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论著
!""#!!"$! 年宁波市食源性金黄色葡萄球菌肠毒素基因

和多位点序列分型研究

高红!宋启发!郑剑!徐景野!杨元斌!沈玄艺!章丹阳!闫鹏
!宁波市疾病预防控制中心"浙江 宁波(%$#"$"#

摘(要!目的(了解宁波市食源性金黄色葡萄球菌 " !"#$%&$’#肠毒素基因分布和分子分型特征$ 方法(收集
!""#%!"$! 年宁波市食品中金黄色葡萄球菌菌株!利用聚合酶链式反应 ")*+#检测肠毒素 (&)&*和 +基因
"’&#!’&,!’&-和 ’&.# !对肠毒素基因阳性菌株利用多位点序列分型",-./#进行分子分型$ 结果(!""#%!"$! 年

共分离菌株$’" 株!肠毒素基因阳性菌株为 &$ 株!阳性率为 !$0#12$ & 种肠毒素基因阳性率分别为 30%32

"$& 4$’"# &#0!52"$" 4$’"# &10’#2"$3 4$’"#和 #03’2"$$ 4$’"# !其中 $% 株菌株具有两个及两个以上肠毒素基

因$ &$ 株菌株可分为 $! 个序列型 " ./# !以 ./#&./5&./$11 和 ./$ 为主!共占 3#05$2 "%$ 4&$# !在进化树上主

要形成 & 个分支$ 结论(!""#%!"$! 年宁波市食品中金黄色葡萄球菌携带肠毒素基因频率较高!需加强监测$

肠毒素基因阳性菌株与中国其他地区食品株在分子分型上存在较大差异$
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((金黄色葡萄球菌引起的胃肠炎起病急’症状重"
摄入半小时就可引起呕吐’发热和腹泻等症状"严重
者会导致脱水’电解质紊乱甚至休克死亡"所以一直
以来都是食品污染物监测项目的研究重点( 在美国

由该菌引起的食物中毒占整个细菌性食物中毒的
%%2"加拿大则高达 &#2)$* ( 肠毒素是金黄色葡萄
球菌的主要致病因子"$ !C4̂C就能达到人的中毒剂
量)!* ( 目前肠毒素主要分为 .I7b.I?"以 .I7b

.IR最为常见)%8&* ( $’’1 年 ,GFWNB 等人建立了多位
点测序分型$ZPVSFVA;PUUN]PNB;NSM\FBC",-./%技术"

该技术以分析管家基因的序列多态性为基础)#* ( 该
方法重复性好"实验室间可以进行数据共享"为分析
金黄色葡萄球菌遗传相关性’探索菌株的起源和进化
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提供了巨大的信息资源( 目前 ,-./多用于临床菌
株的分析与研究"对食源性菌株的研究比较少( 为掌
握宁波市食品中金黄色葡萄球菌肠毒素基因分布以
及分子分型特征"进行了相关研究(

$(材料与方法
$0$(材料
$0$0$(菌株来源与鉴定

!""#!!"$! 年宁波市食品污染物监测样品中
分离的 $’" 株金黄色葡萄球菌$ !"#$%&$’%均由宁波
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"采用食品安全国家标准 >‘
&31’0$"!!"$"+食品微生物学检验 金黄色葡萄球
菌, )5*及 dc/Ie8! 全自动微生物鉴定仪对其进行鉴
定均为金黄色葡萄球菌( !0#$%&$’标准菌株为
$7/**!’!$%"美国微生物%(
$0$0!(主要仪器与试剂

dc/Ie8! 全自动微生物鉴定仪$法国生物梅里
埃%")*+仪$德国艾本德%"dNTUGRA;,AWNV%""" 凝
胶成像仪’电泳仪均购自美国伯乐"7‘c%3%" 全自动
基因分析仪$上海英骏公司%( ,FBF‘I./细菌基因
组 RD7提取试剂盒$%0" 版%’)TNZFY5#6/,试剂盒
$!0" 版%均购自日本 /ĜGTG")*+试剂和 !"" Q\
RD7VGWWNT,GT̂NT均购自大连宝生物公司(
$0!(方法
$0!0$(引物设计与合成

根据 >NB‘GB^ 中公布的基因序列"利用 )TFZNT
)TNZFNT#0" 软件设计引物( ’&#’’&,’’&-和 ’&. 基因
扩增引物见表 $"引物均由上海英骏公司合成(
,-./扩增和测序引物参考文献)3*(

表 $(& 种肠毒素基因 )*+扩增引物

/GQVN$()TFZNT.N]PNB;NA<<APTNBSNTASAYFB CNBNQM)*+

目的基因 引物 引物序列$#f8%f%
扩增产物
4Q\

’&#

’&,

’&-

’&.

’&#8_ />>/>*//7//7/>>//7/*
’&#8+ /*//>*//>77>7/**77*/
’&,8_ 77>>7*7*/77>//7>>>77
’&,8+ 7/*7/>/*7/7**7777>*/
’&-8_ */*77>77*/7>7*7/7777>*/7>>
’&-8+ /*7777/*>>7//77*7//7/**
’&.8_ 7/7>/7>///7**/>>>/*>
’&.8+ 7>/>//*//>7//7>*>///

!$3

&&%

!3$

&!’

$0!0!(金黄色葡萄球菌基因组 RD7的提取
采用,FBF‘I./细菌基因组 RD7提取试剂盒"按

照试剂说明书操作提取金黄色葡萄球菌基因组RD7(
$0!0%(肠毒素基因扩增

采用 )TNZFY5#6/,试剂盒"按照试剂说明书配
置 )*+反应体系( 扩增条件&’& g预变性 # ZFB"

’& g变性 $ ZFB"#" g退火 $ ZFB"3! g延伸 $ ZFB"
共 %# 个循环"最后 3! g延伸 $" ZFB( 取扩增产物
$" !V点样于 $2琼脂糖凝胶$内含溴化乙锭最终浓
度为 "0# !C4ZV%"电压 $" d4;Z"电泳 %" ZFB"暗室
内紫外光下$波长 !#& b%5# BZ%观察电泳结果"观
察是否有预期分子量大小的条带出现(
$0!0&(金黄色葡萄球菌 ,-./扩增’测序和数据
分析 )3*

选择金黄色葡萄球菌的 3 个管家基因 #%-’#%4’
730’789’0/#’/0:和 26:进行 )*+"扩增产物利用
7‘c%3%" 全自动基因分析仪采用测序引物对扩增的
片段进行正反方向核苷酸序列测定"测序结果利用
软件 *=TAZGU编辑和拼接"用 ‘FANWFS进行校正"校
正后的序列与金黄色葡萄球菌 ,-./标准数据库 )1*

进行比对"获得各管家基因位点的等位基因数值"
并形成相应的等位基因谱"判断其序列型$UN]PNB;N
SM\N"./%( 利用 ,NCG50" 对管家基因核苷酸序列
构建系统进化树"利用 N‘L+./d% 软件对 ./进行
分析( 参考菌株来自金黄色葡萄球菌 ,-./标准数
据库(

!(结果
!0$(肠毒素基因检测结果

金黄色葡萄球菌菌株 & 种肠毒素基因总检出率
为 !$0#12 $&$4$’" %"其中检出 ’&# 阳性株 $& 株
$30%32%"’&,阳性株 $" 株 $#0!52%"’&-阳性株
$3 株$10’#2%"’&. 阳性株 $$ 株$#03’2%( 同时检
出两个及两个以上肠毒素基因的菌株有 $" 株"其中
’&# 6’&,共阳性 $ 株"’&# 6’&-共阳性 % 株"’&,6’&-

共阳性 % 株"’&-6’&. 共阳性 ! 株"’&,6’&-6’&. 共
阳性$ 株( 具体检测结果见表 !(
!0!(肠毒素基因阳性金黄色葡萄球菌 ,-./分型
结果

&$ 株菌株可分为 $! 个 ./( ./# 的菌株有
$& 株"占 %&0$#2#./5 和 ./$11 的菌株均为 5 株"

各占 $&05%2#./$ 的菌株有 # 株"占 $!0!"2#./!#
和 ./#’ 各 ! 株" ./3’ ./’’ ./11’ ./%’1’ ./$"’& 和
./$’!" 各 $ 株( 菌株肠毒素基因分布与主要 ./分
型结果见表 %(
!0%(肠毒素基因阳性金黄色葡萄球菌食品株
N‘L+./d% 软件分析结果

从金黄色葡萄球菌 ,-./标准数据库中选择中
国食品中分离的菌株作为参照"利用 N‘L+./d% 软
件绘制菌株 ./分布图"见图 $( 数据库中中国食源
性菌株共有 ’$ 株"分为 5" 个 ./( ./’3 的菌株有
!$ 株"占 !%0"12#./%’1 的菌株有 # 株"占 #0&’2#
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((( 表 !(!""#!!"$! 年宁波市食品中金黄色葡萄球菌肠毒素基因分布情况$株%

/GQVN!(RFUSTFQPSFAB A<NBSNTASAYFB CNBNUA<!0#$%&’FUAVGSNW <TAZ<AAW WPTFBC!""#8!"$!
年份 ’&# ’&, ’&- ’&. ’&# 6’&, ’&# 6’&- ’&,6’&- ’&-6’&. ’&,6’&-6’&.
!""# $ $ " & " " " " $
!""5 # % # $ " $ $ " "
!""3 $ " " " " ! " " "
!""1 " " " ! " " " $ "
!""’ $ " " " " " " " "
!"$" " " " " " " " " "
!"$$ ! " ! " $ " $ $ "
!"$! " $ $ $ " " $ " "

表 %(金黄色葡萄球菌肠毒素基因与主要 ./分型结果$株%

/GQVN%(+NVGSFABU=F\ A<NBSNTASAYFB CNBNUWFUSTFQPSFAB GBW

ZG9ATUN]PNB;NSM\NA<!"#$%&$’
基因 ./# ./5 ./$11 ./$
’&# $ & ! $
’&- % $ $ $
’&. 5 " ! "
’&, $ " " "
’&# 6’&- " $ " !
’&,6’&- $ " $ "
’&-6’&. $ " " $
’&,6’&-6’&. $ " " "

注&数字表示 ./" 为宁波食源性菌株特有 ./"

其余为中国其他地区食源性菌株 ./" ./为两种来源均有

图 $(N‘L+./d% 软件分析肠毒素基因阳性食源性金黄色

葡萄球 ./分布
_FCPTN$(./WFUSTFQPSFAB A<!"#$%&’USTGFBU[FS= NBSNTASAYFB

CNBNU<TAZ<AAW GBGVMhNW [FS= N‘L+./d%

./!$#& 有 % 株"其他 ./只有 $ b! 株(
!0&(3 个管家基因连接序列 ,NCG50" 软件分析
结果

&$ 株能进行 ./分型的菌株按照形成 ./的顺
序将 3 个管家基因连接成长度为 % $15 Q\ 的多基因
序列"利用 ,NCG50" 软件采用 ,GYFZPZ-F̂NVF=AAW
方法绘制系统进化树( 从图 ! 可知 &$ 株菌株在进
化树上主要形成 & 个分支( 以 ./$8!""5_$%387*作
为标准序列"其他 &" 条序列出现 35 个碱基变异位
点"总碱基变异数为 %’""变异率为 "0%"2"具体结
果见图 !(

%(讨论
根据 !""%!!""# 年中国食品污染物和食源性

疾病监测项目数据统计"金黄色葡萄球菌引起的食
物中毒在细菌性感染中占第 & 位"其中以 7型肠毒
素引起的食物中毒为主"‘型居于第二位"*型和 R

型比较少见( 浙江地区金黄色葡萄球菌引起的食
物中毒仅次于副溶血性弧菌位于第 ! 位 )’* ( 杭州

的张俊彦等 )$"*研究结果显示食源性金黄色葡萄球
菌各型肠毒素基因的比例分别为’&# 占 &"0$"2’’&,

占 &"0$";’’&-占 $&0$%2"未检测到 ’&.( 温州的
章乐怡等 )$$*研究发现食源性金黄色葡萄球菌各型
肠毒素基因的比例分别为 ’&# 占 !%0%"2’’&,占
’03$2’’&-占 103&2’’&. 占 30332( 台州的沈伟
伟等 )$!*发现食源性金黄色葡萄球菌各型肠毒素基
因的比例分别为 ’&# 占 !$0&2"’&,占 30$2"’&-占
!0&2"未检测到 ’&.( !""#!!"$! 年从宁波市食品
中分离到 $’" 株金黄色葡萄球菌"肠毒素基因阳性
的有 &$ 株"检出率为 !$0#12"其中 ’&-的检出率最
高为 10’#2"其次为 ’&# $30%32%’’&. $#03’2%和
’&,$#0!52%( 以上数据表明食源性金黄色葡萄球
菌携带肠毒素基因频率较高"但肠毒素基因的类型
以及携带率有极大的差异"这些差异可能与地域分
布以及分离菌株的食品种类有关(

同一株金黄色葡萄球菌可以检测到两种或两
种以上肠毒素基因型"且不同基因型的检出率与菌
株有一定的关联度 )$%* ( 王丽等 )$&*发现 1$ 株食源
性菌株和 $"& 株食物中毒来源菌株中这 & 种肠毒素
基因检出共有 3 种类型( 本课题组在 &$ 株食源性
菌株中发现 ’ 种类型(

目前在 ,-./数据库中金黄色葡萄球菌可以分
成 ! 1&" 种 ./"共收录了 & ’!’ 株菌株的相关信息"

而中国食源性菌株只有 ’$ 株( 按照 ./单点变异型
$UFBCVN8VA;PUXGTFGBS".-d%值!% 为一个克隆群"具
有最大 !<=值的 ./为主要起源( 经 N‘L+./d% 分
析显示"中国食源性菌株 ./分布存在 # 个克隆群
./’3’./#’./%’1’./$ 和 ./’"最大克隆群为 ./’3"
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注&菌株编号为 ./8年份 _菌株编号8肠毒素基因"右侧条图黑线表示与 $ 号菌株相比该处核苷酸有差异

图 !(宁波肠毒素基因阳性食源性金黄色葡萄球菌的 3 个管家基因系统进化树分析
_FCPTN!()=MVACNBNSF;STNNA<3 =APUN8̂NN\FBCCNBNUA<!"#$%&’USTGFBU[FS= NBSNTASAYFB CNBNU<TAZ<AAW FB DFBCQA

主要起源克隆群为 ./%’1 $ !<=i5%( 宁波未发现
./’3 克隆群"其他 & 群共存但以 ./# 克隆群为主(
这种差异可能是因为本次研究的宁波市金黄色葡萄
球菌菌株均为肠毒素阳性的食源性菌株"而 ./’3 克
隆群可能是由肠毒素阴性的金黄色葡萄球菌构成(
与全国其他地区食源性菌株相比"宁波市分离的肠毒
素阳性的金黄色葡萄球菌菌株有 1 种新 ./( ./$’
./#’./#’’./11 和 ./$11 型菌株在日本和欧美等国
家患乳腺炎的奶牛所产牛奶中有检出( 而 ./3’
./$"’& 和 ./$’!" 菌株在病人和携带者中检出(

&$ 株菌株在进化树上分为 & 个分支"./5 型分
支主要由 !""5!!""3 年分离的携带 ’&# 和 ’&-菌株
构成#./$11 分支则由 !""#!!""5 年分离菌株组
成"./$ 分支则由 !""5!!""’ 年以及 !"$! 年分离
的携带 ’&# 和 ’&-菌株组成( 主要克隆群 ./# 分支
则由 !""#!!""5 年’!""1 年’!"$$!!"$! 年分离的
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摘(要!目的(基于副溶血性弧菌 /.1? RD7序列中特异性变异位点!建立新的大流行株鉴别方法$ 方法(通过
对多种型别菌株的 /.1 序列进行比对!查找大流行株特异性变异位点!并基于该位点设计位点特异性 )*+体系和
检测方法$ 以 >.8)*+和 /.1 基因联合检测为参照方法!用已知大流行株&非大流行株和 !"$& 年收集的$ "53 株副
溶血性弧菌对新方法进行验证$ 结果(% 株菌株的 5 条 /.1 全序列存在 !5 个多态性位点!其中 /.1? 基因的第
%51 位碱基的变异)>47*能用于鉴别大流行株!本研究基于此位点建立了 /.1?l%51 位点特异性 )*+$ 该变异能将
$’’5 年后的大流行 ?%me5型菌株与 $’’5 前的进行区分!也能将大流行株其他血清型变种与非流行菌株进行区分$

对 !"$& 年的 $ "53 株菌株的检测结果显示!/.1?l%51 位点特异性 )*+与参考方法检测结果完全一致$ 结论(本研
究以副溶血性弧菌 /.1 基因的多态性位点建立检测大流行菌型的试验方法!从对 $ "53 株菌株的实测结果来看!
/.1?l%51 位点特异性 )*+与既往报道的方法具有高度的一致性!且指标更为直接$
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