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摘  要：【目的】对青海藏区沙眼患者标本进行沙眼衣原体分离培养与鉴定。【方法】分别采集

患者的单眼结膜和结膜囊拭子标本至 1 mL 样本保护培养基中。取 50 µL 样本采用离心法感染

BGM 细胞，37 °C 培养 72 h，连续传代 3 次，相差显微镜观察衣原体包涵体。对临床样本和

分离株分别进行主要外膜蛋白基因 ompA 序列分析。【结果】共采集了 45 例活动性沙眼患者的

115 份临床样本，其中 54 份样本为 ompA PCR 阳性，15 份样本为沙眼衣原体培养阳性。ompA
分析发现，青海藏区沙眼衣原体有 3 个不同的同源 ompA 变异株，均为基因 B 型，都包含有     
一个泌尿生殖道型沙眼衣原体特有密码子。分离株 QH111L 和 QH111R 分别来自编号 111 患者

的左眼和右眼样本，它们 ompA 基因的可变区有一个非同义碱基差异。该碱基变异仅存在于 111
号患者的左眼样本中，说明 QH111L 可能是新出现的 ompA 突变体。【结论】青海藏区的眼型

沙眼衣原体流行株为基因 B 型，至少存在 3 个不同的 ompA 变异株。从青海藏区分离培养了

15 株眼型沙眼衣原体，发现同一患者的左右眼样本中的沙眼衣原体有不同 ompA。本研究为研

制沙眼疫苗和诊断试剂奠定了基础，也将有助于理解沙眼的进化和传播。 
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Abstract: [Objective] To isolate and characterize ocular Chlamydia trachomatis from trachoma 
samples of Tibetan children from Qinghai province. [Methods] Swabs of left and right conjunctivas 
and conjunctival sacs were collected into one milliliter of transportation media. Fifty microliters of 
each sample were used to infect BGM cells by using centrifugation. Infected cells were cultured at 
37 °C for 72 h, and were passaged for three successive times. Chlamydial inclusions were observed 
using phase microscopy. Chlamydial cultures and clinical samples were characterized by using ompA 
gene sequence analyses. [Results] A total of 115 samples from 45 trachoma patients were collected. 
54 samples were ompA-PCR positive and 15 samples were culture positive. All ompA genes of these 
samples belong to genotype B, are grouped into 3 variants and have a UGT-type codon. Chlamydial 
isolates QH111L and QH111R were from left and right conjunctival samples of No. 111 patient, 
respectively, but their ompA genes have a nonsynonymous base difference. This single nucleotide 
change was only found in left conjunctiva of No. 111 patient, suggesting that QH111L may be a 
newly emerged ompA variant. [Conclusion] 15 ocular Chlamydia trachomatis strains were isolated 
from Tibetan children of Qinghai. All strains belong to genotype B and three different ompA variants. 
Isolates from a same patient’s separate conjunctivas were found to have different ompA genes. 
Identification and characterization of these newly isolated strains will further our understanding of 
trachoma epidemiology and evolution. 

Keywords: Chlamydia trachomatis, Trachoma, Evolution, ompA 

沙眼是由眼型沙眼衣原体感染眼上皮组织导

致的一种极古老的人类特有疾病，历史上曾严重

危害国人健康。在欠发达国家和地区，沙眼是首

位的可预防型致盲病因[1]。在我国，沙眼已不再

是重要的致盲因素，但沙眼仍在很多地区流行，

例如甘肃、湖南、湖北、辽宁、宁夏、河北、内

蒙古等地区近年来都有沙眼流行病学报道[2-6]。在

沙眼病原学领域，汤飞凡和张晓楼等在 1956年首
次报道了沙眼病原的分离培养[7]，随后十年间有

46株衣原体在北京、广东、济南等地被分离到[8]，

由于各种原因这些菌株多数已经失传。 
眼型沙眼衣原体包括 A、B、Ba、C 等血清

型或 ompA 基因型。汤飞凡的早期分离株 TE55
被称为汤氏株，为 C型[2,8]。北京市眼科研究所在

1991 年和 2007 年的流行病学调查发现，我国华北
地区的沙眼流行株为 B型和 C型，二者病例数的比
例约为 4:1[2,9]。我国台湾省的流行株也限于 B型和
C型，代表菌株有 B/TW5和 C/TW3[10]。由于培养

困难等原因，近 30 年来我国还没有沙眼病原的分
离培养报道。我国幅员辽阔，绝大多数地区的沙眼

病原还有待调查研究。 
沙眼是一种有望被彻底消灭的疾病。世界卫生组

织制定了 SAFE 策略，提出了 2020 年全球消灭致盲

性沙眼的目标[11]。SAFE策略取得了显著成绩，但由

于缺乏沙眼疫苗，很多科学家认为缺乏可持续性。本

研究对青海藏区 45 份活动性沙眼患者的临床样本进

行了衣原体分离培养，共获得 15株基因 B型沙眼衣

原体。ompA 基因序列分析发现，该地区的眼型沙眼

衣原体存在微进化，共有 3个 ompA流行株，但都有

UGT (Urogenital tract，泌尿生殖道)型密码子特征。本

研究对我国的沙眼防治和理解沙眼进化有重要意义。 

1  材料与方法 

1.1  沙眼标本采集 
北京同仁医院王宁利、鲁辛辛带领医生先后于

2015年 5月 25日对青海省循化县尕楞乡建设堂小

学和 2015年 12月 31日对尕楞乡中心小学学生进行

沙眼调查及眼部采样，标本采集方法参照文献[12]。

样本采集后保存在 1 mL Copan样本保护培养基中，

至冰盒中暂存，空运至北京同仁医院实验室，样本

分装后转运至军事医学科学院微生物流行病研究

所立克次体室进行沙眼衣原体分离培养。 

1.2  沙眼衣原体的分离培养 
在每份拟用于培养的样本中加入等体积 SPG 
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(0.01 mol/L 磷酸钠，0.25 mol/L 蔗糖，5 mmol/L    
L-谷氨酸)缓冲液，−80 °C冻存。取 100 µL处理后
样本(相当于总样本量的 1/20)加入至 96孔 BGM细
胞板单孔中，800×g离心 30 min，弃接种物，补加
100 µL DMEM (含 1 mg/L放线菌酮、100 mg/L万古
霉素、5 mg/L两性霉素 B、10 mg/L庆大霉素)[13]，

置 37 °C 5% CO2培养箱培养 3 d，连续传代 3次。
每代培养 48 h后均用相差显微镜观察培养结果。 

1.3  免疫荧光染色 
接种 BGM 细胞至盖玻片，感染沙眼衣原体，

感染 36 h后用甲醇固定，PBS洗 3次，加入衣原体
属特异性 LPS单抗(美国 Santa Cruz公司)，37 °C反
应 1 h，PBS洗 3次，加入 Alexa488标记的抗鼠二
抗(美国 Invitrogen公司)，PBS洗 3次，用 DAPI染
色 DNA，共聚焦荧光显微镜观察成像。 

1.4  基因序列分析 
用蛋白酶 K消化，酚氯仿异戊醇抽提法纯化衣

原体 DNA[14]。用引物 5′-CGCGGATCCatgaaaaaactctt 
gaaatcggtattagtattt-3′和 5′-TTTTCCTTTTGCGGCCG 
Cttagaagcggaattgtgcatttacg-3′及 Phusion 高保真酶
(NEB公司)扩增 ompA基因。BamHⅠ和 NotⅠ双酶
切后连接至载体 pGEX-4T-1，转化 Escherichia coli 
DH5α，挑取单菌落送生工生物工程(上海)股份有限
公司测序，至少测 3个克隆。用MEGA 7.0软件进
行序列比对和系统进化分析[15]。进化树(Bootstrap 
consensus tree)的构建采用邻接法和 1 000 次
Bootstrap 检验 [16-17]。使用最大组成似然模型

(Maximum composite likelihood)估算遗传距离[18]。 

1.5  统计分析 
采用Excel 2013软件对数据进行 χ2检验统计学

分析，P<0.05为差异有统计学意义。 

2  结果与分析 

2.1  标本采集与处理 
青海省循化县尕楞乡建设堂小学和尕楞乡中

心小学共有 45 名学生被诊断为疑似沙眼患者(至
少有一只眼有一个以上沙眼滤泡)，共采集了 115份
拭子标本(分别采集左、右眼结膜标本，个别患者

只采单眼或将双眼采至一个样本管，部分患者同

时采集结膜囊样本，或将左右眼结膜囊样本分别

采集)。对全部样本进行 qPCR 检测质粒基因、
ompA序列分析和病原分离培养，其中 qPCR与样
本的 ompA 测序由北京同仁医院完成，部分结果
参见文献[12]。 

2.2  沙眼衣原体分离培养结果 
在 BGM 细胞上，青海沙眼衣原体菌株可以形

成典型、致密的包涵体，经衣原体属特异性单抗免

疫荧光染色后可观察到形状不规则的包涵体(图 1)。
共有 15份标本培养阳性，将 15株新分离沙眼衣原
体分别编号为：QH111R、QH111L、QH113R、
QH118L、QH118S、QH120S、QH123R、QH123S1、
QH123S2、QH155R、QH155L、QH155S、QH159R、
QH159L和 QH159S。这里 QH代表青海(Qing Hai)，
QH 后数字为患者编号，L 代表来自左眼上睑结膜
标本，R 代表来自右眼上睑结膜标本，S 代表来自
结膜囊标本。 
将分离培养结果与 qPCR检测结果进行比较。

从表 1 可以看出，115 份临床诊断为滤泡性沙眼的
样本中有 54 份样本为 qPCR 阳性，15 份样本为分
离培养阳性且这些样本均为 qPCR阳性，分离培养 

 

 
 

图 1  沙眼衣原体 QH111R 感染 BGM 细胞 36 h 后的免

疫荧光染色结果 
Figure 1  Immunofluorescence of BGM cells infected with 
Chlamydia trachomatis QH111R at 36 h post-infection 
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表 1  分离培养法与 qPCR 法检测沙眼衣原体的比较

Table 1  Sensitivity comparison of culture and qPCR 
detection of Chlamydia trachomatis 

分离培养法检测结果 
Culture results 

标本数 
Sample counts 

qPCR检测结果： 
qPCR results 

+ −
合计

Total

+  15 0 15 

−  39 61 100 

合计 Total  54 61 115 

 
法的检测灵敏度显著低于 qPCR (χ2=19.5，P<0.01)，

这可能与实验中使用了少量样本进行分离培养有

关。qPCR结果更好地反映了样本中的菌体载量与

沙眼的病程发展有关。120份当地小学生的正常结

膜拭子均为 qPCR 阴性，说明滤泡的存在与衣原

体感染直接相关(χ2=73.2，P<0.01) (表 2)。但 45份

滤泡个数≥5 的标本中仅有 21 份 qPCR 阳性

(46.7%)，则说明滤泡个数与菌体载量没有必然关

联(χ2=0.002，P=0.96) (表 3)。以上结果也说明两

种沙眼病原检测方法在临床应用中均存在较高的

假阴性。 

2.3  ompA 基因分析发现青海菌株分为 3 种同祖

先 ompA 变异体，均为基因 B 型 
主要外膜蛋白MOMP与其基因 ompA分别是

衣原体血清型和基因型分型标志[19]。Li等报道了

37份样本 ompA分析的部分结果[12]。这里，我们对

37份样本的 ompA进行深度再分析，发现共有 3种 
 
表 2  qPCR 检测结果与样本中是否有滤泡的相关性分析

Table 2  Relation analysis of qPCR results and  
follicle existence 

眼部有无滤泡 
With (+) or without (−) 

follicles 

标本数 
Sample counts 

qPCR检测结果： 
qPCR results 

+ −
合计

Total

+  54 61 115

−  0 120 120

合计 Total  54 181 235

表 3  qPCR 检测结果与样本中滤泡个数多少的相关性

分析 
Table 3  Relation analysis of qPCR results and follicle 

count per sample 

眼部滤泡个数

Follicle counts

标本数 
Sample counts 

qPCR检测结果： 
qPCR results 

+ − 
合计

Total

≥5  21 24 45 

1−4  33 37 70 

合计 Total  54 61 115 

 
ompA序列，其中 30份样本的 ompA序列完全相同

(选择 111R为代表样本)，另有 6份样本(选 118L为

代表样本)和 1 份样本(111L)的 ompA 与 111R 相比

分别在可变区 887位和 511位各有一个不同的非同

义碱基差异。115 份沙眼样本的背景信息、检测结

果和 ompA 分析结果见表 4。编号 111 患者的左右

眼样本 111L和 111R有不同的 ompA，它们有一个

碱基差异。与 111R的 ompA序列(GenBank登录号：

KU737520)相比，111L的 ompA在 511位发生了非

同义碱基改变 (G>A)。重要的是，QH111L 和

QH111R 分离株的 ompA 测序结果与样本分析结

果相一致，说明 QH111L 可能是新出现的 ompA

突变体。 

ompA是甄别眼型与 UGT型沙眼衣原体的标
志基因。对青海菌的 ompA 进行系统进化分析发
现，3种 ompA与已知的 B和 Ba型位于同一分支
(图 2)。目前已知的 B或 Ba型 ompA序列高度保
守，不同 B 型分离株 ompA 基因序列之间只有有
限的 SNP差异。将 3种 ompA序列与已有的 B和

Ba型 ompA进行比对分析，发现在 760位碱基与
B型相同。760位是 B和 Ba型的甄别位点，说明
3种 ompA均属 B型，而不是 Ba型。37份样本的

ompA在可变区 271位均为 G，而已有 B和 Ba型
ompA 为 A。将 3 种 ompA 与其它型沙眼衣原体
ompA进行比较，发现 271位的密码子 GCT此前

只存在于 LGV、F和 G等 UGT型 ompA中。 
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表 4  沙眼标本的分离培养和基因检测结果 
Table 4  Summary of chlamydial culture and qPCR detection 

患者编号 
Patient ID 

性别 
Gender (F/M) 

年龄 
Age (Y) 

滤泡数目 
Follicle counts 

qPCR检测结果 
qPCR results 

分离培养结果 
Culture results 

OD OS OD OS CS OD OS CS 
101 F 9 1 2 + + ND − − ND 
102 F 11 >5 >5 + + ND − − ND 
103 M 10 1 3 + + ND − − ND 
104 M 10 2 >5 + + ND − − ND 
105 F 9 4 >5 − − ND − − ND 
106 F 9 2 >5 − + ND − − ND 
107 F 8 3 4 − − ND − − ND 
108 M 8 2 4 − − ND − − ND 
109 F 8 3 2 − − ND − − ND 
110 M 12 0 2 ND − ND ND − ND 
111 M 11 >5 >5 + + ND QH111R QH111L ND 
112 M 13 5 5 + + ND − − ND 
113 M 10 5 5 + + ND QH113R − ND 
114 F 11 5 >5 − − ND − − ND 
118 F 7 3 4 + + + − QH118L QH118S
119 F 10 5 3 + + + − − − 
120 M 8 >5 5 + + + − − QH120S
121 M 8 1 1 − − + − − − 
122 F 7 5 5 − − + − − − 

123 M 7 5 5 + − + QH123R − QH123S1, 
-S2 

124 M 9 1 3 − + + − − − 
125 M 8 >5 >5 − − − − − − 
126 F 8 4 4 + − + − − − 
127 F 7 1 3 − − + − − − 
128 M 9 5 >5 − − − − − − 
129 F 10 3 1 − − − − − − 
130 M 11 1 2 − − − − − − 
131 F 9 5 >5 − − − − − − 
132 F 9 >5 4 − − − − − − 
133 M 8 >5 >5 − − − − − − 
134 M 8 2 >5 − − − − − − 
151 M 9 5 5 − − − − − − 
152 M 7 5 5 + − + − − − 
153 F 12 5 3 − − − − − − 
154 F 12 >5 >5 − − − − − − 
155 F 11 2 3 + + + QH155R QH155L QH155S
157 F 10 1 2 − − − − − − 
158 F 8 1 1 − − − − − − 
159 M 12 5 5 + + + QH159R QH159L QH159S
160 F 7 2 2 + + + − − − 
161 F 8 5 5 + + + − − − 
162 M 9 5 5 − + + − − − 
163 F 6 2 3 − + + − − − 
164 F 9 >5 >5 − + + − − − 
165 M 10 1 2 − + − − − − 

Note: OD: Right eye; OS: Left eye; CS: Conjunctiva sac; ND: No data; Red, blue, yellow colors, three different ompA variants. 
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图 2  新分离青海沙眼衣原体与不同基因型沙眼衣原体 ompA 的系统进化关系 
Figure 2  Evolutionary relationships of ompA genes of Chlamydia trachomatis strains from Qinghai and  

other ompA genovars 
注：括号内的数字为 GenBank序列号；节点处数字为 Bootstrap值. 
Note: Numbers in parenthesis represented GenBank accession No.; Numbers at the branch points indicated the bootstrap values. 
 

3  结论与讨论 

随着生活卫生条件的不断提高，我国的沙眼发

病率已大幅下降，“十人九沙”已成为历史。人是沙
眼衣原体的唯一自然宿主，继天花、脊髓灰质炎之

后，人类有望彻底消灭沙眼甚至沙眼衣原体，沙眼

疫苗被认为是消灭沙眼最有效的工具。由于培养困

难等原因，老一辈科学家在 20 世纪培养的沙眼病
原体多数没有得到有效保存。本文首次报道从青海

藏区分离培养 15 株眼型沙眼衣原体，为研究沙眼
发病机制和研制沙眼疫苗奠定了基础。 
当前的沙眼诊断依据是WHO制定的沙眼简化

分级标准。衣原体分离培养是诊断沙眼的金标准方

法，但操作难度大、灵敏度低。qPCR 等分子诊断
方法提高了检测的灵敏度，但在实际应用中也存在

较高的假阴性率，这是因为病原体载量与炎症反应

间的相关性差。在食蟹猴沙眼模型或人志愿者感染

实验中，当病原体检测阴性时，滤泡等沙眼症状仍

将持续数周至数月的时间[20-21]。在个别沙眼流行

区，沙眼病原的检测阳性率很低，特别是那些经过

大规模抗生素治疗的区域[22]。其它病原体如肺炎链

球菌、流感嗜血杆菌等可能与持续的滤泡等炎症反

应有关[23]。 
依据传统的 ompA 基因分型方法，青海藏区的

眼型沙眼衣原体均为基因 B型。青海地区是否存在

其它基因型有待调查，很可能还有 C型菌流行。这

是因为早期的流行病学调查均表明我国的北京、河

南、河北、宁夏、台湾等不同地区均同时存在 B型

和 C 型，且均以 B 型为主[2,9]。沙眼在亚洲广泛流

行，流行的基因型是 B型和 C型，B型为优势型。

最近Sharifi-Rad等报道了伊朗边境农村地区存在沙

眼流行[24]，但沙眼衣原体的型别不清楚。 

本研究对理解沙眼衣原体的 ompA 微进化有特

殊意义。首先，青海沙眼流行株 ompA的 UGT型密

码子提示青海菌可能有独特的进化地位。另外，我

们首次发现同一患者左右眼样本中的沙眼衣原体

ompA有一个碱基差异。此前 Li等报道了 2种 ompA
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突变体[12]，在他们进行样本测序分析时，来自同一

患者的样本111L和111R的ompA有一个SNP差异，

由于该 SNP 仅存在于样本 111L，被误认为是测序

错误。沙眼衣原体分离株 QH111L的 ompA序列分

析证实了第 3 种 ompA 突变体的存在。3 种青海菌

ompA突变体间的差异均位于可变区，这些变异可能

与逃逸保护性体液免疫或细胞免疫有关。这与 Nunes

等报道的“MOMP 进化趋势是在特定结构域产生点

突变”相一致[25]。青海藏区相对封闭，该地区沙眼病

原的分离培养为下一步全基因组序列分析等奠定了

基础，将有助于了解我国沙眼的发生、演变和传播。 
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