要流行的毒素基因为 %31"%*=#$351"#%<*=#!未检测到携带 35.$5%%5+# 基因的菌株&同时得到 ; 种毒素

基因型!主要流行的基因型为 %31"#(<((=#$%31 K351"I<*(=#% 食物中毒分离株中主要流行的毒素基因为 %31

"I)<#"=#$%36"%;<*I=#!未检测到携带 0=4基因的菌株&同时得到 ) 种毒素基因型!主要流行的基因型为 %31

"&%<;)=#$%31 K%36K5%%5+#"#&<%"=#% 结论$#:17!37%食品分离株和食物中毒分离株在毒素基因的分布及分型上

存在较大差异%

关键词!金黄色葡萄球菌& 毒力基因& 多重 -/J& 基因分型& 食物中毒
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$$ 金黄色葡萄球菌 $ #5102+4/6/667%17!37%" #:
17!37%%是引起食品污染最常见的细菌之一"其致病
性与它产生的多种外毒素有关"主要有肠毒素
$]678WS>X̂X̂ P̂]7>UA6U3X6X‘5A" :_]%( 杀 白 细 胞 素
$87A6XA+a7>UA65AU>UPHX̂5Z5A"-d.%(表皮剥落毒素
$U‘[X>5765aU6X‘5A"_0]%(毒性休克综合征毒素+#
$6X‘5̂]WX̂H]SAZ3X@U6X‘5A+#"0::0+#%等’ :_]是引
起食物中毒的主要因子"目前鉴定出的肠毒素有
:_LF:_2等血清型"其中以 :_LF:_E型较常见’
-d.(_0:(0::0+# 与临床关系较为密切"-d.通过
作用于中性粒细胞和巨噬细胞的细胞膜"造成大量
白细胞的死亡"在 #:17!37%所致的坏死性皮肤损害
和坏死性肺炎等疾病中起了重要作用 )#* ’ _0]主要
由噬菌体$群 #:17!37%产生"已知的血清型 _0L(
_0\与人葡萄球菌性烫伤样皮肤综合症$ ::::%密
切相关"患者皮肤呈弥漫性红斑和水疱"继而表皮
上层大片脱落 )%* ’ 0::0+# 是由噬菌体%群 #:17!37%

产生的一类蛋白质"同肠毒素 L(\(/(E(_一起都
具有超抗原活性"可引起机体发热(休克及脱屑性
皮疹"感染产毒菌株后可引起多个器官系统的功能
紊乱或毒性休克综合症 )%* ’

以往有关 #:17!37%食品及食物中毒分离株的研
究多集中在肠毒素基因的检测分析上"而对 0=4(351(
35.(5%%5+# 基因的研究较少"本文采用多重 -/J法检
测了西安市 #:17!37%食品及食物中毒分离株 %31 F
%38(0=4(5%%59#(351 F35.等毒素基因"并比较了两种分
离株在基因分布及分型上的差异’

#$材料与方法
#<#$材料
#<#<#$菌株来源与鉴定

%(()!%(## 年西安市食品污染物监测样品及
食物中毒样品中分离的 )# 株 #:17!37%"均由西安市
疾病预防控制中心微生物检验科提供’ 按照标准

的实验室操作规范"采用常规方法及 dD0_n+% 全自
动微生物鉴定仪对其进行鉴定均为金黄色葡萄球
菌’ #:17!37%标准菌株为 L0//%"%#!’
#<#<%$主要仪器与试剂

dD0_n+% 全自动微生物鉴定仪(-/J仪(凝胶成
像仪(电泳仪(*( 48 973HU3$美国 -3X@UG7公司%"
-/J试剂)宝生物工程$大连%有限公司*’
#<%$方法
#<%<#$引物设计与合成

根据 RUA\7AH 中发布的基因序列" 利用 -35@U3
-3U@5U3*<( 软件设计%36及0=4基因扩增引物"%31(%3.(
%38(5%%59#(351(35.基因引物设计参考文献)!*"引物均由
美国.5[U0ÛWAX>XG5U]公司合成"引物序列见表 #’

表 #$多重 -/J所用引物

074>U#$-35@U3]P]UZ 5A 6WU@P>658>U‘-/J

目的
基因

引物 引物序列$*s+!s%
扩增产
物?48

%31 %31+# //000RRLLL/RR00LLLL/R #%I
%31+% 0/0RLL//00///L0/LLLLL/

%3. %3.+# 0/R/L0/LLL/0RL/LLL/R &II
%3.+% R/LRR0L/0/0L0LLR0R//0R/

%36 %36+# LLRLLLLR0R0LL/LR/0/LLRLL/ %%&
%36+% RLL0/LL//R0000L00R0/R0

%38 %38+# /0LR000RR0LL0L0/0//000LLL/R !#"
%38+% 00LL0R/0L0L0/00L0LRRR0LLL/L0/

0=4 0=4+# LR0L/L/LR0RR000/LL0//00/ !*%
0=4+% /L/00L/LRR0R0RL0L0R00RLR/

351 351+# /0LR0R/L000R00L00/LLRL/R ##"
351+% 0R/L00RL/L//L0LR0L/00L00/

35. 35.+# L/RR/0L0L0L/L00/LL00/LL0R %)%
35.+% LLLR00L00/L000LL0R/L/0R0/0/

5%%59# 5%%5+# LLR///000R00R/00R/R &&*
5%%5+% L0/RLL/000RR///L0L/000

#<%<%$多重 -/J法检测金黄色葡萄球菌毒素基因
#<%<%<#$ENL模板的提取

将冰冻保存的 #:17!37%菌株转种血平板"!) B

培养 %& W"用接种环挑取 * FI 个菌落入 !(( !>生
理盐水"混匀后 #( ((( 3?@5A 离心 * @5A"弃上清"沉
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淀重 悬 于 !(( !>的 裂 解 液 $ #= 0356XAC+#(("
(<(# @X>?. 035]+O/>" (<(# @X>?. _E0L" 8O g
;<(% )&* "混匀"#(( B煮沸 #( @5A 后"#( ((( 3?@5A
& B 离心 #( @5A"取上清于 f%( B冻存备用’
#<%<%<%$多重 -/J检测 #:17!37%毒素基因

%31(%3.(%36(%38 基因 & 对引物加入同一反应体
系$反应总体积 *( !>%"其中 #( k\P[[U3* !>$含
9G/>%%"ZN0-& !>"上下游引物分别为 #<* !>%31"
% !>%3."# !>%36"! !>%38"& ,07b 酶"模板 * !>双
蒸水补足至 *( !>#反应条件为&"& B预变性#( @5A"
"& B变性 # @5A"*;<* B退火 # @5A"I% B延伸
# @5A"循环 !( 次#I% B延伸 #( @5A’ 5%%5+#(351(35.(
0=4基因 & 对引物加入同一反应体系"除引物浓度(
退火温度外"其反应体系和反应条件同 #?%基因"上
下游引物均分别为 #<! !>"** B退火 # @5A’ -/J
产物在 !=的琼脂糖凝胶中电泳"#(( d电压 ;( @5A
后"溴化乙锭溶液染色 %( @5A"清水冲洗后用凝胶成
像系统观察结果’

%$结果
食品分离株中毒素基因检出率为 &%<*(=

$#I?&(%#食物中毒分离株中毒素基因检出率为
;*<I#=$#;?%#%"经卡方检验"两者差异有统计学
意义$"% g#(<*%">m(<(#%"食物中毒分离株毒素
基因的检出率明显高于食品分离株’

食品和食物中毒分离株中的毒素基因分布情
况见表 %"两种分离株中毒素基因的分布均以肠毒
素为主’ 但食品分离株中仍有 % 株检出 0=4基因"
* 株检出 351 基因"食物中毒分离株中 # 株同时检出
351(35.基因"! 株检出 5%%5+# 基因’

表 %$食品和食物中毒分离株中毒素基因的分布情况
074>U%$0WUZ5]6354P65XA X[6X‘5A GUAU]X[#:17!37%

5]X>76UZ [3X@[XXZ 7AZ [XXZ 8X5]XA5AG

毒素基因
检出率?=

食品分离株 食物中毒分离株
%31 %*<(($#( ?&(% I)<#"$#) ?%#%

%3. I<*($! ?&(% "<*%$% ?%#%

%36 #(<(($& ?&(% %;<*I$) ?%#%

%38 *<(($% ?&(% &<I)$# ?%#%

0=4 *<(($% ?&(% (<(($( ?%#%

351 #%<*($* ?&(% &<I)$# ?%#%

35. (<(($( ?&(% &<I)$# ?%#%

5%%5+# (<(($( ?&(% #&<%"$! ?%#%

$$食品分离株和食物中毒分离株中得到的毒素
基因型比较结果见表 !"两种分离株中毒素基因型
除 %31(%36K%38 外"其他基因型并不相同’ 食品分离
株中得到 ; 种毒素基因型"主要流行的基因型为 %31
和 %31 K351’ 食物中毒分离株中得到 ) 种毒素基因

型"主要流行的基因型为 %31 和 %31 K%36K5%%5+#’

表 !$食品和食物中毒分离株毒素基因型的分布
074>U!$0WUZ5]6354P65XA X[6X‘5A 8WUAX6S8UX[#:17!37%

5]X>76UZ [3X@[XXZ 7AZ [XXZ 8X5]XA5AG

毒素基因型
检出率?=

食品分离株 食物中毒分离株
%31 #(<(($& ?&(% &%<;)$" ?%#%
%36K%38 *<(($% ?&(% &<I)$# ?%#%
%3. *<(($% ?&(% (<(($( ?%#%
%36 %<*($# ?&(% (<(($( ?%#%
351 *<(($% ?&(% (<(($( ?%#%
%31 K0=4 *<(($% ?&(% (<(($( ?%#%
%31 K351 I<*($! ?&(% (<(($( ?%#%
%31 K%3.K%36 %<*($# ?&(% (<(($( ?%#%
%31 K%3. (<(($( ?&(% "<*%$% ?%#%
%31 K%36 (<(($( ?&(% "<*%$% ?%#%
351 K35. (<(($( ?&(% &<I)$# ?%#%
%31 K%36K5%%5+# (<(($( ?&(% #&<%"$! ?%#%

注&9&*( 48 973HU3##&%31 K%3.K%36K%38#%&%31 K%3.K%36#

!&%31 K%3.#&&%31 K%36#*&%36K%38#)&351 K35.K0=4K5%%5+##

I&351 K35.#;&0=4#"&5%%5+#

图 #$#:17!37%毒素基因多重 -/J扩增结果电泳图
T5GP3U#$LG73X]UGU>U>Û63X8WX3U]5]8766U3A]]WXc5AG@P>658>U‘

-/J7@8>5[5̂765XA 83XZP 6̂][X36WU#:17!37%GUAU]

!$讨论
#:17!37%一直是医院感染监测和食源性疾病监

测研究的重点细菌之一"从临床获取的标本与从污
染食品和食物中毒获取的标本检测的侧重点并不
相同"从临床获取的标本除检测肠毒素基因外"大
多同时检测了 0=4(5%%59#(351(35.基因"而从污染食品
和食物中毒中获取的标本多数只进行了 :_]的检
测"很少进行 0=4(5%%59#(351(35.基因的检测’ 国外曾
有检测住院标本和食物污染标本毒素基因的研
究 )** "却未能同时检测 0=4基因"也没有对不同来源
#:17!37%毒素基因的流行情况进行比较’ 本研究对
%(()!%(## 年西安市食品污染物和食物中毒中分
离的 #:17!37%进行了 %31 F%38(0=4(5%%59#(351 F35.等
毒素基因的联合检测"并比较了两种分离株在基因
分布及分型上的差异’
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本研究表明"食物中毒分离株毒素基因的检出
率明显高于食品分离株"两种分离株中毒素基因的
分布均以肠毒素基因为主"%31 的检出率最高$食品
分离株和食物中毒分离株检出率分别为 %*=和
I)<#"=%"这与章乐怡等人 ))*检测污染食品和食物
中毒中 #:17!37%肠毒素基因$%31 F%38%的结果较为
接近"只有食物中毒分离株 %36的检出率区别较大"
原因可能是污染源和污染途径不同"从而导致 #:
17!37%的流行情况也不尽相同’ 本研究进一步证实
肠毒素是引起食物中毒的主要因子’

本研究的目的之一是了解 0=4(5%%59#(351(35.基
因在污染食品和食物中毒分离株中的流行情况"结
果表明"食品分离株中 351 的检出率为 #%<*="仅次
于 %31"0=4的检出率 *="食物中毒分离株中 5%%5+# 的
检出率高达 #&<%"="351 和 35.的检出率均为
&<I)=’ 谭翰清等人 )I* 检测了从医院分离的 #:
17!37%的毒力基因"其中 351 基因携带率 #%="0=4(
35.(5%%5+# 基因携带率分别为 ;=(;=(&="而携带
这些毒素基因的菌株肠毒素基因均呈阴性’ 王凤
玲等人 );*对 ;& 株临床分离株的 0=4(5%%59# 基因进行
了检测"0=4基因阳性率为 %!<;="未检出 5%%5+# 基
因’ 蔡朝阳等人 )!*发现"##) 株临床分离株中"" 株
检出 0=4基因$I<I)=%"351(35.和 5%%59# 基因均未检
出’ 不难看出"除了 0=4基因"5%%59#(351(35.基因在
临床分离株中的检出率并不高"其检出率虽不高"
但却有较重要的临床意义"较多研究 ); f"*显示携带
0=4(5%%5+# 基因的耐 甲氧西林金黄色葡萄球 菌
$9J:L%致病性很强"是临床治疗的难点’ 9J:L
的标志性耐药基因为 (36@"金黄色葡萄球菌食品和
食物中毒分离株中携带 (36@基因的比例有多大"值
得做进一步的研究’ 本次研究中食品分离株中 351
的检出率达到 #%<*="食物中毒分离株中 5%%5+# 的
检出率达到 #&<%"="提示污染食品中分离的 #:
17!37%可能有较高的潜在危险性"应引起研究人员
的重视"加强肠毒素基因以外的毒素基因的检测’

分子分型方法在公共卫生事件调查中发挥了
越来越重要的作用"通过对获取菌株的分子分型"
不仅能分析食品污染物分离株的亲缘性关系"还可
对食物中毒进行追根溯源’ 现代分子分型技术主
要包括凝胶脉冲电泳技术 $-TR_%(限制性内切酶
技术(质粒 ENL图谱分析(-/J及 ENL测序技术
等’ 本研究采用多重 -/J法对 #:17!37%食品及食

物中毒分离株进行了毒素基因的分型研究"结果显
示除共有 %31(%36K%38 外"其他基因型并不相同"这
表明了 #:17!37%毒素基因型的多样性和复杂性’ 最
常见的产 5%%59# 的 #:17!37%会同时携带 %31 和 5%%5+#
两种基因’ 在 VXWA]XA 等人 )**的研究中"发现了同
时携带 %31 K5%%59#(%3.K5%%59#(%36K5%%59# 等基因型
的菌株’ 本研究发现了 ! 株携带 %31 K%36K5%%59# 基
因型的 #:17!37%"均来自于食物中毒样本’

与传统的免疫学方法相比"多重 -/J方法的确
是一种简单(高效(快速(敏感性和特异性都较高的
方法"不失为细菌快速鉴定和分子分型的有力工
具’ 一旦发生 #:17!37%引起的食品污染及食物中毒
事件"采用多重 -/J方法可在短时间内检测出它所
携带的毒素基因"为公共卫生事件得到及时(有效
控制提供科学依据’
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