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市售猪肉金黄色葡萄球菌的分离及菌株耐消毒剂 
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摘要：研究市售猪肉源金黄色葡萄球菌的污染情况，测定季铵盐类消毒剂对分离菌株 MIC 范围，以及耐消毒剂基因携带情况。

采集春夏季与秋冬季市售生猪肉样品 576 份，采用肉汤稀释法测定苯扎溴铵对分离菌株的 MIC，采用 PCR 技术对分离菌株 5 种耐消

毒剂相关基因（qacA/B、qacC/D、qacG、qacH、qacJ）进行检测。576 份样品中分离得到 297 株金黄色葡萄球菌，总分离率为 51.56%；

其中，春夏季样品 374 份，分离出 158 株；秋冬季样品 202 份，分离出 139 株。苯扎溴铵对分离菌株的 MIC 在 0.00125~0.01 μg/mL，

297 株中 168 株检出携带耐消毒剂基因，总检出率为 56.6%，qacA/B、qacC/D、qacG、qacH、qacJ 的检出率分别为 2.36%、19.86%、

40.74%、6.73%、0.67%。结果表明猪肉源金黄色葡萄球菌的分离率和菌株消毒剂抗性基因携带率较高，猪肉中分离的金黄色葡萄球

菌对季铵盐类消毒剂敏感。本研究为市售猪肉金黄色葡萄球菌的防控及消除提供参考。 
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Abstract: In this work, the pollution of Staphylococcus aureus from pork purchased from the market was investigated. The MIC ranges of 

quaternary ammonium disinfectant to the isolated strains and the disinfectant resistant genes carrying were detected. The 576 samples of the 

commercial raw pork in four seasons were collected. The MIC values of the isolated strains were determined by broth dilution methods. The five 

anti-disinfectant-related genes (qacA/ B, qacC/ D, qacG, qacH, qacJ) were detected by PCR. The 297 strains of S. aureus were isolated from 576 

pork source samples, and the total isolation rates was 51.56%. The 158 S. aureus strains were isolated from 374 samples that collected in spring 

and summer. The 139 S. aureus strains were isolated from 202 samples that collected in autumn and winter. The MIC ranges to benzalkonium 

bromide were 0.00125~0.01 μg/mL. Among 297 strains of S. aureus, 168 strains were found to carry the disinfectant-resistant genes, and the 

total detection rate was 56.6%. The positive detection rates for qacA/B, qacC/D, qacG, qacH, and qacJ were 2.36%, 19.86%, 40.74%, 6.73%, 

0.67%, respectively. The result showed that the isolation rates from pork source and the resistance genes to disinfectant were relatively high. The 

S. aureus isolated from pork were sensitive to the quaternary salt-based disinfectant. This study will provides reference for  
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the prevention and control of S. aureus pork isolates. 

Key words: pork; Staphylococcus aureus; disinfectant-resistant genes; MIC 

 

金黄色葡萄球菌（Staphylococcus aureus）是一种

广泛分布于自然界的革兰氏阳性条件致病菌，经常引

起食物中毒，也是人类化脓感染等最常见的病原菌[1]。

因此，对金黄色葡萄球菌消毒防控显得尤为重要。近

年来，季铵盐类、醛类、含氯消毒剂的大量使用，造

成了细菌对消毒剂的耐受性增强，并产生了携带耐消

毒剂基因菌株。国内外学者已从金黄色葡萄球菌中检

出携带耐季铵盐类消毒剂基因 qac[2]，携带 qac 的金黄

色葡萄球菌可表现出对胺类、胍类和腙类消毒剂耐药。

qac 基因在金黄色葡萄球菌的检出率随地域和来源差

异较大，但大多研究主要集中于医院临床领域[3]，如

潘引军[4]等报道医院临床分离的金黄色葡萄球菌中

qacA 基因检出率为 41.67%；胡志东[5]等在临床分离

耐甲氧西林金黄色葡萄球菌中 qacA/B 基因的检出率

为 40.4%。对于猪肉源金黄色葡萄球菌分离菌株的耐

消毒剂基因和对消毒剂抗性检测较少，市售生猪肉中

金黄色葡萄球菌来源复杂，传播途径可能有其它畜禽、

加工人员、加工过程以及环境污染等，耐消毒剂基因

的出现给猪肉生产、销售环节消毒和污染控制带来困

难，而生猪肉往往也会成为食品交叉污染的重要来源
[6]。因此，为了解本地区市售生猪肉中金黄色葡萄球

菌分离菌株耐消毒剂基因的携带情况，以及分离菌株

对季铵盐类消毒剂的抗性情况。本研究对成都地区农

贸市场及超市不同季节采集的生猪肉样品进行菌株的

分离鉴定；对所分离的菌株进行苯扎溴铵最小抑菌浓

度及耐消毒剂基因的检测。研究结果对猪肉生产、销

售等环节消毒防控工作提供参考依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

1.1.1  菌株来源  
2017 年不同季节从成都市各区农贸市场分批采

集生猪肉样品共 576 份。其中，春夏季（3~8 月）374
份，秋冬季（9~11 月）202 份。 
1.1.2  试剂与培养基 

胰蛋白胨大豆肉汤培养基（trypticase soy broth，
TSB），购自海博生物技术有限公司；TE 缓冲液（10 
mmol/L Tris-HCL，1 mmol/L pH 8.0 乙二胺四乙酸）购

自大连 TaKaRa 公司；2×PCR Master Mix、DL 2000 

DNA Marker，均购自北京擎科新业生物技术有限公

司；过氧乙酸溶液，购自成都市科龙化工试剂厂；次

氯酸钠溶液，购自成都市科隆化学品有限公司；苯扎

溴铵，购自南昌白云药业有限公司。 

1.1.3  仪器与设备  
Eppendorf 5804R 型冷冻离心机，购自 Eppendorf

生命科技公司；PTC-200 PCR 仪、Versadoc 2000 凝胶

成像仪，均购自美国 Bio-Rad 公司；DYY-6C 电泳仪，

购自北京六一仪器厂；UV-6100 分光光度计，购自上

海美普达公司；HZQ-F160 全温震荡培养箱，购自上

海齐欣科学仪器有限公司。 

1.2  实验方法 

1.2.1  菌株的分离与鉴定  
采集所有猪肉样品均按照 GB 4789.10《食品微生

物学检验-金黄色葡萄球菌检验》进行分离[7]。将所有

试验菌株的 DNA 模板进行葡萄球菌 16s rDNA 和 nuc
基因的 PCR 扩增鉴定[8]。 

将金黄色葡萄球菌分离纯化的菌株分别接种于 5 
mL 的 TSB 培养基中，37 ℃，150 r/min 培养 18 h。取

1 mL 菌悬液 4 ℃条件下 12000 r/min 离心 2 min 后，

收集菌体，提取 DNA 方法参考文献[9]进行，提取得到

的 DNA 样本于-20 ℃保存，用于细菌的分子鉴定和抗

消毒剂相关基因检测。 
1.2.2  耐消毒剂基因的 PCR 检测   

5 种耐消毒剂基因引物参考文献[10]，引物由生工

生物工程（上海）股份有限公司合成，5 种耐消毒剂

基因引物序列详见表 1。 
以 1.2.1 提取的 DNA 为模板，对金黄色葡萄球菌

的耐消毒剂基因进行 PCR 扩增。PCR 扩增反应体系

为 20 μL：2×PCR Master Mix 10 μL，上下游引物各 0.4 
μL，DNA 模板 1 μL，无菌水补足至 20 μL。扩增反应

条件：95 ℃预变性 5 min；进入 PCR 循环，95 ℃变性

40 s，根据引物不同 45 ~60 ℃ ℃退火 50 s，72 ℃延伸

40 s，35 个循环，72 ℃延伸 10 min，扩增产物于 4 ℃
保存。产物分析：利用 1%的琼脂糖凝胶进行电泳，

每孔上样品 5 μL。电泳条件为 95 V，50 min。最后用

紫外凝胶成像系统观察，并记录结果。同时，挑取各

基因的 1~2 个阳性扩增子送上海生工测序，通过序列

比对验证扩增结果的正确性。 
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表1 PCR引物序列及扩增产物大小 

Table 1 PCR primers sequence and amplification products size 
引物名称 引物序列（5’→3’） 产物长度/bp 

qacA/B-F GCTGCATTTATGCAATGTTTG 
630 

qacA/B-R AATCCCACCTACTAAAGCAG 

qacC/D-F ATAAGTACTGAAGTTATTGGAAGT 
286 

qacC/D-R TTCCGAAAATGTTTAACGAAACTA 

qacG-F TTTCGTTTGGAATTTGCTTT 
213 

qacG-R AATGGCTTTCTCCAAATACA 

qacH-F CAATAGTCAGTGAAGTAATAGGCAGTG 
295 

qacH-R TGTGATGATCCGAATGTGTTT 

qacJ-F CTTATATTTAGTAATAGCG 
306 

qacJ-R GATCCAAAAACGTTAAGA 

1.2.3  最小抑菌浓度（MIC）测定  
根据临床和实验室标准协会（CLSI2012）所推荐

的肉汤稀释法测定标准，进行分离菌株对苯扎溴铵的

最小抑菌浓度实验。采用二倍稀释法，参考预实验结

果，通过换算，苯扎溴铵添加的终浓度分别为

0.000625、0.00125、0.0025、0.005、0.01、0.02 μg/mL，
每个浓度梯度做 3 组平行。根据苯扎溴铵不同体积的

添加，补充 TSB 培养基至终体积为 5 mL（接菌量为

50 μL）。150 r/min、37 ℃震荡培养 16 h。用酶标仪在

630 nm 处测定吸光度，并记录数据，观察苯扎溴铵消

毒剂能够抑制猪肉源金黄色葡萄球菌生长的最低浓度

作为最小抑菌浓（MIC）。 
1.2.4  数据处理 

数据采用 Microsoft Excel、SPSS 25 软件进行分析

处理。 

2  结果与分析 

2.1  猪肉源金黄色葡萄球菌的分离与鉴定结果 

通过形态学分离和 PCR 分子鉴定，采集的 576
份猪肉源样品中，共分离出 297 株金黄色葡萄球菌，

总的分离率为 51.56%；其中，春夏季采集样品 374 份，

分离出 158 株金黄色葡萄球菌，分离率为 59.40%；秋

冬季采集样品 202 份，分离出 139 株金黄色葡萄球菌，

分离率为 68.81%。薛琳等[11]的研究表明 126 份猪肉样

中检出 84 株金黄色葡萄球菌，检出率 66.67%，该结

果与我们的结果接近，说明猪肉中金黄色葡萄球菌的

携带率较高。并且检测结果显示秋冬季采集样品的分

离率略高于春夏季采集样品的分离率，造成此差异的

原因可能与猪肉的生产屠宰环节以及采样环节有关。 
 
 

2.2  分离菌株对苯扎溴铵最小抑菌浓度检测

结果 

采用肉汤稀释法，并用酶标仪测定 630 nm 处吸

光度，结果表明苯扎溴铵对猪肉源金黄色葡萄球菌分

离菌株的最小抑菌浓度范围在 0.00125~0.01 μg/mL 之

间。与任哲[12]等测得苯扎氯铵对医院分离耐甲氧西林

金黄色葡萄球菌株 MIC 为 1.05 μg/mL 的结果有一定

差异。分析可能的原因是他们的研究菌株是医院源分

离株，由于医院对消毒剂的使用更为频繁，可能会导

致菌株对消毒剂产生一定的抗性。 

2.3  金黄色葡萄球菌耐消毒剂基因检测结果 

猪肉源金黄色葡萄球菌部分分离菌株的 5 种不同

耐消毒剂基因 PCR 扩增产物的电泳图见图 1。通过对

不同基因 1~2 个阳性扩增子进行测序比对，验证了扩

增结果的正确性。通过进一步分析表明，297 株猪肉

源金黄色葡萄球菌分离菌株中，有 7 株检出携带

qacA/B 基因，阳性率为 2.36%；携带 qacC/D 基因的

有 59 株，检出率为 19.86%；qacG 基因检出 121 株，

检出率为 40.74%；qacH 基因检出 20 株，检出率为

6.73%；qacJ 基因检出 2 株，检出率为 0.67%（如图 2
所示），检出结果表明猪肉源金黄色葡萄球菌携带

qacG 与 qacC/D 基因的比率较高。将所检测的相关 5
种 qac 基因与其他报道对比，发现与王华丽[13]等对重

庆地区临床分离菌株（qacA/B 检出率为 4.73%）、纪

风兵[14]等在成都地区临床分离菌株（qacA/B 检出率为

1.2%）、沈临海[15]（qacA/B 检出率为 4.8%）等报道结

果相近，但与徐丹[16]（qacA/B 检出率为 43.66%）、冯 
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莉[17]（qacA/B 检出率为 55.4%）、王笑笑[18]（qacA/B
检出率为 38.89%）等的研究结果有较大差异。说明各

地区分离的金黄色葡萄球菌耐消毒剂基因的携带率不

尽相同，说明菌株的来源不同，检测结果存在一定的

差异。 

 

 

 

 

 
图1 部分金黄色葡萄球菌分离菌株不同耐消毒剂基因扩增产

物电泳图 

Fig.1 Electrophoresis of PCR amplification products for qac 

genes in partial S. aureus isolates 

本研究中，qacG 基因的阳性检出率为 40.74%，

qacC/D 基因的阳性检出率为 19.86%，qacH 基因的阳

性检出率为 6.73%，qacA/B 基因阳性检出率为 2.36%，

qacJ 基因的阳性检出率为 0.67%，而刘庆中[19]等从上

海和温州 5 所医院临床中分离的金黄色葡萄球菌

qacA/B、qacC/D、qacH的检出率分别为 83.0%、77.4%、

13.2%，未检出 qacG、qacJ；张宏梅[20]等人从公共消

毒环境中分离的金黄色葡萄球菌qacA/B和 qacC/D的

携带率分别为 34.62%（9/26）及 3.85%（1/26）；叶建

中[21]等人在医院所分离的临床金黄色葡萄球菌中得

出 qacA/B、qacC/D 和 qacH 的携带率分别为 47.3%
（35/74）、4.1%（3/74）及 1.4%（1/74），未检测出 qacG、

qacJ。而我们的研究中发现了携带 qacG 和 qacJ 的菌

株，也进一步说明了不同地区流行株的特征不同[22-23]。

质粒介导的主动外排泵机制在金黄色葡萄球菌对消毒

剂抗性的产生中起着重要作用。其中，最主要的外排

泵家族为 qac 基因家族[24-27]，qacA/B 基因在革兰阳性

菌中比较普遍，尤其是葡萄球菌，是介导消毒剂抗性

的最重要基因，通常位于大质粒上，其外排泵底物广

泛，包括所有一价有机阳离子(如苯扎溴铵)及二价有

机阳离子(如洗必泰)，可表现为对胺类(如苯扎溴铵)、
胍类(如氯己定)腙类消毒剂耐药[28]。而 qacC/D 通常位

于小质粒上，其编码的主动外排泵蛋白主要外排季铵

盐类消毒剂，介导对季胺类化合物和溴化乙啶的耐药, 
通常位于临床分离葡萄球菌的接合和非接合性质粒上
[29]。qacG 和 qacH 也常常被发现在革兰阳性菌中，一

般位于小于 3 kb 的质粒上[30]。学者通过质粒消除试验

证实 qac 基因家族排泵蛋白不仅对季铵类、双胍类消

毒剂耐药，也对聚维酮碘和戊二醛消毒剂耐药[31]。这

些耐消毒剂基因的出现可能会导致细菌对消毒剂敏感

性下降，抗性增加[32]。针对携带耐消毒剂基因型与消

毒剂抗性表型之间的具体关系未来还需要进一步加大

研究。 

 
图2 金黄色葡萄球菌猪肉分离菌株耐消毒剂基因检出率 

Fig.2 Detection rates of disinfectant-resistant genes in S. aureus 

pork isolates 

2.4  不同季节分离菌株耐消毒剂基因比较及

基因谱型分析 

不同季节猪肉分离菌株的耐消毒剂基因检出结果

比较分析见图 3。qacA/B 基因在春夏季采集的猪肉样
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品分离金黄色葡萄球菌菌株中检出 2 株，阳性检出率

为 1.27%；秋冬季采集的猪肉样品分离菌株中检出 5
株，阳性检出率为 3.60%。qacC/D 基因在春夏季采集

的猪肉样品分离金黄色葡萄球菌菌株中检出 18 株，阳

性检出率为 11.39%；在秋冬季采集的猪肉样品分离金

黄色葡萄球菌菌株中检出 41 株，阳性检出率为

29.50%。qacG 基因在春夏季采集的猪肉样品分离金

黄色葡萄球菌菌株中检出 66 株，阳性检出率为

41.77%；在秋冬季采集的猪肉样品分离金黄色葡萄球

菌菌株中检出 55 株，阳性检出率为 39.57%。qacH 基

因在春夏季采集的猪肉样品分离金黄色葡萄球菌菌株

中检出 3 株，阳性检出率为 1.90%；秋冬季采集的猪

肉样品分离金黄色葡萄球菌中 qacH 基因检出 17 株，

阳性检出率 12.23%。qacJ 基因在春夏季采集的猪肉样

品分离金黄色葡萄球菌菌株中未检出，秋冬季采集的

猪肉样品分离金黄色葡萄球菌菌株中 qacJ 基因检出

2 株，阳性检出率为 1.44%。本次研究的检测结果中

秋冬季采集样品分离菌株的耐消毒剂基因的阳性检出

率明显高于春夏季采集样品分离菌株中耐消毒剂基因

的阳性检出率，经方差分析检出率差异显著（p<0.05）。
分析原因可能与生猪的屠宰及采样环境和季节等有关。 

从 PCR 检测结果可以看出，猪肉中分离得到的

297 株金黄色葡萄球菌株中，有 168 株检出携带耐消

毒剂基因，总检出率为 56.6%（168/297）。由表 2 可

见，携带 1 种耐消毒剂基因型的共有 130 株，检出率

为 43.77%；携带 2 种耐消毒剂基因型的共 35 株，检

出率为 11.78%；携带 3 种基因型的有 3 株，检出率为

1.01%。携带 1 种耐消毒剂基因型的菌株中，只携带

qacA/B 基因的有 3 株，只携带 qacC/D 基因的有 32
株，只携带 qacG 基因的有 88 株，只携带 qacH 基因

的有 5 株，只携带 qacJ 基因的有 2 株。在携带 2 种耐

消毒剂基因型的菌株中，同时携带 qacA/B 和 qacC/D
基因的菌株有 3 株，同时携带 qacA/B 和 qacG 基因的

菌株有 1 株，同时携带 qacG 和 qacC/D 基因的菌株有

19 株，同时携带 qacH 和 qacC/D 基因的菌株有 2 株，

同时携带 qacG 和 qacH 基因的菌株有 10 株。同时携

带 qacC/D、qacG 和 qacH 这 3 种基因型的有 3 株。 

 
图3 不同季节猪肉分离菌株的耐消毒剂基因检出结果 

 Fig.3 The detection rates of disinfectant resistance genes 

carrying in S. aureus pork isolates in different seasons 

 

表2 金黄色葡萄球菌猪肉分离菌株耐消毒剂基因分布及类型 
Table 2 The distribution of disinfectant-resistant genes in S. aureus pork isolates 

携带耐消毒剂基因数量 耐消毒剂基因谱型 检出菌株数量/株 检出率/% 

1 

qacA/B 3 

43.77 

qacC/D 32 

qacG 88 

qacH 5 

qacJ 2 

合计  130  

2 

qacA/B+qacC/D 3 

11.78 

qacA/B+qacG 1 

qacC/D+qacG 19 

qacC/D+qacH 2 

qacG+qacH 10 

合计  35  

3 qacC/D+qacG+qacH 3 1.01 

合计  3  
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3  结论 

本研究从 576 份猪肉样品中分离得到 297 株金黄

色葡萄球菌，总分离率为 51.56%；其中，春夏季样品

374 份，分离出 158 株（59.40%）；秋冬季样品 202
份，分离出 139 株（68.81%）。苯扎溴铵对分离菌株

的 MIC 在 0.00125~0.01 μg/mL 之间。297 株分离菌株

中，168株检出携带耐消毒剂基因，总检出率为 56.6%；

qacA/B、qacC/D、qacG、qacH、qacJ 的检出率分别

为 2.36%、19.86%、40.74%、6.73%、0.67%。从本研

究结果可以看出四川地区市售生猪肉中金黄色葡萄球

菌分离率较高，耐消毒剂基因的携带也比较普遍，建

议以后应加强菌株携带耐消毒剂基因的检测。猪肉中

分离的金黄色葡萄球菌对季铵盐类消毒剂敏感，商用

消毒剂使用浓度范围能有效抑制金黄色葡萄球菌生

长，本研究为市售猪肉金黄色葡萄球菌的防控及消除

提供参考。 
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