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·临床研究·

多重 PCR 技术在儿童常见呼吸道病原体检测中的应用价值

顾午阳 1 方路 2 李亚梅 3 陈煜齐 1

（1.徐州市铜山区疾病预防控制中心，徐州 221110；2.徐州市第一人民医院检验科，徐州 221002；

3.徐州市铜山区妇幼保健院检验科，徐州 221110）

【摘要】 目的 探讨多重聚合酶链式反应（multiplex Polymerase Chain Reaction，mPCR）技术在检测儿童常见呼吸道

病原体感染中的应用价值。方法  选取 2023年 5月—2024年 5月徐州市铜山区妇幼保健院收治的因呼吸系统感染就诊

的 265例患儿的咽拭子样本。所有样本均采用多重 PCR技术和直接免疫荧光法（Direct Immunofluorescence Assay，DFA）

检测。比较多重 PCR技术与直接免疫荧光技术在呼吸道病原体检测结果上的差异。结果  265例患儿样本中，多重 PCR

检测阳性 98例，阴性 167例。DFA检测阳性 81例，阴性 184例。多重 PCR检测阳性病例数显著高于 DFA检测，差异有统计

学意义（P <0.05）。对比两种检测方法在各类病原体检测中的结果一致性，呼吸道合胞病毒（Respiratory Syncytial Virus，

RSV）、甲型流感病毒（influenza A virus，FluA）、乙型流感病毒（influenza B virus，FluB）检测结果具有较高的一致性；腺病毒

（adenovirus，ADV）、人副流感病毒Ⅰ型（Human Parainfluenza Virus 1，HPIV-1）及人副流感病毒Ⅲ型（Human Parainfluenza 

Virus 3，HPIV-3）的检测结果的一致性表现一般。多重 PCR检测 RSV、ADV、FluA、FluB、HPIV1、HPIV2及 HPIV3的灵

敏度、特异度和准确度均优于 DFA检测。ROC分析结果显示，多重 PCR检测对呼吸道病原体诊断效能优于 DFA检测

（P <0.05），多重 PCR检测 ROC曲线下面积为 0.981，而 DFA检测 ROC曲线下面积为 0.799。结论 多重 PCR技术能够同时

检测多种病原体，还具备较高的诊断效率，在儿童常见呼吸道病原体感染的诊断中具有重要作用。
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【Abstract】 Objective To evaluate the diagnostic value of multiplex PCR for detecting common  pathogens in children 

with respiratory infections. Methods We collected throat swab samples from 265 children with respiratory infections admitted to 

Tongshan Maternal and Child Health Hospital in Xuzhou between May 2023 and May 2024. These samples were tested using both 

multiplex PCR and direct immunofluorescence assay (DFA). Analyze the differences in detection results between multiplex PCR and 

DFA for respiratory pathogens. Results For the 265 pediatric samples, multiplex PCR detected 98 positive cases and 167 negative 

cases, while DFA identified 81 positive cases and 184 negative cases. The number of positive cases detected by multiplex PCR was 

significantly higher than those detected by DFA, with a statistically significant difference (P<0.05). The detection results for RSV、

FluA and FluB showed high consistency between the two methods. In contrast, the consistency of detection for ADV、PIV1 and 

PIV3 was ordinary. Multiplex PCR demonstrates superior sensitivity, specificity, and accuracy compared to DFA for the detection of 

RSV, ADV, FluA, FluB, HPIV1, HPIV2, and HPIV3. ROC analysis demonstrated that multiplex PCR exhibited superior diagnostic 
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呼吸系统感染是全球范围内导致疾病和死亡的

主要传染病之一［1］。患者常见的临床症状包括咳

痰、胸痛、胸闷以及发热等，部分病例还可能出现

腹泻。在病情严重时，可能引发心、肺、肝、肾等

多个器官的功能障碍［2］。近年来，随着病原菌耐药

性的不断增加，病毒的持续变异与流行趋势加剧，

传统治疗手段的效果逐渐减弱，治疗难度和感染控

制的复杂性逐渐增加，呼吸系统感染的诊断与治疗

面临着前所未有的挑战。

儿童群体因其免疫系统尚处于发育阶段，尚未

完全成熟，成为呼吸道感染的高风险人群。儿童不

仅发病率较高，且更易遭受反复感染［3］。一项针

对呼吸道感染儿童的大规模随访研究显示，全球因

呼吸道感染而住院的儿童中，约 60%的是由病毒引

起，细菌感染占比不到 30% ［4,5］，其余 10%左右则

归因于真菌感染、结核病或不明原因。值得注意的

是，对于病毒引起的呼吸道感染，使用抗生素进行

治疗通常是无效的。鉴于不同病原体导致的呼吸道

感染在症状表现、疾病严重程度、预后情况以及适

宜治疗方法上存在显著差异［6,7］，及时准确地诊断

出具体感染病原尤为重要［8］。Chambehian于 1988
年 首 次 提 出 多 重 PCR（multiplex Polymerase Chain 
Reaction，mPCR）技 术，通 过 优 化 反 应 体 系 和 条

件，可同时扩增多个片段。该技术灵敏度和特异度

较高，相比传统方法更快捷、经济，已广泛应用于

包括核酸诊断在内的多个领域［9］。然而，尽管多

重 PCR技术优势显著，但在实际应用中仍存在局限

性。例如，在复杂样本中可能受非特异性扩增或引

物间相互干扰的影响，导致检测结果稳定性下降。

此外，多重 PCR技术对实验条件要求较高，尤其是

在多重引物设计及反应体系优化方面，可能需针对

不同样本反复调试。这些因素是否会影响其检测效

能，致使多重 PCR在实际应用中的检测效果不如传

统的直接免疫荧光检测法，尚待研究。本研究将多

重 PCR技术与直接免疫荧光检测法进行比较，旨在

探讨两种技术在不同应用场景下的检测能力的差

异，特别是针对日常样本的检测效果，以及不同病

原体检测能力。分析多重 PCR技术在诊断儿童常见

呼吸道病原体感染中的应用价值，为相关研究和临

床实践提供参考。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选 取 2023年 5月—2024年 5月 徐 州 市 铜 山 区

妇幼保健院收治的因呼吸系统感染就诊的 265例

患儿的咽拭子样本。其中男 144例，女 121例。入

选标准：年龄 6个月 ～14岁；符合 《诸福棠实用

儿 科 学》［10］相 关 标 准；存 在 流 鼻 涕、咽 喉 痛、

咳 嗽、咳 痰、发 热 等 症 状；血 常 规 白 细 胞 总 数

4.0×109～12×109/L ［11］。诊断标准：对检测的样本

进行单靶标的 qPCR验证，作为结果诊断标准［12］。

排除标准：标本细胞数量相对较少；核酸提取含量

不足；合并严重感染疾病；合并其他呼吸道疾病。

1.2 检测设备与试剂

① 多 重 PCR检 测：BioTeke全 自 动 核 酸 提 取

仪（生产企业：无锡百泰克生物技术有限公司，

型 号：AU1001）；Applied Biosystems实 时 荧 光 定

量 PCR系 统（生 产 企 业：美 国 ABI公 司，型 号：

QuantStudio 7Pro）；多重 PCR核酸检测试剂盒（生

产企业：深圳生科原生物有限公司）；磁珠法病毒

DNA/RNA提取试剂盒（生产企业：无锡百泰克生物

技术有限公司）；②荧光免疫检测：奥林巴斯 BX43
显微镜；七项呼吸道病毒检测试剂盒 D3 Ultra DFA 
Respiratory Virus Screening & ID Kit（生产企业：海德

诊断有限公司）；所有操作过程按照说明书进行。

1.3 检测方法

多重 PCR检测：用无菌捻拭子采取患者鼻咽

部分泌物，然后置入含有 3ml磷酸盐缓冲液的病毒

储存管中，在充分将采样管进行震荡混匀后，吸

取 200μl采样管混悬液于提取试剂进行提取，完成

后取 5μl提取完成的样本别加入 A 和 B 配置完成的

PCR反应管中，封膜后于低速离心机中离心 10s，最

后移送至扩增区进行扩增反应。设置 PCR反应通道

FAM、JOE/VIC/HEX、CY5和 ROX：A 反应体系使用

荧光反应通道 FAM、JOE/VIC/HEX、CY5和 ROX用

于检测 RSV、ADV、FluA和 FluB；B 反应体系使用

performance for respiratory pathogens compared to DFA (P<0.05). The AUC for multiplex PCR was 0.981, whereas for DFA, it was 

0.799. Conclusion Multiplex PCR enables the simultaneous detection of multiple pathogens with high diagnostic efficiency, which 

is crucial for accurately diagnosing common respiratory infections in children.
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荧光反应通道 FAM、JOE/VIC/HEX和 ROX用于检测

PIV1、HPIV2及 HPIV3。反应条件：①温度 50℃，

时 间 15min，1个 循 环；② 温 度 95℃，时 间 3min，
1个循环；③温度 95℃，时间 5s，55℃，30s，45个

循环。反应结束后采集荧光，系统依据荧光信号进

行结果分析。检测结果判读：Ct值 <38，判定为阳

性；若 Ct值在 38～41，则进行复检，复检后 Ct值仍

在 38～41，且有明显指数增长，判定阳性，否则为

阴性；Ct值 >41，判定为阴性。

直接免疫荧光法检测：对采集的咽拭子样本

充分振荡混匀后，于 600g 转速下离心 10min，弃上

清液，加入 1ml的磷酸盐缓冲液（Phosphate Buffer 
Solution，PBS），混匀后吸取 25μl混悬液滴加到 8
孔板上，每个样本滴加七孔，风干后用冷丙酮固定

10min，风干后每孔加入相应的 DFA鉴定染色试剂，

接着将载玻片放入 37℃恒温箱（生产企业：江苏金

怡仪器科技有限公司，160HL）内孵育 30 min，最后

用稀释好的洗液漂洗，滴加固定液，加上盖玻片，

用荧光显微镜观察结果。结果判断：200倍显微镜每

视野大于等于 2个绿色荧光细胞则为阳性。

1.4 观察指标

（1）多重 PCR检测与直接免疫荧光检测结果

对比。

（2）不同方法检测各类病原的一致性分析。

（3）呼吸道病原体呼吸道合胞病毒（Respiratory 
Syncytial Virus，RSV）、腺病毒（Adenoviruses，ADV）、

流感病毒A型（Influenza A virus，FluA）、流感病毒B型

（Influenza B virus，FluB）、人副流感病毒 1型（Human 
Parainfluenza Virus 1，HPIV1）、人 副 流 感 病 毒 2型
（Human Parainfluenza Virus 2，HPIV2）及人副流感

病毒 3型（Human Parainfluenza Virus 3，HPIV3）检

出结果比较。

（4）多重 PCR检测与直接免疫荧光检测诊断

效能分析。

1.5 统计学分析

使用 SPSS 29.0软件进行数据分析，计数资料

用 ［n（%）］表示，采用 χ 2检验，以 P <0.05为差

异有统计意义。评估一致性程度采用 Kappa检验，

Kappa系 数 高 于 0.75是 优 秀 的 一 致 性；0.40～0.75
之 间 是 良 好 的 一 致 性；低 于 0.40则 表 示 一 致 性

较 差。采 用 受 试 者 工 作 特 征（Receiver Operat-
Ingcharacteristic，ROC）曲 线 评 价 多 重 PCR检 测 与

DFA检测的诊断效能。

2 结果

2.1 多重 PCR检测与直接免疫荧光检测结果对比

以单靶标的 qPCR检测作为诊断标准，在 265
例 患 儿 中，qPCR检 测 阳 性 97例，阴 性 168例。相

比 之 下，多 重 PCR检 测 阳 性 98例，阴 性 167例。

DFA检测阳性 81例，阴性 184例。多重 PCR检测阳

性病例数显著高于 DFA检测，差异有统计学意义

（P <0.05），见表 1。

表 1 多重 PCR 检测与直接免疫荧光检测结果对比（n）

qPCR检测 病例数
多重 PCR 检测 DFA 检测

+ - + -

阳性 97 95 2 67 30

阴性 168 3 165 14 154

合计 265 98 167 81 184

2.2 不同方法检测各类病原的一致性分析

多重 PCR与 DFA检测结果的一致性分析显示，

RSV、FluA及 FluB的检测结果具有较高得一致性

（Kappa>0.75，P <0.001），表现优异；ADV、PIV1
和 PIV3的检测一致性表现一般；DFA检测的所有病

例中，未发现 PIV2的阳性病例，见表 2。

表 2 不同呼吸道病原体的多重 PCR 检测与 DFA 检测的

结果分析

病原体

多重 PCR 检测

（＋）

多重 PCR 检测

（－）
Kappa
检验

P
DFA检测

（＋）

DFA
检测

（－）

DFA
检测

（＋）

DFA
检测

（－）

RSV 29 8 7 221 0.76 <0.001

ADV 5 4 2 254 0.61 <0.001

FluA 20 4 4 237 0.81 <0.001

FluB 5 2 0 258 0.83 <0.001

HPIV1 3 4 1 257 0.53 <0.001

HPIV2 0 3 0 262 / /

HPIV3 5 6 0 254 0.61 <0.001

2.3 呼吸道病原体RSV、ADV、FluA、FluB、HPIV1、
HPIV2及HPIV3检出结果比较

多重 PCR检测与 DFA检测对各类病原体的检

出结果，见表 3，多重 PCR检测出 RSV感染的病例

数最多，为 35例，其次是 FluA（23例），而 HPIV2
最少，仅有 3例。相比之下，DFA检测出感染病例

最 高 也 是 RSV（29例），其 次 是 FluA（20例），

而 HPIV2感染未检出。进一步比较两种方法检测各
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类病原体的灵敏度、特异度和准确度，结果显示，

多 重 PCR检 测 RSV、ADV、FluA、FluB、HPIV1、
HPIV2及 HPIV3的各项指标均优于 DFA检测，差异

有统计学意义（P <0.05），见表 4。

表 3 RSV、ADV、FluA、FluB、HPIV1、HPIV2和 HPIV3的

各项检出结果（n）

病原体
多重 PCR 检测 DFA 检测

TP FP TN FN TP FP TN FN

RSV 35 2 228 0 29 7 223 6

ADV 9 0 256 0 5 2 254 4

FluA 23 1 240 1 20 4 237 4

FluB 7 0 258 0 5 0 258 2

HPIV1 7 0 257 1 3 1 256 5

HPIV2 3 0 263 0 0 0 263 3

HPIV3 11 0 254 0 5 0 254 6

注：TP：真阳性；FP：假阳性；TN：真阴性；FN：假阴性。

表 4 多重 PCR 检测与 DFA 检测各类病原体的指标分析（%）

病原体
多重 PCR 检测 DFA 检测

灵敏度 特异度 准确度 灵敏度 特异度 准确度

RSV 100.00 99.13 99.24 82.86 96.96 95.09

ADV 100.00 100.00 100.00 55.55 99.22 97.74

FluA 95.83 99.58 99.24 83.33 98.34 96.98

FluB 100.00 100.00 100.00 71.43 100.00 99.24

HPIV1 87.50 100.00 99.62 37.50 99.61 97.74

HPIV2 100.00 100.00 100.00 0.00 100.00 98.87

HPIV3 100.00 100.00 100.00 45.45 100.00 97.74

合计 97.94 98.21 98.11 69.07 91.67 83.40

2.4 多重 PCR检测与直接免疫荧光检测诊断效能

分析

采用 ROC曲线评价多重 PCR检测、DFA检测

对呼吸道病原体的诊断价值，结果显示见表 5，
多 重 PCR检 测 ROC曲 线 下 面 积（AUC）为 0.981
（95%CI：0.961～1.000），而 DFA检测 ROC曲线下

面 积（AUC）为 0.799（95%CI：0.737～0.860），见

图 1，多重 PCR检测对呼吸道病原体诊断效能优于

DFA检测（P <0.05）。

1- 特异性

敏
感
度

多重 PCR 检测
DFA 检测
参考线

ROC 曲线

图 1 多重 PCR 检测与 DFA 检测受试者工作特征曲线

表 5 多重 PCR 检测与 DFA 检测诊断效能对比分析

检测方法 AUC 95%CI SE 灵敏度（%） 特异度（%） 阳性预测值（%） 阴性预测值（%） 约登指数 P

多重 PCR检测 0.981 0.961～1.000 0.010 97.94 98.21 96.94 98.80 0.962 <0.001

DFA检测 0.799 0.737～0.860 0.031 69.07 91.67 82.72 83.69 0.597 <0.001

3 讨论

WHO数据显示，全球每年约有近 10%的儿童经

历多达 10次以上的呼吸道病毒感染，其中 100万名

儿童因肺炎死亡，肺炎已成为我国 5岁以下儿童的

第三大死因［13,14］。因此，对呼吸道感染的病原学诊

断在临床诊疗中的重要性日益凸显。

准确诊断感染病因并制定合理的治疗方案，

不仅有助于减少依赖经验性治疗，实现更加精准的

目标治疗，还能减少抗生素的滥用，降低患者治疗

和护理成本，从而减少病原体的传播风险。病毒病

原学诊断有助于临床医生评估病情进展及预后，对

于某些病毒感染，如腺病毒、呼吸道合胞病毒以及

流感病毒，可以使用特效抗病毒药物［15］。有研究

表明［16］，病毒感染病原学诊断在临床治疗中发挥

着重要作用，如早期抗流感治疗不仅能够控制病情

的进展，还可以显著改善重症流感患者的预后。目

前，临床上常用的呼吸道病病原体检测方法主要包

括直接抗原检测、血清学检测以及培养法，这些方法

虽然经济、快速、简单易行，但仍存在很多不足，一

方面是检测诊断窗口期较短，灵敏度较低，检测种类

较少，另一方面则是存在假阳性［17］，易出现误诊。

近年来，随着分子生物技术不断发展，多重PCR技术

被越来愈多的应用于临床检测和实验室诊断。

本研究应用多重 PCR检测和 DFA检测对 265例
呼吸道感染患儿的咽拭子样本进行分析，目标病原

体 包 括 RSV、ADV、FluA、FluB、HPIV1、HPIV2和
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HPIV3。结果显示，多重 PCR检测的阳性病例数普遍

高于 DFA检测（P <0.05），其中 RSV阳性率最高，

其次是 FluA，HPIV2最低，在灵敏度、特异度和准

确度方面，多重 PCR检测均优于 DFA检测。两种方

法在检测 RSV、FluA、FluB方面的一致性表现优异

（Kappa>0.75，P <0.05），而 ADV、HPIV1和 HPIV3
检测结果一致性则表现一般。多重 PCR检测的 AUC
为 0.981（95%CI：0.961-1.000）显 著 高 于 DFA检 测

的 0.799（95%CI：0.737～0.860），差 异 有 统 计 学 意

义（P <0.05）。因此，相较于直接免疫荧光法，多重

PCR技术在呼吸道病原体感染的诊断方面效能更高。

分析原因［18-22］：（1）常见呼吸道病原体种类

繁多且复杂多样，主要包括流感病毒、呼吸道合胞

病毒、腺病毒、细菌和非典型病原体等。在不同的

感染阶段，病原体载量存在显著差异，尤其是在疾

病早期和恢复期，部分病原体载量可能极低，而常

规的检测方法因其灵敏度不足难以检出。此外，部

分病原体（如流感病毒）变异率较高，基因组频繁

发生突变，可能导致抗原性发生显著改变。这种抗

原性变异不仅影响病毒的传播能力和致病性，还可

能导致基于特定抗原表位的测方法失效。（2）多

重 PCR技术通过设计特异性引物和探针，能够同时

扩增和检测多种病原体的 DNA或 RNA，不仅显著

提高了检测效率，还能通过优化引物设计和反应条

件，有效减少了非特异性扩增和交叉反应的发生。

由于其高灵敏度和特异度，多重 PCR技术在检测低

载量病原体及复杂多样的病原体组合方面表现出显

著优势。特别是在呼吸道感染诊断中，多重 PCR技

术能够同时检测流感病毒、呼吸道合胞病毒、腺病

毒、细菌及非典型病原体等多种病原体，为临床提

供快速、准确且全面的诊断结果。此外，多重 PCR
技术还可用于监测病原体的变异和流行趋势，为公

共卫生决策提供重要依据。（3）直接免疫荧光法

（DFA）是一种基于荧光标记的特异性抗原-抗体反

应的检测技术。该方法操作简便，检测时间短，且

除荧光显微镜外无需其他特殊设备，因此在临床实

验室中具有较高的实用性。然而，DFA的灵敏度相

对较低，尤其是在检测低病毒载量的样本时，可能

出现漏检现象。此外，由于抗体的交叉反应和非特

异性结合，DFA检测结果可能存在假阳性。

综上所述，多重PCR技术在检测儿童常见呼吸道病

原体中相比于直接免疫荧光法具有显著优势，多重PCR
技术具有较高的灵敏度和广泛的检测性，检测效能高，

在儿童常见呼吸道感染的诊断中具有重要价值。
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