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　　［摘要］　目的　调查从不孕不育患者分离的解脲脲原体（ｕｒｅａｐｌａｓｍａｕｒｅａｌｙｔｉｃｕｍ，Ｕｕ）对氟喹诺酮
类药物的耐药情况，探索拓扑异构酶基因氟喹诺酮耐药决定区（ｑｕｉｎｏｌｏｎｅｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｄｅｔｅｒｍｉｎｉｎｇｒｅｇｉｏｎｓ，
ＱＲＤＲ）突变与耐药性产生的相关性。方法　收集２０１９年１２月至２０２２年１月就诊的不孕不育患者泌
尿生殖道分离培养的Ｕｕ菌株，采用１６ＳｒＲＮＡ测序进行确认，运用ＵＵ２９５和ＵＵＲ１０＿０５８８两个保守基因
将Ｕｕ菌株区分为微小脲原体（ｕｒｅａｐｌａｓｍａｐａｒｖｕｍ，ＵＰＡ）和解脲脲原体（ｕｒｅａｐｌａｓｍａｕｒｅａｌｙｔｉｃｕｍ，ＵＵＲ）两
个生物群。用微量肉汤稀释法测定环丙沙星、左氧氟沙星、司帕沙星及莫西沙星的最低抑菌浓度。按照

ＣＬＳＩＭ４３Ａ（２０１１版）标准筛选耐药菌株，ＰＣＲ扩增拓扑异构酶基因 ＱＲＤＲ，测序结果采用 ＤＮＡＳＴＡＲ
Ｌａｓｅｒｇｅｎｅ分析。用ＳｗｉｓｓＭｏｄｅｌ同源建模服务器对ｐａｒＣＳ８３Ｌ与ｇｙｒＢＲ５２３Ｅ突变进行同源建模。结果
　共分离１８４株临床菌株，ＵＰＡ１７３株（９４．０％），ＵＵＲ８株（４．４％），ＵＰＡ和 ＵＵＲ共存 ３株（１．６％）。
３组Ｕｕ对左氧氟沙星、莫西沙星的耐药率分别为：ＵＰＡ（８０．４％，２．２％）、ＵＵＲ（５０％，０）、ＵＰＡ和 ＵＵＲ
（６６．７％，３３．３％）。ＱＲＤＲ氨基酸变异（发生率）分别为ｐａｒＣＳ８３Ｌ（８５．３％）、ｇｙｒＢＲ５２３Ｅ（１１．４％）、ｐａｒＣ
Ｌ１２７Ｐ（７．１％）、ｇｙｒＡＬ１７６Ｆ（２．２％）、ｇｙｒＡＳ１７４Ｑ（１．６％）、ｐａｒＥＬ４０８Ｉ（１．１％）。其中 ｐａｒＥＬ４０８Ｉ为新发
现的突变。同源建模发现ｐａｒＣＳ８３Ｌ突变通过形成空间位阻干扰喹诺酮类药物的正常结合，导致氟喹
诺酮类药物耐药。结论　不孕不育患者人群携带的解脲脲原体对氟喹诺酮类药物的耐药率较高，其耐
药与拓扑异构酶基因ｐａｒＣＳ８３Ｌ碱基突变导致的氨基酸变异密切相关。
　　［关键词］　 解脲脲原体；氟喹诺酮类；拓扑异构酶；耐药
　　［中图法分类号］　Ｒ３７５．３；Ｒ７１１．６；Ｒ９１５ ［文献标志码］　Ａ

［通信作者］　夏　云，Ｅｍａｉｌ：ｘｉａｙｕｎ１２ｃｎ＠ａｌｉｙｕｎ．ｃｏｍ

２０９７０９２７／Ｃｏｐｙｒｉｇｈｔ ２０２２，陆军军医大学（第三军医大学）。这篇开放获取文章遵循ＣＣＢＹ许可协议（　　　 　　　　　　　　　　　　　　　　）

Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｒａｔｅａｎｄｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆｕｒｅａｐｌａｓｍａｕｒｅａｌｙｔｉｃｕｍ ｔｏｆｌｕｏｒｏｑｕｉｎｏｌｏｎｅｓｉｎ
ｉｎｆｅｒｔｉｌｅｐａｔｉｅｎｔｓ
ＹＵＡＮＹａｌｉｎｇ１，２，ＸＩＡＹｕｎ１　　１ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＣｌｉｎｉｃａｌＬａｂｏｒａｔｏｒｙ，ｔｈｅＦｉｒｓｔＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇＭｅｄｉｃａｌ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ，４０００１６；２ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＣｌｉｎｉｃａｌＬａｂｏｒａｔｏｒｙ，ｔｈｅＳｅｖｅｎｔｈＰｅｏｐｌｅ’ｓＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇ，
Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ，４０００５４，Ｃｈｉｎａ

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｏｆｕｒｅａｐｌａｓｍａｕｒｅａｌｙｔｉｃｕｍ（Ｕｕ）ｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍ
ｉｎｆｅｒｔｉｌｅｐａｔｉｅｎｔｓｔｏｆｌｕｏｒｏｑｕｉｎｏｌｏｎｅｓ，ａｎｄｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｑｕｉｎｏｌｏｎｅｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｄｅｔｅｒｍｉｎｉｎｇ
ｒｅｇｉｏｎｓ（ＱＲＤＲ）ｍｕｔａｔｉｏｎｓｉｎｔｏｐｏｉｓｏｍｅｒａｓｅｇｅｎｅａｎｄａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｃｌｉｎｉｃａｌｓｔｒａｉｎｓｏｆ
ｕｒｅａｐｌａｓｍａｉｓｏｌａｔｅｄａｎｄｃｕｌｔｕｒｅｄｆｒｏｍｔｈｅｇｅｎｉｔｏｕｒｉｎａｒｙｔｒａｃｔｏｆｉｎｆｅｒｔｉｌｅｐａｔｉｅｎｔｓｗｈｏｗｅｒｅａｄｍｉｔｔｅｄｂｅｔｗｅｅｎ
Ｄｅｃｅｍｂｅｒ２０１９ａｎｄＪａｎｕａｒｙ２０２２ｗｅｒｅｃｏｌｌｅｃｔｅｄ，ａｎｄｖａｌｉｄａｔｅｄｂｙ１６ＳｒＲＮＡｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ．Ｔｗｏｃｏｎｓｅｒｖｅｄ
ｇｅｎｅｓ，ＵＵ２９５ａｎｄＵＵＲ１０＿０５８８，ｗｅｒｅｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔｌｙａｄｏｐｔｅｄｔｏｃｌａｓｓｉｆｙｔｈｅｓｔｒａｉｎｓｉｎｔｏｕｒｅａｐｌａｓｍａｐａｒｖｕｍ
（ＵＰＡ）ａｎｄｕｒｅａｐｌａｓｍａｕｒｅａｌｙｔｉｃｕｍ （ＵＵＲ）．Ｉｎａｄｄｉｔｉｏｎ，ｔｈｅｍｉｎｉｍｕｍ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆ
ｃｉｐｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ，ｌｅｖｏｆｌｏｘａｃｉｎ，ｓｐａｒｆｌｏｘａｃｉｎａｎｄｍｏｘｉｆｌｏｘａｃｉｎｗｅｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｂｒｏｔｈｄｉｌｕｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄ．Ｔｈｅ
ｒｅｓｉｓｔａｎｔｓｔｒａｉｎｓｗｅｒｅｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔｌｙｓｃｒｅｅｎｅｄａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏＣＬＳＩＭ４３Ａ（２０１１ｅｄｉｔｉｏｎ）ｓｔａｎｄａｒｄ，ｔｏｐｏｉｓｏｍｅｒａｓｅ
ｇｅｎｅＱＲＤＲｗａｓａｍｐｌｉｆｉｅｄｂｙＰＣＲ，ａｎｄｔｈｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｗｅｒｅａｎａｌｙｚｅｄｕｓｉｎｇＤＮＡＳＴＡＲＬａｓｅｒｇｅｎｅ．

８７３１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１３）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/



Ｆｉｎａｌｌｙ，ｔｈｅｈｏｍｏｌｏｇｙｍｏｄｅｌｓｏｆｐａｒＣＳ８３ＬａｎｄｇｙｒＢＲ５２３ＥｍｕｔａｔｉｏｎｓｗｅｒｅｐｅｒｆｏｒｍｅｄｂｙＳｗｉｓｓｍｏｄｅｌ
ｈｏｍｏｌｏｇｙｍｏｄｅｌｉｎｇｓｅｒｖｅｒ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ａｔｏｔａｌｏｆ１８４ｃｌｉｎｉｃａｌｓｔｒａｉｎｓｗｅｒｅｉｓｏｌａｔｅｄ，ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ１７３ＵＰＡ
（９４．０％），８ＵＵＲ（４．４％），ａｎｄ３ｏｆｃｏｅｘｉｓｔｉｎｇ（１．６％）．Ｔｈｅｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｒａｔｅｓｏｆｔｈｅ３ｇｒｏｕｐｓｔｏ
ｌｅｖｏｆｌｏｘａｃｉｎａｎｄｍｏｘｉｆｌｏｘａｃｉｎｗｅｒｅＵＰＡ（８０．４％，２．２％），ＵＵＲ（５０％，０），ａｎｄＵＰＡ＋ＵＵＲ（６６．７％，
３３．３％），ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＴｈｅｉｎｃｉｄｅｎｃｅｏｆＱＲＤＲａｍｉｎｏａｃｉｄｖａｒｉａｎｔｓｗａｓｐａｒＣＳ８３Ｌ（８５．３％），ｇｙｒＢＲ５２３Ｅ
（１１．４％），ｐａｒＣＬ１２７Ｐ（７．１％），ｇｙｒＡＬ１７６Ｆ（２．２％），ｇｙｒＡＳ１７４Ｑ（１．６％），ａｎｄｐａｒＥＬ４０８Ｉ（１．１％），
ａｍｏｎｇｗｈｉｃｈｐａｒＥＬ４０８Ｉｉｓａｎｅｗｌｙｄｉｓｃｏｖｅｒｅｄｍｕｔａｔｉｏｎ．ＨｏｍｏｌｏｇｙｍｏｄｅｌｉｎｇｒｅｖｅａｌｅｄｔｈａｔｔｈｅｐａｒＣＳ８３Ｌ
ｍｕｔａｔｉｏｎｉｎｔｅｒｆｅｒｅｓｗｉｔｈｔｈｅｎｏｒｍａｌｂｉｎｄｉｎｇｏｆｑｕｉｎｏｌｏｎｅｓｂｙｆｏｒｍｉｎｇｓｐａｔｉａｌｈｉｎｄｒａｎｃｅ，ｌｅａｄｉｎｇｔｏ
ｆｌｕｏｒｏｑｕｉｎｏｌｏｎｅｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＴｈｅｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｒａｔｅｏｆＵｕｓｔｒａｉｎｓｔｏｆｌｕｏｒｏｑｕｉｎｏｌｏｎｅｓｉｎｉｎｆｅｒｔｉｌｅ
ｐａｔｉｅｎｔｓｉｓｒａｔｈｅｒｈｉｇｈ，ｗｈｉｃｈｉｓｃｌｏｓｅｌｙｒｅｌａｔｅｄｔｏｔｈｅａｍｉｎｏａｃｉｄｖａｒｉａｔｉｏｎｃａｕｓｅｄｂｙｔｈｅｍｕｔａｔｉｏｎｏｆ
ｔｏｐｏｉｓｏｍｅｒａｓｅｇｅｎｅｐａｒＣＳ８３Ｌｂａｓｅ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｕｒｅａｐｌａｓｍａｕｒｅａｌｙｔｉｃｕｍ；ｆｌｕｏｒｏｑｕｉｎｏｌｏｎｅｓ；ｔｏｐｏｉｓｏｍｅｒａｓｅ；ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ

Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＸＩＡＹｕｎ，Ｅｍａｉｌ：ｘｉａｙｕｎ１２ｃｎ＠ａｌｉｙｕｎ．ｃｏｍ

　　解脲脲原体（ｕｒｅａｐｌａｓｍａｕｒｅａｌｙｔｉｃｕｍ，Ｕｕ）是引起
人类泌尿生殖系统感染的主要病原体之一，可单独感

染，也可与人型支原体混合感染［１］。它与非淋菌性尿

道炎、泌尿结石、不孕不育、不良妊娠结局、早产及产后

新生儿肺发育不良等疾病密切相关［２－３］。Ｕｕ常侵犯
尿道、前庭大腺及宫颈，可引起相关部位炎症；上行感

染时，可引起输卵管炎、子宫内膜炎以及盆腔炎等，尤

其以输卵管炎最多见，均可导致女性不孕［４］。男性不

育患者的精液Ｕｕ检出率是５％～５８％，Ｕｕ在男性下生
殖道的定植被认为是男性不育症的主要原因之一［５］。

国内研究发现不孕夫妇中男性和女性患者感染的Ｕｕ血
清型分布有显著差异，且Ｕｕ有可能在夫妇之间传播。
　　Ｕｕ分为 ＵＰＡ和 ＵＵＲ两个生物群，共 １４个血清
型。目前临床上常用于Ｕｕ感染治疗的抗生素主要包
括氟喹诺酮类和四环素类。近年来，关于各种抗生素

的耐药性均有报道，氟喹诺酮类药物作为临床一线用

药，耐药率的增长尤其明显［６］。耐药机制主要由拓扑

异构酶 ｇｙｒＡ、ｇｙｒＢ、ｐａｒＣ和 ｐａｒＥ等基因的突变引
起［７－８］，多种病原体的 ｇｙｒＡ、ｇｙｒＢ、ｐａｒＣ和 ｐａｒＥ碱基突
变所致氨基酸变异与氟喹诺酮类药物耐药相关［９］。

　　目前关于Ｕｕ对氟喹诺酮类药物耐药率和耐药机
制的研究发现，不同地区、不同人群之间差异较大［１０］，

随着时间的推移，耐药谱和耐药率也在动态变化，特别

是针对不孕不育人群感染 Ｕｕ的研究非常有限，参考
既往研究进行经验用药存在一定的局限性。本研究通

过对不孕不育患者的临床菌株进行拓扑异构酶基因

ｇｙｒＡ、ｇｙｒＢ、ｐａｒＣ和ｐａｒＥ的ＱＲＤＲ进行扩增与测序，探
讨这４个基因与氟喹诺酮类药物耐药机制的关系，可
初步掌握本地区不孕不育人群 Ｕｕ的耐药率、耐药谱
和耐药机制等流行病学资料，对于指导临床合理用药

具有重要意义。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　主要试剂　　解脲脲原体和人型支原体选择
分离培养药敏试剂盒、解脲脲原体和人型支原体选择

分离固体培养基及支原体肉汤基础均购自众爱生河北

生物科技有限公司，药敏试验测试板购自天津市金章

科技发展有限公司，ＤＮＡ提取试剂盒购自北京天根生
化科技有限公司，ＰＣＲ试剂购自上海生工生物工程有
限公司。

１．１．２　标准菌株　　解脲脲原体标准菌株 ＡＴＣＣ
２７６１８由众爱生河北生物科技有限公司惠赠。
１．２　方法
１．２．１　临床资料　　解脲脲原体的筛选标本来自
２０１９年１２月至２０２２年１月就诊于重庆医科大学第一
附属医院生殖中心的不孕不育患者。其中男性８９８名，
女性１９００名。男性取尿道分泌物，女性取阴道分泌
物，采用支原体鉴定及药敏检测试剂盒进行初步鉴定

及药敏。液体及固体培养基变成樱桃红色，同时在显

微镜下观测到固体培养基上有褐色海胆样菌落判定为

阳性，挑取单个菌落进行纯培养。

１．２．２　菌株鉴定　　将纯化后的菌株复苏后用试剂
盒提取 ＤＮＡ，运用 １６ＳｒＲＮＡ测序技术进行鉴定。引
物［１１］５１５ｆＭｏｄｉｆｉｅｄ（５′ＧＴＧＹＣＡＧＣＭＧＣＣＧＣＧＧＴＡＡ
３′），８０６ｒＭｏｄｉｆｉｅｄ（５′ＧＧＡＣＴＡＣＮＶＧＧＧＴＷＴＣＴＡＡＴ
３′），由上海生工生物工程股份有限公司合成。ＰＣＲ
反应产物送公司测序，测序结果经 ＮＣＢＩ的 ＧｅｎＢａｎｋ
数据库中 ＢＬＡＳＴ与标准菌株进行比对。ＧｅｎＢａｎｋ在
线检索解脲脲原体 ＡＴＣＣ标准菌株 １４种血清型的基

９７３１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１３）



因组序列，通过ＢＬＡＳＴ程序比对，发现共有４７个ＵＰＡ
特异性基因和 ４５个 ＵＵＲ特异性基因。ＵＵ２９５和
ＵＵＲ１０＿０５８８这两个基因分别在 ＵＰＡ和 ＵＵＲ中表现
出非常保守的性质，能够区分出 ＵＰＡ、ＵＵＲ及同时包
含ＵＰＡ和ＵＵＲ的标本。根据这两个特异性基因，设
计引物 ＵＵ２９５Ｆ／Ｒ和 ＵＵＲ１０＿０５８８Ｆ／Ｒ用于区分解
脲脲原体与微小脲原体［１２］，上下游引物分别是ＵＵ２９５
Ｆ（５′ＧＣＣＡＡＧＡＡＡＡＣＡＴＴＴＡＡＴＣＧＣＴ３′），ＵＵ２９５Ｒ（５′
ＣＴＧＡＴＡＴＴＧＴＣＣＧＣＴＧＣＴＣＡＴＴ３′），ＵＵＲ１０＿０５８８Ｆ（５′
ＡＡＡＧＴＴＡＡＡＧＡＧＴＣＴＴＧＴＧＧＡ３′），ＵＵＲ１０＿０５８８Ｒ（５′
ＡＡＴＡＧＧＴＡＡＴＡＧＣＣＴＣＴＴＴＧＡＴ３′）。利用两对引物对
１８４株临床菌株进行 ＰＣＲ扩增，产物用 １％凝胶电泳
进行检测，根据电泳有无条带进行鉴别。

１．２．３　最低抑菌浓度（ｍｉｎｉｍｕｍｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，
ＭＩＣ）的测定　　首先将纯化后的菌株采用颜色变化
单位法测Ｕｕ的最大代谢活性，将剩余菌株置于－８０℃
冰箱备用。依据 ＣＬＳＩＭ４３Ａ（２０１１版）标准，采用微
量肉汤稀释法测定４种氟喹诺酮类药物对所有临床菌
株的ＭＩＣ值。将环丙沙星、左氧氟沙星、司帕沙星和
莫西沙星倍比稀释成１２个浓度（０．２５～１２８μｇ／ｍＬ），
同时设计两孔做阴性和阳性对照，由天津市金章科技

发展有限公司完成药物的包被和冻干。阴性对照加

１００μＬ的支原体液体培养基，其余各孔分别加１００μＬ
含１０４ＣＦＵ／ｍＬ的Ｕｕ培养物，每个批次都加做标准菌
株ＡＴＣＣ２７６１８作为质控。每孔滴加一滴液态石蜡，
加盖后置含５％ＣＯ２的３５℃孵箱孵育４８ｈ，由黄色变
为樱桃红为阳性，观测并记录结果。药敏结果根据

ＣＬＳＩＭ４３Ａ（２０１１版）进行判读，左氧氟沙星≥４μｇ／ｍＬ
为耐药，莫西沙星≥４μｇ／ｍＬ为耐药，环丙沙星和司帕
沙星没有折点。

１．２．４　ＰＣＲ扩增　　拓扑异构酶基因扩增测序针对解
脲脲原体 ｇｙｒＡ、ｇｙｒＢ、ｐａｒＣ、ｐａｒＥ基因的 ＱＲＤＲ设计引
物［１３］。ＰＣＲ扩增反应条件：９４℃预变性５ｍｉｎ，９４℃变
性３０ｓ，５０℃退火３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，构成３５循环。
扩增产物送上海生工生物工程有限公司进行测序。

１．２．５　基因序列及氨基酸突变分析　　测序结果采
用ＤＮＡＳＴＡＲＬａｓｅｒｇｅｎｅ分析并与解脲脲原体标准菌株
进行比对。根据文献［１４］标准菌株为：ＵＰＡ采用
ＡＴＣＣ７００９７０（ＧｅｎＢａｎｋＡＦ２２２８９４），ＵＵＲ采用 ＡＴＣＣ
３３６９９（ＧｅｎＢａｎｋＣＰ００１１８４．１）。找出ｇｙｒＡ、ｇｙｒＢ、ｐａｒＣ、
ｐａｒＥ４个基因的碱基突变位点及相应的氨基酸改变。
１．２．６　同源建模　　使用 ＳｗｉｓｓＭｏｄｅｌ同源建模服务
器（ｈｔｔｐ：／／ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／），用一株同时出现
ｐａｒＣＳ８３Ｌ与ｇｙｒＢＲ５２３Ｅ双突变的５８号高耐药菌株，

以喹诺酮类药物（左氧氟沙星）肺炎链球菌Ⅳ型拓扑
异构酶ＤＮＡ裂解复合物（ＰＤＢ代码３ＲＡＥ）作为模板，
进行同源建模，来模拟解脲脲原体的拓扑异构酶基因

ｐａｒＣ和ｇｙｒＢ的突变模型。

２　结果

２．１　解脲脲原体的生物群分布与氟喹诺酮类药物的
敏感性分析

　　共分离到临床菌株１８４株，其中９株（４．８９％）来
自男性尿道分泌物，１７５株（９５．１１％）来自女性阴道分
泌物。１７３株属于 ＵＰＡ（９４．０２％），８株为 ＵＵＲ
（４．３５％），３株同时包含 ＵＰＡ和 ＵＵＲ（１．６３％）。在
１７３株ＵＰＡ临床菌株中，环丙沙星、左氧氟沙星、司帕
沙星及莫西沙星的 ＭＩＣ９０分别是 ６４、８、８、２μｇ／ｍＬ。
ＵＰＡ、ＵＵＲ、ＵＰＡ＋ＵＵＲ３组菌株对左氧氟沙星的耐药
率分别是 ８０．４％、５０％、６６．７％，对莫西沙星耐药率依
次是２．２％、０、３３．３％（表１）。

表１　１８４株Ｕｕ临床菌株对４种氟喹诺酮类药物的ＭＩＣ值

ＭＩＣ（μｇ／ｍＬ）
Ｕｕ菌株和抗菌药物 耐药率（％）

范围 ５０％ ９０％

ＵＰＡ（菌株数ｎ＝１７３）

　环丙沙星 ０．５～１２８ ３２ ６４ －

　左氧氟沙星 ０．２５～６４ ４ ８ ８０．４

　司帕沙星 ０．２５～１６ ４ ８ －

　莫西沙星 ０．２５～１６ １ ２ ２．２

ＵＵＲ（菌株数ｎ＝８）

　环丙沙星 ４～６４ １６ ６４ －

　左氧氟沙星 １～８ ４ ８ ５０．０

　司帕沙星 ０．５～４ ２ ４ －

　莫西沙星 ０．５～２ １ ２ ０

ＵＰＡ＋ＵＵＲ（菌株数ｎ＝３）

　环丙沙星 ８～１２８ １６ １２８ －

　左氧氟沙星 １～６４ ２ ６４ ６６．７

　司帕沙星 ０．５～１６ ２ １６ －

　莫西沙星 ０．５～１６ １ １６ ３３．３

２．２　解脲脲原体拓扑异构酶 ＱＲＤＲ碱基突变与对应
的氨基酸变异

　　将１８４株解脲脲原体临床菌株测序结果与标准菌
株的理论基因进行比对，结果显示４株ｇｙｒＡ基因发生
Ｌ１７６Ｆ变异导致亮氨酸变为苯丙氨酸，变异率为
２．２％；３株发生 Ｓ１７４Ｑ变异导致丝氨酸变为精氨酸，
变异率为１．６％；２１株ｇｙｒＢ基因发生Ｒ５２３Ｅ变异导致
精氨酸变为苯丙氨酸，变异率为 １１．４％；１５７株 ｐａｒＣ
基因发生 Ｓ８３Ｌ变异导致丝氨酸变为亮氨酸，变异率
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为８５．３％；１３株发生 Ｌ１２７Ｐ突变，导致亮氨酸变为脯
氨酸，变异率为７．１％；２株 ｐａｒＥ基因发生 Ｌ４０８Ｉ变异
导致亮氨酸变为异亮氨酸，为新发现的突变，变异率为

１．１％（表２）。

表２　Ｕｕ临床菌株ＱＲＤＲｓ的氨基酸变异情况

蛋白 位点 碱基突变 氨基酸变异 变异株（ｎ）变异率（％）

ｇｙｒＡ
１７６ ＴＴＡ→ＴＴＣ Ｌ→Ｆ ４ ２．２

１７４ ＡＧＴ→ＣＡＡ Ｓ→Ｑ ３ １．６

ｇｙｒＢ ５２３ ＡＧＡ→ＧＡＡ Ｒ→Ｅ ２１ １１．４

ｐａｒＣ
８３ ＴＣＡ→ＴＴＡ Ｓ→Ｌ １５７ ８５．３

１２７ ＣＴＣ→ＣＣＣ Ｌ→Ｐ １３ ７．１

ｐａｒＥ ４０８ ＣＴＴ→ＡＴＴ Ｌ→Ｉ ２ １．１

Ｌ：亮氨酸；Ｆ：苯丙氨酸；Ｓ：丝氨酸；Ｑ：谷氨酰胺；Ｒ：精氨
酸；Ｅ：谷氨酸；Ｐ：脯氨酸；Ｉ：异亮氨酸

２．３　ＱＲＤＲ氨基酸变异与氟喹诺酮类药物的 ＭＩＣ值
的相关性

　　根据测序结果对１８４株 Ｕｕ临床菌株 ｇｙｒＡ、ｇｙｒＢ、
ｐａｒＣ、ｐａｒＥ的ＱＲＤＲｓ扩增产物的碱基和氨基酸序列与
标准菌株进行比对，在 ｇｙｒＡ蛋白的 １１２位置、ｐａｒＣ的
１２５位置及ｐａｒＥ的４１７位置发现氨基酸变异，但有文
献报道这些位点与物种特异性或血清型特异的基因多

态性有关［１５］。排除这些干扰，总结了所测临床菌株的

氟喹诺酮类药物的 ＭＩＣ值与 ＱＲＤＲ中对应的氨基酸
变化（表３）。可以看出，对左氧氟沙星耐药的解脲脲
原体菌株均发生了 ｐａｒＣＳ８３Ｌ的变异，其变异率为
８５．３％。ｐａｒＣＳ８３Ｌ的变异分别导致解脲脲原体对左
氧氟沙星 ＭＩＣ９０从１μｇ／ｍＬ升高至８μｇ／ｍＬ，对环丙

沙星ＭＩＣ９０从 ４μｇ／ｍＬ升高至 ６４μｇ／ｍＬ，莫西沙星
ＭＩＣ９０从０．５μｇ／ｍＬ升高至２μｇ／ｍＬ；１１株同时发生
ｐａｒＣＳ８３Ｌ与ｐａｒＣＬ１２７Ｐ变异的菌株导致环丙沙星和
左氧氟沙星 ＭＩＣ５０分别由 １６、２μｇ／ｍＬ升高至 ３２、
４μｇ／ｍＬ；２１株同时发生 ｐａｒＣＳ８３Ｌ与 ｇｙｒＢＲ５２３Ｅ双
突变的菌株相较于单独发生ｐａｒＣＳ８３Ｌ变异的菌株左
氧氟沙星ＭＩＣ５０由２μｇ／ｍＬ升高至４μｇ／ｍＬ。有２株
同时发生ｐａｒＣＳ８３Ｌ、ｐａｒＣＬ１２７Ｐ和 ｇｙｒＢＲ５２３Ｅ３个
氨基酸变异的菌株。

２．４　对拓扑异构酶基因突变 ｐａｒＣＳ８３Ｌ及 ｇｙｒＢ
Ｒ５２３Ｅ进行同源建模

　　根据测序结果，发现１８４份解脲脲原体培养阳性
标本的 ＱＲＤＲｓ中存在最多的氨基酸替换是 ｐａｒＣ
Ｓ８３Ｌ，丝氨酸（ＴＣＡ）变为亮氨酸（ＴＴＡ）（１５７份）；其次
是 ｇｙｒＢＲ５２３Ｅ，精氨酸（ＡＧＡ）到谷氨酸（ＧＡＡ）
（２１份）。在 ５８号样本中同时检测到 ｐａｒＣＳ８３Ｌ与
ｇｙｒＢＲ５２３Ｅ的双突变，４种喹诺酮药物 ＭＩＣ值分别为
环丙沙星 １２８μｇ／ｍＬ、左氧氟沙星 ６４μｇ／ｍＬ、司帕沙
星 １６μｇ／ｍＬ、莫西沙星 １６μｇ／ｍＬ。拓扑异构酶
ＱＲＤＲ的氨基酸序列比对如图１所示，为了评价 ＰａｒＣ
Ｓ８３Ｌ和ｇｙｒＢＲ５２３Ｅ的氨基酸替换的结构重要性，对
标准菌株 ＡＴＣＣ７００９７０和５８号临床高耐药菌株进行
同源建模。发现喹诺酮的Ｃ３羧酸和Ｃ４羰基以及二
价镁离子对拓扑异构酶复合物的结合作用很重要。从

模型中可以看出，Ｓ８３Ｌ的侧链占据了左氧氟沙星 Ｃ３
羧酸的喹诺酮结合袋。这些侧链 Ｓ８３Ｌ突变会通过空
间位阻干扰左氧氟沙星的正常结合，导致左氧氟沙星

耐药。

表３　Ｕｕ临床菌株的氟喹诺酮类药物的ＭＩＣ值与ＱＲＤＲｓ的突变分析

环丙沙星 左氧氟沙星 司帕沙星 莫西沙星
菌株 数量 ｇｙｒＡ ｇｙｒＢ ｐａｒＣ ｐａｒＥ

５０％ ９０％ Ｒａｎｇ ５０％ ９０％ Ｒａｎｇ ５０％ ９０％ Ｒａｎｇ ５０％ ９０％ Ｒａｎｇ

标准菌株

ＡＴＣＣ２７６１８
２ １ ０．５ ０．５ Ｎ Ｎ Ｎ Ｎ

ＵＰＡ １ ３２ ４ ２ １ Ｌ１７６Ｆ，Ｓ１７４Ｑ Ｓ８３Ｌ Ｌ４０８Ｉ
２ ６４ ８ ８ １ Ｌ１７６Ｆ Ｓ８３Ｌ
１ １６ ４ ４ １ Ｌ１７６Ｆ，Ｓ１７４Ｑ Ｒ５２３Ｅ Ｓ８３Ｌ
１ ６４ ４ ４ ２ Ｓ１７４Ｒ Ｓ８３Ｌ Ｌ４０８Ｉ
２１ ３２ ６４ ３２～１２８ ４ ８ ４～８ ２ ８ ２～８ １ ２ １～２ Ｒ５２３Ｅ Ｓ８３Ｌ
２ １６ ４ ４ １ Ｒ５２３Ｅ Ｓ８３Ｌ，Ｌ１２７Ｐ
１１２ １６ ６４ ８～６４ ２ ８ １～３２ ２ ８ ２～８ １ ２ １～８ Ｓ８３Ｌ
１１ ３２ ６４ １６～６４ ４ ８ ２～８ ４ ４ ２～４ １ １ １～２ Ｓ８３Ｌ，Ｌ１２７Ｐ
２２ ２ ４ １～４ ０．５ １ ０．２５～２ ０．２５ ０．５ ０．２５～２ ０．２５ ０．５ ０．２５～１ Ｎ Ｎ Ｎ Ｎ

ＵＵＲ ３ １６ ６４ １６～６４ ４ ８ ４～８ ２ ４ ２～４ １ ２ １～２ Ｓ８３Ｌ
５ ４ １６ ４～１６ １ ２ １～４ ０．５ ２ ０．５～２ ０．５ １ ０．５～１ Ｎ Ｎ Ｎ Ｎ

ＵＰＡ＋ＵＵＲ ２ ８ １２８ ８～１２８ １ ６４ １～６４ ０．５ １６ ０．５～１６ ０．５ １６ ０．５～１６ Ｓ８３Ｌ
１ ６４ ４ ２ １ Ｒ５２３Ｅ Ｓ８３Ｌ

：新发现突变

１８３１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１３）
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Ａ、Ｃ：分别为标准菌株ＡＴＣＣ７００９７０ｐａｒＣ及ｇｙｒＢ的表面模型；Ｂ：５８号临床菌株 ｐａｒＣＳ８３Ｌ突变通过同源建模后
的表面模型；Ｄ：５８号临床菌株ｇｙｒＢＲ５２３Ｅ突变通过同源建模后的表面模型；绿色气泡为突变位点对应的氨基酸

图１　标准菌株ＡＴＣＣ７００９７０与５８号临床菌株ＱＲＤＲ突变的模型结构

３　讨论

　　本研究从不孕不育患者分离的 Ｕｕ临床菌株对左
氧氟沙星耐药率较高，对氟喹诺酮类药物耐药的主要

机制是拓扑异构酶基因 ｐａｒＣＳ８３Ｌ突变，通过空间位
阻干扰左氧氟沙星的正常结合。３组 Ｕｕ的左氧氟沙
星的耐药率均超过 ５０％，ＵＰＡ组耐药率超过 ８０％。
ＺＨＡＯ等［１６］对来自３２０名男性不育患者的临床 Ｕｕ菌
株进行分析，左氧氟沙星耐药率为 ４７．５％，与本研究
一致。在普通人群的研究中，ＹＡＮＧ等［１５］报告 ＵＰＡ
及 ＵＵＲ对左氧氟沙星耐药率均超过 ８０％；而
ＦＥＲＮ?ＮＤＥＺ等［１７］报告来自美国明尼苏达州的２５０株临
床菌株，左氧氟沙星耐药率为 ６．４％（ＵＰＡ），５．２％
（ＵＵＲ）；美国佛罗里达州报告［１０］在大学生年龄女性人

群中，左氧氟沙星的耐药率分别为 １．６％（ＵＰＡ）、０％
（ＵＵＲ）；瑞士的研究［１８］显示 Ｕｕ对左氧氟沙星耐药率
为９．７％；德国的研究报道［１９］Ｕｕ对氟喹诺酮类药物的
耐药率为７．１％。可能由于不同国家和地区抗生素管
理政策，以及使用习惯不同导致了耐药率的差异。本

研究显示莫西沙星耐药率较低，比环丙沙星、左氧氟沙

星具有更强的抗解脲脲原体活性。司帕沙星同环丙沙

星及左氧氟沙星同为第３代喹诺酮类药物，但目前临
床上应用较少，耐药率较低，属于可供选择的药物。

　　氟喹诺酮类药物通过抑制微生物Ⅱ型拓扑异构酶
活性阻碍 ＤＮＡ复制，对解脲脲原体发挥抗菌作用。
Ⅱ型拓扑异构酶包括 ＤＮＡ促旋酶和拓扑异构酶Ⅳ。
ＤＮＡ促旋酶由ｇｙｒＡ和ｇｙｒＢ基因分别编码的两个Ａ亚
基和两个 Ｂ亚基组成四聚体 Ａ２Ｂ２；拓扑异构酶Ⅳ由
ｐａｒＣ及ｐａｒＥ基因编码而成的两个Ｃ亚基和两个 Ｅ亚
基组成四聚体Ｃ２Ｅ２

［２０］。解脲脲原体与氟喹诺酮类药

物耐药相关的突变有 ｇｙｒＡ１００和 １０４位点，ｇｙｒＢ４６２
位点，ｐａｒＣ８２、８３、８７、８８位点，ｐａｒＥ４５７位点［２１－２３］。本

研究中变异率最高的是ｐａｒＣ基因８３位点发生的碱基
突变，导致丝氨酸（ＴＣＡ）变异为亮氨酸（ＴＴＡ）。ｐａｒＣ
Ｓ８３Ｌ变异的１１２株Ｕｕ菌株对左氧氟沙星ＭＩＣ值升高
了８倍，环丙沙星 ＭＩＣ值升高了 １６倍。意大利的
ＰＩＣＣＩＮＥＬＬＩ等［２４］报告在８５株耐药菌株中发现１０株
ｐａｒＣＳ８３Ｌ突变，１株 ｐａｒＣＥ８７Ｑ突变。ＨＡＭＡＳＵＮＡ
等［２５］发现解脲脲原体ｐａｒＣ基因发生 Ｓ８３Ｌ突变，与莫
西沙星耐药也密切相关。本研究发生 ｐａｒＣＳ８３Ｌ变异
的１１２株Ｕｕ菌株导致莫西沙星ＭＩＣ值增加了４～３２倍；
有３株莫西沙星耐药的菌株均发生了 ｐａｒＣＳ８３Ｌ的变
异，莫西沙星的 ＭＩＣ值增加了 ３２～６４倍。本研究有
１１株 ｐａｒＣＳ８３Ｌ与 ｐａｒＣＬ１２７Ｐ双突变，２１株 ｐａｒＣ
Ｓ８３Ｌ与ｇｙｒＢＲ５２３Ｅ双突变，相比ｐａｒＣＳ８３Ｌ单独变异
的菌株，左氧氟沙星ＭＩＣ５０升高２倍，提示ｇｙｒＢＲ５２３Ｅ

２８３１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１３）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



与ｐａｒＣＬ１２７Ｐ的氨基酸变异可能对氟喹诺酮类药物
耐药有叠加的作用，目前没有关于这两个突变的功能

研究报道，有待进一步证实。本研究还发现了１个新
突变ｐａｒＥＬ４０８Ｉ，但并没有引起氟喹诺酮类药物耐药，
可能为无义突变。２２株对氟喹诺酮类药物均敏感的
解脲脲原体菌株及标准菌株 ＡＴＣＣ２７６１８则无任何氨
基酸变异发生，表明 ＱＲＤＲ氨基酸变异是氟喹诺酮类
药物耐药的主要机制。用标准菌株 ＡＴＣＣ７００９７０和
５８号临床高耐药菌株进行同源建模显示，ｐａｒＣＳ８３Ｌ
位于喹诺酮药物结合袋，突变会通过空间位阻干扰喹

诺酮类药物的正常结合，导致喹诺酮类药物耐药。

ｇｙｒＢＲ５２３Ｅ突变的位点与喹诺酮药物结合袋距离较远，
与氟喹诺酮类药物耐药的相关性还有待进一步研究。

　　综上所述，在不孕不育人群分离的解脲脲原体中，
左氧氟沙星的敏感性明显下降，莫西沙星与司帕沙星

有较好的抗菌活性。解脲脲原体对氟喹诺酮类药物的

耐药主要与拓扑异构酶基因ｐａｒＣＳ８３Ｌ突变导致的氨
基酸变异密切相关，可以考虑针对该常见的突变位点

设计杂交探针，从而快速检测解脲脲原体对氟喹诺酮

类药物的耐药性。为预防和减少抗生素耐药，需要加

强与临床沟通，用药前进行抗支原体抗生素敏感性试

验，交替使用抗生素，注重 Ｕｕ耐药监测［２６］，同时探索

特异性新型支原体抗生素。
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