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摘 要：军团菌肺炎是一种由军团菌属引起的严重肺部感染，早期诊断对治疗和预后至关重要。

实验室检测方法主要包括分离培养、抗原检测、核酸检测和血清学检测。分离培养是金标准，但

灵敏度低，培养时间长；抗原检测操作简便快速，但特异性有待提高；核酸检测灵敏度高，但操

作复杂、成本较高；血清学检测早期诊断价值有限。尿抗原检测是目前国际上广泛应用的早期诊

断方法，但只能检测嗜肺军团菌Ⅰ型。多种新型核酸检测技术展现出良好的应用前景，例如数字

PCR、等温扩增和二代测序技术。未来需要进一步研究开发更简便、快速、灵敏的检测方法，以

提高军团菌肺炎的早期诊断率。
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Abstract: Legionnaires’ disease, a serious pulmonary infection caused by Legionella, requires 
early diagnosis for effective treatment and favorable outcomes. Laboratory diagnostic methods 
primarily encompass isolation and culture, antigen detection, nucleic acid detection, and serological 
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testing. Although isolation and culture are considered the gold standard, it is characterized by low 
sensitivity and extended culture duration. Antigen detection offers simple and fast operation but 
necessitates improved specificity. Nucleic acid detection, although being highly sensitive, has 
complex operation and high costs. Serological testing provides limited value for early diagnosis. 
Urine antigen detection, extensively employed globally, is limited to the detection of Legionella 
pneumophila serogroup I. Novel nucleic acid detection technologies, including digital PCR, 
isothermal amplification, and next-generation sequencing, present promising applications. Future 
research should aim to develop more streamlined, rapid, and sensitive detection methods to 
enhance the early diagnostic rate of Legionnaires’ disease.
Keywords: Legionnaires’ disease; nucleic acid amplification tests; antigen detection

军团菌肺炎是由军团菌属(Legionella)引起的

一种以肺炎表现为主，可能伴随肺外表现的疾

病，例如消化系统(恶心呕吐、腹痛腹泻、肝功

能异常等)、神经系统(头晕头痛、意识模糊、定

向力障碍等)、泌尿系统(少尿、血尿、蛋白、急

性肾损伤)、电解质紊乱等。军团菌主要感染下

呼吸道[1]，经气溶胶传播[2]。军团菌肺炎常表现

为重症，约 50% 的患者需入住重症医学病房

(intensive care unit, ICU)，病死率为 10%−15%，

若诊断不及时导致经验性治疗不起作用，病死

率可高达 27%[3-4]。近年来，国内外科研人员对

军团菌检测诊断技术的研究与开发工作取得了

重大成效，包括军团菌分离培养、抗原检测法、

核酸检测法、血清学检测法等。

1　军团菌肺炎病原菌的发现　军团菌肺炎病原菌的发现

军团菌自 1976 年在美国费城的尸检组织中

首次发现以来持续传播，于 1982 年在我国南京

首次发现军团菌感染病例[5]。军团菌广泛存在于

湖泊、人工水系统等水生环境，包括建筑物的

冷却塔或水系统、温泉洗浴、中央空调的冷却

塔水系统等[6]，也可以寄生于水生原生动物中。

军团菌是引起社区获得性肺炎 (community-

acquired pneumonia, CAP)的重要致病菌之一，是

我国重症 CAP 相关第四大病原体[7]，在 CAP 病

例约占 5%[8]。军团菌属中大多的病例由嗜肺军

团菌(Legionella pneumophila, LP)引起，根据独

特的细胞外膜小叶上包含的脂多糖抗原，嗜肺

军团菌可以分为 15 个血清型，根据欧美国家的

流行病学统计情况显示，79% 的病例由血清型

Ⅰ型嗜肺军团菌引起[9]。

2　军团菌肺炎的临床症状　军团菌肺炎的临床症状

军团菌发病早期的临床症状、实验室影像

检查与细菌性肺炎(葡萄球菌肺炎、肺炎链球菌

肺炎、鹦鹉热衣原体肺炎、肺炎克雷伯菌肺炎

等)和病毒性肺炎(流感病毒肺炎、腺病毒肺炎

等)相似，提高了早期临床诊断的难度。例如，

肺炎支原体与军团菌肺炎类似，伴有支原体的

非典型病原体肺炎可伴有肺外症状，例如肌痛、

腹痛和腹泻[10]。肺炎链球菌是社区获得性肺炎

最常见的细菌性病因，表现为急性发作的高热、

寒战、排痰性咳嗽和呼吸困难，患者通常看起

来病得很重，但是肺外表现不明显。心脏、肝

脏和肾脏的症状能够帮助区分军团菌和肺炎链

球菌社区获得性肺炎[11]。军团菌肺炎与其他细

胞内病原体一样，在发热时容易产生相对心动过

缓。这种温度脉搏异常伴发热引起的相对心动过

缓在典型细菌性肺炎中并不常见。体温每升高

1 ℃，脉率通常增加约 15 次/min，胃肠道表现

(如水样腹泻和突然腹痛)有时可能是军团菌肺炎

患者的首发症状[12]。

军 团 菌 肺 炎 入 住 重 症 加 强 护 理 病 房

(intensive care unit, ICU)的病例死亡率约为 27%，
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而在入住 ICU 后 8 h 内早期开始氟喹诺酮类药

物治疗可降低死亡率[13]。治疗失败通常发生在

入院时病情严重的患者或免疫功能低下患者中。

军团菌是胞内致病菌，临床常用的药物例如青

霉素、头孢类药物、β-内酰胺类等不能穿过细胞

膜，对军团菌无效，治疗需选择渗透性强的药

物如喹诺酮类、大环内酯类。从中国临床病例

和环境水中分离的 149 株嗜肺军团菌血清Ⅰ型，

其中 25 株对阿奇霉素耐药，红霉素、左氧氟沙

星、莫西沙星和利福平的最小抑菌浓度(minimal 

inhibitory concentration, MIC) 的 范 围 分 别 为

0.064 − 1.000、 0.064 − 0.380、 0.19 − 0.75、        

0.002− 0.023 mg/L； 在 149 株菌株中， 25 株

(16.78%)对阿奇霉素耐药，表明存在潜在耐药风

险，细菌属水平之间基因转移的可能性增加[14]。

基因筛选发现，这主要由所有 3 个操纵子中的    

  23S rRNA 基因 (rrl 基因)突变介导，与一种

ST188 分离株中的高水平大环内酯类耐药性有

关[15]。早期诊断对军团菌病的确诊和预后有重

要作用，一方面避免错过治疗的最佳时期进而

发展为重症，另一方面避免在早期广谱性抗生

素的使用，造成细菌耐药性。因此进行病原体

检测对该病的预后治疗、降低发展为重症风险

至关重要。奥马环素是一种新型四环素类抗生

素，对军团菌等非典型病原体具有很强的体外

抗菌活性，它被批准用于治疗成人社区获得性

细菌性肺炎，包括军团菌肺炎。奥马环素对嗜

肺军团菌有很强的抗菌活性，安全性好，且对

严重肝肾功能损害的患者无须调整剂量，因此

奥马环素可作为此类特殊病原体严重感染的最

佳治疗策略，但是仍然需要更多的病例报告来

支持这一观点[16]。研究显示通过早期开始使用

适当的抗生素，死亡率降至 7% 以下[17]。

3　军团菌肺炎的诊断策略　军团菌肺炎的诊断策略

3.1　分离培养

分离培养主要基于痰、胸腔积液、支气管

肺泡灌洗液(bronchoalveolar lavage fluid, BALF)、

肺活检标本及其他呼吸道标本培养出军团菌，

培养诊断是军团菌诊断的金标准。军团菌的生

长需要 L-半胱氨酸，为了减少杂菌的干扰，初

代培养时需要用选择性培养基，后在活性炭-酵

母 浸 出 液 琼 脂 (buffered charcoal-yeast extract 

agar, BCYE)培养基中培养，观察 5 d 无生长方可

报告阴性。传统的细菌学检测在分离培养之后

观察其菌落形态，通过生化实验、革兰氏染色

以及生化性状等实验可鉴定到属的水平[18]。一

旦培养出菌株，可以与环境中的军团菌进行同

源分析，也可以进行病原学诊断。由于培养条

件苛刻、培养时间长、易被杂菌污染等原因，

该方法的灵敏度不高，但其具有可鉴定所有已

知的军团菌血清型的特点。在临床诊断中会出

现经分离培养多次病原学检测阴性，但核酸检

测为阳性的病例。基质辅助激光解吸电离-飞行

时 间 质 谱 (matrix-assisted laser desorption 

ionization-time of flight mass spectrometer, 

MALDI-TOF-MS)鉴定能够通过更高效、更快速

和更准确的系统来改进细菌鉴定，可用于筛选

阶段，尤其是在大量样品存在如聚集性和流行

性事件期间发生的情况下。该仪器提供的聚类

分析可以支持对分离株之间相关性的估计，突

出通过使用分子方法(如全基因组分析)深入研

究，从而减少时间和成本[19]。使用 MALDI-

TOF-MS 可以在几分钟内直接从活性炭-酵母浸

出液琼脂培养基上生长的菌落中鉴定和报告嗜

肺军团菌的血清型[20]。

3.2　抗原检测

抗原检测主要包括尿抗原检测、免疫层析

检测等方法。在临床实际应用中面临的挑战主

要包括敏感性和特异性问题、操作复杂、培养

难度大等。尿抗原检测操作简便快速，可以在基

层及以上的医院开展，但由于其敏感度较低，完

全依赖该检测技术可能会造成漏诊，且在不同程

度军团菌肺炎患者中的检测阳性率波动较大。
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3.2.1　尿抗原检测

对于重症肺炎患者推荐进行军团菌尿抗原

检测。由于军团菌抗体通常在发病 2−3 周才产

生，且 20%−30% 的患者不产生抗体，尿抗原检

测法有望成为诊断军团菌肺炎早期诊断的一线

方法。尿抗原检测采用免疫层析检测等技术，

用于早期阶段诊断军团菌感染的方法，操作简

单、快速，只需要 15 min 即可获得结果，且具

有非侵入式检测方法的优势，是欧美发达国家

广泛采用的方法。这种方法在急性期检测中特

异性高，主要靶向嗜肺军团菌细胞壁中的脂多

糖，敏感性和特异性分别可达 80% 和 100%[21]。

然而，该法仅能检测嗜肺军团菌Ⅰ型的感染，

对其他血清型的嗜肺军团菌来说检测价值并非

很大，可能会造成部分病例的漏检[22]。抗原最

早在症状出现后 3 d 就被排出体外，因此该法有

利于早期治疗和诊断，尿液标本中的军团菌抗

原在长时间储存后会降解，但部分患者不排泄

或间歇性排泄抗原，给该方法的诊断造成了一

定的困难。尽管如此，日本、美国和欧洲各国

的指南对社区获得性肺炎患者进行军团菌尿抗

原检测的时机提出了不同的建议。有研究评估

了军团菌肺炎患者尿抗原检测时间与院内死亡

率之间的关系，结果表明测试组的 30 d 院内死

亡率明显低于对照组，入院时进行尿液抗原检

测可改善军团菌肺炎患者的预后，建议所有重

症社区获得性肺炎患者在入院时进行尿液抗原

检测[23]。

一种侧流色谱仪被开发作为嗜肺军团菌抗

原快速检测试剂盒用于人尿液中嗜肺军团菌的

免疫测定，适用于嗜肺军团菌感染的辅助诊断。

在传统双抗夹心法原理的基础上进行多糖抗原

的检测，建立了凝集素酶联免疫吸附试验

(enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA)试剂

盒，用特异性抗体实现对嗜肺军团菌感染后的

尿液样本中脂多糖抗原的检测，该试剂盒的灵

敏度比进口胶体金试剂盒高 2−4 倍[24]。中国的

诊断中未将该方法列入诊断标准，但在中国急

诊重症肺炎临床实践专家共识中，社区获得性

肺炎(CURB-65)评分 2 分以上的肺炎患者均需进

行肺炎链球菌尿抗原检测，3−5 分患者均需进行

军团菌尿抗原检测。专家共识强调了重症肺炎

患者进行军团菌尿抗原检测的重要性，推荐所

有重症肺炎患者检测军团菌尿抗原[25]。从尿液

中检测嗜肺军团菌抗原与其他方法相比更加简

便、快速、经济。

3.2.2　免疫层析检测法

目前已开发出提高免疫层析检测的灵敏性

和特异性的方法，主要包括基于新型纳米技

术提高检测性能、实现对多种病原体快速检

测方法。将自组装的 16-氨基-L-十六烷硫醇单

层 (16-amino-L-hexadecanethiol, 16-AHT)共价连

接到金底物上，所得修饰表面用于固定抗嗜肺

军团菌单克隆抗体。使用电化学测量和显微成

像技术对生物传感器功能化形成的改性表面进

行表征。在静态条件下，生物传感器表现出

从 101−108线性响应范围，且检测限为 10 CFU/mL；

在检测人工污染样本中的军团菌细胞时，动态条件

下使用微流控系统生物传感器对 101−103 CFU/mL

的低细菌浓度的反应呈线性关系，与静态条件

下获得的感应信号相比，同一生物传感器的感

应信号增强了 4.5 倍[26]。金纳米颗粒偶联探针是

新一代诊断工具，设计一种光学纳米生物传感

器并对其进行表征，将为 mip 设计的硫醇化探

针连接到金纳米颗粒上，然后检查含有嗜肺军

团菌的水样，PCR 和生物传感器的检测限分别

为 104 copies/μL 和 103 copies/μL，灵敏度分别为

90% 和 85%，可以快速检测水样中的嗜肺军

团菌[27]。

适配体是一种以高亲和力和特异性与靶标

结合的短寡核苷酸，在病原菌检测、诊断和治

疗中具有巨大的应用潜力。研究人员使用全细

胞 指 数 富 集 配 体 系 统 进 化 技 术 (systematic 

evolution of ligand by exponential enrichment, 

SELEX)来分离和表征针对嗜肺军团菌的单链

DNA 适体，经过多轮筛选，共鉴定出多条单链
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DNA 序列；这些适配体对嗜肺军团菌具有很强

的亲和力和选择性，荧光标记的适配体与嗜肺

军团菌表面结合通过荧光显微镜直接观察，可

以用于开发嗜肺军团菌的医学诊断工具和公共

环境检测分析[28]。

应用柠檬酸盐还原法制备胶体金颗粒，并

标记抗嗜肺军团菌血清Ⅰ型抗原的多克隆抗体，

制成免疫层析检测试剂，利用捕获成分是兔抗

嗜肺军团菌Ⅰ型抗体，检测成分是结合胶体金

的兔抗嗜肺军团菌Ⅰ型抗体，可以在 15 min 内

得出结果，其敏感性和特异性各达 95%，这种

方法的优点是简便、敏感、特异和快速[29]。

ELISA 检测方法可用于检测水样中的军团菌抗

原，该测试可作为一种快速筛选方法，用于检

测大量样品中的军团菌。然而，测试的低灵敏

度要求继续进行常规培养以进行分离和对分离

出的细菌进行进一步研究[30]。胶体金免疫层析

试纸条技术通过基因工程制备 LP-肽聚糖关联脂

蛋白(peptidoglycan-associated lipoprotein, PAL)重

组蛋白并进行纯化，筛选分泌抗 LP-PAL 重组蛋

白单克隆抗体(简称单抗)的杂交瘤细胞株。这种

试纸条依据双抗体夹心原理制备，并初步评价

了其检测性能(特异性、灵敏度及稳定性)。结果

表明，这种试纸条与嗜肺军团菌常见 4 种血清

型均有特异性反应，与其他 10 种常见呼吸道病

原菌无交叉反应，且在 25 ℃环境下稳定 6 个

月[31]。Paladines 等[32]研究发现针对细菌多糖的

重组抗体捕获的嗜肺军团菌比多克隆抗体少 1/3，

但稳定性更好。汪黎等[33]建立了基于胶体金免

疫层析法的嗜肺军团菌抗原检测技术，这种方

法检测限为 10 ng/mL，并且对嗜肺军团菌血清

Ⅰ型抗原有良好的特异性，与美国 Binax NOW 

ICT 试剂盒的检测结果一致，该方法具有特异性

强、敏感性高、简便快速的特点。

3.3　核酸检测

在核酸检测的靶基因上选择嗜肺军团菌的

保守序列，包括 5S rRNA、16S rRNA 基因的保

守片段，以及多种在致病过程中起重要作用的毒

力基因，例如 mip 编码嗜肺军团菌的巨噬细胞感

染增强蛋白、lvh 编码负责调控 Lvh 家族分泌蛋

白。使用比较多的是多重 PCR 法、巢式 PCR 法、

实 时 荧 光 定 量 PCR (quantitative real-time 

polymerase chain reaction, qPCR)法、数字 PCR 

(digital PCR, dPCR)法、等温扩增法等，表 1 总

结了军团菌核酸检测的方法比较。

3.3.1　PCR 法

PCR 模拟 DNA 在体内复制的过程，实现对

表1　军团菌的核酸检测方法比较

Table 1　Comparison of nucleic acid detection methods for Legionella

方法
Method

d-PCR

q-PCR+Sanger

q-PCR

q-PCR

q-PCR

q-PCR

q-PCR

q-PCR

q-PCR

LAMP

d-PCR

靶点
Target

gryA

gryA

gryA

Legionella (ssrA)

L. pneumophila (mip)

L. pneumophila sg1 (wzm)

23S rRNA+mip

mip

mip

16S rRNA

mip

检测限
Detection limit

0.1% of mutated gyrA sequences

50% of mutated gyrA sequences

10% of mutated gyrA sequences

ssrA: 25 fg

mip: 25 fg

wzm: 25 fg

8 CFU/mL

6 CFU/mL

6.60 pg/μL

5.2−52.0 copies/µL

42.6 fg, 300 CFU/mL
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目的片段的指数级扩增，2−3 h 就能实现目的片

段扩增。在对医院病例样本的检测中，下呼吸

道病原菌核酸的检出率高于传统培养的检出

率[1]。使用流式细胞术细胞分选和定量 PCR 可

以检测和定量水样中能存活但不可培养的嗜肺

军团菌[41]。数字 PCR 作为 PCR 技术的最新一

代，具有比传统 qPCR 反应速度更快、体积更

小、灵敏度更高和系统噪声更低的优势。相比

之下，芯片数字 PCR 是一种基于单分模板扩增，

将样品流动后分成若干个独立的单元实现拷贝

数级别，能够精确定量的分析技术。目前采用

数字 PCR 染料法对嗜肺军团菌的检测能够达到

5.03 copies/μL[42]。

应斌斌等[43]的研究提供一种用于同步检测

呼吸道感染中病原体的引物探针组合物，对探

针进行不同的荧光标记实现同时检测肺炎衣原

体、肺炎支原体、肺炎链球菌、嗜肺军团菌、

结核分枝杆菌，检测灵敏度达到 5 copies/μL。

同时叠氮溴化乙锭可以与 qPCR 方法联用，由于

叠氮溴化乙锭能够抑制死菌的核酸扩增，进而

能够获得样品中军团菌活菌的浓度[44]。通过优

化样品和 PCR 反应条件、使用自动化和集成化

的 PCR 设备，未来研究将集中在高通量 PCR、

分子诊断平台、人工智能和大数据、远程诊断

和自动化检测，朝着高通量、实时、多重、便

携、集成化和自动化方向发展。

3.3.2　等温扩增法

等温扩增的方法包括了重组聚合酶扩增

(recombinase polymerase amplification, RPA)、环

介 导 恒 温 扩 增 (loop mediated isothermal 

amplification, LAMP)、 链 代 替 扩 增 (strand 

displacement amplification, SDA)、 滚 环 扩 增

(rolling circle amplification, RCA)和多重等温扩增

等方法，在恒温条件下对目的片段进行扩增是

一种快速、简便的检测方法，在灵敏度、特异

性方面的表现甚至能优于传统的 PCR，同时不

依赖专业的 PCR 仪，可实现快速检测。

Moosavian 等[45]研究开发了基于实时多重等

温 核 酸 序 列 扩 增 (nucleic acid sequence-based 

amplification, NASBA)的方法来检测肺炎支原

体、肺炎衣原体和军团菌。这种方法使用

NucliSens Basic Kit 进行检测，为军团菌肺炎的

检测提供了一种新的技术手段[46]。呼吸道病原

体核酸恒温扩增芯片十三联检在肺炎患者中的

应用探讨了呼吸道病原体核酸 LAMP 芯片法在

肺炎患者中的应用，其中包括对军团菌的检测；

这种方法对于肺炎患者的临床诊断和合理用药

提供了重要信息[47-48]。同时也有一款基于

LAMP 的试剂盒用于检测环境样品中的嗜肺军

团菌[49-50]，阳性质粒检测限达到 28 copies/µL。

近年来，有研究人员开发了一种纳米粒子

的横向流动生物传感器结合多重交叉位移扩增

的技术，已应用于多种细菌因子的快速检测。

这种方法结合了等温扩增技术和生物传感技术，

与其他研究相比，更侧重于检测技术的多样性

和综合性。其以 mip 为靶标，对嗜肺军团菌纯

培 养 物 的 检 测 限 为 10 fg， 并 且 特 异 性 为

100%[51]。与 LAMP 方法对嗜肺军团菌的检测不

同的是，这些研究在具体的方法优化和应用场

景上略有不同，有的研究更注重检测方法的简

便性和实用性，有些更侧重口岸现场应用。

3.3.3　基因组测序技术

宏基因组二代测序技术(metagenomics next 

generation sequencing, mNGS)的检测范围广，适

用于感染性疾病的病原检测方法，是近年来辅

助诊断罕见病原微生物感染的重要方式之一。

mNGS 通过对微生物基因组与多个完整的数据

库进行比对，可以检测到病原体负荷的变化，

同时 mNGS 可以特异识别病原微生物[52]。二代

测序技术在病原微生物感染的诊断中日益取得

重要地位，但由于其操作繁琐，周期较长且成

本较高，因此在广泛推广上仍然具有一定难度。

由于军团菌为胞内寄生菌，因此改进核酸的提

取技术能够提高 mNGS 的灵敏度，同时军团菌

肺炎发展到中重症肺炎的进展很快，并且早期

嗜肺军团菌肺炎可能还合并其他系统的疾病，
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从发病到检出嗜肺军团菌的中位时间 8.5 d[53-54]。

宏基因组二代测序技术用于临床上感染相

关的危重症、疑难感染，并且其检测可实现快

速检出多种类型的病原体。病原体基因测序技

术是进入临床视野的新一代的测序技术，结合

了多重 PCR 富集病原微生物的核酸序列，提高

了检测的灵敏性的优势，同时也排除了非特异

宿主的影响，实现了多种临床核心病原的鉴

定[55-56]。与 mNGS 相比，检测特定常见靶向基

因谱成本更低，周期更短，同时也能测定病原

体的耐药基因，为临床诊断嗜肺军团菌肺炎提

供了新的思路[57]。全基因组测序(whole genome 

sequencing, WGS)的高精度和分辨率可以为流行

病学疫情追踪提供传染源的明确鉴定，但是

WGS 方法经常受到可用原始样本或不可培养样

本中病原体 DNA 回收率低的阻碍。因此，研究

人员开发了一种经济、高效的杂交捕获测定法，

用于直接对原始标本进行嗜肺军团菌 WGS 分

析，在无临床分离株可用时显著提高了相关性

比较的鉴别能力；与匹配培养分离株的 WGS 数

据相比，一些富集标本的 WGS 数据相差不到

5 个单核苷酸多态性[58]。

3.3.4　CRISPR/Cas 检测

核酸扩增技术存在着一些局限性：PCR 方

法需要专业的 PCR 仪，等温扩增中 LAMP 扩增

存在着不稳定单碱基分辨率，二代测序技术受

到对序列读取长度的限制，需要具备更专业的

生物学知识以便对数据进行分析。陈思嘉[59]的

研究中构建了一种可以特异、快速、灵敏地检

测嗜肺军团菌、肺炎克雷伯菌和流感嗜血杆菌

的检测方法，这个方法在规律成簇的间隔短回文

重复序列系统及相关蛋白 (clustered regularly 

interspaced short palindromic repeats, CRISPR-

associated, CRISPR-Cas)检测原理的基础上，结

合了重组酶介导链置换核酸扩增(recombinase-

aid amplification, RAA) 恒 温 扩 增 、 CRISPR/

Cas13a 荧光法和免疫层析法检测；该研究中基

于 CRISPR/Cas13a 免疫层析法检测体系，肺炎克

雷伯菌、流感嗜血杆菌检测限可达到 1 copy/μL，

嗜肺军团菌检测限可达到 0.5 copy/μL。

利用体外转录获得 CRISPR RNA (crRNA)，

并与 Cas13a 蛋白结合形成 Cas13-crRNA 复合

物，同时靶核酸在 RNA 聚合酶的作用下转录为

单链 RNA，Cas13a-crRNA 中的 crRNA 识别单

链 RNA，从而使 Cas13a 蛋白被激活切断 RNA

序列，进而检测基团被捕捉释放信号，这样的

试剂盒检测灵敏度达到 5 copies/μL，并且与其

他 18 种细菌无交叉反应[60]。在 Cas12a 结合驱

动的荧光和比色法双模式生物传感器在检测

嗜肺军团菌中，实现了快速便捷的操作，而

且避免了气溶胶污染，检测限为 60 min 检

测 7.606×10−6 ng/μL (3.8 copies/μL)， 而 比 色

法的检测限为 100 min 检测 7.606×10−3 ng/μL 

(3 800 copies/μL)，优于行业 10 倍[61]。CRISPR/

Cas 系统除了在基因组和 RNA 编辑中有出色的

表现，在核酸检测方面的应用也越来越广泛。

3.4　血清学检测

血清学检测是用于诊断军团菌肺炎的主要

方法之一，是针对军团菌免疫球蛋白 G 以及免

疫球蛋白 M 抗体的检测[62]。多数军团菌感染的

患者在 3 周后才产生抗体，临床常用的血清抗

体法在早期诊断军团菌肺炎中具有一定的局限

性，但是在流行病学调查和病例复盘分析中仍

具有一定价值。血清学诊断中所识别的抗体在

不同血清型或不同种军团菌感染中共有，在肺

炎急性期间抗体滴度升高可能的原因还有不同

细菌交叉感染，因此很难可靠地鉴别导致感染

的血清型或军团菌种类[63]。

3.4.1　直接荧光抗体检测

直接荧光抗体染色可用于痰或支气管肺泡

灌洗液的检测，但需要具备专业的知识。该方

法在 2 h 内可以出结果，敏感性为 40%−62%，

在不同血清型或不同种军团菌感染中可能识别

相同的抗体，此外血清学检测通常需急性期与

恢复期双份血清标本呈现 4 倍及以上变化才有

临床价值，但是大多数抗体在感染数周后才产
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生抗体并且抗体产生受宿主免疫状态影响，约

25% 的军团菌肺炎患者在全病程中均未产生血

清抗体[64]。

抗体的升高可能是脆弱拟杆菌、鹦鹉热嗜

衣原体等感染造成假阳性结果。2023 年，北京

协和医院公布了 2022 年 12 月至 2023 年 1 月期

间，北京协和重症监护病房累计 23 例新冠病毒

感染危重患者，在 14 例患者中检测到嗜肺军团

菌血清抗体阳性，并且 BALF 的 PCR 和尿抗原

(urinary antigen test, UAT)均为阴性，出现了新冠

病毒感染中 LP-IgM 假阳性的报道[65]，与先前研

究中交叉免疫反应较为一致[3]。通过下呼吸道标

本的 PCR 或尿液抗原检测的新冠病毒感染与军

团菌肺炎合并感染的发生率范围为 0.3%−1.1%[66]，

而基于免疫荧光或 ELISA 血清学抗体检测的合

并感染的发生率范围为 12.6%−20.0%[67]。

3.4.2　酶联免疫吸附法

嗜中性粒细胞募集到嗜肺军团菌感染小鼠

肺部的关键引发剂是 IL-1α，嗜中性粒细胞迅速

流入肺是嗜肺军团菌的发病机理的关键特征，

Barry 等[68]通过酶联免疫吸附法检测被嗜肺军团

菌感染的小鼠释放的 IL-1α 的量，验证了 IL-1α

的释放量与菌株毒力的变化趋势相同。因此，

该感染途径上的关键蛋白有望成为 ELISA 新的

靶点。利用嗜肺军团菌表面蛋白 PAL，通过杂

交瘤细胞的方式制备鼠源性单克隆抗体，并制

备 ELISA 试剂盒，使试剂盒的检测敏感性为

103 CUF/mL[69]。

3.5　其他方法

现有研究报道了对军团菌外膜囊泡分离纯

化以及细菌外膜囊泡 (outer membrane vesicles, 

OMV)的检测方法[70-71](图 1)。OMV 是主要由革

兰氏阴性菌分泌的粒径为 20−250 nm 的球形脂

质小泡，其表面携带多种细菌表面物质，如脂

多糖、鞭毛蛋白、肽聚糖等，里面则包裹细菌

内部物质，如酶、DNA、RNA 等。利用聚集诱

导发光原理，合作开发了一种可高效定量检测

细菌外膜囊泡的“点亮型”荧光探针，该探针具

有优异的水溶性、脂溶性以及聚集诱导发光特

性，其在溶解状态下几乎不发光，因此染色时

背景噪声极低；使用氨苄青霉素处理后，细菌

表面发生形变并分泌 OMV，该探针与其结合后

图1　军团菌的外膜囊泡分离以及荧光探针检测示意图。A：嗜肺军团菌的液体培养；B：外膜囊泡的分

离；C：荧光探针检测细菌外膜囊泡示意图。

Figure 1　 Isolation of outer membrane vesicles of Legionella and schematic diagram of their detection by 

fluorescent probes. A: Liquid culture of Legionella pneumophila; B: Isolation of outer membrane vesicles; C: 

Schematic diagram of OTM detection of bacterial outer membrane vesicles.
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荧光被迅速点亮，对开发快速、灵敏的新型

OMV 定量检测方式具有重要意义[70-71]。在最近

的研究中介绍了一种创新的电化学适配体传感

器，它利用 SELEX 技术进行了严格的筛选过

程，鉴定出了专门针对嗜肺军团菌血清型Ⅰ的

高亲和力适配体；筛选过程包括用活的嗜肺军

团菌进行 10 轮细胞-SELEX 循环，其中包括针

对密切相关的军团菌亚种的多个反筛选步骤；

据测定，与嗜肺军团菌血清型Ⅰ亲和力最高的

序列的解离常数为 14.2 nmol，与之前报道的适

配体相比，亲和力提高了 10 倍[72]；为了开发电

化学适配体传感器，通过形成自组装单层对金

电极进行了修饰，新开发的适配体传感器在检

测和区分各种军团菌方面表现出极高的灵敏度

和特异性，检测限为 5 CFU/mL，与近缘亚种无

交叉反应；此外，该适配传感器还能有效检测

加标水样中的嗜肺军团菌血清Ⅰ型，回收率相

当高[73]。这项研究表明，基于适配体的电化学

生物传感器有望成为检测不同环境中嗜肺军团

菌血清Ⅰ型的一种方法。

4　总结与展望　总结与展望

军团菌肺炎在夏秋季为患病的高峰季节，

全年有散发性流行报告[74]，吸烟、糖尿病、使

用免疫抑制剂等均是军团菌肺炎的高危因素[75]。

如何选择核酸检测、传统培养、抗原检测和

血清检测等方式 (一种或多种)值得进一步研

究，需要通过结合临床症状灵活应用检测手

段，充分利用各方法的特点尽早确认军团菌

肺炎的诊断，帮助尽快过渡到目标治疗，减

少传统抗生素治疗产生的耐药性，使患者预

后情况能更加理想。

“十四五”生物经济发展规划(https://www.gov.

cn/zhengce/zhengceku/2022-05/10/content_5689556. 

htm)提出促进设备向智能化、小型化、快速化、

精准化、多集成化发展，而军团菌的即时检测

(point-of-care testing, POCT)发展方向从第一代的

定性检测(例如免疫层析法或抗体检测)向第二代

POCT 定量检测方面突破，通过以生物纳米材料

为内核驱动，结合临床检验问题为核心内涵，

通过荧光探测、量子点、氧化铁/金纳米例子等

的动态定位手段，在对核酸、蛋白或多肽、效

应蛋白或刺激响应分子进行实时监测。例如，

SidJ 通过钙调蛋白(calmodulin, CaM)激活谷氨酸

化修饰的机制[76]，以及嗜肺军团菌中存在

HEPN-MNT 毒素-抗毒素系统，可作为检测嗜肺

军团菌感染的特异性分子标记；MavC 抑制宿主

免疫反应，而 MvcA 通过去泛素化恢复宿主功

能，确保细菌的持续感染。MavC/MvcA 的表达

时序差异(如 MvcA 在感染后 5 h 表达)可为检测

感染阶段提供时间窗口参考，设计基于动态表

达谱的分子诊断方法[77]。这些方法为开发基于

泛素化状态变化的检测方法提供潜在靶点，同

时结合 SidJ-CaM 互作、MavC/MvcA 动态表达

及 UBE2N 泛素化修饰，构建多标志物检测体系

以提高灵敏度和特异性。通过以往的研究，发

现嗜肺军团菌通过效应蛋白 Ceg3 对宿主细胞的

ADP/ATP 转运酶(ADP/ATP translocases, ANTs)进

行 ADP-核糖基化，抑制其活性[78]。由于 ANTs

活性变化直接影响能量代谢，检测感染样本中

ANTs 活性或 ADP/ATP 水平可作为诊断军团菌

感染的标志；因此，开发基于 ANTs 活性或其代

谢产物的检测方法，如生物传感器监测或代谢

失衡检测，有助于间接诊断军团菌感染[78]。
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