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多重荧光 ＰＣＲ检测小儿呼吸道病原体的应用研究

吴晨姿，谈王蓉

（宜兴市中医医院，江苏 宜兴 ２１４２００）

【摘要】目的：探讨多重荧光ＰＣＲ（ＭＦＣＰＣＲ）在小儿呼吸道病原体检测中的应用价值。方法：选取本院２０２３年４
月至２０２４年４月收治的１２０例呼吸道感染患儿作为研究对象。分别对其采用 ＭＦＣＰＣＲ与传统检测方法 （直接涂片镜

检）进行检测，以病原体分离培养、核酸检测、血清学检测等综合检测作为小儿呼吸道病原体检验的金标准，比较两

种检测方法与真实结果的一致性。结果：综合检测结果显示，１２０例呼吸道感染患儿中，病毒性病原体４９例，细菌性
病原体３８例，支原体性病原体３３例；ＭＦＣＰＣＲ检测结果显示，病毒性病原体４９例，细菌性病原体３７例，支原体性病
原体３２例；传统检测方法结果显示，病毒性病原体３０例，细菌性病原体２８例，支原体性病原体２４例。与金标准比
较，ＭＦＣＰＣＲ检测小儿呼吸道病原体的一致性较高，且高于对照组 （Ｐ＜００５），同时其准确率、灵敏度、特异度均高
于传统检测方法 （Ｐ＜００５）。结论：在小儿呼吸道病原体检测中，ＭＦＣＰＣＲ检测结果更加精准可靠，可为该疾病患者
的早期治疗提供有效依据。
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　　小儿呼吸道感染是儿童最常见的疾病之一，其病原
体种类繁多，包括病毒、细菌、支原体、衣原体等。传统

的病原体检测方法如培养法、血清学检测等，虽然在一

定程度上能够诊断病原体，但存在检测周期长、灵敏度

和特异性不高等问题。随着分子生物学技术的发展，ＭＦ
ＣＰＣＲ以其高灵敏度、高特异性和快速检测的优势，在小
儿呼吸道病原体检测中显示出巨大的应用潜力［１］。ＭＦ
ＣＰＣＲ，即多重实时荧光定量ＰＣＲ，是一种在ＰＣＲ反应中
同时检测多种病原体的核酸技术，该技术通过使用不同

的荧光探针标记不同的病原体特异性引物或探针，能够

在同一个反应管中同时对多种病原体进行检测和定量，

与传统检测技术相比，其不仅提高了检测效率，还减少

了样本用量，缩短了检测时间，特别适合于小儿呼吸道

感染的快速诊断［２］。本研究旨在探讨 ＭＦＣＰＣＲ技术在小
儿呼吸道病原体检测中的应用，通过优化多重荧光 ＰＣＲ
检测体系，建立一种快速、准确、高通量的检测方法，

以提高小儿呼吸道感染病原菌种类的诊断效率和准确性，

进而为小儿呼吸道感染的防控和治疗提供新的思路和方

法。

１　资料与方法
１１　一般资料　选取宜兴市中医医院在２０２３年４月至
２０２４年４月诊治的 １２０例呼吸道感染患儿为研究对象，
分别对其采用ＭＦＣＰＣＲ与传统检测方法 （直接涂片镜检）

进行检测。纳入标准：（１）受试患儿符合 《儿童呼吸道

感染病原体核酸检测专家共识》［３］中提供的小儿呼吸道感

染诊断标准；（２）患儿年龄３～１４岁；（３）患儿样本采
集后２４ｈ内进行检测；（４）家长或监护人同意参与研究。
排除标准： （１）有其他系统性疾病或免疫缺陷的患儿；
（２）近期使用过抗生素治疗的患儿；（３）样本采集不符
合要求的病例。１２０例患儿共包括男６４例，女５６例；年
龄３～１４岁，平均 （６３７±２０２）岁；病程３～７ｄ，平均
（４３７±０３５）ｄ。
１２　方法
１２１　ＭＦＣＰＣＲ检测　 （１）操作前准备。①试剂准备：
选择合适的小儿呼吸道病原体多重荧光定量 ＰＣＲ检测试
剂盒，检查试剂盒的有效期、完整性，确保试剂没有变

质、污染，准备好ＰＣＲ反应所需的各种溶液，如 ＰＣＲ缓
冲液、ｄＮＴＰｓ、酶等。②样本采集：采集鼻咽拭子、痰液

等呼吸道样本，采集过程中要严格遵守无菌操作规范，

避免样本被污染。③仪器设备准备：准备好荧光定量
ＰＣＲ仪，并确保仪器正常运行、校准准确；准备好离心
机、移液器等实验室常用设备。 （２）操作方法与步骤。
①样本处理：将采集到的鼻咽拭子或痰液样本放入含有
适当保存液的无菌管中，若为痰液样本，可加入适量的

痰液消化液，以液化痰液，便于后续处理，短暂离心样

本管，使样本沉淀在管底。②核酸提取：采用合适的核
酸提取方法，如柱式提取法或磁珠提取法，从样本中提

取病原体的核酸 （ＤＮＡ或 ＲＮＡ），严格按照核酸提取试
剂盒的操作说明进行操作，确保提取的核酸质量高、纯

度好。③ＰＣＲ反应体系配制：根据试剂盒说明书，计算
所需的各种试剂的用量，在无菌离心管中依次加入 ＰＣＲ
缓冲液、ｄＮＴＰｓ、引物、探针、酶和提取的核酸样本，充
分混匀，注意避免产生气泡，以免影响 ＰＣＲ反应效果。
④ＰＣＲ扩增：将配制好的ＰＣＲ反应体系分装到 ＰＣＲ反应
管中，盖紧管盖，将反应管放入荧光定量 ＰＣＲ仪中，预
变性温度和时间为９５℃，３～５ｍｉｎ；变性温度和时间为
９５℃，１０～１５ｓ；退火温度和时间为５５～６０℃，１５～３０ｓ；
延伸温度和时间为７２℃，１５～３０ｓ；循环次数为４０～４５
个循环，在ＰＣＲ扩增过程中，实时监测荧光信号的变化。
（３）结果分析：ＰＣＲ扩增结束后，根据荧光定量 ＰＣＲ仪
生成的扩增曲线和Ｃｔ值 （循环阈值）来判断结果，Ｃｔ值
小于设定的阈值为阳性结果，表示样本中存在相应的呼

吸道病原体；Ｃｔ值大于或等于阈值为阴性结果，并通过
荧光颜色来区分不同的病原体。

１２２　直接涂片镜检　 （１）操作前准备。①试剂准备：
革兰染色液：包括结晶紫染液、碘液、９５％乙醇、稀释复
红染液等；抗酸染色液：石炭酸复红染液、３％盐酸酒精、
碱性美蓝染液等；固定液：如甲醇等。②器材准备：载
玻片、盖玻片、镊子、接种环、酒精灯等。③显微镜。
（２）操作方法与步骤。①样本采集：采用鼻咽拭子、痰
液等作为呼吸道样本，鼻咽拭子采集时，将拭子轻轻插

入患儿鼻腔或咽部，旋转几圈后取出，痰液样本可让患

儿自然咳出或通过吸痰等方式获得。②涂片制作。鼻咽
拭子样本：将拭子在载玻片上均匀涂抹成薄层，面积约

为１ｃｍ×１ｃｍ；痰液样本：取一小滴痰液置于载玻片中
央，用接种环均匀涂抹成薄层，涂片自然干燥后，在酒
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精灯火焰上快速通过三次进行固定。③革兰染色。初染：
滴加结晶紫染液覆盖涂片，染色１ｍｉｎ，水洗；媒染：滴
加碘液覆盖涂片，染色１ｍｉｎ，水洗；脱色：用９５％乙醇
脱色，约２０～３０ｓ，至无紫色脱下为止，水洗；复染：滴
加稀释复红染液覆盖涂片，染色１ｍｉｎ，水洗，干燥后镜
检。④抗酸染色。初染：滴加石炭酸复红染液覆盖涂片，
在微火上加热至出现蒸气，维持５ｍｉｎ，勿使染液沸腾或
干涸，水洗；脱色：用３％盐酸酒精脱色，至无红色脱下
为止，水洗；复染：滴加碱性美蓝染液覆盖涂片，染色１
ｍｉｎ，水洗；干燥后镜检。（３）结果观察。①革兰染色结
果：革兰阳性菌被染成紫色，革兰阴性菌被染成红色。

②抗酸染色结果：抗酸菌被染成红色，其他细菌和细胞
被染成蓝色。

１３　观察指标　以病原体分离培养、核酸检测、血清学
检测等综合检测作为小儿呼吸道病原体检验的金标准，

对比两种检测方式的检测结果与真实结果的一致性。另

分别计算ＭＦＣＰＣＲ与直接涂片镜检的诊断效能，包括敏
感度、特异度。其中准确率＝（真阳性＋真阴性）／总例

数×１００％，灵敏度 ＝真阳性／（真阳性 ＋假阴性） ×
１００％，特异度＝真阴性／（真阴性＋假阳性） ×１００％。
１４　统计学方法　选用 ＳＰＳＳ２６０处理与分析数据。计
量资料用 （ｘ±ｓ）表示，两组间进行独立ｔ检验；计数资
料用 ［ｎ（％）］表示，进行 χ２检验；一致性采用 Ｋａｐｐａ
分析，Ｋａｐｐａ＞０７５表明一致性较好。Ｐ＜００５为差异具
有统计学差异。

２　结果
２１　两种检测方法检测结果比较　综合检测结果 （金标

准）显示：１２０例呼吸道感染患儿中，病毒性病原体４９
例，细菌性病原体 ３８例，支原体性病原体 ３３例。ＭＦ
ＣＰＣＲ检测结果显示：病毒性病原体４９例，细菌性病原
体３７例，支原体性病原体３２例。传统检测方法结果显
示：病毒性病原体３０例，细菌性病原体２８例，支原体性
病原体２４例。相对来看，ＭＦＣＰＣＲ检测小儿呼吸道病原
体的一致性较高，且高于对照组 （Ｐ＜００５），同时其准
确率、灵敏度、特异度均高于传统检测方法 （Ｐ＜００５）。
见表１、表２、表３。

表１　ＭＦＣＰＣＲ检测结果

诊断结果
金标准 （病毒性病原体）

　阳性　　　　阴性　
合计

金标准 （细菌性病原体）

　阳性　　　　阴性　
合计

金标准 （支原体性病原体）

　阳性　　　　阴性　
合计

阳性 ４９ ０ ４９ ３７ １ ３８ ３０ ３ ３３
阴性 ０ ７１ ７１ １ ８１ ８２ ３ ８４ ８７
Ｋａｐｐａ值 １０００ ０８６７ ０７６９
Ｐ值 ００００ ００１７ ００２５

表２　传统检测方法检测结果

诊断结果
金标准 （病毒性病原体）

　阳性　　　　阴性　
合计

金标准 （细菌性病原体）

　阳性　　　　阴性　
合计

金标准 （支原体性病原体）

　阳性　　　　阴性　
合计

阳性 ３０ １９ ４９ ２８ １０ ３８ ２４ ９ ３３
阴性 １９ ５２ ７１ １０ ７２ ８２ ９ ７８ ８７
Ｋａｐｐａ值 ０３６８ ０４７２ ０５６３
Ｐ值 ０４５５ ０２４８ ００７４

表３　两种检测方法检测效能比较 ［％ （ｎ／ｍ）］

组别 ｎ
病毒性病原体

　准确率　　敏感度　　特异度　
细菌性病原体

　准确率　　敏感度　　特异度　
支原体性病原体

　准确率　　敏感度　　特异度　

ＭＦＣＰＣＲ １２０
１００００
（１２０／１２０）

１００００
（４９／４９）

１００００
（７１／７１）

９８３３
（１１８／１２０）

９７３７
（３７／３８）

９８７８
（８１／８２）

９５００
（１１４／１２０）

９０９１
（３０／３３）

９６５５
（８４／８７）

传统检测方法 １２０
８４１７

（１０１／１２０）
６１２２
（３０／４９）

７３２４
（５２／７１）

８３３３
（１００／１２０）

７３６８
（２８／３８）

８７８０
（７２／８２）

８５００
（１０２／１２０）

７２７３
（２４／３３）

８９６６
（７８／８７）

χ２值 ２０６３４ ２３５７０ ２１９３５ １６２１４ ８６１０ ７８９３ ６６６７ ３６８２ ４３６９
Ｐ值 ００００ ００００ ００００ ００００ ０００３ ０００５ ００１０ ００４６ ００２３

３　讨论
本研究发现，ＭＦＣＰＣＲ检测小儿呼吸道病原体在临床

实践中展现出诸多显著优点，为小儿呼吸道感染的诊治

带来了重要契机。快速性是一大突出优势，小儿呼吸道

感染病情变化往往较为迅速，及时明确病原体对于早期

干预至关重要，与传统检测技术相比，该技术能够在较

短时间内完成对多种病原体的检测，大大缩短了诊断周

期，这使得医生可以迅速根据检测结果制定针对性的治

疗方案，为患儿争取宝贵的治疗时间，避免病情的进一

步恶化［３］。表３结果表明，准确性高是 ＭＦＣＰＣＲ检测方
法的重要特点，通过特定的引物和探针，能够高度特异

性地识别目标病原体，减少了传统检测方法中可能出现

的交叉反应和假阳性结果，同时，其敏感性强，能够检

测出低浓度的病原体，对于早期感染或隐性感染的患儿
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