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淋病奈瑟菌对氟喹诺酮类药物的耐药性

与删m和加厂C基因突变关系的研究

徐金水 王蓓王长娴 郭海健糜祖煌凌健华

·实验研究·

【摘要】 目的 探讨江苏省淋球菌对氟喹诺酮的耐药状况、耐药基因突变型的分布情况及二者

之间的关系。方法采用琼脂稀释法检测淋球菌氟喹诺酮类药物(环丙沙星、左氧氟沙星)的最小抑

菌浓度(MIC)，采用PCR法扩增含有喹诺酮耐药决定区的彩-rA和加形基因片段，并进行测序分析。

结果根据所测MIC，本研究分离的95株淋球菌对环丙沙星100％的耐药；通过测序分析，在54株

淋球菌中检测到刚和抛rC的18种突变形式，地rC基因突变点越多，MIC相对也较高。结论
抛心基因的突变导致淋球菌对喹诺酮类药物的高水平耐药。

【关键词】 淋病奈瑟菌；环丙沙星；耐药性；gyrA基因；抛rc基因

Study on Fluoroquinolone r船istance and the mIationship between r髂istance粕d mutations of gj盱．A粕d

脾rC in Ne泌B—n g硼Dr胁o∞e X【，以卵一奶“i+，W4 NG＆i，WANG C妇偕z如”，GUo Ha巧妇n，M
乙一^“伽g，LING J缸n一^“n．’眈加以m鲫f D，E舡拓m如Z9到，P“6托H如Z搋&矗00Z o，SD“旃∞盯U，ziw坶匆，
Nn力i咒g 2 10009，China

CDr，‘gs加，zdi咒g口“￡^or：WANG B矗，Email：wangbeixb@seu．edu．cn

【Abstract】 Objective To study the phenotypic and genotypic resistance to FluorcIquinolones in

№i跚r缸gD行or砌o∞已(NG)is01ated in Jiangsu province of China．Methods In—vitro，susceptibility teSting

of ciprofloxacin and levofloxacin against ninety—five clinical isolates were detemined by agar dilution

method．Detection of mutation in the g)，rA and户口rC genes was perfomed by polymerase chain reaction

(PCR) assay and sequence analysis． R船ults The clinical iS0lates demonstrated 100％ resistance to

ciprofloxacin．Based on gyrA and户nrC mutations，18 types couId be categorized among the 54 isolateS．

Based on the same gyrA mutations，isOlates with high MIC appeared to have had more mutations in p口以
gene．ConcIusion The status of resistance to ciprofloxacin in NG was quite serious，and cipronoxacin

treatment for the treatment of NG infections in Jiangsu province should not be re∞mmended．The results

frI)m this study suggested that mutations in the户口rC gene had contributed to the development of high

Fluoroquinolone resistance in NG．
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淋病奈瑟菌(NG)是性传播疾病(STD)最主要

和常见的病原体，WHO估计全球每年淋病新发病

例数为6200万。目前，NG对氟喹诺酮的耐药性逐

渐上升，在世界各地都存在氟喹诺酮耐药菌株的流

行[1’2]。为了进一步了解江苏省NG对氟喹诺酮类

药物的耐药情况以及耐药机制，我们对来自江苏省

的95株临床分离菌株进行了氟喹诺酮药物敏感性

检测及耐药基因的研究。
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材料与方法

1．菌株来源：95株NG来自南京、徐州和无锡

地区的性病门诊患者病灶部位，采用法国生物梅里

埃(Biomerieux)的NG T—M培养基进行分离，并经菌

落形态、革兰染色、氧化酶试验及法国Biomerieux

APP淋球菌鉴定系统证实。

2．NG对氟喹诺酮药物的敏感性试验：采用琼

脂稀释法测定最小抑菌浓度(MIC)，按美国临床实

验室标准化委员会(NCCLS)标准进行操作与判

断b o，质控菌株为ATCC49226。环丙沙星

(Ciprofloxacin)为Bayer产品、左氧氟沙星

(Levofloxacin)为Daiichi Pharmaceutical Co．Ltd产
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品，T．M培养基为英国OXOID公司产品，该项试验

在香港中文大学微生物学系实验室完成。

3．gyrA与抛，．C基因片段的扩增与测序分析：

取菌悬液100肚l，离心(10 000 r／min)5 min，弃上清

后加入裂解液50肛l(内含200 ng／ml蛋白酶K)，混

匀，55℃水浴1 h，然后置95℃水浴5 min，离心，上清

液即为NG的DNA模板液。

PCR扩增删rA基因片段的正向引物为：5 7．

GTA CTG TAC GCG ATG CAC GA一37，反向引物

为：5 7．CGA GCC GTT GAC GAG CAG T．37，扩增产

物为372 bp。检测用试剂盒由无锡市克隆遗传技术

研究所提供，按使用说明进行操作，在94℃预变性

2 min，然后94℃30 s一55℃30 s一72℃60 s共循环

35次，最后72℃延长2 min。

扩增加rC基因片段的正向引物为：5 7一GCA

CGC TTC CCA TAC CGA一3 7，反向引物为：5 7一TCC

ACC GTC CCC TGA TTG一3’，扩增产物为410 bp。

PCR反应体系按使用说明进行配置，在93℃预变性

2 min，然后按93℃30 s一55℃30 s一72℃60 s共循

环35次，最后72℃延长2 min。

扩增产物由上海博亚生物技术公司进行测序，

测序引物为正向引物，测序结果用Blast比对法与

GenBank中NG标准株(ATCCl9424)序列进行比较

分析。

4．统计学分析：采用SAS 8．1统计软件对删rA

和艘，C基因突变位点与MIC关系进行统计分析。

结 果

·703·

1．95株NG对氟喹诺酮药物的敏感性：琼脂稀

释法测得结果显示95株NG环丙沙星MIC范围为

1～64 pg／ml，其MIC50和MIC90分别为4肛g／ml和

16弘∥ml。左氧氟沙星MIc范围为o．5～16肛g／ml，

其MIC，。和MIC9。分别为4肛g／ml和8弘g／ml。根据

NCCLS标准判断，本研究分离的NG菌株对环丙沙

星100％耐药；由于没有左氧氟沙星的耐药判断标

准，所以无法确定NG对其的耐药率。

2．删rA与加rC基因突变检测结果：从95株耐

药菌株中随机选取了54株进行gyrA与抛，．C基因

片段的扩增，并对扩增产物进行测序，分析突变位

点；结果见表1。

实验中共检测到5种类型的幻，rA突变，主要

集中在到以编码氨基酸的91和95位氨基酸的改
变，同时发现抛rC基因突变位点较多且相对比较

分散，发生加rC基因突变的位点有11个，其中错

义突变位点为7个，详见表l。

3．∞rC基因突变数量与NG对喹诺酮类药物

MIC的关系：加rC基因突变位点的数目与NG耐

氟喹诺酮药物的水平有一定的关系，为了检验触rC

基因突变数量对MIc的影响大小，我们采用方差分

析比较其对数转换MIC在抛，-C基因不同数量突

变组之间是否在总体上有差异，并用q检验进行两

两比较(表2)。从表2可以看出对于环丙沙星，总

表l g：蚰与∞rC基因有意突变位点分布及相应菌株的MIC的范围
删m突变类型 加以基因编码氨基酸有意突变位点
(氨基酸改变) 29～a 86AsD 87ser 87ser 87ser 8iser 91Gi

分离菌 MIc范围(pg／m1)株数■雨丽匿—ii蕊
A型(91一se广，Phe，95一舡p—Gly) Asn

Arg

B型(91一ser+Phe，95一Asp斗～a)

C型(91一Ser+Phe，95一Asp—Asn)

Asn

Asn

Asn

D型(91．Ser÷Phe，92．舢a—Pro)

E号5；：i专二=警’95一舡p一‰， Arg
102一Gln—叫His)

。u苎

Asn

Asn

Ile

G1y

2～8

2～8

4～8

1～4

2

1～8

4

1～8

2

2

2～8。

1

4～8

16

8～16

4

2

*此处9个菌株只有一个最高为16弘g／m1，另一个最高为8弘g／m1，其余大多为2～4肚g／ml
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体上不同数量的加rC基因突变组间MIC几何均

数差异有统计学意义，两两比较显示MIC的几何均

数在1个与2个触rC突变组间没有显著差异，但

都与没有加rC突变组差异有统计学意义。

表2 加rC基因突变数与NG对喹诺酮类药物MIC的关系

讨 论

20世纪80年代，喹诺酮类药物广泛应用于淋

病的治疗。自90年代出现耐药菌株以来，耐药NG

已广泛传播。南京地区NG对环丙沙星的耐药率从

1994年的2．89％上升至2002年的97．17％¨j。而

本次研究中NG对环丙沙星的耐药率已达到

100％。在短短的10年内耐药率上升了30多倍。

由此可见，曾经作为我国对淋病治疗的推荐药物的

环丙沙星难以适用于临床治疗淋病。

NG对氟喹诺酮类药物的耐药被认为与编码

DNA旋转酶和拓扑异构酶Ⅳ的gyrA和抛rC基因

上的一段核苷酸序列的改变有关，称为喹诺酮耐药

决定区(QRDR)b1。以往的研究发现对氟喹诺酮敏

感的菌株或者野生菌株不存在gyrA和∞，．C基因

QRDR的碱基突变或者仅仅是发生删m上的单位

点突变，发生剁厂A单位点突变的菌株也比没有发

生突变的菌株的MIC要高很多¨1。在此次研究中

没有发现对氟喹诺酮敏感的菌株，所有的菌株都耐

药，在测序分析的54株中都发生了删rA上

91一ser+Phe的氨基酸改变，其中53株还伴随有

删rA上95位氨基酸的改变。同时，发生gyrA基

因突变的菌株大多伴有1～2个抛rC基因的突变，

相对于没有发生抛rC基因突变的菌株其MIC整

体较高。抛rC基因突变主要集中在86～91位氨基

酸上的改变，与删以基因突变相结合，我们共发现

耐氟喹诺酮类药物NG株的18种突变组合类型(不

包括同义突变)。以往的研究发现在删m有12种

突变，抛rC有16种突变类型M‘11|。在此次研究中

发现了删rA基因一些新的突变，导致92一Ala—Pro、

102一Gln—His和抛rC基因中29一Ala—Pro的氨基

酸改变，这些目前尚未见报道。由于这3种新的突

变类型菌株各只有1株，所以无法进一步分析其突

变相对于其他突变类型对MIC的影响大小，在今后

有必要进一步加大样本量来发现和分析这些新的突

变对NG耐喹诺酮类药物MIC的影响。同时文献

报道的有些改变我们也未发现，推测耐药菌株的改

变可能存在一定的地域差异。

在本次研究中我们进一步分析了抛rC基因突

变的数量与MIC的关系，在删rA基因突变数量和

位置相同情况下抛rC基因突变数越多其MIC也越

高，这也进一步说明了抛，一C基因的突变及突变数

目与NG对喹诺酮类药物高水平的耐药有关。

研究还显示具有相同突变类型的菌株其MIC

却相差较大，同时具有相同MIC的菌株其突变类型

也不尽一致，可见，淋球菌对氟喹诺酮类药物耐药可

能还存在其他机制的共同参与，这些均有待进一步

深入研究。
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