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食品和临床来源金黄色葡萄球菌对 Caco-2细胞 

侵袭力的比较研究 

宋明辉 1, 施春雷 2, 李琼琼 1, 秦  峰 1, 刘  浩 1, 史贤明 2, 杨美成 1* 

(1. 上海市食品药品检验研究院微生物所, 国家药品监督管理局药品微生物检测技术重点实验室, 上海  201203;  

2. 上海交通大学农业与生物学院, 上海  200240) 

摘  要: 目的  研究食品和临床来源金黄色葡萄球菌不同克隆系(clonal complex, CC)菌株对 Caco-2 细胞的侵

袭力和菌膜形成能力。方法  采用 Caco-2 细胞体外培养方法、庆大霉素与溶葡萄球菌酶保护试验, 研究金黄

色葡萄球菌 12 个不同来源的克隆系菌株对人体肠道表皮细胞的体外侵袭力; 采用 96 孔板结晶紫染色法评估

不同菌株的菌膜形成能力。结果  体外侵袭能力试验结果表明 CC5、CC25、CC30、CC50、CC59、CC239

和 CC398 等克隆系都具有细胞强侵袭株, 与牲畜特异相关的 CC9 也展现出细胞强侵袭力, 而 CC1、CC20、

CC72 和 CC121 等克隆系则明显具有较弱的细胞侵袭能力。不同克隆系菌株菌膜形成的能力也具有一定差

异, 其中 CC5、CC9、CC25 和 CC239 等克隆系菌膜形成能力相比较强, 而 CC1、CC72、CC59 和 CC121

等则菌膜形成能力较弱。进一步分析发现不同克隆系菌株的菌膜形成能力与细胞侵袭力呈现正相关

(R=0.743)。结论  金黄色葡萄球菌不同克隆系菌株的细胞侵袭能力、菌膜形成能力具有一定差异, 为有效防

控金黄色葡萄球菌临床感染提供重要支持。 

关键词: 金黄色葡萄球菌; 不同克隆系; Caco-2 细胞; 细胞侵袭力; 菌膜形成能力 

Comparative study the invasiveness on Caco-2 cells of Staphylococcus aureus 
strains isolated from food and clinical samples 
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ABSTRACT: Objective  To investigate the invasiveness on Caco-2 cells and biofilm formation ability of different 

clonal complex (CC) of Staphylococcus aureus strains isolated from food and clinical samples. Methods  Caco-2 

cells were cultured in vitro, and gentamicin combined with lysostaphin protection test were used to explore the 

invasiveness ability in vitro of clonal strains of Staphylococcus aureus from 12 different sources on human intestinal 

epidermal cells; 96-well plate crystal violet staining method was used to study the biofilm-forming ability of different 
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strains. Results  The results of in vitro invasion capabilities indicated that strong Caco-2 cell invasiveness strains 

were found in CC5、CC25、CC30、CC50、CC59、CC239 and CC398. In addition, some isolates belonging to 

livestock-associated lineage CC9 also showed strong invasion ability. In contrast, there was no strong invasiveness 

strains in CC1, CC20, CC72 and CC121. The biofilm-forming ability of different clonal lineages had obvious 

differences, among which the CC5, CC9, CC25 and CC239 showed stronger biofilm forming ability, while the strains 

of CC1, CC59, CC72 and CC121 had a less capable of biofilm forming ability. In addition, the biofilm formation 

ability and Caco-2 cell invasiveness ability of Staphylococcus aureus strains were positively associated (R=0.743). 

Conclusion  The cell invasiveness ability and biofilm formation ability of Staphylococcus aureus belonging to 

different clone lineage has a certain differences, which can provide an important support for the effective prevention 

and control of clinical infection. 

KEY WORDS: Staphylococcus aureus; different clonal complex; Caco-2 cells; invasiveness capability; biofilm 

formation ability 
 
 

0  引  言 

金黄色葡萄球菌能够通过污染食品引起食物中毒[1], 

是一种重要的食源性和临床致病菌[2‒3]。通常金黄色葡萄球

菌被认为是一种胞外化脓性致病菌[4]。在引发化脓性组织

感染、心内膜炎等临床疾病时, 金黄色葡萄球菌主要是定

殖在细胞外, 释放毒力因子破坏组织细胞、逃避免疫系统

攻击[5‒8]。但近年研究表明, 金黄色葡萄球菌很可能是一种

兼性胞内致病菌, 能够在人体细胞中长期定殖[9‒10]。金黄

色葡萄球菌引发的血管内感染患者, 经过抗生素治疗后, 

往往具有较高的复发率[11‒12]。这些临床特征指出了研究金

黄色葡萄球菌对人体组织细胞侵袭力的必要性。金黄色葡

萄球菌临床流行株主要包含 CC1、CC5、CC59 和 CC239

等克隆系[13‒14]。而与肉类食品和牲畜相关的一些克隆系如

CC9 和 CC97 等, 则在临床感染样本中较少发现[15]。金黄

色葡萄球菌的致病能力与菌株的遗传多样性具有一定相关

性。因此, 评估不同克隆系菌株对人组织细胞的侵袭力能够帮

助认识其临床潜在致病力差异。此外, 有研究报道携带有肠毒

素基因簇(enterotoxin gene cluster, egc)的金黄色葡萄球菌, 在

婴儿的肠道表皮细胞中明显具有更强的存活能力[16‒17], 推

测 egc 可能与对肠道表皮细胞的侵袭力相关。 

研究食品和临床来源金黄色葡萄球菌主要克隆系对

人肠道上皮细胞侵袭能力, 对于阐明不同基因型菌株的致

病机制十分必要。Caco-2 细胞系模型是一种重要的人结肠

腺癌细胞, 经过体外培养后类似于人的肠上皮细胞, 目前

被广泛应用于微生物与人体肠道细胞的互作研究[18-20]。潘

海建[21]研究了弯曲菌临床主要克隆系对 Caco-2 细胞的侵

袭性, 结果发现 CC-353、CC-828、CC-21、CC-354、CC-464

等克隆系具有强侵袭菌株。也有研究发现单增李斯特菌血

清型 1/2b 具有更强的细胞侵袭力, 食品菌株中侵袭关键因

子内化素基因 InlA 的突变率(46.72%)明显高于人源性菌株

(7.69%), 这可能是造成不同来源菌株侵袭能力差异的主

要原因[20]。但对于食品和临床来源金黄色葡萄球菌不同克

隆世系菌株对 Caco-2 细胞的侵袭能力, 目前鲜少见有研究

报道。因此, 本研究选择 Caco-2 细胞体外培养模型, 比较

研究食品和临床来源金黄色葡萄球菌不同基因型菌株对肠

上皮细胞的侵袭力, 并进一步探究菌株细胞侵袭力与菌膜

形成能力的相关性, 为阐明金黄葡萄球菌不同菌株的致病

能力差异和有效防控相关疾病感染的发生提供数据。 

1  材料与方法 

1.1  主要材料和试剂 

菌株大肠杆菌 DH5α (Escherichia coli DH5α)(北京百奥

莱博科技有限公司 ); 金黄色葡萄球菌 (Staphylococcus 

aureus) (ATCC6538, 美国菌种保藏中心)。 

Caco-2 细胞系(上海市生命科学研究院); Dulbecco 改

良 Eagle 培养基 (DMEM)细胞培养液、胎牛血清 (纯度

100%)、非必需氨基酸(纯度 100%)、胰蛋白酶(浓度 0.25%)、

10×磷酸盐缓冲液(美国 Invitrogen 公司); 0.5% 曲拉通

(Triton) X-100 溶液(美国默克公司); 胰酪大豆胨培养基

(tryptic soy peptone broth, TSB)(美国碧迪公司); 结晶紫(分

析纯, 中国医药集团有限公司)。 

1.2  主要仪器设备 

BB150 二氧化碳细胞培养箱、CA-1480-2 垂直流洁净

工作台(美国赛默飞公司); 24 孔聚苯乙烯细胞培养板(美国

Invitrogen 公司); DensiCHEK Plus 麦氏电子比浊仪(法国

MERIEUX 公司); BX53M 光学倒置显微镜(日本奥林巴斯

公司)。 

1.3  方  法 

1.3.1  试验菌株及遗传背景 

本研究共选择了 56 株不同基因型的金黄色葡萄球菌

分离株, 试验菌株的遗传背景多样性如表 1 所示, 主要涵

盖 12 种流行克隆系: CC1、CC5、CC9、CC20、CC25、CC30、
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CC50、CC59、CC121、CC72、CC239 和 CC398, 其中有

30 株菌携带有 egc 基因簇。 

 
表 1  菌株信息 

Table 1  Strain information 

菌株名称 克隆世系 egc 基因簇 菌株来源 

20278 CC5 + 呕吐物 

20966 CC5 + 牛乳 

20723 CC5 + 牛乳 

20991 CC5 + 鲜肉 

20736 CC5 + 牛乳 

20978 CC5 + 牛乳 

B272 CC5 + 痰 

C299 CC5 + 痰 

D184 CC5 + 痰 

Q152 CC5 + 痰 

20973 CC9 + 牛乳 

20979 CC9 + 牛乳 

20350 CC72 + 呕吐物 

20987 CC72 + 鲜肉 

20994 CC72 + 鲜肉 

C344 CC30 + 痰 

K241 CC30 + 痰 

O114 CC30 + 脓 

L247 CC25 + 痰 

20346 CC25 + 呕吐物 

20347 CC25 + 呕吐物 

20348 CC25 + 呕吐物 

20836 CC20 + 鲜肉 

20837 CC20 + 牛乳 

20974 CC20 + 牛乳 

L029 CC20 + 临床样本 

C209 CC121 + 脓 

F104 CC121 + 痰 

20729 CC50 + 牛乳 

20995 CC50 + 豆制品 

A075 CC239 - 痰 

B008 CC239 - 痰 

B086 CC239 - 痰 

C288 CC239 - 痰 

D131 CC239 - 痰 

F158 CC239 - 痰 

A095 CC1 - 尿 

表 1(续) 

菌株名称 克隆世系 egc 基因簇 菌株来源 

B226 CC1 - 临床样本 

D004 CC1 - 临床样本 

M146 CC1 - 血 

20701 CC1 - 速冻米面制品 

20963 CC1 - 牛肉 

20965 CC1 - 猪肉 

A176 CC59 - 脓 

C256 CC59 - 痰 

P361 CC59 - 大便 

N71 CC59 - 血 

20758 CC59 - 牛乳 

20770 CC59 - 牛乳 

20971 CC59 - 牛乳 

A100 CC398 - 痰 

N126 CC398 - 引流液 

K185 CC398 - 脓 

20725 CC398 - 牛乳 

20839 CC398 - 绿豆芽 

20755 CC398 - 牛乳 

注: +指菌株 egc 基因簇特异 PCR 检测阳性, -指菌株 egc 基因簇特

异 PCR 检测阴性。 

 
1.3.2  Caco-2 细胞系的活化与传代培养 

参考潘海建[21]建立的方法进行细胞活化与培养, 从

超低温冰箱取出细胞冻存管, 在 37℃水浴中融化后将转入

新的离心管, 缓慢加入 4 mL DMEM 培养液, 轻轻混匀后

1000 r/min 转速离心 3 min, 弃上清后再加入 2 mL DMEM

培养液, 轻轻重悬后, 转接到新的含有 DMEM 培养液的细

胞培养瓶, 置于二氧化碳培养箱中, 37℃培养两天。采用光

学显微镜观察细胞培养密度, 当贴壁细胞密度达到 80%左

右, 弃去培养液后加入胰蛋白酶溶液 1 mL, 作用 1 min 后

移除溶液并置于培养箱作用 5 min。细胞离散后加入 15 mL 

新鲜 DMEM 细胞培养液制成细胞悬液, 加入到新的细胞

培养瓶中再次传代培养。 

1.3.3  Caco-2 活化细胞的种板 

多次传代培养的 Caco-2 细胞制成细胞悬液后, 转接

到细胞培养板(每孔加入 1 mL), 在超净工作台中水平放置

并采用十字法晃动培养板, 使其分布均匀[21]。然后放入 5%

的二氧化碳培养箱, 37℃培养约 48 h。当细胞长满培养板

底部后, 使用灭菌磷酸盐缓冲溶液轻轻冲洗 3 次。完成

Caco-2 细胞种板, 以备用。 

1.3.4  金黄色葡萄球菌对 Caco-2 细胞最佳感染复数 

感染复数(multiplicity of infection, MOI)是指细菌侵染
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组织细胞初时, 细菌数量和侵染细胞数量的比值。选择最佳

的 MOI 值对获得稳定可靠的试验结果非常重要。参考其他

致病菌侵染细胞选择的感染复数[22], 本研究共设置 10:1、

40:1、100:1、200:1 4个MOI值进行金黄色葡萄球菌对Caco-2

细胞的最佳感染复数测定试验。当 Caco-2 细胞铺满 24 孔细

胞培养板底部时, 细胞数目约为 3×105 cell/孔。将培养的金

黄色葡萄球菌 B272 新鲜菌液计数后进行稀释, 使每个细胞

培养孔里加入对应浓度的菌体, 分别为 3×106、1.2×107、

3×107 和 6×107 CFU。轻轻晃动后置于二氧化碳培养箱, 37℃

培养约 15 min 后, 使用磷酸盐缓冲液轻轻洗去游离菌体。每

孔加入500 μL的DMEM培养液(添加有250 μg/mL庆大霉素、

10 μg/mL 溶葡萄球菌酶), 37℃再培养 2 h。轻轻移去 DMEM

培养液, 使用磷酸盐缓冲液清洗 3 次后, 加入 100 μL 0.5%浓

度的 Triton X-100 溶液, 静置 10 min 后, 进行细菌计数, 每

个浓度梯度重复 3 次。 

1.3.5  金黄色葡萄球菌对 Caco-2 细胞的侵袭力试验 

将试验菌株接种于新鲜的 TSB 液体培养基, 37℃培养

12 h 后, 吸取 1 mL 培养液与 12000 r/min 离心 30 s, 弃去上

清液后, 使用磷酸盐缓冲液清洗两遍制成菌悬液, 稀释菌液

到麦氏比浊度为 1.0(即 3×108 CFU/mL)。与 DMEM 培养液

按 1:9的体积比混匀后, 吸取1 mL加入到Caco-2细胞培养板

中。轻轻晃动后置于二氧化碳培养箱, 37℃培养约 2 h 后, 使

用磷酸盐缓冲液轻轻洗去游离菌体。每孔加入 500 μL 的

DMEM 培养液(添加有 250 μg/mL 庆大霉素、10 μg/mL 溶葡

萄球菌酶), 37℃再培养 2 h。轻轻移去 DMEM 培养液, 使用

磷酸盐缓冲液清洗 3 次后, 加入 100 μL 0.5%浓度的 Triton 

X-100 溶液, 静置 10 min 后, 用移液枪反复吹打并稀释到

合适浓度, 使用 TSB 固体培养基进行细菌计数, 每个浓度

梯度重复 3 次[21]。 

以大肠杆菌 DH5α (Escherichia coli DH5α)为参照菌

株, 菌株的侵袭力是指待测菌株相比于参照菌株的侵袭倍

数(n), 其中强侵袭株定义为 n>25, 弱侵袭株定义为 n<10。 

1.3.6  菌膜形成能力 

将待测菌株新鲜培养液与 TSB以 1:100的体积比例混

均, 加入到 96 孔细菌培养板, 每孔加入混合液 180 μL。

37℃培养两天后移除菌液, 每孔加入 200 μL 的磷酸盐缓冲

液 溶液, 重复冲洗 3 次后自然风干。然后加入 0.1%的结

晶紫溶液 180 μL, 30 min 后轻轻移除, 再用磷酸盐缓冲液

溶液轻轻冲洗 3 次。使用移液枪吸出残留液后, 加入 95%

的乙醇 180 μL, 静置 5 min 后混均。使用酶标仪测定 OD595

吸光值。独立重复试验 3 次, 每株试验菌株 5 个平行[23]。 

参考文献报道选择 ATCC6538 为阳性对照、TSB 培养

基作为空白对照, 空白对照的平均吸光值加上其 3倍的标准

差, 作为本研究菌判定膜形成的界定值(以 ODc 表示) [23]。

当待测菌株 OD595≤ODc 时, 则判为阴性; 当 ODc<OD595

则判为具有一定的菌膜形成能力。试验菌株的 OD595 吸光

值越高, 表明其菌膜形成能力越强。 

1.3.7  统计分析 

采用 SPSS 18.0 软件, 运用单因素方差分析方法和

T-test 对相关试验数据进行显著性分析和制图。 

2  结果与分析 

2.1  金黄色葡萄球菌对 Caco-2 细胞最佳感染复数 

本研究选择金黄色葡萄球菌菌株 B272 对 Caco-2 细胞

的感染复数 10:1、40:1、100:1 和 200:1 进行了测试。经过

MOI值优化试验, 金黄色葡萄球菌侵染Caco-2细胞的较优

MOI 值为 100:1。 

2.2  金黄色葡萄球菌不同克隆系菌株的细胞侵袭力

分析 

CC1、CC20、CC5、CC25、CC30、CC50、CC72、

CC121 和 CC398 在临床样本和动物群体均能发现, CC9 属

于牲畜特异相关的克隆系, 而 CC239 则主要属于临床流行

株。12 个不同来源克隆系菌株的细胞侵袭能力实验结果如

表 2 和图 1 所示, 其中 CC5、CC9、CC30、CC25、CC59、

CC50、CC398 和 CC239 菌株中均发现了细胞侵袭性强的

菌株, 其中 CC239 强侵袭株比例最高(83.3%)、其次是 CC5 

(70.0%)。而 CC1、CC20、CC72 和 CC121 等克隆系中菌

株的细胞侵袭力则较弱, 特别是 CC72 和 CC121 弱侵袭株

比例高达 100%。此外, CC5、CC9 和 CC25 等克隆系下分

布的不同菌株间的细胞侵袭力则具有较大差异。值得注意

的是临床 CC239 克隆系中的多数菌株均显示出了较强的

细胞侵袭力, 与牲畜加工肉制品特异相关的 CC9 克隆系中

也发现了强侵袭株。 

 
表 2  不同克隆系中强侵袭株和弱侵袭株比例 

Table 2  Percentages of hyper-invasive strains and low invaders 
belonging to different clonal complex 

克隆系 菌株数(n) 
强侵袭株 

(比例/%) 

弱侵袭株 

(比例/%) 

CC1 7 0 5 (71.4) 

CC5 10 7 (70.0) 2 (20.0) 

CC9 2 1 (50.0) 1 (50.0) 

CC20 4 0 1 (25.0) 

CC25 4 2 (50.0) 2 (50.0) 

CC30 3 1 (33.3) 0 

CC50 2 1 (50.0) 1 (50.0) 

CC59 7 3 (42.9) 3 (42.9) 

CC72 3 0 3 (100) 

CC121 2 0 2 (100) 

CC239 6 5 (83.3) 1 (16.7) 

CC398 6 3 (50.0) 0 
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图 1  食品和临床来源金黄色葡萄球菌不同克隆系菌株对 Caco-2 细胞的侵袭能力 

Fig.1  Caco-2 cell invasion capacities of different Staphylococcus aureus strains isolated from food and clinical samples 
 

2.3  egc 基因簇阳性菌株与阴性菌株的细胞侵袭力

分析 

试验结果表明携带有 egc 基因簇的 CC9、CC5、CC30、

CC25 和 CC50 等克隆系中的大多数菌株都表现出了较强

的 Caco-2 细胞侵袭力, 而在 CC121 和 CC72 等克隆系中则

未发现有细胞侵袭力强的菌株(表 2)。尽管携带有 egc 基因

簇的菌株整体比未携带的群体显示出了更强的细胞侵袭力

(图 2), 但统计分析表明两个群体之间并无显著性差异

(P=0.052)。 
 

 
 

图 2  携带与未携带 egc 基因簇的菌株对 Caco-2 细胞的侵袭力分析 

Fig.2  Invasion capacity analysis of egc locus-positive isolates and 
negative isolates on Caco-2 cell 

 

2.4  不同基因型菌株的菌膜形成能力及与细胞侵袭

力的相关性 

金黄色葡萄球菌是一种能够形成菌膜的致病菌, 菌膜

的形成往往使其引起的临床感染较难治疗。本研究结果发现

金黄色葡萄球菌 12 种克隆系菌株的菌膜形成能力具有明显

多样性(图 3)。其中 CC5、CC9、CC25 和 CC239 等克隆系

显示出了较强的形成菌膜能力, 而 CC1、CC59、CC72 和

CC121 则相对较弱。进一步分析发现, 不同菌株的细胞侵袭

力与菌膜形成力为正相关(泊松相关分析, R=0.743)(图 4)。 

3  讨论与结论 

金黄色葡萄球菌对人体细胞侵袭力的强弱与携带的

毒力因子种类关系密切。研究表明许多毒力基因分布与菌

株遗传克隆系具有显著相关性[15,17]。因此, 研究金黄色葡

萄球菌不同基因型菌株的对人体细胞的侵袭力, 对于阐明

食品和临床来源的不同基因型菌株致病机制、有效防控相

关临床感染意义重大。 

本研究发现食品和临床来源的 12 个不同克隆系对

Caco-2 细胞表现出了明显的侵袭力差异。其中属于 CC5、

CC25、CC239 和 CC30 等克隆系的菌株显示出了强侵袭力。

有学者在临床病例中发现 CC5、CC239 和 CC30 等克隆系

致病菌株对扁桃体具有较强的细胞侵袭力[24], 这与本研究

发现的具有细胞强侵袭力的克隆系比较一致。此外, 本研

究还发现 CC1、CC121 和 CC72 等克隆系对 Caco-2 细胞未

显示出明显的侵袭能力。而有研究报道 CC121 克隆系对哺

乳类动物也表现出了非常弱的细胞侵袭能力[25]。此外, 与

牲畜特异相关的 CC9 克隆系, 尽管能够在与牲畜接触的人

群中发现[26], 但尚未发现 CC9 菌株能够引起临床感染。本

研究结果表明来源于动物加工食品的 CC9 菌株具有极强

的细胞侵袭力, 提示其能够侵入人体细胞, 具有一定的潜

在人群致病力。 



第 14 期 宋明辉, 等: 食品和临床来源金黄色葡萄球菌对 Caco-2 细胞侵袭力的比较研究 4499 
 
 
 
 
 

 
 

图 3  金黄色葡萄球菌 12 个不同克隆系菌株菌膜形成能力分析 

Fig.3  Biofilm formation capacity analysis of 12 different clonal lineages isolates of Staphylococcus aureus 
 

 
 
 

图 4  金黄色葡萄球菌不同克隆系菌株的菌膜与细胞侵袭力相关

性分析 

Fig.4  Pearson correlation analysis between biofilm formation 
capacity and cell invasion capacity of Staphylococcus aureus 

different clonal lineages isolates 

 
研究表明 egc 基因簇在金黄色葡萄球菌共生和侵袭性

菌株中都有较高的携带率[27]。NOWROUZIAN 等[16]进一步

发现 egc 基因簇携带菌株在婴幼儿的肠道细胞中显示出更

强的持续存活能力, 并推测其可能具有促进金黄色葡萄球

菌菌株细胞内定殖的作用。本研究比较了携带有 egc 基因簇

的菌株与不携带群体之间的细胞侵袭力差异, 尽管有 egc 基

因簇菌株显示出了较强的细胞侵袭力, 但统计分析未发现

两者之间有明显相关性(P=0.052), 后续需要进一步探究。 

菌膜主要是由一些微生物胞外黏附蛋白组成的紧密

基质, 不仅能够帮助逃避宿主系统的免疫攻击, 还能够抵

抗高浓度的抗生素, 一些金黄色葡萄球菌慢性感染的持续

发生也与菌膜有关[28‒29]。本研究发现 CC5、CC25、CC239

和 CC9 等克隆系菌株形成菌膜能力较强, 而 CC1、CC59、

CC121 和 CC72 等克隆系则具有较弱的形成菌膜能力。有

研究报道人体侵染组织中发现的金黄色葡萄球菌具有较强

的人体细胞侵袭力和形成菌膜的能力[30]。而本研究发现

CC5、CC9、CC25 和 CC239 等克隆系菌株也表现出了较

强的形成菌膜能力和细胞侵袭力, 且二者呈正相关。 

综上所述, 通过本研究可以发现食品和临床来源金

黄色葡萄球菌不同流行克隆系的细胞侵袭能力和菌膜形成

能力均具有明显多样性, 这可能是造成不同克隆系菌株致

病能力差异的重要原因, 后续仍需进一步深入研究。本研

究结果能够为阐明金黄葡萄球菌不同基因型菌株的致病机

制、有效防控相关临床感染提供重要支持。 
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