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微滴式数字聚合酶链式反应在重症患者念珠菌感染中的应用
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摘 要：【目的】　探讨微滴式数字PCR（ddPCR）检测在重症患者念珠菌感染的诊断应用价值。【方法】　建立 ddP⁃
CR技术检测念珠菌的反应体系，验证 ddPCR检测念珠菌的特异性、Cutoff值等，并应用 ddPCR检测临床标本，与真

菌培养结果比较，验证该方法在临床应用的可靠性。【结果】　本研究建立的基于 ddPCR检测念珠菌的方法与真菌培

养比较，具有较高的特异性，ddPCR检测临床样本中念珠菌的敏感度及特异度分别为 0.583（95%CI：0.433，0.721）和

0.962（95%CI：0.924，0.982），检测结果与真菌培养结果基本一致（Kappa=0.604，P＜0.05）。ddPCR 检测时间约为 7 
h，明显短于传统的真菌培养法。【结论】　ddPCR检测重症患者念珠菌感染可靠性高且检测时间短。基于ddPCR技术

的念珠菌检测方法具有较大的潜在临床应用价值。
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Abstract：【Objective】 To evaluate the diagnostic value of droplet digital PCR （ddPCR） for detecting Candida 
infections in critically ill patients.【Methods】 A ddPCR assay for Candida detection was established and optimized， 
including design of primers and probes， optimization of PCR reaction， and validation of analytical specificity and cutoff 
threshold. Clinical specimens were analyzed by ddPCR and fungal culture in parallel to assess clinical performance and 
reliability.【Results】 The ddPCR assay demonstrated high analytical specificity for Candida detection. The sensitivity and 
specificity of ddPCR for detecting Candida in clinical samples were 0.583 （95%CI： 0.433， 0.721） and 0.962 （95%CI： 
0.924， 0. 982）. The ddPCR detection results were consistent with the fungal culture results （Kappa=0.604， P<0.05）. The 
total assay time for ddPCR was approximately 7 hours， substantially shorter than conventional fungal culture.【Conclusion】 
The ddPCR assay provides reliable and rapid detection of Candida in critically ill patients with markedly reduced 
turnaround time compared with conventional culture. Given its high specificity and operational efficiency， the ddPCR-
based method holds significant potential for clinical implementation as a complementary diagnostic tool.
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念珠菌（Candida）是重症监护病房（intensive 
care unit， ICU）患者的常见致病病原体之一，有文献

报道，侵袭性念珠菌感染（invasive candidiasis， IC）
占 ICU患者所有感染病例的 20%［1］。且发病率呈持

续上升趋势，同时念珠菌作为医院获得性血流感染

的第4大常见病原体［2］，侵袭性念珠菌病是重症患者

死亡的重要原因之一，在免疫功能低下、广谱抗生素

使 用 及 侵 入 性 操 作 的 患 者 中 念 珠 菌 血 症

（candidemia）病死率高达 40%~70%［3-4］。然而，念珠

菌感染的传统诊断方法（如血培养）存在灵敏度低

（30%~50%）［5］、耗时长（168 h）的缺陷［6］，导致诊断及

抗真菌治疗延迟，显著影响重症患者预后。近年来，

病原体分子诊断技术在临床逐渐应用，尤其是微滴

式 数 字 PCR（droplet digital polymerase chain 
reaction， ddPCR）因具备绝对定量能力、具有较高

的特异性及灵敏度（可检测＜5 CFU/mL），已在相

关领域推广应用［7-12］，而应用 ddPCR 协助诊断重症

患者的念珠菌感染病原学诊断仍未见报道，本研究

探讨 ddPCR检测在重症患者念珠菌感染的诊断应

用价值，为早期精准诊断提供了新路径。

1 村料与方法

1.1　资料

收集 2018年 8月至 2020年 12月中山大学孙逸

仙纪念医院重症医学科收治的临床高度怀疑念珠

菌感染的住院患者，收集患者肺部痰液、肺泡灌洗

液（bronchoalveolar lavage fluid， BALF）、血液标本，

排除临床资料不全患者，最终纳入 117 例患者的

260 份标本为研究对象。根据以上标本的实验室

真菌培养结果，分为阳性组及阴性组。其中阳性标

本 48例，阴性标本 212例。以上标本来源于中山大

学孙逸仙纪念医院检验科检测时残留样本，受试者

的基本信息及实验室真菌培养结果及其他等临床

资料均来源于医院电子病历数据系统。本研究经

中山大学孙逸仙纪念医院医学伦理委员会审核通

过（审批号：SYSKY-2024-698-01），所有研究对象

均自愿参加本次研究并签署知情同意书。

1.2　实验仪器及设备

见表1。
1.3　实验方法

1.3.1　样本　使用含本试剂盒可检测的 4 种念珠

菌阳性对照 DNA 片段的克隆质粒，进行 10倍连续

梯度稀释制备成5个浓度点的参考品。

1.3.2　数字 PCR 检测的 PCR 扩增体系的配制　取

18 μLPCR反应液加入 2 μL参考品DNA模板，轻轻

涡旋混合均匀。

1.3.3　微滴生成　配制好的 20 μL 数字 PCR 扩增

体系加入到 8 道的微滴生成芯片中，然后加入

50 μL微滴生成油至Creator微滴生成仪（广东顺德

永诺生物科技有限公司）中制备PCR微反应液滴。

1.3.4　将制备好的 PCR微反应液滴小心转移至 96
孔反应板上，用封板膜进行热封。

1.3.5 将热封好的 96 孔板放入数字 PCR 仪中，设

置反应程序进行 PCR 扩增，PCR 扩增反应程序为：

50 ℃ ，2 min 1 个循环；95 ℃ ，10 min 1 个循环；

94 ℃，30 s变性，60 ℃，60 s退火、延伸共进行 40个

循环；98 ℃，10 min 1 个循环；16 ℃保持；设置热盖

温度105 ℃，样本体积50 μL，升降温速率1.0 ℃/s。
1.3.6 PCR 扩增反应后将 96 孔板置于 Detector 微
滴检测仪（广东顺德永诺生物科技有限公司）中进

行检测荧光信号，含有核酸分子模板的微滴信号检

测仪就会给出荧光信号，不含模板的微滴信号检测

仪就没有荧光信号。最后根据泊松分布原理及阳

性微滴的比例，采用MicroDrop™数字PCR仪配套数

据分析软件（MD Plotter数据分析软件）可确定念珠

菌的种类和计算出拷贝数含量。

1.4　统计学方法

使用 PASS 2021软件基于预期 kappa值计算所

需最小样本量，使用 SPSS 22.0 软件进行统计学分

析，统计图采用 Microsoft Excel 2021 软件，正态分

布检验和方差齐性检验采用 Shapiro-Wilk 检验及

Levene检验，符合正态分布的连续变量计数资料用

均数±标准差（x̄±s）描述，两组间比较采用 t检验；不

符合正态分布的计量资料或计数资料采用中位数

表1　实验仪器及设备

Table 1　Experimental instruments and equipment 

Name
Vortex mixer
Pipette
Mini centrifuge
PCR thermocycler
Droplet generator
Droplet reader

Manufacturer
Haimen Kylin-Bell
Rainin
Xinzhuang
EASTWIN
FOREVERGEN
FOREVERGEN

Type
Vortex-5

XK-400
ETC 811
MicroDrop-400A
MicroDrop-400B
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（四分位数）表示。分类计量资料采用频数描述，组

间比较采用 χ2检验。真菌培养和 ddPCR 两种方法

检 测 结 果 的 一 致 性 采 用 Kappa 检 验 。 使 用

VassarStats 在线计算器计算敏感度、特异度、阳性

预测值、阴性预测值及其95%置信区间。采用双侧

检验，以P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1　研究对象基本资料

2.1.1　标本类型　本研究共纳入研究对象为 117
例重症患者 260例实验室标本，均进行真菌培养余

下残留标本。血标本 181例（69.61%）：真菌培养阳

性 3 例、阴性 178 例；而 ddPCR 阳性 2 例，ddPCR 阴

性标本179例。痰标本67例（25.76%）：真菌培养阳

性 39例、阴性 28例；ddPCR阳性标本 29例，检测出

白色念珠菌 19 例、近平滑念珠菌 6 例、热带念珠 6
例、光滑念珠菌 5 例，部分同时检测出两种真菌，

ddPCR 阴性共 38 例。BALF 标本 12 例（4.61%）：真

菌培养阳性及阴性标本各 6 例；ddPCR 阳性标本 5
例，检测结果为白色念珠菌 4例、热带念珠菌 1例，

ddPCR阴性7例。

2.1.2　研究人群的基本特征　真菌培养阳性组患者

平均年龄（68.9±12.3）岁，男性23例，女性25例，真菌培

养阴性组患者平均年龄（65.8±14.7）岁，男性127例，女

性136例。两组比较，差异均无统计学意义（表2）。

2.2　微滴式数字PCR检测体系的建立

从NCBI上搜索到白色念珠菌、光滑念珠菌、近

平滑念珠菌和热带念珠菌的核糖体 rRNA 的小亚

基 18S 的保守的核酸区域序列，通过多序列比对

软件 CLUSTALW 对上述序列进行比对寻找特异

性 区 域 。 针 对 特 异 性 区 域 序 列 利 用 Primer 
Premier 软件设计能扩增出各念珠菌的上下游引

物和探针。根据引物设计原理，分别针对各念珠

菌类型设计了 2~3 对引物和探针组合。合成并采

用 PCR 技术对多对引物和探针组合进行测试，不

同扩增长度对该实验方案的灵敏度会有影响。

经筛选得到 4 种念珠菌的最优引物和探针序列如

表 3 所示。

2.3　特异性实验

通过临床样本验证探针引物性能，对 4例具有

真菌培养结果的痰液临床样本进行检测，两者一致

度100%，说明检测体系特异性100%（表4）。

2.4　临界值试验

选取经数字 PCR 标定过的阳性样本（1.5×103 
copies/mL），使用阴性人源核酸作为稀释液，稀释至

理论浓度 300 copies/mL 和 150 copies/mL 这 2 个浓

度梯度，然后各进行 10 次重复提取检测。将具有

95%以上阳性检出率的浓度作为最低检出限，由此

确定LOD为300 copies/mL（表5）。

2.5　微滴式数字PCR在临床标本检测中的应用

根据上述实验室条件建立的 ddPCR 方法，对

260例临床标本提取DNA进行 ddPCR检测，并以真

菌培养为金标准，评估ddPCR检测对临床标本的检

出能力、敏感性和特异性。本研究所建立的基于

ddPCR 的念珠菌检测方法与临床真菌培养结果详

见表 6，其中 ddPCR 检测阳性标本 36 例，阴性标本

224例；真菌培养阳性标本 48例，阴性标本 212例。

若以真菌培养为金标准评价真菌感染，则ddPCR检

测的敏感度及特异度分别为 0.583（95%CI：0.433，
0.721）和 0.962（95%CI：0.924，0.982），阳性预测值

及阴性预测值分别为0.778和0.911（表7）。

ddPCR 检测与真菌培养结果一致性良好。结

果显示，这两种方法检测结果的总一致率为

89.23%，Kappa 检验提示二者具有较好的一致性

（Kappa=0.604，P＜0.05）。

表2　两组患者的基本资料

Table 2　Baseline characteristics of patients in both groups （x̄±s，n）

Item
Age/year
Gender （male/female）

Culture positive （n=36）
68.9±12.3

23/25

Culture negative （n=224）
65.8±14.7
127/136

t

1.42
-

P

0.157
0.956

The age distribution conforms to normality and homogeneity of variance. For variable gender， Fisher's exact test was employed due to small 
sample sizes.
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表3　4种念珠菌的最优引物和探针序列

Table 3　The best primers and probes for four Candida species 

Candida species
Candida albicans

Candida glabrata

Candida parapsilosi

Candida tropicalis

Primers or probes
upstream primer
downstream primer
probe
upstream primer
downstream primer
probe
upstream primer
downstream primer
probe
upstream primer
downstream primer
probe

Nucleotide sequence
CTTGGTATTTTGCATGTTGCTCTC
GTCAGAGGCTATAACACACAGCAG
VIC-TTTACCGGGCCAGCATCGGTTT-BHQ1
CCTGTTTGAGCGTCATTTCC
AGCACGCACAAAACACTCACTTAT
FAM-TAGGTTTTACCAACTCGGTGTTGAT-MGB
GGGTTTGGTGTTGAGCGATAC
GGAGTTTGTACCAATGAGTGGAAA
FAM-CTCCGCCTTTCTTTCAAGCAAACCCAG-BHQ1
GCGGTAGGAGAATTGCGTT
TCATTATGCCAACATCCTAGGTTTA
VIC-CGCAGTCCTCAGTCTAGGCTGGCAG-BHQ1

表4　ddPCR与真菌培养结果的一致性比较

Table 4　Comparison of results between ddPCR and fungal culture 

Sample number
Sputum sample 1

Sputum sample 2

Sputum sample 3

Sputum sample 4

Target 
gene
C.alb
C.gla

C.para
C.trp
C.alb
C.gla

C.para
C.trp
C.alb
C.gla

C.para
C.trp
C.alb
C.gla

C.para
C.trp

Positive 
droplets
13 808

0
0
0
0

1 014
0
0
0
0
0

1 526
0
0

11 698
0

Negative 
droplets
43 772
57 580
61 194
61 194
47 058
46 044
68 599
68 599
62 571
62 571
51 249
49 723
63 174
63 174
53 353
65 051

Sum of 
droplets
57 580
57 580
61 194
61 194
47 058
47 058
68 599
68 599
62 571
62 571
51 249
51 249
63 174
63 174
65 051
65 051

Copies/μL
1 908.01

0
0
0
0

207.56
0
0
0
0
0

210.36
0
0

1379.55
0

Copies/20 μL
38 160.19

0
0
0
0

4 151.18
0
0
0
0
0

4 207.17
0
0

27 591.00
0

Result of 
ddPCR

Candida 
albicans

Candida 
glabrata

Candida 
parapsilosi

Candida 
tropicalis

Result of fungal 
culture

Candida 
albicans

Candida 
glabrata

Candida parap⁃
silosi

Candida 
tropicalis

 Positive droplets： the number of droplets exhibiting increased fluorescence； Negative droplets： the number of non-fluorescent droplets； Sum 
of droplets： the number of positive droplets plus negative droplets. Copies/ μL： the absolute initial copy number of the target gene determined by fit⁃
ting the fraction of positive droplets into a Poisson distribution. C.alb： Candida albicans； C.gla： Candida glabrata； C.para： Candida parapsilosis；C.
trp： Candida tropicalis. The results of ddPCR are completely consistent with that of the fungal culture. The amplification specificity and efficiency of 
the above-mentioned primers and probes are both relatively high， and the sensitivity of detection is higher when using these combinations. What’s 
more， there is little interaction among such primers and probes.
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2.6　微滴式数字PCR与真菌培养的检测时间及

成本比较

本研究中，ddPCR定量检测法的检测时间明显

短于传统的真菌培养法。在检测时间上，ddPCR定

量法从采集到标本进行预处理至发出报告约为

35.8 h，其中检测时间仅需 7 h，传统的真菌培养及

药敏鉴定时间则需要 168 h。而成本方面，ddPCR
检测每份标本需花费 576 元；相比之下，真菌培养

及药敏鉴定每份标本只需花费235元（表8）。

3 讨 论

如前所述，念珠菌是重症患者感染的常见病原

体，多个研究表明其为医院重症患者血流感染的第

4位常见病原体，且随着各种侵入性诊疗技术临床

应用及肿瘤患者的各种综合治疗对免疫系统的影

响，导致念珠菌感染的发病率仍在上升，尽管多种

有效的抗感染药物，仍未能有效改善念珠菌感染患

者的预后。其中，缺失念珠菌感染的早期识别的方

法，导致诊断及抗真菌药物的延迟使用，可能为影

响预后的重要因素之一［13-14］。病原学培养阳性是

诊断的念珠菌感染的直接证据之一，其特异性高，

且可以鉴别菌种及进行抗真菌药物敏感性实验，能

较为有效的指导临床抗菌药物的使用，但真菌培养

周期长，阳性率较低，不能达到早期诊断、早期治疗

的目的。真菌感染的非培养诊断技术，如真菌相关

抗原检查如β-D-葡聚糖检测，有研究显示，其对 IC
的 敏 感 性 及 特 异 性 分 别 为 65%~85% 和 75%~
85%［15］，但容易出现假阳性，特别是使用了多糖类

抗癌药物、丙种球蛋白、血制品等，且 β-D-葡聚糖

广泛存在于真菌细胞壁上，该方法无法区分具体菌

种。核酸PCR检测虽缩短了检测窗口，但灵敏度相

对较低，研究显示 ddPCR的最低检出限 3.2拷贝/L，
而 qPCR的检出限为 32拷贝/L［16］，存在假阳性/阴性

率高或定量标准化不足的问题［17］。

ddPCR是一种核酸分子绝对定量技术，通过将

样本分割成数万个微滴进行独立扩增，实现对目标

DNA分子的绝对计数，其原理为：标准 PCR反应体

表5　不同模板浓度的检出率比较

Table 5　Comparison of detection rates at different template concentrations 

Template concentration
Term
Candida albicans

Candida glabrata

Candida parapsilosi

Candida tropicalis

300 copies/mL
Positive cases/n

10
10
10
10

Detection rate/%
100
100
100
100

150 copies/mL
Positive cases/n

5
6
5
4

Detection rate/%
50
60
50
40

Detection rate （%）=（positive cases/10）×100%.

表6　260例标本ddPCR与真菌培养结果

Table 6　Results of 260 specimens between ddPCR 
and fungal culture 

Items
Culture （+）
Culture （-）
Total

ddPCR+
28
8

36

ddPCR-
20

204
224

total
48

212
260

表7　260例标本ddPCR与真菌培养结果的一致性比较

Table 7　Comparison of consistency between dd PCR and fungal culture results in 260 specimens 

Method
Culture （+）
Culture （-）

ddPCR 
（+）

28
8

ddPCR 
（-）

20
204

Sensitivity 95%CI/%

58.3 （43.3， 72.1）

Specificity 95%CI/%

96.2 （92.4， 98.2）

PPV
95%CI/%

77.8 （60.4， 89.3）

NPV
95%CI/%

91.1 （86.4， 94.3）
 PPV： positive predictive value； NPV： negative predictive value； 95%CI： 95% confidence interval.

186



第1期 何志捷，等 .微滴式数字聚合酶链式反应在重症患者念珠菌感染中的应用

系经过有限的稀释产生微滴后，每个微滴包含或不

包含一个或多个拷贝的目标待检靶分子（DNA 模

板），实现“单分子模板 PCR 扩增”，经过 PCR 循环

之后，含有核酸分子模板的微滴会采集到荧光信

号，不含模板的微滴则未能产生荧光信号。根据微

滴检测仪采集到的荧光信号，依据泊松分布定律、

阳性微滴的比例和稀释倍数等已知数据，利用数据

分析软件计算得到目标待检靶分子的绝对定量浓

度或者拷贝数。 ddPCR 的最低检测限（limit of 
detection， LoD）可达到个位数拷贝/mL。与 qPCR
相比，ddPCR 的灵敏度更可提升 500 倍［18-19］。前期

研究表明［20］，ddPCR 对标本载菌量要求低，其对念

珠菌的检测限低至 1~2 个基因组拷贝/反应，在血

清、支气管 BALF等复杂样本中仍保持＞95% 的灵

敏度［21］，且可同步鉴别白念珠菌、光滑念珠菌等念

珠菌菌种［22］。因此有望可以作为念珠菌感染的早

期诊断的有效方法之一。

前期我们进行了念珠菌 ddPCR 检测的方法建

立，基于前研究及理论依据，此次收集临床重症患

者的血液、痰液、BALF样本，在其进行真菌培养同

时进行念珠菌 ddPCR 检测，验证比较 ddPCR 和真

菌培养的检测效能，综合评估ddPCR检测方法的敏

感度、特异性、重复性及临床适用性。收集了 260
例临床标本进行ddPCR检测，结果表明本研究所建

立的基于 ddPCR的念珠菌检测方法与临床真菌培

养结果整体上一致，其中血真菌培养阳性 3 例，阴

性 178例，ddPCR阳性 2例、阴性 179例。ddPCR阳

性 2例。痰真菌培养阳性 39例、阴性 28例，ddPCR
阳性 29例，阴性 38例。BALF真菌培养阳性及阴性

标本各 6例，ddPCR阳性 5例、阴性 7例。ddPCR检

测在血液标本、痰液、BALF标本与真菌培养结果基

本一致。另外，以真菌培养为标准，ddPCR 展现出

极高的特异性及阴性预测值的突出优势。这意味

着 ddPCR的阴性结果可以可靠地用于排除真菌感

染，对于临床快速停用不必要的抗真菌药物、减少药

物副作用和医疗花费具有重要价值。而 ddPCR的

敏感性较差，表明对ddPCR阳性或临床高度怀疑的

患者，仍需进行培养以确认并获取药敏信息，以指导

药物治疗方案。因此，首先利用ddPCR进行快速筛

查以高效排除非念珠菌感染者，再对ddPCR阳性者

进行培养来确认致病菌种并针对药敏精准治疗，以

减少反复送检真菌培养的医疗成本和时间成本，这

可能是一种较好的联合诊断策略。但其局限在于临

床中血真菌培养敏感度低，且痰真菌培养的假阳性

率高，故以真菌培养为标准来评价 ddPCR 的敏感

性、特异性可能会与临床实际应用存在分歧。在检

测时间上，ddPCR检测约需 7 h，明显短于传统的真

菌培养，在获取病原学证据上具有明显的时间优势。

因此我们认为 ddPCR 检测对临床念珠菌病的

诊断具有较高的潜在应用价值，尤其是在低菌负荷

患者的样本检测中，ddPCR 检测时间短，所需标本

量少，与qPCR及念珠菌培养检测相比，均表现出了

显著的优势，可为临床念珠菌感染的诊断提供有力

的依据，具有重要的临床价值。

综上所述，本研究中建立的基于ddPCR技术的

高灵敏度念珠菌检测方法在念珠菌病的临床诊断

中具有较大的潜在应用价值，有望为临床念珠菌病

提供有效的检测方法。然而，本研究样本偏少，阳

性样本例数较少，尤其在血液标本中阳性例数仅 2
例，可能导致统计效能不足，仍需后续开展多中心、

大样本临床试验进一步验证 ddPCR检测对不同部

位念珠菌感染的应用价值。另外，ddPCR技术的临

床推广仍面临挑战：①标准化的缺失，目前尚无统

一引物或探针体系及阈值设定标准（如 Ct 值或拷

贝数临界点），不同厂商的微滴生成技术不统一，检

测结果难以横向对比，且缺乏跨实验室的对比验

证。②成本方面，仪器与耗材的费用目前仍高于

传统方法（如常规 PCR、血培养），且商业化的

ddPCR 平台的初始投入和持续维护费用高，导致

ddPCR 的检测费用比真菌培养高，可能影响该技

术在基层医疗机构的推广普及。③临床价值方

面，与真菌培养比较，ddPCR 缺乏药物敏感试验，

仅能检测预设的耐药基因，可能漏检新耐药机制

或未涵盖的病原体，导致假阴性结果；同时也需要

开展更多前瞻性临床研究验证其在指导用药、疗

效监测中的价值。

表8　ddPCR与真菌培养检测时间及成本的比较

Table 8　Comparisons of detection time and cost 
between ddPCR and fungal culture 

Method
ddPCR
Culture

Detection time/h
7

168

Cost/yuan
576
235
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