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重庆地区扁桃体炎患儿GAS分离株 emm分型、红霉素耐药 

基因与超抗原基因关系研究 
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【摘 要】目的：分析重庆地区扁桃体炎患儿A族链球菌(Group A streptococcus，GAS)分离株 emm分型、红霉素耐药基因和超抗 

原基因相关性。 方法：收集 2007年重庆地区扁桃体炎患儿 GAS分离株 44株。对 44株菌株进行 emm分型，红霉素耐药基因 

ermB、ermTR和 mefA以及 8种超抗原基因(ssa、SMEZ、speA、speC、speG、spell、speI、speJ)检测。 结果：儿童扁桃体炎 GAS分离 

株 emm分型以 emml2最多见，共 26株(占59．1％)；其次为 emm1，共 7株(占15．9％)；少见的emm型为 emm22有 2株 ，emm6 

有 2株，emm3有 2株，emm80、emm63、emml02、stG485和 st1815分别各有 1株。44株 GAS菌株均检出耐药基因ermB(100％)， 

33株检出耐药基因ennTR(75．0％)，3株检出耐药基因mefA(6．8％)。44株菌株均检出ssa、SMEZ和spell超抗原基因，其余5种 

超抗原基因检出率依次为speG37株(84．1％)，speC36株(81．8％)，speI28株(63．6％)，speA22株(50％)，speJ7株(15．9％)。7株 

emm1菌株有6株检出speA基因(占85．7％)，26株 emml2菌株有7株检出speA基因(占26．9％)，speA基因分布在 emml、 

emml2分布中的差异具有统计学意义(e=-0．008，<0．05)；耐药基因ermB、ermTR和 mefA在不同的 emm型中分布是随机的，emm 

分型和耐药基因之问未发现明显相关性。结论：重庆地区儿童扁桃体炎 GAS分离株 emm分型以emml2和 emm1为主；对红霉 

素的耐药机制以ermB编码为主的23SrRNA甲基化酶致靶位改变为主；emm型与大环内酯类抗生素耐药基因分布无明显相关 

性；speA超抗原基因分布主要与 emml相关。 
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【Abstract】Objective：To analyze emm type，macrolide—resistance genes and superantigen gene profile of GAS isolates from children with 

pharyngitis in Chongqing．Methods：A total of 44 clinical isolates of GAS were obtained from children with pharyngeal diseases in 2007， 

Chongqing．The macrolide-resistant genotype (ermB，ermTR and mefA)and superantigen gene of group A streptococcal isolates(ssa、 

SMEZ speA、speC speG、spell、speI and speJ were detected by PCR．Emm types were applied by PCR and sequencing．Result：Emml2 

was the most common emm type (26 isolates，59．1％)．Enlml was the second (7 isolates，15．9％)．Emm22 had 2 isolates，emm6 had 2 

isolates，emm3 had 2 isolates，and emm80，emm63，emml02，stG485 and st1815 had 1 isolate respectively．All 44 isolates were 

detected ermB gene(100％)，33 isolates were detected erm TR gene(75．0％)，and 3 isolates were detected mefA gene(6．8％)．All of the 

isolates were detected ssa，SMEZ and spel1．The detection rates of other superantigen genes were speG (84．1％)，spec(81．2％)，speI 

(63．6％)，speA (50％)and speJ(15．9％)．Six in 7 isolates of emml type were detected speA gene (85．7％)，and 7 in 26 isolates of emml2 

type were detected speA gene(26．9％、．The distribution of speA in emm1 and emml2 had a statistically significant difference(P=0．008， 

<0．05)．The distribution of macrolide—resistant genotypes was at random，and had no correlation with emm types．Conclusion：The most 

prevalent emm types in pharyngeal isolates in Chongqing were emml2 and emm1．The macrolide—resistant mechanism was mostly 

determined by the change of target site in the 23SrRNA methylase encoded by erythromycin resistance methylase B (ermB)genes．Emm 

type was not apparantly related to macrolide-resistance genes，and the distribution of speA was mainly related to emm1． 
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A族链球菌(Group A streptococcus，GAS)是引起儿童急 

性细菌感染性疾病的重要病原菌，主要引起小儿的急性扁桃 

体炎 、猩红热 ，严重者可引起坏死性筋膜炎、败血症、链球菌 

中毒休克综合征和链球菌感染后的肾炎。GAS的致病力与它 

们的分子结构、活性酶和毒素等许多因素有关。GAS具有多 

种的表面结构，其 中主要包括 M蛋 白、透明质酸酶和间质结 

合蛋白，通过间接粘附 、定植和侵入人体皮肤粘膜致病⋯。由 

于 emm基因(编码 M蛋白)的 N一末端具有变异性，目前 已 

经发现了 225个明确的emm型和逐渐增多的亚型[21。超抗原 

能够激活人体的免疫刺激反应，其效力是一般抗原的 1 000 

倍 ，因此超抗原被认为是 GAS感染的重要致病因素lll。GAS 

对红霉素的耐药率的提高已经受到许多国家的重视，对其耐 

药机制也有了较深入的研究。国外研究发现 GAS emm分型 

与耐药基因和超抗原基因密切相关 ，不同的 emm型具有不 

同的耐药和超抗原基因分布 ，目前国内有跨年龄阶层不同 

GAS感染疾病的 GAS分离株 emm分型与超抗原关系的研 

究报道[51，尚缺乏针对儿童咽部 GAS感染的emm分型与耐药 

基因和超抗原基因三者相关性的研究报道。本文主要研究儿 

童扁桃体炎 GAS分离株 emm分型、耐药基因和超抗原基因 

分布特点及三者相关性 ，阐明重庆地区儿童扁桃体炎 GAS 

分离株常见流行克隆，为临床治疗及 GAS疫苗的研制提供 

参考。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 菌株来源 2007年重庆医科大学附属儿童医院收集 

的GAS临床分离株44株，均来自急性扁桃体炎患儿。收集 

扁桃体分泌物接种于 5％羊血 Mueller-Hinton琼脂培养平 

皿，挑选 B溶血菌落进行杆菌肽检测，阳性株采用Lancefield 

族特异性抗血清分型确定为 GAS。 

1．1．2 细菌鉴定 购 自OXIOD公司链球菌分型诊断试剂 

盒。 

1．1．3 细菌 DNA提取 购 自天根生化科技有 限公 司细菌 

DNA提取试剂盒。 

1．1．4 Taq酶、dNTP购自天根生化科技有限公司。 

1．1．5 PCR引物 委托英骏生物技术有限公司合成。 

1．2 方法 

1．2．1 DNA模板的制备 用普通羊血培养基复苏、转种冻存 

细菌，转种后 于 35℃ ，5％C0：孵箱培养 18 h，然后用细菌 

DNA提取试剂盒提取 A族链球菌染色体 DNA。 

1．2．2 Emm分型 Emm分型参照疾病控制及预防中心 

(CDC，http：／／www．cdc．gov／ncidod／bioteeh／strep／protoeols．htm1)所 

记录的方法。CDC中所记录的Primers 1 and 2(5’一TA rrCGC 

rrAGAAAATTAA一3’and5’一GCAAGTI"CTFCAGCTrGTITI’一3’) 

用来扩增 emm基因的氨基末端的区域 。使用专门的 PCR试 

剂盒用于扩增 emm基因。委托上海生工生物工程技术服务有 

限公司对每个 DNA产物进行测序。在 CDC网站 (http：／／www． 

cdc．gov／ncidod／biotech／strep／doc．htm)进行比对分型。所测得的 

em m 序列必须与相应的参考序列至少有95％的同源性。 

1．2．3 耐药基因的检测 对分离株进行红霉素耐药基因 

ermB、ermTR和 mefA检测。使用的引物、退火温度和扩增的片 

段大小如表 1所示。应用 5O p．1 PCR反应体系扩增红霉素耐药 

基因 ermB、ermTR和 mefA，包括 2×HotStart Taq PCR Master— 

Mix 25 l，每微升各个成分含量(0．1 U hotStart Taq polymerase 

／ l，4种 dNTP每种 500 Ixmol／L，20 mmo]]L Tris—Hcl(pH 83)， 

100mmo]／LKC1，3mmo]／LMgC12)，DNA模板 4．0tzl，上游引物 

2．0 txl(20 pmol／l~1)，下游引物 2．0 txl(20 pmol／Ix1)，双蒸水 17 

1；PCR反应条件 ：预变性 94~C 5 min，变性 94℃ 30 S，退火 

30 S(退火温度如表 1所示)，72℃ 1 min，30个循环后再延伸 

5 min。1．5％琼脂糖凝胶在 0．5 X TAE电泳缓冲液中 100 V电 

泳 40 min，溴化乙锭染色成像。分别随机抽取 2株基因扩增 

阳性菌株的 PCR产物送至上海生工生物工程技术服务有限 

公司进行测序分析，确定扩增产物为目的片断。 

1．2．4 超抗原基因的检测 PCR检测 GAS的超抗原基因。 

使用的引物，退火温度和扩增的片段大小如表 1所示。应用 

50 Ixl PCR反应体系分别扩增 ssa、SMEZ、speA、speC、speG、 

spell、speI和 speJ8种超抗原基因，包括 2×HotStart Taq PCR 

MasterMix 25̈ 1，每微升各个成分含量(0．1 U hotStart Taq poly 

merase／Fd，4种 dN rP每 种 500 Ixmol／L，20 mmo~L Tris—Hcl 

(pH 8．3)，100 mmol／L KC1，3 mm MgC12)，DNA模板 4．0 l，上 

游引物 2．0 txl(20 pmol／tx1)，下游引物 2．0 tzl(20 pmol／Ix1)， 

双蒸水 17 I；PCR反应条件：预变性 94℃ 5 min，变性 94℃ 

30 S，退火 30 S(退火温度如表 1所示 )，72℃ 1 min，30个循 

环后再延伸 5 min。1．5％琼脂糖凝胶在0．5×TAE电泳缓冲液 

中 100 V电泳 40 min，溴化乙锭染色成像。分别随机抽取两 

株基因扩增阳性菌株的 PCR产物送至上海生工生物工程技 

术服务有限公司进行测序分析 ，确定扩增产物为目的片断。 

1．2．5 数据统计 采用四表格资料的 检验方法对数据进 

行分析统计。P<0．05时差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 emm分型分布特点 

44株 GAS分离株共发现 10个 emm型。emml2共 26株， 

占59．1％，为最多见的 emm型 ；emml共 7株 ，占 15．9％；少见 

的 emm分型有 emm6为 2株，emm22为 2株，emm3为 2株 ， 

emmgO、emm63、emm|02、stG485、stl815各 l株。 

2．2 耐药基因分布特点 

44株 GAS分离株均检出 ermB基因(100％)，33株检出 

ermTR基因(75％)，仅 3株检出mefA基因(6．8％)，有 3株菌 

株(6．8％)检出了3种耐药基因。 

2-3 超抗原基 因分布特点 

44株 GAS分离株均检出 ssa、SMEZ、spell基因(100％)， 
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37株检出 speG基因(84．1％)，36株检出speC基因(81．8％)， 

28株检出speI基因(63．6％)，22株检出 speA基因(50．0％)， 

7株检出speJ基因(15．9％)。其中32株(72．7％)菌株检测出 

了不低于 6种的超抗原基因，22株(50．0％)检出了 6种超抗 

原基因，8株(18．2％)检出了 7种超抗原基因，2株(4．5％)菌 

株检测出 8种超抗原基因。 

2．4 emm分型与耐药基因相关性 

分析检出较多的 emml2、emm1菌株与耐药基因的关系 

发现 ，emml2型菌株 ermB、ermTR和 mefA检 出率分别为 

100％、69．2％和 3．8％，emml型菌株 ermB和 ermTR检出率均 

为 100％。未检出mefA基因。emlTR基因在 emm1菌株的检出 

率高于emml2菌株，但差别无统计学意义(e=-o．154，>0．05)。 

见表 2。 

2．5 emm分型与超抗原基因相关性 

emml2型菌株 ssa、SMEZ、speC、speG、spell和 speI超抗 

原基因检出率达 73．1％以上，speA(26．9％)和 speJ(7．7％)检出 

率较低；emml型菌株ssa、SMEZ、speA、speC、speG、spell超抗 

原基因的阳性率达 85．7％以上 ，speI(57．1％)和 speJ(28．6％) 

检出率较低。其余 8个 emm型因菌株量少不能反映超抗原基 

因分布特征。speA基因在 emml2型检出率为 26．9％，在 

emm1型检出率为 85．7％，speA超抗原基因检出率在 emm1 

型明显高于 emml2型，经统计学分析 P=-0．oo8(e<o．05)，二者 

分布差异具有统计学意义。Emml2和emml的其他超抗原基 

因分布特点经统计学分析其分布差别不大。见表 3。 

3 讨 论 

44株 GAS临床分离株 emm分型主要为 emml2型 26 

株(占59．1％)，emm1型 7株(占 15．9％)，提示重庆地区儿童 

扁桃体炎 GAS菌株以emml2型为主。2001年意大利罗马报 

道儿童咽部感染 GAS主要以emml2型为主 ，2005年非洲 

报道儿童咽部感染 GAS主要以 emml2和 emml为主[71，与重 

庆地区儿童扁桃体炎 GAS流行的 emm型基本一致的，提示 

emml2、emm1是儿童扁桃体炎主要 emm型。 

尽管 GAS对青霉素、B一内酰胺类抗生素仍然敏感，但 

对红霉素的耐药率却逐年上升Isl。GAS对抗生素的耐药尤其 

表 1 用于扩增超抗原基因和耐药基因的引物 
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是对大环内酯类的耐药能够增强细菌对宿主的适应能力，是 

导致治疗失败的主要原 因 。本研究中 44株 GAS菌株均检 

测出红霉素耐药基因，其中 ermB基 因的检出率为 100％， 

ermTR的检出率为 75％，mefA的检出率为 6．8％，提示 目前重 

庆地区儿童扁桃体炎 GAS分离株对红霉素耐药主要以ermB 

和ermTR基因为主，与国内学者报道 GAS红霉素耐药基因 

以 ermB和 ermTR为主基本一致[10,11】，而西班牙 、芬兰和意大 

利等国 - 报道 GAS对大环内酯类耐药以 mefA基因介导的 

主动外排机制为主 ，提示不同国家 、不同地区 GAS对红霉素 

耐药模式和机制存在差异。 

本研究发现 speA检出率为 50％，speC检出率为 81．8％， 

两者在儿童咽部 GAS感染菌株的分布均较高。2002年美国 

报道儿童咽部 GAS感染菌株 speA检出率为 78％，speC检出 

率为 89％t~ ，2005年意大利报道儿童咽部感染 GAS菌株 

speA检出率为 16．8％，speC检出率为 55．4％I 1。尽管不同地区 

超抗原基 因的分布有高有底 ，但是咽部 GAS感染菌株中 

speC的比例明显高于 speA。有研究证明 GAS与人咽部细胞 

共同培养时，GAS能够正调节和分泌 speC毒素l】61，提示speC 

在非侵袭性GAS感染尤其是咽部感染中分布较高。2007年 

意大利研究侵袭性 GAS感染菌株发现 speA为 50％，speC为 

47．2％t”J，提示 speA可能在侵袭性 GAS感染中分布较高。8 

种超抗原基因中，speJ的检出率仅 15．9％，speJ的检出率远低 

于其他 7种超抗原基因，推测它与 GAS咽部感染 的关系不 

大，是否与其他部位感染存在相关性需要进一步研究分析。 

2003年意大利 Zampaloni等报道H】GAS耐药表型与 emm 

型相关 ，推测细菌通过 M蛋白侵袭宿主时增强了细菌获得 

某种耐药基因决定簇的能力，同时阻碍了其他耐药基因的获 

得 ，2005年 Creti等 研究发现 GAS ermB耐药基因主要分布 

在 emml2、emm22和 emm89中，而 mefA基 因主要分布在 

emm2和 emml2中。但是本研究发现儿童扁桃体炎 GAS耐 

药基因在不同的emm型中分布是随机的，emm型和耐药基 

因之间无明显相关性。分析 emm型和超抗原基因的相关性 

发现，超抗原基因 ssa、SMEZ和 spell检出率与 emm分型无 

明显相关性；speA超抗原基因检出率在 emm1菌株明显高于 

emm12菌株，二者分布差异具有统计学意义，提示 speA的分 

布主要与 emm1有关。2006年西班牙报道_】4IspeA主要分布在 

emml，emm3和 emm6中，与本文研究结果 speA分布主要在 

emm l菌株基本一致。也有文献报道t3~peA和emm 1型与GAS 

侵袭『生感染密切相关，本研究发现咽部GAS分离株speA分布 

与 emm1有关 ，由此可见 emm1不仅是咽部感染较常见的emm 

型，也是侵袭性感染常见的 emm型 ，推测 emml编码 M蛋 

白和 speA编码致热外毒素 A协同作用于咽部可能仅仅是全 

身侵袭性感染的开始 ，如不及时治疗将发展成为侵袭性感 

染。 

综上所述 ，重庆地区儿童扁桃体炎 GAS菌株 emm分型 

以 emml2，emm1为主 ，GAS对大环 内酯类的耐药机制以 

ermB编码为主的 23SrRNA甲基化酶致靶位改变为主，咽部 

GAS感染菌株中超抗原基因speC的分布高于 speA，emm型 

与大环内酯类抗生素耐药基因分布无明显相关性 ，speA的分 

布主要与 emm1有关。 
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IL一2与IL一10浓度变化对Graves病治疗效果的预测 

李春北 

(四川攀枝花市中心医院内分泌科 ，攀枝花 617067) 

【摘 要】目的：探讨IL一2和IL一1O变化对 Craves病(Graves disease，GD)治疗转归的影响。方法：以2007年 1月至2008年 12 

月入我院治疗的GD患者72例，分别于治疗前及治疗后5月检测IL～2和IL一10及甲状腺素水平，评价IL一2和IL-10水平与治 

疗转归的关系。结果：72例GD患者甲亢未控制者21例，甲亢控制者35例，早发性甲减者 16例。IL一2在甲亢未控制者水平最 

高，甲亢控制者次之，而早发性甲减者最低( 0．05)；IL一10水平则成反变趋势(P<O．05)。治疗后甲亢未控制者治疗后 IL一2升 

高，甲亢控制者 IL一2基本不变 ，而早发性甲减者 IL_2下降(P<0．05)；IL一10水平也成反变趋势(尸<0．05)。IL一2／IL一10水平在甲 

亢控制者水平最高 ，甲亢控制者次之 ，而早发性甲减者最低(P<0．05)；而治疗前后 IL一2／IL一10水平基本相当(P>0．05)。结论 ： 

IL一2／IL一10比值越高甲亢越难控制，比值越低越易产生甲减；IL一2／IL～10是较好的GD治疗效果预测指标。 

【关键词】Graves病；细胞因子；IL一2；IL一10；疗效 
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Detecting lL一2 and IL一1 0 to predicate treatment outcome for Graves disease 

LI Chun—be 

(Department ofEndocrinology，the Central Hospital ofPanzhihua) 

【Abstract]Objective：To investigate the IL一2 and IL一10 changes impact oftreatment outcome in Graves disease (GD)．Methods：From 

January 2007 to December 2008，72 cases of patients with GD in our hospital were detected IL-2 and IL-10 and thyroid hormone levels 

before and after treatment respectively，the relationship between the IL一2 and IL-10 level with prognosis was evaluated．Results：There 

are 21 cases ofGD in patients with uncontrolled hyperthyroidism，35 cases with hyperthyroidism control，16 cases ofearly—onset hypothy- 

roidism．The level of IL-2 in uncontrolled hyperthyroidism were the highest，followed by hyperthyroidism control，and in early—onset hy一 
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