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新型十万目六边形微腔芯片数字ＰＣＲ对肺癌基因突变的绝对定量分析
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第二附属医院检验医学中心１；４０００４４重庆，重庆大学光电技术及系统教育部重点实验室，新型微纳器件与系统技术国
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　　［摘要］　目的　以表皮生长因子受体（ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＧＦＲ）Ｇ７１９Ｓ突变为对象，
建立用于肺癌基因突变绝对定量分析的新型十万目六边形微腔芯片（ｎｏｖｅｌ１０００００ｈｅｘａｇｏｎａｌ
ｍｉｃｒｏｃｈａｍｂｅｒｃｈｉｐ，ＮＨＭＣ）数字ＰＣＲ（ｄｉｇｉｔａｌＰＣＲ，ｄＰＣＲ）平台。方法　首先构建并优化适用于 ＥＧＦＲ
Ｇ７１９Ｓ突变的ＰＣＲ检测体系；然后用ＮＨＭＣｄＰＣＲ平台检测８个浓度梯度的ＥＧＦＲＧ７１９Ｓ标准品质粒
和４种干扰物质，评估该方法的灵敏度、特异性和抗干扰能力；最后分别用 ＮＨＭＣｄＰＣＲ、液滴式数字
ＰＣＲ（ｄｒｏｐｌｅｔｄｉｇｉｔａｌＰＣＲ，ｄｄＰＣＲ）和 ＤＮＡ测序法检测 ６例 ＥＧＦＲＧ７１９Ｘ突变的肺癌组织样本，验证
ＮＨＭＣｄＰＣＲ在临床样本检测中的可靠性。结果　ＮＨＭＣｄＰＣＲ对 ＥＧＦＲＧ７１９Ｓ的最低检测浓度为
３．０１ｃｏｐｉｅｓ／μＬ，检测值与期望值的线性方程为 Ｙ＝０．７２５Ｘ－０．５８１，相关系数 Ｒ２＝０．９８４。该平台检测
４种干扰物未发现阳性拷贝，检测Ｇ７１９Ｓ突变及其与４种干扰物混合的结果分别为２３１９４．４ｃｏｐｉｅｓ和
２２０９５．７ｃｏｐｉｅｓ。ＮＨＭＣｄＰＣＲ、ｄｄＰＣＲ和ＤＮＡ测序 ３种方法检测 ６例临床样本的定性结果符合率为
１００％，其中２例由ＮＨＭＣｄＰＣＲ定量的结果为１８２２．４ｃｏｐｉｅｓ和４５１．７ｃｏｐｉｅｓ，其对应由ｄｄＰＣＲ定量的结果
为１５８１．８ｃｏｐｉｅｓ和２１８．３ｃｏｐｉｅｓ。结论　本研究建立的核酸绝对定量技术———ＮＨＭＣｄＰＣＲ具有成本
低、操作简单、速度快、抗干扰能力强等优点，可用于肺癌基因突变的绝对定量分析。

　　［关键词］　微流控芯片；数字ＰＣＲ；肺癌；基因突变；核酸检测
　　［中图法分类号］　Ｒ４４６．６１；Ｒ７３０．４３；Ｒ７３４．２ ［文献标志码］　Ａ
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ｗｅｒｅ１５８１．８ｃｏｐｉｅｓａｎｄ２１８．３ｃｏｐｉｅｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｔｈｅｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄａｂｓｏｌｕｔｅｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ
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　　肺癌是恶性肿瘤致死的主要病因［１］，分子靶向治

疗是肺癌治疗的一线手段。而肺癌基因突变的精准定

量是提高靶向治疗效果和实现精准医疗的重要环节。

目前，基因突变的检测方法主要有直接测序法［２］、扩

增受阻基因突变系统（ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｆｒａｃｔｏｒｙｍｕｔａｔｉｏｎｓ
ｓｙｓｔｅｍ，ＡＲＭＳ）［３］、实时荧光定量 ＰＣＲ法［４］及高分辨

率溶解曲线分析法［５］等多种方法。但这些方法都只

能定性或相对定量，难以精准绝对定量。

　　数字ＰＣＲ（ｄｉｇｉｔａｌＰＣＲ，ｄＰＣＲ）是可以高敏特异地
对核酸样本进行数字化绝对定量分析的第 ３代 ＰＣＲ
技术，在稀有突变检测和表达量微小差异鉴定方面具

有无可比拟的优势［６］。然而市面上的许多数字 ＰＣＲ
技术都需要依赖大型昂贵检测仪器，检测成本高。因

此，本研究建立基于新型十万目六边形微腔芯片（ｎｏｖｅｌ
１０００００ｈｅｘａｇｏｎａｌｍｉｃｒｏｃｈａｍｂｅｒｃｈｉｐ，ＮＨＭＣ）的数字
ＰＣＲ平台用于肺癌基因突变绝对定量，以丰富微流控
式数字ＰＣＲ技术，并为肿瘤基因突变检测提供新的方
法选择。

１　材料与方法

１．１　临床病例
　　收集２０２０年１－１０月陆军军医大学第二附属医院
通过ＡｍｏｙＤｘ基因检测试剂盒（艾德生物，厦门，中国）
确诊的６例ＥＧＦＲＧ７１９Ｘ突变肺癌患者的组织切片，
每例各１０张。纳入标准：①影像学、病理学及体征确
诊为原发性肺癌患者；②心电图、血常规、肝肾功能、骨
髓功能基本正常；③患者及家属知情同意。排除标准：
①意识障碍，精神病患者；②具有其他严重基础性疾
病，如糖尿病、高血压、肺心病、甲亢等；③怀孕或哺乳
期妇女。本研究经陆军军医大学第二附属医院伦理委

员会审批（２０２１研第０２０－０１）。
１．２　肺癌组织切片ＤＮＡ提取
　　将６例肺癌组织样本随机编号为 Ｆ１～Ｆ６，并使用
核酸提取试剂盒（上海生物芯片，上海，中国）从肺癌组

织中提取基因组ＤＮＡ，具体步骤详见试剂盒说明书。
１．３　质粒制备
　　用ＴＥ缓冲液（北京天根，北京，中国）将１００７ｎｇ／μＬ
Ｇ７１９Ｓ突变质粒按１０倍梯度稀释至３．０１×１００、３．０１×
１０１、３．０１×１０２、３．０１×１０３、３．０１×１０４、３．０１×１０５、３．０１×
１０６、３．０１×１０７ｃｏｐｉｅｓ／μＬ，并依次编号为 １～８号。用
ＴＥ缓冲液分别将 １００ｎｇ／μＬＬ８５８Ｒ突变质粒、
ｃｏｄｏｎ１２突变质粒及 Ｈ１９１突变质粒稀释至 ３．２０×
１０８、３．０１×１０８、２．８８×１０８ｃｏｐｉｅｓ／μＬ。
１．４　ＰＣＲ引物探针设计及体系构建
　　选取ＥＧＦＲ包含 Ｇ７１９Ｓ突变位点的１９号外显子
上的３４１个碱基，使用Ｐｒｉｍｅｒｐｒｅｍｉｅｒ５软件（Ｐｒｅｍｉｅｒ，
加拿大）选出得分最高的引物和探针，探针引物序列

见表１。序列均由上海生物工程有限公司合成。使用
ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ（ＰｒｏｂｅｑＰＣＲ；ＴａＫａＲａ，东京，日本）试
剂，按照１２．５μＬＰｒｅＭｉｘ、６．３７５μＬｄｄＨ２Ｏ、０．６２５μＬ
２０ｍｇ／ｍＬＢＳＡ、２．５μＬ样本、前后引物及探针各１μＬ
配制总体积为２５μＬ的 ＰＣＲ反应体系。扩增条件如
下：９５℃预变性３０ｓ；９５℃变性４０ｓ，５６℃退火延伸
４０ｓ，共４５个循环；４℃保温。
１．５　ＮＨＭＣ制作与结构设计
　　芯片制作过程如图１所示：①将聚二甲基硅氧烷
（ｐｏｌｙｄｉｍｅｔｈｙｌｓｉｌｏｘａｎｅ，ＰＤＭＳ；ＤｏｗＣｏｒｎｉｎｇ，米德兰德，
美国）Ａ、Ｂ和 ＴｒｉｔｏｎＸ１００（ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ，圣路易斯，
美国）以一定质量比配制，混匀后脱气２０ｍｉｎ（图１Ａａ）；
②将混合液倒在刻有微腔室的硅基母模及用于输送样
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本的微流体通道母模上，并在其上方依次加盖 ＰＥＴ
膜、玻璃片和重物，７５℃加热固化（图１Ａｂ）；③移除重
物及玻璃片，从母模上剥离 ＰＥＴ／ＰＤＭＳ薄层和 ＰＤＭＳ
管道，并用 ２ｍｍ的打孔器在 ＰＤＭＳ管道进样口处打
孔（图１Ａｃ）；④将等离子处理后的 ＰＤＭＳ薄层的非结
构面与干净玻片键合，同时将结构面与 ＰＤＭＳ管道层
结构面相贴备用（图１Ａｄ）。
　　芯片分３层（图１Ｂ）：上层由２ｍｍ厚的ＰＤＭＳ管
道作为可拆卸的泵源，包含了几十条平行微流体通道

（图１Ｃ）；中层由５００μｍ厚的包含１１３１３７个微腔阵
列的 ＰＤＭＳ薄层作为数字分割室（图 １Ｄ），每个微腔
室为六棱柱体，深度为６０μｍ，上下底面的对边间距为
４０μｍ；下层由载玻片作为支撑层。

表１　ＥＧＦＲＧ７１９Ｓ突变 ＰＣＲ引物探针序列

名称 序列（５′３′） 修饰

正向引物 ＴＧＡＧＧＡＴＣＴＴＧＡＡＧＧＡＡＡＣＴＧＡ 

反向引物 ＣＣＴＴＡＴＡＣＡＣＣＧＴＧＣＣＧＡＡＣ 

突变型探针 ＡＡＧＴＧＣＴ＋ＧＧＧＣＴＣ ５′ＦＡＭ，３′ＭＧＢ

野生型探针 ＡＧＴＧＣＴ＋ＧＡＧＣＴＣＣ ５′ＨＥＸ，３′ＭＧＢ
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Ａ：ＮＨＭＣ制备流程示意图　ａ：ＰＤＭＳ混合液制备；ｂ：ＰＤＭＳ
腔室层及管道层制备；ｃ：ＰＤＭＳ腔室层及管道层成品；
ｄ：ＮＨＭＣ组装；Ｂ：ＮＨＭＣ分解侧面示意图；Ｃ：ＰＤＭＳ管道
层俯视示意图；Ｄ：ＰＤＭＳ腔室层俯视示意图

图１　ＮＨＭＣ的制备流程与结构设计示意图

１．６　ＮＨＭＣｄＰＣＲ检测
　　具体操作流程如下：①芯片抽真空：将 ＮＨＭＣ（图
１Ａｄ）脱气２０ｍｉｎ；②样本进样：取出已脱气的 ＮＨＭＣ，
立即将ＰＣＲ预混液加入进样孔中，静置５～３０ｓ即可
实现液样在 １１３１３７个微腔阵列中的数字化分割；
③加油密封：剥离ＰＤＭＳ管道层的同时加入２００μＬ硅
油，冲洗管道中残余的液样并完成油性切割密封；④玻
片密封：将涂有 ＰＤＭＳ的玻片覆盖在油封后的 ＰＤＭＳ
薄层上，完成最后封装；⑤ＰＣＲ扩增：将封装好的芯片
置于平板 ＰＣＲ仪（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ，汉堡，德国）上进行扩
增；⑥芯片成像：用荧光显微镜（Ｎｉｋｏｎ，东京，日本）对
扩增后的芯片进行成像观察。

１．７　数据分析
　　根据泊松分布公式，推导出适用于 ＮＨＭＣｄＰＣＲ
的理论公式［７］：

　　Ｃ＝
ｌｎ［１－

Ｎｐ
ｎ
］

Ｖｄ
　　　（１）

　　其中Ｎｐ为阳性孔数，ｎ为微腔数，Ｖｄ为每个分区
的体积。改进后的芯片由于腔室数量的变化，ｎ更改
为１１３１３７，Ｖｄ更改为０．１２５ｎＬ。将其代入公式（１），
得到样品浓度（Ｃ）的计算公式：

　　Ｃ＝－８０００×ｌｎ１－
Ｎｐ

１１３１３７[ ]　　　（２）
　　通过 ＩｍａｇｅＪ１．５３ｃ版软件（ＮａｔｉｏｎａｌＩｎｓｔｉｔｕｔｅｓｏｆ
Ｈｅａｌｔｈ，马里兰，美国）的计数功能，统计芯片扩增后阳
性孔的数量。采用ＯｒｉｇｉｎＰｒｏ２０１９ｂ版软件（ＯｒｉｇｉｎＬａｂ，
北安普敦，美国）对计算结果进行分析。

２　结果

２．１　芯片成像与实物展示
　　图２Ａ为一个代表性样本 Ｘ经 ＮＨＭＣｄＰＣＲ检测
的荧光显微图，可见不含目标序列的腔室显示低荧光

水平（即“阴性信号”），而含目标序列的腔室显示高荧

光水平（即“阳性信号”）。使用 ＩｍａｇｅＪ软件将图 ２Ａ
转换为灰度（图２Ｂ），以荧光占比１０％～１２％（灰度条
上荧光背景峰群起点处）为阈值区分阳性孔和背景；

最终以直径和亮度两项指标对样本 Ｘ阳性突变孔进
行统计（图２Ｃ）。ＮＨＭＣ实物如图２Ｄ所示。
２．２　Ｇ７１９Ｓ突变扩增体系的引物和探针浓度优化
　　由于ｄＰＣＲ技术的检测限受终点荧光值的影响，
因此优化体系中引物、探针的浓度十分必要。在５６℃
最佳退火温度下，加入０．４μｍｏｌ／Ｌ探针和２．５μｍｏｌ／Ｌ
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模板进行ＰＣＲ扩增，以确定荧光值最高的最佳引物浓
度。如图３Ａ所示，在 ０．１～０．９μｍｏｌ／Ｌ范围内，荧光
值与引物浓度呈正比；当引物浓度为１μｍｏｌ／Ｌ时荧光
值略有下降。因此，以０．９μｍｏｌ／Ｌ作为引物的最佳浓
度。同样，为了确定荧光值最高的最佳探针浓度，在

５６℃最佳退火温度和 ０．９μｍｏｌ／Ｌ最佳引物浓度下，
加入２．５μｍｏｌ／Ｌ模板进行 ＰＣＲ扩增。结果表明，在
０．１～０．５μｍｏｌ／Ｌ浓度范围内，扩增曲线的相对荧光值
与探针浓度呈反比（图３Ｂ）；原始曲线的绝对荧光值与
探针浓度呈正比（图３Ｃ）。扩增曲线的趋势与原始曲
线相反，是因为探针添加越多，背景越高，相对增量越

低。为保证最高的终点荧光值，确定０．５μｍｏｌ／Ｌ作为
最佳探针浓度。

! "

#

$

进样口

进样管道 微腔阵列

%& !'

Ａ：样本Ｘ的荧光显微图（×１００）；Ｂ：ＩｍａｇｅＪ处理后样本 Ｘ
的灰度图；Ｃ：样本Ｘ阳性突变统计结果；Ｄ：ＮＨＭＣ实物图

图２　样本Ｘ的检测结果图与ＮＨＭＣ实物图

２．３　ＮＨＭＣｄＰＣＲ的性能验证与灵敏度
　　由ＮＨＭＣｄＰＣＲ检测１～８号Ｇ７１９Ｓ突变质粒结

果（图４Ａ～Ｈ）可知，突变阳性孔数与ＰＣＲ混合液中质
粒模板的浓度梯度呈正比。图 ４Ｉ显示了这 ８个浓度
梯度质粒的测量浓度与其期望值之间关系。通过线性

回归分析，获得在８个数量级动态范围内的线性方程
Ｙ＝０．７２５Ｘ－０．５８１和相关系数 Ｒ２＝０．９８４。这表明测
量浓度和预期浓度具有良好的相关性。

　　当只有一个正分区时，根据 １．７中的公式（２）可
计算出 ＮＨＭＣ的理论检测限为０．０７０ｃｏｐｉｅｓ／μＬ。然
而，在实际核酸检测中，受吸附等多种因素的影响，芯

片的检测限往往高于理论值。由图 ４Ａ可知，ＮＨＭＣ
的灵敏度为 ３．０１ｃｏｐｉｅｓ／μＬ，远远高于 ＤＮＡ测序、
ｑＰＣＲ和ＡＲＭＳ等。
２．４　ＮＨＭＣｄＰＣＲ的特异性及抗干扰能力验证
　　为验证 ＮＨＭＣｄＰＣＲ系统的特异性及抗干扰能
力，分别测定了２０．５ｇ／Ｌ白蛋白标准溶液（血清中的
主要物质），２．８８×１０８ｃｏｐｉｅｓ／μＬＨ１９１突变质粒（长链
非编码ＲＮＡ突变），３．２０×１０８ｃｏｐｉｅｓ／μＬＬ８５８Ｒ突变质
粒（ＥＧＦＲ突变），３．０１×１０８ｃｏｐｉｅｓ／μＬｃｏｄｏｎ１２突变质粒
（ＫＲＡＳ突变），３．０１×１０５ｃｏｐｉｅｓ／μＬＧ７１９Ｓ突变质粒以
及用４种干扰物配制的浓度为３．０１×１０５ｃｏｐｉｅｓ／μＬ的
Ｇ７１９Ｓ突变质粒混合液。其中ＮＨＭＣｄＰＣＲ检测白蛋
白标准溶液、Ｈ１９１突变质粒、Ｌ８５８Ｒ突变质粒和
ｃｏｄｏｎ１２突变质粒均未发现阳性拷贝。而 Ｇ７１９Ｓ突
变质粒及其与 ４种物质混合液的检测结果分别为
２３１９４．４ｃｏｐｉｅｓ和２２０９５．７ｃｏｐｉｅｓ；两者与其他４种干
扰物的拷贝数相比，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１，
图５）。结果表明该体系具有较好的特异性和较强的
抗干扰能力。
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Ａ：引物浓度优化的扩增曲线；Ｂ：探针浓度优化的扩增曲线；Ｃ：探针浓度优化的原始曲线

图３　引物和探针浓度优化曲线图
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Ａ～Ｈ：１～８号稀释质粒的荧光显微图；Ｉ：８个浓度梯度质粒测量浓度与其期望值之间线性关系

图４　８个１０倍梯度突变质粒的荧光图及其测量值与期望值之间的线性关系
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ａ：Ｐ＜０．０１，与白蛋白标准液、Ｈ１９１突变质粒、Ｌ８５８Ｒ突变
质粒及ｃｏｄｏｎ１２突变质粒比较

图５　ＮＨＭＣｄＰＣＲ检测Ｇ７１９Ｓ及其他干扰物质拷贝数

２．５　在检测肺癌组织样本中的应用
　　为了验证 ＮＨＭＣｄＰＣＲ在临床样本中的实际应
用，分别用 ＮＨＭＣｄＰＣＲ、液滴式数字 ＰＣＲ（ｄｒｏｐｌｅｔ
ｄｉｇｉｔａｌＰＣＲ，ｄｄＰＣＲ）和 ＤＮＡ测序 ３种方法对 ６例
ＥＧＦＲＧ７１９Ｘ突变的肺癌组织样本进行检测并比较方
法间的一致性。３种方法均测得Ｆ２和Ｆ５有ＥＧＦＲ

Ｇ７１９Ｓ阳性突变，Ｆ１、Ｆ３、Ｆ４及 Ｆ６为阴性。其中
ＮＨＭＣｄＰＣＲ和ｄｄＰＣＲ均可快速直观地观察到阳性突
变并大致判断突变浓度（图６、７），还可对目的序列进
行绝对定量；而ＤＮＡ测序需要仔细比对碱基从而得出
目标突变位点（图８），不如前两种方法直观，且无法对
突变基因进行定量。ＮＨＭＣｄＰＣＲ、ｄｄＰＣＲ和 ＤＮＡ测
序的检测结果显示，３种方法一致性较好，阳性符合率
及阴性符合率均为 １００％，ＮＨＭＣｄＰＣＲ与 ｄｄＰＣＲ定
量结果一致（表 ２），ＮＨＭＣｄＰＣＲ绝对定量能力达到
了传统ｄｄＰＣＲ的水平。

表２　ＮＨＭＣｄＰＣＲ、ｄｄＰＣＲ、ＤＮＡ测序检测结果比较

样本 ＤＮＡ测序 ｄｄＰＣＲ（ｃｏｐｉｅｓ） ＮＨＭＣｄＰＣＲ（ｃｏｐｉｅｓ）

Ｆ１ 定性（－） ０ ０

Ｆ２ 定性（＋） １５８１．８ １８２２．４

Ｆ３ 定性（－） ０ ０

Ｆ４ 定性（－） ０ ０

Ｆ５ 定性（＋） ２１８．３ ４５１．７

Ｆ６ 定性（－） ０ ０

９７６　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（８）
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图６　Ｆ１～Ｆ６肺癌组织样品ＮＨＭＣｄＰＣＲ检测的荧光显微观察　（×１００）
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横轴为ＶＩＣ通道荧光增量，纵轴为ＦＡＭ通道荧光增量；微滴在坐标系内聚类为４簇：左下黑色为无模板微滴，左上蓝色为仅有
ＦＡＭ信号的液滴，右下为仅有ＶＩＣ信号的微滴，右上为同时发出ＦＡＭ与ＶＩＣ信号的双阳性微滴

图７　Ｆ１～Ｆ６肺癌组织样品ｄｄＰＣＲ检测结果

３　讨论

　　精确测定 ＥＧＦＲ突变的种类及含量，有针对性地
选择靶向药是提高肺癌疗效、降低癌症死亡率的重要

途径之一［８］。对于突变丰度低的样本，检测方法的灵

敏度和特异性对突变序列定量结果的准确性有很大影

响。数字ＰＣＲ技术最明显的优势在于单分子 ＰＣＲ扩

增，目前已广泛应用于癌症治疗监测［９］、单细胞分

析［１０］、寄生虫诊断［１１］及环境监测［１２］等分子生物学领

域。其基本原理是将样品分割成许多独立的子反应单

元，每个子单元包含一个或没有目标分子，是ｄＰＣＲ的
关键环节。基于样本的分散方式，ｄＰＣＲ通常分为磁
珠模式、微滴模式和芯片模式，其中芯片模式是基于腔

室的微流控分区技术实现样本的数字化分割。

０８６ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（８）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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箭头示样本核酸序列中的ＥＧＦＲＧ７１９Ｓ阳性突变位点（Ｇ→Ａ）

图８　Ｆ１～Ｆ６肺癌组织样品ＤＮＡ测序检测结果

　　ＰＤＭＳ材料具有良好的透光透气性、强生物兼容
性、易倒模复制等特点，是制作多阵列微腔室的理想材

料［１３］。最近，本项目组基于ＰＤＭＳ软光刻技术结合微
流控加工技术设计了一种“三明治型”ｄＰＣＲ芯片，并
对其自进样分割方式及抗水分挥发方法等不断改进和

优化；已在 Ｈ１９７５肺癌细胞系 ＥＧＦＲｇＤＮＡ初步检测
中有稳定表现［７，１４］。本研究中的新型十万目六边形

微腔芯片是在前期芯片基础上多次改良的版本，具有

更多优点：①将连接微腔的进样管道去除，设计成可拆
卸的ＰＤＭＳ管道，避免由于 ＰＤＭＳ透气性不够导致的
油冲洗不充分问题。②微腔室由原来的圆柱体空腔改
为六棱柱空腔设计，使在相同尺寸的微阵列中空腔数

量由２００００个增加至１１３１３７个。５倍多空腔数量的
增加不仅大大提高了样本的数字化分割效率，而且在

ＰＤＭＳ透气性一致的情况下，可使进样时间由１～２ｍｉｎ
减少至５～３０ｓ。③在芯片制作与扩增体系中添加比
例更合适的 ＴｒｉｔｏｎＸ１００和 ＢＳＡ，较大程度减少样品
的吸附，使检测结果更接近于真实值。

　　本研究开发的ＮＨＭＣｄＰＣＲ技术最低检测浓度为

３．０１ｃｏｐｉｅｓ／μＬ，检测值与期望值之间高度一致（Ｙ＝

０．７２５Ｘ－０．５８１，Ｒ２＝０．９８４），在微量丰度基因突变的
应用中具有良好的性能和较高的价值。ＮＨＭＣｄＰＣＲ
检测白蛋白标准液、Ｈ１９１突变质粒、Ｌ８５８Ｒ突变质粒
及ｃｏｄｏｎ１２突变质粒未发现阳性孔，检测 Ｇ７１９Ｓ突变
质粒及其与以上４种干扰物混合的结果相差不大；证
明在检测ＥＧＦＲＧ７１９Ｓ突变的应用中特异性高、抗干
扰能力较强。ＮＨＭＣｄＰＣＲ与 ｄｄＰＣＲ、ＤＮＡ测序方法
比较显示，３种方法对 ６例临床肺癌组织样本定性结
果吻合度高，而 ＮＨＭＣｄＰＣＲ在基因突变绝对定量上
与传统的ｄｄＰＣＲ结果一致；证明建立的 ＮＨＭＣｄＰＣＲ
技术在临床样本检测中具有较高的准确性和可靠性。

其中 ＤＮＡ测序技术仅能定性，且具有耗时长、操作过
程复杂、结果观察不够直观等缺点。而 ｄｄＰＣＲ存在液
滴数目限制和管路堵塞问题，在检测之前需要评估样

本状态并测定核酸浓度。ｄｄＰＣＲ检测的样品核酸浓
度若超过液滴范围，则需要在检测前对样品进行不同

程度的稀释，操作步骤的增加可能会影响定量结果；蛋

白质残留、热循环等导致的液滴聚集和管路阻塞，还会

１８６　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（８）



导致目的序列定量失败。相比之下，ＮＨＭＣｄＰＣＲ技
术不受核酸浓度和液滴数的限制，无需提前对样本核

酸浓度进行评估和稀释，除去制作芯片的时间，整个检

测过程仅需１．５ｈ左右。且样本的自进样分割、ＰＣＲ
扩增及结果观察均在一个芯片中完成，摆脱了对液滴

振荡仪、液滴流式计数仪等大型昂贵仪器的依赖，大大

简化了操作步骤，减少了检测成本。此外，基于 ＰＤＭＳ
材料本身的多孔透气特性，本技术所需的 ＮＨＭＣ还可
提前大批量制备并抽真空备用，在多场合实现随时对

核酸样本进行快速绝对定量检测。

　　综上，ＮＨＭＣｄＰＣＲ无需依赖标准曲线、内参基因
及大型贵重仪器即可实现对样品的实时绝对定量，具

有成本低、操作简单、速度快、抗干扰能力强等优点。

ＮＨＭＣｄＰＣＲ的建立不仅丰富了微流控式芯片数字
ＰＣＲ技术，也为其他样本检测的临床应用和科学研究
提供了另一种选择。
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ＰＣＲ：ａｎｅｗｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙｆｏｒｄｉａｇｎｏｓｉｓｏｆｐａｒａｓｉｔｉｃｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓ
［Ｊ］．ＣｌｉｎＭｉｃｒｏｂｉｏｌＩｎｆｅｃ，２０１９，２５（１２）：１５１０－１５１６．
ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｃｍｉ．２０１９．０６．００９．

［１２］ＳＴＡＬＥＹＺＲ，ＢＯＹＤＲＪ，ＳＨＵＭ Ｐ，ｅｔａｌ．Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ
ｓｏｕｒｃｅｔｒａｃｋｉｎｇｕｓｉｎｇｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎｄｄｉｇｉｔａｌＰＣＲｔｏｉｄｅｎｔｉｆｙ
ｓｏｕｒｃｅｓｏｆｆｅｃａｌｃｏｎｔａｍｉｎａｔｉｏｎｉｎｓｔｏｒｍｗａｔｅｒ，ｒｉｖｅｒｗａｔｅｒ，
ａｎｄｂｅａｃｈｗａｔｅｒｉｎａｇｒｅａｔｌａｋｅｓａｒｅａｏｆｃｏｎｃｅｒｎ［Ｊ］．Ａｐｐｌ
ＥｎｖｉｒｏｎＭｉｃｒｏｂ，２０１８，８４（２０）：ｅ０１６３４－１８．ＤＯＩ：１０．
１１２８／ａｅｍ．０１６３４１８．

［１３］ＡＨＲＢＥＲＧＣＤ，ＣＨＯＩＪＷ，ＬＥＥＪＭ，ｅｔａｌ．Ｐｌａｓｍｏｎｉｃ
ｈｅａｔｉｎｇｂａｓｅｄｐｏｒｔａｂｌｅｄｉｇｉｔａｌＰＣＲｓｙｓｔｅｍ［Ｊ］．ＬａｂＣｈｉｐ，
２０２０，２０（１９）：３５６０－３５６８．ＤＯＩ：１０．１０３９／ｄ０ｌｃ００７８８ａ．

［１４］ＮＩＮＧＹ，ＣＵＩＸ，ＹＡＮＧＣ，ｅｔａｌ．Ａｓｅｌｆｄｉｇｉｔｉｚａｔｉｏｎｃｈｉｐ
ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄｗｉｔｈｈｙｄｒａｔｉｏｎｌａｙｅｒｆｏｒｌｏｗｃｏｓｔａｎｄｒｏｂｕｓｔｄｉｇｉｔａｌ
ＰＣＲ［Ｊ］．ＡｎａｌＣｈｉｍＡｃｔａ，２０１９，１０５５：６５－７３．ＤＯＩ：１０．
１０１６／ｊ．ａｃａ．２０１８．１２．０２９．

（收稿：２０２１０１０７；修回：２０２１０２０５）

（编辑　汪勤俭）
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