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  摘 要:目的 分析儿童肺炎支原体(MP)3种核酸检测结果,探讨 MP感染的流行病学特征及不同 MP核

酸检测方法的特点。方法 收集2018—2023年于该院就诊的有3种 MP核酸检测结果的8
 

575例患儿为研究

对象,分析不同年份、性别和年龄阳性检出率的差异及不同 MP核酸检测方法阳性检出率的差异和一致性。结

果 2020、2021年 MP阳性检出率低于2018、2019、2022、2023年(P<0.001)。男性患儿 MP阳性检出率低于

女性患儿(P<0.05)。6~<12岁 MP阳性检出率最高,0~<3岁最低,12~<18岁和3~<6岁居二者之间,
差异有统计学意义(P<0.001)。MP

 

DNA荧光PCR法阳性检出率最高(23.15%),MP
 

RNA恒温扩增法

(12.82%)次之,MP
 

RNA双扩增法阳性检出率最低(11.67%),差异有统计学意义(P<0.001)。MP
 

DNA荧

光PCR法与
 

MP
 

RNA恒温扩增法一致性相对最好(Kappa=0.597,P<0.001),其次为 MP
 

RNA恒温扩增

法和 MP
 

RNA双扩增法(Kappa=0.564,P<0.001),MP
 

DNA荧光PCR法与
 

MP
 

RNA双扩增法一致性最

差(Kappa=0.466,P<0.001)。结论 2020、2021年 MP阳性检出率下降,6~<12岁 MP阳性检出率最高,
且不同 MP核酸检测方法阳性检出率存在明显差异。
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Abstract:Objective To

 

analyze
 

the
 

results
 

of
 

three
 

nucleic
 

acid
 

detection
 

for
 

Mycoplasma
 

pneumoniae
 

(MP)
 

in
 

children,and
 

explore
 

the
 

epidemiological
 

characteristics
 

of
 

MP
 

infection
 

as
 

well
 

as
 

the
 

features
 

of
 

dif-
ferent

 

MP
 

nucleic
 

acid
 

detection
 

methods.Methods A
 

total
 

of
 

8
 

575
 

children
 

who
 

visited
 

the
 

hospital
 

from
 

2018
 

to
 

2023
 

and
 

had
 

results
 

from
 

three
 

different
 

MP
 

nucleic
 

acid
 

detection
 

methods
 

were
 

enrolled
 

as
 

study
 

subjects.The
 

differences
 

in
 

positive
 

detection
 

rates
 

across
 

different
 

years,genders,and
 

ages,as
 

well
 

as
 

the
 

differences
 

and
 

consistency
 

in
 

positive
 

detection
 

rates
 

among
 

the
 

different
 

MP
 

nucleic
 

acid
 

detection
 

methods,

were
 

analyzed.Results The
 

positive
 

detection
 

rate
 

of
 

MP
 

in
 

2020
 

and
 

2021
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

2018,2019,

2022,and
 

2023
 

(P<0.001).The
 

positive
 

detection
 

rate
 

of
 

MP
 

in
 

male
 

patients
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

female
 

patients
 

(P<0.05).The
 

highest
 

positive
 

detection
 

rate
 

of
 

MP
 

was
 

observed
 

in
  

aged
 

6
 

to
 

<12
 

years,followed
 

by
 

aged
 

12
 

to
 

<18
 

years
 

and
 

aged
 

3
 

to
 

<6
 

years,while
 

the
 

lowest
 

rate
 

was
 

found
 

in
 

aged
 

0
 

to
 

<3
 

years,with
 

a
 

statistically
 

significant
 

difference
 

(P<0.001).The
 

MP
 

DNA
 

fluorescent
 

PCR
 

method
 

had
 

the
 

highest
 

posi-
tive

 

detection
 

rate
 

(23.15%),followed
 

by
 

the
 

MP
 

RNA
 

isothermal
 

amplification
 

method
 

(12.82%),and
 

the
 

MP
 

RNA
 

dual
 

amplification
 

method
 

had
 

the
 

lowest
 

positive
 

detection
 

rate
 

(11.67%),the
 

differences
 

were
 

sta-
tistically

 

significant
 

(P<0.001).The
 

consistency
 

between
 

MP
 

DNA
 

fluorescent
 

PCR
 

method
 

and
 

MP
 

RNA
 

i-
sothermal

 

amplification
 

method
 

was
 

relatively
 

the
 

best
 

(Kappa=0.597,P<0.001),followed
 

by
 

MP
 

RNA
 

i-
sothermal

 

amplification
 

method
 

and
 

MP
 

RNA
 

dual
 

amplification
 

method
 

(Kappa=0.564,P<0.001),the
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consistency
 

between
 

MP
 

DNA
 

fluorescence
 

PCR
 

and
 

MP
 

RNA
 

double
 

amplification
 

was
 

the
 

worst
 

(Kappa=
0.466,P<0.001).Conclusion The

 

positive
 

rate
 

of
 

MP
 

decreased
 

significantly
 

in
 

2020
 

and
 

2021,and
 

the
 

posi-
tive

 

rate
 

of
 

MP
 

was
 

the
 

highest
 

in
 

6
 

to
 

<12
 

years
 

old.There
 

were
 

significant
 

differences
 

in
 

the
 

positive
 

rate
 

of
 

MP
 

among
 

different
 

nucleic
 

acid
 

detection
 

methods.
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  肺炎支原体(MP)是一种重要的人类呼吸道病原

体,与8%~40%的儿童社区获得性肺炎(CAP)相
关[1]。在全球范围内,由 MP引起的呼吸道感染中

10%~40%最终会发展为肺炎支原体肺炎(MPP)[2]。
虽然大多数儿童 MPP是轻度和自限性的,但有些病

例可发展为重症和难治性肺炎,常伴有严重的肺和肺

外并发症,包括呼吸、循环、消化、血液、泌尿、神经、皮
肤黏膜等系统,对儿童的健康构成重大威胁[3-4]。此

外,MP感染早期缺乏典型和特异性的临床特征,易与

病毒或其他细菌病原体引起的呼吸道感染相混淆[5]。
因此,MP感染的流行病学分析及精准诊断,对本地区

MP感染的预防、诊断和治疗至关重要。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2018-2023年于本院就诊、有
明显呼吸道感染症状及3种 MP

 

核酸检测结果的患

儿为研究对象,排除年龄、性别及数据不全患儿。本

研究 共 收 集 8
 

575 例 患 儿,其 中 男 4
 

755 例

(55.45%),女3
 

820例(44.55%)。年龄0~18周岁,
按年龄将患儿分成4组:0~<3岁组(4

 

162例)、

3~<6岁组(2
 

447例)、6~<12岁组(1
 

706例)和

12~<18岁组(260例)。2018年1
 

367例,2019年

1
 

698例,2020年1
 

355例,2021年1
 

096例,2022年

1
 

328例,2023年1
 

731例。

1.2 仪器与试剂 MP
 

DNA检测采用上海之江生物

科技股份有限公司的 MP及肺炎衣原体(CP)核酸联

合检测试剂盒(荧光PCR法)和 QuantStudio
 

5实时

荧光定量PCR仪。MP
 

RNA检测分别采用上海仁度

生物科技股份有限公司的 MP核酸检测试剂盒(RNA
恒温扩增)和SLAN-96

 

S荧光定量PCR仪,以及武汉

中帜生物科技股份有限公司的7种呼吸道病原体核

酸检测试剂盒(双扩增法)和ADC
 

CLIA400全自动化

学发光免疫分析仪。

1.3 方法

1.3.1 MP
 

DNA检测 MP
 

DNA检测为DNA荧光

PCR法,利用PCR结合Taqman技术,对 MP和CP
特异性DNA片段进行荧光PCR的定性检测。具体

步骤:先将采集的咽拭子标本进行核酸裂解,再按照

试剂盒说明书配制反应试剂、设置反应程序及PCR
扩增和结果判定。一次采样可同时实现 MP和CP的

双重检测。

1.3.2 MP
 

RNA检测 本实验室共采用两种 MP
 

RNA检测方法。第一种为RNA恒温扩增法,利用实

时荧光核酸恒温扩增检测技术(SAT),使用 M-MLV
反转录酶、T7

 

RNA多聚酶和优化探针进行MP
 

RNA
的定性检测。具体步骤包括磁珠富集咽拭子标本中

的RNA、恒温扩增和结果判定。该方法可实现 MP
 

RNA的快速检测。第二种为 RNA 双扩增法,采用

T7核酸扩增和生物素信号放大技术,用于咽拭子标

本中甲型流感病毒(FluA)、乙型流感病毒(FluB)、呼
吸道合胞病毒(RSV)、人副流感病毒(PIV)、腺病毒

(AdV)、MP和CP
 

RNA的定性检测,一次采样可同

时实现7种病原体RNA的检测。具体步骤严格按照

试剂盒说明书进行,主要包括:标本预处理、核酸裂

解、T7核酸扩增、信号放大检测和结果判定。

1.4 统计学处理 使用Excel
 

2022进行数据录入整

理,SPSS20.0软件进行数据统计分析。计数资料以

例数和百分率表示,组间比较采用χ2 检验或Fisher-
Freeman-Halton精确检验。一致性分析采用Kappa
检验,Kappa 值<0.0表示一致性极差,0.0~<0.2
表示一致性微弱,0.2~<0.4表示一致性弱,0.4~<
0.6表示一致性中等,0.6~<0.8表示一致性较好,

≥0.8表示几乎完全一致。以P<0.05为差异有统

计学意义。

2 结  果

2.1 不同年份3种 MP核酸检测方法阳性检出率比

较 MP
 

DNA荧光PCR法2019年阳性检出率最高,
为41.11%(698/1

 

698);2021年阳性检出率最低,为

6.48%(71/1
 

096)。MP
 

RNA恒温扩增法2023年阳

性检出率最高,为21.84%(378/1
 

731);2021年阳性

检出率最低,为3.83%(42/1
 

096)。MP
 

RNA双扩增

法2023年阳性检出率最高,为19.70%(341/1
 

731);

2021年阳性检出率最低,为3.10%(34/1
 

096)。3种

MP核酸检测方法不同年份阳性检出率比较,差异均

有统计学意义(P<0.001)。见图1、表1。

2.2 不同性别3种 MP核酸检测方法阳性检出率比

较 MP
 

DNA荧光PCR法女性患儿阳性检出率为

24.63%(941/3
 

820),男性患儿为21.96%(1
 

044/

4
 

755),差异有统计学意义(P=0.004)。MP
 

RNA

·0302· 国际检验医学杂志2025年8月第46卷第16期 Int
 

J
 

Lab
 

Med,August
 

2025,Vol.46,No.16



恒温扩增法女性患儿阳性检出率为13.80%(527/

3
 

820),男性患儿为12.03%(572/4
 

755),差异有统计

学意义(P=0.016)。MP
 

RNA双扩增法女性患儿阳性

检出率为12.98%(496/3
 

820),男性患儿为10.62%
(505/4

 

755),差异有统计学意义(P<0.001)。见

表2。

图1  2018—2023年 MP不同核酸检测方法阳性

检出情况

表1  不同年份3种 MP核酸检测方法阳性

   检出率比较[n(%)]

年份(年) n
DNA荧光

PCR法

RNA恒温

扩增法

RNA
双扩增法

2018 1
 

367 252(18.43) 158(11.56) 162(11.85)

2019 1
 

698 698(41.11) 294(17.31) 253(14.90)

2020 1
 

355 131(9.67) 84(6.20) 78(5.76)

2021 1
 

096 71(6.48) 42(3.83) 34(3.10)

2022 1
 

328 322(24.25) 143(10.77) 133(10.02)

2023 1
 

731 511(29.52) 378(21.84) 341(19.70)

χ2
 

674.93 296.00 252.98

P
 

<0.001 <0.001 <0.001

表2  不同性别3种 MP核酸检测方法阳性检出率

   比较[n(%)]

性别 n
DNA荧光

PCR法

RNA恒温

扩增法

RNA
双扩增法

男 4
 

755 1
 

044(21.96) 572(12.03) 505(10.62)

女 3
 

820 941(24.63) 527(13.80) 496(12.98)

χ2 8.54 5.92 11.48

P 0.004 0.016 <0.001

2.3 不同年龄3种 MP核酸检测方法阳性检出率比

较 MP
 

DNA荧光PCR法6~<12岁阳性检出率最

高,为48.59%(829/1
 

706);其次为3~<6岁 和

12~<18岁,阳性检出率分别为25.13%(615/2
 

447)
和23.85%(62/260);0~<3岁阳性检出率最低,为

11.51%(479/4
 

162)。MP
 

RNA恒温扩增法6~<12
岁阳性检出率最高,为30.48%(520/1

 

706);12~<
18岁、3~<6岁次之,阳性检出率分别为14.62%
(38/260)和13.04%(319/2

 

447);0~<3岁阳性检出

率最低,为5.33%(222/4
 

162)。MP
 

RNA双扩增法

6~<12岁阳性检出率最高,为25.67%(438/1
 

706);
其次为3~<6岁和12~<18岁,阳性检出率分别为

11.61%(284/2
 

447)和11.15%(29/260);0~<3岁

阳性检出率最低,为6.01%(250/4
 

162)。不同年龄3
种 MP核酸检测方法阳性检出率比较,差异有统计学

意义(P<0.001)。见表3。
表3  不同年龄3种 MP核酸检测方法阳性检出率

   比较[n(%)]

年龄段(岁) n
DNA荧光

PCR法

RNA恒温

扩增法

RNA
双扩增法

0~<3 4
 

162 479(11.51) 222(5.33) 250(6.01)

3~<6 2
 

447 615(25.13) 319(13.04) 284(11.61)

6~<12 1
 

706 829(48.59) 520(30.48) 438(25.67)

12~<18 260 62(23.85) 38(14.62) 29(11.15)

χ2 943.31 685.80 454.03

P <0.001 <0.001 <0.001

2.4 3种 MP核酸检测方 法 阳 性 检 出 率 差 异 分

析 MP
 

DNA 荧 光 PCR 法 阳 性 检 出 率 最 高,为

23.15%(1
 

986/8
 

575),其次为 MP
 

RNA恒温扩增

法,阳性检出率为12.82%(1
 

099/8
 

575),MP
 

RNA
双扩增法阳性检出率最低,为11.67%(1

 

001/8
 

575)。
对3种 MP核酸检测方法阳性检出率两两进行差异

分析,差异均有统计学意义(P<0.05)。见表4。
表4  3种 MP核酸检测方法阳性检出率差异分析

方法 阳性标本数(n) 阳性检出率(%) χ2 P

DNA荧光PCR法 1
 

985 23.15 310.35 <0.001

RNA恒温扩增法 1
 

099 12.82

DNA荧光PCR法 1
 

985 23.15 392.63 <0.001

RNA双扩增法 1
 

001 11.67

RNA恒温扩增法 1
 

099 12.82 5.21 0.024

RNA双扩增法 1
 

001 11.67

2.5 3种 MP核酸检测方法一致性分析 分别对3
种 MP核酸检测方法进行两两一致性分析,结果如表

5所示。根据Kappa 值,3种 MP核酸检测方法两两

之间均具有中等一致性,其中DNA荧光PCR法与

RNA恒 温 扩 增 法 一 致 性 相 对 最 好,Kappa 值 为

0.597(P<0.001),RNA恒温扩增法与RNA双扩增

法次之,Kappa 值为0.564(P<0.001),DNA荧光

PCR法与RNA双扩增法一致性最差,Kappa 值为
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0.466(P<0.001)。

表5  3种 MP核酸检测方法一致性分析(n/n)

项目

DNA荧光PCR法与

RNA恒温扩增法

一致性 Kappa P

DNA荧光PCR法

与RNA双扩增法

一致性 Kappa P

RNA恒温扩增法

与RNA双扩增法

一致性 Kappa P

一致性 7
 

537/8
 

575 0.597 <0.001 7
 

229/8
 

575 0.466 <0.001 7
 

771/8
 

575 0.564 <0.001

阳性 1
 

023/7
 

537 - - 820/7
 

229 - - 648/7
 

771 - -

阴性 6
 

514/7
 

537 - - 6
 

409/7
 

229 - - 7
 

123/7
 

771 - -

不一致性 1
 

038/8
 

575 - - 1
 

346/8
 

575 - - 804/8
 

575 - -

  注:-为此项无数据。

3 讨  论

  MP是引起儿童急性呼吸道感染的重要病原

体[6]。近年来随着 MP耐大环内酯类药物株的广泛

出现,使得 MP感染成为一个严重的公共卫生问题,
造成了巨大的经济和社会负担[7]。MP感染具有全球

性感染和周期性流行的特点,但随着2020年新型冠

状病毒感染的全球大流行,多种呼吸道病原体的流行

病学特征被显著改变,特别是2023年多地区 MP的

感染出现异常激增的现象[6]。MP主要经飞沫传播,
感染症状与其他呼吸道病原体相似,在临床症状和特

征上不易区分[8-9]。虽然 MP诊断的金标准是 MP培

养,但培养条件苛刻、生长缓慢,缺乏早期诊断价值。

MP核酸检测因灵敏度和特异度高,目前已被广泛用

于 MP的早期诊断,对 MP的早诊早治、抑制疾病进

展和传播具有重要作用[10-12]。然而,随着核酸检测技

术的发展,市面上出现了多种 MP核酸检测方法,如
MP

 

DNA/RNA检测、MP单靶标/多靶标检测、MP
恒温扩增/双扩增等,不同的核酸检测方法基于不同

的检测原理。因此,分析不同 MP核酸检测方法的结

果,不仅可阐明该地区 MP的流行病学特点,也可阐

述不同 MP核酸检测方法的异同,对当地 MP的预防

和诊疗具有重要意义。
本研究发现3种 MP核酸检测方法均在2019年

有个 MP阳性检出率高峰,2020和2021年阳性检出

率明显降低,2022和2023年阳性检出率明显回升。
该结果与相关研究一致,原因可能为2020年初新型

冠状病毒感染大暴发,为防止新型冠状病毒感染疫情

的传播,在全球范围内实施了严格佩戴口罩、勤洗手、
减少密闭聚集性活动等非药物干预措施(NPIs),该措

施不仅阻止了新型冠状病毒感染的传播,也阻止了

MP的传播,导致新型冠状病毒感染流行期间 MP阳

性检出率的下降[13-15]。在新型冠状病毒感染疫情结

束后,MP的阳性检出率异常激增,XU 等[6]、CHEN
等[16]和 MEYER-SAUTEUR等[17]的报道也发现该

现象,推测原因为群体免疫水平下降,大众对 MP感

染的易感性增加,使得2023年 MP阳性检出率激增。
以上结果表明严格佩戴口罩、保持社交距离、勤洗手

等NPIs可有效阻隔一些呼吸道病原体的传播,而长

期处于低免疫状态会促进呼吸道病原体感染的暴发,
提示适当的NPIs及呼吸道病原体疫苗的接种可能是

较为有效的防控措施。
本研究发现3种 MP核酸检测方法女性患儿的

MP阳性检出率均明显高于男性患儿,差异有统计学

意义(P<0.05),该结果与胡韶华等[18]报道的上海地

区2014年1月到2018年12月儿童 MP阳性检出率

性别结果一致,本研究是对上海地区儿童 MP流行病

学研究的补充。然而,本研究与GUO等[19]报道的北

京地区不同性别儿童 MP阳性检出率有差异,具体原

因可能与地区差异相关,且本研究是否能表明上海地

区女性儿童更容易发生 MP感染还有待进一步探讨。
在本研究中,3种 MP核酸检测方法均发现,

6~<12岁阳性检出率均最高,其次为12~<18岁和

3~<6岁,最后为0~<3岁,差异有统计学意义

(P<0.001)。有研究报道,7岁以上儿童 MP阳性检

出率最高[19-21],本研究结果进一步支持了该结论,一
方面原因可能是该阶段儿童免疫力仍处于不完善状

态,在受到 MP感染时,抗体产生的能力相对较弱;另
一方面可能是学校群体生活进一步加剧了该年龄段

儿童 MP的传播。此外,上述结果可能也与肺炎疫苗

的接种存在关系,虽然针对人的 MP疫苗目前仍在研

发阶段[22],但在我国上海,为婴幼儿接种非强制要求

的、自费承担的非免疫规划肺炎疫苗(如13价肺炎疫

苗)已越发常见,研究报道2019年及2020年婴幼儿

肺炎疫苗及时接种率分别为50.96%和47.74%[23],
但这是否会减少婴幼儿 MP的感染还有待进一步探

讨。12~<18岁 MP阳性检出率低于6~<12岁,最
主要的原因可能是该年龄段儿童免疫力相对最强,这
进一步提示免疫力对一些病原体感染的预防具有重

要作用。
本研究发现 MP

 

DNA荧光PCR法阳性检出率
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(23.15%)高于 MP
 

RNA 恒温扩增法(12.82%)和
RNA双扩增法(11.67%),差异有统计学意义(P<
0.001)。这可能与DNA和RNA的核酸特性有关。
研究报道RNA

 

在 MP死亡后会被快速降解,DNA因

其更稳定且降解周期较长,使得 MP
 

RNA在一些临

床症状尚未完全消失的患儿标本中已出现转阴,而
MP

 

DNA因窗口期较长在许多临床症状已消失的患

儿标本中仍为阳性[24]。该研究解释了本研究上述发

现:MP
 

DNA荧光PCR法阳性检出率高于RNA恒

温扩增法和RNA双扩增法,本研究结果也进一步表

明 MP
 

DNA检测和RNA检测存在一定的差异。此

外,MP
 

RNA恒温扩增法(12.82%)阳性检出率稍高

于RNA 双扩增法(11.67%),差异有统计学意义

(P=0.024)。MP
 

RNA恒温扩增法和双扩增法虽然

都是 MP
 

RNA检测,但 MP
 

RNA恒温扩增是一种将

实时荧光检测技术和核酸恒温扩增技术相结合的方

法,只进行 MP
 

RNA的快速检测,而 MP
 

RNA双扩

增法是一种RNA恒温扩增和生物素信号放大技术相

结合的多重RNA检测技术,可同时进行7种病原体

(FluA、FluB、RSV、PIV、AdV、MP和CP)的RNA检

测,适用于多重鉴别诊断[25]。不同检测原理和适用场

景可能是导致 MP
 

RNA恒温扩增法阳性检出率稍高

于RNA双扩增法的原因。
最后,本研究结果显示,3种 MP核酸检测方法两

两之间均具有中等一致性,但 MP
 

DNA荧光PCR法

与 MP
 

RNA恒温扩增法一致性相对最好(Kappa=
0.597,P<0.001),MP

 

RNA恒温扩增法与RNA双

扩增法次之(Kappa=0.564,P<0.001),MP
 

DNA
荧光PCR法与 MP

 

RNA双扩增法检测结果一致性

最差(Kappa=0.466,P<0.001)。这可能与DNA
和RNA的本身特性及不同试剂盒的检测原理和应用

场景不同有关。尽管如此,相对于传统培养学方法,

MP
 

DNA和MP
 

RNA检测对MP的早期诊断均具有

重要作用,被《儿童肺炎支原体呼吸道感染实验室诊

断中国专家共识》推荐为二级和一级检测方法[26]。因

此,临床应结合患儿实际情况和 MP核酸检测方法的

特性和原理,在 MP早期感染时采用 MP
 

DNA 和

(或)RNA检测,在评价 MP感染转归和疗效时采用

MP
 

RNA 检测,在 不 明 确 具 体 病 原 体 时 采 用 MP
 

RNA双扩增法进行多通量病原体筛选。
综上所述,佩戴口罩、勤洗手和保持社交距离等

NPIs及维持一定水平免疫力可预防 MP感染。MP
 

DNA和 MP
 

RNA均可用于 MP的早期诊断,但不同

试剂盒检测原理和适用场景不同,临床可根据实际情

况选择合适的 MP核酸检测方法来实现快速、精准的

MP诊断。本研究仍存在一些不足之处。标本来源只

集中于本院,数据代表性不足,需扩大样本量、多中心

等进一步验证。本项目数据跨度年限较长,无法对患

儿的临床特征,如出现症状时间、是否有药物治疗等

临床信息进行系统性回顾分析,进而无法从检测结果

不一致的标本中深入剖析这3种 MP核酸检测结果

差异的原因,这也是本项目最主要的不足之处。
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