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  摘 要:目的 探索一种能正确识别细菌性阴道病(BV)相关阴道加德纳菌(GV)的检测方法,并分析与其

他病原菌混合感染的情况,为BV患者针对性、综合性治疗提供一定的科学依据。方法 将普通培养法筛查到

的GV可疑菌落进行基质辅助激光解析电离-飞行时间质谱仪鉴定,并对其拭子标本进行革兰染色Nugent评

分。通过Nugent评分将GV鉴定阳性标本分组,Nugent评分≥7分为BV相关GV组。对BV相关GV组进

行临床分布及合并混合感染情况分析。结果 8
 

653例女性阴道拭子或宫颈拭子用以上方法共检出GV
 

881
例,检出率为10.18%;BV相关GV

 

691例,占78.43%,临床分布以妇科门诊(48.48%)和宫颈门诊(12.74%)
最为集中,病区以肿瘤病区检出率较高(8.97%)。混合感染632例,占91.45%,主要合并病原菌包括需氧菌、
阴道假丝酵母菌、支原体、衣原体、人乳头瘤病毒等。结论 女性阴道拭子或宫颈拭子普通培养法联合革兰染

色Nugent评分可以减少BV漏诊,并有效区分BV相关GV感染患者。明确病原菌、区分单纯或混合感染有利

于抗菌药物的合理选择及精准治疗。
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Abstract:Objective To

 

explore
 

a
 

detection
 

method
 

that
 

can
 

accurately
 

identify
 

the
 

Gardnerella
 

vaginalis(GV)
 

in
 

women
 

with
 

bacterial
 

vaginosis(BV)
 

and
 

analyze
 

the
 

mixed
 

infection
 

with
 

other
 

pathogenic
 

bacteria,so
 

as
 

to
 

provide
 

a
 

certain
 

scientific
 

basis
 

for
 

the
 

targeted
 

and
 

comprehensive
 

treatment
 

of
 

BV
 

patients.Methods The
 

GV
 

suspicious
 

colonies
 

screened
 

by
 

common
  

culture
 

method
 

were
 

identified
 

by
 

using
 

matrix-assisted
 

laser
 

desorption
 

ioniza-
tion-time

 

of
 

flight
 

mass
 

spectrometry,Gram
 

staining
 

Nugent
 

score
 

was
 

performed
 

on
 

swab
 

samples.The
 

GV-
positive

 

specimens
 

were
 

grouped
 

by
 

Nugent
 

score,those
 

with
 

Nugent
 

score
 

≥7
 

was
 

defined
 

as
 

BV-related
 

GV
 

group,the
 

clinical
 

distrubition
 

and
 

mixed
 

infection
 

of
 

which
 

were
 

analyzed.Results By
 

using
 

the
 

above
 

meth-
od,a

 

total
 

of
 

881
 

GV
 

positive
 

cases
 

were
 

detected
 

in
 

8
 

653
 

specimens
 

of
 

female
 

reproductive
 

tract
 

secretions,

with
 

a
 

detection
 

rate
 

of
 

10.18%.There
 

were
 

691
 

cases
 

in
 

BV-related
 

GV,accounting
 

for
 

78.43%,the
 

clinical
 

distribution
 

of
 

which
 

was
 

most
 

concentrated
 

in
 

the
 

gynecological
 

outpatient
 

(48.48%)
 

and
 

cervical
 

outpatient
 

(12.74%),and
 

the
 

detection
 

rate
 

in
 

gynecological
 

tumor
 

ward
 

was
 

relatively
 

high
 

(8.97%).There
 

were
 

632
 

cases
 

of
 

mixed
 

infections,accounting
 

for
 

91.45%.The
 

main
 

co-infection
 

pathogenic
 

bacteria
 

included
 

aerobic
 

bacteria,Candida
 

vaginalis,mycoplasma,chlamydia,human
 

papillomavirus
 

and
 

so
 

on.Conclusion Common
 

culture
 

method
 

for
  

female
 

reproductive
 

tract
 

secretions,combining
 

with
 

Gram
 

staining
 

Nugent
 

score
 

could
 

re-
duce

 

missed
 

diagnosis
 

of
 

BV
 

and
 

effectively
 

distinguish
 

the
 

patients
 

with
 

BV-related
 

GV
 

infection.Identifying
 

pathogenic
 

bacteria
 

and
 

distinguishing
 

simple
 

or
 

mixed
 

infection
 

are
 

beneficial
 

to
 

rational
 

selection
 

of
 

antibiot-
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ics
 

and
 

precision
 

of
 

medicine
 

therapy.
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  阴道加德纳菌(GV)是女性细菌性阴道病(BV)
的主要病原菌之一。妊娠期女性GV感染可引起输

卵管妊娠、胎膜早破、绒毛膜羊膜炎、新生儿早产、新
生儿败血症、产后败血症和脓毒血症等不良妊娠结

局[1-3];非妊娠期感染可引起输卵管炎、盆腔炎、间质

性膀胱炎等妇科疾病[4-5]。BV相关GV感染是阴道

微生态菌群紊乱的表现,在阴道菌群平衡被打破的状

态下容易合并多种病原菌感染[6-8]。因此,本研究对

本院2018年BV相关GV检出率、临床分布及与其他

病原菌合并感染等情况进行了统计分析,旨在探索一

种能正确识别BV相关GV感染的方法,并结合与其

他病原菌混合感染情况,为BV感染患者针对性、综
合性治疗提供一定的科学依据。现报道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选取本院2018年所有检测女性阴

道拭子或宫颈拭子普通病原菌培养项目的门诊及住

院患者。

1.2 仪器与试剂 基质辅助激光解析电离-飞行时间

质谱仪(MALDI-TOF
 

MS,布鲁克)、哥伦比亚血琼脂

培养基(科马嘉)、革兰染色试剂(珠海贝索)。

1.3 方法

1.3.1 标本采集 用无菌棉拭子于阴道深部或阴道

后穹窿、宫颈口等处取材,采集完成后将棉拭子放入

标本保存管内,立即送检。

1.3.2 普通培养法 取出标本保存管内棉拭子,在
哥伦比亚血琼脂平板上均匀涂抹一区,用接种环分区

划线接种。将接种好标本的哥伦比亚血琼脂平板置

于37
 

℃、5%~10%CO2 的CO2 培养箱中孵育于24、

48
 

h后观察。GV在哥伦比亚羊血琼脂中不溶血,菌
落特征为细小灰白色,染色性为革兰阴性小杆菌或阴

阳性不定小杆菌[9]。

1.3.3 质谱鉴定 由于GV菌落较为细小,所以用

竹牙签尽可能多地挑取上述可疑菌落均匀涂抹在

MALDI靶板的标本孔位中,同时添加1
 

μL标准品溶

液至1个标本孔位中,在自然晾干后的标准品和标本

上加1
 

μL70%甲酸,晾干后再加1
 

μL基质溶液。自

然晾干后将靶板放入靶板舱,进行样品测定。

1.3.4 质 谱 鉴 定  质 控 菌 株 为 GV 标 准 菌 株

ATCC14018。参照IVD
 

MALDI
 

Biotyper2.3用户手

册,将临床标本GV鉴定分值≥2.000的结果确认为

种的水平,鉴定分值在1.700~1.999的结果确认为

属的水平。

1.3.5 革兰染色 在对培养平板上有可疑GV菌落

质谱鉴定的同时也将其拭子标本进行涂片革兰染色。
涂片干燥后经火焰固定,加结晶紫染10

 

s,清水冲去

染液;加碘液染10
 

s,水洗;加95%乙醇脱色液,不时

摇动5~10
 

s,至无紫色脱落为止,水洗;加沙黄复染

10
 

s,水洗。干燥后置于显微镜10×100油镜下观察

阴道菌群进行Nugent评分。

1.3.6 Nugent评分[10] Nugent评分是国际通用的

较准确诊断BV的实验室方法。显微镜10×100油镜

区分以下形态的细菌:革兰阳性大杆菌(乳酸杆菌)、
革兰染色阴阳性不定小杆菌(GV)、革兰阴性小杆菌

(拟杆菌)、革兰染色阴阳性不定的弯曲杆菌(动弯杆

菌)等。根据每个油镜视野细菌数量,换算成积分,再
按公式(总积分=乳酸杆菌+GV和拟杆菌+动弯杆

菌)计算总积分。Nugent评分0~3分为正常;>3~
<7分为中间型;≥7分为BV。

1.3.7 病例查询 通过患者门诊号或住院号查询

BV相关GV患者需氧菌、真菌、支原体培养及其他检

测信息,统计BV相关GV患者合并混合感染种类和

感染率。

1.4 统计学处理 采用SPSS19.0软件进行数据处

理及统计分析。计数资料采用频数或百分率表示,组
间比较采用χ2 检验。

2 结  果

2.1 普通培养法联合革兰染色 Nugent评分的 GV
检出情况分析 2018年共有8

 

653份做病原菌培养

检测的女性阴道拭子或宫颈拭子标本。当普通培养

法发现哥伦比亚血琼脂平板有GV特征性菌落生长

时,挑取可疑菌落用 MALDI-TOF
 

MS仪进行鉴定,
最终检出GV

 

881份,检出率10.18%。GV鉴定阳性

且Nugent≥7分的有691份(78.43%),为BV相关

GV组;GV 鉴定阳性但 Nugent<7分的有190份

(21.57%),为 GV 定 植 菌 组;GV 鉴 定 失 败 但

Nugent≥7分的有123份。在 Nugent评分≥7分的

标本里有75.92%可见典型线索细胞。

2.2 
 

BV相关GV组患者临床分布 691例BV相

关GV组患者门诊分布以妇科门诊最多(48.48%,

335/691),其次为宫颈门诊(12.74%,88/691)。病区

分布以肿瘤病区最多(8.97%,62/691)、其次为妇科

内 窥 镜 病 区 (6.51%,45/691),产 科 病 区 最 少

(3.33%,23/691)。见表1。

2.3 BV相关 GV组患者混合感染类型分布 691
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例BV相关GV组患者中,混合感染632例,混合感染

率91.45%。混合感染病原菌主要包括需氧菌(AV)、

阴道假丝酵母菌(VVC)、解脲支原体(UU)、人型支原

体(MH)、衣原体(CT)、滴虫(TV)、淋球菌(GC)、疱
疹病毒2型(HSV-2)、人乳头状瘤病毒(HPV)等。不

同混合感染例数与感染率见表2。
表1  BV相关GV组患者临床分布

来源 科室
送检

(n)
BV相关GV

(n)

构成比

(%)

检出率

(%)

门诊 妇科 3
 

266 335 48.48 10.26

宫颈 677 88 12.74 13.00

体检 475 12 1.74 2.53

产科VIP 407 23 3.33 5.65

性病 137 11 1.59 8.03

中医 66 8 1.16 12.12

计划生育 59 7 1.01 11.86

更年期 47 3 0.43 6.38

急诊 34 0 0.00 0.00

孕前 30 1 0.14 3.33

肿瘤门诊 24 0 0.00 0.00

住院病区 肿瘤 812 62 8.97 7.64

内窥镜 664 45 6.51 6.78

妇科 524 44 6.37 8.40

计划生育 586 29 4.20 4.95

产科 845 23 3.33 2.72

合计 8
 

653 691 100.00 7.99

表2  BV相关GV组患者混合感染类型分布(n=691)

混合感染类型 n 感染率(%)

BV+AV 22 3.18

BV+VVC 57 8.25

BV+VVC+AV 5 0.72

BV+VVC+TV 1 0.14

BV+UU 184 26.63

BV+MH 58 8.39

BV+UU+MH 214 30.97

BV+CT 21 3.04

BV+TV 12 1.74

BV+GC 2 0.29

BV+HSV-2 2 0.29

BV+HPV 54 7.81

合计 632 91.45

3 讨  论

  BV是以阴道正常优势乳酸杆菌比例下降或缺

失,相关微生物过度增殖而引起的无阴道黏膜炎症表

现的临床综合征。与BV相关的微生物主要有GV、
拟杆菌、动弯杆菌、普雷沃菌属、UU、MH 等[11]。虽

然有研究显示GV是BV相关致病菌中最主要的病原

菌[12-13],但有关标准与指南并不推荐以单纯分离培养

GV作为诊断BV的方法[14]。因为GV可以存在于超

过50%的健康女性阴道微生物菌群中,只有高浓度

GV才常与BV发生有关[11],所以并不能以单纯培养

结果作为独立的BV诊断标准。因此,2015年美国指

南建议,使用革兰染色 Nugent
 

评分(首选)或 Amsel
标准作为诊断BV的“金标准”[14]。

笔者在日常工作中发现,本院的女性阴道拭子或

宫颈拭子在进行病原菌培养检测过程中,常常被发现

在哥伦比亚血琼脂平板上有生长比较良好单一的细

小灰白GV特征菌落,也有与其他需氧菌混合生长的

GV菌群。虽然有研究者认为,GV生长营养要求苛

刻,需要配置专用培养基才能良好生长[15],但本实验

室在实际培养观察中发现,GV在哥伦比亚血琼脂平

板上亦可生长良好且比较容易区分辨认。为了能正

确区分BV相关GV及避免因菌群混杂导致GV鉴定

失败而造成BV 漏检,笔者在对培养平板上有可疑

GV菌落质谱鉴定的同时也将其拭子标本进行革兰染

色Nugent评分,从而确认了691例(78.43%)GV与

BV相关患者,另外也补充了 GV 鉴定失败但革兰

Nugent评分判定为BV阳性的123例,所以该方法可

以作为BV诊断的一种补充检测手段,在指导临床针

对性治疗BV相关GV、避免药物滥用等方面可发挥

重要作用。
本研究结果显示,BV相关GV患者以妇科门诊

(48.48%,335/691)和宫颈门诊(12.74%,88/691)最
多。这可能是因为妇科门诊和宫颈门诊就诊患者多

为有临床症状的阴道病感染高危人群。在 GILLET
等[16]的一篇 Meta分析中也提到,BV与宫颈HPV感

染呈显著相关。而体检门诊人群以健康者为主,相对

应的BV相关GV检出率也较低(2.53%,12/475),符
合人群分布特点。妇科相关病区(肿瘤病区、内窥镜、
妇科病区)BV相关 GV检出率(7.55%,151/2

 

000)
明显高于产科病区(2.72%,23/845),提示BV感染

可能与妇科生殖道各类疾病密切相关[17-18],同时应重

视BV患者经阴式妇科手术及宫腔镜术前的针对性

治疗,进而降低术后发生感染的风险。在计划生育

科,人工流产造成的子宫内膜损伤导致阴道正常防御

机制的破坏,更容易造成子宫内膜慢性炎症,因而在

计划生育术前对确诊的BV进行针对性治疗也非常

重要。

BV相关GV混合感染类型以合并支原体、VVC、
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HPV感染最为常见。在合并支原体感染中,合并UU
占36.10%,同时合并 MH 占30.74%,合并 MH 仅

占8.39%。虽然合并 UU 比例最高,但未分型 UU
在健康人群中的携带率高达10%~30%,其临床意义

还需结合临床表现综合评判[19-20]。合并 MH 占比虽

低,但有研究表明,MH感染可致产后发热,与子宫内

膜炎及盆腔炎具有相关性[21-22],因此,应对合并 MH
感染患者应及时进行针对性干预治疗。GV产生唾液

酸酶是生物膜形成中的重要步骤,而生物膜的形成可

能是HPV感染持续存在的风险因素[23-24]。以 GV、
拟杆菌、动弯杆菌、普雷沃菌属等厌氧菌过度增殖而

乳酸杆菌缺失造成的阴道微生物菌群的紊乱也增加

了性传播疾病易感风险。因此,区分BV相关GV患

者,并明确是否有 MH、VVC、HPV及性传播疾病等

合并感染,在预防与针对性治疗妇科相关感染性疾病

中存在一定的指导意义。
综上所述,GV是BV相关致病菌中最主要的病

原菌,阴道拭子普通培养法联合革兰染色 Nugent评

分不但可以区分出与BV相关GV及GV定植菌,而
且还能作为GV鉴定失败但以Nugent评分确认BV
阳性的补充手段。BV合并VVC、支原体、HPV感染

及STD感染在临床较为常见,因此,在进行生殖道疾

病临床诊治时明确病原菌,区分是单纯感染还是混合

感染,将有助于临床制订针对性的综合治疗方案,合
理选择与使用抗菌药物,进而避免因抗菌药物滥用而

产生的耐药问题,也在一定程度上降低了患者的经济

负担。
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原体诊断提供科学性证据,减少临床抗菌药物的滥用

情况,降低抗菌药物耐药性的风险。
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