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【摘要】  目的　探究淋病奈瑟菌rpsE基因新突变介导高水平大观霉素耐药及其对细菌生物适应度的影响。方法　采

用大观霉素培养基，筛选出自发突变的大观霉素耐药的淋球菌株，并进行最低抑菌浓度（minimum inhib i tory

concentrations, MIC）测定和rpsE基因测序鉴定。采用滴板法和绘制生长曲线，探究耐大观霉素淋球菌的生长速率变化。

采用体外竞争实验，探究在不同质量浓度大观霉素条件下，耐大观霉素淋球菌的生物适应度变化。 结果　成功筛选到由

rpsE基因新突变（88_90delGTT）介导的高水平耐大观霉素淋球菌株，命名为NG-SPTR。相对于野生菌株，NG-SPTR的生长

速率降低（OD值比较，P<0.05）。在不含抗生素及低质量浓度大观霉素（≤16 μg/mL）条件下，突变株在竞争实验中竞争指

数（competitive index, CI）<1。在32 μg/mL大观霉素条件下，突变株在竞争实验前期CI<1，在后期（18 h后）逐渐升至>1。

在≥64 μg/mL大观霉素条件下，突变株CI>1。结论　淋球菌rpsE基因发生88_90delGTT突变能介导高水平大观霉素耐药，

该突变会导致细菌出现适应度代价；突变株的生物适应度受不同质量浓度大观霉素的影响。
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[Abstract]   Objective　 To investigate the role of a novel rpsE gene mutation in mediating high-level spectinomycin
resistance  in Neisseria  gonorrhoeae and  to  evaluate  its  effect  on  the  biological  fitness  of  the  bacteria. Methods　
Spectinomycin-containing medium was used to screen for Neisseria gonorrhoeae strains with spontaneous mutations that
conferred spectinomycin resistance. Minimum inhibitory concentrations (MIC) were determined, and the rpsE gene was
sequenced. Changes in the growth rates of spectinomycin-resistant strain were assessed using the drop plate method and
growth  curves.  Additionally, in  vitro competition  experiments  were  conducted  with  spectinomycin  at  different
concentrations  to  assess  changes  in  the  biological  fitness  of  the  spectinomycin-resistant  strain. Results　A Neisseria
gonorrhoeae strain with high-level spectinomycin resistance mediated by a novel rpsE gene mutation (88_90delGTT) was
successfully  identified  and  designated  NG-SPTR.  Compare  with  the  wild-type  strain,  the  NG-SPTR exhibited  reduced
growth  rate  (optical  density  [OD]  comparison, P <  0.05).  In  addition, in  vitro competition  experiments  showed  a
competitive  index  (CI)  <  1  in  gonococcal  base  liquid  (GCBL)  without  or  with  low-concentration  spectinomycin  (≤
16 μg/mL). In the GCBL with 32 μg/mL spectinomycin, the CI value gradually increased from < 1 before 18 h to > 1 after
18 h. The mutant strain showed CI > 1 in GCBL with spectinomycin concentrations ≥ 64 μg/mL. Conclusion　 The rpsE
gene mutation  (88_90delGTT)  mediates  high-level  spectinomycin  resistance  in Neisseria  gonorrhoeae,  and  imposes  a
fitness cost on the bacteria. The biological fitness of the mutant strain is influenced by the concentration of spectinomycin.
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淋病奈瑟菌（Neisseria gonorrhoeae）又称淋球菌，是引

起人类淋病的病原体。当前淋病治疗方案中，最重要的

一线药物为头孢曲松。自2009年以来，世界各地不断分

离到头孢曲松耐药的淋球菌临床株，导致头孢曲松治疗

失败病例越来越多[1-4]。对于头孢曲松治疗失败的淋病病

例，WHO及我国推荐的治疗方案中均包括肌注大观霉素

2 g[4]。在此形势下，大观霉素在淋病治疗中的作用越发

重要。

大观霉素是一类氨基环醇类抗生素（aminocyclitol

antibiotic），能与细菌核糖体16S rRNA的第34个螺旋

（helix 34，大肠杆菌编号1 063-1 066及1 190-1 193，后续描

述均参考大肠杆菌编号）结合，从而抑制蛋白翻译。该区

域的突变（比如C1192T）常导致细菌对大观霉素耐药[5]。

核糖体蛋白S5虽不直接与大观霉素结合，但其loop 2区域

（第20～31位氨基酸）与16S rRNA的helix 34结合[5-6]，因此

rpsE基因该区域的突变也可导致大观霉素耐药，目前已

发现的临床耐药株突变V24del K25E[7-8]以及T21P[8-9]均位

于该区域。

细菌获得耐药性之后，生物适应度往往会降低，称为

适应度代价（fitness cost）[10-11]，主要体现为生长速率下降

以及与敏感株相比竞争能力下降。不同突变引起不同的

适应度代价，可能会导致其传播能力的差异。大观霉素

自20世纪60年代起开始用于淋病治疗，几年之后出现了

大观霉素耐药株，20世纪80年代驻韩美军淋病大观霉素

治疗失败率高达8.3%[12-13]。随着头孢曲松广泛用于淋病

治疗，大观霉素退出了淋病治疗的首选，淋球菌大观霉素

耐药率又回落到极低水平[4, 12]。因此，大观霉素耐药很可

能导致淋球菌出现较大的适应度代价，其耐药率会随着

大观霉素使用频率变化而变化。为探究这一问题，本研

究在实验室筛选出自发突变形成的耐大观霉素淋球菌

株，并对其在不同条件下的生物适应度进行了研究，为淋

球菌大观霉素耐药机制及淋病防治提供理论依据。

 1     材料与方法

 1.1    主要材料和仪器

淋球菌参考菌株WHO G来自中国疾病预防控制中

心性病控制中心；核酸电泳仪、凝胶成像分析系统和紫外

可见分光光度计（Smart Spec Plus）购自美国Bio-Rad公司；

PCR仪购自德国耶拿公司；淋球菌液体培养基（gonococcal

base liquid, GCBL）购自上海哈灵生物科技有限公司；

GC琼脂培养基购自OXOID公司；TIANamp Bacteria DNA

Kit试剂盒购自北京天根生化科技有限公司；大观霉素、

青霉素、头孢曲松、阿奇霉素、环丙沙星和四环素等抗生

素购自上海麦克林生化科技有限公司；100 bp DNA

Marker、Gel Red核酸染料、2×T5 super PCR Mix及PCR所

用引物购自北京擎科生物科技有限公司。

 1.2    方法

 1.2.1    淋球菌的培养及MIC的测定

本研究中淋球菌采用固体和液体两种培养方式。固

体培养：－80 ℃冰箱中取出淋球菌冻存管，用接种环分区

划线接种于GC固体培养基上，37 ℃、体积分数为5%CO2

孵箱中培养18～24 h，随后挑取单克隆传两代后用于后续

实验。液体培养：待淋球菌在GC培养基上生长至对数生

长期，挑取单克隆至装有3 mL GCBL培养基的6孔板中，

置入37 ℃、体积分数为5%CO2孵箱中培养18～24 h。

细菌MIC的测定，采用本实验室建立的刃天青微量

稀释法[14]。在96孔板内加入100 μL不同浓度的抗生素液，

然后每孔加入100 μL菌悬液（浓度为5×105 mL－1），阴性对

照孔（－）内加200 μL GCBL，阳性对照孔（+）内加菌液不

加抗生素，每个浓度梯度设3个复孔。在阳性对照孔中观

察到混浊后，每孔加入50 μL无菌0.01%刃天青钠溶液，继

续培养 6  h 后观察颜色变化以判定最低抑菌浓度

（minimum inhibitory concentrations, MIC）。

 1.2.2    淋球菌大观霉素耐药株的筛选及鉴定

采用大观霉素培养基培养淋球菌，用以筛选自发突

变导致的大观霉素耐药株，具体方法如下：首先测定淋球

菌WHO G的MIC（32 μg/mL），然后将淋球菌接种至GC琼

脂平板（含大观霉素8 μg/mL），培养2代后将细菌接种于

含16 μg/mL大观霉素的GC琼脂平板上培养2代，再将细

菌接种于含32 μg/mL大观霉素的GC琼脂平板进行筛

选。接种环挑取在32 μg/mL大观霉素GC琼脂平板上长

出的菌落，接种在无抗生素的GC琼脂平板上，进行大观

霉素、青霉素、头孢曲松、阿奇霉素、环丙沙星和四环素

的MIC测定。提取细菌基因组DNA，PCR扩增rpsE基因的

loop 2区域及其两端（约565 bp）和16S rDNA基因的helix

34区域及其两端（约562 bp），PCR产物进行Sanger测序鉴定。

所用引物见表1。鉴定的突变耐药株命名为NG-SPTR。

 1.2.3    滴板法比较细菌生长速率

将GC琼脂平板上对数生长期的细菌（突变株NG-

SPTR和野生型WHO G）制成菌悬液，调整菌液浓度为
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OD≈0.05。然后依次稀释为10－1、10－2、10－3、10－4、10－5、

10－6和10－7倍，每个稀释度取10 μL菌液滴加到GC琼脂平

板上，置于37 ℃、体积分数为5%CO2培养箱中培养24 h，

观察结果，比较细菌生长情况。

1.2.4    细菌生长曲线的绘制

将GC琼脂平板上对数生长期的细菌（突变株NG-

SPTR和野生型WHO G）制成菌悬液，调整菌液浓度为

OD≈0.05。取80 μL菌液加入3 mL GCBL培养基中，置于

37 ℃、体积分数为5%CO2培养箱中静置培养。分别于

12 h、15 h、18 h、21 h和24 h时间点取80 μL菌液（取之前

充分混匀），测定OD600值。以培养时间为横坐标，OD600值

为纵坐标，绘制细菌生长曲线。两株细菌各做3次重复。

1.2.5    体外竞争实验研究NG-SPTR生物适应度的变化

将GC琼脂平板上对数生长期的细菌（突变株NG-

SPTR和野生型WHO G）制成菌悬液，调整菌液浓度为

OD≈0.05。将NG-SPTR和WHO G的菌液1∶1混合，然后

取100 μL混合菌液接种于10 mL含不同质量浓度大观霉

素的GCBL培养基中（大观霉素质量浓度分别为0、16、

32、64、128 μg/mL），置于37 ℃、体积分数为5%CO2培养

箱中静置培养。分别于0 h、6 h、12 h、18 h和24 h时间点

取100 μL菌液，连续10倍稀释后涂布于GC琼脂平板（不含

抗生素及含64 μg/mL大观霉素两种平板），37 ℃、体积分

数为5%CO2培养箱中培养24 h，观察结果并进行菌落计

数。NG-SPTR可在两种（含或不含大观霉素）的平板上生

长，而WHO G只能在不含大观霉素的平板上生长，通过

计算得出每个时间点液体培养物中两种细菌的数量。0 h

时间点的NG-SPTR和WHO G的细菌数分别用Rs和Ws表

示，此后时间点两者的细菌数分别用Re和We表示。竞争

指数（competitive index, CI）的计算公式为：CI=（Re/We）/

（Rs/Ws）。实验平行重复3次。

1.2.6    统计学方法

生长曲线实验数据采用软件GraphPad Prism7.00进

行统计和绘图。采用重复测量双因素方差分析（repeated-

measures 2-way ANOVA）、Tukey法多重比较（Tukey's

multiple comparisons）分析组间差异，P<0.05为差异有统

计学意义。

 2     结果

 2.1    淋球菌大观霉素耐药株的筛选及鉴定结果

在含32 μg/mL大观霉素的GC琼脂平板上长出2个菌

落，菌落形态与野生型相比无明显变化，如图1所示。经

抗生素MIC表型鉴定和DNA测序鉴定，这两个菌落

MIC表型及突变位点一致，命名为NG-SPTR。不同抗生素

对WHO G和NG-SPTR的MIC结果如表2所示，主要的变化

是大观霉素的耐药性，由野生型的32 μg/mL变成了突变

株的2 048 μg/mL，为高水平大观霉素耐药。测序结果显

示 1 6 S  r D N A基因无突变， r p s E基因发生删除突变

（88_90delGTT），导致其编码产物核糖体蛋白5S第30位氨

基酸（Gly）缺失（按大肠杆菌编号为27）。测序结果及比

对如图2所示。

图 1  大观霉素筛选到的淋球菌耐药菌落

Fig 1  Antibiotic resistant colonies selected using spectinomycin

表 2    不同抗生素对WHO G和NG-SPTR的MIC结果

Table 2    Minimum inhibitory concentrations of WHO G and NG-SPTR

strains against various antibiotics

Strains
MIC/(μg/mL)

SPT PEN CRO AZM CIP TET

WHO G 32 0.5 0.016 0.25 0.125 32

NG-SPTR
2 048 0.5 0.032 0.25 0.125 32

　SPT: spectinomycin; PEN: penicillin; CRO: ceftriaxone; AZM:
azithromycin; CIP: ciprofloxacin; TET: tetracycline.

 2.2    NG-SPTR与野生型WHO G的生长速率比较

图3所示为滴板法比较NG-SPTR和WHO G的生长速

率，在初始接种菌量一致且在同样的培养条件下，NG-

SPTR的生长速率低于野生型WHO G。图4所示，在GCBL

液体培养条件下，NG-SPTR的生长速率低于野生型WHO

G，两组间的OD值比较差异有统计学意义（P<0.05）。

表 1    本研究所用引物

Table 1    Primers used in the study

Primer Primer nucleotide sequence (5'→3') Target gene Product size

rps1 GGTGCGCGGTAGTCTGAAATCTGG rpsE
(－202-353)

565 bp

rps4 TCAAAAACCAAACGCATAGGTCCAC

16S1 AGTACGGTCGCAAGATTAAAAC 16S rDNA
(889-1 450)

562 bp

16S4 GCGGTTACCCTACCTACTTCTGG
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 2.3    NG-SPTR生物适应度的变化受抗生素的影响

如图5A所示，在无抗生素的GCBL中，NG-SPTR在与

野生型WHO G的竞争中处于劣势，整个生长过程中CI均

小于1，在培养至24 h时CI低至0.04。在GCBL培养基中加

入大观霉素后，NG-SPTR的生物适应度会随着大观霉素

质量浓度的变化而变化。质量浓度为16 μg/mL时，NG-

SPTR相较于WHO G的CI仍小于1，但与无抗生素的CI相

比已有明显上升（图5B）。质量浓度为32 μg/mL时，生长

早期CI仍小于1，在18 h后NG-SPTR竞争优势明显上升

（CI>1）（图5C）。质量浓度为64 μg/mL和128 μg/mL时，

NG-SPTR相较于WHO G的CI均大于1（图5D、5E）。
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图 5  NG-SPTR相较WHO G体外竞争实验的结果

Fig 5  Competition index of in vitro competition experiments between NG-SPTR and WHO G under different antibiotic conditions

A-E, GCBL with spectinomycin at 0, 16, 32, 64, and 128 μg/mL, respectively.

3     讨论

大观霉素对WHO G的MIC为16 μg/mL（琼脂稀释

法）[15]。本研究采用刃天青微量稀释法[14]测定大观霉素对

WHO G的MIC为32 μg/mL，后续实验也表明在液体培养

条件下，WHO G在16 μg/mL大观霉素质量浓度下仍能生长。

本研究在大观霉素培养基中筛选到自发突变的高水

平大观霉素耐药淋球菌，其大观霉素的MIC为2 048 μg/mL；

测序鉴定发现耐药株NG-SPTR突变位点为rpsE基因发生

88_90delGTT突变，16S rDNA基因无突变，导致其编码产

WHO G rpsE

NG-SPTR rpsE

图 2  耐大观霉素淋球菌株rpsE基因测序结果及比对

Fig 2  The sequencing results and alignment of rpsE gene of spectinomycin-resistant gonococcal strain in the study

10−1 10−2 10−3 10−4 10−5 10−6 10−7

WHO G

NG-SPTR

图 3  滴板法比较不同稀释倍数NG-SPTR和WHO G生长速率的结果

Fig 3  Results of the growth rates compared between NG-SPTR and WHO G by the drop plate method
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图 4  NG-SPTR和WHO G的生长速率有差异（n=3）

Fig 4  The growth curves of NG-SPTR and WHO G showed significant
differences (n = 3)
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物核糖体蛋白S5 loop 2区域发生改变，从而表现出对大观

霉素耐药。截至目前，尚未有该突变介导大观霉素耐药

在临床菌株中的报道。值得注意的是，淋球菌rpsE基因

序列的85～90为2次重复的GTT，突变株在该处删除了GTT

3个碱基，这种突变方式非常符合奈瑟菌属中极为常见的

相变异（phase variation）[16-17]。如果该突变属于相变异，那

么意味着淋球菌可以非常容易在宿主体内形成突变株和

野生型的混合体，以便快速适应不同的抗生素环境。

本研究采用不同的方法测定了NG-SPTR的生长速

率，结果显示相较于野生菌株NG-SPTR生长速率变慢，这

也一定程度上解释了头孢曲松对NG-SPTR的MIC也略有

升高（由0.016 μg/mL升至0.032 μg/mL），因为头孢曲松主

要作用于生长旺盛的细菌。同时，生长速率降低也是耐

药菌生物适应度代价的显著标志[10]。竞争实验结果也显

示，在无抗生素的培养基中，突变株与野生型相比，CI远

低于1，证明耐药菌的确有适应度代价。在不同质量浓度

的大观霉素培养基中，突变株的CI逐渐升高。值得注意

的是，在大观霉素质量浓度为32 μg/mL（大观霉素对

WHO G的1×MIC）时，细菌培养的前18 h，突变株的CI仍

小于1，在18 h之后CI才逐渐上升至大于1。在高质量浓度

（≥64 μg/mL）的大观霉素培养基中，突变株的CI均远高

于1。这说明突变株NG-SPTR的适应度代价极为显著，需

要较高质量浓度的大观霉素方能扭转其竞争劣势。以上

结果也从理论上解释了大观霉素在临床菌株中的耐药率

从低到高，又从高到低的原因，即耐大观霉素的淋球菌适

应度代价导致传播能力降低，但在大观霉素广泛使用的

条件下，耐大观霉素的淋球菌会在大观霉素的选择压力

下形成竞争优势，从而维持临床菌株中的高耐药率。在

头孢曲松作为最常用的一线药物的情况下，目前尚未发

现淋球菌出现对大观霉素耐药性的补偿性突变，但在大

观霉素使用率逐渐增加的未来，这种可能性不能排除。

综上所述，本研究发现了介导淋球菌高水平耐大观

霉素的一种新的基因突变，该突变可能属于相变异。该

基因突变会导致细菌出现显著的适应度代价，需要在高

质量浓度大观霉素条件下才具有竞争优势，但需要注意

淋球菌进化出补偿性突变的可能。本研究检测到淋球菌

rpsE基因新突变，为临床淋病治疗中大观霉素的广泛应

用提供了理论依据。
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