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新一代病原体RNA检测

在实验室诊断中的应用 



体外诊断行业发展趋势 

分子诊断时代 

DNA诊断： 

PCR 

RT-PCR 

Real Time PCR 

RNA诊断： 

TMA 

NASBA 

 

免疫学检测： 

ELISA 

胶体金 

观察检测： 

直接镜检 

体外培养 
 

 

SAT 

19世纪中叶 20世纪60年代 20世纪80年代 20世纪90年代 

 



RNA实时荧光恒温扩增检测 

Simultaneous Amplification and Testing 

一条RNA cDNA 成千上万RNA 

  

“看”不到 “看”得到 
积累 



SAT技术与PCR技术原理比较 
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30分钟内 

扩增1010倍 

 起始模板为RNA，

最终产物为RNA； 
 

 扩增检测方式为：

逆转录—转录 

 40min完成扩增检

测过程 
 

 42℃恒温扩增 

 
 

 

PCR 



（一）检测为RNA，模板量大，灵敏度高 

•一个或几个拷贝DNA 

•可达10000个拷贝
的核糖体RNA 

(rRNA) 

一个细菌包含 

 



 

 

 

（二）取样效率大大提高 

 

A、如果2ml样本

含有1个细菌 

       

      取0.2ml样本，

最终得到细菌

的几率是1/10。 

 

 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
  

 
 

 
 
  

 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

•Sample •Cell Lysis •Target RNA 

•Released 

  

• B、如果2ml样本

含有1个细菌 

•        先裂解，后取

样，      

•      2ml样本含有

10000个rRNA。 

•       取0.2ml样本，

可得到 1000个分

子 
•使用rRNA为靶标，大大提高了取样效率和检测灵敏度。 



（三）不易造成假阳性 

 DNA和RNA的主要区别

就在骨架上的糖基。 

 DNA很稳定，RNA很不

稳定 

 自然界中RNA酶广泛存

在 

• 故可减少有气溶胶造成

的交叉污染 

•DNA 

•RNA 

 

 



             （四） 特异性靶标捕获法磁珠提取 

 

           特异性高 

 

特点： 特有的杂交＋磁珠 

彻底去除反应抑制剂 



 扩增产物为RNA，不易污染 

 转录速度快，40min完成扩增测 

 分子信标检测，特异性高 

 42℃恒温扩增，仪器损耗小 

SAT—RNA实时荧光恒温扩增技术 
速度快，特异性高，避免假阳性 



RNA检测优势 

 灵敏度高，不易漏检：RNA 拷贝数≥ DNA拷贝数（ e.g，16s rRNA 

104copy/cell ） 

 与临床相关性好，可进行疗效评估和辅助判愈：病原体死亡，RNA很

快降解，可减少无效治疗，比如抗生素滥用。  但DNA检测死菌也阳性 

 不易误检：RNA容易降解，靶标和扩增产物都是RNA，不易污染，不

易出现假阳性。 

 对仪器要求低，损耗小：42℃恒温扩增 

 可使用MagX全自动提取，实现分子全自动化检测。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

   RNA检测技术的发展历程 

•TAS（Transcription-based amplification system， 

•转录依赖的扩增系统） 

•1989，Kwoh 

•NASBA有荷兰阿克苏

公司推出，现在属于法
国生物梅里埃公司 

 

 

•TMA 

•Gen-probe 

•SAT 

•上海仁度 

  

• 1989 • 1989 • 2007 



 尿液样本检测：显著降

低病人的采样痛苦和检

测依从性； 

 更高灵敏度，避免假阴

性； 

 避免假阳性：菌体死亡

后RNA很快降解，利于

用药监测及判愈。 

TMA – RNA检测技术  

 

SDA 技术 

其它技术 PCR 技术 
 

 

27% 

3% 6% 

64

% 

 

real-time TMA——SAT 
 

美国市场占主导地位的CT/NG检测技术：TMA 

数据来源：Gen-Probe Company（2009）                                            

SAT技术应用于CT/NG/UU/MG检测 



    WHO性传播疾病实验室诊断指南 

Unemo et al. Laboratory diagnosis of sexually transmitted。a.infections, including human  immunodeficiency virus, WHO,2013 

 WHO明确指出核酸扩增检测（NAAT）是诊断MG的唯一可行方

法;通过RNA检测技术检测生殖支原体比PCR方法要更准确。 

利用16S rRNA为靶标的RNA检测技
术，在灵敏度上比PCR要高，它是

目前一种灵敏度、特异度均非常高
的MG检测技术。 

核酸扩增检测（NAAT）是诊断
MG的唯一可行方法 

WHO建议用RNA检测MG 



中国诊疗指南推荐 

用SAT诊断生殖道病原体 

梅毒、淋病、生殖器疱疹、生殖道沙眼衣原体感染诊疗指南。 中国疾控中心、中华医学会皮肤性病学分会性病学组。2014。 

 

 中国 2014版 

•  《梅毒、淋病、生殖
器疱疹、生殖道沙眼衣
原体感染诊疗指南》 

 



  生殖道支原体感染诊治专家共识 



 

 
 

•           高志华. 实时荧光核酸恒温扩增技术检测尿液中淋球菌的分析. 国际检验医学杂志.2012年 

东莞市南方医科
大学广济医院 

 

中国医学科学院北京
协和医学院皮肤病研
究所 

灵敏度 100% 100% 

特异性 99.72% 94.5% 

准确性 99.54% 96.6%  

 
•王千秋 实时荧光核酸恒温扩增法检测泌尿生殖道淋球菌感染。国际皮肤性病学杂志.2010.36：137-139 

        以培养为参照，SAT检测NG具有高灵敏度和特异性 



97.10% SAT拭子, 特

异性, 100% 
SAT尿液, 灵

敏度, 

89.40% 

SAT尿液, 特

异性, 

99.20% 
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•P>0.05 

实时荧光核酸恒温扩增技术检测泌尿生殖道沙眼衣原体感染. 临床检验杂志 2010. 28：8-9 

                   SAT检测CT，尿液与拭子样本灵敏度和特异性相当 



• 样本类型：宫颈拭子、尿液 

•金华中心医院 •浙大医学院附属妇产
科医院 

•郑雅萍  袁青  陈伟,实时核酸恒温扩增技术在奈瑟菌感染检测中的应用,《浙江实用医学》, 2015年01期  

• 沙眼衣原体 • 淋病奈瑟菌 

                临床结果显示SAT检测拭子和尿液标本阳性率基本一致 



不同样本类型的阳性检出率[n(%)] 
 

项目 n 尿液 宫颈拭子 尿道拭子 

n 阳性率 n 阳性率 n 阳性率 

CT 2196 1324 121（9.14） 800 51（6.38） 72 7（9.72） 

NG 1749 1080 50（4.63） 617 12（1.94） 52 6（11.54） 

UU 2317 1462 441（30.16） 855 550（64.33） 0 0（0） 

•北京协和医院：SAT检测CT,NG,UU 

 

 

•UU在女性宫颈拭子检出率最高，未在男性中检出，提示UU在女性中的
感染率较高，需关注其对生殖系统影响 

•男性尿道拭子主要检出为CT和NG 

•尿液检出CT和NG的阳性率高于女性宫颈拭子，但低于男性尿道拭子 



SAT技术应用于MTB检测 

痰液预处理 超声破碎15min 恒温扩增检测 报告结果 

2个小时出实验报告 

  RNA检测灵敏度高，可比涂片的检出准确率高近40%； 

  活菌检测，检测阳性即为开放性性结核，辅助临床判断用药效果 

可区分NTM和MTB，不错检； 

  操作简单，报告快速 

 
 
 
 

【1】《Journal of Clinical Microbiology》，2012,50(3):646. 

【2】 《中华结核和呼吸杂志》2011年12月第34卷第12期 
 



涂阴样本中阳性检出率比较 
（以最终临床诊断结果为标准） 
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MGIT960培养 SAT 

•Novel Real-Time Simultaneous Amplification and Testing Method To Accurately and Rapidly Detect 

Mycobacterium tuberculosis Complex J.Clin.Microbiol.2012,50(3):646.DOL:10.1128/JCM.05853-11. 



•数据来源：上海肺科医院201310-201401常规检测数据统计 

•样本数量：总共125例患者同时进行了SAT/PCR/快培/慢培/涂片检测 

•金标准：快培（960）+菌种鉴定 

 

实验室常用方法NTM的误检率 

•SAT是检测肺
结核（结核分
枝杆菌）的优

秀方法 
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中国防痨协会专家研讨会共识：RNA恒温扩增法（SAT）敏感性
好，特异性高，操作简便，可区分死菌活菌。 



SAT技术应用于MP检测 

•IgM检测疾病早期阳性率低，且与其他支原体属有一定交叉反应；只能判断是否有 

•感染过MP，但不能得知患病状态；而PCR检测容易过高估计MP感染的发病率。 

•尚云晓，儿童肺炎支原体感染的相关临床问题，中国小儿急救医学，2010 

 RNA可提高早期诊断阳性率： 

•       检测灵敏度高，不受患者年

龄、免疫力或疾病严重程度影响，

可合理指导用药。 

 

 RNA检测可评估用药疗效，避免抗

生素滥用或患者过渡治疗： 

      病原体死亡，RNA很快降解。 

 



MP-SAT检测灵敏度较高 

 浙江省儿童医院正常开展的样本中，对315例样本用MP-SAT、MP-PCR和 

     MP-IgM三种检测方法进行检测，结果显示，MP-SAT阳性率最高。 
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315例随机样本，不同检测方法阳性率比较 



•MP-SAT在感染早期阳性检出率更高 

•总体 •短病程
组 

•长病程
组 

•0.82

4 
•0.89

0 
•0.77

2 

 在MPP感染患者中，MP-SAT和MP-Ab入院时的阳性率相同；在短病程组中MP-

SAT的阳性率显著高于MP-Ab，而在长病程组中， MP-SAT的阳性率低于MP-

Ab； 

 提示MP-SAT在早期诊断中具有很好的应用价值，而MP-Ab在疾病的早期抗体滴

度较低， MP-SAT可有效弥补其诊断的“窗口期”。 

•冯雪莉，李琴静，徐保平等，RNA恒温扩增检测技术在儿童肺炎支原体肺炎中的诊断价值评估。中华实用儿科杂志杂志，2016，31（16）：1222--1226 



MP-SAT在感染早期阳性检出率更高 
 

 MP-SAT与MP-Ab检测有45.8%不一致。其中： 

• 22.9%患儿SAT（+）Ab（-），其中62.5%患儿病程≦7天，71.9%的患儿有大环内酯类药物治疗史； 

• 22.9%患儿SAT(-)Ab(+),其中84.4%的患儿病程>7天，96.9%患儿有大环内酯类药物治疗史。 

 32例患儿入院时SAT（+）Ab（-），分别在入院9~19天，其MP-Ab都有四倍以上提高。 

•冯雪莉，李琴静，徐保平等，RNA恒温扩增检测技术在儿童肺炎支原体肺炎中的诊断价值评估。中华实用儿科杂志杂志，2016，31（16）：1222--1226 



SAT检测的敏感度，特异度，阳性预测值和阴性预测值分别是75%（105/140），
89.7%(113/126)，89.0%(105/118)和76.4%(113/148) 

 在MP感染患病不同时期，随着用药疗程进展，MP-SAT阳性率逐渐降低。MP-SAT阳性

患者在第2周开始部分转阴，在第4周大部分患者都是阴性。。 

 结论：MP-SAT在肺炎支原体肺炎后期可辅助评估治疗疗效，为疾病分期提供有效参

考。 

 

患儿不同病程MP-SAT、血清MP-IgM的检出率的比较 

•MP-SAT可以辅助评估用药疗效 

•郭丽，孙琳等，肺炎支原体RNA检测在儿童肺炎支原体肺炎疗效监测中的应用价值。中国循证儿科杂志，2016，11（2）：109-112. 



SAT检测的敏感度，特异度，阳性预测值和阴性预测值分别是75%（105/140），
89.7%(113/126)，89.0%(105/118)和76.4%(113/148) 

血清MP-Ab转阴时间远远超过临床痊愈和MP-SAT转阴时间； 

提示MP-SAT可间接反映MPP临床痊愈情况，可对临床用药疗效进行评估。 

MP-SAT、临床痊愈情况、血清MP-Ab随时间变化的结果分析 

•MP-SAT与临床痊愈时间符合度较高 

•郭丽，孙琳等，肺炎支原体RNA检测在儿童肺炎支原体肺炎疗效监测中的应用价值。中国循证儿科杂志，2016，11（2）：109-112. 



SAT检测的敏感度，特异度，阳性预测值和阴性预测值分别是75%（105/140），
89.7%(113/126)，89.0%(105/118)和76.4%(113/148) 

发现MP-SAT转阴时间与患儿发热持续时间、入院时中性粒细胞百分比、CRP值

以及LDH值正相关；与入院时淋巴细胞百分比成反相关； 

入院时存在肺实变的患者MP-SAT转阴时间较长。 

 

 
不同组别的患儿的临床症状、影像学结果及实验室检查的比较 

项目 MP-SAT转阴时间（n） P 

1周 

（n=1） 

2周 

（n=8） 

3周 

（n=28） 

4周 

（n=20） 

4周以后 

（n=4） 

发热天数（d） 1 2(0-3) 3.5(3-4) 6(5-6) 6.5(5.3-7) P＜0.01 

大片肺实变[n(%)] 0（0%） 0（0%） 2(7.1%) 5(25%) 4(100%) P＜0.01 

外周血白细胞(×109L) 6.7 7.5(6.0-10.6) 9.5(7.4-10.8) 9.1(7.8-11.7) 8.1(6.2-9.7) p＞0.05 

淋巴细胞(%) 36.3 36.0(28.2-41.8) 30.0(26.7-36.4) 28.7(22.9-33.2) 14.8(8.4-25.5) P＜0.05 

中性粒细胞(%) 53.3 55.2(52.3-60.7) 59.1(53.1-65.6) 66.4(57.8-71.4) 82.6(63.5-89.0) P＜0.05 

CRP (mg/L) 2 9.5(8.3-13.8) 12(5.3-17.0) 15.5(10-24.8) 28.5(11.3-48.0) P＜0.01 

LDH(IU/L) 156 213(146-250) 232(201-299) 243(183-291) 302(271-384) P＜0.05 

•MP-SAT与疾病严重程度有相关性 

 

•郭丽，孙林等，肺炎支原体RNA检测在儿童肺炎支原体肺炎疗效监测中的应用价值。中国循证儿科杂志，2016，11（2）：109-112. 





•特异性靶标捕获磁珠法提取: 

•                            

 特点： 特有的杂交＋磁珠 

 彻底去除反应抑制剂 

•EV-71-SAT 检测下限为10拷贝／反应，优于荧光探针法数10倍。 

•【1】曹凌峰，苏梨云，董妞妞，徐锦。荧光恒温扩增技术检测肠道病毒EV71型方法的建立与评价。检验医学，2014、 
 

SAT技术应用于手足口病检测 

 
 

  •靶标核酸 

•捕获核酸 

•磁珠 

•Oligo dA 

•Oligo dT 

 

  
   

     

• 用EV71-SAT检测： 

    解脲脲原体、屎肠球菌、沙眼衣原体、流感病毒、 

    柯萨奇病毒A16型、人巨细胞病毒、EB病毒、 

    埃克病毒、副流感病毒、博卡病毒、轮状病毒、 

    柯萨奇Ｂ 型病毒、阴性对照。 

 

    EV71-SAT 与上述12种病原体RNA均无交叉反应。 

•RNA实时荧光恒温法扩增检测: 

•                            



•【1】Qian Chen, Zheng Hu, Qihua Zhang, Minghui Yu.2014. Development and evaluation of a real-time method of 

simultaneousamplification and testing of enterovirus 71 incorporating a RNAinternal control system . Journal of Virological Methods.196 , 

139–144。 

•【2】Jin Xu, A new accurate assay for Coxsackievirus A 16 by fluorescence detection of isothermal RNA amplification,Journal of 

Virological Methods 193(2013) 459-462 

 EV71-SAT 检测与PCR对比结果 

手足口病SAT法检测数据 

 CA16-SAT 检测与PCR对比结果 

PCR  
合计 

阳性 阴性 

SAT-

CA16 

阳性 82 5 87 

阴性 0 117 117 

合计 82 122 204 

•对5例差异样本测序验证，发现其中4例 

•检测结果与SAT一致，为肠道病毒感染。 

•1例测序失败。 

PCR  

  合计  阳性 阴性 

 

SAT-

EV71 

阳性 394 35 429 

阴性 0 631 631 

合计  394 666 1060 

•差异样本经测序鉴定显示：有32例为EV71 

•感染与SAT检测结果相一致，3例测序失败。 

•准确度为99.7%。 



SAT检测—MagX全自动化实验方案 

  样本---提取纯化RNA--- 酶反应混合液（一体化） 

  可同时处理4个项目 

  48个样本/2 小时 

  可处理尿液、咽拭子、拭子、粪便 

    全血、血清等样本 

  武装到牙齿的防污染措施 

（ MagX ） 



Thank you! 


