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西安市 MRSA 耐消毒剂基因 qacA/B 的检测 *
李 双 李武平 刘 冰 孙惠英 宋向阳 闫 沛 白艳玲 王 蕾
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摘要 目的：了解西安市三甲综合医院耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（MRSA）qacA/B 基因的携带情况，以便掌握其对消毒剂的耐药

情况。方法：收集临床分离的 152 株耐甲氧西林金黄色葡萄球菌，采用聚合酶链反应检测 qacA/B 基因,并将 qacA/B 基因扩增产

物进行测序，测序结果进行比对。结果：152 株耐甲氧西林金黄色葡萄球菌中有 11 株检出 qacA/B 阳性，qacA/B 携带率 7.2%；测序

结果比对发现，4 株 qacA 的基因编码序列同一位点均有一个碱基发生突变（C→T），苏氨酸突变为异亮氨酸。结论：该地区临床分

离的耐甲氧西林金黄色葡萄球菌中 qacA/B 携带率相对较低，但也存在抵抗消毒剂的风险，临床应加强消毒剂使用的管理，阻止

MRSA 的传播，减少感染的发生。
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ABSTRACT Objective: To investigate the disinfectant-resistant gene qacA/B in meticillin-resisitant Staphylococcus aureus isolated
from Xi'an's hospital, in order to know the aureus 's sensitivity of disinfectant. Methods: A total of 152 MRSA strains were isolated.
Polymerase chain reaction (PCR) was implied to analyze the prevalence of gene qacA/B in these stains. Last, taking the positive-qacA/B
gene's output into testing the DNA sequence and analyzing. Results: Of the 152 MRSA strains, 11 were positive for qacA/B gene. The
prevalence of gene qacA/B in these stains was 7.2%. One nucleotide take place missense mutation （C→T）in some site at the coding
section of qacA/B gene sequence of 4 strains. Conclusions: There were not very high positive percentages of relevant resistant gene
qacA/B in MRSA isolated from clinical, but we also take seriously on the phenomenon of disinfectant resistance and make good use of
disinfectants to prevent MRSA transferring, even more to decrease the prevalence of infection.
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前言

金黄色葡萄球菌是引起医院感染和社区感染的重要致病

菌，尤其是多重耐药菌 - 耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（MRSA）

的出现，给临床治疗带来困难，MRSA 感染的治疗是临床十分棘

手的问题之一[1],且目前 MRSA 的高分离率(占金葡菌 58.1%[2])
使感染率逐年上升，临床通过大量使用消毒剂达到控制 MRSA
传播的目的，然而国内外已经发现携带耐消毒剂基因 qacA/B
的菌株[3-5]，此基因通过表达多重耐药蛋白而介导细菌耐药出现

对消毒剂抗性增加现象。为了解西安地区 MRSA 耐消毒剂基

因 qacA/B 的携带情况，我们收集了西安 4 所大型综合医院住

院患者分离的 152 株耐甲氧西林金黄色葡萄球菌，进行 qacA,
qacB 通用引物基因检测并测序。

1 材料与方法

1.1 主要试剂和仪器

细菌 DNA 提取试剂盒、DL2000DNA Marker 及 PCR 试剂

2×Mix 购自北京天根生化科技有限公司；qacA/B 扩增引物和

PCR 扩增产物由上海生工生物技术服务有限公司合成和测序。
Vitek-32 全自动细菌鉴定仪 (法国 Bio-Merieux 公司)、PCR 仪

(德国 Eppendorf 公司)，核酸电泳仪(美国 Bio-Rad 公司)、凝胶

成像系统(美国 BioRad 公司)。
1.2 菌株来源及鉴定

152 株耐甲氧西林金黄色葡萄球菌分别来自 2011 年 1 月

-6 月西安市四家大型综合三甲医院临床送检的各类标本，有痰

液 ， 分 泌 物 ， 穿 刺 液 等。标 准 菌 株 为 金 黄 色 葡 萄 球 菌

ATCC25923。
MRSA 的鉴定：细菌培养和鉴定方法按《全国临床检验操

作规程》进行细菌培养和初步鉴定，菌株鉴定：梅里埃葡萄球

菌鉴定试剂盒(比色法)和 ATB Expression 仪。头孢西丁纸片
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扩散法，根据美国临床试验室标准化委员会 CLSI(M100-S14)
最新方案：30 μg 头孢西丁纸片，抑菌圈直径≤21 mm 为 MR-
SA。
1.3 DNA 模板制备

参照细菌 DNA 提取试剂盒说明书操作并稍加改良，MR-
SA 破除细胞壁采用溶葡萄球菌素法。提取的上清液即为 DNA
模板，于 -80℃保存备用。
1.4 PCR 扩增实验

qacA/B 引物根据 Genbank 中基因序列合理设计 A/B 公用

引物，具体参数见表 1。PCR 反应条件：25μl 反应体系，热循环

参数 93℃预变性 2min, 然后 93℃60s→53℃60s→72℃60s，35
个循环周期，最后延伸 72℃至 5 min，-4℃保存。
1.5 扩增产物电泳鉴定

PCR 扩增产物作 1%琼脂糖电泳，电压 120 V, 时间 20 分

钟，加样 6μl，紫外凝胶电泳成像仪下观察并拍照记录结果。胶

切下回收后送上海生工生物技术服务有限公司测序。

2 结果

2.1 PCR 扩增结果

152 株 MRSA 标本中，qacA/B 基因阳性的菌株 11 株，阳

性率 7.2%,产物电泳图见图一。

M:分子量标记，自上而下分别为 2000,1000,750,500bp；S:标本阳性；N:阴性对照

图 1 qacA/B 产物电泳图

Fig.1 Products by electrophoresis

2.2 DNA 测序结果

测序结果比对发现 4 株 qacA 的基因编码序列同一位点均

有一个碱基发生突变（C→T），相应的苏氨酸变为异亮氨酸。图

峰见图二，碱基突变序列见图三：

表 1 引物序列、位置和产物大小

Table 1 Primer sequences, location and product size

Primer qacA /B

Primer F1

Primer R1

Sequences（5'-3'）

tttcagctggtacaattgctg

tgataatcccacctactaaagca

Location

827

1 477

Product size（bp）

651

图 2 测序图峰图

Fig.2 DNA sequence peaks
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图 3 碱基突变序列图

Fig.3 Mutation sequence

3 讨论

金黄色葡萄球菌对甲氧西林耐药是与获得了多重耐药基

因有关，同理对耐消毒剂耐药也与抗性基因 qac（quaternary am-
monium compounds“季胺类消毒剂耐药基因”）有关,该抗性基

因 qac 转运系统属于( Major Facilitator Superfamily，MFS)，由质

粒编码。目前已知引起对该类消毒剂耐药基因有 qacA、qacB、
qacC、qacD、qacE、qacEΔ1、qacF、qacG、qacH、qacJ10 种，根据

抗性情况及 DNA 同源性分为 qacA/qacB 和 qacC/qacD 两大家

族[6]。qacA/B 基因编码的多重耐药外排蛋白能介导对 30 多种

结构不同的有机化合物包括单价阳离子化合物(如季胺类化合

物和染料)和二价阳离子化合物(如联脒和丙脒腙)耐药[7]，现在

发现，与 QacA 不同的是，QacB 仅对单价阳离子化合物耐药，

对少数的二价阳离子化合物呈低度耐药[8]。基因测序和诱变试

验研究表明，qacB 与 qacA 基因相比，仅仅是 7 个碱基和第十

个跨膜片段 323 位的氨基酸不同，qacA 为天冬氨酸，qacB 为丙

氨酸，因此不能用普通 PCR 和 Southern blot 的检测方法对它

们进行鉴别，普通 PCR 可以通过测序比对碱基序列区别。
一项 11 个亚洲国家，共 894 株 MRSA 有关消毒剂敏感性

及其抗性基因 qacA/B 和 smr 的研究结果显示, 在有抗性的菌

株中 70.9%测到 qacA/B，仅有 2.5%测到 qacC/qacD[9]。Noguchi
等 2005 年 [10] MRSA 中 qacA /B 和 qacC 的检出率已分别达

47.9%(198/413)和 3%(14/413)，但 Vali[11]等报道的 qacA／B 基

因的检出率( 8.3％)。朱健铭[12]对 221 株 MRSA 中 qacA/B 基因

检出 101 株(45.7%),71 株中 qacB7 株（9.9%）。本次实验是首次

调查西安地区 MRSA 耐消毒剂基因携带情况，共分离出 MR-
SA 共 152 株，11 株检出 qacA/B 阳 性 ，qacA/B 携 带 率 7.2%

（11/152），与国内外文献报道结果有较大差异[13，14]，推测与地区

差异和季胺类消毒剂的使用情况有关（近年来本地区季胺类消

毒剂如新洁尔灭，溴己定等使用较少）。
目前认为细菌对消毒剂产生耐药性，可能与消毒剂不规范

使用、消毒剂化学成分不稳定、消毒剂应用领域滥用有关[15]。因

此，建议使用消毒剂时，以大剂量一次性杀菌为宜，此外，长时

间脱离接触某消毒剂后，对该消毒剂的抗性可能会消失，故应

定期更换消毒剂种类、改变作用时间或交替使用。
本次实验使用的 PCR 基因扩增方法简单，通过基因测序

保证结果可靠可信，国内外使用 PCR 扩增基因时多数通过提

取质粒 DNA,再进行扩增。而金黄色葡萄球菌细胞壁较厚，用一

般的方法溶葡萄球菌酶和蛋白酶 K 破壁较为困难，本次试验

使用溶葡萄球菌素去除细胞壁较为容易，省时，价格相对合理。
本实验菌株数量较大，具有较好的代表性、可信度和科学性，为

该地区细菌耐药性研究和感染控制工作提供有效的证据和参

考价值。
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