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无锡地区淋病奈瑟菌!"#$%基因

分子流行病学研究

糜祖煌 秦玲

【摘要】 目的 调查无锡地区淋病奈瑟菌株!"#$%基因流行情况。方法 参照国外的!$内酰

胺酶阳性的淋病奈瑟菌菌株内含!"#$%基因的质粒序列，自行设计淋病奈瑟菌!"#$%基因的半套

式聚合酶链反应（&’()*’+,’-./0）检测方法。并对1221年%"%2月自无锡地区分离的%34株菌进行

检测。结果 %34株淋病奈瑟菌临床分离株中有%56株为!"#$%基因阳性，阳性率为72869。%株

无锡地区分离株的!"#$%基因半套式./0产物，经:;<测序与核酸库登录的!$内酰胺酶阳性的淋

病奈瑟菌质粒=><7序列339同源。结论 含!"#$%基因的淋病奈瑟菌株是无锡地区的流行株。
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淋病奈瑟菌（+4-884:-’)3(3::&34’4，;H）获得内

含!"#$%基因的质粒可表达!$内酰胺酶，从而表现

为对!$内酰胺类抗生素耐药［%］。此类菌也曾称为产

青霉素酶的淋病奈瑟菌（..;R）。国内有关;H临

床分离株的!$内酰胺酶活性和质粒谱分析已有报

道［1，5］，但;H临床分离株的!"#$%基因的分子流

行病学研究尚未见报道。我们根据国外报道的具!$
内酰胺酶活性;H临床分离株质粒中!"#$%基因序

列［%，?］，自 行 设 计 了 半 套 式 聚 合 酶 链 反 应

（&’()*’+,’-./0，&*./0）检测体系，对%34株1221
年%"%2月分离自无锡地区;H进行了!"#$%基因

检测，现将结果报道如下。

材料与方法

一、材料

%8;H临床分离株：均为1221年%"%2月自无

锡地区淋病患者分离，共%34株。将临床标本拭子

作者单位：1%?21@江苏省无锡市克隆遗传技术研究所

在培养基平板上划线后，置于49/Q1环境，54U培

养?6&，取可疑菌落作涂片形态学鉴定，同时作氧化

酶试验，糖发酵试验和;HM==S基因./0检测，后

三项检查均阳性者列入本研究对象。

18!$内酰胺酶阳性与阴性的;H株：!$内酰胺酶

阳性、青霉素耐药的;H（/V1221%6株）；!$内酰胺酶

阴性、青霉素敏感的;H（/V12215?株）均由常州市

妇幼保健院检验科提供。

二、方法

%8;H!"#$%基因&*./0引物设计：从美国国

立生物信息中心（网址：OOO8*MW)8*G(8*)&8HCL）核

酸库 中 含!"#$%基 因 的 ;H质 粒=><7、=P:?和

=<X6?／?%7:;<序列（基因存取号分别为#5@4?5、

Y1257?和Y12?11）。在!"#$%基因序列的保守区

自行设计引物.%、.1、.5。其中.%、.1 用作外套扩

增，.5、.1用作内套扩增，最终扩增产物长454W=。

引物序列：.%：4’$<R!，!<!，/!<，/</，R</，RR$
5’；.1：4’$RR/，R!<，/!<，!!/，</!，/!$5’；
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!"：#’$%&%，’&(，%(&，&&&，’(’，&’$"’。

)*外 套 扩 增 体 系（已 优 化）：引 物 !+、!) 各

,*#!-./／0，12’!3 各 ),, !-./／0， 4&/
+,--./／0，（ 256 ）)786 9--./／0， :;&/)
)--./／0，’<=3$5&/（>5?*,）+,--./／0，2!6,
,*#@，’ABC2(聚合酶+D。总反应体积),!/，其

中模板液#!/。热循环参数为：?6E预变性)-=F，

?6E变性",3!##E复性",3!G)E延伸H,3，共",
周期。最后G)E延长至#-=F。

"*内套扩增体系（已优化）：除将引物!"替代

!+外，其余均与外套扩增体系相同。

6*2;分离株处理与模板液制作：用竹签挑取

2;菌 落 置 入 内 含+,,!/蛋 白 酶 4溶 液（浓 度 为

),,F;／-/，,*#@非 离 子 去 污 剂 2!6,配 制 ）的

,*#-/离心管中，##E消化+I，?#E灭 活+,-=F。

离心（+,,,,<／-=F）",3，上清液即为外套扩增的模

板液。

#*’J:$+基因IF!&K实验步骤：挑菌制作模

板液!外套扩增!用),,!/纯水稀释外套扩增产物

（制作内套扩增模板液）!内套扩增!凝胶电泳!紫

外仪观察，出现#"#L>目的条带者，判’J:$+基因阳

性（IF!&K实验全流程需一个工作日）。

H*IF!&K产物C2(测序：对"$内酰胺酶阳性

2;（常 州&M),,)+9株）和 随 机 抽 取 的 无 锡 地 区

’J:$+基因+例阳性株的IF!&K产物进行了双脱

氧末端终止法测序。测序引物为!)。测序在美国

(NO"GG型测序仪上进行。

结 果

"$内 酰 胺 酶 阳 性 2;（常 州 &M),,)+9株）经

’J:$+基因IF!&K扩增出现#"#L>的目的条带，而

"$内酰胺酶阴性2;（常州&M),,)"6株）无任何条带

出现。无锡地区+?#株2;临床分离株经’J:$+基

因IF!&K扩增，+"9株呈阳性，阳性率为G,*9@。

图+为’J:$+基因IF!&K扩增产物电泳图。"$内

酰胺酶阳性2;（常州&M),,)+9株）和无锡地区一

2;临床分离株的IF!&K产物经C2(测序二者序

列完全相同，与>P(G质粒（基因存取号:"H#6"）相

应部位序列比较，二者同源性达??@。

讨 论

2;耐"$内酰胺类抗生素的机制有二种。一是

+：常州&M),,)+9株；)：常州&M),,)"6株；

"，H：标本阴性；6，#：标本阳性

图! 2;株’J:$+基因IF!&K扩增产物电泳图

获得内含’J:$+基因（长+,G6L>）的质粒，所表达

的"$内酰胺酶能水解"$内 酰 胺 类 抗 生 素（如 青 霉

素），为质粒介导的耐药；二是2;染色体上调控青

霉素结合蛋白)（>QF=R=//=F$L=F1=F;><.SQ=F)，!N!)）

的>QF(基因发生突变导致!N!)结构异常，与"$内

酰胺类抗菌素亲和力下降所致的耐药，为染色体介

导的耐药［#，H］。其中前者更易传播。自),世纪G,
年代后期首次发现产"$内酰胺酶的2;以来，世界各

地均有报道。中国对2;临床分离株"$内酰胺酶监

测发现产酶株逐年上升［#］。我们对),,)年+#+,
月份 分 离 自 无 锡 地 区 的+?#株 2;’J:$+基 因

IF!&K检测示+"9株呈阳性，阳性率达G,*9@。表

明含’J:$+基因的2;已是当地的流行株。同时从

遗传学角度证实"$内酰胺酶类抗生素已不是本地区

2;感 染 的 有 效 治 疗 药 物。国 内 2;’J:$+基 因

IF!&K产 物 C2(测 序 显 示 与 美 国 株 高 度 同 源

（??@）。本次2;分离株的’QS:（四环素耐药）、

%T<(（喹诺酮耐药）、+H7<K2(（大观霉素耐药）等

基因的分子流行病学研究正在进行中。
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