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!临床探讨!

沙眼衣原体
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和
PX4

检测的临床应用评价"
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勇!肖克林!邵聪文
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摘
!

要#目的
!

比较实时荧光核酸恒温扩增技术"

T4C

#检测沙眼衣原体
K&X4

和聚合酶链反应"

(!&

#检测质粒
PX4

的灵

敏度和特异度!探讨其临床应用价值%方法
!

分别通过
T4C

和
(!&

检测尿液或生殖道分泌物标本
B%$

例!两种方法结果不一致

的标本采用巢式
(!&

扩增沙眼衣原体外膜蛋白"

DK

M

-

#基因验证%结果
!

B.$

例"

$A;,_

#标本
T4C

和
(!&

结果一致"

c=

MM

=\

#;A"

#%

T4C

和
(!&

方法的检测结果差异有统计学意义 "

!

$

#;#-

#!

T4C

方法检出的阳性率更高%

/#

例不一致标本通过巢式

(!&

扩增外膜蛋白验证!

-"

例与
T4C

检测
K&X4

相符!

-A

例与
(!&

检测质粒
PX4

相符%以两种检测结果一致为,扩大标准-!

T4C

技术的灵敏度和特异度分别为
$B;A_

和
$%;#_

!

(!&

技术为
B-;"_

和
$$;B_

&沙眼衣原体感染率为
.;/_

!男性和女性感

染率差异无统计学意义"

!

%

#;#.

#!不同年龄组感染率差异无统计学意义"

!

%

#;#.

#%结论
!

T4C

技术灵敏度高$特异度好$耗

时短且无需昂贵设备!值得临床推广应用%

关键词#沙眼衣原体&

!

实时荧光核酸恒温扩增技术&
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聚合酶链反应
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沙眼衣原体是主要的性传播感染病原体之一#其引起的泌

尿生殖系统感染在全世界范围内呈上升趋势#长期感染和反复

感染会引起严重并发症#无症状或轻微症状的感染患者是重要

的传染源)

-

*

(因此#简单'廉价且准确的检测方法可快速早期

诊断其感染及隐性感染#能有效遏制沙眼衣原体的传播(沙眼

衣原体的传统检测方法如细胞培养检测周期长#不能在感染早

期及时指导临床治疗(核酸扩增技术如普通聚合酶链反应

$

(!&

%'巢式
(!&

'荧光定量
(!&

检测技术灵敏度高'操作简

单#但
(!&

对标本中抑制物敏感'

PX4

扩增产物易污染并且

需要昂贵设备和专业技术人员#限制了其在偏远地区等条件落
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后实验室的应用)

,

*

(近年来#恒温扩增技术由于耗时短'无需

昂贵设备#在病原体检测领域日益发展#有可能取代
(!&

技

术(实时荧光核酸恒温扩增技术$

T4C

%是一种扩增
&X4

的

方法#由于
&X4

拷贝数远远高于
PX4

且易于降解#所以
T4C

灵敏度更高并能有效避免污染)

/

*

(本研究运用
T4C

和
(!&

两种方法检测本院就诊患者的沙眼衣原体感染情况#比较两种

方法的检测结果#评价两者对沙眼衣原体的检测性能(
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资料与方法

$;$

!

一般资料
!

采集
,#-/

年
$

月至
,#-"

年
$

月来本院就诊

的育龄期人群的尿液或生殖道拭子标本共
B%$

例(其中男

..,

例#女
,/B

例&年龄
-%

"

"%

岁#其中
-%

"

/#

岁
.-%

例#

/-

"

"%

岁
,B-

例(
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仪器与试剂
!

4'8B.##

实时荧光定量
(!&

仪购自美国

4'8

公司#

(!&

扩增仪购自
Y

MM

@?LD9N

公司#凝胶成像系统购

自
:W(

公司(

&X4

恒温扩增试剂盒购自上海仁度科技公

司(

PX4C=

Z

酶购自
C=̂=9=

公司(

$;'
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方法
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PX4

模板的制备
!

按照中山大学达安基因公司试剂

说明书进行!待测标本离心弃上清液#生理盐水洗涤后#加入

.#

)

UPX4

提取液充分混匀#

-##e

恒温处理
-#KE?

#离心得

到含有待测
PX4

的上清液(

$;';/

!

&X4

模板的制备
!

按照上海仁度科技公司试剂说明

书进行!待测标本中加入核酸提取液后震荡
/#*

#

A#e

保温
.

KE?

#室温放置
-#KE?

#细菌裂解释放的
&X4

与提取液中的磁

性颗粒特异性结合#将
Y(

管置于磁珠分离装置上静置
.KE?

#

待磁珠吸附于管壁后#吸干管盖和管中的气泡和液体#重复洗

涤
,

次后将
Y(

管移离磁珠分离装置后加入扩增检测液#得到

含有待测
&X4

的磁珠悬液(

$;';'
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普通
(!&

和巢式
(!&

!

普通
(!&

检测沙眼衣原体质

粒基因#巢式
(!&

检测沙眼衣原体外膜蛋白$

DK

M

-

%基因(

(!&

扩增质粒引物序列为
1114CC!!C1C4 4!4 4!4

41C!411

和
!!C!CC!!!!4144!44C44144!

4!

(巢式
(!&

扩增
DK

M

-

基因所用外引物序列为
44C4C̀

C1114C!1̀ CCC14C1C

和
!!&!4̀ C!!!4T4&4

1!C1!

#内引物序列为
CC1 4C1 C4C C̀ C 1C4 !4̀

C&1141!

和
1!C1!P!141!P!!X4!&!C

#引物均

由
8?FEG9D
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公司合成#详细步骤见文献)
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!

T4C

!

取
/#

)

U

磁珠悬液至
T4C

微量反应管中#置于

A#e

保持
-#KE?

后立即置于
",e

保持
.KE?

#然后每管加入

-#

)

U

已预热的
T4C

酶液#震荡
-.*

混匀&将微量反应管迅速

转至
4'8B.##

荧光检测仪#

",e

恒温扩增
"#

个循环(

$;1

!

统计学处理
!

使用
T(TT-B;#

软件进行统计分析#

(!&

方法和
T4C

方法的阳性率比较通过
75X@K=9d*

检验分析#两

者的一致性检验通过
c=

MM

=

检验分析(不同性别及不同年龄

组阳性率比较通过
!

, 检验分析(以
!

$

#;#.

为差异有统计学

意义(

/

!

结
!!

果

/;$

!

(!&

方法和
T4C

方法检测沙眼衣原体结果比较
!

通过

(!&

方法和
T4C

方法分别检测沙眼衣原体质粒
PX4

和
K&+

X4

#共检测
B%$

例标本#检测结果见表
-

(

(!&

检测的阳性率

为
";#_

$

/,

"

B%$

%#

T4C

阳性率为
B;#_

$

.A

"

B%$

%(其中
,$

例

标本两者均为阳性#

B/#

例标本两者均为阴性#两种检测方法

一致的标本占
$A;,_

$

B.$

"

B%$

%#一致性一般$
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MM

=\#;A"

#

$._".
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#;BA

%(两种方法的检测结果的差异有统计学

意义$

!

,

\-B;A/

#

!

$

#;#-

%#

T4C

检出的阳性率更高(

表
-

!!

(!&

和
T4C

检测
!C

结果比较$

1

%

T4C

(!&

j S

合计

j ,$ ,B .A

S / B/# B//

合计
/, B.B B%$
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注!

j

表示阳性#

S

表示阴性(

/;/
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巢式
(!&

检测两者检测结果不一致的标本
!

通过巢式

(!&

方法扩增
DK

M

-

基因验证上述两种方法检测结果不一致

的
/#

例标本#结果见表
,

#电泳结果图谱见图
-

(

T4C

阳性而

(!&

阴性的
,B

例标本中#
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例巢式
(!&

为阳性#
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阳性而

T4C

阴性的
/

例标本中#

-

例巢式
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为阳性(即巢式
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方法扩增的
/#

例标本中#
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例与
T4C

检测
K&X4

相符#

-A

例与
(!&

检测质粒
PX4

相符(

表
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(!&

和
T4C

方法不一致标本扩增
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DK

M
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基因的结果$
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T4C (!&
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表示阴性(

!!
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为阴性对照#
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为阳性对照#
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为标本#
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为
PX4

相对分

子质量标准品(

图
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标本巢式
(!&

检测结果

/;'

!

T4C

检测的灵敏度及特异度
!

以
(!&

'

T4C

'巢式
(!&/

种检测方法中两种一致为真阳性作为.扩大标准/#得出
T4C

检测的灵敏度为
$B;A_

$

"-

"

",

%#特异度为
$%;#_

$

B/,

"

B"B

%#

(!&

检测的灵敏度为
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%#特异度为
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B".
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B"B

%#结果见表
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表
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T4C

和*扩大标准+的比较结果$
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沙眼衣原体感染情况
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本研究中沙眼衣原体感染率为
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!

WDH;-"

!

XD;-,



龄组的感染率为
";%_

$

-/

"

,B-

%#不同年龄组的感染率差异无

统计学意义$

!

,

\#;,,B

#

!

%

#;#.

%(

'

!

讨
!!

论

!!

沙眼衣原体是主要的性传播感染病原体之一#女性感染后

临床症状不明显#由于多性伴的增加#其引起的泌尿生殖系统

感染逐年上升(而育龄人群感染易导致流产甚至不孕不育)

.

*

(

尽管目前有许多泌尿生殖道沙眼衣原体感染的报道#但由于人

群特征'地域'检测方法的差异#不同地区的感染率以及其与年

龄'性别等的关系差异较大(

<26

统计#

,##%

年非洲沙眼衣

原体的感染率为
%;/_

#美洲为
,A;"_

#东南亚为
B;,_

#欧洲

为
,#;A_

#东地中海为
/;,_

#西太平洋为
"#;#_

)

A

*

(检测美

国
-.

"

,-

岁约
-##

万女性人群#无症状感染者沙眼衣原体的

感染率为
A;-_

"

$;A_

#而有感染症状者的感染率为
A;$_

"

-#;B_

)

B

*

(王峰等)

%

*检测深圳地区
,#"%

例性病门诊就诊者

沙眼衣原体感染率为
-.;$_

(本研究中育龄人群泌尿生殖道

沙眼衣原体感染率为
.;/_

#不同性别'不同年龄组的感染率

差异无统计学意义$

!

%

#;#.

%(

沙眼衣原体寄生于细胞内#培养难度大#耗时且灵敏度低(

本研究选用了
/

种核酸扩增技术检测沙眼衣原体!

(!&

扩增

质粒
PX4

#

T4C

扩增
K&X4

#巢式
(!&

扩增
DK

M

-

基因(已

有研究证实沙眼衣原体的质粒拷贝数从几个到十几个不等#

(E5̂@GG

等)

$

*检测性病淋巴肉芽肿'颗粒性结膜炎拭子和生殖

道分泌物标本#沙眼衣原体质粒拷贝数约为
"

"

B

个(

U=*G

等)

-#

*检测颗粒性结膜炎患者的沙眼衣原体质粒拷贝数
-

"

-%;/

个#平均为
.;/"

个(所以#本研究采用普通
(!&

方法扩

增质粒#优于仅有一个拷贝的基因组
PX4

(

(!&

方法虽然敏

感性和特异性都得到了很大的提高#但也存在一些缺点!需要

昂贵的热循环设备#限制了其在偏远地区的使用&

PX4

扩增产

物性状稳定#不像
&X4

容易降解#对于已治愈的复诊患者#机

体可能还残留
PX4

#目前尚不能用于疗效考核(

沙眼衣原体有时会发生质粒拷贝数低甚至完全缺失#导致

出现假阴性)

--

*

(通过多重
(!&

同时扩增质粒和
DK

M

-

基因#

可避免沙眼衣原体漏检)

"

#

-,

*

(所以#本研究通过巢式
(!&

验

证
(!&

和
T4C

不一致的标本(结果显示#

-,

例
T4C

和巢式

(!&

均为阳性的标本扩增质粒为阴性#可能为沙眼衣原体质

粒丢失造成(用巢式
(!&

进行
,

次虽然扩增多
-

次污染的机

会#但严格控制操作程序和实验室环境可以避免(且巢式

(!&

扩增
DK

M

-

基因是目前用于沙眼衣原体基因分型采用的

方法之一(

常见的恒温扩增技术包括核酸序列依赖的恒温扩增

$

X4T'4

%'环介导的恒稳扩增'滚环扩增和依赖解旋酶的恒温

扩增等#用于多种病原体的检测日益增多)

-/

*

(不同于
(!&

技

术#恒温扩增技术可以在恒定温度条件下完成对靶序列的扩

增#使用水浴锅或金属恒温器即可提供反应环境#成本低廉#且

无需经过温度变化的时间间隔#反应迅速(

T4C

方法采用

X4T'4

技术的反应原理#并联合实时检测技术(不同于其他

扩增
PX4

的恒温扩增方法#

T4C

可以直接扩增
&X4

(检测

&X4

比检测
PX4

具有独特的优势)

-"

*

!沙眼衣原体
K&X4

的

拷贝数远大于质粒
PX4

和基因组
PX4

#所以灵敏度更高&

PX4

性状稳定扩增容易出现污染#而
&X4

在环境中极易降

解所以不易污染#检测假阳性率低&

&X4

仅能存留于活菌#所

以
&X4

检测更适合于复诊患者的疗效考核#从而避免过度治

疗(

恒温扩增方法反应快速#本研究中扩增
K&X4

只需要
/#

KE?

#而扩增质粒的
(!&

方法需要
,)

#扩增
DK

M

-

基因的巢式

(!&

则需要
/)

(以两种检测结果一致为.扩大标准/#

T4C

技

术的灵敏度和特异度分别为
$B;A_

和
$%;#_

#

(!&

技术为

B-;"_

和
$$;B_

#

T4C

比
(!&

灵敏度更高(核酸扩增方法的

灵敏度很大程度上取决于目的片段的拷贝数)

"

*

#沙眼衣原体

K&X4

拷贝数多于质粒
PX4

#因此#

T4C

检出率高于
(!&

(

此外#

T4C

方法使用的
CB

聚合酶可以从一个
PX4

拷贝扩增

出
-#

"

-#

/ 个
&X4

拷贝也是其检出率更高的原因(

综上所述#

T4C

技术灵敏度高'特异度好且耗时短#仅需

简单设备即可提供反应条件#比传统
(!&

更具优势#临床应用

有可能日益普及(
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*罗茗月#熊礼宽
;

恒温扩增技术在病原体检测中的应用

)

V

*

;

国际检验医学杂志#

,#-.

#

/A

$

B

%!

$B,+$BA;

$收稿日期!

,#-B+#-+#A

!!

修回日期!

,#-B+#/+,-

%

!临床探讨!

B#

例白血病与
2U4+4

"

'

"

P&'-

基因遗传关联性初步分析"

裴永峰!李恒聪!黄惠妮

"南宁中心血站(南宁输血医学研究所组织相容性与免疫遗传实验室!南宁
./###B

#

!!

摘
!

要#目的
!

初步探讨广西地区
B#

例白血病与人类白细胞抗原"

2U4

#基因的遗传关联性%方法
!

运用
(!&+TT(

法对广

西地区
B#

例白血病"病例组#进行
2U4+4

$

'

$

P&

基因分型并计算其基因频率!并与
,.%/

例广西骨髓库健康人"对照组#比较%

结果
!

病例组中检出
2U4+'

"

"A

和
'

"

.-

基因频率的频率分别为
#;,,%A

和
#;-###

!显著高于对照组的
#;-"/-

和
#;#.,/

"

!

$

#;#.

#&检出
'

"

"#

基因频率为
#;#B-"

!显著低于对照组的频率"

#;-"A,

#"

!

$

#;#.

#!其余各基因在病例组和对照组相比差

异无统计学意义"

!

%

#;#.

#%结论
!

2U4+4

$

'

$

P&

高频率基因与广西地区健康人群基因频率基本一致!其中
'

"

"A

和
'

"

.-

等

位基因可能是广西地区白血病的易感基因&

'

"

"#

等位基因可能是广西地区白血病的保护基因%

关键词#白血病&

!

人类白细胞抗原&

!

基因频率&

!

广西

!"#

!

$%&'()(

"

*

&+,,-&$)./0(122&/%$.&$/&%'(

文献标志码#

4

文章编号#

-AB,+$"..

"

,#-B

#

-,+-B%B+#/

!!

人类白细胞抗原 $

2U4

%是人类免疫系统的主要组织相

容性抗原复合物#是目前所知人类最复杂'最具多态性的遗传

系统#其定位于第
A

号染色体短臂#在自我识别'免疫细胞的发

育和特异性免疫应答中发挥重要作用#截止到
,#-A

年
B

月#

2U4

数据库已正式纳入的
2U4

等位基因共有
-.#,#

个#已

命名的
2U4+'

位点的等位基因达到
"/.%

个)

-

*

#

2U4

等位基

因频率及其连锁不平衡特点在分布上具有人种'种族及地域上

的差异)

,

*

(至今报道有关
2U4

与疾病相关的文章近万篇#涉

及的疾病多达
.##

多种)

/

*

(多数学者认为#白血病是由物理'

化学'生物'遗传等方面因素共同作用的结果(除了与外界环

境因素有关外#患者自身免疫能力也具有同样重要的能力(近

年来研究发现#许多
2U4

分子是白血病的保护因素或危险因

素#不同地区白血病与
2U4

相关性的研究也有报道)

"

*

(广西

聚居着汉'壮'瑶等民族#而各型白血病在多个民族都有发生(

本文采用
(!&+TT(

技术#对来本实验室的
B#

例白血病患者进

行
2U4

低分辨基因分型#探讨广西地区白血病与广西地区健

康人群的
2U4

相关基因频率及抗原表达的差异#为临床移植

配型提供可靠依据#现报道如下(

$

!

资料与方法

$;$

!

一般资料
!

病例组!采用
,#--S,#-"

年在本实验室做造

血干细胞移植配型的广西地区白血病患者
B#

例#其中男
"/

例'女
,B

例#年龄
/

"

."

岁#中位年龄
//

岁#所有患者都是诊

断明确的初诊患者#包括急性淋巴细胞白血病
/#

例'急性髓细

胞白血病
-%

例'慢性粒细胞白血病
-.

例'慢性淋巴细胞白血

病
B

例(对照组!采用
,#--S,#-"

年
,.%/

例骨髓库捐献志

愿者(所有研究者均为广西本地人#所有检测事先都征得研究

对象的知情同意(

$;/

!

仪器及试剂
!

$%##

型
(!&

扩增仪$美国
4'8

%#

C)@9KD

T!8YXC808! X4X6P&6(-###

核 酸 蛋 白 测 定 仪 $美 国

1@?@

%#全自动凝胶成像分析系统$英国
'ED+3@*G

%#全功能水平

电泳系统$美国
YK3EC@5

%#

2U4+4'P&TT(:?EG9=

O

分型试

剂$美国
8?FEG9D

>

@?

%#

PX4

提取试剂$

l84=K

M

PX4 3HDDL

KE?ÊEG

#

.--#"

#荷兰%#单通道和八通道移液器$德国
@

MM

@?+

LD9N

%(

$;'

!

方法
!

病例组和对照组均采用
.KU
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统计学处理
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等位基因频率是指某基因个数占该座位上

全部基因中的百分比#采用平方根法计算每个等位基因的频

率(数据用
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统计软件分析#两组间的等位基因频率
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