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  摘 要:目的 评估基于环介导恒温扩增(LAMP)的微流控芯片在血培养阳性标本中对病原体鉴定及耐

药基因检测的临床性能。方法 回顾性纳入2024年7月至2025年3月四川大学华西医院全自动培养系统报

阳的血培养样本165例及同期阴性对照57例,提取核酸后采用恒温扩增微流控芯片进行扩增与实时检测。以

传统培养/药敏法为金标准,采用阳性符合率(PPA)与阴性符合率(NPA)评估方法性能,采用 Wilson
 

Score
 

In-
terval计算95%CI。结果 总体PPA为93.9%(95%CI:89.2%~96.7%),总体NPA为100.0%(95%CI:

93.7%~100.0%)。单病原体总体PPA 为92.9%(95%CI:87.7%~96.0%),革 兰 阳 性 菌(G+)PPA 为

97.1%(95%CI:90.2%~99.2%),革兰阴性菌(G-)PPA为91.2%(95%CI:82.1%~95.9%),真菌PPA为

82.4%(95%CI:59.0%~93.8%),不同种病原体间PPA为66.7%~100.0%。多重病原体PPA为80.0%
(95%CI:49.0%~94.3%)。耐药基因总体PPA为95.0%(95%CI:86.3%~98.3%),不同耐药基因的PPA
为83.3%~100.0%(样本量极小者仅作描述性呈现)。结论 该恒温扩增微流控芯片在血培养阳性标本中对

常见细菌及多数耐药基因表现出较高一致性并能在短时间内获得结果,有助于缩短报告时限并为临床早期经

验用药提供参考。
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Abstract:Objective To

 

evaluate
 

the
 

clinical
 

performance
 

of
 

a
 

loop-mediated
 

isothermal
 

amplification
 

(LAMP)-based
 

microfluidic
 

chip
 

for
 

pathogen
 

identification
 

and
 

antimicrobial
 

resistance
 

gene
 

detection
 

in
 

pos-
itive

 

blood
 

culture
 

specimens.Methods A
 

total
 

of
 

165
 

blood
 

culture
 

samples
 

that
 

were
 

positive
 

and
 

reported
 

by
 

the
 

fully
 

automated
 

culture
 

system
 

at
 

West
 

China
 

Hospital,Sichuan
 

University
 

from
 

July
 

2024
 

to
 

March
 

2025,as
 

well
 

as
 

57
 

negative
 

control
 

samples
 

from
 

the
 

same
 

period,were
 

retrospectively
 

included.Nucleic
 

acids
 

were
 

extracted
 

and
 

then
 

amplified
 

and
 

detected
 

using
 

the
 

isothermal
 

amplification
 

microfluidic
 

chip.The
 

tradi-
tional

 

culture/antimicrobial
 

susceptibility
 

method
 

was
 

used
 

as
 

the
 

gold
 

standard.The
 

positive
 

predictive
 

value
 

(PPA)
 

and
 

negative
 

predictive
 

value
 

(NPA)
 

were
 

used
 

to
 

evaluate
 

the
 

performance
 

of
 

the
 

method,and
 

the
 

95%
 

confidence
 

interval
 

was
 

calculated
 

using
 

the
 

Wilson
 

Score
 

Interval.Results The
 

overall
 

PPA
 

was
 

93.9%
 

(95%CI:89.2%-96.7%),and
 

the
 

overall
 

NPA
 

was
 

100.0%
 

(95%CI:93.7%-100.0%).The
 

overall
 

PPA
 

for
 

single
 

pathogen
 

was
 

92.9%
 

(95%CI:87.7%-96.0%),the
 

PPA
 

for
 

Gram-positive
 

bacteria
 

(G+)
 

was
 

97.1%
 

(95%CI:90.2%-99.2%),the
 

PPA
 

for
 

Gram-negative
 

bacteria
 

(G-)
 

was
 

91.2%
 

(95%CI:82.1%-
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95.9%),the
 

PPA
 

for
 

fungi
 

was
 

82.4%
 

(95%CI:59.0%-93.8%),and
 

the
 

PPA
 

range
 

among
 

different
 

types
 

of
 

pathogens
 

was
 

66.7%-100.0%.The
 

PPA
 

for
 

multiple
 

pathogens
 

was
 

80.0%
 

(95%CI:49.0%-94.3%).
The

 

overall
 

PPA
 

for
 

resistance
 

genes
 

was
 

95.0%
 

(95%CI:86.3%-98.3%),and
 

the
 

PPA
 

range
 

for
 

different
 

resistance
 

genes
 

was
 

83.3%-100.0%
 

(for
 

samples
 

with
 

very
 

small
 

sample
 

sizes,only
 

descriptive
 

presenta-
tion

 

was
 

made).Conclusion This
 

constant-temperature
 

amplification
 

microfluidic
 

chip
 

shows
 

high
 

consisten-
cy

 

in
 

detecting
 

common
 

bacteria
 

and
 

most
 

resistance
 

genes
 

in
 

positive
 

blood
 

culture
 

specimens
 

and
 

can
 

obtain
 

results
 

in
 

a
 

short
 

time,which
 

is
 

helpful
 

to
 

shorten
 

the
 

reporting
 

time
 

and
 

provide
 

reference
 

for
 

early
 

empirical
 

medication
 

in
 

clinical
 

practice.
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  血流感染(BSI)是由病原体侵入血液循环引起的

严重感染,可迅速进展为脓毒症并导致较高的病死

率。流 行 病 学 数 据 显 示,BSI年 发 病 率 约 为150/

100
 

000,30
 

d病死率可达17%[1]。其常继发于肺炎、
尿路感染等疾病,并与抗菌药物耐药性增加密切相

关,对全球公共卫生构成重大威胁[2]。尤其是多重耐

药病原体相关BSI,不仅显著提高病死率,还延长住院

时间并增加医疗负担[3]。血液培养是BSI诊断的金

标准,但其耗时较长,常导致治疗延误[4-5]。有研究表

明,每延迟1
 

h给予抗菌药物,粗病死率增加12%,若
在感染发生后24

 

h内未能给予恰当治疗,病死率可升

高30%,因此快速、准确的病原体与耐药基因检测对

改善预后至关重要[6]。为克服传统方法的不足,近年

来出现了多种新兴技术[7]。基于阳性血培养瓶的扩

展检测(如多重PCR、数字PCR)已在临床广泛应用,
可在较短时间内获得病原体信息[8];基质辅助激光解

吸电离飞行时间质谱(MALDI-TOF
 

MS)在快速鉴定

方面较成熟,但依赖培养或富集且缺乏统一标准;宏
基因组测序虽然具备无需培养和覆盖范围广的优势,
但因成本高、分析复杂及耐药信息有限,尚难以替代

血培养[9-10]。此外,部分商业化产品因价格及监管因

素限制了临床推广。因此,亟须开发兼具快速性、准
确性和临床可行性的检测策略。环介导恒温扩增

(LAMP)因其快速、特异和设备依赖度低而受到关

注,与微流控芯片结合,可实现病原体和耐药基因的

多重并行检测,显著缩短报告时间,为早期经验性用

药提供有力支持[11]。本研究基于恒温扩增的微流控

芯片技术,对血培养阳性样本进行病原体鉴定和耐药

基因检测,并与传统培养/药敏方法进行对比,以评估

其临床应用价值。

1 资料与方法

1.1 一般资料 纳入2024年7月至2025年3月四

川大学华西医院全自动微生物培养系统报阳的血培

养瓶标本。按下列原则纳入和排除样本:同一患者7
 

d内的多份血培养或24
 

h内同一患者双侧血培养仅

纳入一份;排除非血液的标本(如胸腔积液、腹水、关

节腔液、脓液等)、导管尖端或导管相关分离样本、血
培养报阳但转种培养未培养出病原体的样本,以及实

验室鉴定结果超出本研究检测谱或药敏结果缺失的

样本。本研究共纳入血培养阳性标本165例,同时选

取同期血培养阴性样本57例作为阴性样本。本研究

方案经四川大学华西医院伦理委员会审查并批准(伦
理审批号:2025年审1043号),由于使用的是临床检

验残余样本并采取匿名化处理,伦理委员会批准中同

意豁免知情同意书。

1.2 方法

1.2.1 样本检测 纳入的阳性培养瓶样本取200
 

μL
内容物,采用核酸提取试剂盒(恺硕生物科技厦门有

限公司)进行核酸提取。提取后,测定A260/A280(比值

需在1.8~2.0),所得合格核酸用于下游检测,若未达

到质量要求则重新进行提取。恒温扩增微流控芯片

试剂盒购自成都博奥晶芯生物科技有限公司,试剂盒

基于LAMP原理,最低检测限为5×102 拷贝/反应。
反应体系由26.0

 

μL恒温扩增试剂与26.0
 

μL被检

DNA样品混合后加入芯片反应池,在恒温扩增核酸

分析仪(型号RTisochip-W,成都博奥晶芯生物科技

有限公司)上进行扩增与检测。扩增条 件 设 定 为

65
 

℃、40
 

min,在芯片的多个独立反应池中同时进行

恒温扩增反应,并实时监测荧光信号。检测靶标包括
 

22
 

种病原体及耐药基因:金黄色葡萄球菌、屎肠球菌、
表皮葡萄球菌、粪肠球菌、人葡萄球菌、肺炎链球菌、
大肠埃希菌、肺炎克雷伯菌、鲍曼不动杆菌、铜绿假单

胞菌、嗜麦芽窄食单胞菌、阴沟肠杆菌、白念珠菌、近
平滑念珠菌、热带念珠菌,以及耐药基因mecA、OXA-
48、IMP、KPC、NDM、OXA-23、VanA。

1.2.2 质量控制与结果判定 为确保检测可靠性,
实验过程严格执行质量控制。芯片内置的阳性内对

照(人源基因特异引物)用于监控核酸提取过程;同时

设置阳性外对照(大肠埃希菌基因组DNA)和阴性对

照(无模板对照)监控扩增过程。每批次实验(约50
例样本)均包括阳性对照和阴性对照,只有当对照结

果均符合质量控制要求时,方可判定该批次检测结果
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有效,否则需重新检测。结果判读由配套分析软件自

动完成:软件利用最大二阶导数法结合算法模型对扩

增曲线进行拟合,识别进入快速扩增期的第一个拐

点,并计算其相对于起始点的时间差,定义为Tp值。
若某一靶标的Tp值小于或等于芯片厂商设定的阳性

判定阈值,则结果判定为阳性;若Tp值大于该阈值,
则判定为阴性。

1.3 统计学处理 将恒温扩增法与传统培养/药敏

结果比较,使用阳性符合率(PPA)和阴 性 符 合 率

(NPA)评估检测效能。PPA指血培养检测出的样本

所含阳性菌与芯片检测出峰结果相符的样本数量占

总样本数的百分比,NPA指血培养未报阳样本与芯

片检测未出峰结果相符的样本数量占总样本数的百

分比。PPA/NPA的点估计及其95%CI采用 Wilson
 

Score
 

Interval法计算。数据分析软件为 R语言(版
本号4.4.2)的binom包。对于样本量较小(n≤5)的
病原体或耐药基因,只做描述性呈现并在表注中明确

样本量过小,不具统计学推断力。以P<0.05为差异

有统计学意义。

2 结  果

2.1 单个菌检测结果 本研究共纳入165例血培养

阳性样本及57例阴性样本,其中含耐药基因型检测

样本60例,双重菌感染样本10例。恒温扩增芯片法

与传统培养/药敏法的总体PPA为93.9%(95%CI:

89.2% ~96.7%),NPA 为 100.0% (95%CI:

93.7%~100.0%)。单个菌检测共纳入155例样本,

PPA为92.9%(95%CI:87.7%~96.0%)。对于不

同病 原 体 类 别,革 兰 阳 性 菌(G+)PPA 为97.1%
(95%CI:90.2%~99.2%);革兰阴性菌(G-)PPA
为91.2%(95%CI:82.1%~95.9%);真菌PPA为

82.4%(95%CI:59.0%~93.8%)。在病原体物种层

面,结

果见表1。

2.2 多重菌检测结果 共有双重病原菌样本10例,
整体检测PPA为80.0%(95%CI:49.0%~94.3%)。
与标准培养法不完全一致的有2例:其中1例未检出粪

肠球菌,1例未检出大肠埃希菌。

2.3 耐药基因检测结果 关于耐药基因的检测,本
研究共纳入含耐药基因样本60例(其中2例为多重

菌样本),耐药基因总体 PPA 为95.0%(95%CI:

86.3%~98.3%)。不同基因结果见表2。
表1  传统法和恒温扩增法检测的单病原菌结果比较

病原体
传统法

(n)

恒温扩增法

(n)
PPA
(%)

95%CI(%)

G+菌 70 68 97.1 90.2~99.2

 金黄色葡萄球菌 17 17 100.0 81.6~100.0

 屎肠球菌 14 14 100.0 78.5~100.0

 表皮葡萄球菌 17 17 100.0 81.6~100.0

 粪肠球菌 7 5 71.4 35.9~91.8

 人葡萄球菌 13 13 100.0 77.2~100.0

 肺炎链球菌* 2 2 100.0 34.2~100.0

G-菌 68 62 91.2 82.1~95.9

 大肠埃希菌 21 20 95.2 77.3~99.2

 肺炎克雷伯菌 19 18 94.7 75.4~99.1

 鲍曼不动杆菌 13 11 84.6 57.8~95.7

 铜绿假单胞菌 12 11 91.7 64.6~98.5

 阴沟肠杆菌* 3 2 66.7 20.8~93.9

真菌 17 14 82.4 59.0~93.8

 近平滑念珠菌 12 9 75.0 46.8~91.1

 白念珠菌* 5 5 100.0 56.6~100.0

  注:*表示仅作描述性呈现,不具统计学推断力。

表2  耐药基因型检测结果

耐药基因 病原体 传统法(n) 恒温扩增法(n) PPA(%) 95%CI(%)

总体 - 57 60 95.0 86.3~98.3

OXA-23 鲍曼不动杆菌 10 11 90.9 62.3~98.4

mecA 表皮葡萄球菌、金黄色葡萄球例、人葡萄球菌 29 30 96.7 83.3~99.4

NDM* 大肠埃希菌、肺炎克雷伯菌 5 6 83.3 43.6~97.0

KPC 肺炎克雷伯菌 10 10 100.0 72.2~100.0

OXA-48* 肺炎克雷伯菌 2 2 100.0 34.2~100.0

VanA* 屎肠球菌 1 1 100.0 20.7~100.0

  注:-表示无数据;*表示仅作描述性呈现,不具统计学推断力。

3 讨  论

  本研究评估了恒温扩增技术在血培养阳性样本

中病原体及耐药基因检测的应用价值,并与传统培养

和药敏试验结果进行了比较。结果表明,该方法在检

测速度和部分耐药基因识别方面具有明显优势,提示

其在缩短病原体初步鉴定时间、辅助临床尽早制订抗
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感染策略方面具有良好潜力。
传统血培养作为BSI金标准,通常需48~72

 

h才

能出具报告,往往导致早期抗感染治疗的延误[1-2]。
因此,开发快速、准确且便于推广的检测技术已成为

临床微生物学的重要研究方向。除宏基因组二代测

序(mNGS)和 MALDI-TOF
 

MS外,基于核酸扩增的

多种快速检测方法也已有较多研究与应用[9,12]。本研

究所采用的恒温扩增技术相比常规PCR操作更为简

便,对设备依赖性较低,尤其适用于资源有限的实验

室环境,具有较高的实用性和推广价值。
在耐药基因检测方面,既往研究表明,双色微滴

式数字 PCR(ddPCR)在病原体检测 中 的 PPA 和

NPA均优于定量PCR(qPCR),并可实现绝对定量,
为病原体的快速筛查提供了新思路[13]。然而,其在耐

药基因检测领域的研究仍然有限。临床实践中,延迟

或不恰当的用药会显著增加BSI患者的病死率和住

院时间[14-15]。本研究结果显示,恒温扩增技术在部分

常见耐药基因(如KPC和 mecA)的检测中具有较高

的PPA,提示其可作为早期耐药风险评估工具,有助

于临床快速决策。这一结果与近年多项研究结论一

致[9],即分子检测可在基因水平提供快速耐药信息,
从而提高经验性用药的合理性。然而,本研究亦发现

不同耐药基因的检出性能存在差异,例如OXA-23的

检出率较低,可能源于基因型与表型之间的不完全一

致[10],也可能反映了检测方法本身的局限。因此,目
前该技术在耐药基因检测方面仍应视为对传统药敏

试验的有益补充,而非替代,尤其在多耐药机制并存

的复杂感染中更需谨慎解读。
此外,本研究显示恒温扩增技术能够显著缩短病

原体报告时间,平均在血培养报阳后1
 

h内即可完成

常见病原体及耐药基因的鉴定。与 mNGS相比,该
方法避免了复杂的数据分析和生物信息学处理,更适

合常规实验室操作;与ddPCR等分子方法相比,则更

具时效性[14]。值得注意的是,该技术在混合感染样本

中的表现存在一定局限,整体PPA为80.0%,可能因

部分病原体丰度偏低而导致扩增效率下降。未来研

究可通过优化样本前处理及核酸提取方法,以提升在

多重感染场景中的检测能力。
本研究还发现,与 G+ 菌相比,恒温扩增技术在

G-菌和真菌中的检测效能相对不足。这可能与革兰

氏阴性菌复杂的细胞壁结构(如脂多糖层)及真菌坚

韧的细胞壁成分(如几丁质)导致核酸提取效率下降

有关。此外,血培养瓶中的培养基成分和宿主DNA
的干扰也可能影响检测结果。未来研究可考虑采用

机械破壁结合酶解处理,或选用能够去除人源背景的

核酸提取试剂,以提高核酸回收率和检测灵敏度。部

分前处理方法也可借鉴 MALDI-TOF
 

MS的前处理

优化策略[16],例如通过分离胶富集微生物,从而提升

检测的准确性。
本研究亦存在一定局限性。首先,样本来源仅限

于血培养阳性样本,未扩展至直接血液检测,因而无

法全面评估其在早期和无培养检测场景下的检测性

能。其次,部分病原体和耐药基因的样本量有限,限
制了结果的统计稳健性。第三,本研究未涉及成本效

益分析,而成本和经济学可行性是新技术能否广泛应

用于临床的重要考量。最后,尽管恒温扩增技术在本

研究中显示出作为传统方法补充的价值,但其目前仍

不足以完全取代常规病原体鉴定和药敏试验,尚需在

更大样本量和多中心研究中进一步验证。
综上所述,本研究提示恒温扩增技术在BSI病原

体快速检测及耐药风险评估方面具有潜在价值,可在

一定程度上弥补传统方法检测周期长的不足。未来

若能与 MALDI-TOF
 

MS、mNGS等方法结合,形成

互补优势,例如利用恒温扩增进行高频耐药基因和常

见病原体的快速筛查,结合 MALDI-TOF
 

MS完成快

速菌种鉴定,再辅以 mNGS解决疑难或特殊病原体

感染问题,或有望建立更加高效、精准的病原体检测

体系。进一步的研究应扩大样本量,优化核酸提取与

引物设计,纳入多中心研究,并结合临床结局数据,以
全面评估该方法对患者预后和抗菌药物合理使用的

实际影响[17]。
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