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进出口食品中金黄色葡萄球菌 spa基因的分型 
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摘  要: 目的  对我国进出口食品中分离得到的金黄色葡萄球菌进行 spa 基因分型。方法  对 36株金黄色葡

萄球菌的 spa基因进行 PCR扩增, 并对产物进行测序分析, 测序结果通过数据库进行 spa基因分型。结果  共

分出 16个基因型, 分别为 t189、t091、t164、t002、t899、t197、t1044、t034、t156、t7400、t2592、t4209、t127、

t437和两株新发现的基因型。其中 t189型共有 13株, t091型共 4株, t164和 t002型分别为 3株, 其余型分别

为 1株。结论  食品中分离出的 36株金黄色葡萄球菌 spa分型以 t189居多, t091型次之, 其他 14型相对较少。 
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The spa genotyping of Staphylococcus aureus isolated from import and 
export food 
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ABSTRACT: Objective  To understand of the spa genotyping of Staphylococcus aureus in import and export 
food. Methods  The X region of the spa gene was amplified by PCR. DNA sequences were obtained with an 
sequencer and the spa types were determined with the database accessible via http://www. ridom.de/spaserver/.  
Results  Thirty-six strains can be divided into 16 types, including t189, t091, t164, t002, t899, t197, t1044, 
t034, t156, t7400, t2592, t4209, t127, t437 and 2 new types. There are 13 strains t189 type, 4 strains t091 type, 
3 strains of t164 type and 3 strains t002 type, residual type 1 strains respectively. Conclusion  The main spa 
typing of 36 strains of Staphylococcus aureus in import and export food is t189 type, followed by t091 type, 
and the other 14 types less. 
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1  引  言 

金黄色葡萄球菌是造成人类食物中毒的常见致

病菌之一, 建立准确、快速的分子分型方法对金黄色
葡萄球菌的流行病学调查和快速溯源具有重要的意

义。金黄色葡萄球菌蛋白 A(Staphylococcus aureus 
protein A, SPA)是金黄色葡萄球菌细胞壁的一个组成
部分, 几乎 90%以上的金黄色葡萄球菌均含有这种成
分。spa基因的 X区包含有 2~15个长 2l~27 bp的重复
序列, 该区由于重复序列数目、重复序列特征及重复
序列的排列顺序不同而具有高度的多态性[1]。但目前, 
国内对食品中的金黄色葡萄球菌的分子分型尤其是

spa 基因的分型研究较少。本研究对近年来我国进出
口食品中分离出的金黄色葡萄球菌进行 spa基因分型, 
了解我国进出口食品金黄色葡萄球菌流行情况。 

2  材料与方法 

2.1  材  料 

2.1.1  菌  株 
36 株金黄色葡萄球菌分离株为深圳出入境检验

检疫局 2008～2014 年从进出口畜类、禽类及水产品
等食品中分离所得(参照 GB 4789.10); 阳性对照为金
黄色葡萄球菌标准菌株(ATCC33592)、阴性对照为表
皮葡萄球菌(Staphylococcus epidermidis, ATCC12228), 
均购自美国菌种保藏中心。 
2.1.2  试  剂 

DNA提取试剂盒(QIAamp DNA Mini and Blood 
Mini Kit)购自德国 QIAGEN公司; 100bp DNA Ladder 
Marker、琼脂糖凝胶、TAE电泳缓冲液、6× loading 
buffer、dNTP、10×PCR buffer、Taq酶购自大连宝生
物有限公司; Gelred 核酸染料购自美国 Biotium公司; 
革兰氏阳性菌鉴定卡(VITEK)购自法国梅里埃公司; 
其他培养基均购自北京陆桥技术有限公司。 
2.1.3  设  备 

低温高速离心机 (Universal 320R)购自德国
Hettich 公司; 电泳仪(DYY-10C 型)购自北京市六一
仪器厂; 全自动凝胶成像系统(Gel DocTM XR+)购自
美国 Bio-Rad公司; 超纯水系统(Elix10+milli-Q)购自
密理博中国有限公司 ; PCR 仪(veriti 96)购自美国
Applied Biosystems公司。 

2.2  方  法 

2.2.1  DNA 的提取 
按照 DNA提取试剂盒操作说明书进行。 

2.2.2  PCR 扩增 
2.2.2.1  PCR反应体系和反应条件 

通过对引物、Mg2+、Taq酶等各组分的用量以及
退火温度的优化, 最终确定了最佳的 PCR 反应体系
和扩增条件。反应体系: 10×PCR buffer 5 μL、25 
mmol/L Mg2+ 3 μL、2.5 mmol/L dNTP 4 μL、10 μmol/L
上游引物和下游引物 0.5 μL、5 U/μL Taq酶 0.5 μL、
DNA模板 2 μL、用去离子水补足至 50 μL。扩增条
件: 94  5 min℃ ; 94  30 s℃ , 55  1min℃ , 72  30 s℃ ; 
72 10 ℃ min。35个循环。 
2.2.2.2  PCR产物的测序与分型 

将 PCR产物交由生工生物工程(上海)股份有限公
司进行测序。根据网站(http://www.ridom.de/spaserver/)
已公布重复序列的排序方式确定 spa基因型。 

3  结  果 

3.1  spa 基因扩增电泳结果 

对 36株金黄色葡萄球菌阳性菌株 PCR扩增后, 电
泳结果显示36株菌均扩增出目的条带, 其余菌株电泳结
果呈多态性, 产物片段大小在 200 bp～500 bp之间(由于
菌株电泳结果较多, 只列出部分电泳结果, 见图 1)。 

 

图 1  部分金黄色葡萄球菌 spa基因 X区域扩增 
Fig. 1  Some amplification Staphylococcus aureus X district 

of spa gene 
M: 100bp DNA ladder; 1: 阴性对照; 2: 阳性对照; 3: 26210; 4: 

19912; 5: 13256; 6: 4339; 7: 19926; 8: 19924; 9: 24602; 10: 24705; 
11: 23855; 12: 19807; 13: 23855; 14: 19807; 15: 20900; 16: 12362; 

17: 21095。 
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3.2  spa 分型结果 

对 36株金黄色葡萄球菌的 PCR扩增产物进行测
序和 spa 分型, 共分出 16 个基因型, 分别为 t189、
t091、t164、t002、t899、t197、t1044、t034、t156、
t7400、t2592、t4209、t127、t437和 2株新发现的基

因型。其中 t189型共有 13株(36.1%), t091型共 4株
(11.1%), t164和 t002型分别为 3株(各占 8.3%), 其余
型别为 1株(各占 2.8%); 金黄色葡萄球菌标准菌株为
t037型。结果见表 1。 

表 1  36 株金黄色葡萄球菌 spa 分型结果 
Table 1  The spa genotyping results of 36 strains of Staphylococcus aureus 

序号 菌株编号 spa重复编码特征 重复数 基因型 

1 21095 07-06-17-21-34-34-22-34 8 t164 

2 21494 07-23-12-21-17-34 6 t189 

3 12362 07-16-23-02-34 5 t899 

4 20900 07-06-17-21-34-34-22-34 8 t164 

5 19807 26-23-17-34-17-20-17-12-17-16 10 t002 

6 23855 11-10-34-24-34-22-25 7 t197 

7 19807 07-33-22-17 4 t1044 

8 23855 26-23-17-34-17-20-17-12-17-16 10 t002 

9 23309 08-16-02-25-02-25-34-24-25 9 t034 

10 24705 07-23-21-17-34-12-23-02-12-23 10 t091 

11 24602 26-23-17-34-17-17-20-17-12-17-16 11 t2308 

12 24191 07-23-12-21-33-24-33-22-17 9 unknown 

13 21117 07-23-12-33-22-17 6 t156 

14 19924 07-23-12-21-17-34 6 t189 

15 19926 07-23-12-21-17-34 6 t189 

16 4339 07-16-23-23-20-12-23-02-34 9 t7400 

17 13256 07-23-12-21-17-34 6 t189 

18 19912 07-23-12-21-17-34 6 t189 

19 26210 26-23-17-34-17-20-17-12-17-16 9 t002 

20 10114 07-23-12-21-17-34 6 t189 

21 10115 07-23-12-21-17-34 6 t189 

22 10113 07-12-21-17-13-13-34-34-34-33-13 9 t2592 

23 6354 125-12-21-17-34 5 t4209 

24 11667 07-23-21-16-34-33-13 7 t127 

25 14236 04-20-17-20-17-25-34 7 t437 

26 23620 07-23-12-21-17-34 6 t189 

27 24109 07-23-12-21-17-34 6 t189 

28 24540 07-23-12-21-17-34 6 t189 

29 25279 07-23-12-21-17-34 6 t189 

30 25283 07-23-21-17-34-12-23-02-12-23 9 t091 

31 26333 07-23-21-17-34-12-23-02-12-23 9 t091 

32 27304 07-23-21-17-34-12-23-02-12-23 9 t091 

33 25824 07-23-12-21-17-34-34-34-24 8 unknown 

34 27520 07-23-12-21-17-34 6 t189 

35 25627 07-23-12-21-17-34 6 t189 

36 21015 07-06-17-21-34-34-22-34 7 t164 

阳性对照 ATCC33592 15-12-16-02-25-17-24 7 t037 
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4  讨  论 

目前, 金黄色葡萄球菌基因分型方法主要有脉冲场
凝胶电泳法(PFGE)[3-6]、扩增片断长度多态性法(AFLP) 
[5,7,8]、spa 法 [2,9]、多位点序列分型法( MLST) [6,10]等。

PFGE由于重复性好、分型率高、分辨能力强而被认
为是分型技术的“金标准”, 但该方法操作繁琐、需要
特殊仪器, 且分型费时[11]。MLST 适用于金黄色葡萄
球菌长期的进化研究[2]。spa分型为 PCR 技术分型方
法的一类, 针对 spa 基因 X 区设计扩增引物, 将测序
结果与 spa 重复序列分型数据库中已有型别比较, 从
而达到对金黄色葡萄球菌分型的目的[12]。文献报道

spa 分型分辨率与 PFGE 相近, 优于 MLST[13,14]。 
本研究针对 36株金黄色葡萄球菌进行 spa分型, 

共分出 16个基因型, 分别为 t189、t091、t164、t002、
t899、t197、t1044、t034、t156、t7400、t2592、t4209、
t127、t437和 2株新发现的基因型。从分型结果来看, 
t189型最多, 共有 13株菌(占比 36.1%), 说明 t189型
是本研究选择的 36 株金黄色葡萄球菌的优势菌株, 
这 13 株菌主要是从畜肉和禽产品中检出, 与文献报
道[15]的从畜肉和水产品标本中分离到金黄色葡萄球

菌主要以 t189(占比 20.4%)型居多相一致。分型结果
排在第二位的是 t091 型, 共 4 株(占比 11.1%), 该型
主要也是从畜肉和禽产品中检出, 可见 t091 型也是
畜肉和禽产品中分布比较多的型别。t164 和 t002 型
分别为 3株(各占 8.3%), 主要分布在禽肉和水产品中, 
未在畜产品出分离出这两个型别。其余型分别为 1
株(各占 2.8%), 分布在畜肉、禽产品和水产品等食品
中, 可能与本研究选择的菌株较少有关, 也有可能与
这些菌株自身的克隆株较少有关。 

spa分型起源于欧洲, 欧洲 29个国家共 60个实
验室共同组织建立了 SeqNet.org 网站, 截止到目前, 
该网站公布的重复序列有 658 个 , spa 基因型为
14177个, 可以很方便地进行序列对比和 spa分型。
虽然本研究选择的菌株较少, 但可以看出 spa 分型
快速, 准确、区分能力强, 而且结果容易解释, 易于
不同实验室间的比较, 还可以通过数据库了解不同
国家和地区的菌株流行情况。因此, spa分型方法是
一种较好的分型方法, 是金黄色葡萄球菌的分子流
行病学调查和食品金黄色葡萄球菌分子溯源的一个

极为便利的方法。 

5  结  论 

本文对进出口食品中分离得到的 36株金黄色葡
萄球菌 spa进行分型, 发现以 t189居多, t091型次之, 
其他型别相对较少。 
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