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荧光定量PCR在发热呼吸道症候群卫生检验的应用

熊Ǔ文
恩施市疾病预防控制中心Ǔ湖北Ǔ恩施Ǔ445000

摘Ȟ要：目的：探讨荧光定量PCR技术在发热呼吸道症候群（FRS）病原卫生检验中的应用价值。方法：选取
2022年1月至2025年1月某医院收治的180例FRS患者，机数字表法分为观察组（n = 90）与对照组（n = 90）。观察组
采用荧光定量PCR技术检测病原，对照组采用胶体金免疫层析法（GICA）检测病原。结果：相比对照组，观察组病
原总检出率较高（P < 0.05），且流感病毒A型、呼吸道合胞病毒、新型冠状病毒检出率均较高（P < 0.05）；观察组
检验特异性、敏感性高于对照组（P < 0.05），虽检出时间长于对照组（P < 0.05），但临床用药指导准确率高于对照
组，患者平均住院时间短于对照组（P < 0.05）。结论：荧光定量PCR技术在FRS病原检验中具有高检出率、高特异
性、高敏感性优势，虽检出时间略长于胶体金法，但能显著提升临床用药精准度、缩短患者住院时间。
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发热呼吸道症候群（FRS）是临床常见感染性症候
群，以发热伴咳嗽、咽痛、胸闷等呼吸道症状为核心表

现，病原涵盖病毒、细菌、支原体等，其中流感病毒、

呼吸道合胞病毒、新型冠状病毒是主要致病病毒。FRS传
播速度快、易感人群广，精准检出病原是阻断传播、指

导临床用药的关键。传统病原检验以胶体金法、病原培

养法为主，胶体金法虽操作简便、快速，但检出率低，

培养法需3-7d，易延误诊疗。荧光定量PCR技术基于核酸
扩增与实时荧光监测，具有高敏感性、特异性，可实现

病原快速检出[1]。本研究通过对比荧光定量PCR与胶体金
法的检验效果，明确其在FRS病原检验中的应用价值。
1 资料与方法

1.1 一般资料
选取2022年1月至2025年1月医院感染科、呼吸科

收治的180例FRS患者。随机数字表法分为观察组（n = 
90）与对照组（n = 90）。观察组年龄19-64岁，平均
（42.5±10.3）岁；男47例，女43例。对照组患者年龄
18-65岁，平均（43.1±10.5）岁；男45例，女45例。两
组一般资料比较（P > 0.05），有可比性。纳入标准：
（1）符合FRS诊断标准：体温 ≥ 38℃，伴咳嗽、咽痛、
鼻塞、胸闷中至少2项症状，发病至就诊时间 ≤ 72h；
（2）未接受抗病毒、抗菌药物治疗。排除标准：（1）
合并严重心肝肾疾病、免疫缺陷（如HIV感染）；（2）
妊娠或哺乳期女性；（3）呼吸道肿瘤、支气管扩张等基
础疾病急性发作。

1.2 检验方法
1.2.1 样本采集
两组均采集鼻咽拭子样本：使用无菌鼻咽拭子，经

鼻腔插入约8-10cm，旋转3-5圈后取出，立即放入含3mL
病毒保存液（含RNA酶抑制剂）的采样管中，密封后4℃
保存，2h内完成检验。

1.2.2 观察组：荧光定量PCR检验流程
（1）核酸提取：①取200μL鼻咽拭子保存液至1.5mL

离心管，加入500μL裂解液（RNA提取试剂盒配套），
漩涡混匀10s，室温静置5min；②加入300μL无水乙醇，
混匀后转移至吸附柱，12000r/min离心30s，弃废液；③
加入500μL洗涤液Ⅰ，12000r/min离心30s，弃废液；④
加入500μL洗涤液Ⅱ，12000r/min离心30s，弃废液；
⑤空柱12000r/min离心2min，去除残留洗涤液；⑥将
吸附柱转移至新离心管，加入50μL无酶水，室温静置
2min，12000r/min离心2min，收集洗脱液（即提取的核
酸），NanoDropOne检测核酸纯度（A260/A280 = 1.8-2.0
为合格）。

（2）反转录合成cDNA：反应体系（20μL）：RNA
模板10μL、反转录缓冲液4μL、dNTP混合物2μL、反
转录酶1μL、RNase抑制剂1μL、无酶水2μL。反应条
件：37℃15min（反转录），85℃5s（酶失活），4℃保
存。（3）荧光定量PCR扩增：①反应体系（25μL）：
2×SYBRGreenPCRMasterMix12.5μL、特异性引物（上游
+下游）2μL、探针1μL、cDNA模板5μL、无酶水4.5μL；
②引物探针序列（部分示例）：流感病毒A型上游引
物5'-GACCRATCCTGTTYTGATTCTGT-3'，下游引物
5'-AGGGYTTTGTGTTCACGCTCAC-3'，探针5'-FAM-
AGCAGGGCCATCAAGGATGAGCTCT-BHQ1-3'；③反
应条件：95℃预变性3min；95℃变性15s，58℃退火延伸
30s，40个循环，每循环延伸阶段收集荧光信号；④结果
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判断：Ct值≤ 38为阳性，Ct值 > 40为阴性，38 < Ct值≤
40为可疑，需重复检验，重复后仍为可疑判定为阴性。

1.2.3 对照组：胶体金免疫层析法检验流程
严格按照各病原胶体金试剂盒说明书操作：①取

100μL鼻咽拭子保存液滴加至试剂盒加样孔；②室温
（20-25℃）静置15min；③结果判断：检测线（T线）与
质控线（C线）均显色为阳性，仅C线显色为阴性，仅T
线或无显色为无效（需重新采样检验）。

1.3 观察指标
（1）病原检出率。（2）检验性能指标：①检出时

间：从样本接收至出具报告的时间；②特异性：真阴性

例数/（真阴性+假阳性）例数×100%；③敏感性：真阳性
例数/（真阳性+假阴性）例数×100%；其中真阳性 = 金标

准阳性且检验阳性，真阴性 = 金标准阴性且检验阴性，
假阳性=金标准阴性但检验阳性，假阴性 = 金标准阳性但
检验阴性。（3）临床应用价值指标：包括用药指导准确
率、患者平均住院时间。

1.4 统计学方法
运用S P S S 2 2 . 0统计学软件，用“（ ）”、

[n(%)]表示，“t”、“χ2”检验，P < 0.05为差异有统
计学意义。

2 结果

2.1 两组患者病原检出率比较
观察组均高于对照组（P < 0.05）；流感病毒B型、

腺病毒、副流感病毒1-3型检出率两组比较，差异无统计
学意义（P > 0.05）。见表1。

表1 病原检出率[n(%)]
组别 例数 总检出率 流感病毒A型 流感病毒B型 呼吸道合胞病毒 新型冠状病毒 腺病毒 副流感病毒1-3型
观察组 90 78（86.7） 32（35.6） 15（16.7） 20（22.2） 12（13.3） 8（8.9） 6（6.7）
对照组 90 56（62.2） 18（20.0） 13（14.4） 10（11.1） 6（6.7） 7（7.8） 5（5.6）
χ2值 - 14.893 5.832 0.235 5.764 3.927 0.078 0.091
P值 - < 0.001 0.016 0.628 0.016 0.048 0.780 0.763

2.2 两组检验性能指标比较
观察组检验特异性、敏感性高于对照组（P < 0.05）；

观察组检出时间长于对照组（P < 0.05）。见表2。

表2 检验性能指标（ ，%）

组别 例数 检出时间（h） 特异性 敏感性

观察组 90 1.5±0.3 98.9（89/90） 97.8（76/78）
对照组 90 0.25±0.05 88.9（80/90） 82.2（46/56）
t/χ2值 - 42.158 8.274 10.563
P值 - < 0.001 0.004 < 0.001

2.3 两组临床应用价值指标比较
观察组用药指导准确率较高、患者平均住院时间较

短（P < 0.05）。见表3。

表3 临床应用价值指标（ ，%）

组别 例数 用药指导准确率 平均住院时间（d）

观察组 90 93.3（84/90） 5.2±1.1
对照组 90 71.1（64/90） 7.5±1.5
χ2/t值 - 16.892 10.875
P值 - < 0.001 < 0.001

3 讨论

发热呼吸道症候群（FRS）是全球范围内高发的感
染性疾病综合征，其病原谱具有多样性、季节性、地域

性的特点：在我国，冬春季以流感病毒、SARS-CoV-2为
主，夏秋季以RSV、腺病毒为主，且近年来混合感染比
例上升，给病原检出带来挑战。FRS的临床危害不仅在于
症状本身，更在于其传播性，如流感病毒可通过飞沫传

播，潜伏期1-4d，易引发聚集性疫情；SARS-CoV-2虽致

病性减弱，但仍对老年人、基础疾病患者构成威胁[2]。传

统FRS病原检验方法存在明显局限：①胶体金法：基于抗
原-抗体反应，操作仅需15-30min，但受限于抗体特异性
与抗原载量，对低载量病原（检出率低，且无法区分病

原亚型；②病原培养法：是病原检出金标准，但病毒培

养需依赖细胞系，周期长达3-7d，无法满足临床快速诊疗
需求；③普通PCR法：虽能扩增核酸，但需术后电泳检
测，易污染且无法定量[3]。荧光定量PCR技术通过实时荧
光监测、特异性引物探针，实现了病原快速、精准、定

量检出[4]。

本研究结果显示，观察组病原总检出率高于对照组

（P < 0.05），且流感病毒A型、RSV、SARS-CoV-2检出
率均显著优于对照组，其核心机制在于两种技术的检测

原理差异：（1）检测靶点差异：荧光定量PCR针对病原
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核酸（RNA/DNA），胶体金法针对病原抗原（如病毒衣
壳蛋白）。FRS患者发病早期（12-24h），病毒在呼吸道
上皮细胞内复制，核酸已大量存在（可通过PCR扩增检
出），但抗原表达量尚未达到胶体金法检出阈值（通常

需10⁴copies/mL以上），导致胶体金法漏检。（2）特异
性识别差异：荧光定量PCR采用病原特异性引物探针（如
流感病毒A型的M基因保守序列），可避免与其他病毒
交叉反应；而胶体金法的抗体可能与同源性较高的病原

（如副流感病毒1型与3型）发生交叉反应，导致假阳性
或假阴性[5]。（3）多病原检测能力：观察组采用多联荧
光定量PCR试剂盒，可同时检测6种常见病原，而对照组
需针对不同病原使用单独胶体金试剂盒，操作繁琐且易

遗漏混合感染。

观察组检验特异性、敏感性高于对照组（P < 0.05），
虽检出时间长于对照组，但仍符合临床24h内出结果的要
求，其性能优势的核心原因在于：（1）敏感性提升：荧
光定量PCR通过核酸扩增（40个循环可将1个核酸分子扩
增至10⁶copies以上），实现“微量核酸→可检测信号”
的转化，尤其适合FRS患者恢复期或免疫功能低下者的
病原检出[6]。（2）特异性保障：PCR的特异性依赖引物
探针与病原核酸的互补配对，本研究使用的试剂盒针对

每种病原设计2-3对引物探针，通过“多重验证”减少假
阳性；而胶体金法的抗体易受标本中杂质影响，导致非

特异性结合。观察组用药指导准确率高于对照组，患者

平均住院时间短于对照组（P < 0.05），其核心逻辑在于
“精准检验→精准治疗→改善预后”的链条：（1）用药
指导精准化：FRS的治疗核心是对因治疗，病毒感染需使
用抗病毒药物，细菌感染需使用抗生素，混合感染需联

合用药。（2）住院时间缩短：精准用药减少了无效治疗

的时间成本，同时早期明确病原可避免病情进展。（3）
疫情防控价值：荧光定量PCR可定量检测病原载量，对高
载量感染者（如SARS-CoV-2Ct值 < 25）可早期识别并采
取隔离措施，降低传播风险。

综上所述，荧光定量PCR技术在FRS病原卫生检验中
具有“高检出率、高特异性、高临床价值”的优势，虽

检出时间略长于胶体金法，但能显著提升诊疗精准度、

缩短住院时间，是FRS病原检验的理想技术，值得临床广
泛推广。
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