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应用微滴式数字 PCR 技术快速诊断
新生儿侵袭性真菌病
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［摘要］　目的　探讨微滴式数字 PCR（ddPCR）技术在快速、精确诊断新生儿侵袭性真菌感染（IFI）中

的临床应用价值。方法　选择真菌高度保守序列 18S rRNA 为目标序列，通过引物设计，建立 ddPCR 检测真菌

体系。在深圳一家医院新生儿重症监护室采集了有 IFI 高危因素和 / 或临床症状的 83 例患者血样（n=83），采

用血培养及 ddPCR 法分别对血样进行真菌检测。结果　ddPCR 检测真菌体系的特异性为 100%，灵敏度可以达

到 3.2 copies/μL，重复性良好。临床试验中，22 例确诊 / 临床诊断 IFI 患儿血样中，ddPCR 检测阳性 19 例。61

例拟诊 / 非 IFI 患儿血样中，ddPCR 法检测结果有 2 例阳性。结论　初步证明 ddPCR 技术可用于新生儿 IFI 的检测，

该技术是新生儿 IFI 筛查甚至诊断很有前途的工具。                ［中国当代儿科杂志，2019，21（1）：45-51］
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Clinical value of droplet digital PCR in rapid diagnosis of invasive fungal infection in 
neonates
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Abstract: Objective    To evaluate the clinical value of droplet digital PCR (ddPCR) in rapid and accurate 
diagnosis of invasive fungal infection (IFI) in neonates. Methods    The highly conserved sequence of fungi 18S RNA 
was selected as the target sequence, and primers were designed to establish a ddPCR fungal detection system. Blood 
samples were collected from 83 neonates with high-risk factors for IFI and/or related clinical symptoms in the neonatal 
intensive care unit (NICU) of a hospital in Shenzhen, China. Blood culture and ddPCR were used for fungal detection. 
Results    The	ddPCR	fungal	detection	system	had	a	specificity	of	100%	and	a	sensitivity	of	3.2	copies/μL,	and	had	a	
good	reproducibility.	Among	the	22	blood	samples	from	neonates	with	a	confirmed	or	clinical	diagnosis	of	IFI,	19	were	
detected positive by ddPCR. Among the 61 blood samples from neonates who were suspected of IFI or had no IFI, 2 
were detected positive by ddPCR. Conclusions    The ddPCR technique can be used for the detection of neonatal IFI and 
is a promising tool for the screening and even diagnosis of neonatal IFI.

[Chin J Contemp Pediatr, 2019, 21(1): 45-51]
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近 年， 侵 袭 性 真 菌 感 染（invasive fungal 

infection, IFI） 成 为 新 生 儿 重 症 监 护 室（neonatal 

intensive care unit, NICU）院内感染的重要原因。

IFI 仍然是早产儿死亡和发病的重要原因 [1]。新生

儿真菌感染的临床表现缺乏特异性，容易延误诊断

及治疗。该病进展迅速，判断真菌感染所需的长

时间等待往往导致抗真菌药物开始治疗的延迟 [2]。

因此，早期准确地识别真菌感染是至关重要的。

目前，真菌学诊断的黄金标准仍然是血液或

脑脊液等培养阳性或显微镜下发现真菌 [3]。据报
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道，真菌的血培养阳性率为 8%[4]。真菌培养需时

较长，培养出真菌的时间为 3 d [5]，而早产儿感染

真菌败血症缺乏典型的症状和体征，病情进展迅

速，易错过最佳诊治时间 [6]。近年来，分子方法，

如 PCR 检测，逐渐崛起成为有可能代替传统检测

真菌感染的方法 [7]。分子检测方法具有更高的灵敏

度，允许在临床样品中检测少量 DNA，更适用于

新生儿 [8]。

微滴式数字聚合酶链反应技术（droplet digital 

PCR, ddPCR）是一种新的不依赖于标准曲线对目

标序列进行绝对定量的技术 [9-10]。ddPCR 系统在传

统的 PCR 扩增前将一个大的反应体系进行微滴化

处理，即利用油包水技术将其“分割”为数万个

纳升级的微滴，每个微滴或不含待检核酸靶分子，

或含有至少一个待检核酸靶分子，且每个微滴都

是一个独立的 PCR 反应体系。PCR 扩增完成后，

利用微滴分析仪逐个对每个微滴进行检测，根据

其记录的荧光信号的幅度，有荧光信号的微滴判

读为“1”，没有荧光信号的微滴判读为“0”。

由于 DNA 片段随机、独立地分离成液滴，泊松算

法可以独立于标准曲线来确定原始样本中的绝对

拷贝数 [10]，从而实现对最初反应体系中核酸靶分

子数的绝对定量。近年来，ddPCR 技术已在疾病

病因、诊断及治疗效果分析等研究中被普遍应用，

并且效果显著 [11-12]。

本研究的目的是建立一种基于 ddPCR 技术检

测真菌的方法，并探讨此方法在快速、精确检测

NICU 内 IFI 中的临床应用价值。

1　资料与方法

1.1　菌种的选择

本研究中使用的菌株及来源列于表 1 中。为

评价 ddPCR 法的特异性，以 3 株念珠菌（白假丝

酵母菌、近平滑假丝酵母菌、光滑假丝酵母菌）

为阳性对照，以 10 株非真菌菌株为阴性对照，进

行 ddPCR 试验和常规血液培养的平行检测。所有

样本行血液培养后，在 BACTECTM FX40 全自动

血培养系统（Becton, Dickinson and Company，美国）

中进行鉴定，阳性样本进一步接种于血琼脂平板

上，用全自动细菌鉴定药敏分析系统（Biomérieuxc，

法国）进行物种鉴定。

表 1　本研究中的菌株及来源

菌株 来源

白假丝酵母菌 2.4159 中国普通微生物菌种保藏管理中心

近平滑假丝酵母菌 2.3989 中国普通微生物菌种保藏管理中心

光滑假丝酵母菌 2.3983 中国普通微生物菌种保藏管理中心

肺炎克雷伯菌 南方医科大学南方医院微生物室

鲍曼不动杆菌 南方医科大学南方医院微生物室

B 族链球菌 美国模式培养物保藏所

A 族链球菌 南方医科大学南方医院微生物室

铜绿假单胞菌 南方医科大学南方医院微生物室

产气杆菌 南方医科大学南方医院微生物室

阴沟肠杆菌 南方医科大学南方医院微生物室

金黄色葡萄球菌 南方医科大学南方医院微生物室

大肠杆菌 南方医科大学南方医院微生物室

麦氏棒杆菌 南方医科大学南方医院微生物室

1.2　主要仪器

ND-1000 分 光 光 度 计（Nanodrop， 美 国）；

C1000 TouchTM PCR 仪、QX200TM ddPCR 系统（Bio-
Rad，美国）。

1.3　基因组DNA的提取

（1） 真 菌 基 因 组 DNA 提 取： 将 真 菌 在 沙

氏 液 体 培 养 基 中 增 菌 培 养 后， 用 QIAamp UCP 

Pathogen Mini Kit 及 Pathogen Lysis Tubes（QIAGEN，

德 国） 提 取 真 菌 基 因 组 DNA， 后 续 操 作 按 照

QIAamp UCP Pathogen Mini Kit 手册中所建议的真

菌 DNA 的提取方法进行。提取的 DNA 置 -20℃保

存备用。

（2） 细 菌 基 因 组 DNA 提 取： 将 各 种 细 菌

在相应的培养基中增菌培养后，用 QIAamp DNA 

Blood Mini Kit（QIAGEN，德国）提取细菌基因组

DNA，后续操作按照 QIAamp DNA Blood Mini Kit 

手册中所建议的细菌 DNA 的提取方法进行。提取

的 DNA 置 -20℃保存备用。

1.4　引物和探针的设计及优化

根 据 GenBank 数 据 库 中 真 菌 高 度 保 守 的

18S rRNA 基因序列 [13] 设计 PCR 引物和探针序列。

正向引物为 5'-TTGGTGGAGTGATTTGTCTGCT-3'，

反 向 引 物 为 5'-TCTAAGGGCATCACAGACCTG-3'。

TaqMan 探 针 选 择 引 物 之 间 的 区 域， 其 在

5' 末 端 用 FAM 作 为 报 告 染 料 进 行 荧 光 标

记， 在 3' 末 端 用 BHQ1 作 为 猝 灭 剂（FAM- 
TTAACCTACTAAATAGTGCTGCTAGC-BHQ1）。 引
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物和 TaqMan 探针来自上海捷瑞生物工程有限公司。

采用设计好的引物和探针建立 ddPCR 方法，包括

扩增循环条件的优化及引物和探针浓度的优化。

1.5　ddPCR反应体系和条件

ddPCR 反 应 包 括 4 个 步 骤： 配 制 体 系、 生

成微滴、扩增循环和信号读取 [14]。配制体系使用

10 μL 2 × ddPCRTM Supermix for Probes，正、反向

引物各 2 μL，探针 0.5 μL ，DNA 模板 1 μL，用超

纯水补足体积至 20 μL。将配制好的 20 μL PCR 反

应液，转移至微滴发生卡孔中，再加入 70 μL 微滴

发生油至油孔中，利用 QX200TM ddPCR 系统的微

滴生成器制备反应微滴。将每个样品的微滴分别

转移至 96 孔 PCR 反应板对应的反应孔中，用铝膜

热封（180℃ 5 s）后，于普通 PCR 仪上进行扩增，

本实验的 PCR 扩增是在 C1000 TouchTM PCR 仪上

完成的，其中退火温度是经过温度梯度优化后的

温度。ddPCR 扩增使用 3 步法，反应条件如下：

95℃预变性 10 min；94 ℃变性 30 s，59.2℃退火

60 s，共 40 个循环；扩增结束后进行 98℃热变性

10 min。每个模板重复 3 个平行检测。将 PCR 扩

增后的 96 孔板放入 QX200TM ddPCR 系统的微滴分

析器中，检测 FAM 的荧光信号。仪器会自动分析

样品的各微滴荧光信号，然后由 QuantaSoft1.7.4 软

件完成对数据的自动处理。

1.6　临床试验

为了评价新建立的 ddPCR 技术检测新生儿 IFI

的诊断价值，本研究选取 2016 年 5 月至 2018 年 5

月于深圳市妇幼保健院 NICU 住院的有深部真菌感

染高危因素和 / 或临床表现 [15-16] 的新生儿 83 例为

研究对象，采集所有患儿血液或脑脊液等无菌体液

进行真菌培养及 ddPCR 检测。参考欧洲癌症研究

治疗组织及真菌研究组（EORTC/MSG）的诊断标

准 [16] 和中国 IFI 工作组制定的临床诊断侵袭性真菌

病的诊断标准 [17]，分为确诊、临床诊断、拟诊及

非 IFI。将确诊及临床诊断病例作为 IFI 组（n=22），

拟 诊 及 非 IFI 病 例 作 为 非 IFI 组（n=61）。 比 较

ddPCR 检测结果与 IFI 诊断标准结果的一致性。

1.7　统计学分析

采用 SPSS 22.0 统计软件对数据进行统计学分

析，通过 Kappa 一致性检验评价 ddPCR 法检测与

IFI 组的诊断一致性，计算灵敏度、特异度、阳性

预测值、阴性预测值和约登指数评价 ddPCR 法在

所有分析样本中的诊断准确性，P<0.05 为差异有

统计学意义。

2　结果

2.1　最佳温度的摸索

以白假丝酵母菌为例，用优化的引物、探

针及目标序列浓度，通过梯度 PCR 后，摸索出

在 59.2℃处阳性微滴与阴性微滴区分得最开，且

之间空白处微滴数目最少（图 1 左），峰图显示

59.2℃时阳性峰和阴性峰显著分开，中间没有任何

干扰（图 1 右），表明经过优化确定的 ddPCR 探

针浓度和扩增体系适合对真菌进行定量分析。

2.2　灵敏度的分析

紫外分光光度法测定提取的白假丝酵母菌基

因组 DNA 核酸浓度，然后进行 10 倍梯度稀释，

ddPCR 检测到经 106 倍稀释的白假丝酵母菌基因组

DNA，检出限为 3.2 copies/μL，见图 2。

2.3　特异性的验证

为了证实引物的特异性，使用设计好的引物

及探针对 3 种本研究中使用的真菌菌株分别进行

RT-PCR 反应，反应产物均进行测序。测序所得结

果显示与 GenBank 数据库中真菌 18S rRNA 基因的

序列 100% 同源。此外，将 3 株真菌菌株及 10 种

细菌菌株（表 1）进行增菌培养后，提取相应的

基因组 DNA，采用已优化的 ddPCR 检测方法对上

述所有 DNA 同时进行检测。3 株真菌菌株基因组

DNA 的 ddPCR 检测结果可见大量阳性微滴，而 10

株细菌菌株基因组 DNA 的 ddPCR 检测结果均未见

阳性微滴，见图 3。

2.4　重复性的验证

按已优化的 ddPCR 检测条件进行重复性检

测，批内及批间重复性实验均以白假丝酵母菌基

因组 DNA 为模板，使用新建立的体系进行 3 个浓

度的 ddPCR 检测。批间重复性实验是对同一样本

在反应体系相同的条件下进行连续 3 d 重复测定，

结果显示相同浓度样本的反应之间阳性微滴数接

近，且变异系数分别为 1.00％、2.73％、2.42％（表

2）；批内重复性实验是对同一样本在同一反应体

系中同时进行 3 次重复测定，结果显示相同浓度

模板的反应之间阳性微滴数接近，变异系数分别

为 2.82％、2.24％、2.71％（表 3），说明建立的
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图1　微滴式数字PCR法梯度温度扩增白假丝酵母菌基因组DNA的一维散点图（左）及最佳温度（59.2℃）

下的峰图（右）　　图左中蓝色点代表阳性微滴，灰色点代表阴性微滴。不同的温度下，阳性微滴及阴性微滴区分的情况

不同。图右中左侧为阴性峰，右侧为阳性峰，两者显著分开，中间无干扰。图中红线为阳性微滴及阴性微滴区分得最开时，

即 59.2℃下的阳性微滴振幅低值及阴性微滴振幅高值的中位数。

图 2　微滴式数字 PCR法梯度稀释扩增白假丝酵母菌

基因组 DNA的一维散点图　　蓝色点代表阳性微滴，灰色点

代表阴性微滴。进行 10 倍梯度稀释时，阳性微滴成梯度减少，到

稀释倍数为 107 时，检测不到阳性微滴。

图 3　 微滴式数字 PCR 法梯度扩增 3株真菌基因组

DNA 及 10 株细菌基因组 DNA 的一维散点图　　蓝色点代

表阳性微滴，灰色点代表阴性微滴。3 株真菌基因组 DNA 可见大

量阳性微滴。10 株细菌基因组 DNA 均未见阳性微滴。C.al：白假

丝酵母；C.pa：近平滑假丝酵母；C.sm：光滑假丝酵母菌；Pae：

铜绿假单胞菌；Cma：麦氏棒杆菌；Eae：产气杆菌；Ec：阴沟肠

杆菌；Sa：金黄色葡萄球菌；GBs：B 族链球菌；GAs：A 族链球菌；

E.coli：大肠杆菌；Kpn：肺炎克雷伯菌；Aba：鲍曼不动杆菌。

表 2　不同浓度的白假丝酵母菌基因组DNA批间重复性检测结果

白假丝酵母菌基因组 DNA (copies/μL)
阳性微滴数 (copies/20 μL Well)

平均值 标准差 变异系数 (%)
实验 1 实验 2 实验 3

1.5×104 13 160 13 420 13 238 13 273 133 1.00

1.5×103 1 330 1 350 1 402 1 361 37 2.73

1.5×102 124 126 130 127 3 2.42

ddPCR 检测体系重复性好。
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表 3　不同浓度的白假丝酵母菌基因组DNA的批内重复性检测结果

白假丝酵母菌基因组 DNA (copies/μL)
阳性微滴数 (copies/20 μL Well)

平均值 标准差 变异系数 (%)
实验 1 实验 2 实验 3

1.5×104 13 200 13 268 13 888 13 452 379 2.82

1.5×103 1 334 1 380 1 392 1 369 31 2.24

1.5×102 126 126 132 128 3 2.71

2.5　临床样本的结果对比

以 诊 断 标 准 [16-17] 为 依 据， 在 本 研 究 中，

ddPCR 检测 IFI 组的阳性例数为 19 例（n=22），

检测非 IFI 组的阳性例数为 2 例（n=61）。ddPCR

技术检测新生儿 IFI 阳性的敏感度为 86%（19/22），

特 异 度 为 97%（59/61）， 阳 性 预 测 值 为 91%

（19/21），阴性预测值为 95%（59/62），约登指

数为 0.830。ddPCR 法检测与 IFI 组的诊断一致性

好（Kappa=0.843，P<0.001）。

3　讨论

在 NICU 的极低出生体重儿中，念珠菌败血

症是晚发感染的第 4 位病因 [18]。近期，有报道显

示 IFI 病例病死率为 30.8%~36.2%[19]，新生儿真菌

感染病情进展迅速，判断真菌感染所需的长时间

等待往往导致抗真菌药物开始治疗的延迟 [2]。因此，

早期准确地识别真菌感染是至关重要的。

目前，真菌学诊断的黄金标准仍然是血液或

脑脊液等培养阳性或显微镜下发现真菌 [3]。真菌培

养虽可明确真菌感染病原菌并进行体外药敏试验，

但血培养阳性率低。1,3-β-D- 葡聚糖是一种真菌细

胞壁成分，已被用于辅助诊断各种真菌感染 [14]。

有些因素如纱布、棉球、一些抗生素类药物、静

脉注射白蛋白或丙种球蛋白、血浆、组织凝血活

酶等有时可造成 1,3-β-D- 葡聚糖检测（G 试验）呈

假阳性结果 [20]。半乳甘露聚糖抗原是曲霉菌细胞

壁的主要成分，在曲霉菌生长过程中由菌丝释放

出来，半乳糖甘露醇聚糖抗原检测（GM 试验）主

要针对曲霉菌感染，但 GM 试验结果亦受诸多因

素影响，如哌拉西林钠 / 三唑巴坦、大剂量激素的

使用均可致假阳性的出现。基于几项研究，分子

方法如 PCR 检测，已经取得了令人鼓舞的结果，

并且灵敏度可等于或高于血培养 [8]。此外，实时荧

光定量 PCR 技术有利于量化临床标本中的真菌负

担 [21]。然而，这项技术存在固有的局限性，如需

制备标准品，通过标准曲线定量等，可能无法精

确和准确地量化病原体载量 [10]。

ddPCR 技术是检测和定量细菌、真菌、病毒

等遗传物质的一种很有前途的新技术。本研究选

择真菌高度保守的 18S rRNA 基因序列，通过引物

设计，体系优化，建立了 ddPCR 检测真菌体系。

3 株念珠菌菌株基因组 DNA 的 ddPCR 检测见大量

阳性微滴，而 10 株细菌基因组 DNA 均未见阳性

微滴，证明该体系能够检测真菌 DNA 而不与其他

细菌病原体有交叉杂交，特异性良好。通过对白

假丝酵母菌基因组 DNA 进行梯度稀释，检测到经

106 倍稀释的白假丝酵母菌基因组 DNA，检出限为

3.2 copies/μL， 对 比 报 道 的 RT-qPCR 的 检 出 极 限

69 copies/μL[2]，有更好灵敏度。按已优化的 ddPCR

检测条件进行重复性检测结果显示，批内及批间重

复性实验均以白假丝酵母菌基因组 DNA 为模板，

进行三个浓度的 ddPCR 检测。批间重复性试验结果

显示相同浓度模板的反应之间阳性微滴数接近，且

变异系数分别为 1.00％、2.73％、2.42％，批内重复

性试验结果显示相同浓度模板的反应之间阳性微滴

数接近，变异系数分别为 2.82％、2.24％、2.71％。

表明建立的方法具有较好的重复性和稳定性。

这项研究的目的是建立及验证一种新的泛真

菌 ddPCR 检测方法，并评估 ddPCR 检测在常规

培养阴性的情况下，诊断新生儿侵袭性真菌病的

能力。为了评价新建立的 ddPCR 技术检测新生儿

IFI 的临床适用性，本研究对深圳一医院有新生儿

真菌感染高危因素和 / 或临床表现的 83 例患儿血

样同时进行了常规血培养分析和 ddPCR 检测。发

现本研究建立的 ddPCR 方法可能比其他诊断方法

具有重要优势。首先，常规培养及鉴定技术检测

至少需要 3 d，而 ddPCR 检测由于无需标准品及

标准曲线的建立，非常灵敏、简便，真菌目的基

因从抽取血液到出结果仅仅需要 6 h。这一优势在
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早期确定感染中有很大的价值。早期检测感染并

区分假丝酵母菌的能力，对于是否引入抗真菌治

疗非常重要。早期明确是否存在真菌感染可减少

预防性和经验性滥用抗真菌药物，从而改善感染

患者的预后。此外，常规的血培养最少需要血量

2 mL，而新建立的 ddPCR 技术仅需要 0.4 mL，这

对新生儿，特别是早产儿是有利的。此外，经过

Kappa 一致性检验结果显示，Kappa=0.843，表示

ddPCR 法检测结果与确诊 / 临床诊断 IFI 的吻合度

较高，表明两者一致性较好。本研究发现，ddPCR

法诊断病人具有较高的灵敏度、特异度、阳性预

测值、阴性预测值，约登指数为 0.830，该方法可

以较好的用于诊断。另外，ddPCR 在排除感染可

能性方面有价值（阴性预测值为 95%），这可能

允许撤回不必要的抗真菌治疗，从而减少药物潜

在毒性、耐药性和成本。近期有研究发现，在培

养阴性的情况下，PCR 阳性结果应视为可能感染

的迹象 [22]。

由于本实验样本数较少，需要更大的样本量

进一步验证该技术的临床诊断价值。此次设计的

引物为泛真菌的引物，未能通过 ddPCR 确定具体

菌属及耐药基因等情况，而血培养鉴定及进一步的

药敏测试则可做到。现在已经有研究使用 PCR 技

术，通过对引物的设计，对耐药基因及菌属行进

一步确定 [13]。本研究中出现 2 例均为临床诊断 IFI

而 ddPCR 检测阴性，考虑 ddPCR 反应仍有可能受

到抑制剂的影响，导致结果阴性；而非 IFI 组存在

2 例 ddPCR 检测阳性，考虑存在交叉污染的可能。

这项技术应用在病原体的诊断上也存在问题，只能

检测无菌样本，如血液、脑脊液、胸腔积液等，并

且容易交叉污染，因此需要严格的实验条件及熟练

的人员进行操作。此外，ddPCR 技术存在 PCR 技

术固有的缺点，如受抑制剂的影响，故每建立一个

体系时需尽可能优化。ddPCR 技术是依赖微滴数

区分阳性和阴性，应进一步进行大样本数据的收

集，采用统计方法来定义阳性和阴性的截断值，以

加强 ddPCR 的效用，进一步优化这一新技术将改

进对极低滴度的病原体基因的检测。

综上，本研究选择真菌通用 18S RNA 为目标

序列，通过引物设计、体系优化，建立了 ddPCR

检测真菌体系，并验证了特异性、灵敏度、重复性。

本研究发现，确诊 / 临床诊断 IFI 与 ddPCR 检测阳

性一致性好，且该技术有较高的灵敏度及特异性。

对于疾病诊断及排除的意义，尚需更大量的临床

样本进一步验证。ddPCR 技术虽然有 PCR 固有的

局限性，如容易污染及受抑制剂影响，并且现阶段

试剂及耗材昂贵，但仍是研究新生儿感染筛查甚至

诊断很有前途的工具。相对于 3 d 才能出结果的传

统血培养，ddPCR 技术需时短、需血量少等优势，

非常适合新生儿特别是早产儿早期感染的诊断需

求。ddPCR 技术不仅检测速度快、灵敏度高，而

且还可以对真菌 DNA 进行准确的量化检测。可在

一定程度上提高 IFI 的早期诊断率，为预防性使用

抗真菌药物及早期治疗 IFI 提供更加充分的依据。
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