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"
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侵袭性真菌病机制研究与

精准诊断北京市重点实验室!北京
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$
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摘
"

要"目的
"

对
&

种不同厂家的商品化沙眼衣原体即时检测"

3ZP2

$试剂盒进行评估!为中国医学科学

院北京协和医院检验科实验室及其他医疗机构实验室提供参考&方法
"

采用沙眼衣原体菌株"血清型
W

和
Y

$

冻存毒株!化冻后经细胞培养法滴定确定浓度!使用生理盐水进行系列稀释!对试剂盒
4

"衣原体抗原检测试剂

盒$%试剂盒
I

"沙眼衣原体抗原检测试剂盒$%试剂盒
P

"沙眼衣原体抗原检测试剂盒$进行最低检出限和重复性

实验&采用人胚肺成纤维细胞%非洲绿猴肾细胞系%大肠埃希菌标准菌株菌悬液进行特异度实验&结果
"

对血

清型
W

的最低检出限!试剂盒
I

和
P

浓度均达
!#')k!%

.

JR\

(

:L

!试剂盒
I

在
!#')k!%

)

JR\

(

:L

观察到隐

约可见条带#试剂盒
4

仅能检测到
!#')k!%

(

JR\

(

:L

&对血清型
Y

检测灵敏度!试剂盒
I

和
P

均达
"#'%k

!%

.

JR\

(

:L

!但均为弱阳性#试剂盒
4

仅能检测到
"#'%k!%

(

JR\

(

:L

&

&

种试剂盒均有较好的重复性!但均存

在阳性条带显示颜色强弱不完全一致的情况&

&

种试剂盒均能够抗人胚肺成纤维细胞
M0P/1

"

"#(k!%

)

(

:L

$!非

洲绿猴肾细胞系
Ì M_

"

1#%k!%

)

(

:L

$和标准菌株
42PP"1(""

大肠埃希菌"

!#1k!%

'

PR\

(

:L

$的干扰&结

论
"

试剂盒
I

和
P

最低检出限明显优于试剂盒
4

!但试剂盒
I

较试剂盒
P

略好&在特异度和重复性方面
&

种

试剂盒均较好&

关键词"沙眼衣原体#

"

即时检测#

"

最低检出限#

"

特异度#

"

重复性
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!
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*
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中图法分类号"
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"
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$
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I
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沙眼衣原体生殖道感染是最常见传播疾病之一$

大多数无症状感染$但若不及时治疗$沙眼衣原体可

引起女性输卵管瘢痕化$并可导致女性异位妊娠和输

卵管因素不孕#盆腔炎#慢性盆腔疼痛$可引起男性尿

道炎#附睾炎#直肠炎$并且衣原体感染会增加人类免

疫缺陷病毒(

UJN

)的易感性&

!/$

'

%即时检测(

3ZP2

)

试剂盒能够通过免疫色谱法检测生殖道的沙眼衣原

体$可用于早期诊断$虽灵敏度(

"1[

!

)1[

)没有核

酸检测方法高$但其可以快速得到结果$从而大大缩

短检测和治疗之间的时间$并提高治愈率$不同生产

厂家的试剂盒在灵敏度和特异度方面具有差异&

1/'

'

%

本研究对
&

种不同生产厂家的商品化沙眼衣原体

3ZP2

试剂盒进行方法学评价%

:

"

材料与方法

:#:

"

标本来源

:#:#:

"

Ì M_

细胞株
"

Ì M_

细胞株用于沙眼衣

原体培养$购自英国南安普顿大学微生物系%细胞培

养液为
!%[

胎牛血清
W/MYM

(

U

F

P8A-6

公司)$胎牛

血清
W/MYM

购自
+̀C<A

公司%

:#:#;

"

沙眼衣原体菌株
"

沙眼衣原体血清型
W

(

W

"

JP/P=8/S

"

ZO

)和血清型
Y

(

Y

"

W_/"%

"

ZO

)$购自英国

南安普顿大学微生物系%

:#:#<

"

沙眼衣原体菌株培养
"

详细方法见文献&

(/

!!

'%

Ì M_

细胞生长于
.1<:

" 细胞培养瓶(

O\OP

公司)$待生长成为单层细胞后倾去细胞培养液$加入

沙眼衣原体生长液$即
!%[

胎牛血清
W/MYM

$含
"

9

"

:L

放线菌酮(

S+

9

:=

公司)%然后分别接种沙眼衣

原体血清型
W

和血清型
Y

$接种完毕后离心细胞培养

瓶$即
!)%%?

"

:+-

(

.%%

9

$

I6<̂ :=-K)/MP

)

&1j

离心

)%:+-

%离心完毕后置于
1[PZ

"

和
&.j

培养
."5

%

倒置显微镜(

Z8

F

:

>

D,JX.!

)下看见大量生长的沙眼

衣原体包涵体%收获沙眼衣原体$即细胞刷(

PA?-+-

9

/

PA,7=?

公司)刮下感染细胞$超声波破碎感染细胞$

!)%%?

"

:+-

离心
!%:+-

去除细胞碎片$

!)%%%?

"

:+-

高速离心
!%:+-

沉淀衣原体$再悬浮于
%#":A8

"

L

蔗

糖磷酸盐缓冲液(

"S3

)$并在液氮内保存%

:#:#=

"

沙眼衣原体浓度确定
"

Ì M_

细胞生长于含

直径
!&::

盖玻片的
"$

孔细胞培养板(

PA?-+-

9

/

+

.$)!

+
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PA,7=?

公司)内$吸去细胞培养液$加入沙眼衣原体生

长液%接种上述系列稀释的沙眼衣原体血清型
W

和

Y

$然后离心
"$

孔培养板$即
"$%%?

"

:+-

(

!1%%

9

$

I6<̂ :=-K)/MP

)

&1j

离心
)%:+-

%离心完毕后置于

1[ PZ

"

和
&.j

培养
$'5

%吸去培养液$

3IS

洗涤
"

次$甲醇固定盖玻片
!%:+-

%抗沙眼衣原体单克隆抗

体(

M+<?A2?=̂

$美国
S

F

@=

公司)直接荧光法染色盖玻

片$荧光显微镜(

Z8

F

:

>

D,IX1!

)下计数包涵体数量$最

终换算确定制备的沙眼衣原体血清型
W

和
Y

浓度分

别为
!#')k!%

!!

JR\

"

:L

和
"#'%k!%

!!

JR\

"

:L

%

JR\

为包涵体形成单位%

:#;

"

试剂
"

试剂盒
4

!衣原体抗原检测试剂盒(胶体

金法$韩国
S7=-;=?;W+=

9

-A,7+<,

$

J-<#

)%试剂盒
I

!沙

眼衣原体抗原检测试剂盒(乳胶免疫层析法$南京黎

明生物制品有限公司)%试剂盒
P

!沙眼衣原体抗原

检测试剂盒(胶体金法$上海凯创生物技术有限

公司)%

:#<

"

试验方法

:#<#:

"

最低检出限检测
"

待测样本沙眼衣原体浓

度!沙眼衣原体血清型
W

和血清型
Y

冻存毒株$经细

胞培养法滴定的浓度分别为
!#')k!%

!!

JR\

"

:L

和

"#'%k!%

!!

JR\

"

:L

$化冻后使用生理盐水进行系列

稀释$见表
!

%

表
!

""

生理盐水进行系列稀释结果

稀释度
沙眼衣原体血清型

W

!#')k!%

!!

JR\

"

:L

沙眼衣原体血清型
Y

"#'%k!%

!!

JR\

"

:L

!%

f"

!#')k!%

(

JR\

"

:L "#'%k!%

(

JR\

"

:L

!%

f&

!#')k!%

'

JR\

"

:L "#'%k!%

'

JR\

"

:L

!%

f$

!#')k!%

.

JR\

"

:L "#'%k!%

.

JR\

"

:L

!%

f1

!#')k!%

)

JR\

"

:L "#'%k!%

)

JR\

"

:L

33 33 33

""

比对方法!(

!

)

"(.%

)

L

生理盐水
e&%

)

L

毒株$

即为
!%

f"稀释$最终浓度为
!#')k!%

(

JR\

"

:L

%再

取
!#')k!%

(

JR\

"

:L

沙眼衣原体
&%%

)

Le".%%

)

L

生理盐水$即为
!%

f!稀释$稀释后浓度为
!#')k!%

'

JR\

"

:L

%以此类推至
!%

f1稀释$最终浓度为
!#')k

!%

)

JR\

"

:L

%先从
!%

f"稀释开始$做好标识$每个浓

度分别用加样枪加
1%

)

L

至各试剂盒配套拭子上%

(

"

)分别将加样后的拭子$置于对应试剂盒的裂解液

内$再滴入检测窗内$按照规定的时间读取结果%以

此类推$每个浓度分别检测$直到
&

种试剂盒均为阴

性检测结果%(

&

)在阴性结果的上一个稀释度(阳性

检测结果)$使用生理盐水进行倍比稀释$如
!#')k

!%

'

JR\

"

:L

$倍 比 稀 释 为
(#&%k!%

.

JR\

"

:L

#

$#.%k!%

.

JR\

"

:L

#

"#&%k!%

.

JR\

"

:L

33同上方

法$再次对每个浓度分别检测$最终确定每种试剂盒

检测灵敏度的浓度绝对值%

:#<#;

"

重复性比对试验
"

使用最终检测阳性结果的

上一个滴度进行重复性试验$共计
1

次$由于沙眼衣

原体毒株是活的微生物$且免疫层析方法
3ZP2

试剂

盒制造及检测步骤简单$故仅进行批内重复性检测%

:#<#<

"

特异度试验
"

待测样本!(

!

)人胚肺成纤维细

胞
M0P/1

$浓度为
"#(k!%

)

"

:L

$超声波裂解物%

(

"

)非洲绿猴肾细胞系
Ì M_

$系沙眼衣原体的培养

细胞$浓度为
1#%k!%

)

"

:L

$超声波裂解物%(

&

)标准

菌株
42PP"1(""

大肠埃希菌$采用新鲜纯培养菌株$

用生理盐水调制成
%#1

麦氏单位浓度(

!#1k!%

'

PR\

"

:L

)菌悬液%试验方法!上述
&

个样本$不稀

释$分别用加样枪加
1%

)

L

至各试剂盒配套拭子上$

分别进行检测%

;

"

结
""

果

;#:

"

最低检出限试验结果
"

对于沙眼衣原体血清型

W

的检测$试剂盒
I

和试剂盒
P

均能达到
!#')k!%

.

JR\

"

:L

$结果观察试剂盒
I

较试剂盒
P

阳性略明显

一些 (条带颜色更深)$试剂盒
I

在
!#')k!%

)

JR\

"

:L

也隐约可见条带$但试剂盒
P

在
!#')k

!%

)

JR\

"

:L

无阳性迹象*试剂盒
4

仅能检测到

!#')k!%

(

JR\

"

:L

$并且条带颜色较另外两种试剂盒

弱%见表
"

%对于沙眼衣原体血清型
Y

检测$试剂盒

I

和试剂盒
P

均能达到
"#'%k!%

.

JR\

"

:L

$但阳性

均为弱阳性*试剂盒
4

仅能检测到
"#'%k!%

(

JR\

"

:L

$并且条带颜色较另外
"

种试剂盒弱%

表
"

""

最低检出限试验结果

血清型 试剂盒
4

试剂盒
I

试剂盒
P

沙眼衣原体血清型
W

"

!#')k!%

(

JR\

"

:L e e e

"

!#')k!%

'

JR\

"

:L f e e

"

!#')k!%

.

JR\

"

:L f e e

"

!#')k!%

)

JR\

"

:L f f f

"

!#')k!%

1

JR\

"

:L f f f

沙眼衣原体血清型
Y

"

"#'k!%

(

JR\

"

:L e e e

"

"#'k!%

'

JR\

"

:L f e e

"

"#'k!%

.

JR\

"

:L f Be Be

"

"#'k!%

)

JR\

"

:L f f f

"

"#'k!%

1

JR\

"

:L f f f

""

注!

Be

表示弱阳性$

e

表示阳性$

f

表示阴性

;#;

"

重复性比对试验结果
"

对于沙眼衣原体血清型

W

检测$试剂盒
I

和试剂盒
P

均能达到
!#')k!%

.

JR\

"

:L

$再进行
"

倍稀释后检测$

"

家结果均显示较

+

'$)!

+
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弱阳性$因此$选择
!#')k!%

.

JR\

"

:L

进行重复性试

验%试剂盒
4

仅能检测到
!#')k!%

(

JR\

"

:L

$并且

条带颜色较另外
"

种试剂盒弱$再进行
"

倍稀释后检

测$结果显示较弱阳性$因此$选择
!#')k!%

(

JR\

"

:L

进行重复性试验%见表
&

%

对于沙眼衣原体血清型
Y

检测$试剂盒
I

和试剂

盒
P

均能达到
"#'%k!%

.

JR\

"

:L

$但为弱阳性$因

此$从
"#'%k!%

'

JR\

"

:L

进行
"

倍稀释为
!#$%k!%

'

JR\

"

:L

和
.#%%k!%

.

JR\

"

:L

后分别检测$

"

家结

果
!#$%k!%

'

JR\

"

:L

得到阳性结果$

.#%%k!%

.

JR\

"

:L

仅得到弱阳性结果$因此$选择
!#$%k!%

'

JR\

"

:L

进行重复性试验*试剂盒
4

仅能检测到

"#'%k!%

(

JR\

"

:L

$并且条带颜色较另外
"

种试剂盒

弱$再进行
"

倍稀释后检测$结果显示较弱阳性$因

此$选择
"#'%k!%

(

JR\

"

:L

进行重复性试验%

&

种

试剂盒结果重复时均阳性$但是均存在阳性条带显示

颜色强弱不完全一致的情况%

表
&

""

重复性比对试验结果

血清型 试剂盒
4

试剂盒
I

试剂盒
P

沙眼衣原体血清型
W !#')k!%

(

JR\

"

:L !#')k!%

.

JR\

"

:L !#')k!%

.

JR\

"

:L

"

第
!

次
e e e

"

第
"

次
e e e

"

第
&

次
e e e

"

第
$

次
e e e

"

第
1

次
e e e

沙眼衣原体血清型
Y "#'%k!%

(

JR\

"

:L !#$%k!%

'

JR\

"

:L !#$%k!%

'

JR\

"

:L

"

第
!

次
e e e

"

第
"

次
e e e

"

第
&

次
e e e

"

第
$

次
e e e

"

第
1

次
e e e

;#<

"

特异度试验结果
"

&

种试剂盒在检测
&

种特异

度干扰标本时均为阴性结果%见表
$

%

表
$

""

特异度比对试验结果

标本 试剂盒
4

试剂盒
I

试剂盒
P

人胚肺成纤维细胞
M0P/1 f f f

非洲绿猴肾细胞系
Ì M_ f f f

标准菌株
42PP"1(""

大肠埃希菌
f f f

<

"

讨
""

论

""

沙眼衣原体感染引起的性传播疾病在许多国家

已跃居性传播疾病首位$在美国成为最常见性传播疾

病$

"%!1

年上报病例数超过
!1%%%%%

例%欧洲筛查

的无症状妇女沙眼衣原体感染的患病率为
!#.[

!

!.#%[

&

&/$

'

%我国性病流行以前以梅毒和淋病为主$

近几年来$非淋球菌性尿道炎"宫颈炎的病例数已超

过了淋病和梅毒$位居第
!

位%我国报道沙眼衣原体

感染率为
"#"[

!

!%#%[

$女性患病率更高&

!"

'

%目前

核酸扩增法(

P2O442,

)因其灵敏度和特异度均很

好$常作为诊断沙眼衣原体感染的方法&

!&

'

%但许多实

验室不具备开展分子生物学检测条件$需要进行快速

初筛时$采用最多的是胶体金免疫层析法%有文献报

道
3ZP2

的成本效益比核酸扩增法更优$对公众健康

的益处更大&

./'

'

%目前$国家食品药品监督管理总局

(

PRW4

)批准的沙眼衣原体抗原检测试剂盒共有
!!

个品种$质量参差不齐$

3ZP2

沙眼衣原体检测试剂

盒存在灵敏度低的问题$从中找到质量好(灵敏度及

特异度均高)且价格合理的试剂盒非常重要%

目前$国内从事沙眼衣原体筛查的实验室很少具

备培养沙眼衣原体的条件$对试剂盒的评估手段有

限$选择试剂盒较为盲目%本文评价方法简单有效$

本实验结果可作为实验室选择试剂盒的参考依据%

沙眼衣原体体可分为很多血清型$其中沙眼衣原

体
4

#

I

#

I=

#

P

血清型可引起沙眼$

W

!

_

血清型可引

起泌尿生殖道感染&

!$/!)

'

%国内沙眼衣原体血清型
W

和
Y

是泌尿生殖道感染中较常见的血清型$国内上市

的免疫层析法(包括
3ZP2

)快速检测沙眼衣原体试

剂盒$临床主要用于男女生殖道沙眼衣原体感染的检

测%本实验室保存了来自英国南安普顿大学微生物

系的沙眼衣原体血清型
W

(

W

"

JP/P=8/S

"

ZO

)和血清型

Y

(

Y

"

W_/"%

"

ZO

)$因此$选择血清型
W

和
Y

进行本

次实验%

通常灵敏度和特异度是使用和评价试剂盒的重

+

($)!

+
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要参数%人胚肺成纤维细胞
M0P/1

细胞系来自
!$

周龄男性胎儿的正常肺组织$系人源细胞系%当采集

生殖道标本用于沙眼衣原体快速检测时$标本中会含

有数量不等的人源上皮细胞$因此$有必要验证试剂

盒是否对高浓度人源细胞裂解物存在交叉反应%非

洲绿猴肾细胞系从非洲绿猴的肾脏上皮细胞中分离

培养出来$常用于沙眼衣原体的培养$采用非洲绿猴

肾细胞系作为干扰物是验证用于培养的组织细胞成

分是否对试剂盒检测有干扰%大肠埃希菌为引起泌

尿生殖道感染最常见病原菌$约
.1[

的尿路感染由大

肠埃希菌引起$选择大肠埃希菌作为干扰物来验证试

剂盒是否受到其他泌尿生殖道常见病原体的干扰%

在特异度方面$本次试验结果显示$

&

种试剂盒均能够

抗人胚肺成纤维细胞
M0P/1

(

"#(k!%

)

"

:L

)$非洲绿

猴肾细胞系
Ì M_

(浓度为
1#%k!%

)

"

:L

)和标准菌

株
42PP"1(""

大肠埃希菌(

!#1k!%

'

PR\

"

:L

)的

干扰%在重复性方面$

&

种试剂盒也无差异%灵敏度

方面$笔者确定了
&

种不同厂家的商品
3ZP2

试剂盒

在检测沙眼衣原体时的真实检出限$即绝对浓度$以

JR\

"

:L

表示$反应试剂盒的真实灵敏度$为本实验

室及其他医疗机构实验室选择检测试剂盒提供参考%

本次实验结果中$

&

种试剂盒均未达到非常理想的水

平%对于沙眼衣原体血清型
W

的检测$试剂盒
I

和试

剂盒
P

均能达到
!#')k!%

.

JR\

"

:L

$结果观察试剂

盒
I

较试剂盒
P

阳性略明显(条带颜色更深)$试剂盒

I

在
!#')k!%

)

JR\

"

:L

隐约可见条带$但试剂盒
P

在
!#')k!%

)

JR\

"

:L

无阳性迹象*试剂盒
4

仅检测

到
!#')k!%

(

JR\

"

:L

$且条带颜色较另外
"

种试剂

盒弱%对于沙眼衣原体血清型
Y

检测$试剂盒
I

和试

剂盒
P

均能达到
"#'k!%

.

JR\

"

:L

$但均为弱阳性*

试剂盒
4

仅能检测到
"#'k!%

(

JR\

"

:L

$且条带颜色

较另外
"

种试剂盒弱%综上所述$本研究显示检测检

出限方面$试剂盒
I

和试剂盒
P

明显优于试剂盒
4

$

试剂盒
I

略优于试剂盒
P

%

一般医疗机构实验室评估沙眼衣原体
3PP2

试

剂盒的手段有限$选择试剂盒较为盲目$本研究采用

保存的沙眼衣原体株确定了
&

种不同厂家的商品

3ZP2

试剂盒在检测沙眼衣原体时的真实检出限$即

绝对浓度$反应了试剂盒的真实灵敏度$并且采用可

能相关干扰物进行特异度评价$方法科学简单有效$

为其他医疗机构实验室选择检测试剂盒提供具体可

靠的参考依据%
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管理!教学

基于人才创新能力培养的
2IPL

结合
YILM

思维教学模式在

医学检验教学中的探索!

李
"

敏!

!李大兴"

!熊一功!

!张徐倩!

!杨晨钰!

!王洪瑛!

!郭先凤!

#

"

!#

长沙医学院医学检验系!湖南长沙
$!%"!(

#

"#

娄底中医院!湖南娄底
$!.!%%

$

""

摘
"

要"目的
"

探讨以复合任务为基础的团队合作学习"

2IPL

$结合循证检验医学"

YILM

$思维教学模式

在医学检验教学中的作用!革新传统教学模式!促进创新人才培养!提高医学检验的教学质量!提升学生的学习

水平和综合素质&方法
"

以长沙医学院
"%!1

级医学检验专业本科班为研究对象!两个班共
"%1

人!随机选取
!

班
!%"

人为实验教改班!采用
2IPL

与
YILM

思维教学模式授课!

"

班
!%&

人为普通教学对照班!采用传统教

学模式授课&通过考试成绩%学习成果%问卷调查以及座谈会的形式对实验教改班进行教学效果的评价&结果

"

班级基本情况'实验教改班经过
&

年的
2IPL

结合
YILM

思维教学模式的教学!在英语四级一次通过率%英

语四级总通过率%英语六级通过率%计算机二级一次通过率%计算机二级总通过率%主持校级大学生创新创业课

题%主持省级大学生创新创业课题%主持国家级大学生创新创业课题%参加社会调查人数%发表文章篇数%发表

核心期刊文章篇数方面!与普通教学对照班比较!差异有统计学意义"

G

$

%#%1

$&考试成绩'入校期间对检验新

生进行摸底考试!两个班的学生平均成绩%优秀率%及格率等指标比较!差异无统计学意义"

G

'

%#%1

$&实验教

改班大一总成绩%学生平均成绩与普通教学对照班比较!差异无统计学意义"

G

'

%#%1

$!但是优秀率%及格率比

较!差异有统计学意义"

G

$

%#%1

$&大二%大三在实验教改班和普通教学对照班总成绩%学生平均成绩比较!差

异有统计学意义"

G

$

%#%!

$!同时发现实验教改班
&

年来学生在平均成绩%优秀率%及格率等指标上!与普通教

学对照班比较!差异有统计学意义"
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$&调查问卷以及座谈会'实验教改班的学生每学年对教学效果以

及能力提高方面的认知!第一年收效不明显!但是随着入学时间的增长!在大二尤其是大三随着学习的深入!对

于教学效果和能力提高的认知更加彻底&结论
"

在医学检验专业教学中!

2IPL

结合
YILM

思维教学模式相

对于传统教学模式具有比较明显的优势!能更好地促进创新人才的培养%提高学生的学习水平和综合素质&
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目前$我国的医学检验专业教育仍以传统教学方

式为主$采用相对固定的培养模式$以培养纯知识型

为主的大学生为目标%但是随着社会的发展$渐渐发

现此培养目标下的学生在今后的工作中创新能力不

够突出%医学检验专业是介于基础医学和临床医学之

间的交叉学科$理论性和实践性都有极高的要求$这

就要求学生除了要有专业知识以外$还需要有判断能

力#分析能力#动手能力和创新能力&
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思维教学模式在医学检验教学中的探索&
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