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  军团菌是一类革兰阴性菌,1976年在美国费城召 开退伍军人大会期间,暴发了一种不明原因的肺炎,
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称军团病,次年分离出该病的病原菌,故而得名军团

菌,由该菌引起的疾病称军团菌病。军团菌专性需

氧,广泛存在于自然界,特别是水中,适宜生长温度为

25~37
 

℃,但也可在高于或低于该温度范围的环境中

生存,甚至可在限制生长的温度如<20
 

℃或>55
 

℃
条件下存活[1]。该菌为一种机会致病菌,可以气溶胶

形式存在于空气中,当人体免疫功能低下时,由呼吸

道侵入机体,到达肺泡或终末细支气管部位生长及繁

殖,从而导致军团菌病。目前,已确认的军团菌属有

58种,共70个血清型,能引起约28种人类疾病,其中

对人致病的主要是嗜肺军团菌[2]。军团菌病在临床

上可分为肺炎型、肺外感染型及流感样型。肺炎型又

称军团菌肺炎,是军团菌病的主要类型,该病起病急,
发展快,病情重,救治不及时可导致死亡;肺外感染型

是指感染从肺部播散,导致脑、肾、肝等多器官感染;
流感样型又称庞蒂亚克热,是一种自限性疾病[3]。因

临床上大多数军团菌肺炎患者早期临床症状为乏力、
肌肉疼痛、头痛,发热伴寒战、咳嗽,有少量黏痰,与其

他病原体引起的非典型性肺炎相似,所以很难与其他

病原体引起的肺炎相区别,从而造成病死率较高,甚
至引起暴发流行[4]。因此,早期、快速、准确地检测出

军团菌,对疾病的诊断、治疗及降低病死率有重要意

义。军团菌用吉姆萨染色时菌体呈红色,活体组织标

本用镀银染色法染色后菌体呈黑褐色,但标本直接涂

片镜检的意义不大,本文不做赘述。军团菌检测的方

法较多,包括病原菌的分离鉴定、免疫学检测方法、核
酸检测方法等,本文就这些方法进行简要叙述。
1 病原菌的分离鉴定

1.1 细菌培养法 细菌培养法是诊断军团菌病的金

标准,其特异度为100%,灵敏度为50%~80%[5]。
军团菌检测标本可通过采集痰液、下呼吸道分泌物、
支气管灌洗液、胸腔积液、血液等来获取,采集时注意

避免气溶胶形成。但军团菌生长对营养要求苛刻,在
普通培养基、血琼脂平板、巧克力琼脂平板上均不生

长,常用活性炭-酵母浸出液琼脂(BCYE)培养基培

养,且生长速度缓慢,一般需3~5
 

d,长则需7~14
 

d,
菌落呈圆形、凸起、灰白色,有光泽,某些菌型在紫外

线照射下可发出荧光,在富含L-络氨酸-苯丙氨酸琼

脂平板上产生棕色水溶性色素,活的不可培养军团菌

的存在及在培养基上过度生长的其他菌会影响培养

法的检测结果。细菌培养法对技术人员要求较高,且
操作繁琐,培养时间长,故不能快速得到结果,不利于

军团菌病的诊治。随着现代技术的创新,研究者已陆

续研制出改良的细菌培养法,可提高培养成功率,如
2011年朱兵清等[6]在

 

BCYE培养基中添加了可抑制

环境水样中杂菌的抗菌药物,提高了嗜肺军团菌的分

离率。同时细菌培养法也有不可替代的优点,如发现

新菌种等[7]。总之,当临床怀疑患者为军团菌病时,
细菌培养法是不可或缺的一种检测手段。

1.2 质谱分析技术 细菌的传统手工鉴定步骤为分

离纯化获得待鉴定菌株,涂片及革兰染色镜检,根据

革兰染色性质和菌株形态,辅以氧化酶、触酶、动力、
鞭毛染色、氧化发酵等试验,对鉴定细菌进行初步分

群或分科(属),再继续应用最小数量的其他试验,逐
步缩小鉴定范围,直至最终获得鉴定结果。传统手工

鉴定法步骤繁琐,周期长,且对操作人员技术要求高。
近年来,基质辅助激光解析电离飞行时间质谱检测技

术在临床微生物检验中的应用越来越广泛,使用质谱

仪可以大大缩短细菌鉴定时间,并提高准确性,更有

利于临床抗菌药物的使用,做到早诊断、早治疗,提高

患者的生存率。李曲文等[8]应用基质辅助激光解析

电离飞行时间质谱对10株军团菌进行菌株蛋白质质

谱分析比对,鉴定出8株为嗜肺军团菌,1株为米克戴

德军团菌,1株为茴香军团菌,此方法简便、快速、成本

低,不足之处是需要进一步规范标本处理、质谱图采

集和分析等过程,同时需要不断完善数据库和分析

软件。
2 免疫学检测方法

2.1 尿抗原检测 有研究通过动物实验证实在感染

军团菌24
 

h后尿中可出现抗原[9]。军团菌的外膜蛋

白、脂多糖和多种蛋白酶可造成肺组织损伤,尿抗原

检测针对的靶标即为细菌脂多糖。自20世纪90年

代中期引入尿抗原检测后,其逐渐成为军团菌病的主

要诊断方法,占军团菌诊断试验的70%~80%,包括

酶联免疫吸附试验(ELISA)、放射免疫分析,以及最

近发展的酶免疫分析(EIA)等,但这些方法主要对嗜

肺军团菌血清(Lp)1型敏感[10]。由于军团菌病患者

的标本可用性较低,因此对不同类型菌株的尿抗原检

测评价仍然比较困难。2017年有研究通过比较Bi-
nax􀆿EIA(军团菌尿EIA)、BinaxNOW􀆿(军团菌抗原

检测)、Sofia􀆿FIA(军团菌荧光免疫分析)3种试剂盒

的灵敏度,发现对于 Lp1型,Sofia􀆿FIA 和 Binax􀆿

EIA检测限相似,BinaxNOW􀆿低于其他两种试剂盒,
且与Lp1型相比,这3种试剂盒对Lp2~Lp15型的

检测水平均较低。由此可见,这3种试剂盒对不同嗜

肺军团菌血清型的检测性能不同[11]。
作为现在军团菌检测主要方法之一,尿抗原检测

具有诸多优点,如抗原出现时间早,约88%的军团菌

病患者在发病1~3
 

d即可在尿中检测到抗原,可以为

早期诊疗提供依据;此方法操作简单、快速,特异度

高,易取得标本,且对患者没有创伤。缺点是只对

Lp1型敏感,对其他血清型的嗜肺军团菌检测价值不

大[12],且检测试剂盒昂贵,不利于在临床上推广应用。
2.2 血清学诊断 血清学检测对可疑患者诊断有重

要意义,因为某些可疑患者无肺部感染症状,或下呼

吸道未产生足量分泌物,标本不易获取。血清学诊断

包括微量凝集试验和ELISA。早在1996年,米亚英

等[13]就结合此两种方法诊断出国内首例佐丹军团菌
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病。但是,微量凝集试验主要以整个菌体作为诊断抗

原,这就导致严重的非特异性凝集,导致该试验的特

异度较低。ELISA检测患者血清中嗜肺军团菌IgG
总抗体,其结果判定更加客观、准确。但是,目前市场

上用于诊断嗜肺军团菌的试剂盒是用嗜肺军团菌全

细胞蛋白为包衣抗原,往往在不同血清型或种属间存

在交叉反应。因此,目前,临床上对于军团菌肺炎的

血清学诊断仍缺少一种快速、准确的方法。2015年有

研究曾分离并纯化出嗜肺军团菌蛋白FLA、MOMP、
MIP、IP和PILE,并将这5种纯化蛋白作为包衣抗原

检测嗜肺军团菌血清抗体,其IgG抗体的灵敏度为

90.4%,特 异 度 为97.4%;IgM 抗 体 的 灵 敏 度 为

91.8%,特异度为95.1%[14]。王涛等[15]
 

也成功诱导

表达及纯化出重组 MOMP蛋白,将其作为诊断抗原

建立了间接 ELISA,结果显示IgG 抗体灵敏度为

90.9%,特异度为91.7%,IgM 抗 体 灵 敏 度 为91.
4%,特异度为90.6%,IgA抗体灵敏度为92.1%,特
异度为88.9%,这为军团菌病血清学诊断试剂盒的研

制奠定了基础。但是,不同军团菌属细菌之间、军团

菌与其他细菌之间有交叉抗原,军团菌多克隆抗体与

某些细菌可产生交叉反应,故血清学检测只能作为辅

助性、回顾性诊断手段。
3 核酸检测方法

3.1 聚合酶链反应(PCR)及其衍生技术 PCR是一

种由
 

DNA
 

聚合酶催化的特定序列体外扩增技术,突
破了核酸的原料限制,可将极微量的生物标本中靶核

酸在短时间内大量复制扩增至可检测范围,具有高

效、操作简单的特点,已成为生物学和医学研究,乃至

临床疾病诊断不可或缺的工具。嗜肺军团菌常用的

检测模板为16S
 

rRNA、5S
 

rRNA、23S-5S
 

rRNA、mip
或dotA[16],PCR扩增后,不仅可鉴定军团菌,还可以

分辨军团菌属。虽然PCR特异度高,但灵敏度较差,
特别是对于痰液标本,由于含菌量较少,易出现假阴

性结果。另外,常规PCR在产物分析时需要开盖操

作,容易引起交叉感染,导致假阳性。为更快、更好地

检测军团菌,学者们已研究出一系列以PCR为基础

的相关技术。
3.1.1 实时荧光定量PCR 实时荧光定量PCR是

指在PCR反应体系中加入荧光基团,利用荧光信号

积累实时监测整个PCR进程,最后通过标准曲线对

未知模板进行定量分析的方法[17]。
 

GINEVRA等[18]

利用全基因组测序数据,开发并验证了一种灵敏度、
特异度较高的实时荧光定量PCR方法,即通过扩增

lpp1868基因检测ST1克隆复合物中的Lp1,结果显

示灵敏度为95%,特异度为100%。这种新的PCR检

测方法是一种可靠的工具,将有助于改进军团菌的检

测和鉴别,为军团菌病的预防和控制进一步奠定了

基础。
3.1.2 巢式PCR 巢式PCR需对靶DNA进行两次

扩增,第二次扩增所用的模板为第一次扩增的产物。
巢式PCR通常设计两对引物,第二对引物(第二次扩

增所用引物)在靶序列上的位置应设计在第一对引物

的内侧。由于巢式PCR反应有两次PCR扩增,从而

降低了扩增多个靶位点的可能性(因为与两套引物都

互补的引物很少),增加了检测的灵敏度;有两对PCR
引物与检测模板的配对,增加了检测的可靠性。

嗜肺军团菌可生活在水域系统中,WEN-CHIEN
等[19]利用巢式PCR结合变性梯度凝胶电泳来检测河

水标本中的军团菌群落,发现每种军团菌都有自己的

条带模式,从而发现军团菌群落的多样性。同时,这
种方法还可能发现环境中存在的未知军团菌,甚至其

他病原体。
3.1.3 多重PCR 常用的PCR仅应用一对引物,通
过扩增后产生一个核酸片段,主要用于单一致病因子

检测。多重PCR又称多重引物PCR或复合PCR,它
是在同一PCR反应体系里加入多对引物,同时扩增

一份DNA样品中同一靶DNA或不同靶DNA的多

个不同序列片段。临床上常用于病原体分型或鉴定。
2014年吴冬雪等[20]建立了一种多重PCR技术结合

基因芯片的检测方法,成功研制了嗜肺军团菌O血清

型分型基因芯片,实现了嗜肺军团菌15种血清型的

快速、准确检测,使军团菌的诊断又迈出了一大步,并
提供了新的思路与方向。
3.2 环介导等温扩增技术(LAMP) LAMP是NO-
TOMI等[21]于2000年开发的一种在等温条件下对

DNA进行高特异度、高效率、快速扩增的检测方法,
即利用1种DNA聚合酶和4种特殊设计的引物在等

温条件(63
 

℃左右)下保温30~60
 

min,完成核酸扩

增反应。LAMP作为一种全新的核酸扩增方法,与常

规PCR相比,具有简单、快速、特异度高的特点。目

前,许多病原体都可通过LAMP进行快速检测,如沙

眼衣原体[22]。
LAMP的创新又为检测军团菌提供了新思路,如

MOOSAVIAN 等[23]就曾采用培养法、PCR和LAMP
对2016年6月至2017年3月在伊朗阿瓦兹教学医院

住院的肺炎患者的痰液和支气管肺泡灌洗液标本进行

军团菌检测,结果表明,培养法阳性率为1%,PCR和

LAMP检测军团菌阳性率分别为3%和7%,由此可

以得出,LAMP检测军团菌优于培养法和PCR。
4 其  他

  军团菌主要污染供水系统、空调冷却水、呼吸机

等,也可形成带菌气溶胶,通过空气传播,一旦暴发流

行将严重危害人们的健康。2016年范晓姗等[24]将军

团菌的16S
 

rRNA基因作为基因芯片,创立基因芯片

检测技术,对空调冷却系统等公共卫生环境中的军团

菌进行实时监控,取得一定成果。但是,此方法成本

过高,不利于推广。因为临床上军团菌肺炎与其他肺

炎症状相似,不易区分,MIYASHITA等[25]根据“男
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性、无咳嗽、呼吸困难、C反应蛋白和乳酸脱氢酶升高

及低钠”等条件,制订出了一种新的军团菌评分标准

来区分军团菌肺炎和非军团菌肺炎,如果得分≥3分,
则诊断为军团菌肺炎,此方法的灵敏度为93%,特异

度为75%,也可作为军团菌的一种评估方法。
目前,军团菌病在国内外时有暴发流行,在美国

和欧洲国家的发病率也一直在增加[26],且感染存在地

区及季节差异,是影响公众健康的一大隐患。因此,
准确高效地检测军团菌,对军团菌病的防控具有重要

意义。随着科技和知识的发展,用于检测军团菌的方

法越来越多,笔者相信会有更简便、快速、准确的检测

方法出现,为军团菌的检测提供更有力的保障,为人

们的健康增添一重防护。
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