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金黄色葡萄球菌生物被膜基因型的分子鉴定 
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摘要：本文选用常见的典型食源性微生物金黄色葡萄球菌，从食品微生物安全角度出发，采用生物被膜菌落结晶紫染色法定量

检测 58 株金黄色葡萄球菌菌株生物被膜的形成能力。并对金黄色葡萄球菌生物被膜相关基因型进行分型研究，包括 ica 调控子分型

（icaA、icaD、icaBC）与粘附特性分型（agr、atlE 和 aap）研究。结果显示，所有检测菌株均能生成生物被膜，其中 3 株能生成强

粘附性生物被膜，占 5.2%；生成中等生物被膜能力菌株有 23株，占 39.7%；32株金黄色葡萄球菌生成弱粘附生物被膜，占 55.2%。

实验所用的 58株菌株中有 48株能扩增出 icaA 基因，56 株扩增出 icaD 基因，57株扩增出 icaBC 基因，56 株扩增出 agr，分别有 53

株和 57 株染色体中存在 aap和 atlE 基因。本实验的结论：ica 操纵子为金黄色葡萄球菌生物被膜形成所必须，aap基因可能作为促进

金黄色葡萄球菌生物被膜形成的一个独立因素。而 atlE，agr 基因是金黄色葡萄球菌生物被膜粘附过程中形成所必须的调节因子。 
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Abstract: Typical foodborne Staphylococcus aureus (SA) was selected to investigate microbiological safety. The biofilm-forming ability 

of 58 SA strains was quantitatively determined using crystal violet staining of biofilm. The biofilm-associated SA genes including those 

associated with regulation (icaA, icaD, and icaBC) and adhesion property (agr, atlE, and aap) were studied. The result demonstrated that all 

strains tested formed biofilms, which were strongly adhesive in three (5.2%), moderately  adhesive in 23 (39.7%) and weakly adhesive in 32 

(55.2%) strains. The icaA gene was amplified from 48 isolates and icaD and icaBC were amplified from 56 and 57 strains, respectively. The agr, 

aap, and atlE genes were amplified from the genomes of 56, 53, and 57 isolates, respectively. The results indicated that the ica operon is 

required for SA biofilm formation, the aap gene may act as an independent factor for promoting SA biofilm formation, while the atlE and agr 

genes are necessary regulatory factors for biofilm adhesion. 
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金黄色葡萄球菌（Staphylococcus aureus，金葡菌）

作为一种典型的致病菌，是最重要的食源性革兰氏阳

性菌之一，由于其在自然界中无处不在，因而食品受

其污染的机会很多。在全球各个国家由金黄色葡萄球

菌引起的食物中毒事件屡见不鲜[1]。 

食品不仅含有丰富营养，适合金黄色葡萄球菌的

生长，并且有多种形式，如固体，液体和流变态等。

在食品中细菌会以不同的方式共存：对于液态常悬浮

于之中；对于固态或较粘稠的流变体，金黄色葡萄球

菌很容易沾到富含营养的食品材料表面，各种加工设

备及管道的表面形成生物被膜（bacterial biofilm，BF）。 
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细菌生物被膜是细菌相互粘附或粘附于惰性实体表

面，在繁殖分化的过程中，分泌多糖基质、纤维蛋白、

脂质蛋白等，将其自身包绕其中而形成一种大量微生

物群体聚集的膜状结构[2]。生物膜的形成过程分为两

个阶段：粘附阶段和聚集阶段。而生物被膜的聚集及

成熟阶段，主要是依靠促进细菌相互聚集的多糖黏附

素，特别是多糖胞间黏附素(polysaccharide intercellular 

adhesion, PIA)发挥重要作用，PIA是细菌在生物膜形

成过程中至关重要的物质，由 ica 操纵子表达的酶进

行生物合成[3~6]。agr基因通过上调一种表面活性剂样

多肽的表达增强生物被膜的脱离作用，即生物被膜中

的细胞从生物被膜结构中脱离形成浮游细胞以到达另

一位点重新形成生物被膜[7]。还有细菌黏附聚集相关

蛋白如聚集相关蛋白( accumulation associated protein, 

aap 基因编码)、自溶素 E ( autolysin E, atlE 基因编码)
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等也参与了生物膜的形成。因此，对生物被膜的基因

型进行研究与分析，有助于在分子水平上深入阐述食

源性细菌形成生物被膜的总体能力，包括其粘附、被

膜成熟与脱落，以及被膜表面构架蛋白与基质多糖生

成的菌体特性等。 

本实验通过分析金黄色葡萄球菌生物被膜的生

成能力，对生物被膜形成的相关基因 ica 调控子（icaA、

icaD 和 icaBC）与粘附作用相关因子（agr、atlE 和 aap）

进行基因分型，从分子水平上阐述了金黄色葡萄球菌

的生物被膜生成，为生物被膜的粘附、成熟与脱落等

作用提供了研究基础，为进一步实现对金黄色葡萄球

菌生物被膜进行安全控制提供了科学依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验菌株 

本实验共检测 56 株金黄色葡萄球菌，经常规生

化鉴定和多重 PCR 方法确定耐甲氧西林金黄色葡萄

球菌（methicillin-resistance Staphylococcus aureus，

MRSA）共 52 株，甲氧西林敏感型金黄色葡萄球菌

(methicillin-susceptible Staphylococcus aureus，MSSA)3

株 ， 耐 甲 氧 西 林 凝 固 酶 阴 性 葡 萄 球 菌

(methicillin-resistance coagulase-negative staphylococci， 

MRCNS)3株，甲氧西林敏感型金黄色葡萄球菌 MSSA

质控菌株 ATCC25923，为本实验室保存。 

1.2  实验试剂与设备 

2×Taq PCR MasterMix、DNA Marker、Tritonx– 

100、蛋白酶 K、溶菌酶基因组提取试剂盒(广东东盛

生物科技有限公司)，西班牙琼脂糖，EDTA，结晶紫，

血琼脂平皿，胰酶大豆肉汤培养基 TSB(广东环凯微生

物有限公司)。PCR 扩增仪，凝胶成像系统(美国

BIO-RAD 公司)，酶标仪(SUNRISE 公司)。电泳仪，

离心机，生化培养箱，超净台，低温冰箱，电子天平，

96 孔板。 

1.3  PCR 引物 

金黄色葡萄球菌生物被膜相关基因型 icaA、icaD、

icaBC、agr、atlE 和 aap基因引物序列由英潍捷基（广

州）贸易有限公司合成，见表 1。 

表 1 icaA、icaD、icaBC、agr、atlE和 aap 基因基因引物序列 

Table 1 Primers for the icaA, icaD, icaBC, agr, atlE, and aap genes 

目标

产物 

引物 

设计 
引物序列 

退火温 

度/℃ 

扩增产物 

大小/bp 
引文 

icaA 
A1 5’-TCTCTTGCAGGAGCAATCAA-3’ 

56 198 [8] 
A2 5’- TCAGGCACTAACATCCAGCA-3’ 

icaD 
D1 5’-ATGGTCAAGCCCAGACAGAG-3’ 

56 198 [8] 
D2 5’-CGTGTTTTCAACATTTAATGCAA-3’ 

icaBC 
B1 5’-ATGGTCAAGCCCAGACAGAG-3’ 

52 1188 [9] 
B2 5’-GCACGTAAATATACGAGTTA-3’ 

agr 
G1 5’-GTGCCATGGGAAATCACTCCTTCC-3’ 

52 976 [9] 
G2 5’-TGGTACCTCAACTTCATCCATTATG-3’ 

atlE 
E1 5’-ACACCACGATTAGCAGAC-3’ 

57 432 本研究 
E2 5’-AGCTCCGACAGATTACTT-3’ 

aap 
P1 5’-GAAATGACTGAA CGTCCGAT-3’ 

55 465 [10] 
P2 5’-GCGATCAATGTTACCGTAGT-3’ 

1.4  实验方法 

1.4.1  结晶紫染色法检测生物被膜形成能力 

生物被膜形成能力检测采用 96 孔板培养、结晶

紫染色法建立生物模型 [11]。取过夜培养的菌液稀释

100 倍后再放到新鲜的TSB中再培养 2 h 以获得对数

生长期的金黄色葡萄球菌，在 600 nm 光密度下稀释

培养液浓度至 0.001。以 200 µL/孔培养液加入到无菌

96 孔板中，37 ℃培养 48 h。培养结束后，弃去培养基，

用无菌生理盐水洗涤 3 次，以除去杂质和浮游菌；然

后在各孔中加甲醇 200 µL固定生物被膜，15 min 后弃

去甲醇，晾干后再用 0.01%的无菌结晶 200 µL紫染色

15 min。染色结束后，用无菌水冲洗去多余染液，洗

涤两次。最后采用 95%的乙醇将附着的结晶紫洗脱下

来。移取 125 μL洗脱液于新的酶标板，于 540 nm 处

测定吸光值。其中每个样品需在每次实验中重复 8 个

孔，而每次实验需要重复 3 次。采用 200 μL的培养基

作为空白对照。 
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OD 值可反映生物被膜与接触表面粘附的牢靠程

度，依据临界 OD 值(ODC等于空白孔的平均OD 值加

上其 3 倍标准差而得到的 OD 值)可对生物被膜分类：

OD≤ODC为不粘附(0)，ODC<OD≤2ODC为弱粘附(+)，

2ODC<OD≤4ODC 为中等粘附(++)，OD>4ODC 为强粘

附(+++)
[12]。 

1.4.2  金黄色葡萄球菌生物被膜基因型的分子

鉴定 

相关基因型 icaA、icaD、icaBC、agr、atlE和 aap

基因引物序列由英潍捷基（广州）贸易有限公司合成。 

1.4.2.1  金黄色葡萄球菌基因组 DNA的提取 

对 58 株金黄色葡萄球菌进行基因组 DNA提取，

采用试剂盒法：首先接种 5 µL菌液于 5 mL LB培养

基中 37 ℃振荡过夜培养。取菌液3 mL置于 1.5 mL

无菌离心管中，12000 r/min 离心 1 min 后弃上清并加

入 180 µL缓冲液（20 mM Tris、pH 8.0，2 mM EDTA，

1.2% Triton100）和终浓度为 20 mg/mL 的溶菌酶，混

匀后 37 ℃反应 60 min，随后分别加入 4 µL RNase A

（100 mg/mL）室温 5 min、20 µL蛋白酶 K，55 ℃反

应 30 min、220 µL裂解液 MS（振荡至形成悬浮液，

65 ℃ 15 min 至溶液变清亮）与220 µL无水乙醇。离

心并弃滤液后，分别通过蛋白液PS与漂洗液PE洗涤，

以彻底去除纯化柱中残留的液体。洗脱纯化柱中的

DNA，于-20 ℃冰箱保存备用。 

1.4.2.2  ica 调控子基因分型 

以上述制备的细菌 DNA为模板，对菌株进行 ica

调控子基因型鉴定，实验通过 PCR 技术进行鉴定，扩

增程序如下：(1)icaA和 icaD 基因 94 ℃预变性 5 min，

94 ℃变性 30 s，56 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 30 s，循环

40 次，末次循环后，72 ℃延伸 1 min。(2)icaBC 基因

94 ℃预变性 3 min，94 ℃变性 30 s，52 ℃退火 30 s，

72 ℃延伸 1 min，循环 30次，末次循环后，72 ℃延

伸 10 min。 

1.4.2.3  粘附相关基因分型 

对菌株进行被膜粘附相关基因分型，包括 agr、

aap 与 atlE，其中扩增程序如下：（1）agr基因 94 ℃

预变性 3 min，94 ℃变性 30 s，52 ℃退火 30 s，72 ℃

延伸 1 min，循环30 次，末次循环后，72 ℃延伸 10 

min。(2)aap基因：94 ℃预变性3 min，94 ℃变性 30s，

57 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 2 min，循环 35 次，末次循

环后，72 ℃延伸 10 min。(3)atlE基因：94 ℃预变性 3 

min，94 ℃变性 30 s、55 ℃退火30 s、72 ℃延伸 1 min，

循环 30 次，末次循环后，72 ℃延伸 10 min。 

2  结果与讨论 

生物被膜的形成使得微生物容易感染宿主并生

存下来。微生物藏匿于生物被膜中，在食品加工过程

中被长期忽视，最近几年在乳制品和肉制品加工中出

现了相关报道[13~14]。生物被膜的清除和防治是是食品

生产过程中的一大难题。要了解金黄色葡萄球菌变异

的分子基础和生物被膜形成的机理，就要究其生物被

膜形成的基因型。此次调查研究为金黄色葡萄球菌生

物被膜生成机理在基因层面提供了重要信息，有助于

了解当前细菌生物被膜生成状况，对其进行预防和控

制及保证食品安全，具有重要的现实意义。 

2.1  生物被膜形成能力实验结果 

研究通过结晶紫染色定量法对金黄色葡萄球菌

生物被膜生成量进行半定量分析，根据测量 OD 值反

映菌株生物被膜与硅胶表面粘附的牢固程度分类，所

有检测菌株均能生成生物被膜，其中生成强生物被膜

粘附性的菌株 3 株，占 5.2%；生成中等生物被膜能力

菌株 23 株，占 39.7%；32 株金黄色葡萄球菌生成弱

粘附生物被膜，占 55.2%（表2）。 

表 2 菌株生物被膜定量检测 

Table 2 Quantitative detection results for the bacterial biofilm 

生物被膜粘

附牢固程度 

不粘附

（0） 

弱粘附

（+） 

中等粘附

（++） 

强粘附

（+++） 

菌株数目(n) 0 32 23 3 

2.2  生物被膜相关基因型结果与分析 

2.2.1  ica 调控子基因型结果与分析 

结果表明，实验所用的 58 株金黄色葡萄球菌中

48 株能扩增出 icaA，56株扩增出 icaD，57株扩增出

icaBC。ica操纵子由 4 个基因组成 icaADBC，其编码

的产物共同催化合成在葡萄球菌生物膜形成过程中细

菌粘附的关键物质多糖胞间黏附素-PIA。据报道 icaA

和 icaD 在金黄色葡萄球菌生物被膜形成过程中发挥

重要作用[15]。icaA基因编码的 N-乙酰氨基葡萄糖基转

移酶，该酶可促进 PIA的形成。此外，icaD 基因的表

达可促进 N-乙酰氨基葡萄糖转移酶的活性大大增加

从而导致 PIA 合成。因此 icaA 和 icaD 基因对金黄色

葡萄球菌生物被膜的形成起重要作用。本实验中的 58

株金黄色葡萄球菌，47 株为 icaA、icaD 基因联合表

达的菌株，其中 3 株是强粘附型。提示基因型

icaA+icaD+与金黄色葡萄球菌生物膜形成密切相关。

曾有研究表明生物被膜阳性菌株 icaA+icaD+是同步

出现的，而生物被膜阴性菌株中是 icaA-icaD-[16]。但

是本实验中显示，81.3%(47/58)的生物被膜阳性菌株

符合此特征，还有 17.2%(10/58)是 icaA-icaD+或者
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icaA+icaD-基因型，而有一株 icaA-icaD-显示生物被膜

粘附为中等，显示除了 icaA，icaD 基因能控制生物被

膜形成或许还有另一条途径可以生成生物被膜，这与

Gad 等人研究不一致。 

基因 icaBC 处于 icaAD的下游，编码一种对多糖

抗原的受体蛋白。本实验 58 株生物被膜阳性菌株中

46 株 79.3%可以扩增出 icaADBC，ica 操纵子并非所

有生物被膜阳性菌株都能全部扩增出来。但是 58株菌

株都扩增到了 ica 操纵子中的基因，提示了 ica 操纵子

是金黄色葡萄球菌生物被膜形成所必须的，且不依赖

于 ica 操纵子的生物被膜形成机制，还有其它被膜形

成途径有待研究。 

2.2.2  粘附相关基因结果与分析 

56 株扩增出 agr，分别有53 株和 57 株染色体中

存在 aap 和 atlE(表3)。基因 agr是金黄色葡萄球菌附

属基因调节因子，控制一系列毒素和毒力因子表达，

并且能与宿主的免疫系统相互作用[17]。但 agr 在感染

过程中的作用似乎是有争议的，据有关研究在生物被

膜的形成过程中，它的作用是减少而不是诱导生物被

膜形成。Agr 基因通过调控提高表面活性剂多肽的表

达从而增强生物被膜的脱离作用，即金黄色葡萄球菌

可以从生物被膜的结构中脱离形成浮游细胞然后到达

另一实体表面重新粘附形成生物被膜。通过基因分型

结果显示实验所用的 58 株菌中有 56 株可以扩增出

agr，提示该基因可能为金黄色葡萄球菌生存所必须，

在金黄色葡萄球菌中普遍存在。 

ica 编码的 PIA 在金黄色葡萄球菌生物被膜形成

中具有重要作用，但也有研究表明 ica 基因阴性金黄

色葡萄球菌可以不依赖 PIA，通过细菌表面蛋白直接

作用形成蛋白依赖的细菌生物被膜，该表面蛋白表达

是由聚集相关蛋白基因 aap 编码的。本实验中aap 基

因阳性株为 53株，有 5 株是 app 基因缺失菌株，其中

生物被膜强粘附性 1 株，其余 4 株均表现为生物被膜

弱粘附。而在 ica 操纵子缺失，携带 app 基因的菌株

中均有生物被膜的形成。结果表明，由 PIA介导和 aap

蛋白介导均可形成金黄色葡萄球菌生物膜。aap 是金

黄色葡萄球菌聚集阶段另一个对生物膜形成发挥关键

作用的基因，可能作为促进细菌生物被膜形成的一个

独立因素。 

金黄色葡萄球菌在初始附着阶段有多种表面蛋

白参与，其中介导金黄色葡萄球菌粘附于宿主细胞的

粘附因子主要是表面相关蛋白 AtlE(Autolysin E)由

atlE 基因编码，位于金黄色葡萄球菌细胞表面，介导

细菌黏附于实体表面。AtlE蛋白并不直接介导细菌的

起始黏附, 但其通过何种途径间接起作用鲜有报道。

本实验中粘附素基因 atlE 在生物被膜阳性菌株中有

57 株携带，可见该基因在金黄色葡萄球菌中普遍存

在。1 株缺失的表现为生物被膜弱粘附，预测其对生

物被膜形成可能有不可或缺的作用，但具体机制还有

待于进一步研究。 

表 3 生物被膜相关基因型检测结果 

Table 3 Results of biofilm-associated genotype testing 

生物被膜 

粘附能力 

icaA  icaD  icaBC  agr  aap  atlE 

阳性 

菌株 

阴性 

菌株 

阳性 

菌株 

阴性 

菌株 

阳性 

菌株 

阴性 

菌株 

阳性 

菌株 

阴性 

菌株 

阳性 

菌株 

阴性 

菌株 

阳性 

菌株 

阴性 

菌株 

强粘附 3 0  3 0  3 0  3 0  2 1  3 0 

中等粘附 18 5  22 1  23 0  22 1  23 0  23 0 

弱粘附 27 5  31 1  31 1  31 1  28 4  31 1 

 

 

a 

 

b 
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c 

 
d 

 

e 

 

f 

注：A：icaA 基因分型，B：icaD 基因分型，C：icaBC

基因分型，D：agr 基因分型，E：aap基因分型，F: atlE 基因

分型，A、B、E图中Marker 从上到下依次是 5000 bp、3000 bp、

2000 bp、1000 bp、750 bp、500 bp、250 bp、100 bp；D、C、F

图中Marker从上到下依次是 2000 bp、1000 bp、750 bp、500 bp、

250 bp。 

3  结论 

本实验基于结晶紫染色法对生物被膜形成能力

进行鉴定的基础上，进一步通过被膜相关基因型分型

技术，包括 ica调控子分型与粘附能力相关因子分型，

对 58 株金黄色葡萄球菌的生物被膜生长能力从分子

水平加以检测。结果显示，在典型的食源性微生物金

黄色葡萄球菌中，生物被膜形成较为普遍，其中

100.0%（58/58）菌株都能形成生物被膜，43.1%以上

的金黄色葡萄球菌带有强或中等被膜形成能力。研究

发现 ica 操纵子为金黄色葡萄球菌生物被膜形成所必

须，aap 基因可能作为促进金黄色葡萄球菌生物被膜

形成的一个独立因素。而 atlE，agr 基因是金黄色葡

萄球菌生物被膜粘附过程中形成所必须的调节因子。

金黄色葡萄球菌生物被膜的形成是一个复杂的多基因

调控的结果，要进一步确定各个基因在生物被膜形成

机制中的作用，可以通过敲除这些基因进行研究，从

而确定生物被膜相关基因，这也将是我们未来工作的

重点。 
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