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·临床检验研究论著·

解脲支原体生物群与耐药关系的研究

葛锁华，唐国建△，蒋海燕，吴　军

（江苏省金坛市人民医院检验科，江苏金坛２１３２００）

　　摘　要：目的　了解该地区解脲支原体（ＵＵ）生物群分布及其耐药特征。方法　２１４例女性患者宫颈拭子样本被检测。ＵＵ

鉴定采用培养法，药敏试验采用折点微量稀释法，ＵＵ生物群检测采用ＰＣＲ法。结果　ＵＵ阳性率为４８．１％（１０３／２１４），其中生

物１群占５４．４％，生物２群占４５．６％。结合药敏检测结果分析显示：生物１群对９种抗菌药均较为敏感，而生物２群仅对强力霉

素及美满霉素敏感，对于其他抗菌药均存在不同程度耐药且其耐药性均高于生物１群。结论　在该地区，ＵＵ２生物群均较为常

见，但以生物１群为主。ＵＵ生物群与耐药有关，ＵＵ生物２群耐药较为严重。
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　　 解脲支原体（ＵＵ）无细胞壁及前体，细胞器极少。ＵＵ以

二分裂形式繁殖，体形多样，但基本为球形，革兰染色为阴性。

由于ＵＵ没有细胞壁，因此对影响细胞壁合成的抗菌药如青

霉素等天然耐药。研究证实：ＵＵ与非淋病性尿道炎
［１］、前列

腺炎［２］、妇科疾病［３］、不育症［４］等多种疾病有关。由此，ＵＵ对

人体健康的危害不容忽视，有必要对其进行深入研究。目前，

ＵＵ可分为生物１群和生物２群共１４个血清型。其中生物１

群包括１、３、６和１４血清型，生物２群包括其余１０个血清

型［５］。鉴于ＵＵ生物群在本地区分布及 ＵＵ生物群与其耐药

性的关系目前均不明确，笔者进行了以下研究。

１　资料与方法

１．１　一般资料　２１４例均为本院２０１０年１～６月妇产科门诊

患者。病例纳入标准：至少１周以上未使用任何抗菌药物。

１．２　标本采集　以无菌拭子在宫颈管内鳞柱状上皮交界处轻

轻转动１５～２０ｓ后留取分泌物标本。

１．３　方法

１．３．１　ＵＵ培养及药敏试验　支原体培养鉴定药敏采用商品

化试剂盒（珠海丽珠试剂公司产品）。该试剂盒药敏试剂包括

强力霉素、美满霉素、交沙霉素、克拉霉素、罗红霉素、阿奇霉

素、氧氟沙星、左氧氟沙星、司帕沙星等共９种。具体操作：将

宫颈拭子标本接种于现配的培养基中，挤压使拭子中标本渗入

后弃拭子，充分混匀液体培养基，分别准确量取５０μＬ至微量

孔中（除空白孔），再加入无菌石蜡油封盖，３５～３７℃，４８ｈ内

观察结果。根据每孔生长情况分别判断 ＵＵ或 ＭＨ鉴定及药

敏试验结果。敏感（Ｓ）：两孔均为不生长；中介（Ｉ）：高浓度孔不

生长，低浓度孔生长；耐药（Ｒ）：两孔均为生长。

１．３．２　ＵＵ生物群检测

１．３．２．１　核酸提取及引物　模板制备采用酚氯仿提取。基

因分群引物参照文献［６７］，靶序列是 ＵＵ 多条带抗原基因

（ＭＢＡ）。其中生物１群引物序列为 Ｆ：５′ＣＴＧ ＡＧＣＴＡＴ

ＧＡＣＡＴＴＡＧＧＴＧＴＴＡＣＣ３′；Ｒ：５′ＡＣＣＴＧＧＴＴＧＴＧＴ

ＡＧＴＴＴＣＡＡＡＧＴＴＣＡＣ３′。生物２群引物序列为Ｆ：５′

ＧＴＡＴＴＴＧＣＡＡＴＣＴＴＡＴＡＴＧＴＴＴＴＣＧ３′；Ｒ：５′ＣＡＧ

ＣＴＧＡＴＧＴＡＡＧＴＧＣＡＧＣＡＴＴＡＡＡＴＴＣ３′。引物由上

海生工生物工程技术服务有限公司合成。

１．３．２．２　扩增及电泳检测　生物１群最适缓冲体系：２５μＬ

反应体系中包含２．５ＵＴａｑ酶，Ｍｇ
２＋２．５ｍｍｏｌ／Ｌ，上、下游引

物０．２ｐｍｏｌ／Ｌ，模板ＤＮＡ１μＬ。生物２群最适缓冲体系：２５

μＬ反应体系中包含３．０ＵＴａｑ酶，Ｍｇ
２＋ ２．０ｍｍｏｌ／Ｌ，上、下

游引物０．１ｐｍｏｌ／Ｌ，模板ＤＮＡ２μＬ。ＰＣＲ反应条件均为：９５

℃，１０ｓ；５５℃，２０ｓ共３５个循环。扩增结束后，取１０μＬ扩增

产物在含２％的琼脂糖和０．５μｇ／ｍＬ溴化乙锭的凝胶电泳３０

ｍｉｎ（５Ｖ／ｃｍ），紫外灯下观察结果并以凝胶成像系统保存

图像。

１．４　统计学处理　用ＳＰＳＳ１１．０软件分析，率之间的比较采

用χ
２ 检验进行，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

ＵＵ阳性率为４８．１％（１０３／２１４）。琼脂糖凝胶电泳显示：

ＰＣＲ试验成功扩增出生物１群及生物２群，见图１。ＵＵ分群

检测显示：生物１群５６例，占５４．４％；生物２群４７例，占
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４５．６％。本文药敏结果显示：除了强力霉素及美满霉素以外，

ＵＵ对其他抗菌药均产生一定的耐药性。ＵＵ生物群分层的

药敏检测结果分析显示：生物１群对９种抗菌药均高度敏感，

而生物２群仅对强力霉素及美满霉素高度敏感（９０％以上），对

于其他抗菌药均存在不同程度耐药且其耐药性均高于生物１

群。ＵＵ生物群的耐药结果见表１。

表１　　解脲支原体两生物群的耐药结果比较分析［狀（％）］

抗菌药物
生物１群（狀＝５６）

耐药 中介 敏感

生物２群（狀＝４７）

耐药 中介 敏感 χ
２ 犘

强力霉素 ０（０．０） ０（０） ５６（１００．０） １（２．１） ０（０．０） ４６（９７．９） １．２０３ ０．２７３

美满霉素 ０（０．０） ０（０） ５６（１００．０） １（２．１） ０（０．０） ４６（９７．９） １．２０３ ０．２７３

交沙霉素 １（１．８） ０（０） ５５（９８．２） ４（８．５） ６（１２．８） ３７（７８．７） １０．６１６ ０．００５

克拉霉素 １（１．８） ０（０） ５５（９８．２） ５（１０．６） ６（１２．８） ３６（７６．６） １１．９３８ ０．００３

罗红霉素 １（１．８） ２（３．６） ５３（９４．６） １７（３６．２） ２５（５３．２） ５（１０．６） ７３．３１２ ０．０００

阿奇霉素 ０（０．０） １（１．８） ５５（９８．２） ２（４．３） ５（１０．６） ４０（８５．１） ６．２９７ ０．０４３

氧氟沙星 ２（３．６） ５（８．９） ４９（８７．５） １０（２１．３） ３０（６３．８） ７（１４．９） ５４．３１９ ０．０００

左氧氟沙星 ０（０．０） ２（３．６） ５３（９４．６） １（２．１） ２６（５５．３） ２０（４２．６） ３６．０８４ ０．０００

司帕沙星 １（１．８） １（１．８） ５４（９６．４） １（２．１） ２５（５３．２） ２１（４４．７） ３６．１６４ ０．０００

　　Ｍ：ＤＮＡ标准带（１００～２０００ｂｐ）；左１～４：生物２群扩增产物；右

１～５：生物１群扩增产物。

图１　　解脲支原体生物群凝胶电泳检测结果

３　讨　　论

ＵＵ属原核微生物中的柔膜体纲支原体目支原体科脲原

体属，其生物学特征为缺乏细胞壁，可以通过滤菌器，基因组较

小。在含尿素液体培养基中，ＵＵ可分解产生氨使培养基ＰＨ

上升，从而使其变色。目前，尽管 ＵＵ的致病地位仍然没有最

终定论［８］，但从国内外大量研究结果来看，ＵＵ和许多疾病尤

其是感染性疾病密切相关，故而 ＵＵ越来越受到国内外学者

的重视。本文检测结果显示，在我们地区女性人群中有相当高

的ＵＵ阳性率４８．１％（１０３／２１４），明显高于姜世辉等
［９］报道的

３４．０％（４０５／１１９３）。

目前，用于临床治疗ＵＵ感染的药物主要有喹诺酮类（氧

氟沙星、左氧氟沙星、司帕沙星）、四环素类（美满霉素、强力霉

素）、大环内酯类（阿奇霉素、交沙霉素、克拉霉素、罗红霉素）三

大类。本研究表明，除了强力霉素及美满霉素以外，ＵＵ对其

他抗菌药均产生一定的耐药性。ＵＵ耐药的主要机制：对大环

内酯类耐药主要是 ＵＵ核糖体５０Ｓ大亚基甲基化引起
［１０］；对

喹诺酮类耐药主要原因是喹诺酮耐药区（ＱＲＤＲ）碱基突

变［１１］；而对四环素类耐药主要涉及ＵＵ携带ｔｅｔ（Ｍ）基因
［１２］。

ＵＵ生物基因分群方法主要是利用脲酶基因、ＭＢＡ、１６Ｓ

ｒＲＮＡ及１６Ｓ～２３ＳｒＲＮＡ基因间隔区的序列差异来进行。本

文利用 ＭＢＡ作为生物分群的靶基因。多条带抗原是 ＵＵ感

染中被识别的主要抗原，也可能是一个重要的毒力因子，具有

种属特异性。ＭＢＡ编码基因长约１２００ｂｐ，表达肽长度为４０９

个氨基酸残基，相对分子质量约为４２×１０３。ＭＢＡ的Ｎ端１／３

为保守区，可以作为分群序列标志。本研究结果证实：采用

ＭＢＡ作为生物分群的靶基因的ＰＣＲ方法能有效地检测 ＵＵ

生物群。ＵＵ分群检测显示：在本地区妇女人群中，生物１群

５６例，占５４．４％；生物２群４７例，占４５．６％，总体上 ＵＵ生物

１群略占优势。

生物１群对９种抗菌药均高度敏感，而生物２群仅对强力

霉素及美满霉素高度敏感（９０％以上），对于其他抗菌药均存在

不同程度耐药且其耐药性均高于生物１群，ＵＵ生物２群的耐

药较生物群１严重，其原因尚不清楚，仍需要进一步研究。
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