
·检验技术与方法·

淋病奈瑟球菌四种检测法对比及应用
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（山东省滨州市人民医院：１．检验科；２．烧伤整形美容科，山东滨州２５６６００）

　　摘　要：目的　比较４种淋病奈瑟球菌检测方法的阳性检出情况，为临床的初筛和诊断提供依据。方法　收集泌尿科患者尿

液和妇科患者的宫颈分泌物及尿液，采集的标本中，已知泌尿系统淋病奈瑟球菌感染３５例，疑诊淋病奈瑟球菌感染３５例。分别

采用培养法、直接涂片法、快速抗原检测法及聚合酶链反应（ＰＣＲ）法检测标本中淋病奈瑟球菌。结果　已知泌尿系统淋病奈瑟球

菌感染患者采用培养法和直接涂片法检测均无淋病奈瑟球菌假阳性出现，快速抗原检测法的假阳性率为５．７１％（２／３５），ＰＣＲ法

的假阳性率为２．８６％（１／３５）。培养法、ＰＣＲ法、直接涂片法及快速抗原检测法的变异系数分别为０．９８％、１．０３％、１．４５％及

２．０６％，灵敏度分别为６８．８１％、８８．７４％、８６．２８％及８４．３５％，培养法的变异系数及灵敏度分别与其余３种方法比较，差异有统计

学意义（犘＜０．０５）。培养法的特异性最好（１００％），直接涂片法和ＰＣＲ法次之（９７．６％），快速抗原检测法最低，为９４．２％。疑诊

淋病奈瑟球菌感染患者采用培养法检测淋病奈瑟球菌的阳性率与快速抗原检测法、ＰＣＲ法比较，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

结论　淋病奈瑟球菌快速抗原检测法和涂片法可作为诊断淋病患者的筛查方法，培养法可用于需要进行微生物敏感性试验的患

者，ＰＣＲ检测法可作为慢性淋病检测的首选方法。
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　　淋病在中国性传播疾病中的发病率位居第２，主要为淋病

奈瑟球菌引起的泌尿生殖系统疾病，全球每年新增病例超过

６０００万
［１］。由淋病奈瑟球菌感染引起的附睾炎、盆腔炎等给

患者心理和身体健康造成极大危害，有研究证实淋病可促进人

类免疫缺陷病毒（ｈｕｍａｎｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙｖｉｒｕｓ，ＨＩＶ）的传

播。本研究旨在比较４种常见的淋病奈瑟球菌检测方法，为临

床应用提供参考。

１　资料与方法

１．１　标本来源　收集２０１２年１月至２０１２年９月本院泌尿科

患者尿液和妇科患者的宫颈分泌物及尿液，采集的标本中，已

知泌尿系统淋病奈瑟球菌感染３５例，疑诊淋病奈瑟球菌感染

３５例。

１．２　主要试剂　淋病奈瑟球菌选择性培养基（ＴＭ）购自天津

市金章科技发展有限公司，氧化酶试剂、ＡＰＩＮＨ 生化鉴定试

纸条为法国生物梅里埃公司产品，快速革兰染色液购自珠海贝

索生物技术有限公司，淋病奈瑟球菌抗原检测试剂盒购自郑州

安图绿科生物工程有限公司，聚合酶链反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎ

ｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）试剂盒购自上海科华生物工程股份有限公司。

１．３　检测方法　（１）培养法。用无菌棉签采集男性患者尿道

内２～４ｃｍ处分泌物，女性患者宫颈口内侧０．５～１．０ｃｍ处分

泌物黏液，立即接种于淋病奈瑟球菌选择性培养基（ＴＭ），置

３５℃，５％ＣＯ２ 培养箱中培养４８ｈ。圆形、凸起、湿润、半透明

或灰白为淋病奈瑟球菌特征，氧化酶试验阳性和革兰染色阴性

的双球菌判定为淋病奈瑟球菌阳性。（２）直接涂片法。取采集

的分泌物立即涂片，待自然干燥后行革兰染色，在显微镜油镜

下观察２０个视野。涂片染成红色或粉红色，形态为肾形对称

或半圆形对称排列者，为淋病奈瑟球菌阳性；而单个或成团位

于细胞内或细胞外者，为革兰阴性双球菌。（３）快速抗原检测

法。严格按照淋病奈瑟球菌抗原检测试剂盒说明书操作。当

加入快速检测液时，若产生的气泡绕试管壁成环形，则为淋病

奈瑟球菌阳性。（４）ＰＣＲ法。按说明书操作，通过凝胶电泳观

察色带判定结果。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计学分析，计

数资料用χ
２ 检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　已知泌尿系统淋病奈瑟球菌感染患者的检测结果　对已

知泌尿系统淋病奈瑟球菌感染者的分泌物及尿液进行检测，以

考察不同检测方法的假阳性率、变异系数、灵敏度和特异性。

培养法和直接涂片法检测均无淋病奈瑟球菌假阳性出现，快速

抗原检测法的假阳性率为５．７１％（２／３５），ＰＣＲ法的假阳性率

为２．８６％（１／３５）。培养法、ＰＣＲ法、直接涂片法及快速抗原检

测法的变异系数分别为０．９８％、１．０３％、１．４５％及２．０６％，灵

敏度分别为６８．８１％、８８．７４％、８６．２８％及８４．３５％，培养法的

变异系数及灵敏度分别与其余３种方法比较，差异有统计学意

义（犘＜０．０５）。培养法的特异性最好（１００％），直接涂片法和

ＰＣＲ法次之（９７．６％），快速抗原检测法最低，为９４．２％。

２．２　疑诊淋病奈瑟球菌感染患者的检测结果　培养法、ＰＣＲ

法、直接涂片法及快速抗原检测法对疑诊淋病奈瑟球菌感染患

者的阳性检出情况见表１。培养法检测的阳性率与快速抗原

检测法、ＰＣＲ法比较，差异有统计学意义（犘＜０．０５），培养法与

涂片法比较，差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

表１　　４种淋病奈瑟球菌检测方法对疑诊淋病奈瑟球菌

　感染患者阳性检出情况的比较［狀（％）］

性别 狀 培养法 直接涂片法 快速抗原检测法 ＰＣＲ法

男 ２４ ２１（８７．５） ２１（８７．５） ２２（９１．７）ａ ２１（８７．５）

女 １１ ６（５４．５） ６（５４．５） ８（７２．７）ａ ７（６３．６）ａ

合计 ３５ ２７（７７．１） ２７（７７．１） ３０（８５．７）ａ ２８（８０．０）ａ

　　ａ：犘＜０．０５，与培养法比较。

３　讨　　论

科学取样对检测结果具有决定性作用。男性淋菌性尿道

炎发病期患者的尿道口通常脓液较多，在尿道口或较浅尿道取

样均可检出阳性；但对于病程较长的患者，尿道分泌物可能少

或无分泌物，使淋病奈瑟球菌数量较少，容易漏检，从而造成这

类患者的阳性检出率低。脓细胞内、外的淋病奈瑟球菌仅是整

个淋病病程中炎症反应最严重时期的阶段性表现，故取尿道柱

状上皮部位的黏膜细胞进行培养可提高淋病奈瑟球菌的检出
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率［２］。培养法虽为诊断淋病的常规方法和金标准［３４］，但操作

繁琐耗时，且敏感性较低，不适于快速筛查和早期诊断，适于症

状较轻或无症状的患者。直接涂片法使用简单、快速、价廉，可

辨识度高，适合基层医院采用。本研究中，男性标本的检出率

高于女性标本，在其他地区也存在类似现象的报道［５］，这可能

是由于男性患者在急性淋菌性尿道炎时脓性分泌物多，症状明

显而就诊。慢性淋病患者实验室检查的敏感性较低，易受与淋

病奈瑟球菌形态相似的不动杆菌、莫拉菌等干扰，造成假阳

性［６］，故女性患者易出现假阳性［７］。快速抗原检测法是利用细

菌酶反应产生气泡以鉴别是否感染淋病奈瑟球菌，该方法便于

肉眼观察，操作时间较培养法短，可作为临床大批量体检标本

的初筛。ＰＣＲ法是灵敏度高、特异性强的分子生物学检测新

技术，对操作环境和人员技术要求高［８］。在极微量病原体存在

时也能检出，可用于抗菌药物使用后的检测，广泛用于尿液等

低菌液标本的检测。若直接涂片法提示淋病奈瑟球菌阴性，可

考虑采用ＰＣＲ检测，以发挥其独特优势。对于慢性淋病患者，

ＰＣＲ检测法特异性强、灵敏度高、阳性率高，可作为慢性淋病

检测的首选方法。尿液淋病奈瑟球菌快速抗原检测法和涂片

法可作为诊断淋病患者的筛查方法，对于需要做微生物敏感性

试验的患者建议采用培养法。临床疑诊淋病奈瑟球菌感染时，

应根据实际情况选择适合的检测方法，以提高诊断效率，把握

最佳治疗时机。
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·检验技术与方法·

荧光聚合酶链反应检测在耐甲氧西林金黄色葡萄球菌检测中的应用

瞿伟华１，陈碧英２，郎立中２

（１．上海市监狱总医院检验科，上海２０１３１８；２．上海市第七人民医院检验科，上海２００１３７）

　　摘　要：目的　探讨荧光聚合酶链反应（ＰＣＲ）检测在耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（ＭＲＳＡ）检测中的应用。方法　收集上海

市监狱总医院肺部感染患者的痰液标本，共３７６８份，分别进行ＰＣＲ、纸片扩散抗菌试验、琼脂稀释法检测。结果　采用一般细菌

培养分离鉴定与荧光ＰＣＲ检测均检出１０３例金黄色葡萄球菌，阳性率２．７％。采用纸片扩散抗菌试验检测，检出５７株 ＭＲＳＡ阳

性；采用琼脂稀释法检测，检出５８株 ＭＲＳＡ阳性。采用荧光ＰＣＲ检测，有５８株 犕犲犮Ａ基因扩增呈阳性。结论　荧光ＰＣＲ检测

具有快速、简易、稳定、敏感性强、特异性高的特点，可用于 ＭＲＳＡ的快速鉴定。
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　　随着上海市逐渐步入老年社会，上海市监狱收押人员也呈

现出老龄化的趋势，根据上海市监狱总医院微生物实验室近年

来的统计，临床痰液细菌的一般培养标本量逐年增加，且致病

菌的检出率也不断上升。临床对微生物检验报告的及时、准确

性要求不断提高。笔者针对这一情况进行了探索，认为荧光聚

合酶链反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）具有快速、简易、

稳定的特点，对快速鉴定耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（ｍｅｔｈｉ

ｃｉｌｌｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｔＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ，ＭＲＳＡ）具有重要意义。

１　材料与方法

１．１　材料　收集２０１０年９月至２０１２年５月于上海市监狱总

医院因肺部感染住院的患者痰液标本，共３７６８份，同时进行

一般细菌培养与荧光ＰＣＲ检测。

１．２　主要仪器与试剂　主要仪器为罗氏ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０Ⅱ实

时荧光定量ＰＣＲ系统。主要试剂为耐甲氧西林金黄色葡萄球

菌耐药基因检测试剂盒（上海之江生物科技股份有限公司）、苯

唑西林（上海源叶生物科技有限公司）、药敏纸片（英国 Ｏｘｏｉｄ

公司）。质控菌株为金黄色葡萄球菌ＡＴＣＣ２５９２３，由上海市临

床检验中心提供。

１．３　纸片扩散抗菌试验　将菌液调至０．５ＭＣＦ（麦氏浊度单

位），均匀涂抹于４ｍｍ的 ＭｕｅｌｌｅｒＨｉｎｔｏｎ琼脂平板上，采用头

孢西丁药敏纸片（３０μｇ／片）检测金黄色葡萄球菌，３５℃孵育

２４ｈ，将头孢西丁对金黄色葡萄球菌抑菌圈直径小于２１ｍｍ

判定为 ＭＲＳＡ，≥２２ｍｍ 为对甲氧西林敏感的金黄色葡萄

球菌。

１．４　琼脂稀释法　即最小抑菌浓度（ｍｉｎｉｍｕｍｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎ

ｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＭＩＣ）法。用含２０ｇ／ＬＮａＣｌ的 ＭｕｅｌｌｅｒＨｉｎｔｏｎ琼

脂将苯唑西林倍比稀释为１２个不同浓度并浇注平板。苯唑西

林终浓度为０．１３～２５６．００μｇ／ｍＬ。再将菌液调至０．５ＭＣＦ，

点种于含药平板，３５℃孵育２４ｈ。抑菌圈直径不超过１０ｍｍ

为阳性菌株。

１．５　荧光ＰＣＲ　（１）核酸裂解：直接在痰液标本中加入其体

积４倍的４％ＮａＯＨ，室温放置３０ｍｉｎ，取０．５ｍＬ稀释痰液在

离心管中离心２ｍｉｎ（离心半径８ｃｍ，１２０００ｒ／ｍｉｎ），弃上清

液；再加入０．５ｍＬ４％ＮａＯＨ，离心５ｍｉｎ（离心半径８ｃｍ，

１２０００ｒ／ｍｉｎ），弃上清液；加入１ｍＬ生理盐水，离心５ｍｉｎ（离

心半径８ｃｍ，１２０００ｒ／ｍｉｎ），弃上清液；在沉淀中加入５０μＬ
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