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  摘 要:目的 分析可能对妊娠结局产生不良影响的生殖道病原体,研发基于微流控技术的多靶标核酸检

测试剂,建立快速多重分子检测新技术,并对该方法的有效性进行验证。方法 对在北京大学第三医院就诊的

妊娠期女性生殖道标本中可能对妊娠结局产生不良影响的病原微生物进行回顾性研究。采用微流控芯片核酸

检测技术对上述样本进行检测,将检测结果与传统培养法或实时荧光定量聚合酶链反应(qPCR)法结果进行比

较,对方法的符合率、检出限、交叉反应和抗干扰能力等方面进行验证。结果 生殖道样本中B族链球菌、大肠

埃希菌和白念珠菌阳性的妊娠期女性出现胎膜早破、子痫前期和妊娠期糖尿病等不良妊娠结局率显著高于阴

性组(P<0.05)。微流控多重核酸检测技术与培养法相比,阳性符合率为92.59%,阴性符合率为84.72%,与

qPCR法相比,阳性符合率为98.75%,阴性符合率为100.00%。结论 微流控多重核酸检测技术具备高效、准

确的特点,有望在临床实践中提供更快速、精准的病原体检测,及时诊断妊娠期女性生殖道感染并预防不良妊

娠结局的发生。
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Abstract:Objective To

 

analyze
 

reproductive
 

tract
 

pathogens
 

that
 

may
 

adversely
 

affect
 

pregnancy
 

out-
comes,to

 

develop
 

multi-target
 

nucleic
 

acid
 

detection
 

reagents
 

based
 

on
 

microfluidic
 

chip
 

technology,to
 

estab-
lish

 

a
 

new
 

molecular
 

technique
 

for
 

rapid
 

multiplexed
 

detection,and
 

to
 

validate
 

the
 

effectiveness
 

of
 

this
 

meth-
od.Methods A

 

retrospective
 

study
 

on
 

pathogenic
 

microorganisms
 

that
 

may
 

adversely
 

affect
 

pregnancy
 

out-
comes

 

in
 

genital
 

tract
 

samples
 

of
 

pregnant
 

women
 

visiting
 

Peking
 

University
 

Third
 

Hospital
 

was
 

conducted.
Microfluidic

 

chip
 

nucleic
 

acid
 

detection
 

technology
 

was
 

used
 

to
 

test
 

the
 

above
 

samples,and
 

the
 

test
 

results
 

were
 

compared
 

with
 

those
 

by
 

the
 

traditional
 

culture
 

method
 

or
 

real-time
 

fluorescent
 

quantitative
 

PCR(qPCR)
 

method,and
 

the
 

conformity
 

rate,the
 

detection
 

limit,the
 

cross-reaction,and
 

the
 

anti-interference
 

ability
 

of
 

the
 

method
 

were
 

verified.Results Through
 

retrospective
 

analysis,it
 

was
 

determined
 

that
 

pregnant
 

women
 

with
 

positive
 

genital
 

tract
 

samples
 

for
 

group
 

B
 

Streptococcus,Escherichia
 

coli
 

and
 

Candida
 

albicans
 

had
 

significantly
 

·187·国际检验医学杂志2026年4月第47卷第7期 Int
 

J
 

Lab
 

Med,April
 

2026,Vol.47,No.7

* 基金项目:北 京 市 科 技 新 星 计 划 项 目(20220484090);北 京 市 科 技 新 星 交 叉 合 作 课 题(20230484442);北 京 市 自 然 科 学 基 金 项 目

(7232206);北京市优促计划赋能项目(YC202301QX0087);北京大学第三医院临床重点项目(BYSYZD2024011)。

  作者简介:刘宏瑞,女,本科在读,主要从事分子诊断新技术相关研究。 △ 通信作者,E-mail:wenzhesi@bjmu.edu.cn。



higher
 

rates
 

of
 

adverse
 

pregnancy
 

outcomes
 

such
 

as
 

premature
 

rupture
 

of
 

membranes,pre-eclampsia
 

and
 

ges-
tational

 

diabetes
 

mellitus
 

than
 

pregnant
 

women
 

in
 

the
 

negative
 

group
 

(P<0.05).When
 

microfluidic
 

chip-
based

 

multiplex
 

nucleic
 

acid
 

detection
 

was
 

compared
 

with
 

the
 

culture
 

method
 

the
 

positive
 

compliance
 

rate
 

was
 

92.59%
 

and
 

the
 

negative
 

compliance
 

rate
 

was
 

84.72%.The
 

positive
 

compliance
 

rate
 

was
 

98.75%
 

and
 

the
 

neg-
ative

 

compliance
 

rate
 

was
 

100.00%
 

compared
 

to
 

qPCR
 

method.Conclusion The
 

microfluidic
 

microarray
 

nu-
cleic

 

acid
 

testing
 

technology
 

is
 

characterized
 

by
 

high
 

efficiency
 

and
 

accuracy,and
 

is
 

expected
 

to
 

provide
 

faster
 

and
 

more
 

accurate
 

pathogen
 

detection
 

in
 

clinical
 

practice
 

for
 

timely
 

diagnosis
 

of
 

infections
 

during
 

pregnancy
 

and
 

prevention
 

of
 

adverse
 

pregnancy
 

outcomes.
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outcomes; molecular
 

diagnosis

  阴道微生物群落失衡、病原微生物成为优势种群

时,可能引发未足月胎膜早破、早产及新生儿低出生

体重等不良妊娠结局[1-4]。其潜在机制可能是阴道上

皮细胞肿胀,增加对病原微生物的通透性,使其沿阴

道向上迁移至宫腔,诱发炎症反应,最终干扰妊娠进

程[5-6]。目前,临床诊断女性生殖道感染的常规手段

包括培养法、实时荧光定量聚合酶链反应(qPCR)法
和测序技术[7]。其中,培养法耗时较长;qPCR法多针

对单一病原体检测,在非特异性感染中存在挑战;测
序技术成本较高,不适宜作为预防或早期干预的首选

方法。因此,探索新型生殖道病原体检测技术具有重

要意义。微流控芯片,亦称微流体芯片或芯片实验

室,通过将所有反应单元高度集成于单一芯片之上,
实现了生化反应流程的微型化、集成化与自动化[8-9]。
在生物科学研究领域,微流控技术与核酸检测技术的

融合,将PCR反应的全过程集成至芯片平台,展现出微

量样本处理、高度集成及快速检测的独特优势[10]。本

研究旨在研发多重核酸检测技术,快速识别女性生殖道

病原体,并与当前广泛应用的微生物培养法、qPCR法

进行对比分析,为预防不良妊娠结局提供支持。

1 材料与方法

1.1 标本来源 标本留取对象为2023年1月1日

至12月28日本院进行生殖道病原学检测的孕周30
周及以上、无基础疾病(高血压、糖尿病等)的妊娠期

女性,截至2024年4月1日,所有研究对象均已明确

妊娠结局。本研究已得到北京大学第三医院(下称本

院)伦理委员会的批准(批准号:M20241118),所有操

作均符合伦理要求。

1.2 仪器与试剂 核酸提取仪[型号:GenFine
 

32,
济凡生物科技(北京)有限公司];qPCR仪(型号:ABI

 

7500);Flash10全自动核酸检测分析系统。B族链球

菌(GBS)核酸测定试剂盒购自上海之江生物科技股

份有限公司;磁珠法核酸提取试剂盒、微流控芯片检

测试剂购自北京卡尤迪生物科技股份有限公司;血琼

脂平板、沙氏葡萄糖琼脂平板(SDA)购自赛默飞世尔

科技公司(Thermo
 

Fisher
 

Scientific)。

1.3 方法

1.3.1 资料收集 查询本院实验室信息系统(LIS),
检索2023年1月1日至12月28日直肠-阴道拭子

GBS核酸检测阳性患者(妊娠期女性)、宫颈阴道脱落

细胞培养阳性患者(妊娠期女性)临床资料,并查询其

妊娠结局(截至2024年4月1日)。将胎膜早破、子
痫前期、妊娠期糖尿病、胎儿窘迫、先兆流产、复发性

流产等纳入不良妊娠结局。本研究中所观察到的胎

儿窘迫,主要表现为胎心异常、基线变异减少及减速

等胎心监护图(CTG)改变,其发生与妊娠期生殖道病

原体感染具有显著相关性[11]。

1.3.2 筛选目标病原体 有研究显示,GBS、大肠埃

希菌、白念珠菌与不良妊娠结局有关[4],结合文献

[12-17]报道,确定临床常见并对妊娠结局存在影响的

病原体为检测对象:大肠埃希菌、白念珠菌、光滑念珠

菌、GBS、解脲脲原体、淋病奈瑟菌、沙眼衣原体。

1.3.3 微流控多重检测技术引物设计 本研究所用

引物针对目标病原体(大肠埃希菌、白念珠菌、GBS、
解脲脲原体、沙眼衣原体、淋病奈瑟菌)设计,并同时

检测乳酸杆菌作为阴道微生态的对照菌群,以评估其

与不良妊娠结局的关系,并实现其在微流控芯片平台

上的特异性快速检测。引物序列主要参考已发表文

献及公共数据库(如PubMed、NCBI
 

Primer-BLAST)
中报道的保守区域序列,采用Primer

 

Premier5.0和

Oligo7软件完成,重点考察其GC含量、Tm值、引物

二聚体形成趋势、自互补结构等参数,以确保其在多

重反应体系中的稳定性与兼容性。引物长度控制在

18~25
 

bp,Tm值控制在(60±2)℃范围内,便于统一

热循环条件下的反应兼容。
所有引物由北京卡尤迪生物科技股份有限公司

合成。为适应微流控检测平台,对引物进行如下适配

调整:(1)控制其浓度范围在0.2~0.4
 

μmol/L,以适

合微量反应体系;(2)在微流控芯片阵列中通过引物

末端修饰实现片上固定;(3)在片上反应体系中引入
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荧光标记体系,用于实时监测扩增信号;(4)根据芯片

结构优化引物排列,防止不同检测通道之间信号

干扰。

上述引物已在预实验中完成性能验证,均具备良

好的扩增效率与特异性,适用于本研究所构建的微流

控荧光PCR病原体联合检测体系。

表1  引物序列(5'-3')

项目 正向引物 反向引物

大肠埃希菌 GTTAATACCTTTGCTCATTGA ACCAGGGTATCTTAATCCTGTT
白念珠菌 GACTAGCATTAGTGGGTTGCG CACCCAGCAGAATACACCG
光滑念珠菌 ACAGGGTCTGATCAGCAACCA GCCAACTATCCCAACTGGTGT

GBS CAGTTGTAAGGAATGTGGTAAAGG AAAGTTGGCTTCAGCATAGG
解脲脲原体 CACAGATGTCCTTGATGTACCC GTAAAAATTATTTGTAAATTGGGC
沙眼衣原体 CCTGCTGAACCAAGCCTTAT TGATAGCGTCACACCAAGTG
淋病奈瑟菌 CCGGAACTGGTTTCATCTG GTTTCAGCGGCAGCATTCA
乳酸杆菌(对照) GAGGCAGCAGTAGGGAATCTTC GGCCAGTTACTACCTCTATCCTTCTTC

1.3.4 样本检测 收集宫颈阴道脱落细胞拭子样本

并保存于-20
 

℃冰箱。待检测时,样本涡旋瞬离后,
取400

 

μL(宫颈/宫底1
 

000
 

μL)转入1.5
 

mL管,
13

 

300
 

r/min离心5
 

min;弃上清,沉淀重悬于250
 

μL
 

50
 

mmol/L
 

Tris-HCl,转入含0.1
 

mm 破碎珠的2
 

mL螺帽管,破碎仪裂解,13
 

300
 

r/min离心1
 

min取

上清;重复200
 

μL
 

Tris-HCl再裂解一次,合并上清,
取200

 

μL用于核酸提取与纯化。基于研发的微流控

芯片检测试剂,每反应孔中分别加5
 

μL
 

DNA样本。
每次检测均应设置阳性质控和阴性质控作为对照,并
依据《分子诊断检验程序性能验证指南》规定对试剂

的灵敏度、特异度、抗干扰能力等性能进行验证。
1.4 统计学处理 采用Python

 

3.11.2统计学软件

进行数据分析。计数资料采用例数或百分率表示,微
流控多重核酸检测技术结果与传统培养法及qPCR
法等结果差异比较采用χ2 检验(经 Yates连续性校

正)或Fisher
 

精确检验。以P<0.05为差异有统计

学意义。
2 结  果

2.1 回顾性分析结果 通过查阅 LIS系统,证实

2023年1月1日至2024年4月1日就诊于本院的妊

娠期女性生殖道微生物筛查中,GBS核酸阳性323
例,其中妊娠期糖尿病89例,子痫前期15例,胎膜早

破61例,以及其他不良结局(先兆流产、胎儿窘迫、复
发性流产等)16例,不良结局率56.04%;宫颈阴道脱

落细胞病原体培养法阳性561例,其中大肠埃希菌阳

性118例,不良结局80例、正常妊娠38例。白念珠

菌阳性85例,不良结局48例,正常妊娠37例。乳酸

杆菌样本358例,不良结局46例,正常妊娠312例。
查询微生物培养阴性妊娠期女性的妊娠结局,在
3

 

058例中随机选择425例,其中不良结局45例,正
常妊娠380例。见表2。
  Yates连续性校正的χ2 检验结果显示,GBS、大
肠埃希菌和白念珠菌阳性的妊娠期女性出现胎膜早

破、子痫前期及妊娠期糖尿病的比例显著高于阴性组

(P<0.05),表明这些病原体感染与不良妊娠结局存

在显著相关性。相比之下,乳酸杆菌阳性样本的不良

结局率较低(12.85%),与培养阴性样本的不良结局

率(10.59%)比较,差异无统计学意义(P=0.38)。基

于上述回顾性分析及文献,确定大肠埃希菌、白念珠

菌、光滑念珠菌、GBS、解脲脲原体、淋病奈瑟菌、沙眼

衣原体7种,并以乳酸杆菌为阴性微生态的对照菌

群,确定以上7种病原体为目标病原体。
表2  2023年妊娠期女性病原体阳性与妊娠结局统计

项目
不良

结局(n)
正常

妊娠(n)
不良

结局率(%)
χ2 P

GBS 181 142 56.04 177.6 <0.001

大肠埃希菌 80 38 67.80 167.4 <0.001

白念珠菌 48 37 56.47 97.0 <0.001

乳酸杆菌 46 312 12.85 0.8 0.384

培养阴性 45 380 10.59 - -

  注:-表示无数据。

2.2 微流控多重核酸检测技术与传统培养法对比 
与培养法相比,临床样本的阳性符合率92.59%,阴性

符合率84.72%,总符合率87.55%。结果表明二者

一致性较好,且微流控多重核酸检测技术在不同浓度

的待测靶标质粒检测方面,具有较高的灵敏度与特异

度,显示出其可靠性和实用性。见表3。
  在传统培养法报告的81例阳性病原体基础上,
微流控多重核酸检测技术检出了23例超出培养法报

告范围的病原体。例如,在培养法仅报告白念珠菌阳

性的样本中,微流控多重核酸检测技术不仅确认了白

念珠菌阳性,还同时检出了大肠埃希菌、解脲脲原体

及沙眼衣原体等病原体。这些结果体现了微流控多

重核酸检测技术在扩大病原体筛查范围方面的优势。
2.3 微流控多重核酸检测技术与qPCR法对比 对

80例病原体靶标核酸qPCR法检测结果阳性的临床
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样本进行微流控多重核酸检测,阳性总符合率为

98.75%,选取100例病原体单靶标核酸qPCR检测

结果阴性的样本,其微流控多重核酸检测结果均为阴

性,阴性符合率为100.00%,总符合率99.44%,微流

控多重核酸检测技术对不同浓度的待测靶标质粒检

测具有较高的灵敏度与特异度。见表4。
表3  传统培养法与微流控多重核酸检测法对比

项目
传统培养

法(n)

微流控多重核酸检测技术法

n
检出限

(CFU/mL)
灵敏度

(%)
特异度

(%)

一致性

(%)

白念珠菌 17 17 500
 

90.00 95.00 100.00

大肠埃希菌 11 7 50 92.00 96.00 63.60

GBS 7 6 200 88.00 93.00 85.70

光滑念珠菌 3 3 500 85.00 94.00 100.00

乳酸杆菌 43 42 1
 

000 81.00 85.00 97.70

阴性 144 122 - - - 84.70

  注:-表示无数据。

表4  病原体单靶标qPCR检测与微流控多重

   核酸检测法对比

项目
qPCR
法(n)

微流控多重核酸检测技术法

n
检出限

(CFU/mL)
灵敏度

(%)
特异度

(%)

一致性

(%)

GBS 20 20 200 88.00 93.00 100.00

解脲脲原体 20 19 1
 

000 85.00 90.00 95.00

沙眼衣原体 20 20 500 90.00 95.00 100.00

淋病奈瑟菌 20 20 150 88.00 96.00 100.00

2.4 预测效果评估 对采用微流控多重核酸检测的

样本妊娠结局进行统计分析。结果证实,乳酸杆菌作

为阴 道 常 驻 菌 群,其 阳 性 样 本 不 良 结 局 发 生 率

(39.5%)低于多种病原体感染样本,验证了乳酸杆菌

在维持阴道微生态稳态中的保护作用。除解脲脲原

体外,其他病原体感染均表现出妊娠不良结局风险上

升的趋势(OR>1),其中GBS阳性样本的风险显著升

高(P=0.042),提示GBS感染与不良妊娠结局之间

存在统计学关联。这表明使用微流控多重技术对多

种病原体联合检测时,对不良妊娠结局具有一定的预

测能力,可作为早期干预的重要依据。见表5。
表5  病原体阳性与不良结局关系

 

项目
不良结局

(n)
正常妊娠

(n)
OR 95%CI P

乳酸杆菌 17 26 1.000 - -

解脲脲原体 7 13 0.824 0.273~2.483 0.787

沙眼衣原体 9 11 1.251 0.428~3.656 0.785

淋病奈瑟菌 13 7 2.840 0.942~8.564 0.103

续表5  病原体阳性与不良结局关系
 

项目
不良结局

(n)
正常妊娠

(n)
OR 95%CI P

白念珠菌 6 2 4.588 0.827~25.448 0.119

大肠埃希菌 6 4 2.294 0.563~9.351 0.300

GBS 23 13 2.706 1.084~6.752 0.042

  注:微流控多重核酸检测样本中,各病原体与乳酸杆菌样本通过

Fisher
 

精确检验分析执行双侧检验;-表示无数据。

3 讨  论

  在临床实践中,妊娠期女性生殖道感染的病原体

种类繁多且复杂。传统培养法虽成本效益显著、适用

广泛,但在针对特定生殖道病原体(如衣原体)的检测

中,其耗时较长,常需数日乃至一周,难以满足快速诊

断的迫切需求[18]。qPCR法灵敏度高、检测快速,然
而其多针对单一病原体进行检测,在非特异性或症状

隐匿的感染时,病原体的准确鉴别变得 颇 具 挑 战

性[19-20]。微流控芯片技术的出现为解决这些问题提

供了可能,其通过将反应单元高度集成于单一芯片,
实现了生化反应流程的微型化、集成化与自动化,展
现出微量样本处理、高度集成及快速检测的独特优

势。在灵敏度方面,微流控多重核酸检测技术通过优

化设计和整合先进的扩增技术,通常能够达到与传统

PCR相当甚至更高的水平,且在病原体多重检测方面

具有显著优势[21]。在检测时间方面,qPCR法通常需

要1~3
 

h才能得出结果,而微流控多重核酸检测在检

测时间上具有显著优势,通常可在几十 分 钟 内 完

成[22-24]。然而,在检测成本方面,与qPCR法相比,微
流控技术方法复杂且成本高昂,因此在实验室环境中

大规模运用微流控设备仍面临挑战。
本研究对本医院就诊的妊娠期女性生殖道标本

培养大肠埃希菌、白念珠菌、GBS阳性患者出现不良妊

娠结局比例同乳酸杆菌阳性和报告阴性的患者,进行

χ2 检验,结果显示大肠埃希菌、白念珠菌、GBS阳性与

不良妊娠结局存在相关性(P<0.05)。
微流控芯片核酸检测技术在检测效率和范围上

相较于传统方法具有显著优势,在本研究中,微流控

多重核酸检测技术能够在短时间内完成对多种病原

体的检测,且检测结果与传统方法具有高度的一致

性,这不仅验证了该技术的可靠性,也为其在临床应

用中的推广提供了有力支持。本研究开发并验证了

一种微流控多重核酸检测技术,并完成了交叉反应、
抗干扰能力等的验证。在检出限、灵敏度与特异度验

证部分,由于目前国内缺乏相应的标准定值参考品,
本文仅通过人工构建的不同病原体靶标质粒(大肠埃

希菌、白念珠菌、光滑念珠菌、GBS、解脲脲原体、沙眼

衣原体、淋病奈瑟菌)作为对照,可能存在一定局限

性。在方法学比较方面,在初步筛选出对妊娠结局可
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能产生影响的7种目标病原体后,理想情况下应分别

采用培养法与qPCR法进行方法学比较。然而,基于

临床实际操作的可行性及现有检测资源的限制,本研

究对检测策略进行了相应调整。由于沙眼衣原体与

解脲脲原体的培养法目前已非临床首选诊断方法,而
淋病奈瑟菌临床培养的阳性率较低(低于0.5%),因
此本研究仅选用qPCR法与微流控技术进行比对。
对于大肠埃希菌、白念珠菌和光滑念珠菌,因目前尚

无商品化qPCR试剂可用,故选用培养法作为比较方

法。针对GBS,则分别采用培养法与qPCR法两种方

法,与微流控技术进行比对。此外,对于部分病原体

(如淋病奈瑟菌、白念珠菌)的样本量相对不足,可能

导致统计效力不足。
综上所述,本研究创新性地将此技术引入妊娠期

女性生殖道病原体的快速且多重检测,旨在为促进不

良妊娠结局的预防提供有力支持。受时间及人力资

源的局限,本研究纳入的样本量未能充分覆盖多中心

妊娠人群,这在一定程度上可能限制了研究结果的普

遍适用性和推广价值。本研究验证了微流控多重核

酸检测技术能够在快速、全面地检测病原体的同时,
评估阴道微生态的状态,并证实了其在妊娠期女性生

殖道病原体检测中的可行性和有效性,为提升孕期感

染性疾病的早期筛查能力提供了技术支撑,并具有潜

在的临床应用前景。
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