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  摘 要:目的 探讨血清乳酸脱氢酶(LDH)水平联合高通量测序对重症肺炎支原体肺炎(SMPP)患儿的

预测价值。方法 回顾性分析2023年10月至2024年3月在华中科技大学协和深圳医院就诊的99例肺炎支

原体肺炎(MPP)患儿的临床资料。根据病情严重程度,将患儿分为轻症组(33例)和重症组(66例)。采用

Spearman相关进行相关性分析,Logistic回归分析SMPP的影响因素,受试者工作特征(ROC)曲线评估LDH
预测SMPP的价值。结果 重症组LDH水平高于轻症组(P<0.05),高通量测序结果显示,重症组中检出的

毒力阳性和耐药基因A2063G位点突变占比高于轻症组(P<0.05)。多因素Logistic回归分析结果显示,LDH
水平和耐药基因A2063G位点突变均与SMPP有关(P<0.05)。ROC曲线分析表明,LDH联合高通量测序检

测耐药基因A2063G位点突变预测SMPP有较高价值,曲线下面积为0.724。结论 血清LDH联合高通量测

序检测耐药基因A2063G位点突变可作为预测SMPP的有效指标。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

predictive
 

value
 

of
 

serum
 

lactate
 

dehydrogenase
 

(LDH)
 

level
 

com-
bined

 

with
 

high-throughput
 

sequencing
 

in
 

children
 

with
 

severe
 

Mycoplasma
 

pneumoniae
 

pneumonia
 

(SMPP).
Methods The

 

clinical
 

data
 

of
 

99
 

children
 

with
 

Mycoplasma
 

pneumoniae
 

pneumonia
 

(MPP)
 

admitted
 

to
 

Hua-
zhong

 

University
 

of
 

Science
 

and
 

Technology
 

Union
 

Hospital
 

from
 

October
 

2023
 

to
 

March
 

2024
 

were
 

retro-
spectively

 

analyzed.According
 

to
 

the
 

severity
 

of
 

the
 

disease,the
 

children
 

were
 

divided
 

into
 

mild
 

group
 

(33
 

ca-
ses)

 

and
 

severe
 

group
 

(66
 

cases).Spearman
 

correlation
 

analysis
 

was
 

used
 

for
 

correlation
 

analysis,Logistic
 

re-
gression

 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

influencing
 

factors
 

of
 

SMPP,and
 

the
 

receiver
 

operating
 

characteristic
 

(ROC)
 

curve
 

was
 

used
 

to
 

evaluate
 

the
 

value
 

of
 

LDH
 

in
 

predicting
 

SMPP.Results The
 

level
 

of
 

LDH
 

in
 

the
 

severe
 

group
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

mild
 

group
 

(P<0.05).The
 

results
 

of
 

high-throughput
 

sequencing
 

showed
 

that
 

the
 

proportions
 

of
 

virulence
 

positive
 

and
 

drug
 

resistance
 

gene
 

A2063G
 

mutation
 

in
 

the
 

severe
 

group
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

mild
 

group
 

(P<0.05).Multivariate
 

Logistic
 

regression
 

analysis
 

showed
 

that
 

LDH
 

level
 

and
 

drug
 

resistance
 

gene
 

A2063G
 

mutation
 

were
 

related
 

to
 

the
 

SMPP
 

(P<0.05).ROC
 

curve
 

analysis
 

showed
 

that
 

LDH
 

combined
 

with
 

high-throughput
 

sequencing
 

detection
 

of
 

drug
 

resistance
 

gene
 

A2063G
 

muta-
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tion
 

had
 

a
 

high
 

value
 

in
 

predicting
 

SMPP,and
 

the
 

area
 

under
 

the
 

curve
 

was
 

0.724.Conclusion Serum
 

LDH
 

combined
 

with
 

high-throughput
 

sequencing
 

detection
 

of
 

drug
 

resistance
 

gene
 

A2063G
 

mutation
 

can
 

be
 

used
 

as
 

an
 

effective
 

indicator
 

to
 

predict
 

SMPP.
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  肺炎支原体(MP)作为常见的导致儿童呼吸系统

疾病的病原菌之一,其引起的社区获得性肺炎(CAP)
在儿童中的发病率占10%~40%。虽然肺炎支原体

肺炎(MPP)通常是一种自限性疾病,病情较轻,但因

未及时治疗致使的重症肺炎支原体肺炎(SMPP)会导

致患儿多器官损伤甚至死亡[1-2]。
由于缺乏细胞壁,MP对大部分抗菌药物表现出

不敏感性。大环内酯类、四环素类、喹诺酮类药物在

体外对 MP具有显著的抗菌效果。临床研究已经证

明,早期使用大环内酯类药物能够有效缩短 MPP症

状的持续时间[3]。自2000年日本科学家首次在儿童

中发现耐大环内酯类的肺炎支原体(MRMP)菌株以

来,耐 药 菌 株 的 比 例 逐 年 上 升[4]。普 遍 认 为,
23SrRNA

 

V区的2063及2064位点突变与大环内酯

类药物的耐药性相关,但目前临床上仍缺乏针对 MP
耐药基因的检测方法[5-6]。高通量测序技术因其在鉴

定广谱病原体、预测毒力和抗菌药物耐药性,以及快

速提供检测报告等方面的优势,在传染病诊断中越来

越受到重视。研究表明,与传统培养相比,高通量测

序技术能够明显提高下呼吸道标本,如支气管肺泡灌

洗液(BALF)中 的 阳 性 检 出 率,特 别 是 耐 药 基 因

A2063G位点突变的检出率[7-8]。
乳酸脱氢酶(LDH)是一种广泛存在于多种组织

和细胞中的重要酶,在身体的代谢过程中发挥着关键

作用。该酶主要参与乳酸的代谢,通过催化作用将乳

酸转化为丙酮酸,从而有效生成能量。在健康状态

下,LDH通常维持在较低水平。然而,当出现炎症、
细胞损伤等异常情况时,LDH会释放到体液中,导致

其水平明显升高[9]。因此,本研究旨在探讨结合儿童

血清中LDH 水平和高通量测序技术检测耐药基因

A2063G位点突变的方法,以期为临床上早期预测

SMPP提供新的策略。
1 资料与方法

1.1 一般资料 本研究为单中心回顾性观察研究,
选取2023年10月至2024年3月在华中科技大学协

和深圳医院接受无痛电子支气管镜检查并被诊断为

MPP的99例患儿的临床资料进行分析。根据病情

严重程度将患儿分为轻症组(33例)和重症组(66
例)。MPP诊断符合相关标准[10],当满足以下任一情

况时即可诊断为SMPP:(1)持续高热(39
 

℃以上)≥
 

5
 

d或发热≥7
 

d,体温高峰无下降趋势;(2)出现喘

息、气促、呼吸困难、胸痛、咯血等症状(任意一项);
(3)出现肺外并发症,但未达到危重症标准;(4)静息

状态下,吸空气时静脉氧饱和度≤
 

0.93;(5)影像学表

现以下情况之一者,①单个肺叶≥2/3受累,存在均匀

一致高密度实变或2个及以上肺叶出现高密度实变

(无论受累面积大小),可伴有中到大量胸腔积液,也
可伴有局限性细支气管炎表现。②单肺弥漫性或双

侧≥4/5肺叶有细支气管炎表现,可合并支气管炎,并
有黏液栓形成导致肺不张;(6)临床症状进行性加重,
影像学显示病变范围在24~48

 

h进展超过50%;(7)
 

C反应蛋白、LDH、D二聚体水平明显升高(任意一

项)。本研究经医院伦理委员会审批批准,所有患儿

家属对本研究知情并签署知情同意书。
1.2 纳入标准与排除标准 纳入标准:(1)年龄0~
12岁;(2)儿童BALF高通量测序结果检测出 MP;
(3)

 

儿童 MPP免疫球蛋白 M(IgM)滴度>1∶160或

者 MP-DNA定量阳性;(4)临床资料完整。排除标

准:(1)合并其他严重感染性疾病;(2)合并血液疾病、
恶性肿瘤;(3)合并系统性红斑狼疮等严重免疫性疾

病;(4)合并慢性肺部基础疾病;(5)入院前2周有服

用糖皮质激素、支气管扩张剂或白三烯受体拮抗剂;
(6)治疗期间接受机械通气。
1.3 方法

1.3.1 资料收集 (1)一般临床资料:通过医院的病

历管理系统,收集了99例患儿的一般资料、影像学资

料和治疗情况等。(2)实验室检查:白细胞计数、C反

应蛋白、LDH、高通量测序、肝功能、降钙素原、MP-
DNA定量和 MP-IgM等。
1.3.2 血清LDH检测 所有患儿均于入院当天采

集静脉血3
 

mL,以3
 

000
 

r/min离心5
 

min,以分离血

清。使用 VITROS
 

5600干式生化分析系统(美国强

生公司)进行LDH检测,所有操作严格按照操作说明

书进行。
1.3.3 病原微生物高通量测序 收集患儿BALF标

本2
 

mL,并立即送至实验室进行高通量测序检测。
具体操作流程如下:从300

  

μL
 

标本中提取DNA,然
后使用总核酸提取试剂盒和宏基因二代测序-DNA文

库制备试剂盒,按照厂商提供的说明书制备测序文

库。使用 MGISEQ-2000基因测序仪(华大智造)进行

测序,测序后程序将产生标准序列文件。这些文件随

后将被传送至HALO一体机(华大智造)中进行自动

化分析,分析完成后输出微生物检出列表。
1.4 统计学处理 采用SPSS26.0软件对数据进行

处理和分析。呈正态分布的计量资料以x±s表示,
组间比较采用独立样本t检验;不呈正态分布的计量
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资料以M(P25,P75)表示,组间比较采用非参数检验;
计数资料以例数和百分率表示,组间比较采用χ2 检

验或Fisher精确检;采用Spearman相关进行相关性

分析;采用Logistic回归分析SMPP的影响因素;采
用受试者工作特征(ROC)曲线评估LDH预测SMPP
的价值。以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 两组临床特征比较 结果发现,高通量测序检

测 MPP患儿BALF标本中,23SrRNA基因 V结构

域中A2063G位点突变在SMPP患儿中检出率较高,
并检测到1例A2064G位点突变。与轻症组比较,重
症组男性、毒力阳性、耐药基因 A2063G位点突变占

比及天冬氨酸氨基转移酶、D二聚体、LDH水平升高

(P<0.05),总蛋白和球蛋白水平降低(P<0.05),见
表1。

表1  两组临床特征比较[x±s或n(%)或M(P25,P75)]

临床特征 轻症组(n=33) 重症组(n=66) t/χ2/Z P

年龄(岁) 7.26±2.54 6.77±2.17 0.992 0.324
男性 8(24.24) 34(51.52) 6.699 0.010

白细胞计数(×109/L)) 6.40(5.25,9.55) 7.00(5.35,8.15) -0.995 0.320
中性粒细胞百分率(%) 62.44±13.67 66.85±10.95 -1.734 0.086
淋巴细胞百分率(%) 24.30(17.90,28.30) 20.30(17.05,26.70) -1.288 0.198

C反应蛋白(mg/L) 14.02(8.97,20.22) 14.12(5.65,22.81) -0.683 0.495
降钙素原(ng/mL) 0.22(0.13,0.35) 0.25(0.19,0.50) -1.550 0.121
丙氨酸氨基转移酶(U/L) 16.00(15.00,18.50) 18.00(14.00,27.50) -1.582 0.114
天冬氨酸氨基转移酶(U/L) 33.00(28.50,39.50) 34.00(31.00,51.50) -2.088 0.037

D二聚体(μg/mL) 0.63(0.42,0.89) 0.91(0.61,1.47) -2.335 0.020

LDH(IU/L) 286.00(258.00,340.00) 319.00(273.00,530.00) -3.110 0.002
总蛋白(g/L) 69.52±5.06 67.05±5.58 2.144 0.035
白蛋白(g/L) 39.00±3.14 38.50±3.74 0.669 0.505
球蛋白(g/L) 30.42±4.46 28.55±3.47 2.293 0.024
高通量测序

 毒力阳性 9(27.27) 33(50.00) 4.652 0.031

 耐药基因A2063G位点突变 7(21.21) 29(43.94) 4.911 0.027

2.2 相关性分析 Spearman相关分析结果显示,性
别与 MPP严重程度呈负相关(r=-0.260,P=
0.009),而LDH、D二聚体、天冬氨酸氨基转移酶、毒
力阳性和耐药基因A2063G位点突变与 MPP严重程

度呈正相关(r=0.314、0.307、0.211、0.217、0.223,
P<0.05),见表2。

表2  变量与 MPP严重程度的相关性

变量 r P
性别 -0.260 0.009

LDH 0.314 0.002

D二聚体 0.307 0.018
天冬氨酸氨基转移酶 0.211 0.036
总蛋白 -0.179 0.077
球蛋白 -0.185 0.066
毒力阳性 0.217 0.031
耐药基因A2063G位点突变 0.223 0.027

2.3 SMPP的单因素 Logistic回归分析 单因素

Logistic回归分析结果显示,男性患儿SMPP的风险

是女性的3.320倍;LDH 每增加1个单位,患儿患

SMPP的风险增加0.6%;D二聚体每增加1个单位,
患儿患SMPP的风险增加374.5%;天冬氨酸氨基转

移酶每增加1个单位,患儿患 SMPP的风险增加

3.7%;总蛋白每增加1个单位,患儿患SMPP的风险

降低8.4%;球蛋白每增加1个单位,患儿患SMPP的

风险降低12.1%;高通量测序检测毒力阳性或耐药基

因A2063G位点突变的患儿患SMPP的风险分别是

未检出毒力或耐药基因 A2063G 位点突变患儿的

2.667倍和2.911倍。见表3。
表3  SMPP的单因素Logistic回归分析

项目 OR 95%CI P
性别(男性) 3.320 1.309~8.424 0.012

LDH 1.006 1.002~1.011 0.007

D二聚体 4.745 1.060~21.236 0.042
天冬氨酸氨基转移酶 1.037 1.003~1.072 0.034
总蛋白 0.916 0.843~0.995 0.039
球蛋白 0.879 0.780~0.990 0.033
毒力阳性 2.667 1.078~6.594 0.034
耐药基因A2063G位点突变 2.911 1.108~7.648 0.030

2.4 SMPP的多因素 Logistic回归分析 多因素

Logistic回归分析结果显示,性别、LDH、球蛋白、高
通量检测耐药基因 A2063G位点突变与SMPP的风

险有关(P<0.05),其中男性患儿SMPP的风险是女
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性的4.255倍;LDH每增加1个单位,患儿患SMPP
的风险增加0.7%;球蛋白每增加1个单位,患儿患

SMPP的风险降低13.6%;耐药基因A2063G位点突

变的 患 儿 患 SMPP 的 风 险 是 未 检 出 耐 药 基 因

A2063G位点突变患儿的3.146倍。见表4。
表4  SMPP的多因素Logistic回归分析

项目 OR 95%CI P
性别(男性) 4.255 1.478~12.250 0.007

LDH 1.007 1.002~1.013 0.013
球蛋白 0.864 0.753~0.992 0.038
耐药基因A2063G位点突变 3.146 1.042~9.498 0.042

2.5 血 清 LDH 联 合 高 通 量 测 序 检 测 耐 药 基 因

A2063G位点突变对SMPP的诊断效能 ROC曲线

结果显示,LDH预测SMPP的曲线下面积(AUC)为
0.692(95%CI

 

0.587~0.798,P=0.002),血清LDH
联合高通量测序检测耐药基因 A2063G位点突变预

测SMPP的AUC为0.724(95%CI
 

0.621~0.827,
P<0.001)。
3 讨  论

  MP是CAP的重要病原体之一,因感染 MP导致

的 MPP是儿科常见疾病[11]。NORDHOLM 等[12]的

研究发现,2023年丹麦因 MPP住院例数占全年总住

院例数的14%,其中0~5岁的患者甚至高达50%。
同时,我国 MPP也具有类似的流行病学特征,XU
等[13]在2020年10月到2022年3月,收集了武汉市

确诊为肺炎患儿的1
 

259份临床标本,其中36.6%的

标本通过临床检测确认为 MP阳性。此外,HUANG
等[14]对1

 

000余例因急性上呼吸道感染入院的患者

进行统计分析,结果显示 MP已经超过肺炎链球菌,
成为肺炎的主要病原体之一,其感染人数占总人数的

31.6%。这些研究表明,MP已成为国内外儿童CAP
的主要原因,感染率超过了肺炎链球菌。

目前,大环内酯类抗菌药物是儿童 MPP最常用

的治疗药物。但随着 MRMP感染的比例逐渐升高,
大环内酯类抗菌药物针对 MPP的疗效也逐渐减弱。
WANG等[15]对2000—2020年全球共1.7万株 MP
菌株进行了统计分析,发现约有0.8万株表现出大环

内酯类耐药。MRMP在亚洲最常见,且检出率呈逐

年上升趋势。据报道我国 MP分离株中70%以上对

大环内酯类抗菌药物表现出耐药性[16]。本研究发现

在通过高通量测序检测 MPP患儿 BALF标本中,
23SrRNA基 因 V 结 构 域 中 A2063G 位 点 突 变 在

SMPP患儿中检出率较高,并检测到1例A2064G位

点突变,提示 MP对大环内酯类抗菌药物具有耐药性

且耐药基因A2063G位点突变与 MPP的严重程度有

一定的关联。有研究显示,69%的 MP菌株对红霉素

具有耐药性[16]。上述研究结果提示中国大环内酯类

抗菌药物的耐药性很高。在细菌基因组中,点突变是

一种常见的突变形式,指的是单个核苷酸的替换、插
入或删除。这种微小的基因变化可以对细菌的生理

功能产生深远影响。在耐药性的发展过程中,点突变

往往改变抗菌药物的靶位点,使得药物无法有效结合,
从而导致耐药性[17]。本研究高通量测序结果显示,重
症组毒力阳性和耐药基因A2063G位点的突变数量增

加。A2063G突变位于23SrRNA基因中,这是大环内

酯类抗菌药物(如红霉素)的作用靶点。正常情况下,红
霉素通过与23SrRNA结合,抑制细菌蛋白质合成,从而

发挥抗菌作用,然而,当A2063G位点发生突变时,这种

结合受到阻碍,红霉素的抑菌效果显著降低,导致耐药

菌株的增殖和传播,这一过程直接影响了抗菌药物治疗

的有效性,使得治疗难度增加[18-20]。
 

作为细胞质中参与糖酵解的重要催化酶,LDH
是一种广泛存在于人体肝脏、肌肉、肾脏和心脏中的

非特异性炎症生物标志物,可用于指示组织损伤。在

正常情况下,健康人体内的LDH水平较低,当细胞溶

解或细胞膜受损时,LDH会被释放到血液中,使血液

中的LDH水平升高,因此其可作为监测感染严重程

度和炎症性疾病的重要指标。值得注意的是,LDH
水平与细胞损伤的程度有着密切的关联。特别是在

儿童中,由于其脏器功能未发育成熟,更加容易在炎

症反应的作用下发生肺损伤并造成血清LDH水平升

高[21-23]。在SMPP患儿中,LDH 水平升高反映了肺

组织的严重损伤。SMPP患儿中,MP感染不仅导致

直接的细胞损伤,还可能引发免疫系统的过度反应,
产生大量炎症因子。这些炎症因子会进一步加剧肺

组织的损伤,导致更多的细胞破坏和LDH 的释放。
此外,耐药菌株的存在和增殖会延长病程,增加病情

的复杂性和治疗的难度,进一步导致组 织 损 伤 和

LDH水平的升高[6,22,24]。本研究不仅在相关性分析

中证实了LDH水平与疾病严重程度呈正相关,而且

在回归分析中发现LDH是SMPP的独立影响因素,
这提示因SMPP导致的严重组织损伤可能与炎症反

应的过度激活存在密切的关联。此外,通过ROC曲

线分析可以看出,LDH 联合高通量测序检测耐药基

因A2063G位点突变对儿童SMPP也有一定的预测

作用。
本研究结果显示,重症组天冬氨酸氨基转移酶、D

二聚体和LDH水平,以及高通量测序检测毒力阳性

和耐药基因 A2063G 位点突变占比均高于轻症组

(P<0.05),Spearman相关分析结果显示,LDH、D
二聚体、天冬氨酸氨基转移酶、高通量测序检测毒力

阳性和耐药基因A2063G位点突变与 MPP严重程度

呈正相关(P<0.05)。接下来在调整了天冬氨酸氨基

转移酶、总蛋白等指标后,通过多因素Logistic回归

分析 发 现,高 通 量 测 序 检 测 耐 药 基 因 A2063G 或

A2064G位点突变与儿童患SMPP的风险有关(P<
0.05)。这 说 明 MP

 

23SrRNA 结 构 域 V 区 位 点
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A2063G或A2064G的突变对病原菌靶位有重要影

响,这可能会导致药物的失效和儿童 MPP的加重。
因此,在临床实践中,应对SMPP患儿进行耐药性监

测,这一措施对于保障治疗效果至关重要。同时,合
理选择抗菌药物也显得尤为重要,只有这样才能有效

降低耐药菌株的产生,提高治疗的成功率[5]。
然而,本研究也存在一定的局限性,这些局限性

可能影响了研究结果的解释和应用。首先,由于人

力、物力及时间的限制,能够收集且纳入研究的病例

数量相对较少,这可能导致统计分析的能力不足。特

别是,D二聚体等一些生物标志物的差异虽然存在,
但并不明显,这可能是由于样本量不足造成的统计学

上的偶然误差。其次,本研究的检验结果缺乏动态监

测,仅依赖于单一时间点的数据。然而,疾病的进展

是一个动态变化的过程,单一时间点的数据可能无法

完全反映疾病的实际情况。综上所述,尽管本研究为

笔者提供了有价值的见解,但仍需通过更大样本量的

前瞻性研究来进一步明确和验证这些发现。
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