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摘要：肺炎支原体（Mycoplosma pneumonia,MP）为人类非典型肺炎的病原体，是引起呼吸道感染的重要病原体。但是支原体肺炎
与其他病原体感染的肺炎，在临床症状、影像学上并无特异性差别，且其对一般治疗肺炎、上呼吸道感染的药物有耐药性，因此肺

炎支原体及时、准确的实验室检测对于支原体肺炎的诊断治疗显得尤为重要。目前MP的实验室检测方法不断推陈出新，但各种
方法均有其优势与不足，临床可选择两种不同的方法同时检测。比如：血清学抗体的检测结合 MP快速培养药敏的方法；血清学抗
体的检测结合 PCR的方法，不同方法相互补充为临床的早期诊断、治疗提供依据。而 MP药敏试验的检测和耐药机制的研究对于
临床用药方案的选择，减少耐药株的产生和流行具有重要意义。
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Advances in Laboratory Detection of Mycoplasma Pneumoniae*

Mycoplasma pneumoniae (MP) is a human pathogen of atypical pneumonia, is important pathogens that cause
respiratory infections. Mycoplasma pneumoniae pneumonia infection with other pathogens, no specific difference in clinical symptoms
and imaging, the general treatment of pneumonia and upper respiratory tract infection drug resistance. Timely, accurate laboratory
detection of Mycoplasma pneumoniae is particularly important for the diagnosis and treatment of mycoplasma pneumonia. Currently the
MP laboratory tests constantly, various methods have their advantages and disadvantages, clinical simultaneous detection of two different
methods can be selected. For example: serological antibody detection combined the MP fast culture susceptibility method; serological
antibody detection combined PCR method, different methods complement each other early clinical diagnosis, treatment, provide the
basis. The MP detection and drug susceptibility testing mechanism for clinical selection regimen and reduce the generation of
drug-resistant strains and popular has important significance.
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肺炎支原体（Mycoplosma pneumonia,MP）为人类非典型
肺炎的病原体，是引起呼吸道感染的重要病原体。MP感染可发
生在任何年龄，以 5-20岁更为多见，是儿童、青少年急性呼吸
道感染的主要病原体之一。近年来，成人 MP感染报道增加，有
资料显示在成人社区获得性肺炎（CAP）中，MP已经成为感染
率居首位的病原菌[1,2]。但是支原体肺炎与其他病原体感染的肺

炎，在临床症状、影像学上并无特异性差别，且其对一般治疗肺

炎、上呼吸道感染的药物有耐药性，因此，肺炎支原体及时、准

确的实验室检测对于支原体肺炎的诊断治疗显得尤为重要。

1 肺炎支原体概述

支原体（Mycoplosma）是一类缺乏细胞壁、形态上呈高度多
形性、能通过除菌滤器，在无生命培养基中能生长繁殖的最小

原核细胞型微生物，1967年才正式命名，MP长约 2-5 滋m，无细
胞壁仅有细胞膜，革兰染色阴性，形态呈细丝状。MP具有 DNA
和 RNA两种核酸，核糖体由 30S和 50S亚基组成，其基因组为
环状双股 DNA，分子量约 5× 108。MP感染发病机制与 MP的

粘附作用和机体的免疫应答有关。MP借滑行运动穿过粘膜上
皮细胞纤毛屏障，隐藏在细胞间隐窝内，以其尖端特殊结构粘

附于细胞上皮细胞的表面受体上，其主要粘附因子为一类对胰

蛋白酶敏感的表面蛋白，称 P1蛋白。P1蛋白与呼吸道上皮细
胞的神经氨酸受体结合[3]，从而（1）消耗宿主细胞内的营养物质
得以生长繁殖；（2）破坏呼吸道粘膜的完整性使纤毛运动受阻；
（3）释放有毒代谢产物如：过氧化氢、核酸酶等使细胞受损。P1
蛋白是重要的免疫原，能刺激机体产生较强烈的免疫应答。也

是目前 MP诊断的主要抗原。
MP主要侵犯呼吸系统，经呼吸道飞沫传播，除可引起双侧

肺炎及慢性支气管炎等呼吸道疾病外，还可引起其他系统的严

重的肺外并发症，如脑膜炎、脑干炎、脊髓炎、心肌炎、心包炎、

免疫溶血性贫血、肾炎等。MP感染呈全球性分布，以温带为主。
平时散在发病，3-5年出现一次地区性流行，主要在学校、家庭
和军队中流行，流行特点为间歇性、长期缓慢播散，可持续数月

至一年，有时可造成暴发流行。全年均可发病但以秋冬较多。

MP因其结构缺乏细胞壁而对青霉素、茁-内酰胺类、万古
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霉素等作用于细胞壁生物合成的药物具有本质耐药性，临床治

疗可选择（1）干扰和抑制微生物蛋白质合成的大环内酯类抗生
素；（2）作用于核糖体 30S，阻止肽链延伸和蛋白质合成，抑制
DNA复制的四环素类抗生素；（3）作用于核酸 DNA，抑制其复
制的喹诺酮类抗生素[3]。

2 肺炎支原体的实验室检测

2.1 肺炎支原体的分离培养
2.1.1 传统肺炎支原体的分离培养 MP 的分离培养方法是
WHO推荐的 MP感染诊断的金标准方法。支原体主要以二分
裂繁殖，由于基因组小，代谢能力有限，故繁殖缓慢，1-6小时分
裂一代，反复传代后生长快，对数生长期细胞可达 107CFU/ml；
生长需要胆固醇和葡萄糖；在平皿上菌落呈草莓状，反复传代

后呈“荷包蛋”状菌落为阳性。传统肺炎支原体的分离培养方法

是采用咽拭子、痰、胸腔积液、肺泡冲洗液在专用培养基上进行

体外 MP的分离培养，由于 MP不具甾醇合成能力，培养系统
应添加甾醇等长链不饱和脂肪醇丰富的物质，一般采用 SP-4
培养基加马血清。此方法灵敏度低，培养耗时长（大约需要 2-3
周），技术要求高，不能满足快速诊断，很难在临床推广应用。

2.1.2 新型支原体快速培养 MP快速培养为液体培养基，其
组成材料是根据 MP结构繁殖增生所需要的营养成分而合理
配置的一套含蛋白质、磷脂、碳水化合物、胆固醇、微量元素并

加入青霉素和醋酸铊等物质抑制杂菌的生长。而 MP生长的代
谢产物使培养液中指示剂颜色发生改变来判断生长，通常液体

由红色变为黄色为阳性，菌量大约 104有诊断意义。该方法方

便、快速、准确、无需特殊设备，可作为一般实验室常规 MP感
染的诊断方法。由于该法存在一定的假阳性和假阴性，其灵敏

度和特异性还需要进一步验证。

2.2 肺炎支原体的直接检测
采用免疫荧光的方法，取患者呼吸道分泌物，采用鼠抗人单

克隆抗体（MP单克隆抗体），和异硫氰酸荧光素标记的羊抗鼠
抗体 IgG来检测细胞内的 MP抗原，在荧光显微镜下观察细胞
内被特异性荧光标记的 MP的活跃性来判断是否感染，此方法
方便快捷，但临床上由于没有选中合适的视野或未取到感染细

胞都会造成漏检，细胞内其他病原体干扰也会造成误判，因此

此法易受人为因素干扰，影响结果的判读。

2.3 肺炎支原体血清学检查
常规实验室诊断 MP感染，通常基于血清学的检测方法，

检测 MP抗体，该方法对于诊断感染具有重要意义，但是检测
必须在机体 MP 抗体产生之后，MP 感染后 IgM 抗体出现最
早，一般在感染后 1周出现，3-4周达到高峰，以后逐渐降低，
12-16周转阴，MP2IgM是 MP特异性抗体[4]，检测灵敏度较高，

但特异性较低，有些轻度感染及再感染病例不能刺激 IgM抗体
的产生。MPIgG抗体出现较 IgM抗体迟，其浓度峰值在 MP感
染后的第 5周，并且 IgG抗体会在体内留存很长一段时间，因
此单独检测 MPIgG意义不大，而血清学抗体的检测要注意检
测时间点，检测时机不当会造成漏检。

2.3.1 冷凝集试验 人感染 MP后，血清中除出现特异性抗体
外，还存在由 I抗原刺激机体产生的非特异性冷凝集素。即在
4 ℃条件下可凝集人的“O”形红细胞或自身洗涤红细胞，在 37
℃温浴后凝集现象消失，其滴度＞=64 时 MP感染有参考意
义。此方法操作简便,长期作为MP感染的参考方法,但该方法
并不特异,其他疾病如:大叶性肺炎、流行性感冒、传染性单核细

胞增多症、锥虫病、肝硬化、重症贫血、骨髓瘤、热带性嗜酸粒细

胞增高症、腮腺炎并发睾丸炎、疟疾、螺旋体病[5]等也可阳性。且

50 %左右健康人血清中有低滴度的冷凝集素。因此本法在临床
已很少应用。

2.3.2 补体结合试验（Complement fixation test, CFT） 采用补

体结合试验的方法检测血清中 MPIgM和 MPIgG抗体效价，如
果单次检测效价在 1：64以上或两次检测恢复期比急性期有 4
倍或以上增高则有诊断意义。但是补体结合试验需要一定的设

备和技术，操作较复杂，现在临床应用较少。

2.3.3 被动颗粒凝集法 该方法通过测定血清抗体检测是否

感染，是运用表面吸附 MP抗原的明胶颗粒代替动物红细胞进
行凝集反应。日本富士株式会社 MP抗体检测试剂盒，应用此
法，采用 MP细胞膜成分致敏人工明胶粒子，致敏粒子与患者
血清中存在的 MP抗体发生凝集反应，结果逸1:40判断为阳
性，3小时能出报告[2]。该方法消除了非特异性反应，特异性高

但灵敏度低，无须特使设备即可操作，对 MP感染具有诊断价
值，且抗体效价与 MP感染严重程度成正相关，是目前各医院
实验室检测MP感染的常规方法[6]。但是其进口价格较贵，窗口

期不能被检测，尤其是急性期患者，易造成漏检；此外治愈后还

会有抗体存在，会被误诊为假阳性，检测时应注意。

2.3.4 酶联免疫吸附试验 （Enzyme Linked Immunosorbent As-
says, ELISA）采用 ELISA法通过检测血清中 MPIgM和 MPIgG
抗体来检查是否感染。MPIgM和MPIgG的联合检测可有效提
高诊断率。采用提纯的MP膜蛋白 P1、P116或 P30抗原[7]预包

被反应板，检测血清中存在的 MP抗体，以酶标记的抗人 IgM
和 IgG单克隆抗体作为标志物，加入底物 TMB显色后终止反
应，在 450 nm波长测各孔 OD值，OD值大小与待检抗体含量
成正比[3]，对 MP感染具有诊断价值。MP采用 ELISA法检测时
需动态观察，如果显著升高提示近期感染，显著降低处于感染

后期，一次检测临床结果实用性不强。该法快速、简便、连续检

测时结果比较可靠，适合于临床实验室作为 MP感染的常规检
测方法。

2.3.5 金标免疫斑点法（Dot Immungo Gold Method, DM） 采

用金标记免疫渗滤技术，检测患者血清中的MPIgM抗体。该方
法操作简便、但特异性灵敏度不高，在 MP感染急性期和窗口
期即 IgM未产生或含量较低时，检测结果会出现阴性，造成漏
诊。目前临床较少使用。

2.4 肺炎支原体基因检测法
采用聚合酶链反应（Polymerase Chain Reaction, PCR）技术

检测患者痰、咽拭子、支气管灌洗液中的 MPDNA，目标基因引
物根据 P1蛋白或 16SrRNA基因设计，使得 MP的检测更加特
异、灵敏，为MP的检测和实验研究开辟了一个广阔的前景。
2.4.1 实时荧光定量 PCR 法（Fluorescent Quantitation PCR，
FQ-PCR） 取咽拭子浸液，以 13000 r·min-1离心 10 min，弃上
清，加裂解液，于 90 ℃加热 10 min后，以 13000 r·min-1离心 5
min，取上清液做 PCR检查。反应体系为 2 滋L上清液、2 滋L反
应液、1 滋L Tag多聚酶，至于自动化荧光检测仪进行 PCR 扩
增。取扩增产物在紫外投影仪上，荧光定量仪自动分析结果。

<1.0× 106 copies·L-1为正常 [8]。此法可用于 MP感染的早期诊
断。PCR可以检测到 102菌量，且荧光定量 PCR的拷贝数越大
对 MP感染诊断越有意义[9]。胡大康等[4]应用 FQ-PCR进行MP
载量的半定量分析，对 MP-DNA质粒标准品不同浓度的样本
进行 PCR 测定，绘制线性曲线，利用受试者工作特征曲线
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（ROC曲线）确定MPLi临界值。患者测定值与MPLi临界值比
对，两次检测有一次或以上阳性判为 MP感染。
2.4.2 培养增强套式 PCR法 （Nest PCR，N-PCR） 这是 MP
培养结合 PCR检测的一种方法，先取咽拭子、痰液在 MP专用
选择性液体培养基中进行MP培养，24小时后取培养液再进行
N-PCR。PCR目标基因引物根据 P1蛋白设计，经过两次扩增，
两次反应条件一致，取第 2次扩增产物在 2 %琼脂糖凝胶（含
0.5 mg·L-1溴化乙锭）上电泳，紫外检测仪上观察记录结果，与

阳性对照有相同条带判为阳性。此方法比 FQ-PCR法更为复杂
费时（一般约 30-40小时）。应用 PCR法比血清学检测及培养
方法都敏感特异。王佳贺等 [8] 对 97例患者咽拭子进行检测，
FQ-PCR法阳性 25份，N-PCR法阳性 22份，培养法 6份。朱传
新[10]等对 94例呼吸道感染入院儿童进行 PCR、ELISA、金标渗
透法、冷凝集试验检测，四种方法阳性率分别为 27.5 %、26.4 %、
26.3 %、11.9 %。PCR方法灵敏准确，且阳性率高，有条件的实
验室可用于MP感染的诊断检测。
由于 PCR方法过于敏感可出现一些假阳性或假阴性，原因

可能是：（1）标本被污染；（2）自然界中多种细菌存在交叉或相
似基因片段，有时基因片段形似也会被扩增为阳性结果；（3）标
本中含有多种蛋白，有的蛋白对 PCR扩增有抑制作用，从而可
造成临床上的漏检现象。

2.5 肺炎支原体药敏及耐药机制的检测
2.5.1 抗菌药物敏感性试验（Antimicrobial Susceptibility Test，
AST） 以往由于 MP传统培养方法培养困难，耗时长，要求
高，所以关于 MP的药敏分析报道较少。而近年来随着市场上
MP快速培养方法在实验室开展[11,12]，国内有厂家开发了 MP的
快速培养与药敏相结合的试剂盒，24-48小时可出结果。药敏试
剂盒一般提供 MP常用推荐用药的四大类抗生素：大环内酯
类、四环素类、喹诺酮类、林克酰胺类的 9-14种抗生素，该实验
条件要求不高，无需特殊仪器设备。李健茹[11]等对 55例患儿
MP阳性标本进行了药敏试验，结果患儿常用的大环内酯类抗
生素敏感率：红霉素 32.7 %、阿奇霉素 43.6 %，显示中介、耐药
率较高。北京朝阳医院[13]报道 67例成人流动人群 MP肺炎，大
环内酯类耐药率高达 69%，提示实验室应增加 MP药敏的检
测。MP药敏的检测可指导临床合理使用抗生素；减少或减轻肺
外并发症的发生；同时减少耐药株的产生。

2.5.2 肺炎支原体对抗生素耐药机制的检测 MP对抗生素耐
药机制的检测是基于 PCR技术发展起来的。虽然 MP可有四
大类药物可供选择，但是大环内酯类作为一线用药，临床经验

用药较多，目前 MP耐药机制研究多集中于 MP对大环内酯类
耐药机制的研究[14,15]。研究对象分别为体外诱导耐药的 MP耐
药株和临床筛选分离的耐药株。基因点突变是体外诱导耐药株

和临床筛选分离的耐药株的主要耐药机制。对 PCR 或套式
PCR的扩增产物测序，是目前国内外检测耐药株点突变的主要
方法[16,17]。其方法为应用 PCR或套式 PCR技术扩增 MP（红霉
素作用靶位核糖体 23SrRNA）V区易发生突变的基因片段，对
扩增产物进行 DNA测序，测得序列与 GenBank已登录的 MP
标准株 M129（23SrRNA）进行比对，发现耐药株在 23SrRNA发
生的突变点[18,19]。徐晓刚[20]等采用 CycleavePCR技术可检出MP
并鉴别其大环内酯类耐药突变株，此技术是由 RNA和 DNA
构成的嵌合 Cycling探针与 RNaseH组合使用的高灵敏度检测
方法，可检出靶序列中碱基差异，与实时荧光 PCR整合，省去
了测序这一费时、费用高的测定。此外还有限制性内切酶片段

长度多态性 （Restricyion Fragment Length Polymorphism ，
RFLP）方法[19]检测突变基因，如果基因突变涉及到某特异性限

制性内切酶的识别位点(21)，用此酶酶解的 DNA时便会产生
不同长度和数量的 DNA片段，进行电泳可判断是否有突变位
点及碱基突变类型。

3 小结

目前临床诊断 MP感染的标准：（1）临床症状和体征表现，
如持续高热、频繁咳嗽、胸部闻及湿罗音、哮鸣音、气喘气促等。

（2）胸壁 X线检测，见云雾状、扇状、游走性阴影等。（3）MP的
耐药性，曾使用青霉素类抗生素 3天以上均无效，改用大环内
酯类、四环素类等抗生素有效。（4）实验室检测，血常规检测白
细胞正常或减少，血沉指数升高[10]。随着对 MP的认识和实验
研究的深入，MP的实验室检测方法不断推陈出新。虽然 MP的
实验室检测方法多样，但是各种方法均有其优势与不足，目前

国内外 MP实验室检测也没有统一的诊断标准，因此临床可选
择两种不同的方法同时检测。比如：血清学抗体的检测结合 MP
快速培养药敏的方法；血清学抗体的检测结合 PCR的方法，不
同方法相互补充，为临床的早期诊断、治疗提供依据。而 MP药
敏试验的检测和耐药机制的研究对于临床用药方案的选择，减

少耐药株的产生和流行具有重要意义。对于 MP大样本的耐药
性研究资料目前仍然较少[22]，特别是在成年人及老年人群中，

有待今后进一步研究。
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