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PCR病原体分子检测在下呼吸道感染中的应用

迟翠玲

日照市岚山区疾病预防控制中心 山东 日照 276800

【摘  要】：目的：研究在诊断下呼吸道感染当中，多重 PCR病原体分子检测技术的应用价值。方法：纳入 65例疑似下呼

吸道感染患者（2022.3~2022.12），全部患者均接受多重PCR病原体分子检测技术与免疫荧光法，比较两种检测方式诊断效果。

结果：采用对比分析方式得出多重 PCR检测法灵敏度与特异度及诊断符合率分别是 97.87%、88.89%、95.38%明显高于免

疫荧光法（P＜ 0.05）。结论：在诊断下呼吸道感染当中，多重 PCR病原体分子技术的应用，可使诊断准确性提升，可推荐。
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Abstract: Objective: To study the application value of multiplex PCR molecular detection technology in the diagnosis of lower 

respiratory tract infection. Methods: Sixty-five patients with suspected lower respiratory tract infection (2022.3~2022.12) were 

included. All patients received multiple PCR pathogen molecular detection technology and immunofluorescence method. The 

diagnostic effects of the two detection methods were compared. Results: The sensitivity, specificity and diagnostic coincidence rate 
of multiplex PCR were 97.87%, 88.89% and 95.38% respectively, which were significantly higher than those of immunofluorescence 
assay (P<0.05). Conclusion: In the diagnosis of lower respiratory tract infection, the application of multiple PCR pathogen molecular 

technology can improve the diagnostic accuracy and can be recommended.
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在临床上，呼吸道感染为常见的一种呼吸系统病症，

其包含上呼吸道及下呼吸道感染等 [1]。就当前来说，伴随

工业化进程日益增快，环境污染明显加重，导致此病发病

率，呈现出明显升高的趋势，使得人类身心健康受到严重

威胁。对于下呼吸道感染，其发病因素极为复杂，主要是

由于患者感染了细菌、支原体或者病毒等病原体而引起的，

在临床上对于此疾病不能及时获取到病原学根据。对于下

呼吸道感染患者在发病之后，其会有程度不同的发热及头

痛与气喘等症状等 [2]。针对下呼吸道感染，病原体分布十

分广泛，在发达国家主要以感染病毒为主，而在发展中国

家主要是感染细菌。对于下呼吸道感染来说，病原体感染

情况十分复杂，同时患者临床症状缺少特异性，传统病原

学诊断法是经检测分离培养病原体开展诊断工作，但是此

种诊断方式用时长，同时鉴定数量有限，所以，很难将临

床诊断需求满足 [3]。伴随临床诊断技术日益发展与完事，

免疫荧光法于临床上应用十分广泛，且在病毒及衣原体检

测当中发挥了极大的作用，特异度非常的高，但是灵敏度

较低 [4]。多重 PCR 技术在生物医学等方面广泛应用。目前，

多重 PCR 方法在检测感染性疾病当中包含两个方向：第一，

针对每种病原单一特异基因开展多重的检测，可以同时对

一种或者几种病原体是否存在进行检查；第二，对于某个

病原多个基因开展多重检测，能够避免出现假阳性的结果。

在开展 PCR 扩增期间，于同一个 PCR 反应管当中一同将多

种病原微生物特异性的引物加入，可以将多种病原体一并

检测出来，且可以将病原体的感染类型确定下来 [5]。多重

PCR 检测法也可以将肠道常见致病菌检测出来，对确保食

品安全可起到重要作用。此种检测手段主要表现是于同一

个反应体系内加入种类不同的目的基因引物，以确保可以

一次性对多种目的基因，进行有效的扩增。鉴于此，本次

纳入 2022.3~2022.12 期间收治的 65 例疑似下呼吸道感染患

者，探讨多重 PCR 病原体分子检测技术，对此类感染的诊

断价值，如下。

1 资料与方法
1.1 一般资料

纳入 65 例疑似下呼吸道感染患者（2022.3~2022.12）

全部患者均接受多重 PCR 病原体分子检测技术与免疫荧光

法，比较两种检测方式诊断效果，男性 35 例、女性 30 例；

年龄 31~80 岁，平均年龄（54.35±8.51）岁；病程 1~7d，

平均（4.51±2.23）d。

1.2 方法

（1）标本采集与处理：全部患者均培养痰液标本，在

患者入院之后的 24 小时借助吸痰管，通过患者鼻孔由鼻咽

部插入，再将黏液收集器连接之后，对患者痰液标本采集，

在提取标本之后，用漩涡混合器把其打散，借助离心仪离

心十分钟，将转速调整至 1500r/min，把沉淀物用在 10 毫

升 pH 值 7.2 的磷酸缓冲盐溶液（PBS）洗涤，共进行两次

洗涤，之后用 1 毫升 PBS 缓冲液把其调制成为悬液，对于

标本借助全自动核酸提取仪器对其进行核酸提取，且放置
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到 PCR 管内进行保存。全部痰液标本都送检开展微生物病

原学的诊断。（2）免疫荧光法：把标本离心沉淀之后制作

成片，放置到常温条件下使其自然干燥，借助冷丙酮固定

十分钟之后将其取出，等到冷丙酮完全挥发之后，借助荧

光所标记的呼吸道病毒单克隆抗体，对标本病原体进行检

测，主要操作步骤依据试剂盒说明书内相关要求样的操作，

将两个及以上完整的细胞中包含明亮黄绿色荧光代表阳性。

（3）多重 PCR 检测：按照美国国立生物技术信息中心所

公布的病原体目的序列将各个病原体相对的保守区域找到，

且涉及引物，并且在中国食品药品检定研究院购置一个病

原体当作对应的参考品，经对参考品梯度稀释用各个引物

检测，若是病原体的浓度，难以有效的扩增时，则代表此

位点扩增灵敏度。收集与检测其他呼吸道病原，保障研究

当中全部引物不会被病原核酸形成扩增效果，来对确定特

异度，且把全部检测靶点正向及反向引物，混合成反转录

引物混合液及 PCR 引物混合液。在扩增 PCR 之后，借助遗

传分析仪毛细电泳片段，来分离样品 PCR 的产物，对各个

样品峰形图进行分析，全部病原体 PCR 产物片段的长度及

参考大小间差距不可以在 1.5bp 以上。

1.3 观察指标

比较两种检测方式的诊断准确性以及特异度与敏感度，

诊断准确率 = 准确数 / 总数 *100%；灵敏度 = 真阳性人数 /（真

阳性人数 + 假阴性人数）*100%；特异度 = 真阴性人数 /（真

阴性人数 + 假阳性人数））*100%。

1.4 统计学方法

统计学软件 SPSS21.0 计量资料以（ x ±s）表示，t 检验，

计数资料以 % 表示，进行 χ2 检验；P ＜ 0.05 代表数据差异。

2 结果
在本次所纳入的 65 例疑似下呼吸道感染患者当中，47

例为下呼吸道感染患者。多重 PCR 检测法灵敏度与特异度

及诊断符合率分别是 97.87%、88.89%、95.38% 明显高于免

疫荧光法，（P ＜ 0.05)，详见表 1 表 2 和表 3。

表 1 多重 PCR 检测

多重 PCR
病理检查

合计
阳性 阴性

阳性 46 2 48
阴性 1 16 17
合计 47 18 65

表 2 免疫荧光法检出情况

免疫荧光法检
查

病理检查
合计

阳性 阴性

阳性 31 9 40
阴性 16 9 25
合计 47 18 65

表 3 两组各项指标结果比较

组别 灵敏度 特异度 诊断符合率

多重 PCR 97.87% 88.89% 95.38%

免疫荧光法检查 65.96% 50.00% 61.54%

χ2 值 16.157 6.415 22.031

P 值 0.000 0.011 0.000

3 讨论
下呼吸道感染属于临床上常见的一种呼吸道感染类疾

病，其发病率及死亡率均非常高。近些年来，各种抗菌药

物出现及广泛应用，使下呼吸道感染致病菌的病原谱发生

明显的改善，使得临床诊断与治疗难度显著增加。传统培

养法为诊断下呼吸道感染病原体的金标准，但是因为其于

整个培养期间十分复杂，所以耗时极长，在临床早期为患

者治疗当中应用效果欠佳，易出现延误病情的情况。当前，

直接及间接免疫荧光法，在诊断下呼吸道感染病原体当中，

有着极大的应用价值，但是，诊断灵敏度及特异度不高 [6-8]。

所以，需要探究出诊断价值高的诊断手段。

伴随分子生物学技术的日益发展，病原体分子检测技

术于临床诊断研究当中显著增多，特别是以分子遗传水平

为基础的核酸检测方法，逐渐成为病原体检测技术当中的

核心技术。多重 PCR 为以传统 PCR 为基础的检测，可一

同检测多种病原体，在近些年其在检测下呼吸道感染当中

发挥了极大的价值。多重 PCR 技术包含了于同一 PCR 体系

当中一同加入多个靶标序列的一个特异性的引物，可以对

多个 RNA 及 DNA 模板，或者同个模板当中多区域一同对

PCR 扩增 [7]。从 Chamberlin 等等在 1988 年初次提出此概念

开始，多重 PCR 技术在核酸诊断领域当中广泛应用，其包

含了基因敲除分析以及多态性与突变分析和 RNA 检测等，

其被广泛的用于对感染类疾病诊断当中。有着高效性以及

可靠性等特征，也具有一定的简便性。多重 PCR 技术包含

下述以下 3 个方面应用：第一，可以检测同一份标本内多

个病原，如细菌以及病毒等，可将病原分别检出；第二，

也可一同将同一个病原多个位点检出，能将检测性能显著

提升。且此种检查方式可在区分病原体多个基因型 / 血清

型当中应用，如甲流不同的分型等。第三，伴随细菌耐药

问题的不断出现，对病原及耐药基因检测，在临床检测当

中的重要性就体现出来。多重 PCR 有下述几个特点：第一，

可对病原体全面且系统的进行鉴别诊断，有着操作方便且
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快速等特点，在检测成组病原体当中比较适用，例如：肝

炎病毒以及肠道致病性细菌等；第二，采用多重 PCR 能够

见检测效率提升，使得检测周期缩短，能够将检测成本降低，

有着显著的社会效益，在临床检测及卫生防疫等手段当中

均比较适用。张莹莹 [9] 指出当前 PCR 技术于临床诊断当中

被广泛的应用，尤其是 PCR 和 PCR 发展至多重以及实时定

量与反转录 PCR 等，使得最终检测效果及检测准确性显著

提升。相关研究在为呼吸道病毒感染患者病原体筛查当中，

PCR 技术检出率在 60.0%，比直接免疫荧光技术更高，后

者检出率约 40.0%。其在实践研究当中纳入 200 例下呼吸

道感染患儿，共 121 例病毒为阳性，阳性检出率在 60.5%

左右；在感染病毒当中呼吸道合胞病毒（RSV）占比最高，

在 35.0% 左右。RSV 是使得婴儿出现喘息性呼吸道病症的

常见病毒，多见于一岁以之内小儿，可引起间质性肺炎，

及毛细支气管炎。RSV 为副粘病毒科，易在免疫力下降群

体当中出现，在病毒感染模式上面主要将单一的病毒感染

为核心。对于下呼吸道感染患儿，腺病毒（ADV）为主要

病毒病原体，在急性婴儿呼吸道感染当中，住院患儿 ADV

感染约 15.0%。对于下呼吸道感染来说，其属于全球范围

内所面临的一种严重的公共卫生类问题，对于病原体有着

多样性特征，但是患儿临床症状无特异性，免疫法和病毒

分离培养诊断用时非常的长，难以将诊断实际需求满足。

其通过总结得出，多重 PCR 技术在为下呼吸道感染婴儿检

测病原体，可对病原体类型鉴别，诊断敏感性及特异性较

高。叶泽辉 [10] 指出在二十世纪 20 世纪八十年代，在分子

诊断领域当中，PCR 技术应用十分的广泛，且于起初的常

规 PCR 慢慢发展到多重及实时定量 PCR 等，检测的准确性

及扩增能力提升明显，而多重 PCR 技术，在诊断呼吸道病

毒感染当中，在筛查病原体起到了显著的作用。其通过实

践研究结果显示，和直接荧光免疫检测法相比，多重 PCR

病原体分子对于下呼吸道感染检测，灵敏及特异度均较高。

与本次研究结果具有相似性，65 例疑似下呼吸道感染患者，

47 例为下呼吸道感染。多重 PCR 检测法灵敏度与特异度及

诊断符合率分别是 97.87%、88.89%、95.38% 明显高于免疫

荧光法，差异有统计学意义，（P ＜ 0.05)。由此能够看出：

采用多重 PCR 病原体分子诊断法，对于下呼吸道感染进行

诊断，诊断准确性较高。由此能够看出相比于传统直接免

疫检测手段，多重 PCR 能够将诊断灵敏性及准确率以及特

异性提升，临床应用价值较高。

综上所述，对于下呼吸道感染的诊断，采用多重 PCR

病原体分子技术，对提升诊断准确性具有重要意义，值得

进一步推广并应用。
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