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阴道毛滴虫病检测方法的研究进展
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    阴道毛滴虫(Trichomonas vaginalis, TV)是寄生在
人体泌尿生殖道的一种常见病原体，可引起阴道毛滴

虫病(trichomoniasis )。自1836年首次描述该虫的特
点及所致疾病的症状以来川，至今仍是威胁人类健康
的主要的性传播疾病(sexually transmitted disease,
STD)之一〔’〕。该病呈全球性分布，人群普遍易感。
在女性，除主要引起滴虫性阴道炎外，还与许多围产

期并发症相关。TV感染与子宫颈癌可能相关，据

Zhang等〔’〕调查，我国4%一5%的子宫颈癌是由于
TV感染所致。阴道毛滴虫感染也是引起不孕症的原

因之一。在男性，可引起滴虫性疾患(包括尿道炎、前

列腺炎、附皋炎及不育等)[41 o TV感染是增加人类免
疫缺陷病毒(HIV)感染的因素〔s]。
    涂片法、细胞培养、免疫学技术、核酸分子杂交以

及聚合酶链反应(PCR)等许多方法已用于TV的实验

室检测。本文对 TV检测方法研究进展情况综述

如下。

1 病原学诊断

1. 1 生理盐水直接涂片法(湿片法) 取阴道后弯窿

分泌物、尿液沉淀物或前列腺液，用生理盐水直接涂

片，湿片镜检。此法是诊断滴虫病的传统方法，操作

简便、快速，为临床常用的方法。但该法只能检测活

虫，虫体易与白细胞相混淆，检测结果与操作人员技

术熟练程度有关，该法敏感度为35%一80% [1.6,71。

1. 2  PAP涂片法 PAP( papanicolaou-stained smears)
、涂片法为妇科检查滴虫病的细胞学常规诊断方法。

Krieger等Ill比较了湿片法、PAP涂片法、培养法、直接
免疫荧光法。共检测600人次，与培养法阳性的88

例相比，PAP涂片法的敏感度为56%，其中7例为假

阳性，另18例为可疑阳性。认为PAP涂片法在性病

流行的人群中有应用价值，但在湿片法检查为阴性的

滴虫感染病例中，其敏感度仅14%，故应用PAP涂片
法应谨慎。Thomason等[6〕比较了湿片法，两种培养

法[Kupferberg液体培养基(Kupferberg liquid medi-
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um) 'Hirsch碳琼脂(Hirsch charcoal agar)]以及PAP

涂片法，检测88例门诊性病妇女，湿片法和培养法有

37例阳性，阳性率为42%，PAP涂片法仅26例阳性，

阳性率为34%，认为PAP法不是较敏感的检测方法。

1.3 其他染色方法 包括吉氏液、瑞氏液及叮陡橙染

色法等，这些染色方法与PAP涂片法的敏感性相似。

1.4 培养法 培养法的敏感性高，被认为是检测滴

虫病的最敏感的方法，先后有数种培养基问世。Dia-

mond培养基曾被誉为检测TV的“金标准’，[7[0
Schmid等[8〕曾对当时的6种培养基进行了比较，检测
375份临床标本，结果显示Diamond与改良Diamond

培养基的敏感性比较差异无显著性，优于其余4种培

养基，敏感度分别为97% 和90% ; 3种配方的

Kupferberg' s培养基(Kupferberg trichosel, Kupferberg

STS, difco Kupferberg)敏感度分别为75%,49%及
42%，前者优于后两者。还有一种名为Lash的培养

基敏感度为54% o Gelbart等[91比较了TV在改良Di-

amond培养基和Kupferberg' s STS培养基中的生长情
况，接种300个TV于改良Diamond培养基中，72 h
即繁殖了10，个病原体，在短时间内即可繁殖大量原
虫，表明改良的Diamond培养基更适用于检测TV o

    还研制了一些其他培养基，如改良的thioglycolate
培养基[7〕和InPouch TV。商品化的培养试剂盒(In-
Pouch TV培养基，美国BioMed Diagnostics公司生

产)，培养效果较为理想，标本接种于上层袋中，可立

即用显微镜检测其活动性，阳性即可确诊;如果阴

性，标本则进人下层进一步培养[’“〕。Levi等〔11]比较
了InPouch和改良Diamond培养基，共检测715份阴

道分泌物标本，两种方法敏感性差异无显著性，50%

阳性标本均能在24 h检出。Barenfanger等〔‘“〕研究了
关于标本接种于InPouch TV培养基时的时间控制问

题，结果表明:标本先接种于上层，阴性标本再接种

于下层袋中，这与标本直接接种于下层袋中所得结果

的差异无显著性。该种培养方法敏感性高，操作简

便，易于检测。另外，改良Columbia琼脂(MCA)等培

养基也可使用〔”」。虽然培养法敏感性较高，但因费
时7d，每天都要检查，临床较少应用〔13,14]。
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2 免疫学诊断

2. 1  ELISA 祝红等〔”〕用抗TV单克隆抗体包被聚
苯乙烯塑料板，检测阴道分泌物的TV抗原，加人兔

抗TV多克隆抗体，再加人羊抗兔辣根过氧化物酶结

合物，然后用酶标仪检测，ELISA双抗体夹心法，可

诊断TV可溶性抗原，敏感性好，特异性高。斑点-

ELISA可检测全虫抗原。

2.2 荧光抗体检测法 Krieger等[[]应用异硫氰酸荧
光黄结合的抗体检测临床标本，用荧光显微镜检查，

其敏感度为86% o Bickley等〔16检测104名妇女标
本，比较了荧光抗体检测法、叮陡橙染色、湿片、培养

等4种方法，其敏感度分别为83%、 66%,66%和

95%。表明荧光抗体检测法敏感性好，特异性高，有

望替代培养法成为临床快速诊断的经济、实用方法。

3 分子生物学方法

3.1 核酸分子杂交技术

3.1.1萤光DNA原位杂交 Muresu等[171报告以克

隆2. 3 kb的TV DNA片段(pROS21)作为探针，用生

物素标记;用PCR扩增出pROS21的一个600帅亚克

隆(pLAE1)作为探针，异硫氰酸荧光黄标记，两者均
可直接与临床标本TV进行原位杂交，荧光显微镜检

查，见虫体细胞核中DNA重复序列有明显的荧光显

色，呈点状，该探针与哺乳动物细胞、酵母及细菌的

DNA无交叉反应。此技术应用于检测TV临床标本有

一定的价值。

3.1.2 自动化检测(affirm VP微生物确证实验)

Briselden等[is〕报道美国MircoProb。公司生产的一种
自动化检测系统。该系统是应用脱氧核糖核酸探针

(affirm VP DNA探针)方法，先将样本中的细胞溶解，

使虫体释放RNA，再经处理后RNA的靶区域与探针

分析卡(probe analysis card, PAC)上的探针杂交，被
捕获的靶区域又与标记探针杂交，洗去未结合的标记

探针，最后相应的显色系统(抗生物素蛋白链菌素结

合的辣根过氧化物酶)显色。如果患者标本中有TV,

则RNA就被捕获到PAC上，反应显蓝色。DeMeo

等[”〕分析了615位妇女阴道分泌物标本，结果表明

该方法敏感度为90%，只有1例假阳性，特异度为

99.8%。

3.2  PCR技术

3.2.1 引物 PCR引物有多种，主要是针对TV基因

组的特异区域设计的[19]。常用的有:①针对TV的

名为A6p基因序列的引物对TVA5,TVA6，扩增出102

by基因序列，该序列具有高度选择性，人DNA与其

他类型鞭毛虫、细菌未发现此DNA序列[’“〕;②针对

p一微管蛋白(beta-tubulin)保守区基因的引物对

BTUB9/2，可扩增出112 by产物[”];③针对18S
rRNA基因的保守区域的引物对 TV1,TV2，扩增出

312帅产物[21几④针对TV特异DNA重复序列的引
物对TVK3,TVK7可扩增出312帅产物，该引物对与

人DNA及其他感染性病原体无交叉反应〔2z。
3.2.2 方法 PCR法:Wendel等[2z]曾对PCR法与标

准诊断法(湿片法与培养法)进行比较，所用引物是

BTUB9/2，检测337位妇女阴道分泌物，PCR敏感度

为84%。由于引物是针对TV的特异DNA序列，假

阳性少，特异度达 94%。实时荧光定量一PCR法

(TagMan-PCR) :TagMan荧光探针是可与特异PCR扩

增产物杂交的寡核昔酸，两端分别标记1个荧光发射

基团和1个荧光淬灭基团。探针完整时，发射基团发

射的荧光信号被淬灭基团吸收;PCR扩增时，耐热

DNA聚合酶(Taq酶)的5‘一3’外切酶活性将杂交在
PCR扩增产物的探针酶切降解，使荧光发射基团和荧

光淬灭基团分离，从而荧光监测系统可接收到荧光信

号，即每扩增1条DNA链，就有1个荧光分子形成，

实现了荧光信号的累积与PCR产物形成完全同步。

Jordan等[23]使用的探针为5‘荧光素和3‘罗丹明双标
记的衍生物，进行TagMan-PCR检测，分析了552份

妇女阴道分泌物，其敏感度为97.8%，假阳性少，特

异度达97.4%。聚合酶链反应一酶联免疫吸附测定

(PCR-ELISA)法:该法是PCR技术与ELISA的结合。

Kaydos-Danial，等[24]应用PCR-ELIŜ检测2 930名女
性尿标本 TV时用两种方法，根据 TV捕获探针

(TVK )是否标记而分为:①未标记的ELISA检测，引

物对是5’生物素标记的TVK3和TVK7, PCR产物与

包被在微反应管中未标记的寡核昔酸TVK探针(TVK

探针3‘端和TVK7引物扩增的DNA 5’端的一段互

补)杂交后，与辣根过氧化物酶连接的亲和素结合，

加底物显色，敏感度和特异度分别为86.4% 和86.

1%;② TVK标记的ELISA检测，PCR用的引物对是

TVK3和地高辛标记的TVK7。实验时，微孔板用亲和

素包被，用生物素标记捕获探针TVK的3’端通过生

物素和亲和素的交联作用将捕获探针固定在固相支持

物上。在扩增时，用地高辛标记的引物扩增出的产物

中就会带有抗原。扩增产物与固相支持物上的捕获探

针杂交，靶序列被捕获，用酶联的抗地高辛抗体与靶

序列上的抗原结合，加底物显色。这种PCR-ELISA的

敏感度和特异度分别为90.8% 和93. 4% o Kaydos-

Danial，等[25)还用该法检测男性尿标本中的TV，分析

1 225例男性患者，敏感度和特异度分别为88.8%及

94.5%。尿道棉拭子检测，敏感度和特异度分别为
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81.6%和97.9%。同时还将1 513份女性尿标本用

PCR检测，其敏感度和特异性分别为66.9%和

98.3%，显然，PCR 的敏感性 明显低 于 PCR-

ELISA [ 22 j。巢式聚合酶链反应(nested PCR, nPCR):

用于TV的检测，并可以半定量检测。Shai。等[14」应
用的是单管巢式PCR，针对TV基因Tv-E650家族的

DNA重复序列。首先用1对相对较长的外引物:OPs

(OPI，OP2 )，退火温度为62℃ 进行第1轮30个循

环，扩增产物为521饰。然后，用第2对较短的内引

物:IPs(IPI，IP2 )，退火温度为45℃，针对第1轮扩

增的DNA序列内部特定区域再次扩增20个循环，获

290 by产物。琼脂糖凝胶电泳检测结果，由于在一个

反应系统内使用了两对引物并且进行了两轮扩增反

应，因此试验的敏感性和特异性均增强。每20闪阴
道分泌物中只要有1个虫体就能检出[26]0

4 结语

    阴道毛滴虫病是一种发病率较高的性传播疾病，

临床上越来越受到重视。选用更为敏感有效的检测方

法已成为当前关注的内容。涂片法虽简便快捷，但敏

感性差;培养法具有高敏感性但耗时多。分子生物学

技术是今后检测阴道毛滴虫病的发展趋势，对于今后

进行大规模筛查及流行病学调查将会起到更大的

作用。
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