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  摘 要: 新型冠状病毒肺炎(COVID-19)的疫情引发了全世界的关注。早期诊断对COVID-19的治疗、
患者预后尤为关键。临床检验中发现早期的COVID-19患者核酸检测多次呈假阴性,特别是不同时间多次阴

性结果后转为阳性,给临床诊断和疾病控制带来极大困扰。该文立足于疫情的早日防控,从临床、检验的不同

视角,从标本采集、检测方法、产品稳定性等多方面剖析产生假阴性的可能原因,并且结合临床实践和检测技

术,从整合特异性实验室指标,规范标本采集方式和过程,严格检测试剂的监管和审批等方面提出行之有效的方

案,旨在为切实降低检测假阴性或假阳性率提供临床参考,为COVID-19临床准确诊断及疫情防控提供有力支撑。
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Abstract: The
 

outbreak
 

of
 

new
 

coronavirus
 

pneumonia
 

(COVID-19)
 

has
 

caused
 

worldwide
 

concern.
Early

 

diagnosis
 

is
 

particularly
 

critical
 

for
 

the
 

treatment
 

of
 

COVID-19
 

and
 

prognosis.Clinical
 

applications
 

indi-
cated

 

that
 

false-negative
 

results
 

have
 

been
 

frequently
 

reported
 

during
 

the
 

nucleic
 

acid
 

detection
 

for
 

patients
 

with
 

COVID-19
 

in
 

the
 

early
 

stage,and
 

then
 

the
 

results
 

turned
 

positive
 

after
 

multiple
 

negative
 

results
 

at
 

differ-
ent

 

times,causing
 

great
 

distress
 

to
 

clinical
 

diagnosis
 

and
 

disease
 

control.Based
 

on
 

the
 

epidemic
 

situation
 

and
 

early
 

prevention
 

and
 

control,this
 

article
 

analyzed
 

the
 

possible
 

causes
 

of
 

false
 

negatives
 

from
 

various
 

aspects
 

of
 

clinic
 

and
 

laboratory,including
 

specimen
 

collection,testing
 

methods,product
 

stability,and
 

other
 

aspects.Then
 

we
 

put
 

forward
 

effective
 

solutions
 

for
 

COVID-19
 

pandemic
 

prevention,such
 

as
 

combining
 

clinical
 

practice
 

with
 

laboratory
 

detection
 

technologies
 

of
 

specific
 

biomarkers,employing
 

standard
 

specimen
 

collection
 

methods
 

and
 

processes,providing
 

strict
 

supervision
 

and
 

approval
 

of
 

diagnostic
 

reagents.These
 

measures
 

provide
 

clinical
 

ref-
erences

 

for
 

effectively
 

reducing
 

false
 

negative
 

or
 

false
 

positive
 

detection
 

rate,and
 

provide
 

strong
 

support
 

for
 

the
 

accurate
 

clinical
 

diagnosis
 

and
 

epidemic
 

prevention
 

and
 

control
 

of
 

COVID-19.
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罗 阳

  早在1937年,冠状病毒首次

从鸡身上分离发现,病毒颗粒的直

径为60~200
 

nm,平均直径为100
 

nm,呈球形或椭圆形,具有多形

性。病毒有包膜,包膜上存在棘

突,整个病毒像日冕,不同的冠状

病毒的棘突有明显的差异[1]。冠

状病毒感染细胞内有时可以见到

管状的包涵体。新型冠状病毒(SARS-CoV-2)是目前

已知的第7种可以感染人的冠状病毒[2],其余6种分

别 是 HCoV-229E、HCoV-OC43、HCoV-NL63、

HCoV-HKU1、SARS-CoV 和 中 东 呼 吸 综 合 征

(MERS)-CoV[3]。冠状病毒是一个大型病毒家族,已
知轻 症 可 引 起 感 冒 类 症 状,重 症 可 引 起 MERS、

SARS等。
目前所知,冠状病毒科仅感染脊椎动物,与人、动

物的多种疾病密切相关[4]。研究认为,血管紧张素转

化酶2(ACE2)是冠状病毒感染的关键受体,只要表达

ACE2受体的细胞均是冠状病毒的侵袭对象[5]。研究

观察到ACE2定位于心脏、肾脏、肺、结肠和睾丸等组

织中[6],也在多种组织中低表达。ACE2在肝脏和肠

等器官中具有重要作用。ACE2通常定位于上皮细胞

的腔面,这是导致冠状病毒高感染力的重要原因,因
为SARS冠状病毒通过表达 ACE2的细胞腔面进行

感染时,其感染效力更高。
如何在早期进行病毒鉴定是感染防控的关键。

临床常用的病毒病原学检查主要包括病毒分离、病毒

核酸检测。病毒分离为实验室检测的“金标准”,病毒

核酸检测则用于快速诊断。受病毒感染机制影响,不
同组织细胞中的SARS-CoV-2水平差异较大;而研究

显示SARS-CoV-2更趋向于结合肺泡上皮细胞,理论

上来说其下呼吸道标本较上呼吸道标本病毒阳性检

出率更高[6]。因此收集标本时尽量留取多种标本(咽
拭子、鼻拭子、鼻咽或气管抽取物、痰或肺组织、血液

和粪便)进行检测和分离,可以提高准确性[7]。但对

于短时间出现大量疑似患者,病毒分离远不能满足临

床工作需要,并且病毒分离需要三级生物安全实验室

进行,常规实验室根本不具备上述条件,为确诊工作

带来极大挑战。

1 假阴性原因分析

2020年2月18日国家卫生健康委员会发布了

COVID-19诊疗方案(试行第六版),明确COVID-19
的确诊 方 式 有 两 种:一 种 是 实 时 荧 光 定 量 PCR
(qPCR)检测核酸呈阳性;第二种是病毒基因测序,与
已知SARS-CoV-2高度同源。临床上,大部分的高度

疑似患者都采取方法一进行检测。因为相对基因测

序而言,qPCR方式具有速度快、批量化、价格低等优

势。然而,影响qPCR结果的因素很多,如标本或核

酸纯化过程中出现的扩增反应抑制物、扩增仪孔间温

度的差异以及核酸提取中的随机误差,均可造成假阴

性结果的出现。又如,以前扩增产物的污染和核酸提

取中标本间的交叉污染,也很容易导致假阳性结果。
因此,对于qPCR检测结果的报告必须慎重,尤其是

会导致严重后果时。本次 COVID-19疫情暴发后,
“金标准”核酸检测却多次出现假阴性结果,特别是个

别病例在不同时间经5次以上的检测后结果由阴性

转为阳性,为临床诊断和疾病控制带来极大的困难。
对关键部位进行标本采集(早期为咽拭子,第六版指

南建议为痰标本)成为临床科室性价比最高的选

择[1]。因此,本文重点结合临床科室的具体实践,针
对临床诊断阳性而核酸检测显示为假阴性的结果进

行剖析,总结出导致检测结果不准确的三大因素,希
望有助于检验时机的把握,为下一步打赢疫情阻击战

提供参考。

1.1 太早 (1)检测试剂不成熟:一个新病毒的出

现,从分离到测序、鉴定,研发出成熟的试剂盒,需要

一定的时间周期。随着人类对疾病认识的深入,试剂

盒本身还会逐渐优化,其特异性和准确性必定会进一

步提升。目前核酸检测多采用qPCR技术,其检测原

理决定了大多数试剂盒的检测灵敏度为100~500拷

贝,这些试剂盒对于高浓度病毒检出问题不大,但是

不同厂家甚至于不同批次的试剂盒对于“灰区”的判

定则明显不一致。(2)疾病病程早:大部分假阴性患

者处于疾病发展的早期。从现有文献报道来看,CO-
VID-19潜伏期长达14

 

d,个别病例甚至达到了29
 

d,
早期临床表现不典型,一旦进入快速发展期,病程进

展极快[8]。在感染早期,病毒复制数量达不到qPCR
检测阈值的时候,出现假阴性不可避免。

1.2 太多 待测的疑似病例数量多,有待排除感染

的标本多,检测操作步骤多。根据国家对传染病管理

的规定,阳性病例标本必须要送至疾病预防控制中心

才能够确认。然而,这样长时间转运标本极易导致病

毒RNA的降解。后来国家下放确认权限,允许具备

临床扩增实验室资质并且防护验收合格的医疗机构

检验科开展检测。但在本次疫情之前,大多数实验室

均处于基本满足临床需要的状态,少有富余检测能

力,在疑似病例大量出现的情况下,每日检测数量超

过实验室既定极限,有的标本不得不被延迟检测(只
有达到标准的实验室才有发布报告的权限)。标本难

以做到即时送检,只能是采集1批,留存1批,检测1
批,报告1批。许多标本都处于保存和检测时间范围

的极值,甚至部分标本已经超过检测的最佳时限(后
来这种情况随着实验室的快速改建扩容,送检流程的

优化得到明显的改善)。
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由于疫情严重、发展迅速。在疫情暴发初期,防
护装备极为匮乏,为减少医务人员感染病毒的风险,
临床上在留取标本的时候也尽可能采取集中采样的

方式,这也会影响标本采集的效果。医护人员工作量

过多,迫使大量非重症和呼吸专业的医护人员补充进

来,对鼻、咽拭子采集流程和规范的不熟悉导致采样

标准的不统一,取样部位不准确,导致标本阳性率

下降。

1.3 太杂 从有确诊患者以来,COVID-19诊治指南

已发布多个版本。从湖北版指南、广东版指南到最后

的全国统一标准,尽管标准逐渐统一,但是很多一线

操作人员对临床具体取样过程缺乏统一认识,仍旧采

用陈旧的操作方式。目前的取样涵盖了血液、鼻拭

子、咽拭子、肺泡灌洗液、排泄物、普通患者的痰液、插
管患者的下呼吸道分泌物等标本类型。同时,对同一

患者不同部位取样进行核酸检测,阳性率的统计学差

异极有可能源于生理性差异。第六版诊治指南发布

以后,公开报道的假阴性患者明显减少,这与全面实

施规范化采样过程关系密切。

2 对  策

COVID-19具有高传染性、高隐匿性和高致病性,
人们对于COVID-19的致病机制、临床特点以及传播

途径均存在着认识上的局限[9],相信随着人类与CO-
VID-19疫情的斗争,对疾病的认识会进一步深入和

更加全面。目前可以从以下几个方面进行规范,以减

少检测中的假阴性。

2.1 综合采用其他实验室检测手段 可以采用数字

PCR等技术来对qPCR进行补充,特别是对于qPCR
检测阴性或者弱阳性标本,可以有效克服qPCR灵敏

度不足的难题,适用于早期感染的判断及患者治愈后

的出院诊断。同时,对SARS-CoV-2抗原和抗体进行

动态定量检测也有助于识别感染者。目前,基于抗原

检测的试剂不多,大多数试剂盒采用免疫球蛋白(Ig)

M/IgG联合检测以提高准确性。最新的研究报道,核
酸检测阴性但临床症状确诊的 COVID-19患者中,

IgM阳性率达到84.21%,IgG阳性率达到94.74%。
联合抗体和核酸检测诊断COVID-19的总符合率为

88.03%[10]。另外,结合实验室的其他炎症、凝血等指

标进行综合分析,也具有指导意义。联合白细胞、淋
巴细胞、C-反应蛋白、血清淀粉样蛋白A等检测指标

可以提高诊断COVID-19的特异度和灵敏度,对重型

和危重型 COVID-19的诊断同样有较高的参考价

值[11]。淋巴细胞亚群和白细胞介素-6等炎性指标也

可以用于辅助病情诊断。另外,降钙素原可用来评估

COVID-19患者是否有继发感染及感染的严重程度。

2.2 规范标本采集方式和过程 有条件的地区,在
规范进行呼吸道标本采集和检测的基础上,尽可能完

善其他部位标本采集(特别是合并消化道症状患者),
对减少假阴性结果可能有积极的意义。建议进行不

同临床标本检测结果差异比对的临床试验,从而进一

步规范标本来源;通过正规培训和监管来规范采样过

程并重视检验前的标本采集和保存工作。

2.3 严格检测试剂的监管和审批 即便是再先进的

检测技术,也需要检测仪器和试剂来承载。因此,不
同厂家的试剂盒质量、阴(阳)性质控品、批间差异等

指标显得尤为重要。在疫情趋于平缓后,相关部门应

该加强对各种检测试剂盒的监管工作,鼓励各检测产

品和临床扩增实验室配合临床检验中心进行室间质

评以进行系统性评估。
总而言之,实验室诊断只是能作为SARS-CoV-2

检测的重要手段之一,不能孤立地据此进行结果判

断。因为对该病毒的了解还不够深入,有效的潜伏期

筛查手段尚未建立,临床上更应该重视患者的早期症

状和影像学表现,将核酸检测作为临床诊断的“守门

人”,并且配合多项实验室检查进行判断。实验室检

测和临床诊断应当结合起来共同应对这个新型的

病毒。
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配子更易合成及储存,有助于降低免疫检测方法的成

本,提高检测的稳定性。
为了使免疫传感器的性能达到最佳,本文对检测

条件进行了优化,结果表明,适配子溶液离子强度对

检测结果影响不明显;Ca2+、Mg2+ 同时存在时,免疫

传感器检测结果最佳;当适配子水平达到6
 

μg/mL
时,免疫反应达到饱和;加急反应显示修饰好捕获抗

体的芯片在37
 

℃放置7
 

d仍能保持很高的反应性。
在最优的反应条件下,该免疫传感器在15

 

min内即

可获得检测结果,最低检出限为0.5
 

ng/mL,检测范

围为10~5
 

000
 

ng/mL,灵敏度高,特异性强。本方法

平均回收率为96.8%~101.2%,批内变异系数及批

间变异系数均小于15%,呈现出良好的精密度和重现

性。免疫传感器的下一步研究可以使用适配子取代

捕获抗体,从而进一步降低检测成本;与微流体技术

相结合,将检测方法集成为微流体芯片,使用一步法

检测CRP,从而更适用于临床的快速检测。
4 结  论

本研究使用适配子代替标记抗体,建立了基于硅

片表面可视化免疫检测方法快速检测CRP的方法。
本方法利用可大量廉价合成的适配子代替昂贵的抗

体,大大降低了检测的成本,而且不会出现抗体在制

作过程中批间活性不一致的现象。本方法中CRP的

检测范围及检出限能够满足一定的临床需求,而且检

测简便、快速。并且本方法在医学检测的其他领域也

具有巨大的应用价值。
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