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环介导等温扩增检测在下呼吸道感染
病原菌检查中应用价值
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摘要：　 目的　 探讨环介导等温扩增（ｌｏｏｐ－ｍｅｄｉａｔｅｄ ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＬＡＭＰ）法检测下呼吸道感染病原菌的临床应

用价值。 　 方法　 选取濮阳市疾病预防控制中心 ２０１６ 年 １ 月－２０１７ 年 １０ 月收集的 １８０ 份符合要求的下呼吸道感染患者

的痰标本，分别采用痰培养、ＬＡＭＰ 法进行检测，比较痰培养与 ＬＡＭＰ 法对各种致病菌的检出率，并分析抗感染的治疗情

况。 　 结果　 痰培养革兰阴性菌检出率 １８．８９％低于 ＬＡＭＰ 法的 ４３．３３％（Ｐ＜０．０５）；痰培养革兰阳性菌检出率 ６．１１％低于

ＬＡＭＰ 法的 １３．３３％（Ｐ＜０．０５）；ＬＡＭＰ 法对下呼吸道感染患者痰液中铜绿假单胞菌、金黄色葡萄球菌的检出率分别为

２１􀆰 １１％、７．２２％，均高于痰培养的 ７．２２％、２．７８％，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；ＬＡＭＰ 法病原菌检出率 ５６．６７％显著的高于

痰培养法的 ２５．００％（χ２ ＝ ３７．３５６，Ｐ＜０．００１）；１８０ 例下呼吸道感染患者于入院当天即给予抗生素进行治疗，其中 ３５ 例患者

初始治疗未覆盖病原体、１４５ 例患者初始治疗覆盖病原体；初始治疗覆盖病原体组患者的抗感染治疗时间（１４．３±２．９）ｄ、住
院时间（１４．５±３．２）ｄ 均显著的低于初始治疗未覆盖病原体组的（１６．０±３．２）ｄ、（１８．４±３．８）ｄ，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），
初始治疗覆盖病原体组患者的初始治疗有效率 ８６．２１％高于初始治疗未覆盖病原体组的 ４０．００％（Ｐ＜０．０５）。 　 结论 　
ＬＡＭＰ 检测在下呼吸道感染病原菌的效果较痰培养更好，对于临床治疗具有重要的指导意义。
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　 　 流行病学研究表明，近年来下呼吸道感染发生率

呈明显的上升趋势，下呼吸道感染的发生率可达 ３７２～
４８２ ／ １ 万人左右［１］，特别是在季节交替或者高危流行

病区，下呼吸道感染的发生率可进一步的上升［２］。 下

呼吸道感染的早期诊断以及病原体的鉴别，能够在疾

病的早期指导临床用药。 环介导等温扩增（ ｌｏｏｐ－ｍｅ⁃
ｄｉａｔｅｄ ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＬＡＭＰ）是新型的恒温扩

增 ＰＣＲ 检测技术，其能够通过对于病毒、细菌等病原

体的遗传基因的检测，进而提高早期不同病原体的分

布检测水平。 有研究者报道了 ＬＡＭＰ 在上呼吸道感

染或者泌尿生殖道感染过程中的作用，认为 ＬＡＭＰ 能

够显著提高早期病原体感染的诊断效能［４］。 本研究

以下呼吸道感染病原菌为主，选取了濮阳市疾病预防

控制中心 ２０１６ 年 １ 月－２０１７ 年 １０ 月收集的 １８０ 份符

合要求的患者标本，通过痰培养和 ＬＡＭＰ 的结果对

比，探讨 ＬＡＭＰ 在早期诊断病原体感染中的作用，并
分析不同早期病原体治疗覆盖情况对于治疗结局的影

响，现将结果报道如下。

１　 对象与方法

１􀆰 １　 研究对象　 选取本中心 ２０１６ 年 １ 月－２０１７ 年 １０
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月收集的 １８０ 例下呼吸道感染患者，年龄 ４５ ～ ７９ 岁，
平均为（６４．８±１３．０）岁，男 １１０ 例、女 ７０ 例。 基础疾

病：其中社区获得性肺炎 １４７ 例，支气管扩张 ２５ 例，支
气管哮喘 ８ 例；吸烟 ７６ 例，合并疾病：高血压 ８２ 例、糖
尿病 ３０ 例、高血脂 ４２ 例。 纳入标准：①下呼吸道感染

的诊断标准参考中华医学会呼吸病学分会制定的社区

获得性肺炎、医院获得性肺炎的诊断标准；②采集标本

前应用冷开水漱口、用力咳出呼吸道深部痰液，痰液量

＞１ ｍｌ，痰液呈脓性、黄色、黏液脓性痰、血性；③所有患

者均在本中心接受抗感染治疗；④研究获得医学伦理

委员会的批准。 排除标准：①获得性免疫缺陷综合征；
②肝肾功能疾病；③恶性肿瘤患者；④长期使用糖皮质

激素类药物。
１􀆰 ２　 痰培养方法　 采用诱导痰的方法采集患者的下

呼吸道标本，将患者的下呼吸道标本在 ２ ｈ 内接种于

血平板、巧克力平板及其它选择性培养基上，在 ３５ ℃
的温箱孵育 ２４ ｈ，选出优势的菌落进一步分纯后进行

生化血清学的鉴定。
１􀆰 ３　 ＬＡＭＰ 检测方法　 采用咽拭子采集患者的下呼

吸道分泌物标本， ２ ℃ ～ ８ ℃ 冷冻离心机中离心

（１２ ０００ ｇ ／ ｍｉｎ，１５ ｍｉｎ），洗涤提取 ＤＮＡ，配置反应体

系、引物混合液、２ 倍浓度反应液，在 ６０ ℃水浴锅中放

置 １ ｈ，内切酶对 ＬＡＭＰ 进行酶切和电泳分析，具体的
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操作步骤按照李丹等［３］ 文献报道。 Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ
仪器购自德国赛默飞公司。
１􀆰 ４　 治疗方法　 所有患者入院后均常规给予完善相

关检查，根据患者的血常规、胸片等检查评估细菌感染

的风险，采用经验性抗感染治疗，在痰培养或 ＬＡＭＰ
结果出来后，根据结果选择针对性的抗生素，并根据下

呼吸道感染的患者治疗效果及时调整药物剂量。
１􀆰 ５　 统计学方法 　 采用 ＳＰＳＳ １６．０ 统计。 计量数据

表述采用（􀭰ｘ±ｓ）表示，组间比较采用 ｔ 检验；计数资料

组间比较采用 χ２ 检验；Ｐ＜０．０５ 为差异有统计学意义。

２　 结　 果

２􀆰 １　 痰培养与 ＬＡＭＰ 法细菌检出率比较　 对 １８０ 例

下呼吸道感染患者痰液采用痰培养与 ＬＡＭＰ 法检测

细菌，ＬＡＭＰ 法革兰阴性菌检出率为 ４３．３３％，高于痰

培养法的 １８．８９％（Ｐ＜０．０５）；痰培养革兰阳性菌检出

率为 ６． １１％，低于 ＬＡＭＰ 法的 １３． ３３％ （ Ｐ ＜ ０． ０５）；
ＬＡＭＰ 法对下呼吸道感染患者痰液中铜绿假单胞菌、
金黄色葡萄球菌的检出率分别为 ２１．１１％、７．２２％，均高

于痰培养的 ７． ２２％、２． ７８％，差异有统计学意义（Ｐ ＜
０􀆰 ０５）；ＬＡＭＰ 法病原菌检出率 ５６．６７％显著的高于痰

培养法的 ２５．００％（χ２ ＝ ３７．３５６，Ｐ＜０．００１），见表 １。
表 １　 痰培养与 ＬＡＭＰ 法对 １８０ 例下呼吸道感染

患者痰液细菌检出率比较（ｎ＝ １８０）

病原菌
痰培养

检出株数 检出率（％）

ＬＡＭＰ 法

检出株数 检出率（％）
　 χ２ 值 Ｐ 值

革兰阴性菌 ３４ １８．８９　 ７８ ４３．３３　 　 ２２．１１９ ０．０００

　 　 铜绿假单胞菌 １３ ７．２２ ３８ ２１．１１ １４．２７８ ０．０００

　 　 肺炎克雷伯菌 ６ ３．３３ １２ ６．６７ ２．１０５ ０．１４７

　 　 鲍曼不动杆菌 ５ ２．７８ ６ ３．３３ ０．０９４ ０．７５９

　 　 流感嗜血杆菌 ３ １．６７ ５ ２．７８ ０．５１１ ０．４７５

　 　 阴沟肠杆菌 ２ １．１１ ５ ２．７８ １．３１１ ０．２５２

　 　 大肠埃希菌 ３ １．６７ ６ ３．３３ １．０２６ ０．３１１

　 　 奇异变形杆菌 １ ０．５６ ３ １．６７ １．０１１ ０．３１５

　 　 嗜麦芽窄食单胞菌 １ ０．５６ ３ １．６７ １．０１１ ０．３１５

革兰阳性菌 １１ ６．１１ ２４ １３．３３ ５．３４９ ０．０２１

　 　 肺炎链球菌 ３ １．６７ ６ ３．３３ １．０２６ ０．３１１

　 　 金黄色葡萄球菌 ５ ２．７８ １３ ７．２２ ３．７４３ ０．０５３

　 　 溶血性葡萄球菌 ３ １．６７ ５ ２．７８ ０．５１１ ０．４７５

２􀆰 ２　 ＬＡＭＰ 法检测下呼吸道感染病原菌的临床应用

价值　 １８０ 例下呼吸道感染患者于入院当天即给予抗

生素进行治疗，其中 ３５ 例患者初始治疗未覆盖病原

体、１４５ 例患者初始治疗覆盖病原体；结果显示：初始

治疗覆盖病原体组患者的抗感染治疗时间、住院时间

均显著的低于初始治疗未覆盖病原体组（Ｐ＜０．０５），初
始治疗覆盖病原体组患者的初始治疗有效率高于初始

治疗未覆盖病原体组（Ｐ＜０．０５），两组患者的治愈率差

异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），见表 ２。
表 ２　 １８０ 例下呼吸道感染患者治疗情况分析

组别 例数
抗感染治疗时间

（ｄ，􀭰ｘ±ｓ）

住院时间

（ｄ，􀭰ｘ±ｓ）

初始治疗有效例数

（率，％）

治愈例数

（率，％）

初治未覆盖病原体组 ３５ １６．０±３．２ １８．４±３．８ １４（４０．００） ３２（９１．４３）

初治已覆盖病原体组 １４５ １４．３±２．９ １４．５±３．２ １２５（８６．２１） １４２（９７．９３）

ｔ ／ χ２ 值 ３．０５０ ６．２３２ ３４．２２３ ３．７００

Ｐ 值 ０．００３ ＜０．００１ ＜０．００１ ０．０５４

３　 讨　 论

下呼吸道感染的发生主要考虑与局部粘液阻塞、
Ｔ 淋巴细胞功能障碍有关，特别是在合并有基础性代

谢疾病或者糖尿病的患者中，下呼吸道感染的发生率

具有进一步的上升趋势。 下呼吸道感染的持续进展，
能够导致患者重症肺炎或者脓毒血症的发生，增加了

患者的不良心肺结局的风险［５］。 临床上早期抗生素

的治疗能够在改善疾病整体预后过程中发挥重要作

用，但由于不同的病人其感染病原不尽相同，故经验性

的抗感染治疗的效果较为局限，如能提高下呼吸道感

染的早期病原的检测水平，进而针对性的使用敏感抗

生素是影响患者治疗进程与结局的重要因素。 常规的

病原体检测方式如痰培养，虽然能够提高常见呼吸道

感染病原体的检测水平，但其灵敏度较低，检测耗时较

长，误诊率较高［６－７］。 例如一项囊括了 １６２ 例样本量

的下呼吸道感染痰培养分析可见，单纯痰培养针对病

原体感染的灵敏度不足 ３５％，误诊率可超过 ２０％以

上［８］，同时由于标本污染、采集过程不规范等因素，进
而导致痰培养的可靠性明显不足。

核酸扩增的检测能够在病毒、细菌感染诊断的过

程中发挥重要作用，其能够通过对于特定病原体的相

应序列进行扩增，进而提高病原体诊断的灵敏度。 常

规的核酸扩增诊断方式如自主序列复制、聚合酶链式

反应等，虽然能够在病原体诊断过程中起到效果，但其

检测的便捷性较差，对于温度和仪器具有较高的要求。
而 ＬＡＭＰ 能够识辨靶序列上的特异性引物，或者结合

链置换性的 ＤＮＡ 聚合酶，能够在较低的条件要求下实

现对于病原体的扩增和检测［９－１０］。 部分研究者报道了

ＬＡＭＰ 在诊断上呼吸道感染过程中的价值，认为
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ＬＡＭＰ 能够早期指导临床上抗生素的选择，但在下呼

吸道感染中的研究不足。
本次研究中通过不同方式的 ＬＡＭＰ 检测分析研

究发现，相比于普通的痰培养检测，ＬＡＭＰ 检测病原体

感染的灵敏度明显的上升，其中革兰阴性菌、革兰阳性

菌或者铜绿假单胞菌、金黄色葡萄球菌的检出率均明

显的上升，高于痰培养组，差异较为明显，提示了

ＬＡＭＰ 在辅助诊断下呼吸道病原体感染过程中的价

值。 通过汇集不同的相关文献，笔者认为这主要考虑

与 ＬＡＭＰ 的下列几个方面的特点有关［１１－１３］： （ １）
ＬＡＭＰ 对于病原体遗传序列的结合特性较强，其对于

病原体序列上的 ６ 个靶序列均有显著的结合作用，从
而提高了 ＬＡＭＰ 诊断的灵敏度；（２）ＬＡＭＰ 能够在常温

下进行病原体的检测，不会受到温度的影响而出现显

著的检测灵敏度的波动。 李文桂等［１４］ 研究者也认为，
ＬＡＭＰ 诊断呼吸道感染的灵敏度明显超过了痰培养，
特别是对于铜绿假单胞菌或者葡萄球菌感染的诊断，
具有更高的特异性和诊断一致性。 但需要注意的是，
部分研究者在探讨呼吸道病原体诊断的过程中，并不

认为 ＬＡＭＰ 能够提高铜绿假单胞菌或者金黄色葡萄

球菌的检出水平［１５］，认为铜绿假单胞菌或者金黄色葡

萄球菌主要聚集于下呼吸道，特别是细支气管的分叉

部位，标本难以采集，标本中的病原体数量较低，
ＬＡＭＰ 难以检测。 但本次研究中发现了 ＬＡＭＰ 对于两

种相关病原体的诊断效果较为明显，存在不同的结论，
考虑与 ＬＡＭＰ 标本采集的误差，或者部分患者入院后

已经给予了抗生素治疗而影响到了检测结果。 初始治

疗覆盖病原体组患者的治疗时间明显的缩短，而治疗

后的临床总体有效率水平明显的上升，提示了临床上

根据呼吸道感染患者的病原体检测结果进行抗感染治

疗的重要性。 ＬＡＭＰ 对于多数的呼吸道感染病原体能

够有效检出，提高了抗生素治疗的覆盖率和针对性。
本次研究的创新性在于探讨了 ＬＡＭＰ 诊断不同

病原体的效能。 综上所述，ＬＡＭＰ 检测在下呼吸道感

染病原菌感染的检测中比痰培养更值得推荐，其快速

灵敏的结果对于临床治疗更具有指导意义，值得进一

步推广。
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