
重庆医科大学学报 2005年第 30卷第2期 (Journal of Ohongqing Medical University 2005 Vol 30№ 2) 

文章编号 ：0253 3626(2005)02 0183—04 

缺口一连接酶链反应 一酶联免疫吸附(Gap—LCR—ELISA) 

检测沙眼衣原体的方法学研究 

邓 春 ，吴仕孝 ，余加林 ，郭春宝 ，邓 兵 ，刘官信 

(1．重庆医科大学儿科学院新生儿科；2．重庆医科大学儿科学院外科实验室； 

3．重庆医科大学儿科学院分子生物实验室；4．重庆医科大学儿科学院组织培养室，重庆 400014) 

【摘 要】目的：探讨敏感性和特异性好的沙眼衣原体(Chlamydia trachomatis，cT)感染的诊断方法。方法：肺炎患儿鼻咽拭子 

标本分别经细胞培养及质粒探针连接酶链反应分析；计算 TC和G—LCR法敏感性、特异性、阳性预测值、阴性预测值，比较两 

种方法在检测CT感染中的差异。结果：按扩大金标准，真阳性共49例，阴性共344例。TC法假阴性 12例，配对 y 检验显 

示：G—LCR—ELISA与TC比较差异显著，G LCR优于TC。结论：LCR方法是一种快速而准确的检测 方法，LCR法敏 

感性高于TC，LCR法特异性高。 

【关键词】沙眼衣原体；连结酶链反应；鼻咽拭子 

【中国图书分类法分类号】R446．61 【文献标识码】A 【收稿日期】2004 06 18 

Investigation methods of diagnosis of Chlamydia trachomatis 

by Gap l igase chain reaction 
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【Abstract】Objective：To investigate the method with good sensitivity，specificity，reliability for diagnosis of Chlamydia trachomatis． 

Methods：Inoculate the nasopharyngeal swabs to detect the Chlamydia trachomatis(CT)with McCoy cell culture and plasmid gene 

probes labeled with biotin ligase chain reaction．Then calculate the sensitivity，specificity，gx3sitive predicative value(PPV)and nega— 

tive predicative value(NPV)of both TC and G—LCR respectively．Compare the difference of the two methods．Results：There were 

49[xxsitive specimens and 344 negative by enlarged gold standard．There was sign ificant difference with cell culture，G LCR 

PAGE，G LCR ELISA by two related —samples tests(P<0．05)．Conclusion：LCR assay is a kind of rapid and accurate 

method  to diagn ose Chlamydia trachomatis infection，compared with cell culture．LCR is simple，sensitive and suitable for clinical appli— 

cation． 

【Key words】Chlamydia trachomatis；Ligase chain reaction；Nampharyngeal swab 

沙眼衣原体(Chlamydia Trachomatis，CT)是一 

种常见的性病病原菌，可传播给新生儿，引起新生儿 

结膜炎及肺炎，是 1岁以内特别是 6个月以下小婴 

儿的肺炎及毛细支气管炎的主要病原体之一_1 J。 

吴仕孝等_2 J报道重庆地区孕妇宫颈拭子 CT培养阳 

性率 10．8％(30／278)，PCR阳性率 14％(39／278)。 

早期诊断治疗 CT感染 、控制及预防并发症迫切需 

要快速、准确、简便的诊断方法。连结酶链反应 Lig 
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主要研究方向：新生儿感染性疾病诊断。 
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ase chain reaction，LCR)具有高度的敏感性和特异 

性[ 。本试验将 LCR用于小婴儿 CT肺炎鼻咽拭 

子的大规模筛测。 

1 材料与方法 

1．1 临床病例选择 

2002年 1月～12月在我院新生儿科住院的2周以上的 

新生儿及门诊留察室输液治疗的 6月以内的小婴儿共 393 

例。均由胸片确诊为肺炎。其中男239例，女 154例，年龄 

为2周～6个月。28天以内新生儿84例，28例～3个月患 

儿 160例，3个月～6个月患儿 149例。 
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1，2 标本的采集及质量控制 

特制棉拭鼻咽部旋转5s，置0，5ml 2SP液(蔗糖68．5％， 

K2t-I1~40．21％、KHeP()40．11％，3％胎牛血清，50mg／ml链 

霉素，万古霉素 50tzg／m1)中，洗片刻。4℃转运，24h内接种 

或贮存于一70℃冰箱。质控采用标本涂片，HE染色，观察上 

皮细胞。尽量在入院24h之内或应用抗生素之前采集标本， 

若检测结果有疑问，可按前述方法继续采集病人标本。 

1．3 (_r细胞培养碘染色鉴定 

标本液加入生长良好的 McCoy细胞，CT标准株 }3 

Tw 5、TE一55作为阳性对照，不加标本作为阴性对照。 

碘染色鉴定：用Jone氏碘染液染色，400倍光学显微镜下观 

察有棕黑色包涵体为阳性，记数包涵体数目(图1)。 

1．4 缺口一连接酶链反应(Gap LCR) 

DNA提取：使用CT P(、R检测试剂盒(中山医科大学达 

安基因股份有限公司)提取DNA；探针分别标记了地高辛和 

生物素，扩增片段长度为47bp。Gap I_．CR扩增：体系包括： 

双蒸水9．1ta，10×LCRBuffer2 ，10mmd／LdGTP0，5ra，引物 

(20pmol／t*1)各0．5t,l，5U l TscDNA ligasel／*1，TaqDNA聚合 

酶(5w&1)0．4 l，模板 5t,l等混匀，94℃预变性 2min，94C 

30s，60℃ 180s，60个循环。检测 ：(1)电泳法 ：6％聚丙烯酰 

胺凝胶电泳后紫外仪上观察 47bp特异条带( 2)。(2) 

ELISA方法：以492nm为参考波长，以405nm为波长测定吸 

光值 A。阴性对照选用双蒸水，阳性对照选用试剂盒提供 

Control peptide。 

4条探针及标记情况为： 

5’ Dig Probe la Probe lb Bio一3’ 

GAT，ACT，TCG ，CAT，CAT，GTG，TT，CC A(汀 ， 

丌 C；TTT，GTC，CTC，CTA，TAA，(TJ 

CTA，TGA，AGC，GTA，GTA，CAC，AA CC，TCA， 

AAG，AAA，CAG，GAG，GAT，A1vr，GC 

3’一BioProbe 2a Probe 2bDig一5’ 

1．5 主要外膜蛋白基 因ompl引物 FC2R 

ompl引物为 ：P1 5’一GGC AAG CAA GTT TAG CTC 

TCT CT一3’．P2 5’一GTT ()(=T AC1、GCA ATA CCG CAA 

GA一3’，目的片段277bp；PCR循环条件：94℃预变性 4min， 

92℃ 45s，58℃ 45 S，72℃ lmin35个循环，72℃ 5min。2％琼 

脂糖凝胶电泳观察 277bp特异条带(图3)。 

1．6 CT共有质粒引物引物PCR 

引 物 选 择： P1 5’ 一 GTTTAAGTGTTCC— 

CATCATAAAAACATATTC一3’．P2 5’一ATCCrTGTATC— 

CTG1vr( ( AAocCATCAAAG一3’，目的片段 503bp；按下 

列条件扩增：94℃ 4min预变性，然后按 92℃ 45s，58℃ 45s， 

72℃ 60s，共35循环，最后置72℃充分延伸5min。2％琼脂 

糖凝胶电泳观察277bp特异条带(图4)。 

1．7 阳性判断标准 

采用扩大的金标准(Expanded gold standard)即以培养或 

两个原理不相同的非培养方法做为标准E3 J。即：1．培养阳 

性；2．培养阴性，一种基因扩增方法阳性，并由另一基因扩增 

方法证实，则判为阳性。本研究部分标本存在培养阴性，而 

LCR检测结果阳性，对这些检测结果不一致的标本均采用 

主要外膜蛋白基因ompl引物进行 PCR复核检测。若 PCR 

和LCR均阳性则判断病人阳性。 

1．8 统计学处理 

应用SPSS10，0统计软件分析，检测数据计数资料采用 

配对 ．)『0检验，尸<0．05为差异有显著性： 

敏感性 (sensitivity)：本试验方法和金标准皆阳性数／金 

标准阳性数， 

特异性(Specificity)：本试验方法和金标准皆阴性数／金 

标准阴性数， 

阳性预测值(PPV)：本试验方法和金标准皆阳性数／本 

试验方法阳性数， 

阴性预测值(NPV)：本试验方法和金标准皆阴性数／本 

试验方法阴性数。 

2 结 果 

2．1 LCR法引物的特异性 

本实验为质粒探针，连接处设计有两个 dGTP 

缺口。扩增两种 CT标准株B—Tw一5、TE一55，在 

47bp处可见一条 DNA带。而扩增本实验室保存的 

金黄色葡萄球菌、大肠杆菌、肺炎链球菌及未感染的 

McCoy细胞标本，均未见特异性条带 (图 1)。提示 

这两对探针具有极强的特异性。 

· —一47bp 

图 1 G—LCR—PAGE检 测结果 

1．Marker；2．CF标准株 B—Tw一5；3．检测阳性标本；4．CI" 

标准株 TE 55；5．6．7．8．9．检测阳性标本；10．11．检测阴性 

标本 

2．2 各种方法检测扩大金标准结果 

显微镜下鼻咽拭子接种 McCoy细胞后 24～ 

72h CT棕黑色包涵体位于细胞浆内，细胞核被挤到 

一 旁(图 2)，阳性 37例，阴性率为 9．4％；LCR— 

PAGE检测，在47bp处有 DNA带(图 1)为阳性，得 

阳性 46例；LCR—ELISA检测 ，阳性 48例，PAGE 

与 ELISA检测阳性率分别为 11．7％和 l2．2。37例 

鼻咽拭子标本 rrC阳性，其中TC与质粒 LCR均阳 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


雷 又 报20惦年掉30卷第2期( 一 I 0l黼 叼Mb l【 帕 目 05 N口! 

A B (’ D E F H I J 

1E { + 一 + + + + 一 

日 fsA + 一 十 【 I + 一 

’R棱测结果 表2 质柱引物和 pI引物 

匝 -J}柳 + 

1 f柳 + 

敬嚣 l 

矗 州：站 

表3 ( I』IR I 击和 r【 检测(Tr阳性结果比较 

阳性结果比较 

性 

阴性 

表 5 1 【’l 和 1 

” 

‘的敏盛性．特异性，Pl NPV比较 

r_lrR P̂f 

被捕性 0 8％ 

特异什 7％ 

m性面删值 97 8％ 

阴性砸测值 州 8 

圈2 【1的鲴胞培养法诊断f箭头示r1包涸体 

】 ： ⋯  【 l】I I’ l，Ij 

幽3 1 rnpl引物l'tIt检测结果 

J Marker；2 r标准株 l／TW 5．3检测阳性标本；4(1 

标准株 I'E 55．5检测阴性标本；̂ 7 7 9_】I2 I3植 

刮阳性标本；14检测阴性标本 

~03bp 

圈4 质粒引物 f 幢测结果 

1 M -ke ．2．榆洲 标本；3( I1 准株 u—IW 

5：4 5：椅测町性标本：̂ ( 怀准椿 TE 55 

T( 与 Gao 【．CR PAGE 故 (；ap 1．【K— 

__]SA楠测结 副比璇料仆别见 3王【j 4．"1 

对 检 方址榆删 f) LCR P ．E和蚺养法 

厦 l L(’R ELISA与坫柞法的统计学结果显 

：Gap 1 【、K PAGE、Gap LCR ELIS,A 特井 

法【 较均 P<0 n5．差 有艋蒋 P IrR优 

f蚺 法 

2 4 各种方法敏惑性 特 片性 H V、Nrv比较 

按公 计算 ． ．砸耗 Gap I．(’R n E竹i质 

鬻篓一 蠡 毒 互 嚣 ̂ =引 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


一 186 一 重庆医科大学学报 2005年第 30卷第 2期 (Journal of Chongqing Medical University 2005 Vol 30 No 2) 

粒 Gap—LCR—ELISAR 的敏感性 ，特异性 ，PPV， 

NPV等测定指标对比资料见表 5。可见特异性等 

其它指标几种检测方法相 比差异不大，所以与培养 

法相比在基本不降低特异性 的情况下，Gap—LCR 

法可以大大提高检测的敏感性。 

3 讨 论 

CT的发育周期发生在宿主细胞的胞浆中，其 

特点是形成胞浆内包涵体 ，衣原体就在包涵体中发 

良。本研究 CT的 TC诊断中，观察到了特异的碘 

染色的棕色包涵体l4j。小儿 CT感染主要在新生儿 

和小婴儿发病，从母亲感染者多，来源于母亲衣原体 

性病。 

LCR方法的优点在特异性方面有聚合酶与连 

接酶的相加作用。连接处仅发生一个碱基的差异， 

连接产物 就不会形成，特 异性 强是其 显著的优 

点 J。在 LCR反应时，由Taq DNA聚合酶介导上 

述碱基特异填补空缺，随后由连接酶封口，若单一碱 

基不能与模板 DNA配对时，连结酶就不能将两条 

寡核苷酸连成一条新链，靶 DNA就不能被扩增。 

这样就增加了LCR检测的特异性。目前 LCR使用 

的引物有质粒引物和 ompl基因引物。Schachter一6l 

等对照 ompl基因 LCR和质粒基因 LCR的敏感性 

分别为 83％和 92％；Dille[ J等用质粒模板的探针对 

CT的 15个血清型行 LCR，每个反应体系中仪 3个 

原体(EB)亦能扩增到检测水平，而对临床标本巾可 

能出现的其它 16种细菌，鹦鹉热衣原体(C．ps)以及 

肺炎衣原体(C．pn)对照检测结果全为阴性，说明其 

特异性强。本研究中采用质粒的引物扩增两种 CT 

标准株 DNA，经电泳在相当 47bp区内均可见一条 

DNA带。与预测大小吻合。对金黄色葡萄球菌和 

大肠杆菌等临床分离株进行扩增，均未见特异性条 

带。提示质粒引物扩增具有极强的特异性。由于 

LCR扩增的 DNA片段很小(约 50个碱基)，因此难 

以使用常规的水平琼脂糖凝胶电泳，Dille一 等利用 

引物接头的缺口，渗入放射性同位素标记的寡核苷 

酸，扩增产物经 PAGE后，放射 自显影 3～6h。此方 

法灵敏度较高但缺点是使用同位素，操作较复杂，时 

间较长，因此不可能在临床广泛应用。Abbott公司 

推出成套 LCx系统 8，由于成本高，在我国广大的 

基层医疗单位不可能引进昂贵 的全套设备，故使 

Gap～LCR的开展及随后人规模的 CT分子流行病 

学研究困难很大。寻求新的快速而准确的检测方法 

是本课题的目标之一。 

ELISA为我国多数实验室常规工作 ，具有敏感 

性高 、操作简便、设备简单、需时短等优点一 。因此 

本实验将 Gap—LCR的寡核苷酸探针两端分别标 

记地高辛和生物素，进行 Gap—LCR扩增后 ，即可 

得 3’和 5’端同时带有生物素利地高辛的扩增产物 ， 

并通过 自动酶标仪读取结果。ELSA检测的新方 

法，结合了LCR的高度敏感性和 ELISA的特异性， 

而且判断结果客观 ，有助于实验检测的自动化，为临 

床诊断CT感染提供了一个很好的试验方法一 一： 

TC由于其所具有的特点，一直被认为是检测 

CT的金标准，随着 DFA、EIA、PCR和 LCR等技术 

的应用，学者们开始采用扩大的金标准，即 TC阳性 

或质粒一LCR阳性并为 DFA或 PCR等非培养方法 

所证实～11 J。本实验利用扩大的金标准研究 LCR与 

TC方法，对比其敏感性的差别，结果发现，TC法判 

断结果的敏感性低，漏检的可能性较大；LCR也有 

假阳性和假阴性的可能，但是 LCR具有较 TC方法 

更强的特异性和敏感性，在本研究中虽然 LCR检测 

有假阳性的可能，但是本研究证实其发生率很低 ，而 

且判断结果客观，有助于实验检测的自动化，为临床 

诊断 CT感染提供了一个很好的试验方法。 

从上述研究可以得出结论，LCR具有高度的敏 

感性和特异性。LCR在检测临床 CT感染的应用 

中，有极其重要的意义，LCR若能降低成本 ，操作程 

序标准化，将成为最有前途的 CT检测方法，但由于 

它不能鉴别标本 中 CT的死活情况，故还不能完全 

取代 CT培养。 
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强，如成纤维细胞分泌胶原faDi：i，同时其分泌生长因 

子，如转化生长因子 一l3l(TGF—l31)也增加。而 

TGF l3l可减少基质金属蛋白酶 一1(MMP 1)的 

合成，并促进 MMP—l的抑制物 (TIMP—1)的合 

成，从而抑制胶原降解 ，促进纤维化的发生--6，TGF 
一

』3l还可增加纤维连接蛋白和胶原在细胞外基质 

的沉积一 ，导致心房问质纤维化。 

在纤维化方面，也观察到慢性房颤患者CVF较 

窦性节律组明显增加 ，同时，在慢性房颤患者，用 A— 

CEI组较未用 ACEI组其心房 ERK2、pERK表达明 

显下调，可能与 ACEI减少局部 AngⅡ的生成，减弱 

后者在局部的效应，表现为信号通路(如 MAPK途 

径)中 ERK2、pERK表达下调，进～步证实了慢性 

房颤时心房局部 RAS的激活，经 MAPK途径介导 

了组织学重构。在纤维化指标方面，用 ACEI组较 

未用 ACEI组 CVF有下降趋势，但无统计学意义， 

这可能与以下几个方面有关：①本研究样本数量有 

限；②心房局部 Ang 1I的生成除了 ACE经典途径 

外，还有糜酶途径的存在，单用 ACE1只能部分抑制 

其生成；③房颤持续时问不一，ACE1只是对新的胶 

原沉积、基质增加有影响，应用后对已沉积的胶原和 

增加的基质影响不大，并且部分未用 ACEI组患者， 

在其病程中亦曾问断服用 ACEI。 

房颤时心房问质纤维化所涉及的信号通路较为 

复杂，ERK信号通路是迄今研究得最为透彻的一条 

MAPK信号通路。本研究也发现风心病房颤患者 

心房 ERK途径中 ERK2、pERK表达和相应的纤维 
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diagnosis of genital tract infection with Chlamydia trachomatis 

[J]．J Clin Microbiol，2003；41：3784—3789． 

[5] Anguenot JL，de Marval F，Vassilakos P，et a1．Combined 

screening for Chlamydia trachomatis and squarnous intra—ep— 

ithelial lesions using a single liquid—based cervical sample[J J． 

Hum Reprod，2001；16：2206 2210． 

16 J Sehachter J，Stature WE，Quirm JC，et a1．Ligase chain re— 

action to detect Chlamydia trachomatis infection of the cervix 

lJ]．J in Microbiol，1994；32：2540． 

17] Dille BJ，Butzen CC，Birkenmeyer LG．Amplification of 

Chlamydia trachomatis DNA by ligase chain reaction[J]．J Clin 

Microbiol，1993；31：729—731． 

18] Golden MR，Astete SG，Galvan R，et a1．Pilot study of 

化指标的增加，AngⅡ与AT1R结合后，除了经 ERK 

途径产生效应外，还可能通过其它信号转导途径。 

相信通过对这些途径的深入研究，可以进一步明确 

其在房颤心房组织学重构中的作用。 
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