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泌尿生殖道沙眼衣原体分离培养方法探讨。 

微生物学教研室 来过银 朱汪秫J李 伟 王 毂 奏亚恬 ICiR-~ R年 -， 

摄 曩 本文采用放线菌酮处理的Mccoy细胞分离培养泌尿生殖逋沙限表原体。450倒官顼炎· 

盆腔爽患者培养阳性 234人(52骺)。30例男性尿道毙患者培养阳性15人(50啊)．提示抄限衣原体引 

起的馏尿生殖道感染在国内十分常见。249嚣阳性申二次传传阳性 73人(29．3骺)．放线菌酮最适浓 

度为I～ g／．皿l。经离心处理曲标本包涵体形成数明显高于不离心标本。用放线茼酮处理细胞、离 

心、二次传代在分离培养该宿原体中是必不可少的步骤 

关-饵 沙眼衣原体，沙限衣原体培养；泌尿生殖道壁塑 ，床兰埴 吃 
中■分奠粤 R448．5 

沙眼衣原体是鸯要的性传播疾病病原体 

之一，其引起泌尿生殖遭的感染远远超过淋 

球菌。实验室诊断的方法虽然有多种，但分离 

培养仍是最可靠的方法。沙眼衣原体专营细 

胞内寄生，常用细胞培养j去作分离培养，使 

用的细胞有McCoy，Hela229，BHK_2l j。 

本文主 要 参 照 Ehret等 ．的 方 法，采 用 

McCoy细胞 分离培养泌尿生殖遭沙眼衣骧 

体，报道 480名宫颈炎、尿遭 炎患者的检查 

结果并对主要实验条件作探讨。 

材料和方法 

i． 材羁 

(1) McCoy细胞 由北京市眼 科 研究所提 

供． 

(2) 培养基 ①细胞培养基含改良Eagle培养 

基(MEM．GIBCO出品)9．4g。HEPES(中国科学 

院上海生化所出品)4．5g，重燕水1000m!-过滤除菌 

用前加入10啊胎牛血蒲。调 PH为7．2"-,7．4。用于 

McCoy单层细胞培养。@接种培养基是在纽胞培养 

基内加入Z~gfml放线菌酮 (Cyrlohexlmlde．瑞 

士分装)．庆大霉素10 g／mf。万古每素 60 g／mjt 

二性霉素2pg／ml和0．06啊葡萄糖。用于接种临床 

标本后培养表原体。@转送培养基用于运送和保存 

临床标本 含 0．21％K，HPO。．O．11骺KH：PO ， 

68
． 5啊蔗糖，8磅高压灭菌后加入3啊胎牛血清。庆 

大霉煮lO~g／m1．万 古 霉 煮1OOpglm1．二性 萼素 

5~g／m1。用无菌试管分装为每支 lm1．4_c保存备 

用 

(3) 5％碘液}取决化钾 15g溶于 95啊 乙醇 

50ml。再加 Bg碘．溶解后加八SOml蒸馏水．过滤 

后存于棕色瓶中。用于表原体包涵体染色。 

(1) 沙阻衣原体标准株TE$5@黄囊培养物， 

由北京市眼科研究所提供。 

(5) 沙暇表原体荧光单克隆抗体 (北 京科生 

技术公司出品)。 

2． 蠢廉标本 

于1990年10月~1991年12月在本校第一附属医 

院妇产科、珏尿科门诊收集。病员年龄分布 19~55 

岁．其中19~．85岁青年居多。4驰 名 女 性患者临床 

诊断为宫颈炎、盆腔炎、尖锐湿疣等；30名男性患 

者临床诊断为非淋菌性尿道堤。 

5． 育蕾 

(1) 标本采集：对女性患者。暴露子 宫顼． 

用棉拭拭去冒颈表面分泌物，取一术 制刮片伸八子 

宫顼管内1—2 皿刮取上皮细胞．收集于预冷的转送 

培养基申．3h内送凰实验室一6O℃l冰箱保存。对男 

性患者．用接种环伸八尿道4cm反复刮取上皮细胞， 

用同i击送实验室保存． 
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(2) 单层细胞培养：将细胞培养瓶中生长良 

好~?McCoy细胞 ．用 0．O2％EDTA稍化，吹散 

分装于含有一直径约8mm的圆形盖玻片的平底螺盖 

试管中。36℃涅育 48～ h．．捻盍细胞长势，直辜 

盖玻片上单层细狂铺满。 ： 一 ‘ 

(3) 标 本接种：取出冻存的帷床标本、室 温 

申融 后胡吸管反复吹打蹦破碎上皮细胞。将0 5ml 

标本液加人生长良好的单屠细胞管q’．每份标本接 

种两支试管 水平离心机中宣温2000g离心 1h，置 

56℃温育2h 弃击培养液．加人 1m1接种培养基． 

置36℃ 温育 48h；每批实验均设正常单层细胞对照 

和阳性对照。 

(4) 染色及结果判定：每份标本取一支细胞 

管检鸯．弃去培养液后用PBS清洗单层细胞一次， 

加0．5m1含10％乙醚的甲醇固定 10m。弃甲醇，再 

怕过滤碘液染20m。从试管中取出盖玻片．将细胞 

生长面贴于加有一滴碘 曲 (碘液甘油备半)的载 

玻片上，置显微镜下仔细检查包涵体并计数 未查 

见包涵体的标本需将另一复本盖 片冻存．融化后 

阼二次传代．传代结果仍未查见包涵体时才判为阴 

性，压何一次检查发现包涵体者均判为陪性 

(5) l沙眼表原体标准株接种：取低温 存的 

T E55卵黄囊培养物接种于7日龄鸡胚卵黄囊 每只 

鸡胚注射0．1mi。碰接种4啦后死芒鸡胚之卵黄囊膜 

一 小块，用姬姆萨染色检查包涵体 大量包涵体 

形成者，用匀浆器蘑碎卵黄囊膜．经稀释后接种单 

层细胞营，‘同上法培养及判定结果 

(6) 衣原体荧光单克隆抗体染色：取碘染色 

检查为阳性或阴性的复本盖玻片、TE55接种细胞 

片．正常单层细胞片，干燥后丙酮固定 加荧光 

单抗试剂后湿盎温育30m．蒸馏水 ．黉斐光显檄 

镜下检查，发现 胞浆内亮绿色圈形小体判为陌性。 

(7)临床标本上皮细胞计数．1雾薪采摹的临 

床标本置血球计数板内计上皮细胞数。经冻融吹打 

结 果 

1． 临床标本检查 }j0份女性标本， 
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培养m性 3 份，阴性21 6份，阳性率52嘶。 

男性标本 0份，培养阳性l5份，阴性l5份J 

阳性率 0弼。其中，女性概本二次传代后阳 

0惶68份(29轴， 男性标本二次惜代盾阳 性5 

份(03％)，占阳建标本总数的20．3稻。包涵 

体位于细胞装内，圆形，呈黑 色 或 深 棕色 

(见图)，与TE?5包涵体形态完全相同。阳 

性标本包氡体计数结果见表。包簿体数女性 

平均 6．T，男性 平 均 2 9，差异显 著 ( < 

0
．01)。 

圈 碘荣蛰沙眼哀原体l包涵体 

表 莎娘衣廉 分离l翩包麓l体计魏。 
． 、 r— ‘· - —— ———一 ⋯ H—‘ ⋯ ．～  

每盖玻片包涵体数 
标 本 -- 一 一 ⋯  一 

_ ll|< 5 ：6—10 n --20 > r 

子 官 瓢 ’1 躺 38 10 B．62 

男性尿道 12 0 口 2．舸 

2
．  沙眼衣原体荧光单抗染 色 TE 5 

接种细胞片2张，：单抗染色均为阳性J碘染 

色确定为阳性的细胞片【5张，单抗染色阳性 

】 张，阴性 1张}碘染色阴 性 的细 胞片 5 

张 正常单屠细胞片 3张一单抗 染 色 均为阴 

性 。 

，3
．

。 。

棘牵上崖细胞粒查 抽毒20份寅性 

标笨，上皮细胞数为2．’ ×Ⅲ ／m。l、左舌J 5 
份男性标本，上皮细胞数为1×io m1左右。 

检查 份 永融 打后的标奉，基本未见劐 

完整上皮细胞 

4
⋯ 旅鼓藏酮量效 接韩培养基内放线 

菌胡浓度分别为12、8、4、2、 、o．5~ ／ml,， 

三份复本包涵体平均数 分别 为1、4、1,0-, 
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【2、 12
．

2。 

5
． 离心 阳性标本接种 5份复本．分 

别经室温2000g离心 1h和不离心处理，经离 

心处理的包涵体平均数 为 9．4，不离心的包 

涵体平均敷为1．女( (0 0】)。经2000 证in 

和4000 r／rain彦心th的包涵体平均数分射 

为9．4、9．0，差异不显著(．P>o．5)。 ．． 

讨 论 

沙眼衣原体是重要的性传 播 疾病 病原 

体之一，国外 报道青 春 期 女 性感染率达 

22％ ：，占女性宫颈爨、 茹腔炎的30—50啼， 

男性非淋菌性尿道炎的40—50嘶 。国内该 

项工作起步较晚 报道甚少。 

本文用 MeCoy缅胞分离培养泌尿生殖 

道涉眼衣原体。450女性病例以宫颈炎、盆腔 

炎为主，衣原体感染率52嘶|30男性病 属 

淋球菌培养阴性的非淋菌性尿遭炎，衣原体 

感染率j，骺，与国外报道相近。表明国内泌 

尿生殖道沙眼衣原体感染的严重性．应当引 

起足够重视。患者大多否认不拮性生活史， 

对传染源和传播途径等尚需作进一步研究。 
一 般 报 道，初 次 分 离 培 养 漏 诊 达 

38畅 ,17-2所毂苴次弱怔E标本需盲传 代。本 

文盲传后阴性标本女蛙 8份，男性 5份，古 

阳性标本数l的29．3哆，提示分离培养过程中 

盲传步骤不可缺少。包涵体计数女性标本多 

于男性。与男 性标本中上皮细胞数量较少有 

关。男性尿道采样，常由于病人紧张面影响 

采样效果。棉拭采样病人较痛苦，不易达到 

深度。我们改用接种环反复采集，病人痛苦 

减轻，同样有效。临床标l奉在直径8lmm盖 

玻片上形赢的包籀俸大多在20个以下， 数 

在20个以上，最多一例 令 与Beaea等 

报道相近o ： 

肘于分 离培养沙眼衣原体的锢 胞需经处 

理以抑制细胞 DNA'和蛋白质台成0促进衣 

原体生长。常用试荆有放线菌酮 IUdR 

DEAE等，而以放线菌酮处理为佳。。“‘。使 

用时需确定放线菌酮最适浓度，本文观察到 

接种培养基内含1～4 g／ml放线菌酮时包涵 

体形成数较多。 

临床标本接种后需经离心处理．促进衣 

原体附着于单层细胞。本文比较离心与不离 

心的标本包涵体形成数明显差别，提示离心 

步骤必 不可少。离心速度文 献 报 道 20∞一 

4000r／min，本文观察离心速度高低对包涵 

体形废数似无影响。 

碘染色操作一般报道在接种标本后48— 

72h内进行，包涵体位于包浆内呈深棕色至 

黑色 ：，我们在接种 48h后 染 色，碘染色 

Om以上，包涵体大多星黑色。细 胞 片 单 

尉甲醇固定有时发生细胞脱落，加入1o晒乙 

醚后效果明显提高。 

文献介绍临床标本需经玻璃珠涡游或超 

声粉碎上皮细胞，然后接种。我们采用冻融 

吹打法，镜下检查基本未见完整上皮细胞． 

简化了超声粉碎步骤。标本中上皮细胞含量 

多少，_标本荣种量的多少，单属嘲胞是否长 

满盖玻片以及细胞面积的太小均蟛响分离培 

养方法的敏感性。我们采用的试管法，标本 

接种量较多，获得较好效果。近年来推荐使 

用微滴板培养法 ，该法虽然省钱省力，但 

曲予标零蚕种量少 缃胞生长面积小而敏感 

性较低。·耐时容 易发生气溶胶污染。实验宣 

：再染也廊引担足够重视，细胞培养和标本接 

种应分室操作，每次按种标本后应严格消毒 

处理正 作场所。 

(鸣谢 奉工作承本校第一附属医院周永华教 

。授 、卞爱宏教授 张建华、丘彦医师大力支持，特 

致谢) 
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A STUDY OF METHODS FOR CUI ’r、，ATION AND 

IS0LAT10N 0F eHLAMYDIA TRACH0MATIS 

IN GEN IT0URINARY TRACT 。 

孑 Daoyin． et al 

Dept·of Microbiology 

· Chlamydia trachomatis in yenitourinary tCact were calti#ated |tad isolated by 

~ulturing M cCoy．cells treated with-eycloheximide
．

Of the 480 CaSeS of-一cervicitis 

or iafIammstory diseass#．254(5~％y ositire cul Lurss were detecte~．1 5口*)positive 

cultures were detected in 30 cases日f urethritis in mef1．It WaS aagge~ed that geni· 

tourinary infections caused by C．trachomatis were eommoit in ottr country．Of 9
．

．49 

posit ice cultures．z3(29．3％)were detected by the second passage． Cycloheximide 

optlm al concentration in inoculation
．

media was l i4~g／m1．Inclusion numbeC of the 

‘ samples centrifuged at 2000g was higher than that of uncentti~uged samples． Calls 

traa'ted with cycloheximide．r~ntrifugation．and a second passage were necessary for 

cultiVatiOR and isolation Of the pathogen 

KEY W ORDS C
．
trachomatisl C．．traehomatis cultures，genitourinary infection 

(上接221页) 
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PRIMARY MALIGNANT M ELANOMA 0F THE VAGINA 

AND CERVIX"A CLINICOPATHOLOGiC 
． STUDY OF 10 CASES 。 

P鲫日 Zhs．manJ et al 

Dept of Pathetogy 

The f1inicopatbo1。gic features of ten cases of pr'im~ry malignant melanoma of 

v agina and cervix are described．Seven of the tu ors are located in VAgina．three 

of them in ~rvix．M ie两 scopically the histologic fgatures of the tumors resemble 

the malignant m~lanoma of the skin and other mucosa．Melanin is demonstrated 

in ten cases．S一100 protein has been known present in all cases． The electron 

miereSCoplf examination of two cases reveal molanosomes in the ttttnor cells．The 

results support the diagnosis of primary malignant melanoma．The differential 

diagnosls is discussed 

KEY WORDS Malignant melanoma I S-100 protein I Electron microscope 
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