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连接酶链反应在沙眼衣原体 

感染诊断中的应用 

儿童医院内科教研室 余加林 综述 是仕孝 审校 

们在远征爪蛙研究猴 实验性梅毒时发现沙 

眼衣原体(Ctilamydia trachomatis．Ct)包 

涵体以来 ，各国科学家不断对其探索。1957 

年我国学者汤飞凡和他的同事们建立了鸡 

胚分离培养Ct的方法，具有划时代意义 从 

而证明在沙眼、成人和新生婴儿包涵体结膜 

炎及非淋病球菌尿道炎等疾病中Ct的致病 

作用 由于鸡胚分离不适宜大量标本分离及 

流行病学研究，1965年Gordon和Quan建立 

了细胞培养分离Ct的方法，与随后(1970年) 

建立的微量免疫荧光法对Ct株免疫分型方 

法一道，标志研究人体衣原体感染新时代的 

开始⋯o由于细胞培养条件要求高 ，需 要 

McCoy或HeLa229或BHK一21(13型)细胞 

培养48—72小时，然后碘或姬母莎染色显微 

镜下查找包涵体，或用荧光单克隆抗体染色 

法检测，不但费时，标本采取困难，且阳性率 

不高，对生殖道感染至多80 ，而对沙眼不 

到50 ：非培养方法有酶联免疫吸附法、免 

疫荧光分析法等，其结果更不理想 ，尚有一 

定程度假阳性。1987年Mullis发 明聚合酶链 

反应 (PCR)以来，在微生物检测 中得到广瑟 

应用 ．需要电泳、限制性内切酶或探针等 

方法检测扩增产 物，但 由于 所用引物未规范 

化，标本中抑制物作用及各实验条件不 同等 

原因，所得结果差异较大 。然而，用连接 

满 昭槽白丕 
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酶来诊断疾病由Landegren等：P1988~创 

立，当时采用T4 DNA连接酶检测人口珠蛋 

白基因点突变，不扩增模板DNA 称为连接 

酶介导基 因检测技术(Ligase—mediated． 

gene detection technique) ．i989年Wu等 

首 次 描 述 连 接 扩 增 反 应 (1i g ati On 

amplification reaction， LAR)，仍用 r4 

DNA连接酶，由于该酶不耐热，每加热扩增 

循环一周后均需重新添加，操作繁锁，不能 

自动化进行 |4 。1991年Barrany等从温泉菌 

Thermus thermophilus克隆，提取耐热 

DNA连接酶(Thermostable DNA ligase)， 

并首次用该酶扩增DNA，正式命名该方法 

为连接酶链反应(1igase．chain reaction， 

LCR)，该耐热连接酶是依赖NAD 的连接 

酶 ，在重复的94~C1分钟暴露下保持 其活性 ， 

应用该酶使连接反应接近寡核苷酸融解温 

度 (Tm)，不仅消除了非特异性背景扩增反 

应，避免每次循环补加酶的麻烦，而且大大 

地改善了扩增反应的特异性，使LCR得到广 

泛的应用“ 到1993年，LCR应用于 对Ct的 

检测 ，现就这方面的近况作简要综述。 

1 原理 与方法 

LCR是 以DNA连接酶将某一寡核苷酸 

链 的5 磷酸与另 一相邻寡核苷酸链3 羟 

基形成磷酸二醋键而连 接为基础的，需要两 

。 事 ～ 

一 

～ 

一 
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对互补的寡核昔酸探针。在模板DNA、DNA 

连接酶 寡核苷酸探针存在以及相应反应条 

件下，首先加热使模板DNA变性分成两条 

单核苷酸链 ，然后退火复性，使两对寡核苷 

酸探针分别与互补的模板单链杂交，如果与 

模板单链杂交的相邻的寡核苷酸与模板单 

链 安全互补，则耐热连接酶将探 针上游段 

3 端与下游段5 端连接起来，形成更长的 

寡核苷酸链，再加热变性，连接产物也作为 

模板再与探针杂交 、连接 ，即变性 一复性 一 

连接反复循环，从而使DNA大量扩增 。在 

此基础上改良LCR(Gap—LCR)，是用聚合 

酶及适 当的核苷酸填补将被连接两条退火 

寡核苷酸探针的缺口(gap)．然后再连接、扩 

增 其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，故特异性强是其 

最显著的优点 。 

2 LCR-~PCR 

标志着分子生物学革命的PCR已广泛 

应用并为人们所熟知，与之比较起来，同样 

为DNA扩增技术的LCR尚处于早期发展阶 

段 由于其在识别点突变的特异性高于 前 

者，且LCR技术尚在不 断完善和改进之中， 

必将受到越来越多的关注。LCR在反应时间 

和检测手段上优于PCR，对Ct检测用商 品 

PCR系统Amplico(R)从有症状的男性尿道 

及尿液标本结果敏感性90 以上，但从女性 

富颈标本仅64 ；LCR在两性泌尿生殖道标 

本包括尿道、宫颈拭子，前段尿等的Ct检测 

上 特别敏感 ，总敏 感率90—95 ，特 异性 

99．5 或更 高 ，动物实验Ct检测敏感率 

LCR为100 PCR仅46 。在 对影 响扩增 

反应的抑制物方面，Ct阳性宫颈标本抑制物 

对LCR的抑制范围5—10 ，而对PCR则高 

达3o ，上述宫颈拭子标本中许多PCR结果 

的失败(培养 阳性而PCR阴性)是由于抑制物 
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存在造成 因此，LCR是更有效的诊断Ct 

感染的方法。 

3 模板DNA-~探针设计 

探针设计总原则是提高扩增效率和特 

异性，采用计算机在核苷酸序列数据库(如欧 

洲分 子生物学实验室即EMBL)中检索分 

析 ，Dille等设计的沙眼衣原体模板DNA来 

源有两方面 ：(1)染色体上主要外膜蛋白 

(MOMP)基因，EMB【：登记号JO3814，探针 

所处基因位点36—89和552—595，(2)沙眼衣 

原体共有7，5Kb质粒探针所处基因位点6693 
— 6739 美国Abbott实验室Lee等一系列有 

关Ct的LCR文献中均首先用该质粒探针进 

行质粒DNA扩增 以诊断Ct感染[11-13]模板 

DNA的拷贝数越多越易于扩增 ，一个Ct细 

胞 中仅有一个拷 贝 数的MOMP基 因 ，而 

7 5kb质粒有7～1O个拷贝数之多 ，故对质 

粒扩增敏感性更强，这是 人们乐于选择质粒 

作为模板的DNA的原因之一。Schachter等 

对照MOMP基因LCR和质粒基因LCR的敏 

感性分别为83 和92 “ 。然而，目前 已发 

现有7．5Kb质粒缺失 的Ct分离株[14,16]，故单 

以质粒模板的LCR存在假阴性 可能。Dille 

等用质粒模板的探针对Ct的15个血清型行 

LCR，每个反应体系中仅3个原体 (EB)亦能 

扩增到检测水平．而对临床标本 中可能出现 

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 。 

4 扩增产物的检测 

文献 LCR扩增产物的检测通过 三种 

方式 ：(1)放 射 性 自显 影 ：将 [。。P]dCTP或 

[ P]dGTPf400Ci／mmo1)渗人到LCR反应 

体系中，DNA扩增同时进行放射性标记，扩 

增产物经聚丙烯酰胺凝胶电泳后放射 自显 

影，观察特异性片段。(2)分光光度测定法：即 
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■ 
：正 

微粒酶免疫试验 fMicropartic]e enzyme 

immunoassay)，探针1、2为互补两条寡核苷 

酸链 其5，，3，端均标记半抗原A，另一对 

互补的探针3、4的3 、5 端均标记半抗原 

B．连接反应后扩增长度两端均标有半抗原， 

抗体f抗半抗原A)包被的微粒与探针1、2结 

合，未连接的控针3、4被冲洗掉 被连接并扩 

增的产物末端带有半抗原B 形成检测端，偶 

合有碱性磷酸酶的抗体 (抗半抗原B)与之结 

合，则碱性磷酸酶催化4一甲基伞形花 内酯磷 

酸 f4一methylmnbelllferyl Phosphate．4 

一 MUP 一种荧光酶解物)，生成4一甲基伞 

形花内酯f4一methylmnbelliferone) 在光 

谱448nm下读数 每48个标本整个过程4～5 

小时完成。只有LCR扩增产物才有两种半抗 

原共价地联系在一起，因而产物可检测出信 

号 。(3)Abbott IM 全 自动检测系统：1988 

年 由美国Abbott实验室的科学家们研制及 

推广应用。利用微粒捕捉酶免疫测定 (Mi． 

croparticle capture enzym e im- 

ManoassaY． MEIA)原理 采 用直径为 

O．47pm~微粒包被第一抗体作为固定相，使 

反应面积增加5倍．从而促进反应动力学，减 

少反应时间，然后被玻璃纤维捕捉，同时使 

非连接的另一 段探针分离，随后加第二抗体 

及显色 用机器手臂控制每份标本转动检 

测，计算机自动记录并分析判断及打印结 

果 一次24份标本3O一4O分钟内完成 j。该 

系统 为快速 自动化检测LCR产物奠定 了技 

术基础，是LCR广泛应用的重要条件 1994 

年该系统用于LCR对Ct的大规模检测，同应 

用 在其 它微 生物 检测一 样 效 果 非常满 

意 u】 7t18】． 

5 应用 

1993年以后 美国Abbott实验室及相 关 

单位探索LCR对Ct的检测，Dille等方法学 

的建立为该工作奠定了基础 ，1994年Scha． 

chter等对美国四个州包括性传播门诊 妇 

产科门诊及家庭计划门诊的子宫颈标本检 

测 总Ct阳性率10．9 (234／2132)，LCR敏感 

率94 ．特 异性99．9 而细胞培养敏感性仅 

65 故前者远较后者敏感 。按传统 Ct 

培养为判 断诊断方法的金标准 ，但 培养太 

慢 而直接荧光 检测法 (CFA)和 酶免疫试 

验 (FIA 可快速诊 断，但敏 感率 仅分 别为 

70．6～76％和18、8—41．2 “ 1g’ 在1994年 

第八届Ct国际会议上，Schachter总结LCR 

比DFA、EIA、培养的敏感率提高1O P。 

atton等和Chernesky等分别 比较LCR与 

PCR．敏感率前者82．3一100 ，后 者46-70， 

6 0 。 

以前认为尿液不是检测Ct理想的标本， 

因为病原体含量太少不足以培养出来，然 

而 ，当通过扩增DNA技术特别是LCR提高 

检测敏感性后，尿 标本越来越受到重视。尿 

作为Ct检测标本至少有两个优点：f1)非入侵 

性检测 ，避免 宫颈或尿道拭子的麻烦 和痛 

苦 易于被 大多数 的无症状ct感染者所接 

受[g,ll,12,17．22]．利于大规模检测行流行病学调 

查：(2)感染的妇女中5—30 只有尿道感染 

无官颈感染，而如果只有宫颈感染，通过分 

泌物被尿带 出，故尿既能反应尿道也能反应 

宫颈感染[e,ll So Chernesky等对性传播疾病 

门诊的男性初次排尿标本LCR与尿道拭子 

细胞培养比较阳性率分别是14 和8．3 ，敏 

感率分别为∞．5 和56．5 ，与 以往尿培养 

阳 性 率 仅 7～ 9 比 较 有 了 很 大 的 提 

高 。Lee等比较妇女初次排尿标本LCR阳 

性率7．7 而宫颈拭子培养仅5．4 [1lJ o由于 

LCR的推广、普及 原来对Ct诊断的金标准 

已不适应，故Lee等提出改 良或扩大 的金标 

准：f1)培养阳性，(2 培养阴性 但LCR阳性且 

DFA证 实 f3)培养 阴性 ．用MOMP扩增 

阳性 。 

美国Abbott实验室已做成LCR商 品试 
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剂盒．为临床诊断及研究提供方便 “ ， 

据第八届Ct国际学术研究会上获悉，LCR已 

成为早期诊断Ct泌尿生殖道感染的领先技 

术．并直接应用于临柬 然而 该方法仍有不 

足之处：大规模Ct流行病学研究所需的自动 

化检测系统设备昂贵．在第三世界国家及我 

国应用难以开展：探针需要两对且更长一些： 

需要两种酶。故成本较PCR更高，但随着科 

学技术进步 ．方法学不断改变．LCR必将在 

ct的研究及诊断中起到重要作用。 
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