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(57)摘要

本发明公布了一种现场快速检测空气与呼

吸道病原微生物的方法，可用于公共场所空气以

及临床呼吸系统感染的病人的致病菌的快速检

测。该方法直接采集空气或者病人的咽拭子或呼

出气样本，通过反复升降温法提取样本DNA，再使

用环介导等温扩增技术对样本进行检测，快速得

到常见致病菌的种类，为临床呼吸系统感染治疗

提供依据以及评估空气的生物安全。
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1.一种非诊断目的的现场快速检测空气或呼吸道病原微生物的方法，包括以下步骤：

1)采集空气样本或者待检者的咽拭子样本或呼出气样本；

2)利用快速反复升降温的方法提取样本的DNA，反复升降温的参数是：90～99℃3min，

20～25℃2min，重复两次或三次；

3)使用环介导等温扩增方法对样本DNA进行检测，得到致病菌种类信息。

2.如权利要求1所述的方法，其特征在于，步骤1)中，使用细菌采样管采集待检者的咽

拭子样本；使用呼出气采样盒采集待检者的呼出气样本。

3.如权利要求1所述的方法，其特征在于，步骤1)使用空气采样器采集空气样本。

4.如权利要求1所述的方法，其特征在于，步骤3)根据待检致病菌设计环介导等温扩增

体系，进行扩增反应，得到检测结果。
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一种现场快速检测空气与呼吸道病原微生物的方法

技术领域

[0001] 本发明属于微生物检测领域，具体涉及一种用于现场快速无创检测呼吸道以及空

气病原微生物的方法,主要利用快速升降温模块实现空气或呼吸道样品中致病菌的DNA释

放提取,然后通过恒温扩增的方法实现现场病原体快速检测。

背景技术

[0002] 通过空气传播的疾病成为人类的一大隐形杀手，呼吸系统感染每年造成几百万人

的死亡，但其感染原因不明朗，且临床上缺乏快速诊断技术，无法保证患者得到及时有效的

治疗。而通过呼吸暴露，机会致病菌可能乘虚而入，改变人体呼吸道存在的多种共生益生菌

的含量，破坏呼吸道细菌微生态结构，引发更多的呼吸系统感染。研究表明，细菌感染和病

毒感染都可能导致呼吸系统感染，两者还存在并发感染；同时，真菌的定植又会加重呼吸道

炎症与过敏反应。因此，吸道感染致病原复杂，感染的准确分型难以实现。医生大多根据临

床经验利用血常规检测得到的白细胞水平和临床症状如头痛、咳嗽、关节疼痛等症状对感

染类型进行判别，然而这种诊断方法缺乏充足的科学依据，无法使患者得到准确及时的诊

疗。而且，仅仅根据白细胞水平的增高将患者确诊为细菌性感染会导致抗生素的滥用，进而

不仅造成经济损失，还会造成微生物抗药性增强，同时也会抑制其他益生菌，导致人体更容

易感染其它疾病。

[0003] 临床上常用的致病原检测方法有胶体金法，可快速检测甲、乙型流感，30分钟内可

检测病毒是否阳性，耗时短，但是假阳性和假阴性率高，在临床上的实用价值低。此外，在特

殊情况下，实验室还采用RT-qPCR以及基于PCR技术的高通量测序技术检测致病菌，或直接

检测细胞因子和血清降钙素原来标志细菌感染和病毒感染，但这几种方法都存在耗时长、

成本高等问题，难以在临床上得以应用。

[0004] 综上，针对临床呼吸系统感染的病人，其致病菌的快速检测显得尤为重要，在发生

大规模传染病时，现场快速检测的需求也颇为迫切。近年来，环介导等温扩增技术(loop-

mediated  isothermal  amplification,LMAP)日益被用于细菌、病毒的检测。本发明主要结

合样本采集、LAMP以及样品细菌DNA的快速提取，针对空气以及呼吸道样品中的致病菌进行

快速检测。

发明内容

[0005] 本发明的目的是提供一种现场快速无创检测空气以及呼吸道病原微生物的方法，

该方法可用于公共场所空气以及临床呼吸系统感染的病人的致病菌的快速检测，直接采集

空气或者病人的咽拭子和呼出气样本，使用环介导等温扩增技术对样本进行检测，快速得

到常见致病菌的种类，为临床呼吸系统感染治疗提供依据以及评估空气的生物安全。

[0006] 本发明采用的技术方案如下：

[0007] 一种现场快速检测空气或呼吸道病原微生物的方法，包括以下步骤：

[0008] 1)采集空气样本或者待检者的咽拭子样本或呼出气样本；
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[0009] 2)利用快速反复升降温的方法提取样本的DNA；

[0010] 3)使用环介导等温扩增方法对样本DNA进行检测，得到致病菌种类信息。

[0011] 上述步骤1)中，采集待检者的咽拭子样本可以使用通用的细菌采样管；采集待检

者的呼出气样本可以使用呼出气采样盒，例如发明名称为“一种呼出气采样盒和采样方法”

的中国专利ZL.201110020115.3公开的呼出气采样盒，在3-5min内采集上呼吸道感染病人

的呼出气样本；

[0012] 上述步骤1)中，采集空气样本可以使用市售的空气采样器，例如安德森

(Andersen)采样器，在传统琼脂培养基上盛放有一定量无菌水，在一定的采集流量下收集

空气一段时间，获得所需空气样品。

[0013] 上述步骤2)中，反复升降温的具体参数可以是：90～99℃3min，20～25℃2min，重

复两次或三次。

[0014] 上述步骤3)可以根据具体情况和常见致病菌，设计环介导等温扩增体系，进行扩

增反应，得到检测结果。

[0015] 本发明的方法在样本的采集方面，无论是对于无创的咽拭子或呼出气样本，还是

对于空气样品，都非常简便易得；反复升降温法提取样本DNA与环介导等温扩增技术(LAMP)

的结合，大大缩短了样本的处理和检测时间，1小时内可得到检测结果。本发明方法实现了

空气以及呼吸道样品中致病菌的快速检测，能够方便快捷地为评估空气的生物安全性和临

床呼吸系统感染治疗提供依据。

具体实施方式

[0016] 下面结合实施例进一步阐述本发明，本领域技术人员应理解，以下实施例仅用于

说明本发明而不用于限制本发明的保护范围。

[0017] 实施例1：对发热门诊呼吸道感染病人的致病菌检测

[0018] 1)使用生物通用细菌采样管，采集上呼吸道感染病人的咽拭子样本，将采样拭子

放入转存液后震荡15min，取50μL样本待测；

[0019] 2)使用呼出气采样盒采集呼出气样本，采集并收集至1.5mL离心管中，取50μL待

测；

[0020] 3)利用升降温方法，提取上述咽拭子和呼出气样本的DNA，具体反应参数为：99℃

3min，20℃2min，重复两次；

[0021] 4)对于提取完成的样本，使用环介导等温扩增(LAMP)的方法进行扩增反应，检测

流感嗜血杆菌。反应体系为25μL，包含2μL  DNA模板，1.6μM的FIP和BIP，0.2μM的F3和B3，0.8

μM的LF和LB，8U  Bst酶，以及12.5μL的2×RM，使用ddH2O补齐体积。将混合体系至于浊度仪

(LA-500，Kyoto,Japan)中，64℃反应60min，最后80℃加热灭活处理2min。

[0022] 5)共计检测咽拭子和呼出气样本46份，平均每个样本前处理与检测时间在60-

90min之内。流感嗜血杆菌阳性率为45.7％(21/46)，其中咽拭子样本阳性率为59.3％(16/

27)。表明该检测方法体系可以实现对病原菌的快速检测。

[0023] 实施例2：对实验室空气中致病菌的检测

[0024] 1)在实验室环境中，使用Andersen采样器，在传统琼脂培养基上盛放有2mL无菌

水，在采集流量为28.3L/min的情况下收集环境空气10分钟；
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[0025] 2)将上述2mL的水倒入试管中，获得所需空气样品；

[0026] 3)将上述空气样品离心浓缩至1mL；

[0027] 4)取50μL上述空气样本，进行升降温反应，具体反应参数为：99℃3min，20℃2min，

重复两次；

[0028] 5)对提取的样本，使用环介导等温扩增(LAMP)的方法进行扩增，反应体系为25μL，

包含2μL  DNA模板，1.6μM的FIP和BIP，0.2μM的F3和B3，0.8μM的LF和LB，8U  Bst酶，以及12.5

μL的2×RM，使用ddH2O补齐体积。将混合体系至于浊度仪(LA-500，Kyoto,Japan)中，64℃反

应60min，最后80℃加热灭活处理2min。

[0029] 共计检测空气样本10例，流感嗜血杆菌和铜绿假单胞菌均呈现阴性，反应体系阳

性对照正常。
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