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鸡肉源耐甲氧西林金黄色葡萄球菌全基因组测序
及生物信息学分析*

姜华,何晓娟,卢星辰,李晨程*
 

*,李远宏*
 

*

(徐州医科大学公共卫生学院,江苏徐州
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【摘要】 目的 了解鸡肉源耐甲氧西林金黄色葡萄球菌(Methicillin-resistant
 

Staphylococcus
 

aureus,MRSA)的全基因

组特征。 方法 收集7株鸡肉源 MRSA菌进行全基因组测序,利用比较基因组学分析 MRSA的基因特征、抗生素耐

药基因(Antibiotic
 

resistance
 

genes,ARGs)和毒力基因携带情况,并构建基于 MRSA全基因组SNP
 

的系统发育树以分

析不同菌株间的进化关系。 结果 7株 MRSA染色体基因组长度约为2.8
 

Mbp,鉴定出2
 

499~2
 

735个基因,基因组

的平均GC含量为33.58%。基因功能注释结果显示测序 MRSA菌株基因组中包含大量与营养物质代谢功能和环境响

应相关的基因,可能为其在不同环境下的生长繁殖提供有利条件。7株鸡肉源 MRSA菌的基因组中检出12~21种

ARGs以及53~71种毒力基因。系统发育树显示不同ST型 MRSA菌株分别处于不同的分支,而相同ST
 

型 MRSA菌

株的进化距离较近,遗传进化关系较近。 结论 鸡肉源 MRSA菌株基因组中存在大量的 ARGs和毒力基因,对人类

健康造成巨大威胁,因此应持续监测并采取有效措施降低鸡肉制品中 MRSA的污染水平,以确保食品安全。
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【Abstract】 Objective To
 

understand
 

the
 

whole-genome
 

characterization
 

of
 

methicillin-resistant
 

Staphylococcus
 

aureus
 

(MRSA)
 

from
 

chicken. Methods The
 

whole-genome
 

sequence
 

(WGS)
 

of
 

seven
 

MRSA
 

strains
 

isolated
 

from
 

chicken
 

was
 

sequenced,and
 

the
 

genetic
 

characteristics,antibiotic
 

resistance
 

genes
 

(ARGs)
 

and
 

virulence
 

genes
 

was
 

were
 

analyzed.
 

Meanwhile,the
 

phylogenetic
 

tree,based
 

on
 

whole-genome
 

SNP
 

analysis,was
 

constructed
 

to
 

analyze
 

the
 

evolutionary
 

rela-
tionships

 

among
 

different
 

MRSA
 

strains. Results The
 

results
 

indicated
 

that
 

the
 

full-length
 

genomic
 

sequence
 

of
 

the
 

seven
 

MRSA
 

strains
 

was
 

about
 

2.8
 

Mbp,of
 

which
 

2
 

499-2
 

735
 

genes
 

were
 

identified,and
 

the
 

average
 

GC
 

content
 

of
 

the
 

genes
 

in
 

the
 

seven
 

genomes
 

was
 

33.58%.
 

The
 

results
 

of
 

gene
 

function
 

annotation
 

indicated
 

that
 

the
 

genome
 

of
 

sequenced
 

MRSA
 

strains
 

contains
 

a
 

large
 

number
 

of
 

genes
 

related
 

to
 

nutrient
 

metabolism
 

and
 

environmental
 

response,which
 

may
 

provide
 

favorable
 

conditions
 

for
 

their
 

growth
 

and
 

reproduction
 

in
 

different
 

environments.
 

A
 

total
 

of
 

12-21
 

ARGs
 

and
 

53-
71

 

virulence
 

genes
 

were
 

detected
 

in
 

the
 

genomes
 

from
 

seven
 

MRSA
 

strains
 

isolated
 

from
 

chicken.
 

Phylogenetic
 

tree
 

analy-
sis

 

revealed
 

that
 

MRSA
 

strains
 

with
 

different
 

sequence
 

types
 

(ST)
 

were
 

in
 

different
 

branches,whereas
 

MRSA
 

strains
 

with
 

the
 

same
 

ST
 

exhibited
 

close
 

evolutionary
 

distance
 

and
 

indicated
 

their
 

close
 

genetic
 

evolutionary
 

relationships. Conclusion
 The

 

genome
 

of
 

MRSA
 

strains
 

isolated
 

from
 

chicken
 

harbors
 

a
 

considerable
 

abundance
 

of
 

ARGs
 

and
 

virulence
 

genes,po-
sing

 

a
 

great
 

threat
 

to
 

human
 

health.
 

Hence,continuous
 

surveillance
 

and
 

effective
 

measures
 

are
 

essential
 

to
 

attenuate
 

MR-
SA

 

contamination
 

levels
 

in
 

poultry-derived
 

products,thereby
 

ensuring
 

food
 

safety.
【Key

 

words】 methicillin-resistant
 

Staphylococcus
 

aureus;whole
 

genome
 

sequencing;antibiotic
 

resistance
 

gene;viru-

lence
 

gene

 ***耐甲氧西林金黄色葡萄球菌(Methicillin-resist-
ant

 

Staphylococcus
 

aureus,MRSA)是一种重要的多

重耐药细菌,可引起严重的菌血症和其他感染性疾病,
如心内膜炎、肺炎、脑膜炎和尿路感染等[1]。在过去的

几十年里,MRSA的耐药性不断增强,由其产生的抗
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生素耐药性问题已成为全球关注的重要公共卫生问题

之一[2]。由于某些序列型的 MRSA可从动物转移到

人类,并可能带来相关的健康问题和经济损失,这也是

食品行业需要面对的一个重要问题[3]。此外,研究发

现 MRSA的环境适应能力强,而且其宿主特异性低,
可广泛定殖于家禽体内,可通过食品加工、包装、运输

和储存等环节进入食物链,严重威胁人类健康[4]。鉴

于 MRSA引起疾病的潜在风险,在全基因组水平上了

解 MRSA的流行病学特征和分子进化规律对于预防

由该菌引起的感染和保障食品安全具有重要意义。
近年来,随着测序技术的不断发展和测序成本的

不断降低,基于全基因组测序(Whole
 

genome
 

sequen-
cing,WGS)的分子分型技术在食源性疾病疫情爆发的

识别和暴发溯源调查中已显示出极大的应用价值和发

展潜力[5-6]。目前,基于 WGS开展的有关 MRSA的

研究主要集中于临床分离株上,用于毒力因子、ARGs
和致病岛的比较分析[7],而对食品源 MRSA菌株的分

子遗传特征的研究尤为重要。为更好地了解鸡肉源

MRSA
 

菌株分子进化特征,本研究对7株鸡肉源 MR-
SA

 

菌株进行 WGS,分析不同菌株基因组的ARGs和

毒力基因;构建基于SNP的系统发育进化树,为解析

鸡肉源 MRSA
 

基因组多样性和分子进化等研究提供

新的线索。

材料与方法

1 材料

1.1 菌 株  7 株 鸡 肉 源 MRSA(GWJR01~
GWJR07)分离自徐州市市售鸡肉样品,3株参考菌株

全基因DNA数据来自于 NCBI数据库,具体信息见

表1。

表
 

1 MRSA菌株信息
Table

 

1 The
 

detailed
 

information
 

of
 

MRSA
 

strains
 

used
 

in
 

this
 

study
菌株
Strain

地区
Region

分类来源
Source

数据来源
Data

 

sources
ST型
ST

 

types

GWJR01 江苏 鸡肉 本研究 ST72
GWJR02 江苏 鸡肉 本研究 ST7
GWJR03 江苏 鸡肉 本研究 ST59
GWJR04 江苏 鸡肉 本研究 ST7
GWJR05 江苏 鸡肉 本研究 ST9
GWJR06 江苏 鸡肉 本研究 ST398
GWJR07 江苏 鸡肉 本研究 ST9
ASM77 云南 猪场 NCBI登录号:JAMYYD000000000ST398
ASM87 山东 猪场 NCBI登录号:JAMYYG000000000 ST9
ASM95 山东 猪场 NCBI登录号:JAMYYJ000000000 ST9

1.2 主要仪器与试剂 5418型小型高速离心机购于

德国Eppendorf
 

公司;NanoDrop
 

2000
 

型超微量分光

光度计购于赛默飞世尔科技(中国)有限公司;GelDoc
 

XR型凝胶成像系统购于美国BIO-RAD公司。细菌

基因组DNA
 

提取试剂盒购于美国Omega公司;胰蛋

白胨大豆肉汤(TSB)购自北京陆桥技术股份有限公

司。

2 方法

2.1 细菌培养与DNA提取 将7株鸡肉源 MRSA
 

分离株分别划线接种于TSA固体培养基中37
 

℃培养

24
 

h。挑取单菌落接种于TSB培养基,于37
 

℃培养

至对数生长期,采用细菌基因组DNA提取试剂盒(O-
mega,USA)提取基因组DNA,利用超微量分光光度

计和1
 

%琼脂糖凝胶电泳分析DNA
 

样品的浓度、纯
度及完整性。

2.2 全基因组测序 检测合格的基因组DNA样品

送至华大基因公司,利用DNBSEQ平台测定 MRSA
的全基因组序列。对测序所得原始数据进行除杂处理

后得到Clean
 

Reads,使用SPAdes(v3.9.0)软件[8]对

Clean
 

Data进行组装,得到的完整基因组序列用于生

物信息学分析。

2.3 生物信息学分析 采用Glimmer
 [9]软件进行组

装结果的基因预测。通过 RNAmmer[10]软 件 预 测

rRNA,通过tRNAscan[11]软件预测tRNA区域和tR-
NA的二级结构,通过Infernal[12]软件与Rfam数据库

进行 比 对 得 到 sRNA。将 基 因 的 氨 基 酸 序 列 与

KEGG、COG
 

数据库进行比对,得到对应的功能注释

信息,同时基于碳水化合物活性酶数据库(CAZyme)
进行碳水化合物酶类基因的功能注释。利用CARD
数据库和VFDB数据库预测 MRSA基因组中存在的

ARGs和毒力基因。以 ST9
 

MRSA 菌株 BA01611
(NCBI:CP019945)为 参 考 菌 株,使 用 CGE 的 CSI

 

Phylogeny
 

1.4[13]软件对7株 MRSA基因组,以及3
株中国 MRSA主要流行株(ST9和ST398)进行SNP

 

分析,并以此构建系统进化树。

结 果

1 MRSA基因组基本特征

7株鸡肉源 MRSA全基因组序列经DNBSEQ平

台测序、拼接和组装后,其基本组成如表2所示。预测

分析7株菌株基因组含有2
 

499~2
 

735个基因,基因

组序列总长度为2
 

718
 

931~2
 

896
 

998
 

bp,平均长度

为899
 

bp。编码基因占各自基因组序列的83.13%~
83.72%,基因GC含量在33.51%~33.65%之间,低
于40%,属于具有较强GC偏好的基因组。此外,预
测分析发现测序的 MRSA菌株含有数量不等的非编

码RNA(tRNA、rRNA和sRNA),其中sRNA数量最

多,达71~87个。其次为tRNA,而rRNA数量较低,
每个测序菌株仅含有4~5个。
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表
 

2 7株鸡肉源 MRSA基因组特征
Table

 

2 Genomic
 

characteristics
 

of
 

the
 

seven
 

MRSA
 

strains
from

 

chicken

菌株
Strain

基因组
大小
Genome
size(bp)

基因
数目
No.

 

of
genes

基因
总长度

Total
 

length
of

 

genes
(bp)

基因
平均长度
Average

 

length
 

of
 

genes(bp)

编码区
占比

Proportion
of

 

coding
 

area(%)

GC含量
GC

 

content
(%)

tRNA
数目
No.

 

of
 

tRNAs

rRNA
数目
No.

 

of
rRNAs

sRNA
数目
No.

 

of
sRNAs

GWJR01 2721918 2503 2270337 907 83.41 33.58 40 4 75
GWJR02 2829468 2633 2368851 900 83.72 33.55 37 4 73
GWJR03 2801129 2604 2328558 894 83.13 33.56 41 4 87
GWJR04 2829670 2623 2367456 903 83.67 33.55 33 4 72
GWJR05 2896998 2735 2417547 884 83.45 33.51 36 4 78
GWJR06 2718931 2499 2261205 905 83.17 33.65 38 5 71
GWJR07 2895016 2733 2417178 884 83.49 33.51 35 4 74

2 基因组注释和分析

利用CAZy数据库研究碳水化合物利用的基因组

潜力,结果表明7株鸡肉源 MRSA基因组中均包含糖

苷水解酶(GHs)、糖基转移酶(GTs)、多糖裂解酶

(PLs)、糖类酯解酶(CEs)、辅助功能(AAs)以及碳水

化合物结合模块(CBMs)六大类碳水化合物酶(表3)。
其中GH 含量最高,每株均包含36~40个;其次为

GT在32~34个之间。PLs含量最少,每株仅包含1
~2个。

表
 

3 7株鸡肉源 MRSA的碳水化合物酶鉴定
Table

 

3 Identification
 

of
 

CAZymes
 

of
 

the
 

seven
 

MRSA
 

strains
from

 

chicken

菌株
Strain

糖苷
水解酶
GHs

糖基
转移酶
GTs

多糖
裂解酶
PLs

碳水化合物
酯酶
CEs

辅助
功能
AAs

碳水化合物
结合模块
CBMs

GWJR01 36 33 1 4 2 15
GWJR02 37 32 2 4 2 16
GWJR03 38 33 2 4 2 15
GWJR04 37 32 2 4 2 16
GWJR05 40 33 1 4 2 16
GWJR06 36 34 2 4 2 15
GWJR07 40 33 1 3 2 16
  注:表中数据为CAZymes数据库注释的碳水化合物酶类基因数量。

利用COG数据库对7株鸡肉源MRSA的蛋白质

功能进行注释,结果表明7株 MRSA基因组中被注释

基因分别占各自基因组的比例 为78.94%(1976/

2503)、77.4%(2038/2633)、77.07%(2007/2604)、

77.62%(2036/2623)、74.8%(2046/2735)、79.31%
(1982/2499)和74.93%(2048/2733)。预测到的基因

序列COG功能注释主要集中E(氨基酸转运和代谢)、

J(翻译、核糖体结构与生物合成)、P(无机离子转运和

代谢)、G(碳水化合物运输和代谢)、H(辅酶转运与代

谢)、C(能源生产和转化)等蛋白质功能分类(表4)。
采用KEGG数据库对7株鸡肉源 MRSA全基因

组的生物学功能进行系统注释,结果显示预测基因功

能被分为6大类,分别是细胞过程、环境信息处理、遗

传信息处理、人类疾病、代谢和有机系统(表5)。通过

与KEGG数据库进行比对分析,代谢分支富集的基因

最多,平均可达1
 

450个,分布在12个通路上;其次为

环境信息处理,平均富集了210个基因,分布在5个通

路上;遗传信息处理平均富集了174个基因,分布在4
条相关通路上;人类疾病平均富集到158个基因,分布

在11个相关通路上;细胞过程和有机系统相关通路富

集到的基因最少,分别平均富集了86和40个基因,包
括4条和6条通路。

表
 

4 7株鸡肉源 MRSA基因组注释序列COG功能分类
Table

 

4 The
 

COG
 

function
 

classification
 

of
 

the
 

genome
 

annotation
sequence

 

of
 

the
 

seven
 

MRSA
 

strains
 

from
 

chicken
编号
Code

COG功能分类
COG

 

Function
 

category
GWJR
01

GWJR
02

GWJR
03

GWJR
04

GWJR
05

GWJR
06

GWJR
07

N 细胞运动 8 8 8 8 8 8 8
U 细胞内的转运、分泌和囊泡运输 25 25 25 25 25 25 25
D 细胞周期调控、细胞分裂、染色体分离 41 42 42 42 44 41 44
V 防御机制 56 61 58 61 60 49 60
O 翻译后修饰、蛋白质转换、分子伴侣 96 101 96 101 97 93 97
T 信号转到机制 97 97 99 97 98 96 98
M 细胞壁、细胞膜、细胞外膜生物合成 132 133 132 133 135 132 135
Z 细胞骨架 1 1 1 1 1 1 1
W 胞外结构 4 4 4 4 4 4 4
L 复制,重组和修复 103 112 108 112 112 104 113
K 转录 142 150 154 150 148 149 149
J 翻译、核糖体结构和生物合成 212 216 213 216 218 211 218
X 噬菌体原、转座子遗传 21 33 24 31 37 25 36
Q 次级代谢产物的合成、转运和代谢 31 29 29 29 30 31 31
F 核苷酸转运和代谢 83 87 83 87 85 83 85
I 脂质转运和代谢 100 104 103 104 104 102 104
C 能源生产和转化 107 109 108 109 109 110 109
H 辅酶转运和代谢 150 151 147 151 152 147 152
G 碳水化合物转运和代谢 159 160 160 160 165 162 165
P 无机离子转运和代谢 163 167 166 167 169 165 169
E 氨基酸转运和代谢 223 223 222 223 223 218 223
R 一般功能预测 171 178 173 178 179 170 179
S 未知功能 106 111 109 111 107 107 107

  注:表中数据为COG数据库注释后获得的不同功能基因数目。

表
 

5 7株鸡肉源 MRSA基因组KEGG通路注释分类
Table

 

5 KEGG
 

pathway
 

annotation
 

classification
of

 

the
 

seven
 

MRSA
 

strains
 

from
 

chicken

菌株
Strain

代谢
Metabolism

环境信息处理
Environmental

 

information
processing

遗传信息处理
Genetic

information
processing

人类
疾病
Human
diseases

细胞
过程
Cellular
processes

生物
系统

Organismal
systems

GWJR01 1442 211 173 161 88 39
GWJR02 1456 211 175 156 90 41
GWJR03 1444 207 178 156 84 39
GWJR04 1456 211 175 156 90 41
GWJR05 1452 210 173 160 84 39
GWJR06 1448 210 173 156 83 39
GWJR07 1452 210 173 160 84 39
  注:表中数据为KEGG数据库注释后获得的不同类型基因数目。

3 耐药基因分析
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耐药基因预测分析显示7株鸡肉源 MRSA基因

组中含有大量的ARGs,数量在12~21种不等。其中

菌株GRJW05和 GRJW07基因组中含 ARGs最多,
均携带21个ARGs(表6)。耐药基因注释分析显示,
所有测序菌株的基因组中均含有10个相同的ARGs,
包括2个β-内酰胺类(blaZ、mecA)、3个喹诺酮类

(arlR、arlS、norA)、3个四环素类(mepA、mepR、tet
(38)),以及2个多重耐药基因(LmrS、mgrA)。部分

耐药基因出现的频率较少,只存在于少数 MRSA菌株

的基因组中,例如氨基糖苷类耐药基因apmA 仅存在

于菌株 GRJW05的 基 因 组 中,磷 霉 素 类 耐 药 基 因

FosB6只存在于菌株GRJW07中。

表
 

6 7株鸡肉源 MRSA耐药基因分析
Table

 

6 Analysis
 

of
 

antimicrobial
 

resistance
 

genes
of

 

the
 

seven
 

MRSA
 

strains
 

from
 

chicken

菌株
Strain

耐药基因数量
No.

 

of
 

resistance
 

genes

耐药基因类别及数量
Types

 

and
 

No.
 

of
 

resistance
 

genes

GWJR01 13 β-内酰胺类(3)、氨基糖苷类(1)、喹诺酮类(3)、磷霉素类(1)、
四环素类(3)、多重耐药类(2)

GWJR02 12 β-内酰胺类(2)、氨基糖 苷 类(1)、大 环 内 酯 类(1)、喹 诺 酮 类
(3)、四环素类(3)、多重耐药类(2)

GWJR03 14 β-内酰胺类(3)、喹诺酮类(4)、磷霉素类(2)、四环素类(3)、多
重耐药类(2)

GWJR04 12 β-内酰胺类(2)、氨基糖 苷 类(1)、大 环 内 酯 类(1)、喹 诺 酮 类
(3)、四环素类(3)、多重耐药类(2)

GWJR05 21
β-内酰胺类(2)、氨基糖 苷 类(4)、大 环 内 酯 类(1)、喹 诺 酮 类
(4)、磷霉素类(1)、四环素类(4)、多重耐药类(3)、甲氧苄啶类
(1)、酰胺醇类(1)

GWJR06 12 β-内酰胺类(2)、喹诺酮类(3)、磷霉素类(2)、四环素类(3)、多
重耐药类(2)

GWJR07 21
β-内酰胺类(2)、氨基糖 苷 类(3)、大 环 内 酯 类(1)、喹 诺 酮 类
(4)、磷霉素类(2)、四环素类(4)、多重耐药类(3)、甲氧苄啶类
(1)、酰胺醇类(1)

4 毒力基因分析

毒力基因预测分析显示7株鸡肉源 MRSA菌株

基因组中含有53~71个数量不等的毒力基因,其中外

毒素类毒力因子数量最多,每株均含有20~28个(表

7)。不同菌株间多数毒力基因相同,其中39种毒力基

因在全部测序的 MRSA菌株基因组中均有检出。测

序毒力基因可分为6种不同类型,主要包括粘附类(如

atl、clfA 和clfB 等)、外泌系统类(如esaA、esaB、es-
aC 等)、毒素类(如hlb、eta、sea、seb等)、胞外酶类(如

splA、splB、coa 等)、宿主免疫调节类(如chp、scn、sbi
等)、生物膜类(如icaA、icaB、icaC 等)。

5 系统发育分析

将7株鸡肉源 MRSA
 

分离株与 NCBI
 

已经公开

的3株从猪场中分离得到的中国主要 MRSA流行株

的全基因组序列进行比对,构建基于全基因组SNP的

系统发育树,结果如图1。不同ST型菌株分别处于不

同的分支,而相同ST型 MRSA菌株的进化距离较

近,遗传进化关系较近。例如2株鸡肉源ST
 

9
 

MRSA
菌株(GWJR05、GWJR07)与从猪场中分离得到的ST

 

9
 

MRSA菌株(ASM87、ASM95)居于同一分支,而鸡

肉源ST398
 

MRSA菌株与菌株ASM77(ST398)位于

同一分支。

表
 

7 7株鸡肉源 MRSA毒力基因分析
Table

 

7 Analysis
 

of
 

virulence
 

genes
 

of
 

the
 

seven
 

MRSA
 

strains
from

 

chicken

菌株
Strain

毒力基因数目
Number

 

of
 

virulence
 

genes

毒力基因种类及数量
Types

 

and
 

number
 

of
 

virulence
 

genes

GWJR01 71
粘附类(12)、外泌系统类(12)、毒素类(28)、胞外酶类(11)、宿
主免疫逃逸类(3)、生物膜类(5)

GWJR02 68
粘附类(12)、外泌系统类(12)、毒素类(24)、胞外酶类(12)、宿
主免疫逃逸类(3)、生物膜类(5)

GWJR03 57
粘附类(10)、外泌系统类(9)、毒素类(24)、胞外酶类(7)、宿主
免疫逃逸类(3)、生物膜类(4)

GWJR04 68
粘附类(12)、外泌系统类(12)、毒素类(24)、胞外酶类(12)、宿
主免疫逃逸类(3)、生物膜类(5)

GWJR05 62
粘附类(10)、外泌系统类(11)、毒素类(28)、胞外酶类(5)、宿
主免疫逃逸类(3)、生物膜类(5)

GWJR06 53
粘附类(11)、外泌系统类(9)、毒素类(20)、胞外酶类(6)、宿主
免疫逃逸类(3)、生物膜类(4)

GWJR07 61
粘附类(10)、外泌系统类(10)、毒素类(28)、胞外酶类(5)、宿
主免疫逃逸类(3)、生物膜类(5)

图
 

1 基于 MRSA全基因组
 

SNP
 

构建的系统发育树

Fig.1 Phylogenetic
 

tree
 

of
 

MRSA
 

strains
 

based
 

on
 

whole
 

genome
 

SNP

讨 论

在食品安全领域,WGS
 

在食源性疾病聚集性病

例识别和暴发溯源调查中已显示出极大的应用价值和
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发展潜力,越来越受到重视[5-6]。本研究利用 WGS技

术分析了7株鸡肉源MRSA
 

的功能基因构成、ARGs、
毒力基因以及分子遗传进化关系,丰富了畜禽产品中

MRSA
 

分子流行病学资料,为进一步阐明 MRSA
 

的

致病机制研究提供了科学依据。
比较基因组学分析显示,7株鸡肉源 MRSA

 

基因

组在基因数量、基因总长度、基因平均长度、基因 GC
含量、编码区占比等均无显著差异,与既往报道的牛源

MRSA和猪源 MRSA基因组相似,进一步证实不同

来源 MRSA基因组具有高度的保守性[14]。研究发现

测序菌株基因组中携带较多数量的非编码RNA,其中

sRNA
 

数量高达70个以上,平均约占总预测非编码

RNA的64.70%。这些小RNA
 

参与转录水平和转录

后水平调控基因表达,在 MRSA的代谢、环境适应和

毒力基因表达等方面可能起调节作用。
抗生素作为一种抗菌药物,因其可以预防和控制

动物疾病、保护畜禽健康、显著促进动物生长、缩短饲

养周期等作用而被广泛应用于畜禽养殖业。目前在畜

禽饲养过程中主要使用β-内酰胺类、四环素类、氨基糖

苷类、磺胺类、喹诺酮类和大环内酯类等[15]六大类抗

生素。这些抗生素的广泛使用可能导致耐药细菌不断

涌现,对全球食品安全和公众健康构成严重威胁[16]。

Wang等[17]在我国东南部某大型集约化畜禽养殖场中

检测出四环素类、磺酰胺类、喹诺酮类、氨基糖苷类和

大环内酯类等5大类抗生素。沈聪等[18]调查了宁夏

养鸡场鸡粪和周边土壤中抗生素及ARGs分布,从鸡

粪中检测到的 ARGs主要为氨基糖苷类和四环素类

耐药基因,并发现鸡场周边土壤中喹诺酮类抗生素含

量明显增加。本研究测序的7株 MRSA携带12~21
个ARGs,均含有β-内酰胺类、喹诺酮类和四环素类耐

药基因,以及大量的氨基糖苷类耐药基因,这些ARGs
的形成可能与环境中存在的抗生素所产生的进化压力

有关。值得注意的是,本研究中有2株(GWJR05和

GWJR07)为多重耐药,其序列型与亚洲牲畜 MRSA
主要流行株序列型(ST9)一致,携带 ARGs数量多达

21个,而这些ARGs在一定环境中存在水平转移的风

险,威胁人类健康。因此,合理使用抗生素并密切监测

MRSA耐药性变化规律,对于保障食品安全具有重要

意义。
金黄色葡萄球菌可产生多种毒力因子,如黏附素、

酶和外毒素,并有多种机制可以逃避宿主的免疫反应。
这些毒力因子往往是金黄色葡萄球菌引起疾病,导致

器官损伤的重要因素[19]。在已知的 MRSA六类毒力

因子中,本研究测序菌株的外毒素类毒力基因数量占

比最高,其数量达20~28个,这可能与 MRSA自身携

带的外毒素类毒力基因种类较多有关。进一步分析发

现全部测序 MRSA菌株均含有4种溶血毒素基因(α、

β、γ和δ溶血毒素基因),而一些毒力基因仅在部分菌

株中发现,例如白细胞毒素lukED 仅在 GWJR01、

GWJR02和GWJR04中检测到。此外,全部菌株均含

有脱落性毒素(Exfoliative
 

toxin
 

A,eta),而eta可导

致婴幼儿脱落性皮肤病,是导致新生儿葡萄球菌性烫

伤皮肤综合征的重要因素[20]。虽然 MRSA测序菌株

中编码经典肠毒素和新型肠毒素基因数量相对较少,
但在本研究测序的7个 MRSA菌株均含有10~12个

编码金黄色葡萄球菌超抗原样蛋白基因,而该蛋白家

族可介导 MRSA实现免疫逃逸,从而导致 MRSA感

染[21]。此外,预测结果表明每株 MRSA均含有4~5
个参与生物膜形成的基因,这些基因的表达也增加了

MRSA的环境适应性[22]。
本研究获得了7株鸡肉源 MRSA的全基因组序

列,并分析了 MRSA基因组特征、毒力基因和 ARGs
特征,丰富了有关畜禽产品中 MRSA

 

研究的数据库信

息,为 MRSA的流行病学特征、致病性、耐药性研究,
以及食源性致病菌的防控提供了参考依据。
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