
·检验技术与方法·

３种方法在泌尿生殖道沙眼衣原体检测中的应用和评价

王　礼
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　　摘　要：目的　评价免疫层析法（ＩＣＡ）、酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）及荧光定量聚合酶链反应（ＦＱＰＣＲ）三种方法在检测泌

尿生殖道沙眼衣原体（ＣＴ）中的应用价值。方法　采用ＩＣＡ、ＥＬＩＳＡ和ＦＱＰＣＲ三种方法同时对该院性病门诊、妇科及泌尿外科

门诊８２５份泌尿生殖道标本进行ＣＴ检测，分别计算三种方法的灵敏度、特异性、约登指数、阴性预测值（ＮＰＶ）和阳性预测值

（ＰＰＶ）。结果　８５８例标本中阳性结果１５４例，阴性结果７０４例，阳性率为２１．９％。ＩＣＡ、ＥＬＩＳＡ和ＦＱＰＣＲ三种方法的灵敏度

分别为５０．６％、９２．９％及９６．７％，约登指数分别为５０．２％、９１．５％和９５．７％，ＮＰＶ分别为９０．２％、９８．４％和９９．３％。经比较，

ＩＣＡ的灵敏度、约登指数和ＮＰＶ均明显低于ＥＬＩＳＡ和ＦＱＰＣＲ，差异有统计学意义（犘＜０．０１）。结论　ＥＬＩＳＡ与ＦＱＰＣＲ具有

较一致灵敏度、特异性、约登指数、ＮＰＶ和ＰＰＶ，均可为临床治疗和监测ＣＴ提供可靠的依据；ＩＣＡ虽然操作简便，但灵敏度较差，

作为实验诊断ＣＴ感染的方法不太理想。
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　　沙眼衣原体（ＣＴ）是一种常见的性病病原体，会引起泌尿

生殖道感染、包涵体包膜炎、性病淋巴肉芽肿等，但其感染在临

床上多呈隐性感染，表现为无症状或轻微症状而不为患者所重

视［１］。因此，建立一种快速、敏感、特异的检测方法就显得非常

重要。本文选择目前实验室使用较多的免疫层析法（ＩＣＡ）、酶

联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）及荧光定量聚合酶链反应（ＦＱＰＣＲ）

三种方法同时对本院性病门诊、妇产科及泌尿外科门诊８２５例

泌尿生殖道标本进行ＣＴ检测，分别计算三种法的灵敏度、特

异性、约登指数、阴性预测值（ＮＰＶ）和阳性预测值（ＰＰＶ），现报

道如下。

１　资料与方法

１．１　标本来源　８５８例标本来自本院２０１２年１～１１月性病

门诊、妇产科及泌尿外科门诊人群的泌尿生殖道拭子标本。标

本采集：女性用窥器暴露宫颈，用棉签拭去宫颈口周围的黏液

及分泌物，再用采样拭子在宫颈管内２～３ｃｍ处转动并停留

２０ｓ再取出；男性拭子深入尿道约２～３ｃｍ处旋转一周并停留

１０ｓ后取出。

１．２　仪器与试剂　ＩＣＡ试剂为英国立明产品；ＥＬＩＳＡ仪器为

美国Ｔｒｉｎｉｔｙ公司生产的全自动酶标检测仪，试剂为原厂配套

的ＥＬＩＳＡ试剂；ＦＱＰＣＲ仪器为美国 ＡＢＩ公司生产的 ＡＢＩ－

７５００荧光定量ＰＣＲ仪，试剂为中山大学达安基因股份有限公

司产品。

１．３　方法　ＩＣＡ、ＥＬＩＳＡ和ＦＱＰＣＲ严格按试剂盒操作说明

操作及判断结果。结果判定标准：细胞培养是诊断ＣＴ的金标

准，因其灵敏度低不适合作为现代高灵敏度方法的评价标准。

参照文献［２］采用“扩大的金标准”，即２种以上方法检测为阳

性判定为真阳性，仅有１种检测方法阳性或全部方法为阴性则

判定为真阴性。以此作为评价三种方法的依据，分别计算三种

法的灵敏度、特异度、约登指数、ＮＰＶ和ＰＰＶ。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１２．０统计软件进行统计学分

析，采用配对卡方检验两两比较ＩＣＡ、ＥＬＩＳＡ和ＦＱＰＣＲ三种

方法的各项指标的统计学差异。

２　结　　果

根据“扩大的金标准”判断，８５８例标本中阳性结果１５４

例，阴性结果７０４例，阳性率为２１．９％。在１５４例真阳性中，

ＩＣＡ、ＥＬＩＳＡ和ＦＱＰＣＲ三种方法检出阳性例数分别为７８例、

１４３例及１４９例；在７０４例真阴性中，ＩＣＡ、ＥＬＩＳＡ和ＦＱＰＣＲ

三种方法检出阴性例数分别为７０１例、６９４例及６９７例，具体

情况见表１。ＩＣＡ、ＥＬＩＳＡ和ＦＱＰＣＲ三种方法的灵敏度分别

为５０．６％、９２．９％及９６．７％，约登指数分别为５０．２％、９１．５％

和９５．７％，ＮＰＶ分别为９０．２％、９８．４％和９９．３％，经比较ＩＣＡ

的灵敏度、约登指数和ＮＰＶ均明显低于ＥＬＩＳＡ和ＦＱＰＣＲ的

灵敏度、约登指数和ＮＰＶ（犘＜０．０１）。具体情况见表２。

表１　　三种方法的检测结果比较（狀）

组别
ＩＣＡ

阳性 阴性

ＥＬＩＳＡ

阳性 阴性

ＰＣＲ

阳性 阴性

扩大金标准阳性（狀＝１５４） ７８ ７６ １４３ １１ １４９ ５

扩大金标准阴性（狀＝７０４） ３ ７０１ １０ ６９４ ７ ６９７

表２　　三种方法的各项指标比较（％）

方法 灵敏度 特异度 约登指数 ＰＰＶ ＮＰＶ

ＩＣＡ ５０．６ ９９．６ ５０．２ ９６．３ ９０．２

ＥＬＩＳＡ ９２．９ ９８．６ ９１．５ ９３．５ ９８．４

ＦＱＰＣＲ ９６．７ ９９．０ ９５．７ ９５．５ ９９．３

　　：犘＜０．０１，与ＩＣＡ比较。

３　讨　　论

泌尿生殖道ＣＴ感染是我国常见的性传播疾病之一，因其

发病率高，流行广泛，对人的健康损害很大，已成为较为严重

的公共卫生问题，《全国性病监测点监测方案》将其作为单独监

测的病种［１］。ＣＴ是引起非淋菌性尿道炎的主要病原体之一。

因此，选择特异、敏感、高效快速的检测方法辅助ＣＴ感染的早

发现早治疗有重要的临床意义。

现阶段实验室诊断ＣＴ的方法主要有：细胞培养、直接免

疫荧光染色、ＩＣＡ、ＥＬＩＳＡ和ＦＱＰＣＲ。其中仍以细胞培养作

为金标准，其检测的是有繁殖能力的活体ＣＴ，特异性强、结果

可靠、无假阳性，阳性结果是临床诊断ＣＴ感染最直接的依据，

但其操作繁琐，周期长，技术要求高，成本高，不利于临床大量

标本的检测，且敏感性易受标本采集、运送、冻存、解冻、接种等

过程中病原体量的丢失和病菌活力减弱或失活以及标本中抑

制物质等因素的影响降低阳性检出率。ＩＣＡ检测时间短，操作
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简单，无需特殊的设备，有较高的特异性但灵敏度低［３］，容易漏

检。ＥＬＩＳＡ法具有操作简便、快速、有仪器的自动化、结果易

于判断的特点，适于大批量标本检测［４］。ＦＱＰＣＲ是近年来发

展应用的新技术，它融合了ＰＣＲ的高敏感性和ＤＮＡ杂交技术

的高特异性以及光谱技术的高精确定量为一体，在全封闭下操

作而避免污染造成假阳性，达到简便、快速、准确的检测病原

体，还可以通过定量检测病原体的变化进行疗效观察［５］。本文

结果显示，三种方法的特异性高，均在９８．５％以上，说明它们

对真阴性标本检出能力高；三种方法的ＰＰＶ高，均在９３．５％

以上，说明它们的假阳性率低；ＩＣＡ的灵敏度明显低于ＥＬＩＳＡ

和ＦＱＰＣＲ的灵敏度（犘＜０．０１），说明其对真阳性标本检出能

力低，容易发生阳性漏检；ＩＣＡ的约登指数明显低于ＥＬＩＳＡ和

ＦＱＰＣＲ的约登指数（犘＜０．０１），说明其发现阳性和阴性标本

的总能力都较低；ＩＣＡ的ＮＰＶ明显低于ＥＬＩＳＡ和ＦＱＰＣＲ的

ＮＰＶ（犘＜０．０１），说明其假阴性率较高。

综上所述，ＥＬＩＳＡ和ＦＱＰＣＲ作为临床ＣＴ感染的实验室

检测方法，其灵敏度、特异性均接近理想诊断方法的标准，两者

的诊断符合率十分接近，均可为临床治疗和监测ＣＴ提供可靠

的依据；ＩＣＡ的灵敏度低，作为实验诊断ＣＴ感染的方法不太

理想［６］。因此，笔者建议有条件的实验室采用ＦＱＰＣＲ，标本

量大的实验室采用ＥＬＩＳＡ，最好不用ＩＣＡ。
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·检验技术与方法·

单管巢式ＰＣＲ结合测序技术检测ＨＢＶＹＭＤＤ突变

唐　彦

（重庆市中医骨科医院检验科，重庆４０００１０）

　　摘　要：目的　为了进一步提高 ＨＢＶ低载量标本ＹＭＤＤ突变检测灵敏度，建立一种快速检测方法。方法　分别采用单管

巢式ＰＣＲ、双管巢式ＰＣＲ和单管ＰＣＲ对临床选择的３５例标本进行ＰＣＲ扩增，然后进行Ｓａｎｇｅｒ测序验证，对几种方法进行比较。

结果　实验结果显示，单管巢式ＰＣＲ和双管巢式ＰＣＲ的吻合度一致，阳性率均为［９１．４％（３２／３５）］，而单管ＰＣＲ的阳性率［５４．

３％（１９／３５）］显著低于单管巢式ＰＣＲ和双管巢式ＰＣＲ，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。结论　单管巢式ＰＣＲ不仅能够显著提高

ＨＢＶＹＭＤＤ突变检测灵敏度，而且相比于双管巢式ＰＣＲ，具有显著降低污染、缩短实验时间的优点，为一种高效、安全的检测方法。

关键词：单管巢式ＰＣＲ；　ＹＭＤＤ突变；　肝炎病毒，乙型
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　　拉米夫定是当前应用最为广泛的核苷酸类药物之一。它

能显著降低 ＨＢＶＤＮＡ水平，但拉米夫定的长期应用，常因

ＨＢＶＰ基因的ＹＭＤＤ基因发生变异而对其产生耐药性。治

疗１年的耐药率为１７％～４６％，治疗３～４年的耐药率可达

６７％～７５％
［１２］。产生耐药的主要机制是由于拉米夫定作用位

点ＹＭＤＤ位点的突变，如能迅速、及时检测到 ＨＢＶＹＭＤＤ突

变，可以帮助医生及时改变用药方案。目前检测 ＹＭＤＤ突变

的方法很多，有实时定量ＰＣＲ法、芯片法、测序法等，但灵敏度

均较低，尤其是对于 ＨＢＶＤＮＡ载量低于１０×１０４ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ

的标本，各种方法的检测均很难１００％检出
［３４］，所以希望寻找

一种快速、高效的方法用于检测这些低病毒载量的标本。

１　资料与方法

１．１　标本来源　选取乙型肝炎患者血清标本３５例。所有标

本经过达安基因公司 ＨＢＶ定量检测试剂盒进行过载量检测，

均为阳性，ＨＢＶ载量为１００～１０８ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ，诊断均按照中华

医学会传染病与寄生虫病学分会２０００年西安会议修订的诊断

标准。其中男性１３例，女性２２例，年龄２０～６７岁，平均年龄

４４．８岁。

１．２　仪器与试剂　ＤＮＡ纯化回收试剂盒（北京天根公司）；

ＨＳＴａｑ酶（北京天根公司）；ｄＮＴＰ（北京天根公司）；ＰＣＲ及测

序用引物来源于文献或使用Ｐｒｉｍｅｒ５软件设计，并由生工生物

工程（上海）有限公司合成；ＡＢＩ３１３０型遗传分析仪（美国Ｌｉｆｅ

Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ公司），ＨＢＶ定量检测试剂盒采购于广州达安基

因检测公司。

１．３　方法

１．３．１　引物和探针设计　根据 ＮＣＢＩ的 ＨＢＶ 序列，进行

ＨＢＶ耐药区引物设计，其中包括外侧引物Ｆ１／Ｒ１，和内侧引物

Ｆ２／Ｒ２，引物由上海生工技术服务有限公司进行合成。见表１。

１．３．２　标本收集　用一次性无菌注射器抽取受检者静脉血１

ｍＬ，注入无菌的干燥玻璃管，１５００ｒ／ｍｉｎ离心３ｍｉｎ，吸取上

层血清，转移至１．５ｍＬ灭菌离心管中。标本可立即用于处

理，也可以保存于－２０℃储存备用。

１．３．３　ＨＢＶＤＮＡ提取　采用裂解液煮沸法进行 ＤＮＡ提

取［５］，略有修改，裂解液配制（１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，１ｍｍｏｌ／Ｌ

ＥＤＴＡ，２０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，１％ＳＤＳ，ｐＨ９．５），１００μＬ待测样本

加入５０μＬ裂解液，煮沸１０ｍｉｎ，１２０００×ｇ离心１０ｍｉｎ，该上
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