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内蒙古东部部分奶牛场奶牛乳房炎金黄色葡萄球菌的
分离鉴定及毒力基因检测*

蒙小刚1,刘嘎1,吕香玉1,郭双1,麦拉苏1,李偲1,王永强1,刘锴1,2**,温树波1,3**

(1.内蒙古民族大学动物科技学院,内蒙古通辽028000;2.内蒙古自治区肉牛疾病防控工程技术研究中心;

3.内蒙古民族大学人畜共患病研究院)
 

【摘要】 目的 检测内蒙古东部奶牛场奶牛乳房炎金黄色葡萄球菌感染情况,并鉴定其毒力基因携带情况。 方法 
采集61份临床型乳房炎奶牛的牛奶样品进行金黄色葡萄球菌的分离鉴定。利用PCR方法检测分离株金黄色葡萄球菌

的nuc、clfA、fnbA、fnbB、tsst-1、sea、seb、sec、sed、seg、see、seh、sei、和sej
 

14种毒力基因,并对其中1株进行16S
 

rRNA
 

基因序列分析、生化检测、药敏试验以及动物致病性试验。 结果 成功分离到20株金黄色葡萄球菌。从分离菌中共

检测到11种毒力基因,其中nuc、clfA、fnbB、sea、sed、sei
 

6种毒力基因检出率均超过50%。随机挑选1株分离菌,将其

命名为TLXG01。16S
 

rRNA基因序列分析显示,分离菌与已报道的 MF511713.1
 

H2处于同一分支且相似度均高于

99%。药敏敏验显示,该分离菌对14种常用抗生素敏感,对多粘菌素和链霉素耐药。动物致病性试验显示,该分离株对

小鼠具有较强的致病性。 结论 内蒙古东部5个奶牛场乳房炎奶牛均有金黄色葡萄球菌感染,该病原菌携带毒力基

因的数量和种类不同,且存在多种毒力基因组合,可为当地奶牛场奶牛金黄色葡萄球菌性乳房炎的防治提供参考。
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【Abstract】 Objective To
 

investigate
 

the
 

infection
 

status
 

and
 

prevalence
 

of
 

the
 

virulence
 

genes
 

of
 

S.aureus
 

in
 

dairy
 

cows
 

from
 

large-scale
 

dairy
 

farms
 

in
 

the
 

eastern
 

area
 

of
 

Inner
 

Mongolia. Methods In
 

this
 

study,61
 

milk
 

samples
 

of
 

clinical
 

mastitis
 

in
 

dairy
 

cows
 

were
 

collected
 

from
 

dairy
 

farms
 

in
 

the
 

eastern
 

area
 

of
 

Inner
 

Mongolia.In
 

total,fourteen
 

viru-
lence

 

genes,including
 

nuc,clfa,fnba,fnbb,tsst-1,sea,seb,sec,sed,seg,see,seh,sei,and
 

sej
 

were
 

detected
 

by
 

PCR.The
 

16S
 

rRNA
 

gene
 

sequence
 

analysis,biochemical
 

detection,drug
 

sensitivity
 

test
 

and
 

animal
 

pathogenicity
 

test
 

were
 

per-
formed

 

on
 

one
 

S.aureus
 

strain.In
 

addition,16s
 

rRNA
 

gene
 

of
 

the
 

isolate
 

was
 

identified
 

by
 

gene
 

sequence
 

analysis. Re-
sults In

 

total,twenty
 

strains
 

of
 

S.aureus
 

were
 

successively
 

isolated,from
 

which,eleven
 

virulence
 

genes
 

were
 

detected
 

positive,with
 

positive
 

rates
 

over
 

50%
 

for
 

nuc,
 

clfa,fnbb,sea,sed
 

and
 

sei
 

genes.Among
 

them,the
 

positive
 

rate
 

of
 

fnbB
 

was
 

the
 

highest,up
 

to
 

90%,followed
 

by
 

sei
 

gene
 

with
 

a
 

positive
 

rate
 

of
 

65%,which
 

suggested
 

that
 

the
 

most
 

prevalent
 

se-
rotype

 

of
 

S.aureus
 

was
 

type
 

SEI
 

One
 

isolate
 

was
 

randomly
 

selected
 

and
 

named
 

TLXG01.The
 

16S
 

rRNA
 

gene
 

sequence
 

a-
nalysis

 

suggested
 

that
 

the
 

isolate
 

was
 

clustered
 

in
 

the
 

same
 

branch
 

with
 

MF511713.1H2,with
 

a
 

similarity
 

higher
 

than
 

99%.Additionally,the
 

results
 

of
 

drug
 

sensitivity
 

test
 

showed
 

that
 

the
 

isolate
 

was
 

highly
 

sensitive
 

to
 

14
 

commonly
 

used
 

antibiotics
 

and
 

resistant
 

to
 

polymyxin
 

and
 

streptomycin.Pathogenicity
 

analysis
 

showed
 

all
 

mice
 

inoculated
 

with
 

the
 

isolate
 

at
 

a
 

dose
 

of
 

8×108
 

CFU/mL
 

died
 

within
 

12
 

h,indicating
 

that
 

TLXG01
 

was
 

highly
 

pathogenic
 

to
 

mice. Conclusion The
 

five
 

dairy
 

farms
 

in
 

the
 

eastern
 

of
 

Inner
 

Mongolia
 

were
 

all
 

infected
 

by
 

S.aureus,carrying
 

virulence
 

genes
 

in
 

different
 

spe-
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cies
 

and
 

amount.Meanwhile,there
 

are
 

a
 

variety
 

of
 

virulence
 

gene
 

combinations.This
 

study
 

provides
 

certain
 

theoretical
 

guidance
 

for
 

the
 

prevention
 

and
 

control
 

of
 

S.aureus
 

mastitis
 

in
 

local
 

dairy
 

farms.
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  奶牛乳房炎是一种重要的奶牛疾病,主要是奶牛

的乳腺组织受到病原微生物入侵而引起的一系列炎性

反应[1]。金黄色葡萄球菌(Staphylococcus
 

aureus)是
引起奶牛乳房炎的主要致病菌,该菌可产生溶血毒素、
耐热核酸酶、血浆凝固酶和肠毒素等,可引起急、慢性

和隐性乳房炎。由该菌引起的急、慢性乳房炎若得不

到及时治疗常可发生感染区坏死或败血症,最终导致

奶牛死亡,给奶业造成重大的经济损失[2]。目前,抗生

素仍然是治疗金黄色葡萄球菌感染的主要药物[3]。由

于抗生素的不合理使用,该菌出现了对多种抗生素同

时耐药的现象。耐药菌株的流行给金黄色葡萄球菌感

染的治疗带来了很大困难。本研究拟调查内蒙古自治

区东部地区牛源金黄色葡萄球菌的感染情况及毒力基

因携带情况,并对其中1株分离菌进行药敏试验、生化

试验和致病性试验,以期了解当地牛源金黄色葡萄球

菌流行情况及防治提供参考。

材料与方法

1 材料

1.1 主要试剂 酵母浸膏、葡萄糖、氯化钠、蛋白胨、
琼脂粉、Baird-Parker平板均购自青岛海博生物技术

有限责任公司;K-B药敏纸片购自杭州滨和微生物试

剂有限公司;16S
 

rRNA基因引物和14种毒力基因引

物均由上海生工生物工程有限公司合成;2×Easy
 

Taq
 

PCR
 

Mix和
 

DNA
 

DL2000
 

maker,凝胶回收试剂盒,
质粒提取试剂盒及核酸染料均为北京天根生化科技有

限公司产品。

1.2 主要仪器 电泳仪购自Bio-Rad公司;凝胶成像

系统购自北京原平皓生物技术有限公司;PCR仪购自

Thermo
 

Fisher
 

Scientific公司;BD
 

PhoenixTM
 

100全

自动微生物鉴定仪和革兰阴性菌鉴定板为BD
 

医疗器

械有限公司产品。

2 方法

2.1 样品采集 随机采集位于内蒙古通辽市和兴安

盟5个规模化奶牛场共计61分牛奶样品。采样前先

用肥皂水对乳房进行清洗并用碘伏消毒,带一次性无

菌乳胶手套挤压乳房,弃掉前3把奶,收集30
 

mL左

右奶样,置于50
 

mL离心管中,低温快速运送到实验

室进行检测。

2.2 细菌的分离纯化 将采集的乳样轻轻摇匀,无菌

条件下滴适量样品于
 

Baird-Parker琼脂平板上,用无

菌涂布器均匀涂布,置于37
 

℃恒温培养箱中培养16

~24
 

h后观察菌落形态。挑取Baird-Parker琼脂板上

黑色、周围有白色晕圈的菌落,接种于普通LB琼脂培

养板上继续培养12~24
 

h,待平板上长出单个边缘光

滑的菌落后挑取单菌落涂片、革兰染色,在显微镜下观

察细菌形态。

2.3 血浆凝固酶试验 采用金黄色葡萄球菌国标检

验方法[4]。挑取分离的单个菌落,接种于5
 

mL
 

BHI
液体培养基中,37

 

℃、160
 

r/min振荡培养1~24
 

h,备
用。取新制备的兔血浆0.3

 

mL与0.2
 

mL菌液充分

混匀后置于37
 

℃培养箱培养,每隔30
 

min观察血浆

凝固情况。如果
 

6
 

h之内仍未出现凝固反应则培养过

夜,第2
 

d观察是否凝固。

2.4 目的基因检测

2.4.1 引物设计与合成 根据文献[5]设计能够扩增

金黄色葡萄球菌毒力基因nuc、clfA、fnbA、fnbB、

tsst-1、sea、seb、sec、sed、see、seg、seh、sei和sej引物共

14对,由上海生工生物工程有限公司合成。引物序列

如表1。

2.4.2 毒力基因及16S
 

rRNA
 

基因PCR扩增 挑取

方法2.2中的单个菌落,接种于LB液体培养基,37
 

℃、160
 

r/min振荡培养过夜。用细菌基因组提取试

剂盒提取细菌DNA,PCR扩增毒力基因。25
 

μLPCR
反应体系:2×Easy

 

Taq
 

PCR
 

Super
 

Mix
 

12.5
 

μL,上、
下游引物(10

 

μmoL/L)各1
 

μL,DNA模板2
 

μL,补充

ddH2O水至25
 

μL。PCR反应程序:95
 

℃预变性5
 

min;95
 

℃变性30
 

s,58
 

℃退火30
 

s,72
 

℃延伸30
 

s,
共35个循环,72

 

℃延伸10
 

min。取PCR产物进行

1.5%琼脂糖凝胶电泳(电压100
 

V,时间35
 

min)。用

紫外胶成像系统观察目的条带并统计相关数据。随机

挑选1株分离自内蒙古通辽市牛奶样品的病原菌,将
其命名为TLXG01,其16S

 

rRNA扩增产物交由生工

生物工程(北京)股份有限公司测序。

2.5 TLXG01菌株遗传进化分析 将测序获得的

TLXG01
 

16S
 

rRNA序列进行BLAST比对分析,随
机选取14条金黄色葡萄球菌16S

 

rRNA基因序列作

为参考序列,使用 MEGA
 

7.0软件绘制系统进化树。

2.6 TLXG01菌株生化鉴定 使用BD
 

PhoenixTM
 

100全自动微生物鉴定仪对TLXG01进行生化特性鉴

定。从培养过夜的琼脂平板上挑取单个菌落,将其接

种到鉴定肉汤管中制成0.5~0.6麦氏单位的菌悬液。
将制备的鉴定肉汤菌悬液倒入革兰阳性菌鉴定板中对

应的鉴定孔中,封闭。检测板准备完毕后,扫描板条,
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输入资料,将检测板放入仪器中反应。试验重复3次,
反应结束后仪器自动读卡并打印最终结果。

表
 

1 引物序列
Table

 

1 Primer
 

sequence

目的
基因
Purpose

 

gene

引物
名称
Primer

 

name

引物序列
Primer

 

sequences

产物长度
(bp)
Length

 

product
(bp)

16S
 

rRNA
27F AGAGTTTGATCCTGGCTCAG
1492R GGTTACCTTGTTACGACTT

1500

nuc
nuc-F GCGATTGATGGTGATACGGGT
nuc-R AGCCAAGCCTTGACGAACTA-

AAGC
280

ClfA
clfA-F ATTGGCGTGGCTTCAGTGCT
clfA-R CGTTTCTTCCGTAGTTGCATTTG

292

FnbA
fnbA-F CATAAATTGGGAGCAGCATCA
fnbA-R ATCAGCAGCTGAATTCCCATT

128

fnbB
fnbB-F GTAACAGCTAATGGTCGAATT-

GATACT
FnbB-R CAAGTTCGATAGGAGTACTAT-

GTTC
524

tsst-1
tsst-1-F GATTTTACCCCTGTTCCCTTAYC
tsst-1-R AATAACCACCCGTTTTATCG

514

sea
sea-F GCAGGGAACAGCTTTAGGC
sea-R GTTCTGTAGGAAGTATGAAA-

CACG
521

seb
seb-F ACATGTAATTTTGATATTCG-

CACTG
seb-R TGCAGGCATCATGTCATACCA

667

sec
sec-F CTTGTATGTATGGAGGAATAA-

CAA
sec-R TGCAGGCATCATATCATACCA

284

sed
sed-F GTGGTGAAATAGATAGGACTGC
sed-R ATATGAAGGTGCTCTGTGG

385

seg
seg-F CGTCTCCACCTGTTGAAGG
seg-R CCAAGTGATTGTCTATTGTCG

328

she
seh-F CAACTGCTGATTTAGCTCAG
seh-R GTCGAATGAGTAAGTA-

ATCTCTAGG
359

see
see-F TACCAATTAACTTGTGGATAGAC
see-R CTCTTTGCACCTTACCGC

171

sei
sei-F CAACTCGAATTTTCAACAGG-

TACC
sei-R CAGGCAGTCCATCTCCTG

466

sej
sej-F CATCAGAACTGTTGTTCCGCTAG
sej-R CTGAATTTTACCATCAAAGGTAC

142

2.7 TLXG01菌株药物敏感性试验 采用K-B纸片

扩散法。吸取50
 

μL方法2.4中培养过夜的TLXG01
菌液于普通营养琼脂平板上,用一次性无菌涂布棒将

其均匀涂布。无菌夹取药敏片轻轻贴附于培养基上,
试验设立3个重复,37

 

℃培养18~24
 

h后观察并测量

抑菌圈直径。药敏试验用药物包括青霉素、红霉素、氧
氟沙星、环丙沙星等16种抗生素。

2.8 TLXG01菌株动物试验 将分离菌液用平板活

菌计数法和湿重法相结合计数。将20只4周龄健康

雌性BALB/C小鼠随机分为4组:阴性对照组及金葡

萄菌8×106、8×107、8×108
 

CFU/mL组,每组5只小

鼠。阴性对照组小鼠腹腔注射0.9%生理盐水,0.5
 

ml/只。免疫注射后观察并记录小鼠的发病及死亡情

况。

表
 

2 菌株TLXG01的生化特性
Table

 

2 Biochemical
 

test
 

results
 

of
 

strain
 

TLXG01
生化试验

Biochemical
 

test
结果
Result

生化试验
Biochemical

 

test
结果
Result

精氨酸-精氨酸-AMC
 

(ARARR
 

) - D-塔格糖(DTAG) -
甘氨酸-脯氨酸-AMC

 

(GLPRB) - D-海藻糖(DTRE) +
L-丙氨酸-AMC

 

(LALT) - 麦芽糖(MAL) +
L-精氨酸-AMC

 

(LARGH) - 麦芽丙糖(MTT) +
L-组氨酸-AMC(LHIST) - N-乙酰-葡糖胺(NGU) -
L-异亮氨酸-MAC(LISO) - 尿素(URE) -
L-亮氨酸-MAC(LLEUH) - 七叶酸(MGP) +
L-苯丙氨酸-MAC

 

(A-LPHET) - 多粘菌素B(PXB) +
L-脯氨酸-MAC(A-LPROB) - 胸苷(THY) -
L-焦谷氨酸-MAC

 

(A-LPYR) - 4MU-AD-葡糖苷(ADGLU) -

L-色氨酸-MAC
 

(A-LTRY) - 4UM-BD-纤维二糖糖苷(BDCEL) -

蛋氨酸-MAC(META) - 4UM-BD-半乳糖糖苷(BDGAL) -
3-甲基-戊二醛(3MGA) + 4UM-BD-葡糖苷酸(BDGLC) -
多粘菌素(CLST) + PNP-BD-二葡糖苷(BDGLU) +
D-果糖(DFRU) + 4UM-磷酸盐(PHOS) +
D-葡萄糖酸(DGUA) + 4UM-海藻糖(PHOT) -
D-甘露醇(DMNT) + 丙氨酸-丙氨酸-PNA(ALALH) -
亚氨基二乙酸(IMN) + 缬氨酸-丙氨酸-PNA(VAALA) +
ALPH-酮戊二酸(KGA) + PNP-磷酸盐(PHOL) -
4-甲基-己二酸(MAA) + B-龙胆二糖(R-BGEN) +
蔗糖(R-DSUC) + 右旋糖(R-DEX) -

表
 

3 TLXG01菌株对16种抗菌药物的敏感性试验
Table

 

3 Results
 

of
 

drug
 

sensitivity
 

test

药物名称
Drug

 

name

药物浓度
Dosage

 

(μg/disc)

抑菌环直径
Inhibition

 

zone
 

diameter(mm)

药敏试验结果
Result

氯霉素 30 12 I
红霉素 15 20 S

头孢噻呋 30 18 S
头孢西丁 30 18 S
四环素 30 12 I

多粘菌素 30 5 R
氧氟沙星 10 18 S
链霉素 10 4 R

卡那霉素 30 17 S
头孢噻肟 30 18 S
环丙沙星 10 20 S
克拉维酸 3 20 S
多西环素 30 18 S
万古霉素 30 18 S
新霉素 30 16 S
青霉素 10U 12 I

  注:R:耐药;
 

I:中等敏感;
 

S:敏感。
 

Notes:R:Resistance;
 

I:Moderate;
 

S:Sensitivity.

结 果

1 菌株分离鉴定

将61份无菌采集的乳样接种于Baird-Parker琼

脂平板上,37
 

℃培养18
 

h,有20份乳样在该平板上生

长出圆形凸起、边缘整齐、呈黑色的菌落,且外层有一

透明圈(图1A);涂片革兰染色镜检为革兰阳性球菌

(图1B)。
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图
 

1 分离菌株在Baird-Parker琼脂平板上的菌落形态(A)
及革兰染色形态(B)

Fig.1 Colony
 

morphology(A)
 

and
 

Gram-stained
 

bacterial
 

morphology(B)
 

of
 

the
 

isolates
 

on
 

Baird-Parker
 

AGAR
 

plate

2 分离菌株的血浆凝固酶试验

20株分离菌培养4
 

h后有15株血浆凝固酶试验

阳性,其余5株培养过夜后血浆凝固酶试验阳性。确

定20株分离菌为金黄色葡萄球菌。

3 分离菌株毒力基因携带情况

对20株分离菌进行毒力基因PCR检测,结果如

图2。金黄色葡萄球菌的14种毒力基因有11种被检

出,其中nuc、clfA、fnbB、sea、sed、sei
 

6种毒力基因

检出率均超过50%。

图
 

2 奶牛乳房炎金黄色葡萄球菌毒力基因检出情况

Fig.2 Detection
 

of
 

S.
 

aureus
 

virulence
 

genes
 

in
 

dairy
 

cows
with

 

mastitis

4 TLXG01菌株16S
 

rRNA
 

基因PCR扩增及遗传进

化分析

PCR扩增分离菌株TLXG01的16S
 

rRNA基因,
扩增产物经1.5%琼脂糖凝胶电泳分析,目的基因片

段在1
 

000~2
 

000
 

bp之间(图3),测序结果为1
 

486
 

bp。将该菌株16S
 

rRNA基因测序结果进行BLAST
比对分析,结果显示该菌株与金黄色葡萄球菌参考基

因序列的相似性达99%以上。选取15条同源性相近

的金 黄 色 葡 萄 球 菌 16S
 

rRNA 核 酸 序 列,使 用
 

MEGA6.0 软 件 构 建 系 统 发 育 树 (图 4),显 示

TLXG01与 人 痰 液 中 检 测 到 的 金 黄 色 葡 萄 球 菌

MF511713.1
 

H2处于同一个小分支,亲缘关系最近。
两 者 同 源 性 高 达 99.9%。进 一 步 证 明 分 离 株

 

TLXG01
 

为金黄色葡萄球菌。

M DNA标志物 1 TLXG01菌株16S
 

r
 

RNA
 

基因PCR产物
图

 

3 TLXG01菌株16S
 

r
 

RNA基因PCR产物1.5%琼脂糖
凝胶电泳分析

Fig.3 Agarose
 

gel
 

electrophoresis
 

of
 

16S
 

R
 

RNA
 

gene
of

 

TLXG01
 

strain

图
 

4 分离菌株TLXG01
 

16S
 

rRNA基因系统进化树

Fig.4 The
 

strain
 

TLXG01
 

16S
 

rRNA
 

gene
 

phylogenetic
 

tree

  M DL
 

2000
 

maker 1~8 分别为分离菌毒力基因nuc、seb、sec、
fnbA、sej、sea、sed、clfA、tsst-1、fnbB、seg、she、see、sei
图

 

4 TLXG01菌株14种毒力基因的PCR产物1.5%琼脂糖凝胶电泳分析

M DL
 

2000
 

maker 1-8 Toxin
 

genes
 

of
 

the
 

isolated
 

strains
 

nuc,
seb,sec,fnbA,sej,sea,sed,clfA,tsst-1,fnbB,seg,she,see,sei

Fig.4 Analysis
 

of
 

14
 

virulence
 

genes
 

of
 

TLXG01
 

strain
by

 

PCR
 

product
 

agarose
 

gel
 

electrophoresis

5 TLXG01菌株毒力基因携带情况

以TLXG01菌株基因组为模板,用14种毒力基

因引物进行PCR扩增,7种毒力基因与目的片段大小

符合,nuc 基因(280
 

bp)、seb 基因(667
 

bp)、see 基因
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(171
 

bp)fnbA 基因(128)、clfA 基因(292
 

bp)、tsst-1
基因(514

 

bp)、fnbB 基因(524
 

bp)(图3)。表明该菌

株携带上述7种毒力基因。

6 TLXG01菌株生化特性

利用BD
 

PhoenixTM
 

100全自动微生物鉴定仪对

TLXG01菌株进行生化鉴定,结果如表3。TLXG01
可分解果糖、葡萄糖酸、蔗糖、麦芽糖等,符合金黄色葡

萄球菌的生物学特性。该菌能分解甘露醇,符合致病

性菌株的生物学特性。此外,该分离株还能分解多粘

菌素、海藻糖、七叶酸等,不能分解精氨酸,不能水解尿

素。

7 TLXG01菌株的药物敏感性

药敏试验结果显示,TLXG01菌株对红霉素、氧
氟沙星、头孢噻呋、万古霉素等11种药物敏感,对氯霉

素,四环素、青霉素中度敏感,对多粘菌素、链霉素耐药

(表3)。

8 TLXG01菌株的致病性

动物实验期间对照组小鼠未见异常。TLXG01
 

8
×108

 

CFU/mL 组小鼠12
 

h内全部死亡;8×107
 

CFU/mL组小鼠精神沉郁,体温升高,5d内恢复正

常;8×106
 

CFU/mL浓度组无明显异常。

讨 论

奶牛养殖业在我国畜牧业中占有重要地位,每年

由鲜牛奶带来的经济效益近400亿元[6]。奶牛乳房炎

是奶牛养殖过程中最为常见、经济损失最大的一种疾

病。奶牛乳房炎不仅严重影响牛奶品质,还会影响奶

牛的繁殖、生长、发育以及牛奶产量。据报道,奶牛乳

房炎发病率为20%~60%[7],每年因乳房炎淘汰的奶

牛占总淘汰牛的30%以上,我国奶牛乳房炎发病率约

为33.4%,因乳房炎造成的经济损失在1
 

200~3
 

600
元/头,给奶牛养殖业造成了巨大的经济损失,严重制

约着奶牛养殖业的发展[8]。引发奶牛乳房炎的主要因

素是病原微生物感染,金黄色葡萄球菌是最常见的病

因,其感染通常难以治愈并易复发[8]。葡萄球菌的致

病力强弱主要取决于其产生的毒素和侵袭酶,目前已

知的毒力因子主要包括核酸酶(Nuclease,nuc)、粘附

因子(Clumping
 

factor
 

A,clfA)、纤维结合蛋白(Fi-
bronectin-binding

 

protein,Fnb)、毒性休克综合征毒

素-1(Toxic
 

shock
 

syndrome
 

toxin,tsst-1)、肠 毒 素

(staphylococcal
 

enterotoxins,SE)、表 皮 剥 落 毒 素

(Exfoliative
 

toxin,Et)和杀白细胞素(Panton-valen-
tine

 

leucocidin,pvl)等[9]。

nuc能耐受高温,广泛应用于食物中金黄色葡萄

球菌污染鉴定,该酶在加热后的食物中存在,能够与肠

毒素在相同条件下合成。clf是一种粘附素,金黄色葡

萄球菌表面clf粘附哺乳动物上皮细胞外基质能力的

大小直接影响其致病力。clf的表达有利于该菌的侵

入、定植及扩散。clfA是目前已知的金黄色葡萄球菌

黏附于宿主细胞的最重要的粘附因子之一。Fnb位于

金黄色球菌表面,可使细菌黏附于宿主细胞表面,促进

细菌入侵[10]。tsst-1最早被命名为热源性外毒素或肠

毒素F,金黄色葡萄球菌tsst-1的检出率为20%左右。

SE是一类具有相似结构和毒力但抗原性不同的胞外

蛋白质,目前发现24种不同的SE或类肠毒素(SE-
like

 

toxins,SEls),该毒素具有很高的稳定性,耐弱酸

碱并耐热[11]。Et是金黄色葡萄球菌分泌的一种外毒

素,在金黄色葡萄球菌中的检出率为5%左右,该毒素

可引起金黄色葡萄球菌性烫伤样皮肤综合征(staphy-
lococcal

 

scalded-skin
 

syndrome,SSSS)[12]。pvl可破

坏哺乳动物的中性粒细胞,并可诱导释放一些细胞因

子,可有效抵抗巨噬细胞和中性粒细胞 的 吞 噬 作

用[13]。
本研究对分离自内蒙古东部5个规模化奶牛场

20株金黄色葡萄球菌的14种毒力基因进行了检测,
共检出11种毒力基因,其中fnbB检出率最高,达

90%。其次为sei基因,检出率为65%。此外,clfA、

sea和nuc的检出率也较高,均超过50%。sec和seg
的检出率最低,为5%。表明该地区当前流行的肠毒

素血清型主要为sei型。
对随机挑选的分离株TLXG01

 

16S
 

rRNA基因序

列遗传进化分析发现,该菌株与一株分离自人痰液中

的金黄色葡萄球菌位于同一分支,亲缘关系较近,同源

性高达99.9%。推测是由于人饮用该菌污染的牛奶

而引发感染,提醒人们应重视奶牛金黄色葡萄球菌对

公共卫生安全的影响。毒力基因检测显示,TLXG01
菌株携带nuc、seb、sec、fnbA、clfA、tsst-1、fnbB

 

7种毒

力基因,与已报道的辽宁地区奶牛乳房炎分离的金黄

色葡萄球菌菌株毒力基因携带情况[14]相似。生化试

验结果显示,TLXG01符合金黄色葡萄球菌的生物学

特性,可分解果糖、葡萄糖酸、蔗糖、麦芽糖等。能分解

甘露醇,符合致病性菌株的生物学特性。此外,该分离

株还能分解多粘菌素、海藻糖、七叶酸等,不能分解精

氨酸,不能水解尿素。该分离株与大多数金黄色葡萄

球菌不同[15],对多种常用抗生素敏感,对链霉素和多

粘菌素耐药青霉素有一定的耐药性,且对小鼠有较强

的致死性。本研究可为了解内蒙古东部地区金黄色葡

萄球菌感染情况及其防治提供参考信息。
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