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实时荧光定量 PCR 在水源性致病微生物检测中的应用
张星宇,周婉婷,邢方潇,张　 岚∗

(中国疾病预防控制中心环境与健康相关产品安全所,传染病溯源预警与智能决策全国重点实验室,北京　 100050)

摘　 要　 【目的】　 水是维持生命活动的关键物质基础,其质量直接影响生态平衡与人类健康。 水源受致病微生物污染引起

的水源性疾病严重威胁全球公共卫生安全,因此,快速准确检测致病微生物对水质安全至关重要。 【方法】 　 文章综述荧光定

量聚合酶链式反应(quantitative
 

PCR,qPCR)在水源性致病微生物检测中的应用,整合 qPCR 技术在水源性致病微生物检测中

的关键案例与试验数据,探讨其技术优势、现存挑战及未来发展方向,为水质安全检测提供理论支持。 【结果】 　 qPCR 基于荧

光信号动态监测与循环阈值(Ct )定量分析,显著提升水源性致病微生物检测的灵敏度和检测速度。 在细菌检测中,qPCR 可

以对靶向细菌特异性基因实现快速定量;对病毒及原虫可以缩短检测周期同时提升通量。 并且该方法适用于饮用水、废水及

娱乐用水等不同水体的水质检测,但面临区分活菌、死菌,应对抑制剂干扰以及优化引物设计等挑战。 【结论】 　 qPCR 凭借高

灵敏、检测快速及适应性广的优势,成为水质安全检测的核心工具。 新兴技术进一步提升了检测精度与效率,数字 PCR
(dPCR)无需标准曲线即可实现绝对定量,多重 qPCR(mPCR)通过多靶标同步分析进一步降低检测成本。 未来需要推动多技

术联用、开发自动化检测平台及制定国际标准化操作流程,以应对复杂水体环境的大规模检测需求,为全球水安全提供更高

效的技术支撑。
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Abstract　 [Objective] 　 Water
 

is
 

essential
 

for
 

sustaining
 

life
 

processes,
 

and
 

its
 

quality
 

directly
 

impacts
 

ecological
 

balance
 

and
 

human
 

health.
 

Contamination
 

of
 

water
 

sources
 

by
 

pathogenic
 

microorganisms
 

poses
 

a
 

significant
 

threat
 

to
 

global
 

public
 

health,
 

making
 

rapid
 

and
 

accurate
 

detection
 

of
 

these
 

microorganisms
 

critical
 

for
 

ensuring
 

water
 

safety. [Methods]　 This
 

paper
 

reviews
 

the
 

application
 

of
 

quantitative
 

PCR
 

( qPCR)
 

in
 

detecting
 

waterborne
 

pathogenic
 

microorganisms,
 

integrating
 

critical
 

case
 

studies
 

and
 

experimental
 

data.
 

It
 

discusses
 

the
 

technical
 

advantages,
 

current
 

challenges,
 

and
 

future
 

directions
 

of
 

qPCR,
 

providing
 

theoretical
 

support
 

for
 

water
 

quality
 

safety
 

monitoring. [Results]　 qPCR
 

significantly
 

enhances
 

the
 

sensitivity
 

and
 

speed
 

of
 

waterborne
 

pathogen
 

detection
 

through
 

dynamic
 

fluorescence
 

signal
 

monitoring
 

and
 

cycle
 

threshold
 

(Ct )
 

value
 

quantification.
 

For
 

bacterial
 

determination,
 

qPCR
 

enables
 

rapid
 

quantification
 

by
 

targeting
 

species-specific
 

genes.
 

For
 

viruses
 

and
 

protozoa,
 

it
 

shortens
 

detection
 

cycles
 

while
 

improving
 

throughput.
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The
 

method
  

is
 

applicable
 

to
 

diverse
 

water
 

matrices,
 

including
 

drinking
 

water,
 

wastewater,
 

and
 

recreational
 

water.
 

However,
 

it
 

faces
 

challenges
 

such
 

as
 

differentiating
 

viable
 

from
 

dead
 

bacteria,
 

mitigating
 

inhibitor
 

interference,
 

and
 

optimizing
 

primer
 

design.
[Conclusion]　 qPCR

 

has
 

emerged
 

as
 

a
 

core
 

tool
 

for
 

water
 

quality
 

safety
 

monitoring
 

due
 

to
 

its
 

high
 

sensitivity,
 

rapidity,
 

and
 

broad
 

adaptability.
 

Emerging
 

technologies
 

further
 

enhance
 

precision
 

and
 

efficiency.
 

Digital
 

PCR
 

( dPCR)
 

achieves
 

absolute
 

quantification
 

without
 

standard
 

curves,
 

while
 

multiplex
 

qPCR
 

( mqPCR)
 

reduces
 

costs
 

through
 

multi-target
 

analysis.
 

Future
 

efforts
 

should
 

focus
 

on
 

promoting
 

the
 

integration
 

of
 

complementary
 

technologies,
 

developing
 

automated
 

detection
 

platforms,
 

and
 

establishing
 

international
 

standardized
 

protocols
 

to
 

address
 

large-scale
 

monitoring
 

demands
 

in
 

complex
 

aquatic
 

environments,
 

thereby
 

advancing
 

global
 

water
 

safety
 

with
 

more
 

efficient
 

technological
 

solutions.
Keywords　 qPCR　 pathogenic

 

microorganism　 water
  

body　 determination　 application

水是地球上生命得以延续的最重要的自然资源

之一,水质安全直接关系到全球公共卫生。 水中的

微生物如细菌[1] 、病毒[2] 和原虫[3] 等致病微生物是

介水传染病传播的重要因素[4-5] ,并且水源性致病

微生物已在淡水[6] 、生活用水及娱乐用水[7] 等水体

中检出。 水源性疾病在世界范围内已造成严重的发

病率和死亡率,成为重要的公共卫生问题[8] 。 在美

国,水源性致病微生物(包括 13 种细菌、1 种病毒和

2 种原虫)导致每年约 715 万人患病,11. 8 万人住院

治疗,6
 

630 人死亡,直接医疗保健费用为 3. 33 亿美

元[8] 。 世界卫生组织 ( World
 

Health
 

Organization,
WHO)估计每年约有 443

 

832 名 5 岁以下儿童以及

50
 

851 名 5 ~ 9 岁儿童死于腹泻,腹泻疾病多数是由

粪便污染的水源所导致[9] 。 为缓解这一公共卫生

事件造成的影响,WHO、美国环保署( EPA)、欧盟、
我国以及其他相关国家制定了水源性致病微生物的

具体卫生标准限值[10] 。
目前,水源性致病微生物的检测主要以选择

性培养和滤膜法、多管发酵法及免疫磁分离荧光

抗体法等标准生化方法为主[11] 。 在选择性培养过

程中可能会出现菌落的缺失,存在进入活的但不

可培养( viable
 

but
 

non-cultureable, VBNC) 状态的

细胞[12] 。 传统方法还存在检测到的细胞种类无法

精确定位的问题[13] ,如滤膜法需借助血清学鉴定

和分子生物学鉴定来确定细胞种类,多管发酵法

要通过革兰氏染色及镜检和生化鉴定试验明确细

胞种类,额外步骤增加了检测的复杂性和工作量。
此外,传统方法非常耗时[13] ,像大肠埃希氏菌使用

传统滤膜过滤培养和生化鉴定需 48 ~ 72
 

h,诺如病

毒用细胞培养联合电镜检查需要 2 ~ 4 周,贾第鞭

毛虫使用免疫荧光染色镜检方法需 24
 

h 以内的时

间。 分子检测技术的引入,改善和简化了环境中

微生物的检测和鉴定[14] 。 自 1985 年,聚合酶链式

反应( polymerase
 

chain
 

reaction,PCR) 作为应用最

广泛的核酸扩增方法,在微生物的鉴定中发挥了

重要作用,它克服了传统方法检测速度慢等问题,
实现了对特定核酸的快速扩增[15] 。 随着技术的不

断发展,在 PCR 基础上发展而来的定量聚合酶链

式反应( quantitative
 

PCR,qPCR) 展现出了更多优

势。 研究[16-17] 表明,qPCR 不仅检测速度快,还具

有灵敏度、准确度、特异性高,动态范围宽和适用

范围广等特点,该方法适用于水源性致病微生物

特异性遗传标记的定量测定[18] ,为水源性致病微

生物检测提供了更高效、可靠的手段。 文章系统

总结了 qPCR 在水源性致病微生物检测中的应用,
综述其原理、挑战及未来发展方向。
1　 q-PCR 技术原理与检测流程

qPCR 是一种通过实时监测脱氧核糖核酸

(DNA)扩增过程中荧光信号积累以实现核酸定量

的分子技术,其核心在于荧光标记物与扩增产物的

动态关联[19] 。 与传统 PCR 相比,qPCR 通过引入荧

光染料(如 SYBR
 

Green
 

I) 或序列特异性探针(如

TaqMan 探针),可在每个循环中直接捕获 DNA 合成

量,从而建立初始模板浓度与扩增曲线循环阈值

(C t)的对数线性关系[20] 。 Ferdous 等[21] 通过靶向

霍乱弧菌的 ctxA 基因构建标准曲线,证实 C t 值与模

板拷贝数的对数呈高度线性相关;Jothikumar 等[22]

基于 18S
 

rDNA 开发了一种 TaqMan
 

qPCR 方法结合

测序技术,实现了对贾第鞭毛虫的高灵敏检测和物

种精准鉴定。 qPCR 的定量能力不仅限于 DNA 目

标物,定量逆转录 PCR ( reverse-transcription
 

PCR,
RT-qPCR)通过整合逆转录步骤,利用逆转录酶将

RNA 病毒转化为互补 DNA(cDNA)后进行 qPCR 扩

增,实现对 RNA 病毒的精准检测,被广泛应用于水
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体中 RNA 病毒的检测[23] 。
qPCR 检测水源性致病微生物主要包括样本预

处理(如滤膜富集低丰度病原体、离心去除颗粒

物[24] )、核酸提取与纯化、引物 / 探针设计[25] 、扩增

及数据分析 5 个环节。 针对 RNA 病毒,需额外增加

逆转录步骤生成 cDNA,并优化 RNA 保护策略[23] 。
扩增曲线分析需关注基线期、指数期与平台期三阶

段,阈值通常设定为基线荧光信号标准差的 10 倍,
以规避背景噪声对 C t 值判读的干扰[26] 。 图 1 为

qPCR 检测流程图。

图 1　 qPCR 检测流程

Fig. 1　 Flowchart
 

of
 

qPCR
 

Determination

2　 q-PCR 在水源性致病微生物检测中的
应用
2. 1　 常见水源性致病微生物检测

随着水传播疾病风险的增加,qPCR 技术凭借

其高灵敏度和快速检测能力,被广泛应用于检测水

体中细菌、病毒和原虫。
2. 1. 1　 细菌

水体中致病细菌是引发腹泻[27] 、霍乱、痢疾[28]

及皮肤和组织感染[29] 等疾病的主要病原体。 根据

《生活饮用水标准检验方法
 

第 12 部分:微生物指

标》(GB / T
 

5750. 12—2023),生活饮用水中的微生

物主要通过培养法检测,《饮用水中军团菌检测》
(SN / T

 

2528—2010)规定,饮用水中军团菌的主要

检测方法包括培养法、分子生物学技术及血清学鉴

定。 传统方法虽可靠性高,但耗时较长[30] ,难以满

足快速检测需要。 qPCR 可以通过靶向种属特异性

基因实现快速定量,显著缩短检测时间。 Walker
等[31]开发的 ybbW 基因 qPCR 法可在 6

 

h 内完成检

测,对大肠氏埃希菌的特异度和灵敏度达 100%。
为提高低丰度菌检出率,超滤或免疫磁珠分离可将

检测灵敏度提升 10 ~ 100 倍[32-33] ;Wu 等[34] 通过超

滤 qPCR 联用技术,在 4 ~ 8
 

h 内完成废水中沙门氏

菌的检测。
2. 1. 2　 病毒

水传播肠道病毒因其体积小、感染剂量低及

环境抗性强,对人类健康构成威胁[35] 。 双链 DNA
( dsDNA)病毒因 DNA 结构稳定性较强,可在水体

中存活数周;单链 DNA( ssRNA) 通过频繁的基因

重组可以维持高传染性[36] 。 无包膜病毒因为缺乏

脂质外层,对氯消毒的抗性高于包膜病毒,增加了

处理难度[37] 。 现行检测方法 EPA
 

Method
 

1615 使

用培养法检测病毒,该方法能特异性识别感染性

病毒颗粒,但检测周期长,对病毒载量要求高,难
以检测诺如病毒等无法在常规细胞系中增殖的病

原体[38] 。 分子生物学技术提高了病毒检测效率与

灵敏度,对于 dsDNA 病毒,qPCR 对可靶向保守区

基因检出环境样 本 中 的 低 载 量 病 毒[39] ; 对 于

ssRNA 病毒采用 RT-qPCR 结合特异性探针将检测

周期缩短至 5
 

h,突破传统培养法对病毒活性的依

赖[40] 。 Bennett 等[41] 开发的多重实时荧光定量聚

合 酶 链 式 反 应 ( multiplex
 

quantitative
 

real-time
 

polymerase
 

chain
 

reaction,mqPCR)体系可同步分析

腺病毒、 星状病毒及轮状病毒, 在保持与单重

qPCR 相当的灵敏度和特异性的同时,降低了试剂

成本并减少了样本消耗量[42] 。 但多重检测需优化

引物探针组合以避免交叉反应,且设备通道数限

制检测维度,超高通量需求仍需依赖数字 PCR
( dPCR)或测序技术补充。
2. 1. 3　 原虫

隐孢子虫和贾第鞭毛虫是引发人体腹泻以及水

源性疾病暴发的常见病原体[43-44] 。 现行检测方法

EPA
 

Method
 

1622 中主要使用免疫磁分离和免疫荧

光检测,虽然该方法有较高的灵敏度和特异度,但操

作复杂且耗时。 Moreno-Mesonero 等[45] 使用 qPCR
结合 18S

 

rRNA 测序检测到废水中极低浓度的原虫

DNA,可以在数小时内完成。 Duan 等[46] 开发了一

种针对 19 种水源性原虫和 3 种水源性蠕虫的高通

量定量聚合酶链反应 ( high-throughput
 

quantitative
 

PCR,HT-qPCR)测定法,该方法解决了现有诊断方

法通量低的局限性,同时提高了准确性,3
 

h 内可对
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多达 192 个样本中的 22 个目标进行分析,这种快速

的数据生成对于大规模检测和初步筛查具有优势,
有助于后续的风险评估。
2. 1. 4　 小结

使用 qPCR 检测水源性致病微生物的优点是检

测的灵敏度与检测效率高,检测周期短,使用联用技

术可实现高通量检测。 该方法的局限性在于无法有

效区分活菌、死菌,易受复杂基质中抑制剂干扰以及

引物设计冗余或脱靶风险等。 表 1 为常见水源性致

病微生物检测方法的比较。
表 1　 常见水源性致病微生物检测方法比较

Tab. 1　 Comparison
 

of
 

Determination
 

Methods
 

for
 

Common
 

Waterborne
 

Pathogenic
 

Microorganisms

微生物类别 致病微生物 传统检测方法 分子检测技术 优点 局限性

细菌[47-49] 空肠弯曲菌

肠道沙门氏菌

志贺氏菌属

霍乱弧菌

分枝杆菌属

军团菌属

钩端螺旋体属

大肠埃希氏菌

幽门螺杆菌

菌落总数:营养琼脂平板计数法(48
 

h)
总大肠菌群和耐热大肠菌群:多管发酵法

大肠埃希氏菌:4-甲基伞形酮-β-D-葡萄糖

醛酸苷(MUG)酶底物法(24
 

h)
军团菌:培养法、血清学鉴定(3 ~ 12

 

d)

靶向基因

qPCR 结 合 超 滤 /
免疫磁珠富集

检测周期短;
高灵敏度和特异性;
定量快速

需优化抑制剂

去除

病毒[36-42] 甲型肝炎病毒

诺如病毒

轮状病毒

腺病毒

肠道病毒

星状病毒

电正性过滤器富集病毒,结合非洲绿猴肾

细胞培养 7 ~ 14
 

d,通过细胞病变效应及最

可能数法(MPN)法计算感染性病毒浓度

dsDNA 病毒:qPCR
靶向保守区基因

ssRNA 病 毒: RT-
qPCR
多种病毒:mqPCR

突破病毒增殖依赖;
灵敏度高

引物探针交叉

反应;
设备通道限制

原虫[47] 结肠小袋纤毛虫

隐孢子虫属

卡耶塔环孢子虫

溶组织内阿米巴

贾第鞭毛虫属

福氏耐格里阿米巴

免疫磁分离和免疫荧光检测 qPCR 结 合 18S
 

rRNA 测序

HT-qPCR

高通量;
筛查快速

低浓度样本需

富集

2. 2　 不同水体环境中的应用

2. 2. 1　 饮用水

饮用水中存在的致病微生物可能是通过水源污

染、水厂消毒不彻底或管网二次污染等途径进入供

水系统引发水源性疾病[50] 。 qPCR 通过特异性引物

或探针,可在 4 ~ 6
 

h 内实现病原体绝对定量,灵敏

度较传统方法提升 1 ~ 2 个数量级[51] 。 Wang 等[52]

证实 qPCR 对铜绿假单胞菌检出限低至 2
 

CFU / L。
使用 RT-qPCR 或 qPCR 结合免疫磁珠富集可将轮

状病毒和贾第鞭毛虫检测周期从数周缩短至

5
 

h[40] 。 在实际应用中,饮用水中的杂质,如腐植

酸[53] 、金属离子[54] 等,可能会抑制 PCR 反应;饮用

水余氯消毒可能降解病原体 DNA,导致 qPCR 假阴

性[55] 。 研究人员需要采用合适的核酸提取方

法[56] ,去除杂质的干扰,同时优化 PCR 反应体系,

提高反应的稳定性。
2. 2. 2　 废水与污水处理厂

废水与污水处理厂是水源性致病微生物检测的

关键节点,其进水主要来源于生活污水、医疗废水、
农业径流及工业排放,携带细菌、病毒、原虫等多类

病原体[57] 。 Wang 等[58]使用 qPCR 检测瑞典哥德堡

Rya 污水处理厂检出出水中诺如病毒 GⅡ型高达 1×
105

 

L-1,而传统细胞培养法因病毒失活无法检出。
针对隐孢子虫等原虫,qPCR 结合免疫磁珠富集将

检测限降至 1
 

oocysts / (10
 

L),较传统显微镜法灵敏

度提升 100 倍[51] 。 腐植酸、 重金属及多酚类物

质[59]等污水复杂基质可抑制 qPCR 扩增效率,需通

过硅胶膜纯化或添加聚乙烯吡咯烷酮(polyvinylpyr-
rolidone,PVP)改善[24] ;病毒基因组重组可能导致引

物脱靶,需定期更新靶标设计[60] 。 Maestre-Carballa
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等[61]比较了 dPCR 和 qPCR 发现,dPCR 可以估计

拷贝基因的绝对丰度,通过微滴分区实现绝对定量,
有更高的灵敏度和精密度,以及更好的抗抑制剂能

力,并且无需校准曲线。
2. 2. 3　 其他水体

除饮用水与废水外,海水[62] 及娱乐用水[63] 同

样是水源性致病微生物传播的重要媒介。 Saleem
等[64]使用 qPCR 检测娱乐用水中的肠球菌,检测

时间缩短至 3. 5 ~ 4. 0
 

h,并且降低检测结果为假阳

性的概率。 An 等[65] 开发并验证了一种高灵敏度

和高特异性 HT-qPCR 方法,能够同时对 33 种人类

病原体的 68 个标记基因以及 10 种宿主的 23 种粪

便标记物进行定量分析并成功应用于我国厦门海

洋娱乐用水样本中病原体和粪便污染情况的

调查。
2. 2. 4　 小结

qPCR 在检测不同水体环境时,具有高灵敏度

和高特异性,显著提升水源性致病微生物的检测效

率。 其局限性在于易受复杂基质干扰、需定期更换

引物等。 改进方向可以结合 dPCR 提升抗干扰能力

与绝对定量精度,优化核酸提取流程,如硅胶膜纯

化,以及推动标准化操作以增强不同实验室的检测

可比性与可靠性。 表 2 为不同水体中水源性致病微

生物检测技术的比较。
表 2　 不同水体中水源性致病微生物检测技术比较

Tab. 2　 Comparison
 

of
 

Determination
 

Technologies
 

for
  

Waterborne
 

Pathogenic
 

Microorganisms
 

in
 

Different
 

Water
 

Bodies

水体类型 检测时间 / h 优点 局限性

饮用水 4~ 6 灵敏度提升 1~ 2 个数量级[铜绿假单胞菌检出限

(2
 

CFU / L)与传统法(100
 

CFU / L)]
快速定量(如隐孢子虫检测缩短至 5

 

h)

抑制剂(腐植酸、余氯)干扰:优化核酸提取(硅胶膜

纯化)
假阴性风险:添加 DNA 保护剂

废水与污水处理厂 5
 

高灵敏度[隐孢子虫检测限为 1
 

oocyst / (10
 

L)]
dPCR 抗干扰性强(无需校准曲线)

复杂基质抑制(重金属、多酚):硅胶膜 / PVP 处理

病毒重组风险:定期更新引物设计

海水及娱乐用水 3. 5~ 4. 0
 

高通量(单次检测 33 种病原体+10 种宿主标记)
降低假阳性率(如肠球菌检测)

高盐环境抑制:优化裂解缓冲液

多靶标交叉干扰:自动化数据分析

3　 技术挑战与优化策略
3. 1　 活菌与死菌的区分

已证明单叠氮化丙啶 ( propidium
 

monoazide
 

bromide,PMA) 和 qPCR 的组合可有效定量各种微

生物中的活细菌[66] 。 PMA 基于膜完整性的选择性

染色来检测活细胞,可以从死细胞的 DNA 扩增中排

除假阳性[67] 。 Deshmukh 等[68] 评估了 PMA-qPCR
从死细胞中区分活的大肠杆菌 O157:H7 和大肠杆

菌 MTCC
 

3221 菌株的潜力,结果表明死细胞的 DNA
扩增几乎完全被抑制,并且 PMA-qPCR 测定能够检

测低至 7
 

fg 大肠杆菌 DNA。
3. 2　 抑制剂干扰与灵敏度提升

环境样品中存在的腐植酸、黄腐酸、酚类化合

物、重金属和螯合剂等抑制剂会对 qPCR 产生干扰

并降低检测的灵敏度[69] 。 解决抑制问题是防止定

量水平降低和减少假阴性的关键。 评估目标基质中

是否存在抑制剂,可以进行内部或外部扩增对照或

稀释曲线。 EPA 推荐的常用外源 DNA 对照是鲑鱼

睾丸 DNA,它需要加标已知浓度的外源 DNA 靶标

量化丰度[70] ,确定抑制对检测和定量的影响程度。

Cao 等[71]使用 qPCR 检测环境水样中的肠球菌时没

有准确量化抑制因素,导致目标报告不准确。 根据

DNA 提取物中靶基因拷贝的预期变异性和丰度,可
针对样品的一个子集或者全部样品来开展稀释曲线

的绘制工作。 如果抑制起作用,可以选择最佳稀释

度,也可以在 qPCR 反应中添加蛋白酶抑制剂、甲酰

胺或牛血清白蛋白等补充剂增强扩增[72] 。
3. 3　 引物设计与假阳性控制

确保 qPCR 检测成功需验证引物以及标准品的

准确性,还要依据参考文献[73] 对检测性能进行优

化。 参数没有得到足够优化可能导致靶标的非特异

性扩增或定量不足,从而导致结果不准确[74] 。 为了

在 qPCR 分析过程中获得特定靶基因,提高测量的

准确性,正确设计相应引物是重要因素[75] 。 Perez-
Bou 等[76]用计算机模拟方式设计了 1 对靶向 aadA、
aadB、ampC、 blaSHV、 blaTEM、 dfrA1、 ermB、 fosA、mecA、
qnrS 和 tetA ( A) 基因的新引物组,满足开发针对

qPCR 引物的严格要求,新引物对和 qPCR 方案的验

证表明,这些引物具备好的靶标特异性,较高的

PCR 效率以及宽的线性动态范围。 在灵敏度方面,
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新引物具有较低的检测限与定量限值,检测过程中

体现出良好的重现性,能够确保检测结果的可靠性

与一致性,在极低靶标 DNA 浓度的样品中也有很好

的稳定性。
4　 未来发展方向
4. 1　 技术创新

4. 1. 1　 dPCR
dPCR 是一种对靶核酸进行绝对定量的新型方

法。 dPCR 的定量原理基于分子在大量分区内的随

机分布,这种分布遵循泊松分布规律。 在 dPCR 检

测过程中,每个分区都可被视作一个独立的 PCR 微

反应器。 通过荧光检测技术,能够精准识别包含扩

增靶序列的分区。 依据泊松分布的特性,确定 PCR
阳性分区在总分区中的占比,精确测定靶序列的浓

度,无需依赖传统的校准步骤[77] 。 学者[72] 将 dPCR
作为第三代 PCR 工具,量化水生和陆地生态系统中

的微生物。
与 qPCR 相比,dPCR 精度更高、对低拷贝数检

测的灵敏度更高,不需要标准曲线[78] 以及对抑制剂

耐受性高[77] 。 在定量检测废水中微生物时,许多研

究[13]对于检测痕量水平存在的病原体建议使用

dPCR,通过 dPCR 获得定量限,效果显著,表明其在

废水检测中的潜在有用性。 缺点是使用 dPCR 可能

会延长处理时间和增加成本。 dPCR 因制备与处理

流程耗时较长、分区不均,导致假阳性或假阴性风险

升高,受限于仪器成本高昂及单个样本需分割为高

密度反应单元,致使总体应用成本高于常规 qPCR
技术。 使用 dPCR 进行常规微生物水质检测可能会

受成本的限制,在现阶段可能不切实际[79] 。
4. 1. 2　 微滴式数字聚合酶链式反应( droplet

 

digital
 

PCR,ddPCR)
ddPCR 是 dPCR 的子类别,具有更高的检测精

度和高通量分析能力,对标准曲线或内参基因的依

赖度低,适用于低丰度目标物检测[80] 。 ddPCR 在

PCR 扩增之前将 DNA 模板分成许多水油乳液液

滴,最终的信号读取在 PCR 到达扩增终点时进行。
ddPCR 可定量检测水样中人畜共患细菌病原体,如
沙门氏菌属、空肠弯曲菌和单核细胞增生李斯特

菌[81] ;检测河流沉积物中低浓度的沙门氏菌[82] 。
Falzone 等[83]使用 ddPCR 在实验室环境中模拟水热

处理过程快速检测嗜肺军团菌,结果表明,ddPCR

能够准确检测低浓度的嗜肺军团菌,与 RT-qPCR 相

比,具有更高的准确性和灵敏度,可以快速检测并避

免可能的军团病暴发。
ddPCR 在灵敏度、精度和可重复性方面优于传

统定量 PCR,不容易受到 PCR 抑制剂的影响,并且

无需标准曲线即可进行绝对定量。 一旦整个操作系

统和化学试剂的成本大幅降低,样品的处理能力或

检测通量和动态范围得到极大提升,这项技术就可

以更广泛地应用于环境研究。
4. 1. 3　 mqPCR

mqPCR 在同一反应体系中设计多组荧光标记

探针,单次反应可同步检测 4 ~ 6 种靶标[84] 。 Zhang
等[85]结合 3 个 qPCR 引物探针组开发优化三重

qPCR 检测,该方法同时检测废水中空肠弯曲杆菌、
大肠弯曲杆菌和拉氏弯曲菌。 Li 等[86]将 mqPCR 技

术与 PMA 相结合,在一个反应中同时检测水样中活

的嗜肺军团菌、鼠伤寒沙门氏菌和金黄色葡萄球菌,
应用月桂酰肌氨酸钠增强 PMA 对死菌通透性,结果

表明,具有相当的特异性和灵敏度并且缩短了检测

时间。
mqPCR 通过在一次运行中结合多个 qPCR 反

应,显著提高检测通量,节省检测时间和减少成本。
但采用此方法时需要注意引物相互作用的可能性

高,对引物特异性和所有引物对的兼容性要求

高[87] 。 严格的检测设计和充分的优化对于 mqPCR
应用于环境调查至关重要。
4. 1. 4　 小结

dPCR 与 ddPCR 通过绝对定量、高精度及抗抑

制剂能力,突破了 qPCR 依赖标准曲线的局限,但高

成本与耗时处理限制其广泛应用;mqPCR 通过多靶

标同步检测显著提升通量,但引物设计复杂度高,易
引发交叉反应。 未来需结合技术优势,以 ddPCR 提

升低丰度目标检测可靠性,mqPCR 优化高通量筛查

效率,同时推动设备微型化与成本降低,构建多技术

联用体系,并制定标准化流程,以平衡精准性、效率

与经济性,满足复杂水体的动态监测需求。 表 3 比

较了不同 PCR 的作用机制及优缺点。
4. 2　 标准化与政策推动

不同实验室在 qPCR 试验操作、引物探针设计、
结果分析等环节存在差异,导致数据可比性差。 国

内外相关组织正积极推动标准化进程。 国际标准化

组织制定了《分子生物标志物分析
 

农业和食品生产
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　 　 　 表 3　 不同 PCR 方法作用机制及应用特性比较
Tab. 3　 Comparison

  

of
 

Effect
 

Mechanisms
 

and
 

Application
 

Characteristics
 

of
 

Different
 

PCR
 

Methods

方法 作用机制 优点 局限性

PCR[15] 使用引物扩增特定的 DNA
序列,扩增结束后将结果可

视化

引物设计的特异性

可靠

可以扩增微量的 DNA
应用广泛

只提供最终结果,不进行实时监测

污染可能导致假阴性

需要 PCR 后处理进行可视化

定量能力有限

qPCR[16] 利用荧光探针对 DNA 进行

实时扩增和定量

快速分析,结果实时可用

灵敏度、准确度、特异性高

动态范围宽,适用范围广

区分近缘序列的能力有限

仪器、分析软件和耗材的成本高

对 PCR 抑制剂敏感

需专业知识

dPCR[78] 将样品分成许多单独的反

应,实现绝对定量

无需校准曲线的绝对定量

提高低丰度靶标的精密度和准确度

增强稀有靶标的灵敏度

增强对 PCR 抑制剂的稳定性

减少对标准曲线或内参基因的依赖

有限的动态范围,通常低于 qPCR
成本较高

分割错误导致的假阳性 / 假阴性的易感性较高

ddPCR[80] 将样品分割成许多液滴,放
大发生在单个液滴中

提高精密度和准确度,比 qPCR 具有更好的

重复性

适用于低丰度目标物的检测

降低对 PCR 抑制剂的敏感性

减少对标准曲线或内参基因的依赖

动态范围有限,低于 qPCR
 

比 qPCR 处理时间长

仪器和试剂成本高

应用复杂

mqPCR[84] 在同一体系用多对引物和不

同荧光探针,经热循环扩增

目标核酸,靠实时监测不同

荧光信号同步定量多个靶标

同时检测多个靶序列提高检测通量

使用更少的材料

节约时间

降低成本

分析设计的高要求

不同靶标之间的扩增效率不均匀

易发生引物相互作用和试剂竞争

中分子生物标志物分析方法的词汇表》 (ISO
 

16577:
2022),规定了 qPCR 术语、试验流程、性能指标等;
《水质

 

用定量聚合酶链反应( qPCR)浓缩和基因扩

增法检测和定量军团菌和 / 或嗜肺军团菌
 

第 2 部

分:现场方法》 ( ISO / TS
 

12869—2:2024) 中规定了

使用 qPCR 对军团菌属和嗜肺军团菌进行现场检测

和定量的技术要求。 我国也依据国情,出台了针对

水源性微生物检测的国家标准,如《实时荧光定量

PCR 仪性能评价通则》 ( GB / T
 

42753—2023);《循

环冷却水中军团菌的检测》 (GB / T
 

40392—2021)规

定了循环冷却水中军团菌 qPCR 检测方法,包括水

样采集、保存、运输,核酸提取,qPCR 扩增及结果判

定等流程。 这些标准化侧重于使用 qPCR 检测军团

菌,缺少使用 qPCR 检测其余水源性致病微生物的

标准,需要相关组织和机构加快制定针对其余水源

性致病微生物的 qPCR 检测标准,进一步完善水体

微生物检测的标准体系,提升检测结果的准确性、可
靠性和一致性。
5　 结论

qPCR 在检测水源性致病微生物领域具有重要

价值。 它基于荧光信号与 DNA 扩增动态关联原理,

通过精准测定 C t 值实现对初始模板的定量分析,依
据荧光标记物作用方式的差异,在水源性致病微生

物检测中发挥不同作用。 在常见水源性致病微生物

检测方面,qPCR 展现出显著优势。 针对细菌,能靶

向特异性基因快速定量,克服传统培养法的弊端;检
测病毒时,对双链 DNA 病毒和单链 RNA 病毒都有

高灵敏度和特异性,mqPCR 技术的出现提升了检测

通量。 对于原虫,可检测到极低浓度的原虫 DNA,
HT-qPCR 技术提高了检测效率,缩短检测时间。 在

不同水体环境中,qPCR 检测饮用水时实现高灵敏

度,在废水与污水处理厂以及娱乐用水的检测中也

发挥关键作用。 对于区分活菌、死菌,应对抑制剂干

扰以及优化引物设计等挑战,研究人员积极探索优

化策略,PMA-qPCR 技术有效解决了活菌与死菌区

分的难题;通过内部或外部扩增对照、稀释曲线评估

抑制剂影响,并采取添加补充剂等措施提升检测灵

敏度;设计特异性引物则有效控制了假阳性问题。
dPCR、ddPCR 以及 mqPCR 等新兴技术展现出

巨大潜力。 dPCR 精度高、对低拷贝数检测灵敏且

无需标准曲线;ddPCR 检测精度更高,适用于低丰

度目标物检测;mqPCR 提高了检测通量,节省时间
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和成本。 尽管这些新技术目前存在成本高、引物设

计要求严格等局限,但随着技术的不断发展和完善,
有望在水源性致病微生物检测领域得到更广泛应

用,为保障水体安全和公共卫生提供更强大的技术

支撑。
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