
开口数少 ,微绒毛少 ,纤毛细胞纤毛再生不全 。仅在 2

例见到发育良好的胞饮小泡 ,而胞饮小泡的出现与消
失与着床窗具有完全的同步性 ,被视为着床窗的特殊
形态学标记[ 6] ,这表明 EM患者可能存在着床窗发育

障碍 ,导致胚胎不易着床而引起不孕。透射电镜显示
细胞有轻度变性 ,但两组孕激素水平在正常范围 ,表明
EM患者的子宫内膜对正常孕激素存在异常反应 ,也
可能与孕激素受体异常表达有关。EM 患者子宫内膜

超微结构的改变可能是其胚胎不易着床的重要原因 ,
其机制尚不十分清楚 ,生化改变可能是其结构改变的
基础 , EM患者存在多种免疫异常 ,抗心鳞脂抗体水平
升高 ,抗子宫内膜抗体阳性率升高 ,C3和 C4补体局部

沉积于子宫内膜表面 ,PRL升高 ,黄素化卵泡未破裂综
合征等 ,均可引起内膜上皮细胞发生超微结构改变 导
致胚胎与子宫内膜发育不同步 ,从而影响胚胎着床而
致其不孕 。
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应用荧光定量 PCR技术检测淋球菌等性传播疾病病原微生物

Detection of pathogens of sexual transmitted infections with real-time polymerase chain
reaction

冯文曦 ,曹红卫 ,赵静怡 ,郑　红 ,钟白玉　　(第三军医大学附属西南医院综合实验研究中心 ,重庆 400038)

　　在性传播疾病中 , 淋球菌(NG), 沙眼衣原体(CT), 解脲支
原体(UU)的感染较为常见。我们采用的 PCR方法结合了荧光

探针的体外扩增和检测技术[ 1, 2] ,不仅把假阳性率降低到最低
限度 ,同时还保留了常规 PCR的高灵敏性和特异性。通过对人

生殖道分泌物样本中以上 3 种病原体 DNA 的测定 , 检测了
1 122例临床送检可疑标本 , 为上述 3种病原体感染的早期诊断

以及性病高危人群的初筛等 , 提供了核酸水平上的参考依据。
现报告如下。

1　材料和方法

1.1　材料

1.1.1　标本来源及取材方法　　标本均由本院门诊妇科 、皮

肤性病科以及泌尿科等科室从疑为 NG , CT , UU感染者 ,取其尿
道 ,宫颈分泌物送检。共检测标本 1 122 例(男性标本 480 例 ,

女性标本 642例),其中 NG269 例 , CT419 例 , UU434 例。取材方
法:采样时 , 将消毒棉拭子伸入男性尿道及女性宫颈口 2 ～ 3

cm , 转动一周以获得上皮细胞。将取样后的棉拭子放入 1.0 ml

无菌生理盐水中漂洗片刻 ,在管壁上挤干后丢弃。如果男性患

者尿道口分泌物过少 ,则取前列腺液 2 ～ 3 滴。
1.1.2　仪器　　美国 BIO-RAD iCylcer荧光 PCR检测仪。

1.1.3　试剂盒　　NG , CT , UU核酸扩增(PCR)荧光检测试剂盒
均为深圳匹基生物技术开发有限公司产品。

　　作者简介:冯文曦(1972-),男 ,重庆市人 ,主管技师。电话:(023)68754437

　　收稿日期:2001-10-20;修回日期:2002-03-09

1.2　方法

1.2.1　荧光定量 PCR原理　　该技术在常规 PCR基础上 , 添

加了一条标记了 2 个荧光基团的荧光双标记探针。一个标记
在探针的 5′端 ,另一个标记在探针的 3′端。两者可构成能量传

递结构 ,即 5′端荧光基团所发出的荧光可被另一荧光基团吸收

或抑制。探针的 3′端羟基(-OH)已被去除或封闭 , 不具有延伸
能力。探针在无特异性 PCR发生时 , 荧光信号不改变。当有特

异性PCR扩增发生时 , 探针会在 PCR过程中被 Taq酶的 5′※3′
外切酶活性作用切断 , 切下的 3′端荧光基团抑制作用消失 , 从

而引起切下的 5′端荧光基团信号的增长。 荧光信号伴随着
PCR的进行 , PCR产物的增长而增长[ 2] 。

1.2.2　试剂盒使用方法　　将标本 13 000 r/ min 离心 10 min ,
去上清液 ,采用常规碱裂解法提取 NG、CT、UU-DNA 。将各反应

管放入 BIO-RAD iCylcer 荧光PCR检测仪上 , 按下列条件进行扩
增:37℃5 min;94℃1 min;95℃5 s;60℃30 s。共作 42 个循环。

反应体系设为 40 μl。反应结束后 , 由电脑自动分析计算出结
果。每次检验均做阳性和阴性对照。

1.2.3　统计学方法　　直接使用 BIO-RAD iCylcer携带的数据

统计程序进行分析。

2　结果

　　使用 BIO-RAD iCylcer进行结果分析时 ,严格按照试剂盒说

明进行。FQ-PCR共检测标本 1 122 例 ,结果见表1。

(下转 1360页)
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生长抑制和癌细胞的凋亡发生 ,从而参与到结直肠癌的

发生发展。同时提示检测 ING1 mRNA 表达可能有助于

临床对大肠癌远处转移的判断。

　　在本研究中观察到在 52 例结直肠癌病例中 p53

蛋白阳性率46.2%。p53蛋白表达与所观察的所有临

床指标均无显著关系 ,关于 p53蛋白表达与结直肠癌

临床病理指标的关系目前尚不统一 , 多数文献认为
p53的表达与结直肠癌的临床病理无显著关系 ,这种

现象很难用突变型 p53的致瘤性作用解释 ,一些学者
认为可能与 p53作用的阶段性有关[ 5] 。

　　研究证实 p53在结直肠腺瘤向腺癌的恶变中发挥

重要作用 ,同时 p53的突变和杂合子缺失也参与了溃

疡性结肠炎-不典型增生-癌的恶变过程。研究报道
在结直肠癌中 p53 突变率为 22% ～ 70%, 平均约

50%
[ 5]
。研究亦表明在表达野生型 p53 的阳性细胞

中 ,p53的功能也很少被激活[ 6] 。已有的研究证明 p53

与 ING1在功能发挥上具有相互制约 ,需要两个基因的
同时存在才能发挥生长抑制及抗凋亡作用。本实验显

示 ,与 p53蛋白表达阳性组比较 ,在 p53蛋白阴性的肿

瘤组织中 ING1蛋白表达亦明显缺失或表达减弱。由
于野生型 p53半衰期短 ,免疫组化方法不能检测 ,而突

变型 p53因半衰期延长而能为免疫组化检测 ,目前普

遍认为p53阴性的肿瘤细胞多数具有野生型p53 ,在这

些肿瘤中虽然具有野生型 p53基因 ,但可能因为 ING1

的低表达甚至缺失 ,使得野生型 p53抑制肿瘤细胞增

殖及促进凋亡的作用不能发挥 ,从而加快了结直肠癌
的发生及发展。
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　　(上接 1357页)
表 1　NG、CT、UU PCR 反应结果

循环阈值(Ct)
例数 阳性数

阳性率

(%) 最大值 最小值 平均值

NG 269 25 9.29 36.97 21.00 27.80

CT 419 30 7.16 37.00 21.77 29.90

UU 434 38 7.16 39.80 25.50 34.50

　　结果分析:Ct值等于 0 或≥40 的样本为阴性。 0<Ct值≤

38 的为阳性。 38<Ct值<40的样本重做。重做结果不等于 40

或0 者为阳性 ,等于 40 或 0 为阴性(本次统计中出现 1 例结果

Ct值大于 38 ,重做结果为阳性)。

3　讨论

　　快速 , 准确的诊断是正确指导临床 、提高诊治水平的重要

因素。传统的检测方法(细菌涂片 ,细菌培养 , 免疫学技术)普

遍存在检出率低 , 周期长(48 h), 特异性差的缺点。 80 年代出

现的 PCR技术虽解决了检出率低 , 周期长的问题 , 但由于错误

扩增和产物污染导致假阳性率高 ,不能正确指导临床实践。 随

着PCR技术的日臻成熟 , 已出现的荧光基因探针杂交定量 PCR

方法在常规 PCR基础上 , 把目的基因扩增 , 特异分子杂交和荧

光化学融为一体 ,利用基因扩增的灵敏性 , 分子杂交的特异性

和光化学反应的精确性[ 3 , 4] , 实时在线探测 PCR过程中荧光信

号强弱的变化 ,根据 PCR反应的酶动力学特点 , 获得 DNA模板

的准确定量结果。由于该实验过程从扩增到检测均是在单管

封闭条件下进行 ,并通过微机控制 ,实现了对扩增产物进行实

时动态检测和结果的自动分析。与竞争性 PCR, PCR-EILA等定

量PCR 相比 , 荧光定量 PCR不仅进一步提高了特异性 , 无需

PCR后处理和冗长的电泳 , 紫外或染色检测 , 还具有定量范围

宽 ,定量准确等优点 , 使假阳性率降低到最低限度 , 并且从根本

上解决了 PCR扩增产物污染的难题[ 2, 5] 。本研究应用荧光定

量PCR方法对 1 122 例门诊送检标本进行检测 , 检出阳性感染

患者 93例 , 阳性率 8.29%。与最近欧美国家提供的社区筛检

(NG/CT 8.7%)大体接近。据国内学者报告 , 通过 PCR与传统

方法比较 ,发现淋病治疗前镜检 85%阳性 ,培养 90%阳性 , PCR

则为100%阳性;而治疗后镜检 5%阳性 , 培养10%阳性 , PCR为

35%阳性。由于荧光定量 PCR具有上述特点 ,因此它不仅成为

常规 PCR的更新换代技术 , 还能正确指导临床做出诊断 , 为临

床考评疗效提供依据。

　　关键词:荧光定量 PCR;淋球菌;沙眼衣原体;解脲支原体
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