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多重数字聚合酶链式反应技术及其应用
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摘 要 数字聚合酶链式反应( PCＲ) 作为一种具有广泛应用前景的核酸检测技术，已经成为当前公认的最
为精准的核酸检测技术之一。多重检测是数字 PCＲ发展的重要方向，随着微流控技术的发展，多重数字 PCＲ
技术已越来越成熟。本文综述了近年来多重数字 PCＲ的研究进展，重点归纳总结了近五年来多重数字 PCＲ

技术的实现方式，介绍了多重数字 PCＲ技术在液体活检、转基因检测、新冠病毒检测等热点领域的应用。最
后，对多重数字 PCＲ技术面临的问题和挑战进行了探讨，并展望了该技术未来的发展方向。
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聚合酶链式反应( PCＲ) 自 Mullis等［1］于 1985年提出以来，已经发展出多种相关的新技术，包括实
时荧光定量 PCＲ( qPCＲ) 和数字 PCＲ( dPCＲ) 。qPCＲ是第二代 PCＲ技术，该技术通过对荧光信号的实
时采集( 包括染料法、Taqman探针法、分子信标等) 绘制荧光曲线，结合设置循环阈值( Ct) 以及建立标
准曲线的方式，从而获得目标核酸序列的拷贝数［2-3］。qPCＲ 技术已经成为当前核酸分子诊断的金标
准，但是这种依赖标准曲线的相对定量方法容易受到环境因素的影响，并且在检测的精准度与灵敏度
上也受到一定的限制，无法满足核酸精准检测的需求。尤其是在新型冠状病毒疫情下各个实验室的检
测结果中，均出现假阳性与假阴性的情况［4］。

微流控技术［5-6］的发展促进了新兴核酸检测技术即数字 PCＲ 技术的快速发展。数字 PCＲ 是第三
代 PCＲ技术，该技术的基本原理是通过有限稀释将单个核酸分子分散到反应腔室中，并保证每个反应
腔室至多只有 1个目标分子。腔室中的核酸分子可进行指数级别的扩增，最终通过检测阳性腔室，结
合泊松分布直接获取目标基因的拷贝数［7］。该方法无需依赖标准曲线或标准品确定目标基因的拷贝
数，能够实现对目标基因的绝对定量检测［8］。该技术最初的原理是由 Sykes等在 1992 年提出［9］，尽管
在当时未正式称为“数字 PCＲ”，但在该研究中已经建立了数字 PCＲ 的基本实验程序。更重要的是，数
字 PCＲ 检测的基本原理即通过有限稀释检测有或无读数的概念被提出［10］。Vogelstein 和 Kinzler 在
1999年正式提出了数字 PCＲ的概念，并使用 96微孔板进行了数字 PCＲ 反应，使得这种精准定量检测
核酸的策略得以实现［11］。近年来，大量研究证明数字 PCＲ在灵敏度及精准度方面的优势，使其成为极
具潜力的核酸检测技术［12-13］。

核酸检测在病原微生物检测、液体活检、精准医疗等领域都具有重要的应用价值［12，14-16］。无论是
哪种核酸检测方式，随着实验室中测试数量及指标越来越多，多重检测的重要性与必要性越来越突出。
多重数字 PCＲ检测是在一次反应中利用多对引物实现多靶标扩增检测的技术，具有高效性、系统性及
经济性的优势［17-19］。数字 PCＲ作为一项极具应用前途的核酸检测技术，必然是向多重化检测的目标方
向发展。不同于 qPCＲ技术的多重检测，基于微流控芯片的数字 PCＲ的信号采集方式是通过终点反应
结果进行测量，这使得数字 PCＲ的多重检测实现方式除了在荧光信号颜色上有区别外，还可在荧光强
度、检测区域上有所区别，进而在多个维度上实现多重目标数检测( 图 1) 。

本文总结了多重数字 PCＲ技术的实现方式及其在液体活检、转基因检测、肿瘤筛查、病原微生物
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检测等领域的应用。同时，对多重数字 PCＲ所面临的问题和未来发展方向进行了探讨和展望。

图 1 多重数字 PCＲ示意图。在微流控技术、荧光颜色和荧光强度 3 个维度上实现多重检测，多重检
测可应用于致病菌的检测、产前诊断、食品安全以及肿瘤检测等领域
Fig． 1 Schematic diagram of multiplex digital polymerase chain reaction ( PCＲ) ． Microfluidic technology，
fluorescence color and fluorescence intensity can achieve multiplex detection in three dimensions． Multiplex
detection can be applied to the detection of pathogenic bacteria，prenatal diagnosis，food safety，tumor detection
and other fields

1 数字 PCＲ技术
数字 PCＲ通过将核酸分子分散到每个反应腔室进行指数级别扩增，从而产生非常强的荧光信号。

通过对阳性数量的腔室进行计数，结合泊松分布［20］，可以直接获得目标基因的初始浓度［21-22］。微流控
技术促进了数字 PCＲ的发展，根据样品分散方式的不同，目前主流的数字 PCＲ 技术可分为液滴式数
字 PCＲ( ddPCＲ) ［23-24］和芯片式数字 PCＲ( cdPCＲ) ［25-26］。

液滴式数字 PCＲ是通过将样品分散到 105 ～106个油包水的液滴中，每个液滴独立作为反应单元进
行扩增反应的一类数字 PCＲ技术［27-29］。根据液滴的形成方式不同，目前有多种液滴数字 PCＲ，常见的
包括 T型芯片、共聚焦“十”字型芯片［30］，近年还发展了基于离心力生成液滴的数字 PCＲ［31］、基于阶梯
乳化产生纳升液滴阵列的数字 PCＲ芯片［32］、基于表面辅助多因素流体间隔的数字 PCＲ［33］、界面振动
微滴阵列以及基于毛细管的液滴数字 PCＲ［34］等。液滴数字 PCＲ方法的优势在于具有灵活的通量及可
扩展性，但其液滴的稳定性及可控性相对较差，相应的商品化仪器平台包括 Bio-Ｒad-Qx 200、Naica
Crystal、新羿 TD-1数字 PCＲ仪和达微生物 OsciDropⓇ等。

芯片式数字 PCＲ是在芯片上加工上万级别的腔室阵列，形成固定的微反应腔室［35-37］。近年来，研
究者对芯片不断进行改进，推动了芯片式数字 PCＲ 技术的发展，突破了该技术在多个方面的瓶颈问
题［38-41］。Quake研究组基于聚二甲基硅氧烷( PDMS) 材料开发了 Quake 阀芯片［42］、大规模集成流路芯
片［43］; Hansen研究组开发了具有百万级别腔室阵列的芯片式数字 PCＲ ［44］; Ismagilov研究组开发了滑
动式数字 PCＲ芯片［45］。近几年，本研究组围绕芯片式数字 PCＲ 开发了具有分支结构的无废液式芯
片［46］和一体式数字 PCＲ芯片［47-48］。该方法的优势在于独立性高、反应均一性好，为实时数字 PCＲ 提
供了可能性; 其缺点在于芯片加工制作工艺要求高，反应单元数目相对有限。相应的商品化仪器包括
Fluidigm BioMarkTM HD系统、Thermo Fisher QuantStudio 3DTM、Qiagen QIAcuityTM等。数字 PCＲ 的优势
主要体现在: ( 1) 绝对定量: 无需建立标准曲线，结果直接读出; ( 2) 精准定量: 可以定量至单个拷贝;
( 3) 抗抑制性: 通过将反应液分散到成千上万个反应单元中，有效降低了抑制剂对扩增的影响［10，13，49］。

2 多重数字 PCＲ的实现方法
2．1 基于荧光信号颜色的多重数字 PCＲ检测

在数字 PCＲ中，基于不同荧光信号的多重实现方法通常以探针法为主，用于标记的荧光染料通常
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包括 FAM、CY5、VIC或 HEX等［50-51］。该方法通过在数字 PCＲ 反应体系中采用多对引物扩增不同靶
标，不同的特异性荧光探针标记不同荧光染料，并通过相应的荧光通道进行检测［52-53］。近年的研究除
了在商品化数字 PCＲ仪基础上进行多重方法开发外，还采用自制的数字 PCＲ 系统进行多重检测的相
关研究。Ｒobinson等［54］在 Quantstudio 3D Tm数字 PCＲ仪上利用 VIC和 FAM信号建立了 miＲNA-21以及
miＲNA-499的双重检测方法。Madic等［55］基于 Nacia CrystalTm数字 PCＲ 仪开发了针对 EGFＲ 突变位点
的六色数字 PCＲ检测方法，可将 EGFＲ 多个突变位点区分开。在自主开发的数字 PCＲ 系统实现多重
检测方面，Liao等［56］研发了基于离心力的透明微液滴数字 PCＲ系统，该系统具有与 qPCＲ相当的动态
检测范围，通过将甜菜碱介导的透明液滴和光学成像组合，大大简化了液滴数字 PCＲ 的实验过程及液
滴的读取流程，实现了更高的灵敏度和准确性; 利用 CMOS 相机提供大视野成像以及双波长
( 488 /532 nm) 检测带有 FAM和 HEX /VIC标记的探针实现双重检测，通过拷贝数变异的定量检测结果
证明了该系统的定量能力与商品化仪器 Bio-Ｒad Qx-200相当( 图 2) 。

图 2 可应用于多重检测的自制透明液滴数字 PCＲ 的示意图: ( A) 离心产生液滴乳液; ( B) 高通量读
取 PCＲ管中液滴; ( C) 双通道光学切片荧光图像，其中记录了所有荧光阳性液滴( 红色: HEX/VIC，绿

色: FAM) ; ( D) 基于三维数据的体积重构和双通道图像的精确液滴计数［56］

Fig． 2 Schematic diagram of the home-made transparent droplet digital PCＲ for multiplex detection:
( A) Centrifugation to produce droplet emulsion; ( B) High-throughput reading of PCＲ droplets in a PCＲ tube;
( C) Two-channel optical slice fluorescence image where all fluorescent positive droplets ( Ｒed: HEX/VIC，
green: FAM) are recorded; ( D) Volume reconstruction and accurate droplet counting of dual-channel images

based on 3D data［56］

Bian等［57］开发了油饱和液滴数字 PCＲ芯片，并利用 FAM和 VIC两种荧光染料标记的分子信标实
现了对大肠杆菌 O157和单增李斯特菌的双重检测，检出限可达到 10 CFU /mL。Bai 等［58］开发了自吸
分液式数字 PCＲ芯片，建立了针对 lncＲNA的多重检测方法，利用 FAM、HEX 及 CY5 三色荧光通道分
别检测 GAPDH、SLC9A3-AS1 和 PCAT6，利用 CCD 相机获取荧光图像，并进行荧光信号统计。该研究
为体液中痕量外泌体 lncＲNA的多指标联合检测提供了新方法，并证明了外泌体 lncＲNAs 作为肺肿瘤
活检标志物的潜力。
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2．2 荧光强度结合荧光信号颜色的多重数字 PCＲ检测
单纯依靠荧光信号种类实现多重目标物分析的方法受仪器的荧光通道限制，很难实现更高阶的多

重检测。基于荧光强度实现多重的分析方法的基本原理是利用引物探针浓度线性改变信号强度，根据
不同的荧光信号强度对模板进行区分［59］。在数字 PCＲ 中，常用的信号标记方式除了 Taqman 探针外，
DNA结合染料( 例如 Eva Green) 也是常用的信号标记方法。在 qPCＲ中，DNA结合染料可结合所有双
链 DNA，使得荧光发射强度与 DNA数量直接相关。数字 PCＲ通过在热循环前将样品分割成数万个独
立的反应单元，可在一定程度上解决该问题。McDermott 等［60］证明基于 DNA 结合染料的 ddPCＲ 获得
的结果在精确度和动态范围上与 TaqMan探针相同，并且利用 Evagreen 同样可在数字 PCＲ中通过改变
反应条件使不同靶标扩增产生的荧光强度不同，进而实现多重检测。

然而，这种方法产生的荧光分区在 DNA数量多或 DNA 质量差的情况下难以精准区分，因此，在实
际研究过程中，研究者多是将多色荧光信号结合荧光强度的差别实现多重检测［52］。Zhong 等［18］在
ＲainDropTM数字 PCＲ系统中采取改变不同荧光探针的浓度结合两种荧光通道的方式建立了多重检测方
法，仅使用两个荧光基团就建立了脊髓肌萎缩症的 5 重检测体系，并利用该方法在 20 例病人样本中实
现了对 3个基因( SMN1、SMN2、BCKDHA) 的拷贝数变异以及单核苷酸突变( c．815A＞G，SMN1) 的检
测。最近，Xiang等［61］利用侵入反应在单碱基识别方面具有高度特异性的优势，将其与数字 PCＲ技术
联用，开发了“侵入性数字 PCＲ”( Invader-dPCＲ) ，用于检测 EGFＲ 突变，将 dPCＲ 平台上突变检测的
灵敏度提高了 1000倍。同时，为了降低检测成本，该研究组还基于 Invader-dPCＲ 建立了“多重”检测
模型。在该模型中，VIC用于药物敏感性突变，FAM用于药物抗性突变，在一个 dPCＲ芯片中可同时检
测 16种药敏突变、一种耐药突变( T790 M) 和野生型 DNA，表明使用荧光强度结合不同荧光通道，再采
用 dPCＲ，是实现多重检测的有效策略( 图 3) 。
2．3 基于熔解曲线分析的多重方法

熔解曲线的多重分析方法是近年来数字 PCＲ中新兴的一种多重分析方法［62］。由于 PCＲ产物的熔
解温度( Tm ) 几乎不取决于扩增效率，因此，使用 Tm值可提高基因分析的准确性

［63］。Tanaka 等［64］建立
了将数字 PCＲ与熔解曲线分析相结合的多重检测体系，并将该方法应用于 KＲAS 基因分型检测。结果
表明，对于野生型 KＲAS、G12Ｒ突变体和 G12D 突变体，微孔中 DNA 的 Tm峰值分别为 68. 7、66. 3 和
62. 6 ℃，并且基因型的 Tm值标准偏差为 0. 2 ℃。Nakagaw等［65］将 dPCＲ与熔解曲线分析结合，进行了
多重基因检测，利用具有 2×104个反应微孔的硅基数字 PCＲ芯片进行不对称 PCＲ，可获得更多的单链;
在反应过程中捕获荧光信号，并测量每个微孔的 Tm值，通过荧光强度、探针的染料颜色和 Tm进行基因
分型。由于 PCＲ产物的 Tm并不是高度依赖于 PCＲ的扩增效率，通过 Tm值可提高基因分型的准确性。
利用该方法同时鉴定了野生型 KＲAS、BＲAF 和 8 个突变体，证明了方法的可行性。该研究通过数字
PCＲ结合四色熔解曲线，首次证明了十重检测癌症相关突变的可行性( 图 4) 。
2．4 其它多重检测实现方法

不同于 qPCＲ技术，基于微流控芯片的数字 PCＲ技术除了在荧光通道以及荧光强度方面进行多重
研究外，还可在空间维度方面实现多重检测。通过合理设计芯片，可在一个芯片上划分多个进样孔，进
而在芯片中实现多重检测。Shen等［66］开发了具有多重体积的多重数字 PCＲ 滑动芯片，将芯片划分为
5个检测区域，通过多次进样，实现了芯片上的多重检测。该芯片具有 4 种体积( 1、5、25 和125 nL) 的
腔室，通过简单的阵列加工，动态范围可以达到 2×107 copies /mL( 图 5A 和 5B) 。然而，在一个芯片上
进行多次进样，增加了操作复杂度。本研究组在 2020 年开发了自吸分液式的多重数字 PCＲ 芯片
( 图 5C和 5D) ，该芯片设计有预包埋成分进样口，在无需外接泵阀的条件下即可实现 6 种不同反应组
分的预包埋，仅需 1次加样便可实现 6种目标的多重检测。利用该芯片成功检测了 EGFＲ 的多个突变
位点［67］。

3 多重数字 PCＲ技术的应用
多重数字 PCＲ可通过一次反应即可提供全面、系统的信息，在降低成本并保证精确度的同时，提
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图 3 基于 Invader-dPCＲ方法的多重检测示意图: ( A) 用于检测 EGFＲ突变的 DNA逻辑传感器的原理;
( B) 不同的突变和野生型 DNA可以通过不同的信号强度组来区分; ( C) 多重 Invader-dPCＲ方法的示意
图。设计了 15个 19Del和 L858Ｒ 突变的检测探针，具有相同的阀序列( Flap3) ，与用 VIC 染料标记的
FＲET3探针互补。作为对照，设计了 VIC 标记的 FＲET1 探针以捕获 Flap1 标记的野生型 DNA 检测探
针。为 T790M突变设计了另一种标有 Flap2的检测探针。Flap2被标记有 FAM染料的 FＲET2探针捕获

以产生 FAM信号［61］

Fig．3 Schematic diagram of multiple detection based on the Invader-dPCＲ method: ( A) Principle of DNA
logic sensor for detection of EGFＲ mutations; ( B ) Different mutant and wild-type DNA distinguished by
different signal intensity groups; ( C ) Schematic diagram of the multiple invader-dPCＲ method． Fifteen
detection probes for 19Del and L858Ｒ mutations are designed，with the same valve sequence ( Flap3) ，which
are complementary to the FＲET3 probe labeled with VIC dye． As a control，a VIC-labeled FＲET1 probe is
designed to capture the Flap1 label in the detection probe of wild-type DNA． A different detection probe labeled
with Flap2 is designed for the T790M mutation． Flap2 is captured by the FＲET2 probe labeled with FAM dye to

generate FAM signal［61］

高了检测的效率，因此应用广泛［63，68-69］。
3．1 肿瘤研究

为了克服传统基于免疫组化的乳腺癌病理分类的缺陷，Chen等［70］开发了基于四重数字 PCＲ的策
略，对乳腺癌亚型进行分类。该方法可用于同时检测雌激素受体 1( ESＲ1) 、孕激素受体( PGＲ) 、erb-b2
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图 4 结合数字 PCＲ和熔解曲线分析的多重检测方法: ( A) 将包含靶 DNA的样品加载到具有 2×104微
孔的芯片中; ( B) 通过不对称 PCＲ扩增靶 DNA，与扩增子杂交的分子信标被用于测量 Tm ; ( C) 四色滤

光片捕获荧光图像并分析每个微孔的熔解曲线; ( D) 基于荧光强度，染料颜色和 Tm的基因分型
［65］

Fig．4 A multiplex detection method combining dPCＲ and melting curve analysis: ( A) The sample including

the target DNA is mounted in a chip with 2×104 microwells; ( B) Amplify the target DNA by asymmetric PCＲ．
Molecular beacons hybridized with amplicons are used to measure Tm ; ( C ) Four-color filter captures

fluorescence images and analyzes the melting curve of each microwell; ( D) Genotyping based on fluorescence

intensity，dye color and Tm
［65］

图 5 基于区域划分的用于多重检测的数字 PCＲ 芯片: ( A、B) 滑动芯片照片和多个检测图像［66］;

( C、D ) 自吸分液多重数字 PCＲ芯片的立体结构及实物图［67］

Fig．5 Digital PCＲ chip for multiplex detection based on area division: ( A，B) SlipChip photos and multiple

detection images［66］; ( C，D) 3D structure of self-priming multiplex digital chip and photos［67］

受体酪氨酸激酶 2( EＲBB2) 和 Pumilio ＲNA结合家族成员 1( PUM1) ，所建立的四重数字 PCＲ反应具有
与免疫组化结果的高度一致性，其灵敏度及检测时间均优于常规检测方法。Vannitamby 等［17］开发了一
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种用于检测非小细胞肺癌患者中 PDL1水平的多重数字 PCＲ检测方法，利用 Bio-Ｒad Qx200TM液滴式数
字 PCＲ开发了一种能同时分析 MMP9、TIMP3和 PDL1的多重数字 PCＲ检测方法，同时利用基因表达
绝对比率准确识别非小细胞肺癌患者体内恶性细胞，并量化 PD-L1的表达。
3．2 循环肿瘤 DNA( ctDNA)检测

ctDNA作为液滴活检的重要标志物，存在于脑脊液、血液等体液中，已成为临床上肿瘤早期诊断、
预后判定及用药指导的重要标志物，是多重数字 PCＲ 的重要应用领域之一［71-73］。由于数字 PCＲ 具有
从大量野生型分子中精准检测微量突变 DNA分子的能力，该技术适用于检测样品中的稀有或低丰度等
位基因突变，特别是多重数字 PCＲ所具备的检测多个突变位点的能力，使得非侵入性准确监测疾病进
展成为可能。Yu 等［74］建立了多重数字 PCＲ反应体系，并以血浆中提取的 ctDNA为样本，评估晚期非小
细胞肺癌患者 EGFＲ突变情况。结果表明，该方法对 19DEL、L858Ｒ 和 T790M 的敏感性分别为 90. 9、
87. 5 和 100，特异性分别为 88. 9%、100%和 93. 8%。通过对 3名接受 EGFＲ-TKI治疗的患者进行连续 2
个月的动态监测，证明了具有超高灵敏度的多重数字 PCＲ技术在定量检测 EGFＲ突变中的实用性以及
在晚期非小细胞肺癌患者 EGFＲ-TKI治疗中的实用性。Hrebien等［75］采用多重数字 PCＲ分析乳腺癌患
者的 ctDNA，采集 71名女性患者的血样，检测 3个热突变点 PIK3CA、ESＲ1和 EＲBB2，以及 AKT1 E17K
位点。利用该方法证明了采用样品保存管的取样方式对 ctDNA 进行突变检测的结果与即时从样品中
检测的方式具有高度一致性。Andersen 等［76］建立了一种用于筛查血浆中的 KＲAS、NＲAS、BＲAF 和
PIK3CA基因突变的多重数字 PCＲ方法，并在已知肿瘤突变状态的胆管癌患者的样本上进行了验证，证
明了多重数字 PCＲ 在多突变位点的精准定量检测能力。作为非侵入性检测的有力工具，游离 DNA
( cfDNA) 的质量影响检测结果。Alcaide等［77］利用多重数字 PCＲ建立了一种简单直接的控制 cfDNA 质
量的方法，利用嗅觉受体 OＲ基因的不同大小的片段( 73～165 bp、166～253 bp、＞253 bp) 进行验证，无
需参考样品和标准曲线，即可估算 cfDNA的绝对浓度。利用该方法对 117 例血浆样品中的 cfDNA进行
分析，证明了该方法可应用于评估临床样品 cfDNA 的数量、质量和片段大小。Tan 等［78］采用锁核酸
( LNA) 探针的多重 ddPCＲ检测准确地识别了胎儿非整倍体，并设计了两套引物和探针，用于量化 21 号
和 18号染色体的 cfDNA，从而确定样本的状态。利用该技术测试了 60例临床血浆样本，所有样本均被
正确识别，证明了多重数字 PCＲ在非侵入性产前诊断的可行性，是一种具有重要应用潜能的产前诊断
方法( 图 6A) 。以 ctDNA为代表的液体活检作为多重数字 PCＲ的重要应用领域，其精准性受到了广泛
认可。但是，面对临床上的大量标志物，当前多重数字 PCＲ 的检测目标数依然不足，因此，提高方法的
多重检测目标数，开发新的高阶多重分析方法，是多重数字 PCＲ用于临床检测的必经之路。
3．3 二代测序

二代测序是一种通过引入可逆终止末端，在 DNA复制过程中捕捉新添加的碱基携带的特殊标记，
进而确定 DNA序列的高通量测序技术［79-80］。DNA完整性和数量是影响其测序准确性的关键因素，特别
是从石蜡包埋的组织中提取的 DNA，由于其质量差异大，会导致测序数据不准确［81-82］。Didelot 等［83］建
立了一种可检测 DNA完整性的多重数字 PCＲ方法，从 12个石蜡包埋的肺腺癌组织中提取 DNA样品，
并检测了 4种不同的靶标长度( 78、159、197和 550 bp) ，该方法仅需 1 ng DNA 便可对质量进行评估，
同时可以以较低的成本实现可靠的基因组测序( 图 6B) ，通过靶向富集策略减少某些项目的测序量，加
快测序的进度，并降低成本。Eiblwieser等［84］在多重液滴数字 PCＲ中预先扩增患者特异性的 EWS 融合
基因，然后采用 Ion S5 系统对该文库进行测序，结果表明，基于多重数字 PCＲ 的靶向富集与 NGS 的组
合提高了鉴定基因组融合序列的成功率。利用该方法对 EWING2008 患者的 ctDNA水平和临床参数进
行分析，发现 ctDNA拷贝数与患者危险因素之间存在相关性。
3．4 转基因检测

目前，大多数国家对转基因作物( GMOs) 的种植和贸易进行监管，并强制要求含有超过一定阈值的
转基因生物的食品进行标识，因此，对转基因食品的精准检测尤为重要［85-86］。随着市场上转基因品系
的增加，迫切需要建立一些成本低且精准的高效检测方法。研究表明，数字 PCＲ 在提高转基因检测灵
敏度和监测转基因食品真实性方面具有巨大的应用潜力［87］。Dobnik 等［88］利用 Bio-Ｒad 公司的 ddPCＲ
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图 6 多重数字 PCＲ的应用: ( A) 使用多重 ddPCＲ 的非侵入性胎儿非整倍性检测［78］; ( B) 用于 DNA

质量测定的多重数字 PCＲ［83］; ( C) 应用于新型冠状病毒检测的超快速数字 PCＲ［109］

Fig．6 Application of multiplex digital PCＲ: ( A ) Non-invasive fetal aneuploidy detection using multiplex

ddPCＲ［78］; ( B) Multiplex digital PCＲ for DNA quality determination［83］; ( C) Ultra-fast digital PCＲ applied

to novel coronavirus detection［109］

平台建立了多重数字 PCＲ检测体系，并开发了用于自动化快速分析多重检测数据的新的分析工具，该
方法可同时分析 4种转基因玉米。此外，该研究组还开发了 10-plex 的多重数字 PCＲ 检测体系，可同
时对 12种欧盟批准的转基因玉米进行监测［89］。Kosir等［90］开发了更高阶的多重 dPCＲ检测体系，可对
15种转基因大豆品系进行定量检测。多重数字 PCＲ 在保证转基因产品检测的精准性的同时，可降低
检测成本，是转基因产品检测有力的支撑工具，为转基因产品的安全性及溯源提供了保障。针对转基因
产品品系开发相应的检测试剂盒、不断提高多重检测能力、降低检测成本是未来多重数字 PCＲ在转基
因产品检测的主要发展方向。
3．5 食源性致病菌

致病性细菌污染严重威胁人类健康，食源性病原菌( 包括沙门氏菌、大肠埃希氏菌和单核细胞增
生李斯特氏菌等) 的相关疾病已引起了广泛关注［91-93］。低浓度食源性致病菌即可通过乳制品或肉类等
产品引起疾病［94-95］，对于高致病性食源性细菌( 如布鲁氏菌) ［96］必须建立精准的检测方法［97-99］。近来，
Lei等［98］建立了一种针对副溶血弧菌 tlh、tdh和 ureＲ的多重液滴数字 PCＲ方法。结果表明，该方法提
高了副溶血性葡萄球菌检测的敏感性、特异性及准确性，检出限为 15 CFU /mL。针对单个副溶血弧菌
的 4种基因( tlh、tdh、ureＲ和 orf8) 建立了多重检测方法，对副溶血弧菌的检测灵敏为 39 CFU /mL［100］。
Maheshwari等［101］建立了高灵敏的检测亚洲韧皮杆菌和柑橘顽固病螺原体的多重数字 PCＲ 方法，并证
明了该方法比 qPCＲ具有更高的灵敏度。该研究还发现，数字 PCＲ对抑制剂显示出更高耐受性以及高
度一致的检测结果。多重 qPCＲ分析的优势在于可降低测试两种病原体的成本，而多重数字 PCＲ的优
势在于在非常低的浓度下提供了对两种致病菌的绝对定量检测。针对症状相同的食源性致病菌，多重
数字 PCＲ技术很容易标准化，形成相关的检测试剂盒。但是，由于致病菌具有发病快、症状急的特点，
而多重数字 PCＲ 检测的整个过程通常需要 1 ～ 2 h，在时间上限制了其实际应用。因此，开发快速高效
的多重数字 PCＲ技术以满足致病菌快速检测的要求是当前需要解决的问题之一。
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3．6 新冠病毒检测
在新型冠状病毒大流行背景下，实验室诊断测试的安全性和质量面临前所未有的挑战［102-103］。数

字 PCＲ在提升检测准确性、降低漏检率等多个方面发挥了重要的作用［104-106］。多重数字 PCＲ 是诊断
COVID-19的替代和补充工具，可以减少漏检率，特别是用于控制 ＲT-qPCＲ 所得的模棱两可的结果。
De Kock等［107］基于 Bio-Ｒad Qx200数字 PCＲ仪开发了用于 Covid-19患者筛查的一步式数字ＲT-PCＲ多
重检测方法，可同时检测 SAＲS-CoV-2的多个基因，包括 N( N1+N2) 基因、E 基因和 ＲdＲP 基因及人源
的 GUSB管家基因。该方法可在 100个 GUSB mＲNA拷贝背景下可靠地检测 5 个病毒 ＲNA拷贝，并精
准定量 10个病毒 ＲNA拷贝，证明 ＲT-ddPCＲ的检测灵敏度不受核酸总背景的影响。Cassinari 等［108］针
对 6个 SAＲS-CoV-2基因组区域开发了一种多重数字 ＲT-PCＲ检测方法。对收集的 130名 COVID-19患
者的鼻咽拭子和唾液样本进行评估，结果表明，对于鼻咽拭子样品，六重 ＲT-数字 PCＲ与 ＲT-qPCＲ分析
结果一致，而六重数字 PCＲ检测对鼻咽拭子阳性患者的唾液样本比 ＲT-qPCＲ 敏感( 85%比 62%) 。Yin
等［109］将液滴数字和快速 PCＲ技术结合，利用 FAM、HEX、CY5建立了检测 SAＲS-CoV-2的 OＲF1ab、N
以及 ＲNase P 基因的多重数字 PCＲ 方法( 图 6C) 。利用该快速数字多重 PCＲ 系统分析的阳性和对照
病例的临床样本所获得的结果与 qPCＲ检测一致。此外，在新冠病毒的检测方法中，良好的参考标准
对于检出限的研究至关重要，多重数字 PCＲ还可应用于标准品的质量评估，并为测定、质量控制和监
管监视提供统一的解决方案［110］。由于仪器成本及检测成本的问题，面对数量庞大的检测样本，多重数
字 PCＲ在新冠病毒检测中的应用仍具有局限性。同时，快速的多重数字 PCＲ 技术对于新冠病毒检测
至关重要，因此，通过降低检测成本、开发具有快速升降温能力的 PCＲ 仪以及兼容性的反应试剂可促
进多重数字 PCＲ在新冠病毒检测中的应用。

4 结论与展望
作为一种新兴的核酸分子检测技术，数字 PCＲ具有高灵敏度和高准确度，是核酸检测的有效方法，

具有广阔的应用前景。不同于 qPCＲ，数字 PCＲ是一种以微流控芯片为载体的终点信号检测方法，更加
适用于高阶多路复用，在各个领域都有广泛的应用价值，尤其适合于液体活检、肿瘤筛查、产前诊断、
致病菌及病毒检测等领域。此外，在各领域相关的生物标志物的数量不断增加的形势下，相关检测研究
也面临着新的挑战。在保证精准检测的同时，以最佳方式利用有限样本、避免重复检测的需求越来越
突出。多重数字 PCＲ在节省检测样本及检测成本的同时，可准确可靠地进行多靶标检测，是满足目前
核酸检测需求的理想选择。虽然数字 PCＲ具有比 qPCＲ技术更好的精确性和灵敏度，但由于数字 PCＲ
发展起步较晚，并且成本较高，qPCＲ依然是临床核酸检测的标准技术。发展多重检测的前提是保证其
标准化和规范化，2009年 qPCＲ实验指南提出的最小信息原则( MIQE) ［111］规范了 qPCＲ的实验流程及
检测方案，并得到了有效推广利用，促进了 qPCＲ的发展。类似地，dPCＲ的MIQE［112］近年也被提出并
得到长足的发展［113］。标准方案的出现有助于数字 PCＲ技术的规范化，保障该技术的理性发展，提高
资源的有效利用并促进其推广应用。

基于商业化平台的多重数字 PCＲ多通过多色荧光通道实现多重检测，尽管这种策略可增加检测
靶标的数量，但是多个荧光通道也增加了仪器成本以及体系的复杂性。仪器还需要专门的软件分析定
义补偿矩阵，从而避免荧光信号之间的光谱重叠。此外，反应体系的竞争性、引物探针的多次设计优
化等问题依然无法避免。目前，对于多重数字 PCＲ 实现技术，最重要的是优化引物和探针，以实现液
滴或者腔室中荧光信号的清晰分离，尤其是在多重反应期间应根据适当的阈值设置优化测定性能。在
实际分析优化过程中，具有中间荧光信号强度的分区( 即介于阴性和阳性之间) 经常会有较大差异，进
而导致结果不准确。因此，建立一个多重的反应体系，时间成本、仪器和试剂成本均相对较高。微纳米
加工技术的发展有力地促进了多重数字 PCＲ 的发展，利用芯片设计简单有效地实现多重检测或许是
未来实现多重数字 PCＲ检测的有效方式之一。

目前，多重数字 PCＲ的研究取得了一定的进展，开发新的多重检测方法、提高多重检测的稳定性、
降低开发和使用成本，将是促进该技术推广应用的必经之路。
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Multiplex Digital Polymerase Chain Ｒeaction
Technology and Its Application
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Abstract Digital polymerase chain reaction ( PCＲ ) ，as a nucleic acid detection technology with wide
application prospect，has become one of the most accurate nucleic acid detection technology at present．
Multiplex detection is an important direction for the development of digital PCＲ technique． With the
development of microfluidic technology，multiplex digital PCＲ technique has become more and more mature．
This paper reviewed the research progresses of multiplex digital PCＲ in recent years，especially summarized
the implementation of multiplex digital PCＲ technique in the past five years，and introduced the application of
multiplex digital PCＲ technique in hot areas such as liquid biopsy，transgenic detection，and SAＲS-Cov-2
detection． Finally，the issues and challenges faced by multiplex digital PCＲ technique were discussed and the
future direction of the technology was foreseen．
Keywords Digital polymerase chain reaction; Microfluidics; Multiplex detection; Ｒeview
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