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  摘 要:数字PCR是一种具有广泛应用前景的、可绝对定量的核酸检测新技术,与实时荧光PCR相比具有

高灵敏度和精确度上的优势。近年来,数字PCR已广泛应用于临床检测领域,特别是病原微生物的检测中,为

相关疾病的早期诊断、监测预警、疗效评估等提供了量化指标依据。基于此,该文对数字PCR的技术原理、优

势及其在感染性疾病中的应用进行综述,以期为数字PCR更好地用于感染性疾病提供参考借鉴。
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Abstract:Digital

 

PCR
 

is
 

a
 

new
 

technology
 

for
 

the
 

absolute
 

quantification
 

of
 

nucleic
 

acid
 

detection,which
 

has
 

a
 

wide
 

application
 

prospect.Compared
 

with
 

real-time
 

fluorescence
 

PCR,it
 

has
 

the
 

advantages
 

of
 

high
 

sen-
sitivity

 

and
 

accuracy.In
 

the
 

recent
 

years,digital
 

PCR
 

has
 

been
 

widely
 

used
 

in
 

the
 

field
 

of
 

clinical
 

detection,es-
pecially

 

in
 

the
 

detection
 

of
 

pathogenic
 

microorganisms,which
 

provides
 

quantitative
 

indicators
 

for
 

early
 

diagno-
sis,monitoring

 

and
 

early
 

warning,and
 

curative
 

effect
 

evaluation
 

of
 

related
 

diseases.This
 

review
 

summarizes
 

the
 

technical
 

principle,advantages
 

and
 

application
 

of
 

digital
 

PCR
 

in
 

infectious
 

diseases,in
 

order
 

to
 

provide
 

ref-
erence

 

for
 

the
 

application
 

of
 

digital
 

PCR
 

in
 

infectious
 

diseases.
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  感染性疾病是世界各地社会公共卫生和经济稳

定的重大负担,对全球卫生安全和人类健康带来越来

越大的挑战[1]。此外,受全球气候变暖、城市化加速

和人口快速流动等多种因素影响,新发感染性疾病近

年来逐渐增多,尤其是新型冠状病毒(以下简称新冠

病毒)感染的全球大流行,使其成为全球重要的公共

卫生威胁[2-3]。因此,在全球一体化大背景下,快速精

准地识别相关病原微生物,对于人类健康和公共卫生

安全具有非常重要的作用。
病原微生物检测技术主要包括形态学检查、病原

分离培养、免疫学检测和核酸检测等。形态学检查、
病原分离培养、免疫学检测等传统方法存在漏检和不

便分型、培养周期长、较易出现假阴和假阳等缺点。
核酸检测因为灵敏性高、特异性强、反应快速等优点,
目前已在临床得到广泛应用,特别是实时荧光PCR,
已被用作某些病原体检测的金标准。然而,实时荧光

PCR作为一种核酸间接定量手段,受到其固有方法学

制约,在检测极低丰度靶标序列、识别微小靶标浓度

变化等方面存在不足,特别是在定量检测时无法摆脱

标准曲线等外部标准品束缚。
随着技术的不断发展,1999年作为第3代PCR

技术的数字PCR(dPCR)被提出,完成了从相对定量

到绝对定量的转变。作为一种新的核酸定量技术,具
有比传统PCR更精准和重复性更好的优点,已逐渐

成为生命科学领域引人瞩目的创新之一,并在病原体

检测、肿瘤早筛、伴随诊断和产前诊断等领域中得到

广泛应用[4-5]。本文就dPCR在病原体检测中的应用

进行综述,以期为dPCR更好地用于传染性疾病早期

诊断、用药指导和疗效监测等提供参考借鉴。
1 数字PCR技术的原理和优势

  1992年,SYKES等[6]在核酸扩增时对样品进行

有限稀释并结合泊松分布对扩增结果进行统计处理,
这为dPCR的产生奠定了坚实的理论基础。1999年,
VOGELSTEIN与KINZLER正式提出了dPCR的概

念[7],即将指数型函数转化成线性函数,对模板进行

有限稀释,根据荧光信号的有或无进行精确定量,其
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为结合了第1代传统PCR简单操作和第2代实时荧

光PCR准确定量的特征发展而来的第3代 PCR
技术[8]。

同传统PCR相比,dPCR增加了对反应体系进行

分隔的操作,将几十微升的反应体系分隔成了数万微

小独立反应体系,核酸模板在分隔过程中被充分稀

释,理想状态下为每个微滴中含有1个分子核酸模

板,扩增完成后对所有液滴进行荧光信号识别并计

数,以此计算靶标分子的浓度(图1)[9]。dPCR的优

势包括[5,10]:(1)绝对定量。不需要标准品,不依赖扩

增阈值和标准曲线,dPCR扩增效率不影响结果,可以

绝对定量核酸分子[11]。(2)受干扰影响小。dPCR使

用终点荧光分析的方式,定量较少受到样品中扩增抑

制剂的影响。(3)灵敏度更高。dPCR可更精确地量

化靶标分子,且在测抗病毒治疗中低浓度病毒载量方

面更为灵敏,同时在检测珍贵样品和样品核酸存在降

解时具有明显的优势。

图1  dPCR的原理和工作流程[9]

  在发展过程中,dPCR系统出现了3种类型,即微

孔板dPCR系统、微流控芯片dPCR(mcdPCR)系统

和微滴式dPCR(ddPCR)系统[12]。微孔板dPCR系

统是在不锈钢芯片上刻蚀几千个微反应室,微量扩增

体系在每个微反应室中分别扩增,每孔的反应体积从

微升级降至纳升级,须通过自动点样仪加液,实验成

本和操作复杂性相对较高。mcdPCR系统是在微流

体技术、纳米制造技术和微电子技术等大力发展的基

础上产生的,通过微流控芯片技术可使样品流体快速

准确地分布于若干个独立单元,此方法通量高、成本

低、效果好。ddPCR系统则是利用油包水技术将其

“分割”为数万个纳升级的微滴,每一个微滴都是一个

独立的PCR反应体系,该方法通量高,操作简单,成
本低,是目前应用最为广泛的dPCR平台。
2 dPCR在感染性疾病检测中的应用

  dPCR凭借其高灵敏度、高精度和绝对定量的特

点,已成为检测病原微生物的一种有前途和可靠的工

具[13],并广泛应用于多种病毒、细菌、衣原体、寄生虫

感染等的检测和研究中。
2.1 dPCR在病毒检测中的应用 病毒感染很容易

出现发烧感冒的现象,也会出现咳嗽咳痰的症状,尤
其是高致病性病毒,会影响人的免疫系统从而引起多

种并发症,导致人体出现免疫力低下、感染、腹泻等症

状,对人体产生较大的不同程度的损害。dPCR在病

毒感染诊断中起着重要的作用,目前已应用于新型冠

状病毒[14]、人类乳头瘤病毒(HPV)[15]、人类疱疹病

毒、巨细胞病毒、人流感病毒、乙型肝炎病毒和人类免

疫缺陷病毒(HIV)等[16]病毒的检测中。NYARUA-
BA等[17]综述了dPCR在新冠病毒检测中的广泛应

用,包括新冠病毒检测和参考标准的开发、环境监测、
突变检测及其临床诊断等,相关研究均显示dPCR的

特异性、灵敏性、再现性和检测限通常不受常见因素

影响,可有效规避实时荧光PCR法中出现的假阴性

和假阳性情况。CAROW 等[18]使用dPCR和实时荧

光PCR对宫颈癌患者前哨淋巴结中的 HPV
 

mRNA
进行定量检测,并确定了预后阈值水平,结果发现实

时荧光PCR的平均变异系数(CV)为126%,而dPCR
的平均CV 仅为40%,这表明dPCR具有更高的可靠

性。SNIPPENBERG 等[19]通过dPCR 检测平台对

HIV-1感染者样本中DNA载量进行定量,可获得更

为准确及敏感的 HIV-1储存库检测结果,这对提高

HIV-1感染者的治疗效果起到至关重要的作用。
2.2 在细菌检测中的应用 致病性细菌感染严重威

胁人类健康,副溶血弧菌、结核杆菌、金黄色葡萄球菌

等病原 菌 引 起 的 相 关 疾 病 已 引 起 广 泛 关 注。LEI
等[4]建立了一种针对副溶血弧菌tlh、tdh和ureR基

因的多重ddPCR方法。结果表明该方法显著提高了

副溶血性葡萄球菌检测的特异性和准确性,且其检出

限可低至15
 

CFU/mL。USHIO等[20]利用dPCR检

测肺结核(PTB)患者血浆中结核分枝杆菌(MTB)的
研究中发现,从新诊断的痰涂片阳性PTB患者血浆

样本中纯化总DNA后,用dPCR定量样品中MTB特

异性基因(S6110或gyrB)拷贝数,结果成功检测到

PTB患者血浆中的 MTB
 

DNA,该dPCR的测定提高

了检测小拷贝数目标分子的灵敏度,同时为dPCR检

测PTB患者血浆中 MTB
 

DNA进行了实用性探索。
徐卫华等[21]比较了dPCR和血培养法在检测儿童耐

甲氧西林金黄色葡萄球菌血流感染中的应用效果。
结果发现dPCR的灵敏度和特异度分别为91.40%和

94.15%,平均检测时间为2.5
 

h,远少于血培养法的

48
 

h,有助于提高耐甲氧西林金黄色葡萄球菌感染的

快速诊断能力,为早期精准治疗赢取时间。

·7001·国际检验医学杂志2024年4月第45卷第8期 Int
 

J
 

Lab
 

Med,April
 

2024,Vol.45,No.8



2.3 在支原体和衣原体检测中的应用 解脲支原体

(UU)和沙眼衣原体(CT)感染是发病率较高的非淋

球菌性性传播疾病的常见原因。HUANG等[22]开发

出用于临床样本中 UU检测和定量的ddPCR方法,
为UU感染与女性非特异性宫颈炎之间的相关性提

供了有效证据。ROBERTS等[23]开发出一种用于

CT感染的ddPCR方法,通过检测几内亚比绍CT流

行人群 的1
 

509份 临 床 结 膜 拭 子 样 本,通 过 比 较

ddPCR和罗氏扩增CT/NG检测的性能,发现ddPCR
的灵敏度和特异度分别为73.3%和99.1%,阴性和

阳性预测值分别为94.6%和94.5%,这提示ddPCR
可作为一种有效的诊断技术用于诊断眼部沙眼衣原

体感染。
2.4 在寄生虫检测中的应用 由于国际旅游和移民

等因素,寄生虫感染已成为全球疾病负担的主要原因

之一和发展中国家面临的主要公共卫生问题。显微

镜镜检是检测寄生虫感染的主要手段,但该法耗时

长,低丰度标本检出率低,而dPCR凭借其特有优势

在寄生虫感染检测中应用越来越多,包括疟原虫[24]、
日本血吸虫[25]、巴贝西虫[26]等。POMARI等[27]的研

究汇总了dPCR在寄生虫感染检测中的应用现状,发
现dPCR在恶性疟原虫和日本血吸虫检测中具有明

显优势,不仅表现出更高的灵敏度,同时在对隐孢子

虫的检测中显示出对粪便抑制剂具有更好的稳定性。
杨亚闪等[28]建立了针对人巴贝西虫的18S

 

rRNA基

因的dPCR检测方法,并利用该方法检测了1
 

000份

我国牡丹江市采集的献血者红细胞,结果发现人巴贝

西虫的检出阳性率为0.2%,并证实该方法具有较高

灵敏度和较好稳定性,可稳定检测单拷贝核酸检测下

限能达到组内实际检测拷贝数为4.00±0.65,组间实

际检测拷贝数为4.53±0.71,为巴贝西虫研究及我国

血供安全评估提供了技术储备和参考数据。WEER-
AKOON等[29]研究了dPCR直接检测血吸虫的可行

性,粪便和血清的检测结果表明其均具有良好的灵敏

度(分别为98%和94%),且可根据血吸虫DNA载量

变化判断患者感染程度,这也表明dPCR在血吸虫疾

病控制方面可起到重要作用。
3 数字PCR在感染性疾病监测中的应用

  dPCR可以精确定量10个拷贝以下的病原微生

物[30],这是实时荧光PCR所无法实现的,该特性特别

适合感染性疾病早期诊断和低浓度病毒监测。LIN
等[31]报道了使用ddPCR可在24

 

h内快速准确鉴定

出两例脓毒症患者中大肠杆菌和肺炎克雷伯菌、肺炎

克雷伯菌和粪肠球菌的案例,这表明dPCR有助于脓

毒症的超早期(<24
 

h)诊断,可提早预警并在治疗过

程中对病原体精准定量监测。RENAULT等[32]通过

dPCR和qPCR对215例HIV感染者样本总DNA进

行连 续 监 测,结 果 显 示 dPCR 的 重 复 性 (CV 为

11.9%)和再现性要比实时荧光 PCR更好(CV 为

24.7%),有助于长期接受抗逆转录病毒治疗的患者,
通过dPCR对总 HIV

 

DNA的绝对定量可以比实时

荧光PCR更准确地监测 HIV病毒库。韩冰等[33]利

用dPCR技术检测布鲁菌,针对20例急性期布鲁菌

病患者血清样本,dPCR均能检出阳性,而实时荧光

PCR的检测阳性为0,在急性期布鲁菌病患者血清标

本检测中,dPCR检测灵敏度高于实时荧光PCR,有
良好的临床应用前景,同时检出限可低至每微升0.08
个拷贝,有效提高了低丰度标本的病原菌检出率。
4 数字PCR在感染性疾病重症管理中的应用

  病原体感染是重症医学中发病率和死亡率的主

要原因,及时准确地诊断对减少感染导致的致死率和

致残率至关重要,尤其是某些重症感染疾病的早期诊

断、严重程度分层、预后评估或治疗指导等。ZHOU
等[34]利用ddPCR对胸膜和腹膜感染患者样本中的克

雷伯菌进行了检测,ddPCR 检测的灵敏度分别为

96%和92.86%,同时与基于培养的鉴定的时间相比,
ddPCR分析的标本周转时间约为3

 

h,时间上也更为

快速。WU等[35]通过进行在重症监护病房(ICU)实
践中诊断血流感染(BSIs)的差异ddPCR结果的前瞻

性临床研究,用来评判ddPCR作为重症医学中BSIs
病原体检测的一种有前途工具的可行性。以临床诊

断的BSI真阳性为基础,ddPCR检测的灵敏度和特异

度分别提高到84.9%和92.5%,结合临床感染证据,
ddPCR显示出在ICU实践中快速诊断可疑BSIs的

潜在优势。CHEN等[36]通过在体外将真菌细胞与人

血混合,以及在体内分析感染小鼠和疑似念珠菌血症

患者的血样,评估了ddPCR检测念珠菌DNA的灵敏

度和特异度,结果表明,ddPCR分析可以在血液样品

中检测到每个反应至少4.5个DNA拷贝。与传统的

培养和实时荧光PCR法相比,ddPCR对念珠菌DNA
检测显示出更高的灵敏度和特异度,临床上可用于监

测念珠菌血症的治疗。以上研究证明,dPCR可作为

一种有潜力的技术工具,有助于改善重症医学中感染

的检测和临床管理。
5 数字PCR在耐药基因检测中的应用

  相比qPCR,dPCR能早期检测罕见突变基因或药

物抗性基因[37]。SUN等[38]建立了一种使用ddPCR定

量检测粪便样本中幽门螺杆菌克拉霉素耐药(突变)
和易感(野生型)等位基因(23S

 

rRNA)的方法,以对

幽门螺杆菌抗微生物耐药性进行评估。相较于常规

临床耐药监测,由于幽门螺杆菌抗微生物剂抗性的准

确评估受到分离物取样较少的限制,ddPCR灵敏度高

的 特 性 使 其 能 更 好 地 检 测 到 耐 药 性 突 变。
SRISUTHAM等[39]开发和验证了用于检测与抗疟疾

药物抗性相关的恶性疟原虫多药耐药性1(pfmdr1)、
恶性疟原虫血浆蛋白酶2(pfplasmepsin2)和恶性疟原

虫GTP环 化 水 解 酶1
 

(pfgch1)基 因 拷 贝 数 变 异

(CNV)的ddPCR检测方法。通过与实时荧光PCR
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法的比较,多重ddPCR法是准确检测基因拷贝数的

可选方法,不需要校准标准,同时降低了成本和检测

所需时间,表明ddPCR试验是监测抗疟疾药物耐药

性的 一 个 有 用 的 附 加 工 具。HU 等[40]使 用 多 重

ddPCR检测临床上常见的16种细菌、4种真菌和4
个耐药基因,通过比较dPCR、mNGS疑似血流感染患

者中的应用,表明在ddPCR检测Panel所覆盖的病原

体范围内,ddPCR比 mNGS具有更高的灵敏度,且
ddPCR可在4

 

h内完成检测,相比宏基因组测序

(mNGS)2
 

d的检测时间具有明显优势。
6 数字PCR在感染性疾病检测新平台/新技术检测

开发中的应用

  随着新技术的发展,针对感染性疾病的dPCR新

检测平台也在不断开发中。CHOI等[41]为实现传染

病快速检测,开发出传染病定量检测的物联网集成多

路dPCR系统。该系统可使用自启动微流控芯片,以
更高的线性度(>98%)和灵敏度(每微升1个拷贝)
实现3种疾病病原体(流感病毒、登革热病毒和人类

冠状 病 毒)的9个 型 别(如 H1N1、H3N2、IFZ
 

B、
DENV2、DENV3、DENV4、OC43、229E和 NL63)的
检测。钟田雨等[42]研发试制了基于dPCR平台的新

冠病毒核酸超敏定量检测试剂,利用创新的RNA一

步法逆转录ddPCR技术,针对可对新冠病毒
 

ORF1ab
基因和N基因保守区进行核酸绝对定量,提高检测准

确性可用于临床上新冠病毒感染的辅助诊断和病毒

载量分析,具有广泛的临床应用价值。CHEN等[43]

设计了硅基快速生成静态液滴阵列芯片的快速dPCR
检测平台,使用乙型肝炎病毒质粒的梯度稀释作为

dPCR反应的靶DNA来测试平台定量检测DNA分

子的可行性,平台可实现2
 

704个微孔(每微孔0.785
 

nL)的液滴阵列,样品加载时间小于10
 

s,具备简单和

有效的特性。
7 小  结

  作为第3代PCR技术,dPCR以其高灵敏、高精

度、干扰小、绝对定量的技术优势已在感染性疾病检

测和研究中得到广泛应用,并为疾病早期诊断、疗效

评估和预后检测等方面提供了更具重复性和再现性

的数据支持。但作为一项新的技术,dPCR尚处于发

展阶段,还有许多问题需要进一步解决和探讨,如实

验成本过高、临床应用尚未普及、操作过程存在污染

概率较高、检测速度和检测通量有待提升等。未来,
结合高通量和数字芯片技术的持续发展,dPCR将作

为“精准医疗”的有力支撑,朝着高通量、自动化、多功

能方向发展,继续引领分子诊断热潮,推动dPCR在

生命科学中的实际应用。
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