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环介导等温扩增技术便捷检测淋病奈瑟菌porA基因

向 波1,向 辉2,易 平1,刘龙亚3,印道春4,田 芳1,符自清1△

吉首大学第一附属医院/湘西州人民医院:1.检验科;2.肿瘤科;
3.泌尿外一科;4.皮肤科,湖南吉首

 

416000

  摘 要:目的 设计一种特异度和灵敏度高的环介导等温扩增(LAMP)系统,用于淋病奈瑟菌便捷检测。
方法 选取淋病奈瑟菌porA基因特定序列,设计一套适合LAMP技术的引物。用LAMP技术和PCR同时检

测2018年1月至2019年1月该院32例淋病性宫颈炎和88例非淋病性宫颈炎患者的宫颈拭子标本淋病奈瑟

菌阳性检出率。所得数据配对设计,采用 McNemar检验比较两种技术阳性检出率的差异,再分别用Fisher检

验比较灵敏度和特异度差异。结果 LAMP技术的阳性检出率高于PCR技术,差异有统计学意义(P<0.
05);LAMP技术灵敏度(96.88%)高于PCR(78.13%),差异有统计学意义(P<0.05);二者特异度均为100.
00%。结论 LAMP技术可在水浴条件下,于50

 

min内通过目测试剂颜色变化准确检出淋病奈瑟菌,有效提

升女性淋病患者阳性诊断率,降低漏诊率。
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Abstract:Objective A

 

highly
 

specific
 

and
 

sensitive
 

loop-mediated
 

isothermal
 

amplification(LAMP)
 

sys-
tem

 

was
 

designed
 

for
 

the
 

convenient
 

detection
 

of
 

Neisseria
 

gonorrhoeae.Methods A
 

specific
 

sequence
 

of
 

porA
 

gene
 

of
 

Neisseria
 

gonorrhoeae
 

was
 

selected
 

and
 

a
 

set
 

of
 

primers
 

suitable
 

for
 

LAMP
 

technology
 

was
 

designed.
The

 

positive
 

detection
 

rate
 

of
 

Neisseria
 

gonorrhoeae
 

in
 

cervical
 

swab
 

samples
 

of
 

32
 

patients
 

with
 

gonorrhea
 

cervicitis
 

and
 

88
 

patients
 

with
 

non-gonococcal
 

cervicitis
 

in
 

the
 

hospital
 

from
 

January
 

2018
 

to
 

January
 

2019
 

was
 

detected
 

by
 

both
 

LAMP
 

and
 

PCR
 

technology.The
 

difference
 

between
 

the
 

positive
 

detection
 

rates
 

of
 

the
 

two
 

techniques
 

was
 

compared
 

by
 

McNemar
 

test,and
 

the
 

differences
 

of
 

sensitivity
 

and
 

specificity
 

were
 

compared
 

by
 

Fisher
 

test.Results The
 

positive
 

detection
 

rate
 

of
 

LAMP
 

technology
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

PCR,and
 

the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant(P<0.05);the
 

sensitivity
 

of
 

LAMP
 

technology(96.88%)
 

was
 

higher
 

than
 

PCR
 

(78.13%),and
 

the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant(P<0.05);both
 

specificities
 

of
 

LAMP
 

technology
 

and
 

PCR
 

were
 

100.00%.Conclusion The
 

LAMP
 

technology
 

can
 

accurately
 

detect
 

Neisseria
 

gonor-
rhoeae

 

by
 

color
 

change
 

of
 

the
 

visual
 

test
 

agent
 

within
 

50
 

minutes
 

under
 

water
 

bath
 

conditions.LAMP
 

technology
 

can
 

improve
 

the
 

positive
 

diagnosis
 

rate
 

of
 

female
 

gonorrhea
 

patients
 

and
 

reduce
 

the
 

rate
 

of
 

missed
 

diagnosis.
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  淋病是由淋病奈瑟菌(NG)引起的性传播性疾

病。NG是国家法定监控的细菌之一,尽管淋病发病

率高,但全国NG检出率低[1-3]。目前,临床医生诊断

淋病的重要依据是泌尿生殖系统的流脓症状,以及涂

片发现革兰阴性双球菌。该方法诊断男性淋病患者

具有一定准确性,但不适用于诊断淋病性宫颈炎和淋

病性盆腔炎的女性患者。尽管各大医院普遍开展了

NG分子生物学检测技术,然而国内女性淋病患者的

阳性检出率一直处于较低水平[3-4]。这是由于女性患

者感染症状不明显,以及临床医师和检验技师的一系

列错误认识和不当操作共同导致。因此,临床迫切需

要研发一种更高效的检测系统,用于提高女性淋病患

者阳性检出率。环介导等温扩增(LAMP)技术是

2000年开发出来的一种比传统分子生物学检测技术

更简便快捷,且特异度更高的新型分子生物学检测技

术[5-7]。LAMP技术采用Bst-DNA聚合酶,针对模板
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DNA的6个靶区巧妙设计1对内部复合引物和1对

外围引物,通过60
 

℃恒温水浴30~60
 

min,可获得超

过10亿拷贝的扩增产物[8-10]。本课题组设计了一套

新的针对NG菌株porA基因保守序列的LAMP检

测系统,并分析其与国内主流淋球菌PCR检测技术

的差异。
1 资料与方法

1.1 一般资料 收集2018年1月至2019年1月本

院32例淋病性宫颈炎和88例非淋病性宫颈炎患者

的宫颈脓性分泌物拭子。排除院前使用抗菌药物治

疗病例,所有患者获得NG细菌培养证据。本研究获

得本院伦理委员会批准。
1.2 LAMP反应体系设计 从Genebank获取 NG

 

porA基因碱基序列。在线设计1对内部复合引物

FIP、BIP(FIP是F2与F1c的复合引物,BIP是B2与

B1c复 合 引 物)和1对 外 围 引 物 F3、B3(https://
primerexplorer.jp/)。DNA 模板2.0

 

μL,Bst
 

DNA
聚合酶1.0

 

μL,引物Mix
 

2.5
 

μL,反应Mix
 

12.0
 

μL,
双蒸水2.5

 

μL,反应体系20.0
 

μL,保持60
 

℃水浴

50
 

min,85
 

℃维持2
 

min。每管加入1.0
 

μL
 

显色剂

SYTO-9,绿色判为阳性。
1.3 仪器与试剂 LAMP反应引物由生工生物(上
海)股份有限公司合成,采用凯杰公司试剂提取上述

标本DNA后,使用60
 

℃水浴箱进行LAMP检测。
PCR仪器为美国ABI7500

 

PCR仪。
1.4 统计学处理 将120例LAMP数据与120例

PCR数据进行配对设计,比较两种方法阳性检出率差

异,采用 McNemar检验计算确切概率。将32例淋病

数据和88例非淋病性宫颈炎患者数据分层。淋病组

数据配对后,比较灵敏度差异;非淋病组数据配对后,
比较特异度差异,采用 Fisher确切概 率 法。应 用

SPSS17.0统计软件进行数据分析,P<0.05为差异

有统计学意义。
2 结  果

2.1 引物及相关参数 各引物5'端自由能(5'dG)和
3'端自由能(3'dG)均小于-4.00,Tm 均为60

 

℃左

右。见表1。

表1  LAMP系列引物的相关参数

引物 长度 Tm(℃) 5'dG 3'dG 碱基序列

F3 19 60.60 -4.81 -6.10 AGTAGCAGGCGTATAGGCG
B3 18 60.20 -5.58 -6.42 GCGAATCCGTTTGGCGAT
F2 20 59.60 -5.80 -5.02 TGCTGTTTTGACTCGGAACA
F1c 21 56.10 -4.69 -6.14 CGATTCCACCGGATTTTCCGG
B2 20 60.30 -5.40 -5.35 GCCATTGATCCTTGGGACAG
B1c 21 56.20 -4.62 -5.84 GGAAACTGGCATACCGTCGTG
FIP 41 - - - CGATTCCACCGGATTTTCCGG-TGCTGTTTTGACTCGGAACA
BIP 41 - - - GGAAACTGGCATACCGTCGTG-GCCATTGATCCTTGGGACAG

  注:-表示此项无数据。

2.2 LAMP技术和PCR技术检测性能分析 120
例淋病性和非淋病性宫颈炎标本的LAMP和PCR技

术检测结果配对数据,通过 McNemar确切概率检验,
两种方法阳性检出率分别为25.83%、20.83%,差异

有统计学意义(P<0.05)。LAMP和PCR的灵敏度

分别为96.88%、78.13%,差异有统计学意义(P<
0.05);二者特异度均为100.00%。见表2。

表2  LAMP技术和PCR技术检测性能分析

LAMP技术 n
PCR技术

阳性 阴性

淋病性和非淋病

性宫颈炎
120

 阳性 25 6

 阴性 0 89
淋病性宫颈炎 32

 阳性 25 6

 阴性 0 1
非淋病性宫颈炎 88

 阳性 0 0

 阴性 0 88

3 讨  论

NG具有较强的抗菌药物耐药潜力[11-13]。20世

纪80年代,中国淋球菌耐药监测系统应运而生[2-3]。
从理论上分析,男性与女性患病率应接近1∶1。然

而,近30余年来,女性淋病患者的阳性检出率一直远

远低于男性[3]。造成女性患者大量漏诊的因素较复

杂,涉及以下6个方面:(1)女性患者常常是隐性感

染,检出率低;(2)女性生殖道微生态复杂度高,降低

了PCR灵敏度;(3)错误将阴道后穹窿分泌物等同于

宫颈分泌物送检进行NG
 

PCR检测;(4)抗菌药物导

致细菌培养假阴性;(5)多数基层实验室无二氧化碳

培养箱等硬件设备;(6)检验技师未掌握 NG 培养

方法。
因此,亟需建立一种廉价、技术门槛低、灵敏度和

特异度高的检测方法,以有效降低女性淋病患者漏诊

率。本课题组前期研究发现,LAMP技术是一种极其

适用于NG检测的分子生物学新技术,具有3点明显

优势[14]:(1)检测温度恒定在60
 

℃左右,基因扩增结

果可视化。不需要昂贵PCR仪器,试剂不涉及荧光

探针,成本低。这适合大多数医院常规开展淋病筛
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查。(2)LAMP技术绕开了主流实时荧光定量PCR
技术包含的温度梯度循环程序,避免了温度梯度循环

的时间损耗,直接降低检测时间至1
 

h之内。(3)检测

系统需要两套引物,检测的特异度较PCR高。但是

LAMP技术较传统PCR技术更复杂,引物设计较难,
这是限制其应用的主要因素之一。

本项研究的新颖之处在于,本课题组自主设计了

一套新的针对NG细菌porA基因保守序列的LAMP
检测系统。LAMP技术的核心在于设计前向内引物

和后 向 内 引 物 的 筛 选,以 及 5'dG 和 3'dG 小 于

-4.00,并避免引物间的二聚体。本套引物自由能最

大值为-4.62,最小值为-6.42,利于引物5'端的特

异性结合,利于3'端正确引发。本研究运用Oligo6.0
分析并修正了个别碱基,控制了4个引物间二聚体的

发生率。通 过 上 述 工 作,从 理 论 上 保 证 了 引 物 特

异性。
为进一步验证本课题组设计的LAMP方法的检

出率,收集了NG细菌培养阳性的32例淋病性宫颈

炎和88例非淋病性宫颈炎患者的宫颈脓性分泌物拭

子,同时进行LAMP检测和PCR检测,以比较两种检

测技术的差异。NG
 

PCR检测及细菌培养过程耗时

长,价格高,不适合门诊患者及时诊治,患者接受程度

低。传统PCR技术在扩增效率为100%的前提下,扩
增产物呈现2n 倍增长,27个循环后,可以达到1亿个

拷贝数。然而,LAMP检测技术的循环扩增阶段比

PCR循环复杂,产物远超2n 倍增长[15]。故LAMP
技术在方法学上拥有更高的灵敏度。本研究经检测

120例细菌性宫颈炎患者宫颈分泌物标本,结果发现

LAMP技术灵敏度比 NG
 

PCR技术高,为96.88%,
检测时间由2

 

h缩短至50
 

min以内。本课题所设计

的NG
 

LAMP系统只需要60
 

℃水浴30~50
 

min就

可以依据显色剂SYTO-9的颜色变化判断阴阳性,是
一种较理想的淋病分子生物学筛查技术。本课题的

不足之处在于验证的样本量尚不够多,应在更大的人

群中进一步验证该方法的检测效能。
总之,正确推广LAMP技术可大幅提升女性淋

病患者的阳性检出率,降低漏诊率。
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