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沙眼衣原体、淋球菌、解脲脲原体核酸快速
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【摘要】　目的　建立一种基于微流控芯片平台的可同时鉴别沙眼衣原体（犆犺犾犪犿狔犱犻犪狋狉犪犮犺狅犿犪狋犻狊，ＣＴ）、淋球菌

（犖犲犻狊狊犲狉犻犪犵狅狀狅狉狉犺狅犲犪犲，ＮＧ）、解脲脲原体（犝狉犲犪狆犾犪狊犿犪狌狉犲犪犾狔狋犻犮狌犿，ＵＵ）的现场化全自动检测方法。　方法　选取ＣＴ

的隐蔽性质粒、ＮＧ的ｐｏｒＡ基因和ＵＵ的１６ＳｒＲＮＡ中的保守序列作为检测靶标，设计特异性引物和ＴａｑＭａｎ探针；分

别制备ＣＴ、ＮＧ、ＵＵ三种病原体的阳性克隆菌株进行灵敏度初步测试。开发基于全自动检测设备的一体化微流控芯

片，实现“样本进结果出”的核酸提取纯化及实时荧光ＰＣＲ全过程。使用经过数字ＰＣＲ定量的ＣＴ、ＮＧ、ＵＵ三种病原

体的液体室内质控品对全自动检测方法的灵敏度、特异性和重复性进行评价。用建立的全自动检测方法与已上市的多

重实时荧光ＰＣＲ法检测试剂盒同时检测１６０例临床样本，评价其一致性。　结果　阳性克隆菌株经琼脂糖凝胶电泳和

测序鉴定，构建正确。建立的全自动检测方法检测ＣＴ、ＮＧ和 ＵＵ的检出限均可达到１×１０
２
ｃｏｐｉｅｓ／ｔｅｓｔ，检测范围１×

１０
２
～１×１０

７
ｃｏｐｉｅｓ／ｔｅｓｔ；该方法特异性好，不受单纯疱疹病毒Ⅰ型／Ⅱ型、腺病毒、肠道病毒７１型、肺炎衣原体、肺炎支原

体以及人免疫缺陷病毒Ⅰ型的干扰；该方法重复性好，变异系数均＜５％。１６０例临床样本的对比研究中，全自动检测方

法对ＣＴ、ＮＧ和ＵＵ的检出率分别为１５．６％、１０．６％和３５．６％，与对比试剂盒检测结果比较，无明显差异（犘＞０．０５）；全

自动检测方法与对比试剂盒检测ＣＴ、ＮＧ和ＵＵ结果的阳性符合率分别为９６．２％、９４．４％和９３．４％，阴性符合率均为

１００％，总符合率分别为９９．４％、９９．４％和９７．５％。　结论　建立的现场化全自动检测方法具有良好的灵敏度、特异性

和重复性，该方法自动化程度高，检测时间短，操作简便、快速，不受实验室场地限制，适合于ＣＴ、ＮＧ、ＵＵ的临床快速诊

断。
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１．０６亿人感染淋病奈瑟菌（犖犲犻狊狊犲狉犻犪犵狅狀狅狉狉犺狅犲犪犲，

ＮＧ）
［１］。解脲支原体（犝狉犲犪狆犾犪狊犿犪狌狉犲犪犾狔狋犻犮狌犿，ＵＵ）

在非淋病性尿道炎（Ｎｏｎｇｏｎｏｃｏｃｃａｌｕｒｅｔｈｒｉｔｉｓ，ＮＧＵ）

中是仅次于ＣＴ的重要病原体
［２］。ＣＴ是一种专性细

胞内病原体，分为３个生物型，即小鼠生物型、沙眼生

物型和性病淋巴肉芽肿生物型，其中沙眼生物型ＤＫ

血清型和性病淋巴肉芽肿生物型是引起泌尿生殖道疾

病的主要病原体。ＮＧ为严格的人体寄生菌，常存在

于急性尿道炎与阴道炎的脓性分泌物的白细胞中，无

分型［３］。ＵＵ在人类泌尿生殖系统中属于常见的机会

性致病菌，包含两个生物群共１４个血清型，生物Ⅰ群

包括 １、３、６、１４ 共 ４ 个 血 清 型 即 微 小 脲 原 体

（犝狉犲犪狆犾犪狊犿犪狆犪狉狏狌犿，ＵＰ），生物Ⅱ群包括２、５、９以

及７１３共１０个血清型即解脲脲原体（犝狉犲犪狆犾犪狊犿犪

狌狉犲犪犾狔狋犻犮狌犿，ＵＵ）
［４］。其中，ＵＰ是泌尿生殖道的正常

定植菌群，致病机理尚未证实［５］。ＣＴ、ＮＧ和 ＵＵ 感

染可导致男性尿道炎、前列腺炎和女性宫颈炎、不孕不

育等疾病，有研究表明这三种病原体感染与女性流产、

早产和宫颈癌密切相关，对人类健康造成极大的危

害［６７］。

在我国，常见ＣＴ、ＮＧ和ＵＵ混合感染，且往往表

现为无症状感染，易延误病情或误诊误治［８］。因此，建

立一种针对ＣＴ、ＮＧ和ＵＵ的快速准确的鉴定方法是

非常必要的。目前对于ＣＴ、ＮＧ和ＵＵ的早期筛查和

检测方法有三种：培养法、免疫学方法和实时荧光定量

ＰＣＲ法。但培养法灵敏度低，检测步骤繁琐；免疫学

方法敏感性和特异性均较低［９１０］；实时荧光ＰＣＲ法

（ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ）灵敏度和特异性高，适用于多种临床

样本类型，但需要较高的成本、专业实验室条件和操作

人员能力［１１］。以上方法均难以满足基层医疗机构对

这类感染的检测和诊断需求。

本研究利用全自动检测设备及其配套的一体化微

流控芯片，将核酸提取纯化和实时荧光ＰＣＲ的流程整

合，实现“样本进结果出”的全自动化检测，建立了一

种同时对ＣＴ、ＮＧ和ＵＵ实现现场化全自动核酸快速

检测的方法。

材料与方法

１　材料

１．１　菌株、ＤＮＡ及样本　ＣＴ、ＮＧ、ＵＵ阳性克隆菌

株由北京中科生仪科技有限公司提供；ＣＴ、ＮＧ、ＵＵ

以及单纯疱疹病毒Ⅰ型、Ⅱ型、肺炎衣原体、肺炎支原

体、腺病毒脱氧核糖核酸液体室内质控品以及肠道病

毒７１型核糖核酸室内质控品均购自广州邦德盛生物

科技有限公司；人免疫缺陷病毒Ⅰ型核糖核酸标准物

质购自康彻思坦生物科技有限公司；粘蛋白购自上海

阿拉丁生化科技股份有限公司；临床样本由山东第一

医科大学第一附属医院（山东省千佛山医院）提供。

１．２　主要试剂　枯草芽孢杆菌菌株ＳＣＫ６及枯草芽

孢杆菌整合质粒ｐＤＧ１７３０均购自北京宝赛生物科技

有 限 公 司；质 粒 提 取 试 剂 盒 ＧｅｎｅＪＥＴ Ｐｌａｓｍｉｄ

ＭｉｎｉｐｒｅｐＫｉｔ为美国 ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司产品；

ＰＣＲ产物纯化试剂盒 ＭｉｎＥｌｕｔｅＰＣＲＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｋｉｔ

和核酸提取和纯化试剂盒 ＱＩＡａｍｐ
?
ＤＮＡ Ｍｉｎｉｋｉｔ

以及凝胶回收试剂盒 ＱＩＡｑｕｉｃｋＧｅｌＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ

均为德国 Ｑｉａｇｅｎ 公司产品；ＡｉｒＤｒｙａｂｌｅ
ＴＭ
Ｄｉｒｅｃｔ

ＤＮＡｑＰＣＲＳｔｏｏｌ为美国 Ｍｅｒｉｄｉａｎ公司产品。对比

试剂盒ＣＴ、ＮＧ、ＵＵ核酸检测试剂盒（ＰＣＲ荧光探针

法）为湖南圣湘生物科技有限公司产品。

１．３　主要仪器　手持式核酸快检一体机（Ｐ１０００Ｆ）及

配套微流控检测芯片由北京中科生仪科技有限公司研

发。对比平台为美国赛默飞的 ＡＢｉ７５００实时荧光定

量ＰＣＲ系统。

２　方法

·９５１·
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２．１　 引 物 和 探 针 的 设 计 与 合 成 　 登 录 ＮＣＢＩ

（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／）查找 ＵＵ１４个

血清型的１６ＳｒＲＮＡ基因序列（ＮＲ＿０４１７１０．１，ＮＣ＿

０１１３７４．１，ＮＣ＿０１０５０３．１），使用Ｊａｌｖｉｅｗ软件进行比对

后找到保守的序列片段，使用ＰｒｉｍｅｒＥｘｐｒｅｓｓ３．０软

件对该保守序列设计 ＵＵ 的特异性引物及 ＴａｑＭａｎ

探针。ＣＴ和ＮＧ特异的引物探针选取于文献中的序

列，分别定位在ＣＴ的隐蔽性质粒和 ＮＧ的狆狅狉犃 基

因上，并在ＣＴＦ和 ＮＧＦ的序列上进行了优化。以

上三组引物探针均在ＮＣＢＩ上进行了ＢＬＡＳＴ特异性

比对。内部过程质控品（ｉｎｔｅｒｎａｌｐｒｏｃｅｓｓｃｏｎｔｒｏｌ，

ＩＰＣ）为非天然序列。三种病原体和ＩＰＣ的引物探针

序列见表１。引物和探针均由百力格生物科技（上海）

股份有限公司合成。

表１　犆犜、犖犌、犝犝和犐犘犆引物及探针序列

犜犪犫犾犲１　犛犲狇狌犲狀犮犲狊狅犳狆狉犻犿犲狉狊犪狀犱狆狉狅犫犲狊犳狅狉犆犜，犖犌，犝犝犪狀犱犐犘犆

引物及探针

Ｐｒｉｍｅｒａｎｄ

ｐｒｏｂｅ

序列（５′→３′）

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

扩增片段大小

（ｂｐ）

Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｓｉｚｅ

来源

Ｄｅｒｉｖｅ

ｆｒｏｍ

ＣＴＦ ＣＡＡＴＧＧＡＴＴＡＣＣＴＡＴＡＡＣＴＧＴＡＧＡＣＴＣ

ＣＴＲ ＡＣＧＧＡＴＣＴＡＡＧＣＴＴＧＴＣＡＴＴＴＧＡ

ＣＴＰ ＣＹ５ＴＴＧＡＴＡＣＧＡＣＧＣＣＧＣＡＡＡＡＧＣＴＣＴＢＨＱ３

１２９ ［１２］

ＮＧＦ ＣＡＧＣＡＴＴＣＡＡＴＴＴＧＴＴＣＣＧＡＧ

ＮＧＲ ＧＡＡＣＴＧＧＴＴＴＣＡＴＣＴＧＡＴＴＡＣＴＴＴＣＣＡ

ＮＧＰ ＨＥＸＣＧＣＣＴＡＴＡＣＧＣＣＴＧＣＴＡＣＴＴＴＣＡＣＧＣＳＱ１

８９ ［１３］

ＵＵＦ ＡＴＣＣＧＧＡＴＴＴＡＣＴＧＧＧＣＧ

ＵＵＲ ＡＣＧＣＡＴＴＴＴＡＣＣＧＣＴＣＣＡＣ

ＵＵＰ ＦＡＭＡＡＣＣＣＧＣＣＴＧＣＧＣＴＣＧＴＴＴＭＧＢ

１４８

ＩＰＣＦ ＡＧＴＴＧＣＡＧＴＧＴＡＡＣＣＧＴＣＡＴＧＴＡ

ＩＰＣＲ ＴＣＧＡＣＧＡＧＡＣＴＣＴＧＣＴＧＴＴＡＡ

ＩＰＣＰ ＣＹ５．５ＣＡＧＴＡＡＴＣＴＧＣＧＴＣＧＣＡＣＧＴＧＴＧＣＡＢＨＱ３

１００

２．２　阳性克隆菌株的制备　选取大小为５００ｂｐ的

ＣＴ隐蔽性质粒、４００ｂｐ的ＮＧｐｏｒＡ和４００ｂｐ的ＵＵ

１６ＳｒＲＮＡ作为检测靶序列，使用全基因合成方法合

成相应序列，以其为模板进行ＰＣＲ扩增。ＰＣＲ反应

体系５０μＬ：ＴａｑＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ１２．５μＬ，浓度为

１００μｍｏｌ／μＬ的上下游引物各０．２μＬ，ＤＮＡ模板１

μＬ，用ＤＥＰＣ水补足体积至５０μＬ。反应条件：９５℃

３ｍｉｎ；９８℃１０ｓ，６０℃３０ｓ，７２℃１ｍｉｎ，共３５个循

环；７２℃５ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经２％琼脂糖凝胶电泳鉴

定后，回收ＰＣＲ产物，纯化后连接到载体ｐＤＧ１７３０质

粒，连接产物转化感受态枯草芽孢杆菌；挑取阳性克隆

菌，将其涂布在１００μｇ／ｍＬ壮观霉素抗性平板上，３７

℃倒置过夜培养；挑取单克隆菌进行ＰＣＲ扩增，取产

物进行２％琼脂糖凝胶电泳鉴定，并由北京擎科生物

科技股份有限公司进行测序。鉴定正确的阳性克隆菌

株通过显微镜计数法进行计数，并计算拷贝数。

２．３　现场化全自动检测设备及配套微流控芯片的制

备　图１为手持式核酸快检一体机（Ｐ１０００Ｆ）及其配

套微流控芯片的示意图，微流控芯片构造包括试剂仓、

管路层和密封层，其中试剂仓由样本仓、缓冲液仓以及

洗涤仓构成，管路层由核酸提取纯化区、扩增区、废液

区以及各功能区间的连接管路构成，密封层紧贴管路

层中管路流道的表面，通过密封层封闭管路流道。整

个芯片可形成一体化密闭系统，通过双泵配合驱动方

式实现液路控制，即每个液路控制步骤由２个芯片内

柱塞泵抽吸动作配合完成，无透气孔连通外界，避免样

本或气溶胶泄漏污染等风险。ＰＣＲ 扩增试剂以及

ＣＴ、ＮＧ、ＵＵ和ＩＰＣ的引物探针通过风干技术预包埋

在管路层的扩增区，ＩＰＣ靶标的假病毒冻干球置于管

路层样品管出口处，从样本纯化开始参与检测全过程。

该检测系统可自动化进行核酸提取纯化、实时荧光

ＰＣＲ扩增以及结果判读全部过程。将２００μＬ拭子洗

脱液样本加入微流控芯片的样本仓中，在Ｐ１０００Ｆ设

备上运行３５分钟即可直接读取检测结果和荧光扩增

曲线。

图１　犘１０００犉及配套微流控芯片示意图

犉犻犵．１　犛犮犺犲犿犪狋犻犮犱犻犪犵狉犪犿狅犳犘１０００犉犪狀犱狊狌狆狆狅狉狋犻狀犵犿犻犮狉狅犳犾狌犻犱犻犮犮犺犻狆狊

２．４　检测范围及灵敏度实验　将ＣＴ、ＮＧ和 ＵＵ阳

性克隆菌株等比混合后作梯度稀释，直接加入微流控

芯片中进行检测，测试检测范围和灵敏度。使用经数

字ＰＣＲ定量的阳性脱氧核糖核酸液体室内质控品在

最低检测限浓度下进行灵敏度的验证。

２．５　特异性实验　通过全自动检测方法分别对单纯

疱疹病毒Ⅰ型、Ⅱ型、腺病毒、肠道病毒７１型、肺炎衣

原体、肺炎支原体、以及人免疫缺陷病毒Ⅰ型的阳性质

控品进行测试，分析检测方法的特异性。使用粘蛋白

和血液测试干扰反应。

２．６　重复性实验　以阴性样本、灵敏度检出限样本（１

×１０
２
ｃｏｐｉｅｓ／ｔｅｓｔ）、略高于灵敏度的弱阳性样本（３×

１０
２
ｃｏｐｉｅｓ／ｔｅｓｔ）以及中等阳性样本（５×１０

３
ｃｏｐｉｅｓ／

ｔｅｓｔ）四种浓度的ＣＴ、ＮＧ和ＵＵ的混合阳性质控品分

别加入微流控芯片中进行检测，重复６次，分析检测结

果的重复性，并计算各浓度检测靶标Ｃｔ值的变异系数

（ＣＶ）。

２．７　临床样本测试　用所建立的全自动检测方法与

·０６１·
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已上市多重检测试剂盒同时检测１６０例临床样本，评

价所建立的全自动检测方法与已上市多重检测试剂盒

的一致性，以验证本研究建立的全自动检测方法的临

床可行性。

３　数据统计

使用软件ＳＰＳＳ２６．０对实际样本测试结果进行统

计学分析，组间比较采用ｃ
２ 检验，以犘＜０．０５为差异

有统计学意义。

结　果

１　阳性克隆菌株的制备和鉴定

将ＣＴ、ＮＧ和ＵＵ感受态枯草芽孢杆菌摇菌培养

后，进行ＰＣＲ扩增，取产物进行２％琼脂糖凝胶电泳

鉴定，结果显示ＣＴ、ＮＧ 及 ＵＵ的扩增产物分别可见

１２９ｂｐ、８９ｂｐ和１４８ｂｐ的特异条带，大小与预期一致

（图２）。同时对重组阳性克隆菌进行测序，测序结果

与ＮＣＢＩ上收录的ＣＴ、ＮＧ及 ＵＵ 相应序列完全一

致，证明构建正确。通过显微镜计数对阳性克隆菌株

进行计数，计算得ＣＴ、ＮＧ和 ＵＵ 浓度约为１×１０
１０

ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ。

　　Ｍ　ＤＮＡ标志物（ＤＬ２０００）　１　ＣＴＰＣＲ扩增产物（１２９ｂｐ）　２　

ＮＧＰＣＲ扩增产物（８９ｂｐ）　３　ＵＵＰＣＲ扩增产物（１４８ｂｐ）

图２　犆犜、犖犌和犝犝犘犆犚扩增产物鉴定电泳图

Ｍ　２０００ｂｐＤＮＡｍａｒｋｅｒ　１　ＣＴＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔ（１２９

ｂｐ）　２　ＮＧ ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔ（８９ｂｐ）　３　ＵＵ ＰＣＲ

ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔ（１４８ｂｐ）

犉犻犵．２　犈犾犲犮狋狉狅狆犺犲狉狅犵狉犪犿狊狅犳犆犜，犖犌，犪狀犱犝犝犘犆犚犪犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀

狆狉狅犱狌犮狋犻犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀

２　全自动检测方法的检测范围

分别将ＣＴ、ＮＧ和ＵＵ的阳性克隆菌株等比例混

合，１０ 倍梯度稀释为 ５×１０
２
ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ、５×１０

３

ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ、５×１０
４
ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ、５×１０

５
ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ、５×

１０
６
ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ和５×１０

７
ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ，取２００μＬ加入

微流控芯片中进行检测；检测结果如图３Ａ３Ｃ所示，

全自动检测方法可同时检测ＣＴ、ＮＧ和ＵＵ三种病原

体，且每种病原体的检测范围均可达１×１０
２
～１×１０

７

ｃｏｐｉｅｓ／ｔｅｓｔ，灵敏度检出限均可达１×１０
２
ｃｏｐｉｅｓ／ｔｅｓｔ。

　　注：横坐标为扩增循环数，纵坐标为荧光值；曲线１－６投入的样本

浓度依次为１×１０
７
－１×１０

２
ｃｏｐｉｅｓ／ｔｅｓｔ　Ａ、Ｂ、Ｃ　依次为ＣＴ、ＮＧ和

ＵＵ 全自动检测方法检测范围测试结果的原始数据，　Ｄ　为全自动检

测方法的结果示意图。

图３　犆犜、犖犌和犝犝全自动检测方法检测范围

Ｎｏｔｅ：Ｔｈｅａｂｓｃｉｓｓａｉｓｔｈｅｃｙｃｌｅｓｎｕｍｂｅｒ，ｔｈｅｏｒｄｉｎａｔｅｉｓｔｈｅ

ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｖａｌｕｅ．Ｔｈｅｓａｍｐｌｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｃｕｒｖｅｓ１－６ｗｅｒｅ１×

１０
７
－１×１０

２
ｃｏｐｉｅｓ／ｔｅｓｔ．　Ａ，Ｂ，Ｃ　ａｒｅｔｈｅｒａｗｄａｔａｏｆｔｈｅｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓ

ｏｆｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒａｎｇｅｏｆｔｈｅＣＴ，ＮＧａｎｄ ＵＵａｕｔｏｍａｔｉｃｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

ｍｅｔｈｏｄ，　Ｄ　ｉｓｔｈｅｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅａｕｔｏｍａｔｉｃ

ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄ．

犉犻犵．３　犜犺犲犱犲狋犲犮狋犻狅狀狉犪狀犵犲狅犳狋犺犲犪狌狋狅犿犪狋犲犱犱犲狋犲犮狋犻狅狀犿犲狋犺狅犱

犳狅狉犆犜，犖犌，犪狀犱犝犝

３　全自动检测方法的灵敏度

将经数字ＰＣＲ定量的ＣＴ、ＮＧ和 ＵＵ的阳性脱

氧核糖核酸液体室内质控品等比例混合后稀释到１×

１０
２
ｃｏｐｉｅｓ／ｔｅｓｔ，用全自动检测方法重复测试十次，三

种病原体和ＩＰＣ均能稳定扩增（图４）。

　　注：横坐标为扩增循环数，纵坐标为荧光值　ａ、ｂ、ｃ、ｄ　依次为

ＩＰＣ、ＵＵ、ＣＴ和ＮＧ阳性质控品的扩增曲线原始数据。

图４　犆犜、犖犌和犝犝全自动检测方法灵敏度

Ｎｏｔｅ：Ｔｈｅａｂｓｃｉｓｓａｉｓｔｈｅｃｙｃｌｅｓｎｕｍｂｅｒ，ｔｈｅｏｒｄｉｎａｔｅｉｓｔｈｅ

ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｖａｌｕｅ．　ａ，ｂ，ｃ　ａｎｄｄａｒｅｔｈｅｒａｗａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｃｕｒｖｅｓｏｆ

ＩＰＣ，ＵＵ，ＣＴ，ａｎｄＮＧｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ．

犉犻犵．４　犛犲狀狊犻狋犻狏犻狋狔狅犳狋犺犲犪狌狋狅犿犪狋犲犱犱犲狋犲犮狋犻狅狀犿犲狋犺狅犱

犳狅狉犆犜，犖犌，犪狀犱犝犝

４　全自动检测方法的特异性

用全自动检测方法分别检测１×１０
４
ｃｏｐｉｅｓ／ｔｅｓｔ

的单纯疱疹病毒Ⅰ型、Ⅱ型、腺病毒、肠道病毒７１型、

肺炎衣原体、肺炎支原体、以及人免疫缺陷病毒Ⅰ型的

阳性质控品，结果见表２。扩增结果均为阴性，说明无

交叉反应。投入占总样本量５％（ｖ／ｖ）的粘蛋白和血

·１６１·
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液，全自动检测方法检测ＣＴ、ＮＧ、ＵＵ在粘蛋白和血

液这两种干扰物质存在下可以稳定扩增。

表２　犆犜、犖犌和犝犝全自动检测方法特异性结果

犜犪犫犾犲２　犕犲狋犺狅犱狊狆犲犮犻犳犻犮狉犲狊狌犾狋狊犳狅狉犆犜，犖犌，犪狀犱犝犝犪狌狋狅犿犪狋犲犱

犱犲狋犲犮狋犻狅狀犿犲狋犺狅犱

检测病原体

Ｐａｔｈｏｇｅｎｓ

Ｃｔ值Ｃｙｃｌｅｔｈｒｅｓｈｏｌｄ

ＣＴ ＮＧ ＵＵ ＩＰＣ

单纯疱疹病毒Ⅰ型 阴性 阴性 阴性 ３１．２２

单纯疱疹病毒Ⅱ型 阴性 阴性 阴性 ３１．０５

腺病毒 阴性 阴性 阴性 ３１．６８

肠道病毒７１型 阴性 阴性 阴性 ３１．２８

肺炎衣原体 阴性 阴性 阴性 ３０．６３

肺炎支原体 阴性 阴性 阴性 ３０．４０

人免疫缺陷病毒Ⅰ型 阴性 阴性 阴性 ２９．８９

粘蛋白 ３１．５３ ３４．９０ ３０．４５ ３１．５３

血液 ３１．７２ ３４．０７ ３１．１１ ３１．７２

表２　犆犜、犖犌和犝犝全自动检测方法特异性结果

犜犪犫犾犲２　犕犲狋犺狅犱狊狆犲犮犻犳犻犮狉犲狊狌犾狋狊犳狅狉犆犜，犖犌，犪狀犱犝犝犪狌狋狅犿犪狋犲犱

犱犲狋犲犮狋犻狅狀犿犲狋犺狅犱

检测病原体

Ｐａｔｈｏｇｅｎｓ

Ｃｔ值Ｃｙｃｌｅｔｈｒｅｓｈｏｌｄ

ＣＴ ＮＧ ＵＵ ＩＰＣ

单纯疱疹病毒Ⅰ型 阴性 阴性 阴性 ３１．２２

单纯疱疹病毒Ⅱ型 阴性 阴性 阴性 ３１．０５

腺病毒 阴性 阴性 阴性 ３１．６８

肠道病毒７１型 阴性 阴性 阴性 ３１．２８

肺炎衣原体 阴性 阴性 阴性 ３０．６３

肺炎支原体 阴性 阴性 阴性 ３０．４０

人免疫缺陷病毒Ⅰ型 阴性 阴性 阴性 ２９．８９

粘蛋白 ３１．５３ ３４．９０ ３０．４５ ３１．５３

血液 ３１．７２ ３４．０７ ３１．１１ ３１．７２

５　全自动检测方法的重复性

将ＣＴ、ＮＧ、ＵＵ混合阳性质控品０、１×１０
２、３×

１０
２、５×１０

３
ｃｏｐｉｅｓ／ｔｅｓｔ四种浓度加入微流控芯片中进

行检测，独立重复６次，如图６所示，三靶标均重复性

良好。计算低、中、高浓度检测结果的变异系数，ＣＴ

靶标三个浓度的变异系数分别为１．２８６％、１．４２５％、

１．５４３；ＮＧ靶标三个浓度的变异系数分别为２．０９７％、

１．１０１％、０．８６２％；ＵＵ靶标三个浓度的变异系数分别

为０．８８５％、１．１７７％、２．５２８％。

６　全自动检测方法实际样本测试

测试结果显示，１６０例临床样本中，全自动检测方

法对ＣＴ、ＮＧ和 ＵＵ 的阳性检出率分别为１５．６％、

１０．６％和３５．６％；双重感染患者的检出率为１０．６％，

其中ＣＴ＋ＮＧ为１．３％，ＣＴ＋ＵＵ 为８％，ＮＧ＋ＵＵ

为１．３％；未检测到三重感染的患者（表３）。全自动检

测方法对ＣＴ、ＮＧ和ＵＵ的阳性检出率与对比试剂盒

相比，差异无统计学意义（χ２ 值分别为０．０２３、０．０３２、

０．２１５；犘 均＞０．０５）；其中阳性符合率分别为９６．２％、

９４．４％和９３．４％；阴性符合率均为１００％；总符合率分

别为９９．４％、９９．４％和９７．５％（表４）。

　　注：横坐标为扩增循环数，纵坐标为荧光值；曲线１、２、３依次为投

入的样本浓度为１×１０
２、３×１０

２、５×１０
３
ｃｏｐｉｅｓ／ｔｅｓｔ　Ａ、Ｂ、Ｃ　依次为

ＣＴ、ＮＧ和ＵＵ的全自动检测方法检测结果的原始数据。

图５　犆犜、犖犌和犝犝全自动检测方法重复性

Ｎｏｔｅ：Ｔｈｅａｂｓｃｉｓｓａｉｓｔｈｅｃｙｃｌｅｓｎｕｍｂｅｒ，ｔｈｅｏｒｄｉｎａｔｅｉｓｔｈｅ

ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｖａｌｕｅ．Ｃｕｒｖｅｓ１，２，ａｎｄ３ｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｉｎｐｕｔｓａｍｐｌｅ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｗｅｒｅ１×１０
２，３×１０

２
ａｎｄ ５×１０

３
ｃｏｐｉｅｓ／ｔｅｓｔ，

ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．　Ａ，Ｂ，Ｃ　ａｒｅｔｈｅｒａｗｄａｔａｏｆｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅ

ｆｕｌｌｙａｕｔｏｍａｔｅｄｄｅｔｅｃｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｏｆＣＴ，ＮＧａｎｄＵＵ．

犉犻犵．５　犚犲狆犲犪狋犪犫犻犾犻狋狔狅犳狋犺犲犪狌狋狅犿犪狋犲犱犱犲狋犲犮狋犻狅狀犿犲狋犺狅犱

犳狅狉犆犜，犖犌，犪狀犱犝犝

表３　１６０份临床样本的检测结果

犜犪犫犾犲３　犇犲狋犲犮狋犻狅狀狉犲狊狌犾狋狊狅犳１６０犮犾犻狀犻犮犪犾狊犪犿狆犾犲狊

方法

Ｍｅｔｈｏｄ

总数

Ｔｏｔａｌ

ＣＴ

阳性

Ｐｏｓｉｔｉｖｅ

阳性率

（％）

Ｒａｔｅ

ＮＧ

阳性

Ｐｏｓｉｔｉｖｅ

阳性率

（％）

Ｒａｔｅ

ＵＵ

阳性

Ｐｏｓｉｔｉｖｅ

阳性率

（％）

Ｒａｔｅ

双重感染

阳性

Ｐｏｓｉｔｉｖｅ

阳性率

（％）

Ｒａｔｅ

全自动

检测方法
１６０ ２５ １５．６ １７ １０．６ ５７ ３５．６ １７ １０．６

对比实时

荧光方法
１６０ ２６ １６．３ １８ １１．２ ６１ ３８．１ ２０ １２．５

讨　论

ＣＴ、ＮＧ和ＵＵ是性传播感染中最常见的几种病

原体，可导致泌尿生殖道相关疾病，有研究表明这三种

病原体感染与艾滋病和宫颈癌密切相关［６７］。ＣＴ、ＮＧ

·２６１·
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和ＵＵ感染的临床症状没有明显差异，经常出现共同

感染，且往往表现为无症状感染，易延误病情或传播疾

病［８］。因此，临床上往往对这三种病原体同步进行检

测。

表４　全自动检测方法与对比实时荧光方法检测

１６０例临床样本的对比结果。

犜犪犫犾犲４　犆狅犿狆犪狉犻狊狅狀狉犲狊狌犾狋狊狅犳狋犺犲犪狌狋狅犿犪狋犻犮犱犲狋犲犮狋犻狅狀犿犲狋犺狅犱

犪狀犱狋犺犲犮狅犿狆犪狉犲狉犲犪犾狋犻犿犲犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀犮犲犿犲狋犺狅犱犳狅狉狋犺犲犱犲狋犲犮狋犻狅狀

狅犳１６０犮犾犻狀犻犮犪犾狊犪犿狆犾犲狊．

病原体

Ｐａｔｈｏｇｅｎｓ

全自动

检测方法

Ａｕｔｏｍａｔｅｄ

ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

ｍｅｔｈｏｄ

对比实时荧光ＰＣＲ

Ｃｏｍｐａｒｅｒｅａｌｔｉｍｅ

ＰＣＲ

阳性

Ｐｏｓｉｔｉｖｅ

阴性

Ｎｅｇａｔｉｖｅ

阳性符合率

（％）

Ｐｏｓｉｔｉｖｅ

ｃｏｎｃｏｒｄａｎｃｅ

ｒａｔｅ

阴性符合率

（％）

Ｎｅｇａｔｉｖｅ

ｃｏｎｃｏｒｄａｎｃｅ

ｒａｔｅ

总符合率

（％）

Ｔｏｔａｌ

ｃｏｉｎｃｉｄｅｎｃｅ

ｒａｔｅ

ＣＴ
阳性 ２５ ０

阴性 １ １３４
９６．２ １００ ９９．４

ＮＧ
阳性 １７ ０

阴性 １ １４２
９４．４ １００ ９９．４

ＵＵ
阳性 ５７ ０

阴性 ４ ９９
９３．４ １００ ９７．５

目前，临床上作为金标准的培养法灵敏度低，检测

步骤繁琐；免疫学方法敏感性和特异性均较低［９１０］；相

对的，实时荧光ＰＣＲ具有高灵敏、高特异的优点，适用

于多种临床样本类型，目前被美国食品和药物管理局

（Ｕ．Ｓ．ＦｏｏｄａｎｄＤｒｕｇＡｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ，ＦＤＡ）推荐作

为ＣＴ、ＮＧ和ＵＵ的检测方法。但实时荧光ＰＣＲ法

成本高、需配备专业的分子实验室和操作人员，且操作

流程长，从样本收集、核酸提取纯化、配置ＰＣＲ反应试

剂到上机检测和结果判读，至少需要２～４ｈ
［１１１２］，不

能满足医院急诊、社区医院及乡镇诊所等场景现场快

速检测的需求［１４］。

目前已有针对ＣＴ、ＮＧ和ＵＵ的现场化快速检测

方法，如基于抗原检测的免疫学方法，但其敏感性较

低［１５］；一种基于环介导等温扩增技术的检测方法，可

在１小时内同时检测ＣＴ和ＮＧ，但该方法需要手动进

行核酸提取，不能完全实现现场化快速检测［１６］。另一

种检测方法基于微流控芯片技术，已经获得ＦＤＡ批

准上市［１７］，可检测拭子和尿液等多种样本类型，与基

于实验室开展的实时荧光ＰＣＲ相比，从样本投入到获

得结果之前无需手动操作［１８１９］，但只能同时检测ＣＴ

和ＮＧ两种病原体。

在本研究中，我们建立了基于微流控芯片的一体

化全自动核酸快速检测方法，可在３５分钟内同时检测

ＣＴ、ＮＧ和ＵＵ。微流控芯片上集成磁珠法核酸提取

纯化技术和金标准ＰＣＲ扩增技术，可自动化完成核酸

提取纯化、ＰＣＲ扩增和结果判读。微流控芯片上预置

全部反应试剂，包括纯化试剂、磁珠、风干ＰＣＲ试剂

等。全自动检测系统具有超声、泵阀、磁吸等模块，可

全自动化完成样本裂解、核酸吸附、杂质洗涤和目的核

酸洗脱等步骤，无需人工操作，实现了样本进、结果出

的快速核酸检测。芯片为全封闭式设计，加样后检测

过程在全封闭状态下完成，极大的避免污染和生物安

全的风险。此外，该全自动核酸快速检测方法基于手

持式核酸快检一体机，设备重量仅１ｋｇ，内置电池，便

于携带，摆脱了核酸检测受环境制约的缺陷，这些均为

现场快速检测的开展提供了更大的可行性。

本研究结果显示，该方法可同时检测ＣＴ、ＮＧ和

ＵＵ且检出限可达到１×１０
２
ｃｏｐｉｅｓ／ｔｅｓｔ，检测范围可

达１×１０
２
～１×１０

７
ｃｏｐｉｅｓ／ｔｅｓｔ，特异性和重复性良好。

本研究检测的１６０例临床样本中，全自动检测方法对

ＣＴ、ＮＧ和 ＵＵ 的检出率分别为１５．６％、１０．６％和

３５．６％；与多重实时荧光ＰＣＲ检测结果比较，无明显

差异（犘＞０．０５）；阳性符合率分别为９６．２％、９４．４％和

９３．４％，阴性符合率均为１００％，总符合率分别为

９９．４％、９９．４％和９７．５％。综上所述，本研究初步建

立了一种可同时检测ＣＴ、ＮＧ和ＵＵ的一体化全自动

核酸快速检测方法，兼具实时荧光ＰＣＲ高特异性和高

灵敏性的优点，以及准确、快速、简便等可用于现场快

速检测的特点，为ＣＴ、ＮＧ和 ＵＵ的早期快速检测提

供了一种新方法。
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