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摘要：目的　研究恒温扩增法检测肺炎支原体（ＭＰ）ＲＮＡ对临床诊断儿科患者ＭＰ感染的应用价值。方法　收集
２０１６年１０月—２０１７年７月安徽医科大学第二附属医院临床住院急性呼吸系统感染１７８例患儿咽拭子／痰标本
及血清标本，其中咽拭子／痰液标本同时检测 ＭＰＤＮＡ及 ＭＰＲＮＡ，血清标本检测 ＭＰＡｂ。根据患儿病程分为 Ａ
组（病程≤１０ｄ）和Ｂ组（病程＞１０ｄ），分别以ＭＰＡｂ、ＭＰＤＮＡ检测为参考比较恒温扩增法检测ＭＰＲＮＡ在各组
间的阳性率差异，并评估其灵敏度、特异度、阳性预测值及阴性预测值。应用 ＳＰＳＳ２１．０统计软件对数据进行统
计分析。结果　ＭＰＤＮＡ、ＭＰＡｂ与ＭＰＲＮＡ总体阳性率差异无统计学意义。Ａ组中，ＭＰＲＮＡ阳性率（３７．８％）
高于ＭＰＡｂ阳性率（２２．９％），Ｂ组中ＭＰＲＮＡ阳性率（１０．６％）低于ＭＰＡｂ阳性率（２３．１％），差异有统计学意义
（Ｐ＝０．００３，Ｐ＝０．００１）。与ＭＰＤＮＡ结果相比，ＭＰＲＮＡ阳性率差异无统计学意义。分别以 ＭＰＡｂ、ＭＰＤＮＡ为
参考方法评估ＭＰＲＮＡ的总体灵敏度为０．６３／０．７９、特异度为０．９１／０．９６、阳性预测值为０．６７／０．８５、阴性预测值
为０．８９／０．９４。其中Ａ组的灵敏度、特异度分别为０．９４／０．８８、０．７９／０．９０。结论　恒温扩增法检测ＭＰＲＮＡ具有
较好的临床诊断效能，可应用于ＭＰ感染的早期临床诊断。
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　　肺炎支原体肺炎（ｍｙｃｏｐｌａｓｍａｐｎｅｕｍｏｎｉａｅｐｎｅｕｍｏ
ｎｉａ，ＭＰＰ）是社区获得性儿童呼吸系统感染常见疾病，
其发病率高，占所有社区获得性肺炎的３０％左右［１］。

基金项目：安徽省卫生计生委科研计划项目（２０１６ＱＫ０３６）
通信作者：刘周，Ｅｍａｉｌ：ｌｉｕｚｈｏｕ０１１２＠１２６．ｃｏｍ

肺炎支原体（ｍｙｃｏｐｌａｓｍａｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ，ＭＰ）作为其病原
体，分离培养是检测ＭＰ的“金标准”，但该方法阳性率
低且检测周期较长［２］。虽然有学者报道了快速培养技

术检测ＭＰ，但其培养周期仍然需要６～８ｈ［３］。因此该
方法未广泛应用于临床。通过血清学检测 ＭＰ抗体
（ＭＰＡｂ）是目前临床最常用的检测方法，但其检测结
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果也存在诸多影响因素，如疾病病程、个体免疫状态差

异等［４］。近年来，针对 ＭＰ的分子生物学检测技术逐
渐应用于临床，其方法学灵敏度、特异性均较高，且检

测周期短，在疾病的早期诊断方面有较大的临床意义。

作为一种新兴的分子生物学技术，恒温扩增检测技术

（ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｔｅｓｔｉｎｇ，ＳＡＴ）主要用于
检测ＭＰＲＮＡ，但其临床诊断效能需要进一步验证。
本研究比较 ＭＰＲＮＡ与 ＭＰＤＮＡ、ＭＰＡｂ检测对临床
患儿 ＭＰ诊断的实际效果，评估 ＳＡＴ方法检测 ＭＰ
ＲＮＡ临床诊断效能。

１　资料与方法
１１　临床资料　收集我院２０１６年９月—２０１７年７月
临床诊断为急性呼吸系统感染的住院患儿痰液／咽拭
子标本及血清标本，其中男９５例，女８３例，年龄分布
为１～１４岁。根据入院时疾病病程将患儿分为 Ａ组
（病程≤１０ｄ）和Ｂ组（病程＞１０ｄ），其中Ａ组患儿７４
例、Ｂ组患儿１０４例，相关人口学资料见表１。所有患
儿均于抽血同时采集咽拭子标本。实验室接收到血液

标本后立即离心分离血清４℃保存，痰液标本取４倍
体积生理盐水稀释，用微量加样器反复吹打使其液化

后取１ｍｌ置无菌ＥＰ管 －２０℃冻存，咽拭子标本取１
ｍｌ生理盐水反复搅拌洗脱后－２０℃冻存。

表１　急性呼吸系统感染患儿相关人口学资料［例（％）］

组别 例数 年龄（ｘ±ｓ） 男 女

Ａ组 ７４ ３．５８±３．２７ ３９（５２．７） ３５（４７．３）
Ｂ组 １０４ ３．４６±３．１５ ５６（５３．８） ４８（４６．２）
合计 １７８ ３．５１±３．１９ ９５（５３．４） ８３（４６．６）

１２　肺炎支原体抗体检测　采用免疫被动凝集法检
测血清中的ＭＰＡｂ，检测试剂为日本富士瑞必欧株式
会社产品（ＳＥＲＯＤＩＡＭＹＣＯⅡ）。严格按照试剂盒说
明书进行操作。结果判定：ＭＰＡｂ滴度 ＞１∶８０者为
阳性。

１３　ＭＰＤＮＡ检测　采用荧光探针法检测临床标本
中ＭＰＤＮＡ，Ｍｘ３０００Ｐ型ＰＣＲ仪为美国安捷伦公司产
品，检测试剂盒为上海复星长征医学科技有限公司产

品。取ＰＣＲ缓冲液、荧光探针及 ＤＮＡ聚合酶（比例
２１∶３∶２）于离心管混匀，按２６μｌ分装扩增反应管备用。
取待测样本１３０００ｒ／ｍｉｎ（×１０ｃｍ）离心１０ｍｉｎ，弃上
清后于沉淀中加入５０μｌＤＮＡ裂解液，振荡混匀后１００
℃保温１０ｍｉｎ，１３０００ｒ／ｍｉｎ（×１０ｃｍ）离心１０ｍｉｎ。
取样品上清液及校准品各４μｌ加入２６μｌ反应体系
中。扩增条件为５０℃ ２ｍｉｎ后９４℃ ５ｍｉｎ，９４℃ １０
ｓ，－６０℃４５ｓ共４０个循环，６０℃采集ＦＡＭ荧光通道
信号，读取扩增循环数（Ｃｔ值）。Ｃｔ值≤３８判定为阳
性，Ｃｔ值 ＝４０判定为阴性，３８＜Ｃｔ＜４０需复检一次。
阴阳性对照处理同上。

１４　ＭＰＲＮＡ检测　应用 ＳＡＴ法检测临床标本中
ＭＰＲＮＡ，Ｍｘ３０００Ｐ型ＰＣＲ仪为美国安捷伦公司产品，
检测试剂盒为上海仁度生物科技公司产品。取待测样

品加入裂解液处理后，洗涤２次后加１００μｌ核酸提取
液及１０μｌ内标置于６０℃保温５ｍｉｎ后室温１０ｍｉｎ。
将样本管置于磁珠分离装置手工提取ＲＮＡ后，与扩增
体系混匀置于ＰＣＲ仪中，扩增条件：４２℃ １ｍｉｎ，４０个
循环，荧光通道为 ＦＡＭ，读取 ＲＮＡ的 Ｃｔ值，并分析
４０～８０℃熔解曲线，Ｃｔ值≤３５判定为阳性；Ｃｔ值 ＝４０
判定为阴性；３５＜Ｃｔ＜４０之间需复检一次。阴阳性对
照处理同上。

１５　统计学方法　检测数据的统计学分析应用 ＳＰＳＳ
２１．０统计软件进行，采用百分率表示计数资料，各方
法学检测结果阳性率比较采用 χ２检验，Ｐ＜０．０５为差
异有统计学意义。

２　结　果
２１　ＭＰＲＮＡ与ＭＰＡｂ及 ＭＰＤＮＡ阳性率比较　荧
光探针法检测ＭＰＤＮＡ、免疫凝集法检测血清ＭＰＡｂ、
ＳＡＴ法检测 ＭＰＲＮＡ的总体阳性率分别为：２３．６％、
２３．０％、２１．９％，３项检测总体阳性率差异无统计学意
义。其中 Ａ组患者临床标本 ＭＰＲＮＡ阳性率
（３７．８％）高于血清学ＭＰＡｂ阳性率（２２．９％），Ｂ组患
者临床标本 ＭＰＲＮＡ阳性率（１０．６％）低于血清学
ＭＰＡｂ阳性率（２３．１％），差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０１）。ＭＰＲＮＡ与 ＭＰＤＮＡ各分组间阳性率差异无
统计学意义，见表２～３。

表２　ＭＰＲＮＡ与ＭＰＡｂ阳性率比较［例（％）］

组别 例数 ＭＰＲＮＡ阳性 ＭＰＡｂ阳性 χ２值 Ｐ值

Ａ组 ７４ ２８（３７．８） １７（２２．９） ７．６９２ ０．００３
Ｂ组 １０４ １１（１０．６） ２４（２３．１） ９．６００ ０．００１
合计 １７８ ３９（２１．９） ４１（２３．０） ０．０３５ ０．８５１

表３　ＭＰＲＮＡ与ＭＰＤＮＡ阳性率比较［例（％）］

组别 例数 ＭＰＲＮＡ阳性 ＭＰＡｂ阳性 χ２值 Ｐ值

Ａ组 ７４ ２８（３７．８） ２６（３５．１） ０．１２５ ０．７２７
Ｂ组 １０４ １１（１０．６） １６（１５．４） ２．２８５ ０．１２５
合计 １７８ ３９（２１．９） ４２（２３．６） ０．２６７ ０．６０７

２２　ＭＰＲＮＡ与 ＭＰＡｂ及 ＭＰＤＮＡ临床诊断效能比
较　分别以ＭＰＤＮＡ、ＭＰＡｂ两组方法作为参考方法，
评估ＭＰＲＮＡ方法的相对灵敏度（Ｓｅ）、特异度（Ｓｐ）、
阳性预测值（ＰＰＶ）及阴性预测值（ＮＰＶ）。以 ＭＰＡｂ
为参考方法，ＭＰＤＮＡ的总体 Ｓｅ为０．６３、Ｓｐ为０．９１、
ＰＰＶ为０．６７、ＮＰＶ为０．８９；其中 Ａ组 Ｓｅ值（０．９４）高
于Ｂ组 Ｓｅ值（０．４２）。以 ＭＰＤＮＡ为参考方法，ＭＰ
ＤＮＡ的总体Ｓｅ为０．７９、Ｓｐ为０．９６、ＰＰＶ为０．８５、ＮＰＶ
为０．９４，其中 Ａ组 Ｓｅ值（０．８８），高于 Ｂ组 Ｓｅ值
（０．６３），见表４～５。
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表４　ＭＰＲＮＡ与ＭＰＡｂ临床诊断效能比较

组别
评价指标

Ｓｅ Ｓｐ ＰＰＶ ＮＰＶ
Ａ组 ０．９４（１６／１７） ０．７９（４５／５７） ０．５７（１６／２８） ０．９８（４５／４６）
Ｂ组 ０．４２（１０／２４） ０．９９（７９／８０） ０．９１（１０／１１） ０．８５（７９／９３）
合计 ０．６３（２６／４１） ０．９１（１２４／１３７） ０．６７（２６／３９） ０．８９（１２４／１３９）

　　注：Ｓｅ为灵敏度；Ｓｐ为特异度；ＰＰＶ为阳性预测值；ＮＰＶ为阴性预

测值。

表５　ＭＰＲＮＡ与ＭＰＤＮＡ临床诊断效能比较

组别
评价指标

Ｓｅ Ｓｐ ＰＰＶ ＮＰＶ
Ａ组 ０．８８（２３／２６） ０．９０（４３／４８） ０．８２（２３／２８） ０．９３（４３／４６）
Ｂ组 ０．６３（１０／１６） ０．９９（８７／８８） ０．９１（１０／１１） ０．９４（４３／４６）
合计 ０．７９（３３／４２） ０．９６（１３０／１３６） ０．８５（３３／３９） ０．９４（１３０／１３９）

　　注：Ｓｅ为灵敏度；Ｓｐ为特异度；ＰＰＶ为阳性预测值；ＮＰＶ为阴性预

测值。

３　讨　论
　　肺炎支原体（ＭＰ）是一种可在无生命培养基上生
长的最小原核细胞型微生生物，通过其细胞膜特殊结

构粘附于人体呼吸道的上皮细胞，从宿主细胞内摄取

营养物质进行生长繁殖。ＭＰ主要通过飞沫传播，可在
呼吸道内定植数周［５］。主要引起呼吸系统感染，特别

是儿科患者。其引起的支原体肺炎病理变化以间质性

肺炎为主，临床缺乏典型症状，仅表现为咽部疼痛、咳

嗽和发热等［６］，与其他细菌或病毒性肺炎所致感染症

状非常相似，加之影像学也缺乏典型特征，因此早期诊

断ＭＰＰ存在一定困难［７］。儿童由于免疫功能较差，若

不进行早期治疗极易发展为重症 ＭＰＰ，严重影响患儿
预后。因此，加强ＭＰＰ的早期诊断是疾病控制和治疗
的关键。

通过本研究数据可见，与临床常用诊断 ＭＰＰ方法
相比，ＭＰＲＮＡ总体阳性率 （２１．９％）与 ＭＰＡｂ
（２３．０％）、ＭＰＤＮＡ（２３．６％）的总体阳性率基本一致，
差异无统计学意义。而根据患儿病程划分的短病程组

（Ａ组）及长病程组（Ｂ组）中，ＭＰＲＮＡ在 Ａ组中阳性
率（３７．８％）高于血清学ＭＰＡｂ阳性率（２２．９％），在Ｂ
组阳性率 （１０．６％）低于血清学 ＭＰＡｂ阳性率
（２３．１％），２组差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。上述
结果提示与ＭＰＡｂ检测相比，ＭＰＲＮＡ在ＭＰＰ疾病早
期诊断中有较好的临床价值，与相关学者研究结果相

似［８］。分析其原因为，机体从感染 ＭＰ到产生特异
ＩｇＭＡｂ，一般需要７～１４ｄ，在３～４周达到高峰［９］。因

此血清学ＭＰＡｂ检测存在一定的窗口期，在感染的早
期阶段检测 Ａｂ抗体易出现假阴性结果［１０］。而 ＳＡＴ
检测技术主要针对特异性 ＭＰＲＮＡ序列，可有效检测
处于感染窗口期ＭＰＰ患者。将 ＭＰＡｂ作为参考方法
对 ＭＰＲＮＡ的临床诊断效能进行评估可见：其总体
Ｓｅ、Ｓｐ、ＰＰＶ及 ＮＰＶ分别为０．６３、０．９１、０．６７及０．８９。

其中在Ａ组中的Ｓｅ、ＮＰＶ值为０．９４、０．９８，高于Ｂ组的
０．４２、０．８５。提示ＳＡＴ技术检测ＭＰＲＮＡ对于ＭＰＰ短
病程患者的临床诊断效能优于长病程患者。

目前临床针对ＭＰ感染主要选用的抗菌药物为大
环内酯类如红霉素、阿奇霉素等，治疗疗程不少于２～
３周［１１］。临床需要相关ＭＰ检测方法可有效判断抗感
染治疗效果，为治疗疗程提供参考。ＭＰＲＮＡ在长病
程（Ｂ组）患者阳性率低，仅为１０．６％，显著低于 Ｂ组
患者ＭＰＡｂ的阳性率（２３．１％），分析其原因为特异
ＭＰＲＮＡ仅仅存在于处于增殖阶段的 ＭＰ菌体内，当
抗感染治疗有效时，ＭＰ菌体内特异 ＲＮＡ快速降解至
不能检测。而随着病程发展，机体血清 ＩｇＧ抗体出现
并逐渐升高，即使在疾病痊愈后 ＩｇＧ抗体仍然在长时
间内维持较高的滴度水平［１２１３］，可能会导致假阳性的

结果。因此，应用ＳＡＴ技术检测 ＭＰＲＮＡ较免疫学方
法检测血清中特异性的抗体在 ＭＰＰ疾病的预后判断
有一定价值。相关研究［１４］也表明，应用ＳＡＴ技术检测
ＭＰＲＮＡ结果转阴时间与临床痊愈时间更为接近，提
示ＭＰＲＮＡ可作为临床动态监测抗感染效果及停用大
环内酯类抗菌药物的客观指标。荧光探针法检测 ＭＰ
ＤＮＡ是目前临床较为普遍采用的 ＭＰＰ早期诊断分子
生物学技术，此方法不受患者抗体产生时间及免疫水

平的影响，且其方法的敏感性、特异性和准确度都比较

高，特别是对早期检测 ＭＰ感染具有重要意义［１５］。与

之相比，ＭＰＲＮＡ的总体阳性率及 Ａ、Ｂ两组的阳性率
差异均无统计学意义。同时，将其作为参考方法评估

ＭＰＲＮＡ的临床诊断效能可见，ＭＰＲＮＡ的总体 Ｓｅ为
０．７９、Ｓｐ为０．９６、ＰＰＶ为０．８５、ＮＰＶ为０．９４。在 Ａ、Ｂ
两组患者中Ｓｅ为０．８８／０．６３、Ｓｐ为０．９０／０．９９、ＰＰＶ为
０．８２／０．９１、ＮＰＶ为０．９３／０．９４。综合分析上述方法学
性能指标，提示ＭＰＲＮＡ也具有较好的临床诊断效能。
但有研究显示 ＭＰ感染临床治愈后 １个月内其 ＤＮＡ
的检出率仍然高达５０％，菌体死亡后其 ＤＮＡ持续携
带的中位数时间为７周，个别长达７个月之久［１６］。相

关学者提出即使在患者临床标本中检测到 ＭＰＤＮＡ，
也需要结合临床症状及其他诊断方法综合判断［１７］。

此外，与ＭＰＤＮＡ采用煮沸法提取核酸模板不同，ＭＰ
ＲＮＡ应用磁珠法提取 ＲＮＡ核酸模板，相关研究提示
在分子生物学检测中应用磁珠法提取效率高于煮沸

法［１８］。因此，两种提取方法在 ＭＰ分子生物学检测中
的差异程度还有待进一步深入研究。

总之，应用ＳＡＴ技术检测ＭＰＲＮＡ与ＭＰＡｂ、ＭＰ
ＤＮＡ的总体阳性率基本一致，ＭＰＲＮＡ在ＭＰＰ早期患
者阳性率显著高于 ＭＰＡｂ。以荧光探针法检测 ＭＰ
ＤＮＡ作为参考方法进行比较可见，ＳＡＴ法检测 ＭＰ
ＲＮＡ具有较高的特异性和敏感性。因此，综上所述，
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ＳＡＴ法可作为一种ＭＰ感染的实验室检测与临床早期
诊断及治疗效果监测辅助工具。
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