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【摘要】 目的探讨两种实验室检测方法一被动颗粒凝集法(凝集法)和ELISA法检测在肺炎支原

体(Mycoplasmapneumonia，MP)诊断中的临床应用价值。方法选择191份MP感染疑似患者血清，采

用凝集法检测各样本中MP抗体的水平，同时采用ELISA法对各样本中的MPIgM、IgA、IgG特异性抗

体进行分型检测，并对检测结果进行统计学分析。结果两种方法检测结果的阳性符合率为88．4％，阴

性符合率为75．8％，总符合率为84．3％。两种方法检测结果一致性Kappa=0．642(P=0．001)，且检测结果

存在相关性(r=0．642，辟0．025)。随着凝集法中抗体滴度由低到高，IgM、IgA亚型阳性的样本比例增加，

且各滴度组间的比例差异均有统计学意义(P均<0．05)。凝集法阳性样本中既往感染比例为26．4％，现

症感染率为58．1％。特异性IgM抗体在幼儿组(43．3％)及青少年组(36．1％)患者中检出率最高，而IgG

(100．0％)及IgA(66．7％)在老年组患者中检出率最高。结论凝集法与ELISA法检测结果的符合性较

好；较之凝集法，ELISA法检测IgM、IgA、IgG亚型可提示病程，区分现症感染和既往感染，对不同年龄段

MP感染都具有诊断价值。建议同时参考抗体各亚型的检测结果来确定现症感染。
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【Abstract】Objective To investigate the diagnostic value of both passive particle agglutination(PPA)

test and enzyme—linked immunosorbent assay(EUSA)on Mycoplasmapneumonia(MP)infection．Methods
191 patients with respiratory symptoms were selected．The level of MP antibody was detected by PPA method，

and the levels of MP specific antibody including IgM，IgA and IgG were detected by ELISA method．The results

were analyzed statistically．Results The positive coincidence rate between PPA and ELISA was 88-4％．and

negative coincidence rate was 75．8％．and total coincidence rate was 84．3％．The results of concordance for two

methods was Kappa=0．542(P=0．001)，and there was correlation between the results of two metllods(r=

O．642。尸-0．025)．The sample proportion with IgM、IgA positive increased along with the upgrade of antibody

titer．and there were all had statistical significance in the differences of proportion among different titer groups

(Pall<0．05)．In PPA positive sample，the past infection proportion was 26．4％．and the current infection pro—

portion was 58．1％．The prevalence of MP IgM antibody was the highest in the children group(43．3％)and

teenager group(36．1％)，while the elder group had a relatively higher percentage in IgG(100．0％)and IgA

(66．7％)antibody．Conclusion The concordance between PPA and ELISA is good for MP antibody detection．

ELISA method can detect antibody isoform which can indicate disease progression，thus to discriminate current

infection from past，and can have important diagnostic role for infection in different ages．It is suggested that

antibody isoform detecting is critical for confirmation of a current MP infection．

【Key words】Mycoplosmapneumonia；Passive particle agglutination；ELISA；IgM；IgA；IgG

肺炎支原体(Mycoplasmapneumonia，MP)是常

见的社区获得性肺炎的致病原，占肺炎发病率的

15％一20％，占非细菌性肺炎的50％E11。MP可导致严

重的上呼吸道、支气管和肺部感染[2]。儿童感染MP
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多发支气管肺炎，并伴随肺外多种并发症，治愈后也

易反复感染。MP感染秋冬季较多见，通过呼吸道传

播，可引发地方性或流行性扩散，通常4、5年间会有

一次爆发性感染引。

MP感染过程中产生的抗体亚型主要为IgM、I．

gA、IgG，特异性的抗体亚型和疾病进程之间有良好

的对应关系⋯。IgM出现最早，在病程起始1 W后至

一个月内迅速升高，随后逐渐下降直至消失。被认为

是急性期感染的标志。IgG通常在病程起始一个月

后产生，继而持续上升吲；在既往感染者中该抗体亚

型的阳性率高达80％，很多患者IgG抗体终身阳性。

IgA的出现晚于IgM．显著升高的时间也晚于IgM．

但持续时间长于IgM。间隔2—4 W的双份血清中检

测到的抗体亚型转化或IgG抗体水平的显著变化(4

倍及以上增加或降低)，可用于确诊急性感染(∞J。

MP没有细胞壁，对作用于细胞壁的抗生素耐

受，但对大环内脂类的红霉素和四环素敏感。因此鉴

别MP感染和细菌感染对疾病的确诊以及后续抗生

素的目标性治疗都极具指导意义。然而MP感染后

的临床症状并不典型，很难直接通过症状与细菌性

肺炎、病毒性肺炎区分，故而实验室检测具有重要的

辅助诊断意义。

目前实验室检测MP的常用方法包括支原体培

养、血清学检测、PCR法等[9]。直接分离培养病原体

是实验室诊断MP的金标准。痰液和咽喉拭子中都

能分离获得MP．培养物在琼脂上形成典型的煎蛋

样克隆。然而培养分离阳性率低，培养基条件要求

高，培养确认耗时长(2 W左右)，这些客观因素都限

制了支原体培养在临床检测中的实际运用NO]。血清

学检测通过检测患者血清中特异抗体问接判断患者

是否感染及感染状况，是目前最常用的实验室检测

方法，包括早期的冷凝集法、补体固定试验、间接红

细胞血凝试验和现在常规开展的被动颗粒凝集试验

(凝集法)、ELISA法、间接免疫荧光法等”l’12]。目前

国内常用的凝集法是采用MP(Mac株)细胞膜成分

致敏的人工明胶颗粒来检测血清中MP特异性抗

体。该方法检测灵敏度高、价格适中，因而在日常临

床检测中广泛开展[13]：然而该法检测的抗体水平实

际是各种亚型抗体的总和。而ELISA法不但可进行

特异性抗体的定量检测，而且还能做到特异性IgM、

IgA、IgG抗体的分型检测，因此具有独特的优势。

本文研究对我院191例疑似MP感染住院患者

的血清，同时进行凝集法检测和ELISA法检测，比

较两种方法在MP感染实际诊断中的意义。

1资料与方法

1．1 临床资料 血清样本分别来源于儿科、呼吸

科、血液科、风湿免疫科。样本采集时间集中在MP

感染高发期，从2010年11月至2011年5月。采集

无污染样本后置于一20℃冻存。191例患者，女性95

例，男性96例，起始症状多为咳嗽合并发热，自行服

药或门诊治疗后症状无缓解而入院治疗。人院时平

均咳嗽发热时问在l W以上，通过体征和症状初步

判断为疑似MP感染。采用红霉素、阿奇霉素、罗红

霉素等抗生素治疗，患者病情得到不同程度的缓解，

住院平均时间为10d以上。

1．2方法

1．2．1被动颗粒凝集试验(以下简称“凝集法”)

SERODIA—MYCO lI检测试剂盒购自FUJIREBIO

INC，操作严格按试剂盒说明书进行，同时设立阴

性、阳性对照孑L，结果以滴度表示(样本稀释倍数范

围：1：40～1：2560)，临界值为1：160。

1．2．2抗MP抗体亚型(IgM／IgA／IgG)检测抗MP

抗体IgM、IgA、IgG检测试剂盒均购自德国欧蒙公司

(EUROIMMUN AG)，均为ELISA法。实验操作按试

剂盒说明书进行。同一样本中IgM、IgA和IgG任意

一项阳性，即为ELISA检测结果阳性。

1．2．3统计学处理采用SPSS 17．0软件对数据进

行分析。两种血清学检测方法的结果一致性用

Kappa检验计算．采用Spearman相关分析进行两种

检测结果的相关性分析。不同滴度组下各亚型阳性

率的比较采用Kmskal—Wallis秩和检验。以P<0．05

为差异有统计学意义。

2 结果

2．1凝集法和ELISA法检测结果的符合性研究

凝集法的检测结果显示(表1)，样本的抗体滴度分

布于1：40—1：2560间。以滴度大于等于1：160为阳性

结果，其中129例(67．5％)样本为MP抗体阳性，62

例为阴性(32．5％)。MP抗体ELISA检测结果显示，

114例为阳性，15例为阴性。两种方法检测结果的阳

性符合率为88．4％(114／129)。阴性符合率75．8％

(47／62)，总符合率84．3％(161／191)。两者一致性检

验．Kappa=0．642(P=0．001)，表明两试剂盒检测结

果一致。Spearman相关性分析表明两种方法检测结

果存在相关性(r=0．642，P-0．025)。见表2。

2．2不同滴度样本中特异性抗体亚型的分布 将

凝集法检测结果阳性的样本分成三组，低滴度组(1：

160及1：320，n=65例)，中滴度组(1：640及1：1280，

n=36例)和高滴度组(1：2560及以上，n=28例)，三

万方数据
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个滴度组样本的IgM、IgA、IgG抗体的ELISA法检

测结果分别见表3和图1。

表1被动凝集法检测结果

表2凝集法和ELISA法检测结果一致性比较

表3不同滴度区间下ELISA法阳性样本的分布

注：+IgM／IgA／IgG：三项检测结果中一项或多项阳性的样本例数

百分比

1 20．0 IgM IgA ■lg(j ■IgM／．A／(；

10【)
00．0—

88
蕊83

⋯陀¨ I：16()～I：320 I：64()～1：1280 ≥I：2560

(11=l 29j (II=65) (11=36) (11=28)

图1小同区组卜ELIbA法阳性率

由图l可知。阳性区间内，ELISA法检测IgM、I．

gA、IgG和IgM／IgA／IgG阳性的样本比例分别为

36％(46／129)、46％(59／129)、77％(99／129)和88％

(113／129)。比较低、中、高各滴度组之间各抗体亚型

阳性的样本比例．Kruskal—Wallis秩和检验结果显示

(表3)，其中IgM及IgA阳性的样本在不同滴度组

中的比例差异均有统计学意义(P均<O．05)，即随着

抗体滴度由低到高，IgM及IgA亚型阳性的样本比

例增加：而IgG亚型及亚型组合IgM／A／G阳性的样

本比例在不同滴度组之间差异均无统计学意义(P

均>0．05)。

2．3各滴度组中样本的病程分析根据抗体亚型

产生的时间规律及半衰期的差异，抗体亚型的检测

结果可提示疾病进程。一般情况下，血清中只有IgM

抗体阳性则提示早期感染，只有IgM及IgA阳性提

示初次感染，只有IgG抗体阳性提示既往感染，IgM、

IgA及IgG均为阳性、IgM及IgG阳性或IgA及IgG

阳性均提示初次感染或现症感染，且不能排除再次

感染的可能。

ELISA抗体分型检测的结果提示，凝集法检测

阳性样本中可能的现症感染样本数合计75例

(58．1％)，既往感染34例(26．4％)(表4)。

其中凝集法高滴度组样本中初次或现症感染占

96．4％。既往感染只有3．6％。而在凝集法的低、中滴

度组样本中既往感染病例分别占38．5％和22．2％。

可见既往感染的病例主要集中在低、中滴度的样本

中．现症感染主要集中在高滴度的样本中(图2)。l临

床病历资料也显示，28例高滴度患者中，确诊MP

感染病例26例。

根据抗体亚型判断为现症感染的患者中两名有

间隔1 w以上的两次血清学检测。其中一位患者双

份血清的凝集法滴度均为1：2560，ELISA法IgM抗

体检测也均为阳性。而ELISA法定量检测IgG的浓

度分别为25．98 RU／mL及96．64 RU／mL。另一患者

双份血清凝集法的滴度为1：640及1：2560，IgM抗体

检测仅第二次为阳性，但IgG的浓度分别为78．99

RU／mL及272．78 RU／mL。这两名患者前后双份血

清中的IgG抗体浓度的上升幅度均为3～4倍左右，

并且一人有IgM抗体阳性转变，因此依据血清学的

诊断标准，可确诊为MP的现症感染。双份血清IgG

定量结果与依据亚型所提示的病程一致。

2．4特异性抗体亚型在不同年龄段中的分布 图3

显示不同年龄群存在抗体亚型的差异。IgM阳性率

在幼儿组及青少年组中最高(43．3％、36．1％)，在老

年组中最低(0．0％)。IgG和IgA在老年组中的阳性

率均为最高，分别为100．0％和66．7％。

3讨论

凝集法因其灵敏度高，操作简单，结果稳定，在

日常检测中广泛应用。与凝集法相比，ELISA法的优

万方数据
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表4凝集法阳性区间内ELISA法结果对应的疾病窗121期

40．0

20．O

O．0

●低滴度组

中滴度组

高滴度组

初次或．|jI!癌感染 既件感染

图2 4i同滴度组下的疾病进程

图3不同年龄段中亚型抗体的结果

势是可以鉴别抗体的亚型，而这些亚型与感染的病

程相关。本文研究对191例MP感染疑似病例同时

进行凝集法和ELISA法的检测，比较总抗体滴度水

平与抗体分型的相关性，探讨两种血清学检测方法

的I临床诊断意义，以期更好的解读实验室检测结果。

本文研究结果显示．凝集法和ELISA法的检测

总符合率为84．3％，129份凝集法阳性样本中，IgM／

IgA／IgG三种亚型任一阳性的ELISA结果与凝集法

检测的阳性符合率为88％。两种方法之问符合率的

差异，可能是两种方法灵敏度上的差异，也可能是凝

集法方法学上存在的非特异性，如对生殖期支原体

的交叉反应。

凝集法阳性的129例样本中，MP特异性IgM，

IgA和IgG抗体的阳性检出率分别为36％、46％和

77％。结果表明，凝集法阳性样本中检测到的特异性

抗体主要亚型是IgG。然而，很多情况下临床上会把

凝集法的阳性结果等同于IgM抗体的阳性检出，显

然会造成相当程度的IgM假阳性[14。。IgM抗体产生

于急性感染期，而单独的IgG阳性血清提示既往感

染，凝集法结果的错误解读将直接导致既往感染与

急性感染或现症感染的混淆，进而会带来不必要的

抗生素治疗。这也可能是目前MP血清学检测阳性

率明显高于实际感染率的原因之一。本文研究病例

的临床诊断资料亦说明了这点。最终129例凝集法

阳性患者中，I临床确诊为MP感染的只有76例，确

诊比例仅占58．9％，其余患者主要确诊为急性上呼

吸道感染、化脓性扁桃体炎、传染性单核细胞增多

症、病毒性发热、支气管肺炎、肺炎等其他疾病。

针对阳性样本间存在的特异性IgM、iga和IgG

分布差异．本文研究发现IgM及IgA抗体阳性的样

本数随着凝集法滴度的上升而明显增加，而IgG抗

体阳性样本数变化不明显。在低、中、高滴度组中

IgM阳性的样本比例增加尤为明显，分别为11％、

39％、89％，两者呈正相关。特别是在凝集法1：2560

以上的高滴度区，IgM阳性的样本比例达到89％。因

此我们建议，若要以凝集法来替代IgM检测，只有在

高滴度水平下二者相关性才更好，可用于提示急性

感染。

本文研究以ELISA法对MP抗体进行分型检

测，分析凝集法阳性样本中处于不同病程的比例。结

果表明，在凝集法阳性的129例样本中，既往感染率

26．4％，现症感染率58．1％。现症感染率随着滴度上

升而增加，在高滴度组内，现症感染率高达96．4％。

因此本文研究提示如以凝集法检测结果来确诊现症

感染，高滴度下才有参考意义。临床病历的分析结果

也支持这一结论。129例凝集法阳性患者中确诊为

MP感染的实际为76例，确诊率仅为58．9％。而28

例高滴度患者中，确诊MP感染病例26例，确诊率
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达92．8％。

关于凝集法的临界值，以往的研究[153分别采用

了不同滴度，即1：40，1：80，1：160。根据本文研究数

据．建议以滴度1：160为凝集法筛查MP感染的临

界值。此滴度以上的样本中IgM抗体阳性的样本比

例为36％。显著高于1：160滴度以下阳性样本的比

例(8％)，且该滴度以上的样本中MP的确诊率也达

到58．9％。高于1：160滴度以下的11％。同时，建议

以滴度1：2560作为确诊现症感染的参考值，此时凝

集法结果与IgM结果的阳性符合率达到89％，而综

合IgM、IgA、IgG三亚型结果提示的初次或现症感染

可高达96．4％。但是本文研究提出的凝集法临界值

问题还需要多中心大样本的研究进一步探讨及验

证。

比较MP抗体各亚型阳性的样本在四个年龄组

的比例发现．幼儿组及青少年组人群中的IgM阳性

样本的比例(43．3％和36．1％)高于成年组(29．2％)和

老年组(0．0％)人群，结果提示急性感染的标志性抗

体IgM，在老年人中检出率低，而在儿童、青少年中

检出率高：特异性IgG阳性的样本比例则随着年龄

相应上升，分别为幼儿组66．7％，青少年组77．8％，

成人组91．7％．老年组100％：而老年人中特异IgA

抗体阳性的样本比例也高达66．7％，明显高于其他

三个年龄组。上述结果与以往的研究m1报道一致。急

性感染后IgM的水平和持续时间在不同个体中差异

较大．MP感染在幼儿及儿童中引起更强的免疫应

答。随着年龄增长，成人免疫系统完善及对病原体暴

露增多．应答产生的IgM水平降低，或者不产生，部

分成人患者无法在MP感染后观察到IgM的显著升

高。MP特异性IgA的免疫反应与IgM类似，但其在

成年人尤其是老年人中的反应水平更高。因此联合

检测抗MP抗体IgM、IgA、IgG，可以更早且全面诊断

MP感染。

定量ELISA法可检测患者间隔2 W的双份血清

中IgG抗体水平的变化，此项检测是MP感染确诊

的国际标准，虽然不能及时指导急性期治疗，但可作

为延迟性或回顾性诊断。单次IgG抗体阳性或混合

亚型抗体阳性仅表明有过病原体感染，不一定是现

症感染，而目前临床上还是多采用单份血清的检测，

这也可能是国内报道中的社区获得性肺炎患者中实

际感染率要明显小于血清学抗体检测阳性率的原

因。本文研究中也仅有两名患者提供双份血清，且两

名确诊患者前后双份血清中的MP IgG抗体浓度的

上升幅度均在3～4倍左右，符合MP感染的诊断标

准。因此，如情况允许，临床检测特异IgG抗体时应

尽量采用双份血清，或者同时参考抗体IgM、IgA、

IgG的检测结果判断MP感染。

总之．凝集法的结果无法区分抗体亚型，因而也

不能区分现症感染和既往感染。凝集法的滴度不能

代表IgM亚型抗体的水平，特别是在低滴度水平下

占主导的主要是IgG抗体，只有在高滴度下凝集法

结果与IgM抗体的检测结果才有良好的对应。本文

研究建议分别以滴度1：160作为凝集法的筛查临界

值．而以高滴度1：2560为确诊现症感染的参考值。

凝集法的临界值实际上是在疾病人群和健康群体上

得出的一个统计性结论．考虑到个体的差异，如年龄

和既往感染史等，建议判断现症感染需要同时参考

抗体IgM、IgG和IgA亚型的检测结果，这尤其有助

于对无双份血清的患者的临床诊断。
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结构域的缺失和突变能导致P13K的激活[5'引。本文

研究检测了大肠癌组织中P13K的蛋白表达情况和

基因表达水平，结果表明：P13K蛋白在大肠癌癌旁

正常黏膜组织中呈局灶性低表达或阴性，而在大肠

癌组织中表达的阳性率显著升高：通过基因表达水

平的统计学分析．发现大肠癌组织中的PIK3R1基

因表达水平显著高于癌旁正常黏膜组织。结果提示

P13K／Akt信号通路在正常组织中即存在，行使正常

的信号转导功能，维持细胞增殖、分化、凋亡等生理

过程，只是在某些因素的刺激下才被异常激活，

P13K／Akt信号通路的异常活化可能在大肠癌发生

发展过程中起关键作用。这与国外在人类大肠癌方

面的研究一，8]发现相似。

3．2 VEGF在大肠癌中的表达及临床意义 肿瘤组

织的血管形成与肿瘤生长、浸润及转移密切相关，

VEGF是一种特异性的内皮细胞有丝分裂原，能促

进内皮细胞增殖，诱导新生血管形成，在肿瘤的血管

形成中起主要作用．也是最有效的促血管生长因子。

本文研究检测了大肠癌组织中VEGF的蛋白表

达情况和基因表达水平．结果表明：VEGF蛋白在大

肠癌癌旁正常黏膜组织中呈低水平表达或阴性，而

在大肠癌组织中表达的阳性率显著升高，并且与

P13K蛋白的表达呈正相关；通过基因表达水平的统

计学分析，发现大肠癌组织中的VEGFA基因表达

水平显著高于癌旁正常黏膜组织。结果提示正常成

人体内VEGF水平维持在一个较低水平，只有在生

理需要或病理的情况下，如胚胎形成、骨骼生长等以

及肿瘤形成的过程中出现VEGF的过度表达，促使

血管生成急剧增加。现有研究[9，10：表明，VEGF通过

选择性地与血管内皮细胞上高亲合力的受体酪氨酸

激酶结合．使受体磷酸化而刺激内皮细胞迁移与增

殖，其作用通过P13K／Akt信号通路来实现，这可以

很好的解释VEGF与P13K表达正相关的结果。其作

用机制可能是VEGF通过P13K通路激活抗凋亡激

酶Akt／PKB而发挥抗凋亡作用[103。

综上所述，本文研究结果表明在大肠癌组织中，

P13K和VEGF表达水平均明显高于癌旁正常黏膜

组织，提示P13K和VEGF在大肠癌的发生、发展过

程中起重要作用。进一步扩大研究对象、采用多种标

本类型及指标深人地研究P13K和VEGF与大肠癌

发生、发展的临床意义，将有助于寻找大肠癌早期诊

断的敏感标志物．为进一步基因诊断和治疗提供分

子依据。
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