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中国!""#!$%%%年分离淋球菌的流行病学

和细菌学特征

叶顺章 王千秋 苏晓红 尹跃平 戴秀芹 孙厚华

【摘要】 目的 研究中国!""#!$%%%年分离的淋球菌对青霉素、四环素、环丙沙星、大观霉素和

头孢曲松的敏感性及其营养分型和携带质粒情况，为制订淋病治疗方案和防治对策的参考依据。

方法 用琼脂稀释法测定菌株对抗菌药物的敏感性，用改良&’()*+,法和碱裂解法测定菌株的营养分

型和携带耐药质粒的情况。结果 -年来共检测了."/0株淋球菌对抗生素的敏感性，发现对青霉素

耐药率为/!10%2，产青霉素酶淋球菌（3345）菌株占!616.2；对四环素的耐药菌株占"#1%$2，由质

粒介导的高度耐四环素淋球菌（7845）菌株占!%1.-2；环丙沙星的耐药菌株占6#1#%2；对大观霉素

和头孢曲松的耐药菌株分别占%1#02和%1.02。!""6年和!""0年南京地区菌株的营养分型原型

（9:;(;）占.01.2和./16#2，脯氨酸（9:;<）型占.-1.2和6%1$$2。对.%株淋球菌作了质粒分型：#%
株非3345菌株中，$株（!62）不含任何质粒；$-株含有.1$=>、.1"=>、61.=>和#"16=>质粒；!%株

3345菌株中，-株含.1$=>、61.=>和#"16=>质粒；$株除上述三种质粒外，尚含有.1"=>质粒。

3345株和非3345株所含有的61.=>质粒虽分子量相近，但酶切点不尽相同。结论 !""#!$%%%
年分离的淋球菌对青霉素、四环素和环丙沙星耐药率较高，对大观霉素和头孢曲松仍较敏感。南京地

区!""6!!""0年流行的淋球菌的营养分型无大变化。含61.=>质粒的3345和非3345菌株所含

核苷酸的排列顺序可能有所不同。
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近年来，性病在我国持续流行［!］。"###年全国

报告病例数为$%&’万，其中淋病的发病人数占全部

性病病人的((&"%)，发病率达到""&’"／!#万。淋

球菌对抗菌药物的耐药性研究关系到对病人疗效的

判断和性病防治对策的制订。为了解我国近年性病

流行中淋球菌对抗生素的敏感性及流行病学和细菌

学特征，我们自!’$*年起参加了+,-西太区淋球

菌耐药监测协作规划，每年从!#个代表性的城市收

集 一 定 数 量 菌 株，按 统 一 方 法 进 行 耐 药 测 定。

!’$*!!’’"年的耐药测定结果已有报道［"］，本文报

道!’’(!"###年分离的淋球菌对抗生素的耐药性

研究结果和有关的细菌学特征。

材料与方法

!&菌株的收集：全国共!#个协作城市分别代表

东北、西北、西南、华南和华东等地区。每年各点收集

!##!"##株淋球菌按统一的方法进行耐药测定。男

性标本采自尿道口内(!./0处、女性采自宫颈口内

!!!&%/0处。分泌物接种于选择性培养基上，于

(12培养".!(13后用无选择性培养基转种!!"
次，再将菌洗入脱脂牛奶，保存于4*#2冰箱中待用。

"&菌株对抗菌药物的敏感性测定：采用琼脂稀

释法［(］。用于试验的抗生素需纯品，由西太区耐药

监测地区协调人56789::提供。青霉素和头孢曲松

溶于7,1&%#&!0;:／<的磷酸缓冲液中，大观霉

素、四环素和环丙沙星则直接溶于蒸馏水作为贮存

液保存于4"#2冰箱，半年内使用。试验前将贮存

液用蒸馏水对倍稀释成适合当地检测水平的浓度范

围。

将淋球菌菌株先在无选择性培养基上传代数

次，刮取若干菌落制成浓度为!#$/=>／0:的悬液，用

多头接种器或特制接种环蘸取菌液接种于琼脂平皿

上（每点约!#.菌），经(12培养".3观看结果。以

能抑制淋球菌生长的最小浓度为该药物的最小抑菌

浓度（?@A）。关于判定耐药的标准，按 +,-的规

定，青霉素、四环素、头孢曲松和环丙沙星为?@A!
!&#"B／0:，大观霉素 为!!"$"B／0:，如四环素的

?@A!!1"B／0:，则判为耐四环素淋球菌（5CDE）。

每次试验需同时接种+,-提供的%株参考菌株作

质控。本实验室接受+,-淋菌耐药协作组的外部

考核。

(&测定产青霉素酶淋球菌（FFDE）菌株的纸片

酸度法：参照文献［.］。简言之，先让滤纸片吸足青

霉素试液（以溴甲酚紫为指示剂），取待检菌在滤纸

片上涂一直径为%00的涂膜，置(*2温箱培养

(#0GH。指示剂颜色由紫变黄者为阳性，涂膜颜色

不变者为阴性。

.&淋球菌质粒的提取：用改良碱裂解法提取质

粒，即 在!##":溶 液 #（%#00;:／<葡 萄 糖、

"%00;:／<5IG8、!#00;:／<JK5L）中加入待检菌

后，加入新配制的溶液$（#&"DD6-,、!)MKM）

"##":，使 菌 裂 解 变 性"#0GH，再 加 入 溶 液 %
（%0;:／<醋酸钾）!%#":，在室温下放置!#0GH，然

后以!####I／0GH离心!%0GH，取出上清，加入等体

积的氯仿混合液（氯仿N异戊醇N饱和酚O".N!N"%），

振荡(#8，以1###I／0GH离心，取上清。如此反复

抽提"!(次。再在上清中加入!／!#体积的(0;:／

<乙酸钠溶液和"倍体积的无水乙醇，充分混匀后

于4*#2冰箱保存过夜。次日融化后以!.###I／

0GH离心"#0GH以获得质粒KDL。用*#)乙醇洗一

遍，风干"!(3后溶于"#":5J液中（!#00;:／<
5IG8、!00;:／<JK5L，7,$&#）4*#2冰箱冻存

待检。

%&淋球菌营养分型方法：用改良的A6P:GH9法，

即将在EA血液琼脂培养基上于(12培养了".3的

淋球菌混悬于淋球菌遗传培养基（EE?）中，使菌浓

度为?/Q6I:6HR管#&%号（约!S!#$/=>／0:），以接种

环挑取!满环接种于营养分型培养基上，再在(12
培养.$3后观看结果。无生长或仅少量生长（薄雾

状）者为阴性，生长者为阳性。在所有营养分型培养

基上均生长的菌株定为原型（7I;P;），在缺乏某一成

分的培养基上不生长的菌定为需该成分的营养型。

每批菌株试验时均以已知营养型的标准菌株作对

照。标准株来自美国疾病预防与控制中心和瑞典国

立细菌实验室。

结 果

!&我国!’’(!"###年分离的淋球菌菌株对%
种抗菌药物的耐药菌百分率（表!）：由表!可见，$
年来共检测菌株.’*1株。其中对青霉素的耐药株

为(%1(株，耐药菌百分率为*!&1#)，由质粒介导的

FFDE为!%&%.)。四环素耐药株占’(&#")，由质

粒介导的高度5CDE为!#&.$)。环丙沙星耐药株

占%(&(#)。对大观霉素和头孢曲松的耐药株比例

较少，分别为#&(1)和#&.1)。

"&连续"年检查了南京地区分离的淋球菌的营
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养分型情况见表!。

表! 我国"##$!!%%%年分离的淋球菌对&种抗菌药物的耐药率测定结果

年份

抗菌药物耐药菌株百分率（阳性株数／检查株数）

青霉素

耐药菌总百分率 ’’()

四环素

耐药菌总百分率 *+()
环丙沙星 大观霉素 头孢曲松

"##$ ,%-!.（"%%／",,） /-0!（"&／"0!） #%-%%（&.／,%） !%-%%（"!／,%） 1 %-&!（!／$//） "-#"（$／"&0）

"##. ,&-%%（",#／!,%） "-&/（&／$",） /#-&0（"/#／!""） 0-""（"&／!""） 1 "-$"（!／"&$） .-&!（#／"##）

"##& /.-%0（$/%／.&!） "-#&（&／!&0） #&-//（."#／.$0） /-%&（$&／.$&） "&-./（,"／$#.） %（%／.$0） %（%／$/0）

"##, /!-""（$/"／.,.） !!-0,（,"／!,/） #!-%&（$!.／$&!） ,-&!（!$／$&$） "$-&$（.,／$.%） %-!/（"／$&$） %（%／.%"）

"##0 &,-%!（&%0／#%&） ".-%0（"%!／0!&） 1 !-$!（!"／#%&） !/-.,（!&0／#%$） %-..（.／#%&） %（%／/#,）

"##/ ,!-,!（&//／#$#） $-"#（$%／#$#） 1 !-#%（!.／/!/） &!-$%（$#/／0,"） %-&$（&／#$#） %-&$（.／0,"）

"### /%-.,（,$%／0/$） ",-/,（"$!／0/$） 1 ""-.#（#%／0/$） 0/-",（,"!／0/$） %（%／0/!） %（%／0/!）

!%%% /%-!.（/%/／"%%0）$.-",（$..／"%%0） 1 !&-/!（!,%／"%%0）/&-!%（/&/／"%%0） %-.（.／"%%0） %-&（&／"%%0）

合计 0"-,%（$&,$／.#0,）"&-&.（,#.／..,0）#$-%!（#/,／"%,%）"%-./（./%／.&/!）&$-$%（!!$!／."//）%-$,（"/／.#,.）%-.,（!"／.&#%）

表" 南京地区分离的淋球菌营养分型情况

年份 检查株数
各 营 养 型 株 数 （2）

345651 3451 7861 94:1 34517861 345194:1 ;<=1 7861;<=13451;<=1

"##& &%, !$&（.,-.%）!.0（./-.%） &（"-%%） .（%-/%） "%（!-%%） !（%-.） "（%-!） "（%-!） "（%-!）

"##, !!$ "%,（.0-&$）""!（&%-!!） !（%-/#） !（%-/#） "（%-.&） % % % %

由表!可见，"##&年和"##,年南京地区流行

的淋球菌以原型（34565）和脯氨酸型（3451）为主，分

别占.,-.2和.0-&$2以及./-.2和&%-!!2。

$-从"##$!"##.年由南京地区分离的淋球菌

菌株中任取.%株作了质粒分析。结果.%株淋球菌

中，"%株’’()中有/株同时含.-!>?、&-.>?和

$#-&>?质 粒，!株 除 含 上 述$种 质 粒 外，还 含 有

.-#>?质粒。$%株非’’()株中，!株不含!种的

任何质粒，!/株含.-!>?、.-#>?、&-.>?和$#-&>?
质粒。用限制性内切酶@AB;" 能将’’()株 的

&-.>?质 粒 切 开，但 不 能 切 开 非 ’’() 株 中 的

&-.>?质粒。

讨 论

关于淋球菌对抗菌药物的敏感性测定已有不少

报道［&C0］，但多数为某年度若干菌株的一次性检测

结果。我们选择了代表不同地域的"%个城市，连续

十余年收集菌株按统一的方法作淋球菌对抗菌药物

的敏感性测定以获得当地及我国淋球菌耐药变化情

况。代表地域大、菌株多、时间长，能看出耐药率的

动态变化，这在国内外是不多见的。

测定淋菌耐药的方法有多种。纸片法因其操作

简便，一次试验可获得某株菌对几种抗菌药物的敏

感性结果。但该法影响因素多，结果常不稳定，因而

目前主要用来指导对病人的治疗。琼脂稀释法是将

抗生素溶解后加入到培养基中，将待检菌株接种于

含有系列浓度的抗生素琼脂平皿上。药物浓度小时

细菌生长，浓度大时细菌生长被抑制，据此可测出药

物对该菌的 7DE，然后依据标准决定是否为耐药

株。该方法结果准确，重复性好，是F;G推荐用于

耐药监测的方法。但用此方法时，药品要纯品（不含

赋形剂），称量要准确，不同的抗菌药物要用特定的

溶剂，所制的培养基要在规定的时间内使用。为了

检查所制的抗生素琼脂平皿中抗生素的含量是否符

合标准，每次试验需要同时接种&株参考菌株，只有

这些菌株的7DE在规定范围之内，才说明所用平皿

中抗生素的浓度合格，所作试验结果才是可靠的。

从我国"##$!!%%%年的监测结果看，青霉素和

四环素似乎已失去了对淋病的治疗作用，耐药菌百

分率分别达到0"-,%2和#$-%!2，由质粒介导的耐

药株（’’()和*+()株）也分别达到"&-&.2和

"%-./2。美国疾病预防与控制中心认为当一种抗

生素对某菌的耐药百分率超过&2时，该药就不应

作为治疗该病的第一线药物。目前令人欣慰的是淋

球菌对大观霉素和头孢曲松的耐药菌率均在"2以

内。因此，应该珍惜这一局面，规范用药。用于治疗

淋 病 尚 不 太 久 的 环 丙 沙 星 也 出 现 了 高 百 分 率

（&$-$#2）的耐药菌，估计也是不规范用药和菌株对

喹诺酮类药物有交叉耐药性的结果。

淋球菌根据其生长时所需的营养不同可分成
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!"个营养型［#］。它们有一定的地域分布和引起特

定的临床类型，在高纬度地区如美国的西雅图和加

拿大，大多数播散性淋菌感染由$%&’型引起，而

在亚 洲 的 菲 律 宾 和 中 国 台 湾 等 地 则 未 能 分 离 到

$%&’型。日本近来报道，在()*+*和()*’占优势

的情况下，$%&’有上升的趋势［,］。对当地流行菌

株进行营养分型，可作为流行病学调查的指标。从

我们-,,"、-,,.年对南京地区菌株进行营养分型检

查的结果来看，南京地区流行的菌株以原型（()*+*）

和脯氨酸型（()*’）为主，两年中菌株营养型的构成

几乎未变。说明南京地区这两年流行的淋球菌的优

势株未出现大的变动。

检测淋球菌耐药质粒的意义在于耐药质粒是某

些耐药菌株流行的一个指数［-/，--］。对0/株淋球菌

作质粒分析，发现有1株不含任何质粒，质粒检出率

为,"2，与文献报道一致。-/株3345菌株和1#
株非3345菌株，除含06178隐蔽性质粒及!,6"78
结合性质粒外，均含有"6078质粒。3345菌株的

"6078质 粒 酶 切 图 谱 和 文 献 报 道 一 致，然 而 非

3345株的"6078质粒不含上述切点，说明二者的

分子量虽相近，但核苷酸排列的顺序可能不同。本

试验的菌株均来自南京地区，表明"6078质粒很可

能是本地区流行的淋球菌的耐药质粒。
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·网络信息·

!"#$%"&’()*#’+,’-%"&.)/,+)#"#012,-3#*4（!&&2&5，

全球环境流行病学网）

5]]4]O（<++(：／／̂ ^̂ 6̂ <*6F>+／(C<／ACC>C+／）创 建 于

-,#9年，旨在通过加强教育、培训与环境流行病学的应用研

究来提高发展中国家保护环境卫生的能力。网页特色信息

为："培训资料：提供基于问题的职业与环境流行病学练习。

是一个取材于真实研究的环境流行病学病例集，为流行病学

教师和学生提供一个实用性学习工具。病例集涉及暴露、疾

病和地理区域并介绍了各种研究设计、流行病学概念及学习

的目的，供学生结合流行病学授课和教科书使用。该资料针

对学生与指导教师备有不同的版本，教师版备有答案。此

外，在培训资料栏目中还提供有](FX>I*软件教学模块，以病

例研究实例介绍](FX>I*软件的使用方法。#可持续发展战

略中的卫生与环境：这是 \%R报告《可持续发展战略中的

卫生与环境：地球高峰后的五年》的一个执行摘要。摘选原

报告的数据与表格以及全部结论部分。这些数据、表格和结

论在此仍保持在原报告中的原顺序和标题，以便读者参考阅

读，但未摘录书目信息。$卫生与环境决策分析、关联分析

与 监 测 项 目：由 联 合 国 环 境 计 划（&>F+CK 4@+F*>H
]>DF)*>TC>+@J3)*A)@TTC，&4]3）、美国环境保护办公室（&;
]>DF)*>TC>+@J3)*+CG+F*>$AC>GE，&;]3$）和 \%R联合主办

的项目，它将环境流行病学、人类暴露评估与其他卫生与环

境科学的方法学联系起来，生成数据并分析数据，然后将数

据转换成信息，为环境保护人员提供信息依据，为环境卫生

政策提供信息支持。

（黄亚明 刘树春 郭继军 整理）
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