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　　摘　要：目的　了解佛山地区淋球菌对５种抗菌药物的耐药性，并检测相关耐药基因突变情况。方法　收集５７株淋球菌，药

敏试验采用琼脂稀释法。ＰＣＲ法扩增相关耐药基因，ＰＣＲ产物测序结果在 ＧｅｎＢａｎｋ中用ｂｌａｓｔｎ进行核酸序列同源性搜索。

结果　淋球菌对青霉素、四环素、环丙沙星、头孢曲松、大观霉素的敏感率分别为０．０％、８．８％、７．０％、６１．４％、１００．０％，产β内酰

胺酶淋球菌和质粒介导的四环素高度耐药淋球菌阳性率分别为３５．１％、５６．１％。耐药基因突变率均在８０％以上。结论　头孢曲

松、大观霉素可以作为佛山地区治疗淋球菌的首选药物。淋球菌耐药机制较复杂，应加强对相关耐药基因分子流行病学监测。
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　　随着抗菌药物的广泛使用，淋球菌作为淋病的病原体其耐

药率在不断增高，１９８９年 ＷＨＯ和美国ＣＤＣ推荐青霉素、四

环素、环丙沙星、大观霉素和头孢曲松作为淋病治疗的首选药

物，并作为淋球菌耐药性监测的５种核心药物。本研究主要了

解佛山地区分离的淋球菌耐药现状，并对相关的耐药基因突变

进行检测。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　５７株淋球菌来自广东省中山市人民医院

２０１０年７月至２０１２年１月临床送检的非重复标本。按照《全

国临床检验操作规程》对标本进行淋球菌的分离、培养和初步

鉴定，再用梅里埃公司ＡＰＩＮＨ试剂进一步确定。５株淋球菌

标准菌株Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ由中国疾病预防控制中心性病控制中

心赠送，其中 Ｅ株为产β内酰胺酶 （ＰＰＮＧ）菌株。

１．２　药敏试验　采用琼脂稀释法，临床菌株和标准菌株选用

１６～１８ｈ的新鲜培养物制成０．５麦氏浓度（约为１．５×１０８ｃｆｕ／

ｍＬ）菌悬液，接种于含各种不同浓度抗菌药物的琼脂平板，

３５℃条件下置于５％ ＣＯ２ 环境中培养，２４ｈ后观察结果记录

无菌落生长的最低药物浓度。药敏结果的判断标准参考ＣＬＳＩ

２０１２版。

１．３　ＰＰＮＧ和ＴＲＮＧ测定　产β内酰胺酶淋球菌（ＰＰＮＧ）测

定采用纸片酸度法。质粒介导的四环素高度耐药淋球菌

（ＴＲＮＧ）判断标准为 最低抑菌浓度（ＭＩＣ）大于或等于１６μｇ／

ｍＬ。

１．４　ＰＣＲ扩增　随机选取对于抗菌药物耐药的淋球菌进行

相关耐药基因检测，ＤＮＡ提取参考文献［１］，ＤＮＡ模板放在

－２０℃保存。ＰＣＲ反应总体积５０μＬ，１０×ｂｕｆｆｅｒ５μＬ，ｄＮＴＰ

终浓度为２００μｍｏｌ／Ｌ，上下游引物浓度为０．２μｍｏｌ／Ｌ，ＤＮＡ

模板５μＬ，ＴａｑＤＮＡ聚合酶１．２５Ｕ，加入灭菌去离子水至５０

μＬ。反应条件为９４℃预变性１０ｍｉｎ，９４℃变性１ｍｉｎ，退火１

ｍｉｎ，７２℃延伸１ｍｉｎ，３０个循环，７２℃延伸１０ｍｉｎ。犘犅犘１、

犘犅犘２、犘狅狉犻狀犘犐犅、犿狋狉犚启动子与ｍｔｒＲ区域 ，Ｔｅｍ１退火温

度分别为５２℃、５１℃、５２℃、５３℃、５０℃。ＧｙｒＡ、ＰａｒＣ退火

温度分别为５２ ℃、５０ ℃。狉狆狊犑、犜犲狋犕 退火温度分别为４９

℃、５３℃。取ＰＣＲ产物５μＬ，加１μＬ６×ｂｕｆｆｅｒ上样，５％琼脂
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糖电泳，使用５μＬＤＬ１０００相对分子质量标准。相关耐药基因

引物序列见表１，ＰＣＲ产物送华大基因科技公司进行纯化并双

向测序，利用ＤＮＡｓｔａｒ软件对序列结果进行分析，在ＧｅｎＢａｎｋ

中用ｂｌａｓｔｎ进行核酸同源性搜索，分析基因类型。

表１　　淋球菌相关耐药基因ＰＣＲ扩增的引物序列

耐药基因 引物名称 引物序列（５′～３′） 参考文献

犘犅犘１ ＰｏｎＡ１Ｆ ＧＡＧＡＡＡＡＴＧＧＧＧＧＡＧＧＡＣＣＧ ［１］

ＰｏｎＡ１Ｒ ＧＧＣＴＧＣＣＧＣＡＴＴＧＣＣＴＧＡＡＣ

犘犅犘２ ＰｅｎＡＦ ＡＡＡＡＣＧＣＣＡＴＴＡＣＣＣＧＡＴＧＧＧ ［２］

ＰｅｎＡＲ ＴＡＡＴＧＣＣＧＣＧＣＡＣＡＴＣＣＡＡＡＧ

犘狅狉犻狀犘犐犅 ＰｏｒＦ ＣＡＡＧＡＡＧＡＣＣＴＣＧＧＣＡＡ ［３］

ＰｏｒＲ ＣＣＧＡＣＡＡＣＣＡＣＴＴＧＧＴ

犿狋狉犚启动子与犿狋狉犚 ｍｔｒＡＦ ＧＣＣＡＡＴＣＡＡＣＡＧＧＣＡＴＴＣＴＴＡ ［４］

ｍｔｒＡＲ ＧＴＴＧＧＡＡＣＡＡＣＧＣＧＴＣＡＡＡＣ

犜犲犿１ Ｔｅｍ１Ｆ ＡＴＧＡＧＴＡＴＴＣＡＡＣＡＴＴＴＴＣＧＴＧ ［１］

Ｔｅｍ１Ｒ ＴＴＡＣＣＡＡＴＧＣＴＴＡＡＴＣＡＧＴＧＡＧ

犌狔狉犃 ＧｙｒＡＦ ＴＣＣＧＣＣＡＣＧＡＣＣＡＣＡＡＡＴＴＣ ［１］

ＧｙｒＡＲ ＣＴＧＣＣＡＧＣＡＴＴＴＣＡＴＧＴＧＡＧ

犘犪狉犆 ＰａｒＣＦ ＧＣＣＡＴＧＡＧＣＧＴＧＧＴＣＡＡＡＧ ［１］

ＰａｒＣＲ ＡＣＣＧＴＣＣＣＣＴＧＡＴＴＧＡＴＴＴＣ

狉狆狊犑 ｒｐｓＪＦ ＧＴＧＣＴＧＴＴＧＴＡＡＡＡＧＧＣＣＣＧ ［４］

ｒｐｓＪＲ ＣＧＧＣＣＧＧＣＡＡＡＴＣＣＡＧＣＴＴＣ

犜犲狋犕 Ｔｅｔ（Ｍ）Ｆ ＡＴＣＣＴＴＴＣＴＧＧＧＣＴＴＣＣＡＴＴＧ ［４］

Ｔｅｔ（Ｍ）Ｒ ＣＣＧＡＧＣＡＧＧＧＡＴＴＴＣＴＣＣＡＣ

２　结　　果

２．１　药敏试验　５７株青霉素耐药率８４．２％（４８／５７），产β内

酰胺酶淋球菌（ＰＰＮＧ）阳性率为３５．１％（２０／５７）。四环素的耐

药率９１．２％（５２／５７），质粒介导的四环素高度耐药淋球菌

（ＴＲＮＧ）阳性率为５６．１％（３２／５７）。环丙沙星的耐药率为

９３．０％（５３／５７），未发现头孢曲松及大观霉素耐药株。具体分

布结果见表２。

表２　　５７株淋球菌对５种抗菌药物药敏结果（％）

抗菌药物 敏感 中介 耐药

青霉素 ０．０ １５．７ ８４．２

四环素 ８．８ ０．０ ９１．２

环丙沙星 ７．０ ０．０ ９３．０

头孢曲松 ６１．４ ３８．６ ０．０

大观霉素 １００．０ ０．０ ０．０

２．２　青霉素相关耐药基因检测　对５７株淋球菌进行青霉素

相关耐药基因检测，其中９６．５％（５５／５７）菌株 ＰＢＰ１存在

Ｌ４２１Ｐ突变型。ＰＢＰ２均发生插入突变，即在３４５位置插入一

个天冬氨酸（Ａｓｐ３４５ａ）。９３．０％（５３／５７）菌株ＰｏｒｉｎＰＩＢ存在

Ｇ１２０Ｄ、Ｇ１２０Ｋ、Ａ１２１Ｄ、Ａ１２１Ｇ、Ａ１２１Ｎ 等突变，８６．０％（４９／

５７）菌株 ｍｔｒＲ 启动子有 Ａ 缺失突变，１７．５％（１０／５７）菌株

ｍｔｒＲ存在Ｇ４５Ｄ、Ａ３９Ｔ、Ｒ４４Ｈ等突变，ＴＥＭ１阳性率７７．２％

（４４／５７），电泳结果见图１。具体分布见表３。

表３　　淋球菌耐青霉素相关基因分布

犘犅犘１ 犘犅犘２ 犘狅狉犻狀犘犐犅 犿狋狉犚启动子 犿狋狉犚 株数

Ｌ４２１Ｐ Ａｓｐ３４５ａ Ｇ１２０Ｋ，Ａ１２１Ｄ Ａ缺失 ＷＴａ ２７

Ｌ４２１Ｐ Ａｓｐ３４５ａ Ａ１２１Ｇ Ａ缺失 ＷＴ １２

Ｌ４２１Ｐ Ａｓｐ３４５ａ Ｇ１２０Ｋ，Ａ１２１Ｎ Ａ缺失 ＷＴ ４

Ｌ４２１Ｐ Ａｓｐ３４５ａ Ｇ１２０Ｋ，Ａ１２１Ｄ ＷＴ Ｇ４５Ｄ ４

Ｌ４２１Ｐ Ａｓｐ３４５ａ Ｇ１２０Ｄ，Ａ１２１Ｇ Ａ缺失 Ｇ４５Ｄ ２

Ｌ４２１Ｐ Ａｓｐ３４５ａ Ｇ１２０Ｋ，Ａ１２１Ｎ Ａ缺失 ＷＴ ２

Ｌ４２１Ｐ Ａｓｐ３４５ａ ＷＴ Ａ缺失 ＷＴ ２

Ｌ４２１Ｐ Ａｓｐ３４５ａ Ｇ１２０Ｄ，Ａ１２１Ｇ ＷＴ Ａ３９Ｔ ２

ＷＴ Ａｓｐ３４５ａ ＷＴ ＷＴ Ａ３９Ｔ，Ｒ４４Ｈ ２

　　Ｍ：１０００ｂｐｍａｒｋｅｒ；Ｐ：阳性对照；Ｎ：阴性对照；１～２：阳性菌株；

ＰＣＲ产物长度８６１ｂｐ。

图１　　ＴＥＭ１基因ＰＣＲ产物电泳结果

２．３　四环素相关耐药基因检测　对５７株淋球菌进行四环素
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相关耐药基因检测，其中９３．０％（５３／５７）菌株ｒｐｓＪ存在 Ｖ５７Ｍ

突变；ＰｏｒｉｎＰＩＢ、ｍｔｒＲ启动子、ｍｔｒＲ等突变情况见表３；Ｔｅｔ

Ｍ阳性率为７３．７％（４３／５７），电泳结果见图２。

　　Ｍ：１０００ｂｐｍａｒｋｅｒ；Ｐ：阳性对照；Ｎ：阴性对照；１～３：阳性菌株；

ＰＣＲ产物长度４３７ｂｐ。

图２　　ＴｅｔＭ基因ＰＣＲ产物电泳结果

２．４　环丙沙星相关耐药基因检测　对５７株淋球菌进行环丙

沙星相关耐药基因检测，其中８９．５％（５１／５７）菌株ＰａｒＣ存在

Ｓ８７Ｒ、Ｓ８７Ｎ、Ｅ９１Ｑ、Ｅ９１Ｇ等突变，９３．０％（５３／５７）菌株 ＧｙｒＡ

存在Ｓ９１Ｆ、Ｄ９５Ｇ、Ｄ９５Ａ等突变，具体分布见表４。

表４　　淋球菌耐环丙沙星相关基因分布

犘犪狉犆 犌狔狉犃 株数

Ｓ８７Ｒ Ｓ９１Ｆ，Ｄ９５Ｇ ４３

Ｓ８７Ｎ，Ｅ９１Ｑ Ｓ９１Ｆ，Ｄ９５Ａ ６

Ｅ９１Ｇ Ｓ９１Ｆ，Ｄ９５Ａ ２

ＷＴ Ｓ９１Ｆ，Ｄ９５Ａ ２

ＷＴ ＷＴ ４

３　讨　　论

虽然青霉素和四环素已不再作为治疗淋球菌的首选药物，

但ＰＰＮＧ和ＴＲＮＧ流行率仍是淋球菌耐药性监测的重要指

标。本研究的ＰＰＮＧ阳性率与珠海地区的３１．４％和广州地区

的３８．６％接近
［５６］，低于重庆地区的５６．９％和南昌地区的

５０．７％
［５，７］。ＴＲＮＧ检测率略高于珠海地区的４８．６％

［５］，与广

州地区的６０％接近
［６］。环丙沙星的耐药性严重，广州地区、珠

海地区都在９０％以上。头孢曲松与大观霉素未见耐药株，但

头孢曲松的中介率已达３８．３％，国内和日本已发现头孢曲松

耐药株，国内也有大观霉素耐药株出现［５，８９］，这些都应引起临

床重视。

青霉素耐药由质粒携带 ＴＥＭ１和位于染色体基因突变

导致，后者包括 ｍｔｒ外排泵活性增强、ＰＢＰ１与ＰＢＰ２位点改

变、外膜蛋白通透性ＰｏｒｉｎＰＩＢ（ＰＩＡ和ＰＩＢ）改变
［１０］。ｍｔｒ外排

泵系统包含ｍｔｒＲ和ｍｔｒＣＤＥ，ｍｔｒＣＤＥ受ｍｔｒＲ负调节。ｍｔｒＲ

蛋白特异结合，结合位点位于 ｍｔｒＣＤＥ和 ｍｔｒＲ两基因的启动

区。当ｍｔｒＲ与启动区结合后，可抑制 ｍｔｒＣＤＥ转录。当启动

子区域或者ｍｔｒＲ基因发生突变时，可使 ｍｔｒＣＤＥ转录水平上

升。ＰＢＰ１仅２株未发生突变，ＰＢＰ２均发生３４５位插入Ａｓｐ，

这些会使青霉素结合蛋白与青霉素的亲和力下降。ＰｏｒｉｎＰＩＢ

编码外膜孔蛋白，其突变可导致通过外膜蛋白渗透的抗菌药物

减少，从而产生青霉素和四环素的中度耐药，主要突变位点在

１２０位与１２１位。四环素耐药主要与质粒携带的 ＴｅｔＭ、ｍｔｒ

外排泵活性增强、ｒｐｓＪ、ＰｏｒｉｎＰＩＢ有关，ＴｅｔＭ导致四环素高水

平耐药。ｒｐｓＪ编码核糖体蛋白Ｓ１０，参与细菌蛋白质转录，常

与ＰｏｒｉｎＰＩＢ、ｍｔｒＲ系统联合突变导致四环素耐药。在耐青霉

素菌株和耐四环素菌株中，ｍｔｒ系统突变以 ｍｔｒ启动子为主。

淋球菌对环丙沙星的耐药主要是ｇｙｒＡ基因突变导致的ＤＮＡ

回旋酶以及ｐａｒＣ基因突变导致的拓扑异构酶ＩＶ氨基酸序列

改变。本研究发现耐环丙沙星株大部分存在ＧｙｒＡ和ＰａｒＣ双

突变，其中ｇｙｒＡ突变均是９１位和９５位发生双突变。

总之，淋球菌耐药机制较复杂，与ＰｏｒｉｎＰＩＢ、ｍｔｒＲ外排泵

系统、ｒｐｓＪ、ＧｙｒＡ、ＰａｒＣ等突变高度相关。临床应加强对淋球

菌耐药基因的分子流行病学研究，从而合理制定治疗方案，防

止滥用抗菌药物导致耐药性的播散。
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