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四川兔源金黄色葡萄球菌毒力检测及分子分型

向正刚，耿　毅，张雨薇，杨泽晓，欧阳萍，李亚军，牟维豪，王世震
（四川农业大学 动物医学院，四川 成都 ６１１１３０）

摘要：【目的】研究四川部分区域兔源金黄色葡萄球菌Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ的基因型总体结构特征、遗传变异以及
毒力因子的分布情况。【方法】从四川地区分离４１株兔源金黄色葡萄球菌，鉴定ｆｅｍＢ基因特异性，进行耐甲氧西
林金黄色葡萄球菌（ＭｅｔｈｉｃｉｌｌｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｔＳ．ａｕｒｅｕｓ，ＭＲＳＡ）筛选，并通过ＰＣＲ法检测１３种常见的毒力基因，采用多位
点序列分型（Ｍｕｌｔｉｌｏｃｕｓｓｅｑｕｅｎｃｅｔｙｐｉｎｇ，ＭＬＳＴ）和脉冲场凝胶电泳（Ｐｕｌｓｅｄｆｉｅｌｄｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＰＦＧＥ）确定基因型
特征。【结果】４１株金黄色葡萄球菌中共检测出 ＭＲＳＡ３１株，检出率为７５６１％；共检出９种毒力基因，其中 ｎｕｃ、
ｈｌａ、ｅｔａ和ｃｌｆＡ在所有菌株中均存在，而ｓｅａ、ｓｅｃ、ｓｅｅ、ｈｌｂ和ＰＶＬ的阳性检出率分别为９７％、８５４％、８０５％、９０２％
和７３％。ＭＬＳＴ分型结果显示，４１株金黄色葡萄球菌只存在２种序列型（ＳＴ３９８、ＳＴ３３２０）和１个克隆群ＣＣ３９８，其
中ＳＴ３９８为优势序列型，所占比例为９７６％。ＰＦＧＥ将４１株金黄色葡萄球菌分为１８个基因型，但不同区域间的基
因型条带差异较小。【结论】四川调查区域兔源金黄色葡萄球菌毒力因子携带率较高，其对家兔的养殖业存在较大

的安全威胁；分型分析说明四川部分区域金黄色葡萄球菌的主要流行菌株遗传变异程度小，菌株间亲缘关系

较近。
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　　金黄色葡萄球菌 Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ属于葡萄
球菌属，在全球范围广泛存在，是重要的人兽共患病

原菌［１］。它不仅能感染人类引起化脓性关节炎、坏

死性肺炎和败血症等，引起死亡［２］，在养殖业上还能

感染家兔［３］、鸡［４］和牛［５］等多种动物。自１９６１年耐
甲氧西林金黄色葡萄球菌（ＭｅｔｈｉｃｉｌｌｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｔＳ．
ａｕｒｅｕｓ，ＭＲＳＡ）首次被鉴定以来［６］，ＭＲＳＡ对几乎所
有β－内酰胺类抗生素高度耐药，导致该病的控制更
加困难［７］，而金黄色葡萄球菌致病力强弱与其产生

的毒素及侵袭性酶密切相关，如肠毒素、中毒休克综

合症毒素和粘附因子等［８］。这些毒力因子在金黄色

葡萄球菌感染致病过程中起着重要作用。

金黄色葡萄球菌的分子分型有助于了解其流行

病学特征，鉴定主要流行菌株的分子特征，对控制克

隆株的传播具有重要的意义。目前常用的金黄色葡

萄球菌分子分型的方法有ＳＣＣｍｅｃ分型［９］、多位点序

列分型（Ｍｕｌｔｉｌｏｃｕｓｓｅｑｕｅｎｃｅｔｙｐｉｎｇ，ＭＬＳＴ）［１０］和脉冲
场 凝 胶 电 泳 （Ｐｕｌｓｅｄ ｆｉｅｌｄ ｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，
ＰＦＧＥ）［１１］等。其中，ＭＬＳＴ分型是基于金黄色葡萄
球菌的７个管家基因扩增测序［１２］，并在 ＭＬＳＴ网络
数据库进行序列比对，该方法的试验数据便于保存，

可用于大规模和长期的流行病学监控。ＰＦＧＥ基因
分型主要是基于金黄色葡萄球菌 ＤＮＡ的原位酶切，
可用于分析菌株之间遗传相关性［１３］。本研究在检测

金黄色葡萄球菌常见的１３种毒力因子的基础上，结
合ＭＬＳＴ和ＰＦＧＥ基因分型方法鉴定４１株兔源金黄
色葡萄球菌的基因型特征，为金黄色葡萄球菌疾病

的传播和防治提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　菌株
４１株兔源金黄色葡萄球菌分离自四川成都、乐

山、德阳、自贡、眉山和南充等规模化兔场，２０１４—
２０１６年采集的脓液样本由四川农业大学兽医病理学
实验室保存。成都菌株编号为 Ａ０１～Ａ０４，乐山菌株
编号为Ｎ０１～Ｎ０５，德阳菌株编号为Ｇ０１～Ｇ０４，自贡

菌株编号为Ｄ０１～Ｄ１５，眉山菌株编号为Ｈ０１～Ｈ０３，
南充菌株编号为Ｙ０１～Ｙ１０。
１．２　试剂与仪器

细菌ＤＮＡ抽提试剂盒购自天根生化科技（北
京）有限公司；溶菌酶购自生工生物工程（上海）股份

有限公司；ＳｍａＩ限制性内切酶和蛋白酶 Ｋ购自大
连ＴａＫａＲａ公司；ＧｅｌＤｏｃ２０００凝胶成像分析系统、
ＰｕｌｓｅｄＦｉｅｌｄＣｅｒｔｉｆｉｅｄＡｇａｒｏｓｅ和ＣＨＥＦＭａｐｐｅｒＸＡ系
统均购自 ＢｉｏＲａｄ公司。
１．３　菌株复苏、特异性鉴定与ＭＲＳＡ筛选

取－８０℃冻存菌株接种于 ＬＢ固体培养基，３７
℃恒温培养２４ｈ后观察其菌落形态，并革兰染色镜
检；进一步对菌株进行 ＰＣＲ特异性鉴定及 ＭＲＳＡ的
筛选，ＭＲＳＡ筛选之后剩余的菌株则为甲氧西林敏感
金黄色葡萄球菌 （ＭｅｔｈｉｃｉｌｌｉｎｓｅｎｓｉｔｉｖｅＳ．ａｕｒｅｕｓ，
ＭＳＳＡ）。参考文献［１４］中金黄色葡萄球菌特异性基
因ｆｅｍＢ和β－内酰胺类药物的耐药基因 ｍｅｃＡ的引
物序列，并送成都擎科梓熙生物技术有限公司进行

合成，预期扩增目的片段长度分别为６５１和５３３ｂｐ。
ＰＣＲ反应体系为：ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ（２×）１２５μＬ、１０
μｍｏｌ·Ｌ－１的上下游引物各１μＬ，ＤＮＡ模板２μＬ，
ｄｄＨ２Ｏ８５μＬ，共２５μＬ。循环参数为９５℃ ５ｍｉｎ；
９５℃３０ｓ，４７℃３０ｓ，７２℃１ｍｉｎ，循环３０次；７２℃
１０ｍｉｎ。ＰＣＲ扩增产物经１５ｇ·Ｌ－１琼脂糖凝胶、１２０
Ｖ电泳１５ｍｉｎ鉴定。
１．４　毒力因子检测

参考Ｊａｒｒａｕｄ等［１５］和 Ｐｅａｃｏｃｋ等［１６］报道文献中

金黄色葡萄球菌的毒力因子，选取１３个常见的毒力
基因进行 ＰＣＲ检测：肠毒素基因（ｓｅａ、ｓｅｂ、ｓｅｃ、ｓｅｄ、
ｓｅｅ），溶血素基因（ｈｌａ、ｈｌｂ），中毒休克综合征毒素基
因ＴＳＳＴ１，表皮剥脱素基因（ｅｔａ、ｅｔｂ），黏附素基因
ｃｌｆＡ，侵袭毒素基因ｎｕｃ，杀白细胞素基因 ＰＶＬ。具体
引物序列及扩增条件参照文献［１５１６］进行，引物送
苏州金唯智生物科技有限公司合成。ＰＣＲ扩增产物
经１５ｇ·Ｌ－１琼脂糖凝胶、１２０Ｖ电泳１５ｍｉｎ后观察
结果。
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１．５　多位点序列分型（ＭＬＳＴ）
选取金黄色葡萄球菌的 ７个管家基因（ａｒｃＣ、

ａｒｏＥ、ｇｌｐＦ、ｇｍｋ、ｐｔａ、ｔｐｉ、ｙｑｉ）进行 ＰＣＲ扩增，引物序
列登录金黄色葡萄球菌多位点序列分型网络数据库

（ｈｔｔｐ：／／ｐｕｂｍｌｓｔ．ｏｒｇ／ｓａｕｒｅｕｓ／ｉｎｆｏ／ｐｒｉｍｅｒｓ．ｓｈｔｍｌ）下
载，并由成都擎科梓熙生物技术有限公司合成。ＰＣＲ
反应体系为：ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ（２×）１２５μＬ，１０
μｍｏｌ· Ｌ－１的上下游引物各１μＬ，ＤＮＡ模板２μＬ，
ｄｄＨ２Ｏ８５μＬ，共２５μＬ。循环参数为９５℃５ｍｉｎ；
９５℃ ３０ｓ，５５℃３０ｓ，７２℃１ｍｉｎ，循环３０次；７２℃
５ｍｉｎ。ＰＣＲ扩增产物送成都擎科梓熙生物技术有
限公司测序。测序结果在 ｈｔｔｐ：／／ｐｕｂｍｌｓｔ．ｏｒｇ／网站
进行比对，获得等位基因编号和序列号（Ｓｅｑｕｅｎｃｅ
ｔｙｐｅ，ＳＴ），并通过 ｅＢＵＲＳＴ软件进行克隆群（Ｃｌｏｎａｌ
ｃｏｍｐｌｅｘ，ＣＣ）的划分与分析。
１．６　脉冲场凝胶电泳（ＰＦＧＥ）及聚类分析

参考文献［１７］中的方法，首先用细胞悬浊液
ＣＳＢ（１００ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＴｒｉｓＨＣｌ、１００ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＥＤＴＡ，
ｐＨ８０）冲洗并收集菌体，制成细菌悬浊液；接着用
１０ｍｇ·ｍＬ－１的溶菌酶、２０ｍｇ·ｍＬ－１的蛋白酶Ｋ和
１ｍｇ·ｍＬ－１的溶葡萄球菌素酶消化细菌；并将细菌
悬浊液与凝胶溶液等体积混合制成胶块。细菌基因

组ＤＮＡ用５０Ｕ的ＳｍａＩ限制性内切酶进行酶切，在
ＣＨＥＦＭａｐｐｅｒＸＡ进行电泳，电泳程序：电泳时间为
１６ｈ，电压为６Ｖ，电泳夹角为１２０°，脉冲时间为４～
４０ｓ，电泳温度１４℃。电泳后用 ＧｏｌｄＶｉｅｗ核酸染色
剂对电泳胶进行染色，并在凝胶成像系统中成像。

最后图片由 ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ４６２软件进行基因差异
性分析，采用非加权组平均法对 ＰＦＧＥ图像进行聚

类，用相似性系数衡量ＰＦＧＥ带型的相似程度［１８］。

２　结果与分析
２．１　菌株特异性鉴定及ＭＲＳＡ筛选

４１株兔源金黄色葡萄球菌在 ＬＢ固体培养基上
３７℃恒温培养２４ｈ后，均形成表面光滑、厚、圆形隆
起、湿润、边缘整齐的菌落。革兰染色镜检为球形，

成对或形成像葡萄状成串的 Ｇ＋菌。４１株分离菌
ｆｅｍＢ基因特异性ＰＣＲ鉴定结果显示均可扩增出长度
约为６５１ｂｐ的特异性条带（图１），结合形态学与ＰＣＲ
检测结果表明４１株菌株均为金黄色葡萄球菌。同时，
ｍｅｃＡ基因扩增结果显示，４１株金黄色葡萄球菌中共
３１耐药基因ｍｅｃＡ阳性，确认为耐甲氧西林金黄色葡
萄球菌（ＭＲＳＡ），检出率为７５６１％。

　Ｍ：ＤＬ２０００Ｍａｒｋｅｒ：１：Ａ０１；２：Ｇ０１；３：Ｈ０１；４：Ｄ１５；５：Ｙ０９；６：Ｎ０４；７：
阴性对照。

图１　部分代表菌株的ｆｅｍＢ基因ＰＣＲ扩增结果
Ｆｉｇ．１　ＰＣＲａｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆｆｅｍＢｇｅｎｅｏｆｐａｒｔｉａｌｒｅｐｒｅｓｅｎｔａ

ｔｉｖｅｓｔｒａｉｎｓ

２．２　毒力基因检测结果
对４１株兔源金黄色葡萄球菌毒力基因的 ＰＣＲ

检测结果显示（表１），此次试验共检测出ｎｕｃ、ｓｅａ、

表１　兔源金黄色葡萄球菌毒力基因的检测结果１）

Ｔａｂ．１　ＰＣＲｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｖｉｒｕｌｅｎｃｅｇｅｎｅｓｏｆＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍｒａｂｂｉｔ

毒力

基因

Ｄ０１～Ｄ１５ Ｙ０１～Ｙ１０ Ｎ０１～Ｎ０５ Ａ０１～Ａ０４ Ｇ０１～Ｇ０４ Ｈ０１～Ｈ０３ ＭＳＳＡ菌株 ＭＲＳＡ菌株
检出率／％ 株数 检出率／％ 株数 检出率／％ 株数 检出率／％ 株数 检出率／％ 株数 检出率／％ 株数 检出率／％ 株数 检出率／％ 株数

ｎｕｃ １００．０ １５ １００．０ １０ １００．０ ５ １００．０ ４ １００．０ ４ １００．０ ３ １００．０ １０ １００．０ ３１
ｓｅａ １３．３ ２ ０ ０ ４０ ２ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ２０．０ ２ ６．５ ２
ｓｅｂ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０
ｓｅｃ ９３．３ １４ １００．０ １０ １００．０ ５ ５０ ２ ２５ １ １００．０ ３ ９０．０ ９ ８３．９ ２６
ｓｅｄ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０
ｓｅｅ １００．０ １５ ８０ ８ ６０ ３ ２５ １ ７５ ３ １００．０ ３ ８０．０ ８ ８０．６ ２５
ｈｌａ １００．０ １５ １００．０ １０ １００．０ ５ １００．０ ４ １００．０ ４ １００．０ ３ １００．０ １０ １００．０ ３１
ｈｌｂ ８６．７ １３ １００．０ １０ ８０ ４ ７５ ３ １００．０ ４ １００．０ ３ １００．０ １０ ８７．１ ２７
ＴＳＳＴ１ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０
ＰＶＬ １３．３ ２ ０ ０ ２０ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ２０．０ ２ ３．２ １
ｅｔａ １００．０ １５ １００．０ １０ １００．０ ５ １００．０ ４ １００．０ ４ １００．０ ３ １００．０ １０ １００．０ ３１
ｅｔｂ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０
ｃｌｆＡ １００．０ １５ １００．０ １０ １００．０ ５ １００．０ ４ １００．０ ４ １００．０ ３ １００．０ １０ １００．０ ３１

　１）检出率：指阳性检出率，株数：指革兰染色阳性的菌株数；菌株 Ｄ０１～Ｄ１５来源于自贡，Ｙ０１～Ｙ１０来源于南充，Ｎ０１～Ｎ０５
来源于乐山，Ａ０１～Ａ０４来源于成都，Ｇ０１～Ｇ０４来源于德阳，Ｈ０１～Ｈ０３来源于眉山。
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ｓｅｃ、ｓｅｅ、ｈｌａ、ｈｌｂ、ＰＶＬ、ｅｔａ、ｃｌｆＡ９种毒力基因，但 ｓｅｂ、
ｓｅｄ、ＴＳＳＴ１和 ｅｔｂ基因未检测出。且结果显示，ｎｕｃ、
ｅｔａ、ｃｌｆＡ和ｈｌａ在ＭＳＳＡ和ＭＲＳＡ菌株中的阳性检出
率相同，均为 １０００％。ｓｅａ、ｓｅｃ、ｓｅｅ、ｈｌｂ和 ＰＶＬ在
ＭＳＳＡ菌株的阳性检出率分别为 ２００％、９００％、
８００％、１０００％和２００％，在 ＭＲＳＡ菌株的阳性检
出率分别为６５％、８３９％、８０６％、８７１％和３２％，
在４１株菌株的阳性检出率共计分别为 ９７％、
８５４％、８０５％、９０２％和 ７３％。可以看出 ＭＳＳＡ
菌株保持了相当高的毒力，而 ＭＲＳＡ菌株的毒力稍
弱。绝大部分菌株（９０２％）均同时携带２种溶血素
基因（ｈｌａ、ｈｌｂ）。其中自贡和乐山的菌株毒力基因检
出的种类最多，共９种；而南充、德阳、成都和眉山的

菌株检测出的毒力基因有７种。
２．３　ＭＬＳＴ分析

如表２和图２所示，４１株金黄色葡萄球菌只存
在 ２种序列型（ＳＴ３９８、ＳＴ３３２０）和 １个克隆群
ＣＣ３９８。其中 ＳＴ３３２０是 ＳＴ３９８的克隆衍生物，
ＳＴ３３２０和ＳＴ３９８有单一位点的差异。ＳＴ３９８为本次
试验菌株中的优势序列型，占９７６％。只有分离自
乐山的Ｎ０４菌株为 ＳＴ３３２０，其余区域的菌株序列型
均相同，为 ＳＴ３９８。其中１０株 ＭＳＳＡ菌株均属于序
列型 ＳＴ３９８，３１株 ＭＲＳＡ菌株中 ３０株属于序列型
ＳＴ３９８，只有１株为序列型ＳＴ３３２０。但 ＭＳＳＡ菌株和
ＭＲＳＡ菌株均同属于１个克隆群ＣＣ３９８。

表２　金黄色葡萄球菌基本信息、等位基因编号及序列号
Ｔａｂ．２　Ｂａｓｉｃｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ，ａｌｌｅｌｅｎｕｍｂｅｒｓａｎｄｓｅｑｕｅｎｃｅｔｙｐｅｓｏｆＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓｓｔｒａｉｎｓ

菌株 地点
分离

时间

等位基因编号

ａｒｃＣ ａｒｏＥ ｇｌｐＦ ｇｍｋ ｐｔａ ｔｐｉ ｙｑｉ
ＳＴ

Ｄ０１～Ｄ１５ 自贡 ２０１５ ３ ３５ １９ ２ ２０ ２６ ３９ ３９８
Ｙ０１～Ｙ１０ 南充 ２０１４ ３ ３５ １９ ２ ２０ ２６ ３９ ３９８
Ａ０１～Ａ０４ 成都 ２０１５ ３ ３５ １９ ２ ２０ ２６ ３９ ３９８
Ｇ０１～Ｇ０４ 德阳 ２０１５ ３ ３５ １９ ２ ２０ ２６ ３９ ３９８
Ｈ０１～Ｈ０３ 眉山 ２０１４ ３ ３５ １９ ２ ２０ ２６ ３９ ３９８
Ｎ０１～Ｎ０３、Ｎ０５乐山 ２０１６ ３ ３５ １９ ２ ２０ ２６ ３９ ３９８
Ｎ０４ 乐山 ２０１６ ３ ３５ １９ ２４９ ２０ ２６ ３９ ３３２０

　每个ＳＴ用１个圆点表示；位于聚类中心的圆点是主要的创建者（蓝色）或者子群创建者（黄色）；红色的圆圈表明此ＳＴ是在本次试验菌株
中发现的，且用箭头标记。

图２　金黄色葡萄球菌ｅＢＲＵＳＴ图
Ｆｉｇ．２　ｅＢＵＲＳＴｄｉａｇｒａｍｏｆＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ

２．４　ＰＦＧＥ分型分析
４１株兔源金黄色葡萄球菌聚类分 １８个 ＰＦＧＥ

带型（图３）。其中有８个带型是只包含单一菌株的
谱型（ＣｌｕｓｔｅｒＢ、Ｅ、Ｇ、Ｉ、Ｊ、Ｋ、Ｎ、Ｑ），其余带型均以
７７％以上的相似性聚类。有８个带型中包含的金黄

色葡萄球菌分离来自四川不同区域（ＣｌｕｓｔｅｒＤ、Ｆ、Ｈ、
Ｌ、Ｍ、Ｏ、Ｐ、Ｒ）。只有ＣｌｕｓｔｅｒＡ和ＣｌｕｓｔｅｒＣ含有的菌
株均分离于同一区域（自贡）。由图３可以看出在相
似性聚类上，只有 ＣｌｕｓｔｅｒＯ、Ｐ同时包含 ＭＳＳＡ菌株
和ＭＲＳＡ菌株。
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图３　４１株金黄色葡萄球菌聚类图
Ｆｉｇ．３　Ｄｅｎｄｒｏｇｒａｍｏｆ４１Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓｓｔｒａｉｎｓ

３　讨论与结论
金黄色葡萄球菌是引起人类和动物感染疾病的

重要病原菌之一，可产生多种致病因子，现共检测出

了超过３０种以上的毒力因子，主要是在侵袭组织、
逃避宿主免疫等方面起着重要作用［１９］，但不同菌株

所携带的毒力因子存在一定的差异。本研究通过

ＰＣＲ检测１３种金黄色葡萄球菌常见的毒力基因的
分布情况。结果显示，ｎｕｃ、ｈｌａ、ｅｔａ和 ｃｌｆＡ在所有菌
株中均存在，而除了 ｓｅｂ、ｓｅｄ、ＴＳＳＴ１和 ｅｔｂ之外，ｓｅａ、
ｓｅｃ、ｓｅｅ、ｈｌｂ和ＰＶＬ均有不同程度的检出，其阳性检出
率分别为 ９７％、８５４％、８０５％、９０２％和 ７３％。
而 ＭＳＳＡ菌株的毒力因子阳性检出率要略高于
ＭＲＳＡ菌株，可以看出相较之下 ＭＳＳＡ菌株保持了较
高的毒力，ＭＲＳＡ菌株的毒力则较弱，这与陆军等［２０］

报道的不同来源金黄色葡萄球菌毒力基因的携带情

况相似。所有检测菌株至少携带７种以上的毒力因
子，其中溶血素是金黄色葡萄球菌的主要毒力因子

之一，有报道称人源金黄色葡萄球菌主要产 α溶血

素，而从动物分离的金黄色葡萄球菌主要产 β溶血
素［２１］。但本试验中，所有兔源金黄色葡萄球菌均存

在α溶血因子，部分菌株同时携带α和β溶血因子，
检出率为９０２％。而 ＰＶＬ是有 ｌｕｋＦＰＶ和 ｌｕｋＳＰＶ
基因共同编码的一种双组份成孔蛋白，可引起皮肤

坏死、毛细血管扩张、白细胞渗出等［２２］。ＰＶＬ基因曾
被认为在金黄色葡萄球菌中的存在率不到５％［２３］，

但ＰＶＬ基因与ＭＲＳＡ引起的感染密切相关，ＰＶＬ基
因的检出率不断升高，Ｇｉｌｌｅｔ等［２４］报道人源金黄色葡

萄球菌中 ＰＶＬ基因的检出率为９０％，童俊等［２５］报

道的研究中ＰＶＬ基因的检出率高达１１７％。在本研
究中４１株兔源金黄色葡萄球菌共检出３株 ＰＶＬ基
因阳性菌株，检出率为７３％，虽然其检出率较目前
人源金色葡萄球菌低，但也值得我们进一步关注兔

源金色葡萄球菌 ＰＶＬ基因的携带率是否会不断增
加，从而增强金色葡萄球菌对家兔的致病风险。

在分析了４１株四川部分区域兔源金黄色葡萄
球菌的毒力因子分布情况的基础上，本研究进一步

进行了ＭＬＳＴ和ＰＦＧＥ基因分型的研究。ＭＬＳＴ分型
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结果显示，４１株金黄色葡萄球菌共鉴定出２种ＳＴ序
列型（ＳＴ３９８、ＳＴ３３２０）和 １个克隆群 ＣＣ３９８。其中
ＳＴ３９８为优势序列型（９７６％），且 ＳＴ３９８为克隆群
的主要创建者，而ＳＴ３３２０和 ＳＴ３９８有单一位点的差
异，二者只在ｇｍｋ位点的基因序列存在差异，说明这
２个序列型遗传关系较近。ＭＳＳＡ菌株只分出１种
序列型ＳＴ３９８，而 ＭＲＳＡ分出２种序列型 ＳＴ３３２０和
ＳＴ３９８，相比之下 ＭＲＳＡ菌株表现出了克隆多样性，
其中以 ＳＴ３９８为主，占９６８％。有报道称世界大部
分国家的主要流行菌株序列型为 ＳＴ２３９，其次为
ＳＴ５［２６］；我国大部分地区主要流行菌株序列型为
ＳＴ２３９［２７］。但也有在法国和北美 ＳＴ３９８克隆株引起
人类严重感染的报道［２８２９］，且 ＳＴ３９８最初报道是分
离于家畜［３０］，说明不同区域金黄色葡萄球菌的主要

流行序列型存在差异。ＰＦＧＥ分型结果显示，４１株四
川部分区域兔源金黄色葡萄球菌都能被 ＰＦＧＥ法分
型。在ＰＦＧＥ基因分型中，序列型为ＳＴ３９８ＭＲＳＡ和
ＳＴ３３２０ＭＲＳＡ的菌株可被同时聚类到 ＣｌｕｓｔｅｒＲ中，
且分型为ＳＴ３９８ＭＳＳＡ的菌株在聚类分析中相对较
为集中，基因型差异较小。只有 ＣｌｕｓｔｅｒＯ、Ｐ２个簇
中同时包含了ＳＴ３９８ＭＳＳＡ和ＳＴ３９８ＭＲＳＡ菌株，说
明四川部分地区序列型相同的金黄色葡萄球菌中耐

甲氧西林金黄色葡萄球菌和甲氧西林敏感金黄色葡

萄球菌的基因型差异不大。ＰＦＧＥ聚类分为１８个基
因型，其中四川地区不同区域的菌株可被划分在同

一ＰＦＧＥ基因型中，而同一区域的菌株又可存在于不
同的ＰＦＧＥ基因型中，且ＰＦＧＥ分型的各基因型条带
差异较小，说明四川部分区域间金黄色葡萄球菌的

遗传变异程度小，菌株间亲缘关系较近。

本研究结果表明，四川部分区域兔源金黄色葡

萄球菌的毒力因子携带率较高，具有较强的致病力。

分子分型发现四川地区不同区域间菌株的基因型差

异小，亲缘关系较近。考虑到样本量较少，后续将在

四川更多区域分离兔源金黄色葡萄球菌补充分子分

型的研究信息，这对进一步了解四川地区金黄色葡

萄球菌菌株的分子流行情况和基因型总体结构特征

具有重要意义。
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