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应用PCR对女性生殖道沙眼衣原体感染的快速诊断 

第二医院妇产科 墨 墨冀 孙江川 

儿 科 研 究 所 王宁遂 朱 静 邓 兵 
‘ — 。 。 。 _ _ - 一  

提 要 应用 Ft2R和职链 DNA循环测序检测妇女宫颈 Ct感染状况。结果表明在 57侧阴道炎 

和／或慢性宫颈炎患者的官颈,91物中榆出 Ct阳性 21侧 {36 84％)，提示 Ct是女肚生殖道感染的主 

要病原，好发于 30岁 下的妇女。临睐表现多为轻型炎症反应 ，常有少{I￡粘液哝性白带增多，随宫 

颈靡烂程度增加 Ct感染呈上升趋势。30侧正常妇女未榆出 Ct带病原体者。 

关键词 PER；双链DNA循环测序；沙眼衣原件；女性生殖道感染 农々 碥 j 走 

中图分类号 中 

沙 眼衣原体 (Chlarnydia Trachonmtis，Ct) 

是现今已发现的三种衣原体中的一种。嗜好 

侵犯柱状上皮细胞。主要引起男、女性泌尿 

生殖道感染 在发达国家，ct是引起性传播 

!．、 !．、 

疾病的主要病因 。近年来 ，该病在我国传 

播已有 上升 趋势 。在女性 主要 引起 阴道炎 、 

宫颈炎、子宫内膜炎、输卵管炎及盆腔炎，并 

可造成输卵管性不育及宫外孕等后遗症[41 

I 赵国华．等 中山医科大学学报 1989；10(I)：6 

2 Vic P．et al Cancer Res I982 42：667 
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Est rogen receplor (ER J content of fern ale breast cancer tissue was measured by modified 

ch arcoal—gelatin assay，M itocbondria and rough endoplasmic reticulum of turnor cells w ere eval- 

uated by m orphomet ric met hoda．It w as observed that t he volume density of mitochondria in ER 

(～}grou p w as higher l han l hat in ER{+)group，w herea s the specific surface was low er The 

i1 Uliie rical densit Y on area of rough endoplasmic reliculum in ER(一)grouP as low er lhan thal 
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妊娠期感染可引起胎膜早破 、早产、低体重儿 

等。感染可传给后代，导致新生儿眼炎 、肺炎 

等多种疾病 但由于 Ct感染症状不特异 ，因 

而实验室诊断十分重要。以往多采用细胞培 

养 、免疫学方法及 DNA探针等方法检测病 

原 但上述方法费时 ，敏感性、特异性较差， 

本 文 采 用 PCR扩增 C【P(TrL，质粒 特 异 性 

DNA片段 。并用双链 DNA循 环测序鉴定扩增 

产物的方法观察 r部份正常妇女、阴道炎和／ 

或宫颈炎患者与 Cl感染的关系，对女性生殖 

道 C【感染 的’决速诊断提供 了临床和实验室 

检测的依据和方法。现报告如下： 

i 毓料和方法 

1 1 病例来源与分组 从 1993年 I1月至 1994年 

】O月肋机果集本院妇产科门谚息自带，骨多和／或慢 

性宫颈炎者 ，或伴91-圳搔痒、尿频、排尿不适、腹Ii1i、 

腰痫及不育史中之一 、二种表现者 57侧宫颈剐物 57 

1． 2 3． 4 5． 6 

图 1 G PCR灵敏度检制图 

★ 1．标 准参 照 20 Iltg 

3．1 4 lng 

5 I蚴 g 6 I 

※中174|tae HI digest片段长度依次为 

t353hp lo78hp‘872bp 603／~p 3I∞P 281bp 271hp 

234b1~1941jp ll8bp 72bp 

份为观察组 采集集体体检正常妇女(无阴道 炎伴宫 

颐外观光滑者)30例宫颈刑物标本 30份为对照组 

1 2 标本采集方法 宫颈刊物标本采用拭去宫颈 

分泌物后 ，以消毒宫颈刮片于宫颈外1：3上 皮移行带 

部位轻轻旋转 36(P剂取浅层宫颈上皮细胞置人新鲜 

标本液 2rrd中 4~C保存 ，备 24h内检测。标本液 中含 

磷酸缓冲液 (20mtnol／L PH7 0)、蔗糖 200mn'~l／L、 

链霉索 50．rtp,／ml、丁胺卡那 100f~g／ml、制霉菌索 2511／ 

m】 经高压灭菌 加 5％BSA4~C保存备用 

1 3 pcR过程 取含宫颈刮物标本液 2m1．离心弃 

上}l!f液，加 250Tfis-- HC|缓冲液 10mmol／L(1PH8．3)， 

古 KC15ffamo]／L、M 2．5wanal／L 45％PIP一4o， 

0 45％TWoen一20、蛋白酶 K300,Ug／ 。PCR引物序 

列 ：P1：5 一帆 ATCI1唧 Gr眦 C一3 ， ：5 一C0 

TACCAT'F／'CT／'I~I℃CC一3 (自行设计，由上海细胞生 

物学研究所负责音成) 扩增 CtPc11 质粒 317bp特 

异性 DNA片段。设总体积为 5 l，含 10X缓 冲液， 

lO／』J上述反应液 ， 佃20of̂， 几 ，引物各 2[~nol／L， 

于 95℃变性 7Rw'n，冰浴 中加 TaqDNA聚台酶 2 5f (华 

图 2 G PCT 质粒部分 DNA测序 

图 f667—743bp) 
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美生物技术公司)，矿物油 40f~l 设 930c30s．5O℃30s， 

720ctrain为一 个循环 ．共 3O循环。FCR过程在 DNA 

热循环但(Perkin—E1Jgflef—Cetus) FCR产物用 1 5吼 

琼脂糖凝胶电沫分离．EB染色，紫补灯观察 州 增结 

粜。 

1 4 双链 DNA循环测序⋯ 

I 4 1 0I物末端标记 ·总体积 5 Jll，禽 5K缓 冲_掖， 

多棱苷酸激酶 ，一种引物 1Pmol／L，[r一 P]ATP 

I阱 】() 50~Ci／mmol，北京福瑞公司) 370c孵育 

30 n，550c终 止反应 lOmin 

l 4 2 删序反应和聚丙烯酰胺电流 于标记的引 

物混合液 中，加 10X测序缓 冲破 ，I：'CR产物 10f*l， 

TaqDNA聚合酶 2．5 【BRL)，总体积 36rq 上述混合 

踱分装 4个反应管，各 1。分别加 G、A、T和 c终止 

混合液 2 1．按上述 PCR程序完成 30个循环 各管加 

终止液 4M，900c韭 5rmn，进行 8％聚丙烯酰胺 电泳 

I屎隶 77,1)．恒功翠 53 ，电流时问 3h 用 10％乙酸一 

甲醇液固定凝胶 2 n，800c直空干燥 j 5h．室温下 

放射性白娃彤 2—3d。 

2 结果 

2．1 PCR及双链 DNA测序检则结果 57 

例观察组 宫颈刮物标本 ，经 PCR扩增后 2l 

例 (36．84％)标本 显示一条 3】7bp特异性 

DNA片段 ，灵敏度为 l (图 l】 同时用人基 

因 DNA作阴性对照 ，用培养阳性的 CtDNA作 

阳性对照，未发现假阴性和假阳性。观察组 

其余 36例及对照组 3o例宫颈刮物标本中未 

发现扩增条带出现。随机抽取两分 PcR阳性 

标本 ，经双链 DNA循环测序证实该扩增产物 

· 为 ct啪  质粒 DNA片段。与该 质粒 DNA 

中第 666～779位核苷 酸序 列完全 一致 。f图 

!) 

2 2 年龄与 Cl感染的关 系 观察组 中 CL 

阳性 、阴 性者 及对 照组 各最 小 年 龄分 别 为 

19、2O及 26岁：最大年龄分别为 52、6o及 66 

岁；各组平均年龄分别为 27．6、29 3及44．7 

岁。Ct阳性者以小于 3O岁者发病数最高，随 

年龄增加而逐渐下降(见图 3) 

2 3 婚姻状况与 Ct感染的关系 ct阳性 、 

阴性者各有未婚妇女 2例 (分别占9．09％及 

5 56％)。已婚妇女分别为 I9例(9O．O1％)及 

34例 (94．44％)。对照组 3O例均为已婚妇 

女 

2 4 阴道炎与 ct感染的关系(见表 1) 白 

带增多者 c{阳性与 ct阴性者之间无显著差 

异 ( =2．5 P>0．05)。伴外阴搔痒者 ct阳 

性与阴性者之间无显著差异 ( =0 O94 

P>0 05)。 

2．5 慢性 宫颈炎 宫颈糜烂程度与 c{感染 

的关 系 (见表 1) 宫颈外观光滑与糜烂者在 

ct阳性与阴性者之间无显著差异 ( =I．42 

P>0 05)。≥II。糜烂者 C阳性与阴性者 

之间无显著差异( =1．357 P>0．O5) 

3 讨论 

c{引起的女性生殖道感染是欧美等国 

常见的性传播疾病 近年来在我国的发病情 

况已受到关注。本文 57例阴道炎和／或宫颈 

炎病例的宫颈刮物经 PCR检测 Ct阳性 21 

例 ，阳性率为 36．84％。与国外报导大体一致 
” 

。 显示 Ct发病率高，是女性生殖道感染的 

主要病原。cl感染好发于年轻妇女，本文以 

<30岁者发病数最高 (16／21例占76 19％)． 

其 中 <1』 岁者 10／21例 占 47 62％)。随年龄 

增加而呈下降趋势。cl患者表现有白带增多 

或伴外阴搔痒 ，和／或伴宫颈糜烂与 Ct阴性 

者之间无显著差异 (P>0．05)，提示由 Ct或 

其它病原 I起的女性生殖道感染或混合感染 

在临床表现方面无 明显区别。但 cl阳性者增 

多的白带常为少 一中量粘液脓性白带。其中 

白带清洁度 Ⅱ。者 12／21例 (57．14％)，说明 

0感染症状多较轻而不易被病人重视。当台 

并淋菌或其它病原感染时白带可为脓性。ct 

阳性者宫颈光滑 、I。糜烂及≥Ⅱ。糜烂者分 

别为 6例 (28．57％)、6例 (28．57％)及 9例 

(42．86％)提示随宫颈糜烂程度增加 ct感染 

呈升高趋势。其 中宫颈光滑者可能由于部份 

血清型的 Ct(如 D—K型 )因毒力不强且嗜好 

侵犯柱状上皮细胞 而感染局限于宫颈上皮 

移行带上部所致。提示在临床诊断时，除有 

少 一中量白带增多伴宫颈糜烂者应考虑 cL 
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感染可能外，列伴外观光滑者仍应慎重除 

外ct感染。在采取女性生殖道 Cc感染标本 

时应取自宫颈外 口上皮移行带部位以提高 

实验室诊 断 阳性率 。(另一 组取 自阴道分 

泌物或宫颈刮物标本 中检 出 ct阳性 35／ 

1l2例阳性率为 31．2％) 本文因同时伴有 

尿频、排尿不适 (尿路感染可能)或腹痛、腰 

痛、不育及淋菌感染者例数少尚待继续观 

察。但如果伴有以上情况者应考虑本病之 

可能。本文对照组 3o例宫颈刮物未检出 ct 

提示女性生殖道无症状及体征者未发现 

ct携带者。 

ct感染的病原学诊断，眦往多采用细 

胞培养及免疫学方法。但前者费时 操作 

复杂，而且临床标率运送 、贮存过程中衣原 

体易失去活性，以及临床标本对培养基单 

圈 3 C+阳性与阴性者年龄分布图 

表 1 观 察 组 临 床 表 现 

层细胞具有毒性作用而成功率较低，易出现 

假阴性。免疫学方法如直接荧光抗体检测、 

酶联免疫反应、抗体检测等虽较简便但敏感 

性、特异性较差。由于衣原体和其它微生物 

存在 交叉抗 原性而试 验结果 易出 现假 阳 

性。本文采用最先进的 PcR方法检测 ct感 

染，方法简便 ，快速，其灵敏度为 l最提示敏 

感性 、特异性高。同时可避免其它方法存在 

的缺点。利用双链 D A循环测序鉴定扩增 

产物，证示扩增 DNA片段确系 cI Pc1 质 

粒序列，较其它分子杂交方法更为准确。ct 

虽然分为 15个血清型，但经分子杂交证实 

该质粒核苷酸序列相同。因此只要选择一对 

与 PcrE质粒 DNA互补的寡核苷酸作为引 

物 ，扩增 该质粒 的特 异性 DNA片段 即可快 

速、准确地诊断 ct感染。对照组 30例 ct阴 

性更证明了 PCR方法的准确性。 
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RAPlD DIGNOSIS OF CHLAM YDIA TRA． 

CH0M ATIS INFECT10N IN THE GENITAL ． 

TRA CT 0F W oM EN BY THE PoLYM ERASE 

CHAIN REACT10N ， 

Liang y ongn1．el al 

Dept．of Gynecology and Obatetrie~．The Second H~spital 

A rapid polym erase chain reaction (PCR J —ba~ed assay for detection of Chlamydia tra— 

ehnm atis in ce rvical speeimens is presented．The result s revealed that Chlamydia trachomatis was 

found in cervical specim ens in 21 of 57 ca$es(36 84％)of vaginitis and／of chtonic cervical in． 

flammation．It is know n t hat Chlamydia trachom ntis is t he m ain pat hoge． in the genltal tract of 

w 0cuen M ost patlent s are helot,30 Clinical m an festatians jnelude mild infection in the Eenitnl 

t ract of m q虬 cases and a little purnlent discharge The severity of CM am d~dia trachemat infec— 

tion is added Ⅱ】o13g w itIt cervical erosions w orsBned CldarnYdia t rachom atis can not be found in 

the genital t ract of norln al wom el3 T 0 detect Chlamydia trachomatis wit h PCR provides a rapid． 

handy sensitive and accurate nl ethod of diagnosis K ey W ords：PCR Chlamydia traehomatis；In— 

ti~：tian in dae genital tllaet of Wofflen 

KEY W ORDS ~CR Ci~rnldafing rr l珊LⅡ Ⅱ m double—DNA Sega~tee；CImmydia Tlaachonmtis；Irffeetion In 

13】e Geulter Tract 0f‰ 1111211 
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