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  摘 要:目前中国新型冠状病毒肺炎(COVID-19)疫情仍十分严峻,及时、早期地识别COVID-19患者是控

制疫情的关键步骤。而新型冠状病毒(SARS-CoV-2)核酸检测作为诊断COVID-19的金标准,不但对检测技术

提出更高的要求,同时对不同病程患者如何选择标本类型也是一个挑战。本文报道2例COVID-19确诊病例

的诊疗经过,并分析采用不同类型标本检测SARS-CoV-2核酸的检出情况,为临床诊断COVID-19时如何选择

标本类型和如何提高核酸检出率提供参考。
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Abstract:At

 

present,the
 

epidemic
 

situation
 

of
 

corona
 

virus
 

disease(COVID-19)in
 

China
 

is
 

still
 

very
 

seri-
ous,and

 

timely
 

and
 

early
 

identification
 

of
 

COVID-19
 

patients
 

is
 

a
 

key
 

step
 

in
 

controlling
 

the
 

epidemic.As
 

a
 

gold
 

standard
 

for
 

the
 

diagnosis
 

of
 

COVID-19,the
 

severe
 

acute
 

respiratory
 

syndrome
 

coronavirus
 

2(SARS-
CoV-2)nucleic

 

acid
 

test
 

not
 

only
 

puts
 

higher
 

requirements
 

on
 

the
 

detection
 

technology,but
 

also
 

challenges
 

the
 

selection
 

of
 

specimen
 

types
 

for
 

patients
 

with
 

different
 

disease
 

processes.This
 

article
 

reports
 

the
 

diagnosis
 

and
 

treatment
 

of
 

2
 

COVID-19
 

confirmed
 

cases,and
 

analyzes
 

the
 

detection
 

of
 

SARS-CoV-2
 

nucleic
 

acid
 

detection
 

u-
sing

 

different
 

types
 

of
 

specimens,which
 

provides
 

a
 

reference
 

for
 

how
 

to
 

select
 

specimen
 

types
 

and
 

improve
 

nu-
cleic

 

acid
 

detection
 

rate
 

in
 

clinical
 

diagnosis
 

of
 

COVID-19.
Key

 

words:severe
 

acute
 

respiratory
 

syndrome
 

coronavirus
 

2; corona
 

virus
 

disease; category
 

B
 

infec-
tious

 

diseases; nucleic
 

acid
 

detection

  自2019年12月由武

汉首次报道新型冠状病毒

肺炎(COVID-19)感 染 以

来,疫情迅速在湖北省及中

国其 他 地 区 蔓 延[1-2]。目

前,由感染新型 冠 状 病 毒

(SARS-CoV-2)所 导 致 的

COVID-19已被纳入《中华

人民共和国传染病防治法》规定的乙类传染病,并采

取甲类传染病的预防和控制措施。根据国家卫生健

康委员会办公厅/国家中医药管理局办公室发布的

《新型 冠 状 病 毒 肺 炎 诊 疗 方 案(试 行 第 五 版 修 正

版)》[3],常见的临床表现有发热和(或)呼吸道症状,
疾病早期白细胞总数正常或减少,或淋巴细胞计数减

少。对确诊病例的诊断需具备以下病原学证据之一:
(1)呼吸道标本或血液标本实时荧光定量PCR检测
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SARS-CoV-2核酸阳性;(2)呼吸道标本或血液标本

病毒基因测序,与已知的SARS-CoV-2高度同源。因

此准确、及时的病原学核酸检测已成为诊断COVID-
19的重要环节。

用于呼吸道病原体核酸检测的标本有上呼吸道

标本(口咽拭子、鼻咽拭子、鼻咽抽取物等)和下呼吸

道标本(深咳痰液、呼吸道抽取物、支气管灌洗液、肺
泡灌洗液和肺组织活检标本等)。目前,进行SARS-
CoV-2核酸检测最常用的标本类型为口/鼻咽拭子,
而据现在已开展的SARS-CoV-2核酸检测情况来看,
咽拭子标本核酸检出率偏低、灵敏度不高。本文报道

2例COVID-19确诊病例的诊疗经过,并分析采用不

同类型标本检测SARS-CoV-2核酸的检出情况,为临

床诊断COVID-19时如何选择标本类型和如何提高

核酸检出率提供参考。

1 临床资料

  病例1:女,34岁。主诉“咳嗽咳痰8
 

d”。患者自

诉2020年1月22日曾与一武汉居住者有接触,1月

24日出现咽痛,未予重视,1月25日出现咳嗽,咳黄

痰,无乏力、发热、头痛、肌肉酸痛等。自行服用“莲花

清瘟胶囊”和“银黄颗粒”药物后咳嗽次数有所减少,
痰易咳出。1月28日出现胃胀、腹泻,起初为水样,后
为质稀。于2月1日在本院发热门诊进一步诊治。

入院后查体:体温37.0
  

℃,脉搏113
 

次/分,呼吸

20
 

次/分,血压128/84
 

mm
 

Hg,指氧饱和度99%。实

验室检查(血常规+C-反应蛋白):白细胞总数6.15×
109/L,嗜酸性粒细胞总数0.01×109/L,嗜酸性粒细

胞百分比0.2%,淋巴细胞百分比29.4%,红细胞

4.11×1012/L,血 红 蛋 白 128
 

g/L,血 小 板 106 ×
109/L,C-反应蛋白42.1

 

mg/L。肝功能及肾功能未

见明显异常。心肌酶谱:肌酸激酶72
 

IU/L,肌酸激酶

同工酶-MB
 

21.8
 

IU/L,乳酸脱氢酶302
 

IU/L,肌红

蛋白33
 

μg/L。肺 炎 支 原 体 免 疫 球 蛋 白 M
 

0.17
 

S/Co,免疫球蛋白G
 

63
 

IU/mL,肺炎衣原体免疫球

蛋白M
 

0.07
 

S/Co,免疫球蛋白G
 

69
 

IU/mL;输血前

四项(乙型肝炎病毒表面抗原、丙型肝炎病毒抗体、人
类免疫缺陷病毒抗体、梅毒螺旋体抗体)未见异常。
胸部CT:双肺多发斑片及片状密度影,考虑感染,不
排除病毒性肺炎,隔离病房留观,见图1。

  为进一步明确诊断,于2月2日采取咽拭子标

本,采用手工磁珠法提取核酸,实时荧光定量PCR方

法检测SARS-CoV-2核酸(靶标包括SARS-CoV-2
 

ORF
 

1ab及编码核衣壳蛋白 N 基因)。结果显示

SARS-CoV-2
 

ORF
 

1ab及编码核衣壳蛋白 N基因2
种靶标均有典型S型扩增曲线[循环阈值(Ct值)<

40],见图2。经专家组会诊,患者2月2日晚上出现

发热(38.2
  

℃),结合其他临床表现、影像学、接触史及

SARS-CoV-2核酸检测结果确诊为COVID-19。
为进一步验证患者其他体液及粪便标本中能否

检出SARS-CoV-2核酸,于2月4日早晨采集患者乙

二胺四乙酸抗凝全血、尿液和粪便标本,分别进行

SARS-CoV-2核酸检测。其中粪便标本用生理盐水

预处理制备粪便混悬液,离心后取上清,备用。后续

核酸提取和PCR检测方法同上述咽拭子的处理方

法。该患者全血和尿液标本中未检出SARS-CoV-2
核酸,但粪便中SARS-CoV-2

 

ORF
 

1ab及编码核衣壳

蛋白 N 基因2种靶标均有典型S型扩增曲线(Ct
值<40),见图2。

  注:A表示冠状位重组图;B表示横断位图。

图1  病例1的CT影像学检查结果

  注:A表示咽拭子;B表示粪便;C表示全血;D表示尿液;NC表示

内参基因;SARS-CoV-2
 

ORF
 

1ab表示开放读码框1a/b基因;SARS-

CoV-2表示核衣壳蛋白N基因。

图2  病例1的4种标本SARS-CoV-2
 

核酸实时

荧光定量PCR结果扩展曲线
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  病例2:男,39岁,与病例1为夫妻关系。主诉

“咳嗽、咳痰5
 

d”。患者自诉2020年1月22日曾与

一武汉居住者有接触,与其妻子同住。1月29日出现

咳嗽,咳少量黄色脓痰,伴全身酸痛,无恶寒、发热等

其余不适。自服“银花清肺胶囊”和“莲花清瘟胶囊”
后咳嗽、咳痰较前好转,改服“银黄颗粒”。2月1日开

始出现鼻塞、咽痛,胸背部酸胀感,自觉燥热,无恶寒、
发热、恶心、呕吐、腹胀、腹泻等其余不适,食欲、睡眠

欠佳,精神一般,大小便正常。于2月3日于本院发

热门诊进一步诊治。
入院后查体:体温37.0

  

℃,脉搏
 

86
 

次/分,呼吸

18
 

次/分,血压126/84
 

mm
 

Hg,指氧饱和度99%。实

验室检查(血常规+C-反应蛋白):白细胞3.52×
109/L,嗜酸性粒细胞总数0.01×109/L,嗜酸性粒细

胞百分比0.2%,单核细胞百分比10.3%,淋巴细胞

总数0.94×109/L,血小板78×109/L,C-反应蛋白

6.48
 

mg/L。肝功能、肾功能、心肌酶、降钙素原及D-
二聚体未见异常。胸部CT:双肺下叶后基底段斑片

状高密度影,考虑感染,不排除病毒性肺炎;双肺多发

小结节影,右肺上叶及下叶背段病灶考虑结核可能性

大,见图3。隔离病房留观。

  为进一步明确诊断,于2月3日采集患者咽拭子

标本进行SARS-CoV-2核酸检测(方法同病例1),核
酸结果为阴性。2月4日再次采集患者咽拭子、乙二

胺四乙酸抗凝全血、尿液及粪便标本分别进行SARS-
CoV-2核酸检测(方法同病例1),咽拭子PCR结果中

内参基因未起峰,在排除了检验操作和试剂问题后,
考虑为取样不合格;全血和尿液标本中未检出SARS-
CoV-2核酸,但粪便中SARS-CoV-2

 

ORF
 

1ab及编码

核衣壳蛋白N基因2种靶标均有典型S型扩增曲线

(Ct值<40),见图4。经专家组会诊,该病例有明确

的接触史,结合其他临床表现、影像学及SARS-CoV-
2粪便标本中核酸检测结果,确诊为COVID-19。

  注:A表示冠状位重组图;B表示横断位图。

图3  病例2的CT影像学检查结果

  注:A表示第1次咽拭子;B表示第2次咽拭子;C表示粪便;D表示全血;E表示尿液;NC表示内参基因;SARS-CoV-2
 

ORF
 

1ab表示开放读

码框1a/b基因;SARS-CoV-2表示核衣壳蛋白N基因。

图4  病例2的4种标本SARS-CoV-2
 

核酸实时荧光定量PCR结果扩展曲线
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2 讨  论

  COVID-19疫情在中国已进入关键时期,及时、早
期诊断是疫情防控工作中的重要环节。在临床诊疗

过程中,仅依靠临床症状或者实验室常规检查及影像

学检查均不能作为确诊COVID-19的准确依据,而检

出SARS-CoV-2核酸是确诊COVID-19的金标准,因
此,及时、准确的病毒核酸检测不仅为尽早采取隔离

措施,进行及时、有效治疗、阻止疫情进一步扩大发挥

至关重要的作用,也为重新识别与患者密切接触、被
隔离的大量观察者节省宝贵的医疗资源。

针对SARS-CoV-2核酸检测,目前已有多家公司

开发出实时荧光定量PCR检测试剂,但近期有媒体

及专家反映SARS-CoV-2核酸阳性率偏低,有的病例

重复检测多次阴性后又出现阳性结果。也有医生反

映咽拭子标本多次检测阴性但最后在呼吸道灌洗液

标本中检出阳性结果,以及CT影像筛查出现COV-
ID-19特征但核酸检测为阴性等问题。为了评估和验

证不同类型标本的SARS-CoV-2核酸检出情况,本研

究在确诊的2例COVID-19患者采集了4种不同类

型标本分别进行SARS-CoV-2核酸检测,这2例患者

粪便标本均检出核酸阳性,特别是病例2,第1次取咽

拭子标本,结果为阴性;次日再取咽拭子,内参基因未

起峰,已排除本次实验操作和试剂问题,所以判断为

咽拭子取样不合格或咽拭子取样时存在影响PCR的

抑制剂,但同批次检测的该患者粪便标本为阳性结

果。这提示笔者有以下几点值得重视:(1)标本采集

方法和类型的问题:咽拭子取样必须遵照取样操作规

范,最好同时取口咽拭子和鼻咽拭子放在同一根保存

管中,以提高病毒检出率;粪便标本用于检测SARS-
CoV-2核酸的价值值得重视。粪便取样方便,且不像

咽拭子标本对取样要求高,粪便标本的量和质容易得

到满足。(2)患者的病情和病程:不同病程、不同病情

患者体内的病毒存在量可能不同,在疾病的早期或轻

症患者,口/鼻咽部可能病毒载量低,造成核酸检测假

阴性结果,这时选择粪便标本进行核酸检测可能是较

好的策略,而不论其是否有腹泻等消化道症状。(3)
关于试剂和检测的问题:选择质量可靠、有保证的检

测试剂。选择至少含SARS-CoV-2基因的2个位点

(开放读码框1a/b、核衣壳蛋白N或E结构蛋白)[4]。
选择内参基因为内源性内参,而非人工加入的外源性

内参,以排除取样不合格造成的结果假阴性问题。具

体核酸检测的质量控制参照由中华医学会检验医学

分会发布的《新型冠状病毒肺炎病毒核酸检测专家共

识》[5]。
本文中的2例确诊病例并没有明显的发热,只有

轻微的上呼吸道症状,有病毒性肺炎的影像学改变,
因此,在诊断COVID-19需要结合呼吸道症状、CT影

像学检查及SARS-CoV-2核酸结果综合判断。同时,
笔者建议在无法获得下呼吸道标本的情况下,同时送

检口/鼻咽拭子标本和粪便标本进行SARS-CoV-2核

酸检测,以期提高核酸检测的阳性率。由于只有2例

确诊病例的粪便检测结果,尚还不具代表性,期待更

多的临床数据验证。
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