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智能手机成像的晶片上基于逆转录环介导等温 
扩增 (RT-LAMP) 技术的全血中 HIV-1 检测
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摘要：病毒载量测量对于人类免疫缺陷病毒 (HIV) 阳性患者长
期临床护理来说是一个必不可少的工具。然而，考虑到病毒载
量测量所需的仪器体积、成本和操作的复杂性，在医疗基础设
施较差的偏远地区 ( 尤其是在被 HIV 感染人群比例较高的地区 )
普及标准的病毒载量测量仪器是较为困难的。为提高该检测方
法的普及性，人们已经开始开发可以进行即时检测的病毒载量
检测平台，然而尚没有解决办法能够同时满足低成本、便携、
易于操作等多种实际要求。本文通过运用微流体和微型硅晶片
平台，对经过最低程度处理的含有 HIV 的全血样本进行了逆转
录环介导等温扩增 (RT-LAMP)，并利用智能手机进行了荧光检
测。集成实验检测结果表明，一滴约 60 nL 的反应液滴中仅有
的 3 个病毒依然可以通过 RT-LAMP 技术被检测到，这相当于
每微升全血样品中只有 670 个病毒。该技术在数字化 RT-LAMP
方法上具有重要意义，扩展该技术能够实现对 HIV 阳性患者在
临床护理中采集指血进行病毒载量检测。研究结果显示，病毒
载量检测过程所需的各个步骤，从血滴的准备到 RT-LAMP 反应
的成像，都可以集成为晶片实验并且可以和移动设备兼容。
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1 引言

在全球范围内，人类免疫缺陷病毒(HIV)的受感染

人数已达到3690万[1]。从HIV大流行的出现到现在的近
四十年间，抗逆转录病毒疗法已经将HIV感染从一个“死
刑判决”转变成一种可控的慢性疾病：若HIV感染能够
被有效控制，则其对患者预期寿命的影响很小[2]。从人
口层面来看，无论是新感染病例数还是母婴传播病例数，

或是与HIV有关的死亡率都在下降[2]。然而，在HIV常
规处理中缺少可普及的、适当的诊断技术来指导治疗仍

然是数以百万计的HIV阳性患者，尤其是在发展较为落
后、医疗资源稀缺地区的患者，在接受标准化治疗中面

临的最大障碍。

CD4+ T淋巴细胞计数和血浆中病毒载量检测是HIV
治疗中两个核心诊断方法。这两个指标对每一个感染患

者治疗的启动和治疗方案的确立起到非常重要的指导作

用[3]。CD4细胞数量通常使用流式细胞仪进行测定。由
于便携式流式细胞仪的开发，该技术在偏远地区得到了

越来越多的应用[4–7]。另一方面，病毒载量检测平台在
发展中国家的普及程度远远落后于CD4细胞计数技术。传
统的病毒载量仪器基于逆转录聚合酶链式反应(RT-PCR)、
依赖核酸序列的扩增(NASBA)或分支DNA(bDNA)杂交 
技术。虽然这些技术能够检测出浓度小于每毫升十个病

毒RNA副本的血浆样品，但是这些仪器的使用要求在实
验室的条件下，并且要经过大量的样品处理和复杂、精

密的加工过程[6, 8–10 ]。
环介导等温扩增(LAMP)技术是一种有希望解决上述
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问题的方法[11]。LAMP作为一种用于核酸检测的聚合酶
链式反应(PCR)的替代技术出现在21世纪早期[12]。与
PCR技术相比，LAMP技术在即时检测上具有很大的吸
引力和较大的发展空间。这是由于LAMP并不需要温度
循环(而是等温在60~65 °C)，并且与PCR相比，LAMP
不易受到扩增抑制物影响。在LAMP的初级概念被提出
之后，很快就有研究者提出了利用逆转录环介导等温扩

增(RT-LAMP)进行HIV检测的想法[13, 14]。自那以后也
有一些报告提出了不同的检测方式，其中包括即时检测

的临床应用[15–21]。这些报告涉及的基于LAMP技术的
新HIV检测方法包括一个用来检验提纯后DNA的电池供
电的手持微流体系统 [20]，一个用于数字化LAMP检测
的SlipClip装置[21]，以及一个无需电力的加热装置，该
装置可用来促进经最低程度处理的全血的RT-LAMP定性
检测[17, 18]。然而迄今为止，还没有人提出基于一滴全
血的、能够与全自动可便携设备兼容的RT-LAMP定量检
测方法。

传统上，人们认为核酸扩增需要完全纯化的目标

RNA或DNA以适应扩增反应。然而LAMP的稳健性转变
了人们的这一思路。Curtis等通过使用无需电力的加热装
置，利用LAMP技术对仅经过细胞裂解缓冲液处理的全
血样品进行了HIV定性检测[17]。笔者利用RT-LAMP技
术对经最低程度处理的裂解的全血样品进行了HIV病毒
载量的定量测量。结果显示，在约60 nL的反应滴液中，
仅含的3个病毒颗粒被检测出。

笔者利用RT-LAMP检测了一滴全血的HIV病毒载量。 
本文数据表明，这个方法有潜力发展成为一个不需人工

处理的全自动化的移动设备。首先，笔者比较和对比了

在标准实验室热循环仪中的两种RT-LAMP反应的表现，
一种利用的是在水中纯化的病毒RNA，另一种利用的是
只经过细胞裂解缓冲液处理的全血中的完整病毒颗粒。

接下来，笔者采用一个简单的微流体混合装置来证明全

血裂解过程可以在一个晶片上完成且不会造成分析物损

失或干扰检测。然后，笔者将样品移动到一个微晶片的

平台，同样对纯化的病毒RNA和经细胞裂解液处理的全
血中的病毒RNA进行RT-LAMP反应检测，并且比较和
对比了标准荧光显微镜和一个未经过硬件改造的智能手

机对图像采集和处理的效果。为了证明该检测方法的稳

定性，笔者还对存在丙型肝炎病毒(HCV)的病毒RNA和
乙型肝炎病毒(HBV)的病毒DNA时的HIV进行了检测。
之后，笔者结合微流体裂解方法、微晶片反应平台和智

能手机成像来证明该检测平台具有利用一滴血定量检测

HIV载量的能力。最后，讨论了该技术的优点和缺点，
以及该技术满足即时病毒载量检测这个需求的潜力。

2 材料和方法

2.1 样本
全血。从HIV阴性供体体内用注射器抽取全静脉血

样，并转移至4 mL的BD Vacutainer K2 EDTA收集管中。
收集管在用于实验前被置于样品架上，保存于室温。

病毒。实验所用病毒菌株为从Advanced Biotechnol-
ogies公司购买的在H9人体T淋巴细胞系中传播的HIV-1 
IIIB菌株。病毒母液浓度为6.7 × 1010 vp·mL–1 (vp是病毒
粒子的简称)，以纯化的形式储存在含有10 mmol·L–1三

羟甲基氨基甲烷、150 mmol·L–1氯化钠和1 mmol·L–1乙

二胺四乙酸(EDTA)的缓冲液中，缓冲液的pH为7.5。实
验所使用的病毒为病毒颗粒形式，被等分悬液所稀释。

稀释液为自主配置的缓冲液或是由Fisher科技提供的磷酸
盐缓冲生理盐水(PBS)。

病毒核酸。合成的HBV DNA (ATCC® VR-3232SD™) 
和合成的HCV RNA (ATCC® VR-3233SD™)均购自American  
Type Cultural Collection (ATCC)。HIV-1 RNA通过使用
Life Technologies提供的PureLink®病毒RNA/DNA Mini
试剂盒提纯自HIV-1 IIIB全病毒颗粒。为了使用热循环仪
刻画有纯化的RNA参与的RT-LAMP反应的特性，笔者
采用两种方法稀释HIV-1 RNA。方法一，全病毒颗粒被
PBS稀释，每份稀释液分别通过PureLink®试剂盒进行纯

化。方法二，将10 μL浓度为 6.7 × 1010 vp·mL–1 的试剂

加入到190 μL的PBS中以满足试剂盒的使用要求，然后
在150 μL无核糖核酸酶活性的水中进行纯化和洗脱，获
得最终浓度为4.47 × 109 vp·mL–1 (或者为每毫升含8.93 × 
109个RNA副本 )的试剂。在使用之前，此纯化的RNA被
分成等份并储存在–80 °C的环境中。

微晶片RT-LAMP实验采用纯化的病毒RNA进行，
而集成实验例外。实验采用水中纯化的RNA是因为纯化
的RNA是逆转录核酸扩增分析的标准分析物，并且在实
验中可以作为参照与裂解的全血样品进行比较。全病毒

颗粒是全血中的理想分析物，然而在技术开发阶段考虑

到生物安全性等原因，最初的微晶片实验是以全血中浸

入病毒RNA为样本实现的。考虑到需要与生物安全措施兼
容，在热循环仪中(并不在微晶片上)进行的以全血为样本
的最初“宏观”扩增实验确实包括了全病毒颗粒。为了实

现最终的、完整的集成晶片实验，笔者将一个装置嵌入

生物安全柜中来实现利用全病毒颗粒进行微晶片实验。

血细胞裂解。笔者采用的全血裂解缓冲液是根据Curtis
等的工作配置而成的[17]，包含2.5 mmol·L–1的KHCO3、

37.5 mmol·L–1 的NH4Cl和 0.025 mmol·L–1 的EDTA。所
有的细胞溶血实验都是以1:4的比例将血液与裂解缓冲液
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混合。在初步实验中，用手动移液器分别计量血液和裂

解缓冲液并混合，然而最终的集成实验和初步微流体混合

实验采用微流体通道内的晶片上裂解。微流体的混合是利

用两个注射泵将不同的成分以1:4的体积比进行混合。

2.2 RT-LAMP
反应组分。 RT-LAMP分析方法采纳Curtis等的研究成 

果[17]。反应缓冲液浓度为1×等温扩充缓冲液，1.4 mmol·L–1

的脱氧核苷三磷酸腺苷(dNTP)，来自新英格兰生物实验
室(New England Biolabs)的10 mmol·L–1的MgSO4，以 
及来自Sigma-Aldrich的0.4 mol·L–1的三甲基甘氨酸。在

某些情况下，若有所提及，三甲基甘氨酸的浓度应为 
0.8 mol·L–1。在实验期间，事先以适当的比例配制大量

上述反应缓冲液并将其储存在–20 °C的环境下。酶和染
色DNA分别加入到缓冲液中混合以保证每一次实验都备
有完全混合好的新鲜试剂。RT-LAMP反应所用的酶是新
英格兰生物实验室提供的0.64 U·μL–1的Bst 2.0 DNA聚合
酶和0.08 U·μL–1的AMV逆转录酶。Biotium公司提供的
1× EvaGreen和一条经染色处理的双链DNA(dsDNA)被
应用于检测反应产物的反应中。

引物。基于Curtis等研究的六个LAMP引物[17]包
括：0.2 μmol·L–1的F3引 物(5′-AGTTCCCTTAGATAAA 
GACTT-3′)和B3引物(5′-CCTACATACAAATCATCCA  
TGT-3′)，1.6 μmol·L–1的正向内引物(FIP) (5′-GTGGAA 
GCACATTGTACTGATATCTTTTTGGAAGTATACT  
GCAT-TTACCAT-3′)和背向内引物(BIP) (5′-GGAAAG 
GATCACCAGCAATATTCCTCTGGATTTTGTTTTCT 
AAAAGGC-3′)，和0.8 μmol·L–1的正向环引物(5′-GGT 
GTCTCATTGTTTATACTA-3′) 和反向环引物 (5′-GCAT 
GACA-AAAATCTTAGA-3′)。

对照实验。所有扩增实验，无论是在热循环仪上还是

在微晶片上，都包括按照被检测的阳性样本的特性而设

计的阴性对照。阴性对照是由不含RNA 的水或者不含病
毒RNA的经裂解的血液组成。阴性对照样本在反应时间
内的扩增被认为是污染检测的指标。尽管每一个实验中

都包含了阴性对照，但是阴性对照的荧光变化曲线没有

在本文呈现。

反应平台。在本研究中，RT-LAMP反应在研究的不
同阶段是在两个不同的平台上进行的。为了比较和对比

水中纯化的RNA和裂解全血细胞中的病毒颗粒，利用Ep-
pendorf Mastercycler®公司提供的ep realplex Real-Time 
PCR 系统，在0.2 mL容量的反应管中进行标准的25 μL
反应。为了减少由微晶片系统带来的可能的噪音，热循

环仪也被应用在微流体混合模式的RT-LAMP反应中。

为了发展微晶片扩增技术，笔者做了若干微晶片实

验。实验起始于水中RNA和被RNA侵蚀的裂解全血(上
文已经解释了前期实验采用RNA的生物安全性的原因)。
每一滴在微晶片上反应的单独的悬液约为60 nL，整个
晶片被放置在一个铜碗上，如下所述，并在INSTEC 
STC200加热平台上加热。为了采用标准的成像方法，由
尼康Eclipse FN1荧光显微镜进行最初成像。之后，笔者
使用的是三星Galaxy Note 4智能手机。为了比较智能手
机和标准化实验成像设备在成像能力上的差别，笔者分

别使用了荧光显微镜和智能手机观察反应。反应最初在

60 °C的商业热循环仪中进行，之后在65 °C的晶片上进
行。每隔60 s用热循环仪和荧光显微镜进行一次荧光检
测，在智能手机平台上检测的频率增加到每30 s一次。

本文展示了显微镜下水中纯化的RNA在微晶片上反
应的图像和用智能手机观察的RNA在裂解全血中的成像。
补充材料中提供了中间实验的结果(即显微镜下嵌入了
RNA的裂解全血细胞在微晶片上反应的图像)。

2.3 微流体溶解模块
制造。微流体溶解模块创建的基础为先前已经报道过

的设计[22]。聚二甲基硅氧烷(PDMS)玻璃微流通道是利
用标准化光刻技术从一个SU-8 母模制造而来的。未被
硫化的PDMS被倒在SU-8母模上，经过干燥器脱气，在 
60 °C的热板上被硫化。在利用Diener PICO等离子体系
统对PDMS和玻璃载玻片进行溶剂脱脂和等离子氧气表
面激活之前，需要先用1.5 mm的活检钻孔机在PDMS中
打孔以用于管道连接。经表面活化后，PDMS和玻璃的
活化表面相互接触并在60~70 °C的热平台上加热，从而
在PDMS和玻璃之间形成共价键。

流体装置。包含全HIV颗粒的微流体溶解实验是在一
个流体装置中完成的。该流体装置是由注射器泵和高效

液相色谱(HPLC)阀门组成的，整个装置搭建在一个生物
安全柜中，通过与PDMS微流体晶片表面接触进行反应。
整个过程依照二级以上生物安全防护水平方案进行。

2.4 晶片上的 RT-LAMP
晶片制造。微晶片RT-LAMP实验采用微加工硅基

板[23]。简单地说，硅晶片被加热氧化后能够形成厚约
150 nm的氧化硅层。然后，该氧化物通过光刻法和氢氟
酸蚀刻等处理后暴露出下层的硅。之后，将晶片置于加

热的四甲基氢氧化铵(TMAH)中浸泡18 h，以各向异性地
蚀刻硅，从而形成能够用作反应井的倒正方棱锥。倒正

方棱锥的大概尺寸可参见本文的补充材料。

晶片准备。所有应用于RT-LAMP微晶片实验的晶片
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都按下述方式准备：首先，将微晶片用1:3的30 %过氧化
氢和硫酸的溶液清洗10 min，再用去离子水漂洗；之后，
每个晶片再用丙酮、甲醇和异丙醇脱脂，并吹入氮气使

其干燥；为了产生疏水性表面以促进悬液的稳定性，利

用Sigmacote®提供的Sigma-Aldrich对晶片表面进行反复
移液、漂洗；最后，用异丙醇对晶片进行简单漂洗，吹

入氮气使其干燥，并放置在铜碗中。

显微注射。笔者使用Narishige IM-300微量注射器与
Eppendorf VacuTip显微注射毛细管(内径为15 μm，外
径为100 μm)放置引物和反应悬液。使用一个20 ms的喷
射脉冲，产生约60 nL的液滴悬液。在晶片清理和准备
后开始显微注射，过程如下：用水将LAMP DNA引物和
Tris-EDTA(TE)缓冲液稀释至最终的反应浓度；利用显
微注射系统和来自World Precision Systems的三维显微
操纵器(MCL-D331)将液滴悬液注射到微晶片序列的全
部36个井中。该过程是在通过Leica MZFLIII显微镜进行
观察下完成的。含有引物的滴液被完全干燥，在反应井

中留下脱水的DNA LAMP引物。通过目视确认所有滴液
都已被脱水后，将晶片浸入重矿物油(Fisher)中并放置在
干燥器中以除去气泡。矿物油的主要功能是防止反应液

滴在65 °C的加热过程中被蒸发。
在脱气期间，将缺乏引物的RT-LAMP反应准备好

并转移到微量注射毛细管中。然后，将反应液滴放置在

每一个反应井中使其轻轻地与反应井底部接触，在每个

反应井的底部注入约60 nL的液滴，然后将毛细管提出油
外。包含所有36个浸没在油中的液滴的晶片被装在铜碗
中，然后转移到加热平台和成像装置中(荧光显微镜或智
能手机装置)。

集成实验中引物的点样和反应滴液的放置采用同样

的方式，但是需要在安装有能够向个人计算机(PC)提供
实时视频反馈摄像头的莱卡EZ4D显微镜下进行，并且该
显微镜要放置在生物安全柜中。

2.5 荧光显微镜
荧光显微镜成像通过一个具有2倍物镜的尼康Eclipse 

FN1荧光显微镜和一个尼康96311 B-2E/C FITC荧光滤光
片完成。笔者使用NIS元素软件来捕捉水中纯化RNA参
与的RT-LAMP反应的荧光影像，影像生成需要6.3倍的显
微镜和1 s的曝光时间。对显微成像的嵌入了病毒RNA的
裂解全血进行的额外测量(显示在补充材料中)需要8倍的
显微镜和2 s的曝光时间，以弥补整体荧光强度的下降。

2.6 智能手机成像
设备。笔者购置了一部三星Galaxy Note4智能手机用

来为微晶片基底上的RT-LAMP反应拍照。智能手机的硬
件在原厂的基础上没有任何改动。为了分隔荧光团发射

波长，在相机和晶片间设置了一个Thorlabs 530 nm高通
彩色玻璃滤镜。笔者设计了由3D打印制作的支架(图1) 
来水平放置智能手机，使照相机位于微晶片的正上方。

笔者还3D打印了逐渐增大的圆柱筒来安置光电二极管高
输出蓝色LED光源和Thorlabs可过滤500 nm波长的低通
滤镜，这个装置安置在上述支架上，并以一定角度给微

晶片提供光源。LED由Agilent E364xA DC电源提供的 
3 V电能来供电，该电源配有由MATLAB脚本控制的自
动开关功能。虽然蓝色LED可以用标准的3 V锂电池提供
电能，但是为了能够进行电脑控制，因此选用DC电源。

图 1. RT-LAMP 基底和智能手机设备。(a) 置于三星智能手机上 1 cm × 
1 cm 硅晶片基底的图像。(b) 扫描电镜下 160 μm 深的反应井横截面。
(c) 荧光显微镜设备里微晶片和加热台的原理示意图，包括：(i) 加热台， 
(ii) 含矿物油的铜质基底，(iii) 荧光显微镜物镜。(d) 智能手机 LAMP 设
备的扩展图，包括：(i) 加热台，(ii) 含矿物油的铜质基底，(iii) 置于
LED 和智能手机相机前的波长滤镜，(iv) 蓝色 LED 光源，(v) 智能手机。
(d- 插图 ) 生物安全柜里组装的设备的图像。

软件。出于生物安全性考虑，在集成实验过程中，整

个智能手机拍摄设备都置于生物安全柜中。基于这个原

因，通过遥控进行拍照是必需的。因此，笔者从Google 
Play下载了安卓应用IP Webcam [24]软件并安装到智能
手机上。这个应用软件能通过网络实时传送图像，并且

被传送的图像可通过网页浏览器实时查看。浏览器的界

面允许研究人员控制智能手机相机的焦点、曝光度和增

益。笔者通过网页浏览器按以下数值设定了拍照参数，
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并以此来进行RT-LAMP反应的拍摄：放大倍率为8，串
流品质为99 %，曝光补偿为4，以及10倍增益和曝光度为
10的夜间模式。

笔者编写了MATLAB脚本来自动控制图像捕捉过
程。脚本与加热阶段的激活同时启动。MATLAB脚本按
以下顺序拍摄反应影像：打开蓝色LED，延迟3 s；通过
IP Webcam网页浏览器界面获取图像，延迟2 s；最后关
闭蓝色LED。当拍摄每个反应时，每30 s重复一次该
过程。

2.7 数据分析
图像分析。由荧光显微镜或智能手机拍摄设备拍摄

的图片被分别保存为TIFF(显微镜)或JPEG(智能手机)格
式，并且分析了拍摄时的荧光强度。在这个分析中，每

个微滴在MATLAB脚本里的物理位置是人工确定的：通
过在MATLAB图片中导入并显示影像，调整方盒的位置
以勾勒出微滴的位置。灰度TIFF图像以16 bit无符号整数
(范围为0~65 535)矩阵的形式导入，代表图像中的每个像
素。灰度JPEG图像以8 bit无符号整数(范围为0~255)阵
列的形式导入，代表图像中的每个像素。

在人工确认微滴位置以后，MATLAB脚本通过获取
所有由方盒轮廓勾勒出的各微滴的平均像素值来分析各微

滴。绝对值是整数值(8 bit或16 bit)范围的函数，同时也
是曝光时间、相机增益、实验室灯光亮度和其他因素的函

数。因此，需要根据每次测量设立基准，具体描述如下。

本文中的荧光强度的量度以任意单位(a.u.)来表示。
阈值时间分析。阈值时间由所有平台上的原始荧光数

据决定。首先，通过从所有后续计量值里减去原始的荧

光计量值来移除基准线。对于使用水中纯化RNA的热循
环仪检测和显微镜检测来说，这是第一个荧光值或记录

的图像。对于智能手机检测而言，观测发现在室温下全

血样品的自发荧光值在刚开始加热晶片时会快速下降。

因此基准线被定义为开始加热后90 s时的测量值，或是智
能手机拍摄的第三张照片。

每个反应的阈值时间均通过确定测量值n的减去基准
线的荧光曲线来估算，在该测量值n下，信号超过整个测
量过程中最大荧光值的20 %。确定n以后，通过函数I(x) = 
mx + b得出的荧光值In 和 In–1来决定线性拟合，并决定阈

值时间Tt = (0.2 × Imax – b)/m。

3 结果

3.1 台式热循环仪中 RT-LAMP 反应的特性描述
水中纯化的病毒RNA。第一个试验，如图2(a)和(b)

所示，是为了描述纯化分析物在标准热循环仪里的RT-
LAMP反应特性。HIV-1 IIIB RNA通过第2.1节中描述的
两种不同方法进行纯化。第一种方法的RT-LAMP荧光曲
线如图2(a)所示，计算得到的阈值时间与相对应的每个反
应的平均病毒数如图2(b)所示。阈值时间与对应的病毒数
量对数的关系的线性拟合在斜率上的差别小于1.3 %，但
是在y轴截距上有超过4 min的垂直偏移。

与裂解全血的比较。下一个实验比较了阈值时间与RT-
LAMP反应的荧光强度。溶解血中包含的9380个HIV-1  
IIIB全病毒颗粒与等量的在水中纯化的HIV-1 RNA参与
RT-LAMP反应，作为RT-LAMP反应在裂解全血中可行性
的初步测试。图2(c)显示荧光强度测量值，图2(d)通过柱
状图比较了两种条件下的阈值时间和最大荧光值。两种条

件下的实验都各自重复进行六次，裂解全血的平均阈值时

间与水中纯化的RNA相比变化小于2.3 %，并且其标准的
双样品t测试结果显示P值为0.0755。最大的总体荧光强度
(利用消减基准线通过原始荧光测量得出)显示：裂解全血
与水中纯化的RNA相比，荧光信号降低了88.93 %。

裂解全血样品的标准曲线。为了验证在理想平台上经

最低程度处理的样品的RT-LAMP反应特性，利用一定浓
度范围内的全病毒颗粒进行了实验。图2(e)(荧光强度曲
线)和(f)(阈值时间对反应中的病毒数量)表明，即使整体
荧光强度减小到原来的十分之一，仍能观察到扩增曲线

并分析阈值时间。对阈值时间与病毒数量对数的关系进

行线性拟合的斜率与纯化的RNA曲线相当(与图2(b)中的
方法一相差10.3 %，与方法二相差9.1 %)。由于所有副
本的扩增幅度不一致，9.4 vp·RXN–1的样本并未包含在

阈值曲线中。进一步验证裂解全血RT-LAMP反应特性的
实验测定了血液样本与裂解缓冲液的比例变化，这部分

实验结果请参见本文的补充材料。

3.2 微流体血溶解模块
为了确定自动化样本处理的潜力并描绘微流体混合

液对整个方法的影响，笔者单独描述了微流体通道内的

晶片上溶解特性，如图3(a)所示。加入了三种不同浓度
HIV-1 IIIB的全血样本在聚二甲基硅氧烷(PDMS)混合晶
片上分别与裂解缓冲液混合，这个过程如第2.3节所述，
是在生物安全柜中应用流体学设备来操作进行的。每个

样本对应的微流体晶片的产物分别独立收集三份，并用

热循环仪中的RT-LAMP进行分析。每个样本的三份产物
各自进行一式三份的RT-LAMP反应，也就是说在检测的
每个病毒浓度下共进行九组RT-LAMP反应。相同标记的
血液样本被添加至裂解缓冲液中作为实验对照，以移液

管混合，并同样使用一式三份的RT-LAMP进行分析(即
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毒浓度分别为1349 vp·μL–1、135 vp· 
μL–1和13 vp·μL–1。

3.3 晶片上 RT-LAMP
接下来在微晶片上论证RT-LAMP

反应。这个步骤包括在使用智能手机

之前，利用荧光显微镜对水中纯化的

RNA(如图4(a)和(b)所示)和裂解全
血里的RNA(参见补充材料)的实验进
行成像，如图4(c)和(d)所示。这个
后续实验的目的是建立比较的基础和

限制实验进程中每个步骤引入的新变

量和干扰源。所有晶片上RT-LAMP
的测量均按照第2.4节的描述进行准
备，在浸油、排气和反应微滴替换

前，在晶片上进行DNA LAMP引物
的提前检查和脱水。

实验首先在晶片上描述了水中

纯化的RNA的特性。图4(a)显示了
由荧光显微镜测量出的荧光曲线，而

图4(b)显示了阈值时间的分析。在此
次检测中，由于抑制剂的污染或实验

者的误差导致的无关表现，有两个微

滴的数据被移除。被移除的数据包括

75 vp·RXN–1和7.5 × 102 vp·RXN–1

两个样本各自六个反应中的一个。浓

度为7.5 vp·RXN–1的样本的六个反

应中只有两个扩增，因此该样本的

阈值时间从图4(b)所示的曲线中被略 
去。如图4(c)~(f )所示，依照第2.6节 
所述用智能手机设备对加入病毒RNA 
的裂解全血样本进行成像。在该检测

中没有利用完整的病毒颗粒，这是因

为整套装置未作任何改动，从而不

能在生物安全柜中进行实验。图4(c) 
展示了由智能手机成像获得的荧光曲

线，图4(d)为阈值时间分析，图4(e) 
显示了实验中第7~11分钟内每分钟
的智能手机荧光成像实例。由于前 
30 min的扩增不充分，样本11 vp·RXN–1 

(绿色曲线)和1.1 vp·RXN–1(蓝色曲线)
的数据已经从阈值时间曲线中被删除。

图4(f )展示了30 min实时检测终
止后得到的终点测量结果。在利用
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图 2. 标准台式热循环仪中的 RT-LAMP。(a) 完整 HIV-1 IIIB 病毒颗粒稀释液中稀释纯化的病毒
RNA 的 RT-LAMP 反应荧光数据 (RNA 纯化方法一 )。(b) 通过计算荧光曲线超出其最大值 20 %
时的时间得出的阈值时间曲线。数据适用于用两种方法制备的纯化的病毒 RNA。(c) 每种条件重
复六次时加入病毒的全血与纯化的 RNA 参与 RT-LAMP 反应的对比荧光曲线。所有反应都包含等
量的 9380 个病毒颗粒。(d) 两种状态下时间阈值和整体荧光强度的对比。标记在全血中的 HIV-1 
IIIB 完整病毒 RT-LAMP 反应的 (e) 荧光曲线和 ( f ) 标准曲线。由于所有副本的扩增幅度不一致， 
( f ) 中不包含 9.4 vp·RXN–1 的样本。RXN 是反应 (reaction) 的缩写。
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图 3. 全血样本的微流体溶解。(a) 明视野显微镜在通道中不同节点近似位置上所对应的微流体设
备的示意图。(b) 包含完整病毒颗粒的晶片溶解和移液管溶解样品的阈值时间在三个病毒浓度下
的比较。这些数据证实了微流体溶解方法与手动方法相比在信号上并没有显著不同。

每个病毒浓度共三个对照反应)。结果表示在图3(b)中。各组的平均阈值时间
与手动移液的对照组分别相差0.85 %、3.88 %和0.21 %，对应的裂解后的病
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荧光显微镜拍摄图4(f )-1)之前，阵列中四滴额外的液滴(三滴11 vp·RXN–1样

本，一滴1.1 vp·RXN–1样本)已经开始了反应。图4(f )-2)为紧接着显微镜成像
后用智能手机拍摄的图像。图4(f )-3)与图4(f )-2)一样，仅增加了一层与本文
使用的颜色梯度准则一致的颜色编码图层。最右边第六排是包括一份血液样

本和没有病毒RNA的反应混合液的阴性对照。
最后，图4(f )-4)作为图像分析过程示例是由MATLAB创建的图4(f )-2)

的色图。

3.4 与其他病毒核酸的兼容性
由于HIV和病毒性肝炎(HBV和/或HCV)经常同时感染，笔者希望证明

晶片上RT-LAMP化验方法能够兼容处理这种情况。因为笔者无法获得完整
的肝炎病毒颗粒，所以利用由HBV的DNA和HCV的RNA合成的病毒基因组

进行测试。由于笔者所能获得的合

成病毒基因组的数量有限，所以实

验仅在水中而不在裂解全血里进行，

以避免由加入病毒核酸的裂解血导致

核酸被稀释10倍，并确保实验能在
最高浓度的病毒核酸条件下进行。

图5(a)显示了由荧光显微镜测
量系统获得的三个样本的晶片上RT-
LAMP荧光数据：含肝炎病毒核酸的
HIV，不含肝炎病毒核酸的HIV和不
含HIV的肝炎病毒核酸。不管是否存
在其他核酸，所有包含HIV RNA的
24个微滴都成功扩增(12个含肝炎病
毒核酸，12个不含)。而所有含肝炎
病毒核酸且HIV呈阴性的微滴都没有
扩增。

图5(b)比较了两种包含HIV RNA 
条件下的阈值时间。含有肝炎病毒核

酸的HIV阳性微滴的平均阈值时间与
不含的相差不超过8.9 %。两者的标
准t检验P值为1.8718 × 10–6。

3.5 集成实验
笔者设计了集成实验以论证这

个HIV病毒载量定量方法的快速便
捷性。图6(a)描述了该操作的整个流
程。这些实验与本文中的其他检测

有所不同，在这些实验中全血样本

中被注入能够覆盖一定浓度范围的

完整HIV-1 IIIB病毒颗粒(不是病毒
RNA)，并且各个样本分别在单独的
晶片上进行分析。在微晶片上排列

的36个反应井中有6个被用于阴性对
照，剩下的30个被用于检测样本。

实验测试了5个样本(命名为A~E)，
各自在每次反应中分别包含约32 000
个、3200个、320个、32个 和3.2个
完整病毒颗粒。由于每个反应微滴包

含大约4.8 nL全血，相当于每毫升血
液含6.7 × 105~6.7 × 109 个病毒，或
每毫升血浆含1.3 × 106~1.3 × 1010 个
RNA副本(假设血细胞比容为45 %)
的病毒血症。

出于生物安全性考虑，整个操作
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图 4. HIV-1 IIIB 晶片上 RT-LAMP。(a) 减去基线的荧光强度和 (b) 用荧光显微镜成像的微孔基质
上水中纯化的 RNA 的阈值时间与病毒浓度关系。(c) 减去基线的荧光强度和 (d) 用智能手机拍摄
的微孔基质上加入 RNA 的裂解全血的阈值时间与病毒浓度关系。(e) 用智能手机拍摄的展示四种
RNA 浓度扩增的荧光图像。( f ) 在 (c)~(e) 中同一个晶片的终点测量显示了：1) 荧光显微镜成像，
2) 智能手机图像，3) 色彩重合显示病毒浓度 ( 灰色条指示了阴性对照组 ), 以及 4) 在量化图像中
荧光强度的过程中，由 MATLAB 创建的荧光强度色图。
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过程都按照之前的描述进行调整，以在生物安全柜里进

行。这个调整带来的挑战是需要在小型台式显微镜提供

的视频指导下以操作杆控制电动显微操纵器来放置微滴。

控制力会随着微滴的放置下降，从而导致微滴放置的成

功率下降。因此，每次检测中并不是所有放置了阳性病

毒反应微滴的30个反应井都被使用。样本A至E成功放置

的微滴数量分别是29个、28个、30个、22个和22个。
图6(b)显示了由智能手机系统描绘的所有在30 min

内扩增的微滴的荧光曲线。图6(c)显示了阈值时间与病
毒数量的关系。阈值时间与病毒数目关系的拟合直线斜

率为–1.9993，与裂解全血样品中晶片上RNA相比在量
级上相差57.6 %，与水中的晶片上RNA相比在量级上相
差34.9 %，与热循环仪内全血完整病毒颗粒相比在量级
上相差18.5 %，与通过热循环仪分析的水中纯化的RNA
相比在量级上相差25.9 %(第2.1节的方法二)。笔者使用t
检验来比较阈值时间，P值小于0.05为显著。

在图6(d)中笔者考虑了一种新的衡量标准——扩增
效率，并观察到病毒数目和扩增微滴片段间的趋势。笔

者在本文的补充材料中描述了一个框架用于理解在数字

LAMP测量背景下出现这种现象的原因。

4 讨论

4.1 台式热循环仪中 RT-LAMP 的特性
水中的纯化病毒RNA。在RT-LAMP反应的最初热循环

仪特性中，笔者比较了两种病毒RNA纯化的方法(见第 
2.1节)，从而为“纯净”反应的信号设定基准线，并强调指

图 5. 常见共感染兼容性示意图。在相等浓度 ( 每 60 nL 反应液中各种
病毒数量均为 1.6 × 103 个 ) 的 HBV 和 HCV 核酸的存在下，测试 HIV-1
晶片上 RT-LAMP 反应。HIV-1 检测的 LAMP 引物在微晶片阵列的每个
反应井中进行脱水处理，水中纯化的核酸与无引物的 RT-LAMP 基础混
合液进行各种组合。将晶片浸入矿物油中，并置于 65 °C 加热台上的
荧光显微镜下。(a) 三种组合的荧光显微镜晶片所得的荧光检测结果：
HIV+/HBV-/HCV-，HIV+/HBV+/HCV+ 和 HIV-/HBV+/HCV+。(b) 比 较 含
肝炎病毒核酸和不含肝炎病毒核酸的 HIV RNA 阳性样本阈值时间的柱
状图。
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图 6. 裂解全血中 HIV-1 IIIB 的“采样 – 反馈”RT-LAMP 检测。(a) 总体过程的示意图：1) 将加入了 HIV-1 IIIB 的全血灌注到微流体设备中；2) 根据 
储存管容积测量 10 μL 样本；3) 将样本 ( 以 10 μL·min–1 的速度 ) 和细胞溶解液 ( 以 40 μL·min–1 的速度 ) 倒入微流体混合模块；4) 在没有引物的情
况下将混合模块的产物加入 RT-LAMP 基础混合液中；5) 将混有基础混合液的溶解样本微注射到备有预先准备的脱水引物的微孔基底上；6) 将晶片 
在带加热台的铜质基底上加热到 65 °C，通过利用智能手机每 30 s 记录一次荧光图像来监测 RT-LAMP 反应。(b) 利用智能手机成像系统测量实时荧
光曲线。(c) 阈值时间值由减去基准线的荧光强度超过其最大值 20 % 时的时刻决定。(d) 扩增效应示意图，其定义为在每个测试浓度阵列中扩增的
微滴片断。
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出导致后续分析中RT-LAMP结果发生变化的可能因素。
检测水中纯化的RNA的两个独立实验在稀释物的配

制方式上存在不同(方法一是在RNA纯化前，方法二是在
RNA纯化后)，其中三甲铵乙内酯(甜菜碱)的含量也不同
(方法一为0.8 mol·L–1，方法二为0.4 mol·L–1)。在初步测
量以后，为了使占反应容量更大的部分保持与样品一致，

需要降低三甲铵乙内酯的浓度。一个初始假设为，含有

阳离子并能降解DNA二级结构的三甲铵乙内酯能够解释
两个标准曲线的不同。但是，在一个精细的对比试验中，

不同低浓度的RNA被添加到同种包含0.4 mol·L–1三甲铵

乙内酯的基础混合液中，并且在一半的反应中加入更多

的三甲铵乙内酯使其浓度达到0.8 mol·L–1。这个对照实

验的结果显示，当RNA浓度低时，阈值时间和扩增效率
没有区别(见补充材料)。因此，其他因素可能可以解释热
循环仪中的纯化的RNA实验的垂直偏移现象。

笔者猜想这些因素可能包括制备基础混合液时移液

过程固有误差导致的酶浓度的不同，与时长有关的酶活

性的降低(这两个实验先后相差几周时间，酶活性可能因
为试剂的冻融交替而降低)，以及周围环境温度变化等。
另外，RNA在储存过程中随着时间推移而降解可能会导
致方法二中使用的样品的产量降低，并且人工手动移液

的变化也可能对从两个独立纯化过程中获得的RNA真实
浓度的差别造成影响。

这些都是重要的值得考虑的因素，笔者在现阶段选

择承认它们潜在的影响以及降低变化的必要性，并且决

定在未来的实验和生产过程中建立严格的控制机制。病

毒RNA的稳定性或者RNA纯化过程的产量并不会影响完
整病毒颗粒参与的实验的结果。后续分析包括利用第三

种、全新的纯化方案(与纯化方法二相同)得到的RNA：
纯化的病毒RNA或者裂解全血中的病毒RNA。经过此过
程纯化的RNA被均分并在–80 °C的环境中冷冻储存。
为最小化样品的降解，纯化的RNA在实验前才被立即
解冻。

与裂解全血的比较。据我们所知，在之前的研究文

献中并没有讨论仅通过细胞裂解缓冲液处理的全血中

HIV浓度的定量RT-LAMP检测。以全血中的全病毒颗粒
与细胞裂解缓冲液的混合液为样品的热循环仪检测结果

显示了单纯基于反应动力学来量化病毒浓度的可能性。

整体荧光强度的降低表明在裂解全血样本中存在荧

光淬灭物质。但是在比较纯化的RNA和全血时，由于阈
值时间是相同的，我们可以得出全血不会影响扩增效率

的结论。多数医疗诊断面对的主要挑战是在缺乏可控环

境、熟练技术人员和实验设备的情况下从复杂的生物样

本里分离分析物的过程，这个发现是非常有前途的[25]。

这种情况下，血细胞溶解与文献中提到的其他更复杂的

技术相比是一个非常简单的处理过程[6]。

4.2 微流体血溶解模块
本文的一个目标是证明利用全自动RT-LAMP病毒载

量测试方法从一滴全血中(如针刺手指产生的血滴)分析出
结果的可能性。这种测试需要对全血血滴进行完整的晶

片上样品处理过程，而这个过程一直以来都是诊断方法

的主要难题。虽然PDMS原型测试在这个领域非常普及，
许多微流体和晶片上操作技术依然受到如何将PDMS设
备转变成与注射塑模和其他大规模制造技术兼容的商业

可行模式的困扰[26]。反之亦然：当一些性能不具可比
性时(如表面流体接触角)，那些与制造技术兼容的设计可
能很难在PDMS中找到原型。在此笔者证明了所发现的
阀辅助样本测试和微流体混合方法可用于血样处理的商

业级平台。

容积测量始于任意量的一滴血，使用内径为203.2 μm
的吸持线圈从中准确测量10 μL，谨记该步骤需使用用于
容积测量的商用微流体暗盒。可行的方法也被用于商用

微流体设计中的流体混合，使我们在PDMS中的简单蛇
形通道原型成为一个合理的设计[27]。

图3(b)里的数据证明利用混合血和缓冲液的蛇形通
道进行容积测量的简单方法能够与之后的RT-LAMP分析
相契合。三个分别收集的结果显示该方法能够得到准确

的混合率，并且晶片上混合至少能和手动移液具有一样

的持续性。

4.3 晶片上 RT-LAMP
纯化的RNA与荧光显微镜成像。从图2(b)和图4(b)中

的阈值时间与病毒数量对数关系的拟合直线的对比中得

出什么样的绝对结论还不清楚。晶片上测量中拟合直线

的斜率在数量上相对更小，表明可能存在晶片相关的因

素导致使用阈值时间分析来测量病毒数量的灵敏度降低。

这个发现导致检测频率从在热循环仪和显微镜测量中使

用的60 s一次变成在智能手机下使用的30 s一次。
图4(b)中拟合直线与y轴的截距同样也比图2(b)中所

示的更小(14.68 min对29.1 min 和 33.3 min)，表明越小
的微滴可能会导致越快的RT-LAMP反应，这个现象在其
他地方也讨论过[28]。这个结果在接近快速病毒测试最
终目标时可能会被放大。

裂解全血的智能手机成像。通过智能手机成像获取的

裂解血检测的数据展示了让我们离本文目标更进一步的

两个重要步骤。本文创新核心在于使用智能手机替代实

验室设备(如热循环荧光检测仪或者荧光显微镜)。首先，
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本文表明了裂解血RT-LAMP检测能够通过使用一般人群
负担得起的高端智能手机的现有移动技术来实现。此外，

当下趋势显示移动通讯技术将持续提高性能并降低成本，

这表明荧光和其他基于光学的诊断拥有令人振奋的前景。

其次，笔者的平台(包括3D打印平台、LED光源、排放过
滤口和小型化加热台)显示，如果平台足够稳健，就可以
开发一个外加部件以附件的形式安装在现有智能手机上，

从而将整合于诊断平台上的组件的计算和成像负担转移

到一个即使在资源有限的情况下依然随处可见的消费商

品上[29]。这样的转变能够显著减少这种技术的生产和
调度费用。

4.4 与其他病毒核酸的兼容性
因为HIV与其他一种或多种病毒协同感染的概率很

高，特别是在注射毒品的人群中，所以对与其他血源病

毒协同感染的预期在实际的HIV核酸检测中尤为重要[2， 

30]。笔者证明了纯化的高浓度肝炎病毒核酸(等于每60 nL 
的反应液中每种病毒约含1.6 × 103个)在为HIV设计的RT-
LAMP化验中并不扩增。

一项更具体的分析显示标准t检验得出的P值为
1.8718 × 10–6，这表明含有三种病毒核酸的样本与只含

有HIV RNA的样本相比在阈值时间上有显著下降。这个
结果表明在未来的工作中需要对这个现象进行更严格的

描述。阈值时间减少的一个原因是乙型肝炎基因组的存

在，其基因呈环状，部分为dsDNA，且浓度相对较高(约
1600 copies·RXN–1)。这种基因的存在可能导致不能在
全血里显现的效果，这是因为成熟红细胞并不含DNA，
而笔者模拟的协同感染样本包含来自染色的dsDNA的新
信号源。裂解全血样本里的白血球会非常少(每纳升血中
只有几个)，并且这些来源的基因组DNA可能被包裹并且
很难被dsDNA染料标记。因为在HIV阴性和HBV/HCV
阳性样本里没有发现扩增，所以笔者认为将HCV RNA或
者HBV DNA作为LAMP的非特异性模板并且导致产生不
正确的反应产物是不太可能的。

4.5 集成实验
笔者的集成实验表明了基于反应动力学或数字统计

方法的定量病毒载量检测的测量能力。阈值时间曲线图

中拟合直线的斜率(图6(c))相当于图2所示的原始特性描
述，这表明此集成方法可被定量化，甚至可能被证明在

化学反应、发酵温度和其他因素的优化上有更好的敏感

性。误差棒显示不同浓度在统计学上存在显著差异，这

表明此集成实验的分辨率在95 %的置信水平内。
显然，为了搭建一个完全自动化的平台，还有些因

素有待改善和解决。图6(a)描述的实验流程由多个部分
组成，这些部分与以微流体暗盒为基础的体外诊断平台

兼容，并且包括10 µL全血的容积测量、微流体样本处
理、纳升级的反应微滴、硅晶片基底和智能手机荧光成

像。但是该步骤包括了手动将裂解血从微流体模块转移，

与含少量引物的RT-LAMP基础混合液混合，以及将微滴
置于晶片上。

笔者认为需要这些手动操作环节的问题可以由在实

验室中不容易被证明的常见工业方法解决，比如将样品

分配到纳升级的反应井[31]。向样品中添加反应成分的
问题可以通过冷冻干燥法或能被样品再水化的冷冻干燥

试剂来解决。冷冻干燥的LAMP基础混合液在参考文献
里有描述[32，33]。除此以外，尽管空气干燥反应成分
而不是引物对目前的平台来说是个问题，但笔者观察到

本文使用的RT-LAMP基础混合液可以置于0.2 mL反应管
中通过商用冻干机进行冻干处理(见补充材料)，并且能
够保持扩增能力。然而，我们没有在晶片上尝试这个

过程的设备。

4.6 通过阈值时间来量化
本文所述计量方法展现了阈值时间与病毒数量关系

的一个趋势，这表明基于时间的、采用一系列微滴来进

行反应的动力学测量可能是量化病毒载量的一个合适的

方法，虽然这个方法的局限性有待在更先进的平台上进

行检测。对于这个方法，其反应灵敏度由阈值时间与病

毒数量关系形成的拟合直线斜率决定，可通过调整酶与

缓冲液浓度或培养温度等优化反应的方法来提高。为提

高反应的检测下限，需要进行更多的优化。

虽然这些改进可以实现，但裂解全血的方法在其自

身能力上会因为反应容积和裂解缓冲液稀释因子而受到

限制。因此可以考虑对方法进行包括数字式LAMP在内
的改进。

4.7 通过数字式 LAMP 来量化
数字式LAMP和PCR方法在参考文献里已有广泛的

描述[21, 34–39]。数字式方法的主要优势在于无论反应
是否含少量扩增，该方法只依赖终点测量。在这个方法

中，浓度可以通过对成千上万的微滴的测量来估算。本

文所讨论的方案能够通过自动分配的方法构建大型的微

滴阵列以按比例地提高数字式LAMP的水平。
利用数字式方法检测病毒载量的上下限由个体反应

微滴的数量和参与检测样本的总量决定。由于反应微滴

的病毒分布遵从泊松统计，为了证明临床HIV管理中用
于检测指血全血微滴的按比例扩大的平台在理论上是合
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理有效的，笔者在本文的补充材料里简略地回顾了这些

原则。例如，仅需要9 µL全血的数字化LAMP方法能检
测出的病毒载量低于500 mL–1，并且在104~106 mL–1的范

围内有更好的准确性(见补充材料)。尽管这个方法不能与
先进系统的技术规格相比(下限 < 10 mL–1)，但却有实用
价值，比如在药物疗法改变以后用来检测病毒血症的病

毒量减少，或者在诊疗的黄金标准难以实施的情形下确

认病毒反弹的病例[40]。此平台作为数字式LAMP检
测的性能随着样本容量的增大和反应微滴数量的增加

而增强。

5 结论

在进行这些实验以及准备论文稿的过程中发现，开

发一个采样–反馈检测HIV病毒载量的定量方法所面临的
挑战可以被分割为两个平行的目标：①样本处理，传统

方法包括将分析物从复杂的基质里分离或强化；②分析

物的检测。笔者综合地考虑了利用能与微晶片LAMP方
法进行整合的多种方法来进行样本处理，这些方法有很

多都遵循样本中的细胞材料不能与核酸扩增方法兼容这

个指导概念。很多这样的方法会导致分析物被稀释十倍

甚至更多，而本文提出的方法在加入LAMP试剂前通过
简单且容易实现的处理步骤使得分析物仅稀释五倍，而

该处理步骤既不会纯化也不会富集。该方法的关键优势

是能够显著降低诊断设备的复杂程度和成本。

本文展示的测量方法表明RT-LAMP量化方法确实
能够与经最低程度处理的全血兼容。据我们所知，裂解

全血里的RT-LAMP方法仅有一个团队使用过，他们利用
该方法在移动加热设备上的反应管里进行了非量化测量

[17]。笔者证明量化检测有能力解决浓度在6.7 × 104 µL–1

以上的10倍变化以及浓度在670 µL–1以上的100倍变化。
笔者观察了每个反应扩增仅有三个病毒的60 nL微滴，其
与病毒浓度达670 µL–1的全血一致。笔者同样讨论了这种

方法真正的性能可能更适用于量化的数字式LAMP模式而
不是动力学测量。基于微晶片模式的裂解全血智能手机成

像病毒检测方法的实现代表了在资源有限的情况下进行病

毒载量检测的解决方案有了显著进步。
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