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摘   要：基于聚合酶链式反应  (polymerase chain reaction, PCR) 的核酸扩增技术是分子诊断

领域的金标准，然而 PCR 往往包含多个反应温度，涉及长时间的循环升降温过程，且需要在

复杂热循环仪中完成，这些都限制了其在现场即时检测  (point-of-care testing, POCT) 中的应

用。与传统 PCR 相比，等温扩增依靠恒定反应温度，反应时间短，检测装置简单，能够提供

更加方便、快捷的核酸检测。基于微流控技术的等温扩增检测，通过兼顾微流控与等温扩增

两者的优势，能够为 POCT 分子诊断提供更具竞争力的平台。例如，在新型冠状病毒肺炎  

(COVID-19)疫情防控中，多种形式的 POCT 等温扩增检测展示了其独特优势。文中首先归纳

总结了典型的等温扩增技术及其检测方法，然后对不同类型的等温扩增微流控系统进行了分

类总结与分析  (如功能定位、结构组成、流体控制、系统特点等)，最后总结了等温扩增微流

控系统在新冠病毒  (SARS-CoV-2) 等不同病原体检测领域中的应用，并对等温扩增与

CRISPR 基因编辑等其他新型技术的相互结合进行了介绍与展望。  

关键词：分子诊断；等温扩增；微流控芯片；现场即时检测；新型冠状病毒肺炎；新冠病毒；

人乳头状瘤病毒  
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Isothermal amplification technology based on microfluidic chip 
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Abstract: Polymerase chain reaction (PCR) is the gold standard for nucleic acid amplification in 

molecular diagnostics. The PCR includes multiple reaction stages (denaturation, annealing, and 

extension), and a complicated thermalcycler is required to repetitively provide different temperatures for 

different stages for 30–40 cycles within at least 1–2 hours. Due to the complicated devices and the long 

amplification time, it is difficult to adopt conventional PCR in point-of-care testing (POCT). Comparing 

to conventional PCR, isothermal amplification is able to provide a much faster and more convenient 

nucleic acid detection because of highly efficient amplification at a constant reaction temperature 

provided by a simple heating device. When isothermal amplification is combined with microfluidics, a 

more competent platform for POCT can be established. For example, various diagnosis devices based on 

isothermal amplification have been used to rapidly and conveniently detect SARS-CoV-2 viruses. This 

review summarized the recent development and applications of the microfluidics-based isothermal 

amplification. First, different typical isothermal amplification methods and related detection methods 

have been introduced. Subsequently, different types of microfluidic systems with isothermal 

amplification were discussed based on their characteristics, for example, functionality, system structure, 

flow control, and operation principles. Furthermore, detection of pathogens (e.g. SARS-CoV-2 viruses) 

based on isothermal amplification was introduced. Finally, the combination of isothermal amplification 

with other new technologies, e.g. CRISPR, has been introduced as well. 

Keywords: molecular diagnosis; isothermal amplification; microfluidic chip; point-of-care testing (POCT); 
COVID-19; SARS-CoV-2; HPV 

 
 
 

作为分子诊断的重要手段，灵敏度高、特

异性强的核酸检测，能够为病原体的检测和诊

断提供精准信息，一直是传染病检测的金标准

之一。自 1985 年发明以来，作为核酸检测的核

心技术之一，聚合酶链式反应  (polymerase 

chain reaction, PCR) 在病原体检测、生命科学、

动物疫病防控和食品安全检测等各类分子诊断

领域发挥了极其重要的作用。然而，由于受到

设备复杂度高、检测时间长、检测成本高、对

专业化实验室依赖性强等影响，PCR 检测往往

需要在中心实验室完成，难以在基层检验机构

等各类现场即时检测环境中进行广泛推广。 

为了进一步提高核酸检测水平，实现更加

方便、快捷的核酸检测，各类等温扩增技术正

日益受到大家的关注，其应用范围不断拓展。

一方面，等温扩增一般借助恒温反应模式来实

现核酸扩增，由此显著降低了装置复杂度；另

一方面，等温扩增通过多个反应酶的相互作用

来引导核酸扩增，省略了 PCR 的反复升降温过

程，由此显著缩短了核酸检测时间[1-2]。因此，
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与 PCR 相比，等温扩增在装置简单性、检测快

速性、操作便捷性及成本低廉性等方面，具有

若干显著优势，尤其适合于现场即时核酸检测。 

作为一种新型技术平台，微流控芯片借助

其内部集成的微阀、微泵、微反应器、微通道

等各类功能单元构成的微流体网络，能够自动

完成检测样品的预处理、富集、反应、标记和

检测等多个反应步骤，一方面，有利于实现“样

品入-结果出”封闭式自动化检测，显著提高检

测效率；另一方面，有利于实现高通量、并行、

乃至多靶标多重检测，显著提升了整体检测水

平。各类基于微流控芯片的新型检测方法，如

核酸检测微流控系统、免疫检测微流控系统及

单细胞分析微流控系统等正不断涌现[3]。通过

将各类检测分析方法与微流控芯片相互结合，

有利于进一步提升其综合检测性能与水平。 

近年来，基于微流控芯片的新型等温扩增

检测技术正成为核酸检测的一个研究焦点。借

助微流控芯片在流体驱动，检测过程自动化操

作等方面的显著优势，能够进一步提升微流控

芯片平台上，等温扩增检测的综合性能，实现

功能更强大、效率更高、操作更加方便和检测

灵敏度更高的核酸检测。例如，基于离心微流

控平台，借助其流水线式的流体驱动能力，有

利于实现带样品处理的 “ 样品入 - 结果出 ”     

一体化核酸检测[4]，通过核酸检测过程的全自

动化，进一步缩短核酸检测的总时间 (核酸提

取+核酸扩增)，进一步提升等温扩增在检测时

间方面的优势，这对于新型冠状病毒肺炎等重

大传染病的现场及时检测及实时疫情防控，具

有重要的现实意义。另外，基于微流控平台，

实现高通量，或者多靶标多重等温扩增检测，有

利于进一步提升等温扩增在现场及时检测中的

应用领域。 

本文首先对当前的典型等温扩增技术进行

了总结，在此基础上，介绍了能够应用于等温

扩增的常规检测方法。然后，针对当前等温扩

增与微流控芯片相互结合的特点，对数个大方

向上的典型等温扩增微流控系统进行了分类总

结与特征分析 (如功能定位、结构组成、流体

控制、系统特点等)。其次，对等温扩增微流控

系统在不同病原体检测领域，例如新冠病毒

SARS-CoV-2 检测及其他病原体检测中的应用

进行了展开描述。最后，对等温扩增与其他新

型技术，如与 CRISPR 基因编辑技术的相互结

合，进行了相关介绍与展望。 

1  等温扩增技术 

1.1  典型等温扩增方法 
作为核酸扩增的最主要方法，PCR 反应由于

涉及多步的变温反应步骤，需要在复杂的热循

环仪中完成。而且，由于各步变温之间的过渡

过程，30–40 个周期的 PCR 核酸扩增往往至少

需要 1–2 h，甚至是更长时间。因此，受到扩增

设备复杂且成本高，反应条件高且扩增时间长

等因素影响，基于 PCR 的核酸检测往往需要在

中心实验室完成。与 PCR 不同，基于等温扩增

的核酸检测由于能够在恒定温度下，快速完成

扩增，因此，在装置简便性及检测快速性等方

面，均展示出显著的优势，为现场快速核酸检

测提供了一个可能的解决方案。 

根据反应原理不同，等温扩增技术可以分

成多种不同类型，且各自具有不同的优缺点。

以第一步反应，依赖于特异性引物延伸，或者

依赖于限制性内切酶，可将等温扩增反应分为

两大类[5]。第一类方法依赖于特异性引物延伸，

一方面，可以采用类似于 PCR 的方法，使用特

异性引物退火延伸作为反应的启动步骤，例如：

依 赖 核 酸 序 列 等 温 扩 增  (nucleic acid 

sequence-based amplification, NASBA)[6]、环介
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导 核 酸 扩 增 技 术  (loop-mediated isothermal 

amplification, LAMP )[7-8]、交叉引物技术 (cross 

priming amplification, CPA)[9]、滚环扩增技术

(rolling circle amplification, RCA)[10]；另一方面，

也可以引入 DNA 解旋酶和单链结合蛋白，避免

高 温 热 变 性 ， 例 如 重 组 酶 介 导 扩 增 技 术

(recombinase polymerase amplification, RPA)[3]、

依赖解旋酶的扩增技术  (helicase-dependent 

amplification, HDA)[11] 及 转 录 介 导 的 扩 增

(transcription mediated amplification, TMA)[12]等。 

第二类方法依赖于限制性内切酶，借助切

刻内切酶识别特异性核酸序列，在序列内部或

首尾处发生单链切割，为核酸序列扩增做准备，

例如链置换扩增 (strand displacement amplification, 

SDA)[13]、切刻内切酶介导扩增 (niking enzyme 

amplification reaction, NEAR)[14]等。 

1.2  等温扩增检测方法  
在核酸扩增反应过程中，实时监测扩增结

果或在反应终点检测扩增结果，由此获取了检

测结果，为进一步分析检测结果打下了基础。

常用等温扩增的检测方法有实时荧光法[15]、免

疫试纸条法[16]、比色法[17]和浊度法[18]等。 

实时荧光检测通过在核酸扩增过程中，动

态监测与核酸产物浓度相关的荧光物质信号强

度来实现实时检测。实时荧光检测可以通过普

通的荧光染料或荧光探针来实现，后者具有特

异性高的优势。荧光检测往往被整合到加热仪

器中，构成了实时等温扩增系统。 

侧向流纸条法在扩增过程中，对扩增产物

进行特异性标记，在纸条层析过程中，带标记

的核酸扩增产物与测试线 (T 线) 上的互补性

标物相互结合，再结合胶体金纸条的显色反应，

由此实现了核酸扩增产物的现场快速检测。

Wang 等[19]提出了利用 LAMP 结合侧向流试纸

条快速检测筛查引起水华污染的米氏凯伦藻。

该方法对米氏凯伦藻 K. mikimotoi 基因组 DNA

的检测下限为 1.70×10–4 ng/μL，比传统 PCR 检

测下限低 100 倍；对包含米氏凯伦藻 LSU rDNA

的重组质粒，其检测下限为 6.21×103 copies/μL，

灵敏度比 LAMP 法高出 10 倍。通过模拟现场

水样测试证实了该方法的可行性，该方法具有

特异性强、灵敏度高和准确性好等优点，可用

于米氏凯伦藻的现场检测。Wu 等[20]应用多重

交叉置换扩增方法 (multiple cross displacement 

amplification, MCDA)，在 60 min 内，实现结核

检测。该方法针对特定的 sdaA 基因进行鉴别，

可在 45 min 内完成 DNA 提取及扩增，并结合

侧向流纸条，在 2 min 内完成显色层析检测。

经实验验证，该方法具有快速、简单、特异性

强和灵敏度高等优点。 

比色法和浊度法都是利用核酸扩增反应中

的焦磷酸根来进行扩增产物的间接检测。比色

法中最常用的是钙黄绿素法。钙黄绿素本身可

以发出绿色荧光，当溶液中同时加入锰离子和

钙黄绿素时，由于 2 种物质结合而不显示荧光，

随着扩增反应进行，不断产生的焦磷酸根会与

锰离子结合，从而导致钙黄绿素脱离锰离子而

使溶液显示出绿色荧光。浊度法利用核酸扩增

反应中产生的焦磷酸根与镁离子结合产生焦磷

酸镁沉淀，通过沉淀产物的浓度来间接检测核

酸扩增产物。Zasada 等[21]提出了一种将 LAMP

与比色法、侧向流试纸条相互结合，检测白喉

棒状杆菌的方法。研究了用于诊断白喉、非毒

素性白喉棒状杆菌感染的 LAMP 检测试剂盒，

并研究了用于检测结果可视化的 LAMP 比色检

测方法。基于比色法，使用羟基萘酚蓝、钙黄

绿素等成功检测出低浓度的白喉棒状杆菌阳性

样本。 

实时荧光检测、浊度法及比色法的一个共

同优点，即无需“开盖”，允许进行“One-Pot”反
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应，这对于防止样本间污染，乃至防止扩增样

品对于环境的污染，降低气溶胶污染的风险，

都具有非常重要的意义。 

2  等温扩增微流控芯片  

基于微流控芯片的一体化核酸检测与分析

方法，为疾病检测、食品安全和环境监测等领

域提供了一种方便、快速、低成本且高效的检

测方法[22]。随着新冠疫情的发展，POCT 成为

行业焦点，为了满足各种临床检测需求，各种

不同类型的微流控芯片正不断涌现。本文针对

代表性的等温扩增微流控芯片，根据其芯片特

征及功能定位，将其分成如下 6 个大类：离心

式等温扩增微流控芯片、多指标联检等温扩增

微流控芯片、高通量等温扩增微流控芯片、一

体化等温扩增微流控芯片、巢式等温扩增微流

控芯片和液滴等温扩增微流控芯片。 

2.1  离心式等温扩增微流控芯片 
离心式微流控芯片  (lab-on-disk) 是一种

借助离心力驱动来实现芯片上流体驱动的自动

化检测平台。借助芯片在微电机带动下做圆周

运动时所产生的离心力作为流体的驱动力，通

过改变芯片旋转速度和调整通道构型，由此可

以调节和控制流体的流向与流速。传统的

lab-on-chip 芯片平台，在检测通量、系统灵活

度及主动式流体驱动等方面，往往容易受到自

身结构的局限。Lab-on-disk 芯片平台，借助方

便的离心力来实现主动式流体驱动，而且由于

disk 结构及离心力作用的对称性，往往容易实

现高通量、并行检测，且系统灵活度显著提升，

这些都为实现高集成度、多指标并行检测的一

体化微流控系统打下了坚实的基础。 

Rhaneuf 等提出了一个高灵敏度的免疫分

析和等温扩增的离心微流控平台[23]。如图 1A

所示，带有双入口的一次性离心式芯片与电机

控制系统相结合，通过非接触式红外加热系统

对芯片进行加热，9 个 LAMP 扩增腔与 9 个免

疫反应腔相互配合，在不到 1 h 内，就可以从

低浓度下临床样品检测出毒素和细菌。Choi 等

提出了一种带有实时荧光检测和一次性离心式

芯片的便携式分析仪，该芯片包含 4 个并行的

检测单元，可以在 50 min 内检测分析 4 个样  

本[24]。在资源匮乏的环境中，如供电可能存在

不稳定的情况下，为了确保疾病检测的正常进

行，可以通过手动操作来代替电机，给离心芯

片提供离心力，由此实现流体驱动。如图 1B 所

示，该离心式微流控芯片通过定制的手动式离

心支架，手工提供离心力来驱动圆盘的高速旋

转，从而有效完成了各类流体驱动的相关操作，

借助 8 组检测单元，实现“样本进-结果出”高通

量并行检测 [25]。对于食源性病原体检测，Seo

等在离心式微流控系统上，基于比色法，实现

了高通量检测。该离心微流控系统由样品腔、

样品注入微通道、交叉毛细阀和单个芯片组成，

可在 1 h 内，同时完成 24 种病原体扩增与检  

测[26]。Heo 等提出了一种新型离心微流控芯片

系统[27]，该芯片可对 TP53 基因的突变位点进

行单核苷酸多态性 SNP 分型检测，通过实时

RCA 扩增来检测与肿瘤预测相关的 5 个突变基

因，为生物医学诊断领域提供了一个简单、便

携，且能够实现多重检测的分析平台。如图 1C

所示，Liu 等提出了一种结合离心式微流控芯片

的一体化便携式分析仪  (151 mm×134 mm× 

110 mm)，该离心式芯片由试剂腔、裂解腔、过

滤腔、废液腔、混合腔和反应腔组成，通过电

机提供的离心力自动完成一系列反应操作，可

在 70 min 内完成 5 种细菌的高通量检测[28]。 

离心式微流控芯片，无需外界驱动泵，借

助离心力即可完成复杂多步的流体驱动，基于

离心平台，避免了传统微流控芯片中微阀、微
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泵的模块集成，降低了芯片复杂度。尤其是，

借助离心力物理分布的均衡性与对称性，有利

于构建多指标、高通量及一体化核酸分析平台。

其不足之处在于，离心式微流控系统受到封闭式

芯片结构和单一离心式流动驱动方式的制约，自

身难以实现高复杂度、多功能性的反应过程。 

2.2  多重、高通量等温扩增微流控芯片 
多重或者多指标联检技术，是指通过一次

等温扩增反应同时对多个靶标进行扩增，并结

合检测技术对扩增产物进行检测，从而实现多

靶标并行检测分析，可用于多种病原微生物鉴

定、遗传病及癌症基因的分型鉴定。相对于单

一目标检测，多靶标联检有利于缩短检测时间、

降低成本及提高检测效率。例如宫颈癌是最常

见的妇科恶性肿瘤，医学研究表明人乳头状瘤

病毒 (HPV) 与宫颈癌的发生密切相关，99%的

宫颈癌都是由其导致，但持续感染高风险 HPV

病毒才可能发展为宫颈癌。高危致病率的 HPV

亚型大约有 13 种[29]，能检测并有效筛查出具有

高致病率的 HPV 亚型，对于宫颈癌的预防与药

物治疗会起到决定性的作用。因此，多指标联

检核酸检测设备在某些特定应用场合下，具有

重要的现实意义[30-31]。 

纸基材料价格便宜，制造工艺简单、生物

相容性好，其多孔结构具有毛细运输、过滤、

试纸储存、样本浓缩等功能[32]，纸基微流控芯

片对设备依赖性小，符合 POCT 的检测场景需

求。如图 2A 所示，该纸基杂交微流控芯片集

成了片上裂解，与 LAMP 技术相结合，实现    

3 种病原体的并行检测，通过观察荧光信号的

强弱来实现阴性与阳性样本的判读。基于纸基

检测平台，简化了流体控制，降低了配套装置

的复杂度，而且，最终获取了理想的检测效率及

灵敏度[33]。一种基于 LAMP 技术的离心式微流 

 

 

 
图 1  离心式微流控系统 
Figure 1  Centrifugal microfluidic system. (A) Dual-inlet microfluidic disc chip, LAMP chamber and 
immunoassay chamber are positioned in mirror, and the heating mask in middle prevents infrared radiation 
from overheating the immunoassay chambers[23]. (B) Schematic view of the hand-powered centrifuge for 
LAMP detection[25]. (C) Schematic design of the analyzer for the LAMP disk chip[28]. 
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控系统，借助智能手机自带的摄像头、信号输

入接口以及信号处理与显示功能，在一个芯片

上设计了 6 个相同的检测通道，同时实现流体

驱动、试剂定量、扩增和检测等若干反应步骤。

采用简单的 Calcein 染料比色检测方法，能够同

时对来自 3 种食源性病原体的样品进行 30 组基

因分析[34]。此外，Xie 等设计了一种无需外部

驱动，借助反应腔和真空腔之间的压差，实现

流体自驱动的多路微流控芯片，如图 2B 所示，

该芯片尺寸为 39 mm (长)×25 mm (宽)×6 mm (高)，

通过 LAMP 技术实现对 HBV、HCV 和 HIV 多

种病毒的多重扩增，并使用比色法对扩增产物

进行了检测[35]。 

随着 2020 年全球新型冠状病毒肺炎 

(COVID-19) 的暴发，高感染性、高致病性、新

冠病毒 (SARS-CoV-2) 对全球公共卫生及公共

安全带来极大的威胁。Xiong 等成功开发了一

种便携式离心式微流体平台，用于快速、准确

地对 SARS-CoV-2 及其他 4 类人类冠状病毒进

行同时扩增与检测[36]。该平台集成了 LAMP 等

温技术，可在 40 min 内提供宽动态范围的检测

结果。如图 2C 所示，Chen 等[37]研究了一种预

先存储反应试剂的 PDMS 芯片，可同时检测   

4 种不同细菌。通过琼脂糖凝胶溶液预加载多

通道 LAMP 试剂，并通过凝胶内的 LAMP 反

应扩增并检测病原细菌 DNA，检测灵敏度达

到 3 拷贝/μL。此外，有研究者将细菌裂解、

核酸提取、HDA 扩增和荧光检测集成到一次

性聚合物材料的微流控检测盒中[38]，将基于固

相萃取法的细菌 DNA 提取和 HDA 等温扩增 

相互集成，可在 50 min 内实现肉汤培养基中 

多个大肠杆菌菌落的检测，其检测下限可低至

10 CFU。 

高通量检测是指同时对多个样品进行并行

检测，借助多个独立的反应单元，实现对多个

待测样本的并行分析。在临床检测或生命科学

分析中，借助高通量检测模式，一次可以对数

个、数十个乃至数百个样本进行并行处理，实

现检测分析，由此显著提高了检测效率。在多

重检测基础上，通过在芯片中设置多组并行检

测单元，由此实现高通量、多重联检。 

基于 LAMP 的微型设备的使用可以替代传

统 PCR 方法，以检测食品样本中的病原体。Jin

等研究了一种基于 PMMA 的快速检测食源性

细菌病原体的高通量微流控芯片，该芯片采用

真空泵作为动力源把反应液引入微井阵列[39]，

如图 2D 所示，能够实现针对 24 个靶标的同时

检测。Oh 等研究了一种离心式微流控芯片来检

测 4 种与食品安全相关的细菌；该芯片包含 24 个

高通量反应腔，基于 LAMP 等温扩增，能够在

1 h 内，同时实现 24 个靶标扩增，并采用比色

法显示检测结果[40]。Zhao 等提出了一个集成，

基 于 膜 法 的 核 酸 提 取 ， 核 酸 定 量 扩 增 

(Q-NASBA) 的 24 通道高通量微流控系统[41]，

用于水生微生物检测，能够同时定量检测多种

微生物，实现对环境水质的监测。传统疟疾感

染的诊断方法，检测通量低、检测时间长，不

利于疟疾诊疗。基于 LAMP 等温扩增方法，借

助微流控芯片，针对疟疾检测，可以构建针对

多个靶基因的多重检测微流控芯片[42]；如图 2E

所示，该芯片包含了 8 个反应腔 (含 2 个阴性

对照)，能够同时对 6 种疟疾靶标基因进行检测。

Yang 等研究了一种针对腹泻大肠杆菌，基于

circular fluorescent probe-mediated isothermal 

nucleic acid amplification 的便携式微流控装置，

用于准确、快速地检测 5 种腹泻大肠杆菌的 12 个

毒性基因。该微流控系统可在 60 min 内，同时

检测 8 个样品[43]。 
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图 2  多重、高通量等温扩增芯片 
Figure 2  Multiplexed, high-throughput microfluidic chips. (A) Schematic view of PDMS/paper hybrid 
LAMP microfluidic biochip for multiplexed diagnosis based on fluorescence detection[33]. (B) Self-driven 
LAMP microfluidic chip with multiple-chambers (reaction chamber) and a vacuum chamber[35]. (C) 
Schematic view of PDMS/glass hybrid gLAMP microfluidic chip for isothermal amplification[37]. (D) 
Schematic structure of self-priming multiplex LAMP chip, containing an inlet hole, infusing channels and 
reaction chambers, where LAMP mixture is sucked into the infusing channels and compartmentalized into 
each chambers[39]. (E) Schematic diagram of LAMP chip and its operation[42]. 
 

高通量微流控芯片允许对多个样本进行并

行检测，在此基础上，对单个样本中的多个靶

标进行同时检测分析，由此实现针对多个样本

的高通量、多靶标联合检测，进一步提高疾病

检测与分析的效率。其不足之处在于，由于受

到离心式微流控芯片的物理限制，而且系统工
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作在封闭环境下，功能可扩展性较差，其检测

通量个数有限，例如，难以实现 50 个以上乃至

上百个样品的高通量或者多重检测。 

2.3  “样品进-结果出”集成式等温扩增芯片 
基于核酸检测的分子诊断，其主要反应步

骤包括：样本裂解、核酸提取和扩增及检测，

由于整个反应过程的烦琐性，样品处理与核酸

扩增及检测的相互整合，一直是核酸检测领域

的研究重点与难点。传统的核酸检测过程，样

品处理与核酸提取往往通过手工操作或者半自

动化仪器完成。提取得到的核酸模板，再手工

转移到扩增仪器中进行扩增与检测。涉及人工

操作的分步式半自动操作模式，一方面，难以

提升检测效率，容易导致操作失误；另一方面，

为了克服气溶胶可能导致的假阳性问题，往往

需要相互独立的核酸提取室与核酸扩增室，对

检测可靠性提出了较高的环境要求。因此，将

核酸提取与核酸扩增进行相互集成，借助一体

化核酸检测卡或者检测盒、核酸检测微流控芯

片等方式，实现了全封闭环境下全自动化的核

酸检测，由此，避免了手工操作，显著提升了

检测效率，克服了气溶胶污染问题，降低了核

酸诊断装置成本与检测成本，有利于实现各类

不同应用场景下的 POCT 现场快速检测。 

基于等温扩增的一体化集成核酸检测微流

控系统，近年来一直得到大家的密切关注。如

图 3A 所示，8 个毛细管采集样品后，首先，自

动完成样品处理，随后，进行等温扩增及结 

 

 
 

图 3  “样品进-结果出”集成式等温扩增芯片   
Figure 3  “Sample in-result out” integrated isothermal amplification chip. (A) LAMP-based isothermal 
amplification system with sample processing, including:  an integrated device, a smartphone module, a 
liquid-handling module with pipette tips, and fluorescence detection results[44]. (B) LAMP-based centrifugal 
microfluidic disk system with the capacity of nucleic acid extraction, including: an actuation device, a 
microfluidic chip with multiple chambers, and electrophoresis result of amplicons[45]. 
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果检测[44]，该便携式检测装置通过智能手机实

现了 LAMP 温度调节与荧光检测。借助智能手

机的相机，获取 LAMP 反应过程的荧光图像，

并借助智能手机上的应用程序进行检测结果分

析。如图 3B 所示，Ye 等提出一种一体化微流

控核酸诊断系统，可同时检测沙眼衣原体、生

殖尿膜分泌物、淋病人支原体和泌尿原体 4 种

病原体[45]。单个微流控芯片上集成了核酸提取、

等温扩增及电泳分离等功能，可以同时进行 8 个

芯片单元的并行检测，从样品处理到获得检测

结果的总时间在 50 min 内。Gulliksen 等[46]提出

了一种集成细胞裂解、核酸提取、纯化、及实

时 NASBA 扩增与检测的样本进-结果出检测平

台，可以实现宫颈癌肿瘤诊断，实验结果表明，

其关键性能优于 HPV 行业检测标准。Liu 等研

究了一种新型阀控离心式微流控平台[47]，这种

集成的阀膜可用于与样品预处理相关的复杂流

体控制。该离心式平台可自动完成 RNA 提取和

纯化、RT-LAMP 扩增与实时荧光检测，通过一

体化、自动化核酸分析，缩短了检测时间，简

化了检测过程。快速、灵敏的细菌检测是治疗

败血症、肺结核、膀胱炎及肾炎等疾病的重要

诊断手段，在离心式微流控芯片上，将 DNA 核

酸提取，RPA 等温扩增及荧光检测等多个反应

步骤进行集成[48]，由此，构建一体化、高通量

的核酸分析系统，其中，每个单元都包括细胞

裂解腔、储液腔、定量腔、混合腔、毛细阀等

结构功能模块，能够在 40 min 内，完成对原始

细菌样品的核酸检测。 

立足于微流控芯片的“样品进-结果出”一

体化检测，能够自动、连续实现从样本处理，

包括细胞裂解、核酸提取及纯化，到核酸扩增

与检测的整个核酸分析过程，由此，显著减少

了人工操作、提高了检测效率、避免样品操作

及转移过程中的交叉污染及环境污染、降低了

对核酸检测分析实验室的环境要求，有利于进

一步降低核酸检测成本，实现 POCT 现场快速

核酸检测。其不足之处在于，受到芯片上试剂

存储有效时长的影响，芯片能够稳定工作的使

用寿命往往有限；而且，芯片上的试剂存储与

快速释放等功能会显著增加芯片的复杂度 (设

计复杂度、加工制造的复杂度)，由此提升了芯

片的检测成本，不利于芯片的推广与应用。 

2.4  巢式等温扩增微流控芯片 
与巢式 PCR 类似，基于微流控芯片的巢式

等温扩增，其基本原理是在微流控芯片上，集

成多步 (例如两步) 等温扩增反应，其中第一

步等温扩增为预扩增，为第二步等温扩增提供

扩增模板，由此，通过两步等温扩增，实现高

灵敏度等温扩增检测。另外，也可以通过巢式

等温扩增实现多重检测，例如，在第一步预扩

增状态下，对多个病原体靶基因进行并行扩增，

第二步等温扩增利用第一步等温扩增得到的模

板，进行物理上分离的多通道多重独立扩增，

由此实现了直观的多重检测。 

为了提高检测灵敏度，Song 等[49]提出了一

种包括两步等温扩增的巢式等温扩增芯片，能

够在 40 min 内完成两步扩增，称为快速扩增

(RAMP)。如图 4A, 4B 所示，RAMP 第一步扩

增在 RPA 反应腔中，借助多条扩增引物，同时

针对多个病原体进行 RPA 核酸扩增，随后，将

第一个阶段的扩增模板导入到第二步扩增的

LAMP 反应腔，进行针对单一特定靶基因的

LAMP 扩增。最终的 LAMP 扩增产物，可以通

过浓度比色法或荧光染料法，在芯片内实现。

该 RAMP 微流控芯片，将低温 RPA 等温扩增与

高温 LAMP 等扩增相互结合，一方面，通过对

原始样品直接进行多靶标并行 RPA 扩增，最大

化利用了原始核酸模板，有利于获取理想的检

测灵敏度；另一方面，借助第二步基于多个独
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立反应腔室的 LAMP 扩增，实现了不受荧光检

测波长物理限制的多重检测。此外，通过集成

两步、不同的等温扩增方法，有利于提升整体

的检测灵敏度与特异性。 

2019 年，针对新型冠状病毒 El-Tholoth 等[50]

提出了一种基于“RPA+LAMP”的可嵌套、双阶

段巢式等温扩增方法。首先，由试管中的反应

体系直接完成基于 RPA 的等温扩增，随后，将

试管颠倒多次，使得试管中的预扩增产物与试

管帽底部预先放置的 LAMP 引物等相互混合，

然后，进行基于 LAMP 的等温扩增，由此，通

过两步扩增法，能够针对简易核酸提取方法得

到的核酸模板，实现高灵敏度、高特异性检测。

针对相同的核酸模板，其灵敏度比 RT-PCR 高  

2 个数量级，此类简便的巢式等温扩增检测尤

其适合于高灵敏的 POCT 核酸检测。 

巢式等温扩增芯片，将 2 种等温扩增反应

集成到一个芯片中，通过对模板的两步扩增放

大，由此提升了检测灵敏度。与单步等温扩增

芯片相比，两步法巢式等温扩增芯片的结构更

加复杂，其流体控制的精准度要求也更高，例

如，在封闭式反应条件下，第二步等温扩增反

应需要高效率的芯片内试剂混合、试剂定量驱

动等操作，这些都增加了两步法等温扩增芯片

的设计实现难度。 

2.5  数字液滴等温扩增微流控芯片 
微流控芯片为快速产生大量、均匀的微液

滴提供了一个理想的技术平台。单个液滴作为

独立的反应单元，由此，显著提升了反应通量，

实现了极高效率的并行反应。基于液滴平台的

数字 PCR 技术，能够实现核酸绝对定量检测，

显著提升了传统 PCR 的应用范围。与数字 PCR 

 

 

 
图 4  RAMP 等温扩增芯片 
Figure 4  RAMP isothermal amplification chip. (A) Two-stage microfluidic chip combining RPA and LAMP. 
(B) Detection results of multiple pathogens based on fluorescence images. (C) Picture of RAMP chip 
including one major RPA reactor and 16 branching LAMP reactors[49]. 
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类似，基于液滴的数字等温扩增技术，通过借

助微流控芯片来快速生成大量的液滴，由此构

建了数字等温扩增检测平台。在单个液滴中，

单独包裹了缓冲液、反应底物、引物、酶、探

针等反应体系，同时包裹 1 个或 0 个核酸模板，

由此作为核酸扩增的基本单位。与数字 PCR 类

似，基于等温扩增方法的数字等温扩增，也可

以实现核酸绝对定量检测。近年来，数字液滴

等温扩增检测芯片及技术得到了大家的密切关

注。如图 5A 所示，Rane 等[51]研究了一种微流

体液滴分析检测装置，能够实现基于等温扩增

方法的液滴数字化核酸检测，包括液滴生成、

转移、数字 LAMP 扩增及实时检测等。该装置

能够在 110 min 内，完成 100 万个液滴的生成、

反应及检测，检测 10 μL 淋球菌样品，其检测

下限达到 600 拷贝数/μL。与基于微室结构的芯

片相比，该装置通过连续流动操作模式，显著

提升了能够参与反应的生成液滴总量。如图 5B

所示，Schuler 等[52]利用离心微流控芯片生成了

大量液滴，并完成了数字液滴重组酶聚合酶扩

增反应 (ddRPA)，其中，液滴的直径为 120 μm

至 170 μm，其 CV 系数为 2%–4%，产生速率为

500 个/s。利用此装置，实现了李斯特菌 DNA

绝对定量检测，总检测时间低于 30 min。与数 
 

 
 

图 5  数字液滴等温扩增微流控芯片 
Figure 5  Digital droplet isothermal amplification of the microfluidic chip. (A) Droplet microfluidic device 
for continuous flow digital LAMP analysis[51]. (B) Droplet-based centrifugal microfluidic system for digital 
RPA[52]. (C) Droplet-based microfluidic device for MicroRNA detection based on isothermal 
circular-strand-displacement polymerization (ICSDP) amplification[53]. 
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字液滴聚合酶链式反应 (ddPCR) 相比，数字液

滴等温扩增检测，无论在检测装置的简便性方

面，还是在检测总时间方面，都具有显著的优

势。如图 5C 所示，Giuffrida 等[53]对 K562 细胞

中的 microRNA-210 进行了等温扩增检测，该

方法能够检测 20 nL 液滴中，低至 10−18 mol 的

微 RNA 靶序列。与传统核酸扩增方法相比，基

于液滴的数字扩增检测技术具有以下突出的优

势：(1) 实现核酸绝对定量检测，无需依赖校准

曲线；(2) 提高低拷贝核酸模板检测的灵敏度和

精准度；(3) 具有高耐受性，由于目标序列被分

配到多个微滴中，显著降低了体系间的影响以

及背景序列和抑制物对反应的干扰，扩增基质

效应显著减小。 

与液滴数字 PCR 类似，基于微流控技术也

可以实现液滴数字等温扩增，而且，由于其反

应温度显著低于 PCR 反应温度，因此，液滴数

字等温扩增中，液滴破碎概率显著降低，这有

利于提升检测的精准度。一方面，液滴数字等

温扩增需要液滴产生单元、液滴扩增单元及液

滴检测单元等多个功能模块的相互配合，整体

的系统复杂度与检测成本较高；另一方面，与

数字 PCR 相比，液滴数字等温扩增技术的成熟

度偏低，还需要继续加强方法学与试剂的研究，

以进一步提升液滴数字等温扩增检测的反应均

一性、稳定性和重复性等关键性能，提升核酸

绝对定量检测的精准度。 

3  基于微流控芯片的等温扩增应用 

3.1  病原体检测 
为了实现病原体的即时检测，在最大化减

少检测时间的同时，获取理想的检测灵敏度[54]，

可以将基于等温扩增的核酸检测方法应用于食

品安全检测中，如食源性病原体检测。例如，

密歇根棒状杆菌 (CMS) 是一种重要的细菌性

植物病原体，可引起马铃薯环腐病。用于快速

诊断 CMS 的血清学检测方法因灵敏度低，其检

测效果受限。基于 LAMP 等温核酸扩增，基于

简单加热方法，在短时间内通过高效核酸扩增，

即可实现高灵敏度检测，而且，对专业化实验

室的环境依赖性显著降低[55]。Nguyen 等研究了

一种基于等温扩增方法的全集成便携式离心微

流控芯片系统，可以实现食品中大肠杆菌等多

种病原体的多重检测。该微流控芯片检测系统，

包括一个便携式检测仪与一个集成式离心微流

控芯片[56]。其中，LAMP 等温扩增相关的各类

试剂存储在微流控芯片的反应腔室，借助离心

力的有序控制，实现了芯片上与各个反应步骤

相关的试剂运动与转移，由此，完成核酸检测

相关的各步反应，包括核酸提取、试剂混合、

LAMP 等温扩增及检测等。通过多组反应模块

的设置，此一次性芯片允许进行高通量模式下

的食源性细菌检测。 

另外，对疟疾寄生虫[57]、HPV 诊断[58]和粪

便中的细菌[59]检测等，等温扩增方法也能够获

取理想的检测灵敏度和特异性。 

3.2  新型冠状病毒等温扩增检测 
作为极其危险的急性呼吸道传染性疾病， 

COVID-19 由急性呼吸系 SARS-CoV-2 引起，已经

造成了严重的全球公共卫生问题。截至 2021 年    

7月8日，全球COVID-19确诊病例为184 820 132例，

死亡 4 002 209 例[60]。当前 RT-PCR 是 COVID

分子诊断的标准方法。由于 PCR 方法检测时间

较长，而且涉及专业化检测仪器，一般需要在

专业化实验室完成，因此，其环境适应性及应

用场所具有一定的局限性。由于 COVID-19 能

够在各类基层环境快速传播，基于等温扩增原

理的现场快速核酸检测方法，能够简单、便捷

完成核酸诊断，且对环境依赖程度低，这有利

于实现 COVID-19 的即时检测，提升新型冠状
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病毒肺炎的整体防控水平。 

到目前为止，已经有多个基于等温扩增方

法的 SARS-CoV-2 快速检测装置。清华大学的

Xing 等提出了一种多重、离心式等温扩增微流

控芯片系统 (RTisochipTM-W)[61]，基于 NASBA

等温扩增反应，能够在 90 min 内，分别完成对

16 个样本中 19 种常见呼吸道病毒的检测，包

括 SARS-CoV-2。RTisochipTM-W 微流控系统

具有检测灵敏度高、特异性强等优点。Lucira

基于 LAMP 等温扩增方法，研制了一种微型化

的“样品进-结果出”新冠病毒检测装置，Lucira 

COVID-19。Lucira COVID-19 能够在 30 min 内

(强阳性测试时间为 11 min)，完成 SARS-CoV-2

检测[62]。Kim 等提出了一种快速且超灵敏的微

流控检测芯片[63]，通过 RCA 等温扩增，可在 

15 min 内成功检测出检测下限为 0.7 amol/L 的

SARS-CoV-2 样品。Augustine 等将 LAMP 等温

扩增方法与侧向流纸条相结合，实现 POCT 现

场快速检测[64]。随着基于等温扩增原理的便携

式、集成化、一体化的核酸检测装置应用于个

人乃至家庭场景下新冠病毒的 POCT 现场快速

检测，预计将来会有更多的低成本、简单便捷

型等温扩增核酸检测装置用于个人、家庭、社

区环境中，实现各类病原体的 POCT 现场快速

检测。 

3.3  等温扩增与基因编辑技术 (CRISPR)

结合 
CRISPR (clustered regularly interspaced 

short palindromic repeats) 基因编辑技术，为第

三代基因编辑技术[65]，这种突破性技术是基于

一种特殊编辑酶，该酶能够把一小段作为引导

工具的 RNA 引入 DNA，从而能在特定位置切

断核酸序列，或者进行相关改变，从而达到有

针对性的编辑、改变特定基因序列的目的。研

究数据表明，基于 CRISPR 的基因编辑技术其

效率显著高于 TALEN (转录激活因子类感受器

核酸酶) 等其他基因编辑技术。将等温扩增与

基因编辑相互结合，通过发挥两者的优势，有

利于进一步提升核酸检测的灵敏度与特异性[66]。

2017 年，美国麻省理工学院张锋教授将 RPA 与

CRISPR 相结合，产生了一个新的检测平台，称

为 SHERLOCK (specific high sensitivity 

enzymatic reporter unLOCKing)。检测结果表明，

RPA 与 CRISPR/Cas13a 的基因编辑系统相结

合，其检测灵敏度达到了 attomolar 级，能够有

效识别单个碱基差异 [46]。2018 年张峰等对

SHERLOCK 进行完善，基于多重荧光定量检测

方法，实现了多个靶标检测，实现了检测限低

至 2 amol/L 的寨卡病毒 RNA 的检测。此外，

RPA与 CRISPR相结合的快速扩增 (RAMP) 系

统，对核酸提取模板的纯度与质量的容忍性更

强，无需复杂的样品预处理操作，即可实现便

捷的核酸扩增与检测[67]。Huang 等[68]将等温指

数扩增反应 (EXPAR) 与基因编辑相结合，利

用 Cas9对 ssDNA的作用原理，将 CRISPR/Cas9

与 EXPAR 结合，成功应用于 DNA 甲基化和单

增李斯特菌 mRNA 的快速检测，检测特异性高，

检测灵敏度达到 0.82 amol/L。随着基因编辑技

术与等温扩增技术的各自提升，及相互之间的

不断优化融合，核酸检测整体性能 (灵敏度、

特异性、分辨率、准确度等) 将会得到进一步

提升，在 POCT 现场快速检测、肿瘤药物筛选、

抗生素筛选等各个领域中，发挥日益重要的作

用[69-70]。 

4  总结与展望 

微流控芯片通过集成不同功能单元，能够

在同一张芯片上实现样品进样、富集、反应、

检测及信号读取等多个步骤，由此实现生物样

品检测过程的自动化与一体化，这为实现基于
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等温扩增的核酸检测自动化、快速化、高通量、

多靶标、全集成化提供了一个优势技术平台。

本综述中，首先总结了几类代表性的等温扩增

技术，并对比分析了其优缺点。在此基础上，

针对 5 类代表性等温扩增微流控芯片，对其工

作原理及特点分别进行了细致分析。最后，总

结了等温扩增微流控芯片在病原体检测中的应

用，以及等温扩增和 CRISPR 基因编辑技术的

交叉融合的发展趋势。 

与 PCR 技术相比，等温扩增技术基于单一

恒定温度来完成核酸扩增，这显著降低了微流

控系统的装置复杂度；另一方面，等温扩增技

术的核酸扩增效率往往高于 PCR 技术，这能够

有效缩短核酸检测的总时间。此外，借助微流

控系统在流体驱动、批量化反应操作、反应过

程集成化等方面的优势，能够进一步提升等温

扩增检测的整体性能，为等温扩增在各类 POCT

现场快速检测环境中的推广与应用打下坚实的

基础。与 PCR 技术相比，等温扩增反应不受热

循环周期控制，理论上，不能够建立基于严格

扩增周期的精准定量扩增曲线。等温扩增过程

往往通过反应时间来指示核酸扩增量，这难以

实现精准的定量检测，更加适合于半定量或定

性检测。某些等温扩增方法，如 LAMP 等温扩

增涉及多个引物，往往需要通过优化引物设计

来确保核酸检测的特异性与灵敏度，这提高了

其技术实现难度。另外，作为一种新型核酸扩

增技术，某些等温扩增方法，其反应组分如酶、

缓冲液及反应条件等各类影响因素，还需要针

对具体扩增对象进行针对性的优化改进，其技

术成熟度还低于传统 PCR 技术。未来，随着等

温扩增技术的日益成熟，基于微流控芯片的等

温扩增技术在包括 POCT 在内的各类核酸诊断

应用场景中，会逐步展示出更好的适应性、灵

敏度、特异性及准确度。 

微流控芯片在样品自动化处理、流体控制、

多反应并行、试剂存储及功能集成等方面具有

显著的优势，尤其是，一次性、低成本微流控

芯片在 POCT 现场快速检测领域具有独到的优

势。基于聚合物 (如 PC、PMMA 等) 的微流控

芯片，允许通过注塑工艺实现批量化制造，性

能的一致性好、成本低，已经在核酸检测、免

疫检测和生化分析等多个领域得到了一定的应

用。将等温扩增检测技术推广到微流控平台，

通过将两者进行有机结合，充分发挥两者的优

势，有利于进一步提升 POCT 核酸检测的水平。

尤其是，与 PCR 微流控芯片相比，等温扩增微

流控芯片对于核酸扩增反应温度条件的要求显

著降低，这既有利于降低芯片的设计难度，也

有利于降低配套温控装置的复杂度及成本。同

时，等温扩增微流控芯片无需复杂的升降温过

程，因此其扩增时间往往也会更短，这有利于

实现更加快速、便捷的核酸检测。随着微流控

芯片加工方法与工艺的不断优化、核酸检测方

法的不断简化和等温扩增方法的不断成熟，基

于等温扩增的微流控芯片系统在核酸检测领域

会发挥日益重要的作用。 
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