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3 种下呼吸道病原菌 qPCR 同步检测法的建立与性能验证 

谢群辉 1，李姝丽 2，王志贤 2，赵  青 1 

(1. 天津科技大学生物工程学院，天津 300457；2. 丹娜（天津）生物科技股份有限公司，天津 300467) 

摘 要：建立一种可在 80 min 内同步、精准检测下呼吸道感染 3 种常见病原体，即肺炎克雷伯菌（Klebsiella 

pneumoniae）、铜绿假单胞菌（Pseudomonas aeruginosa）和金黄色葡萄球菌（Staphylococcus aureus）的多重实时荧

光定量 PCR（qPCR）方法。针对肺炎克雷伯菌(phoE 基因)、铜绿假单胞菌(gyrB 基因)及金黄色葡萄球菌(nuc 基因)

的高保守区，设计并优化特异引物-探针组合，构建高效扩增体系。对检测体系进行性能研究。结果表明，体系对 3

个靶标的扩增效率均≥92%，最低检测限均为 500 拷贝/mL，与 8 种常见呼吸道病原菌无交叉反应，重复性变异系数

（CV）<5%，保存 12 个月性能稳定。该方法具有高灵敏度、高特异性和稳定性，为临床快速诊断和精准防控提供了

有力工具。 

关键词：qPCR；肺炎克雷伯菌；金黄色葡萄球菌；铜绿假单胞菌 
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Establishment and Performance Evaluation of a Multiplex qPCR Assay for 

Simultaneous Detection of Three Lower Respiratory Tract Bacterial 

Pathogens  

XIE Qunhui1，LI Shuli2，WANG Zhixian2，ZHAO Qing1 

(1. College of Biotechnology, Tianjin University of Science and Technology, Tianjin 300457, China； 

2. Dynamiker Biotechnology (Tianjin) Co., Ltd., Tianjin 300467, China) 

Abstract: This study presents a multiplex quantitative PCR (qPCR) method for the rapid (80-minute) and simultaneous 

detection of Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, and Staphylococcus aureus in lower respiratory tract 

infections. The assay utilizes specifically designed primer-probe sets targeting the conserved phoE, gyrB, and nuc genes. 

Validation results showed that the assay is highly efficient (amplification efficiency ≥92% for all targets), sensitive (limit of 

detection: 500 copies/mL for each pathogen), and specific (no cross-reactivity with eight other common respiratory 

pathogens). It also exhibited excellent repeatability (CV<5%) and long-term stability (12 months). This multiplex qPCR 

assay thus represents a potent diagnostic tool for the rapid and precise identification of these key bacterial pathogens, 

facilitating timely clinical intervention and control measures. 
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下呼吸道感染（lower respiratory tract infections, 

LRTIs）是全球范围内发病率和死亡率居高不下的主

要原因之一，也是人类所面临的重要临床问题，其中

细菌性病原体是主要致病因素 [1]。肺炎克雷伯菌
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（ Klebsiella pneumoniae, KP ） 、 铜 绿 假 单 胞 菌

（Pseudomonas aeruginosa, PA）和金黄色葡萄球菌

（Staphylococcus aureus, SA）作为 3 种常见的高危病

原体，不但会引起社区获得性肺炎和医院获得性肺

炎，还易发展为多重耐药感染，显著增加治疗难度与

死亡风险[2]。传统病原学检测依赖细菌培养和生化鉴

定，耗时长（通常需 24~72 h）且敏感性低[3-4]，难以

满足临床快速诊断需求。尽管传统 PCR 技术已显著

提升检测效率，但在混合感染普遍存在的背景下，单

病原检测模式仍存在样本消耗大、操作繁琐等缺点
[5]。 

近年来，多重实时荧光定量 PCR（qPCR）技术

通过整合多组特异性引物探针，实现了单管同时检测

多种病原体，且兼具高灵敏度、高特异性和高通量等

优势[6-7]。本研究基于 3 种病原体的高度保守基因，

即 KP 的外膜孔蛋白编码基因 phoE 基因、PA 的 DNA

旋转酶 β亚基编码基因 gyrB 基因及 SA 的耐热核酸酶

编码基因nuc基因，设计多重引物探针组合检测体系，

通过优化反应体系与条件，建立了一种可同步检测上

述 3 种病原体的高效多重 qPCR 方法[8-11]，实现了 80 

min 内对上述 3 种目标病原体的同步检测，为混合感

染的快速诊断提供新的方案，也为下呼吸道感染的早

期精准诊断及流行病学监测提供技术支撑。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株 

11 种菌株均由丹娜（天津）生物科技股份有限

公司保存和提供，具体信息见表 1。 

表 1  菌株信息 

Tab. 1  Strain information 

菌株 拉丁学名 英文缩写 菌株库编号 

金黄色葡萄球菌 Staphylococcus aureus SA ATCC 12600 

肺炎克雷伯菌 Klebsiella pneumoniae KP ATCC 13883 

铜绿假单胞菌 Pseudomonas aeruginosa PA ATCC 10145 

溶血葡萄球菌 Staphylococcus haemolyticus S.hae ATCC 29970 

表皮葡萄球菌 Staphylococcus epidermidis S.epi ATCC 14990 

产酸克雷伯菌 Klebsiella oxytoca KO ATCC 13182 

荧光假单胞菌 Pseudomonas fluorescens P.fluo ATCC 13525 

白色念珠菌 Candida albicans CA ATCC 10231 

黄曲霉 Aspergillus flavus A.fla ATCC 16883 

土曲霉 Aspergillus terreus A.ter ATCC 1012 

烟曲霉 Aspergillus fumigatus A.fum ATCC 46645 

 

1.1.2  仪器设备与试剂 

SLAN-96S 型全自动医用 PCR 分析系统，上海宏

石医疗科技有限公司；DS-11 型超微量紫外分光光度

计，美国丹诺尔（Denovix）公司；BSC-1100-LIIB2

型生物安全柜，北京东联哈尔仪器制造有限公司；

HM100-Pro 型加热振荡金属浴，大龙兴创实验仪器

（北京）股份公司；DS17112 型 3 微孔板离心机，天

根生化科技（北京）有限公司；DYCP-31DN 型电泳

仪，北京六一生物科技有限公司；ZWY-211C 型恒温

培养振荡器，上海智城分析仪器制造有限公司；

AR124CN 型电子天平，奥豪斯仪器（上海）有限公

司；TGL-16M 型台式高速冷冻离心机，湘仪离心机

仪器有限公司。 

2×FastAmpliPremix-UNGIV (ProbeqPCR) (DG)，

珠海宝锐生物科技有限公司。SanPrep 柱式质粒 DNA

小量抽提试剂盒（B518191-0050，50 PREPS），生工

生物工程（上海）股份有限公司。琼脂糖（批次编号

为 5550225006，规格为 100 g），北京索莱宝科技有

限公司；使用 1×TAE 溶液配制成 3%琼脂糖凝胶，在

120V 电压下，电泳 30 min。磁珠法 DNA 提取试剂盒

V2（批次编号为 5E1501），苏州白垩纪生物科技有

限公司；适用于从抗凝全血、血清、血浆、肺泡灌洗

液、痰液、拭子洗脱液等样本中提取真菌 DNA 和细

菌 DNA，使用时按照说明书手动法进行操作。无酶

无菌水，北京索莱宝科技有限公司。 

所有相关引物、探针及质粒均由生工生物工程
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（上海）股份有限公司合成。 

1.2  方法 

1.2.1  菌株的培养与核酸提取 

金黄色葡萄球菌、溶血葡萄球菌、表皮葡萄球菌、

肺炎克雷伯菌、产酸克雷伯菌、铜绿假单胞菌和荧光

假单胞菌为细菌，使用前均于 LB 固体平板培养基上

划线，37 ℃培养 18~24 h 进行活化。随后挑取单菌落

接种于 30 mL LB 液体培养基中，37 ℃、200 r/min 振

荡培养14~18 h，当菌液浑浊且均匀时，用磁珠法DNA

提取试剂盒 V2 进行核酸提取，然后对提取的核酸使

用分光光度计进行核酸浓度测定。 

白色念珠菌、黄曲霉、土曲霉和烟曲霉为真菌，

在 PDA 培养基上划线培养。白色念珠 37 ℃培养

24~48 h，然后挑取单菌落接种于 30 mL PDB 培养基

中，37 ℃、200 r/min 振荡培养 24~48 h，当培养基变

浑浊且出现均匀的细小菌丝球悬浮于培养基中时，用

磁珠法 DNA 提取试剂盒 V2 进行核酸提取，然后对

提取的核酸使用分光光度计进行核酸浓度测定。黄曲

霉、土曲霉和烟曲霉 30 ℃培养 24~48 h，然后挑取单

菌落接种于 30 mL PDB 培养基中，于 30 ℃、200 r/min

振荡培养 24~48 h，当培养基变浑浊且出现均匀的细

小菌丝球悬浮于培养基中时，用磁珠法 DNA 提取试

剂盒 V2 进行核酸提取，然后对提取的核酸进行核酸

浓度测量。 

1.2.2  引物和探针设计 

根据肺炎克雷伯菌的 phoE 基因、铜绿假单胞菌

的 gyrB 基因、金黄色葡萄球菌的 nuc 基因，在 NCBI

数据库中，分别以“Klebsiella pneumoniae phoE gene”、

“Pseudomonas aeruginosa gyrB gene”、“Staphylococcus 

aureus nuc gene”为关键词数进行检索。为获得代表

性，各下载了不少于 50 条来自不同分离株的完整基

因序列。利用 SnapGene 软件进行多序列比对，选择

所有序列中 100%一致的保守区域用于引物和探针设

计。 

使用 BeaconDesigner7.9 引物设计软件在其保守

区域设计引物及特异性 TaqMan 探针，荧光定量 PCR

引物信息见表 2，引物和探针均由生工生物工程（上

海）股份有限公司合成。 

表 2  荧光定量 PCR 引物信息 

Tab. 2  Primer information of fluorescence quantitative PCR 

菌种 引物 引物序列(5’-3’) 产物大小/bp 荧光标记 

KP 

KP-F GAAGCGAAGAAACAGAACGG 

120 bp 
5’端标记 HEX 荧光报告基团 

3’端标记 BHQ1 淬灭基团 
KP-R CAGGTTCTGATCGTTGGTAC 

KP-P CGGCGTCGGCACCTCGTTAA 

PA 

PA-F GTACCTTCACCGAGATGATC 

113 bp 
5’端标记 ROX 荧光报告基团 

3’端标记 BHQ2 淬灭基团 
PA-R GCGTAACCTGAACAACTACA 

PA-P AAGAAGTTCAAGATCGCCACCACC 

SA 

SA-F CAGACTATTATTAGTTGATACACCTGAA 

124 bp 
5’端标记 FAM 荧光报告基团 

3’端标记 BHQ1 淬灭基团 
SA-R CTCGACTTCAATTTTATTTGCATTTTC 

SA-P TGCACTTGCTTCAGGGCCATATTTCTC 

 

对 KP、PA 和 SA 这 3 种病原菌提取的核酸目的

片段长度进行验证。使用设计的检测体系对提取的单

菌液核酸进行 qPCR 扩增，然后使用电泳仪对扩增产

物进行 120 V 30 min 电泳，观察其条带位置，如图 1

所示，3 种病原菌电泳条带均位于 100~125 bp 之间，

与设计时的理论核酸目的片段长度一致。 

 

图 1  核酸电泳 
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Fig. 1  Nucleic acid electrophoresis 

1.2.3  核酸模板的制备 

质粒核酸：质粒由生工生物工程（上海）股份有

限公司合成，以 pUC57 载体（2710 bp）为基础，插

入 480 bp 目标序列，总长 3190 bp，具有氨苄青霉素

抗性。提供的质粒干粉（4 μg）溶于 400 μL 无酶无菌

水，配制为模板溶液。质粒分子量按双链 DNA 平均

分子量 660 g/（mol·bp）计算，为 2.11×106 g/mol。根

据质粒总长度与 DNA 平均分子量，计算出该模板溶

液为 2.86×109 拷贝/μL。  

核酸稀释：对核酸进行 2.86 倍稀释，使其核酸

浓度变为整数倍（1×109 拷贝/μL），方便后面实验计

算分析；10 倍梯度稀释至 1×100 拷贝/μL，各梯度浓

度作为质粒核酸模板，-20 ℃保存备用。 

菌液核酸：各菌液核酸制备方法相同，以 SA 菌

液核酸制备为例。使用磁珠法 DNA 提取试剂盒 V2

对活化的 SA 菌液进行核酸提取，然后使用超微量紫

外分光光度计对提取的核酸进行检测，结果显示 SA

核酸浓度为 256.726 ng/μL，260/230 为 2.18，260/280

为 1.83，核酸纯度达标，然后把质量浓度（ng/μL）

换算成拷贝数浓度（拷贝/μL）。 

基因组拷贝数的换算：换算基于质量浓度与拷贝

数的转换原理。3 种目标细菌的参考基因组大小及其

专属换算系数如下：金黄色葡萄球菌（2.8×106 bp）

为 3.26×105，肺炎克雷伯菌（5.5×106 bp）为 1.66×105，

铜绿假单胞菌（6.3×106 bp）为 1.45×105。据此，将

测得的核酸质量浓度（ng/μL）乘以相应系数，即得

到拷贝数浓度（拷贝/μL）。例如，SA 样本浓度为 256.7 

ng/μL，经计算约为 8.37×107 拷贝/μL。 

1.2.4  PCR 反应体系的优化 

首先优化退火温度，设置退火温度为 55、57、

60、63、65 ℃这 5 个温度梯度，以 1×105 拷贝/μL 质

粒核酸为模板，每种病原菌的每个温度梯度均进行 2

组 qPCR 扩增实验。检测程序：95 ℃预变性 2 min；

95 ℃变性 10 s，57 ℃退火和延伸 30 s，45 个循环；

37 ℃冷却 10 s。除退火温度是变量外，其他扩增条件

一致。根据实验结果中的荧光信号与 Ct 值，确定最

佳退火温度。 

确定退火温度之后，对体系中的引物探针用量进

行优化。一般来说，正向引物和反向引物的用量一致，

而探针会比引物用量少，这是为了避免背景荧光和减

少成本。在 0.2~0.7 μL 之间设计了 12 组引物探针用

量，其各组用量见表 3。使用 1×105 拷贝/μL 质粒核

酸为模板，每组用量进行 2 组 qPCR 扩增实验，根据

实验结果中的荧光信号与 Ct 值，确定最佳用量。整

个 qPCR 反应体系为 25 μL，其中包括 5 μL 核酸模板

和 12.5 μL 酶，剩余 7.5 μL 为引物探针和无酶无菌水。

反应体系不足 25 μL 时用无酶无菌水补足。 

表 3  引物探针用量设计 

Tab. 3  Primer and Probe Concentration Optimization 

分组 
引物探针用量（μL） 

正向引物 F 反向引物 R 探针 P 

第 1 组 0.7 0.7 0.7 

第 2 组 0.7 0.7 0.5 

第 3 组 0.7 0.7 0.3 

第 4 组 0.6 0.6 0.6 

第 5 组 0.6 0.6 0.4 

第 6 组 0.6 0.6 0.2 

第 7 组 0.5 0.5 0.5 

第 8 组 0.5 0.5 0.3 

第 9 组 0.4 0.4 0.4 

第 10 组 0.4 0.4 0.3 

第 11 组 0.4 0.4 0.2 

第 12 组 0.3 0.3 0.3 

1.2.5  扩增效率检测 

分别以 3 种病原菌 1×107、1×106、1×105、1×104、

1×103 拷贝/μL 单菌液核酸为模板，用 PCR 仪进行扩

增，每个浓度重复 3 次，记录实验结果中不同模板浓

度对应的 Ct 值。以模板浓度的常用对数(lg)值为横坐

标，以模板浓度对应的 Ct 值纵坐标，进行线性拟合

分析，根据回归线二元一次方程的斜率 k，利用扩增

效率计算公式 E=[10(-1/k)-1]×100%，计算其扩增效率。 

1.2.6  灵敏度检测与检出限的确定 

将 KP、PA、SA 单菌液核酸进行 10 倍梯度稀释，

先取 3 个浓度（10000、1000、100 拷贝/mL）作为模

板，空白对照以无酶无菌水作为模板，各浓度模板用

量均为 5 μL，采用建立的检测方法进行检测，每组 3

次重复，根据 Ct 值和扩增曲线选出以上 3 个浓度中

的最低检测浓度（C）。然后再取 5 个浓度（4C、2C、

C、1/2C、1/4C）作为模板，无酶无菌水作为空白对

照模板进行 20 次重复实验，计算阳性检出率，其检

出限(LOD)的阳性检出率不得低于 95%。 

1.2.7  特异性检测 

为验证检测体系的特异性，使用磁珠法 DNA 提

取试剂盒V2分别提取表 1中列出的 11种菌株的基因

组 DNA，然后对其核酸浓度进行测定，保证每种病
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原菌的核酸浓度高于 1×103 拷贝/μL（扩大交叉反

应），使其分别作为检测模板进行 qPCR 验证（对活

化培养的菌液进行核酸提取时，所使用的菌液均为单

菌液），其中包括阳性对照和阴性对照。阳性对照为

3 种目标菌株（KP/PA/SA）的 DNA，预期结果为阳

性。阴性对照包括交叉反应对照和空白对照，交叉反

应对照为另外 8 种非目标呼吸道病原菌的 DNA，用

于检验引物-探针组合的特异性，预期结果为阴性。

空白对照使用无酶无菌水，用于检测体系是否污染，

预期结果为阴性。将所有核酸模板分别置于建立的

qPCR 体系中进行扩增，观察结果。 

1.2.8  重复性检测 

分别选取KP、PA和SA 1倍LOD（500 拷贝/mL）、

5 倍 LOD（2500 拷贝/mL）和 20 倍 LOD（10000 拷

贝/mL）3 个单菌液浓度作为荧光定量 PCR 的阳性模

板，并设置空白对照（无酶无菌水），每个浓度进行

10 次重复实验，对其实验结果进行计算分析，要求

各靶基因 Ct 值的变异系数(CV)均应不大于 5%。 

1.2.9  稳定性检测 

以 KP、PA 和 SA 1 倍 LOD（500 拷贝/mL）、5

倍 LOD（2500 拷贝/mL）和 20 倍 LOD（10000 拷

贝/mL） 3 个单菌液浓度作为荧光定量 PCR 的阳性

模板，并设置空白对照（无酶无菌水），对配制好的

体系分别在第 0、3、6、9、12 月进行 qPCR 实验，

分析其变异系数，检测该方法的稳定性。 

2  结果与分析 

2.1  反应体系的优化 

在退火温度的实验结果中（图 2），当退火温度

为 57 ℃时，其 Ct 值相对较小，荧光值相对较高。55 ℃

和 57 ℃两者的 qPCR 扩增曲线 Ct 值与荧光信号值相

近，当具有无显著性差异的 Ct 值时，考虑到退火温

度对特异性的影响，选择 57 ℃为体系的最适退火温

度。最终检测程序：95 ℃预变性 2 min；95 ℃变性

10 s，57 ℃退火和延伸 30 s，45 个循环；37 ℃冷却

10 s。 

在 12 组引物探针用量结果中（图 3），以 Ct 值、

荧光信号值为依据，选出了 3 种病原菌各自的最佳用

量(第 5 组)，KP、PA 和 SA 正向引物 F（10 μmol/L）

均为 0.6 μL，反向引物 R（10 μmol/L）均为 0.6μL，

探针 P（10 μmol/L）均为 0.4 μL。模板 5 μL，无酶无

菌水补足至 25 μL。 

 
A、B、C 分别为 KP、PA、SA 不同退火温度下的扩增曲线 

图 2  退火温度扩增曲线 

Fig. 2  Amplification Curves of Annealing Temperatures 

 
A、B、C 分别为 KP、PA、SA 不同引物探针用量下的扩增曲线 
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图 3 引物探针用量扩增曲线 

Fig. 3  Amplification Curves of Primer and Probe Concentrations 

2.2  扩增效率检测 

实时荧光 PCR 扩增曲线与线性回归线如图 4 所

示。在菌液核酸 10 倍浓度稀释下，5 个浓度的扩增

曲线呈现出均匀的变化。对其每个浓度所对应的 Ct

值进行线性拟合，都呈现出了较好的线性关系。KP

的 线 性 方 程 为 y=-3.51x+7.34 ， 线 性 相 关 系 数

R2=0.9967，扩增效率为 92.7%。PA 的线性方程为

y=-3.347x+7.073，线性相关系数 R2=0.9988，扩增效

率为 98.9%。SA 的线性方程为 y=-3.401x+9.033，线

性相关系数 R2=0.9989，扩增效率为 96.8%，三者扩

增效率均大于 90%，符合 MIQE 准则中扩增效率要求

（90%~110%）。 

 

A、B、C 分别为 KP、PA、SA 扩增曲线，D、E、F 分别为 KP、PA、SA 线性回归线 

图 4  实时荧光 PCR 扩增曲线与线性回归线 

Fig. 4  Real-time PCR amplification and linear regression line 

 

2.3  灵敏度检测 

将模板梯度稀释达到 100 拷贝/mL 时，在 45 个

循环内未出现典型的 S 型扩增曲线或 Ct 值>40（或无

Ct 值），检测结果为阴性。为进一步确定其最低检测

限，再设置 5 个梯度（4000、2000、1000、500、250 

拷贝/mL）为阳性模板进行 20 组检测，计算其检出率，

结果见表 4。当样本浓度为 250 拷贝/mL 时，KP 阳

性检出率最高为 75%，PA 阳性检出率最高为 80%，

SA 阳性检出率最高为 75%，不符合最低检测限所要

求的检出率 95%以上，所以该检测方法的最低检测限

为 500 拷贝/mL。 

表 4  阳性检出率 

Tab. 4  Positive detection rate 

检出率 
核酸浓度(拷贝/mL) 

4000 2000 1000 500 250 

菌株 

KP 
100%  

(20/20) 

100%  

(20/20) 

100% 

(20/20) 

100% 

(20/20) 

75% 

(15/20) 

PA 
100% 

(20/20) 

100% 

(20/20) 

100% 

(20/20) 

100% 

(20/20) 

80% 

(16/20) 

SA 
100% 

(20/20) 

100% 

(20/20) 

100% 

(20/20) 

100% 

(20/20) 

75% 

(15/20) 

2.4  特异性检测 

为全面评估建立的多重 qPCR 检测体系的特异

性，分别对阳性对照（3 种目标菌 KP、PA 和 SA）、
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交叉反应对照（除目标菌株外的 8 种非目标呼吸道病

原菌）以及空白对照（无酶无菌水）进行检测，结果

如图 5 所示。所有阳性对照样本均呈现出典型的 S 型

扩增曲线，并成功检测到对应的特异性荧光信号，与

预期结果完全一致。所有交叉反应对照样本在所有荧

光通道中均未出现任何典型的 S 型扩增曲线，Ct 值

为无或大于 40，检测结果为阴性。空白对照在所有

荧光通道中同样未出现任何扩增信号。上述结果表

明，本研究建立的多重 qPCR 检测体系能够准确识别

并扩增 3 种目标病原体，同时与所选的一系列常见呼

吸道共生菌及致病菌均无交叉反应，证明了该方法具

有高度的特异性。 

 

图 5  特异性扩增曲线 

Fig.5  Amplification curves for specificity 

2.5  重复性检测 

以 KP、PA 和 SA 3 种目标病原菌 1 倍、5 倍和

20 倍 LOD 的菌液核酸作为模板，使用已建立检测方

法对其进行重复实验，每种病原菌的每个浓度进行

10 次重复实验，结果见表 5。3 种病原菌不同模板浓

度的变异系数（CV）均小于 5%，符合 FDA 对 IVD

试剂精密度的申报要求（CV≤5%）。 

表 5  重复性数据分析 

Tab. 5  Repeatability Data Analysis 

病原 DNA 浓度/(拷贝/mL) 平均值 标准差 变异系数/% 

KP 

500 36.67 0.36 0.98 

2500 34.44 0.40 1.16 

10000 32.23 0.27 0.84 

PA 

500 35.42 0.32 0.90 

2500 33.25 0.26 0.78 

10000 31.24 0.35 1.12 

SA 

500 37.39 0.34 0.91 

2500 35.09 0.29 0.83 

10000 33.04 0.34 1.03 

2.6  稳定性检测 

以 3 种目标病原菌 1 倍、5 倍和 20 倍 LOD 的菌

液核酸作为模板，对该检测方法体系分别在第 0、3、

6、9、12 月的稳定性实验进行数据分析，其中 KP 的

CV 值分别为 0.90%、1.03%和 0.59%，PA 的 CV 值

分别为 0.96%、0.98%和 1.08%，SA 的 CV 值分别是

0.80%、0.63%和 0.72%，三者 CV 值均小于 5%，符

合检测要求，表明该检测方法稳定可靠。 

3  讨  论 

下呼吸道细菌感染的诊断时效性对临床决策至

关重要。传统细菌培养法虽然为金标准，但是其耗时

漫长（24~72 h），敏感性易受采样及转运影响，难

以满足快速诊断需求。单通量 qPCR 虽然相较于培养

法提升了效率，但是在混合感染普遍的情况下，其通

量低、样本消耗大的问题凸显[12]。 

本方法的核心优势在于其 3 种病原体同步检测

能力。这不仅显著缩短了报告时间（本文方法 80 min，

培养法 24~72 h），大幅提高了检测通量，并减少了

宝贵的临床样本消耗，为混合感染的快速识别与鉴别

提供了有力工具。早期、准确的病原学信息对于指导

临床合理使用抗生素、避免广谱抗生素滥用、遏制耐

药菌发展以及降低患者死亡率具有直接意义[13]，同时

也为流行病学监测提供了快速、标准化的技术支持。 

虽然本研究建立的方法性能优越，但其临床试验

仍需进一步验证。未来工作需在大规模的临床呼吸道

样本（如痰液、支气管肺泡灌洗液）中进行验证评估。

此外，当前检测体系聚焦于病原体鉴定。鉴于 KP、

SA 和 PA 的耐药性问题严峻[14]，将关键耐药基因（如

KP 的 blaKPC、SA 的 mecA）整合到多重 qPCR 体系

中，实现“病原体-耐药性”一体化检测，是提升其

临床实用价值的必然方向。为实现更广泛的基层应

用，可探索结合微流控芯片技术与自动化判读系统，

开发“样本进-结果出”的即时检验（POCT）检测平

台，进一步简化操作流程并缩短总检测时间[15]。 

尽管当前研究聚焦于方法学的建立与性能评估，

未涉及实际临床样本的应用，但该方法展现出良好的

应用潜力，未来有望在临床混合感染的快速筛查、抗

生素合理使用及医院感染控制中发挥重要作用。后续

将在真实临床样本中进一步验证其性能，并探索整合

耐药基因检测与微流控技术，推动其向 POCT 平台发

展。 
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