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环介导等温扩增技术在呼吸道感染

病原体检测中的应用
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摘要：目的　应用环介导等温扩增法（ＬＡＭＰ）对肺炎患者下呼吸道分泌物进行１１种常见致病菌的核酸检测，探讨其

临床应用价值。方法　收集福建省立 医 院２００９—２０１０年 呼 吸 科 诊 断 为 下 呼 吸 道 感 染 患 者 的 合 格 痰 标 本２８９例，行

ＬＡＭＰ方法检测，与痰培养结果比较，分析 其 灵 敏 性 和 特 异 性。结 果　ＬＡＭＰ检 测 时 间 仅 需２～３ｈ，明 显 短 于 痰 培

养；以细菌浓度＞１×１０３为 阳 性 阈 值，敏 感 性７４．０％，特 异 性９５．３％，敏 感 性 明 显 高 于 痰 培 养；其 阳 性 率 为４２．９％
（１２４／２８９）。结论　ＬＡＭＰ法可方便、快速检测肺部感染的常见病原菌，敏感性高于痰培养法。
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　　目前，抗生素在临床上的使用十分普遍，但呼吸

道感染发生率和死亡率仍居高不下，缺乏敏感、快速

检测的方法以指导临床早期针对性用药是重要原因

之一。传统细菌培养周期长，阳性率低，对特殊病原

菌如肺炎支原体等的检测能力弱，难以满足临床 需

求。环介导 等 温 扩 增 技 术（Ｌｏｏｐ－Ｍｅｄｉａｔｅｄ　Ｉｓｏｔｈｅｒ－
ｍａｌ　Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＬＡＭＰ）［１］具有特异性强、灵敏度

高、快速准确和操作简单等优点，被广泛应用于生物

学各个领 域。本 研 究 采 用ＬＡＭＰ法 检 测 下 呼 吸 道

感染的１１种常见病原菌，探讨其临床应用价值。

１　对象与方法

１．１　研究对象　２００９年１月至２０１０年１２月福建

省立医院呼吸 科 住 院 的 肺 炎 患 者２８９例，其 中 男 性

１９８例，女性９１例，平均年龄（６４．３±１７．０）岁。其中

社区获得性肺炎患者２８５例（基础疾病为慢性阻 塞

性肺炎６９例，支气管扩张４３例，支气管哮喘８例），
医院获得性肺炎４例。入选患者均符合中华医学会

呼吸病学分会制定的社区获得性肺炎和医院获得性

肺炎诊断标准［２，３］。

１．２　研究方法

１．２．１　痰液 收 集 及 处 理　痰 样 品 细 菌 核 酸 提 取 流

程、痰样品核酸ＬＡＭＰ反应流程参见文献［４］。

１．２．２　结果分析　根据所检测１１种病原菌中每种
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细菌４管标准品的理论拷贝数和出峰时间，确定 标

准曲线。根据 痰 样 品 的 出 峰 时 间，利 用 标 准 曲 线 推

算出模板浓 度。痰 样 品 细 菌 浓 度 推 算：痰 样 品 细 菌

浓度（ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ）＝模 板 浓 度（ｃｏｐｉｅｓ／μＬ）×１００／

０．６。

１．３　数据处理　结 果 数 据 均 采 用ＳＰＳＳ　１７．０统 计

软件分析。配对的计数资料之间两两比较采用 Ｍｃ－
Ｎｅｍａｒχ

２检验，若有１格理论频数小于１采用Ｆｉｓｈ－
ｅｒ’ｓ精确检验，双侧检验进行统计学推断。Ｐ＜０．０１
为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＬＡＭＰ法 的 阳 性 检 出 率　２８９例 患 者 痰 样 品

中，细菌浓度拷贝数＞１×１０３、＞１×１０４、＞１×１０５为

阳性界值的 检 出 率 依 次 为４２．９％（１２４例）、３８．８％
（１１２例）和３３．２％（９６例）。（含混合感染）

２．２　ＬＡＭＰ法与痰培养法比较

２．２．１　对常见病原菌检测结果比较　２８９份痰样品

中，痰 培 养 法８种 常 见 菌 有４４人 份 阳 性，阳 性 率

１５．２％；ＬＡＭＰ法以细菌浓度＞１×１０３为阳性阈值，
其阳性率 为４２．９％，ＬＡＭＰ技 术 明 显 高 于 痰 培 养

（χ
２＝８０．９８，Ｐ＜０．０１），敏感性（Ｓｅ）７４．０％，特 异 性

（Ｓｐ）９５．３％，且仅需２～３ｈ（痰培养法需１６～１８ｈ），
见表１。从表可见，“１０３”为界 值 的 敏 感 性（７４．０％）
高于“１０４”（６８．０％）与“１０５”（５２．０％）界值。

表１　痰培养方法和ＬＡＭＰ法对常见病原体检出结果的比较（％）

Ｔａｂｌｅ　１　Ｃｏｍｐａｒｅ　ｗｉｔｈ　ｓｐｕｔｕｍ　ｃｕｌｔｕｒｅ　ａｎｄ　ＬＡＭＰ　ａｓｓａｙ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｐａｔｈｏｇｅｎｓ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｒｅｓｕｌｔｓ（％）

痰培养结果
１０３

阳性 阴性 Ｓｅ（Ｓｐ）
１０４

阳性 阴性 Ｓｅ（Ｓｐ）
１０５

阳性 阴性 Ｓｅ（Ｓｐ）

肺炎链球菌
阳性

阴性

３

１７

０

２６９

１００．０（９４．１） ３

１４

０

２７２

１００．０（９５．１） ３

１１

０

２７５

１００．０（９６．２）

金黄色葡萄球菌
阳性

阴性

１

１

１

２８６

５０．０（９９．７） １

０

１

２８７

５０．０（１００．０） ０

０

２

２８７

０（１００．０）

大肠埃希菌
阳性

阴性

１

４

０

２８４

１００．０（９８．６） １

０

３

２８５

１００．０（９９．０） １

１

０

２８７

１００．０（９９．７）

肺炎克雷伯杆菌
阳性

阴性

７

１３

５

２６４

５８．３（９５．３） ６

７

６

２７０

５０．０（９７．５） ４

４

８

２７３

３３．３（９８．６）

铜绿假单胞菌
阳性

阴性

１３

２７

１

２４８

９２．９（９０．２） １３

２３

１

２５２

９２．９（９１．６） １１

１２

３

２６３

７８．６（９５．６）

鲍曼不动杆菌
阳性

阴性

８

３

２

２７６

８０．０（９８．９） ７

１

３

２７８

７０．０（９９．６） ５

１

５

２７８

５０．０（９９．６）

嗜麦芽窄食单胞
阳性

阴性

２

１０

２

２７５

５０．０（９６．５） ２

９

２

２７６

５０．０（９６．８） １

５

３

２８０

２５．０（９８．２）

流感嗜血杆菌
阳性

阴性

２

３２

２

２５３

５０．０（８８．８） １

２９

３

２５６

２５．０（８９．８） １

２２

３

２６３

２５．０（９２．３）

合计
阳性

阴性

３７

１０７

１３

２　１５５

７４．０（９５．３） ３４

８６

１６

２　１７６

６８．０（９６．２） ２６

５６

２４

２　２０６

５２．０（９７．５）

２．２．２　ＬＡＭＰ法检测出的其他病原菌　① 对２８９
份标本中２３份疑似肺炎支原体标本进行肺炎支 原

体血清学抗体检 测，阳 性１３例；ＬＡＭＰ法 对２８９份

样品进行肺炎支原体检测，肺炎支原体浓度＞１０３有

３９例，其中＞１０４有３５例，＞１０５有３１例，根 据 文 献

所示，以细菌浓度＞１×１０５以上为确诊标准［２］，阳性

率１０．７％。② 所有标本痰培养和ＬＡＭＰ方法均未

检出军 团 菌。③ 痰 培 养 方 法 未 检 出 肺 炎 衣 原 体，

ＬＡＭＰ方法检出２例。

３　讨论

　　目前传统细菌培养已难满足临床有效治疗肺部

感染的要 求。本 研 究 采 用ＬＡＭＰ技 术 对 常 见 的 肺

炎１１种病原体进行检测，全过程从痰液标本处理到

结果判定仅需２～３ｈ，与 传 统 痰 培 养 法（１６～１８ｈ）

相比，整个检测 过 程 耗 时 短，除 嗜 肺 军 团 菌 外，其 余

１０种病原体扩增结果均见阳性反应。分别比较细菌

浓度＞１×１０３、＞１×１０４及＞１×１０５时 的 阳 性 率，

ＬＡＭＰ技术的检测总敏感性均显著 高 于 痰 培 养，界

值越低，其敏感性越高，但特异性较低；界值越高，敏

感性越低，但特异性升高。比较检出病原体在＞１×
１０３、＞１×１０４及＞１×１０５时的敏感性，发现肺炎链球

菌和大肠埃希菌在３个界值的敏感性均最高；流 感

嗜血杆菌、肺炎链球菌、 （下转第１７页）
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环境下生 存 与 传 播［２］，我 市 报 告 呈 现 明 显 季 节 性，

２００８年５月发病高峰与手足口病纳入丙类法定传染

病报告管理有关；２００９—２０１０年出现的４～５月和９
月双高峰，与梁秀芳等［３］报道的５～７月为高发季节

有差异，考虑 与 我 市４～５月 正 值 春 夏 交 替 阴 雨 季

节，温湿度适 宜ＥＶ７１型 等 肠 道 病 毒 生 存 与 传 播 有

关；９月出现的第２次高峰可能与我市秋季气温仍较

高有关。

　　城区发 病 率 高 于 农 村，与 有 关 报 道 一 致［４］。可

能与城区人口密集易于传播、居民对手足口病的 关

注度更高、城区内幼托机构多、相当部分民办幼托机

构设施条件较差、空气流通不畅、儿童洗手消毒和共

用玩具消毒等预防措施不严有关。

　　病例构成以５岁以下散居儿童为主。我市５岁

以下儿童病例 占９５．５％，散 居 儿 童 占７５．０％，可 能

因其抗体水 平 较 低［５］、近 年 来 本 市 加 强 托 幼 机 构 手

足口病防控工作、以及低年龄组儿童入托比例较 低

有关。提示在 做 好 托 幼 机 构 防 控 措 施 的 同 时，要 加

强对散居儿童家长的防控知识宣教，提高防控意 识

和自我保护能力。

　　我市手足口病主要由ＥＶ７１型和ＣｏｘＡ１６型引

起，其中ＥＶ７１型占８０％，死亡确诊病例均由ＥＶ７１

型引起，目前尚无安全有效的疫苗［６］。为此，应采取

各种方式积极开展防治知识宣传，使５岁以下儿 童

家长及托幼机构工作人员等了解此病临床症状，掌

握最基本的预防措施，强调保持良好的个人卫生 习

惯及环境卫生措施，主动参与防控工作，形成群防群

控。切实做好以散居儿童为主的重点人群和以托幼

机构、医疗机构为主的重点场所的预防控制工作［２］。

参考文献

［１］欧 剑 鸣，洪 荣 涛，蔡 少 健，等．２００８年 福 建 省 手 足 口 病 疫 情 分 析

［Ｊ］．海峡预防医学杂志，２００９，１５（３）：８－１０．
［２］卫生 部．手 足 口 病 预 防 控 制 指 南２００９年 版［ＥＢ／ＯＬ］．［２００９－６－

４］．ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｍｏｈ．ｇｏｖ．ｃｎ／ｐｕｂｌｉｃｆｉｌｅｓ／ｂｕｓｉｎｅｓｓ／ｈｔｍｌｆｉｌｅｓ／

ｍｏｈｂｇｔ／ｓ３５８２／２００９０６／４１０４７．ｈｔｍ．
［３］梁秀芳，黄惠敏，谢 梦，等．上 海 市 杨 浦 区２００５－２００８年 手 足 口 病

流行病学分析［Ｊ］．中华疾病控制杂志，２０１０，１４（６）：５１２－５１５．
［４］陈少军，常心乐，周荣光．句容 市２００９年 手 足 口 病 流 行 病 学 特 征

分析［Ｊ］．江苏卫生保健，２０１０，１２（５）：１８－１９．
［５］周世力，李琳琳，何 雅 青．深 圳 市 肠 道 病 毒７ｌ型 血 清 流 行 病 学 初

步调查［Ｊ］．热带医学杂志，２００７，７（１）：６６－６７．
［６］田玲，汪楠，张宏梁，等．手 足 口 病（ＥＶ７１）防 治［Ｊ］．首 都 医 科 大

学学报，２００８，２９（３）：２５３－２５６．

收稿日期：２０１１－０６－１７；修回日期：２０１１－０７－２５

　　责任编辑：黄春燕；英文编辑：



范新宇

（上接第２页）

嗜麦芽窄食单胞菌和铜绿假单胞菌ＬＡＭＰ法检出率

明显高于痰培养；鲍曼不动杆菌检出率低于痰培养，

原因可能与该致病菌生活条件要求低，极易培养，而

ＬＡＭＰ技术由于同时加入多条引物可出现引物互补

扩增出现非特异性的条带，出现假阳性有关［５］，故结

果判读必 须 选 择 合 适 的 标 准。标 准 过 低，特 异 性 降

低，假阳性结果可能影响临床诊断，导致抗生素过度

应用；标准 过 高，可 导 致 漏 诊。本 研 究 表 明，大 多 病

原菌 在 拷 贝 数＞１×１０３ 时 有７４．０％的 敏 感 性 及

９５．３％的特异性。此敏感性高于传统方法。本研究

对象痰培养的敏感性仅为１５．２％（４４／２８９）。ＬＡＭＰ
技术结合临床表现可达到诊断要求。

　　肺炎链 球 菌、流 感 嗜 血 杆 菌 由 于 生 活 条 件 较 苛

刻，在 普 通 培 养 基 中 难 以 生 存，故 痰 培 养 阳 性 率 低，
但在ＬＡＭＰ检测均有明显的阳性检出，与Ｓｅｋｉ　Ｍ［６］

的研究吻 合，可 作 为 一 个 可 靠 且 敏 感 的 检 测 手 段。

支原体临床上难以培养和检测，但ＬＡＭＰ检测以拷

贝数＞１×１０５共检出３１例（１０．７％），该结果与血清

学ＩｇＭ抗体 检 测 阳 性 率１１．４９％相 仿［７］，遗 憾 的 是

本研究未对其血清急性期和恢复期抗体进行相应的

检测，故难以评估其特异性、敏感性。

　　综上所述，ＬＡＭＰ方法可快 速、高 效、特 异 地 检

测肺部 的 感 染 常 见 病 原 体，敏 感 性、特 异 性 高，可 用

于临床检 测。使 用 该 检 测 方 法 指 导 临 床 用 药，有 望

提高初始治疗有效率，缩短住院时间，可望替代细菌

培养，成为快速诊断的病原诊断方法。
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