
ＤＯＩ：１０．１３６０２ ／ ｊ．ｃｎｋｉ．ｊｃｌｓ．２０２０．０４．１０ ·综述·
新型冠状病毒实验室检测技术及其进展∗
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摘要：２０１９ 年，新型冠状病毒（ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２）感染在中国湖北省武汉市暴发，该病毒引发的疾病（ＣＯＶＩＤ⁃１９）已对公共卫生构成

严重威胁。 快速、早期检测 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 有助于疫情的控制。 该文拟分析 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 现有实验室检测方法的优点与不足，同
时展望检测技术未来的研发方向，为 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 及未来可能出现的其他未知病毒引起的疾病的诊疗提供指导。
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　 　 冠状病毒（ｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓｅ， ＣｏＶ）是一类严重危害人类健康

的病原微生物，目前发现的冠状病毒有十几种。 该类病毒在

进化过程中极易发生基因重组和变异，呈现遗传多样性，新
亚型及新的冠状病毒在此过程中不断出现。 ２１ 世纪以来，冠
状病毒在全球共引起 ３ 次疫情：２００２ 年在中国广东省首次暴

发的严重急性呼吸综合征（ｓｅｖｅｒｅ ａｃｕｔｅ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅｓ，
ＳＡＲＳ），２０１２ 年在沙特阿拉伯暴发的中东呼吸综合征

（Ｍｉｄｄｌｅ Ｅａｓｔ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ， ＭＥＲＳ）以及 ２０１９ 年在中

国湖北武汉暴发的新型冠状病毒导致的严重急性呼吸感染，
都对人类健康造成了很大的威胁。 目前，国际病毒分类委员

会（Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｃｏｍｍｉｔｔｅｅ ｏｎ Ｔａｘｏｎｏｍｙ ｏｆ Ｖｉｒｕｓｅｓ， ＩＣＴＶ）将

新型冠状病毒正式命名为严重急性呼吸综合征冠状病毒 ２
（ｓｅｖｅｒｅ ａｃｕｔｅ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ ２， ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２）。
世界卫生组织（ＷＨＯ）同时宣布由这一病毒导致的疾病英文

名称为 ｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ ｄｉｓｅａｓｅ ２０１９（ＣＯＶＩＤ⁃１９）。 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 快

速精准的实验室检测是控制 ＣＯＶＩＤ⁃１９ 疫情的关键。 该文拟

对目前出现的 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 检测方法及存在问题进行综述。

１　 血清免疫学试验

　 　 病毒培养的限制条件较多，免疫学方法操作简便易行，
适用于高危人群的早期筛查，但其敏感性及特异性还需要进

一步的验证和评估。 病毒感染人体后约 ５ ～ ７ ｄ 可产生 ＩｇＭ
抗体，１０～１５ ｄ 可产生 ＩｇＧ 抗体［１］ 。 《新型冠状病毒肺炎诊

疗方案（试行第七版）》 ［２］ 新增加了抗体血清学检测作为疑

似病例诊断病毒感染的另一关键证据：血清新型冠状病毒特

异性 ＩｇＭ 抗体和 ＩｇＧ 抗体阳性；血清新型冠状病毒特异性

ＩｇＧ 抗体由阴性转为阳性或恢复期较急性期 ４ 倍及以上升

高。 目前临床应用的抗原、抗体检测方法主要包括免疫层析

法（ｉｍｍｕｎｏｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ａｓｓａｙ，ＩＣＡ）、化学发光法、酶联免

疫吸附法等。
１．１ 　 ＩＣＡ 　 ＩＣＡ 具有操作快速、简单、成本低的优势。 Ｊｉａ
等［３］采用 ＩＣＡ 对 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ ＩｇＭ 和 ＩｇＧ 的诊断价值进行了

评估，在 ５７ 例疑似 ＣＯＶＩＤ⁃１９ 患者中 ２４ 例核酸检测阳性患

者 ＩｇＭ 和 ＩｇＧ 单次检测阳性率分别为 ７９．１７％和 ６６．６７％；３３
例核酸检测阴性患者 ＩｇＭ 和 ＩｇＧ 单次检测阳性率分别为

６０．６１％和 ４５．４５％；核酸阳性和核酸阴性患者的 ＩｇＭ 与 ＩｇＧ
联合检测的阳性率分别为 ８７．５０ ％和 ７２．７３％，明显高于核酸

检测或 ＩｇＭ、ＩｇＧ 单次检测。 Ｌｉ 等［４］开发了一种快速、简便的

侧向流免疫分析法（ ｌａｔｅｒａｌ ｆｌｏｗ ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ， ＬＦＩＡ），能在

１５ ｍｉｎ内检出人体血液中抗 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 的 ＩｇＭ 和 ＩｇＧ 抗体。
该研究对 ３９７ 例经 ＰＣＲ 证实的 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 感染患者和 １２８
例核酸阴性患者的血标本进行分析，ＩｇＧ、ＩｇＭ 联合抗体检测

的敏感性和特异性分别为 ８８．６６％和 ９０．６３％。 此外，该方法

可采用指尖血进行 ＩｇＧ ／ ＩｇＭ 抗体筛查，有望实现 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２
的床旁检测（ｐｏｉｎｔ⁃ｏｆ⁃ｃａｒｅ ｔｅｓｔｉｎｇ，ＰＯＣＴ）。
１．２　 化学发光法　 化学发光法特异性高、线性范围宽、速度

快，已广泛应用于呼吸道病原体的检测。 徐万洲等［５］ 用全自

动化学发光免疫分析技术对 ２０５ 例 ＣＯＶＩＤ⁃１９ 病例组（包括

１８６ 例 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 核酸检测阳性患者以及 １９ 例核酸检测阴

性但临床症状和 ＣＴ 检测结果符合《新型冠状病毒肺炎防控

方案（第五版）》的患者）和 ７９ 例对照组进行血清 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２
ＩｇＭ 和 ＩｇＧ 抗 体 检 测， 结 果 发 现 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ ＩｇＭ 和

ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ ＩｇＧ 的敏感性分 别 为 ７０． ２４％ （ １４４ ／ ２０５） 和

９６．１０％（１９７ ／ ２０５），特异性分别为 ９６．２０％（７６ ／ ７９）和 ９２．４１％
（７３ ／ ７９）；在 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 核酸阳性的 ＣＯＶＩＤ⁃１９ 患者中绝大

多数患者 ＩｇＧ 阳性，且 ＩｇＧ 的阳性率明显高于 ＩｇＭ 的阳性率，
表明患者处于感染中期或恢复期，预示患者对 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２
逐渐产生了免疫力。 因此，ＩｇＭ 和 ＩｇＧ 联合检测在 ＣＯＶＩＤ⁃１９
早期检测、治疗监测及病程转归方面有重要价值。 此外，李
萍等［６］采用全自动化学发光仪对 ＣＯＶＩＤ⁃１９ 患者的 ＩｇＭ 和

ＩｇＧ 抗体进行检测，发现核酸转阴后血清 ＩｇＭ 抗体浓度显著

低于核酸转阴前 ＩｇＭ 抗体浓度，而转阴后的 ＩｇＧ 抗体浓度与

核酸转阴前的 ＩｇＧ 抗体浓度差异无统计学意义。
１．３　 酶联免疫吸附法（ ｅｎｚｙｍｅ⁃ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ，
ＥＬＩＳＡ）　 ＥＬＩＳＡ 可用于冠状病毒抗原和抗体的检测，其特异

性强，对操作人员要求低，不要求很复杂的设备，无放射性核

素的危险，是目前应用较广的一种冠状病毒实验室检测技

术。 Ｗａｎｇ 等［７］在大肠埃希菌中表达并纯化了带有 Ｈｉｓ 标记

的与 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 核衣壳蛋白同源性为 ９２％的核衣壳蛋白片

段 ＳＡＲＳｒ⁃ＣｏＶ Ｒｐ３，该研究团队 Ｚｈａｎｇ 等［８］ 以 ＳＡＲＳｒ⁃ＣｏＶ
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Ｒｐ３ 作为抗原开发了 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ ＩｇＭ 和 ＩｇＧ ＥＬＩＳＡ 检测方

法，进一步用该方法对接受了 １０ ｄ 左右治疗的患者血清进行

抗体检测，结果显示 ＩｇＭ 和 ＩｇＧ 滴度在首次采样当天都相对

较低或无法检出，在采样第 ５ 天 ＩｇＭ 阳性率从 ５０％（８ ／ １６）增
加到 ８１％ （１３ ／ １６），而 ＩｇＧ 阳性率从 ８１％ （１３ ／ １６） 增加到

１００％（１６ ／ １６）。
１．４　 中和试验（ｎｅｕｔｒａｌｉｚａｔｉｏｎ ａｓｓａｙ， ＮＡ）　 ＮＡ 是病毒或毒素

与相应的抗体结合后，失去对易感动物的致病力的试验方

法。 Ｚｈｏｕ 等［１］通过 Ｖｅｒｏ Ｅ６ 和 Ｈｕｈ７ 细胞从武汉地区 １ 名

ＣＯＶＩＤ⁃１９ 危重症患者的支气管肺泡灌洗液中分离出

ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２，并在 Ｖｅｒｏ Ｅ６ 细胞中对 ５ 名经 ＰＣＲ 证实的

ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ ＩｇＧ 阳性患者的血清进行中和试验，结果表明，５
名患者血清在 １ ∶４０～１ ∶８０ 的稀释度下，均能中和 １００ ＴＣＩＤ５０

（５０％组织培养感染剂量）。 ＮＡ 是一项耗时且费力的免疫测

定法，不能用于大规模筛查，但其具有很高的特异性。
１．５　 抗体检测的影响因素　 抗体检测的干扰因素主要有类

风湿因子（ＲＦ）、嗜异性抗体、补体以及免疫交叉反应［９⁃１０］ 。
患者体内存在的 ＲＦ 能显著干扰许多免疫学检测方法，其中

ＩｇＭ、ＩｇＧ 类 ＲＦ 可以与免疫检测系统中的捕获抗体及标记二

抗的 Ｆｃ 段直接结合，从而出现假阳性结果［８］ 。 嗜异性抗体

通常是指能与其他种类动物的免疫球蛋白产生反应的人类

抗体，具有广泛的种特异性。 免疫检测系统中使用单克隆抗

体，嗜异性抗体可与啮齿类动物 ＩｇＧ 的 Ｆｃ 段结合，这样嗜异

性抗体既可与检测系统中的捕获抗体结合，又可与标记抗体

结合，从而造成检测结果假阳性［９］ 。
在固相免疫测定中，来自哺乳动物的固相特异抗体和标

记二抗均可以激活人补体系统。 因为其在固相吸附及结合

过程中，抗体分子发生变构，Ｆｃ 段的补体 Ｃ１ｑ 结合位点被暴

露出来，这样 Ｃ１ｑ 就成为一个中介物将二者交联起来，从而

出现假阳性结果［８］ 。 不同种冠状病毒 Ｎ 蛋白或 Ｓ 蛋白存在

免疫交叉反应，邹明园等［１０］用 ＤＮＡＳｔａｒ 软件对 ７ 种冠状病毒

Ｎ 蛋白和 Ｓ 蛋白的氨基酸序列进行同源性分析，Ｎ 蛋白和 Ｓ
蛋白同源性分析结果均显示与 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 相似性最高的是

ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ，提示基于 Ｎ 或 Ｓ 蛋白的抗体血清学检测，可能受

其他冠状病毒感染影响出现交叉反应而导致假阳性结果。

２　 核酸扩增

　 　 国家卫生健康委员会发布的《新型冠状病毒感染的肺炎

诊疗方案 （试行第七版）》 指出，对于疑似病例如果具备

ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 核酸阳性或者基因测序与已知的 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２
基因组高度同源即可确诊为 ＣＯＶＩＤ⁃１９［２］。 目前 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２
的全基因组序列信息已经被上传到 ＧＳＡＩＤ 数据库，根据数据

库公开的基因组信息，针对 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 的靶基因设计特定

的荧光探针可实现病毒核酸检测。 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 的核酸检测

技术主要包括实时荧光逆转录 ＰＣＲ （ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ⁃
ＰＣＲ， ＲＴ⁃ＰＣＲ ） ［１１］ 、 环 介 导 等 温 扩 增 （ ｌｏｏｐ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ
ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ， ＬＡＭＰ） ［１２］ 、基于纳米颗粒的 ＰＣＲ
（ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ⁃ｂａｓｅｄ ＰＣＲ） ［１３］ 和 数 字 ＰＣＲ （ ｄｉｇｉｔａｌ ＰＣＲ，
ｄＰＣＲ） ［１４］等。
２．１　 实时荧光 ＲＴ⁃ＰＣＲ 技术　 荧光 ＲＴ⁃ＰＣＲ 具有快速简便、
成本较低、不依赖抗原抗体制备的优势，是 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 检测

的主流方法。 但 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测结果为阴性时不能排除

ＣＯＶＩＤ⁃１９，需要排除可能产生假阴性的各种因素，包括标本

采集、标本病毒含量和实验技术本身原因等。
ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 实时荧光 ＲＴ⁃ＰＣＲ 法试剂盒检测主要分为

开放阅读框 １ａｂ（ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅ １ａｂ， ＯＲＦ１ａｂ）基因、核壳

蛋白基因 Ｎ 片段和包膜蛋白基因 Ｅ 片段 ３ 个靶点或 ＯＲＦ１ａｂ
和 Ｎ 片段 ２ 个靶点。 Ｃｏｒｍａｎ 等［１１］针对 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 的 ＲｄＲｐ
基因、Ｅ 基因和 Ｎ 基因分别设计了 ３ 种不同的探针，同时扩

增呼吸道和粪便标本中 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 的 ３ 个靶基因。 其中针

对 ＲｄＲｐ 基因设计了 ２ 种探针，一种探针在检测不同的冠状病

毒之间无特异性，而另一种探针只特异地识别 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 的

ＲｄＲｐ 基因，该方法具有较高的敏感性和特异性，可区分

ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 与 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ 等其他冠状病毒。 尽管实时荧光

ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测方案是针对病毒基因组保守区域而言，但是由

于 ＲＮＡ 病毒表现出大量的遗传变异，引物、探针和目标序列

之间的不匹配可能导致检测性能下降，出现假阴性结果。
２．２　 ＬＡＭＰ　 ＬＡＭＰ 只需一个温度进行扩增，不会因为热循

环而损失检测时间，通常在 １ ｈ 内即可完成病毒核酸的检测，
具有扩增迅速、操作简便等优点。 Ｙｕ 等［１２］ 针对 ＯＲＦ１ａｂ 基

因开发了一种基于等温 ＬＡＭＰ 的检测方法（ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ ＬＡＭＰ
ｂａｓｅｄ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ＣＯＶＩＤ⁃１９， ｉＬＡＣＯ），通过对 １１ 种呼吸道病

毒（包括 ７ 种相似的冠状病毒、２ 种流感病毒和 ２ 种正常的冠

状病毒）的序列比较发现，ｉＬＡＣＯ 具有较好的种特异性。 此

外，ｉＬＡＣＯ 的敏感性可与基于 Ｔａｑｍａｎ 探针的 ＲＴ⁃ＰＣＲ 相媲

美，能够检测出低至 １０ 个拷贝的 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２。 由于 ＬＡＭＰ
技术具有操作简单、灵敏度高、可视化等优点，在分子诊断领

域有很好的应用前景。
２．３　 基于纳米颗粒的 ＰＣＲ　 相比于传统的核酸检测方法，
将纳米颗粒引入 ＰＣＲ 体系，可以提高病原体检测的敏感性

和特异性。 Ｚｈａｏ 等［１３］研发了一种基于羧基包覆磁性纳米颗

粒［ａ ｃａｒｂｏｘｙｌ ｇｒｏｕｐｓ （ＰＣ）⁃ｃｏａｔｅｄ ｍａｇｎｅｔｉｃ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ， ｐｃ⁃
ＭＮＰｓ］的方法，该方法将裂解和结合步骤合二为一，将

ｐｃＭＮＰｓ⁃ＲＮＡ复合物直接引入后续的 ＲＴ⁃ＰＣＲ 反应，通过对

ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 的 ２ 个靶片段（ＯＲＦｌａｂ 和 Ｎ 基因）的检测分析，
可以灵敏地检测到 １０ 拷贝的病毒 ＲＮＡ。 该方法检测效果

好，周转时间短，对 ＣＯＶＩＤ⁃１９ 的早期临床诊断具有重要

意义。
２．４　 ｄＰＣＲ　 ｄＰＣＲ 具有绝对定量的优点，在 ＨＢＶ 和 ＨＩＶ 检

测中已被证实比 ＲＴ⁃ＰＣＲ 更敏感［１６⁃１７］ 。 Ｙｕ 等［１４］ 从 ７６ 例

ＣＯＶＩＤ⁃１９ 确诊患者中收集鼻咽拭子、痰、血和尿液共 ３２３ 份

临床标本，分别采用微滴式数字 ＰＣＲ （ ｄｒｏｐｌｅｔ ｄｉｇｉｔａｌ ＰＣＲ，
ｄｄＰＣＲ）和 ＲＴ⁃ＰＣＲ 对 ２ 个靶基因（ＯＲＦ１ａｂ 和 Ｎ）进行分析，
结果显示 ９５ 份经 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测呈双靶基因阳性的标本

ｄｄＰＣＲ 结果也呈阳性，且 ｄｄＰＣＲ 的拷贝数与 ＲＴ⁃ＰＣＲ 测定的

Ｃｔ 值高度相关 （ＯＲＦ１ａｂ：Ｒ２ ＝ ０． ８３； Ｎ：Ｒ２ ＝ ０． ８７）； ６７ 份

ＲＴ⁃ＰＣＲ检测呈单靶点阳性的标本中，４１（６１． ２％） 份标本

ｄｄＰＣＲ 检测呈阳性，病毒载量为 １１．１ ～ １２３．２ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｔｅｓｔ；在
１６１ 份 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测阴性的标本中，ｄｄＰＣＲ 检出 ４ 个标本呈

阳性，病毒载量为 １１． ３ ～ ２０． ７ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｔｅｓｔ。 该研究表明，
ＲＴ⁃ＰＣＲ和 ｄｄＰＣＲ 检测病毒载量高的标本和 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 为

阴性的标本均准确可靠，但是 ｄｄＰＣＲ 更适用于检测病毒载

量低的标本。
２．５　 核酸检测的影响因素　 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 核酸检测的样本类
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型包含呼吸道样本、消化道样本和血液样本，对不同的患者

需要采集不同类型的样本。 临床上对于多数患者采集的样

本类型为咽拭子，但是咽拭子采集不易得到足量的合格标

本，可能导致检测结果不准确。 对于已出现明显症状的患者

来说，下呼吸道样本如深咳痰液为核酸检测的首选。 最近，
陈炜等［１８］研究发现痰标本中的病毒 ＲＮＡ 载量高于咽拭子

标本，可能与 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 侵袭下呼吸道和肺有关。
段秀枝等［１９］分析了不同的病毒灭活方式对ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２

核酸检测的影响，分别比较了不灭活处理和 ５６ ℃ 水浴

３０ ｍｉｎ、５６ ℃ 干浴 ６０ ｍｉｎ 及 ６０ ℃ 干浴 ３０ ｍｉｎ 对 ３ 例

ＣＯＶＩＤ⁃１９患者咽拭子核酸检测弱阳性结果的影响。 研究发

现灭活后 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 核酸检测阳性率降低， ５６ ℃ 水浴

３０ ｍｉｎ的阳性检出率较 ５６ ℃干浴 ６０ ｍｉｎ 及 ６０ ℃干浴３０ ｍｉｎ
高，但是差异无统计学意义。 陈培松等［２０］ 发现经过 ５６ ℃
３０ ｍｉｎ和 ７５％乙醇处理的咽拭子标本对 ２ 例 ＣＯＶＩＤ⁃１９ 患者

后续ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２核酸检测均无明显影响。 但这些研究的标

本数量较少，尚需进一步验证。
不同核酸提取方法的提取浓度、纯度及对 ＲＮＡ 的保护

程度存在差别，在一定程度上也影响病毒核酸检测的阳性

率。 磁珠法具有高效、简便、提取浓度和纯度较高等优点，是
ＲＴ⁃ＰＣＲ 中常用的核酸提取方法。 离心柱法、一步裂解释放

法、煮沸裂解法等也被临床实验室大量应用，各实验室应根

据自身条件以及各核酸检测试剂盒的要求选择合适的提取

方法。 此外，很多核酸检测试剂盒尚缺乏大量临床试验数据

和统一的质控标准，对病毒核酸的检测可能产生假阴性

结果。

３　 基因测序

　 　 病毒全基因组测序（ｗｈｏｌｅ⁃ｇｅｎｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ， ＷＧＳ）是

开发新的治疗方法和研制疫苗、研究病毒进化或阻止传染病

暴发的有力工具，也为识别与公共卫生相关的流行病和控制

感染提供了良好的数据。
宏基因组测序是一种简单、低成本的方法，也是唯一一

种不要求参考序列的方法，可以对新的病原体或序列变体作

出快速分析。 Ｃｈｅｎ 等［２１］用一种低输入的宏基因组测序方法

对从支气管肺泡灌洗液中提取的病毒 ＲＮＡ 进行测序，快速

鉴定出 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２。 宏基因组测序的局限性是需要很高的

测序深度才能获得足够的病毒［２２］ ，而且获得足够数据的测

序成本很高，对目标病原体的敏感度相对较低。 纳米孔测序

（ｎａｎｏｐｏｒｅ ｔａｒｇｅｔ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ， ＮＴＳ）结合了靶标扩增和长时实

时纳米 孔 测 序 的 优 势， 可 在 ６ ～ １０ ｈ 内 同 时 完 成 对

ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２和其他呼吸道病毒的鉴定。 Ｗａｎｇ 等［２３］ 同时使

用 ＲＴ⁃ＰＣＲ 和 ＮＴＳ 对 ６１ 份疑似 ＣＯＶＩＤ⁃１９ 病例的核酸样品

进行了平行测试，发现 ＮＴＳ 可以识别出更多 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 感

染的患者，并且可以同时鉴定出合并感染的其他病原体。 此

外，ＮＴＳ 可以监测突变的核酸序列，提高了 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 鉴定

的准确性。
Ｘｉａｏ 等［２４］用宏基因组测序、探针捕获测序和多重 ＰＣＲ

扩增子测序 ３ 种方法分别对 ８ 例梯度稀释的 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 培

养物（Ｃｔ 值 １７．３ ～ ３９．９）和 ８ 例 ＣＯＶＩＤ⁃１９ 临床标本（Ｃｔ 值
１８～３２，包括咽拭子、喉拭子、鼻拭子、肛拭子和唾液标本）基
于 ＤＮＢＳＥＱ 平台进行分析，发现当病毒载量≥１０５ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｍＬ

或 Ｃｔ 值≤２４．５ 时，推荐宏基因组测序方法；当病毒载量＜１０５

ｃｏｐｉｅｓ ／ ｍＬ 或 Ｃｔ 值＞２４．５ 时，如果关注次要碱基突变和碱基

频率，则推荐探针捕获测序方法，如果关注主要碱基突变，则
推荐多重 ＰＣＲ 扩增子测序方法。 此外，当病毒载量低至 １０２

ｃｏｐｉｅｓ ／ ｍＬ 或 Ｃｔ 值高至 ３５，推荐多重 ＰＣＲ 扩增子测序方法。
因此，各实验室需要根据自身条件选择合适的测序方法。

４　 小结与展望

　 　 目前，ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 的实验室检测方法有限，对ＣＯＶＩＤ⁃１９
及时、准确的诊断可以对感染进行适当的控制。 基于实时荧

光 ＲＴ⁃ＰＣＲ 法的 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 核酸检测已经广泛应用并作为

实验室确诊方法；ＷＧＳ 对基因组序列的研究可以揭示

ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２的遗传进化关系，是未来呼吸道病毒的实验室诊

断的金标准；通过检测病毒特异性抗原或抗体来实现呼吸道

病毒的 ＰＯＣＴ 快速诊断是目前实验室诊断技术发展的趋势。
这些技术的联合使用将会提高 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 的检出率。 此

外，ＣＯＶＩＤ⁃１９ 临床实验室诊断应还要结合影像学检查，有助

于不典型病例的诊断与鉴别诊断。 ＣＯＶＩＤ⁃１９ 的暴发对各临

床实验室和科研机构也提出了更高的要求，实验室操作人员

应做好生物安全防护工作，严格按照标准操作规程实施

ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 检测工作，做好标本检测的分析前、检测中及检

测后 的 质 量 控 制 工 作。 各 技 术 厂 家 应 对 所 研 发 的

ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２检测产品进行充分的性能评价，对研发人员进行

严格的培训与考核。 相信在不同群体的共同努力下，将会实

现 ＣＯＶＩＤ⁃１９ 以及未来新发呼吸道疾病的精准诊疗。
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