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摘  要: 目的  对比酶联免疫吸附法(enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA)与实时荧光定量聚合酶链式

反应(quantitative polymerase chain reaction, qPCR)法在儿童肺炎支原体(Mycoplasma pneumoniae, MP)感染不同

病程的性能差异。方法  收集 2024 年 1—12 月本院儿科 86 例疑似呼吸道支原体感染患儿血清及痰液样本。

按病程分为超早期(≤3 d)、早期(4~7 d)、中晚期(>7 d) 3 组。采用 ELISA 检测血清 MP-免疫球蛋白 M 

(immunoglobulin M, IgM)/免疫球蛋白 G (immunoglobulin G, IgG)抗体, qPCR 检测痰液 MP-DNA。以临床综合

诊断标准为金标准, 评估两种方法的诊断灵敏度、特异性、阳性/阴性预测值及总符合率; 采用 Kappa 检验分

析一致性; 通过受试者工作特征(receiver operating characteristic, ROC)曲线比较不同病程阶段两种方法的诊断

效能。结果  ELISA 法测定 MP-IgM 与 qPCR 的临床符合率为 82.6%, Kappa 值为 0.618 [95%置信区间

(confidence interval, CI): 0.447~0.788]; MP-IgG 的与 qPCR 的总符合率为 62.3%, Kappa 值为 0.201 (95% CI: 

0.027~0.376)。经 ROC 曲线比较发现, 中晚期 MP-IgM[敏感性为 90.9%, 特异性为 94.1%, 曲线下面积(area 

under the curve, AUC)为 0.925]相对于超早期的 AUC 显著升高(P<0.05); 中晚期 MP-IgG(敏感性为 63.6%, 特异

性为 100.0%, AUC 为 0.818)相对于超早期、早期患儿的 AUC 显著升高(P<0.05)。MP-IgM/IgG 与 qPCR 结果

一致者多以高热伴湿啰音、呼吸困难或脓痰等下呼吸道感染体征为主, 而结果不一致者则主要表现为刺激性

干咳、卡他症状及喘息等上呼吸道特征。结论  对于超早期/早期或不典型病例, 建议首选 qPCR 或联合检测

以提高检出率; 对于中晚期伴下呼吸道感染症状者, ELISA-IgM 可作为经济快速的筛查手段; ELISA-IgG 因早

期诊断价值有限, 建议用于回顾性诊断或流行病学调查。本研究意义旨在为儿童 MP 感染不同病程阶段的精

准检测策略选择提供循证依据, 优化临床诊断流程、减少抗生素滥用, 提升不典型病例的检出效率。 
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0  引  言  

肺炎支原体(Mycoplasma pneumoniae, MP)是儿童社

区获得性肺炎的重要病原体, 其快速准确的实验室诊断对

临床早期干预和合理用药至关重要[1]。目前, 实时荧光定

量聚合酶链式反应(quantitative polymerase chain reaction, 
qPCR)与酶联免疫吸附法(enzyme-linked immunosorbent 
assay, ELISA)是两种最为常用的检测手段, qPCR 具有早 

期、高灵敏度的优点[2]; ELISA 通过检测血清特异性抗体间

接反映免疫应答, 且操作简便、成本较低, 通常在 5~7 d 出

现抗体阳性[3]。医学实验室在不同病程与临床表现的儿童

感染样本时, 常面临检测策略选择与结果解读不当的困扰[4]。

本研究旨在系统比较 qPCR 与 ELISA 在儿童 MP 感染样本

中的检测性能差异, 分析两者在不同发病阶段、不同临床

表现及不同抗体类型的诊断效能差异, 进而建立基于病程

特点且高效的实验室检测策略, 为优化儿童 MP 感染的诊
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断筛查效率提供帮助。 

1  材料与方法 

1.1  样本来源 

收集 2024 年 1—12 月本院儿科 86 例疑似呼吸道 MP 感

染患儿血清及痰液样本。纳入标准: (1)符合《儿童社区获得

性肺炎诊疗规范(2019 年)》[5]中呼吸道感染诊断依据, 临床有

发热(体温≥37.5 ℃)、咳嗽症状, 可伴喘息; (2)采血前未使用

抗生素治疗者; (3)发病病程清楚, 临床表现明确; (4)监护人已

签署知情同意书。排除标准: (1)患有先天性免疫缺陷病或长

期使用免疫抑制剂; (2)近 1 个月内曾有 MP 感染史; (3)伴严重

肝肾功能异常。依据发病病程及临床诊断将患儿分为超早期

组(<3 d, n=28)、早期组(3~5 d, n=30)与中晚期组(≥5 d, n=28)。
超早期组男16例、女12例, 年龄2~7岁, 平均年龄(4.05±2.32)
岁; 早期组男 18 例、女 12 例, 年龄 2~7 岁, 平均年龄

(4.05±2.32)岁; 中晚期组男 13 例、女 15 例, 年龄 2~7 岁, 平
均年龄(4.31±2.66)岁; 两组一般资料差异均无统计学意义

(P>0.05), 组间具有可比性。本研究遵循《赫尔辛基宣言》。 

1.2  材料与试剂 

MP-IgM/IgG 抗体联合检测酶联免疫试剂盒(96T)、
MP-P1 蛋白抗原(包被用)、辣根过氧化物酶标记的羊抗人

IgM/IgG 抗体、磷酸缓冲盐溶液(phosphate buffer saline, PBS)
洗涤液(含 0.05%吐温-20)、MB 底物液、2 mol/L 硫酸终止

液(北京万泰生物药业股份有限公司); MP-核酸检测试剂盒

(25 人份/盒)、逆转录酶混合液、MP 引物探针混合液、无酶

水(上海之江生物科技股份有限公司); 真空采血管(3 mL, 
美国 BD 公司); 一次性使用痰液收集器 I 型(25 mL, 江苏耀

华医疗器械科技有限公司)。 

1.3  仪器与设备 

ST16R 高速冷冻离心机(最高转速 15200 r/min, 最大离

心力 25830×g, 温度范围-10 ℃至+40 ℃)、ABI 7500 实时荧光

定量聚合酶链反应核酸扩增(Polymerase chain reaction，PCR
仪)、Multiskan FC 酶标仪(美国赛默飞世尔科技公司)。 

1.4  实验方法 

1.4.1  标本采集 
患儿入院 24 h 内采用真空采血管采集静脉血, 经离心

机离心 3000 r/min 离心 10 min 获得血清, -20 ℃保存并于 24 h
内完成 ELISA 检测。同时, 使用痰液收集器采集痰液标本, 
4 ℃冷藏并于 6 h 内通过实时荧光定量 PCR 仪完成检测。 
1.4.2  ELISA 法检测 MP-IgM/IgG 抗体 

采用 MP-免疫球蛋白 M (immunoglobulin M, IgM)/免
疫球蛋白 G (immunoglobulin G, IgG)抗体联合检测酶联免

疫试剂盒, 操作严格参照说明书。设置空白孔、阴性孔、

阳性对照孔。于 405 nm/620 nm 波长条件下对吸光度进行

评测, 并计算抗体含量。将 MP-IgM≥17 U/mL 视为 MP-IgM
阳性 , 将 MP-IgM<13 U/mL 视为 MP-IgM 阴性 , 当将

MP-IgM 介于 13~17 U/mL 视为临界区间, 于 7 d 后再次采

集血液样本进行复核, 仍为临界值或阴性者视为阴性, 达
到阳性标准视为阳性; 将 MP-IgG≥30 U/mL 视为 MP-IgM
阳性 , 将 MP-IgG<20 U/mL 视为 MP-IgG 阴性 , 当将

MP-IgG 介于 20~30 U/mL 视为临界区间, 临界区间样本复

核方法同 MP-IgM 检测。 
1.4.3  qPCR 检测 MP 核酸 

采用 MP-核酸检测试剂盒, 搭配荧光定量 PCR 仪完成

检测。按试剂盒说明书以磁珠法提取痰液标本总核糖核酸

(ribonucleic acid, RNA), 反应体系设为 25 μL(含 RNA 模板

5 μL、逆转录酶混合液 10 μL、MP 引物探针混合液 5 μL、

无酶水 5 μL), 扩增条件为 42 ℃逆转录 30 min、95 ℃预变

性 5 min, 后续按 95 ℃变性 15 s、60 ℃退火延伸 30 s 进行

40 个循环, 结果判读以循环阈(cycle threshold, Ct)值小于等

于 38 为阳性, Ct 值大于 38 或无 Ct 值为阴性。 

1.5  观察指标 

(1) ELISA 与 qPCR 的一致性。收集两种方法所测定

患儿 MP 感染情况进行对比。(2)不同病程组间 ELISA 与

qPCR 结果差异。收集超早期、早期、中晚期组 3 组患儿

的 ELISA 与 qPCR 结果在敏感性、特异性及受试者工作特

征(receiver operating characteristic, ROC)曲线下面积(area 
under the curve, AUC)差异。(3)不同临床表现患儿间 ELISA
与 qPCR 结果差异。根据患儿病史记录收集患儿临床主要

症状表现, 即高热、咳嗽(剧烈、干咳)、咳痰、呼吸急促、

听诊闻及哮鸣音或湿啰音、卡他症状等症状或体征, 进行

汇总, 并结合患儿 ELISA 与 qPCR 结果, 确定 ELISA 与

qPCR 阳性的核心症状组合。为便于描述, 将 ELISA 法与

qPCR 结果分为符合、不符合 2 大类分析。 

1.6  统计学处理 

使用 Medcalc 20.217 软件进行统计分析: 计量资料以

“ x ±s”描述, 组间比较采用独立样本 t 检验; 计数资料用例

(%)表示, 组间比较行 χ2 检验; 一致性检验采用 Kappa 值

(Kappa>0.75 提示一致性较好, 0.4~0.75 为中等, 小于 0.4 则

较差), 核心症状组合采用气泡图描述, 临床符合率计算将

ELISA 检验结果与 qPCR 结果一致的样本数, 除以同期总

样本数, 再乘以 100%, 以 P<0.05 为差异具有统计学意义。 

2  结果与分析 

2.1  ELISA 与 qPCR 的一致性 

ELISA 法测定 MP-IgM 与 qPCR 的临床符合率为

82.6%, Kappa 值为 0.618 [95%置信区间(confidence interval, 
CI): 0.447~0.788]; MP-IgG 的与 qPCR 的总符合率为 62.3%, 
Kappa 值为 0.201 (95% CI: 0.027~0.376), 见表 1。 
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表 1  ELISA 与 qPCR 的一致性 

ELISA 
qPCR MP 核酸 

临床符合率/% Kappa 值 
阳性(n=34) 阴性(n=52) 

IgM 
阳性 22 3 

82.6 0.618 
阴性 12 49 

IgG 
阳性 8 3 

62.3 0.201 
阴性 26 49 

 
2.2  不同病程组间 ELISA 与 qPCR 结果差异 

MP-IgM 在超早期组、早期组、中晚期组敏感性分别

为 45.5%、58.3%、90.9%, 特异性为 94.1%、94.4%、94.1%, 
AUC 为 0.698、0.764、0.925。MP-IgG 在超早期组、早期

组、中晚期组敏感性为 0.0%、8.3%、63.6%, 特异性分别 

为 88.2%、94.4%、100.0%, AUC 为 0.441、0.514、0.818。
见表 2。经 ROC 曲线成对比较发现, 中晚期 MP-IgM 相对

于超早期的 ROC 曲线下面积 AUC 显著升高(Z=2.273, 
P<0.05); 中晚期 MP-IgG 相对于超早期、早期患儿的 AUC
显著升高(Z=3.014、3.341, P<0.05)。见图 1。 

 
表 2  不同病程组间 ELISA 与 qPCR 结果差异(%) 

ELISA 法 
超早期组 早期组 中晚期组 

敏感性 特异性 AUC 敏感性 特异性 AUC 敏感性 特异性 AUC 

MP-IgM 45.5 94.1 0.698 58.3 94.4 0.764 90.9 94.1 0.925 

MP-IgG 0.0 88.2 0.441 8.3 94.4 0.514 63.6 100.0 0.818 

 

 
 

注: ①为中晚期 MP-IgM 的 ROC 曲线; ②为中晚期 MP-IgG 的

ROC 曲线; ③为早期 MP-IgM 的 ROC 曲线; ④为早期 MP-IgG 的

ROC 曲线; ⑤为超早期 MP-IgM 的 ROC 曲线; ⑥为超早期

MP-IgG 的 ROC 曲线, ROC 曲线下面积为 AUC。 
图 1  不同病程患儿的 MP-IgM、MP-IgG 的 ROC 曲线 

 
2.3  不同临床表现患儿间 ELISA 与 qPCR 结果差异 

MP-IgM 结果与 qPCR 符合的 71 例中, 主要症状为高

热+湿啰音 10 例, 高热+呼吸困难/呼吸急促 13 例, 脓痰和/
或高热 10 例, 其余组合均低于 5 例; 不符合的 15 例, 主要

症状为高热+干咳剧烈+喘息 4 例, 卡他症状+刺激性干咳 6
例, 其余组合均为 1 例。MP-IgG 结果与 qPCR 符合的 57
例中, 主要症状为高热+湿啰音 10 例, 高热+呼吸困难/呼吸

急促 7 例, 脓痰和/或高热 11 例, 咳嗽+呼吸困难 6 例, 其余

组合均低于 5 例; 不符合的 29 例, 主要症状为卡他症状+刺
激性干咳 8 例, 高热+干咳剧烈+喘息 7 例, 高热+干咳剧烈+
喘息+轻微干啰音 4 例, 卡他症状+刺激性干咳+持续高热 3
例, 其余组合均为 1 例。由图 2 可见, ELISA 与 qPCR 结果

在 MP-IgM/IgG 与 qPCR 结果一致者多以高热伴湿啰音、呼

吸困难或脓痰等下呼吸道感染体征为主, 不一致者则主要

表现为刺激性干咳、卡他症状及喘息等上呼吸道特征。 
 

 
 

注: 图中圆圈为症状组合在符合/不符合患者中占比。 
图 2  符合和不符合患儿的临床症状分布情况 
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3  讨论与结论 

本研究初步发现, ELISA与 qPCR核酸检测在儿童 MP
临床感染诊断性能差异, MP-IgM 与 qPCR 具有中等程度的

一致性(Kappa=0.618), MP-IgG 一致性较差(Kappa=0.201), 
诊断效能随病程进展呈现动态变化。MP 感染后机体免疫

应答存在明显的时间窗效应, IgM 抗体通常在感染后 5~7 d
开始产生, 2~3 周达到峰值, IgG 出现更晚且持续时间长; 
qPCR 可在感染早期即检测到病原体核酸, 不受抗体产生

窗口期限制, 故在病程超早期和早期敏感性更高[6]。此外, 
本研究中两种方法结果一致者多表现为下呼吸道感染体征, 
提示此时病原体载量高且免疫系统已充分应答[7-8]; 而不一

致者以上呼吸道症状为主, 可能为感染早期或其他病原体

混合感染, 此时核酸阳性而抗体阴性, 或抗体假阳性为既往

感染。对于高热伴湿啰音、呼吸困难等患儿, ELISA-IgM 属

于经济有效筛查手段[9]; 对刺激性干咳、卡他症状或喘息者, 
应优先考虑 qPCR 检测以避免漏诊[10]。未来应建立基于病

程和临床症状表型筛查策略, 避免受患儿临床病程影响导

致检验结果的临床诊断准确效能不足问题。 
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