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快速、准确地诊断以及及时对感染严重急性呼吸综合征冠状病毒2（SARS-CoV-2）的患者进行隔离
被认为是抗击新冠病毒肺炎（COVID-19）大流行的最有效的措施。本文介绍了一款高通量、多指
标的等温扩增检测平台（RTisochipTM-W），该平台使用离心式微流控芯片，在90 min内即可完成一
次运行，从16个样本中检测出包括SARS-CoV-2在内的19种常见呼吸道病毒。通过RTisochipTM-W
系统检测的所有病毒的检出限均等于或小于50拷贝· µL−1，与常规逆转录聚合酶链反应（RT-PCR）
灵敏度相当。该系统具有重复性好、鲁棒性强和特异性高的优点。最后，使用RTisochipTM-W系统
对201例临床前样本、14例COVID-19阳性临床样本、25例临床确诊样本以及614例来自呼吸道感
染或疑似感染的患者的临床样本进行了测试。测试结果与临床诊断结果吻合良好，也反映出呼吸
道传染病的流行特征。在对SARS-CoV-2的诊断上，RTisochipTM-W系统与参考试剂盒的一致性达到
98.15%。基于大量的测试结果，我们相信RTisochipTM-W系统是一款抗击COVID-19大流行的强有
力工具。
© 2020 THE AUTHORS. Published by Elsevier LTD on behalf of Chinese Academy of Engineering and Higher 
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1. 引言

由严重急性呼吸综合征冠状病毒2（SARS-CoV-2）
引起的新冠病毒肺炎（COVID-19）正在全球范围内

迅速传播[1]。尽管很多国家采取了严格的控制措施，

截至2020年6月26日，仍有188个国家和地区报道了

共947万COVID-19确诊病例和约48万死亡病例。目

前针对COVID-19尚无有效的药物或疫苗，因此，对

感染SARS-CoV-2的患者进行快速诊断和隔离被认为

是抑制大流行继续发展的最有效的方法。不幸的是，

COVID-19与流感和感冒有许多共同症状，如发烧、干

咳、肌痛或疲劳[2]。因此，在抵抗COVID-19的过程中，

急需能够将新冠病毒与其他常见呼吸道病毒区分开来的

可靠的诊断工具。到目前为止，大量基于逆转录聚合酶

链反应（RT-PCR）方法的核酸检测试剂盒被开发出来，

它们在COVID-19的临床诊断中发挥着核心作用[3,4]。
但是，这些基于RT-PCR方法的检测通常耗时长，且只

能检测SARS-CoV-2，并且有时会出现由于采样或灵敏

度问题导致的假阴性结果。在临床治疗中，如果对使用

RT-PCR试剂盒测试结果为SARS-CoV-2阴性，但持续

带有COVID-19症状的患者治疗不当，不但会消耗大量

宝贵的医疗资源，而且会极大地增加交叉感染风险。因

此，迫切需要开发一款诊断工具，该工具不仅可以快速

检测SARS-CoV-2，而且还可以准确检测其他常见的呼

吸道病毒，如流感病毒、人副流感病毒（HPIV）等[5–7]，
以便在SARS-CoV-2检测阴性时可以知道引起症状的确

切原因。

多重RT-PCR可通过在单个试管中加入全部引物实

现对多种类型病毒的检测。但是，由于混合引物之间不

可避免的相互干扰作用以及用于检测的荧光基团的数量

有限，开发鲁棒的多重检测系统非常困难，且每个反应

中能够检测的靶标数量通常少于10个[8]。最有希望打

破此限制的方法之一是通过物理隔离将不同的引物对加

入指定的腔室中，从而将多重PCR转换为多个单重PCR。
在过去几十年中，微流控技术已发展成实现样品分配而

不引入其他人工操作的最常用方法之一。在各种微流控

技术中，相比亲疏水结构化修饰技术[9,10]、滑动芯片技

术[11–14]和电介质上电润湿技术（EWOD）[15,16]，基

于离心操作的微流控技术具有以下优点：操作简单、微

结构完全封闭、易于集成其他微流控功能[17,18]。我们

课题组之前开发了一种基于离心操作的、适用于单通道

紧凑型仪器的碟式微流控芯片（每次运行仅测试1个样

本），并结合使用环介导等温扩增技术（LAMP）实现

了对13种呼吸道致病菌的检测，证明了该系统出色的多

重检测能力[19]。然而，当涉及病毒检测时，由于热循

环和引物设计困难，RT-PCR和LAMP都不适合在微流

控芯片上使用。尽管其他微流控系统，如FilmArray®和

Verigene®也可用于多重病原体检测，并具有与样本处

理集成的优势[20–22]，但是目前还没有可以区分SARS-
CoV-2与其他呼吸道病毒的微流控系统被报道。

核酸依赖性扩增检测技术（NASBA）是一种基于

酶的等温扩增方法，该方法所用试剂主要包括逆转录

酶、核糖核酸酶H（RNase H）、T7核糖核酸（RNA）

聚合酶、两个特殊设计的引物和一个特殊设计的探针

[23,24]。在NASBA起始反应阶段，引物1退火结合

单链RNA，合成转录脱氧核糖酸（cDNA），并形成

RNA:DNA杂合体。随后，RNase H水解RNA链形成单

链DNA。引物2退火结合单链cDNA后，由逆转录酶进

一步合成带有可被T7 RNA聚合酶识别的启动子区域

的双链DNA [23,24]。一旦生成带有启动子区域的双链

DNA，反应就会进入RNA转录、反转录和水解的连续

循环过程[23–25]。由于每次转录可生成10~1000个RNA
转录本，因此NASBA反应过程比PCR或LAMP反应过

程需要更少的循环周期，从而减少了总反应时间和出错

频率[23,26]。作为一种等温扩增技术，NASBA鲁棒性

好、特异性强且特别适用于单链RNA的检测，但并不

适用于双链DNA的检测[23,27]。
在本研究中，我们介绍了一款满足高通量和多指标

的核酸等温扩增分析仪（RTisochipTM-W），该仪器基于

我们之前开发的碟式微流控系统，进行了两方面的改

进。首先，我们使用高效且灵敏的NASBA扩增技术代

替了不适合在离心式微流控芯片上对病毒进行检测的

PCR技术和LAMP技术[23,26,28,29]。其次，为了提高

系统的通量，我们对仪器进行了更新，使其由单通道

增加到16个通道。因此，这种全新的RTisochipTM-W系

统能够在90 min内一次性检测出16份临床样本中包括

SARS-CoV-2在内的19种常见呼吸道病毒。本研究证明

了该系统出色的性能，使我们相信此系统能够在抗击

COVID-19大流行中发挥重要的作用。

2. 材料和方法

2.1. 样本收集和 RNA 提取

含有靶标病毒序列的质粒由上海生工生物工程股份
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有限公司合成。根据试剂盒操作说明，使用HiScribe™ 
T7高产RNA合成试剂盒（NEB，美国）通过体外转录

制备RNA模板。灭活的病毒保存液由广州医科大学附

属第一医院的钟南山院士赠送。在患者知情并同意下，

于2018—2020年，从北京清华长庚医院、首都儿科研究

所、广州医科大学附属第一医院、四川大学华西医院和

首都医科大学附属北京佑安医院收集临床样本。

使用DNA口腔采样拭子（93050，麦瑞科林，中国）

采集咽拭子样本，具体操作是通过旋转拭子尖端以收集

咽部脱落细胞，然后将拭子放入病毒采样管（MT0301，
友康，中国）中，并将拭子前端浸入病毒保存液几秒

钟之后，折断拭子末端，样本保存于−70 ℃的冰箱。

按照试剂盒操作说明，使用TRIzolTM试剂（Invitro-
gen，美国）或QIAamp®病毒RNA迷你试剂盒（Qiagen，
德国）提取临床样本中的总RNA。根据用户操作手册，

使用KingFisherTM Flex纯化系统（Thermo Fisher Scienti-
fic，美国）进行RNA的自动化提取。将提取的RNA溶于

无核酸酶水中，并使用Nanodrop 2000或Qubit 3.0（均

购自美国的Thermo Fisher Scientific公司）进行定量。使

用含1%甲醛的变性凝胶进行RNA完整性的电泳检测。

2.2. 引物设计和 NASBA 反应

该系统可检测的呼吸道病毒包括SARS-CoV-2（S

基因和N基因）、甲型流感病毒（influenza A，如H1N1、
H1N1 2009、H3N2、H7N9）、乙型流感病毒（influenza 
B）、呼吸道合胞病毒（RSV）、人偏肺病毒（HMPV）、

人副流感病毒（HPIV1、HPIV2、HPIV3、HPIV4）、人

鼻病毒（HRV）、肠病毒71（EV71）、柯萨奇病毒A16

（CA16）、柯萨奇病毒A6（CA6）和人冠状病毒（HCoV-
229E/NL63、HCoV-OC43/HKU1）。在芯片上，使用等

温扩增技术NASBA对病毒RNA进行检测。使用Primer 
Premier v.5.0软件（Premier Biosoft，美国）设计NASBA

引物及探针序列，并由上海生工生物工程股份有限公司

合成。引物和探针的序列在附录A的表S1中列出。针

对每种病毒的引物和探针序列，进行进一步的覆盖度分

析，结果列在附录A中的补充数据2中。通过下载每种

病毒的10个最新发布的完整全基因组序列，分析引物及

探针的覆盖度。总体而言，系统中所用的引物和探针具

有很好的覆盖率。例如，对于H1N1 2019，其引物和探

针序列与最新发布的10个完整的全基因组序列完全匹

配，这表明我们选取的用来设计引物和探针的区域非常

保守。

在芯片上进行NASBA反应时，将针对每个指标所

设计的1 µL引物和探针的自制溶液加入相应的反应腔室

中，并在室温下使其完全干燥。检测起始，将16.5 µL

缓冲溶液、13 µL核糖核苷三磷酸（NTP）溶液、5.5 µL

酶混合物（均来自北京博奥晶典生物技术有限公司）和

20 µL RNA模板在试管中混匀，共得到55 µL NASBA反

应混合物，然后使用移液器将其转移到芯片中。

2.3. 微流控芯片的设计与运行

我们小组先前报道了一种用于检测19种呼吸道病毒

的微流控芯片[30,31]。简而言之，如图1（a）所示，碟

式微流控芯片的直径为62 mm，厚度为0.6 mm。它由结

构层和通过双面胶带连接的薄覆盖层组成。结构层包含

24个反应腔室（每个腔室直径为3 mm，深度为0.2 mm，

每个反应腔室的体积为1.45 µL）、24个缓冲池、一个正

弦形主通道（宽度为0.2 mm，深度为0.1 mm）、入口和

出口。每个反应腔室通过缓冲池和短管连接主通道。结

构层材料为聚碳酸酯，通过精密注塑模具制成，表面

光滑，粗糙度小于10 µm。如图1（b）所示，将每套

NASBA引物和探针加入指定的反应腔室中并在室温下

进行干燥。使用人基因甘油醛-3-磷酸脱氢酶（GAPDH）

及其对应的引物作为内部对照（IC），使用酿酒酵母的

质粒及其相应的引物和探针作为阳性对照（PC），使用

无菌无核酸酶水作为阴性对照（NC）。完成引物预固定

后，用双面胶带将结构层和覆盖层密封在一起，并用压

力机进行冲压。单独对每个芯片进行真空包装，并将其

存储于−20 ℃的冰箱中以备使用。

NASBA的机制如图1（c）所示。RTisochipTM-W系

统的整个分析过程如图1（d）所示。简而言之，在接

收咽拭子样本后，使用商业化的核酸提取试剂盒从临床

样本中提取RNA，并与不含有引物和探针的NASBA反

应混合物混合。然后，将55 µL反应混合物通过入口转

移到芯片中，使其填充主通道。之后，将入口和出口用

胶带进行密封。将芯片装入仪器托盘后，单击控制程序

中的开始按钮，系统将自动执行其余过程。首先芯片将

以6000 r·min−1的速度进行旋转：先旋转10 s，然后间隔

120 s再旋转30 s，以使反应试剂从主通道进入24个反

应腔室中。接下来对微流控芯片进行孵育，41 ℃孵育

35 min。在此期间，由扩增产生的荧光信号将被检测出

来并实时显示在计算机屏幕上。



1278 Author name et al. / Engineering 2(2016) xxx–xxx

2.4. 用于分析呼吸道传染病的微流控仪器

RTisochipTM-W由4个相同的子模块组成，每个子模

块都可以控制微流控芯片并对其进行检测。可以将4个
分析仪堆叠在一起，形成一个由一台计算机控制的16通
道系统[图2（a）]。如图2（b）、（c）所示，子模块主要

由电机、控制面板、电源模块、温度控制模块、检测模

块和通信模块组成。控制面板控制电机的旋转、微流控

芯片的进入/退出以及所有其他模块。比例-积分-微分

（PID）温度控制器用于调控核酸扩增所需的温度。光学

检测系统实时监控反应腔室中的荧光信号。荧光信号数

据同时发送到计算机，该计算机通过通信模块与路由器

连接。

3. 结果

3.1. 优化用于 RTisochipTM-W 系统的 RNA 提取方法

作为检测的第一步，从临床样本中提取的RNA在

整个分析过程中起着至关重要的作用。为了选择合适

的RNA提取方法，我们比较了用于提取咽拭子中病毒

RNA的TRIzolTM总RNA提取试剂盒和QIAamp®病毒

RNA迷你试剂盒的提取效率。阳性值出现时间（Tp，
即指数放大曲线的二阶导数拐点处的时间）被用作评估

提取效率的关键因素，Tp值通常与模板浓度呈负相关。

如图3（a）所示，通过TRIzolTM试剂提取法检测的Tp
值总是比通过QIAamp®试剂盒提取所检测到的Tp值略

小。因此，我们推荐采用TRIzolTM提取试剂作为手动提

取试剂。接下来，为了进一步减少人工操作，我们使用

KingFisherTM Flex纯化系统来自动提取RNA。图3（b）、
（c）证明，在对两个病毒靶标HCoV-229E/NL63和H1N1 
2009进行检测时，在以半数细胞培养感染量（TCID50，

组织培养中值感染剂量）定量的较大模板浓度范围内，

该自动化操作系统与手动TRIzolTM提取方法相比，具有

更高的提取效率和更好的重复性。但是，由于自动化

系统的成本较高，我们同时选择了TRIzolTM提取试剂和

图1. 碟式微流控芯片设计和呼吸道病毒检测流程。（a）微流控芯片示意图。（b）各靶标病毒以及对照在芯片上对应的反应腔室分布。（c）
NASBA原理图。在非循环阶段，引物1与靶序列退火形成RNA:DNA杂合体，RNase H水解该RNA:DNA杂合体中的RNA。接下来，引物2与单
链DNA（ssDNA）退火并由逆转录酶合成双链DNA（dsDNA）。在循环阶段，重复进行从dsDNA模板转录生成RNA、合成cDNA、水解RNA:D-
NA杂合体中RNA链以及形成dsDNA的过程。（d）病毒检测流程。从左到右：收到灭活临床样本、从样本中提取RNA、将试剂转移到芯片中、
用胶带密封芯片、将芯片放入仪器中、将试剂分配到芯片上的反应腔室中和使用RTisochipTM-W系统完成扩增和检测。
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KingFisherTM系统进行后续测试。

3.2. 评估 RTisochipTM-W 系统的灵敏度和重复性

为了评估该平台的灵敏度，我们将合成的针对

这19种呼吸道病毒的RNA模板进行梯度稀释，形成 
250拷贝· μL−1、50拷贝· μL−1、25拷贝· μL−1、10拷贝·μL−1 

的浓度梯度样本。其中，将SARS-CoV-2 N核酸和

SARS-CoV-2 S核酸混在一起进行稀释。图4（a）列出

了所有病毒的检测限（LOD）。实验结果表明，H7N9、
CA16、RSV、HPIV1、HPIV2、HPIV3、HPIV4、
HCoV-229E/NL63和HMPV的LOD值为50拷贝·μL−1；

H1N1、H3N2、乙型流感病毒、EV71、HCoV-OC43/
HKU1、CA6、HRV和SARS-CoV-2 N基因的LOD值为

25拷贝·μL−1；H1N1 2009和SARS-CoV-2 S基因的LOD
值可以达到10拷贝·μL−1。这些指标的灵敏度与常规RT-
PCR方法相当。H1N1 2009和SARS-CoV-2 S基因在不同

模板浓度下以及阴性对照组检测的典型扩增曲线如图4
（b）和（c）所示。在H1N1 2009和SARS-CoV-2 S基因

的Tp值与RNA浓度之间可观察到良好的线性相关性。

我们选择H1N1 2009和SARS-CoV-2作为评估系统

重复性的检测靶标。首先，使用500拷贝·μL−1的H1N1 
2009和SARS-CoV-2 S基因灭活假病毒测试了三个批次

的微流控芯片（每批次重复10次）。将提取后的RNA样

本上样到RTisochipTM-W系统中进行测试。如图4（d）
所示，在每个批次内以及三个批次之间，这两个靶标

的Tp值均未观察到显著差异，表明RTisochipTM-W系统

具有极好的重复性。用模拟样本进行评估后，进一步使

用从临床样本中提取的RNA对SARS-CoV-2 S基因和N
基因进行检测，以测试系统的重复性。图4（e）显示， 
10次重复实验的S基因和N基因检测结果的变异系数

（CV）分别为16.96%和15.91%。这些结果清晰地表明，

微流控平台在检测多病毒指标时，具有高重复性和可接

受的灵敏度。

3.3. 评估 RTisochipTM-W 系统的鲁棒性和特异性

鲁棒性是医学诊断平台的一项关键性能，尤其针对

传染病的检测，临床样本可能以多种形式存在，并且包

含多种扩增抑制剂，且这些扩增抑制剂无法通过核酸提

取消除。在本研究中，咽拭子或其他类型的样本可能具

有多种干扰物，包括微生物、血液以及患者在采样前服

用的残留抗菌和抗病毒药物。因此，使用带有人工添加

的干扰物的样本来评估平台的抗干扰能力。首先，如图

5（a）所示，我们发现，在混合有H1N1 2009、H3N2、
乙型流感病毒、RSV、HPIV3和SARS-CoV-2 N基因

1000拷贝·mL−1的假病毒溶液中，添加黏蛋白至其终浓

度为10 mg·L−1，对这6个靶标的扩增无负面影响，表现

图2. RTisochipTM-W系统的设计。（a）由具有16通道的4个堆叠放置的
分析仪组成的RTisochipTM-W系统，每个分析仪包含4个子模块。（b）
包含4个子模块的分析仪的分解图。1：钣金框架；2：右侧面板；3：
上面板；4：子模块；5：前面板；6：后面板；7：交换机的固定上盖
板；8：交换机；9：交换机固定面板；10：网络端口安装面板；11：隔
板；12：电源插座安装面板；13：插座式电源滤波器；14：系统电源；
15：芯片加热器的电源；16：左侧面板；17：橡胶脚。（c）仪器内部
子模块的结构示意图。通过路由器最多可以将16个相同的子模块连
接到计算机。PMT：光电倍增管；LED：发光二极管；PID：比例-积
分-微分。
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为Tp值无显著变化。接下来，我们准备了含有盐酸羟

甲唑啉、地塞米松、干扰素、拉米夫定、金刚烷胺、薄

荷醇、氯化钠和黏蛋白的混合干扰物质[图5（b）]，以

便更严格地评估该平台抗干扰能力。如图5（c）所示，

添加这些混合干扰物质之后，H1N1 2009、H3N2、乙型

流感病毒、RSV、HPIV3和SARS-CoV-2 N基因的Tp值
无显著变化。总之，这些测试结果表明样本中存在的干

扰物质对RTisochipTM-W平台无显著的负面影响。

由于RTisochipTM-W平台可以同时检测19种不同类

型的病毒，因此需要对这些靶标之间的交叉反应进行

详细的研究，避免出现假阳性的情况。在这里，我们

准备了各包含一种假病毒模板（P1~P19）的19个样本

和6个阴性对照（N1~N6）样本对系统进行测试。如

图5（d）的热图所示，我们发现在所有25个样本中

都没有检测到由交叉反应引起的非特异性扩增，表明

RTisochipTM-W系统的可靠性。接下来，我们注意到

这19个不同靶标之间的竞争效应是该平台的另一个

潜在风险。当单个样本中存在多个靶标模板时，由于

来自非靶标RNA的干扰，系统的灵敏度可能不如一

次仅检测一个靶标的高。为了评估这种竞争效应，我

们准备了单一或混合RNA样本，将其稀释至终浓度为

5000拷贝· μL−1和500拷贝·μL−1。如图 5（e）所示，对

于H1N1 2009、H3N2、RSV、HPIV3、SARS-CoV-2 S
基因和SARS-CoV-2 N基因这6个靶标，分别单独检

测的Tp值与从混合RNA样本中检测的Tp值无显著差异。

尽管我们确实观察到由于非靶标RNA的干扰，在低浓

度的混合样本中无法检测到乙型流感病毒，但是可以通

过进一步优化乙型流感病毒的引物浓度和引物序列以解

决此问题。总体而言，上述结果证明，RTisochipTM-W
系统具有良好的特异性和较强的鲁棒性，且可同时对16
个临床样本中的19种呼吸道病毒进行检测。

3.4. 使用 RTisochipTM-W 系统对 SARS-CoV-2 和另外 18
种呼吸道病毒进行临床测试

在SARS-CoV-2暴 发 前， 我 们 通 过 使 用RTiso-
chipTM-W系统分析了大量临床样本，以跟踪18种呼吸道

病毒在北京的流行趋势。在2019年12月27日至2020年1
月16日的流感季节，我们从北京清华长庚医院共收集了

图3. 用于芯片上病毒检测的RNA提取方法的比较。（a）通过对不同病毒靶标的检测，比较QIAamp®和TRIzolTM提取试剂的RNA提取效率（n = 3）；
（b）通过对HCoV-229E/NL63和H1N1 2009的检测，比较TRIzolTM提取试剂和自动化提取系统KingFisherTM Flex的RNA提取效率（n = 3）。所有误
差线代表标准偏差。
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101份儿童咽拭子样本。与之对应，在2019年9月18日
至11月7日非流感季节期间，我们从首都儿科研究所收

集了100份儿童咽拭子样本。所有临床样本均通过RTi-
sochipTM-W系统进行检测，结果列在附录A的表S2~S3
中。从这201份临床样本中，可以看到呼吸道病毒的

阳性率在不同采样时间显示出很大的差异。如图6（a）
所示，我们发现收集自流感季节的临床样本中几乎有

71.3%是流感病毒阳性，而来自首都儿科研究所的收集

自非流感季节的临床样本中只有2.9%是流感病毒阳性。

此外，在流感季节，RSV、HPIV1、HPIV2、HMPV、

HCoV-229E/NL63和HCoV-OC43/HKU1的阳性比例呈上

升趋势，而流感季节的HRV、HPIV3和HPIV4的阳性率

要低于非流感季节。呼吸道病毒阳性率随季节的显著变

化强调了在临床中对呼吸道病毒进行多指标检测的重要

性。

SARS-CoV-2暴发后，我们将SARS-CoV-2 S基因和

N基因的检测添加到系统中，并使用SARS-CoV-2临床

样本对系统性能进行评估。首先，使用RTisochipTM-W
系统和商业RT-PCR试剂盒（BGI，深圳）并行测试14
个临床确诊的阳性样本和三个阴性样本。如图6（b）和

图4. 测试RTisochipTM-W系统的灵敏度和重复性。（a）对19种呼吸道病毒在芯片上的LOD进行检测；（b）H1N1 2009不同模板浓度下的典型扩增
曲线以及与Tp值之间的线性拟合（n = 3）；（c）SARS-CoV-2 S基因不同模板浓度下的典型扩增曲线以及与Tp值之间的线性拟合（n = 3）；（d）使
用三个批次的芯片对合成的H1N1 2009和SARS-CoV-2 S基因的RNA模板进行重复性测试（n = 10）；（e）使用提取的RNA样本测试SARS-CoV-2 
S基因和SARS-CoV-2 N基因的可重复性（n = 10）。所有误差线代表标准偏差。
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图5. 测试RTisochipTM-W系统的抗干扰能力、交叉反应以及模板竞争效应。（a）在添加或不添加黏蛋白的样本中，针对7项所选靶标检测的Tp
值及扩增曲线图；（b）混合干扰物质中每种干扰物质的终浓度；（c）在添加或不添加混合干扰物质的样本中，针对7项所选靶标检测的Tp值； 

（d）对RTisochipTM-W系统进行交叉反应测试，阳性和阴性结果分别显示为橙色和蓝色正方形；（e）混合模板的竞争效应测试，测试了两种不同
浓度下的单一模板或混合模板扩增情况，乙型流感病毒在500拷贝·μL−1浓度下无法检出。ns：无显著差异。
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附录A中的表S4所示，两种方法显示出100%的一致性，

这表明RTisochipTM-W平台的检测性能与常规RT-PCR相

当。为了进一步验证RTisochipTM-W平台在测试临床样

本上的稳定性和可重复性，我们准备了3批不同批次生

产的共25个微流控芯片来测试25个临床确诊样本。如

图6（c）的热图所示，RTisochipTM-W系统报道的结果

均与临床诊断结果一致，未发生假阳性或假阴性现象。

经过这些小规模测试后，我们与广州医科大学附属第一

医院（380例）、四川大学华西医院（63例）和首都医

科大学附属北京佑安医院（171例）合作，从疑似或确

图6. 使用RTisochipTM-W系统对临床呼吸道样本进行鉴定。（a）2019—2020年收集的临床样本中每种病毒靶标的阳性率。来自北京清华长庚医
院的临床样本（n =101）收集于2019—2020年的流感季节，来自首都儿科研究所的临床样本（n = 100）收集于2019年的非流感季节。（b）比
较RTisochipTM-W系统和常规RT-PCR方法对SARS-CoV-2的诊断结果。“+”代表阳性结果，“−”代表阴性结果。（c）使用临床样本验证RTiso-
chipTM-W系统的重复性。阳性和阴性结果分别显示为橙色和蓝色正方形。（d）使用RTisochipTM-W系统对614份疑似或确诊的COVID-19患者临床
咽拭子样本进行检测。
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诊的COVID-19患者中收集了614份临床拭子样本（列

于附录A的表S5~S8中）。如图6（d）所示，我们报道

的SARS-CoV-2、H1N1 2009、H3N2、HPIV、RSV和

乙型流感病毒的阳性率分别为6.19%（38/614）、10.91%
（67/614）、6.19%（38/614）、3.75%（23/614）、12.38%
（76/614）和5.21%（32/614）。RTisochipTM-W系统与参

考试剂盒（RT-PCR，之江生物科技股份有限公司，上

海）在对SARS-CoV-2、H1N1 2009、H3N2、HPIV、

RSV和乙型流感病毒的诊断上的一致性分别为98.15%、

98.70%、99.35%、99.57%、97.61%和99.35%。在这些

临床样本中，一些疑似COVID-19阳性患者最终被诊断

为甲型流感病毒、乙型流感病毒或RSV阳性而非SARS-
CoV-2阳性。例如，四川大学华西医院的1号病例被诊

断为甲型流感病毒阳性，这凸显了该平台在精确识别疾

病确切原因方面的价值。在某些临床确诊的COVID-19
病例中，RTisochipTM-W平台和常规RT-PCR方法均无

法检测到SARS-CoV-2，这可能是由于样本的病毒载量

低所致。如此大规模的临床测试清楚地证明，RTiso-
chipTM-W平台是在临床环境中检测呼吸道病毒的强大而

可靠的诊断工具。

4. 讨论

目前针对COVID-19尚无有效药物，因此抗击

COVID-19唯一可行的方法是对患者进行及早诊断、分

类和隔离。不幸的是，由于所有呼吸道感染疾病症状

相似，因此很容易将有咳嗽和发烧症状的SARS-CoV-2
阴性患者与其他COVID-19患者一同送入重症监护室

（ICU），在医疗资源紧张的情况下接受与COVID-19
患者同样的治疗。从这个角度出发，开发一种可以将

COVID-19患者与由其他病毒（如流感病毒、副流感

病毒、腺病毒、呼吸道合胞病毒、鼻病毒和人偏肺病

毒）引起的肺炎区别开来的核酸检测工具是极其有价

值的。RTisochipTM-W系统能够在一次检测中识别19
种常见的呼吸道病毒，且具有以下优势：一次运行时

间少于90 min，可灵活处理1~16个样本，以最少的

人工操作即可完成多指标检测，检测灵敏度可与常规 
RT-PCR相当以及对于各种干扰物的耐受性高。因此，

RTisochipTM-W系统应该可以在抗击COVID-19大流行中

发挥重要作用。

在COVID-19大流行的背景下，应重视RTisochipTM-W
系统在临床实践中的应用。在本文中，我们通过综合考

虑所有分子诊断方法的利弊，提出了COVID-19检测指

南。如图7所示，当有COVID-19症状的患者到达发热

门诊时，首先可以进行常规的RT-PCR检测以快速确定

患者（及其亲密接触者）是否感染了SARS-CoV-2。在

大流行背景下，RT-PCR技术由于成本较低、通量较

高，再辅以自动化技术，适合用来对大量临床样本进

行筛查。如果患者被诊断为COVID-19，则可以将其

转移到COVID-19定点医院。最新研究结果表明，患

者体内的病毒载量可反映治疗结果[32–34]。因此在

治疗过程中，可以使用可对病毒进行绝对定量的数字

PCR技术（dPCR）密切监测患者的病毒载量。如果患

者的状况恶化，则可以使用RTisochipTM-W系统来识别

是否发生由呼吸道病毒和细菌引起的医院获得性感染

（HAI）。这种测试策略应该可以提高COVID-19患者的

生存率。其次，如果发热门诊患者在SARS-CoV-2测
试中为阴性，RTisochipTM-W系统可以很快识别出其症

状是否是由该系统所能检出的其他病毒和细菌所引起。

一旦确诊，可以将患者转移到医院的呼吸科，并通过

RTisochipTM-W系统进行密切监测。再次，如果通过

RTisochipTM-W系统检测后，结果仍为阴性，则可以使

用第二代DNA/RNA测序技术来鉴定是否感染未知或

罕见的病原体。然后，在呼吸科对患者进行相应的治

疗，同时通过RTisochipTM-W系统监测是否有HAI的迹

象。最后，康复的患者应在出院前再接受一轮RT-PCR
测试。同时，考虑到RT-PCR可能产生假阴性结果，应

按照《新型冠状病毒肺炎诊疗方案（试行第七版）》[35]
的建议，联合使用基于免疫球蛋白M（IgM）和免疫球

蛋白G（IgG） 的检测，以提高检测的准确性。

根据此指南，RTisochipTM-W系统可用于以下情况：

①快速诊断出引起类似于COVID-19症状的确切原因，

防止发生误诊和交叉感染；②密切监测由大流行所造

成的医疗状况的恶化进而导致在治疗期间发生的HAI。
RTisochipTM-W系统与其他体外诊断工具协同使用，将

使我们更加高效和精准地战胜COVID-19。未来可以通

过以下几个方面对该系统进行进一步改进：引入更多的

病原体检测指标，集成样本处理过程使其成为一个“样

本进-结果出”的系统，结合自动化操作进一步提高该

系统的检测通量。

5. 结论

总之，我们成功开发了一款高通量核酸等温扩增系
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统，该系统能够在90 min内从16个临床样本中检测出

包括SARS-CoV-2在内的19种常见的呼吸道病毒。通过

大量临床试验证明了该检测系统具有灵敏度高、特异性

好、鲁棒性强和重复性出色等特点，因此在急需知道导

致肺炎的确切原因的发热门诊、ICU、医疗检疫区和其

他场所，该系统是一个强大的可用作诊断和筛选包括

SARS-CoV-2在内的呼吸道病毒的工具。

致谢

感谢广州医科大学附属第一医院的钟南山院士及其

同事提供灭活的病毒样本。感谢北京清华长庚医院的赵

秀英医生及其同事，以及首都儿科研究所的崔小岱医生

及其同事提供临床样本。本研究受科技部国家重点研究

发展计划（2020YFC0847400）与清华大学（20201080055）
和 广 州 呼 吸 健 康 研 究 院（2020GIRHHMS02和
2020GIRHHMS03）预防与控制COVID-19科学技术应

急响应项目的资助。

Compliance with ethics guidelines

Wanli Xing, Yingying Liu, Huili Wang, Shanglin Li, 
Yongping Lin, Lei Chen, Yan Zhao, Shuang Chao, Xiaolan 

图7. COVID-19检测指南。NGS：第二代测序技术。

Huang, Shaolin Ge, Tao Deng, Tian Zhao, Baolian Li, Han-
bo Wang, Lei Wang, Yunpeng Song, Ronghua Jin, Jianxing 
He, Xiuying Zhao, Peng Liu, Weimin Li, and Jing Cheng 
declare that they have no conflict of interest or financial 
conflicts to disclose.

Appendix A. Supplementary date

Supplementary data to this article can be found online 
at https://doi.org/10.1016/j.eng.2020.07.015.

References

[1] Wang C, Horby PW, Hayden FG, Gao GF. A novel coronavirus outbreak of 
global health concern. Lancet 2020;395(10223):470–3.

[2] Huang C, Wang Y, Li X, Ren L, Zhao J, Hu Y, et al. Clinical features of patients 
infected with 2019 novel coronavirus in Wuhan, China. Lancet 2020;395 
(10223):497–506.

[3] Corman VM, Landt O, Kaiser M, Molenkamp R, Meijer A, Chu DKW, et al. 
Detection of 2019 novel coronavirus (2019-nCoV) by real-time RT-PCR. Euro 
Surveill 2020;25(3):2000045.

[4] Chu DKW, Pan Y, Cheng SMS, Hui KPY, Krishnan P, Liu Y, et al. Molecular 
diagnosis of a novel coronavirus (2019-nCoV) causing an outbreak of 
pneumonia. Clin Chem 2020;66(4):549–55.

[5] Wilder-Smith A, Freedman DO. Isolation, quarantine, social distancing and 
community containment: pivotal role for old-style public health measures 
in the novel coronavirus (2019-nCoV) outbreak. J Travel Med 2020;27 
(2):taaa020.

[6] Li G, De Clercq E. Therapeutic options for the 2019 novel coronavirus (2019- 
nCoV). Nat Rev Drug Discov 2020;19(3):149–50.

[7] Zhai P, Ding Y, Wu X, Long J, Zhong Y, Li Y. The epidemiology, diagnosis and 
treatment of COVID-19. Int J Antimicrob Agents 2020;55(5):105955.



1286 Author name et al. / Engineering 2(2016) xxx–xxx

[8] Westh H, Lisby G, Breysse F, Böddinghaus B, Chomarat M, Gant V, et al. 
Multiplex real-time PCR and blood culture for identification of bloodstream 
pathogens in patients with suspected sepsis. Clin Microbiol Infect 2009;15 
(6):544–51.

[9] Li Y, Guo SJ, Shao N, Tu S, Xu M, Ren ZR, et al. A universal multiplex PCR 
strategy for 100-plex amplification using a hydrophobically patterned 
microarray. Lab Chip 2011;11(21):3609–18.

[10] Wang Y, Sims CE, Allbritton NL. Dissolution-guided wetting for microarray 
and microfluidic devices. Lab Chip 2012;12(17):3036–9.

[11] Du W, Li L, Nichols KP, Ismagilov RF. SlipChip. Lab Chip 2009;9(16):2286–92.
[12] Shen C, Xu P, Huang Z, Cai D, Liu SJ, Du W. Bacterial chemotaxis on SlipChip. 

Lab Chip 2014;14(16):3074–80.
[13] Shen F, Du W, Davydova EK, Karymov MA, Pandey J, Ismagilov RF. Nanoliter 

multiplex PCR arrays on a SlipChip. Anal Chem 2010;82(11):4606–12.
[14] Zhukov DV, Khorosheva EM, Khazaei T, Du W, Selck DA, Shishkin AA, et al. 

Microfluidic SlipChip device for multistep multiplexed biochemistry on a 
nanoliter scale. Lab Chip 2019;19(19):3200–11.

[15] Barbulovic-Nad I, Yang H, Park PS, Wheeler AR. Digital microfluidics for 
cellbased assays. Lab Chip 2008;8(4):519–26.

[16] Sista R, Hua Z, Thwar P, Sudarsan A, Srinivasan V, Eckhardt A, et al. 
Development of a digital microfluidic platform for point of care testing. Lab 
Chip 2008;8(12):2091–104.

[17] Abd Rahman N, Ibrahim F, Aeinehvand MM, Yusof  R, Madou M. A 
microfluidic Lab-on-a-Disc (LOD) for antioxidant activities of plant extracts. 
Micromachines 2018;9(4):140.

[18] Stumpf F, Schwemmer F, Hutzenlaub T, Baumann D, Strohmeier O, 
Dingemanns G, et al. LabDisk with complete reagent prestorage for sampleto- 
answer nucleic acid based detection of respiratory pathogens verified with 
influenza A H3N2 virus. Lab Chip 2016;16(1):199–207.

[19] Hou J, Wu H, Zeng X, Rao H, Zhao P. Clinical evaluation of the loop-mediated 
isothermal amplification assay for the detection of common lower respiratory 
pathogens in patients with respiratory symptoms. Medicine (Baltimore) 
2018;97(51):e13660.

[20] Hanson KE, Couturier MR. Multiplexed molecular diagnostics for respiratory, 
gastrointestinal, and central nervous system infections. Clin Infect Dis 
2016;63 (10):1361–7.

[21] Popowitch EB, O’Neill SS, Miller MB. Comparison of the Biofire FilmArray RP, 
Genmark eSensor RVP, Luminex xTAG RVPv1, and Luminex xTAG RVP fast 
multiplex assays for detection of respiratory viruses. J Clin Microbiol 2013;51 
(5):1528–33.

[22] Rand KH, Rampersaud H, Houck HJ. Comparison of two multiplex methods 
for detection of respiratory viruses: FilmArray RP and xTAG RVP. J Clin 
Microbiol 2011;49(7):2449–53.

[23] Compton J. Nucleic acid sequence-based amplification. Nature 1991;350 
(6313):91–2.

[24] Malek L, Sooknanan R, Compton J. Nucleic acid sequence-based amplification 
(NASBA). Methods Mol Biol 1994;28:253–60.

[25] Van Gemen B, Kievits T, Nara P, Huisman HG, Jurriaans S, Goudsmit J, et 
al. Qualitative and quantitative detection of HIV-1 RNA by nucleic acid 
sequencebased amplification. AIDS 1993;7(Suppl 2):S107–10.

[26] Mugasa CM, Katiti D, Boobo A, Lubega GW, Schallig HDFH, Matovu E. 
Comparison of nucleic acid sequence-based amplification and loop-mediated 
isothermal amplification for diagnosis of human African trypanosomiasis. 
Diagn Microbiol Infect Dis 2014;78(2):144–8.

[27] Mercier-Delarue S, Vray M, Plantier JC, Maillard T, Adjout Z, de Olivera F, et al. 
Higher specificity of nucleic acid sequence-based amplification isothermal 
technology than of real-time PCR for quantification of HIV-1 RNA on dried 
blood spots. J Clin Microbiol 2014;52(1):52–6.

[28] Dimov IK, Garcia-Cordero JL, O’Grady J, Poulsen CR, Viguier C, Kent L, et al. 
Integrated microfluidic tmRNA purification and real-time NASBA device for 
molecular diagnostics. Lab Chip 2008;8(12):2071–8.

[29] Houde A, Leblanc D, Poitras E, Ward P, Brassard J, Simard C, et al. Comparative 
evaluation of RT-PCR, nucleic acid sequence-based amplification (NASBA) 
and real-time RT-PCR for detection of noroviruses in faecal material. J Virol 
Methods 2006;135(2):163–72.

[30] Huang G, Huang Q, Xie L, Xiang G, Wang L, Xu H, et al. A rapid, low-cost, 
and microfluidic chip-based system for parallel identification of multiple 
pathogens related to clinical pneumonia. Sci Rep 2017;7:6441.

[31] Zhang G, Zheng G, Zhang Y, Ma R, Kang X. Evaluation of  a micro/
nanofluidic chip platform for the high-throughput detection of bacteria 
and their antibiotic resistance genes inpost-neurosurgicalmeningitis. Int J 
InfectDis2018;70:115–20.

[32] YuF, Yan L,WangN, Yang S,WangL, Tang Y, et al.Quantitative detection and 
viral load analysis of SARS-CoV-2 in infected patients. Clin Infect Dis 2020. In 
press.

[33] Kim JY, Ko JH, Kim Y, Kim YJ, Kim JM, Chung YS, et al. Viral load kinetics of 
SARS-CoV-2 infection in first two patients in Korea. J Korean Med Sci 2020;35 
(7):e86.

[34] Liu Y, Yang Y, Zhang C, Huang F, Wang F, Yuan J, et al. Clinical and biochemical 
indexes from 2019-nCoV infected patients linked to viral loads and lung 
injury. Sci China Life Sci 2020;63(3):364–74.

[35] National Health Commission of the People’s Republic of China, National 
Administration of Traditional Chinese Medicine. Diagnosis and treatment 
protocol for novel coronavirus pneumonia (trial version 7). Chin Med J Epub 
2020;133(9):1087–95.


