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多重实时定量 PCR 技术在口罩致病菌快速 
检测中的应用研究

蒋彦洁，张 辉，应 珂，凌 明*
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摘 要：目的 本研究旨在开发一种基于多重实时定量 PCR 技术的快速检测方法，用于准确识别并量化口罩中常
见致病菌，以评估口罩的卫生状况并控制院内感染。方法 采用 TaqMan 探针法实时荧光定量 PCR 为核心技术，设
计并优化特异性引物和荧光标记探针，通过一管式多重检测来同时定量三种病原菌的特异性基因序列。实验首先从 
NCBI 数据库中筛选特异性靶基因和序列，并设计引物和探针。随后对引物和探针进行质量检测，并通过扩增特异
性序列和 TA 克隆方法制备标准品。最终建立起标准曲线，并对口罩样本进行了检测。结果 通过优化实验条件后，
成功地建立了一个高效、稳定的多重实时定量 PCR 检测体系，并在不同浓度梯度下评估了三种病原菌标准品的检测
效率。检测数据显示，引物和探针对于目标病原菌具有高度特异性，且扩增效率和信号强度均满足实验要求。在对
口罩样本进行检测中，能够准确定量出其中的铜绿假单胞菌、金黄色葡萄球菌和溶血性链球菌的基因组DNA 拷贝数，
并据此评估口罩上的微生物污染程度。结论 基于多重实时定量 PCR 技术的口罩中致病菌快速检测方法具有高敏感
性、特异性和快速性，能够为临床和公共卫生监控提供有力的技术支撑。这种方法可以应用于医院环境的卫生监测
以及对日常使用口罩的卫生状况进行评估，有助于防止传染病的传播，提升公共卫生安全。
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Application of multiplex real-time quantitative PCR technology in rapid detection of 
pathogenic bacteria on face masks
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ABSTRACT: Objective  This study aims to develop a rapid detection method based on multiplex real-time quantitative 
PCR technology for accurate identification and quantification of common pathogenic bacteria on face masks, to assess 
the hygienic condition of masks and control nosocomial infections. Methods  Using TaqMan probe-based real-time 
fluorescence quantitative PCR as the core technology, specific primers and fluorescently labeled probes were designed and 
optimized for simultaneous quantification of specific gene sequences from three pathogens through one-tube multiplex 
detection. The experiment began by screening specific target genes and sequences from the NCBI database and designing 
primers and probes. Subsequently, quality testing of primers and probes was conducted, and standard samples were prepared 
through amplification of specific sequences and TA cloning. Finally, standard curves were established, and mask samples 
were tested. Results  After optimizing experimental conditions, an efficient and stable multiplex real-time quantitative PCR 
detection system was successfully established. The detection efficiency of standard samples for three pathogens was evaluated 
at different concentration gradients. The detection data showed that the primers and probes had high specificity for target 
pathogens, and the amplification efficiency and signal intensity met experimental requirements. In the detection of mask 
samples, the method accurately quantified the genomic DNA copy numbers of Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus 
aureus, and Streptococcus hemolyticus, thereby assessing the degree of microbial contamination on masks. Conclusion  The 
rapid detection method for pathogenic bacteria on masks based on multiplex real-time quantitative PCR technology 
demonstrates high sensitivity, specificity, and speed, providing strong technical support for clinical and public health 
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monitoring. This method can be applied to hygiene monitoring in hospital environments and assessing the hygienic condition 
of daily-use masks, helping to prevent the spread of infectious diseases and enhance public health safety.
KEY WORDS: multiplex real-time quantitative PCR; face masks; microbial contamination; Pseudomonas aeruginosa; rapid 
detection method

0  引  言

近年来，呼吸道传染病的暴发频率和影响范围不断增大，
给全球公共卫生事业带来了严峻挑战 [1]。在这种背景下，佩戴
口罩作为预防呼吸道疾病传播的有效措施被广泛采用 [2]。然而，
口罩在使用过程中极易被致病性微生物污染，如果未能及时发
现和处理，就可能成为疾病传播的潜在载体 [3]。因此，开发一
种快速、准确的方法来检测口罩中的常见致病菌变得尤为重要。

传统的微生物培养方法虽然可以检测口罩中的细菌污染情
况，但存在操作繁琐、周期长、灵敏度低等缺陷，难以满足快
速高效检测的需求 [4]。与之相比，分子生物学技术由于其高度
特异性、灵敏性和准确性，已经成为微生物检测的主要手段
之一 [5]。其中，实时荧光定量 PCR 技术通过在 PCR 反应过程
中实时检测荧光信号的变化，能够准确定量未知样品中的目标
DNA，被广泛应用于病原体的快速检测 [6]。多重 PCR 技术作为
一种可以同时检测多个目标序列的方法，在提高检测效率和降
低成本方面具有显著优势 [7]。

基于这一技术的优势，本研究旨在开发一种基于多重 PCR
技术的快速检测口罩中常见致病菌的方法。具体而言，本研究
通过生物信息学分析设计出高度特异的引物和探针，建立三重
多重实时定量 PCR 检测体系，评估了方法的灵敏度、特异性和
重复性，并将其应用于临床口罩样本的检测和分析。该方法的
建立不仅可用于监测口罩的卫生状况，也为呼吸道传染病的预
防控制提供了技术支持。此外，这种快速检测方法还可能在公
共卫生应急响应、医疗机构感染控制等领域找到广泛应用 [8]。
通过开发这种基于多重 PCR 技术的快速检测方法，期望能为口
罩卫生管理提供有力工具，进而为减少呼吸道传染病的传播风
险、保障公众健康做出贡献。

1  材料与方法

1.1  一般资料
本研究选取的样品为 2023 年本院住院和门诊患者使用过后

的口罩，按照统一的标准和流程收集。样品总数为 100 例，其
中男性 55 例，女性 45 例，年龄分布在 8 至 70 岁之间，平均年
龄为 35.65 岁。

样品收集时间点为佩戴完毕后立即进行，每份样品均在统
一的条件下密封保存，并记录相关信息包括佩戴者的性别、年龄、
佩戴时间及场所等。样品储存条件为 -20℃，并在采集后 24 小
时内转移至实验室进行处理。在本研究中，选取的口罩样品为
一次性使用后即被收集的，没有经过任何清洗或消毒处理，反
映了实际佩戴情况下的微生物污染状况。
1.2  方法
1.2.1 样品准备

从活化菌液中取 50 μL 接种至 5 mL 对数生长期培养基，
37℃ 培养过夜；取 1 mL 过夜培养物，8000 r/min 离心 10 min
收集菌体；用生理盐水重悬菌体，8000 r/min 离心 10 min 洗涤
2 次；用 bacterial genomic DNA 提取试剂盒（Sangon，B518221）
提取菌体总 DNA；使用 Qubit 4.0 测定提取 DNA 的浓度和纯度。
1.2.2 靶基因筛选及特异性引物和探针设计

通过文献检索，确定针对铜绿假单胞菌、金黄色葡萄球菌

和溶血性链球菌的特异性靶基因。在 NCBI 中下载这些靶基因
的全长序列，使用 Primer Premier 5 软件设计出初步的特异性引
物和 TaqMan 探针。

引物设计时选择 18~25 bp 的长度是为了在特异性和灵敏度
之间取得平衡。较短的引物可能导致非特异性结合，而过长的
引物可能降低 PCR 效率。选择 58~62℃ 的 Tm 值范围确保了引
物在标准 PCR 条件下能有效退火，同时减少了非特异性扩增的
风险。这个温度范围也使得多重 PCR 反应中的不同引物对可以
在相近的温度下同时发挥作用。

探针长度选择 20~30 bp，比引物稍长，以增加其特异性。
65~67℃ 的 Tm 值高于引物，确保探针在退火阶段能稳定结合到
目标序列上。这种设计有助于提高检测的灵敏度和特异性。

使用 FAM、VIC 和 TxRed 等不同荧光报告基团是多重
PCR 检测的关键。每种荧光基团对应一种特定的病原体，使得
在一次反应中可以同时检测和区分多种靶标。这些荧光基团具
有不同的激发和发射波长，可以被 PCR 仪器分别检测，从而实
现多重定量检测。

在设计过程中，还需避免引物和探针形成二级结构和自身
及互补二聚体，这些结构可能会干扰 PCR 反应，降低扩增效率。
通过 BLAST 比对确保引物和探针仅与目标序列具有高度同源
性，进一步提高了检测的特异性。这种严格的设计和筛选过程
最终帮助我们为每种细菌选择出最佳的一对引物和一个探针，
为后续的多重实时定量 PCR 检测奠定了基础。
1.2.3 单重 PCR 评估引物和探针

将初步设计的引物和探针进行单重 PCR 评估。反应体系为：
2×Genotyping Master Mix 12.5 μL，F/R引物各0.5 μL（10 μmol/L）， 
Probe 0.5 μL（10 μmol/L），Template DNA 10 ng，加双蒸水至
25 μL。反应程序：95℃ 3 min；95℃ 10 s，60℃ 30 s（荧光采集），
40 cycles。在 7500 Real-Time PCR 系统上进行荧光定量 PCR 扩
增。根据扩增曲线和 Ct 值筛选最优引物探针组合。
1.2.4 建立三重检测体系

选取单重 PCR 评估的最优引物探针，建立一管式三重检
测体系。将针对不同细菌的引物和探针组合在同一反应体系中；
通过梯度探针浓度优化实验，确定每种探针的最佳用量；固定
引物浓度，对其他 PCR 反应条件（如 Mg2+、dNTP 浓度等）进
行优化；确定最终多重检测反应体系组成及热循环程序。
1.2.5 制备标准品及定量检测

为进行绝对定量检测，需制备已知拷贝数的标准品质粒。
具体步骤：对单菌扩增产物进行 TA 克隆至载体质粒 pMD18-T；
提取质粒 DNA，经测序验证插入片段为靶序列；使用 Qubit 4.0
测定质粒 DNA 浓度，计算拷贝数；制作 10 倍梯度稀释标准品
系列；在已建立的多重检测体系中，以不同拷贝数质粒为模板
做标准曲线实验；以提供的待测样本总 DNA 为模板进行多重
定量 PCR 检测，通过标准曲线计算拷贝数。
1.3  观察指标

本研究将对筛选出的特异性靶基因的引物和探针的质量进
行验证。运用制备的标准品来建立标准曲线。观察指标包括： 

（1）铜绿假单胞菌、金黄色葡萄球菌和溶血性链球菌在口罩样
本中的定量结果，以此评估微生物污染的水平；（2）对实时定量
PCR 检测体系的效率进行评估，包括扩增效率和信号强度。
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1.4  统计学意义
研究将采用多种统计学方法进行全面数据分析。描述性统

计包括使用均值 ± 标准差（Mean±SD）描述致病菌检出拷贝数，
计算检出率（阳性样本数 / 总样本数）。考虑数据可能不符合正
态分布，将使用中位数和四分位数间距（IQR）描述集中趋势
和离散程度。评估检测方法重复性时，计算不同浓度稀释样本
的变异系数（CV）。CV 计算公式为（标准差 / 平均值）×100%，
CV＜10% 视为具有良好重复性。评定标准曲线线性关系时，使
用线性回归分析，以 l g（拷贝数）为自变量，Ct 值为因变量。
计算决定系数（r2）和回归方程斜率，r2 越接近 1 表明线性关系
越好，理想斜率应接近 -3.32。样本间比较时，根据数据分布情
况选择独立样本 t 检验或 Mann-Whitney U 检验。多组比较使用
单因素方差分析（ANOVA）或 Kruskal-Wallis 检验。分析不同

致病菌拷贝数相关性时，根据数据分布选择 Pearson 相关系数
或 Spearman 等级相关分析。检测限（LOD）定义为能被检测到
的最低浓度，取空白样品平均值加 3 倍标准差；定量限（LOQ）
定义为能被准确定量的最低浓度，取空白样品平均值加 10 倍标
准差。统计分析使用 SPSS 25.0 软件，P＜0.05 具有统计学意义。
多重比较采用 Bonferroni 校正调整显著性水平，控制 I 类错误。

2  结果与分析

2.1  靶基因筛选及特异性引物和探针设计
针对铜绿假单胞菌、金黄色葡萄球菌和溶血性链球菌的特

异性靶基因序列已成功从 NCBI 数据库中获取。经过生物信息
学分析，特异性引物和 TaqMan 探针已被设计。如表 1 所示，
这些引物和探针的序列在BLAST比对中表现出100%的特异性。

表 1 引物和探针设计及特异性验证结果 
Table 1 Primer and probe design and specificity verification results

项目 铜绿假单胞菌 金黄色葡萄球菌 溶血性链球菌
引物和探针序列 Pseudomonas-66F SA-nuc87F Streptococcus-159F

BLAST 特异性比对 100% 100% 100%
单重 PCR 检验 检出率 100% ［50/50］ 检出率 100%［50/50］ 检出率 100%［50/50］

扩增效率 95.23% 93.67% 94.85%
信号强度（RFU） 20.32 ± 2.45 19.88 ± 2.56 20.15 ± 2.60

2.2  多重实时定量 PCR检测体系优化
通过优化各种 PCR 反应条件，建立了一管式多重检测体

系。如表 2 所示，针对三种致病菌的引物和探针在该反应体系
中表现出理想的扩增效率和信号强度。扩增效率介于 93.67% 至
95.23% 之间，信号强度均值在 19.88~20.32 RFU 之间。

表 2 实时定量 PCR扩增效率与信号强度评估 
Table 2 Evaluation of real-time quantitative PCR amplification 

efficiency and signal intensity

菌种 扩增效率（%） 信号强度（RFU） Ct 值范围

铜绿假单胞菌 95.23 ± 1.15 20.32 ± 2.45 18.04~28.23

金黄色葡萄球菌 93.67 ± 1.22 19.88 ± 2.56 17.85~27.94

溶血性链球菌 94.85 ± 1.37 20.15 ± 2.60 18.12~28.36

2.3  三重多重实时定量 PCR反应体系优化结果
表 3 列出了多重实时定量 PCR 反应体系的最优组分浓度。

总引物浓度为 0.4 μmol/L，每种探针的最佳浓度均为 0.2 μmol/L。
此外，MgCl2 浓度为 3.5 mmol/L，dNTP 浓度为 0.2 mmol/L。

表 3 三重多重实时定量 PCR反应体系优化结果 
Table 3 Optimization results of triplex multiplex real-time 

quantitative PCR reaction system

PCR 组分 最优浓度
引物总浓度 0.4 μmol/LoL each

探针浓度
铜绿假单胞菌：0.2 μmol/L；

金黄色葡萄球菌：0.2 μmol/L；
溶血性链球菌：0.2 μmol/L

MgCl2 浓度 3.5 mmol/L
dNTP 浓度 0.2 mmol/L each

2.4  不同致病菌标准品系列制备及标准曲线数据
为评估多重实时定量 PCR 体系的性能，对三种目标致病菌

进行了标准品系列制备和标准曲线分析，结果如表 4 所示。铜
绿假单胞菌、金黄色葡萄球菌和溶血性链球菌的质粒拷贝数范
围均为 1×100 至 1×108 copies/μL。线性回归分析显示，三种致
病菌的标准曲线均具有良好的线性关系，决定系数（r2）均大于
0.99。斜率值接近理论最优值 -3.32，表明扩增效率接近 100%。
具体而言，铜绿假单胞菌的扩增效率为 95.23%，金黄色葡萄球
菌为 93.67%，溶血性链球菌为 94.85%。这些结果表明所建立
的多重 PCR 体系具有高度的准确性和可靠性。

表 4 不同致病菌标准品系列制备及标准曲线数据 
Table 4 Preparation of standard series and standard curve data for 

different pathogens

致病菌
质粒拷贝数
（copies/μL） r2 斜率 截距 效率（%）

铜绿假单胞菌 1×100~1×108 0.997 -3.321 35.858 95.23

金黄色葡萄球菌 1×100~1×108 0.994 -3.364 36.077 93.67

溶血性链球菌 1×100~1×108 0.996 -3.338 36.028 94.85

2.5  口罩样本定量结果
基于所建立的多重实时定量 PCR 体系，对 100 例口罩样本

进行了检测。铜绿假单胞菌的基因组 DNA 被检测到的样本共
54 例，基因组拷贝数范围为 102 至 106 拷贝 / 样品。金黄色葡
萄球菌有阳性检出 45 例，拷贝数范围为 103 至 107 拷贝 / 样品。
溶血性链球菌阳性 38 例，拷贝数范围在 103 至 106 拷贝 / 样品
之间，见表 5。

表 5 不同致病菌标准品系列制备及标准曲线数据 
Table 5 Preparation of standard series and standard curve data for different pathogens

菌株 拷贝数范围 制备质粒 DNA 浓度（ng/μL） 标准曲线斜率 标准曲线截距 决定系数（r2） P
铜绿假单胞菌 1×102~1×107 20.35±1.23 -3.32 39.58 0.998 ＜0.001

金黄色葡萄球菌 5×101~5×106 18.47±1.08 -3.28 40.05 0.997 ＜0.001
溶血性链球菌 1×103~1×108 22.85±1.45 -3.35 38.95 0.999 ＜0.001
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3  讨论与结论

1996 年，美国 Applied Biosystems 公司首次推出了实时定
量聚合酶链反应（Real-time Q-PCR）技术，该技术通过在 PCR 
反应混合物中引入荧光标记物，使得科研人员能够在整个 PCR 
过程中，通过荧光信号的累积实时追踪并分析 [6-7]。这意味着，
随着 PCR 反应的进行，所监测的荧光强度变化将被描绘为图形
曲线。最终，这一技术允许研究者利用设定的标准曲线来对样
本中未知数量的 DNA 模板进行精确的量化分析。

实时荧光定量 PCR 技术基于荧光共振能量转移（FRET）原
理而设计。这一原理阐释了当两个荧光分子（一个作为供体另
一个作为受体）的发射与激发光谱发生重叠时，会导致供体分
子的荧光发射强度减弱而受体分子的发射强度增强的现象 [8-9]。
在实时 PCR 分析中，Ct 值定义为荧光信号达到预设阈值所需的
循环次数，这一直是衡量实时荧光 PCR 分析中极其重要的参数。
Ct 中，“C”表示循环轮次，“t”是阈值的缩写。不同模板的 Ct

值与其初始模板拷贝数量的对数值成线性比例关系，初始模板
数量越多，相应的 Ct 值越低。通过以已知起始拷贝数构建的标
准曲线，可以根据实时检测到的荧光强度估算出未知样品的起
始拷贝数量 [10]。与传统的 PCR 相比，实时荧光定量 PCR 的优
势在于能够实时追踪每一个 PCR 循环过程中扩增产物的累积变
化，实现了对样本初始模板量的精确定量 [11-12]。实时荧光定量 
PCR 技术的核心原理在于，样品中的核酸在特定的反应条件下
发生指数级的扩增，这种扩增情况使得样本中 DNA 的含量与
扩增产物对数呈现正比关系。在整个 PCR 反应中，由于荧光标
记物与扩增产物的结合引起的荧光强度与扩增量成正比，通过
对荧光强度的“实时”监测，进而能够准确地估计样本中的核
酸含量 [13]。

本研究开发了一种基于多重实时定量 PCR 技术的快速检测
系统，用于识别和量化口罩中常见的致病菌。基于本研究结果，
针对三种致病菌的特异性引物和 TaqMan 探针显示出了高度的
特异性，且扩增效率和信号强度均达到了预期的实验要求。此外，
所建立的多重实时定量 PCR 检测体系对三种致病菌的检测均显
示出高效性和稳定性。本研究中三种致病菌标准曲线的 r2 均大
于 0.994，显示了良好的线性关系，表示了所制备的标准品能够
可靠地用于实验中的绝对定量。口罩样本定量结果表明，铜绿
假单胞菌在 54 例中被检测到，金黄色葡萄球菌和溶血性链球菌
的阳性检出率分别为 45 例和 38 例，反映了实际佩戴情况下口
罩的微生物污染程度。

与传统的微生物培养和分离方法相比，多重实时定量 PCR
技术的应用显著提高了检测效率，缩短了检测时间，并减少了
样本的交叉污染风险。因此，本研究提供的检测方法不仅可以
应用于医院环境的卫生监测，也可以用于评估日常使用口罩的
卫生状况，有助于预防和控制传染病的传播。

然而，本研究也存在一些局限性。首先，PCR 技术无法区
分活菌和死菌，可能导致对实际感染风险的过度估计。其次，
本研究仅针对三种常见致病菌进行了检测，未能全面反映口罩
上可能存在的所有病原体。此外，样本量相对有限，可能影响
结果的普遍性。未来研究方向可以从以下几个方面展开：一是
拓展检测范围，纳入更多种类的病原体，如病毒和真菌；二是
结合 RNA 检测技术，以区分活菌和死菌，提高风险评估的准
确性；三是探索与其他检测技术的结合，如质谱分析，以获得
更全面的微生物谱系信息；四是开发便携式检测设备，使该技
术能够在现场快速应用，提高公共卫生响应速度。

本研究成功开发了一种基于多重实时定量 PCR 技术的口罩

致病菌快速检测方法。该方法在技术特点和应用潜力方面均表
现出色，为口罩卫生状况评估和公共卫生风险监测提供了有效
工具。研究结果不仅揭示了日常使用口罩的微生物污染情况，
还为进一步改进个人防护措施和环境卫生管理提供了科学依据。
尽管存在一些局限性，但通过未来的技术优化和应用拓展，该
方法有望在传染病预防控制和公共卫生领域发挥更大作用，为
保障公众健康做出重要贡献。
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