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重组酶聚合酶等温扩增快速检测肺炎支原体方法的建立和初步应用 *
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摘要 目的：建立基于重组酶聚合酶扩增技术（RPA）技术快速检测肺炎支原体的方法。方法：本研究以肺炎支原体编码 P1黏附蛋

白为靶基因，利用 Primer Premier 5软件进行引物、探针的设计，最终筛选出最佳引物。同时设计相应的实时荧光定量 PCR

（RT-PCR）引物用于后续的验证试验。对反应体系试剂比例、反应时间、反应温度、引物探针浓度进行确定。肺炎支原体、解脲支原

体、人型支原体、肺炎克雷伯菌、肺炎双球菌、大肠杆菌和链球菌作为对照评估 RPA检测肺炎支原体的特异性及敏感度。结果：

RPA快速检测肺炎支原体方法仅需 14 min，检测灵敏度达 200 copies/mL；6种非肺炎支原体均不能扩增，特异性较高。结论：本研

究建立了肺炎支原体的 RPA快速检测方法，具有迅速、简便、经济等优势，为肺炎支原体的快速检测提供一个新的有利工具。
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Establishment and Preliminary Application of Rapid Detection of
Mycoplasma Pneumoniae by Recombinase Polymerase Amplification*

To establish a rapid detection method of mycoplasma pneumoniae based on recombinase polymerase

amplification (RPA). In this study, the P1 adhesion protein encoded by mycoplasma pneumoniae was used as the target gene.

Primer premier 5 software was used to design primers and probes, and finally the best primers were selected. At the same time, the

corresponding real-time fluorescent quantitative PCR (RT-PCR) primers were designed for subsequent validation tests. The ratio of

reagent, reaction time, reaction temperature and the concentration of primer probe were determined. mycoplasma pneumoniae,

ureaplasma urealyticum, mycoplasma hominis, klebsiella pneumoniae, diplococcus pneumoniae, escherichia coli and streptococcus were

used as controls to evaluate the specificity and sensitivity of RPA in detecting mycoplasma pneumoniae. RPA rapid detection of

mycoplasma pneumoniae only took 14 minutes, the detection sensitivity was 200 copies/mL; 6 kinds of non mycoplasma pneumoniae

could not be amplified, and the specificity was high. The RPA rapid detection method of mycoplasma pneumoniae was

established in this study, which has the advantages of rapidity, simplicity and economy, and provides a new tool for rapid detection of

mycoplasma pneumoniae.
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前言

肺炎支原体（Mycoplasma Pneumonia, MP）是引起非典型

肺炎最主要的病原体，它不仅可以引起呼吸系统疾病还可导致

肺外多系统器官并发症，严重的可导致死亡[1-3]。目前肺炎支原

体感染实验室诊断方法主要是分离培养、血清学、聚合酶链式

反应（polymerase chain reaction, PCR）检测技术，由于这些方法

自身的缺陷导致临床应用受到限制，无法满足临床诊断需求[4，5]。

重组酶聚合酶扩增技术（recombinase polymerase amplification,

RPA）是一种新型的恒温扩增技术，在 25～43℃间进行反应，且

反应速度较快，通常从反应起始至结束仅需 5～15 分钟[6，7]。

RPA技术具有操作简便，设备要求低等优点，已经成为研究热

点，目前有很多关于 RPA 在细菌、病毒、真菌等方面研究报

道[8-10]，但尚未发现用于MP检测的研究。本项目拟应用 RPA技

术开展以下方面的研究：（1）根据肺炎支原体编码 P1黏附蛋白

为靶基因序列设计出最佳引物和探针；（2）反应体系的建立并

优化，包括反应体系试剂比例、反应时间、反应温度、引物探针

浓度的确定；（3）RPA检测肺炎支原体的特异性及敏感度的评

估。最终建立快速检测肺炎支原体的方法，为肺炎支原体感染

的早期诊断提供参考依据。最近几年，RPA的出现弥补了 PCR
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图 1反应体系的建立

Fig.1 Establishment of reaction system

Primer name Sequence(5'to3')

MycoF8 CCTTTCTAATGGAGTTTTTTACTTTTTCTTTTCAT

MycoR6 AAATGTTCTTTCAGAACTGGATACAATCTGACCAA

MycoP1 AAACATCAAAATCCATTTATTTATCGGTGGFAHAQTAAACCCAAATCC-C3-spacer

- Modification:F:FAM-dTH:TetrahydrofuranQ:BHQ1-dT

表 1引物和探针序列

Table 1 Primer and probe sequences

反应时热循环不够精准的缺陷，只需在恒温的条件下就能完成

核酸分子（RNA）的扩增反应，因此很大程度减少了检测仪器的

研发成本。本研究基于 RPA，使用便携式检测设备，完成了对肺

炎支原体的快速检测，现报道如下。

1 材料与方法

1.1 材料来源

肺炎支原体标准菌株由珠海迪尔生物工程有限公司提供

标准菌株 ATCC15531。收集本院从 2019年 8月 -2019年 10

月 30个临床样本。

1.2 肺炎支原体 DNA提取

DNA提取试剂购置于中山大学达安基因股份有限公司。

严格按照说明书进行 DNA提取。具体步骤如下：（1）加生理盐

水对标准菌株进行稀释；（2）取 50ul稀释后的样本加入离心管

中；（3）加 50 滋L DNA提取液后震荡混匀；（4）置于恒温金属浴

100℃煮沸 10 分钟；（5）14000 转离心 10 分钟后取上清置

-20℃冻存备用。

1.3 引物、探针设计

根据肺炎支原体编码 P1 黏附蛋白为靶基因序列利用

Primer Premier5软件进行引物、探针的设计，根据预实验摸索

确定引物及产物长度，经网站数据检索分析给出针对肺炎支原

体的特异性进行优化选取最好的引物。设计的上游引物、下游

引物和探针序列如表 1。由上海生工生物技术有限公司合成引物。

1.5 主要设备

TGL 16R台式微量冷冻离心机购自珠海黑马，ABI7500荧

光 PCR扩增仪（2.0版本软件）购自美国 AppliedBiosystems公

司，RPA恒温扩增荧光检测仪 T8（TwistDx公司）。

1.6 方法

（1）DNA提取及浓度、纯度测定：采用肺炎支原体标准菌

株。购买商品试剂并严格按照说明进行 DNA提取。（2）反应体

系优化：① 引物探针浓度优化：RPA探针的浓度会影响反应的

进行，因此我们分别设计 200 nmol/L、300 nmol/L、400 nmol/L、

500 nmol/L、600 nmol/L 等几个不同浓度的引物；50 nmol/L、

100 nmol/L、150 nmol/L、200 nmol/L、250 nmol/L等几个不同浓

度的探针，最终选择最佳浓度的引物和探针。② 扩增时间的优

化：分别在 5、10、15、20、25、30 min时间观察反应结果，确定最

佳扩增时间。③ 扩增温度的优化：RPA 反应体系可在 25℃

-43℃实现靶基因的有效扩增，为了确定最佳反应温度，将肺炎

支原体核酸进行系列稀释，作为模板分别在 25、28、31、34、37、

40、43℃ 7个不同温度条件下进行 RPA扩增，以检测灵敏度最

高的扩增温度为 RPA体系最佳反应温度。

2 结果

1.4 反应体系的建立

采用购自杭州众测生物科技有限公司的 RPA核酸扩增试

剂（荧光型）进行实时荧 RPA检测，严格按照说明书完成检测。

并采用 ABI7500（美国 AppliedBiosystems公司）对荧光信号进

行检测，根据扩增曲线直接读取检测结果。如图 1所示。
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图 2肺炎支原体的 RPA技术检测特异性

Fig. 2 Specificity of RPA for mycoplasma pneumoniae

图 3肺炎支原体的 RPA技术检测敏感性

Fig.3 Sensitivity of RPA for mycoplasma pneumoniae

2.1 RPA技术检测肺炎支原体的特异性及敏感度的评估

用我院检验科微生物室日常保留的阳性菌株解脲支原体、

人型支原体、衣原体、肺炎克雷伯菌、肺炎双球菌、大肠杆菌和

链球菌提取 DNA后进行扩增作为对照评估其特异性，6种非

肺炎支原体均不能扩增，如图 2 所示。将肺炎支原体核酸

样本进行 8份稀释：2伊107、2伊106、2伊105、2伊104、2伊103、2伊102、2伊
10 1copies/mL，分别作为模板，以最优反应条件行检测，确定最

小检出量来评估敏感性，检测灵敏度达 200 copies/mL，如图 3

所示。将 40份标本分两次同时进行检测，检测重复性，均能检

出且重复性较高，如图 4和图 5所示。

2.2 临床样本验证

留取临床低值阳性样本进行了初步验证，能有效检出，如

图 6所示。

3 讨论

肺炎支原体感染实验室诊断方法主要是分离培养、血清学

检测、PCR检测技术。分离培养检测结果最可靠是肺炎支原体

感染的诊断金标准，但由于MP本身培养比较困难且培养时间

通常需要 5-14天，因此分离培养并不适合快速检查及常规检

测。目前MP感染的实验室诊断主要依靠血清学检查，最明确

的血清学证据采集双份标本检测，观察免疫球蛋白 G（im-

munoglobulin G, IgG）类抗体是否有明显上升，另一方面虽然免

疫球蛋白M（immunoglobulinM,IgM）类抗体是感染早期最常见

的抗体，但是有些患者，在其初次感染或再次感染时可能不产

生 lgM类抗体，血清学检测属于回顾性检测，假阳性或假阴性

结果较多，临床应用有一定的局限[11-13]。PCR检测法虽然特异

性、灵敏性都很高，但它对仪器设备要求较高且操作繁琐，价格

昂贵，普及率不高，无法满足临床快速诊断的需求[14-17]。

随着分子生物学的发展，恒温扩增技术的出现摆脱了 PCR

的预热 -变性 -退火 -延伸等反应时热循环不够精准的缺陷，

仅在恒温的条件下就能实现 RNA的扩增反应，并且技术操作

简便，设备要求低，检测时间较短[18-20]。目前已有 10余种核酸恒

温扩增技术，其中 RPA是一种新型的恒温扩增技术，RPA无需
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图 6肺炎支原体的临床样本检测

Fig.6 Detection of clinical samples of mycoplasma pneumoniae

图 5肺炎支原体的 RPA技术检测重复性

Fig. 5 Repeatability of RPA detection of mycoplasma pneumoniae

图 4肺炎支原体的 RPA技术检测重复性

Fig. 4 Repeatability of RPA detection of mycoplasma pneumoniae
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较高或精准的温度，在 25～42℃间均可进行反应，且反应速度

较快，通常从反应起始至结束仅需 5～15分钟，扩增的产物可

通过免疫金标记技术（immunogold labelling technique）或实时

荧光定量 PCR（Quantitative Real-time PCR）、琼脂糖凝胶电泳

等进行检测，备受国内外学者关注[21-24]。科学家们先后将此技术

应用于各种人类基因组、寄生虫基因组等核酸扩增。最近几年，

病毒专家也开始关注此技术，建立了人类免疫缺陷病毒等

RNA扩增检测方法。国内也有利用 RPA技术开展有关研究，

如结核杆菌、曲霉菌的检测，但尚未发现用于肺炎支原体检测

的开发研制。因此本研究拟 RPA为核心技术研究建立一种快

速、高特异性、高灵敏性的肺炎支原体检测方法[25，26]。

从 2006年首次报道后，RPA就已在临床诊断、食品致病菌

等检测分析及生物安全方面得到广泛应用。尤其是于 2014年

英国TwistDxInc公司开发的重组酶聚合酶商业化试剂盒的问

世直接推动 RPA技术突飞猛进的发展。RPA相比其他核酸扩

增技术存在较多的优点，并且其解决了当前分子技术存在的难

题：（1）RPA可快速反应，样品加入反应体系时就开始反应，无

需解链目标双链 DNA；（2）RPA是在恒温下进行反应，整个反

应只需 10-20 min完成且无需变性，很大程度减少了反应时间，

且极大地减少了检测成本；（3）目标基因不存在 DNA或 RNA

的局限性，甚至还可进行 RNA病毒的检测；（4）RPA与基于

DNA探针的荧光检测技术相融合，对快速 RNA检测具有十分

重要的意义。当前 RPA被广泛应用于病原微生物的检测。RPA

融合了血清学检测和分子技术的优势，是一种简便快速、经济

的检测手段，RPA技术被称作有望替代 PCR的核酸检测技术。

RPA关键技术是引物和探针的设计。引物的设计不可只根据序

列来判断引物的扩增性能，需对候选引物进行筛选，引物的筛

选分为下述几个步骤：选择靶标区域，设计并筛选候选引物，提

高引物的扩增性能再次筛选，这部分可根据 TwistDx公司提供

的引物筛选指南，最终引物的确定需要不断地筛选。RPA反应

探针的浓度也需筛选，一个反应体系中通常需添加 120nm/L探

针，偶尔稍微调整探针浓度可加速反应，所以可在一定浓度范

围内对探针浓度进行优化从而找到最佳浓度[27，28]。

本课题组已成功地掌握引物、探针筛选方法和设计反应体

系，并建立了 RPA快速检测肺炎支原体方法，仅需 14min，检

测灵敏度达 200copies/ml且特异性较高。但还存在以下缺陷：

（1）方法的稳定性有待提高，通过预实验本课题组已掌握了

RPA关键技术，须进一步优化反应体系，使反应条件完善到最

优状态；（2）由于该方法的敏感性高容易产生携带污染导致假

阳性，可以采用封闭式反应管和一步加样的方法，并尝试在反

应管中加入尿嘧啶 DNA 糖基酶降解反应体系中的小片段

DNA从而消除污染。

综上所述，本研究建立了肺炎支原体的 RPA快速检测方

法，具有迅速、简便、经济等优势，为肺炎支原体的快速检测提

供一个新的有利工具。
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