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Time involved 

• 20 minutes 
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Healthcare-Associated 
Infections (HAIs) 

 Definition: Infections that patients acquire 
during the course of receiving treatment for 
other conditions within a healthcare setting 

 Healthcare settings: 
– Hospitals: acute care facilities, critical access 

hospitals 
– Long term care facilities (LTCF) 
– Outpatient settings: dialysis centers, 

ambulatory surgical centers, physician’s 
offices 
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Modes of Transmission 
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• Droplet Transmission 

• Contact Transmission 

• Common Vehicle 

Transmission 

• Vector-borne Transmission 
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医疗感染现状 

• 平均在25个住院患者中，有一个被致病菌感染，住院患者
中最终有4.4‰的概率死亡。 

• 越来越多的致病菌出现抗药性，由此引发的医疗感染造成
的“长期住院”，以及对更新型的抗生素的需求越来越大，
医疗卫生每年给美国带来1k～1.5k亿美元的沉重负担。 

• 因此，无论在任何地方，都可以快速而灵敏地检测出感染
的病原菌，是尽早发现并抑制疾病加重、扩散的关键。 

 

Background 
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传统细菌培养 
• 长达数天的细菌培养时间。 

• 高昂的人工成本。 

• 专业的检测仪器。 

• 不同菌种有不同的检测流程。 

Background 
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现行核酸检测 
• 针对每一个核酸靶标设计独特探针。 

• PCR扩增产物引起交叉污染——产生假阳性。（因此需针对

每个菌种单独设置扩增前后的操作区域） 

• 核酸检测对实验环境、器材、人员要求高，使得实验只能在

医院实验室进行。 

Background 
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Polarization anisotropy diagnostics(PAD) 

原理：当PAD系统中探针检测到目标细菌核酸时，系统测量到的荧光各向异性会发生改变。 

鲁棒性：系统是检测荧光强度独立的比率，使PAD系统具有对抗环境因素的鲁棒性。 

 

系统特色： 
1.结构紧凑，使用一次性圆管作为样品准备和多孔检测。（无需清洗

。减少在扩增、检测中的污染。） 

2.建立序列特异性探针库，用来评估细菌负荷、病原体类型、耐药性

和毒性。 

系统测试：使用临床常见医疗感染病原体进行测试。 

1.革兰氏阳性菌：葡萄球菌。 

2.革兰氏阴性菌：埃希氏菌、克雷伯氏菌、鲍氏不动杆菌、绿脓假单

胞菌。 

系统优点： 
1.与传统细菌培养相比，具有相似的识别准确度。 

2.体积小，携带方便。 

3.检测总时间在～2小时。（远比传统数天时间短） 

Method 
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PAD荧光各向异性检测 
实验流程： 
1.溶解细菌。 

2.通过不对称反转录PCR对靶标核酸进行扩增(16s核糖体RNA、mRNA)。 

3.加入混合试剂： 

3.1. 源于适配子aptamer的“检测key”。(对DNA聚合酶有特异性，与靶序

列互补) 

3.2. 带有荧光基因的报告DNA(reporter DNA)。 

4.“检测key”通过和靶序列杂交变的稳定，它与DNA聚合酶结合，使酶失活。

而报告DNA保持原有结构，并且由于缓慢的扩散运动，展现出高强度的荧光各向

异性。相反，在靶序列不存在时，由于DNA聚合酶没有结合靶序列（有活性），

在扩增时DNA聚合酶会切开报告DNA上的荧光基因，于是导致各向异性(r)很低。 

Method 
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• 测定程序：溶解细菌，提取总RNA。在RT-PCR扩增后，将含有扩增子

和DNA聚合酶的样品与具有“检测key”和报告DNA的一体化主混合物

一起温育。 然后测量所得样品的荧光各向异性。 
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PAD 系统示意图 
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• 为了进行现场医疗感染检测，制作了一个紧凑的PAD系统。 

PAD系统包括两个主要部分： 
 
样品处理管+荧光各向异性检测解码器。 
 

PAD系统结构 

Method 
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• 样品管处理细菌核酸：过滤，提

取得到细菌RNA（与商业过滤器相

比，提取出的RNA质量可相媲美。） 

• 使用样品管可以免去洗脱步骤。 
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• 荧光各向异性检测解码器：是模

块化结构，由基本信号处理单元

+4块光学管组成。 

• 光学立方体可以定制使用，因此

可以适应不同大小的样品存储器

和荧光。 
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• 使用发光二极管LED作为光源，

先通过偏振片再打到样品上，从

而激发出荧光。 

• 使用一对光电二极管测得荧光光

强。（平行光Ix和垂直光Iy） 

• 荧光各向异性计算公式：r =(Ix 

– Iy)/(Ix + 2Iy) 

• 为了系统鲁棒性，将carrier处

的激发光强调制成1kHz，通过同

步检波锁定发射信号的频率。 

• 为了在可见光下操作，系统增加

了信噪比，>28dB，输出结果平

稳度显著提高。 

• 收集到的信号通过扩增，使用各

种数字、模拟转换器，最后送到

单片机中进行数据处理。结果通

过蓝牙连接Android手机，在app

上可视化显示。 

• 此处理流程得到的结果与商业化

的大型设备得到的结果R2 > 99%) 
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系统优化 
• 为了便利床边操作，进行试验系统优化。 

• 主攻问题：由PCR带来的样本污染造成的假阳性。（这是个外来的污染） 

• 解决方法：使用尿嘧啶DNA糖苷酶UDG。 

• 具体步骤：在PCR时，用脱氧三磷酸尿苷dUTP代替脱氧三磷酸胸苷dTTP，扩增

后外来污染DNA骨架T->U，再使用尿嘧啶DNA糖苷酶降解这些外来污染DNA。 

• 为增加系统的便携性，将miniPCR加入到PAD系统中。并且经测试，与传统大

型机器效力相似。 

• 为增加系统各种试剂（检测key或repoters）运输储存安全性，将试剂进行冻

干处理。经比较，冻干处理与新鲜试剂具有相同的使用表现。 
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通用“检测key”测定细菌负荷 
• UNI key的靶标：不同细菌16S rRNA的一块儿保守区域。 

• 对照组：（不含荧光团标记的DNA，引物，模版，DNA聚合酶）。 

• 先使用PAD系统测定对照组的荧光各向异性结果r0，样品测量结果为r，则最

终结果Δr = r – r0。 

• 测试：使用最具有代表性的医疗感染细菌：大肠杆菌，肺炎克雷伯氏菌，鲍

曼不动杆菌，铜绿假单胞菌和金黄色葡萄球菌。只要细菌浓度相同，在这些

不同中菌液的Δr 相同。 

• 最后对细菌样本进行梯度稀释滴定实验，得到系统的测定能力：单菌落~10k 

CFU/ml 
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不同的keys进行细菌分类 
• 为区分不同临床上易染菌种，制作一套检测keys。每个key靶标为不同菌种

16S rRNA的高可变区。每个物种的序列同源性保持在<50%，从而使非特异性

结合最小化。 

• 测试结果表明，分类keys具有极小的串扰性。 

• 电泳带位移分析证实，在存在互补靶标扩增子的情况下，检测keys可以与

DNA聚合酶结合，并抑制其催化活性。 

• 接下来做了使用抗生素抗性和毒性探针，对细菌进行进一步的表型分型。

（靶标为病原体耐抗生素基因或高毒性基因）选择了mecA, PVL, nuc, femB 

这四个基因。其中mecA是一种常见的多重耐药的基因。后三个基因是耐甲氧

西林金黄色葡萄球菌高毒性基因。PAD系统结论与定量实时PCR(qPCR相一致) 
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PAD系统临床实战 
• 溶解细菌后使用塑料管收集细菌核酸，通过自带miniPCR扩增，先使用

UNI key进行总细菌负荷检测，HAI病原体分类检测，耐药性、毒性检测。 

• 全部检测总时间<2hours。 

• 所需临床感染诊断样本~40μl。 

 

• 同时使用传统细菌培养进行检测。除了一种细菌（普罗维登斯菌）没有

在PAD系统中检测出来外（HAI-PAD系统中没有靶向），其余五种细菌感

染均与PAD系统结论相同。 
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结论 
• 控制流行病的一个关键任务是为当地医院和社区中心配备更有效的监测系统。

这里介绍的PAD平台可以在这些设置中进行快速HAI检测。 检测系统紧凑，用

户友好，操作复杂性最小。测定可以全面的，评估总细菌负荷，病原体类型，

抗生素抗性和毒力因子。 

• 首先，检测方案（荧光各向异性）对于环境噪声是固有地鲁棒的。进一步结

合光学锁定技术以显着增强灵敏度。第二，测定流程复杂性低和实际操作时

间短。一次性塑料芯片用于样品收集，并且剩余的过程在单个管中进行而没

有洗涤步骤，从而使假阳性最小化。三，平台价格实惠。 PAD模块化器件，

可以容易地扩展用于并行检测。注塑成型优点包括高的性能再现性，更少的

样品之间的交叉污染，以及更低的成本。我们已经设计了>35个靶的检测探针;

其他目标的增量测定成本约为$0.01。 

• 在临床试验中，PAD精确度与细菌培养相当。但PAD测定快速（～2小时），多

路复用和成本有效（每次测定<2美元）。 
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反思 
• 本研究中的以下限制。 首先，没有发现临床样品含有耐药菌株。 需要对

更大的队列进行进一步研究以验证PAD的耐药性筛选能力。 第二，当目标

NA重叠时，PAD可能存在不明确的结果。 比如细菌中的基因AB发生突变等。 

这种不完全分类是基于NA的测试的固有问题。 这个问题要通过全基因组

测序得到更多的细菌基因组数据。 
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临床样本检测总试验流
程 
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抽提RNA 反转录 

将cDNA分成十小
管（1管鉴定细
菌负荷UNI，5管

鉴定细菌种类，
4管检测毒性） 

不对称PCR 
每管加入DNA聚
合酶,UDG,dCTP，

dATP,dGTP,引物 

加入检测探针，
试剂，通用

reporter 
荧光各向异性检测 

1min 
20min 60min 

3total,40min 

总
试
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三个问题 
• 创新点：使用“物种指纹”对不同种致病菌进行分类检测评估，类似于化学

信息学的分子指纹。 

• 对我的启发： 

• 1、发现了一个“傻瓜式”制作Android application的网址：MIT App 

Inventor 

• 2、“零部件”整合在一起，不是简单的堆叠，需要内部逻辑的优化。 

• 需改进的地方： 
• 1、没有告知一次性样品管使用后如何处理。（如果未经生物灭活销毁处理，

是否有可能造成二次污染） 

• 2、如文中所述，某些非常见医疗致病菌PAD系统并没有检测出。所以这个系

统局限在医疗场合使用，不能扩展用于出入境口岸等存在新型致病菌输入的

地区进行检验。 21 
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http://appinventor.mit.edu/
http://appinventor.mit.edu/
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App开发
其实也不
是很难！ 
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Thanks for all your time 
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