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摘   要：【背景】条件致病菌肺炎克雷伯菌是医源性感染最重要的革兰氏阴性菌之一，目前对该

病原菌的核酸检测方法存在费时费力、灵敏度低、准确性差等问题。【目的】建立基于芯片式数

字 PCR 的肺炎克雷伯菌检测方法。【方法】依据肺炎克雷伯菌的 16S rRNA 基因保守序列设计特

异性引物和 TaqMan 探针，通过与实时荧光定量 PCR 的比较分析，确定了芯片式数字 PCR 方法的

检测范围和最佳反应条件，并进行了方法特异性、灵敏性分析及临床菌株的检测。【结果】芯片式

数字PCR检测灵敏度比实时荧光定量PCR提高了约 1.5个数量级，最低检出限可达到 3.77 copies/μL；

优化后的芯片式数字 PCR 特异性与实时荧光定量 PCR 结果一致，方法的相对标准偏差(relative 

standard deviation，RSD)均小于 25%；本研究利用优化后的芯片式数字 PCR 方法共检测了 28 株临

床菌株，检测到 14 株为肺炎克雷伯菌，14 株为其他种属，这也与实时荧光定量 PCR 检测结果一

致。【结论】采用芯片式数字 PCR 技术建立了肺炎克雷伯菌核酸检测的绝对定量方法。该方法特

异性好、灵敏度高、准确度高，适合肺炎克雷伯菌的核酸检测和定量分析，也为其他临床病原菌

的分子检测提供了新的技术参考。 
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Development of a chip digital PCR assay for detection of 
Klebsiella pneumoniae 

TAI Cui*, KUANG Dai, ZHANG Ping, XU Jie, ZHANG Wei, LUO Qian 
State Key Laboratory of Microbial Metabolism, School of Life Sciences and Biotechnology, Shanghai Jiao Tong 
University, Shanghai 200240, China 

Abstract: [Background] Klebsiella pneumoniae is one of the major Gram-negative bacteria causing 

iatrogenic infection. The available methods for the nucleic acid detection of this pathogen are 

time-consuming and laborious and have low sensitivity and poor accuracy. [Objective] A chip digital 

PCR-based method for K. pneumoniae detection was established. [Methods] Specific primers and 

TaqMan probe were designed according to the conserved sequence of the 16S rRNA gene of         

K. pneumoniae. By comparison with the real-time fluorescence quantitative PCR, we determined the 

detection range and optimal reaction conditions of the chip digital PCR, analyzed the specificity and 

sensitivity of this method, and then applied this method to the detection of clinical isolates. [Results] 

The chip digital PCR had the limit of detection up to 3.77 copies/μL and about 1.5 orders of magnitude 

increase in sensitivity compared with real-time fluorescent quantitative PCR. The optimized chip digital 

PCR showed the specificity consistent with that of real-time fluorescence quantitative PCR, with the 

relative standard deviation (RSD) below 25%. Of the 28 clinical strains detected by the optimized chip 

digital PCR method, 14 strains were identified as K. pneumoniae and 14 strains as other species, which 

was also consistent with the results of real-time fluorescence quantitative PCR. [Conclusion] An 

absolute quantitative method for nucleic acid detection of K. pneumoniae was established with the chip 

digital PCR. This method, characterized by good specificity, high sensitivity, and high accuracy, is 

suitable for nucleic acid detection and quantitative analysis of K. pneumoniae. Moreover, it provides a 

new technical reference for molecular detection of other clinical pathogens. 

Keywords: Klebsiella pneumoniae; chip digital PCR; absolute quantification; pathogen detection 

 
 
 

肺炎克雷伯菌(Klebsiella pneumoniae)属于

肠杆菌科克雷伯菌属，是一类重要的医源性感

染革兰氏阴性条件致病菌，该菌可引起包括肺

炎、呼吸道感染、肝脓肿、腹膜炎、脑膜炎等

多种感染类疾病[1]。肺炎克雷伯菌对外界抵抗

力强，对多数抗菌药物易产生耐药性[2]，这使

之在临床治疗上极为棘手，日渐成为全球公共

卫生的严重威胁。过去 20 年，肺炎克雷伯菌逐

渐在全球蔓延，已经成为超过大肠埃希菌、从

化脓性肝脓肿患者中分离的重要病原菌[3]。在

我国，肺炎克雷伯菌已成为公共卫生事业的沉

重负担。据 2021 年中国细菌耐药监测网(China 

Antimicrobial Surveillance Network，CHINET，

http://www.chinets.com)报道，肺炎克雷伯菌约

占临床分离菌的 13%，成为仅次于大肠埃希菌

(19%)的院内感染第二大致病菌。对肺炎克雷伯

菌的快速检测将有助于提供抗感染的精确治疗

方案。目前检测肺炎克雷伯菌的方法主要有微

生物培养法、生理生化检测、组织病理学观察、

显微镜镜检、微生物鉴定系统以及普通 PCR 

(polymerase chain reaction，PCR)、实时荧光定量

PCR (real-time fluorescence quantitative PCR，
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qPCR)等分子诊断方法[4]。这些检测方法都或多

或少存在一些问题，例如，qPCR 方法在核酸定

量方面已成为检测的“金标准”，但其结果准确

性在很大程度上要依赖标准曲线，而且需要已

知浓度的标准品，受反应体系背景影响较大，

不能直接快速地得到样品的实际拷贝数。此外，

由于 qPCR 检出限的限制，对低拷贝样品显得

力不从心。 

数字 PCR (digital PCR，dPCR)作为第 3 代

PCR 技术，具有简便快速、灵敏度高、精确度

高的特点，只要有微量被检细菌核酸分子即可

检出。其原理是将含有核酸模板的标准 PCR

反应体系平均分配到上万个或数百万个 PCR

反应中，即分配到芯片或油包水的微滴中，使

每个反应中含有或不含 1 个核酸模板分子，然

后进行单分子模板 PCR 扩增，通过读取荧光

信号的有无进行计数，利用泊松分布原理，根

据阳性微滴与阴性微滴数的比例计算目标分

子的拷贝数，从而实现绝对定量[5-6]。依据分液

方式的不同， dPCR 分为微滴式数字 PCR 

(droplet digital PCR，ddPCR)和芯片式数字 PCR 

(chip digital PCR，cdPCR)[7]。与传统的 qPCR

相比，dPCR 不受扩增效率的影响，无需依赖

扩增曲线的循环阈值进行定量，也不必利用标

准曲线和内参基因，并且对低浓度的核酸定量

更加准确可靠 [8]。该方法降低了标准曲线对测

量结果的影响，实现了 PCR 扩增的样品分离，

消除了本底信号的影响，显著提高了低丰度靶

标的扩增灵敏度[9-11]。因此，dPCR 特别适用于

依赖 qPCR 的 Ct 值不能很好分辨的低拷贝含量

的核酸检测，现已逐渐被应用于临床病原菌诊

疗上[8-9,11-13]。 

目前已有研究者利用数字 PCR 技术对病

原微生物展开了广泛的研究，主要集中在人类

免疫缺陷病毒(human immunodeficiency virus，

HIV)[14-15]、乙型肝炎病毒 (hepatitis B virus，

HBV)[12,16]、流感病毒[17]、人乳头瘤病毒[9]、非

洲猪瘟病毒[18]、硫酸盐还原菌[19]、伤寒沙门氏

菌[20]、结核分枝杆菌[21]、大肠埃希菌[22-23]和猪

链球菌[24]等方面，但其对肺炎克雷伯菌的检测

尚未见报道。为此，本研究利用 cdPCR 技术，

根据肺炎克雷伯菌 16S rRNA 基因高度保守序

列设计筛选了一套特异性较好的引物、探针，

经过优化反应体系及反应条件，在与 qPCR 比

较的基础上建立一种特异、准确、灵敏的肺炎

克雷伯菌快速定量检测方法，并通过临床菌株

的检测验证该方法的实际应用性。该方法将有

助于提高肺炎克雷伯菌的早期感染的检测效

率，为其快速、准确地定性和定量检测提供量

化标准和参考，为危害公共卫生安全的致病菌

防控提供新的技术手段和借鉴。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  主要试剂和仪器 

PerfectStartTM II Probe qPCR SuperMix，北

京全式金生物技术有限公司；PerfeCTa® qPCR 

ToughMix UNG、荧光素钠盐，北京深蓝云生物

科技有限公司；细菌基因组 DNA 提取试剂盒，

天根生化科技(北京)有限公司；引物由生工生物

工程(上海)股份有限公司合成；探针由苏州鸿旭

生物科技股份有限公司合成。荧光定量 PCR 仪，

Analytik-jena 公司；芯片式数字 PCR 系统，Stilla 

Technologies 公司；超微量核酸蛋白分析仪

(NanoDrop)，基因有限公司。 

1.1.2  菌株 

参考菌株 7 株，临床分离株 28 株，由上海

交通大学分离保存(表 1)。 
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表 1  实验用菌株 
Table 1  Bacteria stains in the experiment 

Species Strain Accession No. Note Amounts

Klebsiella pneumoniae HS11286 CP003200.1 Reference 2 

RJF999 CP014010.1 

Escherichia coli DH5α CP026085.1 Reference 1 

Salmonella enterica ATCC 14028 CP034230.1 Reference 1 

Acinetobacter baumannii ATCC 19606 CP045110.1 Reference  1 

Pseudomonas aeruginosa PAO1 AE004091.2 Reference 1 

Staphylococcus aureus N315 BA000018.3 Reference 1 

Klebsiella pneumoniae KP21101, KP21102, KP21103, KP21104, 

KP21105, KP21106, KP21107, KP21108, 

KP21109, KP21110, KP21111, KP21112,  

RJA166, RJF293 

 Clinical isolate 14 

Escherichia coli EC21301, EC21302  Clinical isolate 2 

Salmonella enterica SE21401, SE21402, SE21403  Clinical isolate 3 

Acinetobacter baumannii AB21501, AB21502, AB21503  Clinical isolate 3 

Pseudomonas aeruginosa PA21601, PA21602, PA21603  Clinical isolate 3 

Staphylococcus aureus SA21701, SA21702, SA21703  Clinical isolate 3 

 

1.2  方法 
1.2.1  细菌基因组 DNA 的提取 

取参考菌株和经过质谱鉴定的临床分离菌

株，在 LB 琼脂平板上挑取单菌落接种至 LB 液

体培养基，于 37 °C、220 r/min 振荡培养过夜。

取 1 mL 菌液，在生物安全柜中提取基因组 DNA。

通过超微量核酸蛋白分析仪对基因组 DNA 检

测浓度及纯度，−20 °C 保存备用。 

1.2.2  引物、探针设计及筛选 

应用美国国家生物技术信息中心(National 

Center for Biotechnology Information，NCBI，

https://www.ncbi.nlm.nih.gov)在线引物设计程

序 Primer-Blast 对肺炎克雷伯菌参考基因组

HS11286 (GenBank 登录号为 CP003200.1)的

16S rRNA 基因保守区设计引物；包括 V1–V2

区 5 对、V4–V5 区 4 对、V5–V6 区 3 对，选取

表 1 中 7 株参考菌株即 2 株肺炎克雷伯菌

(HS11286，RJF999)和 5 株其他菌株(大肠埃希

氏菌 DH5α，鼠伤寒沙门氏菌 ATCC 14028，鲍

曼不动杆菌 ATCC 19606，铜绿假单胞菌 PAO1，

金黄色葡萄球菌 N315)，筛选设计引物、探针。 

1.2.3  PCR 标准品的制备和梯度稀释 

以肺炎克雷伯菌 HS11286 基因组的 16S 

rRNA 基因为模板，用引物 V1–V2-5-Pf 和

V1–V2-5-Pr (表 2)扩增获得目的片段，PCR 反

应体系：(20 μL)：2×Taq Plus Master Mix 10 μL，

V1–V2-5-Pf (10 μmol/L) 0.6 μL，V1–V2-5-Pr  

(10 μmol/L) 0.6 μL，RNase-Free ddH2O 8.2 μL，

模板 DNA 0.6 μL。PCR 反应条件：94 °C 5 min；

94 °C 30 s，62 °C 15 s，72 °C 15 s，共 30 个

循环；72 °C 5 min；4 °C 保存。然后将目的片

段与载体 pUC57 连接构建重组质粒，命名为

pUC57-16S。重组质粒经测序，序列与肺炎

克雷伯菌 HS11286 的 16S rRNA 基因相应序

列的一致性为 100%，作为实验标准品原液

使用。 

将 pUC57-16S 标准品原液用超纯水进行 

10 倍比梯度稀释：取水 18 μL 加入上述模板 
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表 2  引物和探针序列 
Table 2  Primer and probe sequences 

Primer and probe Sequence (5′→3′) Size (bp) 

Forward primer: V1–V2-5-Pf CTCGGGTGACGAGCGG 16 

Reverse primer: V1–V2-5-Pr TGAGCCGTTACCCCACCTAC 20 

Probe: primer5-FAM-BHQ1 FAM-CATGCCATCAGATGTGCCCAGATG-BHQ1 24 

 
2 μL，混匀后取 2 μL 至 2 号管 18 μL 的水中，

依次类推稀释。样品编号从高浓度稀释至低浓

度，依次标记为 S1 (pUC57-16S 标准品原液)、

S2、S3、S4、S5、S6、S7、S8、S9、S10。在

cdPCR 和 qPCR 反应体系中加入经逐级梯度稀

释过的模板，评估 cdPCR 和 qPCR 检测方法的

检出限，3 次重复。 

1.2.4  标准曲线的绘制、检测范围及检出限的

确定 

分别用 cdPCR 和 qPCR 两种方法检测不同

梯度稀释的标准品并做标准曲线，每个浓度样

品重复 3 次。 cdPCR 反应体系 (25 μL) ：

2×PerfeCTa® qPCR ToughMix UNG 12.5 μL，

V1–V2-5-Pf (10 μmol/L) 2.5 μL，V1–V2-5-Pr  

(10 μmol/L) 2.5 μL，荧光素钠盐 (1 μmol/L)   

2.5 μL，primer5-FAM-BHQ1 (10 μmol/L) 0.625 μL，

RNase-Free ddH2O 2.375 μL，模板 DNA 2 μL。

cdPCR 反应条件：Partition 40 °C；95 °C 3 min；

95 °C 15 s，60 °C 30 s，共 45 个循环。cdPCR

反应结束后利用 Crystal Miner for the NaicaTM 

System 软件分析结果，绘制标准曲线。qPCR

反应体系(20 μL)：2×PerfectStartTM II Probe qPCR 

SuperMix 10 μL，V1–V2-5-Pf (10 μmol/L) 0.4 μL，

V1−V2-5-Pr (10 μmol/L) 0.4 μL，primer5-FAM- 

BHQ1 (10 μmol/L) 0.4 μL，RNase-Free ddH2O 

7.8 μL，模板 DNA 1 μL。qPCR 反应条件：94 °C 

30 s；94 °C 5 s，60 °C 30 s；共 45 个循环。qPCR

利用 qTOWER3G Touch qPCR Soft 4.0 分析软件

生成标准曲线。通过标准曲线结果选出最佳浓

度样品作为后续反应条件优化的标准品，并比

较两种方法的检测范围及检出限。 

1.2.5  芯片式数字 PCR 反应条件的优化 

cdPCR 扩增反应后所得到的荧光强度是决

定检测方法准确性的一个因素[25]，而荧光信号

的累积与 PCR 扩增效率密切相关。PCR 反应在

无抑制因子的情况下，其扩增效率与扩增体系

中的引物、探针浓度关系密切 [22]。实验以

pUC57-16S 最佳浓度标准品(S7 号样品)为模板

进行反应体系的优化，通过改变引物浓度

(0.7−1.3 μmol/L)、探针浓度(0.05−0.90 μmol/L)

分析比较微滴分布状态、荧光信号强度以确定

cdPCR 对标准品 pUC57-16S 检测的最佳反应体

系和反应条件。 

1.2.6  特异性实验 

提取肺炎克雷伯菌 HS11286、RJF999，

KP21112 及大肠埃希菌 DH5α、鲍曼不动杆菌

ATCC 19606、铜绿假单胞菌 PAO1、金黄色葡

萄球菌 N315 共 7 株菌的基因组 DNA 分别作为

cdPCR 和 qPCR 模板，以优化后的反应条件分

析 cdPCR 检测肺炎克雷伯菌的特异性。 

1.2.7  重复性、精密度实验 

用已优化好的 cdPCR 方法对不同稀释浓度

标准品进行 3 次重复性检测，在 25 μL 反应体

系中加入 2 μL 标准品 DNA 作为模板，通过计算

结果的相对标准偏差(relative standard deviation，

RSD)检测方法的重复性、精密度。 
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1.2.8  临床菌株的检测 

分别提取 28 株临床菌株的基因组 DNA 作

为临床检测的模板，用优化好反应条件的 cdPCR

和 qPCR 两种方法分别进行检测，以标准品为阳

性对照，以 no template control (NTC)为阴性对照，

综合评价 cdPCR 方法检测临床菌株的可行性。 

1.3  数据统计 
采用 R 软件包(https://www.r-project.org/)

进行数据统计学分析，计算标准差和相对标准

偏差等；使用 Excel 2016 进行标准曲线线性回

归分析；使用 qPCR Soft 4.0 软件进行 qPCR 数

据分析；使用 Crystal Miner for the NaicaTM 

System 软件进行 cdPCR 数据分析。 

2  结果与分析 

2.1  PCR 引物筛选 
根据肺炎克雷伯菌参考菌株 HS11286 的

16S rRNA 基因的多段保守区及可变区设计引

物共 12 对，选取表 1 中 7 个菌株(2 株肺炎克雷

伯菌和 5 株其他菌株)作为参考菌株筛选设计引

物。结果表明，引物 V1–V2-5-Pf 和 V1–V2-5-Pr

对肺炎克雷伯菌 HS11286、RJF999 特异性单一

扩增，而对 5 株其他菌株无扩增，可见此引物

对肺炎克雷伯菌有特异性扩增，所以选取此引

物对作为后续实验引物(表 2)，该对引物预期扩

增片段大小为 181 bp。 

2.2  芯片式数字 PCR 的检测范围和灵敏

性实验 
分别以各浓度梯度稀释的标准品为模

板，将稀释好的样本重复 3 次，确定检测范

围。结果显示(图 1)，S4 样品浓度平均值为

207 104.6 copies/μL 时，阳性微滴(26 153 个)

占全部微滴(26 157 个)的 99.9%，阳性微滴数与

微滴总数接近，说明该浓度下所有微滴被 DNA

模板饱和，几乎无阴性微滴。微滴分布不满足

泊松分布原理，定量结果会偏离真实值，模板

DNA 浓度超出了 cdPCR 的检测范围，可见此

浓度不能用于 cdPCR 定量，所以 S1−S4 的样品

放弃检测；虽然 S10 样品 3 次检测结果均值浓

度为 0.98 copies/μL，但由于样品浓度极低，所 

 

 
 
图 1  芯片式数字 PCR 对不同稀释度标准品灵敏度测试结果   蓝色：阳性微滴；灰色：阴性微滴；

NTC：阴性对照 

Figure 1  Sensitivity of the cdPCR for the pUC57-16S rRNA gene DNA with different dilution ratios. Blue: 
Positive droplets; Gray: Negative droplets; NTC: No template control. 
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以存在无法取到核酸样品的可能，认为此浓度

用于 cdPCR 定量也存在结果不准确的可能，因

此，cdPCR 样品后续检测范围在 S5−S9 样本范

围内进行。 

单个样品产生的微滴数是检验实验准确与

否的又一关键因素，只有形成的完整微滴个数

超过 12 000 时，核酸分子的分布才被认为符合

泊松分布原理，系统才能有效区分阴性和阳性

的微滴数量，测定的结果才会准确、可靠[26]。

本研究所有 cdPCR 反应用于分析的有效微滴数

均大于 12 000，表明本研究所有 cdPCR 反应微

滴生成正常，生成微滴质量较高，保证了后续

实验定性、定量分析的准确性。 

从 cdPCR 的标准曲线(图 2A)可以看出，S4

样品的检出结果已经超出了标准曲线的检出范

围，这与前面描述的结果一致。为了能测量出

cdPCR 对 S9–S10 样品范围内的检出限，将 S9

作为模板 DNA 逐级稀释，最终确定 cdPCR 对

本实验标准品 pUC57-16S 梯度稀释样品的检测

范围在 S5–S9-8 (S9 号标准品 8 倍稀释)之间，

对应浓度范围为 3.37–88 887.30 copies/μL，标

准曲线的 R2 为 0.994 8，具有良好的线性关系，

最低检出限为 3.37 copies/μL。另外，对于 cdPCR，

当模板 DNA 浓度处于 2 000−3 000 copies/μL 时，

定量结果最准确，这一点在后续实验中会具体

阐述，确定后续优化实验体系模板选用 S7 号样

品(2 172.3 copies/μL)。 

2.3  荧光定量 PCR 的检出范围和灵敏性

实验 
为了评估 cdPCR 检测方法的灵敏度和准确

度，选择 qPCR 方法进行比较。对于 qPCR 检

出结果，通常认为 Ct 值在 15–34 之间检测结果

比较准确。从 qPCR 标准曲线和对应 Ct 值可以

看出(图 2B)，S8 号样品的 Ct 值为 32.56，将 S8

号样品作为模板逐级稀释，发现相应 Ct 值与 S9

号样品(35.42)无显著差异，因此确定 qPCR 对

本实验标准品 pUC57-16S 的检测范围在 S3–S8

样品之间，R2 为 0.994 2，具有良好的线性关系，

最低检出限为 194.9 copies/μL (S8 号样品)。S9

样品检测 Ct 值大于 35，检出结果已经超出了

标准曲线的检出范围，因此对 S9−S10 样品放

弃检测。另外，对于 qPCR，从荧光信号强弱及 

 

 
 
图 2  pUC57-16S 的芯片式数字 PCR (A)和荧光定量 PCR (B)的标准曲线   图 2B 不同稀释倍数标准

品检测的 Ct 值：S1：9.84；S2：12.89；S3：16.21；S4：19.74；S5：22.34；S6：25.69；S7：28.11；

S8：32.56；S9：35.42 

Figure 2  Standard curves of the cdPCR (A) and the qPCR (B) for the pUC57-16S rRNA gene DNA. Ct 
value of standards with different dilution ratios (2B): S1: 9.84; S2: 12.89; S3: 16.21; S4: 19.74; S5: 22.34; S6: 
25.69; S7: 28.11; S8: 32.56; S9: 35.42. 
 



 
台萃等: 肺炎克雷伯菌的芯片式数字 PCR 检测方法的建立 1207 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 

Ct 值来看，确定后续优化实验体系模板选用 S4

号样品。 

从图 2A 和图 2B 可以看出，两种方法标准

曲线的线性关系较好，但对于不同稀释倍数的

标准品，检测范围有所不同。cdPCR 的检测范

围在 S5–S9-8 之间，qPCR 的检测范围在 S3–S8

之间，说明 cdPCR 对低浓度样品的检测更准确。

此外，cdPCR 的最低检出限(3.37 copies/μL)也

要比 qPCR (194.9 copies/μL)高约 1.5 个数量级，

这说明 cdPCR 与 qPCR 相比有更高的检测灵敏

度，这一结果与石磊等对猪链球菌的核酸检测

结果[24]基本一致。 

2.4  芯片式数字 PCR 反应体系的优化 
为测定 cdPCR 最佳反应体系，分别选用了

0.7–1.3 μmol/L 引物浓度、0.05–0.90 μmol/L 探针

浓度进行优化。结果显示，从荧光信号及阴性和

阳性微滴分布来看，当引物浓度为 1.0 μmol/L  

(图 3A)、探针浓度为 0.9 μmol/L (图 3B)时，反

应的荧光强度最强且阳性微滴(蓝色)和阴性微

滴(灰色)之间荧光幅度差异最大。 

如图 4 所示，经过优化的 cdPCR 体系对实

验标准品 pUC57-16S 目标片段的扩增结果良

好，阳性微滴(蓝色)和阴性微滴(灰色)明显分成

两簇，两种微滴分离幅度较大，差异显著，而

且中间弥散的微滴数目较少，说明此反应体系

针对 cdPCR对肺炎克雷伯菌 DNA定量分析是适

合的。综合微滴分布状态及荧光信号强度，确定

了 cdPCR 最佳反应体系(25 μL)：2×PerfeCTa® 

qPCR ToughMix UNG 12.5 μL，V1–V2-5-Pf  

(10 μmol/L) 2.5 μL，V1–V2-5-Pr (10 μmol/L)  

2.5 μL，荧光素钠盐(1 μmol/L) 2.5 μL，primer5- 

FAM-BHQ1 (10 μmol/L) 2.25 μL，RNase-Free 

ddH2O 0.75 μL，模板 DNA 2 μL。最佳反应条

件：Partition 40 °C；95 °C 3 min；95 °C 15 s，

60 °C 30 s，共 45 个循环。 

2.5  芯片式数字 PCR 对肺炎克雷伯菌的

特异性实验 
采用优化反应体系，运用 cdPCR 分别对   

3 株肺炎克雷伯菌(HS11286、RJF999、KP21112)

和 4 株其他菌株(大肠埃希菌 DH5α、鲍曼不动

杆菌 ATCC19606、铜绿假单胞菌 PAO1、金黄

色葡萄球菌 N315)的基因组 DNA 进行检测，设 

 

 
图 3  芯片式数字 PCR 优化结果   A：引物浓度优化；B：探针浓度优化；蓝色：阳性微滴；灰色：

阴性微滴；NTC：阴性对照 

Figure 3  Optimization of the cdPCR. A: Optimization of the primer concentration; B: Optimization of the 
probe concentration; Blue: Positive droplets; Gray: Negative droplets; NTC: No template control. 
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图 4  pUC57-16S 芯片式数字 PCR 优化扩增结果   蓝色：阳性微滴；灰色：阴性微滴 

Figure 4  Optimization of the cdPCR results for the pUC57-16S rRNA gene DNA. Blue: Positive droplets; 
Gray: Negative droplets. 
 

立阳性对照 S7 (pUC57-16S 标准品 7 号样品)和

阴性对照(NTC)，以验证 cdPCR 方法对肺炎克

雷伯菌检测的特异性。图 5 结果显示，cdPCR

对肺炎克雷伯菌(1–4 道)均有良好扩增，阴性和

阳性微滴明显分离，5–8 道(其他菌株)只有少量

阳性微滴，经反复排除各实验因素，认为此少

量阳性微滴为假阳性，属非特异性扩增。这一

结果与文献[14-15]的检测结果一致。数字 PCR

也是基于普通常规 PCR 的原理，因此，常规

PCR 中假阳性的问题在数字 PCR 中也同样存

在。当阳性样品的阳性微滴数是 NTC 样品阳

性微滴数 3 倍以上时，则样品可认定为真阳性。 

由表 3 可知，前 4 株肺炎克雷伯菌的阳性

微滴数已经比 NTC 阳性微滴数高出 50 倍以 
 

 
 

图 5  芯片式数字 PCR 对不同参考菌株特异性检测结果   蓝色：阳性微滴；灰色：阴性微滴；NTC：

阴性对照 

Figure 5  Specificity assay of the cdPCR for the different reference strains. Blue: Positive droplets; Gray: 
Negative droplets; NTC: No template control. 
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表 3  芯片式数字 PCR 和荧光定量 PCR 对不同参考菌株的特异性检测 
Table 3  Specificity assay of the cdPCR and qPCR for the different reference strains 
cdPCR  qPCR 

Strains Number of droplets Number of positive droplets Results  Ct value Results 

S7 20 295 1 103 +  17.12 (S4) + 

HS11286 25 814 8 049 +  26.47 + 

RJF999 27 067 6 735 +  26.73 + 

KP21112 27 736 24 621 +  25.67 + 

DH5α 27 153 17 −  34.70 − 

ATCC 19606 25 738 17 −  35.02 − 

PAO1 26 430 13 −  35.07 − 

N315 26 046 16 −  34.02 − 

NTC 25 914 19 −  No Ct − 

注：+：检测结果为肺炎克雷伯菌；−：检测结果为非肺炎克雷伯菌；NTC：阴性对照 

Note: +: Klebsiella pneumoniae; −: Non-Klebsiella pneumoniae; NTC: No template control. 

 
上，而其他 5–8 株的阳性微滴数与 NTC 相比并

未达到 3 倍以上。此外，为了对 cdPCR 特异性

结果进行评估，通过 qPCR 方法验证，两者检

测结果一致(表 3)，说明 cdPCR 方法对肺炎克

雷伯菌的特异性检测是有效的。 

2.6  芯片式数字 PCR 对肺炎克雷伯菌的

重复性和精密度分析 

以 6 组不同稀释倍数的 DNA (S5–S9-8)为

模板，评估 cdPCR 检测方法的重复性。6 组模

板的相对标准偏差(relative standard deviation，

RSD)为 2.00%–23.17%，均不超过 25% (图 6)，

符合数字 PCR 实验数据发表所必需实验信息的最

低限度标准(minimum information for publication 

of quantitative digital PCR experiments，MIQE)

指南要求[27-28]，以上结果说明该方法在检测范

围内反应体系稳定、重复性较好。 

从图 6 还可以看出，随着 DNA 模板浓度的

增加(S9-8–S7)，测定结果的 RSD 逐渐降低，精

密度逐渐增高；但模板浓度增加到一定值(S7)

后，随着 DNA 模板浓度的增加(S7–S5)，RSD

逐渐升高、方法精密度降低。当 DNA 模板浓度

为 2 201 copies/μL (S7)时，测量结果的 RSD 为

2.00%，此时该方法精密度最高。从这个结果看，

这与前面将 S7 号样品作为最佳模板浓度进行优

化实验的结果也一致。因此，采用 cdPCR 对肺

炎克雷伯菌基因组 DNA 进行绝对定量时，将模

板浓度控制在 2 000–3 000 copies/μL 之间可保

证 cdPCR 测量结果的精密度更好、准确度更高。 

2.7  芯片式数字 PCR 对临床菌株的检测 
利用 cdPCR 优化条件对 28 株临床菌株进

行检测，设立阳性对照(pUC57-16S 标准品 7 号样

品)和阴性对照(NTC)，检测结果显示，有 14 株 

 

 
 
图 6  不同稀释倍数标准品的芯片式数字 PCR 结

果的精密度分析 
Figure 6  Precision of the cdPCR for the 
pUC57-16S rRNA gene DNA with different dilution 
ratios. 
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菌为肺炎克雷伯菌，14 株为其他菌株，这一检

测结果与 qPCR 检测结果一致(表 4)，说明经过

优化的 cdPCR 方法对肺炎克雷伯菌株的检出是

准确可靠的。 

3  讨论与结论 

肺炎克雷伯菌等常见病原菌的核酸检测目

前主要依赖荧光定量 PCR 技术对血液、痰液等

临床样本进行检测，但 qPCR 技术存在较多缺

点，如灵敏度不够高，特别是对低浓度样品检

测比较困难，导致感染早期诊断比较困难；而

且需要建立标准曲线来进行相对定量，导致定

量准确度受到较大限制。随着数字 PCR 技术的

快速发展，这些问题在一定程度上可以得到解 

 
表 4  芯片式数字 PCR 和荧光定量 PCR 对不同临床分离菌株的检测结果 
Table 4  The results of the cdPCR and qPCR for the different clinical isolate strains 

cdPCR  qPCR 

No. Strains Number of droplets Number of positive droplets Results  Ct value Results 

1 S7 27 483 2 777 +  19.85 (S4) + 

2 KP21101 24 803 23 658 +  24.16 + 

3 KP21102 26 662 25 813 +  24.18 + 

4 KP21103 27 410 1 357 +  24.50 + 

5 KP21104 27 048 2 275 +  22.46 + 

6 KP21105 25 993 912 +  21.77 + 

7 KP21106 27 440 11 184 +  23.35 + 

8 KP21107 26 865 18 833 +  26.10 + 

9 KP21108 26 892 293 +  22.25 + 

10 KP21109 28 143 188 +  21.74 + 

11 KP21110 26 762 6 905 +  22.51 + 

12 KP21111 27 221 1 538 +  20.47 + 

13 KP21112 27 736 24 632 +  25.67 + 

14 RJA166 27 823 16 953 +  23.96 + 

15 RJF293 26 808 8 254 +  25.42 + 

16 EC21301 27 805 16 −  34.01 − 

17 EC21302 26 620 15 −  34.70 − 

18 SE21401 27 294 22 −  35.39 − 

19 SE21402 27 016 27 −  35.47 − 

20 SE21403 27 543 33 −  34.43 − 

21 AB21501 24 607 13 −  35.83 − 

22 AB21502 28 956 8 −  35.61 − 

23 AB21503 28 018 7 −  35.02 − 

24 PA21601 27 407 15 −  35.70 − 

25 PA21602 26 491 17 −  35.01 − 

26 PA21603 28 209 13 −  34.71 − 

27 SA21701 26 330 9 −  36.65 − 

28 SA21702 27 458 11 −  35.84 − 

29 SA21703 27 525 9 −  35.32 − 

30 NTC 27 607 12 −  No Ct − 

注：+：检测结果为肺炎克雷伯菌；−：检测结果为非肺炎克雷伯菌；NTC：阴性对照 

Note: +: Klebsiella pneumoniae; −: Non-Klebsiella pneumoniae; NTC: No template control. 
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决，目前数字 PCR 技术已经广泛应用于病毒载

体定量、病原菌检测、产前诊断、癌症诊断检

测、转基因检测、下一代测序技术应用等诸多

方面。如 2012 年，Pinheiro 等确定了 ddPCR 对

λDNA 的检测范围在 37−131 000 拷贝/反应，对

λDNA 进行了准确定量[29]。White III 等第一次

利用 dPCR 对 GBV-C RNA 病毒进行了绝对定

量，逆转录 dPCR 的检出限在每反应中 3–10 个

模板分子，表明 dPCR 在低浓度的样本中有很

好的扩增[30]。2016 年，Yan 等对 H7N9 感染的

病人连续采取 10 个不同治疗期的样本进行定

量检测，针对 qPCR 检测为阴性的样本，dPCR

仍检测出病毒的存在，表明 dPCR 在定量 H7N9

病毒载量方面的灵敏性比 qPCR 更高[31]。本研

究利用芯片式数字 PCR 方法，根据肺炎克雷伯

菌 16S rRNA 基因保守序列设计特异性引物及

探针，通过优化反应条件并对临床菌株进行检

测，建立了针对肺炎克雷伯菌的芯片式数字

PCR 检测方法。 

就核酸检测灵敏度而言，本研究测定 cdPCR

对于肺炎克雷伯菌的最低检出限为 3.77 copies/μL，

此检测结果与其他研究的检测结果比较接近，

如冯兆民等对甲型流感病毒的数字 PCR 检测方

法检出限为 3.77 copies/μL[17]；袁润余等对肠道病

毒的数字 PCR 方法检测限为 3.02 copies/μL[25]；

石磊等对猪链球菌的数字 PCR 检出限为      

2.692 copies/μL[24] 。 qPCR 的 最 低 检 出 限 为  

194.9 copies/μL，可见 cdPCR 检测灵敏度比

qPCR 高出大约 1.5 个数量级。因此，对于低浓

度样品的检测或者病菌早期感染检测，cdPCR

更加准确可靠，具有较高的检测优势。 

就核酸检测范围来看，虽然 cdPCR 的检出

限更低，但从整体检测的线性范围来看，cdPCR

与 qPCR 相比仍有不足。从本研究可以看出，

cdPCR 的线性范围上限只能检测到 S5 号样品，

由于 S4 号样品内浓度太高，导致微滴分布不满

足泊松分布原理，定量结果会偏离真实值，因

此 S1–S4 号样品都无法检测；而 qPCR 具有更

大的检测上限(可检测 S3 号样品)，所以在实际

样品测试中应该两种方法结合使用，相互验证

效果会更好。 

就核酸检测特异性而言，cdPCR 和 qPCR

对临床菌株的检测结果并无明显差异，说明

cdPCR 具有临床菌株检测的应用潜力。 

综上所述，本研究建立了检测肺炎克雷伯

菌的芯片式数字 PCR 方法，并优化了检测条件，

检测中阳性和阴性微滴显著分开，反应体系微

滴数量、生成质量较好、检测结果可靠，同时

得到了 cdPCR 对该菌的线性范围、检出限、重

复性、精密性、特异性分析、临床菌株等检测

结果。从研究结果可以看出，与 qPCR 技术相

比，cdPCR 可以精准地对核酸进行绝对定量分

析，检测下限低至单拷贝，不依赖于标准曲线，

具有较好的数据重现性，在稀有样品或痕量样

品的检测方面具有独特的优势。因此，该方法为

提高肺炎克雷伯菌的早期核酸检测提供了新的

方法，也为核酸绝对定量提供了新的数据支持。 
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