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摘(要!目的(了解温州市食品中金黄色葡萄球菌的污染状况!分析分离的金黄色葡萄球菌的耐药性$毒力基因

分布及脉冲场凝胶电泳#7TZN%分子分型特征" 方法(依据 ZF2L4,A)*.&*)*(食品安全国家标准 食品微生物学

检验 金黄色葡萄球菌检验)进行菌株分离鉴定!采用纸片法进行药敏试验!-H>H#dWbE! 法和聚合酶链式反应
#758%法分别进行肠毒素及其基因的检测!7TZN法进行分子分型" 结果(2 类食品 ’44 份样品中有 )+ 份样品检

出金黄色葡萄球菌!检出率为 2A)&c!其中生畜肉和生禽肉检出率较高!分别为 )’A4,c#%0’+%和 ))A))c#20’+%"

所有菌株均有不同程度的耐药!对青霉素耐药率最高#)**A**c!)+0)+%!其次为红霉素#%+A&%c!,0)+%!多重耐药

率为 )4AL%c#’0)+%!未检出对甲氧西林耐药的金黄色葡萄球菌" 金黄色葡萄球菌肠毒素及其基因检测阳性率均

为 %+A&%c#,0)+%!其中 8#4$8#+ 基因检出率较高!均为 ’LA%*c # +0)+ %" 7TZN图谱分为 )& 种 7TZN带型"

结论(金黄色葡萄球菌在温州市食品中存在一定的污染率!且具有分子多态性$产肠毒素率及毒素基因携带率较

高的特征!提示存在潜在的食品安全隐患"
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))A))c #20’+$" =:;]:B<Ĥ:/CJE//;<=OH>;9:=:O><H?H.<HB#=:;H;<O><<.O</:O;<.>:S=RP" O>S <3:=:;H;<O><=O<:<.]:>HBH//H>

9O;<3:3HP3:;<# )**A**c" )+0)+ $" K.//.9:S ?C:=C<3=.-CBH> # %+A&%c" ,0)+ $" O>S )4AL%c # ’0)+ $ ;<=OH>;

SH;]/OC:S -R/<H#S=RP=:;H;<O>B:JD.-:<3HBH//H>#=:;H;<O><:*)(0/%5$5$$78)72#78#M8!E$ 9O;S:<:B<:SJ_3:]=:̂O/:>B:

=O<:;9:=:%+A&%c #,0)+ $ H> :><:=.<.[H> O>S H<;P:>:;" O-.>P93HB3 8#4O>S 8#+ P:>:9:=:-.=:K=:jR:></CK.R>S



!&%*(( !
中国食品卫生杂志

5"WDN!NaYU8DE1YTTYYb"$ZWNDN &*)4 年第 ’* 卷第 ’ 期
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((金黄色葡萄球菌广泛存在于自然环境中"是一
种常见的食源性致病菌"金黄色葡萄球菌污染食物
所导致的食源性疾病已成为世界性食品安全问题)
美国每年由金黄色葡萄球菌引起的食物中毒事件
数量占细菌性食物中毒事件的 ’’c ’)#&( "而我国金
黄色葡萄球菌及其毒素亦是引发细菌性食物中毒
的主要致病因子之一 ’’( ) 金黄色葡萄球菌众多的
毒素及耐药性的不断增强"给其防治带来极大的挑
战) 为了解温州市食品中金黄色葡萄球菌污染水
平"本研究对温州市市售生畜肉*生禽肉*鱼饼以及
奶粉样品进行监测"并对分离出的金黄色葡萄球菌
进行耐药性*致病性和脉冲场凝胶电泳 #7TZN$分
子分型研究"建立其相关资料的数据库"为今后更
好地预防和控制由金黄色葡萄球菌引起的食源性
疾病的发生提供参考依据)

)(材料与方法
)A)(材料
)A)A)(样品来源

&*)+ 年 ’ m)) 月"在温州市 )) 个县市区所设
监测点内的各农贸市场*超市等场所"采集生畜肉*
生禽肉*鱼饼各 ’+ 份"奶粉样品 &4* 份"共计 ’44 份
样品"每份约 %** P)
)A)A&(主要仪器与试剂

-H>H#dWbE! 小型全自动荧光酶联免疫分析仪*
dW_N6& 5.-]OB<全自动细菌鉴定及药敏分析系统
均购自法国生物梅里埃"_)** 型梯度聚合酶链式反
应#758$仪*5"NTMO]]:=型脉冲场凝胶电泳仪*
Z:/V8型凝胶成像仪均购自美国 FH.#8OS"p;:])**
全自动核酸分析系统’中国台湾 FWY7_W5#光鼎$()

M"琼脂*LA%c氯化钠肉汤均购自青岛海博生
物制品有限公司"抗菌药敏纸片#英国 Y[.HS$"-H>H#
dWbE! !N_&#法国生物梅里埃$"758试剂* :6) W
酶*94) W酶均购自日本 _O‘O=O"溶葡萄球菌酶#美国
!HP-O$"!:O6:-Z./S 琼脂#瑞士 1.>qO$"预制胶卡
夹’中国台湾 FWY7_W5#光鼎$()
)A&(方法
)A&A)(菌株的分离鉴定

所有样品参照 ZF2L4,A)*!&*)*-食品安全国
家标准 食品微生物学检验 金黄色葡萄球菌. ’2(第
一法进行检测"分离菌株经 dW_N6& 5.-]OB<全自

动细菌鉴定及药敏分析系统鉴定)
)A&A&(药物敏感性试验

采用纸片法进行药敏试验"抗菌药物选取*结
果判断*质量控制参考美国临床和实验室标准协会
#51!W$标准 ’%(进行) 抗生素 E组为红霉素*头孢西
丁*青霉素*复方新诺明"F组为利奈唑胺*四环素*
强力霉素"5组为氯霉素*环丙沙星和庆大霉素"U
组为呋喃妥因*甲氧苄啶) 药敏试验质控菌株为金
黄色葡萄球菌#E_55&%,&’$"购自中国工业微生物
菌种保藏管理中心#5W55$)
)A&A’(肠毒素检测

按 -H>H#dWbE! 全自动荧光酶联免疫分析仪操
作手册进行)

引物设计与合成%引物参考 7N1N! 等 ’+(报道的
8#)*8#4*8#$*8#1*8##*8#+*8#0*8#&*8#J序列进行设计"由
上海生工生物工程有限公司合成)

bDE提取%增菌液 )** !/")& *** =0-H> 离心
% -H>"弃上清液"加 )** !/bDE提取液于沉淀中"
振荡混匀) 置 )** f水浴加热 )* m)% -H>) )* ***
=0-H> 离心 ) -H>"取上清液作为肠毒素基因 758检
测模板)

基因扩增检测%758反应体系为 %* !/) 758
反应程序%,2 f预变性 % -H>",2 f变性 ’* ;"%% f
退火 ’* ;"L& f延伸 +* ;"进行 ’* 个循环"最后 L&
f延伸 )* -H>) 758扩增产物经 p;:])** 全自动核
酸分析系统进行检测分析)
)A&A2(7TZN分子分型

按照 - &*)% 年国家食源性疾病监测工作手
册. ’L( 进行) 将获得的电泳图像用 FH.DR-:=HB;
d:=;H.> LA% 软件进行分析"用非加权配对算术平均
#U7ZME$法进行聚类"构建聚类树"选用 bHB:系数
估算菌株彼此之间相似性)
)A’(统计学分析

使用 N[B:/软件录入数据"!7!! &’A* 软件进行
统计分析"计数资料的比较采用 #& 检验"以 !@
*A*% 为差异有统计学意义)

&(结果
&A)(2 类食品中金黄色葡萄球菌的污染情况

’44 份样品中共有 )+ 份样品检出金黄色葡萄
球菌"总检出率为 2A)&c) 生畜肉和生禽肉检出率
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较高"分别为 )’A4,c#%0’+$和 ))A))c#20’+$"不
同食品检出率差异有统计学意义##& h)LA)4+"!@
*A*%$) 奶粉样品中金黄色葡萄球菌检出率低于生
畜肉和生禽肉"差异均有统计学意义##& h)%A&24"
!@*A*%&#& h)*A*&%"!@*A*%$"见表 ))

表 )(不同类别食品样品中金黄色葡萄球菌检出率
_O?/:)(b:<:B<H.> =O<:.K:*)(0/%5$5$$78)72#78H;./O<:S

K=.-SHKK:=:><BO<:P.=H:;.KK..S
食品类别 检测样品份数 阳性样品份数 检出率0c

鱼饼 ’+ & %A%+

生畜肉 ’+ % )’A4,

生禽肉 ’+ 2 ))A))

奶粉 &4* % )AL,

合计 ’44 )+ 2A)&

&A&(金黄色葡萄球菌药物敏感试验结果
所有菌株对头孢西丁*复方新诺明*利奈唑胺*

强力霉素*氯霉素*庆大霉素*呋喃妥因均敏感"对
青霉素耐药率最高#)**A**c")+0)+$"其次为红霉
素#%+A&%c",0)+$"见表 &) )+ 株耐药株呈现 + 种
耐药谱"其中 % 株为单一耐药"4 株双重耐药"对
’ 种及以上抗生素耐药的菌株有 ’ 株"多重耐药
(((

表 &(金黄色葡萄球菌药物敏感试验结果
_O?/:&(E>O/C;H;.KS=RP;:>;H<ĤH<C<:;<.K:*)(0/%5$5$$78)72#78
抗生素名称 敏感菌株数 中介菌株数 耐药菌株数 耐药率0c

红霉素 L * , %+A&%

青霉素 * * )+ )**A**

四环素 )’ ) & )&A%*

环丙沙星 )% * ) +A&%

甲氧苄啶 )2 * & )&A%*

其他 )+ * * *A**

注%其他抗生素包括头孢西丁*复方新诺明*利奈唑胺*强力霉素*氯
霉素*庆大霉素*呋喃妥因

率为 )4AL%c#’0)+$)
&A’(金黄色葡萄球菌肠毒素及基因检测结果

对 )+ 株金黄色葡萄球菌进行肠毒素测定"同时
采用 758法进行 , 种肠毒素基因检测"& 种方法均检
出 , 株阳性菌株"总检出率为 %+A&%c"见表 ’) 其中
奶粉样品检测结果均为阳性"生禽肉均为阴性"而生
畜肉及鱼饼阳性率分别为 +*A**c #’0%$*%*A**c
#)0&$) 毒素基因检测结果显示"8#4*8#+ 基因检出率
最高"均为 ’LA%*c#+0)+$"共出现 + 种基因组合模
式"以 8#4w8#+ 基因型最高#)4AL%c"’0)+$"同时检
出 & 种及以上肠毒素基因的菌株占 2’AL%c#L0)+$)

表 ’(不同食品类别肠毒素及其基因型分布情况
_O?/:’(bH;<=H?R<H.> .K:><:=.<.[H> O>S H<;P:>:;H;./O<:S K=.-<3:SHKK:=:><BO<:P.=H:;.KK..S

食品类别
毒力基因型

OB:3 OS:PHI ? ?P ?PH SPI
毒素基因
阳性菌株数

毒素阳性
菌株数

奶粉 * * ) ’ ) * % %
生畜肉 * ) ) * * ) ’ ’
生禽肉 * * * * * * * *
鱼饼 ) * * * * * ) )
合计 ) ) & ’ ) ) , ,

注%OB:3 表示 8#) w8#$w8##w8#0&OS:PHI表示 8#) w8#1 w8##w8#+ w8#&w8#J&? 表示 8#4&?P表示 8#4w8#+&?PH表示 8#4w8#+ w8#&&SPI表示 8#1 w8#+
w8#J

注%OB:3 表示 8#) w8#$w8##w8#0&OS:PHI表示 8#) w8#1 w8##w8#+ w8#&w8#J&? 表示 8#4&?P表示 8#4w8#+&?PH表示 8#4w8#+ w8#&&

SPI表示 8#1 w8#+ w8#J

图 )(金黄色葡萄球菌聚类分析结果
THPR=:)(7TZN]O<<:=> .K:*)(0/%5$5$$78)72#78

&A2(7TZN分子分型
)+ 株金黄色葡萄球菌分子型别呈多态性"经聚

类分析"其相似度为 +’A&c m)**A*c"分为 )& 种
7TZN型 别" 见 图 )) 其 中 )%*2*&’* )%*2*&2*
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)%*2*&%*)%*2*&L 为同一型别")%*2*%) 与 )%*2*%&
为同一型别) 从图 ) 中可以看到 7TZN图谱的聚集
性并不明显"且型别相同的菌株"其食品类别及来
源也未表现出菌株间的相关性) 将 7TZN型别与耐
药谱及毒力基因结合分析"发现 7TZN型别一致的
菌株"它们的耐药谱及携带毒素基因的情况并不完
全相同"显示它们之间的关联性并不明确)

’(讨论
本次调查显示"2 类食品中金黄色葡萄球菌检

出率为 2A)&c"提示温州市食品存在一定程度的金
黄色葡萄球菌污染) 其中生畜肉*生禽肉检出率分
别达到 )’A4,c*))A))c"与巢国祥等 ’4(报道结果
#)*A,+c$相近"但低于索玉娟等 ’,(报道的生肉类
检出率#&)A**c$) 本研究表明食源性金黄色葡萄
球菌有一定程度耐药"尤其是青霉素#)**A**c$和
红霉素#%+A&%c$"并呈现 + 种耐药谱"多重耐药率
为 )4AL%c"与国内外报道 ’)*#)&(基本一致) 不同地
区不同食品类别耐甲氧西林金黄色葡萄球菌
#M8!E$菌株的分离率可能不同"张兰荣等 ’)’(报道
的北京市通州区污染食品的金黄色葡萄球菌全部
为 M8!E菌株"而刘东香等 ’)2(对四川省动物性食品
源金黄色葡萄球菌的耐药性分析中未检出 M8!E
菌株"在本研究中亦未检出 M8!E菌株)

金黄色葡萄球菌引起的食物中毒往往是其肠毒
素导致的"本研究中金黄色葡萄球菌肠毒素检测阳性
率为 %+A&%c"其中奶粉和生畜肉产毒率较高"与贵州
省’)%( *扬州市’4(相关报道结果相近) 金黄色葡萄球
菌肠毒素类型众多"不同类型的金黄色葡萄球菌菌株
肠毒素基因分布不同"本研究分离的 )+ 株金黄色葡
萄球菌中"8#4*8#+ 基因携带率较高) 而沈玄艺等’)+(

等从食品监测样品中分离的,+ 株金黄色葡萄球菌及
其肠毒素基因以 8#1 型最多#’LA%c$) 汪永禄等’)L(

则报道马鞍山市食品中分离的金黄色葡萄球菌肠毒
素基因携带率最高的是 8#4#&%c$) 张俊彦等’)4(发
现在生牛奶分离株中 8#) 基因比例最高"其他食品分
离株则以 8#)*8#4型为主) 这些差异可能与地域分布
以及分离菌株的食品种类有关)

本研究 )+ 株金黄色葡萄球菌分为 )& 种 7TZN
型别"显示温州市食源性金黄色葡萄球菌基因型呈现
多态性"可能与金黄色葡萄球菌流行广泛且流行时间
较长"从而长期受到免疫压力有关) 7TZN型别与耐
药谱及毒素基因之间的关联性并不明确"与王迪
等’))( *舒高林等’),(的报道一致) 通过对金黄色葡萄
球菌的 7TZN分型研究"完善了温州市金黄色葡萄球
菌的 7TZN数据库"对今后可能引发的食源性疾病流

行病学调查和溯源有着重要意义) 同时"有关部门要
加大监管力度"防止食品中金黄色葡萄球菌的污染"
并加强对金黄色葡萄球菌的耐药性监测)
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