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摘要　目前临床病原菌检测主要依赖细菌培养的方法,该方法周期长、准确性低,且容易产生交叉污染和人体感染等

问题.提出微流控芯片核酸恒温扩增分子诊断技术,开发离心进样空气隔离微流控芯片和共焦面成像光学检测系

统,采用旋转扫描信号采集方法和薄层空气浴流动加热比例Ｇ积分Ｇ微分温控方法对呼吸道病原菌进行实验和分析.

研制恒温扩增微流控芯片核酸分析系统,将系统检测灵敏度提高至１０copies,降低样品试剂消耗量至０．９４μL,在

４５min内能够同时进行多种病原菌指标的并行分析鉴定.通过１００例临床样品实验测试,得到所提系统与传统聚合

酶链反应所得结果的总符合率大于９８％,可满足医院、社区医疗、乡镇卫生诊所等低成本精准医疗应用的需要.
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Abstract　Inviewofthecurrentclinicalpractice thedetectionofpathogenicbacteriamainlydependsonbacterial
culturemethods敭The methodshavedisadvantagesoflongcycleandlowaccuracy andarepronetocross
contaminationandhumaninfection敭Weproposethemicrofluidicchipbasedisothermalnucleicacidamplificationfor
moleculardiagnostics敭AnairＧinsulatedmicrofluidicchipisdesignedfortheautomaticcentrifugaldistributionof
samplestotestcells敭Theconfocalopticalimaging rotationscanningsignalacquisition thinlayerairbathheating
proportionＧintegralＧderivativetemperaturecontrol etc敭aredeveloped敭A microfluidicchipbasednucleicacid
analyzerisalsodeveloped敭Wedetectthepathogensofrespiratorytractusingtheproposedsystem whose
sensitivitycanreach１０copies敭Thesamplereagentconsumptionisreducedto０敭９４μL andtheresultscanbe
obtainedin４５min敭Inablindedexperimentof１００clinicalpatientsputumsamples thetotalcoincidencerateof
resultsofoursystemandthetraditionalpolymerasechainreactionisover９８％敭Thisnovelnucleicacidanalyzeris
suitableforlowcostandaccuratemedicalapplicationsinhospital communitycareandtownshiphealthclinic etc敭
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１　引　　言

２０１３年我国累计仪器仪表产品进口金额为

４２２．９亿美元[１],相比２０１２年增长３．８％;２０１６年前三

季度,我国医疗仪器及器械进口金额为６５．３亿美

元[２],同比增长９％.同时,看病难、看病贵的社会问

题日渐突出.这些问题的解决无不依赖检测技术的

创新和国产新型科学仪器和医疗仪器的研发.从临

床上看,病原菌感染是许多疾病的根源,据卫生检疫

部门保守统计,我国每年临床发病人次高达数十亿,
其中绝大多数为细菌性感染.在细菌性感染疾病的

治疗方面,不同菌种致病在患者身上的症状常常大同

小异,但不同菌种对药物的敏感性却存在很大的差

异,如呼吸道感染常见的病原菌———金黄色葡萄球菌

和铜绿假单胞菌.患者感染后都会有鼻塞、头疼和发

烧的症状,第一代头孢菌素药物对金黄色葡萄球菌非

常有效,但对铜绿假单胞菌是无效的.治疗铜绿假单

胞菌感染需要用第三代头孢菌素药物,而第三代头孢

菌素药物对金黄色葡萄球菌的治疗效果不明显.由

此可见,准确鉴定所感染的病原菌并对症用药是保证

疗效的关键.临床常规的生化指标分析无法对患者

所感染病原菌种属做出准确鉴定,大多数临床治疗仍

处于经验抗菌素应用阶段.国家药品管理部门统计

的数据显示４６％左右的国内疾病治疗都采用抗菌

素,在高级抗生素使用方面存在较大的盲目性.因

此,在临床上迫切需要发展高通量、快速、准确鉴定病

原菌的先进检测技术和分析仪器,这对于应对类似

SARS、甲型H１N１流感等突发事件非常重要.对疑

似感染人群进行高通量、快速、准确地筛查和对确诊

病人及时使用疗效显著的药物进行救治显得格外重

要,也是生物医学前沿研究的热点[３Ｇ４].
核酸扩增技术基于DNA双螺旋结构,具有快

速高效的核酸片段分子复制放大能力和特异标志物

核酸序列互补匹配识别功能,可很好地满足临床病

原菌分子诊断鉴定的快速、准确的检测要求.常见

的核 酸 扩 增 技 术 主 要 有 变 温 扩 增[５Ｇ６]和 恒 温 扩

增[７Ｇ１１]两种.不论是变温扩增还是恒温扩增,目前

主要以离心(EP)管、９６孔板或３８４孔板为载体,且
需要多种仪器串联分步实施才能完成,单项指标检

测需要消耗２０~２５μL的样品试剂混合体系,比较

可靠的检测限通常为１０００个核酸拷贝.由此可见,
在实际应用中要实现高灵敏度(几个或单分子)、低
成本的分子检测与快速诊断,在核酸扩增技术、反应

载体、检测仪器等方面还有大量研究工作要做.
微型全分析系统中的样品制备、核酸扩增与生

化反应、结果检测等方面的功能模块不断成熟,为该

技术在病原学分子诊断方面的应用提供了基础.美

国Cepheid公司推出GeneXpert核酸分析卡盒系统

并将其用于检测金黄色葡萄球菌,在２００７年获得美

国食品及药物管理局批准并进入临床使用.Lee
等[１２]在２００８年用聚甲基丙烯酸甲酯(PMMA)制作

微流体芯片,实现乙型肝炎病毒DNA的环介导恒

温扩增反应检测.Suárez等[１３]在２００９年设计制作

了微流体芯片,在实验室中实现了牛奶中抗菌素的

残留检测.Martinez等[１４]在２０１０年设计制作了滤

纸微流体芯片,该芯片可用于低成本疾病诊断.Shi
等[１５]在２０１１年用聚二甲基硅氧烷(PDMS)制作了

微流体芯片,实现了细胞DNA的实时定量变温扩

增检测.Govindarajan等[１６]在２０１２年设计制作了

一种微流体芯片,该芯片可直接用于猪唾液中细菌

DNA成分分析.Wang等[１７]于２０１２年在微流体芯

片上实现肺癌特异基因的早期诊断.Zhou等[１８]于

２０１４年在微流体芯片上实现了１０种病原菌分析.

Lin等[１９]于２０１６年在微流体芯片上实现了Ebola
病毒分析.目前,微型全分析系统尽管未得到广泛

应用,但依然具有很好的发展潜力[２０Ｇ２６].
本文介绍了一种微流控芯片核酸分析系统及其

精准医学应用,通过设计病原菌分子诊断特异标志

物、共焦面成像微纳体系核酸恒温扩增荧光检测系

统、离心进样空气隔离多指标并行检测微流控芯片,
并开发微流控芯片试剂盒和微纳体系病原菌分子诊

断核酸分析仪器,４５min内完成了单指标样品试剂

消耗 小 于１．０μL(常 规 EP 管 式 PCR 方 法 需 要

２５μL)、灵敏度优于１０copies的精准医学分子诊

断.进行了１００例临床样本应用实验,总符合率大

于９８％.采用测序方法对２例不一致测试结果的

样品进行测量,结果与恒温扩增微流控芯片核酸分

析方法所得结果吻合.

２　基本原理

在核酸扩增生化反应检测中,实时荧光信号强

０３０７００２Ｇ２
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度I和核酸扩增效率η可表示为

I＝Ios＋Ia＋Ib－Is－Iu－Ip, (１)

η＝(I－I０)/I０, (２)
式中Ia 为扩增过程新增核酸扩增产物产生的信号

强度,Ib 为环境背景噪声强度,Is 为表面吸附的荧

光信号强度,Iu 为升温导致双链DNA解链降低的

荧光信号强度,Ip 为光漂白降低的荧光信号强度,

Ios为初 始 混 合 样 品 产 生 的 荧 光 信 号 强 度,I０＝
Ios＋Ib.

从(１)式和(２)式可以看出,η 主要与Ia 呈正相

关,而与Ios,Ib,Is,Iu 和Ip 呈负相关.本研究中,
通过采取试剂、样品质控和微流控芯片等措施使Ios

较小且控制在一个稳定常数;采取核酸恒温扩增技

术和亚毫米薄层加热比例Ｇ积分Ｇ微分(PID)控温,使
扩增信号的产生达到高效,并使由升温导致的双链

DNA解链降低的信号最小.采取光学共焦检测技

术降低环境背景噪声,实现微纳体系核酸扩增的高

灵敏度检测.采用表面化学处理技术减小表面吸附

的荧光信号的影响,采用旋转扫描检测减小光漂白

降低的荧光信号的影响[２２Ｇ２４].通过以上措施把上述

负相关因素控制在一个常数附近或接近零的值,从
而可使η简化为

η＝Ia/I０. (３)

　　下面重点介绍核酸恒温扩增技术原理、微流控

芯片创新结构、光学共焦检测系统设计与仪器开发

等核心技术.

２．１　核酸恒温扩增精准医学分子诊断原理

核酸恒温扩增技术的基本原理如图１所示,其
特异引物由６段特异序列组成,包括F１、F２、F３、

B１、B２和 B３,它们对应的互补序列依次为 F１c、

F２c、F３c、B１c、B２c和B３c.由这６段特异序列和它

们对应的互补序列组成４条特异基因引物探针,包
括由F２和F１c构成的序列(FIP)、由B２和B１c构

成序列(BIP)、F３和B３,其中F３又称为前置引物,

B３又称为后置引物.核酸恒温扩增分为启动和循

环两个阶段.启动阶段如图１(a)所示,通过４条特

异基因引物探针的全部６段特异序列识别目标核

酸,只有全部６段特异序列完全匹配,启动才能进

行.循环阶段如图１(b)所示,通过４段特异序列

(F１,F２,B１,B２或它们的互补序列)来识别目标

核酸,只要这４段特异序列完全匹配,循环扩增就可

以进行.整个扩增过程均在６５℃等温环境下进行,
并通过链置换DNA聚合酶来实现.核酸恒温扩增

的具体过程为:１)从启动阶段开始,核酸双链在

６５℃环境下变为单链;２)在DNA聚合酶和FIP(或

BIP)的共同作用下,单链变成双链;３)双链中包含

FIP(或BIP)的特殊结构,在进一步的扩增中F３c
(或B３c)处产生新的子链,这种新的子链随着扩增

的进行脱落下来成为单链,由于FIP(或BIP)的特

殊结构,其在成为单链后可以自动弯曲成发卡状结

构;４)进入循环阶段,有弯曲发卡状结构的单链开始

产生新的子链,同时自延伸成双链;５)新的子链脱落

图１ 核酸恒温扩增原理示意图.(a)启动阶段;(b)循环阶段

Fig敭１ Principlediagramofisothermalnucleicacidamplification敭 a Initializationphase  b circulatoryphase

０３０７００２Ｇ３
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下来,成为单链并自动弯曲成发卡状结构,然后重复

步骤４),如此不断循环.
为了进 行 实 时 扩 增 检 测,把 一 种 荧 光 染 料

EvaGreen加入扩增试剂中.EvaGreen在游离情况

下处于包裹聚灭状态,这时是不发光的,如图１(b)
所示,当遇到双链DNA(或类似双链DNA的核酸

发卡状结构)后,EvaGreen会自动插入到双链DNA
中,在插入过程中包裹被打开并处于荧光状态,在外

部激发光照射下产生荧光信号.随着恒温扩增反应

的进行,扩增的双链DNA(或类似双链DNA的核

酸发卡状结构)会越来越多,则插入到双链DNA中

的EvaGreen也会随之增多,从而产生越来越强的

荧光信号.通过检测荧光信号便可获得核酸恒温扩

增过程的实时检测曲线.根据临床应用需要来确定

病原菌检测指标,然后访问国际公开的Nucleotide库

或检索发表的科技文献获得病原菌的全部基因序列

(检索不到的病原菌则采用基因测序方法获取全部基

因序列).按照恒温扩增方法和病原菌种属区分要求

对全基因序列进行筛选,以获得特异基因序列,采用

PrimerExplorerV４等软件来设计每项病原菌检测指

标的６段特异碱基序列.通过优化设计与实验验证,
完成病原菌检测指标对应的分子诊断特异标志物设

计[２６],获得F３、B３、FIP和BIP,表１是肺炎支原体

(Mpn)的恒温扩增特异碱基序列筛选结果.
表１　病原菌的特异基因探针设计举例

Table１　ExampleforgeneＧspecificprobesofpathogenicbacteria

Testingindex Probecode Basesequenceofprobe

Mycoplasma

pneumonia

F３ CTCACCGTAGTGGGACA
B３ GCCCCGGGATTTTCACC
FIP CGTCAGGGCGGGTGTAGCTCTTCACAAGTACCACCACGAC
BIP TGCGCCACACCAATGCCATGGGAGGGAGGAAAAGCT
LF ATTGCTGGCGCTTGAGC
LB CGCGCTTAACCCCGTGA

２．２　微流控芯片离心进样空气隔离多指标并行检

测原理与试剂

在核酸分析反应载体材料选择与加工工艺研究

方面,人们通常采用注塑、浇铸和微加工等工艺技

术,使用聚碳酸酯(PC)、PMMA、PDMS、玻璃和硅

片等材料制作各种形状大小的核酸分析反应载体,
其中PC精密注塑反应载体(如Ep管、９６孔板等)
最为流行.但是,在１０μL以下体系的核酸扩增反

应中,均存在稳定性差与扩增响应时间滞后等问题,
这成为微纳反应体系生化分析的技术瓶颈.使用

PC材料开发了一种微纳体系多通道并行检测的微

流控芯片,如图２所示,该芯片由直径为６０mm、厚
度为１．５mm的PC芯片底座和厚度为０．５mm的透

明PC盖片紧密黏合封装而成,微型生物反应腔体

和流路管道加工在芯片底座上,进/出样孔加工在

PC盖片上.在图２左上角的子图中,外圈２４个微

反应测试腔体的直径为２mm、深度为０．３mm,对
应反应体系的体积为０．９４μL,中间进样流路通道尺

寸为２００μm×２００μm,微反应腔体与中间流路通

道之间通过一条１００μm×１００μm的高阻微管道连

接,分子诊断的特异引物探针被用低熔点琼脂糖凝

胶(CLＧ４)包埋在微反应测试腔体底部.每个微反

应测试腔体的作用相当于１个EP管,可独立进行

核酸扩增反应.在高阻微管道中间有一个直径为

１．０mm、深度为０．２mm的缓冲池.该缓冲池用于

调节加工误差引起的液体体积变化,确保离心进样

后２４个微反应测试腔体充满反应液体,而中间进样

流路通道没有反应液体残留,形成空气隔离带,防止

交叉污染,如图２右下角子图所示.
在图２中,微流控芯片上共有２４个独立微反应

测试腔体,可完成２２种不同指标的分子诊断检测,
另外２个微反应测试腔体用于设置阳性和阴性参考

质控.从进样孔加入待分析核酸样品和恒温扩增反

应试剂的混合溶液,并用薄膜密封进/出加样孔,然
后将其放入仪器中进行高速离心,将样品试剂自动

均匀分配到２４个微反应测试腔体中,如图２右下角

子图所示.随着仪器加热升温到６５℃,微反应测试

腔体中的特异引物探针被释放出来,与加入的待分

析核酸样品和恒温扩增反应试剂一起进行核酸恒温

扩增反应.在恒温扩增反应试剂中,同步加入的

EvaGreen荧光指示剂能够自动实时插入到新增核

酸双链(或核酸单链形成的发卡结构)中.随着核酸

的大量扩增,插入的EvaGreen增多,在蓝色激发光

诱导下产生的绿色荧光信号增强.每隔一定时间进

行一次荧光信号检测,可获得核酸恒温扩增在线检

测的实时荧光信号曲线.如果被测样品中没有包含

与扩增引物相同的碱基序列,则因不能进行正确的

碱基互补配对而无法启动核酸扩增,不会产生新的
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核酸双链(或核酸单链形成的发卡结构),因此也就

没有新的EvaGreen插入,在这种情况下进行实时

荧光信号检测获得的信号强度将很低,且不会随时

间发生变化.这种EvaGreen荧光染料耐高温,对
核酸恒温扩增产物无毒性,所发出的荧光信号强且

稳定.

图２ ２４通道微流控芯片设计结构示意图

Fig敭２ Structuraldiagramofmicrofluidicchipwith２４channels

　　以１０μL体系为例,微流控芯片恒温扩增核酸

分析 反 应 试 剂 及 用 量 为:F３ 和 B３,用 量 为

０．２μmol;FIP和BIP,用量为１．６μmol;LF和LB,
用量为０．４μmol;BstDNA 聚合酶,用量为８U
(１U＝２００ mL);dUTP(New EnglandBiolabs
Ltd．,Beverly,USA),用量为０．１mmol;dNTPs,
用量为０．４mmol;牛血清白蛋白(BSA)(Fluka
SigmaＧAldrich Inc．,Missouri,USA),用 量 为

０．５g/L;EvaGreen (Biotium Inc．,California,

USA),用 量 为 ０．６×;甜 菜 碱 (betaine)(Fluka
SigmaＧAldrich Inc．,Missouri,USA),用 量 为

０．８mol;硫酸镁,用量为６mmol;UracilＧDNA转葡

糖基酶(FermentasInc．,Burlington,Canada),用量

为０．１U/mL;硫酸铵,用量为１０mmol;三羟甲基

氨基甲烷盐酸(TrisＧHCl),用量为２０mmol(２５℃,

pH＝８．８),氯化钾,用量为１０mmol;聚乙二醇辛基

苯基醚(TritonXＧ１００),用量为０．１％;模板DNA,
用量为２μL.除给出的厂家外,其余试剂均可按照

生物试剂标准要求购买.

２．３　微纳体系共焦面成像光学检测原理

为了解决微纳体系中少数几个或单分子扩增检

测的科学技术难题,设计了一种共焦面成像光学滤

波检测系统结构,实现微流控芯片上微纳体系核酸

恒温扩增分子诊断,如图３所示.物镜L２和成像

透镜L３各由３个镜片组成,微流控芯片处于物镜

L２的焦平面上,小孔光阑PH处于成像透镜L３的

焦平面上.该共焦面成像光学滤波检测系统可有效

降低背景噪声,提高检测灵敏度,获得微反应腔体中

低拷贝痕量样品的核酸扩增实时荧光信号[２７].
图３为激发光路图,功率为１W 的蓝光LED

发出的波长为４７０nm的光经过非球面镜L１准直

后,透过二向色分束镜DM并被反射镜 M１反射,最
后被物镜L２聚焦在微流控芯片上.激发光功率为

７mW,用于激发微反应腔体中核酸扩增产物发出

荧光.在图３的荧光接收光路中,微反应腔体中核

酸扩增产物发出的荧光被物镜L２接收并准直成平

行光.准直后的平行光被反射镜 M１反射,后被

DM反射,并经过滤色片F２的过滤,最后被成像透

镜L３会聚在小孔光阑PH上.经过空间滤波后的

光被探测器PMT接收,通过数字信号处理器处理

后存储,并实时显示在液晶屏LS上,同时可绘制可

视化的核酸扩增实时荧光信号曲线.旋转电机用于

带动微流控芯片旋转,通过控制旋转扫描周期,每隔

３０s,对微流控芯片上的每个检测孔照射一次,采样

时间为１０ms,有效降低光漂白,实现对２４个微反

应腔体的有序检测,满足多指标并行检测要求.锂

电池电源ES用于给系统供电,温度控制器PID用

于控制加热膜,给微流控芯片加热,保证微反应腔体
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温度为６５℃,且恒定不变.严格控制微流控芯片与

加热薄膜之间的距离为(０．１５±０．０５)mm,提高传

热速度,通过旋转微流控芯片保证各微反应通道的

温度均匀性.通信模块TX可与外界进行有线和无

线通信并传递数据,满足不同环境应用和远程医疗使

用需要.在图２中,微流控芯片的每个反应腔体是直

径为２mm、深度为３００μm的圆柱体.将微流控芯片

的初始检测位置定位在圆柱体中心１５０μm处,保证

即使出现±０．０５mm的转动离焦,依然在每个反应腔

体(１５０±５０)μm的有效范围.微流控芯片的每个反

应腔体内样品的分布均匀,避免转动离焦间距变化对

共焦面成像荧光检测信号的影响.

图３ 核酸分析仪原理结构

Fig敭３ Schematicdiagramofnucleicacidanalyzer

３　实验结果

３．１　微流控芯片病原菌核酸恒温扩增精准医学

分析系统

基于图３所示的共焦成像检测系统原理结构,通
过多学科交叉系统集成,研制出新型恒温扩增微流控

芯片核酸分析仪(RTisochipTMＧA和RTisochipTMＧP),
如图４(a)所示,二者分别满足室内和户外２种不同

实验条件和应用场景的实际需要.仪器中采用超高

速/超低速并存的一体化消隙传动结构,用一个步进

电机同时实现高速(≥８０００r/min)旋转离心进样与

低速(≤２r/min)旋转扫描检测.采用导数化斜率

拟合移动平均时空滤波算法,实现快速数字图像平

滑处理,满足了微流控芯片核酸恒温扩增精准医学

分子诊断的实际应用需要.图４(b)是基于图２中

微流控芯片、恒温扩增反应试剂和病原菌特异基因

探针开发的微流控芯片病原菌检测试剂盒.在实际

使用中,只需要将待检测核酸样品与试剂盒中反应

试剂混合,将其加入微流控芯片中,然后放入微流控

芯片核酸分析仪中,启动检测软件即可自动完成全

部操作,液晶屏上显示实时检测曲线,并给出精准的

医学诊断分析结果.

图４ (a)(b)微流控芯片核酸分析仪的实物照片;(c)微流控芯片试剂盒照片

Fig敭４  a  b PhotosofmicroＧfluidicchipbasednucleicacidanalyzer  c photoofmicroＧfluidicchipkit

　　恒温扩增微流控芯片核酸分析仪的主要性能指

标为:１)并行检测通道２４个,检测指标≤２２项/次;
２)检测灵敏度为１０copies;３)检测稳定性相对误差

(CV)不大于１０％;４)样品消耗量为０．９４μL;５)荧
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光检测线性因子R２≥０．９９;６)完成核酸检测分析的

时间t≤４５min.

３．２　微流控芯片核酸恒温扩增的灵敏度、线性度与

特异性测试验证

为了论证微流控芯片核酸恒温扩增检测技术的

可靠性,从检测灵敏度、线性度与特异性三个方面对

所设计的分子探针和研制的微流控芯片与恒温扩增

核酸分析仪进行联合实验验证,结果如图５所示.
采用金黄色葡萄球菌(Sau)核酸样品,将其稀释成

１０６,１０５,１０４,１０３,１０２,１０１copies/μL６个浓度梯度.
在微流控芯片上依次进行核酸恒温扩增检测,获得

不同浓度下核酸恒温扩增检测的实时荧光信号曲线

如图５(a)所示,对应实时荧光信号曲线的指数级扩

增起峰时间(TP)分别为１３．１９,１４．７３,１６．３１,１９．３６,

２０．９４,２３．１５min,每个浓度重复５次的CV分别为

２．７７％、３．６９％、２．５１％、１．７２％、５．０９％和８．６５％.
由于微流控芯片上单个微反应腔体的容积约为

１μL,因此微流控芯片核酸恒温扩增的检测灵敏度

为１０copies.对上面６个浓度梯度样品的核酸恒温

扩增TP值进行线性拟合分析,结果如图５(b)所
示,线性度因子R２＝０．９９,说明不同浓度的TP值存

在良好的线性相关性,借助拟合曲线和测量的 TP
值可计算出核酸样品的相对浓度,并进行半定量测

量分析.最后,用低熔点琼脂糖凝胶(CLＧ４)在微流

控芯片的不同微反应腔体底部包埋用于分子诊断的

特异引物探针,一种检测指标的６段特异引物探针

全部包埋在一个微反应腔体底部.采用一个检测指

标和一个空白对照交替排列的方式,验证所设计分

子诊断引物探针的特异性和微流控芯片防止交叉污

染的性能,实验结果如图５(c)所示.从图５(c)可看

出,除实验设置的三种病原菌检测指标[Sau,Mpn,
耐甲氧西林金黄色葡萄球菌(MRSA)]和阳性质控

PC产生了S型正常扩增曲线外,空白对照和阴性

质控(NC)均没有产生明显的荧光扩增信号.由此

说明所设计的分子诊断引物探针具有良好的特异

性,微流控芯片也具有很好的防止交叉污染性能.

图５ 微流控芯片核酸恒温扩增检测结果.(a)灵敏度测试分析结果;(b)线性度测试结果;(c)特异性测试结果

Fig敭５ Resultsofmicrofluidicchipbasedisothermalnucleicacidamplification敭 a Resultofsensitivitytest 

 b resultoflinearitytest  c resultofspecificitytest

３．３　微流控芯片病原菌核酸恒温扩增检测的临床

应用

通过与北京大学附属人民医院、首都医科大学

附属北京儿童医院等临床单位合作,收集临床上常

见的呼吸道感染上呼吸道样品(如痰液、口腔试纸洗

脱液 等)作 为 检 测 对 象.选 择 常 见 病 原 菌 指 标

(Sau,Mpn和 MRSA)进行临床样品微流控芯片核

酸恒温扩增精准医学检测分析,验证所设计的分子

探针和所研制的微流控芯片与恒温扩增核酸分析仪

进行联合实验的可靠性.与流行的PCR方法进行

盲测对比,选用国外进口仪器 ABI７５００、已经获得

批准上市的金黄色葡萄球菌和耐甲氧西林金黄色葡

萄球菌核酸检测PCR试剂盒[注册号:国食药监械

(准)字２０１１第３４００２５１号]和肺炎支原体核酸检测

PCR试剂盒[注册号:国食药监械(准)字２０１２第

３４００００８号].实验结果如表２所示,临床样品共

１００例,包含１０岁以下儿童(１１例)、中壮年人(３７
例)、７０岁以上老人(５２例)不同年龄阶段人群,其中

男性７１例、女性２９例.从表２可以看出,检测指标

金黃色葡萄球菌的阳性符合率为１００％,阴性符合

率为９８．７％,总符合率为９９．０％;检测指标肺炎支原

体的阳性符合率为９３．３％,阴性符合率为９８．８％,总
符合率为９８．０％;检测指标耐甲氧西林金黄色葡萄

球菌的阳性符合率为１００％,阴性符合率为９８．７％,
总符合率为９９．０％.将三个指标综合起来进行统

计,得 到 阳 性 符 合 率 为 ９８．３％,阴 性 符 合 率 为

９８．８％,总符合率为９８．７％.由此可以说明,将所设

计的分子探针和所研制的微流控芯片与恒温扩增核

酸分析仪进行联合实验,所得结果具有良好的稳定

可靠性,且与流行的PCR方法的结果具有高度一致

性,总符合率大于９８％.
表２的统计分析结果的计算公式如下:
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表２　临床样品检测实验结果

Table２　Resultsofclinicalsampletest

Testindex
Resultfrom
developed
analyzer

ResultfromABI７５００

Positive
No．

Negative
No．

Subtotal
No．

Positive
coincidence
rate/％

Negative
coincidence
rate/％

Total
coincidence
rate/％

PositiveNo． ２３ １ ２４

Sau NegativeNo． ０ ７６ ７６ １００ ９８．７ ９９．０

SubtotalNo． ２３ ７７ １００

PositiveNo． ２２ １ ２３

MRSA NegativeNo． ０ ７７ ７７ １００ ９８．７ ９９．０

SubtotalNo． ２２ ７８ １００

PositiveNo． １４ １ １５

Mpn NegativeNo． １ ８４ ８５ ９３．３ ９８．８ ９８．０

SubtotalNo． １５ ８５ １００

PositiveNo． ５９ ３ ６２

Total NegativeNo． １ ２３７ ２３８ ９８．３ ９８．８ ９８．７

SubtotalNo． ６０ ２４０ ３００

　　１)检测指标的阳性符合率＝开发仪器检出的

阳性数/(开发仪器检出的阳性数＋对比仪器检出的

阳性数)×１００％.

２)检测指标的阴性符合率＝开发仪器检出的

阴性数/(开发仪器检出的阴性数＋对比仪器检出的

阴性数)×１００％.

３)检测指标检测结果与对比仪器的总符合

率＝(开发仪器检出的阳性数＋开发仪器检出的阴

性数)/(开发仪器检出的阳性数＋对比仪器检出的

阴性数＋对比仪器检出的阳性数＋开发仪器检出的

阴性数)×１００％.

４　分析与讨论

４．１　微流控芯片核酸恒温扩增方法与PCR方法的

比较

核酸扩增技术主要有PCR与恒温扩增两大类

型.在PCR方法中,一个扩增周期只有在延伸阶段

才进行核酸合成,从时间上计算,变温扩增方法用于

核酸扩增的有效时间仅占全部时间的５０％.与

PCR方法不同,所采用的恒温扩增方法全程保持在

６５℃左右(该温度可根据所使用酶的不同进行调

节),无需高温变性和低温退火过程,不存在温度变

化引起的时间损耗,因此其扩增速度非常快,可在

４０min左右时间内将靶核酸扩增到１０９copies以

上.同样从时间上计算,恒温扩增方法在全部时间

内均进行核酸扩增,时间利用率可达到１００％.

利用恒温扩增方法的优势,结合在光学共焦面

成像系统结构、离心进样空气隔离微流控芯片、核酸

恒温扩增特异基因探针设计、亚毫米薄层空气浴加

热PID控温、表面化学处理和高速离心进样与低速

旋转扫描检测等方面的一系列创新,最终使所研究

的恒温扩增微流控芯片核酸分析系统能够实现样品

与 试 剂 消 耗 少 于 １ μL、检 测 灵 敏 度 提 高 至

１０copies、检测时间减少至４５min的痕量核酸精准

快检分析鉴定.该系统所需的样品与试剂消耗比国

内外EP管式产品减小５％,检测灵敏度提高２个数

量级,检测时间比PCR方法缩短一半,而仪器价格、
操作复杂程度、检测成本等远低于基因测序方法和

PCR方法.

４．２　病原菌核酸恒温扩增临床应用的不一致样品

分析

对２例不符合样本进行重复测量,并用分子诊

断金标准———基因测序方法进行复核,结果如表３
所示.两种方法的复核结果与初始盲测结果完全

相同,说明两种方法的测量结果是稳定的.通过

与分子诊断的金标准进行对比,结果表明所研究

的恒温扩增微流控芯片核酸分析方法的测量结果

与基因测序方法更加吻合,临床符合性更好.进

一步 分 析 原 因,发 现 ２ 份 样 品 的 核 酸 含 量 在

１０copies水平,由此说明研发恒温扩增微流控芯片

核酸分析方法在低丰度核酸含量样品分析中具有

更好的稳定可靠性.
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表３　测试结果不一致样品分析

Table３　Analysisofdiscrepancysamplesoftestresult

SampleNo． ABI７５００
Developed
analyzer

Reanalysis
byABI７５００

Reanalysisby
developedanalyzer

Sequencing

２２ Mpn Sau Mpn Sau Sau
３２ Sau Sau,MRSA Sau Sau,MRSA Sau,MRSA

５　结　　论

针对精准医学临床医疗实际应用需要进行高通

量、快速、并行、准确鉴定疾病起因的诊断理论与检

测技术创新,研究了一种微流控芯片病原菌核酸恒

温扩增实时检测分子诊断技术与系统,实现了微纳

升体系(＜１μL)痕量(１０个拷贝数)核酸扩增精准

检测分子诊断.在一张小小的微流控芯片上能够同

时完成２０项以上病原菌检测指标的快速并行检测,
通过１００例临床样品盲测,发现该方法与PCR方法

的准确性符合率大于９８％.采用基因测序方法对２
例低丰度不一致样品进行复核,结果表明所用的方

法与基因测序方法更加吻合,在低丰度核酸含量样

品分析中具有更好的可靠性.该研究可作为一种低

成本精准医疗平台技术造福中国,后续工作将集成

原始样品处理功能,发展成“原始样本进、结果出”的
全集成分析系统,以满足不同环境场合的实际应用

需要.

致谢　感谢北京大学附属人民医院、首都医科大学

附属北京儿童医院等提供临床样品,参与完成临床
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