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摘要 目的：探讨多重实时荧光定量 PCR(MRT-PCR)检测 6种常见呼吸道病原菌的检测方法。 方法：采用 BeaconDesigner7.9设计
引物和探针建立MRT-PCR法，通过构建质粒标准品分析该方法的最低检出限。 对 176 例临床标本中大肠埃希菌、金黄色葡萄球
菌、铜绿假单胞菌、肺炎克雷伯菌、阴沟肠杆菌和鲍曼不动杆菌进行回顾性检测，并用一代基因测序验证。 结果：MRT-PCR法检测
病原菌的最低检出限达 103 copies/mL，大肠埃希菌 19例，金黄色葡萄球菌 30 例，铜绿假单胞菌 37例，肺炎克雷伯菌 53例，阴沟
肠杆菌 15例，鲍曼不动杆菌 22例，与传统鉴定方法报告病原菌一致，特异性达 100%。 通过一代基因测序结果完全符合。 结论：使
用多荧光通道 PCR仪，采用多重 PCR技术检测痰液标本中 6种常见病原菌的基因检测方法，敏感性和特异性高，提高了检测效率。
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Rapid detection of six common pathogens of lower respiratory tract infection by multiplex fluorescent
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Abstract Objective: To explore a multiplex real-time fluorescent quantitative PCR（MRT-PCR）method for the detection of six common
respiratory pathogens. Methods: The primers and probes were designed with beacon designer 7.9 establish MRT -PCR. The lowest
detectable limit and specificity of MRT-PCR were analyzed by plasmid standard constructing. Escherichia coli，Staphylococcus aureus，
Pseudomonas aeruginosa，Klebsiella pneumoniae，Enterobacter cloacae and Acinetobacter baumannii in 176 clinical specimens were
retrospectively detected by the established method，and the results were verified by gene sequencing of first generation． Results: The lowest
detectable limit of MRT-PCR for six pathogens was 103 copies/mL. There were 19 cases of Escherichia coli，30 cases of Staphylococcus
aureus，37 cases of Pseudomonas aeruginosa，53 cases of Klebsiella pneumoniae，15 cases of Enterobacter cloacae，22 cases of
Acinetobacter baumannii，which were consistent with the traditional identification methods，and the specificity was 100%. The results of
gene sequencing of the first generation were completely consistent. Conclusion: The gene detection of six common pathogens in sputum
samples by multiplex PCR technology with multi fluorescent channel PCR instrument has high sensitivity and specificity，which improves
the detection efficiency.
Key words multiplex real-time quantitative PCR; respiratory pathogens; gene sequencing

全国细菌耐药监测报告显示，2018 年革兰阳性

菌分离率第一为金黄色葡萄球菌（32.5%），革兰阴

性菌分离率由高到低分别为大肠埃希（28.9%）、肺炎

克雷伯菌（20.4%）、铜绿假单胞菌（12.4%）、鲍曼不

动杆菌（9.9%）和阴沟肠杆菌（4.0%），依据标本来源

数量，其中痰标本占 41.5%、尿标本占 18.8%、血标

本占 9.2%[1]。感染性疾病需要及时准确地明确病原

菌种类，并针对性应用敏感抗菌药物[2-3]。

相比于传统检验方法，定量 PCR 在病原菌感染

检测方面具有明显优势[4-5]。目前该技术已广泛应用

于肝炎病毒、呼吸道病毒、乳头瘤病毒、幽门螺旋杆

菌、结核杆菌及支原体、衣原体等多种病原微生物

的检测研究[6-7]。鉴于未知病原的呼吸道感染，临床

需要一次快速鉴定多种类型病原菌的可能性，多重

实时荧光定量 PCR 方法检测痰液病原性细菌具有

临床应用潜能。本文拟通过建立多重实时荧光定量

PCR（MRT-PCR）法，对呼吸道感染性疾病常见的大

肠埃希菌、金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌、肺炎克
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雷伯菌、阴沟肠杆菌和鲍曼不动杆菌等 6 种病原菌

进行检测，为呼吸道病原菌的早期筛查提供一种快

速、准确的检测方法。

1 材料和方法
1.1 样本采集 收集本医院重症监护室（ICU）、呼
吸科、老年病科呼吸道感染患者 176例，其中男 119例，

女 57 例，年龄 52～93 岁。所有人员咳痰前先用温开

水反复漱口，然后用力咳出呼吸道深部的痰，痰液

直接吐入痰盒中，标本量应＞1 mL。痰量少或无痰者

可采用雾化吸入加温至 45℃ 的 10%NaCl 水溶液，

使痰液易于咯出，直接收集到一次性无菌杯盒，及

时规范送检进行细菌培养和药敏试验，同时采集到

的标本用一代测序法确证病原菌种类。测序样本可

立即用于检测，如不能立即检测，样本在 4℃ 保存不

超过 24 h；-20℃ 保存不超过 3个月，反复冻融不超

过 3 次，标本运送应使用 0℃冷藏转运箱。

1.2 仪器与试剂 全自动荧光定量 PCR 检测系统

（上海宏石 SLAN96p），全自动核酸提取仪（西安天

隆 NP968-C），PCR 试剂 （PremixExTaqTaKaRa 货

号：RR390B），核酸提取及纯化试剂[西安天隆 Ex-
DNA 细菌基因组（预封装）]、全自动基因测序仪

（ABI 3500xL）；全自动细菌鉴定仪（法国生物梅里

埃公司 VITEK-2 compact）及药敏分析系统。

1.3 核酸提取 吸取 0.5～1 mL痰液样本，加入 1 mL
1 mol/L NaOH，充分混匀使痰液液化，12 000 r/min
离心 10 min，弃上清；向离心管中加入 1 mL PBS 轻

微混匀后 12 000 r/min 离心 10 min，弃上清。向富集

产物中加入 180 μL 溶菌酶和 20 μL 蛋白酶 K 溶

液，充分涡旋混匀后 50℃ 水浴 30 min 以上，水浴结

束后瞬时离心，向离心管中加入 200 μL 菌体消化

液，充分混匀后按照核酸提取或纯化试剂盒说明书

提取 DNA，样本提取后置-80℃ 备用。

1.4 引物和探针设计 采用 BeaconDesigner7.9 设

计下列病原菌检测基因引物和杂交探针，大肠埃希

菌选择 uidA 基因，金黄色葡萄球菌选择 nuc 基因，

铜绿假单胞选择 OprI 基因，铜绿假单胞选择 OprI
基因，肺炎克雷伯菌选择 SHV 基因，阴沟肠杆菌选

择 ampC 基因，鲍曼不动杆菌选择 RecA 基因。为避

免后续扩增结果的假阳性或假阴性，需进行 BLAST
序列比对验证引物和探针是否能与目标片段 100%
特异性结合，引物与探针设计均委托通用生物系统

（安徽）有限公司。引物探针序列见表 1。
表 1 目的基因引物探针信息
Tab 1 Primer probe information of target gene

1.5 病原菌标准品的制备 各种病原菌均提取

DNA 检测，标准品制备方法相同，具体制备方式以

大肠埃希菌为例：质粒合成委托通用生物系统

（安徽）有限公司，选择 pUC19 载体与含有目标序列

的片段质粒合成；合成的 DNA 质粒为 5 μg/支，在

离心管中加入 10 μL 1×TE 缓冲液，稀释后的浓度

为 0.5 g/L，通过公式计算质粒原始拷贝数，拷贝数

（copies/μL）=（6.02×1023）×质粒浓度（ng/μL）/（碱基数×
660），再用 1×TE 缓冲液（pH8.0）连续 10 倍稀释至

浓度 9.0×107 拷贝数/mL，取 2 μL 作为模板。建立每

种病原菌的标准曲线并获得每套引物探针的最低

检出限。

菌株 目的基因 引物及探针 引物及探针序列（5′→3′） 片段长度

大肠埃希菌 ���uidA ������F TCACGCCGTATGTTATTG 101 bp
������R GTCGGTAATCACCATTCC
������P FAM-TGCCAGTTCAGTTCGTTGTTCAC-BHQ1

金黄色葡萄球菌 ���nuc ������F GGTTCTGAAGATCCAACA �133 bp
������R GTCTGAATGTCATTGGTTG
������P VIC-AACCGTATCACCATCAATCGCTT-BHQ1

铜绿假单胞菌 ���OprI ������F CGTTCTGAAATTCTCTGC ��76 bp
������R TTCGGTTTCTTTGGAGTG
������P ROX-CAGAACAGCAGCCAGAGCCA-BHQ2

肺炎克雷伯菌 ���SHV ������F CCATGATGAGCACCTTTA ��96 bp
������R GGCGATAGTGGATCTTTC
������P ROX-CTGTTCGTCACCGGCATCCA-BHQ2

阴沟肠杆菌 ���ampC ������F CAGGGTATTCGTATGCTG 113 bp
������R TGCCAGTTTTGATAAAAGC
������P FAM-ATCTCGCCACCTACACCGCT-BHQ1

鲍曼不动杆菌 ���RecA ������F CTTGGTGTAGATATTGATAACC ��76 bp
������R GCATGTCAGCAATTTCAA
������P VIC-TGCTTGCTCACCATTGTCGG-BHQ1
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1.6 多重 PCR 检测 每个临床样本提取 DNA，核
酸样本进行两组反应，每组反应在一个反应管中进

行。第 1 组检测的 3 个病原菌为：大肠埃希菌、金黄

色葡萄球菌和铜绿假单胞。第 2 组检测的 3 个病原

菌为：肺炎克雷伯菌、阴沟肠杆菌和鲍曼不动杆菌。

每组中均含有需检测病原菌的引物对和探针，采用

宏石荧光定量 96pPCR 检测系统进行荧光定量

PCR。每组混合物配比：Premix Ex Taq 10 μL，上下

游引物终浓度各 2 μmol，探针终浓度 1 μmol，模板

2 μL，用无菌水补足体系为 20 μL。在宏石荧光定量

96p 运行 PCR 程序如下：95℃ 10 min，95℃ 30 s，
60℃ 60 s，共 38 个循环。

1.7 Sanger 核酸测序 分别选取培养鉴定后的 6种

病原菌培养菌落，用细菌稀释液配制成约 0.1%～0.5%
的菌体混悬液取20μL加入无菌EP离心管，加入50μL
DNA 提取液，金属浴 100℃ 10 min 后 12 000 r/min
离心 5 min，取上清液用各自引物在 95℃ 10 min，

95℃ 30 s，60℃ 60 s 条件下，共 38 个循环进行单个

目的基因 PCR 扩增，取 5 μL 扩增引物进行琼脂糖

凝胶电泳，观察与目的产物片段大小一致的单一条

带，纯化回收 PCR 产物，最后在 ABI 3500 xL Ge－
netic Analyzer 上进行测序 PCR，然后用 Sequencing
Analysis 软件进行数据分析（基因测序由诺道中科

医学检验实验室有限公司完成）。

2 结果
2.1 验证多重荧光定量 PCR 引物和探针 扩增程

序运行完毕，仪器自动给出 Ct 值，试验结果与一代

测序检测结果比对，当 Ct 值＞36 时，判断为阴性；Ct
值≤36 时，判断为阳性。阳性和阴性对照模板扩增

试验结果表明，无假阳性和假阴性现象，各引物及

探针的检测特异性为 100%。按照多重 PCR 检测分

组情况对大肠埃希菌、金黄色葡萄球菌、铜绿假单

胞菌、肺炎克雷伯菌、阴沟肠杆菌和鲍曼不动杆菌

进行扩增，两组检测结果见图 1。

注:A:大肠埃希菌（蓝）、金黄色葡萄球菌（绿）、铜绿假单胞菌（桔）；B:肺炎克雷伯菌（桔）、阴沟肠杆菌（蓝）、鲍曼不动杆菌（绿）

图 1 6种病原菌的多重 PCR扩增曲线
Fig 1 Multiplex PCR amplification curves of 6 pathogens

2.2 分析临床标本检测效果 用多重实时荧光定

量 PCR 对 176 例临床标本检测，并用一代基因测序

验证。MRT-PCR 方法检出大肠埃希菌 19 例，金黄

色葡萄球菌 30 例，铜绿假单胞菌 37 例，肺炎克雷

伯菌 53 例，阴沟肠杆菌 15 例，鲍曼不动杆菌 22例，

该结果与一代测序检测结果符合度达 100%（图 2、
3）。
2.3 MRT-PCR 最低检测限 病原菌以大肠埃希菌

阳性标准品制备，采用本方法检测，结果显示标准

曲线相关系数 R2＞0.99，扩增效率 E 在 90%～110%，

标准品拷贝数（copies/μL）=（6.02×1023）×质粒浓度

（ng/μL）/（碱基数×660），标准品扩增曲线（图 4）。每

个浓度重复 3 次，共稀释 5 个梯度，其中最低检出

限为稀释至第 5 个浓度时，检测 Ct 值范围在 36～
38，MRT-PCR 法检测病原菌的最低检出限达 103

copies/mL。
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（桔）；B：肺炎克雷伯菌（桔）、阴沟肠杆菌（蓝）、鲍曼不动杆菌（绿）
图 2 6种病原菌样本 PCR扩增曲线
Fig 2 PCR amplification curve of 6 pathogenic bacteria samples
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图 3 6种病原菌 Sanger基因测序法一代测序图
Fig 3 Sanger gene sequencing generation sequencing map of 6 pathogens

大肠埃希菌 uidA 基因

金黄色葡萄球菌 nuc 基因

铜绿假单胞菌 OprI 基因

肺炎克雷伯菌 SHV 基因

阴沟肠杆菌 ampC 基因

鲍曼不动杆菌 RecA 基因
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注：A：大肠埃希菌质粒标准品；B：金黄色葡萄球菌质粒标准

品；C：铜绿假单胞菌质粒标准品；D：阴沟肠杆菌质粒标准；E：鲍曼

不动杆菌质粒标准品；F：肺炎克雷伯菌质粒标准品

图 4 6种病原菌质粒标准品扩增曲线
Fig 4 Amplification curve of plasmid standard of 6 pathogens

3 讨论
下呼吸道感染是临床上常见疾病，特别对老年

人和免疫力差的患者具有一定的危害性，明确病原

菌及时选用敏感药物是治疗的关键[8]，而病原菌在

不同地区、不同时期存在一定的差异[9]。目前临床诊

断呼吸道感染的方法有多种，细菌感染主要是分离

培养鉴定和血清学检测，培养法通常被认为是诊断

的“金标准”，但是培养法耗时长，而且未做药物敏

感试验的抗生素滥用，导致送检样本阳性检出率降

低，菌体变异和耐药性增加使常规生化鉴定产生不

确定情况，难与典型菌种完全对应；血清学检测虽

操作简便，但灵敏性或特异性不高，容易出现假阳

性和假阴性，并且存在窗口期漏检，使得感染早期

难以确诊。随着分子生物技术的发展，实时荧光定

量 PCR 技术凭借其精准定量、简易高效的特点，在

医学检测和诊断方面得到了大力推广。多重荧光定

量 PCR 方法可在一个管中进行多种病原菌检测，保

持较高的灵敏性和特异性，不易造成交叉污染[10]。本

文采用的多重荧光定量 PCR检测方法可以将 6种病

原菌置于同一反应体系、同一反应条件下进行，大

大提高了检测人员的工作效率，快速帮助临床确

定感染病原菌。176 例患者的样本均用一代测序

与本文中设计的 6 种病原菌的临床样本验证，

103 copies/mL 的检测下线和 100%符合率说明该方

法的灵敏度高、特异性好。

近年随着疾病治疗手段的增多，广谱抗生素的

滥用，免疫抑制剂的广泛运用，常见的病原菌耐药

情况日益严峻，一些条件致病菌有机会成为感染的

主要病原菌，这些致病菌的耐药严重，是重症肺炎

治疗困难、死亡率高的主要原因之一。更多感染患

者分布以 ICU、老年病科、呼吸科为主，大部分患有

慢性阻塞性肺疾病、脑卒中、晚期肿瘤、多器官衰

竭、侵入后手术后及重度呼吸系统原发疾病。另外，

医护人员手卫生消毒和无菌操作不规范，病室未按

按感控要求分类隔离也会造成院内交叉感染的发

生，使临床感染控制难度增加[11-12]。在 6 种下呼吸道

感染致病菌中，大肠埃希菌是肠道内常见的革兰阴

性杆菌，在全身衰竭或免疫功能低下的重症患者中

感染率很高，是医院内获得性肺炎中较为常见的一

种。金黄色葡萄球菌是最主要的革兰阳性致病菌，

对于青霉素耐药性超过 93%；铜绿假单胞菌可通过

多种机制产生耐药，包括与酶的修饰作用、外膜孔

蛋白丢失、靶位改变以及反泵作用、生物被膜形成

等[13]。肺炎克雷伯菌兼性厌氧，在自然界广泛分布，

引起的医院感染率近期逐年增高，肺炎克雷伯菌耐

1 3 5 7 9 1113151719212325272931333537
循环数

Rn

2 250.00
2 000.00
1 750.00
1 300.00
1 250.00
1 000.00
750.00
500.00
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0.00
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5 029.15
4 319.85
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1 482.66
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药机制主要包括产生 β-内酰胺酶、生物被膜的形

成、外膜孔蛋白的缺失、抗菌药物主动外排等，抗菌

药物耐药基因播散是临床多重耐药菌株增多的重

要原因[14]。阴沟肠杆菌广泛存在于自然界中，是肠道

正常菌种之一，但可作为条件致病菌。随着头孢菌

素的广泛使用，阴沟肠杆菌已成为医院感染的主要

病原菌，尤以免疫功能低下的慢性阻塞性肺病及支

气管肺癌患者多见。鲍曼不动杆菌是一种严格需氧、

非乳糖发酵的条件致病菌，不具鞭毛，移动性差，但

适应力极强，已经成为重症监护病房医院感染的主

要来源。

本论文报道采用多重 PCR 方法检测痰液标本

中 6 种常见病原菌的基因检测方法，及时准确的作

出病原学诊断，大幅度缩短了致病菌的鉴定时间，

提高了检测效率，特别在多重细菌感染的检测更具

优势。同时应加强与临床医生的沟通，提高抗生素

治疗前的细菌培养标本送检率，帮助临床选择敏感

的抗感染药物，缩短住院治疗时间，延缓和控制耐

药菌株的产生。
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药物、辅料相互作用与辅料也有一定关系，由于

辅料多为聚合物，分子大小不一，单一结构单元的

结构特征无法准确表征，从辅料的角度值得进一步

研究。该研究仅从药物的角度已经能够发现比较明

确的规律，可以在一定程度上从药物的结构层面预

测药物与辅料的相互作用的程度，对实验研究具有

较好的参考价值。该研究涉及的药物和辅料种类相

对较少，要得到系统而准确的辅料和药物相互作用

的规律，还需要更多的深入研究。
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