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摘要　为了实现高灵敏度、快速、准确鉴定痕量病原菌核酸样品，介绍了一种痕量核酸样品高灵敏度快速测量方

法，并发展了一种微流控芯片核酸等温扩增实时分子诊断技术，研制了新型微纳体系生化反应载体芯片。通过表

面惰性处理降低芯片表面对生物分子的吸附影响，构建一种大数值孔径、长工作距离的便携式共焦光学检测系统，

有效消除背景荧光的影响，提高了检测灵敏度。在微纳升（７μＬ～４０ｎＬ）试剂消耗反应体系水平，实现检测灵敏度

５个ＤＮＡ分子拷贝数，并以呼吸道感染疾病的大肠埃希氏菌检测为例，开展临床应用研究，满足低成本临床医疗

应用需要。
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１　引　　言

继１９８５年Ｓａｉｋｉ等
［１］在犛犮犻犲狀犮犲杂志、１９９１年，

Ｃｏｍｐｔｏｎ
［２］在犖犪狋狌狉犲杂志报道了酶联变温核酸扩

增技术（ＰＣＲ）以来，核酸扩增技术已被广泛认可，并

成为现代分子生物学研究与临床分子诊断应用的先

进工具［１～１１］。利用该技术人们可以在９０ｍｉｎ左右

的时间内，将特定序列核酸片段进行１０６～１０
９ 拷贝

数的复制，从而实现高灵敏度的分子检测鉴定。理

论上只要待测样品中包含有１个特定序列的核酸片

段，就可以利用核酸扩增技术进行无限的复制放大，

０２１７００３１
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从而达到被检测的目的，但由于受反应载体材料与

加工工艺、表面吸附作用、样品与试剂的一致性差异

和检测方法等的限制，在实际应用中单分子扩增检

测依然只是一种梦想。为了保证实验检测的一致

性，在用聚碳酸酯（ＰＣ）材料制作的Ｅｐ管或９６孔板

中进行核酸扩增检测，实际应用中流行采用２５μＬ

反应体系，检测限设定为大于等于１０００个ＤＮＡ分

子拷贝数／μＬ。此外，人们也发展了一些直接分析

分子特异性相互作用的检测方法（干涉成像、拉曼光

谱和荧光共振能量转移测量等）［１２～１４］，它们解决了

特异分子检测识别鉴定的可视化问题，但由于技术

本身的局限性，检测灵敏度依然达不到单分子检测

水平。微阵列芯片技术与共焦检测技术［１５～１７］被广

泛用于生物芯片分子诊断，但其操作步骤相对比较

烦琐，需要使用包括核酸提取仪、点样仪、ＰＣＲ扩增

仪、杂交仪、洗干仪和扫描仪等多种分离仪器设备，

不适合快速在线分析应用。因此，为了实现高灵敏

度、快速在线检测分子诊断，发展一种微纳体系病原

菌核酸等温扩增分子鉴定方法，采用核酸等温扩增

技术和微流控芯片，通过表面化学修饰处理降低材

料对核酸扩增产物吸附的影响，并构建便携式共焦

荧光实时检测系统，在微纳升试剂消耗反应体系水

平实现病原菌核酸扩增分子诊断检测灵敏度达到几

个分子拷贝数。

２　病原菌核酸等温扩增分子诊断在线

检测技术原理

核酸扩增技术目前主要有变温扩增与等温扩增

两大类型。变温扩增方法（即ＲＴＰＣＲ）是最早发展

的核酸扩增技术，相对比较成熟，目前大多数核酸分

析和分子诊断应用均采用该技术。变温核酸扩增技

术采用正反两条特异引物完全匹配启动核酸扩增反

应，以扩增周期为单位进行循环，每一个扩增周期大约

９０ｓ，分三个阶段（变性阶段，９４℃高温变性，１５ｓ→退

火阶段，６０℃低温退火，３０ｓ→延伸阶段，在温度

７２℃通过酶的作用以引物为核酸合成起点沿模板

方向延伸，４５ｓ），整个扩增过程就是由几十个（或更

多）这样的扩增周期不断循环完成。通常在变温扩

增周期内只有在延伸阶段才进行核酸合成复制，变

性阶段和退火阶段只是在为核酸扩增做准备，保证

扩增的特异性。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％。与变

温扩增方法不同，等温扩增方法［５，１０～１１］全程保持在

一个固定的温度６５℃左右（这个温度根据所使用的

酶不同会有所差异），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，可以在较短的时间内（如４０ｍｉｎ左右）将

靶核酸扩增到１０９～１０
１０个拷贝。同样从时间上计

算，等温扩增方法全部时间均在进行核酸扩增，时间

利用率达到１００％，具有更高的核酸扩增效率。目

前，文献报道的等温扩增方法，主要是在２５μＬ反应

体系的Ｅｐ管和９６孔板中进行，样品与试剂消耗依

然比较多。

研究发展微流控芯片核酸等温扩增技术，在微

纳升体系范围进行病原菌核酸等温扩增分子诊断，

其工作原理如图１所示，包括启动和循环两个阶段。

图１ 病原菌核酸等温扩增分子诊断技术工作原理图示。（ａ）分子结合复制启动阶段；（ｂ）分子结合循环扩增阶段

Ｆｉｇ．１ Ｉｌｌｕｓｔｒａｔｉｏｎｏｆｉｓｏｔｈｅｒｍａｌａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｏｃｅｓｓｆｏｒｐａｔｈｏｇｅｎａｃｉｄｍｏｌｅｃｕｌａｒｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ．（ａ）Ｃｏｐｙｓｔａｒｔｉｎｇｓｔａｇｅ

ｏｆｍｏｌｅｃｕｌｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ；（ｂ）ｃｙｃｌｉｎｇａｍｐｌｉｆｉｃａｔｏｎｓｔａｇｅｏｆｍｏｌｅｃｕｌｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ

０２１７００３２
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根据病原菌不同种属的特异基因设计四条特异引物

（由六段序列Ｆ３，Ｂ３，ＦＩＰ，ＢＩＰ，ＬＦ和ＬＢ构成，全部

引物序列设计举例说明如图２所示），通过链置换

ＤＮＡ聚合酶的作用在６５℃进行核酸等温扩增。

图２ 大肠埃希氏菌的６个特异基因引物序列设计

Ｆｉｇ．２ ＳｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｓｉｘｓｐｅｃｉｆｉｃｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｒｉｍｅｒｓｏｆＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ

图３ 等温扩增实时荧光信号在线检测原理图

Ｆｉｇ．３ Ｉｌｌｕｓｔｒａｔｉｏｎｏｆｒｅａｌｔｉｍｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｓｉｇｎａｌｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｉｓｏｔｈｅｒｍａｌａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｎｓｉｔｅ

　　在图１中，靶基因Ｆ１ｃ与Ｆ１互补，靶基因Ｆ２ｃ与

Ｆ２互补，靶基因Ｆ３ｃ与Ｆ３互补，靶基因Ｂ３ｃ与Ｂ３互

补，靶基因Ｂ２ｃ与Ｂ２互补，靶基因Ｂ１ｃ与Ｂ１互补。

ＦＩＰ由Ｆ２和Ｆ１ｃ组成，ＢＩＰ由Ｂ１ｃ和Ｂ２组成；ＬＦ为

正向环引物（Ｌｏｏｐｐｒｉｍｅｒｆｏｒｗａｒｄ），可与Ｆ１和Ｆ２之

间的环结构结合，加快反应速度；ＬＢ为反向环引物

（Ｌｏｏｐｐｒｉｍｅｒｂａｃｋｗａｒｄ），可与Ｂ１和Ｂ２之间的环结

构结合，加快反应速度。启动阶段时间很短，分子结

合复制过程如图１（ａ）所示，核酸等温扩增通过四条特

异引物的全部六段特异序列来识别靶ＤＮＡ，只有这

六段特异序列完全匹配才能启动正常的核酸扩增。

循环阶段占全面扩增时间的９５％以上，分子结合复

制过程如图１（ｂ）所示，通过四段特异序列（ＦＩＰ，ＢＩＰ，

ＬＦ和ＬＢ）来识别靶ＤＮＡ，只有这四段特异序列完全

匹配才能进行不断循环扩增，这样就保证了核酸等温

扩增的特异性与准确性，每完成一个循环，扩增产物

就增加１倍，随着扩增循环的不断进行，扩增产物呈２

的指数次幂增加。

为了对核酸等温扩增过程进行实时在线检测，

动态了解其反应过程信息，研究采用荧光染料

ＥｖａＧｒｅｅｎ插入双链ＤＮＡ发光方法来产生实时荧

光信号。具体实现过程是在扩增体系混合物中，掺

入一定数量特殊处理的游离荧光染料ＥｖａＧｒｅｅｎ，这

种特殊处理的荧光染料ＥｖａＧｒｅｅｎ在游离情况下处
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于淬灭状态，是不发光的，但当它遇到双链ＤＮＡ后

会自动插入到双链ＤＮＡ中，在插入过程中淬灭状

态被自动解除而发出荧光，如图３所示。随着核酸

等温扩增反应的持续进行，双链ＤＮＡ被大量扩增，

ＥｖａＧｒｅｅｎ插入到双链ＤＮＡ中的数量越来越多，发

出的荧光信号越来越强，对实验过程进行实时荧光

信号检测，就可以获得随时间变化越来越强的核酸

等温扩增实时荧光检测信号，即核酸扩增实时荧光

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，因不能进行正确的碱基互补配对而

无法启动核酸扩增，不会产生新的双链ＤＮＡ，因此

也就没有ＥｖａＧｒｅｅｎ插入到新增双链ＤＮＡ中的过

程，对实验过程进行实时荧光信号检测，所获得的荧

光信号强度基本不变，看不到指数级增加的核酸扩

增信号。这种对核酸等温扩增过程的实时在线检测

方法只需将荧光染料ＥｖａＧｒｅｅｎ按照一定的比例混

合进入扩增反应体系即可，具有实际操作实施方便

等特点。

３　实验材料与检测系统

３．１　核酸等温扩增分子诊断检测的实验材料

核酸等温扩增分子诊断检测的主要实验材料包

括：扩增引物（Ｆ３，Ｂ３，ＦＩＰ，ＢＩＰ，ＬＦ和ＬＢ），ｄＮＴＰｓ，

ＥｖａＧｒｅｅｎ（荧光染料），０．１Ｍ ＤＴＴ，Ｂｅｔａｉｎｅ（甜菜

碱），ＢｓｔＤＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ（ＤＮＡ 聚合酶），Ｔｈｅｒｍｏ

Ｂｕｆｆｅｒ（反应缓冲液），ＴｒｉｓＨＣｌ，ＭｇＣｌ２，牛血清白蛋

白ＢＳＡ，尿嘧啶糖基化酶 ＵＮＧ，脱氧尿苷三磷酸

ｄＵＴＰ，ＭｇＳＯ４，纯化水等，均按照生化试剂标准购

买。一种等温扩增分子诊断２５μＬ反应体系的配制

方法举例说明如表１所示。

３．２　微流控芯片设计与表面惰性处理

通常，采用注塑、浇铸和微加工等工艺技术使用

ＰＣ、聚甲基丙烯酸甲酯（ＰＭＭＡ）、聚二甲基硅氧烷橡

胶（ＰＤＭＳ）、玻璃和硅片等材料制作各种不同形状大

小的反应载体，实现核酸扩增反应，不过，即使是用目

前常用的精密注塑工艺，用ＰＣ材料制作的Ｅｐ管

（或９６孔板），在其中进行１０μＬ以下体系的核酸扩

增反应，依然存在稳定性差与扩增响应时间滞后等

问题，常常需要较大的反应体积（大于２５μＬ）和很

高的分子数浓度（大于１０３ 分子／微升）才能得到较

好的实验结果。考虑到金属材料的制作工艺更加成

熟，材料品种的选择范围广，机械加工性能优于ＰＣ、

ＰＭＭＡ、ＰＤＭＳ、玻璃和硅片等材料，样品制作的成本

低，且容易实现，尝试用金属材料铝（Ａｌ）制作具有２４

表１ 等温扩增分子诊断反应体系（２５μＬ）配制

Ｔａｂｌｅ１ Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆｒｅａｃｔｉｖｅｓｙｓｔｅｍｆｏｒｄｉａｇｏｆ

ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌａｍｐｌｉｆｉｅｄｍｏｌｅｃｕｌｅｓｉｎ２５μＬ

Ｒｅａｃｔａｎｔｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ＢｓｔＤＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅＵ／μＬ ０．３２

Ｔｈｅｒｍｏｂｕｆｆｅｒ １

ＭｇＳＯ４／ｍｍｏｌ／Ｌ ４

Ｂｅｔａｉｎｅ／（ｍｏｌ／Ｌ） ０．８

ｄＮＴＰｓ／（ｍｍｏｌ／Ｌ） ０．４

ＥｖａＧｒｅｅｎ ０．６

ＢＳＡ／（ｍｇ／ｍＬ） ０．５

ｄＵＴＰ／（ｍｍｏｌ／Ｌ） ０．１

ＵＮＧＵ／μＬ ０．０００１

Ｆ３／（μｍｏｌ／Ｌ） ０．２

Ｂ３／（μｍｏｌ／Ｌ） ０．２

ＦＩＰ／（μｍｏｌ／Ｌ） １．６

ＢＩＰ／（μｍｏｌ／Ｌ） １．６

ＦＬ／（μｍｏｌ／Ｌ） ０．４

ＢＬ／（μｍｏｌ／Ｌ） ０．４

ＰｕｒｉｆｉｅｄＷａｔｅｒ Ｄｅｉｏｎｉｚｅｄ

个并行检测通道的微纳体系（７μＬ～４０ｎＬ）反应载

体芯片。虽然金属材料在湿实验反应中不如ＰＣ、

ＰＭＭＡ、ＰＤＭＳ、玻璃和硅片等材料稳定和抗腐蚀，

但核酸扩增反应是一种ｐＨ 值趋于中性的生化实

验，在湿实验条件下具备抗氧化能力的金属材料（如

Ａｌ、Ｃｕ、Ｐｔ和金属合金材料等，其中 Ａｌ的性价比最

高）都可以满足核酸扩增反应的实验载体材料要求。

与ＰＣ、ＰＭＭＡ、ＰＤＭＳ和硅片等材料相对比较少的

表面处理工艺形成鲜明的对比，金属材料的表面处

理工艺比较多（如阳极氧化、电镀和喷涂等），通过对

金属材料的表面进行抗氧化、防腐蚀处理，可以大大

增强其作为湿实验载体使用的性能，在后续表面化

学修饰处理方面有很大的发展空间。同时，金属材

料导热性良好，有利于提高传热速度，保持温度均匀

性，以提高核酸扩增的温控性能。此外，金属材料通

过高 温 熔 炼 可 以 回 收 利 用，弥 补 了 目 前 ＰＣ、

ＰＭＭＡ、ＰＤＭＳ和硅片等不可回收材料制作生化反

应载体带来白色污染的缺点。

采用Ｓｏｌｉｄｗｏｒｋ２００６机械设计软件设计微流控芯

片的结构，获得的２４通道微流控芯片结构如图４（ａ）

所示，其中将２４通道分为２组（可以同时检测２份样

品），每组通道可以对同一份样品进行多指标并行检

测。微流控芯片上的生物反应单元被制成不同容量

大小（直径０．５～３．０ｍｍ，深度０．２～１．０ｍｍ）以满足

微升至纳升范围的微量样品检测使用要求。芯片流

路管道被设计成不同尺寸（宽度和深度大小变化范
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围为０．５～１．０ｍｍ），以减少流路中试剂和样品的

消耗。缓冲单元直径为３．０ｍｍ，深度为０．５ｍｍ，用

于收集在样品注入过程中产生的气泡。流路管道靠

近中心孔的弯曲区域为热压隔离带，用于阻断各反

应单元在反应过程中的连接，防止反应产物从一个

单元扩散到其他单元。完成设计后，用数控机床对

微流控芯片进行精密加工，然后对芯片进行阳极氧

化表面惰性处理，使其表面光滑并且具有抗生物分

子亲和结合的惰性，从而可以有效减少芯片表面对

生物分子的吸附，满足微纳体系痕量样品高灵敏度

检测的使用要求。芯片表面惰性处理前后的结构变

化如图４（ｂ）所示，在扫描电镜２０００倍放大下，可以

看出芯片原始表面相对比较粗糙，通过表面惰性处

理后，芯片表面覆盖有一层均匀致密的保护膜，表面

结构平整光滑。最后，清洗干净芯片表面，用 ＡＢＩ

公司的ＰＣ薄膜，紧密包覆在芯片表面，形成密封腔

体与管道，以备实验使用。

图４ 微流控芯片制作。（ａ）芯片的三维结构；

（ｂ）处理前后的表面特征

Ｆｉｇ．４Ｆａｂｒｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃｃｈｉｐ．（ａ）３Ｄｓｔｒｕｃｔｕｒｅ

ｏｆｔｈｅｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃｃｈｉｐ；（ｂ）ｓｕｒｆａｃｅｆｅａｔｕｒｅｂｅｆｏｒｅ／

　　　　　　　ａｆｔｅｒｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ

３．３　便携式病原菌分子诊断检测系统

常规显微物镜的设计随着数值孔径变大工作距

离将会变小，如当显微物镜的数值孔径犖犃＞０．６时

其工作距离一般小于１ｍｍ，当数值孔径达到０．７时

其工作距离一般小于０．５ｍｍ。在微纳体系核酸扩增

实时荧光检测中，为了避开运动控制机构、加热保温

结构等的影响，要求荧光检测系统的显微物镜的工作

距离大于３ｍｍ。如果采用普通显微物镜，当工作距

离要求大于３ｍｍ时，其数值孔径犖犃≤０．５。为此设

计了一种大数值孔径犖犃＞０．７、长工作距离（大于

３ｍｍ）的光学检测系统结构
［１８］，以提高核酸扩增的荧

光收集效率有效增进核酸扩增实时荧光信号检测响

应速度与灵敏度。

共焦滤波方法是一种降低背景噪声的先进光学

测量技术，通过选择合适的针孔滤波器，可以将测量

范围定位在半径为一微米至几十微米的球型测量区

域内，而将球型区域外的背景杂散光强度影响降到

１％以下，非常适合用于降低核酸扩增背景噪声的影

响。将共焦滤波方法与大数值孔径、长工作距离的

光学检测系统结构结合在一起，不仅提高了核酸扩

增实时荧光检测信号强度，而且降低了背景噪声的

影响，模拟计算如图５所示。从图５中可以看出，在

焦平面内荧光收集效率达到９２％，而对于半径

３０μｍ球型区域以外的发光信号，其收集效率小于

１％。在微纳升反应体系测量中，反应体系测量范围

为７μＬ～４０ｎＬ，其反应腔体半径均大于等于５０μｍ

（半径５０μｍ对应等效球体容积为０．５２ｎＬ），只要

将荧光检测聚焦在微纳升反应体系腔体的中心位

置，使反应载体表面处于远离检测中心５０μｍ以外

的位置，致使反应载体表面杂散背景光的影响将被

衰减到０．１％以下，而处在焦平面中心的发光分子

则可以获得大于９２％的荧光收集效率，信噪比显著

提高，满足微纳升反应体系核酸等温扩增的高灵敏

度实时荧光信号检测的使用要求。

图５ 共焦荧光检测系统的荧光收集效率与

背景噪声抑制模拟计算

Ｆｉｇ．５ Ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎｏｆｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙａｎｄ

ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄｎｏｉｓｅｓｕｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃｏｎｆｏｃａｌｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ

ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ ｏｎｔｈｅｆｏｃａｌｐｌａｎｅｔｏｏｆｆｆｏｃｕｓ

　　　　　　　　　　ｐｏｓｉｔｉｏｎｓ

基于已介绍的微纳体系载体芯片、核酸等温扩

增方法、共焦荧光检测系统结构，便携式病原菌分子

诊断分析仪器的系统结构设计如图６所示，其由共

焦光学检测部分、微流控芯片、ＰＩＤ温控部分、旋转

扫描运动控制部分、数据采集与处理部分等组成。

通过光、机、电、软件综合设计与系统集成工作，完成

便携式微流控芯片病原菌分子诊断分析仪器原形系

统构建。
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图６ 便携式病原菌分子诊断系统结构图

Ｆｉｇ．６Ｐｏｒｔａｂｌｅｐａｔｈｏｇｅｎｍｏｌｅｃｕｌａｒｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓｙｓｔｅｍ

在图６中，光源ＬＥＤ发出的光经过非球面镜

Ｌ３聚光，再经过激发滤光片Ｆ１（４７０±１５ｎｍ）过滤

形成直径３ｍｍ的平行激发光，然后穿过中孔反射

镜 Ｍ１被物镜Ｌ１聚焦在微流控芯片 ＭＦＣ的反应

单元区中心，激发被测样品产生荧光。在荧光接收

光路中，微流控芯片 ＭＦＣ上生物反应单元发出的

荧光，先被物镜Ｌ１准直成直径２０ｍｍ的荧光光束，

然后被中孔反射镜 Ｍ１反射，再经发射滤光片Ｆ２

（５２０±２０ｎｍ）过滤，会聚镜Ｌ２将荧光光束聚焦在

针孔光阑ＰＨ上，并被光电倍增管（ＰＭＴ）接收产生

实时荧光检测信号。其中针孔光阑ＰＨ的作用是遮

挡芯片上反应腔体有效检测区域以外所产生的荧

光，因此可以通过选择针孔光阑的大小来控制芯片

上反应腔体的有效检测区域大小，减少芯片上下表

面、腔体周围管壁和环境杂散光的影响，提高信噪

比。在便携式微流控芯片病原菌分子诊断系统中，

采用大数值孔径光学检测系统与中孔反射镜分光，

可以使激发光能量的利用率和发射荧光的传递效率

均大于９０％，并具有良好的通用性。对比常规分束

镜或棱镜分光方法，最佳分光比例为５０％∶５０％，激

发光与反射回来的荧光均只有５０％的利用率，因

此，采用分光镜方法的荧光检测效率为两个分光比

例的乘积，通常小于２５％；对比二向色镜分光，虽然

可以提高荧光检测效率，达到８０％以上，但每种二

向色镜的反射光与透射光的使用波长范围是固定

的，要求激发光与发射荧光的波长与其相匹配，改变

一种荧光标记材料必须同时更换二向色镜，因此，用

二向色镜构建的荧光检测系统缺乏通用性。

４　实验研究与结果分析

４．１　微流控芯片实时荧光信号检测实验

在核酸扩增实时荧光信号检测过程中，所获得

的实时荧光信号检测曲线是一个被多种因素共同作

用引起双链ＤＮＡ分子数量发生变化后的结果，包

括：核酸扩增产生新的双链ＤＮＡ、反应载体表面吸

附导致反应体系溶液中双链ＤＮＡ数量减少、在扩

增温度条件下双链 ＤＮＡ 会发生解链变成单链

ＤＮＡ引起双链ＤＮＡ数量减少、激发光照射下部分

荧光分子被光漂白引起荧光分子平均发光量子转换

效率降低以及背景杂散光的影响等。在这些因素

中，只有核酸扩增产生新的双链ＤＮＡ分子才会使

实时荧光检测信号强度增加，可以当作一种正面的

因素；而其它因素（包括反应载体表面吸附导致反应

体系溶液中双链ＤＮＡ数量减少、在扩增温度条件

下部分双链ＤＮＡ发生解链变成单链ＤＮＡ、激发光

照射下部分荧光分子被光漂白等）均将使实时荧光

检测信号强度下降，全是负面因素。在目前常用的

ＲＴＰＣＲ仪的核酸扩增实时荧光信号检测中，大多

忽略了这些负面因素的影响，因此在检测灵敏度、反

应体系消耗和检测响应速度等方面均受到较大的限

制，需要将核酸扩增的反应体系定容到２０μＬ以上，

待测样品中核酸分子数量需要控制在ＤＮＡ分子拷

贝数１０５／μＬ以上，其目的是让反应体系在核酸扩

增时，能够产生足够多的新增双链ＤＮＡ分子，从而

可以忽略上面这些负面因素的影响，保证核酸扩增

实时荧光信号检测的准确性和可靠性。

为了降低上面介绍的多种负面因素的影响，提

高核酸扩增实时荧光信号检测的灵敏度、一致性，并

降低样品与试剂的消耗，本研究采用金属 Ａｌ材料

制作的微流控芯片，通过表面处理修饰方法来改善

反应载体表面粗糙度与惰性特征，有效降低反应载

体表面吸附双链ＤＮＡ分子的影响，同时，采用图５

中介绍的共焦光学检测系统来降低背景荧光，采用

旋转扫描方法控制暴光时间，降低光漂白的影响，有

效提高检测灵敏度，实验结果如图７所示。图７（ａ）

是液滴在芯片表面的接触角变化，表面接触角从

５４°（对应芯片加工后的原始表面）变为９４°（对应阳

极氧化惰性处理后的芯片表面），表面惰性显著提

高。图７（ｂ）是在微流控芯片上，用７μＬ反应体系，

核酸样品模板浓度为每微升１０５ 个ＤＮＡ分子拷贝

数，进行核酸等温扩增反应的实时荧光信号检测实

验结果，核酸分子开始指数级扩增的平均时间为

１４．６３ｍｉｎ，５份相同样品重复实验有很好的一致

性，数据偏差变异系数ＣＶ小于０．１３％。

４．２　微流控芯片临床分子诊断检测应用

采用经过表面修饰处理后的微流控芯片和便携
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式病原菌分子诊断检测系统，以临床常见呼吸道感

染疾病的大肠埃希氏菌为对象，进行微流控芯片病

原菌核酸分子诊断检测应用实验研究，实验结果如

图８所示。图８（ａ）是在微流控芯片上用相同浓度

（拷贝数１０５／μＬ）、不同反应体系（７μＬ，１μＬ，

３９２ｎＬ，４０ｎＬ）的病原菌核酸样品进行等温扩增实

时荧光信号检测的实验结果，图８（ｂ）是在微流控芯

片上用不同分子数量（１０５，１０４，１０３，１０２，１０１，５个

拷贝数和阴性对照）的病原菌核酸样品进行等温扩

增分子鉴定检测的实验结果。

图７ 实验结果。（ａ）液滴在芯片表面的接触角变化；（ｂ）核酸扩增实时荧光信号检测曲线

Ｆｉｇ．７Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｒｅｓｕｌｔｓ．（ａ）Ｃｈａｎｇｅｏｆｓｕｒｆａｃｅｃｏｎｔａｃｔａｎｇｌｅｏｆｃｈｉｐ；（ｂ）ｒｅａｌｔｉｍｅｃｏｎｔｏｕｒｐｌｏｔｓｏｆ

ｎｕｌｅｉｃａｃｉｄａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

图８ 微纳体系病原菌核酸等温扩增分子诊断检测实验结果。（ａ）不同反应体系时的等温扩增检测结果；

（ｂ）不ＤＮＡ拷贝数量时的检测结果

Ｆｉｇ．８Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｐａｔｈｏｇｅｎｍｏｌｅｃｕｌａｒｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓｂｙｕｓｉｎｇｉｓｏｔｈｅｒｍａｌａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｉｎｍｉｃｒｏｎａｎｏｌｉｔｅｒｒｅａｃｔｉｏｎａｓｓａｙ．

（ａ）Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｂｙｕｓｉｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｒｅａｃｔｉｏｎｖｏｌｕｍｅｓ；（ｂ）ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｂｙｕｓｉｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔＤＮＡｃｏｐｉｅｓ

　　从图８（ａ）中可以看出，在微流控芯片上，用相

同浓度、７μＬ～４０ｎＬ反应体系的病原菌核酸样品，

进行等温扩增实时荧光信号检测，其指数级扩增信

号产生的起始时间基本相同，偏差ＣＶ为１．６１％。

由此可以说明，利用本文所研制的微流控芯片和便

携式共焦检测系统，可以实现从几微升至几十纳升

反应体系的病原菌核酸等温扩增实时荧光信号检

测。从图８（ｂ）中可以看出，在微流控芯片上，用

１０５，１０４，１０３，１０２，１０１ 和５个拷贝数的病原菌核酸

样品，进行等温扩增实时荧光信号检测，均可以获得

有别于阴性对照的标准核酸扩增实时荧光信号检测

曲线，随着病原菌核酸分子数的增加（从５个拷贝数

到１０５ 个拷贝数），其检出速度越来越快（时间从

２７．６ｍｉｎ变为１４．６ｍｉｎ）。由此可以说明，利用本

文所研制的微流控芯片和便携式病原菌分子诊断检

测系统，可以在４０ｍｉｎ内（包括１０ｍｉｎ预热时间），

实现５个拷贝数（或以上）的高灵敏度病原菌核酸等

温扩增快速分子鉴定，检测速度比常规ＲＴＰＣＲ方

法（平均在９０ｍｉｎ左右）提高了１倍。

５　结　　论

围绕临床高灵敏度、快速、准确进行病原菌核酸
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分子诊断检测，满足分析仪器小型化、低样品试剂消

耗的实际应用需求，本研究工作发展了一种微流控

芯片痕量病原菌核酸样品的高灵敏度快速准确测量

方法，研究了微流控芯片核酸等温扩增实时分子诊

断鉴定技术，研制了新型２４通道微纳体系生化反应

载体芯片，改进了芯片表面抗生物分子吸附的惰性

特征，构建了一种大数值孔径（犖犃＝０．７）、长工作

距离（大于３ｍｍ）的便携式共焦光学病原菌核酸等

温扩增实时分子诊断检测系统，有效消除了背景杂

散光噪声的影响，提高了检测灵敏度，大幅度降低了

样品与试剂的消耗。并以常见呼吸道感染疾病的大

肠埃希氏菌检测为例，进行临床应用实验研究，成功

将病原菌特异分子等温扩增鉴定与实时荧光信号检

测有机地集成在一起，在微纳升（７μＬ～４０ｎＬ）试

剂消耗反应体系水平，获得５个ＤＮＡ分子拷贝数

的高灵敏度分子诊断检测实验结果，满足实际需求。
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