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　　［摘　要］　目的　探讨荧光实时定量 ＰＣＲ（ＦＱＰＣＲ）检测肺泡灌洗液（ＢＡＬＦ）中 ＭＰＤＮＡ基因在肺炎支原体
肺炎（ＭＰＰ）早期病原诊断中的价值。方法　采用 ＦＱＰＣＲ检测 ６１例患儿 ＢＡＬＦ中 ＭＰＤＮＡ，并与目前常用血清
ＭＰ抗体检测方法颗粒凝集法进行比较。结果　ＦＱＰＣＲ检测 ＭＰＤＮＡ敏感度 ９４％，特异度 １００％；病程早期及难
治性病例中ＦＱＰＣＲ检测 ＢＡＬＦ中 ＭＰＤＮＡ准确性优于单份血清 ＭＰ抗体检测（Ｐ＜０．０１）。难治性病例中 ＭＰ
ＤＮＡ拷贝数显著高于普通ＭＰＰ组（Ｐ＜０．０５），且与 ＣＲＰ呈正相关 （ｒ＝０．８４５，Ｐ＜０．０１）。结论　 ＦＱＰＣＲ检测
ＢＡＬＦ中 ＭＰＤＮＡ是早期ＭＰＰ特别是难治性ＭＰＰ病原诊断的可靠方法，优于血清 ＭＰ抗体检测。ＭＰＤＮＡ的拷贝
量可以作为评价难治性ＭＰＰ的转归以及判断药物疗效的指标。 ［中国当代儿科杂志，２０１１，１３（３）：１９１－１９４］
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　　肺炎支原体（Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ，ＭＰ）是引
起小儿下呼吸道感染的重要病原之一［１］，肺炎支原

体肺炎（Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａｐｎｅｕｍｏｎｉａｅｐｎｅｕｍｏｎｉａ，ＭＰＰ）在
儿童肺炎中约占２０％ ～４０％，并随着年龄增加而上
升［２３］，而且近几年其发病率逐年增加，特别是难治性

肺炎支原体肺炎（ｒｅｆｒａｃｔｏｒｙＭｙｃｏｐｌａｓｍａｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ

ｐｎｅｕｍｏｎｉａ，ＲＭＰＰ）有逐年增加的趋势［４］。目前临床

诊断ＭＰ感染仍多采用血清学方法，检测结果往往受
抗体出现的时相等多方面因素的影响［５］，使得早期诊

断 ＭＰ感染难度增加。本研究运用荧光定量 ＰＣＲ
（ＦＱＰＣＲ）法对６１例行支气管肺泡灌洗患儿的支气
管肺泡灌洗液（ＢＡＬＦ）进行 ＭＰ检测，并与血清学方
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法颗粒凝聚法（ＰＡ）进行比较。

１　资料与方法

１．１　对象与分组
回顾性分析我院２００９年１月至２０１０年３月住

院行纤维支气管镜检查并进行了支气管肺泡灌洗的

４９例肺炎（符合实用儿科学第 ７版肺炎诊断标
准［６］）患儿及１２例支气管异物取出术后复查无肺
部病变的对照患儿的临床资料，４９例肺炎患儿中有
３４例双份血清ＭＰ抗体滴度有４倍及以上升高，为
确诊支原体肺炎组（ＭＰＰ组）［７］，余下１５例为非支
原体感染肺炎组（非 ＭＰＰ组）。３４例 ＭＰＰ组内有
２８例患儿符合ＲＭＰＰ的诊断标准［８］，余下６例作为
普通肺炎组。

对照组１２例患儿中，男７例，女５例，年龄０岁～
２例，４岁～６例，７～１４岁４例；ＭＰＰ组３４例患儿
中，男１８例，女１６例，年龄０岁 ～９例，４岁 ～１７
例，７～１４岁８例；非 ＭＰＰ组１５例患儿中，男９例，
女６例，年龄 ０岁 ～３例，４岁 ～７例，７～１４岁
５例。
１．２　标本采集
１．２．１　试剂和仪器　ＭＰ血清学抗体ＰＡ法采用日
本富士瑞必欧株式会社生产的赛乐迪亚麦克Ⅱ试剂
盒。ＰＣＲ试剂盒由中山大学达安基因股份有限公司
提供。ＰＣＲ仪为美国ＢＩＯＲＡＤｉｃｙｃｌｅｒ基因扩增仪。
１．２．２　血液标本采集和测定　入院第１天采集静
脉血检测血常规及 ＣＲＰ。入院后动态采集血清标
本，采用明胶颗粒载体的间接凝集试验检测 ＭＰ特
异性抗体。首份血清ＭＰ抗体滴度＞１∶１６０者，于首
次采血２周后再次采血作为检测 ＭＰＡｂ第２份血
清标本；首份 ＭＰ血清抗体滴度 ＜１∶１６０者，每５～
７ｄ复查，直到 ＭＰ血清抗体有４倍以上升高，或直
到首次采血４周后采集最后１份血清，取最后１次
血清标本作为第２份血清标本。双份血清以 ＭＰ抗
体滴度 ４倍及以上升高为确诊 ＭＰ感染。
１．２．３　ＢＡＬＦ标本采集和测定　病程早期１～７ｄ
内完成纤维支气管镜下收集 ＢＡＬＦ置于１．５ｍＬ离
心管中，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，留取管底沉淀作为
ＤＮＡ提取标本，严格按照试剂说明书要求的操作规程
上机检测。ＭＰＤＮＡ拷贝数＞１０３ｃｏｐｙ／ｍＬ为阳性。
１．３　统计学分析

采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行统计学分析，组间率
的比较采用χ２检验；计量资料用均数±标准差（ｘ±ｓ）
表示，计量资料采用 ｔ检验；两变量相关分析采用

Ｐｅａｒｓｏｎ检验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结 果

２．１　ＢＡＬＦＦＱＰＣＲ检测ＭＰＤＮＡ准确性
确诊 ＭＰ感染的 ３４例患儿 ＢＡＬＦ中 ＭＰＤＮＡ

阳性为３２例，其敏感度是９４％；确诊为非 ＭＰ感染
的１５例灌洗患儿及１２例支气管异物对照者中阳性
为０，检测特异度是１００％；阳性预测值是１００％，阴
性预测值是 ９３％，与 ＭＰ确诊标准的符合率是
９７％，见表１。

表１　ＦＱＰＣＲ检测ＭＰＤＮＡ结果与ＭＰ确诊标准比较

ＦＱＰＣＲ
ＭＰ确诊标准（双份血清ＭＰ抗体滴度４倍升高）

＋ －
合计

＋ ３２ ０ 　３２
－ ２ ２７ 　２９
合计 ３４ ２７ 　６１

　　注：χ２＝５３．４５，Ｐ＜０．０１

２．２　ＢＡＬＦＦＱＰＣＲ检测 ＭＰＤＮＡ与首份血清
ＭＰ抗体阳性率比较

ＭＰＰ组中３４例患儿首份血清检出阳性１３例，
ＢＡＬＦＦＱＰＣＲ检测阳性３２例，ＦＱＰＣＲ检测敏感度
显著高于血清ＭＰ抗体检测（χ２＝４．９７，Ｐ＜０．０５）；
非ＭＭＰ组及对照组首份血清共检出１３例ＭＰ抗体
阳性（均为假阳性，ＦＱＰＣＲ未见假阳性者），因而
ＦＱＰＣＲ特异度显著高于血清 ＭＰ抗体检测。见
表２。

　　表２　各组 ＢＡＬＦＦＱＰＣＲ与血清 ＭＰ抗体阳性率比
较　［例（％）］

分组 例数 首份血清 ＦＱＰＣＲ

对照组 １２ ３（２５） ０
非ＭＰＰ组 １５ １０（６７） ０ｂ

ＭＰＰ组 ３４ １３（３８） ３２（９４）ａ

　　ａ：与同组首份血清比较，Ｐ＜０．０５；ｂ：与同组首份血清比较，

Ｐ＜０．０５（Ｆｉｓｈｅｒ′ｓ确切概率法）

２．３　病程早期两种检测方法准确性的比较
病程早期（１～７ｄ）有１１例患者进行 ＭＰ血清

抗体检测，仅有１例患者首份血清 ＭＰ抗体检测阳
性；而其中８例进行 ＦＱＰＣＲ检测有７例阳性，这７
例经回顾性双份血清４倍升高，确诊为ＭＰ感染，无
假阳性。病程早期血清 ＭＰ抗体检测与 ＦＱＰＣＲ检
测ＭＰＤＮＡ准确性差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。
见表３。
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　　表 ３　病程早期血清 ＭＰ抗体检测与 ＦＱＰＣＲ检测
ＭＰＤＮＡ阳性率的比较

检测方式 ｎ 阳性例数 阳性率（％）
首份血清 １１ １ ９
ＦＱＰＣＲ ８ ７ ８８ａ

　　ａ：与首份血清比较，Ｐ＜０．０１（Ｆｉｓｈｅｒ′ｓ确切概率法）

２．４　不同病情 ＭＰＰ组两种检测方法准确性的比
较

２８例ＲＭＰＰ组患儿中，首份血清仅检出 ＭＰ抗
体阳性１１例，灵敏度３９％，而 ＦＱＰＣＲ检出阳性２８
例，灵敏度１００％，且无假阴性，特异度１００％，ＲＭＰＰ
患儿ＦＱＰＣＲ检测准确性显著高于血清 ＭＰ抗体检
测（Ｐ＜０．０１）。而普通ＭＰＰ患儿ＦＱＰＣＲ检测和血
清ＭＰ抗体检测准确性差异无统计学意义。见表４。

　　表４　不同病情组首份血清 ＭＰ抗体和 ＦＱＰＣＲ检测
ＭＰＤＮＡ结果比较　［例（％）］

分组 例数
阳性

首份血清 ＦＱＰＣＲ
普通ＭＰＰ组 ６ ４（６７） ４（６７）
ＲＭＰＰ组 ２８ １１（３９） ２８（１００）ａ

　　ａ：与同组首份血清比较，Ｐ＜０．０１（Ｆｉｓｈｅｒ′ｓ确切概率法）

２．５　病情与ＭＰＤＮＡ基因拷贝数的关系
ＲＭＰＰ组ＦＱＰＣＲ检测基因拷贝数显著高于普

通ＭＰＰ组（Ｐ＜０．０１），且ＭＰＰ灌洗组中基因拷贝数
与ＣＲＰ呈正相关（ｒ＝０．８４５，Ｐ＜０．０１），基因拷贝数
与白细胞总数无明显相关性（ｒ＝０．１２４，Ｐ＝０．０８４）。
见表５，图１。

　　表５　不同病情ＭＰＰ组ＦＱＰＣＲ检测基因拷贝数的比
较　（ｘ±ｓ）

分组 例数 拷贝数［ｌｏｇ（ＭＰＤＮＡｃｏｐｙ／ｍＬ）］

普通ＭＰＰ组 ６ １．５±１．０
ＲＭＰＰ组 ２８ ６．２±１．７
ｔ值 ３２．７４
Ｐ值 ＜０．０１
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图１　ＦＱＰＣＲ检测基因拷贝数与ＣＲＰ的关系（ｎ＝２８）

３　讨论

明确病原是诊治ＭＰＰ的关键，由于目前ＭＰＰ临
床、影像特点以及纤维支气管镜下改变缺乏较强的特

异度，因而ＭＰＰ病原诊断目前仍需依赖实验室检查。
目前并没有快速、有效的 ＭＰ病原特异度诊断

方法［９１０］。ＭＰ检测方法中被喻为诊断金标准的支
原体培养阳性率较低，传统上临床诊断主要依靠血

清学方法，但在急性期该方法灵敏度欠佳［１１］，难以

满足早期诊断要求。

目前临床确诊 ＭＰ急性感染强调双份血清（间
隔２周）恢复期抗体滴度上升４倍或 ＭＰＩｇＭ抗体
滴度持续＞１∶１６０［７］。由于本研究选用的是 ＰＡ法
测定ＭＰ抗体，其所测得的抗体８０％ ～９０％为 ＭＰ
ＩｇＭ，但也包含了１０％ ～２０％左右的 ＭＰＩｇＧ。检测
ＭＰＩｇＧ只可供回顾性诊断，因而本研究采用短期
（２～４周）双份血清ＭＰ抗体滴度上升４倍作为确诊
ＭＰ近期感染标准。但 ＭＰ感染后诱导体液免疫反
应约１周后抗体产生，３～６周可达高峰，２～３个月
后逐渐下降，故早期发病７ｄ内采血检测，难以达到
早期诊断的目的。因此抗体检测不宜作为临床唯一

的诊断方法，需积极采用其他种检测手段同时作出

病原学诊断［１２］。

随着分子生物学技术在支原体研究领域的应用，

ＰＣＲ技术已经成为快速诊断支原体感染的方法，可检
测ＭＰＤＮＡ或ＭＰＲＮＡ。ＰＣＲ技术目前是国内外近
年来发展较快的检测支原体的方法之一［１１］。

佟青［１３］发现ＰＣＲ诊断支原体感染的灵敏度为
７５％，远高于培养法（２５％）和抗原检测法（８．３％），
但它的假阴性率仍然达到了 ２５％。且由于普通
ＰＣＲ操作过程中易污染，使假阳性率较高，临床运
用受到限制。荧光实时定量ＰＣＲ法（ＦＱＰＣＲ）是近
些年发展起来的新的核酸检测技术，简单快速，整个

实验是完全封闭式操作，与传统 ＰＣＲ相比，明显地
降低了污染的发生，避免了假阳性干扰［１３］。已有研

究表明，ＦＱＰＣＲ可快速敏感准确地定量检测标本
中的ＭＰＤＮＡ，整个操作数小时，特异度强，灵敏度
高，可了解ＭＰ在患儿体内感染和复制情况，在 ＭＰ
诊断中有广阔的前景［１４］。不同类型的肺炎支原体

ＰＣＲ检测靶基因包括ＭＰＤＮＡ，Ｐ１粘附蛋白，ＡＴＰ酶
操纵子基因和ｔｕｆ基因及重复序列ｒｅｐＭｐ１等［１５］。

Ｍｉｃｈｅｌｏｗ等［１４］报道鼻咽部和口咽部的标本经

ＰＣＲ检测ＭＰ是同等有效的。但Ｒｔｙ等［１５］发现在血

清学证明有ＭＰ感染的患者中，痰标本ＦＱＰＣＲ检测
·３９１·



第１３卷第３期
２０１１年３月 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　中国当代儿科杂志ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ

Ｖｏｌ．１３Ｎｏ．３
Ｍａｒ．２０１１

优于鼻咽部吸取物和咽拭子。然而目前在其他试验

中并未证明最适合用于ＰＣＲ检测的标本的结论［１６］。

虽然痰标本相对于 ＢＡＬＦ而言更易获得，但是
儿童ＭＰ感染早期干咳分泌物少，且儿童配合度不
好，不易取到合适的痰标本；此外健康人群也可能携

带ＭＰ［７，１７］而导致上气道标本 ＰＣＲ容易出现假阳
性。ＲＭＰＰ患儿往往因为呼吸衰竭或者肺不张需要
行气管插管或纤维支气管镜灌洗，便于获取 ＢＡＬＦ
标本。此外，由于本研究收集 ＢＡＬＦ是按体重标准
灌洗，回收量严格控制，可以像血及尿标本一样进行

靶基因个体定量监测，为疾病的转归判断以及药物

疗效判断打下了基础，因而 ＢＡＬＦ作为 ＦＱＰＣＲ检
测的标本是很有临床意义的。

本组资料采用ＦＱＰＣＲ检测 ＭＰＰ、非 ＭＰＰ患者
及支气管异物患儿 ＢＡＬＦ中 ＭＰＤＮＡ的拷贝量，并
与血清学检查做对照发现：与双份血清 ＭＰ抗体４
倍升高确诊标准相比，灵敏度是９４％，检测特异度
是１００％，阳性预测值是 １００％，阴性预测值是
９３％，与 ＭＰ确诊标准的符合率是９７％。而与单份
血清ＭＰ抗体阳性率相比较，ＦＱＰＣＲ检测灵敏度明
显高于单份血清；且假阳性率为０，特异度好。说明
用ＢＡＬＦ作为检测标本的 ＦＱＰＣＲ具有很高的准确
性。同时本组资料还显示，病程早期（１～７ｄ）患者
的首份血清 ＭＰ抗体阳性率明显低于 ＦＱＰＣＲ检测
ＭＰＤＮＡ阳性率；ＲＭＰＰ患儿ＦＱＰＣＲ检测 ＭＰＤＮＡ
阳性率显著高于首份血清 ＭＰ抗体检测。说明 ＦＱ
ＰＣＲ法相对于单份血清 ＭＰ抗体检测，阳性出现更
早，并且在重症患儿中检测率更高。

Ｎｉｌｓｓｏｎ等［１８］发现ＭＰＰ患者病情轻重与 ＭＰ拷
贝数呈正相关，与ＭＰ表型无关。本组资料也显示，
ＭＰＰ患者的ＦＱＰＣＲ检测基因拷贝数与病情轻重有
关，ＲＭＰＰ组基因拷贝数显著高于普通 ＭＰＰ组。另
外，本组资料还显示，ＲＭＰＰ患者的 ＦＱＰＣＲ检测基
因拷贝数与ＣＲＰ呈正比，但与患者白细胞总数无明
显相关，与既往研究一致［１９］，因此，本研究认为 ＦＱ
ＰＣＲ检测 ＭＰＤＮＡ基因的拷贝数与病情轻重及炎
性指标ＣＲＰ相关，可以作为评价ＲＭＰＰ的转归以及
判断药物疗效的指标。
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