
△ 通信作者,E-mail:zhouhua1@zju.edu.cn。

  网络首发 https://link.cnki.net/urlid/50.1129.R.20250319.1038.020(2025-03-19)

·综  述·

数字聚合酶链式反应在临床诊断中的应用研究进展
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  [摘 要] 数字聚合酶链式反应(dPCR)是继第一代普通聚合酶链式反应(PCR)和第二代荧光定量PCR
(qPCR)之后的第三代核酸检测技术,具有检测周期短、灵敏度高等优势。dPCR既往研究主要应用在环境和农

业相关检测。随着近些年新型冠状病毒感染疫情流行,越来越多研究关注dPCR在疾病诊断与预后方面的作

用,此后该技术在感染性疾病、寄生虫疾病和肿瘤中均有研究。该文综述了dPCR在上述疾病诊断中的应用现

状,以及与其他检测方法进行比较,同时总结dPCR在诊断疾病方面目前存在的问题及展望未来发展,供同行

参考。
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[Abstract] Digital

 

polymerase
 

chain
 

reaction(dPCR)
 

is
 

the
 

third
 

generation
 

of
 

nucleic
 

acid
 

detection
 

technology
 

following
 

the
 

first
 

generation
 

of
 

conventional
 

polymerase
 

chain
 

reaction(PCR)
 

and
 

the
 

second
 

gen-
eration

 

of
 

fluorescent
 

quantitative
 

PCR(qPCR).It
 

boasts
 

advantages
 

such
 

as
 

a
 

short
 

detection
 

cycle
 

and
 

high
 

sensitivity.Previous
 

research
 

on
 

dPCR
 

was
 

primarily
 

focused
 

on
 

environmental
 

and
 

agricultural-related
 

detec-
tions.With

 

the
 

prevalence
 

of
 

the
 

COVID-19
 

pandemic
 

in
 

recent
 

years,an
 

increasing
 

number
 

of
 

studies
 

have
 

highlighted
 

the
 

role
 

of
 

dPCR
 

in
 

disease
 

diagnosis
 

and
 

prognosis.Since
 

then,this
 

technology
 

has
 

been
 

studied
 

in
 

infectious
 

diseases,parasitic
 

diseases,and
 

tumors.This
 

article
 

reviewed
 

the
 

current
 

status
 

of
 

dPCR
 

in
 

the
 

diag-
nosis

 

of
 

the
 

aforementioned
 

diseases
 

and
 

compared
 

it
 

with
 

other
 

detection
 

methods.Additionally,it
 

summa-
rized

 

the
 

current
 

issues
 

with
 

dPCR
 

in
 

disease
 

diagnosis
 

and
 

outlines
 

the
 

future
 

development
 

prospects
 

for
 

ref-
erence

 

by
 

peers.
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  数字聚合酶链式反应(dPCR)技术具有高通量、
高灵敏度、低试剂消耗、低交叉污染和绝对定量能力

等优点,在环境或食品领域进行单细胞分析、临床疾

病诊断和病原体检测方面具有一定优势。本文综述

了dPCR的在各种疾病诊断中应用的研究进展。尽

管dPCR要像荧光定量聚合酶链式反应(qPCR)一样

普遍使用存在一些挑战,但随着更成熟的新技术的发

展,这些缺点将被克服。
1 dPCR发展历史及现状

  聚合酶链式反应(PCR)由 MULLIS
 

于
 

1980
 

年

代发明。从第一代基于凝胶的常规
 

PCR[1-2]到第二代

qPCR,最后到第三代dPCR。“dPCR”一词于1999年

在论文中首次出现,作者通过对样品进行重新分配来

定量样本中的RAS基因突变,以便在384孔微孔板

中进行一系列PCR。但SAIKI学者却是使用dPCR
技术的第一人[3]。他通过限制样本中含有β-珠蛋白

基因的稀释浓度,证明单个珠蛋白分子可以被扩增和

被检测。当进行泊松分布分析时,使用正趋势扩增的

频率表明,几乎每个珠蛋白分子都可以通过PCR扩

增。因此,他们是第1个使用PCR来分离和分析单

个分子的团队,但他们没有在此方向上进行概念化,
而是使用单个分子的检测频率作为定量工具[4]。
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从广义上讲,经典PCR方法常用于定性或定量,
用于研究目标分子的性质或确定目标分子的数量。
dPCR将样品分割到单个分子的水平,随后进行PCR
扩增,获得全有或全无(即数字1、0)信号,并通过分析

目标分子的性质或使用泊松分布计算目标分子的数

量[5]。与qPCR不同,dPCR不依赖于校准曲线进行

样品定量。dPCR在理论上效率优于qPCR,因为其

可以有效地进行样品分配和单分子的靶标扩增。在

临床实践中,qPCR灵敏度更高,因此在特定应用中仍

能胜 过 dPCR。目 前,已 经 开 发 了 各 种 商 业 化 的

dPCR平台,具有不同的技术特点:基于微流控室(Bi-
oMarkdPCR,Fluidigm,Boise,ID,USA)、基于微孔芯

片(QuantStudio3D
 

dPCR,Life
 

Technologies,Carls-
bad,CA,USA)、基于微滴(ddPCR

 

QX100和QX200,
Bio-Rad和 RainDrop,RainDance),以及微信道和基

于微滴的晶体数字PCR(NAICA系统,Stilla)[4]。作

者查找文献中发现,在临床研究中使用最多的为

ddPCR。
2 dPCR在细菌性感染中的应用

  致病菌感染对个人还是公共社会造成严重负担。
细菌的早期检测对预防疾病至关重要。迄今为止,
dPCR技术已经在包括食源性致病菌在内的多种细菌

检测中得到了应用,如大肠杆菌、幽门螺杆菌、肺炎球

菌、金黄色葡萄球菌和结核分枝杆菌等。dPCR检测

大肠杆菌DNA研究对象是饮用水和食物等农业和环

境领域,故本文不再详述。在临床感染中,结核病

(TB)是由结核分枝杆菌(MTB)引起的传染性疾病,
具有高发病率、高传染性和高死亡率的特点,是全球

重要的传染病杀手。与实时荧光定量PCR方法相

比,dPCR可以检测TB患者全血样本中低水平循环

MTB
 

DNA的潜在替代方法。除了dPCR在诊断中

的重要作用外,在抗结核治疗中,早期诊断和药敏试

验同样重要。LUO等[6]使用联合培养法和微滴式数

字PCR(dPCR)从痰液中快速检测耐多药结核病

(MDR-TB)和 MTB,灵敏度可以达到95.7%[95%可

信区间(95%CI)80.0~99.2]。同时,ZHANG等[7]

证实了在疑似TB活动的236例患者中,发现dPCR
相比于宏基因组学下一代测序(mNGS)具有更好的

敏感性(99%vs.86%)。肺炎克雷伯菌(K.pneumon-
iae)是一种荚膜的革兰阴性杆菌,可引起人类尿路感

染、肺炎、血流感染和败血症。在粪便样本中,dPCR
要比qPCR和传统微生物培养在检测疑似肺炎克雷

伯菌患者时具有更好的特异性[8]。目前,针对呼吸系

统感染患者早期诊断与耐药,如耐甲氧西林的金黄色

葡萄球菌、肺炎链球菌[9],具有部分临床证据能够证

明ddPCR在 诊 断 细 菌 一 致 性 和 特 异 性 上 具 有 优

势[10]。但是仍需要更多的临床样本量来支持dPCR
在检测临床细菌感染中的优势。
3 dPCR在病毒性感染中的应用

  病毒的特性使其成为人类生命健康的主要威胁

之一,几千年来,人们一直在与病毒作斗争。病毒是

大多数通常只有一种核酸(DNA或RNA)作为其遗

传物质。病毒在宿主中具有潜伏期,离开宿主后可以

在环境中存活数天至数月,使其成为传染病的重要来

源。近年来,随着检测技术的进步,dPCR在病毒检测

中的使用越来越多。新兴的dPCR技术满足了这些

特点,为早期诊断提供了有用的工具。许多dPCR研

究已 用 于 病 毒 检 测,特 别 是 在 人 免 疫 缺 陷 病 毒

(HIV)、乙型肝炎病毒(HBV)、人乳头状病毒(HPV)
和新型冠状病毒(SARS-CoV-2)中,并显示出卓越的

性能[11]。
dPCR可以检测外周血单核细胞(PBMCs)中的

HIV-DNA,病毒库和其中的 HIV-DNA总量极少,是
治疗患者疾病进展的重要参考依据。通过dPCR测

量HIV病毒库已被用于测量评估早期治疗起始阶

段、治疗性疫苗接种结构化治疗中断、广泛中和抗体

免疫、潜伏期逆转剂和其他新型治疗药物的效果[12]。
dPCR在使用液滴dPCR定量检测HIV-DNA或血清

miRNA时表现出更高的精密度和更低的变异系数。
患者继续接受抗反转录病毒治疗(ART)并监测

 

HIV-
DNA水平,确定残留的

 

HIV-DNA
 

是一项挑战。接

受ART的儿童也是如此,他们可能在出生后早期根

据母亲的HIV状况开始ART,而如果病毒感染是由

母亲传给孩子的,则可能存在结果差异。在这些血清

阴性儿童中,HIV-DNA是 HIV感染的唯一证据,同
时也是 接 受 ART 的 唯 一 理 由。然 而,证 明 HIV-
DNA的存在具有一定难度,因为已知在感染后早期

开始ART后患者病毒存储库小,并且幼儿的样本量

较少,这降低了HIV-DNA存在的检出效率。假阳性

出现会导致 HIV感染的确诊和不合理的 ART。因

此,BOSMAN等[13]在检测是否存在 HIV-DNA 时,
不建议使用dPCR。

目前,诊断SARS-CoV-2感染患者的“金标准”是
实时反转录定量PCR(qRT-PCR)。虽然这种检测方

式具有较好的临床效果,但其同时会受到假阴性和假

阳性结果的影响,从而影响其准确度,特别是对于检

测样品中的低病毒载量情况下[14]。dPCR已被证明

在检测样本中的SARS-CoV-2低病毒载量方面比“金
标准”qRT-PCR更有效。这意味着dPCR是一种可

以在较低靶标浓度下的标本中具有较高特异性的技

术,并可以用作qRT-PCR的验证性测试或替代选择,
特别是 在 分 析 低 病 毒 载 量 样 品 时。鉴 于 其 优 点,
dPCR已被一些研究人员用于检测qRT-PCR阴性的

SARS-CoV-2样本[15]。LI等[16]中国学者利用dPCR
分析了感染SARS-CoV-2的患者身体不同部位的临

床样本,结果提示鼻咽拭子阳性检出率最高,其次是

肛拭子和唾液血等体液样本,这一结论为制定SARS-
CoV-2检测标准提供了很好的参考。目前,SARS-
CoV-2处于不断变异的过程,仍需检测和检测最近的

变异体单核苷酸多态性(SNP)。ZHANG等[17]目前
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使用肽-核酸钳辅助光热dPCR检测SARS-CoV-2变

种具有很好的效果。
4 dPCR在寄生虫疾病中的应用

  dPCR在寄生虫疾病中的主要应用以下3个方

面:原生动物、蠕虫和节肢动物。在日常临床中,原生

动物中最主要的就是疟原虫的早期诊断与治疗,传统

方法是使用显微镜检及商业化快速诊断试剂盒进行

检测。在急性疟疾发作期间,由于较高的寄生虫载

量,传统方法具有一定的优势。但是在“慢性疟疾”和
高反应性疟疾脾肿大,无症状感染情况下及需要改善

疟疾流行和非流行国家的献血者疟疾筛查,传统方法

具有一定的局限性。此时,高灵敏度的dPCR测定可

能为作为检测的标本中极低寄生虫含量提供有效的

方式[18]。dPCR同时可以给出精确的寄生虫定量结

果,此外还可以通过pfcar1突变检测对多种抗疟化合

物的耐药性[19]。在蠕虫的研究中主要集中在人蛔虫、
血吸虫病、棘球蚴病和钩端螺旋体病。早期dPCR主

要用于农业生产和饮用水检测蠕虫类动物。后来也

逐渐发展应用到动物模型的粪便、血清、尿液和唾液

中[20],对低水平的寄生虫DNA成分具有很高的灵敏

度。还可以将dPCR应用于检测肺泡型棘球蚴病患

者血清和粪便中的多房棘球绦虫血清游离DNA(cfD-
NA),表明dPCR在研究cfDNA作为诊断绦虫感染

和评估治疗效果的标志物方面具有潜在作用,尤其是

其灵 敏 度 可 以 达 到90.51%(95%CI
 

82.50% ~
96.92%)[21]。在节肢动物中,dPCR主要通过检测酶

的表达情况,而这些酶是有希望成为抗寄生虫药物靶

点。FERNANDO等[22]推测,疥螨灭活半胱氨酸蛋白

酶(SMIPP-Cs)基因家族已经进化为对疥螨生活方式

的适应,可以参与宿主免疫应答的控制。该研究作者

开发了一种dPCR检测方法,用于扩增SMIPP-Cs家

族的不同转录本。dPCR分析能够提供有关阶段特异

性SMIPP-Cs基因转录水平的相关信息,以及每个生

命阶段的基因转录拷贝数的计算。并在感染性成年

雌性生活阶段的消化系统中高度表达,这一发现可能

突出了使用dPCR检测SMIPP-Cs在疥螨中的重要

作用。
5 dPCR在肿瘤诊断应用中的应用

近年来,dPCR技术除了应用于感染性疾病的检

测,基于ddPCR也越来越成为关注的热点。目前主

要集中在三大方面研究:(1)作为寻找肿瘤患者血液

中循环肿瘤DNA(ctDNA)作为早期的检测手段;(2)
某些病毒引起相关肿瘤,如 HPV等[23],可以检测病

毒核酸含量对患者进行早期诊断与治疗;(3)可以检

测某些常见的肿瘤突变基因[24]。
目前,肿瘤研究中ctDNA在指导治疗决策、监测

治疗反应、检测微小残留病和识别新的耐药特征方面

具有较强的临床意义。因此,选择合适的检测方法尤

为重要,除 了 常 规 PCR 方 法 外,比 较 常 用 的 便 是

mNGS测序和dPCR方法。在非小细胞肺癌患者中,

使用dPCR技术和 NGS测序均是检测ctDNA有前

景的检测方式。但是目前仍缺少在肿瘤早期患者中

诊断准确性的比较,其可能原因有:二者在检测技术

造价较高,不适用于早期筛查;目前有一些多中心研

究,但是由于随访时间限制,目前无法获得这些结果。
目前,dPCR在肿瘤中残余病变检测取得了良好的效

果[25]。在宫颈癌患者中,HPV感染的早期检测是预

防早 期 癌 症 发 生 和 影 响 预 后 的 主 要 因 素[26],在
HPV16、18型的患者中检测循环血液中 HPV

 

E7基

因结果能较好地预测宫颈癌复发的发生。山东大学

LV等[27]设计了针对中国人高危型 HPV(HPV16、
52、58、56、18、33和45)的ddPCR的检测方法,结果

提示对诊断高危型 HPV的灵敏度、特异度和准确性

分别能够达到100.0%、91.3%和92.0%。同样在鼻

咽癌患者中,使用ddPCR检测循环血中游离DNA的

含量,其准确度可以达到98.4%,特异度可以达到

98.6%[28]。在急性髓系白血病(AML)中,FLT3的基

因突变(TKD和IKD)在AML中能够很好地反映肿

瘤的残留情况,澳大利亚学者
 

LI等[29]发现,ddPCR
在检测FLT3-TKD突变中,其准确度与 mNGS的效

率几乎一致,同时在检测不同突变情况下这个结论仍

然可靠。
6 dPCR在遗传性疾病诊断中的应用

  遗传性疾病的诊断主要是通过检测母体内血液

或羊水中游离的胎儿DNA成分。dPCR因其较好的

灵敏度主要应用在无创产前检测。
遗传性疾病可以大致分为染色体病和基因遗传

疾病两大类。染色体病(常染色体和性染色体)中主

要表现为染色的数目和结构异常。常见的染色体病

有21(Down's综合征,T21)、13-三体综合征(Patau
综合征)和18-三体综合征(Edwards综合征)。目前,
dPCR主要集中在染色体病异常研究,相关研究仍需

要进行大规模的验证。PARSAEI等[30]对近些年关

于染色体病 meta分析表明,dPCR在对 T21检测结

果的灵敏度可以达到98%(95%CI
 

94%~100%),特
异度可以达到99%(95%CI

 

99%~100%),同时作者

也指出由于其耗时短、操作相对简单可以未来代替

mNGS技术进行诊断。dPCR对染色体倍数改变检

测主要有以下3个方面(以21-三体综合征 T21为

例):(1)检测胚胎21染色体特异性表达的PLAC4
 

mRNA的A/G
 

SNP变化;(2)相对染色体含量,例如

正常胎儿中1号染色体/21号染色体为2∶2,T21中

比值可能变为2∶3;(3)表观遗传-遗传比值,例如母

体中HLCS基因呈现低甲基化,在胎儿中表现为高甲

基化,使用dPCR技术后确定 HLCS与ZFY(胎儿特

异性表达参照)拷贝数的比值同样可以确定21号染

色体的相对数量[31]。在单基因疾病的诊断中,dPCR
的原理与肿瘤领域诊断应用中的原理相似,检测的是

突变位点与连锁平衡的变化。例如可以检测FGFR3
突变位点或RASSF1A甲基化情况来对胎儿的软骨
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发育不全进行早期诊断[32]。目前,对诊断血友病、镰
状细胞贫血、甲基丙二酸血症和感觉神经性听力损失

等疾病中均有相关的临床研究[32]。但,作者查阅相关

文献后,由于遗传性疾病发病率较低,目前研究中样

本量较小,因此在dPCR遗传性诊断疾病中需要更多

的样本量来验证dPCR技术可靠性及其与其他方法

的优势。
7 总结与展望

  在过去的几十年里,dPCR技术已经逐渐发展成

为一种强大的工具,可以用来解读个体患者的遗传信

息。随着近年来对精准医疗的日益关注,dPCR技术

因其对单细胞甚至单分子基因表达的精确检测而在

临床治疗和生物医学研究中得到了广泛的应用。尽

管同时比较dPCR和qPCR性能的深入研究数量相

对有限,但需要注意的是:(1)较小的分配体积有益于

dPCR对多种抑制剂的恢复能力;(2)dPCR对定量相

对丰度(如拷贝变异数、突变等位基因负荷)更精确;
(3)dPCR的绝对定量灵敏度较低,可能因其反应体积

较小的特点。确保dPCR在临床环境中广泛应用的

一个较强优势是其预期的技术可重复性;然而,目前

dPCR在临床诊断和实验室间可重复性尚未得到严格

评估,未来仍需要更大的样本量来进一步证实。
PCR相关技术发展迅速,dPCR检测机器的更新

迭代也很快,但在临床中的广泛应用仍存在一些挑

战。首 先,dPCR 目 前 仪 器 的 便 利 化 很 低。新 型

dPCR检测仪器仍然依赖于专业学术实验室中复杂而

昂贵的平台,这限制了普通医生的使用。此外,对于

即时应用,对于热循环模块和荧光读取单元来说,设
备通常过于复杂。因此,易于操作和紧凑的机器仍然

有望用于广泛的应用。未来,新兴的智能生物传感器

和功能材料可以集成到dPCR机器中,以进一步增加

模式创新。另一个问题涉及PCR产物的分类和收集

能力,这些产物可用于进一步的测试。在dPCR检测

中,PCR后阳性液滴含有数百万个扩增子,可以进行

分选以进一步处理,而大多数商业dPCR机器在测试

后会丢弃所有液滴。可能是由于这些液滴会被化学

物质分解并汇集在一起,但副产物或不需要的寡核苷

酸会作为一种废液后大量混合在一起。因此,如果将

上一步荧光激活的液滴在操作模块集成到dPCR中,
将非常有助于提高dPCR的诊断效率。

综上所述,尽管存在技术挑战,dPCR可以实现接

近单细胞甚至单分子水平的精确基因检测,正是由于

这个 优 点,远 远 超 出 了 其 他 类 似 的 PCR 技 术 和

mNGS技术。未来能够并在精准医疗领域完成新的

应用。
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