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我国性传播疾病监测结果表明，淋病发病率在 30/
10万左右[1]；其发病率高、社会危害性大，感染后若不及
时治疗，可伴发多种合并症。早期诊断与治疗是控制淋
病传播的关键。目前国内仍以淋球菌培养法为主，虽然
其准确度高，但采样困难、培养时间长。近年来，新的淋
球菌检测方法不断涌现[2-3]，其中实时荧光核酸恒温扩增

技术（SAT）是 2011年上海仁度公司在 RNA 恒温扩增

技术（TMA）基础上开发的新一代核酸检测技术，可同时
检测尿液和拭子，是一种非侵入性检测方法，目前国内

已用于临床结核杆菌、解脲脲原体、淋球菌等的检测[4]。
本研究以传统淋球菌培养法为金标准，分析基于 SAT
开发的淋球菌核酸检测试剂盒（NG-SAT）检测泌尿生
殖道淋病的灵敏度、特异度以及监测疗效的实用性，为
NG-SAT检测的临床推广提供依据。

1 对象和方法

1.1 对象 收集 2012 年 2 月至 2015 年 11 月在杭州
市第三人民医院就诊、因怀疑泌尿道淋球菌感染而行淋
球菌检测的 1 2816 例受试者临床资料，年龄 14~71
（33.65±7.33）岁；出现症状时间（7.67±1.29）d；6 323 例
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【 摘要 】 目的 探讨实时荧光核酸恒温扩增检测技术（SAT）检测泌尿生殖道淋病的灵敏度、特异度以及监测疗效的实用性。
方法 回顾性分析 12 816 例因怀疑泌尿道淋球菌感染需行淋球菌检测受试者临床资料，其中淋球菌培养检测 6 323 例，基于 SAT 开

发的淋球菌核酸检测试剂盒（NG-SAT）检测 7 107 例，比较 2种检测方法的阳性率；再以淋球菌培养法为金标准，计算同时行以上 2

种检测的 614例患者NG-SAT检测尿液样本的灵敏度和特异度；对 2种检测结果有差别的标本，进行荧光定量DNA杂交及聚合酶链

反应法（FQ-PCR）复测与分析；对检测结果阳性的患者进行头孢曲松治疗，待症状消失后 3d 再次行以上 2种检测。结果 NG-SAT
检测尿液标本的灵敏度为 100.0%，特异度为 98.2%。2 种检测结果有差别的标本 7份，均为 SAT检测阳性、淋球菌培养阴性；FQ-PCR
复测结果显示 6份阳性、1 份阴性。179 例患者经头孢曲松治疗后，NG-SAT检测阳性 15例，淋球菌培养阳性 7例。结论 NG-SAT
检测尿液中淋球菌简便、准确，且能准确判断预后，值得临床推广应用。
【 关键词 】 淋病 实时荧光核酸恒温扩增检测技术 淋球菌培养 尿液
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进行了淋球菌培养，7 107例进行了 NG-SAT检测，614
例 2种方法同时检测[男 369例（临床诊断为尿道炎），
女 245例（临床诊断为尿道炎或宫颈炎）]。
1.2 方法
1.2.1 仪器与试剂 淋球菌分离培养基购自珠海银科
医学工程公司。SAT引物由上海仁度生物工程股份有限
公司合成，RNA探针由上海吉玛制药技术有限公司合
成，Lightcy cycle 480 荧光定量 PCR 仪购自 Roche 公
司。ABI 7500 荧光定量 PCR 仪购自美国 Applied
Biosystems公司，PCR法试剂盒购自上海复兴长征医学
科学有限公司提供。
1.2.2 标本采集 所有临床检验标本均采集于杭州市
第三人民医院门诊。（1）培养法标本：用无菌棉签采集男
性患者尿道内 2~4cm分泌物（尿道拭子），采集女性患
者宫颈口内侧 0.5~1cm分泌物黏液（宫颈拭子），立即接
种于淋球菌选择性培养基（T-M），置于 35℃、5%CO2培养

箱中培养 48h。圆形、凸起、湿润、半透明或灰白为淋球
菌特征，氧化酶试验阳性和革兰染色阴性的双球菌判定

为淋球菌阳性。（2）SAT法标本：标本采集前 2h内不排
尿，采集首段尿样约 1ml，并与 lml尿样保存液（试剂盒
提供）混匀获得尿液样本，冻存于-70℃待检。
1.2.3 SAT 检测 按照试剂盒说明书要求进行操作，
400μl加有尿样保存液的尿液样本与 100μl 核酸提取
液混匀，60℃恒温 5min，室温放置 10min，依次转移到半
自动核酸提取仪上进行提取，核酸 RNA提取完成后，吸
取 30μl扩增检测液（含磁珠）至微量反应管，预热后加
酶，在同一温度下（42℃），以 RNA为起始模板，通过 M-
MLV反转录酶产生一个双链 DNA拷贝，利用 T7- RNA
多聚酶从该 DNA拷贝上产生 100~1 000个 RNA拷贝；
每个 RNA拷贝再从反转录开始进入下一个扩增循环
带，转至 Light Cycler 480 荧光定量 PCR仪中启动反应
程序。反应程序：荧光标记选择羧基荧光素，42℃ 1min，
共 40个循环；每分钟收集 1次荧光信号，共检测 40次。
1.2.4 荧光定量 DNA杂交及聚合酶链反应法（FQ-PCR）
检测 使用 ABI 7500荧光定量 PCR仪，对 NG-SAT检
测结果与淋球菌培养结果有差别的标本、留存的拭子样
本进行 FQ-PCR复测，按照 PCR试剂盒说明书进行操作。
1.2.5 治疗方法及疗效监测 对 614 例同时行 NG-
SAT检测和淋球菌培养且至少 1种检测结果阳性的患
者进行头孢曲松静脉滴注抗感染治疗，剂量 2g，疗程 3~
6d，停药标准为症状消失且尿常规 WBC转阴；待症状
消失后 3d再行 NG-SAT检测与淋球菌培养，采样及检
测方法同上。

1.3 统计学处理 应用 SPSS19.0统计软件，计数资料
用率表示，组间比较采用 χ2检验和 Fisher确切概率法；
计量资料用 表示，组间比较采用 t检验。以淋球菌培
养法为金标准，计算 SAT检测尿液样本、拭子样本的灵
敏度和特异度；对 2种检测结果有差别的样本，根据
Real-time RT-PCR复测结果作进一步分析。

2 结果

2.1 2种方法检测结果 NG-SAT检测阳性率为 37.7%
（2 679/7 107），高于淋球菌培养阳性率 35.9%（2 270/
6 323），差异有统计学意义（χ2=4.631，P＜0.05）。
2.2 NG-SAT检测灵敏度和特异度 同时行淋球菌培
养和 NG-SAT检测 614例，以淋球菌培养法为金标准，
NG-SAT检测灵敏度为 100.0%，特异度为 98.2%，假阴
性率为 0.0%，假阳性率为 1.8%，阳性预测值为 96.9%，
阴性预测值 100.0%，Kappa值为 0.975，见表 1。以上 2
种检测结果有差别的标本有 7份，均为 NG-SAT检测
阳性、淋球菌培养阴性；FQ-PCR复测结果显示 6份阳
性，1份阴性。

2.3 疗效监测结果 对 227例患者进行头孢曲松抗感
染治疗，其中 179 例症状完全消失后 3d 门诊复查，
NG-SAT 检测阳性 15 例（8.38%），淋球菌培养阳性 7
例（3.91%），两者差异无统计学意义（P =0.122），见表 2。

3 讨论

淋病是我国重点监测与报疫的 8种性传播疾病之
一[1]。男性淋病可伴有前尿道、后尿道、精囊、附睾等部位
炎症，严重者淋球菌可侵入血液而引起败血症；女性淋

病可合并上生殖系统感染，如淋菌性盆腔炎、子官内膜
炎、输卵管炎、输卵管卵巢囊肿、盆腔脓肿、腹膜炎等[5]。

表 1 614 例同时行淋球菌培养和NG-SAT 检测的结果（例）

表 2 随访 179 例同时行淋球菌培养和NG-SAT检测的结果（例）
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淋病早期检测对病情控制十分重要[6]。目前淋球菌检测
主要采集泌尿生殖道分泌物为标本，会给患者带来取样

痛苦，降低其检测意愿；此外，在敏感度和特异度亦存在

不足[3]。男性淋菌性尿道炎患者发病期尿道口脓液通常
较多，在尿道口或较浅尿道取样均可检出阳性；而病程

较长者，尿道分泌物可能较少或没有，易造成漏检，因此

病程较长者往往淋球菌阳性检出率偏低[7]。NG-SAT是
一种可同时检测泌尿生殖道分泌物和尿液标本的非侵

入性检查方法，本研究采集受试者的尿液标本进行检

测，不仅减轻了患者痛苦，也减少了临床医生的工作量。
本研究结果显示 NG-SAT检测尿液标本的淋球菌阳性
检出率明显高于传统淋球菌培养泌尿生殖道分泌物。以
淋球菌培养法为金标准，NG-SAT检测灵敏度为 100.0%，
特异度为 98.2%，假阴性率为 0.0%，假阳性率为 1.8%，
阳性预测值为 96.9%，阴性预测值 100.0%，kappa值为
0.975。在疗效监测方面，淋球菌培养法易受到临床使用
抗生素的影响，可能无法在标本培养出细菌，从而出现

假阴性结果，影响临床医生对淋球菌治疗效果的判断；

而 NG-SAT检测不受临床用药干扰，能准确反映出淋
球菌患者的治疗效果。本研究经门诊头孢曲松抗感染治
疗后复检，有 8例患者淋球菌培养阴性而 NG-SAT检
测结果阳性。
目前，非培养法越来越多应用于淋球菌感染的诊

断。TMA是其中一种，其灵敏度高于淋球菌培养法，目
前商业化的淋球菌核酸扩增试剂盒己成为诊断淋球菌

感染的重要补充。WHO、欧美国家疾控部门均推荐分子
诊断法作为首选方法，美国和澳大利亚各级医疗机构检

测淋球菌的方法均以 TMA为主，其具有扩增效率高的
特点，即 1h内可将目的基因扩增百万倍以上）和特异度
高[8-9]。近来研究表明 TMA检测淋球菌的灵敏度高于
RT-PCR 和 bDNA[10]。SAT是在 TMA基础上，以 RNA为
起始模板，通过 M-MLV反转录酶产生 1个双链 DNA
拷贝，利用 T7-RNA多聚酶从该 DNA拷贝上产生多个
（100~1 000个）RNA拷贝，每个 RNA拷贝再从反转录
开始进入下一个扩增循环带，有荧光标记的探针与这些

RNA拷贝特异性结合而产生荧光。该荧光信号可由荧
光 PCR仪实时捕获，直观反映扩增产物的产生，避免了
国外 TMA扩增后杂交显色检测的繁琐[11]。FQ-PCR作
为一种核酸检测方法，其敏感度、特异度均较高[12]，但其

检测靶标为淋球菌 DNA，而 DNA在环境中较为稳定，
需 2~3周才能彻底分解，因此 FQ-PCR不能够区分病
原体是死菌还是活菌，难以即时判断淋球菌治疗效果
[13]。而 NG-SAT只检测病原菌体 RNA，只有活菌才有完

整的 RNA片段，故能排除患者治疗后病灶处残留 DNA
对检测结果的影响；RNA可在死亡的病原体中快速降
解，有利于临床用药后的疗效监测，国内已有将 SAT应
用于结核分支杆菌的治疗与预后判断的研究 [14]。此
外，RNA在环境中极不稳定、易降解，大大降低了交叉
污染引起假阳性的问题，污染概率小。本研究 NG-SAT
检测结果阳性而淋球菌培养法阴性的 7 例患者，FQ-
PCR复测结果显示 6例阳性，进一步证实 NG-SAT检
测假阳性率较低。
综上所述，NG-SAT是实验室淋球菌诊断的一种新

型检测手段，其检测尿液标本淋球菌的灵敏度和特异度

均较高，具有采样方便、耗时短、污染小、结果准确等优
点，可用于临床检测与疗效监测。
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3 讨论

ING4 是一种新发现的抑癌基因，它位于染色体
12p13.31，包含了 8个外显子和 7个内含子，有 13 000
个碱基对，编码 248个氨基酸。近年来有学者研究用
Ad-ING4感染多种肿瘤细胞，作用 24~72h后可出现大
量肿瘤细胞凋亡[4]。但目前有关外源性 ING4对胃癌细
胞的作用研究较少。为此，本研究用 Ad-ING4（80、160、
320ng/ml）干预人胃癌 AGS细胞 48h，显示凋亡率均明显
高于对照组，并呈浓度依赖性。这与其他学者报道的
Ad-ING4能明显诱导膀胱癌 T24细胞、非小细胞性肺
癌细胞凋亡的结果类似。
研究表明，ING4基因通过 p53基因依赖性途径可

抑制肿瘤细胞的增殖，促进细胞凋亡[5]。一般认为其作
用机制包括以下 3个方面：一是 ING4基因和组蛋白乙
酰转移酶复合物 p300 结合诱导 p53 基因 Lys-382 的
乙酰化，从而调节 p53 基因功能 [6]；二是通过甲基化

p53基因，抑制 Mdnl2介导的 p53基因，降解 p53基
因，并提高其下游基因在转录及转录后水平的表达 [7]；

三是 ING4基因与 p53基因结合可提高其在 Lys382位
点的甲基化及转录活性[8]。另有学者研究认为超过60%
的肿瘤发生，可能与 p53基因的突变或缺失有关，其
中约 50%肺癌存在 p53基因的突变[9]。为此，本研究探
讨在胃癌细胞中是否也存在 ING4依赖性 p53基因的
改变，研究结果发现，在 Ad-ING4处理前，AGS细胞中
p53基因表达相对较少，经不同浓度的 Ad-ING4处理
后，p53 mRNA转录及蛋白表达上调，而且随着药物浓

度加大其转录及蛋白表达加强，提示人胃癌发生中 p53
基因的失活程度可能与胃癌细胞中 ING4含量呈负相
关。Ad-ING4诱导人胃癌 AGS细胞凋亡与 p53基因有
关，且呈浓度相关性，这为临床今后利用 ING4作为靶
基因治疗胃癌提供了理论依据。但随 Ad-ING4浓度增
高，p53基因启动子区转录活性增强的具体机制仍需进
一步研究。
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图 3 Ad-ING4 对人胃癌 AGS 细胞 p53 蛋白表达的影响
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