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沙眼衣原体（B&41-C0’1+21B&*-1+’D，%E）是目

前性传播疾病中居首位的病原体，主要通过产道传

播给新生儿［"］。%E感染的母亲经产道分娩的婴儿

F$G!>$G 可 感 染 %E，%E 感 染 的 发 病 率 为

$5#AG。;个月以内因下呼吸道疾病住院的"／!和

=／!婴儿无热肺炎系由%E引起。因此%E的早期

诊断对控制疾病的传播和预防并发症十分重要。

目前用于%E感染的检测方法较多，但由于儿

科病人收集标本比较困难，尤其是标本的收集不易

被患儿及其家长所接受，给临床检测及早期诊断带

来了一定的困难。为寻求敏感性和特异性高、适应

于儿童%E感染的检测方法，本文对连接酶链反应

（H%<）的原理，标本的制备及在诊断%E感染中的

应用，作一综述。

! "#$概述

"::"年，I121(C从生栖热菌（+&,2-JD1KJ1+’L
BJD）中提取耐热M6@连接酶并用该酶扩增M6@获

得成功，正式将这种方法命名为连接酶链反应（4’NL
1D,B&1’(2,1B+’*(，H%<）。H%<是一种新的分子生

物学技术，经重复变性L复性L连接!$个循环，可将

连接产物扩增"$F以上，其敏感性与/%<相同，并

且没有/%<非特异性扩增，大大改善了扩增反应的

特异性和敏感性。H%<对各种类型的%E标本都有

很高的敏感性［#］，如H%<检测尿标本中%E的敏感

性在:=G以上，特异性在::G以上［=，!］。H%<的敏

感范围为A!G!"$$G，/%<的敏感性范围为;#G
!"$$G，明 显 高 于 组 织 培 养 的 敏 感 性（=$G!
AAG）。%E 的 细 胞 培 养 的 敏 感 性 仅 为F#G!

:#G［F，;］，特异性可达"$$G。在特异性方面，H%<
为::5FG以上，比聚合酶链反应（/%<）的特异性

稍高。

% "#$反应原理

H%<技术是利用耐热M6@连接酶构建共价

键，特异地连接双链M6@，经变性、退火和连接等步

骤的反复循环，从而使靶M6@大量扩增。与/%<
相比，H%<需要两对引物"，#和=，!，其中引物"与

=互补，引物#与!互补。在模板M6@，连接酶、引

物以及相应反应条件下，加热使双链M6@变性，然

后退火使两对引物与互补的模板M6@复性，复性

后引物"和!的=O端与FO端紧邻且互补，连接酶可

修复二者之间的缺口，形成下一个模板M6@参与

反应，反复循环，从而使扩增呈指数增长［!，F］。为保

证引物与靶M6@的特异杂交，H%<反应所用的寡

核苷酸引物应足够长（#$!#F个核苷酸）。设计的!
条引物的解链温度（E-）值应在一个狭小的范围内

波动。目前使用的引物有针对质粒的引物和主要外

膜蛋白（PQP/）基因引物。%E>5FR8的隐蔽质粒

是所有%E共同的，相对较稳定，有>!"$个拷贝

数，较只有一个拷贝的PQP/基因易于扩增，选择

性对质粒的引物敏感且可扩增%E所有血清型的

M6@。目前多用质粒引 物 对%E进 行 检 测，而 用

PQP/基因引物做证实实验［>，A］。

& "#$反应的标本制备及反应步骤

H%<包括=个必需步骤：标本的制备、特异的

·=>·



核酸序列扩增和扩增产物的检测。

!!" 标本的来源

因小儿"#感染与其父母"#感染有一定的关

系。因此可收集父母与患儿的标本同时进行检测。

$%&’())(*+,+［-］等用不同取材部位的标本做."/敏

感性和特异性分析，发现拭子和长时间不排尿后首

次排尿（012）———清晨首次排尿的."/敏感性相

似，分别为34!56和34!46，特异性是5776。男

性可取尿道分泌物及012标本；女性可取外阴、宫

颈及 阴 道 分 泌 物 拭 子 做 标 本［8，3］。小 儿 可 收 集

012尿液标本、眼分泌物及鼻分泌物拭子做标本。

!!# 特异的核酸序列扩增

标准的97!’."/反应体系中含有:条引物、

#(;<=>多聚酶、耐热<=>连接酶、核苷酸底物和

反应缓冲液。在热循环扩增仪中，3?@变性5A，

99@5A，B8@97A完成变性、缺口修复和连接，共

:7个循环［4］。或34@5A完成变性过程，然后在

93@5A，B8@?7A完 成 复 性 和 连 接 过 程［57］。与

$"/相比，不需延伸步骤。

!!! 对扩增引物的检测

检测方法有两种，将48$标记的寡核苷酸（通常

是C"#$或CD#$）掺入反应体系，对扩增产物行凝

胶电泳后放射自显影；或用美国>EE&FF实验室的自

动分析诊断试剂盒（."G），对扩增产物用微粒酶免

疫检测法（HIJ>）测定，操作简单，一次可检测8:
个标本（包括B个对照），总反应时间为8":K。

$ %&’检测在小儿&(感染诊断中的应用

及优势

."/自5339年被美国食品和药物管理局批准

运用 于 临 床 检 测 "# 以 来，已 取 得 广 泛 运 用。

.,,［55］等提出了诊断"#的扩大金标准：#组织培

养阳性；$组织培养阴性，但."/阳性经直接荧光

检测证实；%组织培养阴性，而 HLH$M."/阳性。

."/在国外已广泛用于成人泌尿生殖道标本"#的

检测，但用于诊断小儿"#结膜炎和肺炎的文献不

多。国内尚无使用."/诊断小儿"#感染的报告。

利用尿液进行."/检测来诊断"#泌尿生殖道感

染，是"#诊断上的突破，具有很高的敏感性和特异

性。."/的拭子标本和012标本容易获得，且操

作为无创伤性，可减轻患儿痛苦和减少医源性感染，

对无症状人群的普查易于接受。为小儿"#感染的

临床诊断及流行病学调查，控制小儿"#感染、提高

全民身体素质提供了一个重要的检测方法。
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