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摘要 目前，分子分型方法已成为研究细菌耐药性发生及传播的重要手段，常用于金黄色葡萄球菌分子分

型的方法有脉冲场凝胶电泳分型（PFGE）、表面蛋白 A基因多态性分型（Spa）、随机扩增 DNA 多态性分型

（RAPD）、多位点测序分型（MLST）等，本文总结了上述几种常用的金黄色葡萄球菌分子分型方法。
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金黄色葡萄球菌是引起人和动物严重感染最

常见的细菌之一。近年来，该病原菌引起的相关感

染及食物中毒等问题日趋多见，已引起众多学者的

关注。鉴于此，要建立前沿、宏观的数据库，有效、及

时地实现疾病预防与控制，就要对金黄色葡萄球菌

进行分子流行病学分析。

1 随机扩增 DNA多态性分型（RAPD）

Williams等在 1990年在前人研究基础上，创立

了随机扩增 DNA多态性（Random amplified poly-

morphic DNA，RAPD）分型方法，后来该方法被美国

医院流行病学协会推荐为医院感染中常见病原菌

的分型方法[1]。这种分型方法原理是，采用单一非特

异性引物来识别细菌染色体上的相应位点，使用较

低的退火温度，让其发生多位点结合。该分型通过

PCR扩增、电泳检测并摄像，得到复杂基因组的指

纹图谱，然后根据指纹图谱的差异达到分型的目

的。这种分型方法的优点是安全、简便、快速、灵敏、

经济，引物通用。缺点是操作技术有些复杂、分辨率

低、易受多种因素的影响，重复性不太好等。

2 表面蛋白 A 基因多态性分型（spa
分型）

1987年已有研究报道，首次将金黄色葡萄球菌

蛋白 A 基因（Staphylococcus aureus Protein A， ）

多态性分型的方法用于金黄色葡萄球菌，该方法是

基于 基因重复序列的一种分型方法[2]。 包括

以下几个部分：Fc部分、X区域和 Fc末端区域。目

前，已证实 X区含有许多具有高度多态性的重复片

段，大小为 24 bp，重复数量为 3～15个，不同的菌

株间重复的数目和序列不同。鉴于此，针对 NCBI上

的 的基因序列来设计扩增引物，对 X区域

进行 PCR扩增，根据产物具有一定多态性的特点，

利用酶切后可以得到不同的电泳图谱，对其进行分

子分型。该分型方法简便、快捷、易储存、易标准化。

但是该法分辨率低，只能用于粗筛或初步筛选。

3 多位点测序分型（MLST分型）

Maiden等于 1998年建立了一种新型的、分辨

率高的分型方法，就是现在的 MLST[3]。该方法根据

金黄色葡萄球菌内部的 7个管家基因（ 、 、

、 、 、 和 ），根据不同菌株每一片段

有不同的序列，进而对这 7个管家基因进行扩增、

测序，与标准克隆株序列比对，从而达到分型的目

的。MLST具有其网络数据库，库内包含有全球流行

病学提交的相关资料，给长期进行流行病学相关试

验研究提供了参考依据。但是该方法要求较严格，

必须通过测序才能准确分型。

4 脉冲场凝胶电泳（PFGE分型）

1984年，Schwartz和 Cantor创建了用于全基因

组 DNA 分型的染色体 DNA 脉冲场凝胶电泳
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羔羊阉割技术操作方法

凡不做种用的公羔或公羊一律阉割作肥羊。阉割后羔羊性情温驯，管理方便，节省饲料，肉无膻

味，且较细嫩。阉割多在春天或秋天进行，天气炎热时不适于公羊去势。最常见的阉割法有 2种。

1）手术，常 2个人配合，一人保定羊，一人一手握住阴囊上方，以防羔羊的睾丸缩回腹腔内。另一

手用消毒的刀在阴囊侧面下方切开一小口，约为阴囊长度的 1/3，能挤出睾丸为宜。切开后把睾丸连同

精索取出后，消毒刨口并撒上消炎粉。手术后不要让羊卧在潮湿肮脏的地方，防止感染。

2）用橡皮筋结扎法，当公羊 1周龄时，将睾丸挤在阴囊里，用橡皮筋紧紧地扎在阴囊的上部，断绝

睾丸部的血液流通，约经半月左右自行脱落。

来源：中国农业推广网

（pulsed field gel electrophoresis，PFGE）分型方法，

目前，该方法被认定为是金黄色葡萄球菌分型的金

标准[4]。其 DNA经限制性内切酶（ Ⅰ、 Ⅰ）消

化后，通过特殊的电泳，可获得 5～20 条不同大小

的片段，根据电泳条带的不同大小和多少对其进行

分型。其分型规则如下：同一型的菌株条带数目和

大小一致，用大写英文字母表示，如 A型；同一型别

的不同亚型条带形式相差 3个条带以下，表示方法

为字母加数字，例如 A1；不同型别的条带形式相差

4个条带以上，用其他的字母表示，如 B、C、D、E、F

型等。PFGE这种分型方法，具有型率高、分辨率高、

重复性好等优点。然而，也有一定的缺点，繁琐耗

时、试验费用高、对试验仪器要求高等，在现实试验

中，有一定的局限性，不便于普及。

5 基因高变区长度多态性

MRSA菌株作为临床特殊菌株，这种方法可以

对其分型，在金黄色葡萄球菌染色体上， 和

之间存在着一段高变区，不同的 MRSA菌株，

呈现的碱基序列和数量不同，根据这个重复单位序

列扩增产物的不同来进行分型。因此，可以用 PCR

扩增方法来区分不同的 MRSA菌株，区分其型别。

这种方法的优点是简单、快捷，且分辨率高，但是至

今没有统一分型标准[5]。

6 小结与展望

综上所述，当选择采用哪种方法分型时，必须

全面考虑技术、时间、费用、操作难易程度等因素。

这些分型方法中，脉冲场凝胶电泳仍然是暴发流行

中 MRSA分子分型的金标准，而其他分型方法更适

合用于检测菌株的变异和建立国际监测[6]。MLST和

PFGE 分型的方法依旧是菌种长期进化研究的首

选。Spa分型适合初步筛选，可以在一般常规监测中

应用。迄今为止，没有任何一种分型方法绝对好或绝

对不好，临床试验中必须根据自身试验的情况及试

验要求，结合相关的流行病学资料信息，有针对性地

选择分型方法。建议选择 2种或 2种以上的方法来

对菌株分型，可以通过比较提高其准确度，有利于提

高分辨率、分型率，使试验结果更准确。或者先用分

型率高的方法，再用鉴定率高的方法进行分型。
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