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沙眼衣原体基因分型及其应用 
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提 要 本文分别以沙眼袁原体(Chlamydia trachomatis． ct)隐蔽性质粒引物(Pp)及主要外膜蛋白基 

因(omp一碍l物(Pm)．用PCR扩增Ct特异性DNA，井用单链构象多杰性fsingle—strand conformation polymorph 

ism，SSCP)fl~基因分型．426份标本中，92例质粒PCR阳性．用质粒PCR阳性标本作omp PCR．66例为阳性．其中52 

例标本经SSCP分析显示7种不同的电泳图谱，18侧与标准株TE 电泳图谱相同．其中两份标本分别取羊水及薪生儿 

瞳结膜．其SSCP图潜相同，表明两株Ct棱酸序列完全相同，在分子水平上证实了Ct的垂直传播．临床标本可先采甩 

敏感的质粒PCR作初筛．阳性者再作omp。PCR进行基因分型。应用PCR—SSCPXffCt作基因分型，在分子流行病学 

研究中有重要意义。 

葶苎 ． 竖塞巫生巷凰± i单链构象多态性；里亘!垡 中图分类号R374 

沙眼衣原体为性传播疾病的重要病原．根据 

其主要外膜蛋白(MOMP)的抗原性不同．可将其 

分成l8个血清型．近年来根据编码MOMP基 

因(omp )的差异采用核酸测序或RFLP对Ct进行 

基因分型．发现与血清学分型有相关性。Ct的分 

型在血清学诊断，分子流行病学研究．疫苗研制等 

方面均有重要意义。本文根据不同型别Ct omp． 

w可变区核酸序列的差异．采用SSCP对C 基 

因分型并初步应用于C洱 婴垂直传播的研究。 

1 精料与方法 

1 1 标本来源 采集1995年6月~1996年6月本校临庠学 

院泌尿科及妇产科门诊病人标本426份．标本分别取 自尿 

液、前列腺液、宫颈上皮、阴道分秘物、剖宫产羊水及薪生 

儿睑结膜．标本置2SP转送培养基中立即检测或一6WC保 

存。 

1．2 标准菌株 E血清型标准株TE 卵黄囊培养物购自 

北京眼科研究所 

1,3 引物序列及PCR方法 参见文献 。 

1,4 SSCP分析 制备10 的聚丙烯酰胺凝胶【PAG，含 

5 甘油．1 6 过硫酸胺，0．1 四甲基乙二胺)．在加 l的 

PPCR产物或PmPCR产物中加人15 l甲酰胺染料(95 甲 

酰胺，20mmoI／L EDTA，0 O1 溴酚蓝 经95"C5分钟变性 

后迅速置水浴中冷却以获取单链DNA．全部上样电泳．电 

国家自然科学基金资助项 目 编号39270607 

··男，1966出生，主管检验师 ‘ 

泳缓冲液为O 5xTBE，~ 00~3。C)、恒~lSmA．电泳6 

小时．取出凝胶，银染色法 观察结果． 

2 结果 

2．1 Ct特异性DNA扩增 用Pp及Pm作PCR均 

能检出Ct标准株TEm 人口腔上皮细胞检查结果 

均为阴性．426份标本中．92例PpPCR阳性，Ct检 

出率为21．6 (92／426)．Pp阳性标本中．66例 

PmPCR阳性，PmPCR敏感性低于PpPCR． 

2．2 SSCP条件的优化及重现性 

2．2．1 凝胶浓度 分别采用6 、8 、10 、12 

的PAG作电泳．凝胶浓度越高．电泳条带越细、越 

清晰、但DNA迁移率降低。对Pp产物(503bp)采用 

6 PAG，Pm产物(277bp)采用10 PAG所获得的 

电泳图谱较为理想。 

2．2．2 温度 室温(10~20。C)条件下可获得理想 

的电泳图谱，大于2 C DNA迁移率显著加快，条 

带增宽，在4。C时迁移率明显降低．故SSCP适宜于 

室温下进行。 

2．2．3 电泳条件 分别以恒压20V／cm和恒流15 

mA进行电泳．前者需10～l2小时可获得较理想的 

电泳图谱．而后者仅需6／5时。 

2．2．4 重现性实验 在严格控制PCR—SSCP各 

种实验条件的情况下，同一份标本不同批次的 

PCR—SSCP电泳图谱相同。 

2．3 Ct基因分型 所有PpPCR产物经SSCP分 

析所得的电泳图谱完全一致，表明Ct隐蔽性质粒 
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￡ 1e l：genetype l：Lane 2：genotypeⅡ E的) 

Lane 3 6 9：genotypeⅡfexhibited the same profile¨ TE55 
Lane 4：genotype~；Lane 5：geuotype['／；Lane 7：genotype V 

Lane 8：genotype Vl；Lane 10：genotypeⅦ 

暖1 ct的PCR—SSCP丹曩 

的核酸序列高度保守，不能用于Ct基因分型。52例 

PmPCR阳性标本经SSCP分析显示7种不同的电 

泳图谱(图1)。18侧与TE 电泳图谱相同，表明E型 

占34．6 (18／52)。由于无其他型别Ct标准株，其余 

6种电泳图谱不能确定血清型别。有两份标本分别 

取自配对剖宫产羊水及新生儿睑结膜，经SSCP分 

析电泳图谱完全一破(图2)。 

3 讨论 

C坏 仅可引起泌尿生殖道感染，还可垂直传 

播导致新生儿C孵 染。由于大多数Ct引起的泌屎 

生殖道感染无临床症状，放诊断主要依靠实验室 

检查。ct隐蔽性质粒为多拷贝基因，而omp 为单 

拷贝基因，故检测ct质粒较0rap 更为敏感，可用 

于Ct感染的快速诊断 。本文同时用Pp及Pm为 f 

物检$tct．质粒的敏感性高于omp-，故PpPCR可 

LBne l：profile of the moth~'s amm otic fluid 

LBne~profi[e of the infant's~njunctJva 
Lane 3：profde of TB55 

暖2 鼍对母量标本PCR—ssCP暖漕 

作为Ct筛检的理想方法。 

目前Ct的分型除血清学分型外，多采用分子 

生物学分型的方法。Ctompt台4个易变区 S)．不 

同血清型，亚型间VS核酸序列不同．此为Ct基因 

分型的依据 。PCR扩增ompt结合RFLP分析可 

用于Ct分型 ．但omp 为单拷贝基因，且扩增片段 

较长，故敏感性较差 ，且对omp 十分相近的Ct分 

型有明显的局限性。omp VS核酸测序精确灵敏． 

可检出单个核苷酿的变化，鉴定新的亚型及混合 

感染” 。但操作繁琐，费用昂贵。 

1989年由日本学者0rita~9建的单链构象多 

态性(Single—strand conformation polymor． 

phism．SSCP)技术是一种DNA单链凝胶电泳技 

术，用于检测DNA点突变及染色体多态性 。其原 

理是长度相同的DNA单链在中性非变性PAG电 

泳时．DNA迁移率主要受单链构象的影响．DNA 
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碱基顺序不同甚至单个碱基变异均可造成构象 

改变而使电泳迁移率不同．使用放射性同位素标 

记引物后放身 自显影或银染色法可观察电泳结 

果 。该技术操作简便、快速，对于小于400bp的 

DNA片段分析敏感性高．国内外主要用于癌基因 

及抗癌基因突变的鉴定．遗传病致病基因分析和 

基因诊断。近年来SSCP亦用于微生物的分型研 

究。目前用SSCP对Ct作基因分型国内外无报道． 

本文PmPCR产物长度为277bp．跨omPl 

vS．，由于不同型、亚型Ct VS．核酸序列不同，故 

理论上适宜于对Ct进行基因分型。对52份标本进 

行SSCP分析得到7种不同的电泳图谱．通过与 

TE 电泳图谱比较．迅速鉴定出18株为E血清型． 

占34．6 ，这与泌尿生殖道Ct感染E蛩常见的报道 

相符 。 

SSCP用于ct的基因分型具有下列优点：(1)操 

作简单．无需特殊仪器及试剂．本文用国产电泳仪 

即 可 满 足 要 求 。(2)实 验 步 骤 少 ，周 期 

短。PCR—SSCP可在18小时内完成。(3)检测灵敏 

度高 ．理 论上可检 出单一碱基改变．(4)重现性 

好．(5)可作为核酸测序前的筛选方法用于已知和 

未知基因变异的检测．有助于Ct0mp 的免疫生物 

学、遗传特性的研究。 

本文从1例剖宫产羊水中检出Ct，证实了Ct 

的子宫内感染．从配对新生儿 睑结膜 中检出ct． 

经SSCP分析母婴两份标本的电泳图谱相同．表明 

官内及出身后感染的Ct为同一株Ct．这在分子水 

平上证实了Ct垂直传播的一种新的途径 ，即Ct的 

子宫内感染而致新生儿Ct感染． 
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Application of polymerase chain reaction-single strand comformation 

polymorphism(PCR——SSCP)in genotyping of chlamydia trachomatis 

X／a Yun，et al 

Department of Microbiology，College of Basic M edical Sciences 

Rspid diagnosis of chlamydia ffachomatis infection wa习done by using PCR to amplify C．trachomatis specific 

DNA with the cryptic plasmid primer and the alajor outer membrane protein ge]1e(omp1)primer seperately．Of 426 

8amples．92 were positive for plnsmid PCR．0f plnsmid PCR positive samples，66 were positive for ompl PCR．52 

samples were analysed by SSCP and 7 di~erent profiles were detected．18 samples showed the B~t]11e profile 

compared with TE55 reference strain．An amniotic sample and a conjunctival sample obtained矗om a]1eonate 

exhibited identical SSCP profile．It indica ted that the DNA sequences of the two C．trachomatis strain were 

identica1．and vertical transmission of C．trachomatis was confirmed in the c e．Whe]1 genotypin g was performed 

by using clinical specime]1s,it wag suitable to screen th e samples by plasmid PCR sad th e pos itive specime]1s 

werefurth er performed．hy ompIPCR for genotyplng．Ge]1otyping ofC．traehomatis could beperformed by PCR—— 

S8CP and it w蛔 important in molecular epidemiologica l research． 

KEY W ORDS Chlam ydia trachomatis；genoty’ping；vertica l transmission 
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