
·检验技术与方法·

快速液体培养法检测呼吸道标本中的肺炎支原体

袁应华１，刘　瑾
１，成　洁

１，朱　敏
１，孙奋勇１，罗　兰

２

（１．上海同济大学附属第十人民医院检验科，上海２０００７２；２．苏州大学，江苏苏州２１５００６）

　　摘　要：目的　探讨快速液体培养法检测肺炎支原体（ＭＰ）的临床应用价值，分析其假阳性的情况及原因。方法　对９３例呼

吸道标本进行 ＭＰ快速液体培养，培养液用荧光定量ＰＣＲ（ＦＱＰＣＲ）检测肺炎支原体核酸，同时测定血清中肺炎支原体抗体，进

行统计学分析。结果　在９３例检测标本中，肺炎支原体快速培养阳性１６例，检出率是１７．２％（１６／９３）；ＦＱＰＣＲ法阳性１０例，检

出率１０．７％（１０／９３）；血清学检测阳性２２例，检出率２３．６％（２２／９３）。３种方法检测结果无显著差异。结论　快速液体培养法干

扰因素多，影响其特异性；结果判断时结合显微镜检查，排除细菌或真菌等导致的假阳性，其特异性可达到与血清学及ＦＱＰＣＲ

法一致水平。
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　　肺炎支原体（ｍｙｃｏｐｌａｓｍａｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ，ＭＰ）是介于细菌和

病毒之间的一种微生物，为已知的最小独立生活的原核型微生

物。ＭＰ感染是社区获得性肺炎的重要病因，占社区获得性肺

炎的１５％～２０％，其人群发病率约为２‰，平时散在发病，流行

周期为３～５年
［１］。引起社区获得性肺炎的病原体的错误和延

迟诊断导致了抗菌药物不当使用，患者预后不好［２］。近年来关

于 ＭＰ感染的报道日益增多，大环内酯类抗菌素在使用过程中

出现了日趋严重的耐药性［３］。肺炎支原体引起的呼吸道感染

的临床诊断基本上依赖于临床症状，由于其病史和临床表现常

常缺乏特异性，因此病原学的诊断非常困难。肺炎支原体的各

种实验室检测手段不够特异、敏感、快速，因而临床价值有限。

培养分离病原体被认为是诊断感染的金标准，但分离培养肺炎

支原体难度大、耗时长，不适用于肺炎支原体的感染诊断。近

年来，ＭＰ快速液体培养已有商品试剂供应，但其临床应用价

值文献报道差别较大［４５］。本研究对９３例呼吸道感染咽拭子

或痰标本分别用 ＭＰ快速培养法、荧光定量ＰＣＲ及血清学法

方法进行 ＭＰ检测，并作比较，探讨快速液体培养法检测肺炎

支原体（ＭＰ）的临床意义，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　标本来源　所有标本均来自本院住院及门诊呼吸道感染

的患者，共计９３例，采集质量合格的咽拭子或痰标本。

１．２　仪器与试剂　肺炎支原体快速液体鉴定培养基（４８ｈ）为

珠海迪尔生物工程有限公司产品；肺炎支原体核酸定量检测试

剂盒由中山大学达安基因股份有限公司提供；ＰＥ５７００ＰＣＲ

扩增仪，为美国ＰＥ公司产品；肺炎支原体抗体检测试剂盒为

ＦＵＪＩＲＥＢＩＯＩＮＣ（富士瑞必欧株式会社）产品。

１．３　方法

１．３．１　ＭＰ快速液体培养法　按使用说明书进行操作，用无

菌咽拭子在被检测患者口腔喉部捻转数次采集标本或用无菌

棉签在被检测患者痰标本捻转数次采集标本，置培养基瓶内搅

动数次，挤压去除拭子，置于３７℃孵箱中培养４８ｈ后观察结

果，必要时延长至１周至４周。培养基颜色由原红色变成清亮

的淡黄色判为阳性，用接种环蘸取一快速液体培养阳性标本于

清洁玻片上，干燥后进行革兰染色，４０倍光学显微镜下观察，

未发现细菌或真菌者，判为培养显微镜法阳性，发现细菌和

（或）真菌者，判为阴性。培养基颜色不变或颜色为非清亮的黄

色判断为阴性。

１．３．２　ＰＣＲ荧光探针法　将快速液体培养标本１ｍＬ，１２０００

ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，去上清液，沉淀加灭菌生理盐水１ｍＬ混匀；

１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，去上清液，沉淀加入５０μＬＤＮＡ提

取液充分混匀，１００℃恒温处理（１０±１）ｍｉｎ；１２０００ｒ／ｍｉｎ离心

５ｍｉｎ，取上清液行ＰＣＲ扩增，反应体系及扩增条件严格按试

剂盒说明书进行操作。

１．３．３　肺炎支原体抗体检测　采用被动凝集法，按使用说明

书进行操作；本试剂采用 ＭＰ细胞膜成分（ｍａｃ株）致敏人工明

胶粒子与人血清中存在的肺炎支原体抗体发生凝集反应，其检

测抗体效价广，从１∶４０～１∶２０４８０，结果以大于或等于１∶

４０判断为阳性。

１．４　统计学处理　数据收集整理后，采用２×２表的χ
２ 检验，

用ＳＰＳＳ１３．０统计软件作统计学分析，犘＜０．０１表示两种检测

方法结果比较差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　快速液体培养法　９３例呼吸道标本进行 ＭＰ快速液体

培养，培养阳性为１６例，阳性率为１７．２％（１６／９３），结果见

表１。对快速液体培养法阳性的标本进行涂片，革兰染色后观

察，６９．２％（３６／５２）发现霉菌或细菌。

２．２　ＰＣＲ荧光探针法　９３例标本采用荧光定量ＰＣＲ（ＦＱ

ＰＣＲ）检测肺炎支原体核酸，１０例为阳性，阳性率１０．７％（１０／

９３），见表１。

２．３　ＭＰ血清学试验结果　检测９３例，其中阳性占２２例，阳

性率２３．６％（２２／９３），见表１。３种方法检测结果差异无统计

学意义。

２．４　统计学分析结果

２．４．１　３种方法检测比较　快速液体培养法分别与血清学试

验统计学分析（χ
２＝１．２，犘＞０．０１），两者差异无统计学意义；

与ＦＱＰＣＲ法检测结果进行比较（χ
２＝１．５，犘＞０．０１），两者之

间差异亦无统计学意义，见表１。

表１　　３种方法检测肺炎支原体的结果比较

快速液体培养法
血清学

阳性 阴性

ＦＱＰＣＲ法

阳性 阴性
合计

阳性 ４ １２ １ １５ １６

阴性 １８ ５９ ９ ６８ ７７

合计 ２２ ７１ １０ ８３ ９３

２．４．２　血清学测试与ＦＱＰＣＲ法检测结果比较，见表２。统
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计表明两者之间差异无统计学意义（χ
２＝５．５，犘＞０．０１）。

表２　　血清学方法与ＰＣＲ方法结果比较

血清学方法
ＦＱＰＣＲ法

阳性 阴性
合计

阳性 ５ １７ ２２

阴性 ５ ６６ ７１

合计 １０ ８３ ９３

３　讨　　论

肺炎支原体感染由于其临床症状不典型，很难确诊。传统

ＭＰ分离培养是诊断的“金标准”，但其难度大、耗时长（２～３

周）且敏感性一般，对标本运送及培养基的要求高，故未能普遍

应用［６］。检测肺炎支原体抗体方法比培养法更简单、更敏感。

但是由于ＩｇＭ抗体在发病５～７ｄ才产生，病程早期假阴性率

较高，不能达到及时诊断的目的。同时检测结果也受患者年

龄、免疫力等因素的影响。ＰＣＲ法具很高的特异性、敏感性，

但其要求操作技术高，仪器设备昂贵，不适合一般实验室开展。

本文数据显示，快速液体培养法、ＰＣＲ、血清学试验阳性率分别

为１７．２％、１０．７％和２３．６％，统计学处理分析表明这３种方法

检测结果都无明显差异，见表１。

检测 ＭＰ快速液体培养基中主要含支原体基础肉汤、马血

清、酵母提取液、培养基内加抑菌剂，可抑制细菌和真菌的生

长，快速液体培养法由于其操作简单、实验室条件要求不高、明

显缩短检测时间，可应用于临床［７］。本研究中，研究者对快速

液体培养法阳性的标本进行涂片，革兰染色后观察，６９．２％（３６／

５２）发现霉菌或细菌，假阳性率非常高。说明快速液体培养法液

体培养基中的抑菌剂没有有效抑制真菌和细菌，它们的生长使

得快速液体培养法出现假阳性［８９］。因此，快速液体培养法结

果判断时结合显微镜检查，可排除细菌或真菌等导致的假阳性，

与血清学检测、ＰＣＲ检测结果比较差异无统计学意义（犘＞

０．０１）。

综上所述，肺炎支原体液体快速培养基鉴定的方法，干扰

因素多，影响了其特异性。结果判断时若结合显微镜检查，以

排除细菌或真菌等导致的假阳性，该法的特异性可达到与血清

学及ＦＱＰＣＲ法一致水平，可以作为肺炎支原体呼吸道感染

性疾病实验诊断方法之一。
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·检验技术与方法·

用ｓｙｓｍｅｘＣＡ７０００血凝仪测量血浆Ｄ二聚体全量法与减量法的比较

徐正良，李德璇，刘光彩，沈　乾

（云南省第三人民医院／大理学院昆明附属医院检验科，云南昆明６５００３１）

　　摘　要：目的　为了给临床在深静脉血栓和肺栓塞的排出及ＤＩＣ的诊断和溶栓治疗监测方面有一个很好的评价指标，采用

血浆Ｄ二聚体定量测定具有简便、快捷、安全、无创伤性等优点，但是西部地区经济欠发达，试剂成本昂贵，而收费标准又较低，不

能普通应用。为了降低成本，服务于基层，特做此试验。方法　以ＣＬＳＩ颁布的ＥＰ９Ａ２文件《用患者样本进行方法比对及偏倚评

估》［１］为方案，在ｓｙｓｍｅｘＣＡ７０００血凝仪上对血浆Ｄ二聚体采用全量法和减量法进行检测，以评价二者有无显著差异。结果　

通过采用两种方法分析４０例患者样本的血浆Ｄ二聚体含量，采用线性回归分析结果，以全量法所测得结果为Ｘ，以减量法所测结

果为Ｙ。通过ＳＰＳＳ１７．０统计软件处理计算斜率（ｂ）、截距（ａ）和相关系数（狉），分别为ｂ＝０．９７７２，ａ＝０．０３２７，狉＝０．９９９６及配对狋

检验得狋０．０５双侧＝２．０２４，狋＝１．６４６，犘＞０．０５其结果差异无统计学意义。结论　血浆Ｄ二聚体全量法和减量法对于在仪器线性范

围内的测量结果从本实验来看是无显著性差异的，但是超出线性范围的测量是否有相关性还有待进一步的验证。
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　　 Ｄ二聚体是纤维蛋白单体经活化因子ＸＩＩＩ交联后，再经

纤溶酶水解所产生的一种特异性降解产物，是一个特异性的纤

溶过程标记物。Ｄ二聚体来源于纤溶酶溶解的交联纤维蛋白

凝块［２］。其含量增高表明体内有血栓形成及纤维系统的激活，

可以作为体内血栓前状态和血栓形成的分子标志物之一 。应

用定量检测血浆中Ｄ二聚体的含量具有简便、快捷、安全、无
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