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儿童化脓链球菌感染分离株超抗原基因特征研究
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(广州医科大学附属妇女儿童医疗中心检验科,广东
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  [摘 要] 目的 探讨儿童咽拭子分离的化脓链球菌(GAS)超抗原基因分布特征。方法 收集2019年

该中心收治的具有上呼吸道感染或猩红热样红斑表现患儿咽部GAS临床分离株95株作为研究对象,通过聚

合酶链反应和电泳方法检测菌株的12种超抗原基因(speA、speB、speC、speF、speG、speH、speI、speJ、speK、
speL、smeZ和ssa),分析其分布特征。结果 speA、speB、speC、speF、speG、speH、speI、speJ、speK、speL、
smeZ、ssa超抗原基因检出率分别为50%、96%、95%、100%、84%、60%、55%、40%、7%、2%、100%、98%,共

检测到26种超抗原基因谱。结论 2019年儿童来源的GAS超抗原基因speB、speC、speF、speG、smeZ、ssa检

出率较高,speK、speL检出率较低,speA、speJ、speH、speI检出率中等,超抗原基因之间的分布存在一定的

联系。
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[Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

distribution
 

characteristics
 

of
 

superantigen
 

genes
 

in
 

Group
 

A
 

Streptococcus
 

(GAS)
 

isolated
 

from
 

pediatric
 

pharyngeal
 

swabs.Methods A
 

total
 

of
 

95
 

clinical
 

strains
 

of
 

GAS
 

in
 

pharynx
 

of
 

the
 

children
 

with
 

upper
 

respiratory
 

tract
 

infection
 

or
 

scarlet
 

fever-like
 

erythema
 

were
 

collected
 

from
 

the
 

Women
 

and
 

Children's
 

Medical
 

Center
 

Affiliated
 

to
 

Guangzhou
 

Medical
 

University
 

as
 

the
 

research
 

object.Twelve
 

superantigen
 

genes
 

(speA,speB,speC,speF,speG,speH,speI,speJ,speK,speL,smeZ,ssa)
 

were
 

detected
 

by
 

polymerase
 

chain
 

reaction
 

and
 

electrophoresis,and
 

their
 

distribution
 

characteristics
 

were
 

ana-
lyzed.Results The

 

detection
 

rates
 

of
 

superantigen
 

genes
 

of
 

speA,speB,speC,speF,speG,speH,speI,speJ,
speK,speL,smeZ

 

and
 

ssa
 

were
 

50%,96%,95%,100%,84%,60%,55%,40%,7%,2%,100%,98%,respec-
tively.A

 

total
 

of
 

26
 

superantigen
 

gene
 

profiles
 

were
 

detected.Conclusion In
 

2019,the
 

detection
 

rates
 

of
 

GAS
 

superantigen
 

genes
 

speB,speC,speF,speG,smeZ
 

and
 

ssa
 

from
 

children
 

in
 

Guangzhou
 

were
 

high,the
 

detection
 

rates
 

of
 

speK
 

and
 

speL
 

were
 

low,and
 

the
 

detection
 

rates
 

of
 

speA,speJ,speH
 

and
 

speI
 

were
 

moderate.There
 

was
 

a
 

certain
 

correlation
 

between
 

the
 

distribution
 

of
 

superantigen
 

genes.
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pyogenes; Infection; Superantigen; Emm
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  A组链球菌也称为化脓链球菌(GAS),是一种常

见革兰阳性菌,对儿童感染性疾病具有明显影响。
GAS是导致儿童急性咽扁桃体炎、脓疱疮、猩红热的

主要病原体。GAS还可能进一步导致败血症、坏死性

筋膜炎、链球菌感染中毒休克综合征等严重并发症。
此外,GAS感染还可能成为风湿热、链球菌感染后肾

炎等后续疾病的诱因。GAS的致病力与多种致病因

子有关,其中主要有emm基因编码的 M 蛋白,以及

超抗原、溶血素、蛋白酶、透明质酸酶、链激酶等,其中

超抗原是这类细菌产生的一种特殊毒素,能极强地激

活大量T淋巴细胞,导致异常的免疫应答,并在GAS
感染中起到关键的作用[1]。为研究广州市儿童感染

GAS的超抗原基因谱,本研究收集了95株GAS临床

分离株进行了超抗原基因检测,现报道如下。
1 资料与方法

1.1 研究对象 收集2019年本中心收治的具有上

呼吸道感染或猩红热样红斑表现患儿咽部GAS临床

分离株95株作为研究对象。
1.2 方法

1.2.1 DNA 提取 严格按试剂说明书提取 GAS
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DNA,置于-20
 

℃冰箱备用,提取的DNA用于超抗

原基因的扩增。
1.2.2 超抗原基因检测 通过聚合酶链反应(PCR)
扩增12种超抗原基因,12种超抗原基因引物序列来

自既往文献报道[2],所有PCR引物来自华大基因公

司合成,PCR试剂来自takara。PCR反应体系:1
 

μL
 

DNA模板,正向和反向引物各1
 

μL,Taq酶0.5
 

μL,
Buffer

 

2.5
 

μL,dNTP
 

2
 

μL,17
 

μL蒸馏水。PCR反应

条件:94
 

℃预 变 性
 

5
 

min,94
 

℃变 性40
 

s,退 火

1
 

min,72
 

℃延伸
 

90
 

s,共
 

30个循环,最后72
 

℃延伸

5
 

min。12个超抗原基因speA、speB、speC、speF、
speG、speH、speI、speJ、speK、speL、smeZ、ssa的退火

温度分别为50、58、50、57、50、59、59、55、50、60、55、
60

 

℃。将PCR扩增后的产物5
 

μL置于含有GoldView
核酸染色剂的15

 

g/L琼脂糖凝胶上,然后在0.5×
TAE 缓冲液中进行电泳,条件设定为120

 

V持续30
 

min,最后在紫外光下对凝胶成像以获取图像结果。
1.3 数据处理 应用Excel2021软件进行数据分析,
计数资料以率或构成比表示,采用描述性统计分析。

 

2 结  果

2.1 一般资料 95例患儿中男62例(65.3%),女

33例(34.7%);年龄1~10岁,中位年龄7岁。不同

性别、年龄患儿菌株分布见表1。
2.2 超抗原基因分布情况 speA、speB、speC、speF、
speG、speH、speI、speJ、speK、speL、smeZ、ssa超抗原

基因检出率分别为50%、96%、95%、100%、84%、
60%、55%、40%、7%、2%、100%、98%。48株携带

speA的菌株中同时携带speJ的菌株34株(70.8%),
57株携带speH的菌株中同时携带speI的菌株52株

(91.2%),34株同时携带speA、speJ的菌株中同时不

携带speH、speI的菌株28株(82.4%),其余超抗原

基因之间未发现类似情况。
2.3 超抗原基因谱分布情况 共检测到26种超抗原

基因谱,分别命名为Profile1~26,其中最常见者为Pro-
file1,即speB、speC、speF、speG、speH、speI、smeZ和ssa,
共28株,占29.5%,其次为Profile2,即speA、speB、
speC、speF、speG、speJ、smeZ和ssa,共21株,占22.1%。
最多的是携带11个超抗原基因2株[2.1%(2/95)],最
少的是携带4个超抗原基因1株[1.1%(1/95)],携带8
个超抗原基因的菌株最多[53.7%(51/95)],其次为7
个超抗原基因21株[22.1%(21/95)]。见表2。

表1  不同性别、年龄患儿菌株分布

年龄(岁)
男

n 构成比(%)

女

n 构成比(%)
合计 构成比(%)

<3 2 2.1 0 0 2 2.1

3~<6 31 32.6 14 14.7 45 47.3

6~12 29 30.5 19 20.0 48 50.5

合计 62 65.3 33 34.7 95 100.0

表2  超抗原基因谱分布情况(n=95)

基因谱
超抗原基因

speA speB speC speF speG speH speI speJ speK speL smeZ ssa
n

构成比

(%)

Profile1 - + + + + + + - - - + + 28 29.5

Profile2 + + + + + - - + - - + + 21 22.1

Profile3 - + + + - + + - - - + + 7 7.3

Profile4 + + + + + + - + - - + + 4 4.2

Profile5 + + + + + + + - - - + + 3 3.2

Profile6 + + + + + + + - + - + + 3 3.2

Profile7~26 29 30.5

  注:+表示阳性;-表示阴性。

3 讨  论

本研究结果显示,95例患儿以男性多见,中位年

龄7岁,6~12岁患儿占比最高,3~<6岁患儿其次,
说明学龄期儿童更容易受到GAS的感染,可能与学

龄期儿童活动范围扩大、接触人群增多,以及学校等

集体场所的交叉感染风险增加有关。男性患儿更多

见可能与男孩通常更活跃、户外活动更多有关,增加

了接触病原体的机会[3]。此外,学龄期和学龄前期儿

童的免疫系统尚未完全发育成熟,对病原体的抵抗力

相对较弱,也是导致该年龄段感染率较 高 的 原 因

之一。
本研究通过检测12种超抗原基因发现,speB、
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speC、speF、speG、smeZ、ssa检出率较高,speK、speL
检出率很低,speA、speJ、speH、speI检出率中等,其中

speB、speC、speF、speG、smeZ、ssa、speK、speL检出率

与国内一些地区GAS超抗原基因基本一致[1,4]。而

speA、speJ、speH、speI检出率具有一定差异。既往研

究表明。超抗原基因speB、speF、speG、smeZ、speJ由

染色体基因编码[5-6],相对于由噬菌体携带的超抗原基

因其不太容易丢失或变化,有些研究也将speB、speF作

为PCR反应的阳性对照[7]。本研究结果显示,speB、
speF、speG、smeZ检 出 率 分 别 为96%、100%、84%、
100%,与国内外研究结果基本一致,且不同的研究结

果表明,speB、speF、speG、smeZ基因在不同地区和时

间点的检出率均相对较高,表明其在GAS菌株中的

普遍性,而speJ虽然也由染色体编码,但检出率只有

40%,可能是由于speJ最初源自一种温和噬菌体,并
整合进了细菌的染色体中,然而,在后续的基因组传

代过程中发生了丢失,从而造成了较低的检出率[4]。
speA、speC、speH、speI、speK、speL、ssa由噬菌

体编码[5-6]。本研究结果显示,speA、speH、speI检出

率分别为50%、60%、55%,且本研究发现,speA 与

speJ具有一定的共检出率,speH与speI具有一定的

共检出率,且两对超抗原基因之间存在一定的排斥

性,而其他超抗原基因之间未发现类似关联。既往研

究表明,speA 与speJ主要存在于emm1型 别 中,
speH与speI主要存在于emm12型别中,且speH与

speI存在于同一噬菌体中,并且这2段基因的位置非

常接近,这也解释了speH 与speI同时出现的高频

率[2,4,8]。此外,也证实emm基因编码的 M蛋白可通

过选择性影响噬菌体的进入,进而影响speA与speJ、
speH与speI的存在。同样,由噬菌体编码的speC、
ssa检出率较高,分别为95%、98%,而speK、speL检

出率较低,分别为7%、2%。既往研究表明,speC、ssa
在大多数GAS流行菌株中广泛存在[9-10]。说明其在

GAS感染中具有重要作用,可能与其他超抗原基因协

同参与了细菌的致病过程。而speK、speL在大多数

GAS流行菌株中广泛缺失,表明携带这2种超抗原基

因的噬菌体在 GAS菌株的传播中受到了一定的限

制。这种分布差异反映了GAS在进化过程中对不同

超抗原基因的适应性选择,当然实验方法和检测技术

的不同,以及不同地区、人群、标本来源也会导致检出

率有所差异。
GAS导致的疾病和临床表现多样,其中超抗原基

因在其致病过程中扮演着至关重要的角色。有研究

表明,speA的存在与侵袭性感染,特别是血液感染呈

正相关[11-12]。speC基因在从咽部获得的菌株中更为

常见,当GAS与人类咽部细胞共同培养时会诱导出

噬菌体CS112及speC[11]。可能也是本研究中speC

高检出率的原因之一。另外,speA和speC编码的致

热外毒素也是诱发发热反应和皮肤红斑反应的主要

因素[13-15]。除speA外,speJ和smeZ也有文献报道与

侵袭性感染有关,ssa则与侵袭性感染呈负相关[16]。
speK、speL、speM与急性风湿热有密切联系[17],speK、
speL的低检出率可能提示研究对象并发急性风湿热的

风险较低。
综上所述,学龄期儿童更易受GAS感染,男性患

儿多见。超抗原基因在GAS菌株中分布有差异,染
色体编码基因检出率普遍性高,噬菌体编码基因检出

率有变化。这些基因的分布特征对理解GAS的致病

机制和GAS疫苗开发提供了理论依据。
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础免疫组儿童家长的阻碍因素[18]。儿童家长一般缺

乏对疫苗安全性评估知识,无法专业看待接种疫苗后

的一般反应,进而产生担忧[19]。提示应加强疫苗安全

性宣传,做好接种前知情告知,引导儿童家长正确看

待疫苗的一般反应,消除疫苗犹豫。
本研究尚存在不足之处,如调查地区选择接种率

较高的县级,未纳入城区,覆盖面不均衡,调查对象存

在选择偏倚,结果外推的准确性受到影响,需后续完

善相关调查。
综上所述,安徽省阜阳市儿童家长PCV13接种

意愿受知晓率、疫苗价格、家庭情况、认知行为等因素

影响,应针对PD有害性及PCV13安全、有效性开展

健康教育,同时,探索更加科学、合理的PCV13支付

机制,降低儿童家长的经济负担,从而提升其接种意

愿和依从性。
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