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摘要：金黄色葡萄球菌是一种重要的食源性致病菌，可产生多种肠毒素，容易引起食物中毒事件。近年来，

随着抗生素广泛使用，食品源金黄色葡萄球菌的耐药性问题十分严重，耐药率持续升高，多重耐药菌株出现（如

MRSA），尤其是在畜禽以及水产等养殖业中，倍受全球关注。理清金黄色葡萄球菌耐药机制，针对性开发相应的耐

药性检测方法，成为了科学研究中的“重中之重”。目前，金黄色葡萄球菌的耐药机制研究较为深入，大部分抗生

素的耐药机制基本明确，主要分为三大类：抗生素灭活、抗生素外排作用及核糖体保护作用。为能快速准确获得其

耐药表型及耐药性相关分子特征等，更好地挖掘耐药新基因，探索金黄色葡萄球菌耐药新机制，开发了传统检测耐

药表型、靶向检测相关基因及其表达水平以及基于生物信息学分析技术结合菌株的组学信息预测菌株耐药性等多种

耐药性检测或预测方法。该综述将针对金黄色葡萄球菌现普遍存在的耐药机制及其耐药性检测方法等进行详细阐述。
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Abstract: Staphylococcus aureus is an emerging foodborne pathogen implicated in a substantial number of cases of 

staphylococcal food poisoning (SFP), primarily due to its ability to produce staphylococcal enterotoxins. Recently, due to 
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金黄 色 葡 萄 球 菌（Staphylococcus aureus, 
S. aureus）为引起细菌性食物中毒的重要致病菌之

一，美国每年约发生 241 000 例由金黄色葡萄球

菌引发的食物中毒事件 [1] ；我国 20%~25% 的细菌

性食物中毒病例均与金黄色葡萄球菌相关 [2] 。金黄

色葡萄球菌可产生多种肠毒素，其中，肠毒素 A
（Staphylococcus Enterotoxin A, SEA）和肠毒素 D
（Staphylococcus Enterotoxin D, SED）最为常见，其

次为肠毒素 B（Staphylococcus Enterotoxin B, SEB）、

肠毒素 C（Staphylococcus Enterotoxin C, SEC）。肠

毒素耐高温，不易失活，毒性大，几微克便可致人

食物中毒。此外，金黄色葡萄球菌还可产生多种致

病性毒素，如 α、β、γ、δ 溶血毒素、杀白细胞素、

血浆凝固酶、表皮剥落毒素、毒性休克综合征毒

素 -1，可导致白细胞和巨噬细胞损坏、血纤维蛋白

沉积，严重甚至可引发中毒性休克综合征、骨髓炎、

化脓性心内膜炎、菌血症及致死性肺炎等多种感染，

威胁人类健康 [3-5] 。

the rising use of antibiotics, there have been increases in the frequency and severity of foodborne S. aureus drug resistance. 

Furthermore, there has been a rise in the emergence of multidrug-resistant strains, particularly in livestock and poultry 

production, as well as in aquaculture; this has garnered considerable attention and raised widespread concern globally. 

Therefore, it is particularly important to elucidate the underlying drug resistance mechanisms and develop effective methods 

for detecting drug resistance in S. aureus. To date, extensive research has been conducted on the drug resistance mechanisms 

of S. aureus, with clear descriptions provided for most of these, which can be divided into three types, namely, the inactivation 

of antibiotics, efflux pumps, and ribosomal protection. To rapidly and accurately determine the drug resistance phenotypes 

and related molecular characteristics of S. aureus, as well as to enhance the identification of new resistance genes and 

examination of new resistance mechanisms, a range of methods for resistance detection or prediction have been developed. 

These include traditional methods for detecting resistance phenotypes, targeted detection of related genes and their expression 

levels, and bioinformatics-based approaches that use omics data from strains to predict resistance. In this review, several 

common mechanisms underlying S. aureus drug resistance are described, followed by an evaluation of existing approaches. 

Key words: Staphylococcus aureus; drug resistance mechanism; detection method; research and development

图 1 世界卫生组织统计的 2019 年致病菌在欧洲地区每 10 万人中的致死率 

Fig.1 Overall AMR burden by pathogen in the WHO European region in 2019
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抗生素的广泛使用，细菌的耐药性问题日益

突出，成为全球公共卫生体系面临的一个严峻挑

战。多重耐药金黄色葡萄球菌为临床常见的多重耐

药菌之一 [6] 。WHO 数据显示，2019 年全球约 54 万

的死亡病例与细菌性抗生素耐药性（Antimicrobial 
Multiply Resistance, AMR）相关；其中，耐药金黄

色葡萄球菌引发的致死病例高达为 83 325 例，仅次

于耐药大肠杆菌（图 1） [7] 。目前，肉类、奶制品以

及水产品等及其食品加工过程中均检出多重耐药金

黄色葡萄球菌 [8-10] 。本团队前期研究显示，93% 以

上的食品源金黄色葡萄球菌对三种或以上的抗生素

产生耐药性 [11-13] 。此外，多重耐药金黄色葡萄球菌

的分布与其金黄色葡萄球菌蛋白 A（Staphylococcal 
Protein A, SPA）型别以及多位点序列分析（Multi-
Locus Sequence Typing, MLST） 型 别 密 切 相

关 [14] 。本实验室研究发现，我国食源性甲氧西

林耐药金黄色葡萄球菌（Methicillin Resistance 
Staphylococcus aureus, MRSA）的主要优势型别

为 ST59 型别及其相关型别 [15] ，ST9 型别分离株

表现为多重耐药 [16] 。

目前，金黄色葡萄球菌的耐药性问题已然成为

食品安全中亟待攻克的一大难题。耐药性检测技术

作为耐药性问题研究的重要手段，利于研究者及时

了解细菌耐药性发展及新型耐药机制出现。然而，

传统耐药性检测方法从菌株分离到获得表型结果至

少需要 3~4 d，效率低，耗时长 [17] 。因此，保证诊

断效率及准确性的同时，开发可快速获得耐药性结

果的检测技术尤为重要。本综述就金黄色葡萄球菌

主要耐药机制及现有耐药性（表型或分子）检测方

法进行系统阐述，比较其优缺点，同时将呈现最新

研究进展。

1  金黄色葡萄球菌的主要耐药机制 

目前，治疗金黄色葡萄球菌感染的常用抗生素

包括：β- 内酰胺类、氨基糖苷类、大环内酯类、林

可霉素类、糖肽类、氟喹诺酮类等。不同抗生素，

其药物作用靶点不同，导致细菌耐药机制多样。金

黄色葡萄球菌主要对 β- 内酰胺类、氨基糖苷类、四

环素类、大环内酯类以及氟喹诺酮类等抗生素产生

耐药性，并逐渐出现糖肽类（如万古霉素）等抗生

素耐药金黄色葡萄球菌 [12,18] 。因此，金黄色葡萄球

菌的耐药机制主要包括（图 2）：抗生素灭活（如 β-
内酰胺类抗生素）、抗生素外排作用（如四环素类、

氟喹诺酮类抗生素）、核糖体保护作用（如氨基糖

苷类、四环素类、大环内酯类、糖肽类抗生素及 β-
内酰胺类）等 [19,20] 。

图 2 葡萄球菌抗生素耐药机制

Fig.2 The mechanisms of drug resistance of

Staphylococcus species

1.1 抗生素灭活

抗生素灭活是通过细菌产生水解酶，并作用于

抗生素，使其从大分子物质水解为小分子，如 β- 内
酰胺酶。它通过水解抗生素的 β- 内酰胺双环，以

催化抗生素发生水解，破坏抗生素的杀菌活性，降

低抗生素对细菌的伤害，从而获得对抗生素的耐受

性 [21] 。β- 内酰胺类抗生素分为四类，分别为青霉

素类、头孢菌素类、碳青霉烯类以及在单环上的单

巴塔姆类抗生素。因此，β- 内酰胺酶主要分为 A、

B、C、D 四种 [22,23] 。除 B 类 β- 内酰胺酶属于金属    
酶 [24] 外，其余三种酶均为丝氨酸反应性水解酶家

族成员 [25] 。BlaZ，为一种其中的青霉素水解酶，由

blaZ 基因编码，介导金黄色葡萄球菌对青霉素类抗

生素（如氨苄西林）产生耐药。金黄色葡萄球菌耐

药程度越严重，BlaZ 水解抗生素能力随之增强 [26] 。

此外，研究发现，金黄色葡萄球菌可通过产生胞外

囊泡，以释放 BlaZ [27] 。此类胞外囊泡对 BlaZ 具有

保护作用，使其免受蛋白酶消化。BlaZ 虽可水解

β- 内酰胺类抗生素，但却对苯唑西林的水解活性较

低；其次，blaI-blaR1-blaZ 系统的表达，可使 mecA
基因表达受阻，从而导致金黄色葡萄球菌出现苯

唑 西 林 敏 感 MRSA（Oxacillin Susceptible MRSA, 
OS-MRSA）或苯唑西林中度耐药表型（Borderline 
Oxacillin-Resistant Staphylococcus aureus, BORSA）

出现 [28,29] 。OS-MRSA 表型菌株一旦暴露于一定浓

度的头孢西丁，即可恢复其原来的耐药性 [30] 。由此

可得，blaZ 基因不仅可通过编码水解酶直接作用于
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性 [42] 。与 MFS 超级家族类似，SMR 家族蛋白除了

介导菌株对季铵盐等产生耐受性外，也可介导金

黄色葡萄球菌对氟喹诺酮类抗生素产生耐药性 [43] 。

外排蛋白 MsrA 为 ABC 超级家族蛋白中的一员，

在 ATP 水解产生能量的参与下，转运蛋白将抗生

素从细胞中移除，阻止它们到达核糖体上的靶位

点 [44] ，从而介导金黄色葡萄球菌对大环内酯类抗

生素产生耐药性。MepA 则是通过蛋白突变后过表

达介导金黄色葡萄球菌分别对四环素、替加环素

的敏感性的降低；同时，MepA 的过表达往往伴随

着的表达调控基因 mepR 的点突变 [45-47] 。

早前已出现关于金黄色葡萄球菌中 NorABC、
Tet (38) 以及 MepA 蛋白相关基因的表达调控系统

的相关报道。其中，MgrA 为研究者关注较多的一

个多重耐药基因表达调控系统。Luong 等 [48] 从金黄

色葡萄球菌的一个突变位点中发现多基因调控因子

mgrA，翻译后的 MgrA 蛋白与大肠杆菌 MarR 蛋白

具有显著同源性。它可调控 8 型荚膜多糖、α- 毒素，

核酸酶和蛋白 A 等多个基因的转录，严重影响细胞

外蛋白的产生。继而相关研究发现 [36,42,49] ，MgrA 还

可调控外排泵相关基因的表达，如 norA、norB、tet 
(38)，然而其他家族相关调控系统尚未研究透彻。

综合以上研究结果可得，现今多数研究者主要聚焦

于抗生素受体、外排或转运系统，但表达调控系统

等相关研究相对较少。

1.3  核糖体保护作用

绝大多数抗生素作用于细菌的蛋白质合成

的结构——肽基转移酶活性中心 PTC（Peptidyl 
Transferase Center, PTC） 及 新 生 肽 链 出 口 通 道

NPET（Nascent Polypeptide Exit Tunnel, NPET） [58,59] 。

核糖体是细菌蛋白质合成的主要场所，同时也是抗

生素主要作用靶位点。核糖体保护作用主要包括酶

修饰作用、阻断作用、靶位点替代等。

金黄色葡萄球菌的酶修饰作用方式多样，酶修

饰作用的策略包括产生灭活酶（大环内酯类抗生素

等）、基团转移（氨基糖苷类等）以及氧化还原反

应。其中，基团转移包括酰基转移、磷酸化、糖基化、

核苷酸化、核糖基化以及硫醇转移等 [60] 。最后，通

过修饰作用诱导产生新的酶突变体或是改变蛋白结

构，减弱抗生素与其结合的能力或使其失活，从而

导致细菌产生抗生素耐药。大环内酯类抗生素通过

靶向细菌核糖体抑制蛋白质合成 [61] 。金黄色葡萄球

菌通过甲基化酶 erm 基因编码，使 23S rRNA 结构

抗生素，还可参与基因表达调控系统，介导金黄葡

萄球菌对 β- 内酰胺类抗生素产生异质性耐药表型，

导致治疗失败。我们前期调查结果表明，食品中的

金黄色葡萄球耐药性十分严重，尤其是在 β- 内酰胺

类抗生素耐药方面，93% 以上的分离株对氨苄西林

和青霉素 G 耐药 [11] 。除 β- 内酰胺酶外，金黄色葡

萄球菌还可通过 Lnu 蛋白可修饰林可酰胺类抗生素

的羟基，介导对林可酰胺类抗生素耐药 [31] ；亦或通

过氯霉素抗性基因 cat 编码的氯霉素乙酰基转移酶

CAT（Chloramphenicol Acetyltransferase, CAT）， 可

将氯霉素的羟基乙酰化，使其失去活性，导致氯霉

素抗性 [32] 。

1.2  抗生素外排作用

抗生素外排作用是指，将细菌暴露于一定浓度

的抗生素时，其外排泵系统被激活，通过外排泵基

因过表达、分裂期的不对称积累或部分能量依赖的

编码基因突变等，将高浓度的抗生素排出体外，降

低细胞内的抗生素浓度，以适应周围环境。抗生素

外排作用的发生至少依赖两个系统作用，一是抗生

素受体、外排或转运系统，其次为相关耐药基因的

表达调控系统。

金黄色葡萄球菌相关的外排泵蛋白家族主要

有（表 1）：主要易化超级家族（Major Facilitator 
Superfamily, MFS）、多重耐药小蛋白家族（Small 
Multidrug Resistance, SMR）、ATP 结合盒超级家族

（ATP-Binding Cassette Superfamily, ABC）（如 MsrA）

以及多重耐药及毒素外排家族（Multidrug And Toxic 
Compound Extrusion, MATE）（如 MepA） [33] ，介导和

调控氟喹诺酮类、大环内酯类、氯霉素类、四环素

类以及链阳菌素等抗生素的耐药 [34,35] 。MFS 超级

家族主要为膜转运蛋白，主要包括 NorABC [36] 、Tet 
(K)、Tet (L)、Tet (38) /(63)。其中，NorA 介导疏水性

氟喹诺酮类抗生素耐药，如诺氟沙星和环丙沙星；

与之不同的是，NorB 和 NorC 同属于 MFS 超级家

族，不仅介导亲水性氟喹诺酮类抗生素耐药，还介

导疏水性（如莫西沙星等）的氟喹诺酮类抗生素耐

药 [37,38] 。Tet (K)、Tet (L) 均可介导金黄葡萄球菌对四

环素类抗生素耐药。以往研究显示，tetA (K) 基因

通常与可移动遗传元件（MGEs）进行整合，如质

粒 pT181，插入 SCCmecIII 元件中 [39] ，实现基因在

菌株间发生水平传播 [40,41] ，促使 MRSA 出现多重抗

生素耐药表型。Tet (38) 与 Tet (K) 具有 46% 相似性，

Tet (38) 过表达，同样可导致菌株对四环素产生耐药



现代食品科技                                           Modern Food Science and Technology                                               2025, Vol.41, No.1

 347 

域 V 的肽基转移酶区域腺嘌呤残基 A2058/2059 甲

基化的蛋白，介导菌株对大环内酯类、林可酰胺类

以及链阳菌素 B 类抗生素（Macrolide-Lincosamide-
Streptogramin B, MLSB）耐药 [62,63] 。研究报道 [15,64] ，

80% 以上的 MRSA 对大环内酯类抗生素产生耐药

性，且不同谱系的 MRSA 所携带 erm 基因具有

相似性，并可通过质粒进行传播。erm 基因介导

菌株产生耐药性可产生两种耐药表型：组合型耐

药表型（Constitutive MLSB, cMLSB）和诱导型

耐 药 表 型（Inducible MLSB, iMLSB）。 但 关 于

MRSA 对大环内酯类抗生素产生诱导型耐药的研

究较少。氨基糖苷类抗生素（Aminoglycosides, 
AGs）则是靶向核糖体 RNA，通过修饰胺或羟基，

产生不作为的失活酶——乙酰转移酶（AACs）、

核苷酸转移酶（ANTs）和磷酸转移酶（APHs）
的底物两亲性氨基糖苷类抗生素（Amphiphilic 
Aminoglycosides, AAGs），产生的 AAGs 抑制细

菌耐药酶的表达 [65] 。其相关的耐药机制是通过氨

基糖苷修饰酶催化 2-脱氧霉链胺核的 -OH或 -NH2
基团或者糖部分的修饰，也可催化 aacC 基因编码

的 AACs，aadA1 和 aadB 基因编码的 ANTs，或

aphA6 基因编码的 APHs 的修饰，降低抗生素与

酶的结合能力。链霉素为氨基糖苷类抗生素的一

种，其耐药机制则是通过 vat 基因编码的链霉素

乙酰转移酶通过游离羟基的乙酰化使 A 型链霉素

失活。在众多已知的氨基糖苷类抗生素耐药机制

中，酶修饰相关的耐药机制在临床金黄色葡萄球

菌分离株分布最广 [66] 。

表 1  葡萄球菌属的外排泵相关转运蛋白家族及其编码基因

Table 1 The transporter family and encoding genes of efflux pump in Staphylococcus species

种类
转运蛋白
家族

外排泵 反应底物 相关基因 生物学功能 参考文献

金黄色
葡萄球菌

MFS

NorA NOR、CIP norA、norAI、
norAII 编码转运元件  [37] 

NorB/C NOR、CIP、SPX norB/C 编码外排转运蛋白  [38,50] 

MgrA / magrA NorABC 的调控因子  [51] 

MdeA 大环内酯类 mdeA 编码 A 类多重耐药
外排泵

 [52] 

LmrS 甲氧苄啶；氯霉素；
红霉素等

lmrS 多重耐药外排泵  [53] 

Tet (38) / (63) /
A (K) / A (L)

四环素类、夫西地酸、
强力霉素

tet (38) /tet (63) /
tetK/tetA 编码外排转运蛋白  [40,41,45,54] 

MATE MepA FQ、甘氨环素类 mepA 多重耐药外排泵  [55] 

SMR
Smr 氯己定和季铵化合物 smr (qacC) 多重耐药外排泵  [56] 

QacABb/III 氯己定和季铵化合物、
氟喹诺酮类

qacAB、qacIII 编码耐防腐剂蛋白  [43] 

其他
葡萄球菌

MFS
MdeA 大环内酯类、林可酰胺类及

链阳菌素 A 类
mdeA 编码 A 类多重耐药

外排泵
 [52] 

Mef (A) 大环内酯类 mefA 编码跨膜蛋白  [57] 

ABC MsrA 大环内酯类、链阳菌素 B 类 msrA 编码 ABC-F 蛋白  [57] 

注：NOR ：诺氟沙星；CIP ：环丙沙星；SPX ：司帕沙星；FQ ：磺胺。

四环素类抗生素靶向核糖体 16S rRNA 的 A 位

点，通过阻止氨酰基 -tRNA 与 mRNA- 核糖体复

合物的结合，抑制肽链增长，影响细菌蛋白质合

成 [67] 。目前，四环素耐药机制基本确定，除外排泵

作用机制外，核糖体保护作用被公认为另一个普遍

存在于临床研究中的主要耐药机制。细菌通过核糖

体保护蛋白（Ribosomal Protection Proteins, RPPs）
与 GTP 组成复合体后，继而与核糖体结合，阻断

四环素与核糖体结合，从而介导细菌产生耐药性。

11 个核糖体保护蛋白中，Tet (O) 和 Tet (M) 最为常

见 [68] 。编码基因 tetO/M 具有 GTP 酶活性的蛋白，

在易位后的状态下，与核糖体上的 EF-G 结合点结

合，阻断四环素与 A 位点结合，将四环素从 A 位

点释放，GTP 酶随后脱落水解，核糖体进而继续进

行蛋白质合成 [40] 。tetO/M 基因起初定位猪葡萄球菌

的质粒 pSTE1 上 [69] ，而后转移至金黄色葡萄球菌及
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其他的种属菌株，导致多数分离株产生四环素耐药

性，并在“畜禽动物 - 养殖环境 - 市售肉”传播链

中进行跨区跨物种流行 [70-72] 。其中，金黄色葡萄球

菌的 tetO/M 基因检出率高，耐药性尤其严重（MIC 
90=64 µg/mL）。当下，金黄色葡萄球菌的核糖体保

护蛋白机制研究通常聚焦于某一特定地区或物种，

缺乏分离株在跨区跨物种流行传播时，其耐药机制

是否存在变化的相关数据。

抗生素的靶位点替代是指细菌通过产生亲和性

更低的替代物质，与抗生素结合，使得细胞壁合成

顺利进行。β- 内酰胺类抗生素（如甲氧西林）以及

糖肽类抗生素（如万古霉素）的作用机理类似，均

是通过阻止细菌细胞壁的合成，从而达到杀灭细菌

的目的。不同的是：甲氧西林是通过与青霉素结合

蛋白（Penicillin Binding Proteins, PBPs）结合形成稳

定复合物，阻止细胞膜结合的转肽酶与细胞壁交联，

阻止细胞壁生物合成的末端反应以阻止细胞壁的合

成；万古霉素则是通过与肽聚糖前体末端的 D- 丙氨

酰 -D- 丙氨酸形成复合物，以干扰肽聚糖组装的转

糖基化步骤，破坏细胞壁合成继而杀灭细菌。金黄

色葡萄球菌对以上两种抗生素产生耐药性的共性机

制在于，菌株通过 mec 系列基因（如 mecA、mecC、
mecD、mecB） [73,74] 和 vanA 基因编码分别产生亲和

性更低的细胞外膜锚定的转肽酶 PBP2a 以及 Van-A
酶，使其优先与抗生素结合，使得菌株顺利完成细

胞壁的合成，降低细胞膜的通透性，从而减弱了抗

生素对金黄色葡萄球菌的杀灭作用 [75,76] 。由此，使

得在抗生素存在的情况下，金黄色葡萄球菌得以繁

殖。而金黄色葡萄球菌获得以上两种抗生素耐药性

后，却呈现不一样的耐药表型。甲氧西林敏感性降

低的金黄色葡萄球菌可直接呈现为甲氧西林完全耐

药（MRSA）；然而万古霉素敏感性降低的金黄色葡

萄球菌呈现为三种表型 [77] ：万古霉度完全耐药金黄

色葡萄球菌（VRSA，MIC ≥ 16 μg/mL）、万古霉素

中度耐药金黄色葡萄球菌（VISA，4 μg/mL ≤ MIC 
≤ 8 μg/mL）、万古霉素异质性耐药金黄色葡萄球菌

（Heteroresistance VISA，h-VISA，MIC  ≤ 2 μg/mL，
子代的 MIC ≥ 4 μg/mL）等。与 MRSA 的耐药机

制不同，VISA 和 h-VISA 的耐药机制尚未完全明

确。首先，相比于 MRSA，VRSA、VISA 以及

h-VISA 分离株更难获得；其次，部分研究显示，

MRSA 产生万古霉素耐药性是 h-VISA 形成的原

因之一 [78] 。

2  葡萄球菌耐药性相关检测方法

2.1 传统检测方法

圆盘扩散法（Kirby-Bauer, KB）和最低抑菌浓度

法（Minimum Inhibitory Concentration, MIC）是临床

与实验室标准协会（Clinical and Laboratory Standards 
Institute, CLSI） [79] 以及欧洲抗微生物敏感试验委员会

（European Committee on Antimicrobial Susceptibility 
Testing, EUCAST） [80] 推荐使用的检测细菌对现有的

抗生素耐药的“金标准方法”。它们无需特别的条

件设备，可操作性强，目前被广泛用于食源性致

病菌（如金黄色葡萄球菌）的抗生素的耐药谱系

确定或耐药性流行情况调查。

广 谱 β- 内 酰 胺 酶（Extended Spectrum β 
Lactamase, ESBLs）检测方法 [81] 是基于 KB 法或

MIC 法确定菌株是否产生 β- 内酰胺酶，以判断菌

株是否对 β- 内酰胺类抗生素产生耐药性的表型检测

方法。革兰氏阴性菌的 β- 内酰胺酶检测方法主要是

参考 CLSI 标准，首先检测头孢菌素类抗生素敏感

性；进而采用双纸片协同法或抑制剂增强 KB 法等

对初步实验结果进行验证 [82] 。与之不同的是，革兰

氏阳性菌，如金黄色葡萄球菌，则是根据 CLSI 或
EUCAST 标准进行 KB 法检测，硝基烃、三叶草试

验以及抑菌区域边缘判读等实验，才可确定菌株是

否产生 β- 内酰胺酶。然而，三叶草试验需要 5% 羊

血培养基，成本高且操作较为繁琐，并不适用于常

规实验。因此，Skov 等 [83] 建议，可直接采用 KB 法

结合 MIC 法检测青霉素 G 敏感性，以确定金黄色

葡萄球菌是否产生 β- 内酰胺酶。

KB 法和 MIC 法虽为检测“金标准”（表 2），
但也具有一定局限性：只针对可培养分离的致病菌；

整个实验时间超过 24 h，周转时间较长；少部分新

型抗生素的 KB 法的结果需要 MIC 值验证；在耐

药临界点的菌株的结果受人为因素影响较大，尤

其是 KB 法。尽管随后出现了可替换了 KB 法和

MIC 法得 E-test 商业试纸条，简化了操作步骤，

但依然存在投入成本大等问题。为弥补传统检测

方法的不足，多种耐药性检测方法被开发。本综

述基于葡萄球菌不同耐药机制，从基因组水平、

转录组水平、蛋白组水平以及基于组学的耐药性

预测等四个方面，对现有的葡萄球菌耐药性的检

测方法进行综述。
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2.2 基因组水平的耐药性检测方法

耐药基因（Antibiotics Resistance Genes, ARGs），
是指细菌抗生素耐药机制相关的基因，在细菌产生

耐药性方面起着关键作用。耐药基因通常定位于染

色体或整合到可移动遗传元件上（如特定的插入序

列、转座子、质粒），介导细菌获得相应抗生素的

耐药性。构建靶向检测 ARGs 的 PCR 方法，可快

速准确获得菌株耐药分子特征。因其具有操作简

单、便捷、灵敏度高、特异性强等优点，已被广泛

应用于高通量检测致病菌流行病学调查及耐药机制

研究中。我们实验室通过对耐药基因 cfr、lsa (E) 的
检测，发现一株对 18 种以上抗生素耐药的金黄色

葡萄球菌 2868B2，该菌株除携带上述耐药基因外，

同时携带 9 个抗生素耐药相关基因，与其耐药表型

结果一致 [84] 。同样地，Dong 等 [85-87] 通过 PCR 方法

检测 ESBLs 编码基因 blaTEM-1a、mecA 基因，以确定

金黄色葡萄球菌是否对 β- 内酰胺类抗生素产生耐

药性。研究发现约 90% 分离株的 PCR 结果与传统

培养法的结果基本与保持一致。Ferreira 等 [37] 采用

PCR 检测 52 株金黄葡萄球菌的外排泵相关耐药基

因 norA 及其等位基因的分布，揭示 norAI 与 norAII
的致病率不同，作者推断这可能与金黄色葡萄球菌

特定克隆谱系有关。由此说明，PCR 检测耐药基

因在确定菌株耐药表型结果上具有一定的参考价

值，简化耐药性检测步骤。此外，本团队前期基

于泛基因组分析，挖掘了多个可有效快速检测某

一个型别的金黄色葡萄球菌特异性靶标基因（如

ST398） [88] 。耐药基因可与此类靶标基因构建多重

PCR 检测体系，实现同时获得金黄色葡萄球菌多

个分子特征等。

基于 PCR 方法相较于 KB 和 MIC 方法（表 2），
具备以下优点：无需对细菌进行分离培养，即可初

步判断是否具有耐药性，从而缩短实验时间；分子

方法的重现性较好；成本低、效率高等特点，可增

加抗生素检测的灵活性。但 PCR 依然存在一定的局

限性：只能通过携带基因推测其可能存在的耐药表

型；只能靶向检测已知耐药基因 [89] ；依赖于仪器，无

法应用于床边检测（Point-Of-Care Testing, POCT）
等。针对其局限性，可参考本团队前期构建的快速

检测不同类型的食源性分离株的方法，将耐药基因

与 RAA 重组酶 [90] 、Cas12a [91,92] 等技术结合，开发更

多更便捷的类似 POCT 的检测方法等耐药性新型快

速检测技术。

2.3 转录组水平的耐药性检测方法

多数细菌耐药表型的产生源于耐药基因的表

达变化 [93,94] 。然而，常规 PCR 并不具备检测基因

表达量的能力；加之研究表明，细菌的基因型与耐

药表型之间的匹配度并不高 [35] ，因此，无法通过

检测耐药基因的携带率确定其耐药表型。目前除

了转录组测序外，实时荧光定量 PCR（Real-Time 
Quantitative PCR, RT-qPCR）是用于检测基因在转录

水平上的表达量的首选检测方法 [95,96] ，其工作原理

是，通过检测目的基因相对于内参基因的表达变化

来实现相对定量的（表 2）。通过测定耐药基因表达

水平，以判断该基因能否介导菌株对某类抗生素产

生耐药性。以外排泵相关耐药基因为例 [97] ，通过检

测外排泵相关基因的表达量，可以了解菌株某种抗

生素的耐药表型与外排泵机制的关系；发现外排泵

基因突变体，研究点突变引起的相关的新耐药机制；

挖掘新型耐药基因；筛选新型外排泵抑制的抗生

素。Li 等 [98] 设计未知多重耐药外排泵（SA09310）
基因 sa09310 在氨基糖甙类、四环素类、大环内

酯类以及路霉素等不同类型的抗生素下，分别进

行诱导表达，采用 RT-qPCR 检测其表达量；其

研究结果显示，该未知基因负责编码四环素外排

泵，介导金黄色葡萄球菌对四环素类抗生素产生

抗性。但关于 sa09310 与其他四环素耐药相关的

基因的遗传关系并未进行详细阐述。Xu 等  [99] 为

探讨磷霉素耐药机制，在磷霉素选择压力下，采

用 RT-qPCR 检测磷霉素耐药金黄色葡萄球菌的

murA 和 tet (38) 基因的表达量，并确定 tet (38) 基
因过表达，为金黄色葡萄球菌磷霉素耐药的主要

原因。

因 RT-qPCR 只能检测耐药基因的转录水平，但

无法确定该基因是否成功翻译为蛋白质，并介导

菌株产生相应的耐药表型。基于 RNA 检测的基因

型和表型双定位抗生素敏感测试技术（Combined 
Genotypic and Phenotypic AST Through RNA 
Detection, GoPhAST-R） [100] 弥补了 RT-qCPR 的不足。

其工作原理是：根据 mRNA 序列既有基因编码区可

呈现细菌的遗传信息，通过其表达丰度正面反映蛋

白质的表达水平以确定菌株的耐药表型。在短暂的

抗生素暴露后，即使其耐药机制不同，对抗生素表

现为敏感和耐药的菌株在转录水平上均存在表达差

异。因此，可通过检测细菌中的特定 mRNA 的表达

量以实现其耐药表型的判断。GoPhAST-R 可同时对
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五种不同的致病菌的三类抗生素（氟喹诺酮类、氨

基糖苷类以及 β- 内酰胺类）耐药相关的 10 个基因

进行 mRNA 表达量变化检测。相比于传统的耐药表

型检测方法，该检测技术缩短了 24~36 h 的实验周

转时间 [101] 。此外，RT-qPCR 只局限于检测已知特定

耐药基因的表达水平，但不能用于挖掘未知耐药基

因。GoPhAST-R 将机器学习分析菌株早期抗生素诱

导的转录变化与同时检测关键耐药基因相结合，以

94%~99% 的准确率对菌株进行分类，以提高耐药

性检测的准确性，促进分子流行病学，便于探索耐

药研究新机制 [101] 。

2.4 蛋白质组水平的耐药性检测方法

基因水平和转录水平的耐药性检测方法主要靶

向检测基因及其表达水平，蛋白质水平方法则是

检测耐药基因编码产生的蛋白质（如 β- 内酰胺酶、

PBP2a 等），直接判断细菌的耐药表型。根据葡萄

球菌的耐药机制不同，分为 PBP2a 乳胶凝集法以及

基于 MALDI-TOF MS 的检测方法等。

2.4.1 PBP2a乳胶凝集法

为快速简便检测葡萄球菌中的 PBP2a，基于单

克隆抗体的乳胶凝集检测方法被开发，其作用原理

是抗原抗体的特异性结合，基于免疫印迹法，通过

检测 PBP2a 与抗 PBP2a 单克隆抗体结合，确定金黄

色葡萄球菌中是否产生 PBP2a。Nakatomi 等 [104] 从

232 株 MRSA 临床分离株中，发现 231 株呈现为

PBP2a 乳胶凝集阳性，灵敏度高达 99.57%。Van 
Leeuwen 等 [105] 将该方法用于同时检测 MSSA、微球

菌属、肠杆菌属、肺炎链球菌以及肠球菌属等分离

株，均显示乳胶凝集反应阴性。由此说明，乳胶凝

集检测方法对 MRSA 具有高度特异性。鉴于它具有

操作简便、快速获得结果、高度特异性及灵敏度等

优点（表 2），随后被发展为商用试剂盒并应用于实

验室研究及临床检测中 [107] 。但它也存在一定的局限

性：首先，无法区别不同种的葡萄球菌 [105] ；其次，商

业化后的试剂盒的检测灵敏度有所下降，需经苯唑西

林诱导后重新检测才可保持较高的灵敏度。

表 2  金黄色葡萄球菌耐药性相关检测方法统计

Table 2 Overview of the phenotypic methods for antimicrobial resistance detection in S. aureus 

分类
耐药性检测方

法
是否需要
经过培养

检测项目
实验时
长 /h 结果判断依据 优点 缺点 参考文献

传统
检测
方法

KB 法 需要 抗生素纸片 ≤ 24 抑菌圈大小
获得耐药表型；
可同时检测同一
菌株的多种抗生素

部分抗生素
判断不准确

 [79] 

MIC 法 需要 液体抗生素 ≤ 24 培养物的
生长量

获得耐药表型，
可同时检测多个
菌株不同抗生素

可能存在稀
释度不准确

 [80] 

基因水平
检测方法

PCR 不需要 耐药基因 ≤ 4 是否携带
耐药基因

成本较低，操作简便，
获得耐药基因型

不能获得
耐药表型

 [102] 

转录水平
检测方法

Real-Time qPCR 不需要 耐药基因 ≤ 3 基因的过
表达情况

操作简便，获得
耐药基因型

不能获得耐
药表型，成

本高
 [103] 

GoPhAST-R 不需要 mRNA ≤ 3 mRNA 表达情况

可同时对多个致病菌
的不同耐药相关的多
个耐药基因的 mRNA
表达量进行检测；可
获得表型结果；周转

时间短

需要专业
操作

 [100] 

蛋白质
水平检
测方法

β- 内酰胺酶
检测法

短暂孵育

硝基烃实
验；三叶草
试验；区域
边缘判读

≤ 1
1）判断抑菌圈边
缘；2）MIC 值
≥ 0.25 mg/L

三叶草试验操作
相对繁琐

三叶草试
验操作
相对繁琐

 [83] 

PBP2a 乳胶
凝胶方法

不需要
单克隆抗体
与 PBP2a
反应

≤ 0.5 凝集反应
操作简便、准确
快速、耗时短

无法区别
MRSA 与其
他葡萄球菌

 [104,105] 

MALDI-TOF 
MS 需要 蛋白质 ≤ 18 分值≥ 1.7：耐药；

分值  <1.7：敏感
可快速鉴定菌株
及其耐药表型

成本高  [106] 
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2.4.2 基于MALDI-TOF MS的耐药性检测

方法

基质辅助激光解吸 /电离飞行时间质谱（Matrix-
Assisted Laser Desorption/ionization Time-of-Flight-
Mass spectrometry, MALDI-TOF MS）通过分析核糖

体蛋白质，提供一种独特的微生物指纹图谱，其

特异性高、鉴定结果准确，被广泛应用于微生物

鉴定、细菌耐药表型检测（MRSA 等）以及耐药

机制研究 [108] 。根据不同的检测目的，结合葡萄球

菌的不同的耐药机制，构建了基于 MALDI-TOF 
MS 的检测耐药表型方法被构建，主要分为三大类：

细菌与抗生素共培养后的生物量检测，分析其质

量峰谱；根据水解酶活性变化或分析酶修饰后的

片段变化；根据质量峰模式，筛选特异性峰，区

别抗生素敏感株和抗生素耐药株（如区分 MRSA
与 MSSA）。

直接对靶微滴生长法（MALDI-TOF MS-based 
Direct-On-Target Microdroplet Growth Assay, DOT-
MGA） [109] 是将其微生物鉴定功能与抗生素抑菌作

用等特点结合，参考 CLSI [79] 及 EUCAST [80] 等国际

标准，对与抗生素共孵育后的微液滴的生物量进行

鉴定，最后根据其鉴定的分值确定菌株的耐药表型

（分值≥ 1.7 为耐药； ＜ 1.7 为敏感）。DOT-MGA 不

仅可以检测菌株的耐药表型，还可精确抗生素的浓

度。Idelevich 等 [110] 采用 DOT-MGA 方法对肠杆菌

目的菌株同时检测了 24 种抗生素的耐药情况。结

果显示在的孵育时间在 6~8 h 的时候，其分析效果

最好。Nix 等 [111] 首次采用 DOT-MGA 检测 MRSA
与 MSSA，结果显示，该方法的检出率高达 96.4%，

灵敏度和特异性均为100%。除了DOT-MGA方法外，

Gao 等 [112] 基于 MALDI-TOF MS 构建了以（E）- 丙
基 α- 氰基 -4- 羟基肉桂酸酯（CHCA-C3）为基质，

区分 MRSA 和 MSSA 的检测方法。该方法结果对

检测蛋白质或多肽，尤其是疏水性蛋白质表现出良

好的性能。相比于传统基质 α- 氰基 -4 羟基肉桂酸

（CHCA），CHCA-C3 的重现性更好，受培养基的

影响小。此外，该方法还可应用于血液样本中的病

原菌的多种抗生素的耐药（如 MRSA）以及多种致

病菌的多种耐药表型的鉴定，实现临床微生物耐药

性的快速检测 [106,113] 。但由于 MALDI-TOF MS 的固

定配件问题——靶板上的位置有限，暂时难以实现

上百个样品同时检测。

近年来，部分研究者 [114] 试图通过比较 MALDI-

TOF MS 的质量峰差异，筛选特异性峰，以区分

MRSA 与 MSSA，如 Paskova 等 [115] 在 m/z 2415 处发

现一个小肽峰，对应酚溶性调节素（PSM-mec），与

甲氧西林耐药相关。因此，MALDI-TOF MS 可用于

预测金黄色葡萄球菌对甲氧西林的耐药性 [108,116] 。尽

管从质量峰图上观察到了 MRSA 的特异性峰，但依

然不能用于区分 MRSA 与 MSSA。随后，在 2022 年，

Yu 等 [117] 提出了一个基于 MALDI-TOF MS 的机器

学习模型：通过前瞻性试验和的四个临床站点评估，

确定 UPF0337 蛋白 SACOL1680 为快速区分 MRSA
和 MSSA 的特异性标志物。但对于 UPF0337 蛋白

SACOL1680 为何种蛋白并没有详细阐明，同时，

该研究揭露了一个 MRSA 可能存在的耐药机制——

甲氧西林不与 UPF0337 蛋白 SACOL1680 结合，以

此介导金黄色葡萄球菌对甲氧西林产生耐药。

除抗生素敏感实验（Antimicrobial Susceptibility 
Testing, AST），MALDI-TOF MS 还可用于检测水解

酶活性。Hrabák 等 [118] 构建基于 MALDI-TOF MS 直

接检测美罗培南及其降解物的方法，以判断 β- 内
酰胺酶的水解活性，确定菌株的耐药表型；该方法

的灵敏度为 96.67%，特异性为 97.87%。随后，该

方法被修改验证，并发展为一种有效检测水解酶活

性的可靠方法 [119] ，如金黄色葡萄球菌的 ESBLs 的
检测 [120] 、乙酰转移酶的活性检测 [121] 等 。MALDI-
TOF MS 除了可用于检测酶活性外，还可应用于分

析目标位点的修饰。Kirpekar 等 [122] 首先构建了基

于 MALDI-TOF MS 筛选 RNA 转录后修饰的方法。

在 RNA 核苷酸特异性 RNA 酶消化完成后，使用

MALDI-TOF MS 进行片段分析。经分析后，观察

到的质量数据与基因序列预测数据保持一致。Savic
等 [123] 在此基础上，构建检测 Kgm 家族的甲基转移

酶的核苷甲基化位点方法，并用于区别对氨基糖甙

类抗生素（如新霉素、卡那霉素和阿帕霉素）敏感

和耐药的菌株。同样的方法也被用于分析 cfr 基因

介导的 23S rRNA 的甲基化，该基因主要定位于金

黄色葡萄球菌以及大肠杆菌质粒，对氯霉素、氟苯

尼考和克林霉素耐药中起着关键作用 [124] 。

基于 MALDI-TOF MS 的耐药性检测方法集合

了 KB 法操作简便以及微量肉汤稀释可获得精确的

MIC 值等优点，同时，MALDI-TOF MS 拥有丰富

的菌种资源信息 [125] ，实现短时快速获得多种菌株的

耐药表型信息，有助于临床微生物的耐药表型鉴定，

优化治疗方案。
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2.5 基于生物信息学分析技术结合组学数据
的耐药性预测方法

2.5.1 蛋白质组学相关的耐药性预测

MALDI-TOF MS 是一种在空间代谢组学中广

泛应用的技术，除可应用于菌种鉴定、耐药性检

测外，还可在此基础上，通过收集各类耐药菌株

的图谱，构建蛋白指纹图谱库，构架机器学习模

型，进行菌株耐药性筛选和预测。目前，多种基于

MALDI-TOF MS 区分 MRSA 与 MSSA 的方法以及

关于其他病原菌耐药性预测方法已有相关报道。例

如，Feucherolles 等 [126] 通过研究 MALDI-TOF MS 蛋

白质谱，结合预测方法作为相关食源性病原菌（如

大肠弯曲杆菌和空肠弯曲杆菌）的抗生素耐药筛查

工具。一个由 224 株空肠梭菌和 116 株大肠杆菌组

成的 One Health 小组对七种抗生素耐药性进行了

表型测试，使用 MALDI Biotyper 分析在板内和外

提取的蛋白质，其产生每个分离物和提取类型的

一个平均光谱。总体而言，该分类器可高效地检测

到敏感以及环丙沙星和四环素耐药菌株，其最高灵

敏度和精密度分别达到 92.3% 和 81.2% ；在靶板内

外两类的蛋白质提取物之间没有显著的预测性能差

异。此外，在该研究中确定了氟喹诺酮类、四环素

类和氨基糖苷类的三种抗生素耐药生物标志物 [126] 。

MALDI-TOF MS 和机器学习的结合，有助于快速

筛选食源性病原菌中的某些抗生素耐药菌，让精确、

靶向的抗生素治疗成为可能。

2.5.2 全基因组学相关的耐药性预测

与 MALDI-TOF MS 的预测原理不同，全基因

组测序从基因层面出发，与 Resfinder 等耐药基因

分析数据库结合 [127] ，分析菌株是否携带特定抗性基

因，预测菌株是否存在对某种抗生素产生抗性的潜

能 [127] 。因其需要生物信息背景的专业人员操作，甚

少用于日常检测中，常用于病原菌的流行病学分析

或分子监测中。全基因组数据几乎包含整个病原菌

的全部遗传信息，通过其基因组信息可全方位了解

病原菌的流行特征和种群的耐药性分布情况。此外，

全基因组测序是分辨率最高的方法，它可检测细菌

基因组中的单核苷酸多态性（SNP）以及耐药性相

关基因及其突变体等。Ackers 等 [128] 在调查病原菌的

耐药性分布的同时，对所分离的菌株进行了全基因

组测序；其研究数据表明，经数据分析所得抗性基

因可解释抗性表型的存在。

全基因组测序的另一个优势在于：必要时可对

全基因组数据进行储存和再分析，如新耐药机制的

发现或新耐药基因的功能验证等 [129] 。鉴于全基因

组测序的耐药性预测方法不断发展，独立研究的

生物信息学方法已不能满足研究者的需求。Kumar
等 [130] 基于全基因组数据分析，利用自动化生物信

息学分析工具 Next Gen Diagnostics 预测 MRSA 的

表型耐药性，其预测结果与传统圆盘扩散法等的表

型检测结果有 99.69% 的一致性；与基于独立研究

的信息学方法生成的预测结果有 99.97% 的一致性。

Cunningham 等 [131] 使用同样的方法分析了 102 个独

特的金黄色葡萄球菌的血培养分离株的全基因组序

列数据，以预测抗生素敏感性，并将结果与表型敏

感性测试结果进行了比较。其研究结果表明，苯唑

西林、万古霉素和莫匹罗星等的表型结果与耐药性

的基因型预测完全一致。将基因组信息与机器学习

等生物信息学分析手段结合，可高效快速获得金黄

色葡萄球菌耐药性相关分子特征信息，利于新耐药

基因、耐药机制的挖掘。

3  展望

金黄色葡萄球广泛分布于临床、社区及环境中，

其耐药性十分严重。耐药机制相关的基因在金黄色

葡萄球菌产生耐药性中起着关键作用。它可通过传

代进行垂直传播或通过移动元件进行不同种属菌株

间的水平吸收，介导金黄色葡萄球菌出现产生多重

耐药表型。此外，移动元件中可能同时携带或插入

了其他特征性基因（如生物膜基因、毒力基因等），

增强金黄色葡萄球菌的危害性。

组学技术的发展，使得金黄色葡萄球菌的耐药

机制研究取得较大的进展。大部分临床常用于治疗

金黄色葡萄球菌感染的抗生素的耐药机制已基本研

究透彻，但关于少部分抗生素的异质性耐药机制以

及调控多重耐药等机制的相关研究较少，如苯唑西

林、万古霉素等。现有的金黄色葡萄球菌耐药性检

测方法各有优势，但依然缺乏一类可同时确定金黄

色葡萄球菌耐药表型和耐药基因型的方法。综合来

说，还有以下几点有待探究：（1）调控金黄色葡萄

球菌出现异质性耐药以及多重耐药表型的关键因

素，需要进一步探究；（2）多重耐药金黄色葡萄球

菌与菌株特定的 spa 型别或 ST 型别是否具有相关

性，有待进一步探究；（3）如何快速识别并检测环
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境、社区以及临床上的多重耐药金黄色葡萄球菌。

虽然葡萄球菌的耐药性无法消除，但我们通过全面

了解其耐药性传播规律，从源头上控制耐药葡萄球

菌的传播。针对以上现状，对未来发展提出以下建

议：（1）以整个生态系统作为一个整体，多方联动，

规范各类抗生素使用管理；（2）结合多种组学技术，

深入研究更多关于多重耐药菌株的耐药调控机制，

全面了解多重耐药菌株相关影响因素；（3）基于全

基因组测序技术，结合分离株的耐药表型，挖掘更

多耐药调控机制相关的耐药基因，以此开发快速同

时检测细菌多种抗生素耐药性的检测方法；（4）加

强在肉类产品生产、加工以及运输等环节的检测与

控制，做到及时切断食源性致病菌耐药性的传播，

有效控制多重耐药菌引发的疾病的发生与流行，为

动物及鱼类等养殖业、临床用药以及食源性致病菌

对人与动物健康风险评估提供了数据支撑。
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