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  摘 要:目的 对不同厂家生产的3种实时荧光PCR仪检测的同一批新型冠状病毒检测标本结果进行比

较分析,考察3种实时荧光PCR仪对新型冠状病毒核酸检测结果的差异。方法 采用同一厂家同一批号新型

冠状病毒核酸检测试剂,运用3种不同型号实时荧光PCR仪对120例新型冠状病毒肺炎患者及密切接触者的咽

拭子、尿液、唾液、粪便标本进行检测,采用SPSS20.0统计软件对检测结果和检测一致性进行分析。结果 3种仪

器检出率分别为42.50%、35.00%、38.33%。有95例患者标本通过3种仪器扩增后检测结果一致
 

。以仪器A
检测结果为参照,仪器B有21例检测结果不同,两者检出率差异无统计学意义(P>0.05),检测结果一致性一

般(K=0.732);仪器C有14例检测结果不同,两者检出率差异无统计学意义(P>0.05),检测结果一致性好

(K=0.821)。结论 由于不同厂家生产的仪器原理和仪器使用维护状况不同导致检测结果存在一定差异,提

示仪器厂家需进一步优化仪器性能,提高检测准确性;同时各检测机构应按照要求对PCR仪进行校准维护,确

保仪器状态正常,并尽可能采取多种质控手段以确保检测结果准确性。
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Abstract:Objective To

 

compare
 

and
 

analyze
 

the
 

result
 

of
 

same
 

samples
 

detected
 

SARS-CoV-2
 

by
 

three
 

different
 

fluorescent
 

quantitative
 

PCR
 

instruments,and
 

to
 

investigate
 

the
 

differences
 

of
 

instrument
 

factor
 

on
  

detection
 

of
 

SARS-CoV-2,in
 

order
 

to
 

provide
 

reference
 

for
 

laboratory.Methods Three
 

kinds
 

of
 

real-time
 

flu-
orescent

 

PCR
 

instruments
 

were
 

used
 

to
 

parallel
 

detect
 

120
 

specimens,including
 

oropharyngeal
 

swabs,urine,
saliva

 

and
 

feces,and
 

the
 

results
 

were
 

analyzed
 

with
 

SPSS20.0.Results The
 

positive
 

detection
 

rates
 

of
 

the
 

three
 

instruments
 

were
 

42.50%,35.00%
 

and
 

38.33%.The
 

results
 

of
 

95
 

samples
 

detected
 

by
 

three
 

instru-
ments

 

were
 

consistent.Taking
 

the
 

results
 

of
 

instrument
 

A
 

as
 

a
 

reference,21
 

samples
 

of
 

instrument
 

B
 

showed
 

different
 

results,and
 

there
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

on
 

the
 

positive
 

detection
 

rate
 

between
 

them
 

(P>
0.05),and

 

the
 

test
 

results
 

were
 

generally
 

consistent
 

(K=0.732).A
 

total
 

of
 

14
 

samples
 

of
 

instrument
 

C
 

had
 

different
 

test
 

results
 

with
 

instrument
 

A,and
 

there
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

on
 

the
 

positive
 

detection
 

rate
 

between
 

them
 

(P>0.05),and
 

the
 

test
 

results
 

had
 

better
 

consistency
 

(K=0.821).Conclusion Due
 

to
 

the
 

dif-
ferent

 

principle
 

of
 

the
 

instrument
  

and
 

the
 

different
 

use
 

conditions
 

of
 

the
 

three
 

instruments,there
 

are
  

differ-
ences

 

results.It
 

is
 

suggested
 

that
 

the
 

instrument
 

manufacturers
 

should
 

further
 

optimize
 

the
 

instrument
 

per-
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formance
 

and
 

improve
 

the
 

accuracy
 

of
 

the
 

test.At
 

the
 

same
 

time,laboratory
 

should
 

calibrate
 

and
 

maintain
 

the
 

PCR
 

instruments
 

according
 

to
 

the
 

requirements
 

to
 

ensure
 

the
 

instrument
 

status
 

and
 

take
 

different
 

quality
 

con-
trol

 

measures
 

to
 

ensure
 

that
 

accuracy
 

of
 

test
 

results.
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  新型冠状病毒属于冠状病毒科β属,包括29
 

891
个核苷酸,并编码9

 

860个氨基酸,与严重急性呼吸综

合征冠状病毒(SARS-CoV)同源性为82%[1],其传染

性强于SARS-CoV[2-3]。根据《新型冠状病毒肺炎诊

疗方 案(试 行 第 七 版)》,实 时 荧 光 聚 合 酶 链 反 应

(PCR)检测新型冠状病毒核酸阳性为确诊病例的病

原学金标准之一[4]。实时荧光PCR技术具有结果直

观,重复 性 好、特 异 性 强、灵 敏 度 高 和 易 操 作 等 优

点[5]。然而,核酸检测的准确性也会受标本质量、运
输、储存条件、核酸检测试剂性能及PCR仪等因素影

响[6]。为了解实时荧光PCR仪对核酸检测结果的影

响,本研究拟对同一批标本使用同一厂家、同一批号

新型冠状病毒核酸检测试剂,在3种不同厂家生产的

实时荧光PCR仪上进行平行检测,并对检测结果进

行比较分析,供仪器厂家和检测机构参考。
1 材料与方法

1.1 标本来源 120份咽拭子、尿液、粪便及唾液标

本采集自120例有临床症状的新型冠状病毒肺炎患

者及其密切接触者,其中咽拭子标本81份,尿液标本

14份,唾液标本14份,粪便标本11份。所有标本采

集及运输均符合《新型冠状病毒实验室检测技术指南

(第五版)》[7]要求。
1.2 仪器与试剂 全自动核酸提取仪NatchS(圣湘

生物科技股份有限公司,长沙);本试验选取国内外3
个厂家(编号为 A、B、C)生产的不同型号实时荧光

PCR仪对标本进行检测。病毒标本采集保存液(梓健

生物科技有限公司,深圳,批号:2020013001);新型冠

状病毒核酸提取试剂盒(圣湘生物科技股份有限公

司,长沙,批号2019002、2020004),靶基因位点为开放

读取框(ORF)1ab和核壳蛋白(N)基因,其检出限为

200
 

copy/mL;TRIzol
 

Reagent试剂(Ambion公司,
美国,批号:15596026)。

1.3 方法 试验操作均按照《新型冠状病毒PCR实

验室生物安全要求(第二版)》[8]。所有标本预先放置

到56
 

℃恒温培养箱中,进行30
 

min灭活处理。
1.3.1 标本前处理 (1)粪便标本:用棉签挑取黄豆

粒大小粪便标本至50
 

mL无菌离心管中,加入2
 

mL
 

TRIzol
 

Reagent,混合均匀,静置10
 

min后吸取600
 

μL上清液至1.5
 

mL离心管,5
 

000
 

r/min离心5
 

min,吸取上清液待用。(2)唾液标本:加入400
 

μL病

毒保存液混合均匀后待用。(3)咽拭子标本:混合均

匀后待用。
1.3.2 核酸提取 分别吸取200

 

μL前处理标本,采
用全自动核酸提取仪 NatchS及核酸提取试剂盒(圣
湘生物科技股份有限公司,长沙),按照说明书步骤进

行核酸提取。
1.3.3 核酸扩增 按照新型冠状病毒核酸检测试剂

说明书配制反应体系,分别采用A、B、C
 

3种实时荧光

PCR仪,按照说明书设置反应程序,对120份标本进

行检测,并对结果进行判定,若ORF1ab及N基因Ct
值均<40,结果判为阳性;若仅有单个基因Ct值<
40,结果判为单基因阳性;若ORF1ab及N基因Ct值

均>40,结果判为阴性。
1.3.4 质量控制 每批次试验均带有阴、阳性对照

及内标,阴、阳性结果符合,且内标Ct值<40,则该批

次检测结果有效,反之需重复试验。
1.4 统计学处理 采用SPSS20.0统计软件进行数

据处理及统计分析,计数资料以例数或百分率表示,3
种检测结果比较采用配对χ2 检验。通过计算Kappa
值,分析检测结果一致性:K≥0.75一致性好,0.40≤
K<0.75一致性一般,K<0.40一致性差。
2 结  果

2.1 3种仪器基本情况 3种仪器生产日期、温控方

式、光源等存在差异,仪器基本情况比较见表1。

表1  3种仪器基本情况比较

仪器
生产年份

(年)
光源 升降温方式

升降温最大

速度(℃/s)
温度均

一性(℃)
温度准

确度(℃)
温控模式 通道

A 2018
 

led 半导体 升4.0,降4.0 ±0.10 ±0.10 模块控温/试管控温
 

4通道
    

B 2019
 

led Peltier半导体 升6.1,降5.0 ±0.10 ≤±0.10 Peltier效应,半导体制冷技术 6通道

C 2012
 

氙气灯 Peltier半导体 升4.8,降2.5
 

±0.35 — 珀耳帖效应 5通道

  注:—为无数据。

2.2 3种仪器检测结果 仪器A检出阳性51例,阴
性40例,单基因阳性29例(均为N基因阳性),检出

率为42.50%(51/120)。仪器B检出阳性42例,阴性

54例,单基因阳性24例(1例 ORF1ab基因阳性,其
余N基因阳性),检出率为35.00%(42/120)。仪器C
检出阳性46例,阴性49例,单基因阳性25例(均为N
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基因阳性),检出率为38.33%(46/120)。
2.3 3种仪器检测结果一致性 120例患者标本,有
95例通过3种仪器扩增后检测结果一致,其中阳性

41例,阴性40例,单基因阳性14例,25例检测结果

不一致,见表2。由于研究使用的新型冠状病毒核酸

检测试剂盒说明书申明适用仪器为A,因此,将仪器A
检测结果作为参照进行比较,仪器B扩增后有99例与

仪器A结果一致,其中阳性42例,阴性40例,单基因

阳性17例;仪器C扩增后有106例与仪器A结果一

致,其中阳性46例,阴性40例,单基因阳性20例。

表2  3种仪器检测结果差异

标本编号

仪器A

Ct值

ORF1ab N基因
结果

仪器B

Ct值

ORF1ab N基因
结果

仪器C

Ct值

ORF1ab N基因
结果

78 31.26 28.27 阳性 41.00 31.66 N阳 32.81 31.94 阳性

79 33.81 30.98 阳性 — 34.57 N阳 — 33.85 N阳

83 36.48 32.93 阳性 — 35.27 N阳 32.64 34.31 阳性

86 37.42 34.02 阳性 — 35.95 N阳 — 35.97 N阳

221 38.12 36.86 阳性 — — 阴性 — 39.08 N阳

761 36.90 34.20 阳性 42.09 36.68 N阳 36.99 36.80 阳性

1
 

145 35.42 33.50 阳性 — 35.66 N阳 — 35.12 N阳

1
 

148 35.70 33.14 阳性 39.27 36.87 阳性 — 34.51 N阳

1
 

196 38.14 35.97 阳性 41.79 36.42 N阳 35.21 37.29 阳性

FB28 36.11 37.60 阳性 39.95 — ORF1ab阳 36.84 38.79 阳性

704 — 36.81 N阳 — — 阴性 37.39 — N阳

709 — 39.12 N阳 — 39.98 N阳 — — 阴性

741 — 35.21 N阳 — 39.18 N阳 — — 阴性

746 — 38.65 N阳 — 40.76 阴性 — 40.00 N阳

747 — 38.53 N阳 — — 阴性 — 39.21 N阳

1
 

135 — 37.63 N阳 — — 阴性 — — 阴性

1
 

155 — 37.11 N阳 — 41.18 阴性 — 36.19 N阳

1
 

156 — 38.59 N阳 — — 阴性 — — 阴性

1
 

157 — 38.78 N阳 — 39.79 N阳 — — 阴性

1
 

163 — 36.20 N阳 — — 阴性 — — 阴性

1
 

164 — 36.68 N阳 — — 阴性 — — 阴性

1
 

188 — 36.19 N阳 — — 阴性 — — 阴性

k12 — 39.42 N阳 — — 阴性 — 37.65 N阳

k31 — 38.60 N阳 — — 阴性 — 38.04 N阳

N11 — 38.55 N阳 — — 阴性 — — 阴性

  注:—为
 

Ct值>40;N阳为N基因阳性。

表3  仪器A及仪器B扩增检测结果一致性比较(n)

仪器B
仪器A

阳性
 

阴性 单阳
合计

阳性 42 0 0 42

阴性 1 40 12 53

单阳 8 0 17 25

合计 51 40 29 120

  注:单阳为单基因阳性。

2.4 仪器A与仪器B检测结果一致性比较 120例

标本运用仪器A及仪器B扩增后,仪器 A检出阳性

标本51例,仪器B与仪器A一致的有42例,仪器B
将其中8例检测为单基因阳性(1例 ORF1ab阳性,7
例N基因阳性),1例检测为阴性;进行χ2 检验,仪器

A和仪器 B检出率比较,差异无统计学意义(P>
0.05),两种仪器检测结果间一致性一般(K=0.732),

 

检测结果一致性见表3。

2.5 仪器A与仪器C检测结果一致性比较 120例

患者标本采用仪器A及仪器C扩增后,仪器 A检出

阳性51例,仪器C与仪器A一致的有46例,仪器C
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将其中5例检测为单基因阳性(均为N基因阳性);进
行χ2 检验,仪器A和仪器C检出率比较,差异无统计

学意义(P>0.05),两种仪器检测结果间一致性好

(K=0.821),检测结果一致性见表4。
 

表4  仪器A及仪器C扩增检测结果一致性比较(n)

仪器C
仪器A

阳性
 

阴性 单阳
合计

阳性 46 0 0 46

阴性 0 40 9 49

单阳 5 0 20 25

合计 51 40 29 120

  注:单阳为单基因阳性。

3 讨  论

  本研究采用的标本类型为新型冠状病毒肺炎确

诊患者及密切接触者的咽拭子、粪便、尿液和唾液标

本,3种仪器均适合对不同标本提取的核酸进行检测。
本试验采用的核酸检测试剂盒说明书上标示适用仪

器为仪器 A,本研究仅针对各仪器相应型号进行

比较。
2020年1月9日,我国科研人员通过测序成功破

译出新型冠状病毒全基因组序列,并提交在virologic.
org网站和GenBank。随后市面上各种检测新型冠状

病毒的商品化试剂盒相继面世,其中PCR方法由于其

灵敏度高、特异性强,目前已成为检测新型冠状病毒核

酸的主要方法[9]。检测靶标主要有 ORF1ab、N基因

及包膜蛋白(E)基因上的特异性保守序列,也有少数

商品试剂盒同时检测刺突糖蛋白(S)基因,实验室针

对新型冠状病毒的核酸检测应至少包含最为保守及

特异的ORF1ab及N基因[10-12]。内源性检测系统(内
标,IC)主要用于对标本采集、核酸提取及扩增过程进

行监控,避免外部因素造成假阴性结果[13-15]。本研究

所用的新型冠状病毒核酸检测试剂检测目的基因为

ORF1ab及N基因,同时含有内源性检测系统,其最

低检出限为200
 

copy/mL,尽可能避免由于试剂灵敏

度等原因对仪器检出结果造成影响。
 

温控模块、荧光激发是实时荧光PCR仪的关键

装置,不同品牌仪器的温控模块及荧光激发系统有所

不同。如果实时荧光PCR仪与试剂的匹配性不好,
就可能会影响到检测结果。本研究中所用试剂说明

书指明最适仪器为仪器 A,与之检测结果相比,运用

仪器B检测结果一致性一般,运用仪器C检测结果一

致性好。因此,在实际工作中,如果实验室没有配置

与检测试剂盒匹配的实时荧光PCR仪,那么应运用

多种质控手段确保检测结果的准确性。
 

从软件操作及结果分析来比较,仪器A和仪器B
为中文操作界面,适应人群更广,特别是对基层人员

更容易操作,便于分析。而仪器C的全英文操作界面

对操作人员英文水平有一定要求,且在结果分析时,

与前两者相比不能同时选择3个通道查看结果,操作

上较为复杂。值得注意的是,由于本研究试剂盒选择

FAM(ORF1ab)、ROX(N基因)、HEX(内标)通道进

行检测,分别对应波长为470~510、580~620、530~
565

 

nm,而仪器C仅有与 HEX通道波长相近的VIC
通道,其波长为533~580

 

nm,因此与测定 N基因的

ROX通道波长有交叉,影响结果判定,因此,需要通

过颜色补偿校准ROX和 HEX通道,修正内标和 N
基因之间的干扰。

实时荧光PCR仪是精密复杂的仪器,电子元件

的性能也会随着使用年限增加而逐渐老化,影响检测

结果。本研究中使用的仪器C为2012年购置,未进

行定期校正,可能影响结果的准确性。因此,定期对

实时荧光PCR仪进行校正非常必要。
4 结  论

  通过对不同型号实时荧光PCR仪检测新型冠状

病毒肺炎标本结果比较分析,3种仪器检测结果和检

测一致性存在一定差异,提示厂家需进一步优化仪器

性能,同时各检测机构应按照要求对实时荧光PCR
仪进行校准维护,确保检测结果准确性。
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损伤加强,表现出常规凝血指标进一步受影响,波动

幅度进一步增加,因此,随着病情加重,常规凝血指标

的变化越明显[17]。
4 结  论

呼吸道支原体感染患者的血清急性时相反应蛋

白及凝血状态均相对异常,且感染程度较重及下呼吸

道感染患者的异常波动更为明显,因此,急性时相反

应蛋白与凝血状态相关指标对于感染严重程度与感

染部位的确定具有重要价值,应重视对上述指标的监

测与调控。
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