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缺口连接酶链反应检测沙眼衣原体 DNA的实验研究 

韦 红 ，吴仕孝 ，杨 军 ，余加林 ，伍金林 ，刘官信 

(重庆医科大学儿科学院新生儿科 ，重庆 400014) 

【摘 要】目的：建立缺口连接酶链反应方法检测沙眼衣原体。方法：根据编码CF主要外膜蛋白的基因(cmap1)的稳定区设计 

2对互补的寡核苷酸探针。采用 G—LCR和常规 PCR扩增 CT标准株 DNA，并对二者检测 CT的敏感性进行比较。结果：对 

5种CF标准株进行 G—LCR扩增，均出现 54bp长度的 DNA片段。敏感性实验可检测出 2个 CI"原体 ，而 F'CR可检测出 

20EBs。G—LCR较PCR敏感 l0倍；在特异性方面，不扩增肺炎衣愿体及其他细菌DNA，具有很高的特异性。结论：G—LCR 

用于检测沙眼衣原体特异 、敏感、快速、准确，可为 CF感染的临床诊断提供依据。 
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Detection of Chlamydia trachomatis DNA by gap l igase chain reaction(G—LCR) 

WE，Hong．et al 

(Department ofInternal Medicine，College ofPediatrics，ChongqingMedical University) 

【Abstract】Objective：To develop a new nucleic amplication method for detection of Chlamydia trachomatis DNA by gap ligase chain 

reaction(G—LCR)．Methods：A G—LCR DNA amplification assay that targeted theouter major merf1．br~rle protein gene(omp1)of CT 

was established to detect CF infection．The sensitivity and specificity of a newly developed G—LCR test was examined by the use of 

highly purified elementary bodies(EBs)．DNA fragmems of different species and from other bacterial were detected th G—LCR 

and routine polymerase chain reaction(PCR)．Results：Using G—LCR，DNA fragments of 54bp were am plified from five different 

species．The sensitivity could be improved to detect out 2 chlam ydial elementary bc~lies．G—LCR detected ten—fold EBs than PCR． 

No s nal Was observed when C．pneumoniae and other bacteria were used as templates．Conclusion：G—LCR is sensitive，rapid and 

specific for detection of Chlam ydia trachoma tis． 
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沙眼衣原体(Chlamydia trachomatis，CT)是一 

种常见的性病病原菌，引起男女泌尿生殖道感染，并 

且可以发生不孕及异位妊娠等严重后遗症。孕妇 

CT感染可异致死胎、胎膜早破、早产、产褥期感染； 

可传播给新生儿，引起结膜炎及肺炎。CT的早期 

诊断对控制传播，预防并发症十分重要。缺口连接 

酶链反应(gap ligase chain reaction，G—LCR)是继聚 

合酶链反应(PCR)之后新发展起来的一项具有良好 

应用前景的检测 CT的探针扩增技术，在国外已经 

广泛用于检测 CT感染。但在我国不可能引进昂贵 

的全套检测设备，故 G—LCR的开展受很大限制。 

本文建立 CT G—LCR法扩增 CT DNA并用电泳检 
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测扩增产物取得良好结果，现将结果报道如下。 

l 材料与方法 

1．1 实验菌株与试剂 

1．1．1 C／"标准株 A／G一17／Bu、B／邢 一5、C／邢 一3／ 

Cx、E／UW一5／Cx由儿童医院细胞增养室保存，I．GV2(434) 

株由北京协和医院倪安平博士惠赠。两种肺炎衣原体(Cos) 

D34和B1 1001作为阴性对照。临床分离株金黄色葡萄球菌 

和大肠杆菌做为阴性对照。 

1．1．2 试剂 本研究所用的Tsc DNA连接酶为罗氏诊断 

(香港)股份有限公司产品，TaqDNA聚合酶 、dNTP、分子量 

标准及 NDA提取试剂盒均购自上海生工生物工程技术服务 

有限公司，其他试剂均为常规使用的分析纯。 

1．2 G—L(、R扩增 

1．2．1 模板的制备 使用 DNA提取试剂盒(生工产品)。 
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取 200td细胞悬 液加入细胞裂解液 400td，混匀后 加入蛋白酶 

K3 1．混匀后 55*(7保温 5rain。加入 200td无水乙醇混匀后转 

入至“UN1Q一10”柱中 ，10，000r／rain离 心 lmin。弃去废 液， 

加入 500td洗涤液 ，离心 弃废 液，重 复洗涤 1次，最 后将柱 子 

离心后，加入洗脱液 100td保温 2rain，收集离心后溶液，即为 

所提 DNA。 

1．2．2 探针设计 G—LCR和 PCR引 物选 自 MOMP基 因 

(omp1)：参照 Dille_2 设计合成 4条探针 扩增片段长度为 

54p； 

Probel a：5 一 TTTTACTTGCAAGACATTCCTCAG( 一 

3 

Probel b：5 一CTGTTCTACAG( ACATCGTTAATTA 一 

3 ． 

Probe2c：5 一 TGAGGAATGTCTTG【、AAGTAAAAG 一 

3 ． 

Probe2d：5 一CAA(；ATGTCCTGTAG(、AATTAAT{；{ 一 

3 ． 

1．2．3 G—LCR扩增 经优化后确定 LCR的最 佳反应条件 

如下：微量离心管中按顺序加入以下各种成分：三蒸水、10 

LCR缓冲液 、4条探针各 lfmol，dCTP200t~M、模板 DNA及 

15uTaqDNA聚合酶、15UTsc耐热 DNA连接酶，反应体积为 

50“l：其中 10×LCR缓冲液由Roche厂商配套提供．其成分 

含有 ：50raM Tris—HCI，200raM KCI，100mM MgCI!，1％Non— 

idet P40，5raM NAD，10raM DTT，pH7．5 混匀 后 石蜡 油封 

液面 LCR在国产 1169基 因扩增仪(北 京新技 术研究所 )上 

进行。94℃预变性 122s．然后 94℃ 30s变性 ，60℃ 180s连接 ， 

共 60个循环。 

1．3 PCR扩增 

选用 Probela为上游 引物 ，Probe2b为下游 引物。扩增 片 

段长度为54bp。PCR反应终体积50td。其中中含模板 20td， 

上 下 游 引 物 各 25pmol，1．5mmol／L MgCI ，dNTPs 各 

200tmaol／L及 1UTaqDNA 聚合 酶 ，混 匀后 加 入 石蜡 油 20td 

防蒸 发 。94℃ 预 变 性 5rain，94℃ 45s变 性 ，58℃ 45s退 火， 

72℃ 1rain延 伸，共 35个循环 ，最后 72℃后延伸 10rain。 

1．4 扩增 产物 的鉴 定 

12％聚丙烯酰胺垂直平板电泳。取 LCR、PCR产 物及分 

子量标准各 5 I同时点 样 ，200V，25mA电泳 ，用 溴化 乙啶染 

色，紫外灯下观察摄片。 

1．5 特异性试验 

CT标 准株 A—G一17、E—Uw 一5、B—Tw 一5、C—Tw 

一

3和 I Gv，(434)型分 别进行 细胞培 养后提取 其模板 DNA 

进行 G—LCR。同时提 取 CpsD34和 BI1001以及临 床分 离 

株金黄色葡萄球菌 和大肠杆菌 DNA进行 G—LCR 

1．6 敏感性试验 

提取 CT标准株 B型(浓度 为 2×10 ／ml EB)提取 DNA 

后 作系列稀释 ，取不同浓度稀释度 20td作为模板同时进行常 

规 PCR和 LCR。 

2 结 果 

2．1 探针设计的特异性 

采用 LCR 的 2对 探针 扩增 5种 CT标 准 株 

I)NA，经电泳在相当 54bp区内均可见一条 DNA带 ： 

与预测大小吻合。而对 Cps标准株 D34和 B11001 

的卵黄囊培养物提取 DNA做为模板 ，未见阳性带 

说明探针与后两种衣原体无交叉反应：对大肠杆菌 

和金黄色葡萄球菌进行 扩增 ，均未见特异性 条带： 

这 2对探针扩增 CTDNA具有极强 的特异性。见图 
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图 1 不同病原体 L-CR扩增产物的 

聚丙烯酰胺 凝胶 电泳结果 

1：A—G一17；2：B—TW 一5；3：C—TW 一3；4：E—UW 一5；5： 

LGV2(434)；6：分子 量 标 准 ：pUC19DNA／Mspl(Hpa II)：7： 

CpsD34；8：CpsB11001：9：金黄色葡萄球菌；lanelO：大肠埃希 

氏菌 ；10：扩增产物片段长度 54bp 

2．2 ( 一LCR的敏感性 

纯化原体 (EB)的 DNA做倍 比系列稀释 ，取各 

稀释度做 LCR，电泳 检测 ，结 果稀释至 2个 EB的 

I)NA经扩增后 ，在凝胶上仍可见 54bp阳性扩增带 ， 

而 PCR最多 能检 测到 20个 EB。LCR 敏感 性 比 

PCR高 10倍 。 

3 讨 论 

CT感染已经成为世界性的问题 ，发展敏感、特 

异 、快速的检测方法 ，对病 原体进行检测 、鉴定和流 

行病学调查是沙眼衣原体防治工作的前提：CT的 

细胞培养是传统的标准 ，但其操作费时繁琐 ，不适合 

大量标本的检测，且敏感性易受标本质量等因素影 
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响。免疫荧光和酶免疫直接检测法快速简便，但敏 

感性和特异性均低于培养法；核酸杂交法敏感性较 

高，却因须放射性标记而不利于推广。PCR虽已广 

泛用于 CT检测，但假阳性率较高。 

1991年，Barany首次描述用耐热连接酶体外扩 

增DNA，并命名为连接酶链反应(1igase chain reac— 

tion，LCR)_3 J。这种方法应用 4条寡核苷酸探针(即 

2对互补的引物)，当他们在体外结合到靶序列上以 

后，用耐热的DNA连接酶将它们连接起来，两条探 

针被连接上以后又可以作为新的模板，参与反应，通 

过变性 一复性 一连接等步骤的反复循环使扩增产物 

呈指数增长。由于使用 2对引物，较 PCR灵敏、特 

异。 

G—LCR是 LCR的改良模式_4]。本次研究首 

次在国内建立了 G—LCR快速诊断 CT的新方法。 

采用 2对探针扩增 5种 CT标准株 DNA后 ，经电泳 

在相当 54bp区内均可见一条 DNA带。与预测大 

小吻 合。而 不 扩 增 两 种 Cps标 准 株 D34和 

B11001DNA，说明探针与后两种衣原体无交叉反 

应。对金黄色葡萄球菌和大肠杆菌等临床分离株进 

行扩增，亦未见特异性条带。提示这 2对探针扩增 

CTDNA具有极强的特异性。 

其他学者的实验证实 LCR在诊断 CT上，与细 

胞培养、直接荧光试验(DI、A)及 PCR相比，具有极 

高的敏感性和特异性【5-10]。可检测出 2个原体 

(EB)，且不与肺炎衣原体、鹦鹉热衣原体及家畜衣 

原体的EB或网状体(RB)起交叉反应。Laffler等报 

道 LCR可检出 10个分子靶 DNA的CT，非常适用 

于衣原体含量少的标本。_6 J。我们首次用 Gap— 

LCR检测 CT标准株，可检测 出 2个 CT EB，而 

PCR只能检出 20个 EB，敏感性 Gap—LCR较 PCR 

高 10倍。 
一 项检测手段是否可行，关键在于它的敏感性 

和特异性。本试验通过对沙眼衣原体标准株的检测 

证明其具有敏感、特异的特点，为临床诊断 CT感染 

提供了一种先进的分子操作技术手段。然而，电泳 

法检测 LCR扩增产物虽然简便、经济，但聚丙烯酰 

胺凝胶能抑制溴化乙啶的荧光量，在研究中发现，含 

微量衣原体的标本扩增后电泳可能检测不出来而误 

判为假阴性，且存在溴化乙啶污染，因此将在 G— 

LCR初步研究的基础上，进一步用酶联免疫方法 

(ELISA)来检测 Gap—LCR产物，提高其敏感性 ，使 

之能在 CT的临床诊断、流行病学调查方法提供更 

为可靠的技术保障。 
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