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摘要：【目的】由于金黄色葡萄球菌（金葡菌）小菌落突变株（?B=>> *,>,<M S=/A=<+?，简称 14T? ）可引起持续复发
性感染，且对氨基糖苷类有抗药性，在临床诊断和治疗上造成很大的困扰。我国国内尚无金葡菌 14T? 的报
道，本研究旨在分离鉴定出金葡菌 14T?菌株，为国内进行 14T?的相关研究提供生物学材料。【方法】通过细
菌的形态鉴定、种特异性基因（ -."）的 U4V 扩增鉴定以及系列生化实验，从人源、动物源及环境源共 #$! 株
金葡菌分离株中筛选得到金葡菌 14T?，并通过甲萘醌、硫胺素、胸腺嘧啶和血红素等补偿实验加以验证。
【结果】获得一株来自环境源的金葡菌 14T?分离株，命名为 4W45!，该菌株含有金葡菌种特异性基因 -."，主
要表现为菌落细小，色素形成减少，凝固酶活性下降，对甘露醇的发酵作用减弱，溶血活性降低及对氨基糖

苷类抗生素有抗药性。【结论】成功分离鉴定出一株金葡菌 14T?，为国内开展 14T? 相关疾病的防控和进一
步研究 14T?的相关致病机理奠定基础。
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细菌小菌落突变株（ ?B=>> *,>,<M S=/A=<+?，简称
14T?）于 #"#$ 年首次被报道，当时分离的一株 14T?
被认为是一种异常的伤寒埃氏杆菌，后来证实其属

于肠伤寒沙门氏菌［# ’ (］。14T? 是一种具有独特的
表型及致病特征且生长缓慢的细菌亚群。在表型

上，其表现为生长率低、菌落形态不规则以及生化特

性异常。在临床上，14T?比相应的野生株更能持续
存在于哺乳动物细胞中，且对抗生素更不敏感，当宿

主细胞形成应急的保护性环境时，14T? 会引起隐性
或复发性感染。

在许多细菌种属中都发现有 14T?，但葡萄球菌
14T? 研究得较广泛，尤其 是 金 黄 色 葡 萄 球 菌
（,#$/01*("("".2 $.’3.2）。金葡菌 14T? 的独特表型与

持续复发性感染之间的联系在 ($ 世纪 "$ 年代中期
才被认知［% ’ &］。一些非特异性吞噬细胞如内皮细

胞、上皮细胞、成纤维细胞、造骨细胞、角质化细胞，

可有效摄取金葡菌，细胞对正常金葡菌的这种内摄

作用可迅速破坏细胞，使细胞裂解［C］，而金葡菌

14T?则可在细胞中持续存在，这表明 14T? 引起的
复发感染可能是由于该细菌在宿主细胞保护性环境

中有一定的存活率［"］。此外，细胞对 14T?的内摄作
用可能使 14T?免受宿主防御和抗菌剂作用［3，C ’ ##］。

总而言之，14T?表型可能是金葡菌进行细胞内摄作
用和在宿主细胞中生存的一种最佳策略。

14T?引起的亚急性感染具有抗药性、持续性及
可复发性等特征［3］。近年来的研究表明，金葡菌



!"#$可致人和动物严重感染。国外已对金葡菌
!"#$开展了较为广泛的研究，而国内在金葡菌 !"#$
方面尚无类似报道。本实验在金葡菌 !"#$ 分离鉴
定方面做了些探索性研究，对分离株进行表型观察、

!"# 基因鉴定以及一系列生化实验，筛选出一株金
葡菌 !"#$。

! 材料和方法

! "! 材料
! "! "! 菌株：%& 株人源金葡菌分离株分别由扬州市
疾病控制中心和江苏省苏北人民医院分离、鉴定和

保存，’’ 株环境源金葡菌分离株由扬州市疾病控制
中心分离、鉴定和保存，() 株动物源金葡菌分离株
由扬州大学奶牛场分离、鉴定和保存，金葡菌野生株

!*+%, - 和质控金葡菌 ./"")%&)’ 为本实验室保存。
! "! "# 主要试剂和仪器：溶菌酶，蛋白酶 0，123 $%&
酶，45/6$，75. 8+9:;9购自 /+0+<+公司，硫胺素，胸
腺嘧啶，亚硫酸氢钠甲萘醌注射液购自 !=>8+ 公司，
其它试剂均为进口分装或国产分析纯。?@A+=4 62)
型 6"<扩增仪购自美国 /B;98C 公司，D7EF( 数码凝
胶电泳图像分析系统购自江苏省捷达科技发展有限

公司。

! "! "$ 抗生素和培养基：抗生素药敏纸片，甘露醇
生化发酵管，G? 培养基购自杭州天和微生物试剂
有限公司。含 %H I EH无菌脱纤绵羊鲜血平板，含
%H I EH脱纤兔鲜血裂解液巧克力平板，胰蛋白胨
大豆肉汤培养基（/!J），/!.（含 ( KEH琼脂 /!J）。
! "# 细菌形态鉴定
将 (F, 株临床金葡菌分离株分别划线于 /!.平

板上，’LM培养 (E I ’N B，观察菌落的生长速度、大
小、色泽，结合革兰氏染色观察结果，挑选出菌落细

小，颜色较浅的菌株即可初步推断为疑似金葡菌

!"#$分离株。
! "$ !"# 基因鉴定

!"# 是金葡菌种特异性基因，大小约为 ,NF AO，
编码耐热核酸酶，在不同菌株间具有较高的保守性，

因此，可作为鉴定金葡菌的一个标志。

! "$ "! 引物：设计金葡菌种特异性基因 !"# 的引
物，上游引物（6(）：%P3./Q..Q/".../.../"Q"/3
/Q"/.3’P，下游引物（6)）：%P3//Q"".///QQ/Q.3
..../."/3’P。
! "$ "# 模板制备：参照常规革兰氏阳性菌模板制备
方法。

! "$ "$ 6"<扩增：按常规 6"<反应体系及相应循环

体系（引物 $8 R %(M）进行 !"# 基因的扩增，设野生

株 !*+%, - 为阳性对照。
! "% 溶血试验
将 6"<鉴定为含 !"# 基因的金葡菌分离株，挑

取单菌落划线于绵羊鲜血平板，’LM培养), B，设野
生株 !*+%, - 为阳性对照，观察溶血现象。
! "& 甘露醇试验
将 6"<鉴定为含 !"# 基因的金葡菌分离株，挑

取单菌落接种于甘露醇生化发酵管，’LM 培养
), I ,E B，设野生株 !*+%, - 为阳性对照，观察甘露醇
利用情况。

! "’ 血浆凝固酶试验
将 6"<鉴定为含 !"# 基因的金葡菌分离株，挑

取单菌落接种于 /!J 中，培养 (E B，取 ( 8S 菌液于
指形管中，离心去上清，用 F K( 8CTUS 6J!（O?L K)）洗
) 次，最后菌泥悬浮于适量 6J! 中，与兔血浆以 ( V (
的比例滴在载玻片上混匀，设野生株 !*+%, - 为阳性
对照，观察凝集情况。

! "( 药敏试验
将具有金葡菌 !"#$表型的菌株进行纸片扩散实

验，以检测细菌的抗药性。根据文献报道［()］，主要测

试以下几种抗生素：磷霉素（%F!>U片）、甲氧苄啶U磺
胺甲基异#唑（)%!>U片）、庆大霉素（(F!>U片）、苯唑
西林（( !>U片）、氨苄西林（(F!>U片）、万古霉 素
（’F!>U片）、链霉素（(F!>U片）、卡那霉素（’F!>U片）、
青霉素（(F!>U片）、头孢西丁（’F!>U片）。
在 /!.平板上挑取新鲜培养的单菌落，悬浮于

( 8S 生理盐水中，菌液调至 F K% 麦氏浊度，用灭菌
棉签均匀涂布于 G?平板，贴上药敏纸片，置于 ’%M
培养，质控金葡菌 ./"")%&)’ 为阳性对照。由于分
离株生长缓慢，故在培养 ), B 和 ’N B 两个时间点各
测一次抑菌圈的直径，以保证实验结果的准确性。

对照纸片扩散法解释标准，判断细菌的抗药性。每

个菌株都要做两次重复药敏实验，综合分析 ) 次实
验的结果，以尽量减少误差。

! ") 补偿试验
分别配制以下 , 种化合物的浓度梯度 G? 平

板：

（(）G? W 胸腺嘧啶平板浓度梯度：(F、(、F K(、
F KF(、F KFF( 8>U8S。由于胸腺嘧啶易溶于热水，微
溶于冷水，且熔点为 ’’%M I ’’LM，故将其直接加入
G?中，配成以上各浓度，((%M高压 ’F 8=X 后倒入
平板。

（)）G? W 硫胺素平板浓度梯度：(、F K(、F KF(、

E&’( DY+X8;= ?; ;* +T Z U ’#(% )*#+,-*,.,/*#% 0*!*#%（)FF&）,&（(F）



! "!!# $%&$’。先配制 #! $%&$’ 的硫胺素原液，
!"((!$过滤除菌后再按以上浓度涂布于 )*平板上。
（+）)* , 甲萘醌平板浓度梯度：! "#、! "!#、

! "!!#、! "!!!# $%&$’。亚硫酸氢钠甲萘醌注射液
（- $%&$’）按以上浓度涂布于 )* 平板上。储存和
培养细菌时应注意避光以防甲萘醌分解。

（-）)* ,兔血巧克力平板浓度梯度：含兔血量
#.、#!.、(!.、(/.。待高压灭菌好的 )* 培养基
冷却至 0!1时，与无菌兔全血按以上比例混和，分
别倒入平板。

细菌接种于 234，培养 / 5，倍比稀释成 #! , # 6
#! , 7共 7 个稀释度，取 #! , / 6 #! , 7稀释度的菌液，分

区滴加于以上各平板。设菌液滴在 )*平板上作为
对照组，+81培养 (- 5，比较实验组与对照组细菌菌
落大小。

! 结果

! "# 培养及染色特性
培养 #7 5 后，野生株 39:/- ; 菌落大小为

# "! $$，而在测试的 #!- 株金葡菌临床分离株中，共
有 #7 株表现为生长缓慢，大小仅为 ! "( 6 ! "/ $$，继
续培养至 +< 5，菌落大小才达到 ! "- 6 ! "7 $$，而野
生株 39:/- ; 菌落大小达到 ( "/ $$。色泽上，上述
#7 株生长缓慢疑似金葡菌 3=>? 中，=@=-!、=@=/8、
=@=<# 和 =@=<< 为黄色，=@=+(、=@=-0 和 =@=/- 为
土黄偏白色，其余 ## 株分离株（4-/、4-<、A@B/、
A@B#!、A@B#<、A@B#7、A@B((、=@=+8、=@=-#、=@=//、
=@=<+）呈土黄色，与野生株 39:/- ; 的橘黄色相比，
颜色均较浅，说明色素形成减少。革兰氏染色镜检，

都为革兰氏阳性菌，呈葡萄串状球菌。上述 #7 株临
床分离株初步疑似 3=>?。
! "! 疑似 $%&’ !"# 基因的 (%)检测

C=D检测结果表明（图 #），除 =@=+( 和 =@=-0
外，其它所有菌株都在 -<! EF 处出现一条特异性目
的条带，与预期扩增的 !"# 基因大小完全一致。因
此，=@=+( 和 =@=-0 排除为金葡菌，其余 #< 株分离
株都可确定为金葡菌种。

图 # 疑似金葡菌 $%&’ !"# 基因的 C=D产物电泳图
BG% H # C=D FIJKLM9 JN 95O ?L?FOM9OK 3 H :LIOL? 3=>? G?JP:9O? NJI !"# %OQO H ) H ):IROI @’(!!!；# H 39:/- ; ；( H =@=+(；+ H =@=+8；- H =@=-!；/ H =@=-#；

< H =@=-0；8 H =@=/-；7 H =@=//；0 H =@=/8；#! H =@=<#；## H =@=<+；#( H =@=<<；#+ H A@B/；#- H A@B#!；#/ H A@B#<；#< H A@B#7；#8 H A@B((；#7 H 4-/；

#0 H 4-< H

! "* 生化反应
! "* "# 溶血实验：=@=/-、=@=//、=@=/8、=@=<#、
=@=<+溶血不明显，其余菌株与 39:/- ; 一致，都有
明显溶血。

! "* "! 甘露醇实验：39:/- ; 在培养 (- 5 后，甘露醇
由原来的紫色完全变成黄色，结果为阳性，而疑似

3=>?菌株中，有 +# "+.（/&#<）的菌株利用甘露醇的
速度缓慢，在培养 (- 5 后，发酵管中的甘露醇开始
由紫色慢慢变黄，-7 5后才完全变黄，=@=/8 不利用
甘露醇。

!"*"* 血浆凝固酶实验：=@=<+ 不凝集，4-/、4-<、

=@=-#、=@=/-、=@=//、=@=/8、=@=<# 在 ( $GQ 后才出
现略微凝集，其余 #!株疑似 3=>? 分离株与39:/- ; 一
样，在几秒内就出现很明显的凝集，为阳性。

! "* "+ 细菌形态观察、C=D 鉴定、溶血试验、甘露醇
试验和凝固酶试验等结果：#7 株可疑 3=>? 分离株
中，4-/ 菌落大小虽与野生型差不多，但颜色较浅
（土黄色），发酵甘露醇速度缓慢，凝固酶实验中凝集

不明显；=@=/- 菌落大小仅为 ! "/ $$，呈土黄偏白
色，溶血活性和凝固酶活性均较低；=@=/8 菌落大小
为 ! "- $$，呈黄色，溶血不明显，不利用甘露醇；
=@=<+ 大小为 ! "< $$，呈土黄色，溶血不明显，发酵
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甘露醇速度缓慢，凝固酶阴性（表 !）。与金葡菌
"#$%典型表型特征相比，此四株细菌都呈现出部分

"#$%表型，在上述试验结果的基础上，对该 & 株分
离株作进一步鉴定。

表 ! 野生株 "#$%& ’ 和四株疑似金葡菌 "()*分离株的表型及生化特性
’()*+ ! ,-+./01234 (.5 )3/4-+634(* 4-(7(40+73%034% /8 0-+ 93*5:012+ "0(;& < (.5 0-+ 8/=7 %=%2+40+5 " > (=7+=% "#$ 3%/*(0+%

?%/*(0+%
#=*03@(03/.
036+A-

#/*/.1
%3B+A66

#/*/.1
4/*/7

C+6/*1%3%
0+%0

D(..30/*
0+%0

#/(E=*(%+
0+%0

!"# E+.+
35+.03834(03/.

"0(;& < FG H I; "(887/.:1+**/9 J J J J J J J J
K&; FG ! IL K=88 J J J J J J
#M#;& FG LI; K=88:)*(.4 J J J J J J
#M#;N FG LI& O+**/9 J P J J J J
#M#GF FG LIG K=88 J J P J J

J J > ,/%303@+；J > D/5+7(0+ ,/%303@+；P > Q+E(03@+

+ ,& 药敏实验
在 H& -和 FG - 测得的抑菌圈大小并无差异，说

明细菌生长 H& - 后，其生长速度对药敏实验的结果
无影响，两次重复实验的结果一致。从表 H 可知，四
株疑似金葡菌 "#$%分离株均对甲氧苄啶A磺胺甲基
异#唑（"R’）敏感，而据文献报道［;，!F P !&］，囊性纤维

化（#S）患者长期服用 "R’，会产生胸腺嘧啶依赖性
"#$%，即胸腺嘧啶依赖性 "#$% 对 "R’ 具有抗性，由
此可以初步排除它们是胸腺嘧啶依赖性 "#$% 的可
能性；且此四株分离株均对苯唑西林和头孢西丁敏

感，表明它们不是耐甲氧西林金葡菌（DT"U）"#$%。
#M#;& 对氨基糖苷类（庆大霉素和卡那霉素）和青霉
素类不敏感，而 #M#;N 只对青霉素类抗性（表 H）。
表 + -.(( +%/+0 和四株疑似金葡菌 "()*分离

株药敏实验结果

’()*+ H "=%4+203)3*301 0+%0 /8 U’## H;VHF (.5 0-+ 8/=7

%=%2+40+5 " > $"%&"’ "#$ 3%/*(0+%

U.03)3/034 U’## H;VHF K&; #M#;& #M#;N #M#GF

S/%8/6143. " " " " "
"R’ " " " " "
W+.0(6343. " " T " "
XY(43**3. " " " " "
U62343**3. " " T T "
$(.4/6143. " " " " "
"07+20/6143. " " T " "
Z(.(6143. " " T " "
,+.343**3. " " T T "
#+8/Y303. " " " " "

" > "+.%303@+；T > T+%3%0(.0 >

+ ,% 补偿试验
实验发现，在含上述四种化合物各稀释度平板

上的细菌生长都有一个规律：即在某个稀释度平板

上生长的菌落直径最大，小于或大于这个稀释度的

平板上菌落都比较小，因此，将能使菌落生长至直径

最大的化合物稀释度确定为细菌最适生长浓度，分

别是：胸腺嘧啶（!!EA6[）、硫胺素（!LL!EA6[）、甲萘

醌（!!EA6[）、兔全血（HL\）。
基于上述结论，在此四种化合物细菌最适生长

浓度的平板上培养 #M#;&，观察到其菌落大小比对
照组（DC平板上）要大 L I; 66，且与野生株 "0(;& <
的菌落大小（! IF 66）接近。

0 讨论

金葡菌 "#$%的典型特征是：固体琼脂培养为细
小菌落，液体培养则生长缓慢，色素形成减少，溶血

活性降低（L IH;\，野生型金葡菌则为 ]V\），凝固酶
活性降低，对氨基糖苷类的抗性增强，非典型的生化

反应，如对乳糖、松二糖和甘露醇的发酵作用减弱，

不还原硝酸盐，对 Q P 乙酰葡萄糖胺的利用减
少［!!］等。

本实验通过观察 !L& 株临床分离株在 ’"U上的
生长情况，发现有 !] 株疑似金葡菌 "#$% 分离株生
长速度缓慢，菌落大小接近于野生株的 !A!L ^ !A;，
菌落颜色比野生株浅，即色素形成减少，尤其是

#M#;& 菌落为土黄偏白色，与金葡菌 "#$%典型表型
相似。

这些菌株都是按常规方法从临床样本中分离，

不能百分百确定其为金葡菌，且金葡菌 "#$%的生化
特性与野生型金葡菌有很大差别，若直接进行生化

实验，容易出现假阴性结果。据文献报道，疑似金葡

菌 "#$%分离株在凝固酶实验中可能为假阴性。因
此需测试其种特异性基因 !"# 或 #($ 以确定其为金
葡菌，或者对凝固酶阴性金葡菌 "#$% 的 !G" 7TQU
序列进行诊断测序［!;］。因此，本实验设计了金葡菌

种特异性基因 !"#（编码耐热核酸酶）的引物，对 !]
株疑似 "#$% 分离株进行 ,#T 扩增，发现除 #M#FH
和 #M#&V 外，其余 !G 株细菌在 &GL )2 处均有目的
条带，可确定为金葡菌。

在生化实验中发现，K&;、#M#;&、#M#;N、#M#GF

LL&! _=(.6+3 C+ +0 (* > A )#*$ +,#%(-,(.(/,#$ 0,!,#$（HLLV）&V（!L）



这 ! 个分离株具有金葡菌 "#$%的部分表型特征，包
括凝固酶实验中凝集现象不明显、甘露醇利用速度

缓慢、溶血不明显，即可表述为细菌的凝固酶活性下

降，对甘露醇的发酵作用减弱、溶血活性降低。但在

药敏实验中发现，只有 #&#’! 对氨基糖苷类有抗药
性。综合所有实验结果，可初步确定来自环境源的

#&#’! 为金葡菌 "#$%。
金葡菌 "#$%最初研究的焦点是解释 "#$%的低

生长率，以及检测菌株以确定恢复至野生型生长率

所需要的特定物质。用诸如甲萘醌、氯化血红素、硫

胺素、不饱和脂肪酸和 #() 之类的化合物刺激 "#$%
的生长［*］，对大量分离株进行检测表明，前 + 种化合
物是可以刺激菌株生长的［,*］。

进一步研究发现，临床上常见的金葡菌 "#$%主
要有电子传递缺陷型和胸腺嘧啶依赖型（-&），前者
表现为甲萘醌或氯化血红素缺陷，这两种物质分别

参与电子传递链中醌（维生素 .)）和细胞色素类的
生物合成［,,］。由于甲萘醌的生物合成需要硫胺素，

故硫胺素缺陷型 "#$%属于甲萘醌缺陷型 "#$%的一
个亚型。实践证明，通过临床分离株确定金葡菌

"#$%精确的遗传损伤是很难的，但利用补偿实验恢
复菌株表型有助于研究甲萘醌和氯化血红素生物合

成途径中的缺陷［/］。据相关研究报道，在囊性纤维

化（#0）病例中 ),1的患者分离出 -& 金葡菌［,!］。
-&金葡菌 "#$% 具有与电子传递缺陷型 "#$% 相似
的表型，其原理尚未知晓。有学者认为胸腺嘧啶缺

陷型 "#$%是双重突变株，因为它们能从脓汁中分离
到，而这些脓汁富含金葡菌 &23酶作用后所释放的
胸腺嘧啶［,4 5 ,6］。胸腺嘧啶依赖性 "#$% 为了抵抗
"7-而吸收胞外胸腺嘧啶，最终绕过 "7-抑制途径，
因此，胸腺嘧啶依赖性 "#$%可依靠外源性胸腺嘧啶
存活。若有大量胸腺嘧啶存在，则 "#$%的生长类似
野生型金葡菌［’］。

为验证 #&#’! 的金葡菌 "#$% 身份，根据上述
资料，设计了 "#$%形态恢复实验。由于血液中的血
细胞高温裂解后可释放出大量的血红素，故用兔血

巧克力平板代替血红素。在分别补加了胸腺嘧啶

（,!89:;）、硫胺素（,<<!89:;）、甲萘醌（,!89:;）、
兔血（)<1）的 => 平板上培养时发现，#&#’! 生长
速度加快，菌落变大，且大小接近于野生型金葡菌，

表明这四种化合物可以刺激菌株的生长，可能在

"#$%恢复野生株表型上起了一定作用，由此可作为
确定 #&#’! 为金葡菌 "#$% 的一个依据。因此，可
确定 #&#’! 为金葡菌 "#$%。

致谢 本项目得到加拿大麦基尔大学 7 ? @ABC 教授
的大力资助！
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