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【摘要】  目的　建立淋病奈瑟菌大观霉素耐药基因的检测方法并对其进行评价。方法　设计淋病奈瑟菌特异性引

物NG1/NG2以及淋病奈瑟菌rpsE基因突变（80_82 delTTA）特异性引物，通过PCR和实时荧光PCR（quantitative real-time

PCR, qPCR）技术，分别以大观霉素敏感和耐药淋病奈瑟菌、大肠埃希菌、铜绿假单胞菌和伤寒沙门菌等基因组核酸为待

检样本，以评价该方法的敏感度及特异度。结果　NG1/NG2引物能够有效扩增淋病奈瑟菌特异性片段，其余细菌扩增结

果为阴性；E64/E175R和E-87/E95R能够有效区分待测样本的rpsE基因是否带有突变（80_82 delTTA）。利用PCR方法，

NG1/NG2、E64/E175R和E87/E95R检测目的基因的最低检测限分别为414.8、414.8、4.1拷贝/μL，而qPCR检测方法的最低

检测限分别为41.5、41.5、4.1×10－2拷贝/μL。结论　本研究成功建立了一种高特异度和高敏感度的淋病奈瑟菌大观霉素

耐药性的核酸检测方法，有望为临床快速诊断淋病感染和治疗决策提供指导。
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[Abstract]   Objective　To  develop  and  evaluate  a  nucleic  acid  amplification  test  for  spectinomycin-resistant
Neisseria gonorrhoeae (N. gonorrhoeae). Methods　N. gonorrhoeae-specific primers NG1/NG2 and primers specific to the
N.  gonorrhoeae rpsE gene  mutation  (80_82  delTTA)  were  designed.  Genomic  nucleic  acids  of  spectinomycin-sensitive
and resistant N. gonorrhoeae, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, and Salmonella typhi were used as templates to be
amplified by PCR and quantitative  real-time PCR (qPCR).  The sensitivity  and specificity  of  the  method were  evaluated
accordingly. Results　The  NG1/NG2  primers  could  effectively  amplify  specific  fragments  of N.  gonorrhoeae,  yielding
negative  results  for  the  nucleic  acid  amplification  test  of  the  other  types  of  bacteria  tested.  E64/E175R  and  E-87/E95R
could effectively differentiate the wild type and mutant (80_82 delTTA) rpsE genes. In PCR reactions, the minimum limits
of  NG1/NG2,  E64/E175R,  and  E87/E95R  for  the  target  genes  were  414.8  copies,  414.8  copies,  and  4.1  copies  /μL,
respectively,  while  those  for  qPCR  reactions  were  41.5,  41.5,  and  4.1×10－2 copies  /μL,  respectively. Conclusion　A
nucleic  acid  amplification  test  for  spectinomycin-resistant N.  gonorrhoeae with  high  specificity  and  sensitivity  was
successfully  established  in  this  study,  which  is  expected  to  provide  support  for  the  rapid  diagnosis  of N.  gonorrhoeae
infection and treatment decision-making in clinical settings.

[Key words]　　Neisseria gonorrhoeae　　Spectinomycin resistance　　rpsE gene　　Nucleic acid amplification
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淋病是一种由专门的人类病原体——淋病奈瑟菌

（Neisseria gonorrhoeae, N. gonorrhoeae），也称为淋球菌，引

起的性传播疾病。淋球菌主要感染泌尿生殖道、肛门直

肠和咽部黏膜，全球每年约有8 200个新病例[1]。淋球菌已

对所有治疗淋病的抗菌药物，包括磺胺、青霉素、四环素

和喹诺酮类等产生耐药性[2]。目前，广谱头孢菌素是治疗

淋病最主要的一线药物[3]，然而，近年来全球范围内已经

出现了头孢曲松和头孢克肟耐药株[4]，尤其是FC428头孢

耐药克隆的广泛传播，为淋病治疗带来极大的挑战[5]。

大观霉素（spectinomycin, SPT）是一种广谱氨基糖苷

类抗生素，通过与细菌核糖体小亚基16S rRNA相互作用，

抑制细菌蛋白翻译，从而发挥抑菌作用，是治疗单纯生殖
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道淋病的有效药物[6]。自上个世纪60年代开始以来，短短

几年内便出现了大观霉素耐药株。大观霉素对口咽部淋

病的治疗效果较差，随着广谱头孢菌素的广泛应用，它在

许多情况下并不是淋病治疗的首选，通常作为头孢类抗

生素治疗失败后的备选药物。根据各国和地区的淋球菌

耐药监测结果，目前大观霉素的耐药现象相对较少，近年

来的耐药率范围为0.6%～11.6%[7]。高水平的大观霉素耐

药机制主要与rpsE基因发生80_82 delTTA删除突变有关，

这导致其编码的RPS5蛋白V27的缺失和K28E置换，从而

降低了与大观霉素亲和力，引发耐药[7-8]。2020年，中国分

离到两株高水平大观霉素耐药淋球菌，测序结果显示均

由rpsE基因突变（80_82 delTTA）引起[7-8]。此外，16S rRNA

基因中发生G1064C和C1192U突变也可导致淋球菌对大

观霉素产生耐药[9]。目前，临床上主要采用琼脂稀释法进

行淋球菌药敏试验，但该方法其操作繁琐，耗时较长，难

以及时指导临床用药[10]。核酸检测因其高敏感度和高特

异性，广泛用于感染性疾病的诊断及耐药基因/耐药突变

的检测，且无须培养，耗时较短[11-12]。

本研究根据淋球菌16S rRNA基因序列以及rpsE基因

突变的特征，设计特异性引物进行PCR实验，旨在快速诊

断淋病以及鉴定rpsE基因突变（80_82 delTTA）引起的大

观霉素耐药性，从而建立一种快速诊断淋病及快速判断

淋球菌对大观霉素敏感性的分子检测方法。此外，本研

究还对该方法进行了特异性和敏感性的评估，以判断其

在临床应用中的潜在价值。 

1     材料与方法
 

1.1    菌株

淋球菌药敏试验参考菌株WHO G、WHO J、WHO

K、WHO P来自中国疾病预防控制中心性病控制中心。

铜绿假单胞菌（Pseudomonas aeruginosa）PA 14、大肠埃希

菌（Escherichia coli Nissle 1917, ECN）、金黄色葡萄球菌株

（Staphylococcus  aureus）CICC 10384、伤寒沙门菌

（Salmonella typhi）H901均来自于四川大学华西基础医学

与法医学院病原生物学系感染与免疫实验室。 

1.2    主要试剂与仪器

淋球菌液体培养基（GCBL）、GC琼脂培养基（上海哈

灵生物）；TIANamp Bacteria DNA Kit试剂盒（北京天根生

化）；大观霉素（上海麦克林生化）；100 bp DNA Marker、

Gel Red核酸染料、2×T5 super PCR Mix及PCR所用引物

由北京擎科生物科技有限公司提供。PCR扩增仪、荧光

定量qPCR仪（德国耶拿）；电泳仪、凝胶成像分析系统

（Bio-Rad）。 

1.3    淋病奈瑟菌大观霉素耐药株的构建与鉴定 

1.3.1    淋病奈瑟菌大观霉素耐药株的构建

采用D N A转化的方法构建 r p s E基因发生8 0 _ 8 2

delTTA删除突变的大观霉素耐药突变株（SPTR-NG）。根

据淋球菌WHO G的基因组序列（NZ_LT591898），使用

NCBI- Primer-BLAST设计引物（表1），以淋球菌WHO

G基因组核酸为模板，采用重叠延伸P C R（ s p l i c i n g

overlapping extension PCR, SOE-PCR）扩增带有80_82

delTTA突变的rpsE基因片段。
  

表 1    PCR扩增引物序列

Table 1    PCR primers used in the study 

Primer Sequence (5′ to 3′)

rps1 GGTGCGCGGTAGTCTGAAATCTGG

rps2 AGCCATAATGCGACCACCTTCTACTTTGGTTACACGGTTA

rps3 TAACCGTGTAACCAAAGTAGAAGGTGGTCGCATTATGGCT

rps4 TCAAAAACCAAACGCATAGGTCCAC

rps11 ATGCCGTCTGAAGGTGCGCGGTAGTCTGAAATCTGG

NG1 CGAGTGTGTCAGAGGGAGGAG

NG2 ACGCTACCAAGCAATCTA

E64 CGTGTAACCAAAGTAGTTA

E175R GCACTTCTTTTGACTTAC

E-87 GGTTTCCAATATCACGG

E95R ATGCGACCACCTTTAA

　The underlined area is the DUS. The italics indicate a deliberately altered
2nd base at the 3′ end to increase the specificity of primers. Blackbodies are
the 80_82 delTTA mutation (due to the lack of these 3 bases, the mutant
strain will cause the 3′ end to be unmatched and thus fail to amplify).
 

具体扩增过程如下：①以淋病奈瑟菌WHO G基因组

DNA为模板，rps1和rps2为引物扩增出基因片段A。②以

淋病奈瑟菌WHO G基因组DNA为模板，rps3和rps4为引

物扩增出基因片段B。③以基因片段A和基因片段B为模

板，rps4和rps11为引物扩增出带有突变（80_82 delTTA）的

rpsE基因片段C。所有PCR反应的退火温度均为57 ℃；引

物rps2和rps3为反向互补序列，用于在PCR反应过程中连

接片段A和片段B；由于淋球菌只能摄取带有DUS（DNA

uptake sequence）的DNA，因此，在最后一个PCR反应采用

rps11加上DUS。④基因片段C经胶回收纯化后，采用液

体转化的方法[13]转化淋球菌WHO G。⑤转化后的淋球

菌铺板（含64 mg/L大观霉素），在体积分数为5%的CO2、

37 ℃条件下培养48 h。 

1.3.2    淋病奈瑟菌大观霉素耐药株的鉴定

挑取1.3.1步骤⑤中GC平板（含64 mg/L大观霉素）上

生长的菌落进行鉴定。将菌落接种至GCBL培养基中扩
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增，然后采用刃天青微量稀释法[14]测定大观霉素的最低

抑菌浓度（MIC）；提取细菌基因组核酸，以rps1和rps4为

引物进行PCR扩增，将扩增产物送至北京擎科生物科技

有限公司进行Sanger测序鉴定。 

1.4    淋病奈瑟菌rpsE基因突变致大观霉素耐药检测方法

的建立

根据淋球菌16S rRNA序列设计淋球菌特异性引物

NG1和NG2，为提高特异性，将引物NG1的3′端第2位碱基

由T换成A，将引物NG2的3′端第2位碱基由A换成T。为

了检测淋球菌rpsE基因是否带有80_82 delTTA突变，设计

E64/E175R和E-87/E95R两对引物，其中E64和E95R的3′端

的3个碱基正好是rpsE基因的80_82处，突变株由于缺失了

TTA三碱基导致引物无法匹配，PCR扩增为阴性（表1）。

PCR反应条件如下：①PCR反应1（PCR#1）：以待测菌

株基因组核酸为模板，以N G 1和N G 2为引物；9 8℃

3 min，98℃ 10 s，57℃ 10 s，72℃ 10 s，72℃ 30 s，循环

40次。②PCR反应2（PCR#2）：以待测菌株基因组核酸为

模板，以E64和E175R为引物；98℃  3 min，98℃  10 s，

50℃ 10 s，72℃ 10 s，循环40次；72℃ 30 s。③PCR反应

3（PCR#3）：以待测菌株基因组核酸为模板，以E-87和

E95R为引物；98 ℃ 3 min，98 ℃ 10 s，40 ℃ 10 s，72 ℃

10 s，循环40次；72 ℃ 30 s。PCR扩增产物进行1.2%琼脂

糖凝胶电泳分析。大观霉素敏感淋球菌3个PCR反应预

期结果均为阳性；rpsE基因突变的大观霉素耐药淋球菌

3个PCR反应预期结果分别是PCR#1阳性、PCR#2和

PCR#3阴性；其他细菌3个PCR反应预期结果分别是

PCR#1阴性，PCR#2、PCR#3阳性或阴性。 

1.5    淋病奈瑟菌大观霉素耐药基因检测方法的评价 

1.5.1    淋病奈瑟菌大观霉素耐药基因检测方法特异度的评价

采用TIANamp Bacteria DNA Kit试剂盒，提取 WHO

G、WHO J、WHO K、WHO P、SPTR-NG、PA 14、ECN、

CICC 10 384、H901的基因组DNA，进行PCR#1、PCR#2和

PCR#3检测。 

1.5.2    淋病奈瑟菌大观霉素耐药基因检测方法的敏感度评价

将WHO G菌株DNA稀释为100、10、1、10－1、10－2、

10－3、10－4、10－5、10－6 ng/μL，取1 μL各浓度DNA为模板，

进行PCR#1、PCR#2、PCR#3检测，重复3次。以WHO

G菌株DNA为阳性对照（100 ng/μL），SPTR-NG DNA为阴

性对照（100 ng/μL），以上述浓度DNA为模板，NG1/NG2、

E64/E175R和E-87/E95R为引物，退火温度分别为57 ℃、

50 ℃、40 ℃，溶解曲线参数为60～95 ℃，0.5 ℃/5 s递增，

进行qPCR（qPCR#1、qPCR#2、qPCR#3）检测，均重复

3次。淋球菌拷贝数（拷贝 / μ L）通过D N A质量浓度

（ng/μL）×6.023×1014/（660×2.2×106）计算[15]。 

2     结果
 

2.1    大观霉素耐药突变株的构建与鉴定

以WHO G基因组为模板，rps1/rps2和rps3/rps4为引

物， PCR扩增出303 bp大小片段A和293 bp大小片段B

（图1a）；以片段A、B为模板，rps4/rps11为引物，PCR扩增

出符合预期且条带清晰的566 bp的片段C（图1b）。
  

M M

303 bp
566 bp

293 bp

a b

A B C

 
图 1  SOE-PCR扩增基因rpsE

Fig 1  SOE-PCR amplification of rpsE gene
M: 100 bp marker;  A-C: SOE-PCR products;  SOE-PCR: splicing

overlapping extension PCR. a, Amplification of fragment A and fragment B. b,

amplification of rpsE gene by SOE-PCR.
 

将扩增的片段C胶回收纯化之后，转化淋球菌WHO

G，在含有64 μg/mL大观霉素GC琼脂培养基上观察到有

多个单克隆的生长，挑取单克隆传两代。检测结果显示，

大观霉素对阳性克隆的MIC为2 048 mg/L，标准对照菌株

WHO G的结果为32 mg/L。提取细菌基因组核酸进行

PCR鉴定，由rps1/rps4引物扩增出约566 bp的目标条带

（图2a）。Sanger测序结果显示，与野生型相比，阳性克隆

在预定位置少了“TTA”三个碱基（图2b），表明成功构建

了大观霉素耐药株SPTR-NG。 

2.2    淋病奈瑟菌大观霉素耐药基因检测方法的特异度

按照1.5.1进行PCR#1反应，如图3a所示，WHO G、

WHO J、WHO K、WHO P、SPTR-NG扩增产物出现明显

的207 bp大小条带，而其他细菌的PCR反应均为阴性。

按照1.5.1进行PCR#2和PCR#3反应，如图3b和图3c所

示，WHO G、WHO J、WHO K、WHO P PCR#2反应扩增

产物出现清晰的111 bp条带； WHO P、WHO G、PA14、

CICC 21648、H901、WHO J、WHO K均出现清晰的182 bp

条带；SPTR-NG在PCR#2和PCR#3反应中均无法扩增出目

标条带，证明两对引物均能够有效区分rpsE基因是否存

在del 80-82 TTA突变。 

2.3    淋病奈瑟菌大观霉素耐药基因检测方法的敏感度评价 

2.3.1    PCR检测不同浓度WHO G参考菌株DNA的检测限

以NG1/NG2、E64/E175R和E-87/E95R为引物，对梯
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度稀释的DNA样本进行扩增， WHO G扩增产物长度与

预期目标条带（分别为207 bp、111 bp和182 bp）一致，突

变菌株SPTR-NG无扩增条带（图4）。三者的最低检测限

分别为414.8、414.8和4.1拷贝/μL。
 
 

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

207 bp
111 bp

182 bp

a b c
 

图 4  PCR扩增NG1/NG2、E64/E175R和E-87/E95R

Fig 4  PCR amplification of NG1/NG2, E64/E175R, and E-87/E95R

M: 100 bp marker; 1-9: 100, 10, 1, 10－1, 10－2, 10－3, 10－4, 10－5, and 10－6 ng/μL WHO G DNA; 10: SPTR-NG. a-c, PCR#1, PCR#2, and PCR#3 reactions of WHO G

gradient DNA at different concentrations.
 
 

2.3.2    qPCR检测不同浓度WHO G参考菌株DNA的最低

检测限

以WHO G不同梯度浓度DNA为模板，SPTR-NG为阴

性对照进行q P C R # 1、q P C R # 2、q P C R # 3，图 5 a为

NG1/NG2的qPCR#1扩增曲线，图5b为不同模板浓度梯度

qPCR#1对应的Ct值，NG1/NG2的qPCR反应最低检测限

为41.5拷贝/μL。图5c为E64/E175R的qPCR#2扩增曲线，

图5d为不同模板浓度梯度qPCR#2对应的Ct值，结果显

示，E64/E175R的qPCR反应最低检测限为41.5拷贝/μL。

图5e为E-87/E95R的qPCR#3扩增曲线，图5f为不同模板浓

度梯度qPCR#3对应的Ct值，E-87/E95R的qPCR反应最低

检测限为4.1×10－2拷贝/μL。
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图 2  大观霉素耐药突变菌株的构建

Fig 2  Construction of spectinomycin-resistant strains

a, PCR results of positive clones. b, Sanger sequencing results of the target fragment. M: 100 bp marker; C: PCR results of the target fragment.
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图 3  PCR#1、PCR#2、PCR#3扩增产物

Fig 3  PCR#1, PCR#2, and PCR#3 amplification products

M: 100 bp marker; 1-9: WHO P, WHO G, SPTR-NG, ECN, PA 14, CICC 21648, H901, WHO J, and WHO K. a-c, Amplification products of PCR#1, PCR#2, and

PCR#3, respectively.
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3     讨论

淋病奈瑟菌耐药性的快速发展已成为全球面临的一

项紧迫公共卫生威胁。如果不及时治疗，可能会导致播

散性淋病、不孕症和异位妊娠等并发症。因此，快速检测

细菌对抗生素的敏感性是应对其传播的主要措施之一。

在临床上，琼脂稀释法被认为是进行淋球菌药敏试验的

“金标准”，但该方法操作繁琐，通常需要2～3 d，费时费

力。因此，快速检测淋球菌对一线药物的敏感性对于淋

病的防治具有重要意义。

随着淋球菌头孢曲松耐药株的增加，大观霉素在淋病

治疗中的重要性愈发凸显。因此，快速检测淋球菌对大观

霉素的敏感性，可为临床提供用药指导。本研究成功构建

了淋病奈瑟菌rpsE基因突变株，MIC测定显示该突变株的

大观霉素MIC为2  048 mg/L，表明其具有高水平耐药性。

在此基础上，建立了一种基于qPCR的检测方法，用于判断

待检样本是否是淋球菌以及是否带有rpsE基因突变（80_82

delTTA），整个检测过程仅需1～2 h即可得出结果。这一

方法能够有效区分淋球菌与其他细菌，具有高特异度，且

在淋病实验室诊断中具有重要价值。该方法还通过引物

3'端三碱基的匹配与否，有效区分待测样本的rpsE基因是

否存在80_82 delTTA突变，从而快速检测淋球菌对大观霉

素的敏感性，具有临床应用潜力。在检测rpsE基因（80_82

delTTA）突变时，PCR#2和PCR#3扩增其他细菌（非淋球
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图 5  不同DNA浓度的qPCR反应

Fig 5  qPCR reaction with different DNA concentration gradients

A-I: 100, 10, 1 , 10－1, 10－2, 10－3, 10－4, 10－5, and 10－6 ng/μL WHO G DNA; J: SPTR-NG. a, c, and e are the amplification curves for qPCR#1, qPCR#2, and qPCR#3,

respectively; b, d, and f are the Ct values of the qPCR#1, qPCR#2, and qPCR#3 reactions corresponding to different template concentration gradients (results from three

independent experiments).
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菌）时可能表现出差异，本研究所用的几株菌均对PCR#2

反应为阴性，而对PCR#3为阳性，这是由于PCR#2所用引物

与这几株菌不匹配导致，而非这几株菌带有rpsE基因

（80_82 delTTA）突变。差异并不会影响最终结果的判断，

因为在结果判定时，首先读取PCR#1的结果，以确定待检

样本是否为淋球菌。在确认待检样本为淋球菌后，若PCR#2

和PCR#3的反应均为阴性，则说明该样本为大观霉素耐药

淋球菌；若反应为阳性，则表明样本不带有rpsE基因（80_82

delTTA）突变。本研究采用了3对引物进行3个PCR反应，

敏感度均较高，其中荧光定量PCR的敏感度远高于普通

PCR，因此在实际应用中应优先选择荧光定量PCR。

综上所述，本研究建立了一种基于荧光定量PCR的

方法，用于检测淋球菌对大观霉素的敏感性。该方法具

有较高的特异度和敏感度，展现出良好的临床应用前景，

但仍需通过更多临床标本进行验证。
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