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肺炎支原体感染实验室检测的研究进展
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　　感染性肺炎（ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａ）指人体受病

原微生物感染而发生的肺炎，病原体主要包括细菌、

肺炎支原体、真菌和病毒等。每年有数以万计的人

患病，且无季节特征，一年四季均可发生，病情严重

程度无明显特征，各年龄段人群均可感染，尤其以老

年人和儿童患者易感，重症者甚至 可 导 致 死 亡［１－２］。
社区获 得 性 肺 炎（ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ－ａｃｑｕｉｒｅｄ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａ，

ＣＡＰ）患者中３．３％～４０％是由肺炎支 原 体 感 染 引

起，其中大约２５％的肺炎支原体感染者合并肺外并

发症，引起其他器官的损伤。肺炎支原体感染者临

床症状多样，肺部体征一般较轻，有时甚至无任何肺

部症状，仅以肺外并发症为首要症状。根据患者的

流行病史、临床症状、胸片等相关检查，难以将其与

一般病毒或 其 他 细 菌 感 染 引 起 的 呼 吸 道 疾 病 相 鉴

别，所以在肺炎支原体感染的诊断中病原学检查具

有重要作用。目前，越来越多的报道提示肺炎支原

体感染与支气管炎急性发作、慢性阻塞性肺病、急性

呼吸窘迫综合征、急性感染性多发性神经炎（格林－
巴利综合征）、中风、冠心病、多发关节炎，以及人类

免疫缺陷病毒（ＨＩＶ）阳性者感染肺炎支原体导致血

清阳性率升高有一定的关联［３］，因此，呼吸道感染性

疾病和非呼吸道感染性疾病均可能是由于肺炎支原

体感染引起。临床治疗过程中需要针对不同的病原

体而合理使用抗菌药物，因此，早期检测出肺炎支原

体对指导 治 疗 非 常 重 要。在 头 孢 类 不 过 敏 的 人 群

中，头孢类药物用药安全指数较高，价格较便宜，抗

菌效果较好，临床使用经验较多，患者接受性较强，

所以临床医生通常首先选择头孢类药物治疗非病毒

性感染疾病。因肺炎支原体无细胞壁，所以头孢类

药物对肺炎支原体通常无效，鉴于上述原因支原体

感染治疗面临的最大问题就是如何尽快选择合理有

效的抗菌药物。目前，临床上部分医生一般先给予

患者头孢类抗生素，治疗一段时间无效后再换用大

环内酯类抗生素；部分基层医院儿科医生在尚未诊

断为肺炎支原体感染，即开始给予大环内酯类抗生

素治疗，上述做法均不是治疗感染的有效措施，也不

能预防抗菌药物耐药。因此，早期、准确检测肺炎支

原体，可及时指导临床治疗，进而预防可能发生的流

行和并发症，减少抗菌药物的滥用，减轻患者的病痛

与负担。

１　支原体肺炎的发病机制及治疗

１．１　生物学特征　目前确认对人致病的支原体有

３种，即 肺 炎 支 原 体 （Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ，

ＭＰ）、解 脲 支 原 体 （Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ　ｕｒｅａｌｙｔｉｃｕｍ，

ＭＵ），以 及 人 型 支 原 体 （Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ　ｈｕｍｅｎｉｓ，

ＭＨ）。肺炎支 原 体 是 人 类 原 发 性 非 典 型 肺 炎 的 病

原体［４］。支原体的大小介于细菌与病毒之间，直 径

约为１２５～１５０　ｎｍ，可通过细菌滤器，是已知的独立

生活的最小微生物，在含有胆固醇等特殊营养物质的

培养基 上 才 能 生 长，生 长 速 度 极 其 缓 慢，接 种１０～
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１５　ｄ后才出现很小的菌落（＜０．５　ｍｍ），对非作用于

细胞壁的某些抗菌药物敏感。

１．２　发病机制及治疗措施　支原体较少侵入感染

患者的血液及组织内，它可以通过特殊顶端结构黏

附于感染者呼吸道上皮细胞膜上，这些特殊结构包

括Ｐ１蛋白（１７０　ｋＤａ）、Ｐ３０蛋白（３０　ｋＤａ）、Ｐ１１６蛋

白（１１６　ｋＤａ）、ＨＭＷ１、ＨＭＷ２、ＨＭＷ３蛋 白，以 及

肺炎支原体蛋白质Ａ、Ｂ、Ｃ等，它们在结构和功能上

互相协调作用，增加了肺炎支原体对宿主上皮细胞

的黏附作用，以此来逃避黏膜纤毛摆动的清除作用。

肺炎支原体可刺激机体产生ＩｇＭ、ＩｇＧ和ＩｇＡ抗体，

并可引起感染者细胞膜抗原表位发生改变，从而产

生抗自身抗原的抗体，导致机体损伤。目前，对肺炎

支原体Ｐ１蛋白研究较多，它属于膜表面蛋白一种，

抗原特异性强［５］，常被用来作为检测的目的物，但是

Ｐ１蛋白并不是肺炎支原体独有的，支原体属中其他

种也有该结构，需注意交叉反应。

支原体肺炎的治疗原则与一般肺炎的治疗原则

基本相同，通常采取综合治疗措施。抗菌药物的应

用在肺炎支原体感染治疗中占据重要位置，尤其是

老年人、儿童或重症患者，必须选择合适的抗菌药物

治疗支原体感染。通常干扰微生物细胞壁合成的抗

菌药物，如头孢类、青霉素类等对肺炎支原体是无效

的。因此，治疗肺炎支原体感染，应选 用 干 扰ＤＮＡ
复制、ＲＮＡ转录或抑制蛋白质合成的抗菌药物，如

大环内酯 类、四 环 素 类、氯 霉 素 类、喹 诺 酮 类 等［６］。

在临床治疗过程中，阿奇霉素治疗肺炎支原体感染

效果显著，不仅抗菌作用强，而且药效持久，但治疗

过程中需要注意药物体内蓄积和抗生素后效应（阿

奇霉素长达４８　ｈ），否则会引起肝肾损伤。

１．３　诊断标准　支原体肺炎临床症状常见刺激性

咳嗽，酷似百 日 咳 样 咳 嗽，肺 部 经 常 无 明 显 阳 性 体

征，血清学检查很精确，但仅在病情好转后才能提供

诊断，因此，给临床医生的诊断带来极大的困难。

２　肺炎支原体临床检测方法

２．１　影像学方法　支原体肺炎影像学改变多样化，

阳性特征不显著，故影像学检查特异性较差，单独依

靠影像学检查结果不能作为诊断依据［７－８］。

２．２　血常规和Ｃ反应蛋白（ＣＲＰ）检测　肺炎支原

体感染患者血白细胞计数（ＷＢＣ）和急性期ＣＲＰ值

与健康者相比，略有升高或无明显变化，因此，单独

应用血常规和ＣＲＰ检测不能诊断支原体肺炎，给临

床诊断带来困难［９－１０］。

２．３　分离培养　肺炎支原体的分离培养是世界卫

生组织推荐的诊断金标准。传统的分离培养方法耗

时２～４周，灵敏度也较低，不能满足临床快速诊断

的要求。目前，分离培养方法在临床诊断上依然适

用，现采用了 新 型 快 速 培 养 法，标 本 一 般 采 集 患 者

痰，３７℃培养５～１４　ｄ［１１］。培养基由固体培养基变

为液体培养基，培养基内含肺炎支原体增殖所需的

包括胆固醇等特殊营养物质在内的所有营养成分，

并在培养时加入抑制其他微生物生长的青霉素等。

肺炎支原体生长的代谢产物会使培养液中指示剂颜

色发生改变（由红色变为黄色为阳性），以此判断其

生长与否，菌量达１０４　ＣＦＵ／ｍＬ才有诊断意义。

２．４　聚 合 酶 链 反 应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ　ｃｈａｉｎ　ｒｅａｃｔｉｏｎ，

ＰＣＲ）检测　１９８９年Ｂｅｒｎｅｔ等［１２］将ＰＣＲ技术应用

于肺炎支原 体 的 诊 断。ＰＣＲ方 法 采 用 的 目 标 基 因

引物目前有三种，第一种是根据肺炎支原体编码Ｐ１
黏附蛋白 的 基 因 设 计，第 二 种 是 根 据１６ＳｒＲＮＡ的

基因设计，第 三 种 是 根 据 肺 炎 支 原 体 延 伸 因 子 Ｔｕ
（ｅｌｏｎｇａｔｉｏｎ　ｆａｃｔｏｒ　Ｔｕ，ＥＦ－Ｔｕ）的 基 因 设 计［１３］。三

类引物的设计均需避免与生殖支原体（Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ

ｇｅｎｉｔａｌｉｕｍ，ＭＧ）的交叉反应。因肺炎支原体的Ｐ１
蛋白和延伸因子Ｔｕ基因与生殖支原体的基因有共

同序列，设计ＰＣＲ探针时候需要注意。

ＰＣＲ检测的准确性受采样方法和途径的影响。

目前，常用的采样方式有两种：患者呼吸道分泌物及

血清采样，其中呼吸道采样报道较多。但是呼吸道

采样结果经 常 与 临 床 血 清 学 采 样 检 测 结 果 存 在 差

异，主要是因为一些无症状者的咽喉部存在肺炎支

原体［１４－１５］。

ＰＣＲ方法 灵 敏 度 高（可 达２０　ＣＦＵ／５μＬ）
［１６］、

特异性强，可用于肺炎支原体感染的早期诊断。但

是，该法操作技术要求高，仪器设备昂贵，样品采集、

保存和处理要求高（样品、场所污染均可能造成假阳

性），不适 合 在 一 般 实 验 室 开 展。而 且 报 道 认 为，

ＰＣＲ检测结果 为 阳 性 的 患 者 可 能 并 未 感 染 支 原 体

肺炎，一种情况是前面所描述的无症状者，另外还可

能是既往 感 染 后 遗 留 的 片 段。Ｎｉｌｓｓｏｎ等［１７］报 道，

急性感染患者喉部残留的ＤＮＡ片段可以存在较长

时间，可以持续４５～５２　ｄ。

２．５　支原体抗体检测方法

２．５．１　被动凝集法（ｐａｓｓｉｖｅ　ａｇｇｌｕｔｉｎａｔｉｏｎ）　目前，

临床上常用的是日本富士瑞必欧株式会社生产的塞

乐迪亚－麦可ＩＩ肺炎支 原 体 抗 体 诊 断 试 剂 盒（ＳＥ－
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ＲＯＤＩＡ－ＭＹＣＯＩＩ）。该试剂盒用人造凝胶颗粒代替

红细胞成为载体，且避免了既往被动凝集试验以动

物红细胞为载体的非特异性反应，测定的是肺炎支

原体特异性抗 体，包 含ＩｇＡ、ＩｇＭ、ＩｇＧ，而 非 直 接 测

定肺炎支原体。该方法主要通过间接试验检测肺炎

支原体，待检血清抗体滴度≥１︰４０为 阳 性，但 缺

点比较明显，有些既往感染肺炎支原体的患者体内

ＩｇＧ滴度水平 本 身 较 高，ＩｇＧ滴 度 水 平 在 非 感 染 情

况下已经≥１︰４０，造成该方法检测的阳性率偏高。

吴晓等［１８］证实采用被动凝集法的阳性率为（５６％），

高于冷凝集法（２５％）、ＥＬＩＳＡ法（３１％）和金标渗滤

法（１７％）。被动凝集法的结果判定无需特殊仪器设

备，操作方便、快捷，但是该方法可以检测肺炎支原

体总抗体，无法判断肺炎支原体感染者血清中升高

的抗体具体类型，也无法判断患者属于早期感染还

是既往感染，因此影响临床诊断。但若检出高效价

滴度（≥１︰１６０），可以 作 为 肺 炎 支 原 体 感 染 早 期

诊断的一个依据［１９］。

２．５．２　酶 联 免 疫 吸 附 试 验（ｅｎｚｙｍｅ－ｌｉｎｋｅｄ　ｉｍｍｕ－
ｎｏｓｏｒｂｅｎｔ　ａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）　ＥＬＩＳＡ可检测肺炎支原

体 的 特 异 性ＩｇＭ 或ＩｇＧ 抗 体，操 作 方 法 简 单。

ＥＬＩＳＡ 法通常以酶标记抗人免疫球蛋白抗体作为

示踪物，可以检测人血清中的ＩｇＭ 和ＩｇＧ，也可以

检测非补体依赖性的抗体，尤其是ＩｇＡ类抗体。具

体操作方法 是 将 抗 原 物 质 预 先 包 被 在 反 应 板 微 孔

中，然后加入受检者的血清样品，再加入底物３，３’，

５，５’－四甲 基 联 苯 胺（３，３’，５，５’－ｔｅｔｒａｍｅｔｈｙｌｂｅｎｚｉ－
ｄｉｎｅ，ＴＭＢ）显色后，加终止液停止反应，在一定波长

下 测 ＯＤ 值，ＯＤ 值 与 被 测 抗 体 的 含 量 成 正 比。

ＥＬＩＳＡ 法对呼吸道肺炎支原体感染的诊断具有重

要参考价值，与传统的支原体培养方法比较，耗时较

短，仅需数个小时，且与其他常见的呼吸道病原体无

交叉反应［２０］。与其他方法比较，受检者接受抗生素

治疗不影响ＥＬＩＳＡ法检测结果，能够避免患者使用

抗生素后出现的假阴性结果。

肺炎支原体ＥＬＩＳＡ检测试剂盒的抗原选择非常

重要，它决定了检测肺炎支原体的灵敏度和特异性，

目前主要有四大类抗原，分别是肺炎支原体全细胞裂

解物（ｗｈｏｌｅ　ｃｅｌｌ　ｌｙｓａｔｅｓ）、蛋 白 提 取 物（ｐｒｏｔｅｉｎ　ｅｘ－
ｔｒａｃｔｓ）、膜制备物（ｍｅｍｂｒａｎｅ　ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｓ）、糖脂提取

物（ｇｌｙｃｏｌｉｐｉｄ　ｅｘｔｒａｃｔｓ）。由于支原体属中其他种类，

以及很多革兰阴性菌均有与肺炎支原体相同或相似

的抗原，所以ＥＬＩＳＡ方法检测肺炎支原体抗体的关

键是选择合适的预包抗原，将其固定在反应板微孔

中，减少交叉反应。现在已有多家 厂 商 出 售ＥＬＩＳＡ
试 剂 盒，临 床 上 应 用 广 泛［２１］。Ｒ－Ｂｉｏｐｈａｒｍ，Ｅｕｒｏ－
ｉｍｕｎｎ，Ｍｅｄｉｓｏｎｉｃ，Ｎｏｖａｔｅｃ，Ｚｅｕｓ，Ｓａｖｙｏｎ等 均 有 相 关

检测诊断产品，本文列出了部分市售检测肺炎支原体

抗体的ＥＬＩＳＡ试剂盒。见表１。

表１　市售检测肺炎支原体抗体ＥＬＩＳＡ试剂盒比较［２１］

商品名 制造商及产地 抗原 被检抗体 其他

Ｔｈｅ　ＡｎｉＬａｂｓｙｓｔｅｍｓ　ＥＩＡ　 Ｌａｂｓｙｓｔｅｍｓ，Ｈｅｌｓｉｎｋｉ，Ｆｉｎｌａｎｄ 黏附蛋白Ｐ１　 ＩｇＭ、ＩｇＧ
Ｔｈｅ　Ｂｉｏｔｅｓｔ　ＥＩＡ　 Ｂｉｏｔｅｓｔ　Ｓｅｒａｌｃ，Ｓｏｅｓｔ，Ｔｈｅ　Ｎｅｔｈｅｒｌａｎｄｓ 全细胞裂解物 ＩｇＭ、ＩｇＧ、ＩｇＡ 半定量

Ｔｈｅ　Ｄｉａｇｎｏｓｙｓ　ＥＩＡ　 ＭＰ　Ｐｒｏｄｕｃｔｓ，Ａｍｅｒｓｆｏｏｒｔ，Ｔｈｅ　Ｎｅｔｈ－
ｅｒｌａｎｄｓ

菌体 裂 解 物 提 取 的 膜 蛋 白
（含Ｐ１蛋白）

ＩｇＭ、ＩｇＧ、ＩｇＡ

Ｔｈｅ　ＩｍｍｕｎｏＣａｒｄ　ＥＩＡ　 Ｍｅｒｉｄｉａｎ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ，Ｃｉｎｃｉｎｎａｔｉ，Ｏｈｉｏ 非规定的抗原 ＩｇＭ

Ｔｈｅ　ＩｍｍｕｎｏＷｅｌｌ　ＥＩＡ（ＧｅｎＢｉｏ） Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ，Ｂｒｕｇｅｓ，Ｂｅｌ－
ｇｉｕｍ

糖脂提取 物（氯 仿－甲 醇 提

取）
ＩｇＧ、ＩｇＭ 半定量

Ｔｈｅ　Ｎｏｖｕｍ　ＥＩＡ　 Ｎｏｖｕｍ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃａ，Ｄｉｅｔｚｅｎｂａｃｈ　Ｇｅｒ－
ｍａｎｙ

乙醚提取的抗原 ＩｇＧ、ＩｇＭ 半定量

Ｔｈｅ　Ｐｌａｔｅｌｉａ　ＥＩＡ（Ｐａｓｔｅｕｒ） Ｂｉｏ－Ｒａｄ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｖｅｅｎｅｎｄａａｌ，Ｔｈｅ
Ｎｅｔｈｅｒｌａｎｄｓ

黏附蛋白Ｐ１及 其 他 黏 附 相

关蛋白
ＩｇＧ、ＩｇＭ 半定量

Ｔｈｅ　Ｒｉｄａｓｃｒｅｅｎ　ＥＩＡ　 ｒ－Ｂｉｏｐｈａｒｍ，Ｄａｒｍｓｔａｄｔ，Ｇｅｒｍａｎｙ　 ＮＡ　 ＩｇＧ、ＩｇＭ、ＩｇＡ 半定量

Ｔｈｅ　Ｓｅｒｉｏｎ　ｃｌａｓｓｉｃ　ＥＩＡ　 Ｖｉｒｉｏｎ／Ｓｅｒｉｏｎ，Ｗüｒｚｂｕｒｇ，Ｇｅｒｍａｎｙ 黏附蛋白Ｐ１　 ＩｇＧ、ＩｇＭ、ＩｇＡ 定量

Ｔｈｅ　ＳｅｒｏＭＰ　ＥＩＡ　 Ｓａｖｙｏｎ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ，Ａｓｈｄｏｄ，Ｉｓｒａｅｌ 膜制备物（含Ｐ１蛋白） ＩｇＡ、ＩｇＧ、ＩｇＭ 半定量

Ｔｈｅ　Ｖｉｒｏｔｅｃｈ　ＥＩＡ　 Ｇｅｎｚｙｍｅ　Ｖｉｒｏｔｅｃｈ，Ｒüｓｓｅｌｓｈｅｉｍ，Ｇｅｒ－
ｍａｎｙ

Ｐ１，Ｐ１００（Ｐ１１６）和 Ｐ３０等

黏附蛋白
ＩｇＭ、ＩｇＧ 半定量

　　ＮＡ：Ｎｏｔ　Ａｖａｉｌａｂｌｅ，表示不能提供数据

　　目前，许多研究者利用人工合成短肽作为检测

用抗原，这些抗原的基因克隆扩增后导入异源细胞

中进行表达，然后再将这些表达出来的重组蛋白作

为抗原制 成 预 包 被 板，灵 敏 度 高、特 异 性 强。重 组
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ＡＴＰ合酶β亚单位（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ＡＴＰ　ｓｙｎｔｈａｓｅβ－
ｓｕｂｕｎｉｔ，ｒＡｔｐＤ）、重 组Ｐ１１６蛋 白 Ｎ 端 片 段、重 组

Ｐ１蛋白Ｃ端片段、重组Ｐ３０蛋白质，以及它们的融

合蛋白等均是ＥＬＩＳＡ检测试剂盒中很好的预包被

抗原。本文比较了ｒＡｔｐＤ、重组Ｐ１蛋白Ｃ端片段、

重组Ｐ１１６蛋白Ｎ端片段、重组Ｐ３０蛋白质，以及它

们的融合蛋白作为ＥＬＩＳＡ检测试剂盒中预包被抗

原的检测结果，结果显示这些重组蛋白的灵敏度和

特异性 均 较 高，非 常 适 合 开 发 成 检 测 肺 炎 支 原 体

ＩｇＭ的试剂盒，为早期检测肺炎支原体提供了重要

依据［２２］。见表２。

表２　重组蛋白作为包被 抗 原 的ＥＬＩＳＡ检 测 试 剂 盒 检 测 结

果比较

重组蛋白 灵敏度（％） 特异性（％）

Ｐ１１６（Ｎ－２７） ９０　 ８１
Ｐ１（Ｃ－４０） ９７　 ８７
Ｐ１１６（Ｎ－２７）＋Ｐ１（Ｃ－４０） ９７　 ９０
ｒＡｔｐＤ ７０　 ９７
ｒＰ１－Ｃ　 ７０　 ９０
ｒＡｔｐＤ－ｒＰ１－Ｃ　 ７４　 ９４

ＥＬＩＳＡ检测肺炎支原体主要采用患者血清，也

有少量报道 采 用 患 者 尿。ＥＬＩＳＡ法 的 缺 点 也 非 常

明显，检测过程中常需两份不同时期的血清样本，一
份是急性感染期血清样本，另外一份是感染后２周

的血清样本，后者的抗体滴度应该是前者的４倍或

大于４倍才可确定为阳性。但临床上从感染患者体

内采集两次血做检查并不容易，因为两周后患者症

状基本缓解，住院患者大部分已经出院，尤其是在儿

童医院，更是难以操作。而且，即使收集到两次血清

样本，检测结果也符合早期临床诊断，但是２周后的

结果属于回顾性检测，此时的检查结果对临床医生

合理使用抗菌药物和采取合适的治疗策略无任何指

导意义。Ｃｈａｎｇ等［２３］发 现 利 用 ＥＬＩＳＡ 方 法 检 测

ＩｇＭ所指示 的 细 菌 感 染 量 与 患 者 临 床 表 现 并 不 一

致，所以单独 使 用ＥＬＩＳＡ法 检 测ＩｇＭ 具 有 很 大 的

局限性，而 且 也 不 符 合 早 期 诊 断 的 要 求。另 外，报

道［２４］显示，在 临 床 实 际 应 用 中 部 分ＥＬＩＳＡ试 剂 盒

对成人 ＭＰ感染的检出率过低，如何保证ＥＬＩＳＡ检

测试剂盒高效的灵敏度和稳定的特异性，还有待于

进一步研究。

２．５．３　胶体金免疫层析法　胶体金免疫检测技术

是在传统免疫检测技术的基础上发展起来的新型检

测技术，其原理是基于抗原抗体反应的高特异性和

高亲和性，以 及 胶 体 金 纳 米 颗 粒 的 示 踪 放 大 效 应。

１９７１年Ｆａｕｌｋ和Ｔａｙｌｏｒ两位研究者将胶体金与抗

原结合，利用抗原标记的胶体金研究沙门菌细胞壁

的抗原成分，首次发现了胶体金标记技术，为胶体金

免疫检测技 术 的 发 展 开 辟 了 新 道 路［２５］。采 用 胶 体

金免疫层析试纸条进行检测，试验结果可以在５～
１０　ｍｉｎ内通过肉眼进行观察［２６］。目前，检测病原菌

或免疫球蛋白等细胞或大分子最常用的方法是双抗

夹心法，利用连接于固相载体（硝酸纤维膜）上的抗

体（捕获抗体）和胶体金标记抗体（检测抗体）分别与

样品中被检测抗原分子上的两个抗原表位相结合，

形成固相抗 体－抗 原－胶 体 金 标 记 抗 体 免 疫 复 合

物。当抗原分子所在的液体流经金垫时，与溶解了

的胶体金标记抗体结合，然后再往前流动，经过检测

线（Ｔ线）时被捕获抗体捕获，同时部分抗原分子继

续前进 至 控 制 线（Ｃ 线），与 羊 抗 鼠 抗 体 结 合，见

图１。该检测方法无需任何仪器设备，具有方便、快

速、便宜、适合现场检测等优点，适宜在一般基层医

院开展应用。该检测方法的报告结果只能报告阴性

或阳性，不能报告滴度。国内产品如福建海天蓝波、

潍坊康华、珠海丽珠和深圳普瑞康等均已经在临床

应用。

样品

硝酸纤维膜 PVC 板

吸水垫质控线
检测线

金垫

样品垫

图１　双抗夹心法在胶体金免疫层析中的应用原理示意图

因为该方法 检 测 的 物 质 是 针 对 患 者 的ＩｇＧ或

ＩｇＭ，所以也属于回顾性检测，约滞后于早期感染数

周，甚至数个月，也无法在早期给临床医生合理用药

提供帮助，并且该方法存在假阳性，实验中发现健康

人的样品检测结果也呈阳性［２７－２８］。目前，胶体金免

疫层析方法检测肺炎支原体的研究主要集中在两个

方向，一是对肺炎支原体半定量或定量的研究，另一

个是直接对病原体进行定性检测。

２．６　检测肺炎支原体的新方法　基于Ｆｅ３Ｏ４ 磁性

纳米颗粒的可视化技术检测病原微生物是近些年发

展起来的 新 技 术。传 统 的Ｆｅ３Ｏ４ 磁 性 纳 米 颗 粒 和

辣根过氧物酶 组 成 的 反 应 系 统 中，Ｆｅ３Ｏ４ 磁 性 纳 米

颗粒是固定化的，整个系统的催化效率受到颗粒大
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小和相对表 面 积 大 小 的 限 制。而 ＭｉｎｇｚｈｕＹａｎｇ团

队开发出一 种 可 溶 性Ｆｅ３Ｏ４ 磁 性 纳 米 颗 粒 反 应 系

统，这种基于可溶性Ｆｅ３Ｏ４ 磁性纳米颗粒（ｄｉｓｓｏｌｖｅｄ
Ｆｅ３Ｏ４ｍａｇｎｅｔｉｃｎ　ａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ，ＤＭＮＰｓ）的类过氧化

物酶性质可视化检测肺炎支原体技术突破了传统反

应系统限制因素的制约，其反应机理是Ｆｅ３Ｏ４ 磁性

纳米颗粒（Ｆｅ３Ｏ４ ｍａｇｎｅｔｉｃｎ　ａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ，ＭＮＰｓ）首

先完全溶解在一定浓度的含铁离子的酸中，然后铁

离子催化ＴＭＢ显色液中的 Ｈ２Ｏ２，产生高活性的羟

基自由基（·ＯＨ），随后·ＯＨ氧化底物ＴＭＢ颜色

变蓝，反应物的最大吸收峰在６５２　ｎｍ［２９］。见图２。

Ｍｉｎｇｚｈｕ　Ｙａｎｇ团队将免疫检测技术与ＤＭＮＰｓ
可视化检测技术完美融合，开发出基于ＤＭＮＰｓ的间

接免疫检测肺炎支原体系统。见图３。

Fe3O4

MNPs
H2O2

H+

Fe3+/Fe2+

TMB

HO

氧化型 TMB

最终结果

H+

Fe3+/Fe2+

Fe3+/Fe2+

Fe3+/Fe2+

图２　基于ＤＭＮＰｓ的类 过 氧 化 物 酶 性 质 可 视 化 检 测 技 术

原理［２９］

抗原

二抗

MNPs

BSA
Mp IgM Fe3+/Fe2+

图３　基于ＤＭＮＰｓ的间接免疫检测肺炎支原体系统

实验中 选 择 了 两 种 修 饰 性 磁 性 颗 粒，一 种 是

Ｆｅ３Ｏ４ ＭＮＰｓ－ＮＨ２，另 外 一 种 是 Ｆｅ３Ｏ４ ＭＮＰｓ－ＰＥＩ
（ＰＥＩ：聚乙烯亚胺），然后将修饰性磁性颗粒与二抗

相偶联。若血清样本中存在抗肺炎支原体抗体（被

检测抗体ＩｇＭ），则标记有二抗的修饰性磁性颗粒会

与 ＭＰ　ＩｇＭ结合形成复合物，然后复合物通过ＩｇＭ
与预先固定好 的 肺 炎 支 原 体Ｐ１蛋 白（抗 原）结 合，

经过孵育后，洗掉未结合的复合物，最后在反应体系

会发生图２中的显色反应，然后通过检测可得到具

体数值。基于ＤＭＮＰｓ的间接免疫检测肺炎支原体

系统是一种灵敏性高、价格低廉、耗时少的技术。

近年来，量子点（ｑｕａｎｔｕｍ　ｄｏｔｓ，ＱＤｓ）凭借其自

身独特的光谱特征和光化学稳定性受到人们越来越

多的重视。与传统荧光染料相比，量子点这种半导

体纳米晶体，具有激发光谱宽、发射光谱窄、发光效

率高，发光颜色可调，荧光强度和光稳定性较高，且

能够承受多次的激发和光发射等一系列优点［３０－３１］，

因此，在实验室诊断得到广泛应用。胡纪文等［３２］研

究在 偶 联 剂 碳 二 亚 胺ＥＤＣ和 Ｎ－羟 基 琥 珀 酰 亚 胺

（Ｎ－ｈｙｄｒｏｘｙｓｕｃｃｉｎｉｍｉｄｅ，ＮＨＳ）的作用下，兔抗人肺

炎支原体多克隆抗体与羧基量子点（Ｃｄ　Ｓｅ／Ｚｅ　Ｓ）偶

联，制备量子点标记物，以抗Ｐ１蛋白抗体作为捕获

抗体，建立双抗体夹心量子点免疫层析法检测肺炎

支抗原。实验中检测了５０份临床咽拭子标本，并与

培养法相比较，结 果 显 示 阴 性 符 合 率 为９７％，阳 性

符合率 为１００％，最 低 检 出 浓 度 为０．５　ｎｇ／ｍＬ，因

此，证明该实验方法可用于肺炎支原体感染的早期

诊断。

２．７　直接检测肺炎支原体的方法　直接检测肺炎

支原体需要克服分离培养的缺点，即必须耗时短，操
作简 便，漏 报 率 低。Ｍｉｙａｓｈｉｔａ等［３３］报 道 了 一 种 检

测肺炎 支 原 体 病 原 体 的 免 疫 层 析 试 剂 盒 Ｒｉｂｏｔｅｓｔ
Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ（Ａｓａｈｉ　Ｋａｓｅｉ　Ｐｈａｒｍａ　Ｃｏ．，Ｔｏｋｙｏ，Ｊａ－
ｐａｎ），与ＰＣＲ方法对比，发现其灵敏度、特异性和总

体性能分别是６２．５％、９０．９％和８８．９％。该检测试

剂盒检测的抗原是患者血清中肺炎支原体核糖体蛋

白Ｌ７／Ｌ１２，由于其灵敏度偏低，漏检率偏高，并且检

测过程中需 要 抽 血 取 样，因 此 不 太 适 合 床 旁 检 测。

周转等［２０］制备了抗肺炎支原体的多克隆抗体，通过

ＥＬＩＳＡ方法检测，共耗时约６　ｈ，该检测方法与传统

培养鉴定方法进行比较，检测阳性率约为９２．８６％，

并且与其他常见的呼吸道病原体无交叉反应。涂少

华等［３４］制备了 Ｍｐ单抗５Ｂ９、４Ｄ６，利用两个单抗制

备了双抗体夹心ＥＬＩＳＡ 检测肺炎支原体抗原的试

剂盒，１４７份 临 床 标 本ＰＣＲ检 测 阳 性 率 为１３．６％
（２０／１４７），双 抗 体 夹 心 ＥＬＩＳＡ 法 检 测 阳 性 率 为

１２．２％ （１８／１４７），两者符合率达９５．９％。

Ｌｉ等［３５］在２０１５年开发出一种快速检测肺炎支

原体的方法，该方法是基于胶体金免疫层析技术设

计的，选 取 了 一 对 抗 肺 炎 支 原 体Ｐ１蛋 白 的 单 克 隆

抗体（分别是Ａ和Ｂ）作为标记抗体和检测抗体，同

时以ＰＣＲ方法检测临床标本为“金标准”，两种方法

作了对比实验，实验结果表明胶体金快速检测肺炎

支原体试纸条的特异性达１００％，灵敏度达９７％，最
低检测浓 度 达 到１０３　ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ，实 验 结 果 见 表３。

该方法可能会成为一种快速、准确、简便的临床检测

肺炎支原体的新方法。
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表３　胶体金法和ＰＣＲ法检测结果的比较

胶体金层析免疫分析法
ＰＣＲ检测法

阳性 阴性
合计

阳性 ７６　 ０　 ７６
阴性 ２　 ２２４　 ２２６
合计 ７８　 ２２４　 ３０２

３　展望

目前，肺炎支原体感染实验室诊断方法大致分

为分离培养、血清学检查，以及ＰＣＲ检 测 技 术。肺

炎支原体分离培养检测结果最可靠，但缺点是时间

长，阳性率 低。ＰＣＲ检 测 法 对 仪 器 设 备 要 求 较 高，

操作繁琐，价格昂贵，也不能满足临床快速诊断的需

要，所以，目前ＭＰ感染的实验室诊断仍然主要依靠

血清学检查，但是血清学检查假阳性或假阴性结果

较多。目前，临床上基于磁纳米球和量子点技术的

新检测方法应用也较少，主要是因为技术稳定性不

够高，仍然需进一步研究。胶体金免疫层析法检测

ＩｇＧ和ＩｇＭ 的 特 异 性 强、灵 敏 度 高，且 无 需 任 何 仪

器设备，操作简单快捷。但该方法只能显示阳性结

果，无法报告滴度，而且该方法和ＥＬＩＳＡ法检测抗

体相同，均属于回顾性检测，实效性不强，临床应用

有一定的局限。另外，重症感染或再感染者可能生

成ＩｇＭ较少，容易出现假阴性，造成漏检，所以检测

ＩｇＭ抗体也 不 是 最 好 的 选 择。如 果 能 够 利 用 操 作

便捷、特异性强的胶体金免疫层析方法直接检测肺

炎支原体，就可以实现对肺炎支原体的早诊断、早治

疗，从而提高治愈率，减少抗菌药物滥用，减轻患者

痛苦及经济负担。
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ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａ　ｉｎ　ａｄｕｌｔｓ［Ｊ］．Ｅｕｒ　Ｊ　Ｃｌｉｎ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ　Ｉｎ－
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Ｃｈｅｍｏｔｈｅｒ，２０１５，２１（６）：４７３－４７５．

［３４］涂少华，叶元康，沈昭 在．双 抗 体 夹 心ＥＬＩＳＡ检 测 肺 炎 支 原 体
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