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  摘 要: 2019年12月以来,新型冠状病毒感染引起的肺炎病例数快速攀升。因患者体内病毒核酸的存

在是目前唯一的确诊依据,而目前临床上普遍反映核酸检测阳性率不够理想,故对病毒核酸检测的实验室条

件、检验人员及检测过程中各个环节都有较高要求。本文着重阐述了新型冠状病毒核酸检测各个环节中的检

测要点、最新的行业规范及共识内容,同时探讨临床检测中的疑难问题,以期为新型冠状病毒所致疾病的准确

诊断提供理论依据。
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Abstract: The

 

number
 

of
 

pneumonia
 

cases
 

caused
 

by
 

severe
 

acute
 

respiratory
 

syndrome
 

coronavirus
 

2
 

(SARS-CoV-2)
 

infections
 

has
 

risen
 

rapidly
 

since
 

December
 

2019.Because
 

the
 

presence
 

of
 

viral
 

nucleic
 

acid
 

in
 

patients
 

is
 

the
 

only
 

basis
 

for
 

the
 

diagnosis,and
 

the
 

positive
 

rate
 

of
 

nucleic
 

acid
 

detection
 

is
 

generally
 

not
 

satis-
factory

 

in
 

clinical
 

practice,so
 

there
 

are
 

high
 

requirements
 

for
 

the
 

laboratory
 

conditions,inspectors
 

of
 

viral
 

nu-
cleic

 

acid
 

detection
 

and
 

other
 

aspects
 

of
 

the
 

detection
 

process.This
 

paper
 

focuses
 

on
 

the
 

current
 

situation,the
 

lat-
est

 

industry
 

standards
 

and
 

the
 

consensus
 

contents
 

of
 

the
 

SARS-CoV-2
 

nucleic
 

acid
 

testing,and
 

probes
 

into
 

the
 

difficult
 

problems
 

in
 

clinical
 

testing,so
 

as
 

to
 

provide
 

theoretical
 

basis
 

for
 

the
 

accurate
 

diagnosis
 

of
 

the
 

COVID-2019.
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  2019新型冠状病毒(以下

简称新冠病毒)是一种新型β
属冠状病毒,属于单链RNA病

毒,可引起人类呼吸道感染,其
基因特征与严重急性呼吸综合

征(SARS)相关冠状病毒和中

东呼吸综合征(MERS)相关冠

状病毒有明显区别,基因组序

列约由29
 

kb构成,拥有10个基因,可有效编码10个

蛋白[1]。该病毒感染人类引起的肺炎自2019年12
月在湖北省武汉市发现以来,截至2月22日24时,
据31个省(自治区、直辖市)及新疆生产建设兵团报

告,现有确诊病例51
 

606例(其中重症病例10
 

968
例)[2]。国际病毒分类委员会于2020年2月12日正

式将其 命 名 为 严 重 急 性 呼 吸 综 合 征 冠 状 病 毒 2
(SARS-CoV-2)。由于疫情发展迅速,对不同程度临
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床症状患者及疑似患者进行诊断需要快速有效的方

法,而新冠病毒核酸检测可为诊断提供直接证据,在
目前最新版本诊疗方案中,新冠病毒核酸的检出仍是

唯一确诊依据[3]。由于是新发疾病,从新冠病毒所致

感染病程到新冠病毒核酸检测技术等各个方面均缺

乏大量科学数据支撑,在开展核酸检测过程中的各个

环节中存在较多问题。本文将围绕目前新冠病毒核

酸检测中的关键环节及其中可能影响核酸检测结果

及时性、准确性的因素进行评述。

1 新冠病毒核酸检测方法

在疫情初期,最先检出新的病原体的方法是下一

代测序技术/高通量测序(NGS)技术,并很快确定了

新冠病毒的核酸序列。随着疫情发展,国内迅速研发

出多种应用于新冠病毒核酸检测的试剂盒,绝大多数

都基于实时荧光定量PCR(qPCR)技术。此外也有非

常多的快速基因检测技术推出,如现场快速检验

(POCT)技术、卡式荧光PCR技术等,整个检测流程

时间较短,最多可以节约3~4
 

h。和传统的qPCR技

术相比,一体化POCT确实便携、操作简单,但是如果

过于强调其"快速"的特性,其灵敏度可能受到影响,
而现实的问题是传统PCR技术都受到“假阴性”结果

的挑战,在现有条件下,时间的缩短可能会进一步带

来一定程度的灵敏度降低。从技术角度看,在灵敏度

和特异性的平衡上,相较一些快速检测方法,目前平

衡性最好的是qPCR检测技术。从过往的重大疫情

来看,无论是西非埃博拉病毒、甲型流感还是 MERS,

qPCR仍是各个部门主推的检测手段,目前我国已批

准上市的试剂盒也均以qPCR技术为主。
目前新冠病毒核酸检测针对的位点主要包含病

毒基因组中3段保守基因序列,即以开放读码框1ab
(ORF1ab)、核壳蛋白(N)基因以及包膜蛋白(E)基因

作为检测靶标,也有少数商品试剂盒同时检测刺突糖

蛋白(S)基因。根据国家卫生健康委员会发布的《新
型冠状病毒感染的肺炎实验室检测技术指南(第五

版)》(以下简称“实验室检测技术指南”),在实验室要

确认一个病例为阳性,需满足同一份标本中新冠病毒

的ORF1ab及N基因2个靶标特异性qPCR检测结

果均为阳性,或单靶标阳性患者重新采样/另一类型

标本检测仍为单靶标阳性[4],故实验室针对新冠病毒

的核酸检测应至少包含最为保守及特异的 ORF1ab
区域以及N基因。

2 新冠病毒核酸检测标本类型及病毒核酸检出情况

2.1 不同标本类型中新冠病毒的核酸检测 在最新

版诊疗方案中,其确诊所提到的核酸检测标本类型不

仅包含呼吸道标本及血液标本,同时在实验室检查中

增加“粪便标本中可检测新型冠状病毒核酸”[3]。实

验室检测技术指南中,又将标本类型细分,呼吸道标

本包含鼻咽拭子、咽拭子、鼻咽抽取物或呼吸道抽取

物、深咳痰液、支气管灌洗液、肺泡灌洗液;消化道标

本包含粪便及肛拭子;血液标本包含全血及血清标

本,并分别有相应的采集及保存要求[4]。由于新冠病

毒造成的肺炎为下呼吸道感染,对于已有症状及肺部

CT改变的患者来说,下呼吸道标本(如深咳痰液、灌
洗液等)为核酸检测首选,而在新冠肺炎不同病程中

取上呼吸道标本(如鼻咽拭子)也能检出病毒核酸。
临床上由于多数患者咳痰困难,取下呼吸道灌洗液标

本操作的生物安全风险极大,故呼吸道标本以鼻咽拭

子及咽拭子为主,而拭子标本采用目前的qPCR试剂

盒进行检测,只有30%~50%的阳性检出率,大量的

假阴性结果无法避免,必须进行多次取样检测或结合

其他类型标本检查结果进行确诊。笔者所在研究团

队对临床上的新冠病毒疑似病例分别采集不同类型

呼吸道标本进行核酸检测,结果初步提示在新冠病毒

感染者中,取咽拭子标本及深咳痰液标本的病毒核酸

检出率之间有明显差异,咽拭子标本中新冠病毒阳性

检出率低于深咳痰液标本。
随着对新冠病毒核酸检测的科技攻关,目前已有

较多报道提出在患者的粪便标本中可检出病毒核酸,
粪便标本将成为临床患者筛查的重要标本类型[5-6]。
目前笔者所在研究团队对呼吸道标本核酸检测确诊

的患者进行治疗过程中及出院前的粪便标本进行核

酸检测,结果显示粪便标本是患者诊疗过程中一种非

常好的标本类型,其核酸检出的持续时间普遍较呼吸

道标本更长,同时粪便中新冠病毒核酸阳性与患者的

疾病发展进程具有重要的相关性,可能作为一种疗效

评估和出院标准的重要检测指标。

2.2 不同呼吸道标本取样材料对新冠病毒核酸检测

结果的影响 目前相关的诊疗方案及实验室检测技

术指南并未提及用于采集鼻咽拭子及咽拭子的拭子

种类,但对于呼吸道标本的病毒核酸检测来说,不同

的拭子及保存管很大可能将影响核酸检测结果,但相

关影响因素尚未见报道。笔者所在研究团队初步在

确诊患者中对比了带病毒保存液的植绒拭子标本及

无病毒保存液的普通棉签拭子标本的新冠病毒核酸

检测结果,发现普通棉签拭子的核酸检出率明显低于

带病毒保存液的植绒拭子(P<0.05),普通棉签拭子

即便检出,其阳性CT值也明显大于植绒拭子。

3 新冠病毒核酸检测标本核酸提取方法及病毒核酸

检出情况

实验室检测技术指南等文件中,并未明确提及或

推荐新冠病毒标本的核酸提取方法,但由于目前临床

常见鼻咽拭子标本存在核酸检出率较低的问题,对提
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取方法及提取流程进行有实验数据依据的选择及优

化是有必要的,提取流程的优化可由各实验室根据自

身情况及比对实验结果来进行。
新冠病毒核酸检测所采用的qPCR是临床分子

检测中常用的检测方法,在以往采用qPCR对病毒核

酸进行的检测中,磁珠法是较为常用的核酸提取方

法,普遍认为其提取病原体的核酸时具有简便、高效、
提取浓度及纯度较高等优势[7-8]。此外因各实验室条

件不同及各检测试剂盒要求,离心柱法、煮沸裂解法、
一步裂解释放法等也在临床大量应用。不同的病毒

核酸提取方法因其提取产物浓度、纯度的差别及对

RNA的保护程度不同,将在一定程度上影响病毒核

酸尤其是临界阳性标本的核酸检出。笔者所在研究

团队初步对58例已确诊患者原始标本(均为带病毒

保存液的咽拭子标本)同时采用不同提取方法后的核

酸检测结果显示,分别采用离心柱法及磁珠法提取

后,PCR 检 测 的 CT 值 差 异 无 统 计 学 意 义(P >
0.05)。

4 新冠病毒核酸检测实验室生物安全要求

4.1 实验室及检验人员生物安全 自新冠肺炎疫情

暴发以来,各医院检验科在面对新冠病毒标本检测量

增加、确诊/疑似病例和普通患者的标本不易区分、实
验室空间限制、生物安全防护物资不足等各类问题

时,临床实验室特别是进行新冠病毒核酸检验科室的

生物安全防护措施尤为关键。目前国家卫生健康委

员会对新冠病毒暂按照病原微生物危害程度分类中

第二类病原微生物进行管理,根据实验室检测技术指

南及实验室生物安全指南,如无法对原始标本进行可

靠的灭活,则对其进行的核酸检测应当在生物安全二

级实验室进行,同时采用生物安全三级实验室的个人

防护(建议至少穿戴工作服、一次性工作帽、双层手

套、医用一次性防护服、医用防护口罩或动力送风过

滤式呼吸器、防护面屏或护目镜、工作鞋或胶靴、防水

靴套),各实验室还可根据自身情况增加进一步的防

护[9];同时标准预防、不定期通风和手卫生等重要的

防护措施必不可少。
在物资匮乏及实验室条件不足等限制下,实验室

可根据物资短缺的情况,对检验标本及检验岗位等启

动分级、分层的生物安全防护预案,根据拟定的不同

防护级别,最大限度满足生物安全防护要求。如针对

不同的检验岗位,建议至少应保证对确诊患者、疑似

患者标本进行呼吸道标本病毒核酸提取和抗原检测

的相关人员的核心防护,即三级生物安全防护、二级

生物安全柜,有条件时应佩戴正压防护头套及在负压

实验室中操作,其他实验室检测人员酌情采取重点防

护或标准防护[10]。同时应加强所有实验室人员的安

全意识,在日常进行新冠病毒核酸检测的实验室内,
所有实验人员均应严格遵循新冠病毒实验室生物安

全指南中的相应要求,结束核酸检测工作后,对进行

新冠病毒核酸检测操作的安全柜、台面及实验室环境

及时进行有效的消毒;同时应严格按照相关文件要求

进行防护装备的脱卸,注意尽量少地触碰到污染面,
且脱卸的每一步后均应有手消毒,防护服、医用帽及

医用口罩等一次性物品尽量不重复使用,在全部脱卸

完成后,再进行相应的手卫生及消毒。对于严格分区

的实验室,在相应区域完成防护装备脱卸及手卫生即

可进入清洁区,未严格分区的实验室中检验人员在完

成防护装备脱卸及手卫生后,还可增加其他有效的消

毒措施[11]。

4.2 原始标本的灭活及对核酸检测的影响 新冠病

毒实验室检测指南中未对原始标本的有效灭活条件

进行规定或建议,在目前最新的新冠病毒核酸检测专

家共识中,建议采用56
 

℃水浴45
 

min,并可根据提取

试剂在标本裂解时所采用的温度调整灭活温度,但不

低于56
 

℃,此条件是依据以往对 MERS等病毒灭活

条件的研究。同时专家共识也建议各实验室对原始

标本的灭活条件有预实验结果的支持[12]。由于目前

常见标本类型的新冠病毒核酸阳性检出率仍不高,故
任何可能降低病毒核酸提取效果及检出率的因素,如
标本灭活条件及灭活时间等均应引起重视。此前,华
中科技大学附属同济医院检验科的专家学者对PCR
检测病毒核酸(以乙型流感病毒为例)进行了相应的

小标本量 比 对,结 果 发 现 未 灭 活 处 理、56
 

℃水 浴

30
 

min及50
 

℃干浴1
 

h的同一标本其PCR检测阳

性结果的扩增曲线CT值无明显变化,可作为新冠病

毒标本灭活的参考。根据笔者所在研究团队对20例

新冠病毒感染者的同一阳性标本分别进行56
 

℃干浴

30
 

min及65
 

℃干浴30
 

min后,其PCR检测的阳性

CT值差异无统计学意义(P>0.05),该研究结果尚

未发表。

5 新冠病毒核酸检测结果判读

根据目前最新版新冠病毒诊疗指南、防控方案及

实验室检测专家共识,对新冠病毒的核酸检测均应至

少检测ORF1ab及 N基因(或E基因),检测的通道

同时阳性时可判定为阳性,并均提到阴性结果不能排

除新冠病毒感染,应考虑各环节中导致假阴性的原

因。同时在实验室检测技术指南中,对于单通道阳性

结果,不仅要求重新采样及检测,对结果判定也增加

了新的要求,即重新检测结果仍为单通道阳性时,判
定核酸检测结果为阳性;同时增加了2种类型标本均

检测得到单靶标阳性结果时,应判定核酸检测结果为

阳性[4]。
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对于临床新冠病毒核酸检测中经常出现的单靶

标阳性结果,可有如下几点考虑。(1)不同厂家双位

点qPCR试剂盒对于新冠病毒N蛋白基因的扩增灵

敏度可能高于ORF1ab检测,将可能导致部分病毒含

量较低的标本检测结果为 单 通 道 阳 性。(2)专 研

SARS病毒的专家学者认为,理论上讲新冠病毒的

mRNA转录模式与SARS类似,在细胞中新冠病毒

的mRNA数倍于病毒的基因组RNA,且将转录出不

同长度的mRNA,这些 mRNA都带有 N基因,而只

有少数带有ORF1ab;目前的试剂盒实际检测多为细

胞内的病毒mRNA,因患者标本中N基因 mRNA的

拷贝数远高于ORF1ab基因,故在新冠病毒拷贝数较

低的情况下,N 基因检测单通道阳性的比例较高。
(3)N基因在新冠病毒的核酸序列中保守程度不及

ORF1ab,故还可能存在少数标本由于其他冠状病毒

等的核酸序列与其有交叉,导致 N基因扩增阳性而

ORF1ab阴性。

6 结  论

综上所述,目前新冠病毒所致疾病其病理过程及

临床病程还未完全阐明,实验室检测路径未标准化,
加上其核酸检测试剂盒研发时间紧迫,没有足够的评

估及大样本量的临床验证,检测效果良莠不齐,故对

于临床上新冠病毒核酸检测结果为阴性或单通道阳

性的标本均需要谨慎对待,考虑到各环节中可能造成

结果不准确的影响因素。各临床实验室应在现有研

究报道及文件和指南的基础上,根据自身条件对新冠

病毒核酸检测全过程进行严格的质量控制及合理的

优化。同时,目前实验室已开始检测新冠病毒IgM及

IgG抗体,更灵敏的核酸检测方法如数字PCR也开始

应用于新冠病毒的核酸检测,部分研究团队着力于探

索更加高效的新冠病毒实验室诊断模型,有望在新冠

病毒的实验室检测方面大大降低假阴性率,并为更好

更快地确诊新冠病毒感染者提供事实依据。
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