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多重耐药淋球菌的传播是日益严峻的公共卫生问题之一)
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7>),[

及
7>):X

突变)

共检出
)-

种
D

C&7

突变模式#包括
-

种新突变模式#第
)

种为

7>,)d

"

S>,)[

"

76):X

"

/>*)R

"

4>>+[

"

Y>>:[

#第
+

种 为

S>,*8

"

7>,)[

"

7>):X

"

d>>*/

#第
-

种 为
7>,)[

"

S>,*8

"

7>),[

"

7>):X

"

/>*)R

"

Y>::[

)

7g?!88(

淋球菌菌株
D

C&7

基因突变以
+

$

).;+]

%*

12

$

)>;+]

%和
13

$

+);+]

%模式为

主)

7g?!?8(

淋球菌菌株
D

C&7

基因突变也以
+

$

).;+]

%*

12

$

+@;*]

%*

13

$

).;+]

%模式为主)

7g?!88(

"

9(_Q

和

7g?!?8(

"

9(_Q

菌株突变模式构成比比较差异无统计学意

义$

(

%

,;,>

%)

7g?!?8(

菌株或
7g?!?8(

"

9(_Q

联合菌

株
+-6E(R7

"

'"E(

"

D

C&7

联合突变模式构成比比较差异无统

计学意义$

(

%

,;,>

%#见表
+

)

表
+

!!

7g?!(

及
9(_Q

淋球菌基因基因突变类型分布(

0

#

]

$)

突变类型
7g?!88(

淋球菌$

0h--

%

总数
9(_Q

淋球菌

7g?!?8(

淋球菌$

0h**

%

总数
9(_Q

淋球菌

7g?!( --

$

),,;,

%

:

$

).;+

%

***

$

),,;,

%

)@

$

*-;+

%

+-6E(R7

!

野生型
-+

$

@<;,

%

>

$

)>;+

%

*-.

$

.:;-

%

)-

$

+@;>

%

!

9+:))3B )

$

-;,

%

)

$

-;,

%

*)

$

+;-

%

)

$

+;-

%

!

9+:))3

100

,

$

,;,

%

,

$

,;,

%

*>

$

));*

%

>

$

));*

%

'"E(

!

单核甘酸缺失
+@

$

.<;@

%

:

$

).;+

%

*+

$

@>;>

%

)@

$

*-;-

%

+

:@*)

+

国际检验医学杂志
+,)<

年
:

月第
-.

卷第
))

期
!

Y&"Z81K?CJ

!

ZI&C+,)<

!

[#0;-.

!

R#;))



续表
+

!!

7g?!(

及
9(_Q

淋球菌基因基因突变类型分布(

0

#

]

$)

突变类型
7g?!88(

淋球菌$

0h--

%

总数
9(_Q

淋球菌

7g?!?8(

淋球菌$

0h**

%

总数
9(_Q

淋球菌

突变

!

野生型
+

$

:;)

%

,

$

,;,

%

*+

$

*>

%

,

$

,;,

%

!

7-@3 <

$

+);+

%

*

$

)+;)

%

*:

$

)-;:

%

*

$

@;)

%

!

X*>Q .

$

+*;+

%

)

$

-;,

%

*>

$

));-

%

+

$

*;>

%

!

/),>d ):

$

*.;>

%

)

$

-;,

%

*+:

$

>@;)

%

))

$

+>;,

%

!

7*,Q

"

3.:7

"

/),>d ,

$

,;,

%

,

$

,;,

%

)

$

+;-

%

)

$

+;-

%

!

其他突变
,

$

,;,

%

,

$

,;,

%

**

$

@;)

%

)

$

+;-

%

454+

突变模式

!(

或
1*

-

$

@;)

%

,

$

,;,

%

**

$

@;)

%

,

$

,;,

%

!+

:

$

).;+

%

)

$

-;,

%

*.

$

).;+

%

-

$

:;.

%

!4

+

$

:;)

%

,

$

,;,

%

*+

$

*;:

%

)

$

+;-

%

!12

>

$

)>;+

%

+

$

:;)

%

*)-

$

+@;*

%

),

$

++;:

%

!13

<

$

+);+

%

)

$

-;,

%

*.

$

).;+

%

-

$

:;.

%

!1115

*

$

)+;+

%

,

$

,;,

%

*:

$

)-;:

%

)

$

+;-

%

!

新模式
) )

$

-;,

%

,

$

,;,

%

*,

$

,;,

%

,

$

,;,

%

!

新模式
+ )

$

-;,

%

)

$

-;,

%

*,

$

,;,

%

,

$

,;,

%

!

新模式
- ,

$

,;,

%

,

$

,;,

%

*)

$

+;-

%

,

$

,;,

%

!

其他模式
*

$

)+;+

%

)

$

-;,

%

*+

$

*;:

%

)

$

+;-

%

+-6E(R7

"

'"E(

"

D

C&7

突变

!

23

"

7!

#

/),>d

"

12

+

$

:;)

%

,

$

,;,

%

*

$

@;)

%

-

$

:;.

%

!

23

"

7!

#

/),>d

"

+

:

$

).;+

%

)

$

-;,

%

:

$

)-;:

%

-

$

:;.

%

!

23

"

7!

#

/),>d

"

13

+

$

:;)

%

,

$

,;,

%

:

$

)-;:

%

+

$

*;>

%

!

23

"

7!

#

X*>Q

"

13

*

$

)+;)

%

-

$

@;)

%

,

$

,;,

%

,

$

,;,

%

!

23

"

7!

#

7-@3

"

12

-

$

@;)

%

-

$

@;)

%

>

$

));*

%

-

$

:;.

%

!

9+:))3

100

"

7!

#

/),>d

"

12

,

$

,;,

%

,

$

,;,

%

*+

$

*;>

%

+

$

*;>

%

!

其他
):

$

*.;>

%

+

$

:;)

%

*)@

$

*-;+

%

*

$

@;)

%

!!

注!

9+:))3B

表示
9+:))3

单一等位基因突变&

9+:))3

100表示
9+:))3

全部
*

个等位基因突变&新模式
)

为
7>,)d

"

S>,)[

"

76):X

"

/>*)R

"

4>>+[

"

Y>>:[

&新模式
+

为
S>,*8

"

7>,)[

"

7>):X

"

d>>*/

&新模式
-

为
7>,)[

"

S>,*8

"

7>),[

"

7>):X

"

/>*)R

"

Y>::[

&

23

表示野生型)

A;B

!

RX!?763

和进化树分析结果
!

<<

株
7g?!(

淋球菌

中#

RX!?763

鉴定出
:<

株
63

序列类型$

+@

株
7g?!88(

和

-.

株
7g?!?8(

%)

7g?!88(

菌株
63

序列类型以
63)<::

$

-

株%*

63).::

$

+

株%和
63*+)

$

+

株%为主#

7g?!?8(

菌株

63

类型包括
63)<::

$

-

株%*

63:@.<

$

+

株%*

63),>>

$

+

株%*

63-,*

$

+

株%#以及
)

个新
63

序列#即
D

#E5

等位基因
.++

和

"K

D

5

等位基因
)>:

#共检出
+

株)其余菌株以单一
63

序列类

型为主)

D

#E5

$

*@,K

D

%和
"K

D

5

$

-@,K

D

%基因序列进化树分析

结果显示#

+@

株
7g?!88(

淋球菌和
-.

株
7g?!?8(

淋球菌

具有不同的
63

序列类型#二者比较差异有统计学意义$

(

$

,;,>

%)

B

!

讨
!!

论

!!

本研究以
+,,@a+,)-

年
7g?!(

淋球菌药敏实验和分子

检测结果为基础进行联合分析)全球范围内#淋球菌对
7g?

的耐药率较高#且
?Y9

呈逐年上升趋势#国内南京及重庆地区

+,,.a+,,@

年研究结果也显示相同变化趋势'

*

#

),

#

)-

(

)

2/_

建议淋球菌耐药率达到
>]

时#有必要停止该抗菌药物的经验

用药'

)*

(

)因此#与其他国家类似#国内也不再推荐
7g?

用于

尿道或宫颈淋病的单药治疗)为了提高淋病治疗效果和延迟

头孢菌素耐药#多数指南或标准建议采用
T69B

和
7g?

联合

治疗淋病'

+!-

#

),

(

)有研究显示#

7g?!(

及
T69B

敏感性下降淋

球菌感染的疗效不佳'

),

#

)-

(

)本研究同样显示#

7g?!?8(

"

9(_Q

联合菌株呈增多趋势)

既往关于
7g?!(

和
9(_Q

基因突变的研 究 以
+-6

E(R7

*

'"E(

和
D

C&7

基因突变为主'

:!.

#

),

(

)

+-6E(R7

基因区

域
[

中心环各位置发生突变#可降低
+-6E(R7

蛋白质与抗

菌药物$如
7g?

%的结合力#从而导致耐药'

:

(

)有研究显示#

+-6E(R7

发生
9+:))3

的
*

个等位基因突变时#可以导致

7g?!88(

'

:

(

)

7+,>@X

$大肠杆菌编码%

*

个等位基因突变中#

至少
-

个可以产生
7g?!/8(

&

7g?

敏感株包含单一等位基

因突变时#可在红霉素协同下#快速进化成
7g?!/8(

'

:

(

)本

研究中#仅有
<

株
7g?!(

淋球菌包含突变
9+:))3

#余下的大

量菌株包含
*

个野生型等位基因#占比超过
.,]

#高于加拿

大'

),

(

*美国'

<

#

)>

(等其他国家的研究报道'

:!<

#

),

#

)>

(

)尤其是上述

<

株
7g?!(

淋球菌包含突变
9+:))3

#显示为
9(_Q

)本研究

未检出与
7g?!/8(

相关的突变
7+,>@X

)

'"E(

基因启动子

或编码区的特殊突变可导致
?"E9QT

流出泵反应减少#使抗

菌药物输出增多'

)>

(

)

?"E9QT

流出泵的缺失可显著增强细菌

对
7g?

*

T69B

*青霉素*环丙沙星和大观霉素的敏感性'

):

(

)

7g?!(

分离株中#

'"E(

启动子单一核苷酸缺失率超过
.>]

#

+

<@*)

+

国际检验医学杂志
+,)<

年
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月第
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期
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但
7g?!(

"

9(_6

与
7g?!(

"

9(_Q

联合菌株缺失率比较差

异无统计学意义$

(

%

,;,>

%#符合此缺失与
9(_Q

可能没有相

关性的报道'

.

(

)

/),>d

为最常见的单一突变#但在
7g?!

88(

和
7g?!?8(

分离株中的检出率比较差异无统计学意义

$

(

%

,;,>

%)特别是
'"E(

联合突变#仅仅在
7g?!?8(

菌株

中有检出)

D

C&7

基因突变与低敏感性或许多
-

!

内酰胺类耐药

有关#尤其与
T69B

耐药密切相关'

)<

(

)

454+

镶嵌基因突变

X>*>6

*

Y-)+?

和
[-):3

可导致
T69B

耐药性增强'

).

(

)有研

究显示#该
-

类突变可增强细菌对
T69B

的耐药性#但该作用

依赖于镶嵌基因的其他突变'

)@

(

)中国'

.

(和澳大利亚'

)<

(学者

的研究结果过显示#突变模式
1)

*

15

和
12

仅出现于

9(_Q

菌株中)该
-

种突变模式包含
X>*+6

*

4>>)6

和$或%

4>>)8

突变#与
9(_

的
?Y9

升高有关'

+,

(

)然而#对具有相同

基因背景的细菌进行
D

C&7

基因定向位点突变#并没有发现可

提高
9(_

的
?Y9

'

+)

(

)

X>*+6

*

4>>)6

和$或%

4>>)8

突变仅存

在于
9(_6

和
9(_Q

菌株中)加拿大学者研究结果显示#

7g?!(

菌株最普遍突变模式为
111*

#表现为
7g?!(

及

T69B

敏感性下降'

),

(

)本研究中#较为常见的突变模式是
+

*

12

和
13

#其在
7g?!88(

*

7g?!?8(

和
7g?!(

"

9(_Q

联合株中的检出率比较差异无统计学意义$

(

%

,;,>

%)总之#

+-6E(R7

*

'"E(

和
D

C&7

基因突变具有明显的多样性#但
-

种

基因任意一种单独突变或联合突变模式#在
7g?!?8(

或

7g?!(

"

9(_Q

联合菌株均未检出)

RX!?763

和进化树分析结果显示#广州地区
+,,@a

+,)-

年淋球菌基因型呈高度多样性)由于
7g?

广泛使用及

半衰期较长#因此可推断
63

序列类型多样性是细菌在抗菌药

物压力下的反应之一)本研究检出的部分
63

序列类型#如

63-->:

*

63).::

*

63)<::

和
63*-)-

#与国内类似研究报道一

致'

*

(

#但不包括其他国家报道的类型#如
63*<,

*

63:*@

*

63-)>.

*

63)<,*

*

63->@

和
63:@:

#这 些 类 型 已 被 证 实 与

7g?!(

或
7g?!/8(

有关'

),

(

)

综上所述#

7g?!(

淋球菌不断增多#尤其是检出
7g?!(

"

9(_Q

联合菌株)持续监测淋球菌药物敏感性和分子流行病

学特征#发现与其相关的突变或突变模式#有助于进一步了解

联合菌株的耐药机制#为临床治疗方案的确定提供一定的

依据)
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球上交联的探针根据碱基互补配对原则进行杂交#加入荧光标

记物后在流式点阵仪上检测荧光信号#从而判断
/4[

亚型检

测结果)其试剂盒中明确说明!当脱落细胞标本包含较多血细

胞时#有可能导致
49(

实验失败#此时需适当减少标本量再行

检测&但未明确不同量血细胞对检测结果的影响)在临床实际

工作中#由于受不同医生采样手法差异#以及不同患者个体差

异的影响#有可能使送检标本中含有不同量的血细胞#但实验

操作者无法对此类标本进行最科学和准确的处理#导致不同实

验室之间或不同技术人员之间的检测结果差异较大)

本研究首先根据
/K

水平对脱落细胞标本进行分组#对不

同分组的每份标本进行不同的取样量检测#旨在分析不同取样

量对检测结果的影响)研究结果显示#

/K

'

-,

H

"

8

时#不同取

样量标本制备的
QR7

检测结果无差异&

-,

H

"

8

$

/K

'

:,

H

"

8

时#若取样量设为小于或等于
>,,

#

8

#可能漏检部分
/4[

亚

型#随着取样量的增加#对不同
/4[

亚型的检测灵敏度逐渐

升高#因此#建议取样量为
),,,

#

8

&

:,

H

"

8

$

/K

'

),,

H

"

8

时#由于
/K

对
49(

扩增的影响较大#取样量设为
>,,

#

8

时#

对不同
/4[

亚型的检出率最高&

/K

%

),,

H

"

'8

时#

/K

对

49(

扩增产生明显抑制作用#若取样量设为大于或等于
>,,

#

8

#不同
/4[

亚型检出率明显下降#多数标本在取样为
),,,

#

8

时#检测灵敏度极低#无法检出相应的
/4[

亚型#因此#建

议取样量为
+,,

#

8

)

血性标本检测存在两个因素的影响)其一#取样量少可能

导致宫颈上皮细胞不足#导致检测灵敏度降低)有研究显示#

采用流式荧光杂交法进行
/4[

分型检测#当标本稀释度为
)

)̀,,,

时#阳性率可降至
-<;>]

'

@

(

)其二#

/K

对
49(

反应

有一定的抑制作用#

/K

水平越高#对
49(

的干扰越大#可导致

假阴性结果)

/K

对
49(

反应产生抑制作用#可能与
/K

释放

铁离子#进而干扰
QR7

合成有关'

),!))

(

)

本研究显示#随着
/K

水平升高#需要减少取样量#以避免

部分
/4[

亚型漏检)当宫颈脱落细胞标本
/K

水平小于或等

于
:,

H

"

8

时#对
/4[

亚型检测的影响相对较小)为保证标本

具有一定量的宫颈上皮细胞#同时考虑到实验操作的简便性#

本实验室建立的取样量标准为!

/K

'

:,

H

"

8

时#标本取样量

),,,

#

8

&

:,

H

"

8

$

/K

'

),,

H

"

8

时#标本取样量
>,,

#

8

&

/K

%

),,

H

"

8

时#标本取样量
+,,

#

8

)

目前常用的流式荧光杂交法
/4[

分型检测试剂盒均基

于无血性宫颈脱落细胞标本确定取样量#没有针对具有不同

/K

水平的血性标本制定相应的取样量标准#而血性标本一旦

处理不当#极易导致假阴性检测结果)此外#标本中的
/K

浓

度水平不同时#对
/4[

分型检测结果的影响存在差异)因

此#需要重视不同程度血性宫颈脱落细胞标本对
/4[

分型检

测结果的影响)本研究建立的取样量标准可供使用相同试剂

盒的实验室作为参考)
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