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260例女性生殖道解脲支原体、沙眼衣原体
耐药情况分析*

曾芍1,张先平2**

(1.娄底职业技术学院护理学院,湖南娄底
 

417000;2.南华大学附属娄底医院)

【摘要】 目的 了解解脲支原体(UU)、沙眼衣原体(CT)感染后患者血常规特点,并检测其药物敏感性,为临床治疗提

供依据。 方法 分析UU、CT单一病原体感染者的临床资料;运用RT-PCR技术对UU和CT进行测定;采用倍比稀

释法测定UU和CT对临床常用抗生素耐药情况;运用PCR技术对 UU喹诺酮类药物耐药(决定)区进行扩增并测序。

 结果 206例患者中,UU感染207例,年龄18~69(39.15±12.30)岁,BMI平均(23.52±1.49)kg/m2,18~、20~、30
~、40~、50~和≥60岁患者分别为5、59、54、50、25和14例。CT感染53例,年龄18~65(38.47±12.52)岁,BMI平均

(24.09±1.58)kg/m2,各年龄组患者分别为2、14、17、10、5和5例。UU感染者与CT感染者 WBC、HB、LYM、BAS、

EOS、PLT和SIgA值差异有统计学意义(均P<0.05)。药敏结果显示,UU对交沙霉素、美满霉素、四环素、罗红霉素、

阿奇霉素、左氧氟沙星、环丙沙星和司帕沙星耐药率分别为1.93%、1.45%、8.21%、7.73%、8.70%、54.11%、56.52%和

57.49%,CT耐药率分别为11.32%、7.55%、16.98%、30.19%、26.42%、26.42%、32.08%和9.43%。检测的20株UU
中,gyrA发生8处碱基突变,其中7处为无义突变,1处错义突变为碱基C336A;13株 UU中检出D112E突变,检出率

65.00%。parC发生6处碱基突变,其中3处为无义突变。3处错义突变分别为碱基C248T、G370T和T372C,对应氨基

酸突变为S83L(TCA→TTA)和G124C(GGT→TGC)。 结论 女性感染患者在20~40岁处于高发人群。UU对喹诺

酮类药物耐药程度较高,可能与氨基酸突变有关。
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【Abstract】 Objective To
 

study
 

the
 

clinical
 

characteristics
 

of
 

Ureaplasma
 

urealyticum
 

and
 

Chlamydia
 

trachomatis
 

infection,and
 

detect
 

their
 

drug
 

sensitivity,so
 

as
 

to
 

provide
 

basis
 

for
 

clinical
 

treatment. Methods The
 

data
 

of
 

patients
 

only
 

infected
 

with
 

U.
 

urealyticum
 

or
 

C.
 

trachomatis
 

were
 

selected
 

for
 

study.
 

U.
 

urealyticum
 

and
 

C.
 

trachomatis
 

were
 

determined
 

by
 

RT-PCR.
 

The
 

drug
 

resistance
 

of
 

U.
 

urealyticum
 

or
 

C.
 

trachomatis
 

to
 

commonly
 

used
 

antibiotics
 

in
 

clinical
 

practice
 

were
 

determined
 

by
 

coubling
 

dilution
 

method.
 

The
 

U.
 

urealyticum
 

quinolone
 

resistant
 

(determining)
 

region
 

were
 

amplified
 

by
 

QRDR,and
 

then
 

the
 

product
 

were
 

sequenced. Results Among
 

206
 

patients,207
 

were
 

infected
 

with
 

UU,aged
 

18-69
 

(39.15±12.30)
 

years
 

old,with
 

an
 

average
 

BMI
 

of
 

(23.52±1.49)
 

kg/m2.
 

There
 

were
 

5,59,54,

50,25,and
 

14
 

patients
 

aged
 

18-,20-,30-,40-,50-,and
 

≥
 

60
 

years
 

old,respectively.
 

There
 

were
 

53
 

cases
 

of
 

C.
 

trachomatis
 

infection,aged
 

18-65
 

(38.47±12.52)
 

years
 

old,with
 

an
 

average
 

BMI
 

of
 

(24.09±1.58)
 

kg/m2.
 

There
 

were
 

2,14,17,10,5,and
 

5
 

patients
 

in
 

each
 

age
 

group,respectively.
 

There
 

were
 

significant
 

differences
 

in
 

WBC,HB,LYM,BAS,

EOS,PLT
 

and
 

SIgA
 

values
 

between
 

U.
 

urealyticum
 

and
 

C.
 

trachomatis
 

(all
 

P<0.05).
 

The
 

drug
 

sensitivity
 

test
 

showed
 

that
 

the
 

drug
 

resistance
 

rates
 

of
 

U.
 

urealyticum
 

to
 

josamycin,minocycline,tetracycline,roxithromycin,

azithromycin,levofloxacin,ciprofloxacin
 

and
 

sparfloxacin
 

were
 

1.93%,1.45%,8.21%,7.73%,8.70%,54.11%,56.52%
 

and
 

57.49%
 

respectively.
 

The
 

drug
 

resistance
 

rates
 

of
 

C.
 

trachomatis
 

were
 

11.32%,7.55%,16.98%,30.19%,

26.42%,26.42%,32.08%
 

and
 

9.43%
 

respectively.
 

Eight
 

base
 

mutations
 

occurred
 

in
 

20
 

strains
 

of
 

U.
 

urealyticum
 

gyrA,seven
 

of
 

which
 

were
 

nonsense
 

mutations.
 

One
 

missense
 

mutation
 

was
 

the
 

base
 

C336A,resulting
 

in
 

the
 

amino
 

acid
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mutation
 

of
 

D112E
 

(GAC→GAA),and
 

the
 

detection
 

rate
 

of
 

this
 

mutation
 

is
 

65%.
 

There
 

were
 

six
 

base
 

mutations
 

in
 

parC,three
 

of
 

which
 

were
 

nonsense
 

mutations.
 

The
 

missense
 

mutations
 

were
 

C248T,G370T
 

and
 

T372C,respectively,and
 

the
 

corresponding
 

amino
 

acid
 

mutations
 

were
 

S83L
 

(TCA→TTA)
 

and
 

G124C
 

(GGT→TGC). Conclusion Female
 

patients
 

with
 

infection
 

were
 

at
 

a
 

high
 

risk
 

in
 

the
 

age
 

of
 

20-40.
 

U.
 

urealyticum
 

was
 

highly
 

resistant
 

to
 

quinolones,which
 

may
 

be
 

related
 

to
 

amino
 

acid
 

mutation.
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  解脲支原体(Ureaplasma
 

urealyticum,UU)和沙

眼衣原体(Chlamydozoa
 

trachomatis,CT)是女性生

殖道感染的常见病原体[1]。它们可引起生殖道炎症,
若不能及时发现和治疗还有可能影响生育、甚至损害

心脏等器官[2]。UU是能独立生活的原核细胞型微生

物,并于1954年Shepard从非淋菌性尿道炎患者标本

中获得[3]。UU约有14个血清型其中以3型居多,有
研究显示UU可以影响精子的运动导致流产、宫外孕

和死胎等[4]。由于UU没有细胞壁,干扰细胞壁合成

的内酰胺及糖肽类药物抗生素对其治疗效果较差。

CT于1955年我国医学工作者在眼的分泌物中发现,
约有19种血清型,其中E型和F型是我国主要流行

型别[5]。氟喹诺酮类抗生素和大环内酯类抗生素是临

床常用抗生素。随着抗生素的广泛应用,UU 和CT
对氟喹诺酮类抗生素和大环内酯类抗生素均产生一定

程度的耐受性。由于各地区女性生殖道支原体和衣原

体的分布和耐药存在一定差异,本次研究对260例女

性患者单一感染 UU或CT的耐药情况进行分析,为
生殖道感染UU或CT防治提供依据。

材料与方法

1 研究对象

收集2018年1月至2021年12月南华大学附属

娄底医院收治生殖道感染支原体、衣原体的女性患者,
共计260例。年龄18~69(39.01±12.32)岁。其中

UU感染者207例,CT感染者53例。所有参与本次

研究患者均为单一病原体感染,非单一感染患者不在

本研究中。

2 主要仪器与试剂

CFX96实时荧光PCR扩增仪,美国Bio-Rad公司

生产。UU检测试验盒,珠海迪尔生物工程有限公司

产品;CT检测试剂盒,上海纪宁生物科技有限责任公

司产品;抗菌药物,美国Calbiochem公司产品。

3 方法

3.1 标本采集和鉴定 常规阴道清洁后,采用无菌棉

拭子插入宫颈管2~3
 

cm处,缓慢转动1~2周,停留

10
 

s以上取出,将棉拭子放入盛有生理盐水的EP管

中浸泡清洗,得到标本。每例患者各取两份标本进行

病毒检测。采集和培养过程依据《全国临床检验操作

规程》。采用CFX96荧光PCR仪鉴定CT和 UU,操
作参照核酸检测试剂盒说明。将标本放入盛有无菌水

的EP管中,振荡混匀,8
 

000
 

g离心10
 

min,去上清,
加入核酸检测试剂并振荡混匀。8

 

000
 

g离心5
 

min,
取上清。按试剂盒说明配置反应液,进行RT-PCR并

进行结果鉴定。93
 

℃
 

3
 

min;93
 

℃
 

40
 

s,55
 

℃
 

50
 

s,循
环35次。判断标准:UU的Ct值<25为阳性,≥25
为阴性;CT的Ct值<27为阳性,≥27为阴性。

3.2 临床指标检测 采集就诊者空腹静脉血并使用

血细 胞 分 析 检 测 红 细 胞 计 数(RBC)、白 细 胞 计 数

(WBC)、血红蛋白(HB)、淋巴细胞(LYM)、嗜碱性粒

细胞(BAS)、嗜酸性粒细胞(EOS)、血小板(PLT)和分

泌型免疫球蛋白(SIgA)等数值。

3.3 药敏试验 采用倍比稀释法测定 UU和CT对

交沙霉素(JOS)、美满霉素(MIN)、四环素(TC)、罗红

霉素(ROX)、阿奇霉素(AZI)、左氧氟沙星(LEV)、环
丙沙星(CIP)和司帕沙星(SPA)的耐药情况。

3.4 UU的QRDR突变的检测 选取20株对CIP、

LEV和SPA耐药的UU作为研究对象。引物设计参

照 文 献 [6],gyrA 基 因 F:5'-CCGCCGTGTGC
 

TTTATC-3';R:5'-CAGCAGGTTGGGAATCTT-3'。

ParC基 因 F:5'-GAACTGGGGCTGGATGC-3';R:

5'-GACTTCCCGCAGGTTGTG-3'。反 应 体 系:Pfu
 

master
 

Mix
 

12.5
 

μL,DNA模板4
 

μL,上下游引物各

1
 

μL,PCR
 

buffer
 

2
 

μL,去离子水补足25
 

μL。反应条

件:94
 

℃
 

3
 

min;94
 

℃
 

30
 

s,58
 

℃
 

30
 

s,72
 

℃
 

50
 

s;72
 

℃
 

8
 

min,4
 

℃保存。取 PCR 产物10
 

μL,加样于

1.2%琼脂糖凝胶,电压110
 

V电泳35
 

min紫外透射

灯下拍照。产物测序由生工生物工程(上海)股份有限

公司测序,序列比对采用 MEGA 软件,参考株 UU
 

ATCC700970。

3.5 统计学分析 采用SPSS
 

25.00对数据进行处

理,计量资料采用(x±s)表示,两组数据采用t检验进

行比较,ɑ=0.05。

结 果

1 一般资料

207例UU感染者年龄18~69(39.15±12.30)
岁,BMI平均(23.52±1.49)kg/m2;18~、20~、30~、
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40~、50~和≥60岁患者分别为5、59、54、50、25和14
例。53例CT感染者年龄18~65(38.47±12.52)岁,

BMI平均(24.09±1.58)kg/m2;各年龄组患者分别为

2、14、17、10、5和5例。

2 UU和CT感染者血常规结果

UU感染者 WBC值为(7.37±0.49)×109/L,CT
感染者 WBC值为(8.59±0.16)×109/L。UU感染

者HB值为(142.42±5.84)g/L,CT感染者 HB值为

(138.01±7.03)g/L。UU感染者LYM 值为(2.41±
0.19)×109/L,CT感染者LYM值为(2.77±0.21)×
109/L。UU感染者BAS值为(0.03±0.01)×109/L,

CT感染者BAS值为(0.04±0.01)×109/L。UU感

染者EOS值为(0.15±0.020)×109/L,CT感染者

EOS值为(0.16±0.017)×109/L。UU感染者PLT
值为(266.00±16.20)×109/L,CT感染者PLT值为

(248.68±13.48)×109/L。UU 感染者SIgA 值为

(30.13±1.54)mg/L,CT感染者SIgA值为(29.44±
1.15)mg/L。UU 感染者与 CT感染者 WBC、HB、

LYM、BAS、EOS、PLT和SIgA数值差异均有统计学

意义(均P<0.05)。UU感染者RBC值为(4.84±
0.24)×1012/L,CT感染者为(4.89±0.15)×1012/L,
差异无统计学意义(t=1.387,P=0.167)(表1)。

表
 

1 UU与CT患者血常规结果比较
Table

 

1 Comparison
 

of
 

blood
 

routine
 

results
 

between
 

UU
and

 

CT
 

patients
指标
Index UU CT t P

RBC(×1012/L) 4.84±0.24 4.89±0.15 1.387 0.167
WBC(×109/L) 7.37±0.49 8.59±0.16 17.904 0.000
HB(g/L) 142.42±5.84 138.01±7.03 -4.696 0.000

LYM(×109/L) 2.41±0.19 2.77±0.21 12.18 0.000
BAS(×109/L) 0.03±0.01 0.04±0.01 11.689 0.000
EOS(×109/L) 0.15±0.020 0.16±0.017 2.879 0.004
PLT(×109/L) 266.00±16.20 248.68±13.48 -7.167 0.000
SIgA(mg/L) 30.13±1.54 29.44±1.15 -3.044 0.002

3 UU对临床常用抗生素耐药情况

分离出的UU对采用抗生素的耐药情况见表2。

UU对JOS和 MIN敏感率均超过90%,对TC、ROX
和AZI保持较好 的 敏 感 性,而 对 喹 诺 酮 类 抗 生 素

LEV、CIP和SPA敏感性较差,其中对CIP敏感率仅

为9.18%。UU对LEV、CIP和SPA三种药物处于

中介的数量较多。

4 CT对临床常用抗生素耐药情况

分离出的CT对采用抗生素的耐药情况见表3。

CT仅对 MIN敏感率超过了90%,对其他药物敏感度

在50%以上。其中大环内酯类ROX和AZI略好于喹

诺酮类LEV和CIP。

表
 

2 UU对临床常用抗生素药敏情况
Table

 

2 The
 

drug
 

sensitivity
 

of
 

UU
 

to
 

commonly
 

used
 

antibiotics

抗生素
Antibiotics

敏感
Sensitivity

株数
No. %

中介
Intermediary

株数
No. %

耐药
Resistance

株数
No. %

JOS 201 97.10 2 0.97 4 1.93
MIN 203 98.07 1 0.48 3 1.45
TC 181 87.44 9 4.35 17 8.21
ROX 176 85.02 15 7.25 16 7.73
AZI 172 83.09 17 8.21 18 8.70
LEV 27 13.04 68 32.85 112 54.11
CIP 19 9.18 71 34.30 117 56.52
SPA 23 11.11 65 31.40 119 57.49

表
 

3 CT对临床常用抗生素药敏情况
Table

 

3 The
 

drug
 

sensitivity
 

of
 

CT
 

to
 

commonly
 

used
 

antibiotics

抗生素
Antibiotics

敏感
Sensitivity

株数
No. %

中介
Intermediary

株数
No. %

耐药
Resistance

株数
No. %

JOS 46 86.79 1 1.89 6 11.32
MIN 48 90.57 1 1.89 4 7.55
TC 41 77.36 3 5.66 9 16.98
ROX 32 60.38 5 9.43 16 30.19
AZI 34 64.15 5 9.43 14 26.42
LEV 31 58.49 8 15.09 14 26.42
CIP 29 54.72 7 13.21 17 32.08
SPA 43 81.13 5 9.43 5 9.43

5 QRDR突变的检测结果

20株UU均通过PCR扩增均出现gyrA和parC
对应位置亮带。产物经测序与标准株进行同源性比

较,发现gyrA发生8处碱基突变,其中7处为无义突

变,1处错义突变为碱基C336A,致使氨基酸突变为

D112E(GAC→GAA)(图 1)。13 株 UU 中 检 出

D112E突变,检出率65.00%。parC发生6处碱基突

变,其中3处为无义突变,3处错义突变,分别为碱基

C248T、G370T 和 T372C,致使氨基酸突变为S83L
(TCA→TTA)和 G124C(GGT→TGC)。9株检出

S83L突变,检出率45.00%;5株检出G124C突变,检
出率25.00%。

讨 论

女性生殖道内有多种微生物存在,构成生态平衡。
一般情况下女性生殖道具有自清洁能力,能够抵御病

原生物的入侵,维持阴道内生态平衡。而当机体虚弱、
抵抗力下降时,病原体易入侵并导致生态失调,从而引

发感染。女性生殖道感染可以引起女性盆腔炎、不育、
流产等疾病。生殖道感染的高发生率已成为公共卫生

问题和生殖健康问题。生殖道感染的发病机制较为复

杂,部分生殖道感染患者因症状不明显而忽略[7]。女

性生殖道感染的常见病原体有细菌、滴虫、真菌、支原

体和衣原体[8]。支原体约占非淋球菌生殖道感染的
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20%~30%,其中以 UU为主,它可以影响细胞的功

能和代谢。UU诱发的炎症反应能产生诸多弹性蛋白

酶和胶质酶,能够使胎膜基质与胶质降解,引发胎膜早

破[9]。CT每年新发病例约为1.3亿例,全球15~49
岁人群中,女性CT感染率为3.8%[10]。早期感染后

女性表现为白带异常,并可伴有腹部疼痛、尿急和尿

痛。UU和CT是非淋球菌生殖道感染的主要病原

体。

图
 

1 gyrA基因336位碱基突变前后对比图

Fig.1 Before
 

and
 

after
 

336
 

base
 

mutation
 

of
 

gyrA
 

gene

本次研究对象为女性感染单一 UU或CT患者。

UU和CT女性感染患者均在20~40岁处于高发人

群。病原体会通过影响免疫系统从而损伤机体,因而

患者的血常规和免疫因子会发生变化。当UU和CT
等病原体进入生殖道,会激活T淋巴细胞因子分泌细

胞因子并作用于相关信号通路[11]。例如 UU感染可

以通过IL-6,IL-8和 TNF-α细胞因子引入人羊膜上

皮细胞从而诱发炎症反应[12]。有研究显示[13],机体

内乳铁蛋白浓度升高,细胞因子IL-1β和γ-IFN回到

正常表达水平,IgA明显分泌增多,进而清除病原体。

CT感染可以使促炎细胞因子IL-6抑制γ-IFN表达影

响机体清除CT的能力。本次研究中 UU感染者与

CT感染者的 WBC、HB、LYM、BAS、EOS、PLT 和

SIgA差异显著,这可能与不同病原体对机体免疫系统

的影响,以及致病机制存在一定差异有关,因而探索不

同生殖道病原体对感染者细胞因子和免疫系统的影

响,对维持生殖道生态平衡至关重要。
本次研究中药敏试验使用了交沙霉素、美满霉素、

四环素、罗红霉素、阿奇霉素、左氧氟沙星、环丙沙星、
司帕沙星,结果显示,美满霉素和交沙霉素对 UU和

CT均有较好的治疗效果,而四环素、罗红霉素、阿奇

霉素仅对 UU效果较好。喹诺酮类抗生素左氧氟沙

星、环丙沙星和司帕沙星对UU治疗效果较差。这与

杨围等[14]研究中测得支原体对临床常用抗生素耐药

情况相似。由于UU没有细胞壁,因而作用于细胞壁

的抗菌药物效果不佳。氟喹诺酮类抗生素作用于

DNA的复制过程,因而氟喹诺酮类抗生素环丙沙星和

左氧氟沙星是治疗支原体和衣原体感染的常见药物,
近年来支原体对氟喹诺酮类抗生素耐药率高于大环内

酯类抗生素,这可能与拓扑异构酶基因突变有关。马

琳怡等[15]研究中ParC以 G124C、N126V和 K153A
为主,gyrA的突变均为无义突变。本次研究中gyrA
以 D112E(GAC→GAA)突 变 为 主,ParC 以 S83L
(TCA→TTA)突变为主。
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