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　　细菌性阴道病（ＢＶ）是育龄妇女最常见的阴道感染性疾

病，与阴道内微生态平衡失调相关，患者阴道内乳杆菌减少，尤

其是产过氧化氢乳杆菌减少，而阴道加德纳菌、阴道阿托波菌、

动弯杆菌、人型支原体以及其他厌氧菌的异常增多［１２］。ＢＶ

与妇科手术感染、胎膜早破、自然流产、早产、绒毛膜炎、产褥感

染、宫颈上皮细胞内瘤样变等发生相关，可增加人类免疫缺陷

病毒（ＨＩＶ）感染概率。另外，ＢＶ患者中交叉感染支原体、真

菌、滴虫非常普遍［３］。因此，ＢＶ的检测对女性生殖系统疾病

的诊断和防治具有重要的意义。

１　ＢＶ诊断标准

Ａｍｓｅｌ法为目前临床诊断ＢＶ的金标准
［４］，以下４个临床

标准符合３个即可诊断为ＢＶ：（１）阴道ｐＨ＞４．５；（２）阴道分泌

物增多、变稀呈均质状、有异味；（３）胺试验阳性；（４）线索细胞

（ｃｌｕｅｃｅｌｌ）阳性，Ａｍｓｅｌ法是临床诊断ＢＶ最常用的方法，此法

简单易行，但临床无症状的患者不能用此法诊断 ＢＶ，同时

Ａｍｓｅｌ法易受人为因素与ＢＶ感染无关因素（如近期性交，滴

虫感染，阴道灌洗，处于月经期或绝经后）等诸多因素的影响，

主观性强。因此，临床医生多采用改进的或 Ａｍｓｅｌ标准中的

部分标准组合来诊断ＢＶ
［５］。

２　ＢＶ实验诊断

２．１　革兰染色法

２．１．１　Ｎｕｇｅｎｔ革兰染色法　该法由 Ｎｕｇｅｎｔ等
［６］于１９９１年

首先提出，为实验室诊断ＢＶ的“金标准”。根据正常人和ＢＶ

患者阴道分泌物中的优势菌形态用半定量评估法对分泌物标

本进行评分。３组优势菌是：乳杆菌（大型革兰阳性杆菌）、阴

道加德纳菌或拟杆菌形态（革兰染色变异或阴性球杆菌）和动

弯杆菌（革兰染色变异弯曲弧形杆菌）。根据每个视野细菌数

量的多少换算成积分（０～１０分），标本总分值是３组细菌形态

分值之和，ＢＶ患者标本分值为７～１０分。将阴道菌群分为正

常态（０～３分）、过渡态（４～６分）和ＢＶ态（７～１０分）。

２．１．２　ＨａｙＩｓｏｎ革兰染色法　２００２年由Ｉｓｏｎ等
［７］提出的微

生物菌群分级系统能够更好地在革兰染色基础上对ＢＶ阴道

微生物菌群进行评估，且与 Ａｍｓｅｌ诊断标准和其他评分系统

有良好的相关性，此法已经得到英国性健康和艾滋病协会

（ＢＡＳＨＨ）的认可，２０１１年世界卫生组织欧洲阴道炎管理指南

将其列为ＢＶ实验室诊断标准之一
［８］。该方法将阴道微生物

菌群分为５级：（１）０级，与ＢＶ无关，仅有上皮细胞存在，无乳

酸杆菌；表明近期有过抗菌药治疗。（２）１级（正常菌群），乳酸

菌微生物形态占优势。（３）２级（过渡态），乳酸杆菌和加德纳

菌、动弯杆菌微生物形态并存的混合菌群。（４）３级（ＢＶ），加

德纳菌或者动弯杆菌微生物形态占优势，线索细胞存在。乳酸
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杆菌数量很少或无。（５）４级，和ＢＶ无关，只有革兰阳性球菌

存在，无乳酸杆菌存在（需氧性阴道炎微生物菌群）。该方法是

通过对镜下细胞所占百分比的估计，而并非如 Ｎｕｇｅｎｔ评分法

对镜下细胞数目的计算。

２．２　阴道液细菌培养　传统的培养方法已经鉴定出大量和

ＢＶ相关的细菌，包括：阴道加德纳菌、普氏菌、革兰阳性厌氧

球菌、动弯杆菌及人型支原体等［９］。ＢＶ患者培养可分为加德

纳菌培养和阴道菌群综合培养，阴道加德纳菌于正常健康女性

阴道中检出率较高，对ＢＶ的诊断缺乏特异性，其他如拟杆菌、

厌氧菌及粪链球菌的培养，较之加德纳菌对于ＢＶ诊断特异性

较好，但敏感性差。培养方法虽然是一种非常有用的检测微生

物的工具，但并不能检测出许多与ＢＶ有关苛养菌，且ＢＶ是

由于菌群失调引起，细菌分离培养在ＢＶ诊断中意义不大。分

子生物学技术广泛应用拓宽了与ＢＶ相关的微生物菌谱，包括

加德纳菌、阿托波菌、ＢＶ相关细菌、巨型球菌、动弯杆菌等，且

与ＢＶ相关的细菌已有研究证实能在阴道上皮上形成一种多

种微生物相互依存的生物膜［１０］。一些学者提出采用基于分子

生物学研究的新的诊断工具［１１］。

２．３　分子生物学方法　基于１６ＳｒＲＮＡ基因聚合酶链反应

（ＰＣＲ）扩增是目前最常用的检测阴道微生物的分子生物学法。

而最常用于微生物分类的ＰＣＲ产物的分离方法包括，（１）ＰＣＲ

与变性梯度凝胶电泳分析（ＤＧＧＥ）相结合的技术：根据不同的

ＰＣＲ产物（包含不同的序列）在不同浓度的变性剂中电泳迁移

率的不同，从而将ＰＣＲ产物在变性凝胶条件下分离成不同的

片段，主要用于检测到环境中优势菌群的存在。Ｒｅｉｄ等
［１２］采

用ＰＣＲＤＧＧＥ技术对绝经前期女性阴道定居菌研究结果显

示，１９例患者中的其中１５例女性乳酸杆菌的序列分析有高度

同源性。（２）末端限制性片段长度多态性技术（ＴＲＦＬＰ）分析：

设计带有荧光物质的ＰＣＲ引物，ＰＣＲ扩增产物酶切后，通过

检测末端带有荧光标记的片段来反映微生物群落组成情况。

Ｙａｍａｍｏｔｏ等
［１３］利用ＰＣＲ扩增结合ＴＲＦＬＰ技术，对健康女

性阴道微生物群落结构进行分析表明，绝大多数研究对象阴道

微生物以乳杆菌为优势菌，其中以惰性乳杆菌、格氏乳杆菌、詹

氏乳杆菌和卷曲乳杆菌最常见。（３）核糖体ＤＮＡ扩增片段限

制性内切酶分析法（ＡＲＤＲＡ）：用限制性内切酶消化扩增后的

细菌１６ＳｒＤＮＡ，通过凝胶电泳分析微生物种群多样性的分子

标记技术，这种方法可在短时间内确定细菌的种类和估算出细

菌种群数目［１４］。（４）Ｒｏｃｈｅ４５４焦磷酸测序法：目前有几种用

于分析ＰＣＲ产物的高通量测序平台，但一般读长较短，对于复

杂的微生物种系分析不是最佳方法，Ｒｏｃｈｅ４５４高通量测序平

台对ＰＣＲ扩增产物测序较长，能够更好地进行微生物种系的

分析和鉴别［１５］。此外，还有实时荧光定量ＰＣＲ（ＦＱＰＣＲ）、荧

光原位杂交技术、ＤＮＡ微阵列芯片技术等也逐步开始用于阴

道微生物的研究中。利用分子生物学技术可以更加客观、全面

地认识阴道微生物种类、数量、分布，探究与ＢＶ相关的微生

物，为临床治疗ＢＶ和降低ＢＶ的复发提供依据。

２．４　ＢＶ快速检测法　目前国、内外利用即时的ＢＶ诊断工具

快速检测阴道分泌物中高浓度的加德纳菌或者各种显著的胺

类实验，包括唾液酸酶、三甲胺、脯氨酸氨基肽酶，或者联合的

ｐＨ值和胺实验测定
［１６］。唾液酸酶法诊断ＢＶ从２００４年开始

被卫生专业人员在市面上广泛应用，有报道其敏感性和特异性

分别达到９０％和９５％
［１７１８］，Ｂｒｉｓｅｌｄｅｎ等

［１９］发现在阴道微生态

菌群中，拟杆菌和普雷沃菌是唾液酸酶活性增加的主要病原

菌，而加德纳菌、消化链球菌属、动弯杆菌以及人型支原体的存

在与此酶活性无关。而 ＭｃＧｒｅｇｏｒ等
［２０］在一项研究中发现，加

德纳菌、动弯杆菌、沙眼衣原体、酵母菌以及人型支原体与唾液

酸酶活性有关，没有具体指出普氏菌或其他厌氧细菌与ＢＶ的

相关性。由于ＢＶ是多种厌氧细菌增多引起的阴道微生态系

统失调，单纯依靠检测分泌物中唾液酸酶的活性，必然会导致

漏检其他厌氧细菌增多引起的ＢＶ。脯氨酸氨基肽酶是ＢＶ相

关病原体所分泌的特异性标志酶，由阴道加德纳菌、动弯杆菌

和普雷沃菌产生，故阴道分泌物中存在脯氨酸氨基肽酶活性即

可诊断ＢＶ
［２１］。而 Ａｌｅｘａｎｄｅｒ等

［２１］研究表明，隐蔽拟杆菌、解

肝素普雷沃菌和动胶普雷沃菌无脯氨酸氨肽酶活性。因此，对

于单纯由于拟杆菌和普雷沃菌增多引起ＢＶ，该方法从原理上

来说存在灵敏度缺陷。ＢＶ相关致病性厌氧菌代谢产生的三

甲胺、精胺、尸胺等多胺是ＢＶ患者阴道分泌物产生腥臭味和

ｐＨ值升高的主要原因，其中最主要的是三甲胺。传统的胺试

验敏感度低，受检验人员的主观影响较大，国外有学者报道采

用Ｖｔｅｓｔ离子迁移谱方法能快速检测阴道分泌物中的三甲胺

水平［２２］。国内有学者对传统的胺试验进行了改良，采用复式

膜技术，报道该法诊断 ＢＶ 的敏感性为９２．５％，特异性为

７０．０％
［２３］。Ｐｏｓｎｅｒ等

［２４］采用ＦｅｍＥｘａｍ测试卡对阴道分泌物

的ｐＨ值和胺联合检测发现此法与革兰染色法相比，特异性较

高敏感度稍低，但在设备与实验人员匮乏的地区不失为一种适

宜的检测方法。

３　展　　望

随着对细菌性阴道病研究的不断深入，产生了各种检测方

法，目前Ａｍｓｅｌ法和 Ｎｕｇｅｎｔ革兰染色法虽然具有操作费时、

客观和主观因素的影响较大等缺点，但是仍为当前国内外诊断

细菌性阴道病的金标准。而唾液酸酶法、脯氨酸氨基肽酶活性

检测法、胺试验法、ｐＨ检测等临床应用较广泛，对实验室条件

要求不高，且随着各种试剂盒的研制问世，检测更加简便快捷，

尽管这些测试的易用性，但临床医生不能够根据患者的不适症

状给出特异性诊断，通常不恰当的根据临床综合症状给予治

疗［１７］。分子生物学法虽然敏感性和特异性均较高，但是对实

验室条件和检验人员的专业素质要求较高，且因为阴道微生物

菌群的复杂性以及分子生物学技术的目前发展的局限性，是否

将作为标准的诊断工具尚未定论。
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循环ＤＮＡ在肺癌早期诊断中的研究进展
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　　肺癌是目前世界范围内最常见的恶性肿瘤之一，在人类癌

症发病率和病死率排行中居首位。据统计，２００８年，全世界约

有１６０万人被确诊为肺癌，占所有肿瘤发生的１３％，同时约有

１４０万人死于肺癌，占所有肿瘤死亡人数的１８％
［１］。由于缺乏

有效的肺癌早期检测手段，３／４的患者在确诊时已发生远处转

移，造成当今世界范围内肺癌的低存活率。目前，肺癌患者的

５年存活率仅约１５％，若能在早期检测到肺癌病变，患者５年

存活率可超过６０％
［２］。因此，需要发展新的经济有效的早期

诊断方法，提高肺癌患者的生存率。

循环ＤＮＡ主要是由单链或双链 ＤＮＡ以及单链与双链

ＤＮＡ的混合物组成的一种无细胞状态的胞外ＤＮＡ，存在于血

液（血清或血浆）、滑膜液等体液中，主要以ＤＮＡ蛋白质复合

物的形式存在，但也存在着部分游离的ＤＮＡ
［３］。目前研究人

员对循环ＤＮＡ的检测主要分为定量和定性两种：前者检测血

清或血浆中的ＤＮＡ含量，后者着重于血清或血浆中肿瘤特异

性基因的改变。本文就上述两种检测方法在肺癌早期诊断中

的研究进展综述如下。

１　循环ＤＮＡ定量检测对肺癌早期诊断的意义

正常情况下，衰老细胞死亡后释放的 ＤＮＡ是循环 ＤＮＡ

的主要来源，它的生成和清除处于低水平的动态平衡。机体的

异常（如肿瘤的发生、感染性疾病、严重外伤等）将导致外周血

循环ＤＮＡ量的改变。有研究显示，肿瘤患者循环ＤＮＡ的含

量是健康人的１０倍以上
［４］。所以，有效的循环ＤＮＡ定量检

测对疾病的发生、发展有着重要的临床意义。目前，实时定量

ＰＣＲ技术相对于传统方法有着高精确度、高灵敏性等优点，已

成为循环ＤＮＡ定量的主流技术。Ｓｚｐｅｃｈｃｉｎｓｋｉ等
［５］报道用逆

转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）所研究的３０例未经治疗的非小

细胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）患者和１６例健康成人中，健康成人的循环
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