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摘要目的：运用酶链聚合反应(PCR)技术分析和比较不同生物群的脲原体对氟喹诺酮类药物的耐药情况。方法：以脲原体 16S

rRNA保守区域基因为扩增靶序列检测脲原体的不同生物群，采用 PCR方法扩增拓扑异构酶 gyrA和 parC基因并进行测序，分

析基因突变与耐药的关系。结果：脲原体生物一群对左旋氧氟沙星的耐药性高于生物二群，二者差异有统计学意义（t=2.071，P=0.

044）。gyrA基因主要为 112号编码蛋白 D112E的变异，parC基因主要为编码蛋白 S83L的变异，即 83号位丝氨酸（TCA）到亮氨

酸(TTA)的变异的变异。与未突变株相比，拓扑异构酶基因突变株对环丙沙星MIC存在统计学差异（P<0.001）。结论：不同生物群

的脲原体对部分氟喹诺酮类耐药存在差异，拓扑异构酶基因突变与脲原体对喹诺酮类耐药存在相关性。
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A Study on Resistance to Fluoroquinolones in Ureaplasma

from Male Urinary Tract*

To explore the association between different biovars of Ureaplasma and the resistance to fluoroquinolones.

Ureaplasma from male urinary tract were detected using 16s rRNA gene by PCR to identify the biovars of Ureaplasma. The

relationship between biovars of Uu and symptoms was analyzed. PCR and DNA sequencing were conducted to analyze the genes of

gyrA and parC. There was a significant difference in the resistance to Levofloxacin between the biovar 1 of Ureaplasma and the

biovar 2 of Ureaplasma (P=0.044). Sequencing analysis revealed the mutation of D112E and S83L in gyrA and parC respectively.

Compared with non-mutation strain of Ureaplasma, the mutation strain had a higher level of the resistance to Ciprofloxacin (P<0.001).

There were differences in resistance to quinolones among Ureaplasma urealyticum in different biovars of Ureaplasma and

there had a correlation between the mutation of topoisomerase gene and the resistance of Ureaplasma to quinolones.
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前言

脲原体是泌尿生殖道常见的病原体，与男性非淋菌性尿道

炎（NGU）等疾病密切相关[1-3]。脲原体分为 2个生物群，其下又

可分为 14 个血清型。生物群 1 或微小脲原体 (Ureaplasma

parvum，Up)包括血清型 1、3、6和 14；生物群 2 或解脲脲原体

(Ureaplasma urealyticum，Uu)由其余 10个血清型组成 [4，5]。目

前，临床脲原体耐药株的出现使得 NGU的治疗成为难点，国内

外均有 Uu对氟喹诺酮类药物耐药性研究的报道，脲原体的耐

药性与血清型存在相关性，不同地区流行的血清型不同，其耐

药性也存在差异[6，7]。本研究为探讨本地区不同脲原体血清型对

氟喹诺酮类药物耐药特点,旨在为脲原体的防治提供临床依据。

1 材料和方法

1.1 材料

1.1.1 标本来源 收集上海市皮肤病医院 2015年 5月～2016

年 5月性病门诊 NGU患者尿道分泌物标本。

1.1.2 仪器及试剂 核酸扩增仪为美国 ABI 公司，型号为

9902；PCR试剂为 Promega公司产品；DNA提取试剂盒为天根

生化科技有限公司产品；PCR引物由上海生工合成。抗生素为

Sigma公司产品。

1.2 方法
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表 1 25株脲原体生物 1群对氟喹诺酮类药物的药敏检测结果

Table 1 Fluoroquinolones susceptibility testing in the 25 strains of biovar 1 of Ureaplasma

Antibiotics
MIC(mg/L)

0.03 0.06 0.12 0.25 0.5 1.0 2.0 4.0 8.0 16.0

Ciprofloxacin. 0 0 1 2 4 6 6 3 2 1

Ofloxacin 0 0 0 1 1 3 4 8 7 2

Levofloxacin 0 3 5 5 5 4 3 0 0 0

Total 0 3 6 8 10 13 13 11 9 3

图 1脲原体生物分群 PCR扩增产物电泳结果

Fig. 1 Detection of biovars of Ureaplasma by PCR amplication

1.2.1 标本 DNA的提取 将粘有患者尿道分泌物标本的拭子

置入 1 mL生理盐水中充分悬浮，10 000 r/min离心 5 min。弃上

清后留沉淀物，按照 DNA提取试剂盒说明书提供的步骤提取

DNA。

1.2.2 脲原体药敏试验 采用微量稀释法测定环丙沙星、氧

氟沙星和左旋氧氟沙星等 3种抗生素的抑菌浓度。在 96孔板

上用倍比稀释法进行最小抑菌浓度 (Minimum inhibitory con-

centration, MIC)测定，同时每组均设阳性及阴性对照，以加药孔

72 h不出现红色变化的最小药物浓度为脲原体生长的MIC。

1.2.3 PCR扩增和电泳 按 20 滋L反应体系进行反应，包括

DNA标本模板 1 滋L。设置阳性对照（脲原体生物一群使用标准

血清 3型、脲原体生物二群使用标准血清 8型）和阴性对照，按

文献条件进行扩增[8]。gyrA耐药基因和 parC基因检测按文献

条件进行扩增[9]，扩增产物送上海生工进行序列检测。配制 1%

琼脂糖凝胶，取 5 滋L扩增产物与 1 滋L溴酚蓝载样缓冲液混合，

在电压 100V电泳凝胶板中电泳 20 min，凝胶成像仪上观察。

1.2.4 统计学分析 使用 SPSS 17.0软件进行统计学分析，计

数资料采用 t检验，以 P约0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 PCR检测脲原体的生物群

尿道分泌物标本中脲原体生物 1群和脲原体生物 2群在

1300 bp左右位置出现特异扩增条带判断为阳性（见图 1）。

2.2 脲原体对喹诺酮药物的药敏试验

对从临床标本中分离 25株脲原体生物 1群和 25株脲原

体生物 2群进行药敏实验，Uu对喹诺酮药物的敏感性(结果见

表 1、表 2)。生物一群对左旋氧氟沙星的耐药性高于生物二群，

二者差异有统计学意义（P=0.044）。生物一群对环丙沙星、氧氟

沙星的耐药性与生物二群无明显差异，二者差异无统计学意义

（P=0.0.781；P=0.118）。

2.3 PCR检测脲原体的突变基因

标准菌株和临床标本 gyrA和 parC基因目的片段分别为

331 bp和 220 bp（见图 2）。12株 Uu临床株 gyrA基因和 15株

parC基因发生了点突变，其中有 3株 gyrA基因和 parC基因

均有点突变。gyrA基因主要为 112 号编码蛋白 D112E 的变

异，即天冬氨酸（GAC)到谷氨酸(GAG)的变异；parC基因主要

为编码蛋白 S83L的变异，即 83 号位丝氨酸（TCA）到亮氨酸

(TTA)的变异的变异。gyrA基因和 parC基因变异 Uu临床株

对对环丙沙星MIC值为 1～16 滋g/mL之间。与未突变株相比，

gyrA基因和 parC基因突变株对环丙沙星 MIC存在统计学差

异（P<0.001）。

3 讨论

脲原体是导致的性传播疾病（STD）主要病原体之一。由于

脲原体缺乏细胞壁结构，它对作用于细胞壁合成的抗菌药物如

青霉素类、内酰胺类等药物完全不敏感，其次对磺胺类、多粘菌

素等药物耐受。目前，治疗脲原体的药物主要包括干扰蛋白质

合成的药物如四环素类、大环内酯类和以及对干扰 DNA复制
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图 2 PCR方法扩增脲原体 gyrA和 parC基因

Fig. 2 Detection the genes of gyrA and parC from Ureaplasma by PCR amplication

表 2 25株脲原体生物 2群对氟喹诺酮类药物的药敏检测结果

Table 2 Fluoroquinolones susceptibility testing in the 25 strains of biovar 2 of Ureaplasma

Antibiotics
MIC(mg/L)

0.03 0.06 0.12 0.25 0.5 1.0 2.0 4.0 8.0 16.0

Ciprofloxacin. 0 0 1 2 6 5 6 3 2 0

Ofloxacin 0 0 0 2 2 5 6 7 1 2

Levofloxacin 1 5 8 4 4 3 0 0 0 0

Total 1 5 9 8 12 13 12 10 3 2

的药物如喹诺酮类等三类抗生素[10-14]。由于临床治疗存在不规

范的使用，脲原体对上述种抗生素的耐药性日益增多，Lee等

人报道，孕妇生殖道来源的 Uu对环丙沙星的耐药率达 62.1%，

对氧氟沙星的耐药率为 11.2%。而另有文献报道 Uu对环丙沙

星的耐药率可达 80%左右[15，16]。不同的脲原体生物群对药物的

耐药情况也存在差异。有研究认为，与 Uu相比，Up对四环素

更为敏感，而在奎诺酮类药物的无明显差异[7，13]。不同区域和生

物群的脲原体对药物的耐药情况可能存在较大的差异。本实验

检测了脲原体对喹诺酮类抗生素环丙沙星、氧氟沙星和左旋氧

氟沙星的MIC及耐药情况。结果显示，Uu和 Up对氧氟沙星和

环丙沙星耐药性基本一致，而 Uu对左旋氧氟沙星的耐药性高

于 Up，其差异有统计学意义。

有关病原体介导喹诺酮类耐药的机制复杂，其中包括药物

外排蛋白的表达、膜渗透性降低、拓扑异构酶基因的突变等。近

来研究发现，脲原体对喹诺酮类药物的耐药机制主要与编码拓

扑异构酶 II（gyrA/gyrB）和拓扑异构酶 IV( parC/parE) 亚单位

的基因突变有关。脲原体拓扑异构酶 II/IV基因的突变可导致

对喹诺酮类耐药，其中拓扑异构酶 II为四聚体，由 2个 A亚基

和 2个 B亚基组成，分别由 gyrA和 gyrB基因编码；扑异构酶

IV也为四聚体，亦由 2个 A亚基和 2个 B亚基组成，分别由

parC和 parE基因编码[17-22]。有研究发现脲原体存在 gyrA基因

第 83位氨基酸谷氨酰胺（Gln）突变为精氨酸（Arg）,而第 95位

氨基酸天冬氨酸（Asp）突变为谷氨酸（Glu），如果两个突变同时

存在，可以导致其对氧氟沙星和环丙沙星的MIC值分别增加

高耐药水平（分别为 64和 128 滋g/mL）[9]。我们的实验发现 gyrA

和 parC的基因突变株对环丙沙星MIC显著高于非突变株，表

明拓扑异构酶基因突变与脲原体对喹诺酮类耐药存在联系。

本研究检测脲原体的突变基因，结果显示 gyrA基因出现

为 112号编码蛋白 D112E的变异，parC基因为编码蛋白 S83L

的变异，该数据与之前的研究结果相一致[23-26]。但也有研究认

为，GyrA的 D112E并不一定是喹诺酮类耐药相关突变，而是

正常菌株多态性的表现 [6，27]。本研究有 3株 gyrA基因和 parC

基因均有点突变，并表现出对氧氟沙星和环丙沙星的较高的

MIC值，这一结果提示多重基因突变在脲原体喹诺酮类耐药中

发挥了重要作用。由于本实验仅对 50例脲原体标本进行了基

因突变的检测，未能发现新的基因点突变，在下一步研究中将

扩大样本量来分析两生物群更多的基因突变以及耐药机制中

是否存在差异。

临床研究显示，Up和 Uu的致病性存在差异，Uu较 Up更

偏向引起症状性感染[28]。而在临床上鲜有对 Up和 Uu的鉴别

诊断，对 Up和 Uu的治疗也不加区分。而本实验显示 Uu对左

旋氧氟沙星的耐药性高于 Up，且脲原体 gyrA和 parC的基因

突变对喹诺酮类耐药也存在影响。因此，研究脲原体的耐药性

和耐药机制对合理使用抗生素及减少耐药性的发生和传播等

方面有着重要临床意义。

综上所述，不同生物群的脲原体对部分喹诺酮类耐药存
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在差异，拓扑异构酶基因突变与脲原体对喹诺酮类耐药存在

相关性。
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