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金黄色葡萄球菌临床分离株的溶血表型研究
高 菊，翁胜男，冷贵云，李 昕，姚 杰，周 强，唐 伟

( 安徽医科大学第二附属医院检验科，合肥 230601)

摘要 目的 探讨金黄色葡萄球菌临床分离株的溶血表型。方法 采用三点接种法检测 105 株临床样本分离金黄色葡萄球

菌的溶血表型; 实时荧光定量聚合酶链式反应检测 4 种溶血素基因( hla、hlb、hlc 和 hld) mＲNA 表达量; VITEK 2 GP639 药敏卡

检测常用抗生素耐药性; DNA 凝胶电泳法检测 mecA、sea、tst 和 pvl 基因携带率; 微孔板成膜结晶紫染色法检测生物膜形成能

力; CCK-8 法检测巨噬细胞毒性。结果 金黄色葡萄球菌临床分离株中检出 7 种溶血表型。不同溶血表型金黄色葡萄球菌临

床分离株在溶血素基因 mＲNA 表达量、常用抗生素耐药性、毒力基因携带率、生物膜形成能力、小鼠巨噬细胞毒性作用等方面

均有差异( P ＜ 0. 05) 。结论 金黄色葡萄球菌临床分离株的溶血表型多样，应当引起微生物检验、临床治疗和院感防控等多

维度重点关注。
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金黄色葡萄球菌是一种条件致病菌，常栖息在

皮肤、皮脂腺和黏膜表面，健康人携带率约 20% ～
30%［1］，其能够产生溶血素、葡萄球菌肠毒素、毒性

休克综合征毒素、杀白细胞素等多种毒素［2］。这些

毒素会损伤红细胞、血小板、白细胞等，引发急性组

织损伤和炎症，导致疖、痈、肺炎、脑膜炎、骨髓炎、菌
血症、急性胃肠炎、烫伤样皮肤综合征、毒性休克综

合征等，严重危害人类的生命健康［3 － 4］。
在哥伦比亚绵羊血琼脂平板( blood agar plate，

BAP) 上，金黄色葡萄球菌菌落周围通常可见明显的

完全溶血环。然而，既往国内外文献陆续报道了 2
种不完全溶血表型金黄色葡萄球菌( Staphylococcus
aureus with incomplete hemolytic phenotypes，SIHP) ，

二者( SIHP-1 和 SIHP-2) 在耐药性、致病性、毒力等

多方面，异于临床上常见的完全溶血表型金黄色葡

萄球菌( Staphylococcus aureus with complete hemolytic
phenotype，SCHP) ［5 － 6］。研究［7 － 8］表明，亚抑菌浓度

抗生素能够影响金黄色葡萄球菌多种溶血素基因的

表达，很可能是导致 SIHP 出现的重要原因。迄今，

由于抗生素的不合理使用依然难以杜绝，金黄色葡

萄球菌时常遭受亚抑菌浓度不同种类抗生素以及机

体免疫系统的多重复合压力。因此，理论上金黄色

葡萄球菌临床分离株的溶血表型存在多样性可能。
该研究旨在临床分离株中探讨金黄色葡萄球菌的溶

血表型，以及不同溶血表型金黄色葡萄球菌的溶血

素基因表达量、毒力基因携带率、耐药性、生物膜形

成能力和细胞毒性等，以期为临床早期诊断、合理用

药以及制定个性化治疗方案提供关键依据。

1 材料与方法

1． 1 菌株与细胞来源 105 株金黄色葡萄球菌分

离自 2021—2023 年安徽医科大学第二附属医院患

者的血液、分泌物、痰液和引流液( 排除同一患者同

一部位) ，经 Microflex LT MALDI-TOF 质谱分析仪鉴

定确认。小鼠巨噬细胞 ＲAW264． 7 购自北京斯贝

福生 物 技 术 有 限 公 司。金 黄 色 葡 萄 球 菌 ATCC
29213 和 ATCC 25923 为质控菌株，来自安徽医科大

学第二附属医院检验科微生物室保藏。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。
1． 2 主要试剂与仪器 哥伦比亚绵羊 BAP( 货号:

90 mm，合肥天达诊断试剂有限公司) ，Taq-PCＲ 试

剂盒、ＲNA 提取试剂盒、DMEM 培养基、Luria-Ber-
tani 肉汤、青 － 链霉素溶液、胎牛血清、磷酸盐缓冲

液［货 号: B639295-0080、B518625-0100、E600003-
0500、A507002-0250、E607011-0100、E600001-0500、
E607008-0500，生工生物工程( 上海) 有限公司］，胰

蛋白胨 大 豆 肉 汤 ( tryptic soy broth，TSB ) ( 货 号:
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CM0129B，英国奥克赛德公司) ，96 孔平底无菌微孔

板( 货号: 1014000，浙江塞宁生物科技有限公司) ，

96 孔圆底无菌微孔板( 货号: 11510，北京兰杰柯科

技有限公司) ，DNA 提取试剂盒( 货号: EH-30101，北

京全式金生物科技有限公司) ，逆转录试剂盒( 货

号: B22106，上海吐露港生物科技有限公司) ，CCK-8
试剂( 货号: E607320-0001，上海碧云天生物技术有

限公 司 ) 。VITEK 2 Compact System 和 VITEK 2
AST-GP639 检测试剂卡片( 型号: VITEK 2 Compact、
VITEK 2 GP-AST-GP639，法国梅里埃生物公司) ，基

质辅助激光解吸 /电离飞行时间质谱仪( 型号: mic-
rOTOF Ⅱ，德 国 布 鲁 克 公 司 ) ，比 浊 仪 ( 型 号:

ＲEF21250，法国梅里埃生物公司) ，酶标仪( 型号:

ST360，上海科华生物工程股份有限公司) ，QuantS-
tudio 5 荧光定量 PCＲ 仪( 型号: QuantStudio 5，美国

赛默飞世尔公司) 。
1． 3 引物设计 根据 GenBank 数据库中的 α、β、
γ、δ 4 种溶血素基因( hla、hlb、hlc、hld) 和毒力基因

( sea、tst、pvl) 序列，使用 NCBI Primer-BLAST 工具设

计上下游特异性引物。引物合成由生工生物工程

( 上海) 有限公司完成，引物序列见表 1。
1． 4 溶血表型检测 复苏金黄色葡萄球菌菌株，配

制 3. 0 × 108 CFU /mL 菌液。在 BAP 表面，采用三点

接种法依次接种 0. 5 μL 菌液。待菌液干燥后，将平

板置于 35 ℃、5% CO2 培养箱中孵育 20 h，再 4 ℃
冷藏 20 h，拍照记录冷藏前后菌落周围溶血现象。
使用 ATCC 29213 和 ATCC 25923 作为完全溶血表

型和不完全溶血表型对照。
1． 5 溶血素基因 hla、hlb、hlc 和 hld 的 mＲNA 水

平检测 菌株接种于 BAP，在 35 ℃、5% CO2 的培

养箱中培养 24 h。按照 ＲNA 提取试剂盒说明书，使

用溶菌酶、溶葡萄球菌蛋白酶和蛋白酶 K 裂解菌

体，提取、纯化 ＲNA。测定 ＲNA 纯度和浓度后，将

各菌株的总 ＲNA 浓度调节一致，并逆转录为 cD-

NA。按照荧光定量 PCＲ 试剂盒说明书，分别加入

目的基因引物、cDNA、专用预混液和水。设置反应

条件如下: 预变性 95 ℃ 30 s，变性 95 ℃ 10 s，退火

延伸 55 ℃ 30 s，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。
1． 6 常用抗生素药敏检测 将复苏后的金黄色葡

萄球菌菌株，按照 VITEK-2 Compact 全自动微生物

鉴定药敏仪的操作要求，使用 AST-GP639 药敏卡进

行药敏试验。依据美国临床实验室标准化协会制订

的标准( CLSI M100-S29) 判断药敏结果。共检测 15
种抗生素，包括青霉素、苯唑西林、庆大霉素、利福

平、左氧氟沙星、莫西沙星、红霉素、克林霉素、达托

霉素、复方新诺明、利奈唑胺、万古霉素、替考拉宁、
替加环素和头孢洛林。以苯唑西林最低抑菌浓度

( minimum inhibitory concentration，MIC) ≥ 4 μg /mL
或头孢西丁 MIC ≥ 8 μg /mL，判定为耐甲氧西林金

黄色葡萄球菌( methicillin-resistant Staphylococcus au-
reus，MＲSA) 。
1． 7 mecA、sea、tst 和 pvl 检测 按照 DNA 提取试

剂盒说明书，提取、纯化菌株的 DNA。按照 Taq-PCＲ
试剂盒说明书，扩增 mecA、sea、tst 和 pvl 基因。sea
基因的反应条件设置如下: 94 ℃预变性 5 min，94 ℃
变性 30 s，57 ℃退火 90 s，72 ℃延伸 1 min，35 个循

环，72 ℃最终延伸 10 min。mecA、tst 和 pvl 基因的

反应条件设置如下: 94 ℃ 预变性 5 min，94 ℃ 变性

30 s，55 ℃退火 90 s，72 ℃延伸 1 min，35 个循环，72
℃最终延伸 10 min。配制 1% 琼脂糖凝胶，电泳后

观察预期位置上是否出现扩增条带。
1． 8 生物膜形成实验 采用微孔板成膜结晶紫染

色法检测生物膜形成能力。使用 TSB 培养基，将菌

株的过夜培养物稀释至 1. 5 × 106 CFU /mL，200 μL /
孔加入 96 孔平底无菌微孔板。以 200 μL TSB 为空

白对照。设置 4 个平行孔，37 ℃孵育 24 h。磷酸盐

缓冲液洗涤 3 次，以去除松散附着细菌，晾干。70%

表 1 引物名称及序列

Tab． 1 The primer names and sequences

Gene GenBank number Forward sequence ( 5'-3') Ｒeverse sequence ( 5'-3') Product ( bp)

hla KT279561 TGGTTTAGCCTGGCCTTCAG ATTTGCACCAATAAGGCCGC 190
hlb EF690812 GGGGCAATATAAACGCGCTG CTGATTGAGAACGGCCGAGT 167
hlc D42143 TTGCACAAGACCCAACTGGT AGCATCCATGTTTCTGCCGT 173
hld AB043555 GGAAGGAGTGATTTCAATGGCA AGTGAATTTGTTCACTGTGTCG 88
16S rDNA MW453042． 1 TAACTTCGGGAAACCGGAGC GGACCGTGTCTCAGTTCCAG 194
mecA KC243783 AACCTCTGCTCAACAAGTTCCA AACGTTGTAACCACCCCAAGA 164
sea M18970 TGCAGGGAACAGCTTTAGGC TGTACCACCCGCACATTGAT 248
tst J02615 ACAGATGGCAGCATCAGCTT GGCCCATACTTTAAGGGGCT 239
pvl FJ895586 TATTGGTGATGGCGCTGAGG GAAAGGCCACCTCATTGCTT 211
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甲醇处理 30 min，固定生物膜。磷酸盐缓冲液洗涤

3 次。干燥后，加入 1% ( wt /vol ) 结晶紫溶液，200
μL /孔，染色 5 min。去除染液，用无菌水洗涤至洗

液清晰。将 96 孔板倒置晾干后，加入 95% 乙醇溶

液，200 μL /孔，静置 20 min，以完全溶解进入生物膜

的染料。使用酶标仪，测定各孔吸光度( optical den-
sity，OD) 值。
1． 9 细胞毒性实验 复苏金黄色葡萄球菌菌株，使

用 Luria-Bertani 肉汤配制 1. 5 × 108 CFU /mL 菌液。
使用 含 10% 胎 牛 血 清 的 DMEM 培 养 基，配 制

ＲAW264. 7 小鼠巨噬细胞悬液。以每孔 5 000 个细

胞加入 96 孔平底无菌微孔板，37 ℃温箱孵育 2 ～ 4
h。然后，向各孔中加入 100 μL 菌液，设置 3 个复

孔。DMEM 对照孔只含细胞悬液，空白对照孔只含

DMEM 培养基。37 ℃、5% CO2、90% 湿度条件下孵

育 24 h 后，每孔加入 10 μL CCK-8 试剂，在 37 ℃避

光孵育 1 h，检 测 各 孔 OD 值。细 胞 活 性 ( % ) =
( OD金黄色葡萄球菌 － OD空白 ) / ( ODDMEM － OD空白 ) ×
100%。
1． 10 统计学处理 使用 SPSS25. 0 软件进行统计

学分析。计量资料以 �x ± s 表示，计数资料以 n( % )

表示。多组之间比较采用单因素方差分析、非参数

检验或 χ2 检验，两组样本间比较采用 LSD-t 检验、
Kruskal-Wallis H 检验、Mann-Whitney U 检验或独立

样本 t 检验。P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 金黄色葡萄球菌临床分离株检出的 7 种溶血

表型 35 ℃孵育 20 h 后，典型的 SCHP 菌落周围可

见明显的完全溶血环; 经过 4 ℃冷藏，溶血环尺寸稍

有增大，见 图 1A。弱 溶 血 表 型 金 黄 色 葡 萄 球 菌

( Staphylococcus aureus with weak hemolytic pheno-
type，SWHP) 菌落周围几乎观察不到溶血环，见图

1B。SIHP-1 菌落周围仅有一层深色不透明、边缘清

晰的不完全溶血环，见图 1C。SIHP-2 菌落周围有两

层溶血环，内层完全溶血环较小、透亮，外层不完全

溶血环较大、暗淡; 4 ℃ 冷藏后，内层完全溶血环尺

寸稍有增大，见图 1D。此外，另有 3 种不同于既往

文献报道的溶血表型，经过归纳后初步命名为: SI-
HP-3、SIHP-4 和 SIHP-5。其中，SIHP-3 菌落周围有

一个明亮、半透明、微分层的不完全溶血环，见图

1E。SIHP-4 菌落周围有两层溶血环，内层完全溶血

环较小、透明，外层不完全溶血环较大、半透明，见图

1F。4 ℃冷藏前，SIHP-5 菌落周围的双溶血环表型

类似于 SIHP-4; 然而，冷藏后，溶血环不仅尺寸稍有

增大，而且进一步分层，可见三层溶血环，内层完全

溶血环透明，中层不完全溶血环暗淡，外层不完全溶

血环几近透明，见图 1G。SIHP-1、SIHP-2、SIHP-3、
SIHP-4 和 SIHP-5，相邻菌落的不完全溶血环交界处

都会形成一个透明的线性溶血增强区。相比之下，

ATCC29213 和 ATCC25923 菌落周围的溶血表型，分

别类似于 SCHP 和 SIHP-2，见图 1H、1I。
2． 2 不同溶血表型金黄色葡萄球菌临床分离株的

4 种溶血素 mＲNA 表达量 2 － ΔΔCT法评估 4 种溶血

素基因( hla、hlb、hlc 和 hld) 的 mＲNA 相对水平。以

16S rDNA 为内参，将金黄色葡萄球菌 ATCC29213
的 4 种靶基因表达水平归为 1。结果如图 2 所示，

不同溶血表型金黄色葡萄球菌临床分离株的 hla、
hlb、hlc 和 hld 基 因 mＲNA 表 达 量 有 差 异 ( P ＜
0. 05) 。
2． 3 不同溶血表型金黄色葡萄球菌临床分离株对

常用抗生素的耐药性 SIHP 菌株的 MＲSA 比例高

于 SWHP 和 SCHP 菌株。SWHP 和 SIHP-5 菌株均

对青霉素耐药。SCHP 对苯唑西林、左氧氟沙星和

莫西沙星的耐药率低于 5 种 SIHP; 对庆大霉素的耐

药率低于 SIHP-1、SIHP-3 和 SIHP-5; 对复方新诺明

的耐药率低于 SIHP-3 和 SIHP-5。SIHP-1 和 SIHP-5
对红霉素的耐药率高于 SWHP。所有菌株均对利福

平、利奈唑胺、万古霉素、替加环素、替考拉林和头孢

洛林敏感。见表 2。

表 2 不同溶血表型金黄色葡萄球菌临床分离株

对常用抗生素的耐药率( % )

Tab． 2 Antibiotic resistance rates of Staphylococcus aureus

clinical isolates with different hemolytic phenotypes ( % )

Antibiotics SWHP SCHP SIHP-1 SIHP-2 SIHP-3 SIHP-4 SIHP-5
Penicillin 100． 0 85． 7 90． 9 92． 0 92． 3 90． 9 100． 0
Benzoxymycin 36． 3 35． 7 63． 6 64． 0 61． 5 63． 6 70． 0
Gentamicin 9． 0 7． 1 18． 1 4． 0 23． 0 9． 0 20． 0
Ｒifampicin 0 0 0 0 0 0 0
Levofloxacin 9． 0 7． 1 27． 2 16． 0 30． 7 18． 1 20． 0
Moxifloxacin 9． 0 7． 1 18． 1 12． 0 38． 4 18． 1 15． 0
Trimethoprimsu-
lfamethoxazole

9． 0 7． 1 9． 0 8． 0 15． 4 9． 0 15． 0

Clindamycin 36． 3 42． 9 72． 7 56． 0 69． 2 45． 5 60． 0
Daptomycin 0 0 0 0 7． 6 0 10． 0
Erythromycin 36． 3 42． 8 72． 7 52． 0 61． 5 54． 5 75． 0
Linezolid 0 0 0 0 0 0 0
Vancomycin 0 0 0 0 0 0 0
Teicoplanin 0 0 0 0 0 0 0
Tigecycline 0 0 0 0 0 0 0
Ceftaroline 0 0 0 0 0 0 0
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图 1 金黄色葡萄球菌临床分离株在 BAP 上的溶血表型

Fig． 1 Hemolytic phenotype of Staphylococcus aureus clinical isolates on Colombian sheep blood agar plates

A: Hemolytic phenotype of SCHP on BAP; B: Hemolytic phenotype of SWHP on BAP; C: Hemolytic phenotype of SIHP-1 on BAP; D: Hemolytic

phenotype of SIHP-2 clinical isolate on BAP; E: Hemolytic phenotype of SIHP-3 clinical isolate on BAP; F: Hemolytic phenotype of SIHP-4 clinical iso-

late on BAP; G: Hemolytic phenotype of SIHP-5 clinical isolate on BAP; H: Hemolytic phenotype of Staphylococcus aureus ATCC29213 on BAP; I: He-

molytic phenotype of Staphylococcus aureus ATCC25923 on BAP．

图 2 不同溶血表型金黄色葡萄球菌临床分离株的 4 种溶血素基因 mＲNA 水平对比

Fig． 2 Comparison of the mＲNA levels of four hemolysin genes in Staphylococcus aureus clinical isolates

A: The expression of hla; B: The expression of hlb; C: The expression of hlc; D: The expression of hld; a: ATTCC29213; b: SWHP; c: SCHP;

d: SIHP-1; e: SIHP-2; f: SIHP-3; g: SIHP-4; h: SIHP-5; * P ＜ 0. 05 vs ATTCC29213; #P ＜ 0. 05 vs SCHP．
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2． 4 不同溶血表型金黄色葡萄球菌临床分离株的

mecA、sea、tst、pvl 基因检测 MＲSA 菌株均携带

mecA 基因，而非 MＲSA 菌株均未检出 mecA 基因。
SWHP 和 SCHP 菌株的 sea、tst 和 pvl 基因同时携带

率 分 别 为 18. 2% 和 20. 8%，明 显 低 于 SIHP-1
( 54. 5% ) 、SIHP-2 ( 52. 0% ) 、SIHP-3 ( 53. 8% ) 、SI-
HP-4( 54. 5% ) 和 SIHP-5 ( 40. 0% ) 。不同溶血表型

金黄色葡萄球菌临床分离株的 mecA、sea、tst、pvl 基

因扩增结果见图 3 和表 3。

图 3 不同溶血表型金黄色葡萄球菌临床分离株的

mecA、sea、tst、pvl 基因 PCＲ 电泳结果

Fig． 3 PCＲ amplification results of mecA，sea，tst，

and pvl genes in Staphylococcus aureus clinical isolates

A: PCＲ amplification results of mecA gene; B: PCＲ amplification

results of sea gene; C: PCＲ amplification results of tst gene; D: PCＲ

amplification results of pvl gene; M: DNA marker; 1: Positive control;

2: Negative control; 3: SWHP; 4: SCHP; 5: SIHP-1; 6: SIHP-2; 7:

SIHP-3; 8: SIHP-4; 9: SIHP-5．

2． 5 不同溶血表型金黄色葡萄球菌临床分离株的

生物膜形成能力 不同溶血表型金黄色葡萄球菌临

床分离株的生物膜形成能力有差异。ATCC25923、
SWHP、SCHP 之间的生物膜形成能力无明显差异。
与 SCHP 比 较，SIHP-1、SIHP-2、SIHP-3、SIHP-4 和

SIHP-5 的生物膜形成能力更强( 均 P ＜ 0. 05 ) 。见

图 4。

表 3 不同溶血表型金黄色葡萄球菌临床分离株的

mecA、sea、tst、pvl 基因检出率( % )

Tab． 3 Positive Ｒates of mecA，sea，tst，and pvl genes in

Staphylococcus aureus clinical isolates

with different hemolytic phenotypes ( % )

Genes SWHP SCHP SIHP-1 SIHP-2 SIHP-3 SIHP-4 SIHP-5
mecA 36． 3 35． 7 63． 6 64． 0 61． 5 63． 6 70． 0
sea 63． 6 29． 2 100． 0 76． 0 84． 6 63． 6 80． 0
tst 90． 9 25． 0 90． 9 88． 0 92． 3 81． 8 90． 0
pvl 27． 3 37． 5 81． 8 68． 0 76． 9 63． 6 80． 0

图 4 不同溶血表型金黄色葡萄球菌

临床分离株的生物膜形成能力对比

Fig． 4 Comparison of biofilm formation abilities

among Staphylococcus aureus clinical isolates

a: TSB control; b: ATCC25923; c: SWHP; d: SCHP; e: SIHP-

1; f: SIHP-2; g: SIHP-3; h: SIHP-4; i: SIHP-5; * P ＜ 0. 05 vs TSB

control; #P ＜ 0. 05 vs SCHP．

2． 6 不同溶血表型金黄色葡萄球菌临床分离株的

细胞毒性 与 DMEM 细胞对照组比较，不同溶血表

型金黄色葡萄球菌临床分离株对 ＲAW264. 7 小鼠

巨噬细胞均有细胞毒作用，能够降低小鼠巨噬细胞

的增殖活性，差异有统计学意义 ( P ＜ 0. 05 ) 。见

图 5。

3 讨论

本研究在金黄色葡萄球菌临床分离株中检出 7
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图 5 不同溶血表型金黄色葡萄球菌临床分离株的细胞毒性对比

Fig． 5 Comparison of cytotoxicity among

Staphylococcus aureus clinical isolates

a: DMEM control; b: ATCC25923; c: SWHP; d: SCHP; e: SI-

HP-1; f: SIHP-2; g: SIHP-3; h: SIHP-4; i: SIHP-5; * P ＜ 0. 05 vs

DMEM control．

种溶血表型。其中，SIHP-3、SIHP-4 和 SIHP-5 的溶

血表型各具特点，具有很强的辨识度。SIHP 的 2 个

相邻菌落的不完全溶血环交界处，均会形成一个透

明的线性溶血增强区，之前的一些研究也有此发

现［5 － 6，9 － 10］。其机制很可能类似于对流免疫电泳中

的沉淀线形成，即 2 个相邻菌落分泌的 β-溶血素在

适当的位置相遇，进而导致溶血活性增强。
金黄色葡萄球菌主要分泌 α、β、γ、δ 4 种溶血

素，破坏红细胞的细胞膜。溶血素在菌株定植和致

病过程中起到非常重要的作用，其基因的差异性表

达会影响金黄色葡萄球菌的溶血表型。通常，绵羊

BAP 上，α-溶血素会导致菌落周围出现透明、边缘模

糊的完全溶血环，而深色不透明、边缘清晰的不完全

溶血环被认为是由 β 溶血素引起的。δ-溶血素被认

为能够导致金黄色葡萄球菌菌落周围呈现深色半透

明、边缘模糊的不完全溶血环。然而，γ-溶血素则被

认为不能导致任何可见的溶血环。β-溶血素是一种

具有鞘磷脂酶和生物膜连接酶活性的冷热溶血素。
35 ℃孵育后，再经过 4 ℃冷藏，可以增强 β-溶血素

的溶血活性。此外，有研究报道［11］，β-溶血素能够

部分抑制 α-溶血素的溶血活性，大幅增强 δ-溶血素

的溶血活性，从而导致完全溶血环的边缘模糊区域

缩小和透明区域扩大。既往研究［7 － 8，12］表明，亚抑

菌浓度不同种类抗生素会诱发溶血素基因的差异性

表达。大环内酯类、氨基糖苷类、β-内酰胺类、克林

霉素、夫西地酸、氟喹诺酮类等大部分抗生素，都会

影响 α 溶血素基因( hla) 的表达，环丙沙星、甲氧苄

啶则会通过去除 hlb-前噬菌体促进 β-溶血素基因

( hlb) 的表达。尽管未见 γ-溶血素基因( hlc) 和 δ-
溶血素基因( hld) 的相关研究，但可以合理推测，它

们的表达很可能也会受到亚抑菌浓度抗生素的调

控。因而，金黄色葡萄球菌临床分离株中检出多样

溶血表型有其合理性和必然性。本研究中，SIHP 对

常用抗生素的耐药性总体上高于 SCHP，这也在一

定程度上反映了抗生素在金黄色葡萄球菌临床分离

株溶血表型演化过程中的作用。
迄今，共发现 33 种葡萄球菌肠毒素［13］。其中，

葡萄球菌肠毒素 A 属于经典葡萄球菌肠毒素，能够

导致强烈的呕吐、腹泻和胃肠炎。呕吐是金黄色葡

萄球菌食物中毒的一个关键特征且具有自限性，与

葡萄球菌肠毒素 A 蛋白序列中的一个 9 ～ 19 个氨

基酸的二硫环肽有关。产生毒性休克综合征毒素 1
的金黄色葡萄球菌分离株会导致感染者出现毒性休

克综合征，至少累及胃肠道、肌肉、黏膜、肾、肝、血液

或中枢神经系统中的 3 个，表现为低血压、高热、皮
疹和脱屑，严重者会发生休克甚至多器官衰竭［14］。
体外实验［15］表明，克林霉素、泰地唑胺、利奈唑胺和

替加环素会降低金黄色葡萄球菌菌株毒性休克综合

征毒素 1 的表达，而 β-内酰胺类则会增加其表达。
杀白细胞素由 LukS-PV 和 LukF-PV 两个 pvl 基因共

同转录，可诱导细胞膜上的孔隙，损伤细胞膜。临床

样本中分离的金黄色葡萄球菌菌株的 pvl 基因阳性

率与感染的严重程度相关，国内的阳性率为 7. 4%
～15. 5%［16］，美国约为 36. 0%［17］。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，加剧感染［18］。
本研究中，SIHP 临床分离株的 sea、tst 和 pvl 基因同

时携带率大于 SWHP 和 SCHP，生物膜形成能力强

于 SCHP，提示 SIHP 具有更强的毒力和致病力。金

黄色葡萄球菌毒力基因的表达，由一个复杂的调节

系统控制，这个调节系统由环境因素和宿主因素组

成，包括 双 组 分 系 统 ( AgrAC、SaeＲS、SrrAB 和 Ar-
lＲS) 、SarA 蛋白家族和 σ 因子，能够适时调控金黄

色葡萄球菌的黏附、定植、抗生素耐药以及组织损伤

等。金黄色葡萄球菌临床分离株会因宿主免疫系统

和亚抑菌浓度抗生素的刺激触发自身调节系统，导

致毒力变化。这在本研究的结果中也得到了一定程

度的印证。
综上所述，金黄色葡萄球菌临床分离株的溶血

表型多样，不同溶血表型分离株在溶血素基因 mＲ-
NA 表达量、常用抗生素耐药性、毒力基因携带率、
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生物膜形成能力、小鼠巨噬细胞毒性作用等方面均

有差异，临床上应予以关注。由于菌株数量和来源

有限，上述结果需要多中心、更大样本量的研究加以

验证。
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Hemolytic phenotype analysis of Staphylococcus aureus clinical isolates
Gao Ju，Weng Shengnan，Leng Guiyun，Li Xin，Yao Jie，Zhou Qiang，Tang Wei

( Dept of Clinical Laboratory，The Second Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230601)

Abstract Objective To investigate the hemolytic phenotypes of Staphylococcus aureus clinical isolates． Methods
The hemolytic phenotypes of 105 Staphylococcus aureus isolates were analyzed and summarized using the three-point
inoculation method． Ｒeal-time fluorescence quantitative PCＲ was used to measure the mＲNA expression levels of
four hemolysin genes ( hla，hlb，hlc，and hld) ; The VITEK 2 GP639 antimicrobial susceptibility card was used to
detect resistance to commonly used antibiotics; DNA gel electrophoresis was performed to determine the prevalence
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of the mecA，sea，tst，and pvl genes; The microtiter plate crystal violet staining method was used to assess biofilm
formation ability; The CCK-8 assay was used to evaluate cytotoxicity against macrophages． Ｒesults Seven hemo-
lytic phenotypes were identified among the Staphylococcus aureus clinical isolates． Differences were found among
Staphylococcus aureus clinical isolates with different hemolytic phenotypes in terms of mＲNA expression levels of he-
molysin genes，antibiotic resistance，virulence gene prevalence，biofilm formation ability，and cytotoxicity to mouse
macrophages ( P ＜ 0. 05 ) ． Conclusion Staphylococcus aureus clinical isolates exhibit diverse hemolytic pheno-
types，which should be a focus across multiple dimensions，including microbiological testing，clinical treatment，
and nosocomial infection prevention and control．
Key words Staphylococcus aureus; clinical isolate; hemolytic phenotype; hemolysin; antibiotic resistance; virulence
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ET － 1 在中枢神经系统特发性炎性脱髓鞘
疾病中的表达及其临床意义

宋晨蕊1，2，刘艳群1，毕晓莹1

( 1 海军军医大学附属第一医院神经内科，上海 200433;
2 海军军医大学附属第三医院神经内科，上海 201805)

摘要 目的 探究中枢神经系统特发性炎性脱髓鞘疾病( IIDDs) 进程中，内皮素-1( ET-1) 的表达水平与疾病残疾程度的相关

性。方法 纳入 45 例中枢神经系统脱髓鞘疾病患者，其中 IIDDs 患者 25 例，中枢神经系统血管性脱髓鞘疾病患者 20 例，同

时纳入健康对照者 10 例。用 ELISA 的方法测定患者血清 ET-1 水平，并进一步分析 IIDDs 组患者血清 ET-1 水平与实验室检

验指标、情绪认知功能及疾病残疾程度的相关性。结果 ① 在三组中，IIDDs 组血清 ET-1 含量最高( P ＜ 0. 000 1) ，血清 ET-1
在血管性脱髓鞘疾病组表达水平较健康对照组降低，但差异无统计学意义。② IIDDs 中 EDSS 评分重度障碍患者血清 ET-1 水

平较 EDSS 评分轻中度障碍患者升高( Z = － 3. 250，P = 0. 001) ; EDSS 评分与血清 ET-1 水平( rs = 0. 503，P = 0. 010) 、脑脊液总

蛋白( rs = 0. 475，P = 0. 016) 、脑脊液白蛋白( rs = 0. 480，P = 0. 020) 、脑脊液 IgG( rs = 0. 544，P = 0. 007) 、脑脊液 IgA( rs = 0. 660，

P = 0. 002) 及脑脊液 IgM( rs = 0. 555，P = 0. 011) 水平存在正相关性。③ IIDDs 组患者血清 ET-1 水平与脑脊液 IgM 水平( rs =
0. 455，P = 0. 044) 存在正相关性，与外周免疫指标无明显相关性( P ＞ 0. 05) 。结论 血清 ET-1 水平反映了 IIDDs 临床症状的

严重程度，且与外周免疫指标无明显相关性，但与疾病严重程度及脑脊液 IgM 水平存在正相关性，提示血清 ET-1 水平可反映

中枢神经系统炎症程度，并在 IIDDs 发生发展中起到重要作用。
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中枢神经系统特发性炎性脱髓鞘疾病 ( idio-
pathic inflammatory demyelinating disease，IIDDs) 是

一组由免疫系统介导攻击髓鞘而引起的中枢神经系

统疾病，主 要 包 括 多 发 性 硬 化 ( multiple sclerosis，
MS) 、视神经脊髓炎谱系疾病 ( neuromyelitis optica
spectrum disorders，NMOSD) 、急性播散性脑脊髓炎

等［1］。该病发病机制复杂，且髓鞘损伤后无法完全

修复，轴突损伤无法逆转，导致永久性神经功能障
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