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淋球菌毒力岛分类及s口c一4基因对淋球菌

血清抗性作用的研究

陈宏翔 吴志洪 陈嵘棉 帅俊 许莉 俞莺 涂亚庭

·实验室研究·

【摘要】 目的研究淋球菌不同基因型别的毒力岛类型及其阳c一4基因与淋球菌血清抗性作用

的关系。方法运用NG—mast和正常人血清(NHS)的抗性比较试验，对46株淋球菌从分子水平上进

行基因分型和毒力岛分类，并在此基础上探讨毒力岛mc．4基因与淋球菌NHS抗性之间的关系。

结果 46株野生株中，GGI阳性菌株占80．43％，可分为含有￡rnG和酬组；含带5口c一4基因的fmG和

口z以；只含有￡mG一部分保守序列的三种毒力岛类型。血清抗性实验表明9株船D4阳性的淋球菌野

生株均不具有血清抗性，而船c一4阴性的2号和11号菌株却产生了部分血清抗性和完全抗性。结论

不同毒力岛类型有着不同的毒力特点和基因型别，淋球菌血清抗性作用与毒力岛s口c一4基因并无明显

相关性。
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【Abstract】 0bjective Using n的lecular methods t0 study the reIationShip between genotypes and

serum resistance of Mi耶Pr缸gD咒or施o∞已in Wuhan area．Methods NG—mast and serum bactericidal assays
at the molecular Ievel were used to differentiate the 46 strains which were isolated from the outDatients of

sexually transmitted disease clinics and the relationship between different genotypes while phenotypes was

also studied．Results 80．43％ of the 46 strains contained the island and we were able tD define three

different combinations of genes in the isolates． Results from serum bacte“cidal aSsays showed that all 9

sⅡc一4+ strains did not provide any serum resistance． Conclusion Different i∞lates carried different

gonococcal genetic islands(pathogenicity island)and certain phenotypes．There were no sobious relationship
between觚c-4 gene and serum resistance of NBis钾r谊gu瑚rr^o∞e．

【Key words】小国妇船ri口_gDnor，‘^o已口8；Genotype；Pathogenicity island

近年在淋球菌强毒株中发现了一个新的基因组

岛(gonococcal genetic island，GGI)⋯，进一步研究发

现在57 kb大小的GGI其前面的27．5 kb编码24个

开放读码框架，其中18个与已知大肠埃希菌的F质

粒或其他一些编码Ⅳ型分泌系统(T4SS)基因高度

同源，淋球菌表面抗原变异和其他毒力、耐药信息可

能是通过T4SS以转化的方式来传递给周围受体菌

的。虽然GGI基因的转录子没有研究清楚，序列显

示T4SS基因至少有3个转录子。开始的3个基因
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￡mD、￡raL和粥厂和其他序列方向相反为一个转录

子，从i￡gX到￡mF为第二个转录子，在fmH前面

有个D70型启动子启动fmH一￡mG—日z坦一w矗第三个

转录子的转录，在弘^之后包含一个反向重复序列

可能形成转录终止子；在第三个转录子中￡川G与

口z幽基因在DGI患者中发现频率非常高，可能决定

着淋球菌的某些特殊表型幢’3I。为研究淋球菌不同

基因型别的GGI类型及其所导致不同淋球菌感染

的关系，本研究对分离出的淋球菌进行基因分型，并

对GGI s盘c一4基因与淋球菌对正常人血清(NHS)抗

性关系进行了研究。

材料与方法

1．细菌菌株：标本采自2007年2—8月在同济
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医学院附属协和医院皮肤性病科就诊的46例患者，

女性5例，男性41例；年龄18～54岁，36例患者有

性传播疾病(STD)史。男性标本采自尿道口内3～

4 cm处、女性标本采自宫颈口内1～2 cm处。分泌

物接种于选择性培养基上，于36℃培养24—36 h后

用无选择性培养基转种1～2次，所有菌株经革兰

染色、氧化酶和过氧化氢酶试验及糖发酵试验确证

后将菌洗人脱脂牛奶，保存于一70℃冰箱中待用。

2．培养基：淋球菌选择培养基购自贝瑞特生物

技术(郑州)有限责任公司(批号：008719)。

3．主要试剂：Taq DNA聚合酶、dNTPs购自

Promega公司；PCR引物由上海生工生物工程技术

服务有限公司和上海赛百盛基因技术有限公司合

成。其他试剂为国产分析纯，DNA分子质量

(DL2000)标准购自宝生物(大连)工程有限公司。

4．细菌基因组的提取：贝瑞特淋球菌选择培养

基5％CO，培养菌株后，用1 ml生理盐水收集细菌，

离心后重悬在100肚1双蒸水中，制备菌数为10 7／ml

的悬浮液，100℃煮沸20 min后冷却至室温，

12 000 r／min离心10 min，上清保存于一20℃冰箱

中，取2肚l产物进行PCR。

5．PCR扩增目的DNA：根据已知基因序列以及

实验目的设计合成引物：￡mG上游：5 7一CTG CAG

ACC GAG CAG AAA CAT C一37和下游：5’一ACG

TCT TTC ATT GCA TTA TCG．3’，s盘c一4上游：5 7一

TAT CTG CAG CAT CTC CTT TCC AAC C一3 7和

下游：5 7一TAG GAA TTC CTC TGA AGG TTA

CGG一3’由上海生工生物工程技术服务有限公司合

成；盘￡舱上游：5 7一TTC AAC TGC TCA TAA TCA

AGC一3 7和下游：5 7一AAA TCC TCT CTG CCT AAA

GA一3 7，GGIR上游：5’．AGC CAT CAG GGA GGC

GGA TA一3’和下游：5 7一CAG GCA AAC AGC TAT

TTG AG一37以及Por Mast上游：5 7一CAA GAA GAC

CTC GGC AA一3 7和下游：5’一CCG ACA ACC ACT

TGG T一3’、tbpB Mast上游：5 7一CGT TGT CGG CAG

CGC GAA AAC一37和下游：5 7一TTC ATC GGT GCG

CTC GCC TTG一3’均由上海赛百盛基因技术有限公

司合成。取2肛l细菌基因组模板加入50肛l PCR反

应体系扩增，体系中含dNTPs 0．25 mmol／L，引物各

0．25弘mol／L，MgCl2 2．0 mmol／L，Taq酶1 U。

nz以、￡mG扩增参数设定为94℃5 min：变性后进

行30个循环94℃60 s，52℃60 s，72℃60 s，最后

一个循环延长条件为72℃6 min。mc一4的退火温
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度为55℃，延伸时间为1 min。PCR产物经酚：氯

仿：异戊醇抽提后以乙醇沉淀纯化。将口z以、￡mG

和船f一4上述结果对GGI进行分型，Por和tbpB产物

送到上海生工生物工程技术服务有限公司测序。

6．NG—mast对不同GGI型别菌株基因分型：参

照文献[4]方法，选择por蛋白pre-loop2和pre_l∞p8

的保守序列用PorMastl和PorMast2同时扩增声o，．

IA和IB；用tbpBMastl和tbpBMast2扩增晒pB基

因。扩增退火温度为58℃，延伸时间为1 min。产

物纯化后送上海生工生物工程技术服务有限公司测

序，力or基因的测序结果与GenBank中的M21289

序列一起用C1ustalX软件比对分析，以M21289序

列为基准截取从455个碱基开始的490 bp大小的片

段；然后进入http：／／www．ng—mast．net的数据库中

检索得到相应的等位基因型别；同样拍邡基因的

测序结果与GenBank中的U65222一起用Clustalx

软件比对分析，以U65222序列为基准截取从1118

个碱基开始的390 bp片段；拍pB和por基因型别合

并得到该菌株特异性的基因型(ST)。

7．不同菌株对NHS的抗性比较试验：取10名没

有淋球菌感染史的健康成年人血清标本。菌株在贝

瑞特淋球菌选择培养基上生长过夜后接种到3“的

GCBL液体培养基生长3 h，15 000“min离心30 s后重

悬在Eagle’s培养液中(生长至2000 CFU的对数生长中

期)，分别取0．1 ml菌液和0．1 rnl的10％、25％和50％

的NHS混合37℃5％CQ培养30 min，在0 min和

30 min时分别取25“l双份接种在巧克力琼脂平板上

培养24 h，计算各种菌株的CFU／“，NHS 56℃加热

30 min作为对照，排除在0 nlin时菌株CFU的减少不

是细菌凝集的结果。生存率=30 min时CFU值／

0 min时CFU值×100％，30 min时CFU值超过O“n

时CFU值的生存率判断为100％。

8．统计学分析：采用sPSS 10．0软件，对不同菌

株对NHS的抗力比较试验结果用重复测量数据方

差分析法比较。

结 果

1．GGI基因检测结果：GGI口Z组基因的PCR

结果显示14、17、19、22、23、28、32、33、34、35、36、

38、39、40和46号标本是阴性，￡rnG基因的PCR结

果显示14、23、28、32、33、34、35、36和46是阴性；菌

株1、3、8、12、26、41、43、44、45的s口f一4基因是阳性，

具体结果见图1和图2。另外其余9株GGI阴性菌
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株用GGIRl和GGIR2均扩出特异性片段证实这些

菌株不含毒力岛，图片未显示。

图1 1～23号菌株毒力岛基因检测

图2 24～46号菌株毒力岛基因检测

2．不同菌株对NHS的抗性比较试验：结果显

示，2号菌株具有部分的NHS抗性，而11号菌株则

可以产生完全的NHS抗性，2例患者为从事性服务

的女性，临床感染症状并不典型，其他9株豫c一4阳

性的淋球菌野生株均不具有血清抗性，44号菌株甚

至在0 min时就有14．7％的菌落死亡，见图3。

3．NG．mast的结果：选择46株野生株中相互

之间有差异的菌株进行NG．mast基因分型，用引物

PorMastl和PorMast2均扩增出737 bp大小的特异

性片段，用tbpBMastl和tbpBMast2则扩增出

589 bp大小的特异性片段，测序软件分析后进入

NG—mast的数据库中检索得到相应的por-tbpB等位

基因和菌株序列分型(ST)，结果见表1。

邑
婚
妊
刊

菌株

图3 记c一4阳性菌株对NHs的生存率

表1 淋球菌毒力岛基因的特点及与血清抗性的关系

注：S：对NHS敏感；R：对NHS有抗性；N：足新基因

讨 论

在本研究中发现武汉市本地感染的46株野生

株中，GGI阳性菌株占80．43％，其中80％包含

￡mG，67％有口z组，19．56％有阳c一4。进一步可以

将GGI基因分为三种类别：第一类同时含有￡mG

和口z以；第二类同时含有带船c一4等位基因的￡rnG

和口z烈，第三类含有￡地G一部分保守序列，没有

s口c一4及口z组。但这种分类是否与毒力岛功能相关

值得进一步研究。我们在本地野生株中发现了2个

淋球菌NG—mast数据库中没有的序列N(217—86％

同源178)和N(94％同源217．107)，非常有意思的
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是2号菌株[N(217，86％同源178)]的毒力岛分类

属于第一类，而相同ST基因型的8号和11号菌株

毒力岛分类却属于第二类，19和44号菌株也是如

此，这可能是相同基因型的菌落毒力岛基因发生了

重组互换。淋球菌GGI一端有一个23 bp直接重复

序列，和H．砌疖“P挖糊P及E．∞zi的dif位点有很高的

同源性，dif可被位点特异性的重组酶xerCD识别，

而GGI可能就是被这个xerCD插入到染色体中去

的，而且频繁的与种属相近的菌株发生水平传播旧·。

群集在基因岛中的一些毒力基因也随之发生互换，

从而使其致病性增强。

毒力岛中相毗邻的5口c一4和口z以，作为DGI株2

种关键调节基因，在淋球菌毒力增强导致播散性感

染的发生发展中均起着重要作用。有研究发现淋球

菌GGI中的口z以基因与噬菌体转糖基酶有很高的

同源性，它可能编码淋球菌细胞溶解型的肽聚糖转

糖基酶，水解肽聚糖产生细胞毒素PGCT【3I。而

￡mG是mc．4的等位基因，可导致淋球菌对NHS抗

性。McShan等。51提出从淋球菌DGI株JCl上获得

的一个2．2 kb大小5口c一4基因的克隆能使F62株从

NHS敏感转化成NHS抗性，Nowicki等M。在此基础

上进一步对s口c一4基因克隆质粒测序并发现它仅仅

存在于某些菌株中，他们也认为snc一4在淋球菌NHS

抗性的分子机制中起重要关键作用。带有s口c一4等

位基因的￡mG和大肠埃希菌F因子的TraT同源

分析后发现两者很相似，在E．∞zi中只有表面表达

的TraT蛋白才能提供足够的血清抗性。川，但尚不

清楚船c一4或traG蛋白是否表面表达∞1。他们的结

论均认为鼢c一4与血清抗性存在直接的关联。

与Nowicki等。61的结论相反，本研究的血清抗

性实验表明，双份平板CFU计数结果一致，9株

船c一4阳性的淋球菌野生株均不具有血清抗性，44号

菌株甚至在0 min时就有14．7％的菌落死亡。而

s口c一4阴性的2号和11号菌株却产生了部分血清抗

性和完全抗性，差异有统计学意义(P<0．01)。从

上述实验结果分析，表达s口c一4与血清抗性并无明显

相关性，我们推测Nowicki等的实验结果可能是由

于mc一4 DNA能和染色体上一些其他的基因重组，

重组后的杂合子使F62转化株变为具有血清抗性，

而且必须注意到F62没有GGI和￡r口G基因。

NHS能在体外有效的抑制淋球菌活性，这种活

性是依靠正常的淋球菌脂多糖IgM抗体和补体的

经典激活途径。淋球菌脂多糖由常见单糖组成，缺
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少重复0抗原，所以又称为脂寡糖(LoS)。但有些

菌株在其生长培养基里加入CAM—NANA造成淋球

菌LOS的唾液酸化，唾液酸化的LOS能直接结合

补体因子H从而获得NHS抗性，但这种抗性是短

暂和不稳定的容易失去∽1。Ram等旧。通过研究发

现，DGI株主要外膜蛋白PorlA多肽的第五个环能

结合补体因子H从而减弱补体活化的替代途径。

而Shafer等。10。认为Ram等阐述的这种机制是发生

在补体替代途径占优势的时候，Por与补体成分结

合后影响毗邻的LOS空间构像可能是其NHS抗性

产生的原因。从上述分析可以看出NHS抗性是一

个非常复杂的表型，我们结合本课题组其他实验结

果(数据尚未发表)认为，稳定的NHS抗性涉及

LOS结构的改变而非por依赖性的，与mc一4并无明

显相关性。s口c一4对淋球菌毒力的作用(有学者曾推

测舰c一4基因增加了淋球菌混合感染衣原体的概

率¨1’121)等问题尚不清楚，值得进一步的研究。
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