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液相芯片技术在传染病快速诊断中的应用
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【摘 要】 目前传染病仍是危害人类健康、导致死亡的重要原因。建立高通量、快速、可靠、经济的病原微生物

诊断技术平台可为传染病病原体的诊断提供技术储备。笔者详细介绍了液相芯片技术的原理、优点，并对该技术在

传染病病原体筛查方面的应用进展作一综述，表明其可用作传染病病原体的高通量检测平台。
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【Abstract】 At present，infectious diseases are still harmful to human health and important causes of death． The estab-

lishment of a high － throughput，fast，reliable and economical pathogenic microbiological diagnostic technology platform pro-
vides a technical reserve for pathogen diagnosis of infectious diseases． In this paper，the principle and advantages of liquichip
technology are introduced in detail，and the application of this technology in the screening of infectious disease pathogens is
reviewed，which shows that it can be used as a high － through put detection platform for infectious disease pathogens．
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传染病是指由病原微生物感染人体后产生的有

传染性、在一定条件下可造成流行的疾病。本世纪

以来多次发生严重的新发传染病或多年未发生又死

灰复燃，其中许多传染病能使人在短期内罹患疾病，

造成大规模的死亡。因此，如何有效控制传染病仍

是医学研究领域的重点，而快速检出病原微生物则

是关键，否则就有可能在人群中爆发、扩散。因此，

建立高通量、可靠的病原微生物诊断技术平台，才是

有效控制传染病发生的关键措施。
液相芯片技术是一种使用悬浮在液体中的编码

微球作为反应和检测载体的新型分子生物检测技

术，它是激光技术、流式细胞仪、数字信号处理和传

统化学技术的整合［1］。该技术操作简单、杂交动力

学快、微球应用灵活，可对不同指标进行同时检测，

为高通量分子诊断提供良好的平台，因此具有巨大

的运用前景。迄今为止，全球已有数百套液相芯片

技术用于蛋白质、核酸等检测［2］，该技术已成为蛋

白质组学和基因组学的一种新的研究工具。

1 液相芯片技术的原理

液相芯片由许多固定有不同探针分子的圆形聚

苯乙烯微球构成，且每一种微球都有一个独特的荧

光编码，将这些微球悬浮于液相中即构成一个液相

芯片体系。该系统可以对同一样本中的不同分子进

行同时检测。在液相系统中，为了区分不同的探针，

每一种固定有探针的微球都有一个独特的荧光编

码。在微球制造过程中通过加入 3 种不同的荧光

素，根据荧光素比例不同可将微球分为 500 种，形成

一个含有 500 种不同微球的阵列。不同颜色微球在

分类激光激发下产生的荧光互不相同，这种分类荧

光是识别不同微球的唯一途径。利用这 500 种微

球，可以分别标记上 500 种不同的探针分子。荧光

微球表面可带有不同的基团( 如羧基、亲合素和组

氨酸等) ，共价结合不同类型的探针。羟基基团可

以共价结合任何含有氨基的探针分子，因此可对聚

苯乙烯微球的表面进行不同的化学结构修饰，使不

同的微球可以识别不同的探针分子。检测时依次加

入标本和报告分子与标记的微球进行反应，标本中

的目的分子( 待检测的抗原或抗体、生物素标记的

靶核酸片段、酶等) 能与探针以及报告分子特异性

结合，使微球携带上报告分子藻红蛋白，然后利用液

相芯片仪对微球进行检测和结果分析［1］。在检测

过程中，结合流式细胞技术和激光技术使微球单列

快速通过检测通道，检测系统内置有激光发射器用

于发射两束不同波长的激光，使用红色激光对微球

上的分类荧光进行检测，可将微球分类，鉴定出不同

的反应类型; 使用绿色激光检测报告分子上的报告

荧光，可确定微球上结合的报告分子数量，即目的分

子的数量。通过同时检测红绿双色激光即可完成对
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反应的定性、定量分析。

2 液相芯片技术的优点

液相芯片技术的优点［3］: ①高通量，通过 3 种

染料不同比例的混合使同一反应可以同时检测 500
种不同的待测指标;②检测所需试剂及标本量少，仅

需 5 ～ 50 μL 的样本即可同时检测多个指标，试剂用

量少，减少人力消耗;③液相体系有利于抗原抗体反

应，检测系统中的两种激光只检测和记录与微球上

的红色荧光同时出现的绿色荧光信号，使结果的特

异性更高、反应更稳定;④不同微球分别用寡核酸或

蛋白质( 抗原或抗体) 标记后混合，在临床使用时，

可根据不同需求，选择特殊组合的探针，实现个体化

检测( 核酸或蛋白质检测) ; ⑤该技术是对微球荧光

信号进行检测后，用相应软件进行分析，使结果更精

确、可靠;⑥反应速度快，液相条件接近于核酸所处

环境，有利于分子相互作用，孵育时间短，且无需洗

脱即可进行检测分析。进行免疫学分析时，若使用

高亲和力抗体，2 ～ 3 h 内即完成检测，而核酸杂交

分析在 PCＲ 扩增后 1 h 内可得到结果; ⑦检测系统

多样化，Luminex 200 系统是临床广泛运用的检测系

统，然后 FLEXMAP 3DTM超高通量检测系统进一步

在性能上加强，目前 Luminex 公司已推出了磁珠专

用的多重检测系统 MagPix，小巧便携的 MagPix，非

常适用于爆发恐怖事件或大范围传染病等紧急情况

下的快速以及野外现场的检测，。

3 液相芯片技术在传染病病原体检测中的应用

液相芯片技术可根据不同需求进行相应的构

建，可对不同的生物分子进行高通量、快速、准确的

检测，在蛋白质、核酸等生物大分子的分析中具有巨

大的应用潜力，可用于免疫分析、核酸研究等领域。
现将液相芯片技术在传染病病原体检测中的应用综

述如下。
3． 1 病毒性传染病病原体的检测

Leblanc N 等［4］运用液相芯片技术对瘟病毒属

进行了检测和种的鉴定; 之后又运用液相芯片技术

对非洲猪瘟病毒的 22 种基因型进行了检测和区

分［5］，该方法可以同时对非洲猪瘟病毒进行快速诊

断和基因分型。袁静等［6］基于液相芯片技术建立

了一种同时对 H5N1 和 H7N9 亚型流感病毒进行快

速检测的新方法。用已知基因型的样本对该方法进

行验证显示它的特异性高。灵敏度分析实验也表明

该方法灵敏度高，能够用于流感病毒 H5N1 和 H7N9
亚型 的 快 速 检 测 及 鉴 定。Laamiri N 等［7］ 证 明 了

DNA 液相芯片技术在快速诊断主要的禽类呼吸道

病毒方面是一种准确、高通量、相对简单的方法。朱

余军等［8］用液相芯片技术检测 I 群禽腺病毒，发现

所建立的液相芯片技术特异性强; 检测的敏感性高;

批内批间的变异系数低; 检测结果与荧光 PCＲ 方法

100%相符。表明建立的液相芯片方法可用于 I 群

禽腺病毒的检测。呼吸道病毒是引起婴幼儿呼吸道

感染最主要的病原体，为快速准确诊断其感染，王洁

等［9］建立了一种基于液相芯片系统的检测 A 型流

感病毒、B 型流感病毒、呼吸道合胞病毒 A 型和 B
型 4 种常见呼吸道病毒的方法，该方法具备灵敏、特
异、快速等优点，为临床早期、准确判断呼吸道感染

的病原体提供实验依据。Akhras MS 等［10］设计了一

个可以区分与宫颈癌进展相关的 10 种人乳头瘤病

毒基因型的模型试验。结果显示与扩增子焦磷酸测

序相比，使用测序珠阵列的方法对 20 个宫颈癌肿瘤

样本进行基因分型，由于其敏感性更强所以可以检

测两个附加的共感染。张莉等［11］探究液相基因芯

片技术在崇明地区人乳头瘤病毒检测和分型中的应

用，发现液相芯片 HPV DNA 检查对大规模筛查和

宫颈 病 变 的 临 床 诊 断 有 十 分 重 要 的 价 值。Chen
YS［12］发现在急性呼吸道感染的患者中液相芯片技

术对于细菌检测具有更高的灵敏度，对于病毒和非

典型病 原 体 的 检 测 也 不 次 于 实 时 PCＲ。Hindson
等［13］采用液相芯片技术检测引发手足口病的一系

列病毒，获得良好结果。刘毓刚等［14］基于液相芯片

技术建立了一种对水痘 － 带状疱疹病毒( VZV) 进

行快速高通量检测分型的新方法。利用该系统检测

19 例临床水痘及 25 例带状疱疹患者疱疹液标本的

VZV 分型。结 果 显 示 利 用 液 相 芯 片 技 术 建 立 的

VZV 检测分型系统具有快速、高通量、高灵敏度和

特异性的特点，可以用于临床 VZV 感染的诊断及流

行病学调查。周有良等［15］建立的基于液相芯片技

术的丙型肝炎病毒分型检测方法能对八种亚型进行

检测和分型，具有较高的特异性和敏感性。对临床

样本的检测结果表明，该方法具有高通量、快速、敏
感、特异的特点，可以实现对丙型肝炎病毒八种亚型

的同时快速检测，是丙型肝炎病毒分型检测的一种

新方法。纪方晓等［16］ 用液 相 蛋 白 芯 片 技 术 检 测

HEV 血清抗体。对 102 份临床血清样本检测结果

显示，该 方 法 与 商 品 化 ELISA 试 剂 盒 符 合 率 为

93. 1%，关联性卡方检验显示两方法具有一致性。
本试验为临床的检测提供了一种特异、灵敏的新型

快速检测技术，为建立猪病多重检测方法提供了基

础。石莹、李云峰等［17 － 18］建立的虫媒病毒的液相芯

片检测方法，为虫媒病毒的筛查检测提供一种新方

法。该方法具有高通量、快速、敏感、特异等特点，适

用于国境口岸对虫媒病毒进行筛查检测，能提高检
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测的效率，满足口岸检疫中快速检验的要求。尹伟

力等［19］初步建立了检测病毒性出血性败血症病毒

( VHSV) 的液相芯片技术，结果表明液相芯片检测

体系能够正确检出 VHSV，检测特异性高，为 VHSV
的检测提供了新方法。
3． 2 细菌性传染病病原体的检测

液相芯片技术已应用于大肠埃希菌的研究［20］，

该技术的主要优势是可以同时对大肠埃希菌进行血

清学分型和检测毒力以及致病性标志物的存在。相

比于实时荧光 PCＲ［21］对细菌性病原体的检测最主

要的优势是高能量、多通道性。董晓琳等［22］建立的

E． coli 0157∶ H7 新型液相蛋白芯片技术，与常规液相

蛋白芯片不同，该方法直接将染色后的菌体荧光作为

报告分子，能够较为快速的实现对 E． coli 0157∶ H7 的

检测。Liang DW 等［23］研究发现沙门菌血清型快速

分型试剂盒( XMAP液相芯片法) 具有高通量的特

点，可以快速准确地对沙门菌进行血清学分型。该

试剂盒可 以 用 于 鉴 定 沙 门 菌 的 血 清 型。金 玉 娟

等［24］建立了一种基于多重 PCＲ 结合液相芯片技术

同时检测沙门菌、副溶血性弧菌、单增李斯特氏菌及

肠出血性大肠埃希菌的方法，发现该方法能快速、准
确、特异的同时检测这四种常见食源性致病菌。通

过使用通用的 Luminex xTAG 技术，Thierry S 等［25］

发现了一种有效的多种 SNP 基因分型的方法，可以

检测炭疽芽胞杆菌基因组中 的 13 个 SNP 位 点。
Carlos CA 等［26］利用液相芯片技术鉴定出组织内的

病原微生物是细胞内禽分枝杆菌。随后感染的患者

开始使用克拉霉素、利福布丁和乙胺丁醇，临床症状

有所改善。细菌培养可能出现阴性结果并且需要 3
周才能显示生长，所以这种分子学的方法提供了一

个快速、特异的诊断分枝杆菌的方法。Martins［27］在

微球上交联 A 组链球菌的 9 种不同抗原，定量分析

了患者感染 A 组链球菌后血清中的抗体，结果显示

该方法测定针对不同抗原的单克隆抗体特异性和灵

敏度均较高。王亚丽等［28］针对金黄色葡萄球菌引起

食物中毒，建立了一种金黄色葡萄球菌液相芯片检测

方法，具有较高的灵敏度和特异性。Wiesinger － Mayr
等［29］使用液相芯片技术对临床血标本中革兰阳性

球菌、肠杆菌、非发酵菌和念珠菌等病原体进行了鉴

定，发现该方法是快速鉴定相关病原体的有用工具。
赵丽等［30］建立的空肠弯曲菌液相芯片检测方法，可

快速检测食品中的空肠弯曲菌，具有灵敏度高、特异

性强、重复性好等特点。
3． 3 其它病原体或毒素的检测

王旺等［31］建立了一种能同时检测 5 种鼠传病

原体: 流行性出血热病毒、斑疹伤寒立克次体、鼠疫

耶尔森菌、恙虫病立克次体、钩端螺旋体的液相芯片

多重检测方法，具有较高的灵敏度和特异性; 液相芯

片技术也可以快速地同时鉴定多种临床上重要的真

菌［32］，这项技术具有简单、快速、特异性高、高通量

并且可以在一个反应体系中进行多品种检测等特

点。
Ｒos － García A 等［33］用液相芯片技术检测牛梨

浆虫，发现该方法特异性高、敏感性好，并且检测速

度快，可以进行高效筛选。该方法可以显著提高梨

浆虫的检测，从而更好地保护家畜贸易和促进预防

控制程序。刘畅等［34］建立了可以同时高效、灵敏和

特异检测猪囊尾蚴和华支睾吸虫的液相基因芯片方

法，为人畜共患寄生虫的检测和监控提供了新方法。
生物恐怖是人类本世纪面临的一个重大挑战，

徐华等［35］建立了包括蓖麻毒素 B、肉毒梭菌毒素

A、金黄色葡萄球菌肠毒素 B 及产气荚膜毒素 ε 在

内的 4 种重要生物恐怖因子的多重液相芯片检测方

法，结果证明是一种准确、灵敏、快速和高通量的检

测方法，适合毒素的快速检测。

4 液相芯片技术的前景展望

病原微生物的快速检出在传染病的诊治中具有

重要作用，并将对临床诊断产生积极影响。液相芯

片技术用微球作为载体，荧光检测仪作为检测平台，

可对蛋白质和核酸等生物大分子进行测定，具有高

通量、快速、可靠、经济等特点，可实现临床对病原体

检测的要求，能在突发公共卫生事件中起到高通量、
快速检出的作用。但用到临床也有一定的局限，主

要有:①配套的 Luminex 液相芯片分析仪和试剂较

为昂贵，检测成本较高，制约了其临床应用; ②目前

获得 CFDA 批准用于临床诊断的项目或指标目前还

比较少，不能满足临床诊断的需求;③实验操作的环

节和步骤仍然较为复杂，实验影响因素较多，难以形

成统一标准，实验结果共享受到限制;④序列信息的

限制: 目前与人类疾病相关的微生物的序列信息没

有完全破解或公布，而液相芯片检测病原微生物以

核酸序列为基础，应用就会受到一定的限制。
尽管如此，随着微流体技术、数字信号处理技

术、光学信号处理技术及分子生物学技术研究的不

断深入，在传染病诊断领域及应对突发公共卫生方

面将会有更广阔的应用前景。
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