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基于病原微生物检验中分子生物学技术的应用效果 

谢芝梅 

（克拉玛依市中心医院  新疆克拉玛依  834000） 

【摘  要】目的：探析基于病原微生物检验中分子生物学技术的应用效果。方法：将2019年1月-2020年12月期间我院收治的临床病

原微生物检测资料50例作为研究对象，分别采用实时荧光RT-PCR法和常规PCR法对病原微生物进行检测，回顾性分析

两种方法的检测结果。结果：荧光定量RT-PCR法的阳性检出率为72.00%，明显高于常规PCR法的54.00%，差异具有统

计学意义（P＜0.05）。结论：反转录PCR、多重PCR、实时荧光PCR等多种PCR技术在病原微生物检测中均表现出快速

且准确的优点，荧光定量RT-PCR法的阳性检出率较高，适合在临床中广泛推广使用。 
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Application Effect of Molecular Biology Technology in Pathogenic Microorganism Testing 
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[Abstract] Objective：To explore the application effect of molecular biology technology in pathogenic microorgan testing. Method：The 

clinical pathogenic microorganism detection data of 50 cases in our hospital from January 2019 to December 220 were selected 

as the research objects. Real-time fluorescence RT-PCR method and conventional PCR method were used to detect pathogenic 

microorganisms，and the detection of the two methods were retrospectively analyzed. Results：The positive detection rate of 

real-time fluorescence RT-PCR method was 72.00%，which significantly higher than the 54.00% of the conventional PCR 

method，with a statistically significant difference（P<0.05）. Conclusion：Various technologies such as reverse transcription 

PCR，multiplex PCR，and real-time fluorescence PCR all show the advantages of being rapid and accurate in pathogenic 

microorganism detection The positive detection rate of real-time fluorescence RT-PCR method is high，which is suitable for 

widespread use in clinical practice. 
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病原微生物是引发多种感染性疾病的主要原因，快速、

准确地检测和识别病原微生物对于疾病的诊断、治疗及预后
具有重要的临床意义。传统的病原微生物检测方法包括培养
法、显微镜检法及血清学检测等，但这些方法通常存在操作
复杂、检测时间长、敏感性和特异性较低等缺点，无法满足
临床上对快速检测和及时治疗的需求[1]。随着分子生物学技
术的不断发展，基于核酸的检测技术，如 PCR（聚合酶链式
反应）及其改进型技术，因其高灵敏度、高特异性及快速检
测的优势，逐渐成为病原微生物检测的主流手段。PCR 技术
通过对病原微生物的核酸进行扩增，可以在短时间内检测到
极微量的病原体，从而大大提高了诊断的准确性和效率。实
时荧光 RT-PCR（逆转录荧光定量 PCR）是一种利用荧光信
号实时监测 PCR 扩增过程的技术，具有操作简便、定量准
确的特点，在病原微生物检测中的应用日益广泛[2]。然而，
尽管分子生物学技术的优势明显，其在不同临床场景中的具
体效果及应用前景仍需进一步验证和评估。为此，本研究旨
在探讨分子生物学技术，特别是荧光定量 RT-PCR 法在临床
常见病原微生物检测中的应用效果，通过对比荧光定量
RT-PCR 法与传统 PCR 法的阳性检出率，为分子生物学技
术在病原微生物检验中的推广应用提供科学依据。详细研究
内容见下文： 

1、资料与方法 

1.1 一般资料 
将 2019 年 1 月-2020 年 12 月期间我院收治的临床病原

微生物检测资料 50 例作为研究对象；其中有男性患者 33
例，女性患者 17 例，患者年龄 25~65（41.45±2.13）岁。 

1.2 研究方法 
1.2.1 样本采集 
样本类型包括血液、痰液、咽拭子、尿液及其他体液，

根据不同的感染部位进行相应的标本采集。所有标本采集均
严格按照标准操作规程进行，以避免样本的污染和降解。样
本采集后，立即置于适宜的保存介质中，并在 4 小时内送至
我院微生物实验室进行处理和检测。 

1.2.2 实验方法 
（1）常规 PCR 检测 
提取核酸：利用商用核酸提取试剂盒（产品供应商为 XX 公

司）提取样本中的病原微生物核酸，包括 DNA 和 RNA。提取过
程严格按照试剂盒说明书进行操作，确保核酸纯度和浓度。 

PCR 扩增：提取核酸后，使用常规 PCR 反应体系进行
扩增。PCR 反应体系总容量为 25 µL，包含模板 DNA（2 µL）、
上下游引物（各 1 µL，终浓度为 0.2 µmol/L）、Taq DNA 聚合
酶（1 U）、dNTP 混合物（200 µmol/L）及适量 PCR 反应缓
冲液。PCR 反应条件为：预变性 94°C 5 分钟，变性 94°C 
30 秒，退火 55°C 30 秒，延伸 72°C 1 分钟，循环 35 次，
最后 72°C 延伸 10 分钟。扩增产物通过琼脂糖凝胶电泳检
测，并通过紫外凝胶成像系统观察扩增条带[3]。 

（2）实时荧光 RT-PCR 检测 
提取核酸：同样利用商用试剂盒进行病原微生物核酸提

取，确保操作过程的标准化。 
RT-PCR 反应体系：采用实时荧光 RT-PCR 法进行病原

微生物检测，使用特异性引物和荧光探针。RT-PCR 反应体
系的总容量为 20 µL，包含核酸模板（2 µL）、引物和探针
混合物（终浓度为 0.4 µmol/L 和 0.2 µmol/L）、反转录酶（1
 µL）、TaqMan 酶（1 U）以及 PCR 反应缓冲液。反应条件
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为：50°C 15 分钟进行反转录，95°C 2 分钟进行初始变
性，接着进行 40 个循环的变性（95°C 15 秒）、退火和延
伸（60°C 1 分钟）。实时监测 PCR 反应中的荧光信号变化，
通过 CT 值判断阳性或阴性结果[4]。 

1.3 研究指标 
对不同测法结果阳性率进行对比。常规 PCR 法结果：

根据琼脂糖凝胶电泳结果，观察特异性扩增条带是否存在，
以判断是否为阳性。阳性判定标准为目标病原微生物特异性
条带的出现[5]。 

实时荧光 RT-PCR 法结果：根据 CT 值判定检测结果。
CT 值低于 35 视为阳性，表示样本中存在较高浓度的病原微
生物核酸；CT 值在 35-40 之间为弱阳性，需结合其他检测
手段确认；CT 值高于 40 则视为阴性[6]。 

1.4 统计学分析 
本次选择统计学软件 SPSS 21.0 作为数据处理工具，其

中计数资料表示为（%），检验为 2 计算；计量资料表示为
（ sx  ），检验为 t 计算，P＜0.05 具有统计学意义。 

2、结果 

2.1 不同检测法结果阳性率对比 
表 1 中，荧光定量 RT-PCR 法的阳性检出率为 72.00%，

明显高于常规 PCR 法的 54.00%，差异具有统计学意义（P
＜0.05）。 

表 1  不同检测法结果阳性率对比调查表[n（%）] 
项目 例数 阳性率 

荧光定量 RT-PCR 法 50 36（72.00） 
常规 PCR 法 50 27（54.00） 

 2   5.2062 
p 值  P＜0.05 

3、讨论 

病原微生物的检测在临床诊断中具有重要的意义，是感
染性疾病诊断和治疗的关键环节之一。传统的病原微生物检
测技术包括细菌培养、显微镜检查和血清学检测等，这些方
法在许多情况下依然具有重要的临床价值。然而，传统方法
往往存在着一些不足，如培养技术对病原体的依赖性较强，
尤其是对于一些生长缓慢、难以培养的病原体，检测周期较
长，导致无法及时提供诊断信息[7]。而显微镜检查和血清学
检测则在病原体种类鉴别及早期感染的敏感性方面有所欠
缺。分子生物学技术的发展为病原微生物检测提供了新的手
段，特别是 PCR（聚合酶链式反应）及其衍生技术的出现，
使得病原微生物检测的灵敏度和特异性显著提升。PCR 技术
的基本原理是通过体外扩增病原微生物的特异性核酸片段，
从而实现对极低浓度病原体的检测[8]。这使得 PCR 技术不仅
适用于常见病原微生物的检测，也可用于一些传统方法难以
检测的特殊病原体，如病毒、支原体等。 

近年来，PCR 技术不断发展，包括反转录 PCR、多重
PCR 和实时荧光定量 PCR 等多种衍生技术在临床中得到广
泛应用。反转录 PCR 特别适用于检测 RNA 病毒，如新型冠
状病毒、丙型肝炎病毒等；多重 PCR 能够在同一次反应中
同时检测多种病原微生物，适合多病原体感染的检测；而实
时荧光定量 PCR 则通过荧光信号实时监测扩增过程，不仅

可以定性检测病原微生物，还能定量分析病原体负荷，为临
床诊断和疗效评估提供更为精准的参考[9]。因此，PCR 及其
衍生技术成为现代病原微生物检验中的重要工具，在许多临
床实验室中得到了广泛的推广应用。在本次研究中，我们选
取了 50 例临床病原微生物检测样本，分别采用了实时荧光
RT-PCR 法和常规 PCR 法对病原微生物进行检测，并对两
种方法的阳性检出率进行了对比分析。研究结果显示，荧光
定量 RT-PCR 法的阳性检出率为 72.00%，显著高于常规 PCR
法的 54.00%，且差异具有统计学意义（P<0.05）。这些结果
进一步验证了实时荧光 RT-PCR 技术在病原微生物检测中
的高效性和准确性。从结果来看，实时荧光 RT-PCR 法之所
以能够显著提高阳性检出率，主要得益于其技术特点。荧光
定量 RT-PCR 能够在反应过程中通过荧光信号实时监测扩
增产物的生成，从而更加准确地确定病原微生物的存在和数
量[10]。这一实时监测的功能使其不仅能够提供定性分析，还
能为定量分析提供依据，在一些临床场景中，如判断病原体
的载量变化、评估抗病毒疗效等，具有不可替代的优势。相
比之下，常规 PCR 虽然也能够检测到病原微生物，但由于
其只能在扩增完成后进行检测，因此存在假阴性或假阳性的
可能。此外，常规 PCR 无法提供实时监测和定量分析，在
某些需要精确判断病原体负荷的临床场景中，其应用受到限
制。因此，尽管常规 PCR 技术仍在一些实验室中广泛使用，
但随着实时荧光 RT-PCR 等新型分子检测技术的推广，常规
PCR 逐渐被更为高效的技术所取代[11]。 

本研究进一步证明了分子生物学技术，特别是实时荧光
RT-PCR 法在病原微生物检测中的显著应用效果。与传统检
测方法相比，分子生物学技术具有以下几方面的优势：①检
测灵敏度高：PCR 及其衍生技术通过扩增病原微生物的核
酸，可以在极低浓度下检测到病原体。这使得 PCR 技术在
早期感染阶段，甚至在病原体载量极低的情况下，依然能够
获得阳性结果，大大提高了早期诊断的准确性。②检测速度
快：传统培养法往往需要数天甚至数周的时间才能获得病原
体的检测结果，而 PCR 技术通常在数小时内即可完成检测。
尤其是实时荧光 RT-PCR 法，由于其实时监测的特点，可以
在扩增过程中即时获得结果，进一步缩短了检测时间。③操
作简便，标准化程度高：分子生物学技术的检测过程可以实
现高度自动化和标准化，减少了人为操作的误差。实时荧光
RT-PCR 法在检测过程中通过仪器自动监测荧光信号变化，结
果更为可靠。④特异性强：PCR 技术可以通过设计特异性引物
来确保只针对目标病原微生物的核酸进行扩增，从而避免了传
统方法中常见的交叉反应问题，确保了检测结果的特异性[12]。 

然而，尽管分子生物学技术在病原微生物检测中展现了
诸多优势，其在实际应用中依然存在一些挑战和局限。首先，
分子生物学技术对实验室条件和操作人员的技术水平有较
高的要求，必须确保实验室设备的精确性和操作流程的规范
性。其次，检测成本较高，尤其是在资源有限的基层医疗机
构，推广分子生物学技术可能面临一定的经济障碍。此外，
分子生物学技术的高灵敏度虽然提高了检测的阳性率，但也
可能因为污染等因素导致假阳性结果，因此在实际应用中需
要严格控制实验环境。基于本次研究结果，实时荧光 RT-P
CR 法在病原微生物检验中的应用效果尤为显著，未来在临
床实践中应进一步推广和应用该技术。然而，在应用分子生
物学技术时，仍需结合其他临床诊断手段和实验室检测结
果，以确保诊断的准确性和全面性。 
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诊断脂肪性病变创造条件。与 CT 相比，MR 不会对被检查
者造成辐射伤害，展现出理想的软组织对比性，被临床中广
泛应用于全身各脏器、肿瘤性病变影像检查中。MR 检查需
要消耗大量的时间，并且检查过程中会产生较大的噪声，检
查过程中影像医师应当对患者是否存在禁忌证进行检查，同
时对患者肿瘤成分、尺寸、血供状况、生长情况等进行分析。
MR 检查肝细胞癌的表现形式存在差异，通常情况下 MR 平
扫 T1 加权成像信号不均匀，且大部分为低信号；肝细胞癌
T2 加权成像病灶不具备特征性，这种信号表现为稍高或稍
低。MR 检查可发现部分肝细胞癌存在肿瘤周边环形低信号
影的假包膜征，且信号表现为稍高；另有部分肝细胞癌 MR
为可见肿瘤，同时 T1 加权成像超过 T2 加权成像。动脉期
病变区强化程度在短时间内升高是肝细胞癌的典型表现、门
脉期强化程度表现为降低，延迟期病变周边存在轻微强化的
现象，强化门脉期时静脉显露对于是否存在血管侵犯、静脉

癌栓具有重要意义[6]。鉴于肝细胞癌的生长方式、成分、供
血方式不同，相应导致一部分非典型强化病例出现。 

CT、MR 作为典型的影像学技术，在肝细胞癌诊断中展
现出高度的实践价值。单独使用 CT 或 MR 对肝细胞癌患者
进行诊断，尽管能够对患者受检组织部位病变情况进行观
察，但是断层平扫获取图像导致 CT 检查技术辨别受检部位
肿瘤解剖结构的精度降低，难以精准发现小型病灶，导致漏
诊率增加。受到部分患者肝细胞癌病变部位水肿、炎症、粘
连等情况的影响，MR 不能对肝细胞癌患者病灶与周边病变
区域的信号差异进行判断，导致误诊率增加。联合使用 CT、
MR 对肝细胞癌患者进行诊断可有效弥补彼此间存在的不
足、提升诊断效率，为精准治疗肝细胞癌提供支持。 

此次研究结果显示，CT 联合 MR 诊断肝细胞癌相比 CT、
MR 单独诊断具有更高的精度，数据对比存在突出性差异
（P<0.05），建议临床中推广使用。 
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随着分子生物学技术的不断发展，未来在病原微生物检

测中的应用将更加广泛。新型技术如数字 PCR 技术的出现，
有望进一步提高检测的灵敏度和准确性，且其可以定量分析
极低浓度的病原体，为疾病的早期诊断和治疗效果评估提供
更为精确的数据。同时，随着检测成本的降低和技术的普及，
分子生物学技术有望在基层医疗机构中得到更广泛的应用，
特别是在传染病暴发的情况下，可以作为快速筛查工具，帮

助医疗机构及时发现和控制传染源。 
综上所述，本次研究通过对比荧光定量 RT-PCR 法与常

规 PCR 法在病原微生物检测中的效果，验证了分子生物学
技术在病原微生物检验中的应用价值，特别是在提高阳性检
出率和缩短检测时间方面具有显著优势。未来的研究和应用
应继续优化现有的分子检测技术，并在确保技术标准化和规
范化的前提下，逐步推广至各级医疗机构，推动病原微生物
检测技术的现代化与精确化。 
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