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TaqMan-探针实时荧光定量 PCR 同时检测
立克次体目中 7 种重要病原菌
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【摘要】　目的　建立及优化检测立克次体目中 7 种重要病原菌的 TaqMan-探针实时荧光定量

PCR（qPCR）方法，可同步检测并明确感染类型。方法　根据普氏立克次体、莫氏立克次体和斑点热

群立克次体 ompB 基因、恙虫病东方体 groEL 基因、查菲埃立克体 16S rRNA 基因、嗜吞噬细胞无形体

gltA 基因和贝氏柯克斯体 com1 基因序列合成引物和探针，优化反应体系及反应程序至同一方案，对该

方法灵敏度、特异性和重复性等进行评价，并使用该方法对模拟样本和实际样本进行检测。结果　

7 种病原菌标准曲线的 Ct 值与模板拷贝数均呈良好的线性关系（均 R2>0.990 0），所建立方法最低检测

限均为 1×10 拷贝数/μl 且具有良好的特异性。96 份蜱虫核酸提取物样本中，1 份样本检出贝氏柯克斯

体，3 份样本检出斑点热群立克次体；80 份不明原因发热患者血标本 DNA 中，1 份样本检出恙虫病东

方体，2 份样本检出斑点热群立克次体。结论　本研究基于 TaqMan-探针 qPCR 方法，将 7 种病原菌反

应体系及反应程序优化至同一方案，克服目前不同立克次体目病原菌采用不同的反应体系和反应程

序的缺点，可将临床样本中立克次体目的 7 种重要病原菌精确定位检测至种，明确感染病原菌类型并

缩短检测时间，有助于对患者的精准诊治。
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【Abstract】 Objective　 To establish and optimize a TaqMan-probe quantitative real-time 
PCR (qPCR) assay for the detection of 7 important Rickettsiales pathogens and simultaneous 
identification of the infection types. Methods　 Based on the ompB gene of Rickettsia prowazekii, 
Rickettsia mooseri and spotted fever group rickettsiae, the groEL gene of Orientia tsutsugamushi, the 
16S rRNA of Ehrlichia chaffeensis, the gltA gene of Anaplasma phagocytophilum and the com1 gene of 
Coxiella burnetii, we synthesized primers and TaqMan-probes and optimized the reaction system 
and reaction process to same solution. The sensitivity, specificity and reproducibility of this assay 
were evaluated and the assay was used for the detection of simulated and actual samples. Results　
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The Ct value of the standard curves of the 7 pathogens showed a good linear relationship with the 
number of DNA copies (all R2 >0.990 0), the minimum detection limit was 10 copies/μl, showing 
good specificity. In the 96 tick nucleic acid extracts, Coxiella burnetii was detected in 1 sampleand 
spotted fever group Rickettsiae was detected in 3 samples. In the 80 blood samples from patients 
with undefined febrile illness, Orientia tsutsugamushi was detected in 1 sample and spotted fever 
group rickettsiae was detected in 2 samples. Conclusions　 In this study, based on the established 
TaqMan-probe qPCR assay, the reaction system and reaction condition of the 7 important pathogens 
of Rickettsiales were optimized to the same solution. This method overcomes the shortcomings of 
using different reaction systems and reaction conditions for different pathogens, which can precisely 
identify the species of 7 important pathogens of Rickettsiales in clinical sample detections and is 
important for the infection type identification and laboratory detection time reduction to facilitate 
precise treatment of the patients.

【Key words】 Rickettsiales; Quantitative real-time PCR; TaqMan-probe
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立克次体目（Rickettsiales）病原菌是一类严格

细胞内寄生的原核细胞型微生物，大小介于细菌和

病毒之间，天然寄生于多种吸血节肢动物体内［1-2］。

当机体与立克次体感染的吸血节肢动物接触后可

引发立克次体病，该类疾病是一类人兽共患的自然

疫源性疾病。对人类致病的立克次体主要有立克

次体科中的立克次体属、东方体属，无形体科中的

无形体属、埃立克体属以及柯克斯体科柯克斯体属

的贝氏柯克斯体。贝氏柯克斯体虽已归类到军团

菌目，但传统上贝氏柯克斯体所导致的疾病 Q 热仍

被归类到立克次体病范畴［3］。立克次体病在全世

界范围流行，我国流行的主要疾病种类包括 Q 热、

斑点热、流行性斑疹伤寒、地方性斑疹伤寒、恙虫

病、埃立克体病和人粒细胞无形体病等［4］。

由于立克次体病主要的临床症状为高热、全身

酸痛、头痛等，缺乏特异性。临床上容易出现漏诊

及误诊，因而延误治疗导致病情严重，出现多种并

发症，甚至造成死亡［5-6］。常用的血清学诊断在发

病后的 0~12 d 才开始出现阳性，不能满足早期诊断

的要求，并且由于立克次体之间存在广泛的抗原交

叉，血清学检测只能用于分群诊断［7］。实时荧光定

量 PCR（qPCR）技术是一种灵敏度、特异性较高的

核酸检测方法，被广泛应用于病毒、细菌的实验室

快速检测［8］。本研究对立克次体目中 7 种重要病原

菌的反应体系及反应程序进行优化验证，建立可同

时检测立克次体目中 7 种重要病原菌的 TaqMan-探

针 qPCR 方法。

材料与方法

1. 菌株与 DNA：普氏立克次体、莫氏立克次

体、恙虫病东方体、斑点热群立克次体中的日本立

克次体、查菲埃立克体、嗜吞噬细胞无形体、边缘无

形体、牛无形体、山羊无形体、扁平无形体、犬埃立

克体和贝氏柯克斯体；其他细菌 DNA［嗜肺军团菌

（ATCC33152）、肺炎链球菌（ATCC49619）、卡他莫

拉 菌 （ATCC25238） 、 金 黄 色 葡 萄 球 菌

（ATCC25923）、流感嗜血杆菌、羊种布鲁氏菌、大肠

埃希菌（ATCC25922）、百日咳杆菌和白喉棒状杆

菌］，每种病原菌 DNA 各 2 个，菌株及核酸样品为本

研究室库存及相关科室赠予。

2. 仪器和试剂：Line-Gene K 荧光定量 PCR 仪

（中 国 杭 州 博 日 科 技 股 份 有 限 公 司）、LabCycler 
PCR 仪（德国 SensoQuest 公司）、QIAamp DNA Mini 
Kit ［德国凯杰（QIAgen）生物公司］、Premix Taq™ 
Version 2.0 plus dye 和 Premix Ex TaqTM Probe qPCR

（日本 TaKaRa 公司），引物、探针及质粒均由生工生

物工程（上海）股份有限公司合成。

3. 引物和探针序列：利用美国国家生物技术信

息中心网站的在线引物设计工具 Primer-BLAST 评

估引物和探针的特异性，使用 Primer premier 5.0 软

件评估引物和探针环状发卡结构等情况（表 1）。

4. 标准品的制备及标准曲线绘制：委托生工生

物工程（上海）股份有限公司将目的基因序列插入

PUC57 载体构建重组阳性质粒，将该质粒作为标准

DNA 模板，进行 qPCR 方法灵敏度、特异性和重复

性的验证。标准 DNA 模板拷贝数的计算公式：质

粒拷贝数（拷贝数/μl）=质粒样品浓度（ng/μl）×10-9×
6.023×1023/（660×碱基数），其中 660 是每个碱基的

平均相对分子质量，6.023×1023为阿伏伽德罗常数。

得出阳性质粒的浓度，并将其稀释至1×108拷贝数/μl，
以此作为初始模板，进行 10 倍梯度稀释，将上述模
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板进行 qPCR 扩增反应，根据所得的 Ct 值与对应的

标准质粒浓度，绘制标准曲线，计算决定系数（R2）、

扩增效率。扩增效率=10（-1/s）-1，其中 s 为标准曲线

线性方程的斜率。

5. 反 应 体 系 和 反 应 程 序 的 优 化 ：按 照 试 剂

Premix Ex TaqTM（Probe qPCR）所推荐的引物终浓度

进行实验，实验采用 10 倍系列稀释标准品，每个稀

释度平行 3 个复孔，评估灵敏度、扩增效率及 R2 等

指标。使用梯度法对退火温度进行优化，选择 56~
61 ℃，6 个梯度，每个温度梯度重复 3 次。选择最优

退火温度时，应尽量满足 Ct 值靠前且荧光强度较

强，同样的 Ct 值选择较高的退火温度，以避免引物

二聚体和非特异性扩增。综合对比 7 种病原菌的

最优退火温度，确定统一的退火温度。根据实验结

果确定对 7 种病原菌的扩增效果均较优的反应体

系及退火温度。

6. 灵敏度分析：10 倍梯度稀释标准品，7 个连

续稀释度，拷贝数分别为 1×10~1×107 拷贝数/μl，将

其分别加到反应体系中作为 qPCR 反应的模板，每

个稀释度平行设置 3 个复孔。收集并分析每个稀

释度的实验结果并建立标准曲线，获得标本可检出

的最低稀释度。同时使用 M13 通用引物对不同稀

释度（1×10~1×107 拷贝数/μl）样品进行普通 PCR 扩

增 ，反 应 体 系 ：Premix Taq 酶 15 μl，正 反 向 引 物

（10 μmol/L）各 1 μl，模板 2 μl，双蒸水（ddH2O）补足

至 30 μl，反应程序：94 ℃预变性 5 min；94 ℃变性

45 s，50 ℃ 退 火 45 s，72 ℃ 延 伸 50 s，35 个 循 环 ；

72 ℃延伸 10 min，扩增后的 PCR 产物进行琼脂糖凝

胶 电 泳 ，比 较 qPCR 方 法 与 普 通 PCR 方 法 的 灵

敏度。

7. 特异性分析：为验证本实验中每种病原菌的

特异性，分别以目标病原菌、非目标立克次体目病

原菌及其他细菌的 DNA 为模板，设置 ddH2O 阴性

对照，验证方法的特异性。

8. 重复性分析：①批内重复：分别以 1×102、1×
103、1×104、1×105 和 1×106 拷贝数/μl 为模板，在同一

反应条件下，每个模板做 3 个重复孔，进行重复性

试验，计算变异系数；②批间重复：以上述 5 个不同

浓度的标准品，在不同时间重复检测 3 次，计算变

异系数。

9. 样本的检测：

（1）模拟样本的检测：从 qPCR 方法检测 7 种病

原菌均为阴性的 24 名健康人血样中提取 DNA 各

9 μl，分别加入 7 种病原菌（普氏立克次体、莫氏立

克次体、恙虫病东方体、日本立克次体、查菲埃立克

体、嗜吞噬细胞无形体和贝氏柯克斯体）提取的

DNA 各 1 μl，同时在 6 名健康人血样提取的 DNA 各

9 μl 中分别加入 1 μl ddH2O。以 ddH2O 为阴性对

照，以 1×105拷贝数/μl 目标病原菌的标准品为阳性

对照，评估模拟样品的检出率。

表 1 实时荧光定量 PCR 引物和探针序列

病原菌

普氏立克次体

莫氏立克次体

斑点热群立克次体

恙虫病东方体

查菲埃立克体

嗜吞噬细胞无形体

贝氏柯克斯体

引物/探针

R.pr-F
R.pr-R
R.pr-P
R.mo-F
R.mo-R
R.mo-P
SFG-F
SFG-R
SFG-P
Ot-F
Ot-R
Ot-P
E.cha-F
E.cha-R
E.cha-P
AP-F
AP-R
AP-P
Cb-F
Cb-R
Cb-P

序列（5'~3'）
AGG ACA ACA AAT GCA GCA GCT A
AGC ACC AGC AGC TTG ATC AA
FAM-AAC CTT TGA TGG TAT AGG C-MGB
TGT TGA TGG TGC AGG ATT TGA
CGA ATT TGT AGC GAC AGG AAG A
FAM-CAA ACT GGC GCT GGT GT-MGB
TGA CGT TGG TAC AGA CGG TAC T
TTG AGT TTT GGG TTA TTG CAA CTT TAG AA
FAM-CTG CCT TTA AAA CAG C-MGB
AAT GAT ACA TCT AAG TTA GGA ACT GCA AA
AAG TTG TAT CTT TAA TTG CYT CAC GAA
FAM-AAA GTT AAT TCT CGT TGT GAA CAG-BHQ1
AGC CTA ACA CAT GCA AGT CGA A
CCC GTC TGC CAC TAA CAA TTA TT
FAM-CAA TTG CTT ATA ACC TTT TG-MGB
CCA CGC AAG TCG CAT TGA T
GCC GGG TAC TTT CGC AAT T
FAM-CTT ACA GGT GCT ATC ATC-MGB
AAA ACC TCC GCG TTG TCT TCA
GCT AAT GAT ACT TTG GCA GCG TAT TG
FAM-AGA ACT GCC CAT TTT TGG CGG CCA-BHQ1

靶基因

ompB

ompB

ompB

groEL

16S rRNA

gltA

com1

参考文献

［9］

［10］

［11］

［12］

［13］

［14］

［15］
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（2）蜱虫样本及临床血标本检测：①蜱虫样本：

96 只游离蜱（长角血蜱 76 只，微小扇头蜱 20 只）来

源于 2021-2022 年安徽省六安市金寨县。经无水

乙 醇 和 ddH2O 清 洗 后 ，在 1.5 ml 的 离 心 管 加 入

200 μl 磷酸盐缓冲液进行震荡研磨，按照 QIAamp 
DNA Mini Kit 试剂盒说明书方法进行核酸提取。

采用 qPCR 方法检测蜱虫 7 种病原菌携带情况。

②临床血标本：2021 年安徽省和贵州省定点医院

收集的不明原因发热患者 DNA 样本 80 份。采用

qPCR 方法检测患者的 7 种病原菌。③采用巢式

PCR 验证 qPCR 阳性结果。引物参考文献［16-19］。

第一轮扩增反应体系：Premix Taq 酶 15 μl，正反向

引物（10 μmol/L）各 1 μl，模板 2 μl，ddH2O 补足至

30 μl，反应程序：94 ℃预变性 5 min；94 ℃变性 45 s，

55 ℃退火 45 s，72 ℃延伸 60 s，35 个循环；72 ℃延伸

10 min。 第 二 轮 扩 增 反 应 体 系 ：Premix Taq 酶

15 μl，正反向引物（10 μmol/L）各 1 μl，第一轮 PCR
产 物 2 μl，ddH2O 补 足 至 30 μl，PCR 扩 增 产 物 取

5 μl 进行琼脂糖凝胶电泳，通过凝胶成像系统观察

电泳结果，鉴定目的片段的大小。产物送北京天一

辉远生物科技有限公司进行测序鉴定。使用美国

国家生物技术信息中心的 BLAST 界面，将扩增序

列与 GenBank 参考序列进行同源性比对。

结 果

1. 优化的反应体系及反应程序：经优化后的反

应体系：Primer Ex Taq（Probe qPCR）（2×）10 μl；正

向 引 物（10 μmol/L）0.4 μl；反 向 引 物（10 μmol/L）

0.4 μl；探 针（10 μmol/L）0.8 μl；DNA 模 板 2 μl；
ddH2O 补足 20 μl。经优化后的反应程序：95 ℃预

变性 30 s 后，95 ℃变性 5 s 和 59 ℃退火及延伸 35 s
（收集荧光信号），循环 45 次。

2. 标准曲线的建立及灵敏度分析：从循环阈值

（Ct 值）与模板拷贝数建立的 7 种病原菌的标准曲

线可以看出（表 2），Ct 值与模板拷贝数之间呈现良

好的线性关系（均 R2>0.990 0），7 种病原菌扩增效

率在 94.21%~101.00% 之间，表明建立的 qPCR 具有

较高的扩增效率，可以依据标准曲线公式和 Ct 值

较准确地计算出样本中目的基因的拷贝数。以查

菲埃立克体的扩增曲线和标准曲线为例，从扩增曲

线可以看出，不同稀释度标准品对应 Ct 值距离基

本相等，表明 qPCR 扩增稳定（图 1）。

10 倍梯度稀释标准品，以 1×107拷贝数/μl 为初

始浓度的灵敏度试验结果显示，7 种病原菌最低检

测限均为 1×10 拷贝数/μl（表 2）。而在普通 PCR
中，普氏立克次体和莫氏立克次体的最低检测限为

1×103 拷贝数/μl，qPCR 方法的灵敏度比普通 PCR
高 100 倍 ，其 余 5 种 病 原 菌 的 最 低 检 测 限 为

1×102 拷贝数/μl，qPCR 方法的灵敏度比普通 PCR
高 10 倍（表 2）。

3. 特异性分析：实验结果显示 7 种目标病原菌

有明显的阳性扩增信号，扩增结果为阳性，其他非

目标立克次体目病原菌及其他细菌均未检出荧光

信号，扩增结果为阴性，表明该方法中的引物和探

针具有很高的特异性。

4. 重复性分析：5 份不同稀释浓度质粒标准品

的批内和批间重复试验结果显示，不同稀释度下变

异 系 数 均 ≤3.23%，说 明 该 方 法 具 有 良 好 的 重 复

性（表 3）。

5. 样本检测：

（1）模拟样本检测：针对 7 种病原菌的模拟阳

性样本的检测中，普氏立克次体、莫氏立克次体、恙

虫病东方体、查菲埃立克体、嗜吞噬细胞无形体和

贝 氏 柯 克 斯 体 模 拟 样 品 的 检 测 结 果 均 为 阳 性

（100.0%，24/24），斑点热群立克次体的检测结果为

图 1　查菲埃立克体标准品扩增曲线和标准曲线
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95.8%（23/24）。针对 7 种病原菌的模拟阴性样本

的检测中，检测结果均为阴性（100.0%，6/6）。

（2）实际样本检测：使用 qPCR 对 96 份蜱核酸

进行检测，发现 1 份样本出现贝氏柯克斯体阳性扩

增，3份样本出现斑点热群立克次体阳性扩增（图2），

并依据标准曲线公式和 Ct 值较准确地计算出样本

中目的基因的拷贝数（表 4）。使用巢式 PCR 验证

qPCR 阳性结果，将巢式 PCR 扩增的 1 份贝氏柯克

斯体 groEL 基因片段（560 bp）测序结果显示，与已

知贝氏柯克斯体 groEL 基因同源性为 99.82%。将

巢式PCR扩增的3份斑点热群立克次体16S rRNA基

因片段（1 024 bp）测序结果显示，3 份样本测得的

基因序列一致，与日本立克次体的同源性为 100%。

使用 qPCR 方法检测 80 份血标本 DNA 发现，1 份样

本出现恙虫病东方体阳性扩增，2 份样本出现斑点

热群立克次体阳性扩增。使用巢式 PCR 验证 qPCR
阳性结果。将巢式 PCR 扩增的 1 份恙虫病东方体

TSA 56 基因片段（411 bp）测序结果显示，与恙虫病

东方体同源性为 100%。将巢式 PCR 扩增的 2 份斑

点热群立克次体 ompA 基因片段（467 bp）测序的结

果显示，2 份样本测得的基因序列一致，与日本立

克次体的同源性为 100%。

讨 论

立克次体病是一类重要的急性发热性人兽共

患自然疫源性疾病，随着社会的进步、器官移植的

开展、免疫抑制药物的使用和全球气候变暖及旅游

表 2 实时荧光定量 PCR 与普通 PCR 检测灵敏度比较

病原菌

普氏立克次体

莫氏立克次体

斑点热群立克次体

恙虫病东方体

查菲埃立克体

嗜吞噬细胞无形体

贝氏柯克斯体

目的基因

ompB
ompB
ompB
groEL
16S rRNA
gltA
com1

实时荧光定量 PCR
标准曲线 a

y=-3.291x+41.145
y=-3.299x+40.862
y=-3.360x+41.408
y=-3.307x+40.265
y=-3.383x+38.452
y=-3.446x+41.046
y=-3.468x+40.374

R2值

0.994 5
0.996 8
0.999 7
0.997 9
0.999 0
0.995 0
0.999 0

扩增效率
（%）

101.00
101.00

98.41
100.60

97.50
95.05
94.21

最低检测限
（拷贝数/μl）

1×10
1×10
1×10
1×10
1×10
1×10
1×10

普通 PCR
最低检测限

（拷贝数/μl）b

1×103

1×103

1×102

1×102

1×102

1×102

1×102

注：a y：Ct 值， x：质粒拷贝数对数值；b普通 PCR 仅有最低检测限

图 2　实时荧光定量 PCR 检测实际样本的阳性扩增结果

表 4 实时荧光定量 PCR 检测实际样本的阳性结果

样本类型

蜱虫

血标本

样本
编号

1
2
3
4
1
2
3

阳性病原菌

斑点热群立克次体

斑点热群立克次体

斑点热群立克次体

贝氏柯克斯体

斑点热群立克次体

斑点热群立克次体

恙虫病东方体

Ct 值

29.68
32.06
27.09
31.70
29.38
29.88
31.80

拷贝数
（拷贝数/μl）

3.09×103

6.05×102

1.82×104

3.17×102

3.80×103

2.69×103

3.62×102

表 3 实时荧光定量 PCR 法批内和批间重复性实验比较（变异系数，%）

菌株标准品
（拷贝数/μl）

1×102

1×103

1×104

1×105

1×106

普氏立克次体

批内

3.23
0.79
0.74
0.68
0.75

批间

1.10
1.79
1.83
1.03
2.66

莫氏立克次体

批内

1.91
0.37
0.42
0.19
0.76

批间

1.38
0.98
0.42
0.50
1.81

斑点热群立克次体

批内

0.06
0.27
0.17
0.27
0.12

批间

2.86
1.73
1.86
2.45
1.55

恙虫病东方体

批内

0.31
0.06
0.36
0.24
0.15

批间

0.02
0.11
1.20
0.78
0.31

查菲埃立克体

批内

1.04
0.43
0.91
0.34
0.69

批间

0.09
1.38
1.64
1.94
2.39

嗜吞噬细胞无形体

批内

0.64
0.58
0.31
0.40
0.48

批间

2.50
1.27
1.42
2.74
2.66

贝氏柯克斯体

批内

0.64
0.46
1.02
0.63
0.35

批间

0.95
1.88
2.46
2.52
2.15
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业的发展，立克次体病在很多国家和地区蔓延，近

年来的发病率呈逐年上升趋势［20］，已成为重要的公

共卫生问题。立克次体病的诊断基于典型的临床

症状和体征、全面的流行病学调查以及准确的实验

室检测［21］，但由于早期症状较轻且缺乏特异性，患

者被虱、蚤、蜱和螨叮咬处出现焦痂样皮损的创面

小、部位隐秘且无明显痛觉，容易被忽略，增加了流

行病学调查的难度［22］，因此实验室检测成为了确诊

的依据。

现阶段，检测立克次体的方法多种多样，主要

有病原学检测、血清学诊断以及分子生物学方法

等，立克次体分离培养耗时较长、成本较高且对检

测人员要求较高；血清学诊断特异性差，受限于患

者血清抗体效价，不能满足早期诊断需要；普通 
PCR 方法检测立克次体，其特异性和灵敏度均不

高，改良的巢式 PCR 方法明显提高了检测灵敏度，

但也存在假阳性率偏高问题［22］，qPCR 方法较好地

解决这一问题，该技术融合了传统 PCR 的高灵敏度

与高特异性、光谱技术的高灵敏度与精确定量的优

点，直接探测 PCR 过程中荧光信号的变化获得定量

的结果。近年来，随着各项技术的日益发展成熟，

qPCR 方法在立克次体病方面的应用越来越多，但

由于所选择的目的基因、引物和探针不同，检测的

灵敏度和特异性各有差异，因此，对于该类疾病系

统的 qPCR 方法尚无统一的标准体系。本研究优化

验证了立克次体目中 7 种重要病原菌，将 7 种病原

菌反应体系及反应程序优化至同一方案，克服了目

前不同病原菌采用不同的反应体系和反应程序的

缺点，具有简便、高效和快捷的优势。相比于于永

慧等［23］建立的 qPCR 方法，检测的病原菌较为广泛。

本研究中 7 种病原菌的标准曲线具有良好的线性

关系和扩增效率，检测的稳定性较好。本研究最低

检 测 限 均 为 1×10 拷 贝 数/μl，相 比 于 吴 捷 等［24］、

Doyle 等［25］和亚红祥和张丽娟［26］建立的 qPCR 方法，

具有更好的灵敏度。与普通 PCR 方法相比，最低检

测限较低、检测时间较短且被污染的概率较低。该

方法能对目标病原菌特异性扩增，对非目标病原菌

均无扩增，表明该方法特异性较好。重复性分析进

行组内和组间重复实验，7 种病原菌在不同稀释度

下变异系数均≤3.23%，说明该方法有较好的重复

性和结果的稳定可靠性。另外，本研究建立 qPCR
方法检测蜱虫样本和血标本携带病原体情况，采用

巢式 PCR 方法验证 qPCR 检测结果为阳性的样本，

测序结果均为所检测病原体，表明本研究建立的

qPCR 方法的准确性较高。

本研究存在局限性。收集发热患者的范围和

样本量有限，为进一步评估 qPCR 方法，应收集较大

规模的临床样本开展进一步研究。

综上所述，本研究建立的 qPCR 方法，具有良好

的灵敏性、特异性及重复性，在临床应用及流行病

学调查时，同步上机检测立克次体目 7 种重要病原

菌，精确定位检测和明确感染病原菌的类型，减少

延迟诊断的发生，提高对疑似患者的诊断或排除效

率，为立克次体病的临床诊断和流行病学调查提供

系统的检测方法。
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