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实时荧光定量ＰＣＲ检测肺炎支原体ＤＮＡ在小儿肺炎诊断中的应用价值
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　　摘　要：目的　探讨实时荧光定量聚合酶链反应（ＦＱＰＣＲ）检测肺炎支原体（ＭＰ）ＤＮＡ在小儿肺炎诊断中的应用价值。方法

　采用ＦＱＰＣＲ对该院７４２例儿科住院患儿的血清、痰液、胸腔积液、支气管灌洗液、肺泡灌洗液临床标本进行 ＭＰＤＮＡ的定量

检测。结果　７４２例患儿中 ＭＰＤＮＡ检测总阳性率为４０．３％（２９９／７４２）；男、女性患儿 ＭＰＤＮＡ阳性率的差异无统计学意义

（犘＞０．０５）；４～＜７岁、７～＜１０岁、１０～＜１３岁、１３～１６岁组，ＭＰＤＮＡ阳性率均高于０～＜４岁组（犘＜０．０５）；不同种类标本的

阳性率不同，由高到低依次为支气管灌洗液（９６．５％）、肺泡灌洗液（８３．７％）、痰液（７１．７％）、胸腔积液（３８．９％）、血清（６．１％）。结

论　４岁及４岁以上儿童易感染肺炎支原体，且随着年龄增长感染率逐渐增高；支气管灌洗液标本的 ＭＰＤＮＡ阳性率较高；ＦＱ

ＰＣＲ法检测 ＭＰＤＮＡ用于肺炎支原体感染的诊断有一定价值。
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　　肺炎支原体（ＭＰ）是引起小儿下呼吸道感染的重要病原体

之一［１］，主要见于儿童和青少年。ＭＰ感染发病率呈上升趋

势［２］。肺炎支原体感染占儿童社区获得性肺炎（ＣＡＰ）病原体

的４０％以上
［３］，除呼吸道表现外，其感染还可导致心肌炎、脑

炎、肾炎等多种肺外并发症以及肺坏死［４］，对儿童健康有较大

的危害。及时、准确的病原学诊断对临床诊断、治疗具有重要

意义。本研究采用实时荧光定量聚合酶链反应（ＦＱＰＣＲ）对

本院儿科７４２例肺炎患儿进行了 ＭＰＤＮＡ的检测，对不同性

别、年龄及标本类型的检测结果进行了比较分析，以探讨其在

小儿肺炎诊断中的价值。

１　资料与方法

１．１　一般资料　２００８年５月至２０１３年３月本院儿科收治的

７４２例肺炎患儿，其中男４４４例，女２９８例；入院年龄０～１６岁，

平均５．５岁；具体年龄分布为：０～＜４岁２５２例，４～＜７岁１８７

例，７～＜１０岁１６０例，１０～＜１３岁１１６例，１３～１６岁２７例；标

本类型分别为：血清３７８例，痰液９２例，胸腔积液７２例，支气

管灌洗液１１４例，肺泡灌洗液８６例。小儿肺炎诊断标准参照

《诸福棠实用儿科学（第７版）》
［５］中的相关诊断标准。

１．２　仪器与试剂　仪器为美国 ＡＢＩ７５００型全自动荧光定量

ＰＣＲ仪；试剂由中山大学达安基因股份有限公司提供。严格

按照仪器和试剂说明书进行操作。

１．３　方法

１．３．１　标本收集与处理　血清标本：以４０００ｒ／ｍｉｎ离心５

ｍｉｎ，分离血清；吸取血清１００μＬ置于０．５ｍＬ无菌的ＥＰ管

内，向血清中加入等量ＤＮＡ提取液，振荡混匀，１００℃恒温处

理１０ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，上清液用于ＤＮＡ扩增。

痰液标本：加入４倍体积的生理盐水，用１ｍＬ的枪头反复吹

打混匀后置于４℃冰箱过夜，使痰液充分液化；将液化后的痰

液以１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清液，向沉淀中加入５０μＬ

ＤＮＡ提取液，振荡混匀，１００℃恒温处理１０ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ

离心５ｍｉｎ，上清液用于 ＤＮＡ扩增。肺泡灌洗液：１２０００ｒ／

ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清液，向沉淀中加入５０μＬＤＮＡ提取液，
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振荡混匀，１００℃恒温处理１０ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，上

清液用于ＤＮＡ扩增。支气管灌洗液、胸腔积液的处理方法同

肺泡灌洗液。

１．３．２　ＤＮＡ的扩增　将样品（标本和质控品）上清液２μＬ或

阳性定量参考品２μＬ加入 ＤＮＡ扩增反应管中，以８０００ｒ／

ｍｉｎ离心数秒，转入仪器样品槽中进行扩增；扩增参数：９３℃

１２０ｓ预变性，然后按９３℃４５ｓ→５５℃６０ｓ先进行１０个循

环，不读取荧光计数，作为荧光本底信号，最后按９３℃３０ｓ→

５５℃４５ｓ进行３０个循环，５５℃时采集荧光。

１．４　结果判断　荧光定量ＰＣＲ的结果以犆狋值显示。根据阳

性定量参考品所得数据进行分析并调节基线，确定起始值和阈

值，使标准曲线图达到最佳，线性相关系数狉＞０．９７。结果判

定：如果增长曲线不呈Ｓ型或犆狋值为３０，则判样品的 ＭＰ

ＤＮＡ水平小于检测极限，结果为阴性；如果增长曲线呈Ｓ型且

犆狋值小于３０，结果为阳性。

１．５　统计学处理　所有数据用ＳＰＳＳ１６．０软件分析，计数资

料以率表示，组间阳性率的比较采用χ
２ 检验，犘＜０．０５为差异

有统计学意义。

２　结　　果

２．１　不同性别患儿 ＭＰ感染情况分析　７４２例肺炎患儿 ＭＰ

ＤＮＡ总阳性率为４０．３％（２９９／７４２）。其中，男性阳性率为

４０．１％（１７８／４４４），女性阳性率为４０．６％（１２１／２９８）。男、女患

儿阳性率的比较，差异无统计学意义（χ
２＝０．８８９，犘＞０．０５）。

２．２　不同年龄患儿 ＭＰ感染阳性率情况分析　各年龄患儿组

均可检出 ＭＰＤＮＡ，１３岁以下各年龄组 ＭＰＤＮＡ阳性率随年

龄增长而逐渐增高，１３～１６岁年龄组 ＭＰＤＮＡ阳性率随年龄

增加略有下降。０～＜４岁、４～＜７岁、７～＜１０岁、１０～＜１３

岁、１３～１６岁组 ＭＰＤＮＡ 阳性率分别为１６．７％、５１．３％、

５１．９％、５６．９％、４４．４％。大于或等于４岁的各年龄组阳性率

均与０～＜４岁组进行比较，差异均有统计学意义（犘＜０．０１），

见表１。

表１　　不同年龄患儿 ＭＰ感染阳性率的比较

年龄（岁） 狀 阳性［狀（％）］

０～＜４ ２５２ ４２（１６．７）

４～＜７ １８７ ９６（５１．３）

７～＜１０ １６０ ８３（５１．９）

１０～＜１３ １１６ ６６（５６．９）

１３～１６ ２７ １２（４４．４）

　　：犘＜０．０１，与０～＜４岁比较。

表２　　不同种类标本中 ＭＰ检测阳性率

标本类型 狀 阳性［狀（％）］ ＭＰＤＮＡ检测值（ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ）

血清 ３７８ ２３（６．１） ８．６６×１０３

胸腔积液 ７２ ２８（３８．９） １．１８×１０６

痰液 ９２ ６６（７１．７） ２．６５×１０９

支气管灌洗液１１４ １１０（９６．５） ９．６４×１０９

肺泡灌洗液 ８６ ７２（８３．７） ２．４２×１０９

　　：犘＜０．０１，与血清比较。

２．３　不同标本类型 ＭＰＤＮＡ阳性率比较　血清标本阳性率

最低，支气管灌洗液标本阳性率最高。将不同类型标本阳性率

分别与血清标本 ＭＰＤＮＡ阳性率进行比较分析，差异均有统

计学意义（犘＜０．０１），见表２。

３　讨　　论

ＭＰ是介于细菌与病毒之间的一类缺乏细胞壁并且能够

独立生活的原核细胞型微生物，ＭＰ基因组为双股环状ＤＮＡ，

序列全长８１６３９４ｂｐ，相对分子质量５１１×１０
８，是原核细胞中

最小的。ＭＰ是原发性非典型肺炎和急性呼吸道感染的重要

病原体，常见于儿童和青少年呼吸道感染。每隔３～５年流行

一次，常在军营和中、小学生中流行［６］。

本研究结果显示，本院 ＭＰ感染总阳性率达４０．３％，其

中，男性感染率为４０．１％，女性感染率为４０．６％，男性与女性

感染率差异无统计学意义（犘＞０．０５），提示 ＭＰ是儿科住院患

儿感染的重要病原体，男、女感染机会均等，与其他报道一

致［７８］。ＭＰ感染在０～１６岁各年龄组均可发生。１３岁以下各

年龄组 ＭＰＤＮＡ的阳性率随年龄增长而逐渐增高，１３～１６岁

组 ＭＰＤＮＡ阳性率随年龄增长略有下降。≥４岁的各年龄组

的 ＭＰＤＮＡ阳性率均高于０～＜４岁组。≥４岁儿童是 ＭＰ

感染的主要人群，可能与幼儿园和学龄儿童的免疫力较弱、集

体活动增加有关，与文献［９］的报道一致。１３～１６岁组 ＭＰ

ＤＮＡ阳性率随年龄增加略有下降，可能与进入青春期及成人

期后机体的免疫功能已经相对健全，或既往感染过 ＭＰ，其再

次发生 ＭＰ感染的机会明显下降有关
［１０］。

本研究采用ＦＱＰＣＲ对不同类型标本中的 ＭＰＤＮＡ进行

定量检测，阳性率由高到低依次为支气管灌洗液（９６．５％）、肺

泡灌洗液（８３．７％）、痰液（７１．７％）、胸腔积液（３８．９％）、血清

（６．１％）。血清中亦可检出 ＭＰＤＮＡ，提示有部分肺炎支原体

侵入血液中，引起支原体血症，与钟天鹰等［１１］的报道一致。其

他类型标本阳性率均高于血清且差异有统计学意义（犘＜

０．０１），提示 ＭＰ主要在呼吸道感染患儿的呼吸系统部位增殖。

支气管肺泡灌洗液阳性率最高，可能与支气管肺泡灌洗液直接

取自病灶处支气管肺泡内有关。痰液标本相对于支气管肺泡

灌洗液更易获得，但是儿童 ＭＰ感染早期干咳分泌物少，且儿

童配合度不好，不易取到合适的痰液标本。此外，健康人群也

可能携带 ＭＰ
［１２１３］而导致上气道标本ＰＣＲ检测结果易出现假

阳性，而难治性肺炎支原体肺炎患儿往往因为呼吸衰竭或者肺

不张需行气管插管或纤维支气管镜灌洗，便于获取支气管肺泡

灌洗液标本。因此，支气管肺泡灌洗液作为ＰＣＲ检测的标本

有重要临床意义。

目前，国内外采用的 ＭＰ感染诊断方法主要包括分离培

养、血清学抗体检测和ＰＣＲ检测法。传统的肺炎支原体分离

培养烦琐、费时、培养阳性率低，不利于肺炎支原体感染的早期

快速诊断［１４］；ＭＰＩｇＭ抗体是机体最早出现的特异性抗体，于

发病后１周左右可被检出，但是易受患儿年龄、病程、免疫功能

状态等因素的影响而存在一定的局限性［１５］。ＰＣＲ法直接检测

患儿肺炎支原体核酸水平，具有高敏感性和高特异性、检测快

速（２～３ｈ）、不存在交叉反应
［１６］等特点，是现症感染指标；另

外，ＦＱＰＣＲ的检测值越大越支持 ＭＰ感染诊断
［１７］。因此，

ＦＱＰＣＲ检测 ＭＰＤＮＡ可作为早期肺炎支原体感染的诊断

方法。

ＭＰ感染的临床表现常无特异性，可累及多个脏器，引起

严重的肺外并发症。肺外并发症使得临床症状复杂化，尤其当
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肺外并发症为首发症状时，易造成误诊。因此，早期诊断相当

重要，及时进行 ＭＰＤＮＡ的检测，对于小儿肺炎的诊断、治疗

和避免滥用抗菌药物都具有重要意义［６］。

综上所述，ＦＱＰＣＲ检测 ＭＰＤＮＡ对小儿肺炎的早期诊

断和鉴别诊断及疗效观察均有一定的价值。根据患儿临床症

状、发病阶段，选择适当的标本类型，采用ＰＣＲ技术进行 ＭＰ

ＤＮＡ的检测，可以更好地为临床提供诊断治疗依据。
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力下降，携氧能力下降，致组织缺氧又使红细胞代偿性增生，造

成全血黏度增高［１１］。由于物质代谢紊乱，血浆中脂质成分增

高及纤维蛋白升高，表面负电荷减少，聚集黏附机会增加，使血

浆黏度升高［１２］。本组资料结果分析还显示，血流变指标变化

最明显的是在ＧＨｂＡ１ｃ控制一般的人群，控制良好的与健康

对照相当或稍高，例如当ＧＨｂＡ１ｃ≥８．０％时，全血高切、中切

黏度有下降趋势，但仍处比较高的黏度范围，可能原因有高血

糖患者并发酸中毒和代谢紊乱，医源性等因素造成 ＨＣＴ下

降，如输液、贫血等，导致全血黏度下降。

综上所述，２型糖尿病患者存在明显的血液流变学异常，

大多数糖尿病的并发症均是由高黏血症的基础上发展而来。

控制血糖水平可有效降低和预防眼、肾等器官的并发症发生，

但单纯控制血糖水平，无法有效地降低血黏度，也不能有效的

大幅度的降低心脑血管疾病等并发症的发生。笔者认为定期

检测糖尿病患者血液流变学指标，对并发高黏血症者给予早期

干预，对糖尿病患者的治疗及预防并发症的发生有重要意义。
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