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病原微生物检测技术研究进展
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摘 要：随着新兴技术的不断发展，传感器和人工智能技术的应用让病原体检测更加便捷、快速和准确。然而，目前对

于传感器和人工智能技术在病原体检测中的综合应用研究尚比较缺乏。对病原体检测技术进行了综述，包括传统的培

养技术、分子检测技术和免疫检测技术，重点总结了基于传感器和人工智能图像识别技术的病原体检测方法，并介绍了它

们各自的优势和特点，以期更清晰地了解各种病原体检测技术的优势，把握未来病原体检测技术的发展方向。
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Pathogens Detection Technology: A Review
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Abstract：With the continuous development of emerging technologies， the application of sensor technology and artificial intelli‑
gence technology has brought convenient， fast and accurate advantages to pathogen detection. However， there is a lack of overall 
research on pathogen detection technology， as well as a summary study on sensor technology and artificial intelligence technology. 
A review of pathogen detection technologies was presented， including traditional cultivation techniques， molecular detec‑
tion techniques， and immune detection techniques. The focus was on summarizing pathogen detection methods based on sensors 
and artificial intelligence image recognition techniques， and introducing their respective advantages and characteristics， in order 
to gain a clearer understanding of the advantages of various pathogen detection technologies and to gain an understanding of the 
future development direction of pathogen detection technologies.
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感染性疾病是由病原微生物引起的一类具有

传染性的疾病，其发病率较高且致病微生物和寄

生虫种类繁多。这些疾病可以感染患者的多个系

统、器官和组织，引发免疫反应，对健康造成严重

负担。根据国家卫生健康委员会公布的数据，

2022 年我国甲乙类传染病报告发病 243.1 万例，

报告死亡 2.2 万人，发病数前五位的是病毒性

肝炎、肺结核、梅毒、淋病和布鲁氏菌病，分别有

1 105 865、560 847、441 159、96 313和66 138例，占

甲乙类传染病报告发病总数的 93.4%。报告死亡

数居前5位的是艾滋病、肺结核、病毒性肝炎、狂犬

病、流行性出血热，分别有18 885、2 205、543、118、
34例，占甲乙类传染病报告死亡总数的 99.8%［1］。

此外，感染性疾病也给社会经济带来沉重负担。

以我国流感为例，每年平均约有 88 100例呼吸道

疾病死亡病例与流感相关，占所有呼吸道疾病

死亡病例的 8.2%［2］。我国流感每年所导致的经

济负担高达 263.81 亿元［3］。以上数据表明，感染

性疾病对个人健康和社会经济都带来了巨大的

负担。因此，加强感染性疾病的监测和预防至

关重要，可以减少其对公共卫生和社会经济的

不利影响。
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病原微生物检测技术是一种通过识别和定量

样本中可能存在的微生物来进行病原体检测的方

法。在病原微生物检测领域，常见的技术包括核

酸检测方法、免疫学检测方法等［4］，这些技术的应

用可以协助识别致病因素或潜在的健康风险。通

过对人体样本中微生物的检测和定量，我们能够

及时追踪病原体的传播，并采取相应的防控措施

来确保人群健康。此外，病原微生物检测技术还

对流行病学监测起到了积极的促进作用。本文

对病原体检测技术进行了综述，总结了各种检测

方法的优势和特点，以期为它们在病原体检测中

的综合应用提供参考。

1　核酸检测技术

1.1　聚合酶链式反应

聚合酶链式反应（polymerase chain reaction，
PCR）是一种用于扩增特定脱氧核糖核酸（deoxy‑
ribonucleic acid，DNA）序列以供检测和分析的分

子技术。在病原体检测中，PCR技术已被广泛应

用，其中一些常见的基于 PCR 的方法包括传统

PCR、实时 PCR、多重 PCR、巢式 PCR、反转录 PCR
（reverse transcription PCR，RT-PCR）、实时定量PCR 
（quantitative PCR，qPCR）和数字PCR。

实时定量PCR［4］和数字PCR［5-6］是目前最常用

和最准确的 PCR 方法。qPCR技术通过在PCR反

应体系中引入荧光基团，实时监测 PCR过程中的

荧光信号积累，并通过标准曲线对未知模板进行

定量分析。在猴痘病毒的检测技术中，qPCR方法

检测猴痘病毒应用最广，约占所有猴痘病毒检测

技术应用的一半以上，该方法具有快速、灵敏、可

扩展等特点［7］。胡文阳等［8］报道了一种利用 qPCR
方法进行非洲猪瘟病毒检测的研究，该方法对非

洲猪瘟病毒的检出限可低至 10 copies·μL-1，具有

快速、安全、低成本的特点。

数字 PCR 的原理与 qPCR 类似，但在检测

过程中采用微流控技术将 PCR 反应分离成单个

液滴，并确保每个液滴中只存在一个目标模板。

数字 PCR能够有效提高目标检测的灵敏度，并能

够进行绝对定量拷贝数的分析。已有研究证明，

数字 PCR 可广泛用于人类疱疹病毒、巨细胞病

毒、人流感病毒、乙肝病毒和艾滋病病毒（human 
immunodeficiency virus，HIV）等的检测，其可解决

传统 PCR 方法无法量化或检测低水平病毒载量

的限制，从而达到灵敏度高、准确定量的特点［9］。

Nyaruaba等［10］和胡思宏等［6］研究了数字 PCR在新

型冠状病毒检测中的应用，及其在参考标准的建

立、环境监测以及突变检测上的广谱应用，结果发

现，与 qPCR 对比，数字 PCR 除了具备 qPCR 的特

异性、敏感性等特点，在低载量病原体的检测中也

具有重要作用。

综上可知，PCR 技术在病原体检测中发挥着

重要的作用，为病原体的快速、准确和灵敏检测提

供了有效的手段。因此，可以根据具体的检测需

求和研究目的，选择合适的 PCR方法从而提高病

原体检测的可靠性和精确性。

1.2　DNA微阵列分析

DNA 芯片［11］是一种用于检测目标 DNA 的方

法，其原理是在芯片上固定大量寡核苷酸序列，使

其能够与目标 DNA 发生杂交。DNA 微阵列技术

是一种强大的基因组技术，通过荧光标记的寡核

苷酸序列与目标DNA杂交，并利用检测荧光信号

来识别目标 DNA。Douglas 在 2005 年就总结了

DNA微阵列芯片在病原体检测中的应用及挑战，

并介绍了基于 PCR 的微阵列芯片方法和无 PCR
的直接检测微阵列方法，该技术可用于多种病原

体的同时检测，具有高通量、高灵敏度和高特异性

等优点。但是，因其成本高、样本处理复杂，尚无

法广泛用于病原体的检测中，磁珠法微阵列芯片

有望解决样本处理的问题［12］。

1.3　下一代测序技术

下一代测序技术（next generation sequencing，
NGS）是一组高通量测序方法，其在基因组学和

分子生物学领域产生了革命性的影响。这些技术

的出现使得快速、经济、高效地测序大量核糖核酸

序列成为可能，为研究人员提供了深入探索基因

组学、转录组学和表观组学等领域的机会。NGS
技术对于生命科学研究、消费基因组学以及分子

诊断等领域都产生了重大影响。

特别是在病原体鉴定方面，利用 NGS技术可

以一次性鉴定样本中的所有微生物种类，实现了

快速、经济的病原体鉴定应用。通过对样本中的

核糖核酸序列进行高通量测序，可以获得详细

的微生物组成信息，包括病原体的种类和数量。

自 2014 年 Wilson 等［13］将宏基因组测序技术首次

用于临床，为一名 14岁的联合免疫缺陷患者提供
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了直接的感染证据并挽回其生命开始，宏基因

组测序在病原体的鉴定应用上取得了长足发展。

2019年，Goggin等［14］将 NGS技术用于病人的血液

感染复发预测，并证明了该技术的可行性和临床

价值。到目前为止，宏基因组测序已被用于呼吸

系统、消化系统、神经系统等人体各系统的感染诊

断中，为疾病的诊断和流行病学调查提供了重要的

支持［15-19］。综上所述，分子检测技术为病原体鉴定

提供了快速、敏感、特异的方法。

2　免疫学检测方法

2.1　酶联免疫吸附试验

酶联免疫吸附试验（enzyme linked immuno‑
sorbent assay，ELISA）是一种常用的生物化学分析

方法，用于检测样本中的抗原或抗体。ELISA利用

酶标记的抗原或抗体作为示踪剂，通过催化底物的

显色或高活性发光反应来实现定量分析的目的。

在ELISA中，酶与抗体相结合形成复合物，而

该复合物与待检测物质结合发生特异性反应。随

后，加入底物，酶催化底物的转化产生可检测的信

号，如颜色变化或发光。信号的强度与溶液中待检

测物质或病原体的数量成正比。Pang等［20］采用了

一种新型纸基酶联免疫吸附试验（paper-based 
ELISA，p-ELISA），可在3 h内完成大肠杆菌O157：H7
的检测。该方法的检出限为 1×104 CFU·mL-1，并

具有较高的特异性。酶联免疫吸附试验因其敏

感性、特异性以及能够同时检测多个样本而得到

广泛应用。

2.2　免疫层析法

免疫层析法是一种常用的特异性免疫诊断方

法，其原理是将特异性抗体固定在硝酸纤维素膜

的特定区域上。当干燥的硝酸纤维素端浸入样品

（如尿液或血清）时，样品会通过毛细作用沿着膜

向前移动。样品中的特定抗原与固定的特异性抗

体结合，如果使用免疫胶体金或免疫酶染色，可以

使特定区域显示一定的颜色，从而实现特异性免

疫诊断。Park等［21］开发了一种快速敏感的免疫层

析方法，用于检测鼠伤寒沙门氏菌。该方法采用

2 种不同的光信号产生方法，包括比色法和化学

发光法，成功地产生了比色和化学发光信号。该

方法的检测时间分别为 20和 16 min，检出限范围

为9.2×103~9.2×106 CFU·mL-1。

较短的检测时间和较低的检出限使免疫层析

具有潜在的临床应用和流行病学调查价值。然而，

仍然需要进一步的研究和验证，以确保该方法的

准确性和可靠性。

2.3　免疫荧光显微镜检查

荧光染料被用作标记抗体或抗原，是通过荧

光显微镜技术检测荧光素标记的显微镜检查技术。

荧光标记抗体可直接检测临床标本中的微生物抗

原，如甲型流感病毒、副流感1-3病毒和呼吸道合胞

病毒等，其灵敏度可达 96%，特异性可达 98%［22-23］。

荧光素标记的单克隆抗体可用于沙眼衣原体、嗜

肺军团菌和百日咳的诊断，灵敏度可达 90%，特异

性可达 80%［24］。间接荧光法可用于卡氏肺孢子虫

病、锥虫病和血吸虫病等寄生虫病的诊断［25-26］。

这种荧光显微镜检查技术的应用为微生物抗

原的直接检测提供了一种高灵敏度和高特异性的

方法［27］。通过荧光染料的标记，可以在显微镜下

观察到荧光信号的存在，从而确定目标微生物的

存在与否。这种技术在临床诊断中具有重要的

应用价值，可以帮助医生快速准确地诊断和监测

各种感染性疾病。

2.4　免疫磁分离法

通过将特定病原体的单个或多个抗原混合在

一起，并利用抗原-抗体反应和外部磁场将致病菌

与病原体分离，磁珠方法已成功应用于食源性少

量细胞的检测。尽管在检测过程中可能发生交叉

反应［28-30］，但免疫检测方法，如酶联免疫吸附测定

法（ELISA）、侧流免疫层析法（lateral flow immuno‑
chromatography assays，LFIAs）和免疫磁分离法（im‑
munomagnetic separation，IMS），因其特异性、敏感

性和易用性，已广泛用于检测病原体。然而，这

些检测方法仍面临一些挑战，需要进一步改进以

提高性能。黄震等［31］开发了一种基于免疫磁珠

分离方法富集检测大肠杆菌 O157：H7，可以在

35 min内完成牛奶中大肠杆菌 O157：H7的富集，

在 105 CFU·mL-1时，捕获效率仍可达到 93.4%。此

外，林吉恒等［32］也将该技术应用于食源性致病菌

的检测，并可与其他检测手段结合，具有灵敏度高、

检测时间短、操作简单等优势。

免疫学方法具有以下几种优势。①快速、简

便。LFIAs等免疫学方法能够在几分钟到几小时

内快速、简便地检测病原体，使我们能够及时采取

干预措施，预防疾病爆发。②特异性。免疫学方
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法利用抗体与目标抗原的特异性结合，能够准确

识别和区分样品中的病原体。③灵敏度。抗体工

程和检测方法的发展提高了免疫学检测方法的灵

敏度，使得检测低水平病原体成为可能。④多通

道免疫分析。多通道ELISA和微阵列等多通道免

疫方法可以在单一反应中同时检测多种病原体，

提高病原体检测效率。⑤具有便携式和可现场部

署的设备。便携式和可现场部署的免疫检测设备

的开发，如手持式 LFIAs 和基于微流控的免疫分

析，实现了现场检测和病原体的实时监测。

然而，免疫学方法仍面临一些挑战。①交叉反

应和特异性。抗体与非靶抗原之间的交叉反应可

能导致假阳性结果，影响免疫检测方法的特异性。

针对不同表位开发的高特异性抗体和采用多重

抗体可帮助解决这一问题。②基质效应和干扰。

不同样品的复杂性可能引起免疫学检测中的基质

效应和干扰，导致灵敏度降低或假阴性结果，而有

效的样品制备和纯化方法是克服这一挑战的关键。

通过应对这些挑战并改进免疫学检测方法，可以

进一步改善对病原体的检测，保障公众健康。

3　基于生物传感器的检测技术

生物传感器是结合生物识别元件和传感器的

分析设备，用于检测和定量样品中的目标分析物。

在微生物检测中，生物传感器被用于监测和检测

各种微生物，如细菌、病毒和原生动物，以及它们

的代谢产物和其他污染物。生物传感器在微生物

检测中的应用具有响应快、灵敏度高、能够进行实

时监测等优点。

基于生物传感器的技术在开发针对各种病原

体的快速、高灵敏度和床旁诊断工具方面发挥着

关键作用。这些技术通常涉及使用经过特殊工程

改造的抗体或其他生物分子来检测具有高敏感性

和特异性的靶抗原。其中，一些新兴的生物传感器

技术包括光学生物传感器和电化学生物传感器。

3.1　光学生物传感器

光学生物传感器是将生物识别元件与传感器

系统相结合的紧凑分析装置，其发射的光学信号

与特定分析物的浓度成正比。光学生物传感器在

生物医学研究、诊断、环境监测、药物开发和食品

安全等多个领域显示出巨大的应用潜力。光学生

物传感器可以通过不同的光学现象，如光强度、波

长或偏振的变化来检测目标分析物的存在或浓

度。例如，Ho等［33］报道了一种荧光标记法的光学

生物传感器，用于检测大肠杆菌 O157：H7，其检

测限为 360 copies·mL-1。另外，王顺等［34］采用表

面等离子体共振法对不同倍数稀释后的大肠杆菌

O157：H7阳性样品进行检测，结果可获得良好的

线性关系且理论检出限可达 1.87×103 CFU·mL-1，

比ELISA试剂盒提高了4个数量级。

3.2　电化学生物传感器

电化学生物传感器是一类利用电信号和化学

信号的转换来实现其功能的生物传感器。近几十

年来，多种电化学生物传感器已被用于病原体检

测。根据修饰电极表面的生物特征元件的类型，

电化学生物传感器可以分为电化学基因传感器、

电化学免疫传感器和电化学适配体传感器。与光

学技术相比，电化学方法通常具有更简单的使用

步骤和更低的成本［35］。

其中，电化学基因传感器通过将DNA探针固

定在底物表面以识别其互补的靶序列，并通过

信号转换装置（换能器）将序列杂交信号转换为电

信号。电化学基因传感器已被用于各种细菌的

检测，而待测样本通常不需要特殊处理（如过滤、

离心、富集）就能够快速鉴定细菌［36-38］。

电化学免疫传感器利用抗原或抗体作为敏感

材料，并通过电化学检测系统（换能器）来实现对

病原微生物的检测。近年来，该类传感器已成为

鉴定和定量细菌病原体的有效方法，并得到广泛

应用。例如，Cimafonte等［39］开发了一种基于丝网

印刷金电极的电化学免疫传感器，可快速检测饮

用水中的大肠杆菌，仅需 1 h即可提供结果，检出

限可达30 CFU·mL-1。

电化学适配体传感器以核酸适配体作为生物

识别元件或检测对象，并通过换能器将适配体分

子特异性识别中产生的信号转化为电信号。电化

学适配体传感器在病原体检测领域具有广泛的实

际应用价值。Abdelrasoul等［40］通过一种电化学适

体传感器，利用大肠杆菌外膜蛋白 Ag1适体功能

化的指间电极检测饮用水中的大肠杆菌，其缓冲

液的检出限为9 CFU·mL-1，检测时间为60 min。
综上所述，生物传感器技术在微生物检测中

具有重要的应用价值，并为开发快速、高灵敏度和

床旁诊断工具提供了关键支持。光学生物传感器

和电化学生物传感器是现阶段发展较为成熟的两
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种生物传感器技术，它们在微生物检测中表现出

不同的优势和适用性。

4　图像识别技术

随着人工智能技术的快速发展，基于人工

智能的图像识别技术已经开始应用于病原体检测

领域。该技术主要通过图像采集器采集样本微观

图像，然后基于人工智能分类算法对图像数据进

行预处理、病原体特征的提取、模型的训练、模型

的评估和优化及测试样本图像的检测等过程识别

病原体。目前，常用的人工智能算法有传统的机

器学习方法（如支持向量机、决策树等）、基于特征

分类方法（如主成分分析等）以及基于深度学习的分

类方法（如卷积神经网络等）。例如，Goswami等［41］

介绍了一个基于机器学习检测新型冠状病毒的图

像识别鉴定过程，该技术能够简便、迅速且低成本

地检测病原体（图1）。

Rahman 等［42］进行了一项基于深度卷积神经

网络（convolutional neural network，CNN）的研究，

用于真菌属在显微图像中的分类。该研究中收集

了 89个真菌属的数据进行分类，预测结果中最高

准确率为 65.35%，排名第 3 的准确率为 75.19%。

在另一项研究中，陶成龙等［43］提出了一种基于深

度学习和高光谱显微图像的快速病原体鉴定方法，

该方法的鉴定准确率达到 94.9%。这些研究结果

表明，基于人工智能的图像识别技术在病原体检

测中具有巨大的潜力。

5　展望

本文旨在总结病原体的不同检测技术，并讨

论在何种情况下应选择何种技术，以及未来的

技术发展趋势。现有各种先进的微生物检测技术

A:样本处理；B:图像采集显微镜；C:图像处理；D:机器学习

图1　病毒分类及机器学习示意图[41]

Fig. 1　Schematic diagram of virus classification and machine learning[41]
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有望显著提高病原体和其他微生物的鉴定速度

和准确率，从而有助于控制病原体的传播。结合

分子、光学和电化学等多种检测技术可以提供更

全面的样品病原体分析，从而增强检测能力并提

供更可靠的结果。此外，将自动化和高通量分析

相结合，如基于芯片的微流控设备和自动化成像

系统，能够实现对样品的高通量分析，减少对人工

操作的需求，提高病原体检测的效率。同时，利用

基于人工智能和机器学习的方法，有助于实现病

原微生物的自动化检测和分类，预测微生物的生

长和活性，以及监测病原体的流行趋势。这些技

术的应用能够提高病原体检测的准确性和速度。
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