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　　［摘　要］　目的　通过检测社区获得性肺炎患儿支气管肺泡灌洗液了解肺炎支原体（ＭＰ）感染情况及基因分
型特点。方法　采用聚合酶链反应（ＰＣＲ）方法对２２０例住院肺炎患儿支气管肺泡灌洗液进行ＭＰ检测，用荧光定量
ＰＣＲ方法验证结果的准确性；将检测阳性标本用ＨａｅⅡ和ＨａｅⅢ两种限制性内切酶进行酶切反应后与标准株对比，
分析阳性标本ＭＰ的基因分型。通过随机采样对部分阳性标本扩增产物测序证实基因分型的准确性。结果　２２０份
标本ＭＰ的阳性检出率为５５．０％（１２１／２２０）。ＭＰ感染好发于学龄前期和学龄期儿童（６３．５％，１０１／１５９），６个月内的
婴儿阳性率最低２０％（１／５），无明显性别差异和季节差异。随机抽取的６０份 ＭＰ阳性标本经酶切反应均显示为
Ｐ１Ⅰ型，４份测序结果也证实其为 Ｐ１Ⅰ型。结论　ＭＰ是肺炎患儿的重要病原之一，有明显的年龄特征；流行型
以Ｐ１Ⅰ型为主。 ［中国当代儿科杂志，２０１３，１５（１）：３７－４１］

［关　键　词］　肺炎支原体肺炎；聚合酶链反应；限制性片段长度多态性分析；基因型；儿童

ＭｏｌｅｃｕｌａｒｄｅｔｅｃｔｉｏｎａｎｄｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇｏｆＭｙｃｏｐｌａｓｍａｐｎｅｕｍｏｎｉａｅｉｎ２２０ｃｈｉｌｄｒｅｎｈｏｓ
ｐｉｔａｌｉｚｅｄｗｉｔｈｐｎｅｕｍｏｎｉａ
ＸＵＱｉａｏ，ＬＩＮＳｈｕＸｉａｎｇ，ＧＵＯＷｅｉ，ＤＯＮＧＨａｎＱｕａｎ，ＷＡＮＧＷｅｉ，ＰＥＮＧＬｉｎ．ＧｒａｄｕａｔｅＳｃｈｏｏｌｏｆＴｉａｎｊｉｎＭｅｄｉｃａｌＵｎｉ
ｖｅｒｓｉｔｙ，Ｔｉａｎｊｉｎ３０００７０，Ｃｈｉｎａ（ＰｅｎｇＬ，Ｅｍａｉｌ：ｌｐｅｎｇｆｃｈ＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ）

　　Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　ＴｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｉｎｆｅｃｔｉｏｎｒａｔｅａｎｄｇｅｎｏｔｙｐｅｓｏｆＭｙｃｏｐｌａｓｍａｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ（ＭＰ）ｂｙｅｘａｍｉｎｉｎｇ
ｂｒｏｎｃｈｏａｌｖｅｏｌａｒｌａｖａｇｅｆｌｕｉｄｆｒｏｍｃｈｉｌｄｒｅｎｗｉｔｈｃｏｍｍｕｎｉｔｙａｃｑｕｉｒｅｄｐｎｅｕｍｏｎｉａ（ＣＡＰ）．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎ
ｒｅａｃｔｉｏｎ（ＰＣＲ）ｗａｓｕｓｅｄｆｏｒｄｅｔｅｃｔｉｎｇＭＰｉｎｂｒｏｎｃｈｏａｌｖｅｏｌａｒｌａｖａｇｅｆｌｕｉｄｆｒｏｍ２２０ｃｈｉｌｄｒｅｎｈｏｓｐｉｔａｌｉｚｅｄｗｉｔｈＣＡＰ，ａｎｄ
ｔｈｅａｃｃｕｒａｃｙｗａｓｃｏｎｆｉｒｍｅｄｂｙｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ．ＰｏｓｉｔｉｖｅｓａｍｐｌｅｓｗｅｒｅｄｉｇｅｓｔｅｄｗｉｔｈＨａｅⅡ ａｎｄＨａｅⅢ ａｎｄ
ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｓｔａｎｄａｒｄｓｔｒａｉｎｔｏａｎａｌｙｚｅｔｈｅｇｅｎｏｔｙｐｅｓｏｆＭＰｆｒｏｍｐｏｓｉｔｉｖｅｓａｍｐｌｅｓ．Ｔｈｅａｃｃｕｒａｃｙｏｆｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇｗａｓ
ｃｏｎｆｉｒｍｅｄｂｙｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｔｈｅａｍｐｌｉｆｉｅｄｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆｓｏｍｅｒａｎｄｏｍｌｙｓｅｌｅｃｔｅｄｐｏｓｉｔｉｖｅｓａｍｐｌｅｓ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｔｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅｏｆ
ＭＰｉｎ２２０ｓａｍｐｌｅｓｗａｓ５５．０％ （１２１／２２０）．ＭＰｉｎｆｅｃｔｉｏｎｏｃｃｕｒｒｅｄｍｏｓｔｌｙｉｎｐｒｅｓｃｈｏｏｌａｎｄｓｃｈｏｏｌａｇｅｃｈｉｌｄｒｅｎ（６３．５％，
１０１／１５９），ａｎｄｔｈｅｌｏｗｅｓｔｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅｗａｓｓｅｅｎｉｎｃｈｉｌｄｒｅｎａｇｅｄｕｎｄｅｒ６ｍｏｎｔｈｓ（２０％，１／５）．Ｔｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅｓｈｏｗｅｄ
ｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｂｅｔｗｅｅｎｓｅｘｅｓａｎｄｂｅｔｗｅｅｎｓｅａｓｏｎｓ．ＳｉｘｔｙｒａｎｄｏｍｌｙｓｅｌｅｃｔｅｄＭＰｐｏｓｉｔｉｖｅｓａｍｐｌｅｓｓｈｏｗｅｄａ
ｇｅｎｏｔｙｐｅｏｆＰ１ｔｙｐｅ１ａｆｔｅｒｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｄｉｇｅｓｔｉｏｎ，ｗｈｉｃｈｗａｓｆｕｒｔｈｅｒｃｏｎｆｉｒｍｅｄｂｙｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｏｆ４ｓａｍｐｌｅｓ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　
ＭＰｉｓｏｎｅｏｆｔｈｅｍａｉｎｐａｔｈｏｇｅｎｓｏｆｐｎｅｕｍｏｎｉａｉｎｃｈｉｌｄｒｅｎ，ａｎｄｔｈｅＭＰｉｎｆｅｃｔｉｏｎｒａｔｅｉｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｃｏｒｒｅｌａｔｅｄｗｉｔｈａｇｅ．
ＴｈｅｄｏｍｉｎａｎｔｇｅｎｏｔｙｐｅｏｆＭＰｉｎｃｈｉｌｄｒｅｎｉｓＰ１ｔｙｐｅ１． ［ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ，２０１３，１５（１）：３７－４１］
　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａｐｎｅｕｍｏｎｉａｅｐｎｅｕｍｏｎｉａ；Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ；Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｆｒａｇｍｅｎｔｌｅｎｇｔｈｐｏｌｙｍｏｒ
ｐｈｉｓｍａｎａｌｙｓｉｓ；Ｇｅｎｏｔｙｐｅ；Ｃｈｉｌｄ

　　肺炎支原体（Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ，ＭＰ）是
儿童社区获得性肺炎重要病原微生物之一［１］。流

行病学研究表明，ＭＰ感染在社区获得性肺炎中的
感染率高达５０％［２４］。通过呼吸道飞沫传播，常年

均可发病，流行周期为３～７年［４５］，对此有研究提出

假设：这是否与 ＭＰ不同亚型之间的周期性改变有

关［４，６］，目前尚缺乏明确的结论。ＭＰ感染人体后在
呼吸道定居，粘附于呼吸道细胞表面是支原体感染

的第一步，也是关键的一步，其中 Ｐ１蛋白是主要黏
附素。Ｓａｓａｋｉ等［５］和 Ｃｏｕｓｉｎ等［７］根据 Ｐ１基因的重
复序列ＲｅｐＭＰ２／３或ＲｅｐＭＰ４序列的ＰＣＲ产物进行
限制酶切片段多态性分析（ＰＣＲＲＦＬＰ），将ＭＰ分为

·７３·
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２型。这种分型方法简便易行，便于流行病学调
查。本研究对２２０例肺炎住院患儿的肺泡灌洗液
进行 ＭＰ检测，并进行了 ＰＣＲＲＦＬＰ分析，以了解
肺炎儿童 ＭＰ感染情况及其基因分型，现将结果报
告如下。

１　资料与方法

１．１　 研究对象
选择天津市儿童医院２０１０年１０月到２０１１年

１１月确诊为社区获得性肺炎患儿２２０例（入选标准
符合实用儿科学第七版肺炎诊断标准［８］），其中男

１２２例，女９８例，男女比例为１．２４∶１；年龄最小３个
月，最大１４岁，平均年龄５．８５岁；具体年龄构成为
＜１岁者１２例，１岁～者４９例，３岁～者７８例，７～
１４岁者８１例。
１．２　主要仪器与试剂

离心机为美国 Ｂｅｃｋｍａｎ公司产品，ＰＣＲ仪为德
国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司产品，凝胶电泳成像分析仪为美国
ＡｌｐｈａＩｎｎｏｔｅｃｈ公司产品，荧光定量 ＰＣＲ仪为 ＡＢＩ
Ｐｒｉｓｍ７３００，ＭＰ核酸定量检测试剂盒为中山大学达
安基因股份有限公司产品，ＭＰ抗体检测试剂盒为
日本富士瑞必欧株式会社产品，限制性核酸内切酶

ＨａｅⅡ和ＨａｅⅢ为美国 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司产品，细菌基
因组 ＤＮＡ提取试剂盒为北京康为世纪公司产品。
ＭＰ标准菌株 Ｍ１２９（ＡＴＣＣ２９３４２）由美国 ＴｙｐｅＣｕｌ
ｔｕｒｅＣｏｌｌｅｃｔｉｏｎ公司提供。
１．３　引物设计

根据 ＭＰ高 保 守 重 复 序 列 ＲｅｐＭＰ２／３或
ＲｅｐＭＰ４，参照Ｃｏｕｓｉｎ等［７］方法合成 ＡＤＨ１／ＡＤＨ２和
ＡＤＨ３／ＡＤＨ４两对引物作为扩增ＭＰＰ１基因不同区
域的引物，即 ＡＤＨ１：５′ＣＴＧＣＣＴＴＧＴＣＣＡＡＧＴＣＣＡＣＴ
３′；ＡＤＨ２：５′ＡＡＣＣＴＴＧＴＣＧＧＧＡＡＧＡＧＣＴＧ３′；ＡＤＨ３：
５′ＣＧＡＧＴＴＴＧＣＴＧＣＴＡＡＣＧＡＧＴ３′；ＡＤＨ４：５′ＣＴＴ
ＧＡＣＴＧＡＴＡＣＣＴＧＴＧＣＧＧ３′。ＡＤＨ１／ＡＤＨ２和ＡＤＨ３／
ＡＤＨ４两对引物由上海生物工程有限公司合成。
１．４　方法
１．４．１　血清学 ＭＰ抗体检查　　 ２２０例肺炎患儿
均在入院后１～３ｄ内取静脉血，用酶联免疫吸附试
验（ＥＬＩＳＡ法）进行血清ＭＰ抗体检测。
１．４．２　纤维支气管镜检查　　严格按照《儿科支
气管镜术指南（２００９年版）》［９］标准及操作，经患儿
家长知情同意并经医院伦理委员会批准后行纤维支

气管镜术，取支气管肺泡灌洗液。标本处理后置于

－８０℃冰箱待检。

１．４．３　ＰＣＲ反应和基因型检测　　（１）ＭＰＤＮＡ
的提取：将储存在 －８０℃冰箱的标本取出让其在室
温下充分融解，采用购自北京康为世纪公司的细菌

基因组ＤＮＡ提取试剂盒进行核酸提取，操作按说明
书进行。提取核酸于－２０℃保存备用。

（２）ＭＰＰ１ＰＣＲ：采用德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司的
ＰＣＲ仪，分别用 ＡＤＨ１／ＡＤＨ２和 ＡＤＨ３／ＡＤＨ４两对
引物对临床标本和标准株进行 ＭＰＰ１基因扩增并
通过琼脂糖凝胶电泳鉴定 ＰＣＲ反应产物。ＰＣＲ反
应体系为：１０×Ｂｕｆｆｅｒ（含Ｍｇ２＋）２．５μＬ，ｄＮＴＰ混合物
（１０μｍｏｌ／Ｌ）１μＬ，上游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）０．５μＬ，下游
引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）０．５μＬ，ＴａｑｍｉｘＤＮＡ聚合酶０．５μＬ，
ＤＮＡ模板５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ１５μＬ，总体积为２５μＬ，轻微离
心后，放入 ＰＣＲ仪中进行扩增。ＰＣＲ反应条件为：
９５℃预变性５ｍｉｎ后，按９５℃变性１ｍｉｎ，６５℃退火
１ｍｉｎ，７２℃延伸 ２．５ｍｉｎ，共进行 ３０个循环，最后
７２℃延伸５ｍｉｎ。取５μＬＰＣＲ扩增产物于２％琼脂
糖凝胶（含溴化乙锭染料）中进行电泳并用凝胶电

泳成像分析仪进行拍照并记录结果。相对分子质量

标准采用加拿大新产业公司 ＤＮＡＬａｄｄｅｒＭａｒｋｅｒ
（Ｄ２０００）。

（３）荧光定量 ＰＣＲ：从２２０份肺炎患儿标本中
随机抽取７５份标本用美国ＡＢＩＰｒｉｓｍ７３００荧光定量
ＰＣＲ仪进行检测，以验证普通 ＰＣＲ结果的准确性。
具体操作步骤按照试剂盒中说明书进行。

（４）ＰＣＲＲＦＬＰ分析：在对ＭＰＰ１ＰＣＲ产物经电
泳后进行分析的基础上，从每月阳性标本中（在目的

片段上出现特征性条带的为阳性）随机抽取３～５份，
共计６０份，分别用美国 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司提供的 ＨａｅⅡ
和ＨａｅⅢ进行酶切反应并通过琼脂糖凝胶电泳确定
ＭＰ亚型。具体步骤为：①在体系中加入１０×ＦａｓｔＤｉ
ｇｅｓｔ１．５μＬ，ＦａｓｔＤｉｇｅｓｔｅｎｚｙｍｅ１μＬ，ｄｄＨ２Ｏ５μＬ，
ＤＮＡ模板７．５μＬ，总体积 １５μＬ。②轻轻混匀，震
荡。③在３７℃水浴箱孵育５ｍｉｎ。④取８μＬ酶切产
物在２％琼脂糖凝胶（含溴化乙锭染料）中进行电泳
并用凝胶电泳成像分析仪进行拍照并记录结果。相

对分子质量标准采用加拿大新产业公司 ＤＮＡＬａｄ
ｄｅｒＭａｒｋｅｒ（Ｄ２０００）。

（５）核苷酸序列测序与分析：在阳性标本中随
机选取 ３份（标号为 ｍ１、ｍ２、ｍ３）和 １份标准株
Ｍ１２９的ＰＣＲ产物送上海生物工程技术服务有限公
司进行序列测定。利用ＮＣＢＩ中的ＢＬＡＳＴ软件对所
获得序列进行核苷酸同源性和基因型别分析。

１．５　统计学分析
所有资料采用 ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行分析，

·８３·
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不同季节、年龄及性别的 ＭＰ阳性检出率和两种方
法间检测结果的比较均采用 χ２检验，Ｐ＜０．０５为差
异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＭＰ血清学检测结果
２２０例患儿血清学抗体检测，有９２例阳性，阳

性率为４１．８％（９２／２２０）。
２．２　ＭＰＰ１ＰＣＲ产物鉴定结果

用ＡＤＨ１／ＡＤＨ２和ＡＤＨ３／ＡＤＨ４两对特异引物
分别对２２０份临床标本和标准株 Ｍ１２９进行扩增，
扩增产物电泳后经凝胶电泳成像分析仪显示结果，

ＭＰ阳性标本应分别在２２８０ｂｐ和２５８０ｂｐ出现条带
（图１）。２２０份标本中，阳性标本１２１份，阳性率为
５５．０％。
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　　图１　Ｐ１基因 ＰＣＲ产物电泳图　图上方 １～４为引物
ＡＤＨ１／ＡＤＨ２扩增的 ＰＣＲ产物：１为标准株 Ｍ１２９，２为阳性标本，３

为阴性对照（水），４为阴性标本；５～８为引物 ＡＤＨ３／ＡＤＨ４扩增的

ＰＣＲ产物：５为标准株Ｍ１２９，６为阳性标本，７为阴性对照（水），８为

阴性标本；Ｍ为ＤＮＡ分子量标准。

２．３　ＭＰ感染与性别、年龄和季节的关系
１２２份男性患儿标本中，ＭＰ检测阳性６１份，阳

性率为５０．０％；女性患儿９８份标本中，ＭＰ检测阳
性６０份，阳性率为６１．２％，女性患儿阳性率高于男
性，但差异无统计学意义（χ２＝２．７７，Ｐ＞０．０５）。

不同年龄患儿ＭＰ检出阳性率不同，＜１岁者检
出率为３３％（４／１２），其中０～６月龄者检出率为２０％
（１／５）；１岁 ～者为３３％（１６／４９），３岁 ～者为５４％
（４２／７８）；７～１４岁者为７３％（５９／８１），即＜３岁者（婴
幼儿）ＭＰ阳性率为３２．８％（２０／６１），３～１４岁（学龄
前期和学龄期儿童）ＭＰ阳性率为６３．５％（１０１／１５９），
学龄前期和学龄期儿童的阳性率明显高于婴幼儿，差

异有统计学意义（χ２＝１６．８２７，Ｐ＜０．０１）。
在２０１０年１０月至２０１１年１１月观察期中，每月

均有ＭＰ检出，全年均可发病，阳性率最高为１０月
（７２％），最低的为 ６月（４３％），见表 １。春季（３～
５月）阳性率为６０％（３２／５３），夏季（６～８月）为５０％
（２１／４２），秋季（９～１１月）为５９％（３９／６６），冬季（１２～
２月）为４９％（２９／５９），四季间ＭＰ阳性率差异无统计学
意义（χ２＝２．２８，Ｐ＞０．０５）。

表１　不同月份ＭＰ的检出率

月份 检测数（例） 阳性数（例） 阳性率（％）

１ ３５ １８ ５１
２ １５ ７ ４７
３ １３ ９ ６９
４ ２３ １４ ６１
５ １７ ９ ５３
６ ７ ３ ４３
７ １５ ８ ５３
８ ２０ １０ ５０
９ １１ ７ ６４
１０ ２５ １８ ７２
１１ ３０ １４ ４７
１２ ９ ４ ４４
合计 ２２０ １２１ ５５．０

２．４　荧光定量ＰＣＲ检测结果及两种检测方法比较
在这２２０份标本中随机抽取的７５份进行了荧光

定量ＰＣＲ检测，其中阳性结果４４份，阳性率为５９％
（４４／７５）。这７５份标本用普通 ＰＣＲ检测发现３９份
呈阳性结果，阳性率为５２％（３９／７５）。两种方法阳性
检出率差异无统计学意义（χ２＝１．７８，Ｐ＞０．０５）。
２．５　ＲＦＬＰ检测结果

从每月阳性标本中随机抽取共６０份 ＰＣＲ产物
用ＨａｅⅡ和ＨａｅⅢ分别进行酶切反应，同时用标准
株Ｍ１２９的ＰＣＲ产物进行酶切对比，（图２～３）。这
６０份阳性标本的酶切模式与标准株 Ｍ１２９完全相
似，而且ＨａｅⅡ和 ＨａｅⅢ对各标本分型结果完全一
样，均表现出了Ｐ１Ⅰ型的结果，未发现有不同的型
别情况。

２．６　测序结果比对和核苷酸序列同源性分析
将选取的４份标本（ｍ１、ｍ２、ｍ３和 Ｍ１２９）的测

序结果递交ＧｅｎＢａｎｋ数据库进行ＢＬＡＳＴ搜索，结果
显示均属于 ＭＰＰ１Ⅰ型。３份临床标本与标准株
Ｍ１２９的基因序列之间同源性为９７．２４％ ～１００％，
其中 ｍ１和 ｍ２同源性最高，为 １００％，ｍ１、ｍ２和
Ｍ１２９的同源性达到９９．８３％和９９．７１％，ｍ３与其他
３株同源性稍低，但也都在９７％以上。将这４份标
本的测序结果与 ＧｅｎＢａｎｋ中登录的 Ｍ１２９Ｐ１标准
·９３·
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基因序列（ＧｅｎＢａｎｋ序列号：ＦＪ２１５６９６）比较，结果显
示这４份标本序列与参比序列的同源性高达９９％
以上。由此分析得出，随机抽取的３份临床标本与
标准株Ｍ１２９亲缘性很近，为同一型别，与 ＧｅｎＢａｎｋ
中Ｍ１２９Ｐ１标准基因序列比较更进一步证实了分
型的准确性。
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　　图２　ＨａｅⅡ酶切ＰＣＲ产物电泳图　图上方１～６为ＨａｅⅡ酶
切ＰＣＲ产物的酶切图谱：１～３为引物ＡＤＨ１／ＡＤＨ２扩增的ＰＣＲ产物，其

中１为标准株Ｍ１２９，２和３为阳性标本；４～６为引物ＡＤＨ３／ＡＤＨ４扩增

的ＰＣＲ产物，其中４为标准株Ｍ１２９，５和６为阳性标本；Ｍ为ＤＮＡ分子

量标准。
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　　图３　ＨａｅⅢ酶切ＰＣＲ产物电泳图　图上方１～６为ＨａｅⅢ
酶切ＰＣＲ产物的酶切图谱：１～３为引物ＡＤＨ１／ＡＤＨ２扩增的ＰＣＲ产

物，其中１为标准株 Ｍ１２９，２和３为阳性标本；４～６为引物 ＡＤＨ３／

ＡＤＨ４扩增的ＰＣＲ产物，其中４为标准株Ｍ１２９，５和６为阳性标本；Ｍ

为ＤＮＡ分子量标准。

３　讨论

目前国内外采用的 ＰＣＲ技术是检测 ＭＰ核酸，
与宿主免疫系统无关，具有特异性强、敏感性高、快

速简便的优点［１０］。据报道荧光定量 ＰＣＲ检测 ＭＰ

ＤＮＡ敏感度９４％，特异度１００％，对于病程早期及
难治性病例中检测肺泡灌洗液 ＭＰＤＮＡ准确性优
于单份血清 ＭＰ抗体检测［１０］。本研究采用了 ＰＣＲ
方法检测ＭＰＤＮＡ，同时随机抽取了部分标本进行
荧光定量 ＰＣＲ检测以验证结果的准确性。本研究
采用ＡＤＨ１／ＡＤＨ２和ＡＤＨ３／ＡＤＨ４两对特异引物扩
增ＭＰＰ１基因的保守区域，易于扩增，且适用于基
因分型研究。

本研究中，ＭＰ阳性率为５５．０％，明显高于国内
外报道［１１１２］的阳性率，可能原因有：第一，本研究对

象均来自于天津，天津地区的温度、湿度比较适宜

ＭＰ的繁殖，易造成 ＭＰ感染的流行。第二，本研究
采用了敏感性较高的 ＰＣＲ方法，减少假阴性出现。
第三，本研究对象是肺炎患儿的肺泡灌洗液，支气管

肺泡灌洗液对于病原学检测较以往的气管抽吸分泌

物和血清标本特异性敏感性均较高［１０］。张润书

等［１３］报道河北地区在难治性肺炎中检测肺泡灌洗

液ＭＰ阳性率达到７６．０６％。第四，标本来自儿童医
院住院肺炎患儿，阳性率可能比社区和其他综合性

医院的检测结果要高。

ＭＰ肺炎广义上讲是一种传染病，其发病有年代
与地区差异；同一年代和地区ＭＰ感染率又有年龄和
季节差异。韩国报道儿童ＭＰ流行高峰发生在秋季或
冬季，０～３岁组ＭＰ抗体滴度最低，４～６岁组和７岁
以上组滴度明显升高，无明显的性别差异［１４］。波兰

华沙连续２８年资料表明ＭＰ感染开始于每年第３季
度，高峰在第４季度，至次年第２季度最低，３～６岁是
发病第一高峰，最高峰年龄 １０～１６岁，占总数的
２５％，而发病率最低为０～６月龄组，仅０．８％，无明
显的性别差异［１５］。王素梅等［１６］对蚌埠市的儿童

ＭＰ感染情况也做了相应的研究，发现 ＭＰ感染以
春季发病率最高，冬季最低，学龄前期和学龄期儿童

ＭＰ感染占到６２．８７％，小于１岁的婴儿感染人数最
少（５．８２％），最小年龄为６个月，多发于女性。本
研究结果显示ＭＰ感染好发于学龄前期和学龄期儿
童，占总数的６３．５％，６个月内的患儿阳性率最低，
与以上文献［１４１６］报道相符；女性 ＭＰ检出阳性率
（６１．２％）高于男性（５０．０％），但两者差异无统计学
意义，说明ＭＰ感染无明显的性别差异［１４１５］；ＭＰ感
染春夏秋冬均发病，春季阳性率最高（６０％），冬季
最低（４９％），但四季间 ＭＰ阳性率差异无统计学意
义，说明四季中ＭＰ肺炎的阳性率均较高，有相应临
床症状的患儿均要考虑ＭＰ肺炎的可能性。
１９９０年Ｓｕ等［１７］应用 ＤＡＮ指纹图谱和 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ

印迹杂交技术首次描述了不同ＭＰ菌株之间的差异，根
·０４·
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据Ｐ１蛋白主要粘附基因的不同将 ＭＰ分成Ⅰ型和
Ⅱ型。１９９４年ＣｏｕｓｉｎＡｌｌｅｒｙ等［１８］采用ＰＣＲ限制性片
段长度多态性（ＰＣＲＲＦＬＰ）研究ＭＰ菌株，也证实了可
将ＭＰ临床分离株分为两型。随后，相继出现了关于
ＭＰ不同型别间相互交替流行的研究报道。Ｋｅｎｒｉ
等［１９］对日本神奈川县１９９５～２００５年分离的１２７株
分离株进行研究发现，在１９９５～２００１年所有分离株
均为 Ｐ１Ⅱ 型，２００２年出现了 ４０％的 Ｐ１Ⅰ 型，

２００３年Ｐ１Ⅰ型继续增加到很大部分，到２００４年和
２００５年就没有 Ｐ１Ⅱ 型的分离株，Ｐ１Ⅰ 型占主导
地位。Ｐｅｒｅｙｒｅ等［２０］和 Ｍａｒｔｉｎｅｚ等［２１］也分别对来自

法国和智利的菌株进行了分型，均发现Ｐ１Ⅰ型和Ｐ１Ⅱ
型之间存在交替流行的现象。这些研究均表明，ＭＰ
基因型别可以在Ｐ１Ⅰ型和Ｐ１Ⅱ型之间自然转变，这可
能与人群的免疫反应有关。值得一提的是，从以上研

究［２０２２］能否提出 ＭＰ基因型别间的转变与 ＭＰ的流
行周期性变化有关的假设还需要进一步研究证实。

目前国内对 ＭＰ基因分型方面的报道还较少，张立
等［２２］对浙江省３００例ＭＰ感染患儿标本做出分型研
究，显示浙江省ＭＰ感染以Ｐ１Ⅰ型为主，仅３例为Ｐ１
Ⅱ型。本研究对２０１０年１０月至２０１１年１１月来自天
津地区的ＭＰ肺炎患儿２２０株临床分离株中随机抽
取了６０份标本，通过ＨａｅⅡ和ＨａｅⅢ两对限制性内切
酶进行了酶切反应，结果显示这６０份阳性标本的酶
切图谱与标准株 Ｍ１２９的酶切图谱完全相似，即为
Ｐ１Ⅰ型。随后本研究又从中随机选取了３份临床标
本和标准株Ｍ１２９进行测序，结果进一步证明了基因
分型的准确性。说明在此研究期间来自天津地区的

这２２０例患儿ＭＰ感染以Ｐ１Ⅰ型为主。
ＭＰ感染不仅引起呼吸系统疾病还可累及多个

系统导致肺外器官损害，严重危害儿童健康，故掌握

ＭＰ感染的感染情况及流行病学特点对疾病预防和
临床治疗有着重要意义。
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