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分离培养和血清学试验诊断肺炎支原体早期感染的

应用及评价

潘庆军１，朱学芝２（１．广东医学院附属医院，广东湛江　５２４０２３；２．广东粤海饲料集团有限公司，

广东湛江　５２４０１７）

　　【摘要】　目的　应用并评价肺炎支原体（ＭＰ）快速培养法、被动凝集法检测总抗体和酶联免疫吸附试验

（ＥＬＩＳＡ）检测免疫球蛋白 Ｍ（ＩｇＭ）抗体在 ＭＰ感染早期诊断中的价值。方法　应用 ＭＰ快速培养法对该院２００９

年１０月至２０１０年４月２６０例急性下呼吸道感染住院惠者的咽拭子标本进行培养，同时用被动凝集法检测患者血

清中 ＭＰ的总抗体和ＥＬＩＳＡ检测 ＭＰ的ＩｇＭ抗体。结果　２６０例急性下呼吸道感染患者咽拭子 ＭＰ快速签定培

养法培养阳性５８例，阳性率２２．３％。被动凝集法检测总抗体阳性８３例，阳性率３１．９％。ＥＬＩＳＡ检测ＩｇＭ抗体阳

性６７例，阳性率２５．８％。结论　ＭＰＩｇＭ抗体检测试剂因其方便，快捷，可作为优先检测试验。
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　　肺炎支原体（ＭＰ）可引起间质性肺炎和急性支气管炎，其

发病率占肺炎发病率的１５％～２０％，占非细菌性肺炎的３０％

以上［１２］。ＭＰ对罗红霉素和环丙沙星等敏感，但对治疗肺炎

的常规药物耐受，为避免滥用抗菌药物，准确快速的早期诊断

在临床上尤为重要。ＭＰ的诊断方法主要依靠分离培养和血

清学试验。标本可采集可疑患者的痰或咽试子，接种于含血清

或酵母浸膏的液体培养基或含琼脂的固体培养基。液体培养

基通常在接种１～２ｄ后观察培养基是否变色（ＭＰ生长代谢产

生酸，根据不同的酸碱指示剂变色不同）判断 ＭＰ的生长与否。

固体培养基通常需要３～７ｄ后观察有无直径３０～１００μｍ的

典型的“荷包蛋”样菌落。血清学试验主要通过 ＭＰ特异性抗

原检测患者血清中的特异抗体，在感染早期通常产生免疫球蛋

白 Ｍ（ＩｇＭ）抗体，随着机体对 ＭＰ的免疫反应逐渐产生免疫球

蛋白Ｇ（ＩｇＧ）抗体。临床上常用检测ＩｇＭ 特异抗体和总抗体

来判断ＭＰ感染。本文应用ＭＰ快速签定培养法对急性下呼吸

道感染住院患者的咽拭子标本进行 ＭＰ培养，同时用被动凝集

法检测患者血清中 ＭＰ的总抗体和酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）

检测 ＭＰ的ＩｇＭ抗体，现对３种方法的分析评价报道如下。

１　材料与方法

１．１　标本来源　选择２００９年１０月至２０１０年４月在本院就

诊的２６０例门诊患者。患者均有下呼吸道感染的明显症状，高

热、咳嗽咳痰，有的伴有喘息。

１．２　试剂　被动凝集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，ＭＰ快速培养试剂和 ＭＰＩｇＭ 抗体

检测试剂盒（ＥＬＩＳＡ）购自广州博特生物科技有限公司。

１．３　标本采集和测定方法　ＭＰ快速培养法：用棉拭子吸附

生理盐水，在喉深部（最好是扁桃体发炎部）捻转数次，ＭＰ对

细胞表面有很强的亲和力，尽可能收集到更多的标本。取１支

分装的冻干培养基，加１．５ｍＬ超纯水复溶，完全溶解后，把被

检测的棉拭子置于瓶内，并要搅动棉拭子数次，剔出瓶外部分，

盖上瓶塞置３７℃温箱培养２４ｈ等待结果。

　　采集静脉血标本，空腹抽取静脉血３ｍＬ，于２０００ｒ／ｍｉｎ
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离心６ｍｉｎ，取血清检测。被动凝集法：严格按说明书进行操

作，吸取血清后按要求加入血清稀释液和明胶颗粒，室温静置

３ｈ，设阴阳对照，滴度大于１∶８０为阳性。ＭＰＩｇＭ 抗体检测

采用 ＭＰＩｇＭ抗体检测试剂盒，严格按说明书进行操作。

　　以上３种检测方法均严格按试剂盒要求执行。所有检测

试剂均在有效期内使用。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１６．０软件进行数据处理，计数

资料采用χ
２ 检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　３种检测方法的阴阳性结果　被动凝集法检测 ＭＰ总抗

体阳性率最高（３１．９％），高于 ＭＰ快速培养试剂和 ＭＰＩｇＭ 抗

体检测试剂的阳性率，而后两者阳性率相差不大（分别为

２２．３％和２５．８％），见表１。

表１　３种检测方法的检测结果［狀（％）］

方法 阳性 阴性

ＭＰ快速培养试剂 ５８（２２．３） ２１２（７７．３）

ＭＰＩｇＭ抗体检测试剂 ６７（２５．８） １９３（７４．２）

被动凝集法检测 ＭＰ总抗体 ８３（３１．９） １７７（６８．１）

２．２　３种方法检测结果的符合例数　被动凝集法检测 ＭＰ总

抗体与其他２种检测试剂的阳性不符合例数最多（３０例），其

次为 ＭＰＩｇＭ抗体检测试剂（１４例）；ＭＰ快速培养试剂与其他

２种检测试剂的不符合例数最多（４４例），其次为 ＭＰＩｇＭ抗体

检测试剂。见表２。

表２　３种检测方法的阴阳性符合和不符合（狀）

方法 阳性符合 阳性不符合 阴性符合 阴性不符合

ＭＰ快速培养试剂 ５３ ５ １６８ ４４

ＭＰＩｇＭ抗体检测试剂 ５３ １４ １６８ ２５

被动凝集法检测 ＭＰ总抗体 ５３ ３０ １６８ ９

２．３　３种检测方法的灵敏度和特异性　ＭＰ快速培养试剂和

ＩｇＭ抗体检测试剂的灵敏度和特异性差异无统计学意义（犘＞

０．０５），两者特异性均显著高于被动凝集检测总抗体法（犘＜

０．０５），但两者灵敏度则显著低于被动凝集检测总抗体法（犘＜

０．０５）。见表３。

表３　３种检测方法的灵敏度和特异性［％（狀／狀）］

方法 灵敏度 特异性

ＭＰ快速培养试剂 ５４．６（５３／９７） ９７．１（１６８／１７３）

ＭＰＩｇＭ抗体检测试剂 ６７．９（５３／７８） ９２．３（１６８／１８２）

被动凝集法检测 ＭＰ总抗体 ８５．５（５３／６２） ８４．８（１６８／１９８）

３　讨　　论

分离培养是确诊支原体感染的可靠方法，传统培养方法通

常需要长时间培养，患者和临床不易接受。目前，商品化改良

型 ＭＰ快速培养法，利用培养基中快速生长因子而进行的增殖

分解糖类，在２４ｈ内产生氢离子使培养基中的ｐＨ下降，可以

观察培养基中酚红等指示剂，由最初的红色转变为黄色来判断

ＭＰ的生长，而标本中其他的支原体和细菌则被培养基中的青

霉素和醋酸铊所抑制。这不仅提高了该方法的特异性，且对

ＭＰ的早期感染诊断有着重要的诊断价值。ＭＰ快速培养法是

一种简便、快速的检测方法，便于推广，特别是在基层医疗机

构。分子生物学，如实时荧光ＰＣＲ方法检测最为快速，但其过

于敏感，容易受污染，另外设备昂贵，特别是基层医疗单位不易

普及［３］。免疫学检测 ＭＰ感染后的特异性抗体，特别是ＩｇＭ

抗体广受临床欢迎，ＭＰ感染后发病早期患者血清中产生的抗

体主要是ＩｇＭ 抗体，感染后约１０～３０ｄ达高峰，１２～２６周可

消失［４］。因此用免疫学方法，如ＥＬＩＳＡ实际检测 ＭＰ特异性

ＩｇＭ抗体可用于 ＭＰ感染的早期检测。ＥＬＩＳＡ间接法用于检

测患者急性期和恢复期血清中特异性ＩｇＭ、ＩｇＧ抗体，即其敏

感度与标本采集期有关，感染初期阳性率３９％，疾病后期可达

７６％，溶血、混浊和脂血标本会干扰该试验
［５７］。当怀疑感染

时，即使试验为阴性也要隔一段时间进行重新检测。被动凝集

法采用 ＭＰ细胞膜主要抗原成分致敏人工明胶粒子制造而成，

致敏粒子与血清中存在的 ＭＰ的全部抗体（包括ＩｇＭ、ＩｇＧ和

ＩｇＡ等）发生凝集反应，其检测抗体滴度广，该法用明胶颗粒作

载体，从而消除了许多非特异性反应［８］。需要注意的是，发病

的早期极低含量的抗体不能被检测出是可能的。当怀疑感染

时，即使试验为阴性也要隔一段时间进行重新检测［９］。而且阳

性结果并不能判断 ＭＰ感染，需多次检测，根据其滴度变化进

行判断。

ＭＰ快速培养试剂和ＩｇＭ 抗体检测试剂可判定 ＭＰ近期

感染，而被动凝集检测总抗体法阳性则需要排除非ＩｇＭ 抗体，

才可判定 ＭＰ感染。同时，ＭＰ的ＩｇＭ抗体检测试剂需要检测

时间短（１．５ｈ），而 ＭＰ快速培养试剂则需要２４ｈ判断结果，在

两者灵敏度和特异性无显著区别的前提下，ＭＰＩｇＭ抗体检测

试剂因其方便、快捷，可作为优先检测试验。同时，需要注意的

是，在判断 ＭＰ感染时，培养法因受标本采集，试剂质量等因素

影响，容易导致漏检。被动凝集法因检测的是总抗体，在判断

ＭＰ感染时易出现假阳性。ＥＬＩＳＡ检测 ＭＰ的ＩｇＭ抗体，易受

ＭＰ抗原的特异性影响，也可能影响 ＭＰ感染的判断
［７，１０］。不管

哪种检测方法，均应结合患者临床症状加以分析和诊断。临床

上选择具有国家食品药品监督管理局认证资质，并获行业高度

认可的体外诊断试剂产品，才可保证监测结果的准确可靠。
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表２　Ｇ６ＰＤ基因突变检测结果表［狀（％）］

突变类型 ｃ．１３８８Ｇ＞Ａ ｃ．１３７６Ｇ＞Ｔ ｃ．９５Ａ＞Ｇ ｃ．１０２４Ｃ＞Ｔ ｃ．８７１Ｇ＞Ａ ｃ．１００４Ｃ＞Ｔ ｃ．３９２Ｇ＞Ｔ ｃ．４４２Ｇ＞Ａ

男 ２（１．０） １（０．５）　 － － １（０．５） － － －

女 ６（３．０） ４（２．０） ２（１．０） １（０．５） － １（０．５） － １（０．５）

　　注：各有１例为Ｇ６ＰＤ酶活性检测正常；为Ｇ６ＰＤ酶活性重度缺乏个体，基因型为ｃ．１３７６Ｇ＞Ｔ／ｃ．４４２Ｇ＞Ａ双重杂合；－表示无数据。

３　讨　　论

Ｇ６ＰＤ缺乏症是Ｘ连锁不完全显性遗传病，Ｇ６ＰＤ基因定

位于Ｘ染色体上，男性为半合子，基因突变携带者即为患者，

表现为Ｇ６ＰＤ酶重度缺乏，通过酶活性检测可很容易查出。本

研究２００例男性人群的检测结果显示，４例重度缺乏个体经基

因检测予以证实；其他个体均为酶活性正常，可排除Ｇ６ＰＤ基

因突变而无须进行基因检测。由此进一步说明，针对男性人

群，将表型筛查Ｇ６ＰＤ酶活性缺乏个体进行基因检测确诊的流

程切实可行。

Ｇ６ＰＤ基因突变携带者女性多为杂合子，存在明显的临床

表现异质性，多表现为中度缺乏，但少数表现为酶活性正常，因

此目前常用的基于Ｇ６ＰＤ酶活性检测的表型筛查方法有一定

的漏检率。有报道指出，用于检测Ｇ６ＰＤ缺陷的各种检验方法

的杂合子检出率小于７０％，即使是目前国内较先进的Ｇ６ＰＤ／

６ＰＧＤ比值法，也只能检出７６．９％
［５］。本研究的２００例女性人

群的检测结果显示，有２例为Ｇ６ＰＤ酶活性正常但为Ｇ６ＰＤ基

因突变携带者；１４例Ｇ６ＰＤ酶中度缺乏的个体中，１１例经基因

检测予以证实，其余３例，可能为其他罕见Ｇ６ＰＤ基因突变、基

因表达调控或其他疾病因素等所导致，具体原因还有待以后的

研究进一步探索。此结果说明，针对女性人群，基于Ｇ６ＰＤ酶

活性的表型筛查有明显的漏检率，基因检测可大大提高诊断准

确性与可靠性。

本研究的结果初步显示本地区 Ｇ６ＰＤ基因突变类型以

ｃ．１３８８Ｇ＞Ａ、ｃ．１３７６Ｇ＞Ｔ和ｃ．９５Ａ＞Ｇ三种类型为主，与相

关报道相符。总的来看，本地区Ｇ６ＰＤ基因突变人群携带率为

４．５％，低于广东省 Ｇ６ＰＤ缺乏症发生率５％～６％
［６］；且检出

了其他少见突变类型，可能是由于深圳是一个移民城市，居民

来自全国不同地方，降低了人群携带率，但也导致基因突变谱

相对复杂。

总之，虽然本研究的标本量不大，尚不能完全说明本地区

Ｇ６ＰＤ缺乏症的具体情况，但研究结果足以提示本地区Ｇ６ＰＤ

基因突变谱的复杂性，也充分说明基因检测在Ｇ６ＰＤ缺乏症诊

断中的重要性与必要性。研发简单实用、结果准确可靠的基因

检测方法，结合当前常规使用的表型筛查方法，准确诊断

Ｇ６ＰＤ缺乏症，以期实现预防患者发病、有效防止和处理新生

儿黄疸的目的。
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