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  摘 要:数字聚合酶链反应(PCR)是在实时荧光定量PCR的基础上发展起来的第3代核酸定量分析技术。
其不依赖标准曲线、耐受性强、灵敏度高等特性使单分子层面的精准定量得以实现。随着商业平台的开发,数

字PCR的可操作性提升,近年来逐渐在临床微生物领域展现出了良好的应用前景,具体包括定量检测结核分

枝杆菌及2019新型冠状病毒等病原微生物;直接检测无菌体液(如房水中的人巨细胞病毒);定量检测 HIV-
DNA以评估疗效及病程发展;检测甲型流感病毒对奥司他韦的耐药性突变;标定实时荧光定量PCR的参考标

准品等。该文将对数字PCR的技术原理、技术优势、局限性,以及在临床病原菌检测领域的前沿应用展开

论述。
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Abstract:Digital

 

polymerase
 

chain
 

reaction
 

(PCR)
 

is
 

the
 

third
 

generation
 

of
 

nucleic
 

acid
 

quantitative
 

anal-
ysis

 

technology
 

based
 

on
 

real-time
 

fluorescent
 

quantitative
 

PCR.It
 

does
 

not
 

depend
 

on
 

the
 

standard
 

curve,has
 

strong
 

tolerance
 

and
 

high
 

sensitivity,which
 

makes
 

the
 

precise
 

quantification
 

of
 

single
 

molecule
 

level
 

possible.
With

 

the
 

development
 

of
 

commercial
 

platforms,the
 

operability
 

of
 

digital
 

PCR
 

has
 

been
 

improved.In
 

recent
 

years,it
 

has
 

gradually
 

shown
 

a
 

good
 

application
 

prospect
 

in
 

the
 

field
 

of
 

clinical
 

microbiology,including
 

quanti-
tative

 

detection
 

of
 

Mycobacterium
 

tuberculosis
 

and
 

COVID-19,direct
 

detection
 

of
 

aseptic
 

body
 

fluid,such
 

as
 

human
 

cytomegalovirus
 

in
 

aseptic
 

body
 

fluids,quantitative
 

detection
 

of
 

HIV-DNA
 

to
 

evaluate
 

the
 

efficacy
 

and
 

progression
 

of
 

the
 

disease,detection
 

of
 

resistance
 

mutation
 

of
 

influenza
 

A
 

virus
 

to
 

oseltamivir,and
 

calibration
 

of
 

reference
 

standard
 

for
 

real-time
 

fluorescent
 

quantitative
 

PCR
 

and
 

so
 

on.This
 

article
 

will
 

discuss
 

the
 

techni-
cal

 

principle,technical
 

advantages,limitations
 

of
 

digital
 

PCR,as
 

well
 

as
 

the
 

frontier
 

application
 

in
 

the
 

field
 

of
 

clinical
 

pathogen
 

detection.
Key

 

words:pathogenic
 

microorganism; digital
 

polymerase
 

chain
 

reaction; nucleic
 

acid
 

quantitative
 

a-
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  数字聚合酶链反应(PCR)是一种新兴核酸检测

技术,其利用分割技术将核酸分子移入独立的反应单

元中并进行扩增,在结果统计中加入泊松分布公式的

应用,从而提升检测效能。数字PCR技术不需要建

立标准曲线,对核酸的定量不依赖循环阈值(Ct值)与
标准品,打破了先前核酸检测技术定量拷贝数的传统

方法,实现核酸拷贝数单分子层面的绝对定量。凭借

其高灵敏度、高精确性等特点,数字PCR相对于荧光

定量PCR,具有更广阔的应用前景。
1 数字PCR技术的原理

  数字PCR是第3代核酸定量技术,实现了核酸

拷贝数从相对定量到绝对定量的突破。数字PCR通

过将包含核酸分子的反应体系均匀分配至独立的反

应单元并进行扩增,采集终点荧光信号,根据有无荧

光信号将反应单元计为阳性或阴性。在理想状态下,
反应体系被均匀离散,各反应室中最多仅有1个核酸
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分子,而在实际操作中,反应体系的目标核酸水平较

高或分配不均匀时,无法保证理想状态得以实现,因
此,对阳性反应单元采用泊松分布公式进行校正以减

小误差。随着反应单元数的增加,可以提高反应的灵

敏度和特异度,同时可以提高单分子的检测效率,减
少污染,降低成本。数字PCR根据其分配反应体系

方式的不同可以分为两类[1]:微滴式数字PCR和微

流控芯片式数字PCR。
2 数字PCR技术的特点

  数字PCR技术作为新兴的临床检测技术,与以

往的技术比较,定量目标核酸的方法不同,具有不依

赖标准曲线、高灵敏度、高特异度等诸多优点,与实时

荧光定量PCR技术比较,各方面均有不同。实时荧

光定量PCR技术是针对整个反应扩增过程实时采集

并分析荧光信号,生成扩增曲线,然后利用Ct值与标

准曲线进行核酸水平的定量分析。在临床检测中,实
时荧光定量PCR技术存在一定的局限性:对标本类

型与核酸模版水平要求相对较高,目前主要应用于血

液、尿液与肺泡灌洗液等背景简单的标本中,在检测

如粪便、痰液等背景复杂的标本时,由于标本与标准

品间背景不同为检测引入误差[2];部分标本中存在反

应抑制剂,如血液抗凝剂、福尔马林等,降低了扩增效

率,影响Ct值;标本目标核酸水平低于检测限等因素

均会影响实时荧光定量PCR技术的精确度与灵敏

度,且各标准品水平存在差异,不仅为实验引入新误

差,还导致各实验室间数据可交换性差。
2.1 不需要依赖标准曲线 数字PCR采用终点荧

光信号测量法,针对阳性反应单元应用泊松分布公式

校正误差,实现真正意义上单分子水平的绝对定量,
提升各实验室间数据的可互换性。此外,在2代测序

技术(NGS)中,文库的建立往往使用荧光定量PCR
技术,但受其扩增效率与标准曲线的限制导致文库分

子的定量不理想,数字PCR可测定模版的绝对水平

与长度,并且扩增过程不易发生错配,非常适合NGS
文库的质量控制[3]。
2.2 高灵敏度与高特异度 HUGGETT等[4]研究

者在利用荧光定量PCR测定野生型DNA中罕见突

变基因时,出现引物错配,野生型基因竞争性扩增的

现象,可检测到的突变率为1%,数字PCR利用分区

原理,降低了背景干扰,检测下限突破至0.001%,较
荧光定量PCR低了1

 

000倍[5-6],轻松实现单分子核

酸检测。同时,数字PCR技术的分区处理还可提高

对反应抑制剂的耐受能力,降低其对扩增结果的干

扰。数字PCR的应用意味着反应体系从微升级至纳

升级的突破,在临床应用最广泛的微滴式数字PCR
的检测系统(QX200)[7]中,可以将原体积为20

 

μL的

标本分配至多达20
 

000个反应室中,即使是低丰度的

目的序列也能被灵敏地检测到。因此,在背景富集的

检测环境下,存在抑制剂或低丰度目标核酸拷贝数的

标本检测中,数字PCR均具有良好的灵敏度与特异

度。目前,数字PCR已被用来检测粪便标本中的大

肠埃希菌[8]。
2.3 高精密度 除了不依赖标准曲线外,数字PCR
的高精密度还归功于泊松分布的应用。泊松分布是

指离散概率分布,反应随机分布状态,利用统计学原

理,根据阳性反应单元的个数及比例进行结果校正,
提升检测精密度。数字PCR的定量是将有无荧光信

号直接计为“阳性”或“阴性”,若目标核酸没有均匀离

散,各反应室中存在一个以上靶核酸,则检测结果偏

差较大,应用泊松分布原理计算结果,可大幅度提高

检测精密度。
2.4 步骤简便,不需要扩增前DNA处理 在荧光定

量PCR技术中,提取DNA的步骤复杂且不同试剂盒

的提取效率不同,对各实验室间的数据可比性及检测

精确度有一定影响。PAVSIC等[9]学者尝试在数字

PCR平台上摒弃这一步骤,利用95
 

℃热处理直接降

解病毒蛋白质衣壳,释放DNA,该方法较传统提取方

式避免了DNA的丢失,可得到更高水平的病毒,更接

近实际检测值。
2.5 数字PCR技术临床应用的局限性 数字PCR
作为一种新兴的核酸检测技术,在进入临床检测前,
尚需要进行大量的性能验证,比对该前沿技术与传统

核酸检测方法间结果的一致性,并解决质量管理控制

等问题,不断优化技术,确保检测结果的可靠性。
在性能验证方面,TRYPSTEEN 等[10]和 BOS-

MAN等[11]在实验中发现,数字PCR少数反应单元

存在假阳性的现象,目前出现该现象的原因还不得而

知,有些学者猜测可能是阈值设置不当导致的。此

外,不精密的技术设计在检测过程中可能带来污染,
由于数字PCR的高灵敏度,极微量的污染也可能造

成结果误差,并且当前该技术无法单独分离阳性反应

室而从中提取核酸,利用全基因组测序等方法研究假

阳性液滴形成。另外,扩增RNA基因时分区中可能

包含未完全反转录的模板,取样过程存在随机误差引

起目的基因未被提取到等原因均有可能导致假阴性。
在技术操作层面,目前数字PCR技术尚未实现自动

化模式且操作繁琐。如何避免实验过程中的污染是

对技术人员极大的考验,因此,相关实验操作人员的

技术培训尤为重要。此外,反应室中有限的标本体

积、有限的数量分区导致动态检测范围局限;多重检

测能力低、试剂耗材昂贵等因素也导致了数字PCR
技术尚未能广泛应用于临床检测中。
3 数字PCR技术在病原微生物检测中的应用

  当前数字PCR技术已经应用于临床疾病的相关

检测中,如判断慢性粒细胞白血病复发风险[12]、器官

移植的排斥反应监测与个性化治疗[13]、无创产前诊

·5862·国际检验医学杂志2020年11月第41卷第21期 Int
 

J
 

Lab
 

Med,November
 

2020,Vol.41,No.21



断[14-15]、癌症基因突变检测[16-17]、肿瘤耐药突变检

测[5]等方面。在临床病原微生物检测领域,数字PCR
技术也有卓越的贡献。首先,鉴于其高灵敏度,检测

标本不需要利用传统的培养和鉴定方法,大幅度缩短

了报告时间,为临床诊断与治疗争取了时间,对传染

性疾病的快速诊断和控制起到了极大的作用;其次,
病原体的载量与临床疾病的发展、药效评价和用药量

调整都息息相关,即使是微量的病原体载量波动也具

有重要的参考意义,数字PCR技术可对病原体精准

定量,已在病原微生物检测方面展开了广泛的研究。
3.1 临床罕见微生物鉴定领域的应用

3.1.1 临床难培养细菌的鉴定 临床上鉴定细菌的

方法主要有:细菌分离培养鉴定、血清学抗体检测及

核酸检测等,其中利用荧光定量PCR技术进行核酸

检测是最快速、最安全、灵敏度与特异度均较高的方

法,但影响该技术检测结果准确性的因素较多。我国

布鲁菌病患者多在出现症状时自行服用抗菌药物,导
致病原菌血清水平较低,难以被检测到。韩冰等[18]尝

试利用数字PCR技术检测布鲁菌,可检测到的拷贝

数低至0.08
 

copy/μL,有效提高了低丰度标本的病原

菌检出率。结核分枝杆菌是引起结核病的病原菌,可
累及全身多处器官,其中以感染肺部导致肺结核最为

常见,由于血液中仅存在极低载量的结核菌DNA,故
一般检测标本局限于痰液标本、深部痰液取样困难度

高、痰液标本背景复杂等影响因素易导致检测效能低

下。宋能等[19]利用数字PCR技术检测结核菌CFP10
基因序列,利用质粒测得其最低检测限为1.2

 

copy/μL,
并选取20例结核菌感染患者,检测其血液标本中核酸

绝对定量水平为3.4~94.0
 

copy/μL,灵敏度明显高于

荧光定量PCR技术。
3.1.2 病毒检测 新型冠状病毒为β属的冠状病

毒,被国际病毒分类委员会命名为严重急性呼吸综合

征冠状病毒2。2019新型冠状病毒肺炎是由新型冠

状病毒感染肺部为主要临床表现的感染性疾病,数字

PCR技术的高灵敏度与高特异度可提高复杂来源的

环境标本中痕量病毒核酸的检出率,并且可避免因病

毒变异而导致的引物、探针结合能力与扩增效率下

降。实验数据表明,数字PCR技术对于低病毒载量

的检测相对于荧光定量PCR技术更具优势,对于早

期疑似病例的筛查、及时阻断传染源、控制传染病暴

发与蔓延起到了至关重要的作用[20]。
早期数字PCR技术已应用于定量检测乙型肝炎

(简称乙肝)病毒DNA,近期有学者在此基础上将其

用于定量乙肝病毒复制过程中的重要标志物———超

螺旋的共价、闭合、环状DNA分子(cccDNA)检测,
cccDNA也是导致乙肝病毒慢性感染与停止抗病毒治

疗后复发的主要原因[21]。由于乙肝病毒 DNA 与

cccDNA基因序列同源性较高,且在接受治疗时cccD-

NA水平较低,因此需要选择灵敏度高、特异性好的检

测方法以提高检出率与精确度,相比荧光定量PCR
技术最低检测限为50

 

ng,数字PCR技术检测限可低

至1
 

ng,可监测管理慢性肝炎患者发挥重要作用,更
能满足临床检测需求。

数字PCR技术除应用于临床上病毒的直接鉴定

外,还参与到病毒疫苗的研发中,如定量减毒登革病

毒血清[22]、评估嵌合人偏肺病毒表位的重组流感病毒

免疫保护效果等[23]。
3.1.3 寄生虫检测 当前寄生虫类感染性疾病仍是

热带国家及发展中国家需要面临的公共卫生问题之

一,临床上显微镜镜检是主要的检测寄生虫感染的手

段,但该方法耗时长,低丰度标本检出率低。此前,
WEERAKOON等[24]研究了数字PCR技术直接检测

血吸虫DNA的可行性,实验中以血清、尿液、唾液、粪
便为标本,检测结果均具有良好的灵敏度,且可根据

血吸虫DNA的载量变化判断患者的感染程度,由此

证明数字PCR技术在血吸虫疾病控制方面同样起到

了重要作用。
3.2 微生物载量极低的定性定量检测 数字PCR
技术可用于检测临床原始标本中水平较低的病原菌

DNA,例如从血液标本中直接检测人乳头瘤病毒

(HPV)[25]、结核分枝杆菌等[26],在70例宫颈癌患者

血清标本中有93%的标本检测到血液循环中低水平

的HPV[25],可实现感染早期的筛查与治疗,检测的无

创性减轻了患者检查的痛苦,且降低了伤口感染风

险。近期,华山医院在1项有关青光眼睫状体炎综合

征的研究中利用数字PCR技术对患者房水标本进行

检测发现,数字PCR技术较荧光定量PCR技术的检

测效能更优,尤其适合无菌体液标本中的微量病毒检

测。此外,有学者鉴于数字PCR技术高灵敏度、高精

确度等技术优势,有学者将其应用于孕妇羊水[27]和脑

脊液结核分枝杆菌的检测中。
3.3 感染性疾病病程变化及预后判断方面的应用 
人类免疫缺陷病毒(HIV)感染患者在接受反转录病

毒治疗后即使抑制了血液中病毒繁殖,但存在于潜伏

感染细胞中的HIV-DNA仍可维持 HIV的低水平复

制,通过检测释放于血液循环中低载量的 HIV-DNA,
可评估用药疗效与病程发展。BOSMAN等[11]利用

数字PCR技术与荧光定量PCR技术对经过治疗后的

患者进行体内残余 HIV-DNA 检测发现,数字PCR
技术比荧光定量PCR技术具有更高的灵敏度,且对

于高序列多样性的标本更具优势。有学者利用数字

PCR技术检出慢性阻塞性肺疾病患者痰液或肺泡灌

洗液中存在的定植肺曲霉菌,提示及时检出定植菌可

有效预防呼吸系统疾病患者病情的进一步恶化与反

复,并且可提高预后效果[28]。此外,日本科学家发现,
可利用数字PCR技术的高灵敏度等特性对日本脑炎
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病毒及时进行早期检测,有效缓解了由于发病急、预
后差的疾病特性带来的严重后果[29],大幅度降低了严

重并发症的发病率和病死率。
3.4 稀有基因突变的检测 数字PCR技术在检测

野生型背景下的稀有突变基因方面也有明显优势。
相对于灵敏度低的实时荧光定量 PCR技术,数字

PCR技术可检测到早期痕量的稀有突变,例如检测背

景复杂的痰液标本中的结核分枝杆菌[30],以及甲型流

感病毒的耐药性突变。我国是流感病毒的高发地区,
使用数字PCR技术检测甲型流感病毒对奥司他韦耐

药性突变的灵敏度可下降至0.1%[31],对防止患者无

效用药,帮助临床尽快采取针对性治疗,降低传染病

传播风险等均发挥了积极作用。
3.5 数字PCR技术实验室结果标准化的进展 数

字PCR技术检测不需要凭借外部标准品即可实现精

准定量的特性已被应用于荧光定量PCR技术标准品

的测量[32],美国国家标准技术研究院使用数字PCR
技术标定了巨细胞病毒标准品[33],由于标准品的多样

性与水平的偏差导致荧光定量PCR技术各实验室间

数据缺乏可比性,标准化对于质量控制、数据的可靠

性与可交换性起到了至关重要的作用。
4 小  结

  数字PCR技术作为一种新兴的核酸检测技术,
以其高灵敏度、高精确度及绝对定量的技术特点,在
各检测领域均显示出不可比拟的优势,为目标核酸绝

对定量检测带来了历史性进步。在病原菌检测方面,
数字PCR技术可精确定量病原体载量,检测罕见微

生物,辅助临床阐释病程、药效监测、发现早期疾病。
目前,数字PCR技术尚在发展初期,距离广泛应用于

临床检测、取代实时荧光定量PCR技术仍有许多问

题需要解决,包括降低运行成本、提高仪器自动化程

度、提高检测通量、建立行业统一标准等。随着科学

技术的不断发展、检测平台的不断优化,有效解决以

上问题指日可待,数字PCR技术将拥有更广阔的应

用前景。
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