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［摘　要］　目的　探讨微滴数字聚合酶链反应（ｄｄＰＣＲ）在重症急性胰腺炎（ＳＡＰ）合并疑似血流感染（ＢＳＩ）病原学

诊断中的价值。方法　选取２０２２年７—９月某院重症医学科收治的ＳＡＰ患者，在疑似ＢＳＩ发作时同步采集静脉血

进行ｄｄＰＣＲ检测和血培养（ＢＣ）及药敏试验（ＡＳＴ），记录两种检测方法的耗时，比较ｄｄＰＣＲ与ＢＣ的检测结果，计

算ｄｄＰＣＲ的病原学诊断效能，并探讨ｄｄＰＣＲ检测病原菌载量值与感染指标水平的相关性。结果　共纳入２２例患

者，采集５２份静脉血标本进行检测，ＢＣ阳性１７份（３２．７％），检出病原体２９株；ｄｄＰＣＲ阳性４１份（７８．８％），检测

出病原体７３株。ｄｄＰＣＲ耗时低于ＢＣ［（０．１６±０．０３）ｄＶＳ（５．９２±１．２０）ｄ，犘＜０．００１］。在ｄｄＰＣＲ检测范围内，以

ＢＣ为金标准，ｄｄＰＣＲ检测的灵敏度和特异度分别为８０．０％、２８．６％；联合检测前１周内非血标本微生物证据综合

判定ＢＳＩ，ｄｄＰＣＲ检测的灵敏度和特异度分别提高至９１．９％、７６．９％。ｄｄＰＣＲ耐药基因检测中，１９份检出犫犾犪ＫＰＣ，

９份检出犫犾犪ＮＤＭ／ＩＭＰ，６份检出Ｖ犪狀Ａ／Ｖ犪狀Ｍ，５份检出犿犲犮Ａ。相关性分析显示病原菌载量值与Ｃ反应蛋白、降钙素

原水平呈正相关（狉分别为０．３４７、０．４１４，均犘＜０．０５）。结论　ｄｄＰＣＲ作为一种辅助ＢＣ诊断ＢＳＩ的检测方法具有

灵敏度高、耗时低等优势，值得进一步探讨其在临床中的应用。
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　　急性胰腺炎（ａｃｕｔｅｐａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓ，ＡＰ）是由多种

病因引起的因胰酶异常激活消化胰腺自身及周围组

织而引发的急腹症［１］，其中２０％的患者会伴发器官

功能障碍和（或）胰腺坏死组织感染（ｉｎｆｅｃｔｅｄｐａｎ

ｃｒｅａｔｉｃｎｅｃｒｏｓｉｓ，ＩＰＮ）进展为重症急性胰腺炎（ｓｅ

ｖｅｒｅａｃｕｔｅｐａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓ，ＳＡＰ），病死率高达２０％～

４０％
［２４］。ＳＡＰ患者存在诸多引发血流感染（ｂｌｏｏｄ

ｓｔｒｅａｍｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ＢＳＩ）的高危因素，如侵入性操作、

免疫抑制状态、局灶性感染播散、医院感染、营养状

况差等［５］，易诱发脓毒症，加重器官功能障碍，严重

影响患者的预后。因此，快速、准确识别ＢＳＩ病原体

是指导抗菌药物使用的关键。目前，血培养（ｂｌｏｏｄ

ｃｕｌｔｕｒｅ，ＢＣ）是ＢＳＩ诊断的金标准
［６］，但受其技术

原理限制，存在阳性率低、耗时长、采血量大、易污染

等缺点［７８］，难以实时辅助临床诊治。微滴数字聚合

酶链反应（ｄｒｏｐｌｅｔｄｉｇｉｔａｌＰＣＲ，ｄｄＰＣＲ）作为第三

代核酸扩增与检测技术，通过平行的单分子扩增实

现待检靶分子载量值的绝对定量［９１１］，能同时对病

原体及耐药基因进行多重检测，具有快速、高灵敏

度、不依赖标准曲线等优势［１２］，以及研究和临床应

用前景。本研究基于ＳＡＰ合并疑似ＢＳＩ患者人群，

评价ｄｄＰＣＲ的病原学诊断效能，并探讨其临床应用

价值。

１　对象与方法

１．１　研究对象　选取２０２２年７—９月某院重症医

学科收治的ＳＡＰ患者，临床医生怀疑ＢＳＩ发生时，

在同一时间、同一部位采集患者静脉血标本。纳

入标准包括（１）依据改良 Ａｔｌａｎｔａ标准诊断为

ＳＡＰ
［１３］。（２）年龄≥１８岁。（３）至少符合两项全身

炎症反应综合征（ＳＩＲＳ）标准：ａ）最高体温＞３８℃或

＜３６℃；ｂ）心率＞９０次／ｍｉｎ；ｃ）呼吸＞２０次／ｍｉｎ或

ＰａＣＯ２＜３２ｍｍＨｇ；ｄ）白细胞计数＞１２．０×１０
９／Ｌ

或＜４．０×１０
９／Ｌ。排除标准包括（１）拒绝抽血检

测；（２）病历资料不完整。本研究方案经该医院医学

伦理委员会批准（批号：２０２１ＮＺＫＹ－０１４－０１），纳

入受试者均签署知情同意书。

１．２　检测方法

１．２．１　ＢＣ法　按规范流程采集２套血标本并送至

微生物实验室［６］，使用血培养仪（ＢＤＢａｃｔｅｃＴＭ

ＦＸ４０，美国）按使用手册对血标本进行分析，使用

Ｖｉｔｅｋ○
Ｒ
ＭＳ系统（ＢｉｏＭｅｒｉｅｕｘ，ｖｅｒｓｉｏｎ１．７，法国）

对培养阳性血标本进行菌种鉴定，并进行药物敏感

试验（ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｉｎｇ，ＡＳＴ）。

１．２．２　ｄｄＰＣＲ法　按规范流程采集５～１０ｍＬ静

脉血于ＥＤＴＡ抗凝管中，２ｈ内离心（３０００ｒ／ｍｉｎ，

１５ｍｉｎ）后采集血浆。依次取６０μＬ洗脱液、２ｍＬ

血浆、１０μＬ内对照、２００μＬ蛋白酶 Ｋ加至提取槽

并置于核酸提取仪进行核酸提取，收集洗脱液并

以５μＬ／管加入至含靶标的预混液试剂管中，放于

标本制备仪（ＤＧ３２，领航基因科技，中国）进行液滴

制备，使用ＰＣＲ扩增仪（ＴＣ１，领航基因科技，中国）

按照“９５℃５ｍｉｎ；（９５℃５ｓ，６０℃２０ｓ）×４０循环；

２５℃５ｍｉｎ”循环参数进行平行扩增，最后使用生物

芯片阅读仪（ＣＳ７，领航基因科技，中国）分析并报告

病原体和耐药基因型的类别及载量值。

１．２．３　ｄｄＰＣＲ检测范围　检测范围包括１５种病

原体及５种耐药基因，分别为铜绿假单胞菌、阴沟

肠杆菌、肺炎克雷伯菌、大肠埃希菌、鲍曼不动杆

菌、金黄色葡萄球菌、凝固酶阴性葡萄球菌、肠球

菌、链球菌、念珠菌、嗜麦芽窄食单胞菌、柠檬酸杆

菌、黏质沙雷菌、奇异变形杆菌、洋葱伯克霍尔德菌，

以及耐药基因犫犾犪ＫＰＣ、犿犲犮Ａ、犫犾犪ＮＤＭ／ＩＭＰ、犫犾犪ＯＸＡ４８、

Ｖ犪狀Ａ／Ｖ犪狀Ｍ。

１．３　数据收集　通过电子病历系统收集患者的年

龄、性别、身体质量指数（ＢＭＩ）、ＡＰ病因、首次检测

距发病日数、首次检测当日器官功能支持情况，收集
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两种检测方法的结果及从上机至报告最终结果的耗

时，每次检测当日的病情严重度评分，以及实验室指

标、检测前１周内的其他体液细菌培养结果等。

１．４　检测结果解读　如果检测到一种或多种病原

体认定为阳性结果，没有检测到病原体认定为阴性

结果。如果单次检测两种方法均为阴性或ｄｄＰＣＲ

检测菌种等同／包含ＢＣ结果，定义为结果一致；ＢＣ

呈阳性，ｄｄＰＣＲ呈阴性或检测菌种不等同／不包含

ＢＣ结果，ｄｄＰＣＲ结果定义为假阴性；当ＢＣ呈阴性，

ｄｄＰＣＲ呈阳性，则判定为可能血流感染或推定假阳

性。可能血流感染是指ｄｄＰＣＲ结果与检测前１周

内非血标本病原学检测结果相符；推定假阳性是指

ｄｄＰＣＲ结果与检测前１周内非血标本病原学检测

结果不相符［１４］。ＡＳＴ阳性是指下述情况：ＡＳＴ显

示对亚胺培南或美罗培南耐药，定义为碳青霉烯类

耐药，对应ｄｄＰＣＲ耐药基因型为犫犾犪ＫＰＣ、犫犾犪ＮＤＭ／ＩＭＰ、

犫犾犪ＯＸＡ４８；ＡＳＴ显示对甲氧西林耐药，对应ｄｄＰＣＲ

耐药基因犿犲犮Ａ；ＡＳＴ显示对万古霉素耐药，对应

ｄｄＰＣＲ耐药基因为Ｖ犪狀Ａ／Ｖ犪狀Ｍ。

１．５　统计学分析　应用ＳＰＳＳ２５．０软件进行统计

分析，计量资料采用均值±标准差（狓±狊）描述，计数

资料采用频数（率）描述；计算ｄｄＰＣＲ检测的灵敏

度、特 异 度、阳 性 预 测 值 和 阴 性 预 测 值；采 用

犛狆犲犪狉犿犪狀相关性分析计算ｄｄＰＣＲ单次检测病原

体载量与感染指标水平的相关性；双侧犘≤０．０５为

差异有统计学意义。应用 ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ９．０．０

软件进行图绘制。

２　结果

２．１　一般资料　本研究共纳入２２例患者，年龄１８～

６９岁，平均（４２．４±１５．３）岁，男性１５例（６８．２％），

首次检测时患者的平均Ｃ反应蛋白（ＣＲＰ）和降钙

素原（ＰＣＴ）值分别为１９４．８ｍｇ／Ｌ、４．１９μｇ／Ｌ。见

表１。共送检血标本５２份，ｄｄＰＣＲ耗时［（０．１６±

０．０３）ｄ］低于ＢＣ耗时［（５．９２±１．２０）ｄ；犘＜０．００１］。

表１　２２例ＳＡＰ患者一般资料与临床特征

犜犪犫犾犲１　Ｇｅｎｅｒａｌｄａｔａａｎｄｃｌｉｎｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆ２２ＳＡＰｐａｔｉｅｎｔｓ

项目 临床资料

年龄（岁） ４２．４±１５．３

性别［男，例（％）］ １５（６８．２）

ＢＭＩ（ｋｇ／ｍ２） ２７．２３±５．０４

首次检测距发病日数（ｄ） ３３．８±２７．９

急性胰腺炎病因［例（％）］

　胆源性 ８（３６．４）

　高脂血症性 １４（６３．６）

器官功能支持［例（％）］

　机械通气 １４（６３．６）

　血管活性药治疗 　９（４０．９）

　肾替代治疗 　８（３６．４）

项目 临床资料

严重程度评分（分）

　ＳＯＦＡ评分 　７．４±４．７

　ＭＯＤＳ评分 　３．８±２．６

实验室指标

　白细胞计数（×１０９／Ｌ） １２．０±４．７

　中性粒细胞计数（×１０９／Ｌ） １０．５±４．１

　淋巴细胞计数（×１０９／Ｌ） ０．８５±０．５１

　ＣＲＰ（ｍｇ／Ｌ） １９４．８±１０８．７

　ＰＣＴ（μｇ／Ｌ） ４．１９±４．７３

　血清清蛋白（ｇ／Ｌ） ３１．１±４．０

检测次数［例（％），次］

　１ 　１１（５０．０）

　２ 　 ５（２２．７）

　≥３ 　 ６（２７．３）

　　注：ＳＯＦＡ评分为序贯器官衰竭评分；ＭＯＤＳ评分为多器官功能障碍评分。

２．２　病原体检出情况　５２份血标本中，ＢＣ阳性１７

份（３２．７％），分离病原体２９株，以凝固酶阴性葡萄

球菌、鲍曼不动杆菌、肺炎克雷伯菌为主；ｄｄＰＣＲ检

测阳性４１份（７８．８％），检出病原体７３株，以肺炎克

雷伯菌、鲍曼不动杆菌、肠球菌为主。ｄｄＰＣＲ检测

前７日内患者引流液、痰、胆汁等３４份体液标本的

细菌培养结果显示，共分离病原体５１株。见图１。

４１．２％的ＢＣ阳性及４６．３％的ｄｄＰＣＲ阳性血标本

中检测到两种及以上病原体。见图２。
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图１　ＳＡＰ患者血标本ＢＣ、ｄｄＰＣＲ检测及非血标培养病原菌分布情况
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图２　ｄｄＰＣＲ和ＢＣ单次检测出病原体种类分布

犉犻犵狌狉犲２　Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｐａｔｈｏｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓｉｎｓｉｎｇｌｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

ｂｙｄｄＰＣＲａｎｄＢＣ

２．３　ｄｄＰＣＲ检测的诊断效能　在ｄｄＰＣＲ检测范

围内，共有５０份血标本检测结果纳入诊断效能的计

算，排除的２份血标本ＢＣ检测结果为恶臭假单胞

菌和食酸代夫特菌，不在ｄｄＰＣＲ检测范围内。以

ＢＣ为金标准，两种方法一致阳性１２份，一致阴性

１０份，总体一致性为４４．０％（２２／５０），ｄｄＰＣＲ的灵

敏度为８０．０％（１２／１５），特异度为２８．６％（１０／３５），

阳性预测值和阴性预测值分别为３２．４％（１２／３７）、

７６．９％（１０／１３）；在考虑可能ＢＳＩ之后，ｄｄＰＣＲ的灵

敏度为９１．９％（３４／３７），特异度为７６．９％（１０／１３），

阳性预测值和阴性预测值分别为９１．９％（３４／３７）、

７６．９％（１０／１３）。见表２、图３。

表２　ｄｄＰＣＲ在病原学诊断中的效能

犜犪犫犾犲２　ＥｆｆｉｃａｃｙｏｆｄｄＰＣＲｉｎｅｔｉｏｌｏｇｉｃａｌｄｉａｇｎｏｓｉｓ

诊断方法 ｄｄＰＣＲ阳性 ｄｄＰＣＲ阴性 灵敏度（％） 特异度（％） 阳性预测值（％） 阴性预测值（％）

基于ＢＣ ＢＣ阳性 １２ ３ ８０．０ ２８．６ ３２．４ ７６．９

ＢＣ阴性 ２５ １０

基于ＢＣ ＢＳＩ阳性 ３４ ３ ９１．９ ７６．９ ９１．９ ７６．９

及体液培养
ＢＳＩ阴性 ３ １０
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　　注：＋表示阳性；－表示阴性。

图３　目标范围内ｄｄＰＣＲ和ＢＣ的检测情况及结果

犉犻犵狌狉犲３　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｄｄＰＣＲａｎｄＢＣｉｎｔａｒｇｅｔｅｄ

ｒａｎｇｅ

２．４　病原菌载量与感染指标的相关性　相关性分

析显示，在ｄｄＰＣＲ检出的阳性血标本中，病原菌载

量值与检测当日的ＣＲＰ、ＰＣＴ水平呈正相关（均犘

＜０．０５），与检测当日的体温峰值、ＳＯＦＡ 评分、

ＭＯＤＳ评分、白细胞计数、中性粒细胞计数、淋巴细

胞计数均未见明显相关性（均犘＞０．０５）。见表３。

表３　病原菌载量与感染指标的相关性

犜犪犫犾犲３　Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｐａｔｈｏｇｅｎｌｏａｄａｎｄｉｎｆｌａｍｍａｔｏ

ｒｙｐａｒａｍｅｔｅｒｓ

项目 狉 犘

体温峰值 ０．０６８ ０．６７３

ＳＯＦＡ评分 ０．２７９ ０．０７７

ＭＯＤＳ评分 ０．１９４ ０．２２４

白细胞计数 －０．０１６ ０．９２１

中性粒细胞计数 －０．００２ ０．９９０

淋巴细胞计数 －０．２４６ ０．１２２

ＣＲＰ ０．３４７ ０．０２６

ＰＣＴ ０．４１４ ０．００７

２．５　耐药基因分布　１７份ＢＣ阳性的血标本中１２

份ＡＳＴ阳性。４１份ｄｄＰＣＲ阳性血标本中２８份检

出耐药基因，其中犫犾犪ＫＰＣ阳性１９份，犫犾犪ＮＤＭ／ＩＭＰ阳性９

份，Ｖ犪狀Ａ／Ｖ犪狀Ｍ 阳性６份，犿犲犮Ａ阳性５份。６份

ｄｄＰＣＲ检出 Ｖ犪狀Ａ／Ｖ犪狀Ｍ 基因的血标本中，５份

（８３．３％）肠球菌阳性；５份检出犿犲犮Ａ基因的血标

本中，４份（８０．０％）葡萄球菌阳性。１２份ＡＳＴ阳性

血标本中，ｄｄＰＣＲ耐药基因检测阳性９份（７５．０％），

其中８份（６６．７％）耐药基因结果等同或包含 ＡＳＴ

结果，不一致的４份标本中存在２份漏检，２份未在

ｄｄＰＣＲ检测范围内。

３　讨论

ＢＳＩ是世界范围内一个重要的公共卫生问题，

延迟的感染源控制与不充分的抗感染治疗会显著增

加患者死亡风险并影响长期预后［１５１７］。２０２１年《脓

毒症和脓毒症休克管理国际指南》强调：对于可能患

有脓毒症或脓毒症休克的成人，应在１ｈ内给予抗

菌药物［１８］。由于ＢＳＩ的症状缺乏特异性、ＢＣ阳性

率低及存在滞后性，在ＢＳＩ病原学早期诊断、感染程

度分层、抗菌药物精准使用及疗效监测等方面存在

诸多困难。

ｄｄＰＣＲ作为一种新兴的分子诊断技术，不依赖

标准曲线即可对目标序列进行绝对定量检测［１２］，目

前已广泛应用于无创产前基因检测和肿瘤的液体

活检［１９２０］；同时，在感染性疾病的诊断中也显示出

了巨大潜力［２１］。本研究显示，ｄｄＰＣＲ在耗时方面明

显优于ＢＣ，此为ＢＳＩ病原学早期诊断，精准指导抗

菌药物使用提供了可能；同时，包括ＡＰ在内的许多

无菌性炎症在发病早期具有发热、炎症指标升高等

易与感染相混淆的表现［２２］，ｄｄＰＣＲ的使用将有助于

临床医生对其进行鉴别。考虑到ＢＣ存在一定假阴

性率［２３］，本研究整合了检测前１周内非血标本细

菌培养结果来综合判定ＢＳＩ的可能，使ｄｄＰＣＲ的灵

敏度和特异度分别提升至９１．９％、７６．９％，与既往

研究［２４］报道一致。值得注意的是，ｄｄＰＣＲ和ＢＣ在

２份血标本中均检测到念珠菌，并且既往研究
［１４，２５］

也证实了ｄｄＰＣＲ对于真菌的诊断性能。

ＢＣ阳性血标本中，有３份ｄｄＰＣＲ检测为阴性，

在既往研究［２１，２６］中有类似报道，结合ＢＣ常见污染

菌分布［６］，考虑其中２份血标本ＢＣ分离的溶血性

葡萄球菌为采样时混入的皮肤定植菌；另外１份血

标本ＢＣ分离出多种细菌，ｄｄＰＣＲ漏检了其中的黏

质沙雷菌和阴沟肠杆菌，笔者认为可能是由于

ｄｄＰＣＲ检测血浆中病原体 ＤＮＡ 片段，存在 ＤＮＡ

突变或在菌种过多时存在相互干扰的情况，进而影

响检测的精准度，还需要更多的基础研究来证实。

在过去几十年中，有２５０余种脓毒症相关生物标

志物被研究用于辅助临床决策［１８，２７］，ＣＲＰ和ＰＣＴ等

作为当前研究和应用最广泛的生物标志物，一定程度

上反映了机体对病原体的免疫反应强度［２８］。本研究

显示了ｄｄＰＣＲ阳性血标本中病原菌ＤＮＡ载量值与

检测当日的ＣＲＰ和ＰＣＴ水平呈明显的正相关关系，

表明ｄｄＰＣＲ在检测出病原体种类的同时，也能较直
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观地反映感染的严重程度［２９３０］；并且，凭借其绝对定

量的特性，为抗感染疗效的动态监测提供可能［３１］。

近年来，不断有新兴的检测方法应用于感染病

原学领域［８，３２３３］，其中，宏基因组二代测序（ｍｅｔａ

ｇｅｎｏｍｉｃｎｅｘｔｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ｍＮＧＳ）应用

广泛并在脓毒症、中枢神经系统感染、组织感染等

感染性疾病的病原体检测中逐渐受到认可［３４３６］。

有研究［３７］比较了 ｍＮＧＳ与ｄｄＰＣＲ对于ＢＳＩ的诊

断效能，结果表明在ｄｄＰＣＲ检测范围内，ｄｄＰＣＲ具

有更高的灵敏度和更短的检测耗时，然而ｍＮＧＳ具

有更广的检测范围，并且在罕见病原体的诊断上具

有优势。笔者认为，ｄｄＰＣＲ在应用方面还需考虑以

下几点：首先，基于检测血浆中微生物游离 ＤＮＡ

（ｍｃｆＤＮＡ）的方法
［３８］，ｄｄＰＣＲ受病原体生存状况影

响小，使其在检测中具有稳定性和可重复性，但无法

区分血液中的病原菌处于存活或失活状态；同时，尚

缺少病原菌ＤＮＡ载量值定义ＢＳＩ临床诊断及判定

抗菌药物最佳启动时机阈值的相关研究。其次，尽

管本研究在ｄｄＰＣＲ检测的多数血标本中呈现了菌

种与耐药基因型的对应关系，但ｄｄＰＣＲ检测出的耐

药基因型不等同于表型，且在多种病原菌感染时较

难确定耐药基因源于何种病原菌，使其在指导抗感

染药物使用时存在一定局限性。因此，如何将

ｄｄＰＣＲ更好地应用到临床实践中还需要更多高质

量的前瞻性研究来明确。

本研究存在一定局限性。首先，该研究是在单

中心进行的，作为探索性研究样本量较小；其次，未

能评价和探讨ｄｄＰＣＲ在动态监测个体抗感染疗效、

改善患者预后方面的效能。

综上所述，ｄｄＰＣＲ作为一种辅助ＢＣ诊断ＢＳＩ

的检测方法具有灵敏度高、耗时低等优势，对ＢＳＩ病

原体及耐药基因的快速检测具有一定的诊断意义，

未来还需要更多前瞻性研究去探究其在指导抗菌药

物使用、疗效动态监测及改善患者预后等方面的临

床价值。
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