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２０１１年北京市朝阳区儿童 Ａ组溶血性链球菌的
ｅｍｍ基因分型及耐药性分析
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摘要：　目的　了解２０１１年北京市朝阳区儿童感染Ａ组溶血性链球菌（ＧＡＳ）的ｅｍｍ基因分型及对红霉素和克林
霉素的耐药情况及耐药基因谱的特点。方法　从猩红热或咽峡炎及扁桃体炎儿童患者的咽拭子培养分离获得７１
株ＧＡＳ，应用ＰＣＲ扩增ｅｍｍ基因及红霉素耐药基因ｍｅｆＡ、ｅｒｍＡ、ｅｒｍＢ和转座子基因Ｔｎ９１６；采用Ｅｔｅｓｔ法进行药敏
试验并分析耐药情况。结果　北京市朝阳区儿童感染 ＧＡＳ的 ｅｍｍ１２０基因型占 ８７４％，其次为 ｅｍｍ１０型
（９８％）、ｅｍｍ２２０型（１４％）、ｅｍｍ７５０型（１４％）；ＧＡＳ对红霉素和克林霉素的耐药率为１００％和９５８％，两种药
物的交叉耐药率为９５８％；耐药基因ｅｒｍＡ、ｅｒｍＢ、ｍｅｆＡ和转座子基因 Ｔｎ９１６的携带率分别为５６％、９０１％、４２％
和９０１％。结论　北京市朝阳区２０１１年儿童感染ＧＡＳ的主要流行株为ｅｍｍ１２０型，对红霉素普遍具有较高的耐
药率且与克林霉素之间存在显著的交叉耐药；ｅｒｍＢ基因是决定本地区２０１１年儿童感染ＧＡＳ对红霉素耐药的重要
基因；而Ｔｎ９１６转座子基因在ＧＡＳ菌株间耐药基因扩散中起重要作用。
关键词：　链球菌；ｅｍｍ分型；红霉素；耐药基因；Ｔｎ９１６
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　　Ａ组溶血性链球菌（ｇｒｏｕｐＡＳｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ，ＧＡＳ）
是引起儿童感染性疾病的重要致病菌，冬春季是该

菌感染的高发季节。ｅｍｍ基因编码 ＧＡＳ的 Ｍ蛋
白，编码其Ｎ端的核苷酸序列有高度变异性，但具

有型特异性。目前已经发现了超过１７０个 ｅｍｍ基
因型，ｅｍｍ基因型与 ＧＡＳ的致病性及 ＧＡＳ多价疫
苗构建密切相关。临床治疗 ＧＡＳ感染首选青霉素
类药物，而红霉素是对青霉素过敏的ＧＡＳ感染患者
首选替代药物，克林霉素亦为青霉素过敏患者的替

代抗生素。近年来随着抗生素的滥用及乱用，耐红

霉素和克林霉素的 ＧＡＳ已成为临床治疗所面对的
严重问题。研究证实 ｅｒｍＡ、ｅｒｍＢ和 ｍｅｆＡ等耐药基
因与ＧＡＳ的大环内酯类耐药密切相关，而结合型转
座子Ｔｎ９１６与耐药基因转移和传播有关。北京市朝



疾病监测２０１２年６月３０日第２７卷第６期ＤＩＳＥＡＳＥＳＵＲＶＥＩＬＬＡＮＣＥ，Ｊｕｎ．３０，２０１２，Ｖｏｌ２７，Ｎｏ６ ·４２５　　·

ｗｗｗ．ｊｂｊｃ．ｏｒｇ·ＤＯＩ：１０３７８４／ｊ．ｉｓｓｎ１００３－９９６１２０１２６００３

阳区２０１１年的猩红热报告病例是往年同期的数倍，
本研究旨在了解 ２０１１年 ５－７月的猩红热流行期
间，北京市朝阳区儿童感染 ＧＡＳ的主要 ｅｍｍ基因
型及耐药情况和耐药基因谱的特点，描述本地区

ＧＡＳ的分子流行病学特征，为本地区ＧＡＳ感染疾病
的经验用药及防治提供依据，为查找猩红热再次流

行原因提供数据。

１　材料与方法

１１　菌株来源　样本来自 ２０１１年 ５月 １２日至
２０１１年７月１１日在北京市朝阳区内各哨点医院诊
断为猩红热、咽峡炎及扁桃体炎的儿童患者，共计

采样３３０份咽拭子标本，分离到ＧＡＳ菌株７１株。
１２　方法　
１２１　细菌分离培养及鉴定　将咽拭子标本接种
于哥伦比亚血平板（购自 ＢＤ公司），置于 ３７℃，
５％～１０％的ＣＯ２温箱培养２４～３６ｈ；挑取有透明
溶血环的圆形单菌落，进行纯培养。革兰染色为

Ｇ＋链球菌，氧化酶和触酶实验结果为阳性，Ｖｉｔｅｋ３２
全自动微生物系统生化分析仪最终鉴定为ＧＡＳ。

１２２　ＧＡＳ基因组ＤＮＡ提取　参照美国疾病预防
控制中心（ＣＤＣ）网站（ｗｗｗ．ｃｄｃ．ｇｏｖ／ｎｃｉｄｏｄ／ｂｉｏｔｅｃｈ／
ｓｔｒｅｐ／ｐｒｏｔｏｃｏｌ＿ｅｍｍｔｙｐｅ．ｈｔｍ）推荐方法进行：取一环
ＧＡＳ混悬于３００μｌ生理盐水，７０℃水浴１５ｍｉｎ；离心
后弃上清，加入５０μｌＴＥ（ｐＨ８０）、１０μｌ变溶菌素
（３０００Ｕ／ｍｌ）、２μｌ玻璃质酸酶（３０ｍｇ／ｍｌ），混匀后
３７℃水浴３０ｍｉｎ；１００℃煮沸１０ｍｉｎ，离心取上清即
为基因组ＤＮＡ。
１２３　ＧＡＳ的 ｅｍｍ分型　ｅｍｍ分型区检测引物
（ｅｍｍＦ和 ｅｍｍＲ）与 ｅｍｍ分型区测序引物（ｅｍｍ
ｓｅｑ）的合成（表１）及 ＰＣＲ反应体系的配置参照美
国 ＣＤＣ网站推荐。１００μｌ反应体系配制：１０μｌ
１０×ｂｕｆｆｅｒ（Ｍｇ２＋ｐｌｕｓ）、２０μｌｄＮＴＰ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）、
２０μｌｅｍｍＦ、２０μｌｅｍｍＲ、０５μｌＴａｑ（３Ｕ／μｌ）和
８２μｌ双蒸水。使用测序引物ｅｍｍｓｅｑ将ＰＣＲ产物
进行正向单次测序，测序结果上传至ｅｍｍ分型数据
库 （ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｄｃ．ｇｏｖ／ｎｃｉｄｏｄ／ｂｉｏｔｅｃｈ／ｓｔｒｅｐ／
ｓｔｒｅｐｂｌａｓｔ．ｈｔｍ）进行比对。在一个 ｅｍｍ基因序列
中，如果前１８０个碱基中超过９５％与参照基因一
致，则认定为同一ｅｍｍ分型。

表１　ＰＣＲ引物序列及反应条件
Ｔａｂｌｅ１　ＰｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓａｎｄｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｆｏｒＰＣＲ

引物名称 引物序列（５′～３′）
片段大小

（ｂｐ）
反应条件

ｅｍｍＦ ＴＡＴＴＧＧＣＴＴＡＧＡＡＡＡＴＴＡＡ
ｅｍｍＲ ＧＣＡＡＧＴＴＣＴＴＣＡＧＣＴＴＧＴＴＴ １０００
ｅｍｍｓｅｑ ＴＡＴＴＣＧＣＴＴＡＧＡＡＡＡＴＴＡＡＡＡＡＣＡＧＡ
ｅｒｍＡＦ ＡＧＧＴＴＡＴＡＡＴＧＡＡＡＣＡＧＡＡＡ
ｅｒｍＡＲ ＧＣＡＴＧＡＣＡＴＡＡＡＣＣＴＴＣＡＴＣ ２０８
ｅｒｍＢＦ ＧＡＡＡＡＧＧＴＡＣＴＡＡＡＣＣＡＡＡＴＡ
ｅｒｍＢＲ ＡＧＴＡＡＣＧＧＴＡＣＴＴＡＡＡＴＴＧＴＴＴ ６１７
ｍｅｆＡＦ ＡＣＴＡＴＣＡＴＴＡＡＴＣＡＣＴＡＧＴＧ
ｍｅｆＡＲ ＴＴＣＴＴＣＴＧＧＴＡＣＴＡＡＡＡＧＴＧ ３４７
Ｔｎ９１６Ｆ ＣＡＴＣＡＣＡＣＧＣＴＡＡＡＧＡＡＴＧＧ
Ｔｎ９１６Ｒ ＧＧＣＴＴＣＴＴＣＡＡＣＣＡＴＡＧＧＡＡ ４５２

９４℃１ｍｉｎ，１个循环；９４℃１５ｓ，４６５℃３０ｓ，７２℃
９０ｓ，共３０个循环；７２℃，１０ｍｉｎ。

９４℃１ｍｉｎ，１个循环；９４℃１５ｓ，５６℃３０ｓ，７２℃
９０ｓ，共３０个循环；７２℃，１０ｍｉｎ。

１２４　ＧＡＳ耐药基因ｅｒｍＡ、ｅｒｍＢ和ｍｅｆＡ及转座子
基因Ｔｎ９１６检测　引物合成参见表１［１］。２５μｌ反
应体系配制：２５μｌ１０×ｂｕｆｆｅｒ（Ｍｇ２＋ｐｌｕｓ）、０５μｌ
ｄＮＴＰ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）、０５μｌ上游引物、０５μｌ下游引
物、０２５μｌＴａｑ（３Ｕ／μｌ）和２１μｌ双蒸水。将 ＰＣＲ
产物进行毛细管电泳，观察条带大小是否与预测阳

性片段大小一致（表１）。
１２５　ＧＡＳ的红霉素和克林霉素的药物敏感性试
验（Ｅｔｅｓｔ法）　红霉素和克林霉素的 Ｅｔｅｓｔ试纸条
为瑞典ＡＢＢｌＯＤＩＳＫ公司产品。药物敏感试验按照
Ｅｔｅｓｔ试验说明书操作。结果判断参考 ＣＬＳＩ标准
（Ｍ１００Ｓ２１ＣＬＳＩ）。 质 控 菌 株 肺 炎 链 球 菌

ＡＴＣＣ４９６１９购自美国ＡＴＣＣ公司。

２　结果

２１　北京市朝阳区儿童感染ＧＡＳ的ｅｍｍ分型情况
共检出ｅｍｍ１２０型６２株（８７４％）、ｅｍｍ１０型７株
（９８％）、ｅｍｍ２２０型 １株（１４％）、ｅｍｍ７５０型 １
株 （１４％）。在 ｅｍｍ１２型 菌 株 中 检 出 ３株
ｅｍｍ１２１９亚型和１株ｅｍｍ１２１２亚型，见表２。
２２　北京市朝阳区儿童感染ＧＡＳ的耐药基因ｅｒｍＡ、
ｅｒｍＢ和ｍｅｆＡ及转座子基因 Ｔｎ９１６携带情况　ｅｒｍＡ
的携带率为５６％（４／７１），ｅｒｍＢ为９０１％（６４／７１），
ｍｅｆＡ为４２％（３／７１），Ｔｎ９１６为９０１％（６４／７１）。本
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研究中的７１株ＧＡＳ都携带了红霉素耐药基因，且每
株ＧＡＳ只携带一种耐药基因（表２）。
２３　北京市朝阳区儿童感染ＧＡＳ的药物敏感性结果

７１株ＧＡＳ中，对红霉素耐药的为 ７１株，耐药率达
１００％（７１／７１）；对克林霉素耐药的为６８株，耐药率为
９５８％（６８／７１）；两者的交叉耐药率为９５８％（表２）。

表２　７１株ＧＡＳ的ｅｍｍ分型、药敏实验结果及耐药基因检测结果
Ｔａｂｌｅ２　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｅｍｍｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ，ｄｒｕｇｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔａｎｄｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔｇｅｎｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆ７１ｓｔｒａｉｎｓｏｆＧＡＳ

ｅｍｍ
型别

药敏实验

Ｅ Ｃ

基因检测

ｅｒｍＡ ｅｒｍＢ ｍｅｆＡ Ｔｎ９１６

ｅｍｍ
型别

药敏实验

Ｅ Ｃ

基因检测

ｅｒｍＡ ｅｒｍＢ ｍｅｆＡ Ｔｎ９１６

１２０ Ｒ Ｒ － ＋ － ＋ １２１９ Ｒ Ｒ － ＋ － ＋
１２０ Ｒ Ｒ － ＋ － ＋ １２０ Ｒ Ｒ － ＋ － ＋
１２０ Ｒ Ｓ － － ＋ － １２０ Ｒ Ｒ － ＋ － ＋
１０ Ｒ Ｒ － ＋ － ＋ １２０ Ｒ Ｒ － ＋ － ＋
１２０ Ｒ Ｒ － ＋ － ＋ １２０ Ｒ Ｒ － ＋ － ＋
１２０ Ｒ Ｒ － ＋ － ＋ １２０ Ｒ Ｒ － ＋ － ＋
１２０ Ｒ Ｒ － ＋ － ＋ １２０ Ｒ Ｒ － ＋ － ＋
２２０ Ｒ Ｒ － ＋ － ＋ １０ Ｒ Ｒ － ＋ － ＋
１２０ Ｒ Ｒ － ＋ － ＋ １２０ Ｒ Ｒ － ＋ － ＋
１２１９ Ｒ Ｒ － ＋ － ＋ １２０ Ｒ Ｒ － ＋ － ＋
１２０ Ｒ Ｓ － － ＋ － １２０ Ｒ Ｒ － ＋ － ＋
１２０ Ｒ Ｒ － ＋ － － １２０ Ｒ Ｒ － ＋ － ＋
１２０ Ｒ Ｒ － ＋ － ＋ １０ Ｒ Ｒ － ＋ － ＋
１２０ Ｒ Ｒ － ＋ － － １２０ Ｒ Ｒ － ＋ － ＋
１２０ Ｒ Ｒ － ＋ － ＋ １２０ Ｒ Ｒ － ＋ － ＋
１２０ Ｒ Ｒ － ＋ － ＋ １２０ Ｒ Ｒ － ＋ － ＋
１２０ Ｒ Ｒ － ＋ － ＋ １２０ Ｒ Ｒ － ＋ － ＋
１２０ Ｒ Ｒ － ＋ － ＋ １２０ Ｒ Ｒ － ＋ － ＋
１２０ Ｒ Ｒ － ＋ － ＋ １２０ Ｒ Ｒ － ＋ － ＋
１２０ Ｒ Ｒ － ＋ － ＋ １２０ Ｒ Ｒ － ＋ － ＋
１２０ Ｒ Ｒ － ＋ － ＋ １２０ Ｒ Ｒ － ＋ － ＋
１０ Ｒ Ｒ － ＋ － ＋ １０ Ｒ Ｒ － ＋ － ＋
１２０ Ｒ Ｒ － ＋ － ＋ １２０ Ｒ Ｒ － ＋ － ＋
１０ Ｒ Ｒ － ＋ － ＋ １２０ Ｒ Ｒ ＋ － － ＋
１２０ Ｒ Ｒ － ＋ － ＋ １２０ Ｒ Ｒ ＋ － － ＋
７５０ Ｒ Ｒ － ＋ － － １２０ Ｒ Ｒ ＋ － － ＋
１２１２ Ｒ Ｒ － ＋ － ＋ １２０ Ｒ Ｒ － ＋ － ＋
１２０ Ｒ Ｒ － ＋ － ＋ １２０ Ｒ Ｒ ＋ － － ＋
１０ Ｒ Ｒ － ＋ － ＋ １２０ Ｒ Ｒ － ＋ － ＋
１２０ Ｒ Ｒ － ＋ － ＋ １２０ Ｒ Ｒ － ＋ － ＋
１２０ Ｒ Ｒ － ＋ － ＋ １２０ Ｒ Ｒ － ＋ － ＋
１２１９ Ｒ Ｒ － ＋ － ＋ １２０ Ｒ Ｒ － ＋ － ＋
１２０ Ｒ Ｒ － ＋ － ＋ １２０ Ｒ Ｓ － ＋ － －
１２０ Ｒ Ｒ － ＋ － ＋ １２０ Ｒ Ｒ － － ＋ －
１２０ Ｒ Ｒ － ＋ － ＋ １２０ Ｒ Ｒ － ＋ － ＋
１２０ Ｒ Ｒ － ＋ － ＋

　　注：（１）Ｅ：红霉素；Ｃ：克林霉素；Ｒ：耐药；Ｓ：敏感；红霉素耐药率为１００％（７１／７１）；克林霉素耐药率为９５８％（６８／７１）；ｅｒｍＡ的携带率为
５６％（４／７１），ｅｒｍＢ携带率为９０１％（６４／７１），ｍｅｆＡ携带率为４２％（３／７１），Ｔｎ９１６携带率为９０１％（６４／７１）。

２４　红霉素耐药基因与菌株耐药性的符合关系
本研究中携带ｅｒｍＡ、ｅｒｍＢ和 ｍｅｆＡ基因的 ＧＡＳ都对
红霉素耐药，符合度为 １００％。此外，有 ２株携带
ｍｅｆＡ基因和１株携带 ｅｒｍＢ基因的菌株对克林霉素
敏感，这３株ＧＡＳ同为ｅｍｍ１２０型。

３　讨论

世界各个地区 ＧＡＳ的 ｅｍｍ分型研究结果显
示，不同的国家和地区具有不同的优势 ｅｍｍ型分
布，主要以ｅｍｍ１２型、ｅｍｍ１型和ｅｍｍ４型为主［２－８］。

本研究中ＧＡＳ的主要 ｅｍｍ分型结果与国内的大多

数研究结果一致，以ｅｍｍ１２型（８７４％）为优势基因
型。ＧＡＳ的疫苗组分主要是 ｅｍｍ基因编码 Ｍ蛋白
的Ｎ末端型特异区，所以针对同一时期不同地区或
者同一地区不同时期的 ＧＡＳ，了解其主要的流行
ｅｍｍ型别有助于构建适合本地区的基因工程疫苗，
并可以预测未来ｅｍｍ型别的变化趋势。
２００９－２０１０年文献报道的土耳其、塞尔维亚、希

腊、美国犹他州和意大利等的红霉素耐药率分别为

６８％、９０％、 １２１％ ～ １２８％、 ２４％ 和

２２６％［３，９－１１］；北京儿童医院研究的１８８株 ＧＡＳ红
霉素耐药率已高达９５％［１２］。本研究中ＧＡＳ针对红
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霉素和克林霉素的耐药率分别为１００％和９５８％。
以上结果显示，北京市朝阳区２０１１年儿童感染ＧＡＳ
对红霉素的耐药情况已经非常严重，且已显著高于

欧美国家。所以针对本地区儿童感染 ＧＡＳ经验用
药可酌情首选其他类型的抗生素并要严格控制抗

生素滥用。

目前ＧＡＳ对大环内酯类抗生素耐药主要有两
种机制：①由 ｅｒｍＡ和 ｅｒｍＢ基因编码的甲基酶介导
的核糖体靶位修饰，通常为高水平耐药；②由 ｍｅｆＡ
基因编码蛋白介导的泵出机制，通常为低水平耐

药。北京市朝阳区儿童感染ＧＡＳ以 ｅｒｍＢ基因介导
的高水平耐药为主，而欧美国家及韩国和日本的文

献则报道以 ｍｅｆＡ基因介导的低水平耐药为
主［２，８－１０，１３－１５］。这种现象提示耐药基因谱有地区差

异，这种差异的确切原因仍需要进一步验证。

Ｔｎ９１６是一种结合转座子，可携带ｅｒｍＢ基因通过结
合作用直接进入受体细胞并整合到受体细胞 ＤＮＡ
上，介导了耐药基因的传播。本研究中的 ＧＡＳ的
Ｔｎ９１６携带率为９０１％，提示 Ｔｎ９１６转座子在北京
市朝阳区儿童感染 ＧＡＳ菌株之间耐药基因扩散中
起主要作用。

本研究显示利用分子生物学检测ＧＡＳ的ｅｒｍＡ、
ｅｒｍＢ和 ｍｅｆＡ基因与传统的 Ｅｔｅｓｔ法红霉素药敏试
验的结果是完全一致的，提示可以利用分子生物学

方法快速检测的特点在较短的时限内鉴定 ＧＡＳ的
耐药性。但是本研究的样本量有限，还不能确切地

反映出这两种方法的真实符合度。

综上所述，北京市朝阳区２０１１年儿童感染ＧＡＳ
对红霉素有较高的耐药率且为高水平耐药，并与克

林霉素存在较严重的交叉耐药。本地区的各级医

院应该对ＧＡＳ的这种高耐药性引起高度重视，在针
对ＧＡＳ感染的治疗过程中严格规范抗生素使用制
度，避免滥用乱用抗生素。
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