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新型不完全溶血表型金黄色葡萄球菌的微生物学特征
唐　伟１，２，冷贵云１，高　菊１，王亚武１，姚　杰１，周　强１，徐元宏２

（１安徽医科大学第二附属医院检验科，合肥　２３０６０１；
２安徽医科大学第一附属医院检验科，合肥　２３００２２）

摘要　目的　探讨一种新型不完全溶血表型金黄色葡萄球菌（ＳＩＨＰ）的微生物学特征。方法　采用三点接种法检测溶血表
型，共纳入１１株新型ＳＩＨＰ和３３株随机匹配的完全溶血表型金黄色葡萄球菌（ＳＣＨＰ）。采用微量肉汤稀释法检测新型 ＳＩＨＰ
和ＳＣＨＰ的耐药特征，冻干兔血浆检测凝固酶活性，玻片法检测触酶活性，实时荧光定量ＰＣＲ检测溶血素基因ｍＲＮＡ水平，微
孔板法检测红细胞毒性，微孔板成膜结晶紫染色法检测生物膜形成能力，微量培养法监测生长曲线。结果　与ＳＣＨＰ相比，新
型ＳＩＨＰ的ｈｌａ、ｈｌｂ、ｈｌｃ和ｈｌｄ四种溶血素基因表达谱不同；新型ＳＩＨＰ对青霉素、苯唑西林、庆大霉素、喹诺酮类、克林霉素和复
方新诺明的耐药率更高；新型ＳＩＨＰ不仅具有更强的溶血毒性、血浆凝固酶活性和生物膜形成能力，而且对数期生长更快。结
论　新型ＳＩＨＰ的微生物学特征有别于ＳＣＨＰ，耐药性和致病性更强，应引起临床重视。
关键词　金黄色葡萄球菌；溶血素；溶血表型；微生物学特征；耐药性；致病性
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在皮肤或机体与外界相通的腔道，是一种十分重要

的条件致病菌，常引起局部化脓性或全身性感染。

金黄色葡萄球菌分泌的外毒素能够导致食物中毒、

烫伤样皮肤综合征或毒性休克综合征。金黄色葡萄

球菌连续多年都是分离率最高的革兰阳性病原

菌［１－２］。根据全国细菌耐药监测网（ＣｈｉｎａＡｎｔｉｍｉ
ｃｒｏｂｉａｌＲｅｓｉｓｔａｎｃｅＳｕｒｖｅｉｌｌａｎｃｅＳｙｓｔｅｍ，ＣＡＲＳＳ，ｈｔ
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的临床标本分离率为９２％，仅次于大肠埃希菌和
肺炎克雷伯菌［３］。

　　在血琼脂平板上，典型的完全溶血表型金黄色
葡萄球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓｗｉｔｈｃｏｍｐｌｅｔｅｈｅｍｏ
ｌｙｔｉｃｐｈｅｎｏｔｙｐｅ，ＳＣＨＰ）菌落周围可见明显的 β溶血
环。然而，从２０１５年开始，国内外文献［４－１１］陆续报

道的两种不完全溶血表型金黄色葡萄球菌（Ｓｔａｐｈｙ
ｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓｗｉｔｈｉｎｃｏｍｐｌｅｔｅｈｅｍｏｌｙｔｉｃｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓ，
ＳＩＨＰ）在药敏、毒力和致病力等方面与ＳＣＨＰ相比存
在较大差异。２０２１年７月开始，安徽医科大学第二
附属医院检出一种新型 ＳＩＨＰ，该研究将探讨新型
ＳＩＨＰ菌株的微生物学特征。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　菌株来源　１１株新型 ＳＩＨＰ和随机匹配的
３３株ＳＣＨＰ，分离自２０２１年７月至２０２３年７月安徽
医科大学第二附属医院患者的呼吸道、肠道、尿道、

血液、皮肤和感染组织等（剔除同一患者相同部位

的标本），经过 ＶＩＴＥＫ２ＧＰ鉴定卡、ＭｉｃｒｏｆｌｅｘＬＴ
ＭＡＬＤＩＴＯＦ质谱分析仪和 １６ＳｒＲＮＡ扩增测序，３
种方法共同鉴定确认为金黄色葡萄球菌。上述菌株

均分离自常规临床送检样本，属于免伦理审查范围。

对照菌株（ＡＴＣＣ２９２１３、ＡＴＣＣ２５９２３、ＡＴＣＣ２９２１２和
表皮葡萄球菌）来自安徽医科大学第二附属医院检

验科微生物室。

１．１．２　主要试剂和仪器　冻干兔血浆（青岛海博
生物技术有限公司）；冰醋酸（上海麦克林生化科技

股份有限公司）；０２２μｍ的除菌滤器（美国密理博
公司）；３％过氧化氢溶液（山东瑞泰奇洗涤消毒科
技有限公司）；液氮研磨管（上海净信实业发展有限

公司）；９６孔平底无菌微孔板和９６孔圆底无菌微孔
板（美国康宁公司）；哥伦比亚绵羊血琼脂平板

（ＢＡＰ）和结晶紫染液（合肥天达诊断试剂有限公
司）；ＶＩＴＥＫ２ＧＰ鉴定卡和 ＡＳＴＧＰ６３９药敏卡（法
国生物梅里埃公司）；ＬｕｒｉａＢｅｒｔａｎｉ（ＬＢ）肉汤、戊二
醛溶液、基因引物和细菌总 ＲＮＡ快速抽提试剂盒
（上海生工生物工程股份有限公司）；ＴｏｌｏＳｃｒｉｐｔＲＴ
ＥａｓｙＭｉｘ荧光定量 ＰＣＲ逆转录试剂盒和 ＳＹＢＲ
ＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒｍｉｘ荧光定量 ＰＣＲ预混试剂盒（上海
吐露港生物科技有限公司）。ＭｉｃｒｏｆｌｅｘＬＴＭＡＬＤＩ
ＴＯＦ质谱仪（德国布鲁克公司）；冷冻研磨仪（上海
净信实业发展有限公司）；Ｓｐｅｃｔｒａｍａｘｉ３ｘ多功能酶
标仪（美国美谷分子仪器公司）；麦氏比浊仪和

ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍｐａｃｔ全自动微生物鉴定药敏仪（法国
生物梅里埃公司）；ＮａｎｏＤｒｏｐ超微量分光光度计和
ＱｕａｎｔＳｔｕｄｉｏ５荧光定量ＰＣＲ仪（美国赛默飞世尔公
司）。

１．２　方法
１．２．１　溶血表型检测　将经过复苏的菌株，调整菌
液浓度至１０麦氏浊度。在ＢＡＰ上，采用三点接种
法，依次接种０５μｌ菌液。３５℃、５％ ＣＯ２孵育２０
ｈ，随后，４℃冷藏２０ｈ。拍照记录冷藏前后菌落周
围溶血区的变化。

１．２．２　药敏检测　将复苏后的菌株，按照ＶＩＴＥＫ２
Ｃｏｍｐａｃｔ全自动微生物鉴定药敏仪的操作要求，使
用微量肉汤稀释法进行药敏试验。依据美国临床实

验室标准化协会制订的标准（ＣＬＳＩＭ１００Ｓ２９）判断
药敏结果。其中，以苯唑西林最低抑菌浓度（ｍｉｎｉ
ｍｕｍｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＭＩＣ）≥４μｇ／ｍｌ或头孢
西丁ＭＩＣ≥８μｇ／ｍｌ，判定为耐甲氧西林金黄色葡萄
球菌（ｍｅｔｈｉｃｉｌｌｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｔＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ，ＭＲ
ＳＡ）。
１．２．３　血浆凝固酶活性检测　取８００μｌ金黄色葡
萄球菌的ＬＢ肉汤过夜培养物，加入含有冻干兔血
浆的西林瓶。轻轻摇动瓶身混匀，置于３７℃培养。
每３０ｍｉｎ观察１次，合计６ｈ。观察时，将西林瓶缓
慢倾斜或倒置，判断内容物的凝固状态。根据凝块

体积（Ｖ凝块）占内容物总体积（Ｖ内容物）的比例，将血
浆凝固酶活性分为：阴性［（－），内容物不凝固］、弱
阳性［（±），Ｖ凝块 ＜１／２Ｖ内容物］、阳性［（＋），１／２
Ｖ内容物≤ Ｖ凝块 ＜Ｖ内容物］和强阳性［（＋＋），Ｖ凝块 ＝
Ｖ内容物］。ＡＴＣＣ２９２１３和 ＡＴＣＣ２５９２３为阳性对照。
表皮葡萄球菌为阴性对照。

１．２．４　触酶活性检测　用无菌接种环挑取适量菌
体，涂抹在洁净载玻片上。之后，加 ２滴 ３％双氧
水，３０ｓ内观察有无气泡产生。如果肉眼可见气泡
生成，则菌株触酶阳性。反之，菌株触酶阴性。

ＡＴＣＣ２９２１３ 和 ＡＴＣＣ２５９２３ 为 阳 性 对 照。

ＡＴＣＣ２９２１２为阴性对照。
１．２．５　溶血素基因 ｍＲＮＡ水平检测　根据 Ｇｅｎ
Ｂａｎｋ中收录的金黄色葡萄球菌四种溶血素基因
（ｈｌａ、ｈｌｂ、ｈｌｃ、ｈｌｄ）和管家基因（ｇｙｒＢ）的 ＤＮＡ序列，
利用 ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｔｏｏｌｓ／ｐｒｉｍｅｒ－
ｂｌａｓｔ设计上下游引物（表１）。引物合成由上海生工
公司完成。液氮研磨法破碎金黄色葡萄球菌细胞

壁。按照上海生工细菌总 ＲＮＡ快速抽提试剂盒说
明书，提取金黄色葡萄球菌ＲＮＡ。利用ＮａｎｏＤｒｏｐ
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表１　引物名称及序列

Ｔａｂ．１　Ｔｈｅｐｒｉｍｅｒｎａｍｅｓａｎｄｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

Ｇｅｎｅ ＧｅｎＢａｎｋｎｕｍｂｅｒ Ｆｏｒｗａｒｄｓｅｑｕｅｎｃｅ Ｒｅｖｅｒｓｅｓｅｑｕｅｎｃｅ Ｐｒｏｄｕｃｔ（ｂｐ）
ｈｌａ ＫＴ２７９５６１ ＴＧＧＴＴＴＡＧＣＣＴＧＧＣＣＴＴＣＡＧ ＡＴＴＴＧＣＡＣＣＡＡＴＡＡＧＧＣＣＧＣ １９０
ｈｌｂ ＥＦ６９０８１２ ＧＧＧＧＣＡＡＴＡＴＡＡＡＣＧＣＧＣＴＧ ＣＴＧＡＴＴＧＡＧＡＡＣＧＧＣＣＧＡＧＴ １６７
ｈｌｃ Ｄ４２１４３ ＴＴＧＣＡＣＡＡＧＡＣＣＣＡＡＣＴＧＧＴ ＡＧＣＡＴＣＣＡＴＧＴＴＴＣＴＧＣＣＧＴ １７３
ｈｌｄ ＡＢ０４３５５５ ＧＧＡＡＧＧＡＧＴＧＡＴＴＴＣＡＡＴＧＧＣＡ ＡＧＴＧＡＡＴＴＴＧＴＴＣＡＣＴＧＴＧＴＣＧ ８８
ｇｙｒＢ Ｍ８６２２７ ＡＣＧＡＡＧＧＴＧＧＴＡＣＧＣＡＴＧＡＡ ＴＧＴＡＣＧＴＧＣＧＡＣＴＴＧＴＧＧＡＴ ２７８

超微量分光光度计，测定ＲＮＡ纯度和浓度。将各金
黄色葡萄球菌的总ＲＮＡ浓度调节一致，并按照逆转
录试剂盒的要求逆转录为 ｃＤＮＡ。按照实时荧光定
量ＰＣＲ试剂盒的步骤，分别加入目的基因引物、ｃＤ
ＮＡ、专用预混液和水。设置反应条件如下：预变性
９５℃ ３０ｓ，变性９５℃１０ｓ，退火延伸６０℃３０ｓ，实
时监测荧光量４０个循环。每个基因设置３个复孔，
重复检测３次。以 ｇｙｒＢ为内参，２－ΔΔＣＴ法评估 ｈｌａ、
ｈｌｂ、ｈｌｃ和ｈｌｄｍＲＮＡ的相对水平。
１．２．６　红细胞毒性检测　金黄色葡萄球菌菌株接
种ＬＢ肉汤，３７℃过夜培养。７０００ｒ／ｍｉｎ离心 １０
ｍｉｎ、滤过除菌，获取无菌发酵上清液（ｃｅｌｌ－ｆｒｅｅｓｕ
ｐｅｒｎａｔａｎｔ，ＣＦＳ）。将各菌株 １００μｌＣＦＳ原液、１∶１
（原液／ＰＢＳ）稀释液、１∶３稀释液和１∶７稀释液，依
次加入９６孔圆底无菌微孔板中。然后，加入１％洗
涤人红细胞悬液，１００μｌ／孔，轻轻混匀。３７℃孵育
１５ｈ，１４００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，分离出孵育上清液。
将孵育上清液对应转移到１个新的９６孔平底无菌
微孔板中，１００μｌ／孔。使用美谷分子 Ｓｐｅｃｔｒａｍａｘ
ｉ３ｘ多功能酶标仪，以５７０ｎｍ和６００ｎｍ双波长，测
定各孔吸光度值（ｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ）。阴性对照孔
加入１００μｌ生理盐水和１００μｌ１％洗涤人红细胞悬
液；阳性对照孔加入１００μｌ超纯水和１００μｌ１％洗
涤人红细胞悬液。

１．２．７　生物膜形成能力检测　 采用微孔板成膜结
晶紫染色法检测生物膜形成能力［１２］。使用 ＬＢ肉
汤，将各菌株的过夜培养物稀释至１×１０６ＣＦＵ／ｍｌ，
加入９６孔平底无菌微孔板中，２００μｌ／孔。每个菌
株设置５个平行孔，３７℃孵育３６ｈ。去除培养孔内
上清液，用无菌水洗涤３次，以去除松散附着细菌。
每孔加入２００μｌ２５％戊二醛，反应３０ｍｉｎ，以固定
生物膜。去除固定液，用无菌水洗涤３次。干燥后，
加入０２％（ｗｔ／ｖｏｌ）结晶紫溶液，２００μｌ／孔，染色１５
ｍｉｎ。去除染液，用无菌水洗涤，直至洗液清晰。将
９６孔板倒置晾干，拍照。随后，加入３０％醋酸溶液，
２００μｌ／孔，静置２０ｍｉｎ，使进入生物膜的染料完全

溶解。使用美谷分子 Ｓｐｅｃｔｒａｍａｘｉ３ｘ多功能酶标
仪，测定各孔ＯＤ５８５。阴性对照孔加入２００μｌＬＢ肉
汤。根据文献［１３］报道，生物膜形成的吸光度 ｃｕｔｏｆｆ
值（ＯＤｃ）为阴性对照孔吸光度值的两倍。基于各孔
的ＯＤ５８５值，将菌株分为非生物膜形成菌（ＯＤ５８５＜
ＯＤｃ）、弱生物膜形成菌（ＯＤｃ≤ＯＤ５８５＜２ＯＤｃ）和强
生物膜形成菌（ＯＤ５８５≥２ＯＤｃ）。
１．２．８　生长曲线监测　微量培养法对菌株的生长
动力学进行监测［１４］。使用 ＬＢ肉汤，将各菌株的过
夜培养物稀释至１×１０６ＣＦＵ／ｍｌ，加入９６孔平底无
菌微孔板中，２００μｌ／孔。每个菌株设置 ２个平行
孔，３７℃孵育。使用美谷分子 Ｓｐｅｃｔｒａｍａｘｉ３ｘ多功
能酶标仪，定时监测各孔的ＯＤ６００。使用Ｏｒｉｇｉｎ２０２１
软件绘制生长曲线。

１．３　统计学处理　使用 ＳＰＳＳ１７０软件进行统计
学分析，计量资料以均数 ±标准差（珋ｘ±ＳＤ）表示。
多组之间比较采用单因素方差分析或非参数检验，

两组样本间比较采用 ＬＳＤ检验、ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓ检
验、ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙ检验或独立样本ｔ检验。Ｐ＜００５
为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　血琼脂平板上金黄色葡萄球菌的溶血表型　
３５℃孵育２０ｈ后，ＳＣＨＰ菌落周围出现双层完全溶
血环，其内层稍小、透明、边缘清晰，外层较大、半透

明、边缘模糊；４℃冷藏后，溶血环尺寸稍有增大（图
１Ａ）。相比之下，新型 ＳＩＨＰ菌落周围有一个较大、
半透明、边缘清晰的不完全溶血环，两个相邻菌落的

不完全溶血环之间会形成一个线性溶血增强区；冷

藏后，溶血环不仅尺寸稍有增大，而且分层（图１Ｂ）。
新型ＳＩＨＰ菌株与ＳＣＨＰ菌株的溶血表型差异显著。
ＡＴＣＣ２９２１３菌落周围的溶血环特征类似于 ＳＣＨＰ，
只是各阶段溶血环尺寸稍小（图１Ｃ）。ＡＴＣＣ２５９２３
菌落周围出现双层溶血环，其内层是一个很小、透

明、边缘清晰的完全溶血环，外层是一个较大、暗淡、

边缘清晰的不完全溶血环；冷藏后，溶血环尺寸稍有
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增大（图１Ｄ）。
２．２　新型ＳＩＨＰ和ＳＣＨＰ的耐药性分析　新型 ＳＩ
ＨＰ菌株与ＳＣＨＰ菌株对１５种抗生素的耐药率差异
均无统计学意义（Ｐ＞００５）。如图２所示，新型 ＳＩ
ＨＰ菌株对青霉素（９０９１％）、苯唑西林（４５４５％）、
庆大霉素（９０９％）、左氧氟沙星（９０９％）、莫西沙
星（９０９％）、克林霉素（４５４５％）和复方新诺明
（１８１８％）的耐药率高于 ＳＣＨＰ菌株（８４８５％、
２７２７％、３０３％、６０６％、６０６％、３６３６％ 和

６０６％）。其余８种抗生素，二者间耐药率差异无统
计学意义。

２．３　血浆凝固酶活性　ＡＴＣＣ２９２１３（＋＋），
ＡＴＣＣ２５９２３（＋＋），表皮葡萄球菌（－）。１１株新型
ＳＩＨＰ菌株中，２株（＋），９株（＋＋）。３３株 ＳＣＨＰ
菌株中，１１株（－），５株（±），２株（＋），１５株
（＋＋）。新型 ＳＩＨＰ菌株的血浆凝固酶活性强于
ＳＣＨＰ菌株，差异有统计学意义（Ｚ＝－２４５４，Ｐ＝
００１４）。
２．４　触酶活性　ＳＣＨＰ菌株与新型 ＳＩＨＰ菌株的触
酶活性检测结果均呈阳性反应。

２．５　溶血素基因 ｍＲＮＡ水平　以 ＡＴＣＣ２５９２３的
四种溶血素ｍＲＮＡ表达水平作为参照，分别计算

图１　金黄色葡萄球菌在哥伦比亚绵羊ＢＡＰ上的溶血表型

Ｆｉｇ．１　ＨｅｍｏｌｙｔｉｃｐｈｅｎｏｔｙｐｅｏｆＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓｏｎＣｏｌｏｍｂｉａｎｓｈｅｅｐｂｌｏｏｄａｇａｒｐｌａｔｅｓ

　　Ａ：ＨｅｍｏｌｙｔｉｃｐｈｅｎｏｔｙｐｅｏｆＳＣＨＰｏｎＢＡＰ；Ｂ：ＨｅｍｏｌｙｔｉｃｐｈｅｎｏｔｙｐｅｏｆｎｏｖｅｌＳＩＨＰｏｎＢＡＰ；Ｃ：ＨｅｍｏｌｙｔｉｃｐｈｅｎｏｔｙｐｅｏｆＡＴＣＣ２９２１３ｏｎＢＡＰ；Ｄ：

ＨｅｍｏｌｙｔｉｃｐｈｅｎｏｔｙｐｅｏｆＡＴＣＣ２５９２３ｏｎＢＡＰ

图２　ＳＣＨＰ和新型ＳＩＨＰ对１５种常用抗生素的耐药率对比

Ｆｉｇ．２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｒａｔｅｓｂｅｔｗｅｅｎＳＣＨＰａｎｄｎｏｖｅｌＳＩＨＰｔｏ１５ｃｏｍｍｏｎｌｙｕｓｅｄａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ

　　ＰＥＮ：ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎ；ＯＸＡ：ｏｘａｃｉｌｌｉｎ；ＧＥＮ：ｇｅｎｔａｍｉｃｉｎ；ＲＩＦ：ｒｉｆａｍｐｉｃｉｎ；ＬＶＸ：ｌｅｖｏｆｌｏｘａｃｉｎ；ＭＦＸ：ｍｏｘｉｆｌｏｘａｃｉｎ；ＥＲＹ：ｅｒｙｔｈｒｏｍｙｃｉｎ；ＣＬＩ：ｃｌｉｎｄａ

ｍｙｃｉｎ；ＤＡＰ：ｄａｐｔｏｍｙｃｉｎ；ＳＸＴ：ｔｒｉｍｅｔｈｏｐｒｉｍ／ｓｕｌｆａｍｅｔｈｏｘａｚｏｌｅ；ＬＮＺ：ｌｉｎｅｚｏｌｉｄ；ＶＡＮ：ｖａｎｃｏｍｙｃｉｎ；ＴＥＣ：ｔｅｉｃｏｐｌａｎｉｎ；ＴＧＣ：ｔｉｇｅｃｙｃｌｉｎｅ；ＣＴＬ：

ｃｅｆｔａｒｏｌｉｎｅ．
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ＳＣＨＰ菌株、新型 ＳＩＨＰ菌株和 ＡＴＣＣ２９２１３的 ｈｌａ、
ｈｌｂ、ｈｌｃ和 ｈｌｄｍＲＮＡ相对表达量。结果如图 ３所
示，各金黄色葡萄球菌菌株间 ｈｌａｍＲＮＡ相对表达
量差异无统计学意义。新型ＳＩＨＰ菌株的ｈｌｂｍＲＮＡ
相对表达量低于ＡＴＣＣ２５９２３（Ｐ＜０００１），ｈｌｃｍＲＮＡ
相对表达量高于ＳＣＨＰ菌株（Ｐ＝０００９），ｈｌｄｍＲＮＡ
相对表达量低于ＡＴＣＣ２９２１３（Ｐ＜０００１）。ＳＣＨＰ菌
株的 ｈｌｂｍＲＮＡ相对表达量低于 ＡＴＣＣ２５９２３（Ｐ＜
０００１），ｈｌｃｍＲＮＡ相对表达量低于 ＡＴＣＣ２９２１３（Ｐ
＝００２７）和 ＡＴＣＣ２５９２３（Ｐ＜０００１），ｈｌｄｍＲＮＡ相
对表 达 量 低 于 ＡＴＣＣ２９２１３（Ｐ ＝０．００８）。
ＡＴＣＣ２９２１３的 ｈｌｂ ｍＲＮＡ 相 对 表 达 量 低 于
ＡＴＣＣ２５９２３（Ｐ＜０００１），ｈｌｄｍＲＮＡ相对表达量高
于ＡＴＣＣ２５９２３（Ｐ＝０００１）。

图３　金黄色葡萄球菌四种溶血素ｍＲＮＡ的相对表达量比较

Ｆｉｇ．３　ＲｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆｍＲＮＡｏｆｔｈｅｆｏｕｒ

ｈｅｍｏｌｙｓｉｎｓｉｎＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ

　　ｈｌａ：αｈｅｍｏｌｙｓｉｎｇｅｎｅ；ｈｌｂ：βｈｅｍｏｌｙｓｉｎｇｅｎｅ；ｈｌｃ：γｈｅｍｏｌｙｓｉｎ

ｇｅｎｅ；ｈｌｄ：δｈｅｍｏｌｙｓｉｎｇｅｎｅ；＃Ｐ＜００５ｖｓＳＣＨＰ；＆Ｐ＜００５ｖｓ

ＡＴＣＣ２９２１３；Ｐ＜００５ｖｓＡＴＣＣ２５９２３

２．６　溶血毒性　新型 ＳＩＨＰ菌株的 ＣＦＳ原液对人
红细胞的溶血毒性明显强于 ＳＣＨＰ菌株，差异有统
计学意义（ｔ＝－３９４１，Ｐ＝０００４），见图 ４Ａ。将
ＣＦＳ原液用 ＰＢＳ１∶１稀释后，新型 ＳＩＨＰ菌株对红
细胞的溶血毒性仍然强于 ＳＣＨＰ菌株（ｔ＝－２７５０，
Ｐ＝００２５），见图４Ｂ。将 ＣＦＳ原液用 ＰＢＳ１∶３和
１∶７稀释后，新型 ＳＩＨＰ菌株对红细胞的溶血毒性
与ＳＣＨＰ菌株相比，差异无统计学意义，见图 ４Ｃ、
４Ｄ。
２．７　生物膜形成能力　如图５Ａ所示，６０％新型ＳＩ
ＨＰ菌株属于强 生 物 膜 形 成 菌。相 比 之 下，

ＡＴＣＣ２９２１３、ＡＴＣＣ２５９２３以及全部 ＳＣＨＰ菌株属于
弱生物膜形成菌。ＳＣＨＰ菌株的生物膜形成能力弱
于新型 ＳＩＨＰ菌株（Ｐ＜０．００１）和 ＡＴＣＣ２９２１３（Ｐ＝
０００８）。新型 ＳＩＨＰ菌株的生物膜形成能力强于
ＡＴＣＣ２５９２３（Ｐ＝０００４）。
２．８　生长曲线　ＳＣＨＰ菌株、新型 ＳＩＨＰ菌株、
ＡＴＣＣ２９２１３和 ＡＴＣＣ２５９２３的生长曲线各有特点
（图５Ｂ）。１２ｈ之前的ＳＣＨＰ菌株和ＡＴＣＣ２５９２３，以
及１０ｈ之前的新型 ＳＩＨＰ菌株和 ＡＴＣＣ２９２１３，对数
期生长曲线高度相似。后两者的生长速率快于前两

者。３０ｈ左右的 ＡＴＣＣ２９２１３和 ＡＴＣＣ２５９２３，以及
ＳＣＨＰ菌株和新型ＳＩＨＰ菌株，稳定期生长曲线高度
相似。前两者的菌体数量大于后两者。

３　讨论

　　金黄色葡萄球菌持续或反复性感染机体后，会
在免疫系统和抗生素的压力下，产生小菌落变异

（ｓｍａｌｌｃｏｌｏｎｙｖａｒｉａｎｔｓ，ＳＣＶｓ）［１５］。与亲本菌株相比，
ＳＣＶｓ菌株在ＢＡＰ上，生长缓慢、无色素或色素生成
明显减少、溶血明显减弱甚至不溶血。然而，这种改

变是一个过程，其中必然会有过渡态菌株的产生，其

结果也不一定都是 ＳＣＶｓ。金黄色葡萄球菌主要分
泌α、β、γ和 δ四种溶血素。研究［１６－１９］表明，亚抑

菌浓度抗生素会影响α溶血素的表达，导致其产量
降低（大环内酯类、氨基糖苷类、克林霉素、夫西地

酸）、轻微增加（氟喹诺酮类）或明显增加（β内酰胺
类）。此外，亚抑菌浓度的环丙沙星或甲氧苄啶可

以通过去除 ｈｌｂ前噬菌体，促进 β溶血素的表
达［２０－２１］。尽管未见 γ溶血素和 δ溶血素的相关研
究，但是可以推测，它们的表达大概率也会受到亚抑

菌浓度抗生素的影响。由此可见，临床标本中分离

出多样溶血表型金黄色葡萄球菌有其合理性和必然

性，四种溶血素的差异性表达是根本原因。安徽医

科大学第二附属医院检出的新型 ＳＩＨＰ，在血琼脂平
板上的溶血表型独特，具有很强的辨识度。与

ＳＣＨＰ菌株相比，新型ＳＩＨＰ菌株的溶血素基因表达
谱不同，对青霉素、苯唑西林、庆大霉素、左氧氟沙

星、莫西沙星、克林霉素和复方新诺明的耐药率更

高，这也印证了其亲本菌株的演化历程。

　　金黄色葡萄球菌感染的严重程度受菌体表面相
关毒力因子、外毒素和胞外酶等多种毒力因子的影

响［２２］。其中，溶血素除了传统的溶血功能之外，还

能够损伤白细胞，抑制免疫反应，促进生物膜形成，

导致细胞坏死或凋亡［２３］。血浆凝固酶能使血液中
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图４　金黄色葡萄球菌ＣＦＳ原液及其稀释液对人红细胞的溶血毒性对比
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图５　金黄色葡萄球菌的生物膜形成能力和生长曲线
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的纤维蛋白原变为不溶性纤维蛋白，形成凝块包裹

菌体，从而阻碍吞噬细胞的吞噬。生物膜是由多糖

细胞间黏附素、胞外 ＤＮＡ、蛋白质和淀粉样纤维构
成的多层膜样聚合物，可以大幅增强细菌的抗吞噬

能力、黏膜表面定植能力和耐药性［２４－２５］。本研究结

果显示，与ＳＣＨＰ菌株相比，新型 ＳＩＨＰ菌株不仅具
有更强的溶血毒性、血浆凝固酶活性和生物膜形成

能力，而且对数期生长更快。因此，新型 ＳＩＨＰ菌株
具有更强的致病性。

　　综上所述，新型 ＳＩＨＰ菌株的微生物学特征有
别于常见的典型 ＳＣＨＰ菌株，临床上应予以关注。
由于菌株数量和来源有限，所述结果需要多中心、更

大样本量的研究加以验证。
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