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摘  要：【背景】肺炎支原体是导致儿童和青少年呼吸道感染的重要病原体，长期以来由于其临

床表现不特异而容易错过最佳治疗时期。【目的】结合多酶恒温扩增(multienzyme isothermal rapid 
amplification, MIRA)技术和核酸试纸条建立一种快速检测肺炎支原体的方法。【方法】以肺炎支

原体社区获得性肺炎呼吸窘迫综合征(community acquired respiratory distress syndrome, CARDS)毒
素编码基因为靶基因设计引物和探针，对反应体系的温度、时间等进行优化，评估其敏感性，通

过检测肺炎支原体和其余 7 种病原体分析其特异性，并对 35 份临床样本进行验证。【结果】MIRA
核酸试纸条法在 37 ℃条件下，15 min内便可完成对肺炎支原体的检测，最低检出限为 10 copies/μL；
除肺炎支原体外，其余 7 种病原体均不能扩增，特异性较好。以实时荧光 PCR 检测为标准，MIRA
核酸试纸条法对 35 份临床样本检测后的诊断特异度为 100.00%、灵敏度为 96.15%、阴性预测值为

90.00%、阳性预测值为 100.00%。【结论】本研究建立了 MIRA 核酸试纸条法检测肺炎支原体的

方法，具有快速便携、灵敏度高、特异性好等优势，易于在基层推广使用。 
关键词：多酶恒温扩增技术；核酸试纸条；肺炎支原体 
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Abstract: [Background] Mycoplasma pneumoniae is an important pathogen causing respiratory 
tract infections in children and adolescents. It is easy to miss the optimal treatment period due to its 
nonspecific clinical manifestations for a long time. [Objective] To develop a method for rapidly 
detecting M. pneumoniae based on the multienzyme isothermal rapid amplification (MIRA) and 
nucleic acid test strip. [Methods] Primers and probes were designed using the community acquired 
respiratory distress syndrome (CARDS) toxin gene of M. pneumoniae as the target gene to optimize 
the temperature and time of the reaction system and evaluate the sensitivity. The specificity was 
analyzed by testing M. pneumoniae as well as the remaining 7 pathogens, and 35 clinical samples 
were validated. [Results] The MIRA nucleic acid test strip method completed the detection of   
M. pneumoniae within 15 minutes at 37 ℃, and the limit of detection was 10 copies/μL. Except for 
M. pneumoniae, the other 7 pathogens could not be amplified, showing good specificity. Using 
real-time fluorescent PCR detection as the standard, the diagnostic specificity, sensitivity, negative 
predictive value, and positive predictive value of MIRA nucleic acid test strip method for 35 clinical 
samples were 100.00%, 96.15%, 90.00%, and 100.00%, respectively. [Conclusion] In this study, the 
MIRA nucleic acid test strip method has been established for the detection of M. pneumoniae, which 
is fast, portable, sensitive, and specific, and is suitable for promotion at the grassroots level. 
Keywords: multienzyme isothermal rapid amplification (MIRA); nucleic acid test strip; 
Mycoplasma pneumoniae 
 
 
 

肺炎支原体(Mycoplasma pneumoniae)是人类

社区获得性肺炎(community acquired pneumonia, 
CAP)的常见病原体之一[1]，经呼吸道飞沫传播，

其易感人群主要为儿童和青少年 [2]。肺炎支原

体感染全年发生，每隔 3−7 年会出现周期性流

行[3]，其临床表现不典型，影像学表现复杂多

样，与其他常见呼吸道疾病所致感染非常相似，

仅凭临床症状和病原学诊断难以做出准确的早

期诊断[4-5]。若病情延误，可能发展成重症肺炎

甚至引发肺外并发症，危及生命。因此，开发

一种简单、快速、准确的肺炎支原体实验室检

测方法对于临床准确诊断、有效治疗和早期监

测尤为重要。 
目前，肺炎支原体的诊断方法包括分离培

养法、血清学检测及分子诊断。分离培养法是

世界卫生组织推荐的“金标准”，但由于耗时长、
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培养条件苛刻、灵敏度低等缺点，限制了其在

临床实践中的广泛应用[6]。血清学检测通过检

测血清中肺炎支原体特异性抗体滴度的变化进

行诊断，包括酶联免疫吸附试验(enzyme linked 
immunosorbent assay, ELISA)、冷凝集实验等，

是肺炎支原体诊断和流行病调查的重要方法，

但检测结果易受患儿年龄、免疫状态、病程等

的影响，容易出现假阴性，不适用于肺炎支原

体早期诊断[7]。以实时荧光 PCR 为代表的分子

诊断技术因其灵敏度高、特异性好被认为是强

有力的诊断工具[8]，但对实验仪器、环境和操

作人员的技术水平有严格的要求，不适宜在基层

医疗机构推广使用。近年来，许多等温扩增技

术被开发用于病原体的快速检测，如环介导等

温扩增(loop-mediated isothermal amplification, 
LAMP)技术[9]、多重交叉置换扩增(multiple cross 
displacement amplification, MCDA)[10]、滚环扩

增(rolling circle amplification, RCA)[11]和重组酶

聚合酶扩增(recombinase polymerase amplification, 
RPA)[12]等，这些方法简便、快速的优点为核酸

检测开辟了新的道路。 
多酶恒温快速扩增(multienzyme isothermal 

rapid amplification, MIRA)技术类似于重组酶聚

合酶扩增，是一种新型的核酸快速等温扩增技

术。该技术使用 4 种核心蛋白(重组酶、DNA
解旋酶、单链结合蛋白和 DNA 聚合酶 )在
25−42 ℃等温条件下对靶基因进行扩增[13]。该

方法 5−20 min 内即可完成，操作简单，且无须

专业的操作人员和精密的仪器设备，仅一台水浴

锅或恒温仪便可进行。此外，将 MIRA 技术与

胶体金测流层析技术相结合，可通过肉眼观察条

带对检测结果实现可视化。目前，尚未发现将该

方法运用到肺炎支原体检测的报道。本研究基于

MIRA 技术建立快速便携式检测肺炎支原体的

核酸试纸条检测方法，利用 MIRA 技术对社区获

得性肺炎呼吸窘迫综合征(community acquired 
respiratory distress syndrome, CARDS)毒素编码

基因进行扩增，在反应体系中加入生物素探针，

插入核酸试纸条进行分析检测。以期在保证高

灵敏度与特异性的同时，极大地降低环境、设

备与操作人员的要求，并且快速便携，便于实

验室资源匮乏的基层医疗机构所使用。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  菌株 

肺炎支原体标准菌株(ATCC 29342)由南华

大学衡阳医学院病原生物研究所提供；肺炎链

球菌(Streptococcus pneumoniae, SP)由南华大学

附属第一医院检验科提供；结核分枝杆菌

(Mycobacterium tuberculosis, MTB)由南华大学

附属南华医院检验科提供；铜绿假单胞菌

(Pseudomonas aeruginosa, PAE)、流感嗜血杆菌

(Haemophilus influenzae, HIB)、鲍曼不动杆菌

(Acinetobacter baumannii, AB)、穿透支原体

(Mycoplasma penetrans, MPE)和人型支原体

(Mycoplasma hominis, MH)为实验室保存菌株。 
1.1.2  主要试剂和仪器  

DNA 恒温快速扩增试剂盒，潍坊安普未来

生物科技有限公司；一次性核酸检测试纸条，北

京宝盈同汇生物技术有限公司；DNA 提取试剂

盒，INDICAL BIOSCIENCE 公司；肺炎支原体

核酸检测试剂盒，圣湘生物科技股份有限公司。

恒温水浴锅，太仓市华利达实验设备有限公司。 

1.2  引物、探针设计与合成 
选择肺炎支原体 CARDS 毒素基因(登录号

为 DQ447750.1)作为靶基因，根据潍坊安普未

来生物科技有限公司的指导方针，使用 Primer 
Premier 5 设计引物与探针。引物长度为 30−35 bp，
其中下游引物的 5′端需标记一个生物素基团；扩
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增产物长度为 150−300 bp；探针长度为 46−52 个

核苷酸，需位于上、下游引物之间；5′端用羧

基荧光素(FAM)进行修饰；在 5′端和 3′末端的中

部位置标记一个 dSpacer (四氢呋喃，THF)；3′
末端标记一个 C3Spacer 修饰基团。所有的引物

和探针在合成前使用 BLAST 进行筛选，以进行

特异性分析。引物和探针序列如表 1 所示，均

由生工生物工程(上海)股份有限公司合成。 

1.3  基因组 DNA 提取 
按照 DNA 提取试剂盒使用说明提取细菌

以及临床样本的基因组 DNA，并放置于−80 ℃
保存。 

1.4  MIRA 核酸试纸条法快速检测肺炎支

原体方法的建立 
MIRA 扩增反应体系 (50 μL)：A buffer  

29.4 μL，上、下游引物(10 nmol/L)各 2.0 μL，

探针(10 nmol/L) 0.5 μL，模板 DNA 2.0 μL，无

酶水 11.6 μL；将预混好的反应液加入干粉反应

管中后，在管盖中加入 2.5 μL B buffer，瞬时离

心，涡旋振荡混匀后再短暂离心，放入恒温仪

中 37 ℃孵育 10 min。反应结束后，取 1 μL 扩

增产物加入含有 99 μL 无酶水的离心管中，混

合均匀后，将核酸试纸条的样品端插入离心管

中室温平衡，5 min 内观察质控线与检测线，判

读结果。 

1.5  MIRA 体系优化  
针对肺炎支原体 CARDS 毒素基因，分别

设计两条上游引物(F1、F2)和下游引物(R1、R2)

并进行交叉配对，最终组成 4 对引物，将其分

别加入不同反应管中，底物模板均为不含目标

DNA 的无酶水，即阴性对照，以排除引物本身

引起的假阳性，选出最佳引物对。在不同温度

(25、30、37 和 42 ℃)和反应时间(5、10、15 和

20 min)下对 MIRA 体系进行评估，选出最佳反

应条件。在每次反应中肺炎支原体标准菌株模

板浓度为 104 copies/μL，并以无酶水作为阴性

对照。 

1.6  敏感性实验  
将包含上、下游引物在内的部分 CARDS 毒

素基因序列克隆至 pUC57 载体上，构建重组质粒。

将该质粒进行10倍梯度稀释至104−100 copies/μL，
分别取 2 μL 作为底物模板，同时以无酶水作为

阴性对照，进行 MIRA 扩增，再通过核酸试纸

条对结果进行敏感性分析。 

1.7  特异性实验  
将建立好的 MIRA 核酸试纸条法分别对肺

炎支原体和其他两种与肺炎支原体基因序列相

似的支原体(人型支原体和穿透支原体)，以及另

外 5 种能引起肺炎支原体类似临床症状的呼吸

道病原体(铜绿假单胞菌、肺炎链球菌、流感嗜

血杆菌、结核分枝杆菌和鲍曼不动杆菌)进行检

测，同时以无酶水为反应模板作为阴性对照，

评价该方法的特异性。 

1.8  临床样本验证 
收集来自于南华大学附属南华医院检验科

肺炎支原体感染者和健康人的咽拭子样本共 35 例， 
 
表 1  MIRA 核酸试纸条法引物和探针序列 
Table 1  Primer and probe sequences of MIRA nucleic acid test strip method 
Name Sequence (5′→3′) Length (bp) 
F1 ATTATCAAGAGCTGCAAACCCAAGCCAATG 30 
F2 ACACCAGGAATAGCTACTCCTGTACATTTA 30 
R1 [5′-biotin]-CTGGTGTATCTTCCAGTTCCTTTACACTGC 30 
R2 [5′-biotin]-CTAGCGTACTGTGGTAAGGATTGTAGGTTA 30 
Probe [5′-FAM]-ATCGTTTGCGTGCCCTGATTGAAGTCCACCTT- 

CTA[THF]TAATGGTGAAAATCCG-[3′-C3spacer] 
51 
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同时用 MIRA 核酸试纸条法和肺炎支原体核

酸检测试剂盒(PCR-荧光探针法)检测，并用无

酶水作为试剂对照。以实时荧光定量 PCR 的

结果作为标准，评价基于 MIRA 核酸试纸条

法的特异度、灵敏度、阴性预测值和阳性预

测值。 

2  结果与分析 
2.1  建立的 MIRA 核酸试纸条法 

以肺炎支原体标准菌株 M129 基因组 DNA
为模板进行 MIRA 扩增，用核酸试纸条检测扩

增产物，结果显示阴性对照只有质控线显色，

而用肺炎支原体标准菌株 DNA 为扩增模板的

试纸条质控线和检测线均显色，表明该方法具

有可行性(图 1)。 

2.2  反应条件优化结果 
分别用 4 组引物以无酶水为扩增模板进行

检测，结果显示只有引物对 F1/R2 的试纸条带

仅出现质控线，可排除引物本身引起的假阳性，

其余引物对质控线和检测线均出现显色，由此确

定 F1/R2 为最佳引物对(图 2A)。接着对该方法的

孵育温度(25−42 ℃)和扩增时间(5−20 min)进行 

 
 
图 1  MIRA 核酸试纸条法的建立   1：M129；
2：阴性对照；CL：质控线；TL：检测线 
Figure 1  Establishment of MIRA nucleic acid test 
strip method. 1: M129; 2: Negative control; CL: 
Control line; TL: Test line. 
 
了优化，MIRA 可以在 30−42 ℃下进行，而且在

25 ℃常温条件下检测线也出现较浅显色，选择

37 ℃作为后续实验孵育温度(图 2B)。在时间优

化反应中，MIRA 扩增 5 min 检测线便可出现

明显显色，为防止后续实验出现偶然性，选择

10 min 作为最佳扩增时间(图 2C)。 
 

 
 
图 2  MIRA 核酸试纸条法反应条件优化   NTC：阴性对照；CL：质控线；TL：检测线 
Figure 2  Condition optimization of MIRA nucleic acid test strip method. NTC: Negative control; CL: 
Control line; TL: Test line. 
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2.3  敏感性分析结果 
针对肺炎支原体 CARDS 毒素基因构建了

重组质粒，将其梯度稀释至 104−100 copies/μL，

并以其为模板进行 MIRA 扩增，用试纸条检测扩

增产物。结果显示浓度为 100 copies/μL 的质粒及

阴性对照仅出现质控线，而以 101−104 copies/μL
质粒为模板的扩增产物同时出现质控线和检测

线。因此，MIRA 核酸试纸条法的最低检出限

为 10 copies/μL (图 3)。 

2.4  特异性分析结果 
分别以肺炎支原体(MP)、其他支原体(MPE

和 MH)及另外 5 种呼吸道病原体(PAE、SP、
HIB、MTB 和 AB)基因组 DNA 为模板进行 MIRA
扩增，用核酸试纸条检测扩增产物。结果如图 4 所

示，只有肺炎支原体出现质控线和检测线，而阴

性对照及其他病原体的检测线均未显色，说明该

方法特异性好，与其他病原体未出现交叉反应性。 
 

 
 
图 3  MIRA 核酸试纸条法敏感性分析    1：  
104 copies/μL；2：103 copies/μL；3：102 copies/μL；

4：101 copies/μL；5：100 copies/μL；6：阴性对

照；CL：质控线；TL：检测线 
Figure 3  Sensitivity analysis via MIRA nucleic acid 
test strip method. 1: 104 copies/μL; 2: 103 copies/μL; 3: 
102 copies/μL; 4: 101 copies/μL; 5: 100 copies/μL; 6: 
Negative control; CL: Control line; TL: Test line. 

 
 

图 4  MIRA 核酸试纸条法特异性分析   1：MP；
2：MPE；3：MH；4：PAE；5：SP；6：HIB；7：
MTB；8：AB；9：阴性对照；CL：质控线；TL：

检测线 
Figure 4  Specificity analysis via MIRA nucleic 
acid test strip method. 1: MP; 2: MPE; 3: MH; 4: 
PAE; 5: SP; 6: HIB; 7: MTB; 8: AB; 9: Negative 
control; CL: Control line; TL: Test line. 
 
2.5  临床样本验证结果  

利用已建立的 MIRA 核酸试纸条法对 35 份

临床样本进行检测，以实时荧光定量 PCR 法对临

床样本的检测结果作为标准，结果如图 5、表 2
所示，26 例阳性样本(1−26)通过 MIRA 核酸试

纸条法检测出 25 例阳性，9 例阴性样本(27−35)
则均检测为阴性。经统计，MIRA 核酸试纸条

法的诊断特异度为 100.00% (9/9)、灵敏度为

96.15% (25/26)、阴性预测值为 90.00% (9/10)、
阳性预测值为 100.00% (25/25)、Kappa 值为

0.93，说明 MIRA 核酸试纸条法和实时荧光定

量 PCR 法有很好的一致性。 

3  讨论与结论 
肺炎支原体是导致儿童和青少年呼吸道感

染的重要病原体，长期以来，由于其临床表现

不特异而容易错过最佳治疗时期[14]，因此亟须

建立一种简单、快速、准确的肺炎支原体早期

诊断方法。 
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图 5  MIRA 核酸试纸条法临床样本验证   N：阴性对照；CL：质控线；TL：检测线 
Figure 5  Clinical sample validation via MIRA nucleic acid test strip method. N: Negative control; CL: 
Control line; TL: Test line. 
 
表 2  MIRA 核酸试纸条法与实时荧光 PCR 法的比较 
Table 2  Comparison between MIRA nucleic acid test strip method and real-time fluorescent PCR method  
  Real-time fluorescent PCR method Total 
  Positive Negative 
MIRA nucleic acid test strip method Positive 25 0 25 

Negative 1 9 10 
Total 26 9 35 
 

肺炎支原体实验中常扩增的目的基因有 P1
蛋白编码基因、CARDS 毒素基因、16S rRNA
基因和 ATP 酶基因等[15]，其中 CARDS 毒素蛋

白参与肺炎支原体的增殖和接合，并与呼吸道

炎症反应有关[16]。此外，有研究表明在肺炎支

原体的检测中，CARDS 毒素基因比 P1 蛋白编码

基因表现出更高的灵敏度[17-18]。Petrone 等[19]以

CARDS 毒素基因为靶基因对肺炎支原体进行

检测，其研究结果也展现出高灵敏度与特异性。

因此，在本研究中，针对 CARDS 毒素基因建

立 MIRA 核酸试纸条检测方法、优化反应条件，

并通过检测临床样本评估了其检测效能。结果

表明，整个扩增在 37 ℃条件下仅需 10 min，随

后稀释扩增产物插入试纸条，5 min 内肉眼观察

结果，在 Sun 等[13]利用此方法检测乙肝病毒的

研究基础上将总检测时间由 20 min 缩短至   
15 min；与 RPA (20 min)、LAMP (30 min)等现

有肺炎支原体检测方法[20-21]相比，本方法进一

步缩短了检测时间，并且高效便携，不受实验

室条件限制，适合在卫生资源缺乏地区实施。

此外，通过对梯度稀释的质粒进行检测，发现

其灵敏度可达到 10 copies/μL，相较于其他一

些检测肺炎支原体的等温扩增技术，与重组酶

介导链替换核酸扩增技术 (recombinase aided 
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amplification, RAA)检测灵敏度(10 copies/μL)[22]

相当，明显高于 LAMP[21]和酶促重组等温扩增

技术(enzymatic recombinase amplification, ERA)
技术(103 copies/μL)[23]，有助于肺炎支原体的早

期诊断；对肺炎支原体和其他两种支原体及另

外 5 种呼吸道病原体进行 MIRA 核酸试纸条检

测，除肺炎支原体外，其余病原体均与阴性对

照结果一致，只有质控线显色，展示了该方法

的高特异性；利用该方法对 35 份临床样本进行

检测，灵敏度为 96.15%、特异度为 100.00%，

其检测效能与实时荧光 PCR 法相当[24]，具有潜

在的推广和应用前景。 
胶体金测流层析技术是一种检测微量抗原

的高灵敏度技术，其利用含有生物素的扩增产

物与探针标记的 5-羧基荧光素(FAM)杂交，并

与胶体金标记的抗体结合，短时间内可直观获

得结果[25]。本研究将该技术与 MIRA 相结合，

利用简单的设备对肺炎支原体实现快速、准确

的早期诊断。但本方法仍然存在一定的局限性，

其荧光探针较昂贵，而且由于灵敏度较高，实

验过程中易产生气溶胶，需将试剂配备与模板

扩增分区进行，试纸条显色最好选择通风良好

的区域或室外，以免造成假阳性。综上所述，

以肺炎支原体 CARDS 毒素基因作为检测靶标

建立的 MIRA 核酸试纸条检测方法，简单可行、

特异性好、灵敏度高、15 min 内即可完成检测，

而且不需要复杂的仪器设备和专业操作人员，

易于在基层推广使用，对预防肺炎支原体传播

和感染具有重要应用价值。 
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