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·实验室研究·

80株淋球菌分离株青霉素耐药性与加咒A

及夕。咒A基因的关系
张铁军周晓明 张涛姜庆五

【擒要l目的探讨淋球菌青霉寡耐药性与青霉隶结合蛋白1基因和2基因(p帆A、卿A)突变
的关系。方法采用琼脂稀释法对淋球菌临床分离株进行青霉索敏感性测定，分别运用聚合酶链反

应一单链构象多态性(PcR．sscP)和PcR一限制性片段长度多态性(RFLP)对淋球菌却诅及加以基因

进行分析。结果在检测出的80株淋球菌临床分离株中，所有菌株的加以基因均发生了(Asp

345A)的插人突变，而菌株表现出对青霉素不同程度的耐药性；通过RFLP分析检测出有近93．7％的

菌株发生了加扎A基因第421位氨基酸由亮氨酸变成脯氨酸(Leu421一Pro)的突变。同时研究还表明

所有的PPNG菌株也可同时发生加nA基因的突变．除2例加儿A基因未突变外，94．4％(34／36)的

PPNG可发生加以基因的突变。结论在淋球菌流行株中染色体介导和质粒介导两种方式协同作

用造成了淋球菌对抗生紊的高度耐药性。

【关攮词】淋球菌；青霉素；单链构象多态性；限制性片段长度多态性
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青霉素是临床治疗淋病的经典药物，但是随着

抗生素在临床的广泛应用，过去的几十年里，淋球菌

已形成了多种抗生索高水平的耐药性，青霉素就是

其中之一。淋球菌对青霉素产生耐药机制常与青霉

素结合蛋白(PBPs)有关，其中最主要的是PBPl和

PBP2，它们分别是由基因加以、卿A编码的，当此
基因突变时。可降低它们与8一内酰胺类抗生素结合

力，造成淋球菌耐药“。1。为了解上海地区加nA及
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加以基因的突变与淋球菌对青霉素耐药性的关
系，我们进行了相关研究。

材料与方法

1．材料：

(1)淋球菌菌株：淋球菌样本菌株均为2006年

3月至2006年12月间从上海市某区的3所性病专

科门诊收集，淋球菌标准菌株wHO．A、wH旺D由

中国药品生物制品鉴定所提供。

(2)相关试剂与仪器：①PcR扩增引物、dNTP、

Taq DNA聚合酶、MgCk、lO×PCR buffef(sang。n
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公司产品)。②DNA Marker(上海申能博彩生物工

程公司产品)。聚丙烯酰胺(29：1)，10％过硫酸胺

(1 g过硫酸胺，溶于10 ml ddH20中)，TEMED(N，

N，N，N’，N’一四甲基乙二胺)，4℃保存(上海生工生

物科技有限公司产品)。银染相关试剂购自上海申

能博彩生物工程公司。PcR扩增仪为德国Biometm

产品、BIDRAD电泳仪。

(3)病例资料：共收集前来门诊就诊的病例88

例，成功分离奈瑟淋球菌80例，已婚者占66．3％，未

婚者占33．7％。调查对象平均年龄为33．98岁，其中

2l～30岁组36例，占45．0％、31～40岁组25例，占

31．3％、41～50岁组14例，占17．5％，此三个年龄

组的病例数占全部门诊调查对象的93．8％。本地户

籍者占68．8％，外地户籍者占31．2％。职业分布中，

以工人、干部、民工三者最多，分别占全部病例的

42．5％、11．3％、11．3％。文化程度分布．大学及以

上学历者占40．0％，高中及中专文化占36．2％，初中

文化占20．0％，小学文化占3．8％。

2．方法：

(1)淋球菌菌株的分离与培养：男性病例标本采

自尿道口内3～4 cnl处，女性病例采白宫颈口内1～

1．5 cm处，标本立即接种于改良的T-M培养基上培

养，5％c02，37℃培养24—48 h，菌株经染色、菌落

形态观察和氧化酶试验鉴定后，在淋球菌营养培养

基中进一步纯培养后用于总DNA的提取。

(2)淋球菌对青霉素敏感性测定：采用WHO西

太区淋球菌耐药监测规划推荐的琼脂稀释法，按照

2002年美国疾病预防控制中心淋球菌耐药性实验室

监测方案判断各菌株耐药性情况，即最小抑菌浓度

(MIc)≥2．O旭／nd为耐药，MIc在O．125～1．0旭／“

为中度耐药，MIC≤0．06蛸／IIlI为敏感”’。

(3)淋球菌基因组DNA提取：参考《精编分子

生物学实验指南》”。。

(4)聚合酶链反应一单链构象多态性(PcR．

sscP)对加以基因突变的检测：加nA基因PcR扩
增所使用的上游引物是：5 7一ccG TAA ccG A1rA

TGATCGAAc一3’，下游引物是：5’．TGcATAATG

ccG cGc AcA Tcc3’。反应体系为25叫，依次加

入ddH20、上下游引物(5弘mo“L)、10×PcR buffer

(500 mmoVL KcI、100 mmol／L Tr商Ha)、Mgck

(25 mnlol／L)、dNTPs各2 m啪l／L、，I'aq酶1 u、模板

DNA 2 pl。在PCR仪中按以下程序扩增：94℃

3 min预变性；94℃30 s、59℃30 s、72℃45 s，40个

循环；72℃5 min；4℃保存。SscP分析：将PcR扩

增产物与变性上样液(95％甲酰胺、0．03％二甲苯

青、O 05％涣酚蓝、20 mmoI EDTA)按l：5的比例加

人5“1到微量离心管中，混匀。样品上腔前应98℃

变性lO min，立即放人冰浴骤冷2—3 min。取约2”l

变性样品，以微量加样器上样，电泳、银染显影。

(5)PcR一限制性片段长度多态性(RFLP)对

加以基因突变的检测：①加nA基因扩增引物
加扎A F：5’一GAA AAT GGG GGA oGA CcG TA一3’，

加m4 R：5’一Crr AGA TAA TGC CGC cGA AT．3’。

PcR扩增反应体系为25“l，依次加入ddH20、上下

游引物(5脚ⅣL)、10×PcR buffer(500 mIrl0VL

Kcl、100mmol／L Tris—Ha)、MgCk(25mmol／L)、

dNTPs各2 mmoUL、1’aq酶1 u、模板DNA 2弘1。在

PcR仪中按以下程序扩增：94℃5 min预变性；94℃

1 min、55℃l min、72℃1 min。40个循环；72℃

5 min；4℃保存。PcR产物在1％琼脂糖、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。②RFLP酶

切回收PcR产物：在0．5“离心管中，依次加入适

量的ddH20 7．5 pl，酶切反应缓冲液2出、BsA 2 pl、

PcR产物8“l和适量的限制性内切酶Rf I(上海晶

美生物技术有限公司)，混匀后，将离心管置于37℃

水浴消化2—3 h，电泳观察结果。

结 果

1．淋球菌分离株耐药性测定：青霉素MIc范围

在o．025～16 pg／d，为4 pg／ml，其中耐药株(MIc≥

2．0 pg／Inl)占87．5％(70／80)，中介菌株

(0．125似／ml<MIc≤1．0 pg／m1)占12．5％(107

80)，所有检测的临床分离菌株中无青霉素敏感株

(MIc<O．06 pg／“)；产青霉素酶的菌株(PPNG)36

株，占45．0％(36／80)。

2．PcR扩增加以基因及序列分析：80株淋球
菌临床分离株和标准菌株ATccl9424均能扩增出

加nA基因目的片段，PcR产物经1．5％琼脂糖凝胶

电泳后均呈现一条清晰的特异性带，大小与DNA

标记比较，位置相符(图1)。

根据Ger·BaIlk中的淋球菌敏感株(X54021

G144988)与耐药株(x59632 G1509154)的序列，从

网上BLASr程序结果可知，此2菌株在345位氨基

酸之间相差一个Asp(天冬氨酸)，即敏感株在柳A
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基因上插人了GAC三个碱基(图2)，本研究却诅

扩增的区域正包括此插入位点。对penA基因阿t
扩增产物进行了测序分析，由于所检测菌株未检测

有青霉素敏感株，选择了wHO—A、中介株、耐药株

分别进行了测序，结果显示，WHDA已知对青霉素

敏感，其未发生突变，而对青霉素中介及耐药的菌株

均检测出发生了抛nA基因第345位点氨基酸密码

子的突变(图3)。

3．加mA基因的sscP分析结果：以wHO—A为

阴性对照．以耐药株为阳性对照，对80株临床分离

淋球菌样本加nA基因的目的区域进行PcR扩增，

扩增产物经过sSCP银染分析观察其产生的不同带

型。为了便于分析，用A表示wHDA的构象带型，

B表示突变株的构象带型(图4)。结果显示，所检

·903·

测的80株菌带型均为B型，根据阳性株测序结果可

知，所检测的淋球菌临床分离样本编码菌株PBP2

的基因加以均发生了(Asp一345A)插入突变，菌株
同时表现出对青霉素不同程度的耐受性。

注：M：Pucl9DN刖MIsP(Hp8Ⅱ)Marke“1：w}nA菌株
2：wH旺D菌株：3～10：年同的淋球菌样奉

圈l 淋球菌印柑基因扩增电泳图

图2 淋球莆敏感株与耐药株舯讲基因部分序列BLAsT结果

注：A：wH旺A无突变株；B：中介茁株；c；耐药菌株

围3 淋球菌加，以基因测序结果圈(图中箭头为突变发生部位)
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注：A：无突变株wHO—A的带型；B：突变株带型：1～10：淋球

菌样本株带型

圈4 淋球苗加扎A埘片段sScP电泳图

4．PcR扩增淋球菌加nA基因：对80株淋球菌

基因组DNA用所合成的一对特异引物进行PcR扩

增，所有的淋球菌均能有效扩增出目的片段，PcR

产物经1．5％琼脂糖凝胶电泳后，电泳图谱显示所有

样本均呈现一条清晰的特异性条带，无非特异性产

物条带，对照Pucl9DNA，MIsP(HpaⅡ)Marker可

知道片段大小位置正确，扩增片段约为250 bp

(图5)。

注：M：Pucl9DN～MIsP(HpaⅡ)Mark盯；1～10：不同琳球菌

样本株

围5 淋球菌撕A基因扩增电泳图

5．RFLP对加nA基因突变分析：根据GeIlBank

中的淋球菌加nA基因序列(u72786 G11914827)的

序列，可知本次扩增区域包含了加以基因易发生
突变的第1261个碱基，此处常常可发生一个T+c

碱基突变，导致第42l位氨基酸由亮氨酸变成脯氨

酸(Leu421一Pro)。根据此突变用primer premier

5．O对扩增片段序列进行分析，寻找酶切位点，加以
基因该扩增片段有一个A#I酶切位点，当菌株

加，lA基因此位点未发生突变时，所扩增的片段可

以被＆I酶切成两个片段大小分别为94 bp和

156 bp，当此处有突变发生时，则不能被R￡I酶切。

本次以敏感株wHO．A为阴性对照，以耐药株为阳

性对照，电泳图谱见图6，结果显示80株临床分离

株中有93．7％(75／80)发生了突变，有5株未发生突

变，包括2株PPNG株，对青霉素MIc为16mg／L；

另有3株非PPNG株，对青霉素的MIc分别为

1 mg／L、2 Ing／L、4 mg／L。

注：M：Pucl9DNA，MISP(H阻Ⅱ)Marker；A：wHo-A；c：阴性

对照；l～10：琳球菌样本

囤6 淋球菌声哪以基因RFLP电泳图谱

讨 论

本实验采用PcR—sscP、PcR．RFLP技术对淋

球菌加以、加nA基因突变进行研究。PCR—SScP
原理是根据单链DNA常常呈复杂的空间折叠构

象，这种立体结构主要是其内部碱基之间的分子相

互作用力来维持的，当有某一个碱基发生改变时，会

影响其空间构象，再通过非变性的聚丙烯酰胺凝胶，

可以非常敏锐地将构象有差异的分子分开，由于该

方法对点突变的检测是通过凝胶条带的变化而不是

通过信号的缺失体现，因此不存在假阳性的结果，但

可能出现假阴性结果，后者是由于点突变引起的空

间构象变化甚微，迁移率相差无几所致，尤其是点突

变发生在扩增片段的两端时。如果有阳性和阴性对

照，结果可以重复确定的突变带是可信的，如果没有

阳性对照．应经测序来确定其是否为突变带。SSCP

电泳带型没有一个固定的模式，可以是三条四条甚

至是更多条带，但只要有一条单链与野生型标准单

链有明显的泳动变位，就能证明该序列存在突变。

因为SSCP分析的敏感性取决于DNA片段的长短，

当DNA片段长度较短时，DNA的突变对其空间构

象的影响更为明显，因此本实验扩增加以基因最
常发生突变的180 bp，如果是有突变株，则会因为插

入三个碱基(GAc)而成为183 bp，然后利用sScP

检测扩增产物有无插入突变，结果显示检测淋球菌

均为阳性，可认为检测的淋球菌均为突变型。而

RFLP对淋球菌加，徂基因的已知突变进行检测，

是根据加，徂基因的扩增产物经过酶切后会显示不
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同的片段长度多态性来进行判断的，当未发生突变

的菌株均可以被酶切成157 bP、94 bp两个片段，而

突变株则不能被酶切，电泳结果只显示长度为

250 b口的条带。

有研究资料表明PBP2对青霉素的亲和力改变

足淋球菌染色体介导对青霉素耐药的一个最主要机

制．当编码基因加nA发生插入突变后，在PBI)2转

肤酶的结构域插人一个天冬氨酸，对降低PBP2与

青霉素亲和力起着重要作用，使青霉素对细胞壁的

酰化速度下降4～5倍，因此起到了增强细菌的耐药

性的效果，这个突变常常认为是淋球菌染色体介导

对青霉素耐药的首要步骤，有学者发现在染色体介

导耐药的淋球菌菌株和一些中介的淋球菌菌株中，

100％检测出有此位点的突变”1，本次研究结果与国

外基本一致，我们所检测的临床分离均为对青霉素

耐药或者中介菌株，所有检测的菌株(包括PPNG)

均有青霉素结合蛋白编码基因加以上Asp一345A
密码子的改变，降低了PBP2与青霉素的亲和力，造

成对青霉素的耐药性，进一步证明了加以基因突

变与青霉素敏感性降低存在密切关系。

国外有研究发现，在地nA基因介导淋球菌对

青霉索耐药的同时，高水平的青霉素耐药还与PBPl

对青霉素亲和力下降有关，加A基因对于青霉素
耐药也是一个重要的补充，淋球菌染色体介导的耐

药株中加，以基因的编码序列中往往只在第421位

密码子发生突变，使第42l位氨基酸由亮氨酸变成

脯氨酸(Asp421一Pm)，这是目前为止在加以基因
上检测到的惟一一个点突变，这一改变使得突变菌

株与野生型菌株相比PBPl与青霉素的亲和力下降

3～4倍”’8’91。我们用RFLP对此位点进行了酶切

鉴定，发现在本次分离的临床菌株中在此位点发生

突变的比例也相对较高，而野生敏感株未发生该位

点的突变。

综上所述，在上海地区淋球菌临床分离株中青

霉素的耐药性十分严重，且无论是PPNG或者是非

PPNG株，100％可以发生抛诅基因的突变，而且

绝大多数(近93．7％)的菌株中也同时会伴有加nA

基因的点突变，说明了在上海地区的淋球菌中同时
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存在质粒介导和染色体介导的青霉素耐药性，耐药

菌株发生了染色体耐药基因突变的同时，也会携带

耐药质粒，此二者共同造成了淋球菌对青霉素耐药

性的流行，今后在上海地区淋病的预防和控制用药

应当充分考虑淋球菌流行株的这一特点。

参考文献

[1]Gord帆E．Mo吡N．Du*E，et缸The cqstd吼ructu弛of tI”

pe“cinm-bindi“g pfUl画n 2x h曲l＆r印f“_。比埘p，wM舶帅i雠and jts

粒¨e舵yme k盯n：impU曲d叩缸dn曙r謦istat”e J Mol I黼，

2000，299(2)：477_485．

[2]Fbn协na R，G。rnagh G，G∞5聃to A，et缸The pemctl“m“nding

p似d越i T盯g啦3 f龊 be旭·hc乜【Il衄tmhi嚣ac【㈥d
de№nniTIan协of r商咖n∞．19i印e Moder衄，1999．112 suppl 1：

S183—196．

f3]R0pp PA，Hu M，01鹤ky M．毗d Mu诅tio珊in p口，王A，the gene

∞coddT％pe面cIuln-b抽dmg prot百n 1，and㈣l kEus，御Ct

a北requl础 in J‰ls帮r缸gp嘶r^喇．AntImkrob Agem8

Chem。th，2002，46【3)：769—777
[4]Malakllo姐Mv，Ver朗hc崦inVA，IrimEN，et0 ArId埘5 of

g曲edc marke鹅of N 90邶mo螂r髑ma眦e to be抽一lac【am

姐nKotm，Buu E即商d Med，2006，141(5)：610一615．

[5]Nationd∞mmlttee fof dillicd laborB呻m明dard5 PerformⅢ1ce

s伯ndards fof aⅡtimicrobi丑l sL日ceptibiIity te蚍ir堰： twelhh

intelmtiond 8uppl锄朗t Wayne． PA M100一S12． N(℃Ls，

加02。22(1)；53-55

【6]奥斯伯，布伦特，垒斯，等著f『颜子颖，王海#．金冬雁。译精缩

分子生物学实验指南．北京：科学出版杜，1998：39-40

[7]Tirod|m∞I， Tzel印I E， Kats。Il舒蛐po山s vc． P枷c-mn一

“nd；rIg prDt画n 2鲫船of chromo∞【IldlPmedia他d pmkim卅

fesm擅nt j惦，馨r妇gD≈。mo∞c I∞m G黼㈣P踊遮g南f∞d。n
A咿345A J Antimicrob CheInoth口．1993，32(5)；677—684．

[8]Ameyama s，or岫de蛆s．1幽Ilata M。et d Mosmc—Hke smlct雠

ofpe血ciIljn-Hndjng p埘ein 2 g印e(加，徂)iIl diTIicd i∞ht∞。f

M娜r缸即邶rr知出d with捌uced心eptibiIlty幻cen㈣
Annm"t曲Ag∞ts chemother，2002，46(12)：3744—3749

[9]shig呷ura K，sKmkawa T，M出面N．e【d．Pf髑ence of a

n眦砒ion in加nAl。f№fs鲫血印肿刑一innum册u3 cl“cal

I 3蛳pb re幽canc沁va一。u5 beta—l舵t明Ⅶ趿d oth盯，3c瑚nur越ly

unrd札ed。a力tImK∞b池．J ln壬e吐ehe“∞tller．20∞．1“5)：226

230．

(收稿日期：2007_03．15)

(本文编辑：尹廉)

 


