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上海市浦东地区淋病奈瑟菌分型与
耐药性的相关分析

张铁军 张颖华 张涛 任燕华 周晓明 俞顺章 姜庆五

·实验研究·

【摘要】 目的 了解上海市浦东地区淋病病原体奈瑟双球菌的不同基因分型及各基因型与耐药

性之间的对应关系。方法 运用随机扩增多态性DNA(RAPD)指纹图谱对78株分离自不同患者淋

球菌菌株进行区分，从分子水平对淋球菌进行基因分型，并在此基础上探讨不同的基因分型与耐药性

之间的关系。结果 78株淋球菌分离株RAPD图谱上相似，但各菌株基因图谱之间有明显不同

DNA多态性，可将菌株区分为I、Ⅱ、Ⅲ三种基因分型，对此三种基因分型与A、B、C、D四种不同的耐

药类型进行对应分析，发现耐药类型与基因型别之间存在对应关系。结论 通过研究发现浦东地区

淋球菌流行株有着不同的耐药特点及基因型别，耐药性与不同的基因分型之间存在着一定相关性。

【关键词】淋球菌；基因分型；流行病学，分子
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【Abstract】 Objective Using molecular epidemiology methods to investigate relationship between

genotypes and drug—resistance of ，z8i船8r缸(N．)go札orr^o∞8 in Shanghai area． Methods A random

amplified p01ymorphic DNA(RAPD)fingerprint method at the molecular level was used to di“erentiate the

strains which were isolated from the outpatients of sexually transmitted disease clinics． The sensitivity to

antibiotic of the 78 N．gDnor，彘。已n已 strains on 9 different antibiotics was tested and the relationship

between di“erent genotypes and phenotypes was studied．ResuIts Selected RAPD primer could give out a

group of amplification polymerase chain reaction bands with Some main segments common to all the N．

gDnorr矗。阳已strains tested and some segments were different among the N．gD札orr矗。阳P strains．A儿the 78

N． gD卵or砌D∞g strains∞uld be classied as three different groups(工，Ⅱ andⅢ)．The strains could alS0

be distinguished as four types(A，B，C and E))according to drug—resistance status．Using correspondence

analysis method，the relationship between the three genotypes and four resistance types c叫ld be identified．

C仰cl吣i叫 RAPD fingerprint seemed a useful genotyping method and could be used for molecular

epidemiological studies．

【Key wm．ds】NPi5靶r妇gD加r施o∞P；Genotype；Epidemi0109y，molecular

淋病是目前世界上发病人数最多的性传播疾病

之一，从早期使用抗生素治疗以来，淋球菌经历了对

抗生素敏感性不断改变的过程，过去的20年淋球菌

对曾使用过的抗生素先后出现了高水平耐药u卫1。

目前对抗生素耐药的淋球菌正成为一个不断增长的

公共卫生课题。本文运用分子生物学的方法对淋球

菌菌株进行基因分型，并研究淋球菌菌株的基因型

别与耐药性类型之间的相关关系，为淋病的预防控
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制提供科学依据。

材料与方法

1．材料：

(1)标准菌株：淋球菌标准菌株WHO—A、wHo—

B、wHO—C、wHO—D由中国药品生物制品鉴定所提

供。PPNG、TRNG标准菌株由上海市皮肤性病医

院检验科惠赠。

(2)仪器：PCR扩增仪为德国Biometra产品；一

次性成像系统系pharmacia biotech产品。

(3)试剂：随机扩增多态性DNA(RAPD)任意引
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物、dNTP、Taq DNA聚合酶、MgCl2、10×PCR

buffer为Sangon公司产品；DNA Marker上海申能

博彩生物工程公司产品。

(4)抗生素：青霉素钾、头孢三嗪、四环素、多西

环素、氧氟沙星、诺美沙星、环丙沙星、阿奇霉素和壮

观霉素购自卫生部中国药品生物制品检定所。

(5)样本菌株的分离：上海市浦东新区选择全区

内不同地理位置的5所二级甲等医院中的性病专科

门诊，收集其前来就诊的门诊病例，采集淋球菌样

本，男性患者由尿道3～4 cm处采样，女性患者由宫

颈1 cm处采样。

(6)病例资料：共收集前来就诊门诊患者102

例，成功分离病原体奈瑟淋球菌78例，其中男性病

例70例、女性病例8例；已婚者52例(66．7％)、未

婚者26例(33．3％)；年龄分布：<20岁组3例

(3．8％)、20～岁组70例(89．7％)、50～岁组4例

(5．1％)、>60岁组1例(1．3％)；职业分布：工人35

例(44．9％)、干部10例(12．8％)、民工9例

(11．5％)、无业人员8例(10．3％)、服务人员4例

(5．1％)、其他人员12例(15．3％)；地区分布：本市

患者55例(70．5％)、外地患者23例(29．5％)。

2．方法：

(1)细菌接种与培养：GC培养基(Oxiod英国)

+10％无菌脱纤维羊血配制成改良Thayer-Martin

培养基，在5％Co，37℃培养24～48 h，菌株经染色、

菌落形态观察和氧化酶试验鉴定确定为淋球菌后，

在淋球菌营养培养基中纯培养。

(2)淋球菌基因组DNA制备：CTAB法取

1．5 ml eppendorf管加入TE缓冲液，挑取单克隆淋

球菌落，混匀，加入10％的SDS及20 mg／ml的蛋白

酶K于37℃温育1 h。加入5 mol／L NaCl和CTAB／

NaCl溶液，混匀，于65℃温育10 min，标准酚一氯仿

抽提，将上清液转入新管中，加入0．6体积异丙醇沉

淀DNA，离心，70％乙醇洗涤沉淀，TE溶解一20℃

保存‘3|。

(3)淋球菌流行株耐药性测定：wHO A、B、C、D

及PPNG和TRNG标准菌株作质控，9种抗生素的

浓度范围分别是：青霉素钾O．0078～16．0 mg／L、头

孢三嗪0．002～2．0 mg／L、四环素0．0078～

16．0 mg／L、多西环素0．0078～16．0 mg／L、环丙沙

星0．002～16．0 mg／L、氧氟沙星0．0078～

16．0 mg／L、诺美沙星0．0078～16．0 mg／L、阿奇霉

素0．0078-~1．0 mg／L、壮观霉素2．0～256．0 mg／L。

按照美国疾病预防与控制中心(CDC)淋球菌耐药性

实验室监测方案判断各菌株耐药性情况¨1。

3．PCR扩增：任意引物为S29 5’

GGGTAACGCC一3’(上海生工生物工程技术有限公

司合成)进行RAPD扩增。反应体系：总体积为

25 p1，力Ⅱ入ddH20、RAPD弓I物(5牡mol／L)、10×

PCR buffer、dNTP 0．2 mmol／L、Taq酶1 U、模板

DNA 2"l。扩增反应程序为92℃2 min预变性；

92℃1 min、37℃1 min、72℃1 min 40个循环；4℃

保存反应产物。

4．制胶与电泳：使用1％琼脂糖电泳缓冲液电

泳体系、0．5弘g／m1溴化乙锭、6×加样缓冲液：30％

甘油，5 mmol／L乙二胺四乙酸，0．5％溴酚蓝，取

10肛l PCR产物加入上样缓冲液2．5牡l，在1～

10 v／cm凝胶的电压下进行电泳，约50～60 min，当

加样缓冲液中的溴酚蓝迁移至足够分离DNA片段

的距离时，关闭电源，于紫外灯下观察成像。

5．统计学分析：所有资料在SPSS 11．0软件建

立数据库，并对流行株耐药性及基因分型资料进行

Correspondence分析。

结 果

1．RAPD指纹图谱分型：对所有测试的78株淋

球菌菌株进行指纹检测和图谱比对、归纳，经S29号

任意引物扩增出RAPD片段数约1～8条之间，略去

弱条带后，只计强条带，得到有效扩增片段数为1～5

条。该78株淋球菌菌株多有两条1000～1250 bp间

的主条带，各种带型之间具有较高的相似性(图1)。

可将所有菌株归为三种RAPD指纹，图1中工型

(如2、4、6、8、10、11、12、13、15号)，Ⅱ型(如3、5、7、

9、14号)，Ⅲ型(1号)，在所有测试的78株淋球菌菌

株中工型占44．9％(35／78)，Ⅱ型占52．6％(41／78)，

Ⅲ型2．5％(2／78)，且此三种基因型别菌株的分布与

患者年龄、性别、职业等无明显相关。

2．流行株的耐药性情况：经过78株淋球菌流行

株对9种临床常用抗生素耐药性进行监测表明，目

前淋球菌菌株的耐药特征可以分为大致四种：A只

对大观霉素、头孢曲松敏感，对其余抗生素均耐药；

B对大观霉素、头孢曲松敏感，强力霉素中度敏感，

对其余抗生素均耐药；C对大观霉素、头孢曲松敏

感，青霉素、四环素类(包括)强力霉素中度敏感，对

其余抗生素均耐药；D对大观霉素、头孢曲松、阿奇

霉素敏感，对其余抗生素中度或完全耐药。此四种
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主要耐药种类与基因分型情况见表1。

M：Marker；1～15：分别为1～15号淋球菌菌株所产生的RAPD

指纹图谱

图l 部分不同淋球菌菌株的RAPD指纹图谱

表l 4种不同耐药类型菌株的耐药分型

注：I、Ⅱ、Ⅲ为三种不同的基因分型

3．不同耐药类型与基因分型之间的对应分析：

(1)将4种不同的耐药类型与三种不同耐药基

因型的数据变换后，得其协方差矩阵的第一个特征

根累积方差贡献率已达到70％以上，总的x2为

41．58，即第一维惯量值为0．386 87，占总信息量的

72．58％，第二维惯量为0．146 14，占总信息量的

27．42％，此二维特征可以完整表达两变量间的信

息，并且观察时以第一维度为主。按照特征值累积

贡献率0．9以上选取主因子，可选出两个主因子，及

可知耐药类型及基因型别所选主因子上载荷量。四

种耐药类型在两个公因子上负荷可表示为：A=

一0．650 Diml —0．040 Dim2：B=1．033 Diml—

0．249 Dim2；C=一0．464 Diml—0．106 Dim2；D=

0．602 Diml+3．055 Dim2。

三种不同基因型别在两个公因子上负荷可表示

为：工=一0．867西m1+0．087 Dill】2；Ⅱ=0．676 Diml—

0．253 Dim2；Ⅲ=1．315 Diml+3．669 Dim2。在以

Diml与Dim2作为横坐标与纵坐标的直角坐标系

中，每一个耐药类型就是一个点，如：A点的坐标为

一0．6050、一0．040等，同理可知，基因型别的因子负

荷情况。

(2)根据因子负荷情况可作出耐药类型与基因

分型的对应分析图(图2)。在聚合图上，综合第一

维(Diml)和二维向量(Dim2)可以看出A与C相距

较近，说明他们在各基因型别的分布上较为一致，离

A、C较近的点是I，与Ⅱ、Ⅲ相距较远，可以看出他

们表现主要集中在基因型别1上，而在其他两型不

明显，同理也知B与Ⅱ相近，基因型Ⅱ的表现主要

集中在B上，基因型Ⅲ与D点在此二维图标中并不

是十分密切。

图2 淋球菌耐药性与基因分型的对应分析图

讨 论

RAPD是由williams等”o与Welsh等M1建立的

一种分子生物学方法，是建立在PCR技术之上的一

种分子标记方法。该方法是以一系列9～10个不同

碱基随机排列的寡聚核酸单链为引物，对于所研究

的基因组DNA进行扩增，由于10 mer的复杂性相当

于106 bp，故从一般复杂度为107～109 bp的微生物

到人类基因组都能有效扩增出来，扩增产物通过聚

丙烯酰胺凝胶或者琼脂糖凝胶电泳分析，经EB染

色来检测扩增产物的多态性。RAPD操作比较简

便，其指纹图谱能够提供充分的基因组信息，目前

RAPD技术已被广泛用于生物学物种鉴定和基因分

型研究，国内有学者应用该方法成功地对5种奈瑟

菌进行RAPD分型，并能够将淋球菌进一步细分为

3个群‘引。

在本次研究中运用RAPD技术对上海地区淋

球菌菌株进行了基因分型，并研究耐药性与其基因

分型之间的相关性。研究发现，上海地区淋球菌菌

株可以归为三种相似的RAPD指纹图谱，菌株有着

相同的主条带，但指纹图谱有着明显的区别，鉴于此

结果，可以从基因水平上对淋球菌菌株进行区分；基

因组的某些区域发生DNA的片段的插入或者缺

失，或者碱基突变，可以造成特定的结合位点发生变

化，而使PCR的产物增加或者减少，发生分子量的

变化，通过任意引物对淋球菌进行扩增，就可以发现

不同菌株之间的差别，从而进一步区分型别，这些条
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带的差别可以用来证明和归类不同菌株，进而与菌

株的一些流行病学特征(如感染力、耐药性等)进行

联系。目前以工、Ⅱ两种基因型别为主的淋球菌是

上海浦东地区流行株，它在性活跃人群(20～49岁)

中广泛传播；进一步经过对淋球菌耐药性检测，发现

上海浦东地区淋球菌菌株耐药性严重，除对大观霉

素、头孢曲松敏感以外，对其他抗生素均呈较高程度

的耐药性。对菌株耐药表型与基因分型进行进一步

对应分析，表明耐药类型与基因型别之间对应关系

达到较显著水平，按照特征值累积贡献率O．9以上选

取两个主因子，并根据耐药类型及基因型别因子载

荷矩阵作出二维聚合图，显示出不同的基因型别与

耐药型别之间有一定关联，以I、Ⅱ两种基因型及

A、B两种耐药类型为主的淋球菌是耐药性强的淋

球菌菌株，从研究得到的资料看来，多重耐药的淋球

菌是上海浦东地区主要的流行株，是今后淋病防治

工作的重点与难点。
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新疆自治区喀什地区35岁以上维吾尔族人群

超重和肥胖的现况调查

陈长春 王丽 牟小梅

通过对新疆维吾尔自治区喀什地区35岁以上维吾尔族

人群超重率和肥胖率的调查，并与近年来我国中年人群超重

率和肥胖率的资料进行比较，对维吾尔族中年人群超重和肥

胖的现况进行了初步探讨。

1．对象与方法：①收集2004年1—6月来南疆医院体

检，以及南疆医院在喀什地区各县乡巡诊义诊人群数据资

料，采用随机整群抽样法抽取14个乡(或单位)作为调查点，

筛选35岁以上维吾尔族人群，按照随机化原则随机抽取男

女各1500人的数据进行肥胖率和超重率的调查，年龄35～

75岁。②诊断标准及数据处理，根据wH0制定的体重指

数(BMI)标准u1：BMI≥25 kg／m2为超重，BMI≥30 kdm2为

肥胖。结果用sPSS软件进行统计学分析。

2．结果与分析：①男女性BMI比较：超重率男女性各为

62．09％和77．10％，肥胖率各为18．12％和29．03％，差异有

统计学意义(P<0．05)。②按年龄组分布的超重率和肥胖率

比较：调查人群中总的超重和肥胖的发生率分别为69．60％

和23．57％；35～44岁组最低，分别为23．34％和11．09％；

55～64岁最高，分别为87．85％和36．23％；差异有统计学意

作者单位：844000喀什，武警新疆总队南疆医院检验科
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义(P<0．05)，65岁以上年龄段超重和肥胖率有所下降。③

调查结果表明，该地区维吾尔族人群超重率和肥胖率分别为

69．60％和23．57％，与武阳丰等在1998年我国中年人群超

重率和肥胖率调查研究相比明显偏高，主要集中在55～64岁

年龄段。在新疆的人口分布中，大部分为维吾尔族，喀什地

区是维吾尔族聚集地，饮食结构较单一，主要以面食、肉类和

奶制品为主，喜饮酒，可能是导致超重和肥胖的主要原因，是

否存在先天性因素，有待于进一步研究。在本次调查中还发

现，中年维吾尔族人群中，女性的超重和肥胖率均高于男性，

可能与婚后的维吾尔族妇女较少参加田间劳动和户外活动

的民族习俗有关。由于肥胖和健康密切相关，又使多种疾病

发生的机会大大增加，因此，积极干预肥胖的后天因素和对

民族地区普及相关的医疗保健知识，已成为新疆地区广大医

务工作者重要的公共卫生课题。
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