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摘 要：目的　了解不同来源 ST9 耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（MRSA）的全基因组特征。方法　对收集的 4 株分

离自猪胴体和屠宰工作人员的 ST9 MRSA 菌株进行全基因组序列测序，分析 ST9 MRSA 的基因特征、耐药基因和毒

力基因携带情况，利用比较基因组学筛选单核苷酸多态性（SNP），并与 NCBI 收录的 11 株不同 ST 型的 MRSA 和甲

氧西林敏感金黄色葡萄球菌菌株进行核心基因分析，构建系统发育树。结果　4 株不同来源 ST9 MRSA 全基因组

序列全长约为 2. 6 Mbp，共含有 2 122~2 494 个基因，基因组的平均 GC 含量为 32. 8%。不同来源菌株基因组中均

含有 26~31 种耐药基因、44~56 种毒力基因。4 株 ST9 MRSA 与欧洲主要流行的 ST398 代表性菌株比较，核苷酸同

源性高，菌株之间 SNP 数量少于 300 个。系统进化发育树分析结果显示 ST9 和 ST398 MRSA 在分子进化过程中分

成了不同独立进化分支，家畜和人来源的 MRSA 菌株在分子进化中没有明显相关性。结论　本研究获得了不同来

源 ST9 MRSA 全基因组基本特征的背景材料，了解了不同 ST 型 MRSA 分子进化溯源关系，为后续 ST9 MRSA 的分

子流行病学和致病性机制研究提供科学指导。
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Abstract： Objective　 To explore the whole-genome characteristics of methicillin-resistant Staphylococcus aureus 
（MRSA）. Methods　 Four ST9 MRSA strains isolated from pig carcasses and slaughter workers were collected and 
sequenced.  The genetic characteristics， resistance genes and virulence genes of their genomes were analyzed.  Single 
nucleotide polymorphism（SNPs） were screened by comparative genomics， and the comparisons with the core genes of 11 
MRSA and methicillin sensitive Staphylococcus aureus（MSSA） with different ST type from NCBI were analyzed to construct 
a phylogenetic tree. Results　The results showed that the full-length genomic sequence of the four ST9 MRSA strains from 
different sources was about 2. 6 Mbp， of which contained 2 122-2 494 genes， and the average GC content of the genes in 
the four genomes was 32. 8%.  The genomes from different sources contained 26-31 drug resistance genes and 44-56 
virulence genes.  Compared with ST398 MRSA which was popular in Europe and other countries， the four ST9 MRSA 
strains had high nucleotide homology， and the numbers of SNPs between strains were less than 300.  The phylogenetic tree 
analysis showed that ST9 and ST398 MRSA had been divided into different independent evolutionary branches in the 
molecular evolutionary courses.  MRSA strains from animal and human origin had no obvious correlation in molecular 
evolution. Conclusion　 This study obtained background materials on the basic characteristics of the ST9 MRSA genome 
from different sources， which could help understand the molecular evolutionary traceability of different ST-type MRSAs.  
These data will provide scientific guidance for subsequent studies on the molecular epidemiology and pathogenic 
mechanism of ST9 MRSA.
Key words： Methicillin-resistant Staphylococcus aureus； ST9； whole genome sequencing； phylogenetic analysis； 
comparative genetic analysis
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耐 甲 氧 西 林 金 黄 色 葡 萄 球 菌（Methicillin-

resistant Staphylococcus aureus，MRSA）的出现和传播

是世界性重要的公共问题［1］。2005 年在荷兰报道

了第 1 例与猪相关的 ST398 MRSA（MRSA-ST398）［2］。

迄今，很多国家已成功从家禽和牲畜中分离获得

MRSA。不同的是，欧洲报道的牲畜 MRSA 菌株以

ST398 为主［1，3-4］，而在亚洲，从猪和农场工人分离的

MRSA 主要 ST 类型为 ST9［5-6］。且研究发现在养猪

场生活或工作的屠宰场工人、兽医及其家人，感染

MRSA 风险增加，推测动物和人之间的传播途径

可 能是通过直接或间接地接触受污染的空气和

环境［7-9］。

由于传统金黄色葡萄球菌分型方法的分辨率

有限，例如多位点序列分型和金黄色葡萄球菌 A 蛋

白序列分型，无法深入了解不同 ST 型的 MRSA 分

子进化演变和流行病学特征［10-11］。为更好地了解我

国 ST9 MRSA 菌株分子进化特征，本研究对 4 株分

离自不同省份家畜和人来源的 ST9 MRSA 进行全基

因组测序，分析不同菌株基因组中的耐药基因和毒

力基因，并与欧洲主要流行的 ST398，以及其他不同

代表性 ST 型的 MRSA 和甲氧西林敏感金黄色葡萄

球 菌（Methicillin sensitive Staphylococcus aureus，

MSSA）代表性菌株数据进行比较基因组学分析，构

建核心基因的系统发育进化树，从而为解析 ST9 
MRSA 基因组多样性和进化等研究提供新的线索。。

1　材料与方法

1. 1　菌株

4 株 MRSA 菌株来自于中国食品药品检定研究

院，具体信息见表 1。

1. 2　主要试剂和仪器

细菌培养箱购自中仪国科（北京）科技有限公

司。普通营养琼脂培养基（北京三药公司科技开发

公司）；DNA 提取试剂盒（德国 Qiagen 公司）；其他

试剂均为国产分析纯。

1. 3　细菌培养

将 4 株 MRSA 菌株复苏后分别接种至普通营

养琼脂平板培养基中，按说明书要求对上述新鲜培

养物进行细菌 DNA 提取，DNA 样品放置-80 ℃保存

备用。

1. 4　全基因组测序和生物信息学分析

参考文献［12］，采用 Illumina 公司 solexa 测序

技术对上述提取的细菌全基因组 DNA 进行全基因

组测序。应用软件 velvet 1. 2. 03 对上述测序菌株

的下机的 reads 数据进行拼装，并应用 glimmer 3. 02
进行基因预测；同时搜寻 NCBI 的 NR 库与 SEED 蛋

白数据库进行基因功能注释，利用 CDD 数据库进行

直 系 同 源 簇（COG）分 类 。 应 用 Virulence finder 
（http：//cge. cbs. dtu. dk/services/VirulenceFinder/）
和 Resistance Gene Identifier（https：//card. mcmaster.
ca/analyze/rgi）分别用于基因组中毒力因子和耐药

基 因 的 预 测 分 析 。 以 ST398 MRSA 菌 株 11P4
（NCBI：JJDM00000000）为参考进行测序的 4 株 ST9
菌株单核苷酸多态性（Single nucleotide polymorphism，

SNPs）分析（表 1）。同时与已发表的 11 株不同来源

ST9 和 ST398 MRSA 和 MSSA 菌株进行核心基因筛

选，构建系统进化树。

2　结果

2. 1　全基因组基本特征

将全基因测序获得 reads 进行拼装，每株细菌

获得 23~29 个数量不等基因组 Contig 片段。Contig

表  1　本研究中所用菌株的特征信息

Table 1　Characteristics of strains used in this study
国家

中国

荷兰

地区

陕西

河北

河北

四川

台湾

台湾

某省

—

—

—

菌株

HB2
F90

P5-10
A49

TSAR02
QR502

A69
BA01611

M1
CUHK_188

3503
T0131
11P4
43P8

FP_N239

分离来源

屠宰工作人员

猪

猪

猪

人

人

猪

牛

人

人

人

人

猪

猪

牛

ST 型

ST9
ST9
ST9
ST9
ST9
ST9
ST9
ST9

ST59
ST188

ST5
ST239
ST398
ST398
ST398

数据来源

本研究

本研究

本研究

本研究

NCBI登录号：NADB00000000
NCBI登录号：NADI00000000
NCBI登录号：JJOP01000000
NCBI登录号：LIRC00000000
NCBI登录号：LIDQ00000000
NCBI登录号：JFFV00000000
NCBI登录号：MBTB00000000

NCBI登录号：CP002643
NCBI登录号：JJDM00000000
NCBI登录号：JJBB00000000
NCBI登录号：JIYQ00000000

备注

MRSA
MRSA
MRSA
MRSA
MRSA
MRSA
MRSA
MRSA
MRSA
MSSA
MRSA
MRSA
MRSA
MRSA
MRSA

注：—表示未给出信息
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的 N50 数值从 20~49 kbp 大小不等。4 株 MSRA 的

全基因组序列大小均约为 2. 6 Mbp，基因组 GC 含

量相似，平均 GC 含量为 32. 8%。预测分析发现测

序菌株基因组含有 2 122~2 494 个数量不等基因，

COG 功能注释的每株菌株所包含预测编码蛋白为

1 729~1 986 个（表 2）。

以已发表 ST398 MRSA11P4 菌株为参考，在全

基因组水平进行核苷酸一致性分析，显示本研究 4 株

ST9 型与 ST398 型间核苷酸序列共线性良好，呈反

向镜面结构，核苷酸同源性均超过 95%。表明不同

ST 型的 MRSA 菌株基因组结构高度相似（图 1）。

2. 2　耐药基因分析

通过对基因组耐药基因注释分析，发现每株

MRSA 含有大量的耐药基因，数量在 26~31 种不等

（表 3），并发现多种耐药基因可针对 1 种抗生素，例

如预测 7 种耐药基因均可产生对氟喹诺酮和多肽

类抗生素耐药。预测 4 株 MRSA 菌株均含有对氨

基 香 豆 素 类 、氨 基 糖 苷 类 、diaminopyrimidine、
elfamycin、氟喹诺酮、磷霉素、褐霉素、四环素类、莫

匹罗星、多肽类产生抗性的耐药基因。此外，F90 和

A49 菌株基因组还有对氯霉素类的耐药基因。

2. 3　毒力基因

通过对基因组毒力基因注释分析发现，4 株

MRSA 菌株基因组中含有 44~56 种数量不等的毒力

因子（图 2），不同菌株间多数毒力因子相同，主要包

括 与 细 菌 黏 附 功 能 类（如 icaA、icaB、icaC 和 spa

等）、胞外酶类（例如 nuc 和 splA 等）、宿主免疫逃逸

相关（如 capA、capB 和 capC 等）及毒素类（如 hlgB、

hlgC 和 hysA 等）等毒力因子（图 2）。相比较其他 3 株

菌株仅含 1~4 个编码血红素转运蛋白基因（如 isdC、

isdE、isdF 和 isdG），而 HB2 菌株基因组发现 7 个

isdC、isdE、isdF、isdA、isdB、isdG 和 isdD 基因。

2. 4　SNP 分析

以 11P4 菌株为参考进行 4 株测序菌株 SNPs
分 析 ，发 现 不 同 的 MRSA 基 因 组 与 参 考 菌 株 的

SNPs 数量不尽相同，其中 HB2 菌株基因组中仅发

现 8 个 SNPs，且全都位于非编码区，而其他 F90、
A49 和 P5-10 菌株的 SNPs 数量分别为 15、206 和

135 个，分布在编码区的数量占比分别为 40. 0%、

59. 2% 和 74. 8%。同义 SNPs 和非同义 SNPs 比例

表  2　4 株 MRSA 基因组特征

Table 2　Genomic characteristics of four MRSA strains
菌株

HB2
F90
A49
P5-10

基因组
大小/bp

2 729 883
2 726 428
2 600 782
2 773 236

基因
数量

2 491
2 494
2 384
2 122

N50/bp
495 151
202 288
148 647
216 910

GC
含量/%

32.80
32.81
32.81
32.78

Contig
数量

23
23
29
23

COG
分类

1 974
1 986
1 898
1 729

注：橘红色：正向；蓝色：反向

图  1　4 株 ST9 和 ST398 MRSA 全基因组核苷酸序列的

共线性分析

Figure 1　Collinearity analysis of nucleotide sequences of four 
ST9 and ST398 MRSA genomes

表  3　4 株 MRSA 基因组耐药基因注释分析

Table 3　The drug resistance genes contained in the genomes of four MRSA strains
菌株

HB2

F90

A49

P5-10

耐药基因数量

30

31

30

26

预测耐药基因产生抗性的抗生素

氨基香豆素类（1）、氨基糖苷类（1）、diaminopyrimidine（2）、elfamycin（1）、氟喹诺酮（7）、磷霉素（4）、褐霉素（2）、
四环素类（4）、莫匹罗星（1）和多肽类（7）
氨基香豆素类（1）、氨基糖苷类（1）、diaminopyrimidine（2）、elfamycin（1）、氟喹诺酮（6）、磷霉素（4）、褐霉素（2）、
四环素类（4）、莫匹罗星（1）、多肽类（7）、penam（1）和氯霉素类（1）
氨基香豆素类（1）、氨基糖苷类（1）、diaminopyrimidine（2）、elfamycin（1）、氟喹诺酮（7）、磷霉素（4）、褐霉素（2）、
四环素类（4）、多肽类（6）和氯霉素类（1）
氨基香豆素类（2）、氨基糖苷类（1）、diaminopyrimidine（2）、elfamycin（1）、氟喹诺酮（5）、磷霉素（4）、褐霉素（2）、
四环素类（2）和多肽类（7）

注：括号中数字代表所包含的耐药基因数量

图  2　4 株 MRSA 基因组所含毒力基因

Figure 2　The virulence genes contained in the genomes of four 
MRSA strains
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在不同菌株也不同，A49 菌株所含非同义 SNPs 数

量最多，达 58 个（表 4）。

2. 5　系统发育进化分析

基于不同菌株的全基因组核心基因进行系统

进化发育树分析，结果显示不同 ST 菌株系统发育

进化过程中，分成了不同独立进化分支。分离于荷

兰的 3 株 ST398 MRSA 和 MSSA 形成独立进化分

支，而分离于动物或人的 ST9 MRSA 菌株成另一个

进化分支，并以此在内部又被各分成两个亚分支，

动物和人来源的 MRSA 菌株在分子进化中并没有

明显相关性（图 3）。

3　讨论

近 20 年来，随着高通量测序技术的飞速发展，

结合生物信息学分析已成为研究致病菌致病性、耐

药性和分子进化的一种重要手段［13-14］。本研究对获

得的 4 株不同来源的 ST9 的 MRSA 菌株进行全基

因组测序，解析了 4 株 MRSA 菌株中所含有的基因

特征、耐药基因和毒力基因，丰富了 MRSA 基因组

特征性背景材料。

比较基因组分析结果显示 4 株不同来源的

ST9 MRSA 菌株基因组大小相似，GC 含量基本一

致，与已发表的 ST398 MRSA 菌株比较核苷酸同源

性高，共线性良好，4 株不同菌株 SNP 数量小于 300 个，

进一步表明 MRSA 的核心基因高度保守［6，15］。

研究报道四环素类、大环内酯类等抗生素是当

前中国养猪业最常用的抗菌药物，推测形成巨大抗

生素进化压力，影响养猪业从业人员和猪所携带

ST9 MRSA 菌株的分子进化［16-17］。研究人员发现，在

德国分离的 ST398 MRSA 为了更好适应猪育种常用

的四环素施加的选择压力，在进化过程中获得了

tetK 和 tetM 耐药基因［18］，这些结果也提示牲畜业应

表  4　4 株 MRSA 基因组 SNPs分析

Table 4　SNPs analysis in the genomes of four MRSA strains
菌株

HB2
F90
A49
P5-10

总 SNPs数量

8
15

206
135

编码区 SNPs数量

同义 SNPs
0
4

64
78

非同义 SNPs
0
2

58
23

图  3　基于细菌核心基因组构建的系统进化发育树

Figure 3　Phylogenetic tree constructed based on the bacterial core-genomes
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合理使用抗生素。

MRSA 感染主要与其毒力基因编码的蛋白和活

性分子密切相关，基因组中携带毒力基因的功能主

要包括参与编码黏附素、毒素、胞外酶及免疫逃

逸［1］。本研究发现 4 株 MRSA 菌株所含有 44~56 种

数量不等毒力基因，这些可能与菌株的致病力密切

相关。血红素是铁在体内最主要的存在方式，同时

也是病原菌生存所需的主要铁离子来源，是致病菌

营养竞争的主要目标。在细菌感染过程中包括导

致宿主氧化损伤、细胞死亡、扩大炎症反应等发挥

重要作用。血红素转运蛋白作为血红素转运系统

中主要成分，帮助病原菌从宿主血红素结合蛋白中

捕获血红素，提升细菌的生存和传播能力［19］。HB2
菌株较其他 3 株分离于猪的 MRSA 菌株携带多种

血红素转运蛋白基因，可能与该菌株具有特定传播

能力、成功在人定植相关。

基于全基因组水平的系统发育进化树分析显

示 ST9 和 ST398 MRSA 位于不同独立的进化分支。

进一步支持 ST9 MRSA 进化不同 ST398，来源于不

同的近祖先。而分离自不同动物和人的 ST9 MRSA
进化距离较近，均位于同一进化分支内，进化关系

与分离宿主来源无明显相关性，提示 ST9 分离株可

能共享一个共同的核心基因库，并且可以很容易地

在不同宿主物种之间传播。事实上，大量研究表明

ST398 MRSA 菌株可以通过贸易、职业接触和牲畜

运输等途径传播，有一些 ST398 MRSA 从阳性区域

引入阴性区域的成功案例［8-9］。此外，当前优势克隆

群 ST9 和 ST398 MRSA 与其他非优势细菌比较，具

有增强的生物膜形成能力和抗干燥性。生物膜的

产生可以保护细菌并使它们能够在恶劣或极端环

境中生存，提高细菌的适应和生存［20-21］。这些研究

结果进一步表明，猪是人类和牛体内 MRSA 感染的

重要储存宿主。

综上，本研究获得 4 株不同分离来源 MRSA 全

基因组序列，丰富了国内外对于 ST9 MRSA 研究的

数据库信息，并通过比较基因组学分析，进一步证

实了 ST9 MRSA 的分子进化不同于 ST398，获得特

定的分子遗传特征，这些结果为后续 ST9 MRSA 的

分子流行病学和致病性机制研究奠定基础。
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