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数字PCR应用于大规模呼吸系统疾病流行监测的可行性研究*
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  摘 要:目的 探讨数字聚合酶链反应(dPCR)应用于大规模呼吸系统疾病流行监测的可行性。方法 利

用核酸体外转录RNA标准物质制备标准品,分别绘制荧光定量聚合酶链反应(qPCR)和dPCR方法的标准曲

线,比较2种检测方法的线性范围,结合临床诊断结果,评价qPCR和dPCR方法的优劣。结果 qPCR检测基

因1的最低检测限(LoD)值 为17.10
 

copy/μL,基 因2的 LoD值 为17.60
 

copy/μL,标 准 曲 线 R2 分 别 为

0.960
 

7和0.958
 

1,dPCR检测基因1的LoD值为0.80
 

copy/μL,基因2的LoD值为0.40
 

copy/μL,R2 分别

达到0.999
 

3和0.999
 

9。结论 应用dPCR方法检测病原微生物感染患者的样本,其LoD值高于qPCR方法

20倍以上,且dPCR敏感性和特异性均优于qPCR。在进行大规模呼吸系统疾病流行监测的过程中,dPCR有

望能够较qPCR更加准确有效地判定样本中病原微生物载量。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

feasibility
 

of
 

applying
 

digital
 

polymerase
 

chain
 

reaction
 

(dPCR)
 

to
 

large-scale
 

epidemic
 

surveillance
 

of
 

respiratory
 

system
 

disease.Methods The
 

standard
 

curves
 

of
 

both
 

fluores-
cence

 

quantitative
 

polymerase
 

chain
 

reaction(qPCR)
 

and
 

dPCR
 

were
 

generated
 

by
 

using
 

the
 

nuclear
 

acid
 

standards,and
 

the
 

linear
 

ranges
 

of
 

the
 

two
 

detection
 

methods
 

were
 

compared.The
 

advantages
 

and
 

disadvanta-
ges

 

of
 

each
 

method
 

were
 

evaluated
 

by
 

considering
 

clinical
 

diagnosis
 

results.Results The
 

limit
 

of
 

detection
 

(LoD)
 

of
 

qPCR
 

for
 

the
 

gene
 

NO.1
 

was
 

17.10
 

copy/μL,and
 

for
 

the
 

gene
 

NO.2,it
 

was
 

17.60
 

copy/μL.The
 

standard
 

curve
 

shows
 

that
 

R2
 

value
 

was
 

0.960
 

7
 

and
 

0.958
 

1
 

respectively.The
 

LoD
 

of
 

dPCR
 

for
 

gene
 

NO.1
 

and
 

gene
 

NO.2
 

were
 

0.80
 

and
 

0.40
 

copy/μL
 

respectively,with
 

R2
 

values
 

of
 

0.999
 

3
 

and
 

0.999
 

9
 

respectively.
Conclusion The

 

LoD
 

of
 

dPCR
 

method
 

for
 

nuclear
 

acid
 

standards
 

is
 

at
 

least
 

20
 

times
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

qPCR
 

method.Additionally,dPCR
 

demonstrates
 

both
 

higher
 

sensitivity
 

and
 

specificity
 

compared
 

to
 

qPCR.There-
fore,in

 

the
 

process
 

of
 

large-scale
 

epidemic
 

monitoring
 

of
 

respiratory
 

system
 

disease,dPCR
 

is
 

expected
 

to
 

be
 

more
 

accurate
 

and
 

effective
 

in
 

determining
 

the
 

pathogen
 

load
 

in
 

samples
 

compared
 

to
 

qPCR.
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  在重大传染性疾病的大规模筛查中,通常需要对

大量的样本进行检测。在固定地域内,准确的检测结

果不仅有利于流行病学调查及溯源,也为相应政策法

规的制定实施提供可靠依据。目前针对呼吸系统疾

病患者核酸样本的大规模筛查仍然使用传统的荧光

定量聚合酶链反应(qPCR)方法,其敏感性和准确性
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及检测效率都已经达到极限,且前期处理需要经过核

酸提取等步骤,需要耗费大量的试剂耗材及核酸提取

的仪器[1-2]。数字聚合酶链反应(dPCR)是一种核酸

分子绝对定量技术,通过泊松分布校正得到目标基因

的绝对拷贝数,可以提供比qPCR更精准的核酸定

量,无需标准品,灵敏度高、特异性强、耐受抑制剂。
该技术是目前最适合用于体液样本(如血液、尿液、粪
便、痰液、胸腹水、脑脊液等)中痕量核酸标志物检测

的方法[3-5]。qPCR用于病原微生物核酸检测,是借助

定量的方法做出定性的判断,以病毒核酸检测为例,
每处理96份样本(包括阳性和阴性质控样本),必须

经过核酸提取、反转录、扩增等步骤,需要配备试剂耗

材和设备,复检样本的时间及成本将会成倍增加[6]。
在呼吸系统疾病大规模筛查过程中,qPCR已经达到

了检测极限,应对大量样本的检测显得力不从心。将

样本混合后检测用于群体筛查的想法最早是1943年

由ROBERT[7]提出,这一方案大大减少了群体筛查

过程中待检样本的数量。临床建议进行较大规模人

群检测时,可采用将5~10份样本混检进行初筛的方

法,提高检测效率,降低检测成本。建立混合检测体

系需要满足2个基本前提,一是检测方法具有足够的

敏感性,二是检测目标人群的数量庞大,且其中感染

者比例不高。

dPCR作为新兴的实验技术,已经在敏感性、准确

性、时效性等方面较qPCR有了较大的突破。dPCR
作为下一代基因检测和核酸定量技术,不但完全兼容

qPCR的功能,且无需对照,适当条件下可以省略核酸

提取的步骤,直接检测样本,搭配相应的检测试剂盒,
可以将反转录和扩增反应在同一体系内完成,操作简

单,反应快速,3
 

h内可获得结果[8]。dPCR能否在大规

模样本筛查过程中取代qPCR,需要进一步验证dPCR
性能上的优势,以及设计和优化dPCR的检测方案。

1 材料与方法

1.1 材料 样本:根据实验室病毒核酸检测操作规

程检测待检样本,以qPCR的检测结果作为实验室诊

断标准,收集70例呼吸系统疾病阳性样本,10例样本

需复查(基因1或基因2的Ct值为35~40),16例阴

性 样 本。标 准 品:体 外 转 录 RNA 标 准 物 质

(GBW09298)。试剂:dPCR核酸检测试剂盒(批号为

20230724)、qPCR核酸检测试剂盒(批号为221110)。
本研究通过吉林大学第一医院伦理委员会临床试验

与研究审批(2020年临审第2020-488号),符合豁免

签署知情同意书的伦理审查要求。

1.2 方法

1.2.1 确定金标准 根据实验室核酸检测操作规程

检测待检样本,以qPCR检测结果作为金标准,确定

阳性样本。

1.2.2 标准品梯度稀释 将核酸体外转录RNA标

准物 质 按 一 定 比 例 稀 释,标 准 品 浓 度 为 5×105
 

copy/μL,取10
 

μL,加40
 

μL水稀释至50
 

μL。稀释

后取20
 

μL,加180
 

μL水稀释至200
 

μL,作为样本1,
连续8倍梯度稀释至样本7,将第8管作为阴性对照。
对各梯度样本进行核酸提取,用qPCR检测各个稀释

度的样本,绘制检测浓度与Ct值的相关性曲线,确定

qPCR的线性检测范围及最低检测限(LoD)。标准品

梯度稀释方案见表1。
表1  标准品梯度稀释方案

样本编号 标准样本 近似浓度(copy/μL)

1 最高浓度 10
 

000.00

2 8倍稀释 1
 

250.00

3 82 倍稀释 156.00

4 83 倍稀释 20.00

5 84 倍稀释 2.50

6 85 倍稀释 0.30

7 86 倍稀释 0.04

8 阴性对照 0.00

1.2.3 核酸体外转录RNA标准物稀释 将核酸体

外转录RNA标准物按一定比例稀释,方法同1.2.2,
进行核酸提取,用dPCR检测各个稀释浓度的样本,
绘制dPCR标准品参考浓度与实际检测结果的相关

性曲线,确定dPCR的线性检测范围及LoD值。

1.2.4 dPCR与qPCR检测结果比较 利用1.2.1中

确定的阳性样本,比较dPCR与qPCR检测结果,评价2
种方法的灵敏度、线性范围、检测结果的对应关系。

2 结  果

2.1 dPCR与qPCR检测灵敏度比较 dPCR对标

准品的检测结果显示,检测基因1和基因2的灵敏度

可以使得标准品中参考浓度低至0.30
 

copy/μL时,
仍然可以重复检出,见图1;而qPCR对标准品的检测

结果显示,当基因1和基因2的参考浓度为10.00
 

copy/μL时,基因1和基因2不能得到稳定扩增。

2.2 dPCR与qPCR检测线性范围比较 dPCR检

测可以将标准品各浓度梯度的样本精确定量。对其

标准曲线的线性回归分析显示,基因1的拟合度R2

值为0.999
 

3,基因2拟合度R2 值为0.999
 

9,基因1
的LoD值可达0.80

 

copy/μL,基因2的LoD值可达

0.40
 

copy/μL。qPCR检测需要依靠标准品首先确定

相应浓度的Ct值,再通过Ct值描绘标准曲线。当标

准品参考浓度低至10.00
 

copy/μL时,基因1和2的

Ct值均已接近35个循环,根据标准品参考浓度和Ct
值绘制的标准曲线显示,基因2的 R2 值仅能达到
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0.958
 

1,基因1的R2 值为0.960
 

7,见图2。

2.3 dPCR和qPCR对临床样本检测结果的对应关

系 采用dPCR对1.1中96例样本进行检测,将实际

检测结果与根据qPCR标准曲线检测的结果进行比

较,发现dPCR的实际检测浓度均高于qPCR检测浓

度,见图3。其中qPCR检测需复查的10例样本用

dPCR复检结果 显 示,基 因1浓 度 为4.24~19.12
 

copy/μL,基因2浓度为7.46~94.46
 

copy/μL,见表2。

  注:A为
 

dPCR对基因1(从左到右1.00e+03、1.00e+02、1.00e+01、1.00e+00,各3个复孔)的检测结果;B为
 

dPCR对基因2(从左到右

1.00e+03、1.00e+02、1.00e+01、1.00e+00,各3个复孔)的检测结果。

图1  dPCR对基因1和基因2标准品的检测结果

  注:A为dPCR检测基因1的标准曲线;B为dPCR检测基因2的标准曲线;C为qPCR检测基因1的标准曲线;D为qPCR检测基因2的标准

曲线。

图2  dPCR与qPCR检测的线性范围

  A为dPCR和qPCR对基因1检测结果对比;B为dPCR和qPCR
对基因2检测结果对比。

图3  dPCR和qPCR对临床样本检测结果的对应关系

表2  复检样本qPCR和dPCR检测结果

复检样本

基因2

qPCR

Ct值

dPCR
(copy/μL)

基因1

qPCR

Ct值

dPCR
(copy/μL)

1 35.39 94.46 36.69 15.28

2 35.46 9.56 34.97 8.48

3 35.50 8.76 - 4.24

4 36.21 8.46 38.24 8.56

5 36.62 7.86 35.29 30.24

6 36.77 7.46 37.54 11.44

7 36.83 22.20 37.77 16.80

8 37.33 27.62 38.65 4.24

9 37.85 34.96 - 4.40

10 37.93 10.36 35.42 19.12

  注:-表示阴性结果。
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3 讨  论

3.1 dPCR检测病原微生物相对于传统方法的优

势 多种病原微生物入侵呼吸道均可引起呼吸道感

染,容易合并多种并发症,具有强传染性,易引起爆发

性流行,早期的检测对临床诊疗具有十分重要的意

义。传统的检测方法如培养法、免疫分析和常规聚合

酶链反应技术,虽然广泛应用,但存在检测周期长、灵
敏度低、易受污染等问题。特别是在处理低浓度样本

或需要快速诊断时,传统方法的局限性更为明显。因

此,开发高灵敏度、特异度的检测技术一直是研究的

热点。dPCR技术由于其高灵敏度和绝对定量的特

性,为解决这些问题提供了新的可能。核酸检测方法

具有较强的特异性和敏感性,在病原微生物早期感染

中的效能明显优于血清学检测。dPCR混合液中核酸

分子被随机分配到独立单元,降低了抑制剂干扰,提
高了检测病原微生物载量低样本的灵敏度和阳性

率[9],根据阴、阳微滴的数目和泊松分布原理,可以得

到目标分子的绝对数量,实现真正意义上的绝对定

量[10]dPCR相对于qPCR,具有灵敏度更高、受抑制剂

影响更小、能够绝对定量等特点[11]。本研究结果显

示,当样本中初始浓度<10.00
 

copy/μL 时,根据

qPCR计算公式Ct=-1/lg(1+Ex)×lgX0+lgN/lg
(1+Ex),X0 为初始模板量,Ex 为扩增效率,N 为荧

光扩增信号达到阈值强度时扩增产物的量。基因1
和基 因2的 扩 增 效 率 已 经 超 出 了 正 常 扩 增 效 率

(90%~110%)的范围,因此尤其对于低浓度的样本,

qPCR难以做出准确判断。以上结果表明dPCR的线

性范围远高于qPCR,说明dPCR在实际应用中可以

更好地反映样本中目的基因的载量。因此,在进行大

规模呼吸系统疾病流行监测的过程中,dPCR有望能

够较qPCR更加准确有效地判定样本中的病原微生

物载量,从而为疾病的预防和控制提供更为可靠的

依据。
3.2 dPCR技术在病原微生物检测中的应用 临床

一直缺乏有效的方法检测病原微生物的载量,这就导

致难以实时监测患者感染状态,使医护人员不能够准

确把握最佳治疗时机,合理有效用药,又无法准确判

断体内病原微生物是否被清除,从而及时调整治疗方

案。基于qPCR原理的检测方法实际上是通过定量

的方法做出定性的判断,已经成功应用于许多临床病

原微生物感染的检测,如临床上对布鲁菌、结核分枝

杆菌、新型冠状病毒、乙型肝炎病毒等病原微生物的

检测,可以高效准确地获得样本中的病原微生物载量

信息[12-14],而dPCR作为一种核酸分子绝对定量技

术,对临床病原微生物感染水平的检测更具优势。通

过进一步的技术验证和临床应用研究,dPCR技术有

望成为临床病原微生物检测的常规方法。这项技术

不仅展示出高灵敏度和精准定量的特点,使其在检测

微量病原微生物时具有显著优势,还能够有效缩短诊

断时间,从而及时指导临床治疗方案的制订。dPCR
通过绝对定量分析,可以精确测定样本中病原微生物

的浓度,有助于监测疾病的进展和治疗效果。这种技

术的可靠性已在多项研究中得到证实,并且其操作简

便,结果重复性好,使得它成为实验室检测的理想选

择。极大地改善感染性疾病的诊断和管理,特别是在

应对突发公共卫生事件时,能够快速准确地提供病原

微生物的定量信息,为疫情防控提供有力支持[15-17]。
至今,dPCR已经成功应用于多种病原微生物的检测,
如细菌、病毒、寄生虫、衣原体等[18-19],未来有望对病

原微生物单纯感染乃至混合感染开发出更多检测方

案,有利于临床对病原微生物载量的监测。
3.3 dPCR 技 术 的 应 用 前 景 与 展 望 由 于 应 用

dPCR技术检测单个样本耗费的成本相对于qPCR一

般要高5~10倍,所以在大规模筛查过程中dPCR一

直没有得 到 有 效 的 利 用。据 报 道,低 浓 度 的 目 标

DNA分子不能通过qPCR 扩增检测到,但是应用

dPCR检测,单DNA模板出现在反应室而未被检出

的可能性非常低[18],检测结果更可靠。一方面如果验

证dPCR将一定数目的样本混合后也能得到较好的

检测结果,其消耗甚至可以优于qPCR;另一方面,
dPCR如果可以省略样本前处理中必要的核酸提取的

步骤,不但能节省各类直接和间接费用,且能够提高

工作环境的生物安全性,降低环境和样本污染的几

率[20]。在临床样本大规模筛查过程中,除了要保证时

效,还要做到防止漏检,dPCR的性能优势明显,应用

前景广阔。在某一固定地域范围内,快速准确的检测

结果不仅有利于进一步的流行病学调查及溯源,也为

相应防疫政策法规实施提供了可靠依据。
面对不断出现的新兴病原微生物,dPCR技术提

供了一个强有力的检测工具。其快速、准确的检测能

力对于应对突发公共卫生事件具有重要意义。dPCR
技术不仅能够高效识别已知病原微生物,还能及时探

测新的变异株,这对于控制传染病的传播至关重要。
此外,通过精确的定量分析,dPCR技术可以为疾病的

早期诊断和治疗提供关键信息,从而有效降低疾病的

传播风险和病死率。
综上,作为一项新的技术,dPCR在疾病预防控制

领域及临床应用方面需要更多的尝试,并且不断改进

和完善,为更深层次及更复杂的生命科学问题提供新

的思路。
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