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建立大规模筛选病毒的核酸检测方法
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摘 　 要 　 目的 　 开发快速、简便、可大规模对病毒进行筛选的核酸检测方法。 方法 　 通过集液滴生成、循环扩增、信号读取

为一体的液滴数字聚合酶链反应( droplet digital polymerase chain reaction, ddPCR)系统,以严重急性呼吸综合征冠状病毒 2( se-
vere acute respiratory syndrome coronavirus 2, SARS - CoV - 2)的 ORF1ab 和 N 基因为靶序列,以人甘油醛 - 3 - 磷酸脱氢酶( glyc-
eraldehyde - 3 - phosphate dehydrogenase, GAPDH) 为内参基因,进行核酸扩增并监测每个液滴的荧光信号。 结果 　 一体式

DDPCR 仪实现了“样本进 - 结果出”的简易操作。 其水油体系与 SARS - CoV - 2 检测试剂盒中试剂兼容,至扩增结束液滴稳定

未融合,实现了实时检测区分出大量液滴中不同的荧光信号。 恒温扩增条件下,最早可在第 9min 观察到带有三重荧光信号

(FAM、HEX、CY5)的液滴。 扩增过程中的实时荧光信号通过拟合后与实时荧光定量聚合酶链反应扩增曲线类似,包括基线期、
指数期和平台期。 各基因几百个液滴的扩增曲线显示,各液滴中无特异性扩增,同时 Ct 值分析结果显示,最早可在第 12min 得

到扩增信号,达到鉴别目的。 结论 　 一体式 ddPCR 仪操作简便,液滴中反应迅速,可达到快速检测的目的。 恒温扩增对反应设

备要求较低,可大规模批量反应,同时拍照式信号采集可记录大量液滴的荧光信号,达到大规模筛选的目的。
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Abstract　 Objective　 To develop rapid and simple nucleic acid assays for large - scale screening of epidemic viruses. Methods
The droplet digital polymerase chain reaction ( ddPCR) system, which integrates droplet generation, cyclic amplification, and signal read-
ing, was used to amplify nucleic acids and monitor the fluorescence signal of each droplet targeting the ORF1ab and N genes of severe a-
cute respiratory syndrome coronavirus 2 ( SARS - CoV - 2) and human glyceraldehyde - 3 - phosphate dehydrogenase (GAPDH) gene as
internal reference gene. Results　 The integrated DDPCR instrument operated on the simple principle of “ sample in - result out. ” Its wa-
ter - oil system was compatible with the SARS - CoV - 2 assay kit′s reagents, and the droplets were stable and unfused by the end of am-
plification, allowing real - time fluorescence detection to distinguish different fluorescence signals in a large number of droplets. Droplets
with triple fluorescence signals (FAM, HEX, CY5) were observed as early as the 9th minute under thermostatic amplification conditions.
By fitting, the real - time fluorescence signal during amplification resembled the real - time polymerase chain reaction amplification curve,
including the baseline, exponential, and plateau phases. The amplification curves of several hundred droplets of each gene showed that
there was no specific amplification in each droplet, while the results of Ct value analysis showed that the amplification signal could be ob-
tained at the 12th minute at the earliest for identification purposes. Conclusion 　 The integrated ddPCR instrument is simple to operate
and reacts quickly in droplets, allowing for rapid detection. Thermostatic amplification requires less reaction equipment and is suitable for
large - scale batch reactions, whereas photo - type signal acquisition can record the fluorescence signal of a large number of droplets for
large - scale screening.
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　 　 核酸扩增( nucleic acid amplification, NAA)检测

是一种快速的分子检测技术,包括聚合酶链反应

(polymerase chain reaction, PCR)及其他等温扩增技

术 [1] 。 传统 PCR 检测均在大型、昂贵的热循环仪中

进行,升降温缓慢。 通过减小反应体积、增加反应接

触面与反应体积的比值、重新设计仪器中对温度传导

或控制的原件来加快反应时间 [2 ~ 4] 。 然而,这些设备

都更为精密和复杂。 虽然各种等温扩增技术被开发

出来以规避 PCR 循环中对温度的需求,但这些技术

都有不同程度的非特异性反应 [5,6] 。
由病原体严重急性呼吸系统综合征冠状病毒 2

( severe acute respiratory syndrome coronavirus 2,
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SARS - CoV - 2)引起的人类急性呼吸道综合征对全

球健康和经济的影响持续至今。 目前诊断 SARS -
CoV - 2 感染的金标准是基于反转录实时荧光定量

PCR ( reverse transcription quantitative PCR, RT -
qPCR),但其判断阈值较为主观 [7] 。 液滴数字 PCR
(droplet digital PCR,ddPCR)基于水油系统形成油包

水液滴,包含在待测样品中的目标核酸分子被分隔在

热稳定的独立液滴中平行地进行 PCR 反应。 如今,
几个 ddPCR 平 台 也 已 商 业 化, 如 RaindropTM 数 字

PCR、Bio - Rad QX200 TM Droplet DigitalTM 系统、 Na-
icaTM系统,但使用这些平台完成一次检测,大多都需

要几台设备协同,如液滴生成仪、液滴读取仪、PCR
热循环仪等 [8] 。

鉴于快速 PCR 系统精密复杂,恒温扩增产生的

非特异性不可避免,本研究试图利用反转录液滴实时

恒温扩增的方式,建立快速且设备简单的检测体系。
目前已有的研究仅能处理液滴的平均荧光信号或少

量液滴的实时荧光信号,虽然 BioMarkTM HD 系统可

同时实现荧光定量 PCR( quantitative PCR,qPCR) 和

实时数字 PCR(digital PCR,dPCR),但需要其他采样

设备,检测成本高昂 [9] 。 除了对少量液滴进行实时

扩增外,也有研究可对大量液滴的荧光信号进行实时

监测。 如一项研究使用硅衬底制造了约 20000 个微室

的芯片对质粒进行 dPCR 扩增,在每个延伸阶段的最末

端同时记录和分析了荧光图像,再基于建立的分析模型

对阳性和阴行扩增曲线进行分析[10] 。 另一项研究虽然

也能通过拍照处理大量液滴的实时扩增曲线,但其也需

配套对应的微流控芯片阵列[11] 。
因此,相较于操作步骤繁琐且需配备外围设备

甚至精密芯片的实时液滴扩增技术,研究人员利用

新型液滴生成方式———振动注射技术,通过枪头前

端的匀速摆动生成大小均一的微滴,打造了一款集

液滴生成、扩增和结果读取于一体的全自动 ddPCR
仪(图 1) ,大幅减少了外围配套设备及耗材,缩短

了实验时间,降低了实验成本。

图 1　 实验流程图

　

材料与方法

1. 引物设计:根据 2020 年 3 月 21 日发布在 GI-
SAID25 和 GenBank 上的 SARS - CoV - 2 基因组,使
用 Primer Explorer v. 5 进行引物设计,设计方法如研

究所述 [12] 。 引物包括人 GADPH 基因作为样本内部

对照,ORF1ab 基因和 N 基因引物共同检测病毒。
2. 试剂介绍:SARS - CoV - 2 检测试剂盒购买于

南京普济生物有限公司,其中含有引物及探针混合

液; PCR buffer mix(内含反转录酶、DNA 聚合酶以及

缓冲离子);对照品[包括空白对照(无核酸酶的水)、
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阴性对照 (仅含人 GAPDH 部分序列) 和阳性对照

(SARS - CoV - 2 病毒的 ORF1ab 基因、N 基因,以及

人的内参基因 GADPH)];Buffer A (具有细胞裂解

功能)。
3. 实验操作:6. 4μl PCR Buffer mix,2. 4μl 引物

及探针混合液,7. 2μl Buffer A,4μl 对照品,0. 5μl
ROX 参比染料。 将 4 孔板和 4 孔板密封盖分别放置

到 4 孔板托盘架和 4 孔板压盖板架上,一起放入机器

内。 将枪头盒放入样本架中,并在枪头盒左侧储油池

处倒入液滴生成油,完成后将盛放枪头盒的样本架放

入机器内。 将待测样品放置在样本架右侧的八连管

凹槽上,开启仪器将自动生成液滴,22μl 的待测样品

理论将生成为 23000 个微液滴。 样品生成液滴后,于
61℃运行 60 ~ 90min。 扩增同时,机器内置的荧光检

测器负责采集不同荧光通道的液滴图像。
4. 数据处理:实时捕获液滴的荧光强度(1 分钟 /

次), 选 择 仪 器 参 数 在 HEX ( GAPDH 基 因 )、 FAM
(ORF1ab 基因)、CY5 ( N 基因) 荧光通道的图片,通
过 Image J 软件合并图像,并进行灰度处理,得到的灰

度值拟合成曲线。 确定液滴数字等温扩增的周期阈值

(Ct)数:每个荧光通道阈值被设定为(最小值 + 最大

值) × Y% ,Y = 5 为每条扩增曲线确定交叉点 Ct 数。
结 　 　 果

1. 一般液滴系统的水相和油相与常规核酸扩增

溶液兼容,但本实验使用的 SARS - CoV - 2 检测试剂

盒含有表面活性剂。 为了测试该表面活性剂与已有

水油系统兼容,选择无核酸酶的水为对照,实验首先

测试了试剂盒中 Buffer A 与液滴生成系统的兼容性,
结果如图 2 所示。 将 3 个荧光通道的照片合并成一

张,其中 ORF1ab 扩增的 FAM 信号呈蓝色,N 基因扩

增的 CY5 信号 呈 红 色, 内 参 基 因 GAPDH 扩 增 的

HEX 信号呈绿色,3 种颜色重叠呈现出图中的白色液

滴。 根据图片结果,对于无核酸酶的水,可第 9min 观

察到扩增信号(白色液滴),达到荧光观测阈值。 对

于具有细胞裂解功能的 Buffer A,在第 19min 呈现出

白色液滴,表现出扩增信号。 Buffer A 扩增体系至反

应结束未见液滴融合,说明在有用于细胞裂解的表面

活性剂情况下扩增系统依然稳定,并且未影响各基因

的扩增,依然可成功区分阳性对照( FAM、HEX、CY5
三重信号),内参信号(仅 HEX)和空白液滴。

图 2　 Buffer A 与液滴系统的兼容性

A ~ C. 无核酸酶的水;D ~ F. Buffer A。 A、D. 液滴生成结束;B、E. 初见荧光信号(白色液滴) ;C、F. 扩增结束

　

　 　 2. 传统核酸扩增检测时,成千上万条核酸序列在

PCR 管中混合在一起对靶序列的扩增造成限制或干

扰。 常规恒温反应虽能规避仪器对温度控制原件的

需求,但也正是因为单一温度无法对扩增过程产生的

非特异性产物进行变性而产生非特异性信号。 液滴

系统则将样本中大量的核酸序列分散到各个液滴中,

使每个液滴包含一个或不包含目标核酸序列,在随后

的扩增过程确保了所有目标序列平等和独立地扩增。
但常见的液滴扩增系统大多在扩增终点信号进行

“是”或“否”的判别,无法判断该信号是否为非特异

性信号。 本实验所用仪器中内置了高分辨率相机,每
隔 1min 对样本液滴进行拍照记录,实现液滴中实时
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荧光监测。 为了测试相机捕捉的荧光强度是否符合

扩增规律,实验首先选定阳性对照中特定液滴的

FAM 通道(ORF1ab 基因),将其荧光经过处理后得到

图 3A 所示,该荧光信号强度随时间的增加而增强,
最早可在第 6min 观察到扩增信号。 将该液滴的荧光

强度进行曲线拟合,结果如图 3B 所示,可见该曲线

与金标准 qPCR 扩增曲线类似,有基线期、对数期和

平台期。 说明用拍照实时监测荧光的方式与 qPCR
相当,可区分液滴是否有扩增。

图 3　 单个液滴中 ORF1ab 基因扩增曲线图

A. 单个液滴中 ORF1ab 基因扩增荧光亮度;B. 液滴中 ORF1ab 基因扩增曲线

　

　 　 3. 在 qPCR 检测过程中,仪器在特定的波长对每

个样本进行荧光扫描,随设定时间记录荧光数据。 而

在本次实验中采用拍照方式可实现对样本产生的大

量液滴进行相关信息的记录,包括液滴产生、液滴扩

增以及样本中每个液滴的荧光变化。 为了确认每个

被机器确认为阳性的液滴中无特异性扩增信号,实验

对阳性液滴进行了如图 3 相同的处理,得到大量液滴

的扩增曲线,结果如图 4 所示。 其中 ORF1ab 基因分

析了 640 个阳性液滴,N 基因扩增曲线含 634 个阳性

液滴,以及内参 GAPDH 基因的 852 个阳性液滴。 由

图可见,每个基因的阳性液滴均有扩增,在反应结束

时已无新扩增信号,说明液滴中无非特异性扩增。 但

在同一基因的同一时刻,不同液滴的扩增阶段不同,
说明每个反应中各个液滴的扩增速度不一致。

为了对比通过拍照记录的荧光信号规律是否同金

标准 qPCR 一致,笔者制备了与预加到 ddPCR 系统相

同的 PCR 反应液,进行了 qPCR 实验。 实验同 ddPCR
一样,60℃恒温扩增 60min,结果如图 5 所示。 由图可

见,多数样本在 30min 处达到指数扩增阶段,在 50min
时扩增结束。 而 ddPCR 由于液滴体积较小,反应更为

迅速,体现在图 4 中则表现在 30min 时,部分液滴达到

了扩增的平台期。 对比图 4 和图 5,表明通过拍照记录

荧光信号的 ddPCR 与金标准 qPCR 一致,其结果可靠。
图 4　 不同基因的平行液滴扩增曲线图

A. ORF1ab;B. N 基因;C. GAPDH
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图 5　 利用 SARS - CoV - 2 检测试剂盒进行

qPCR 检测结果

　

　 　 4. 由于扩增起始时间和速度不同,本研究进一步

研究了大量液滴中各基因扩增的循环数阈值(cycle

threshold, Ct),将图 4 中各基因的部分扩增曲线进行

分析得到了如图 6 所示的 Ct 值结果。 由图可见,对
340 个液滴的 Ct 值分析显示,ORF1ab 基因最早可在

第 11min 达检测阈值,最晚在 52min;320 个液滴中 N
基因的 Ct 值最小为 11,最大为 54min;对 412 个液滴

扩增的 Ct 值分析得出,内参基因 GAPDH 最小 Ct 值
在第 10min,最大在 69min。 3 个基因的大部分液滴

的 Ct 值在 12 ~ 25 之间,即最早可在第 12min 观察同

时到 3 个基因的扩增,完成对病毒的定性检测。

图 6　 阳性液滴中各信号的 Ct 值
A. ORFlab;B. N 基因;C. GAPDH

　

讨 　 　 论

本研究将 SARS - CoV - 2 检测试剂盒的应用推

广到一款集液滴生成、循环扩增、信号读取于一体的

ddPCR 平台,首先验证了检测试剂与 ddPCR 油相系

统有良好的兼容性,扩增过程中未发生液滴融合或破

碎。 即使是在有表面活性剂成分的情况下,各基因均

有良好的扩增。 但在恒温反应下,液滴只能靠振动后

的动能缓慢平铺,从产生到平铺所用的时间相对较

长,若在 PCR 反应中,温度变化则会加快液滴平铺速

度。 此外,由于 Buffer A 具有细胞裂解功能,使得该

体系适用于免提取、大规模样本的采集检测。
随后,研究通过记录 FAM 荧光通道下特定液滴

的荧光强度,并对荧光值进行拟合得到扩增曲线,验
证了该曲线与金标准 qPCR 扩增曲线一致,实现了将

扩增曲线分析与高敏感度的液滴系统相结合,用于判

定液滴扩增的特异性。 本研究还利用拍照可记录大

量液滴荧光的优点,分析得到了大量阳性液滴中的扩

增曲线。 此外,大量液滴的扩增曲线表明 3 个基因在

阳性液滴中均有扩增,但各个液滴的扩增速度并不一

致,可能的原因是恒温反应下,液滴内无温度循环,各
种物质相对运动较慢,相互碰撞而产生反应的时间不

同。 同时扩增曲线显示,反应结束时未见新的扩增信

号,表明反应在终点无非特异性信号。
最后对扩增曲线进行了 Ct 值的分析,发现各基

因 Ct 值分布较广,差异较大,但是扩增时间较短,
ORF1ab 基因、N 基因和内参基因 GAPDH 的大部分

液滴的 Ct 值在 12 ~ 25min 之间,快速完成对病毒的

定性检测。
本研究中所涉及的一体式 ddPCR 平台集众多优

点于一身。 首先,其操作简便,仅需实验人员配制反

应液后上机即可,无需过多手动操作,节约实验时间。
其次,该平台利用油包水的形式生成液滴,相比于微

流控控制的液滴生成法,仅需的耗材是液滴生成针、
液滴生成油、4 孔板及板盖,节约了大量耗材成本。
而且,由于反应恒温,未来还可探索改造 PCR 反应元

件,无需精密的温控系统从而降低仪器成本。 此外,
该平台目前样本上样后液滴振动平铺的速度较慢,但
是对于定性实验来讲,液滴量无需太多,试剂成本和

检测时间都将会大幅降低。 同时还可以对荧光通道

数、敏感度、特异性、通量以及检测位点进一步优化,
检测更加复杂背景下的靶标序列。

但本研究所用的平台也有不足之处:①仪器需要

极高分辨率的拍照设备来区分记录每个液滴的实时

状态和信号,由此使得仪器价格相对昂贵;②生成液
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滴的水油系统可能与其他试剂盒的各种水相试剂不

兼容,比如扩增酶中可能含有的金属离子,扩增缓冲

液中不同浓度的盐离子等,导致生成的液滴不稳定,
在扩增过程中发生融合。 因此,在平台进行新检测的

应用前,需要进行早期的兼容性测试和调整。
随着该技术的不断成熟,凭借其特有的优势,在

传染病早期检测中甚至有可能取代 qPCR 成为检测

金标准。 在医学检验方面,在传染病快速检测、癌症

的液体活检、无创产前检查和药物基因组学等领域具

有较大临床应用潜力和优势,和 NGS 测序技术的优

势互补也令人期待。 该方案的初步建立,其应用范围

有待于进一步扩大。 该系统在整个扩增过程恒温,对
环境和设备要求低、延展性强、免核酸提取的特性,可
用于建立一体化可移动的 PCR 实验室,对流行病的

传播监测的发展起到重要的推进作用。
利益冲突声明:所有作者均声明不存在利益冲突。
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血清内脂素作为人体衰老生物学标志物的相关性研究

刘媛媛 　 王 　 瑶 　 霍 　 达 　 李雪飞 　 曾律滔 　 范国庆 　 张立群 　 庞 　 婧 　 张铁梅 　 蔡剑平 　 崔 　 菊

摘 　 要 　 目的 　 探讨血清内脂素水平作为评估人体衰老程度的生物学标志物的潜力。 方法 　 共招募 248 例年龄 25 ~ 90 岁

的受试者,采用酶联免疫吸附试验测定血清内脂素水平,结合各项身体指标进行统计学分析。 结果 　 Spearman 相关性分析结果

显示,血清内脂素水平与年龄呈负相关( r = - 0. 186,P = 0. 003)。 将受试者按年龄分为 3 个区间,采用方差分析或秩和检验结果

显示,年龄与血清内脂素水平、估算肾小球滤过率、胰岛素样生长因子 1、免疫球蛋白 M 呈负相关;与体重指数、腰臀比、全身脂肪

质量、全身脂肪质量指数、D - 3 羟基丁酸、游离脂肪酸、空腹血糖、胰岛素、胰岛素抵抗指数、胆碱酯酶、乳酸脱氢酶、谷丙转氨酶、
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