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·经验交流·

梅州地区不孕不育患者支原体检测分析

谢桂芬

（梅州市计划生育服务中心，广东梅州５１４０２１）

　　摘　要：目的　分析女性不孕患者白带支原体和男性不育患者精液支原体的感染及耐药性，及支原体培养的假阳性情况。方

法　对３１０例女性不孕患者白带和１２２例男性不育患者精液进行支原体培养与药敏试验，对白带和精液直接涂片革兰染色后进

行真菌镜检，并对解脲支原体阳性标本进行核酸检测。结果　４３２例检测标本检出支原体２２５例，感染率５２．０８％；白带标本支原

体感染率为６６．１３％，其中解脲支原体（ＵＵ）感染１６２例（５２．２６％），人型支原体（ＭＨ）感染１２例（３．８７％），合并感染３１例

（１０．００％）；精液标本支原体感染率为１６．３９％，其中解脲支原体感染１４例（１３．９３％）、人型支原体感染２例（１．６４％）、合并感染４

例（３．２８％），女性患者支原体感染率与男性患者相比，二者感染率差异有统计学意义（犘＜０．０５）；单纯 ＵＵ感染对抗菌药物敏感

率较高的是交沙霉素、阿齐霉素、克拉霉素、美满霉素和强力霉素；单纯 ＭＨ感染对交沙霉素、强力霉素全部敏感；Ｕｕ＋Ｍｈ合并

感染对强力霉素、美满霉素较为敏感；女性支原体感染阳性者的白带合并阴道念珠菌感染占１６．５８％，男性中未见合并感染；２１１

例ＵＵ阳性标本进行解脲支原体核酸检测，阳性率为９２．８９％。结论　支原体感染以 ＵＵ感染为主，ＵＵ与 ＭＨ的耐药性不同，

生殖道支原体感染的治疗可首选美满霉素或强力霉素，念珠菌感染有可能导致支原体培养的假阳性。

关键词：支原体；　抗药性，微生物；　念珠菌；　假阳性
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　　生殖道支原体以解脲支原体（ｕｒｅａｐｌａｓｍａｕｒｅａｌｙｔｉｃｕｍ，

ＵＵ）和人型支原体（ｍｙｃｏｐｌａｓｍａｈｏｍｉｎｉｓ，ＭＨ）为主，是引起人

类非淋菌性尿道炎、宫颈炎、前列腺炎、不孕不育等疾病的主要

病原菌［１３］。在支原体检测中，单凭肉汤培养液颜色变化判断

有无支原体生长，容易受真菌干扰造成假阳性［４］。本实验室通

过对临床女性不孕患者白带和男性不育症患者精液支原体的

感染及耐药性分析，并探讨支原体检测的假阳性情况，为临床

正确诊断和治疗不孕不育患者支原体感染提供有益参考。现

报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　４３２例标本取自２０１１年６月至２０１３年６月

梅州市计划生育服务中心门诊患者，其中女性不孕患者白带标

本３１０例，男性不育患者精液标本１２２例，年龄２４～４８岁。

１．２　标本采集　女性：使用一次性无菌采样拭子取样（两管），

在取样前用棉球将宫颈口外区域的黏液抹去，将取样拭子插入

宫颈管内通过鳞柱状上皮交界处，旋转拭子１５～２０ｓ取出，不

要碰到阴道壁及宫颈外。男性：精液标本采集前须禁欲，通过

手淫法采集精液标本，置于无菌杯内送检。所有患者在采集标

本前均未用过抗菌药物或停用抗菌药物１周以上。

１．３　主要试剂与仪器　支原体培养及药敏培养基（珠海丽珠

试剂公司）；药敏试验用的抗菌药物为美满霉素（ＭＩＮ）、强力霉

素 （ＤＯＸ）、司巴沙星（ＳＰＡ）、罗红霉素（ＲＯＸ）、阿齐霉素

（ＡＺＩ）、交沙霉素（ＪＯＳ）、克拉霉素（ＣＬＡ）、氧氟沙星（ＯＸＹ）和

左氧氟沙星（ＬＥＶ）；革兰染色液，根据全国临床检验操作规

程［５］自行配制；一次性使用无菌采样拭子（浙江拱北医用塑料

厂）；解脲支原体核酸检测试剂盒（中山大学达安基因股份有限

公司）；生物培养箱（广东省医疗器械厂）；ＯＬＹＭＰＵＳＣＨＫ显

微镜（日本 ＯＬＹＭＰＵＳ公司）；７５００荧光 ＰＣＲ仪（美国 ＡＢＩ

公司）。

１．４　支原体培养及药敏试验　取出培养板条及培养液，用吸

枪于空白孔加入培养液１００μＬ，在每孔（空白除外）加入含标

本的培养液１００μＬ。在每孔加入矿物油２滴 。加盖放入培

养箱，３５～３７℃培养２４～４８ｈ、２４ｈ和４８ｈ分别观察结果。结

果判读解释：同时设置阴阳性对照，培养基由黄色变为红色者

为阳性；相应的药敏孔由黄色变为红色提示耐药，变为橙色提

示中介，仍为黄色提示敏感。

１．５　涂片染色镜检　白带和精液涂片直接进行革兰染色后镜

检查找念珠菌。

１．６　解脲支原体核酸检测　用裂解法进行ＤＮＡ提取，向反

应管中加入ＰＣＲ反应液４０μＬ、Ｔａｑ酶３μＬ和ＤＮＡ２μＬ。将

ＰＣＲ反应管放入荧光ＰＣＲ仪内，进行核酸扩增ＰＣＲ循环条件

设置：９３℃，２ｍｉｎ；９３℃，４５ｓ；５５℃，１ｍｉｎ，１０个循环；９３℃，

３０ｓ；５５℃，４５ｓ；３０个循环（５５℃时收集荧光）。荧光设定：报

告基团设定ＦＡＭ，淬灭基团设定ＴＡＭＲＡ。

１．７　统计学处理　药敏数据分析采用 ＷＨＯＮＥＴ５．４软件和

应用ＳＰＳＳ１９．０软件，用χ
２ 检验进行显著性分析，以犘＜０．０５

为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　支原体检出的构成及分布　共４３２例检测标本，检出支

原体２２５例，感染率为５２．０８％，其中解脲支原体（ＵＵ）感染

１７６例，人型支原体（ＭＨ）感染１４例，Ｕｕ＋Ｍｈ合并感染３５

例。男女患者支原体感染情况见表１。从表１可以看出，女性

患者支原体感染率为６６．１３％（２０５／３１０），男性患者支原体感

染率为１６．３９％（２０／１２２），经完全随机χ
２ 检测，显示二者检出

率差异有统计学意义（犘＜０．０５）。单纯ＵＵ感染、单纯 ＭＨ感

染和Ｕｕ＋Ｍｈ混合感染三者的感染率相比，也有明显的差异，
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主要以ＵＵ感染为主。

２．２　支原体阳性标本的药敏结果　单纯ＵＵ感染对抗菌药物

敏感率较高的是交沙霉素、阿齐霉素、克拉霉素、美满霉素和强

力霉素，而对氧氟沙星的敏感性最低；单纯 ＭＨ感染对美满霉

素和强力霉素全部敏感，对克拉霉素、阿齐霉素和罗红霉素有

较高的耐药性；Ｕｕ＋ＭＨ合并感染对强力霉素、美满霉素较为

敏感，对克拉霉素和阿齐霉素耐药率高达８０％以上。药敏分

析见表２。

表１　　男女患者支原体感染情况［狀（％）］

性别 狀 ＵＵ感染 ＭＨ感染 Ｕｕ＋Ｍｈ感染

女性 ３１０ １６２（５２．２６） １２（３．８７） ３１（１０．００）

男性 １２２ １４（１３．９３） ２（１．６４） ４（３．２８）

合计 ４３２ １７６（４０．７４） １４（３．２４） ３５（８．１０）

表２　　支原体对９种抗菌药物的敏感性分析（％）

抗菌药物
ＵＵ（狀＝１７６）

Ｓ Ｉ Ｒ

Ｕｕ＋ＭＨ（狀＝３５）

Ｓ Ｉ Ｒ

ＭＨ（狀＝１４）

Ｓ Ｉ Ｒ

左氧氟沙星 ４２．６１ ４８．８６ ８．５３ ２５．７１ ４５．７１ ２８．５８ ５０．００ ２８．５７ ２１．４３

氧氟沙星 ３１．８２ ５０．５９ １７．５９ ２２．８６ ３７．１４ ４０．００ ５０．００ ２１．４３ ２８．５７

司巴沙星 ５１．７０ ３６．９３ １１．３７ ３７．１４ ３１．４３ ３１．４３ ５０．００ ２８．５７ ２１．４３

罗红霉素 ４８．８６ ４２．６１ ８．５３ ６０．００ ８．５７ ３１．４３ ７．１４ ７．１４ ８５．７１

交沙霉素 ９１．４８ ７．３９ １．１３ ８８．５７ ２．８６ ８．５７ ９２．８６ ０．００ ７．１４

强力霉素 ８９．７７ ３．１８ ７．０５ ９４．２９ ０．００ ５．７１ １００．００ ０．００ ０．００

克拉霉素 ９１．４８ ４．５５ ３．９７ １７．１４ ２．８６ ８０．００ ７．１４ ０．００ ９２．８６

阿齐霉素 ８３．５２ ９．６６ ６．８２ １１．４３ ２．８６ ８５．９７ ７．１４ ０．００ ９２．８６

美满霉素 ９２．６１ ０．５７ ６．８２ ９５．１４ ０．００ ２．８６ １００．０ ０．０ ０．０

　　Ｓ：表示敏感，Ｉ：表示中介，Ｒ：表示耐药。

２．３　支原体感染阳性标本涂片结果分析　女性患者支原体感

染中，合并阴道念珠菌感染有３４例，占１６．５８％，男性患者支

原体感染中，未见合并念珠菌感染的情况。

２．４　解脲支原体核酸检测结果　２１１例 ＵＵ阳性标本进行解

脲支原体核酸检测，有１９６例为阳性，若以核酸检测结果为标

准，解脲支原体培养的真阳性为９２．８９％，假阳性标本中合并

念珠菌感染的有３例，见表３。

表３　　解脲支原体核酸检测情况（狀）

项目 狀 ＵＵ阳性 ＵＵ阳性＋念珠菌

真阳性 １９６ １６５ ３１

假阳性 １５ １２ ３

合计 ２１１ １７７ ３４

３　讨　　论

支原体具有黏附细胞的特性，并可释放毒性产物，破坏细

胞吸收营养，是非淋菌性泌尿生殖道炎症的重要病原体之一。

对女性来说，Ｕｕ可以引起子宫内膜炎、子宫颈炎、急性输卵管

炎等盆腔炎症性疾病，而这些疾病都可造成机械性损伤导致不

孕。研究表明［６］，输卵管性不孕症患者生殖道支原体感染率高

达８９．９９％。对男性来说，可引起前列腺炎、附睾炎等男性泌

尿生殖道的多种疾病，从而导致精液的各项参数发生改变［７］，

而且支原体能黏附精子，阻碍精子运动，干扰精子与卵子发生

的结合导致男性不育。

在本文分析中，４３２例检测标本检出支原体阳性２２５例，

感染率５２．０８％，与本地区几年前的报道
［８］相比，感染率大大

提高（１９．３３％）。其中ＵＵ感染１７６例，ＭＨ 感染１４例，合并

感染３５例。女性患者支原体感染率为６６．１３％（２０５／３１０），男

性患者支原体感染率为１６．３９％（２０／１２２），经完全随机χ
２ 检

测，显示二者检出率差异有统计学意义（犘＜０．０５）。女性支原

体感染率较男性高，可能与其生理解剖特征有关，支原体更容

易在女性泌尿生殖道定居。男女患者支原体感染率与广州张

丽梅等［９］报道相近，但男性患者支原体感染率低于深圳吕宁

等［１０］的报道，这可能与检测方法不同、人群构成不同及地区间

的差异造成支原体的阳性率存在一定差异有关。

目前临床治疗支原体感染常用四环素类、喹喏酮类、大环

内酯类这３类干扰蛋白质合成的药物。本文药敏试验结果显

示，单纯ＵＵ感染对抗菌药物敏感率较高的是交沙霉素、阿齐

霉素、克拉霉素、美满和强力霉素，而对氧氟沙星的敏感性最

低；单纯 ＭＨ感染对美满霉素霉素和强力霉素全部敏感，对克

拉霉素、阿齐霉素和罗红霉素有较高的耐药性；ＵＵ＋Ｍｈ合并

感染对强力霉素、美满霉素较为敏感，对克拉霉素和阿齐霉素

耐药率高达８０％以上。因此，生殖道支原体感染的治疗可首

选美满霉素或强力霉素。

本文资料显示，女性患者支原体感染中，合并阴道念珠菌

感染占１６．５８％，而男性患者未见合并念珠菌感染。念珠菌性

阴道炎患者中均存在有ＵＵ或 Ｍｈ的合并感染情况，且易致患

者的病情迁延不愈或反复复发［１１］。２１１例 ＵＵ阳性标本进行

解脲支原体核酸检测，阳性率为９２．８９％，假阳性标本中合并

念珠菌感染的有３例。可见合并念珠菌有可能导致假阳性出

现，虽然念珠菌不能分解脲素或精氨酸，但也会影响支原体肉

汤培养液颜色变化的判断［１２］，且会干扰药敏试验结果的准确

性。因此，在条件允许的情况下可加做解脲支原体核酸检测，

以便给患者和临床医生提供更准确的检测结果，从而合理

用药。
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·经验交流·

导流杂交基因芯片技术检测人乳头状瘤病毒基因分型的结果分析

黄德秋，廖燕飞，陈　燕，钟雪兵

（肇庆市中医院检验科，广东肇庆５２６０２０）

　　摘　要：目的　了解本地区女性人乳头状瘤病毒（ＨＰＶ）感染年龄及基因亚型的分布特点。方法　采用快速导流杂交基因芯

片技术（Ｈｙｂｒｉｍａｘ），对５３０例门诊及住院患者宫颈口及宫颈脱落上皮细胞进行２１种 ＨＰＶ感染基因亚型的检测。结果　ＨＰＶ

总感染率为３０．９％，其中高危型感染率为７２．５％，低危型感染率为２７．５％；在年龄分布中，＜３０岁组感染率较高，占检测数的

４８％，高危型占３６％；在１６４例阳性者中，一重感染率为７１．９％，二重及以上感染率为２８．１％（犘＜０．０５）；在２１种分型中高危型以

５２（１４．１％）、５８（１１．２％）、１６（１０．６％）、１８（８．２％）和３９（８．２％）为主，低危型以６（１４．１％）为主。结论　快速导流杂交法 ＨＰＶ基

因分型检测，为女性宫颈疾病流行病学及防治提供重要的线索，了解 ＨＰＶ感染及本地区 ＨＰＶ亚型的分布情况，对本地区常见、

多见的亚型提供疫苗防治的理论基础，为有效防治宫颈上皮内瘤样病变，降低宫颈癌的发病率，具有积极的意义。

关键词：人乳头状瘤病毒；　导流杂交基因芯片技术；　基因分型

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１４．１３．０５９ 文献标识码：Ｂ 文章编号：１６７３４１３０（２０１４）１３１７９５０３

　　自从上世纪７０年代首次发现人乳头状瘤病毒（ＨＰＶ）感

染是宫颈癌发生的一个重要的原因以来，宫颈癌与 ＨＰＶ感染

的相关研究不断深入；现已明确 ＨＰＶ的持续感染是宫颈癌发

生的必要条件，从宫颈上皮不典型增生到浸润癌是一个持续发

生、发展的过程，大约需要１０年时间。并且 ＨＰＶ属于乳多空

病毒科的乳头状瘤空泡病毒 Ａ属，它是一个无包膜小型双链

环状ＤＮＡ病毒，呈二十面体对称球形，直径４５～５５ｎｍ，具有

强烈嗜上皮性、高度组织和宿主特异性，ＤＮＡ序列分析发现

ＨＰＶ至少有２００多个基因型，迄今已确定基因组全序列的

ＨＰＶ基因型有８５种，其中４２种与人类疾病有关
［１］，根据不同

型号，依次分为低危型和高危型，低危型主要引起尖锐湿疣等

疣症，高危型是诱发宫颈癌的重要致病因素。因此，对 ＨＰＶ

进行准确的基因分型，明确患者感染 ＨＰＶ的高低危型别，对

ＨＰＶ感染的治疗、宫颈癌的预防、流行状况的调查及基因疫苗

的研制均有重要的临床意义［２］。

作者采用快速导流杂交基因芯片法，对门诊及住院患者

ＨＰＶ２１种基因分型进行检测及分析，现将结果报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　２０１３年３月至２０１３年１２月期间在本院妇科

住院及门诊就诊，怀疑 ＨＰＶ感染的女性共计５３０例，年龄１６

～６０岁，平均（３６．５±５．２）岁。

１．２　仪器与试剂　ＤＡ７６００型核酸扩增检测仪，ＨｙｂｒｉＭａｘ

ＭＨＨ２型核酸分子快速杂交仪，阿尔泰ＢＨＣ１１００ⅡＡ２超净

工作台，干热器、离心管、扩增管、离心机、移液器、旋涡振荡器

等。ＨＰＶ基因分型检测杂交试剂盒（由广东潮州凯普生物化

学有限公司提供）。

１．３　样本处理　 在妇科医师指导下采用扩阴器暴露宫颈口，

将宫颈口的分泌物擦去，然后用凯普公司配套专用宫颈刷伸入

宫颈口处，轻轻搓动宫颈刷使其顺时针转３至５圈，慢慢抽出

宫颈刷，将其放入装有细胞保存液的样本管中；在管口处将多

余的刷柄折断，将刷头留在样本管中，立即送检或置冰箱（４

℃）中保存，并在２周内检测。

１．４　方法

１．４．１　原理　快速导流低密度基因芯片杂交技术是将其基因

扩增（ＰＣＲ）技术、导流杂交技术与基因芯片技术集合在一起，

结合了ＰＣＲ技术的高灵敏、导流杂交技术的高特异性以及基

因芯片的高通量性；该技术可将未标记的特异性寡核苷酸探针

分别固定在尼龙膜上形成斑点，再与经ＰＣＲ扩增的标记样品

ＤＮＡ序列杂交，可一次性检测２１种 ＨＰＶ病毒感染并精确分

型［３］，这些型别包含１５种高危型（１６、１８、３１、３３、３５、３９、４５、５１、

５２、５３、５６、５８、５９、６６和６８）及６种低危型（６、１１、４２、４３、４４和

８１）。

１．４．２　ＤＮＡ的提取　取５００μＬ临床样本，１４０００ｒ／ｍｉｎ离心

１ｍｉｎ，去上清液。加入４００μＬ溶液Ⅰ，混匀后沸水中煮１５
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