
新型冠状病毒（SARS-CoV-2）肺炎（COVID-19）疫情

正在全球各国蔓延。高效、快速、准确的实验室诊断技

术是确保患者尽早收治、阻止疫情发展的关键环节。

qRT-PCR检测核酸阳性一直是COVID-19临床确诊的

最主要的指标。但随着人们对qRT-PCR法局限性认识

的逐渐提高，确诊标准已经从最初单一的病原学证据［1］

转变为病原学结合血清学证据［2］。qRT-PCR法的假阴性

率高、重复性差、通量低，而数字 PCR、RT- LAMP、

SHERLOCK等技术各具优势，有望对qRT-PCR进行有

效的补充。本文拟从基本原理、技术特点、应用现状等角

度对SARS-CoV-2检测技术进行探讨。

1 qRT-PCR

qRT-PCR技术是从组织、细胞、体液等多种类型样

本中分离病毒RNA，通过逆转录结合聚合酶链反应

（RT-PCR），将样本中微量的病毒信息成倍放大，最后以

荧光信号的强弱对RNA进行相对定量。根据SARS-

CoV-2的全基因组序列，国家卫健委推荐新冠病毒的三

个特异性区域（ORF1ab基因、N基因和E基因）适合作

为PCR扩增区域［3-4］。截止笔者撰稿时，国家药品监督

管理局已应急批准8种SARS-CoV-2荧光PCR法检测

试剂盒，大多数以ORF1ab+N双基因作为扩增靶标。

qRT-PCR法具有高灵敏度、高特异性、适用样本类

型广泛等优点，但qRT-PCR结果的影响因素很多，如在

磁珠法或柱层析法分离纯化病毒核酸过程中，重复的洗

涤、离心、纯化等步骤均可造成相当数量的核酸损失，且

增加了核酸断裂水解的可能性；在SARS-CoV-2感染早

期，病毒复制数量达不到qRT-PCR检测阈值也会出现

假阴性情况［5］；而最容易被忽视的是，由于扩增反应缺少

质控，阴性结果无法排除鼻咽拭子采样未取到呼吸道上

皮细胞的可能。针对qRT-PCR技术容易出现假阴性的

缺点，实验室可以采用数字PCR等技术来对qRT-PCR

进行补充；而开发更简单快速的分子POCT诊断程序，

实现疑似患者的快速诊断和密切接触人群的现场筛查，

是解决目前世界多国临床诊断能力不足的优先选项；同
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时，对新冠病毒抗原和抗体进行动态定量检测也可以帮

助识别是否感染的问题［6］。

一体化和即时检测（POCT）是qRT-PCR技术未来

的发展方向。赛沛公司的GeneXpert技术是全自动一

体化的核酸检测系统，整合样品制备、扩增及检测等3

个步骤于一个独立的试剂盒中，并将其自动化。标本处

理可在2 min内完成。受过基础培训的人员均可在30

min完成整个测试。所有的稀释及提取步骤均在试剂

盒的不同通道中完成，最大程度地减少了污染的发生。

GeneXpert作为一种快速、简单、去中心化的分子POCT

检测技术，能够突破现有检测技术对人员和场地的限

制，实现疑似患者的快速诊断和密切接触人群的快速

筛查。

荧光热对流PCR（C-PCR）是近年来发展起来的一

种新的核酸检测技术，其利用加热形成温度梯度，造成

密度差之后产生对流，使变性、退火、延伸等3个步骤合

而为一，在反应管的不同温度区域同步进行。C-PCR直

接取样配液，扩增检测和结果判断定的全过程可以控制

在30 min以内，与传统 PCR相比具有操作简便、检测时

间短、对环境要求低等优点，适用于口岸监测现场的

SARS-CoV-2快速筛查［7］。

GeneXpert和C-PCR尚未取得专家共识并在临床

普及，相信随着技术的不断优化与完善，这些新兴的核酸

检测技术将为SARS-CoV-2的快速筛查提供重要帮助。

2 宏基因组测序

宏基因组测序（mNGS）是指对样品中的微生物群

体基因组进行高通量测序，微生物群体的基因组成及功

能结构多样性。mNGS检测SARS-CoV-2的基本流程

是从患者的下呼吸道分泌物（痰液或支气管肺泡灌洗

液）中提取病毒RNA，构建病毒cDNA文库，随后进行

高通量测序，通过数据库比对分析，鉴定基因组序列是

否与SARS-CoV-2高度同源［8-10］。

mNGS检测SARS-CoV-2的优势在于：（1）特异性

和灵敏度高：mNGS试剂盒中包含一系列SARS-CoV-2

特异性引物，mNGS结合qRT-PCR能够更全面的检测

SARS-CoV-2的存在及传播过程中发生的变异；（2）自

动化程度高：依托一站式建库系统，可在生物安全柜内

无人值守地完成核酸提取、建库和纯化的全流程，减少

样本间交叉污染和实验人员的感染风险；（3）mNGS能

够同时检测细菌、真菌、病毒和寄生虫等多种病原微生

物，全面监控感染性疾病的潜在风险［11-12］。

mNGS的缺点也较为明显：（1）仪器配置要求高：

mNGS能够在24 h内单流程产出5×106~24×106（1000

万~2400万条测序序列）数据量，对测序仪及分析数据

计算系统要求高，推广难度大；（2）检测周期较长：

mNGS最快的检测周期为24 h，平均检测周期约48 h或

更长，难以进行快速筛查［11-12］。

目前，mNGS多用于SARS-CoV-2的起源、传播和

演变等方面的研究：中科院团队对世界范围内的93株

SARS-CoV-2进行全基因组分析，发现了58种单倍型毒

株，并进一步归纳为3个古老超级传播者单倍型（H1,H3

和H13）和2个新的超级传播者单倍型（H56和mv2）［13］；

柬埔寨通过 iSeq100 Illumina平台快速鉴定国内首例

COVID-2019的特征［14］；有研究通过mNGS发现欧洲多

国 COVID- 19 患 者 存 在 nsp2 氨 基 酸 中 的 缺 失

（Asp268Del），下一步可深入研究Asp268Del对SARS-

CoV-2的传播和致病性的影响［15］。

mNGS结合qRT-PCR能够优势互补，最大化的实现

各自的临床诊断价值。张文宏团队首次结合qRT-PCR、

CRISPR和mNGS对首个COVID-19输入性病例进行

了快速诊断［16］。对于临床表型高度疑似而qRT-PCR检测

阴性的病例，利用mNGS可提高检测准确性，同时能检

出其他致病病原体；对于qRT-PCR检测阳性的患者进

行mNGS，有利于监测新冠病毒是否发生变异，为疾病

的防控与治疗提供宝贵信息。

3 血清/血浆 IgM/IgG抗体检测

IgM和 IgG是病毒感染后在人体内先后出现的特

异性抗体。IgM是免疫系统受病原体刺激后最先产生

的抗体，起到“先锋免疫”的作用；IgG在血液和组织中含

量丰富，是抗病毒免疫的绝对主力。基于IgM和IgG双

抗体的检测方法具有灵敏度高、诊断及时、适用范围灵

活广泛等优点。IgM和IgG抗体的检测方法主要包括：

胶体金法、Elisa和化学发光法。3种方法均可测定IgM/

IgG总抗体或分别检测IgM和IgG抗体两类。

3.1 胶体金法

胶体金法是在硝酸纤维素膜上包被SARS-CoV-2

抗原，基于侧向免疫层析原理捕获人血清中的SARS-

CoV-2的IgM/IgG抗体，通过胶体金标记的鼠抗人IgM/

IgG抗体形成抗原抗体复合物，使得流动相在检测线处

聚集为红色反应线。

胶体金法检测的样本来源于患者的指尖血或静脉

血，仅需10~15 min免疫反应后便可肉眼观测结果，适

合用于企业复工、学校返校、居民等大规模的人群筛查。

徐万州等［17］研究表明COVID-19患者进行血清 IgM和

IgG抗体检测的灵敏度分别为70.24%和96.10%，特异

性分别为96.20%和 92.41%；抗体检测的阳性预测值为

95.63%，阴性预测值为91.03%，阳性结果与确诊感染的

总符合率为88.03%。IgM/IgG抗体检测的临床诊断价

值已被临床广泛验证，有望针对qRT-PCR的漏检进行

有效的补充［18-22］。
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但IgM/IgG抗体胶体金法作为血清学证据，无法取

代qRT-PCR作为病原学证据的地位，可能受到样本溶

血、纤维蛋白、细菌污染或患者自身抗体等因素的影响，

造成假阳性率偏高，且 IgM/IgG抗体的检测窗口期比

qRT-PCR长。因此，未来联合qRT-PCR法和 IgM/IgG

抗体检测能够进一步提高检测阳性率、有效排除假阴性

或假阳性检测结果。

3.2 ELISA

ELISA法是将SARS-CoV-2抗原固定到聚苯乙烯

载体上，用于捕获人血清中的SARS-CoV-2 IgM/IgG抗

体，以酶标记的抗 IgM/IgG抗体为诊断二抗，构建间接

法检测IgM/IgG抗体的体系，最终通过酶促颜色反应对

样本中 IgM/IgG抗体进行定量检测。ELISA法的检测

灵敏度和特异性均较高，操作方法简便、仪器配置要求

低，容易在基层医院开展和广泛推广；但ELISA法的手

工操作可能带来不必要的操作误差及交叉污染，且

IgM/IgG抗体检测均存在窗口期，难以在感染初期获得

阳性检测结果。ELISA法作为SARS-CoV-2的辅助检

测技术，尚没有足够的临床研究报道其检测灵敏度和特异

性，与胶体金法相比，其优势在于能够定量检测IgM/IgG

抗体，可判断IgM抗体转阴，IgG抗体升高4倍等动态过

程，辅助监测患者的病情变化。

3.3 化学发光法

化学发光法是利用纳米磁珠标记病毒的重组蛋白

捕获血液样本中的病毒抗体IgM或者IgG抗体，利用与

吖啶酯偶联的二抗识别抗体，加入激发液后，通过相对

发光强度测定化学发光反应。

化学发光法检测的主要优点包括：（1）采样方便，可

检测指尖血或静脉血；（2）操作简单、检测时间短、灵敏

度高。但临床推广过程中也存在与ELISA法类似的实

际问题，包括 IgM/IgG抗体检测窗口期较长、假阳性率

高等，而疫情爆发下物流和冷链运输较为困难，容易造

成试剂性能不稳定。

目前，化学发光法是临床一线使用最广泛的

SARS-CoV-2 IgM/IgG抗体检测试剂盒。重庆医科大

学联合博奥赛斯公司研发的化学发光法新冠病毒抗体

检测试剂盒已完成13 532例检测，IgM和IgG抗体检测

的灵敏度分别为93.7%和89.6%，特异性分别为96.20%

和92.41%；武汉大学中南医院使用亚辉龙研发的化学

发光法新冠病毒抗体检测试剂盒，在6名COVID-19确

诊孕妇的新生儿血液样本中检测到病毒特异性抗体，而

qRT-PCR却未检测到SARS-CoV-2母婴传播的迹象，充

分体现出抗体检测的临床诊断优势［23］。但化学发光抗

体检测试剂尚不能作为COVID-19确诊和排除的唯一

依据，也不适用于一般人群的筛查；李萍等［24］发现，联合

IgM/IgG抗体和核酸检测可能是目前最佳的实验室诊

断指标。

总之，联合应用核酸、抗原和抗体等多种检测方式，

能够缩短检测窗口期，提高阳性检出率，对于COVID-19

的辅助诊断具有重要作用。

4 数字PCR

数字PCR能够直接计量起始样本中核酸分子的个

数，是对核酸浓度的绝对值定量，是一种划时代的核酸

检测技术。

与qRT-PCR相比，数字PCR的核心优势体现在检

测准确性高、灵敏度高、整体操作简单、系统稳定、重复

性优良、可以有效避免样本间交叉污染，具体表现为：

（1）报告结果为目的基因的拷贝数，为临床诊疗提供更

精确的核酸量化依据；（2）极大降低了检测灰区，通过直

观阅读量化结果，避免了人为失误，保证检测结果的高

可靠性与高重复性；（3）可排除粪便等成分复杂样本对

实验结果的干扰，避免成分抑制物引起的假阴性结果。

总之，数字PCR能有效避免低病毒载量患者的漏检情

况，有助于尽早发现病情和采取隔离措施［17, 24］。

但数字PCR的缺点也较为明显：数字PCR技术成

本高，操作复杂，检测通量受限，难以在疫区和基层医疗

单位推广应用；尚未制定国家或行业统一标准，缺乏商

品化的室内质控品；操作过程极易受到外源污染，造成

假阳性［25-26］。

最近，中国计量科学研究院前沿中心近期成功研发

了基于数字PCR技术的SARS-CoV-2核酸检测试剂。

而大部分基于数字PCR技术的检测产品只完成了部分

仪器的系统优化和全程验证，更多数字PCR仪的操作

流程与规范的优化工作尚未结束，并未在临床一线推广

使用。专家指出：当报告为“疑似病例”时，实验室可以

使用数字PCR法对报告为“疑似”的病例进行进一步验

证。若数字PCR技术能够实现缩短全程检测时间、降

低生产成本、完善仪器系统优化及全程验证，相信其在

未来临床应用中将极具潜力。

5 RT-LAMP

逆转录环介导等温扩增（RT-LAMP）是一种将环介

导等温扩增（LAMP）以及反转录相结合的一步核酸扩

增方法，广泛应用于感染性疾病的诊断。LAMP法可针

对靶基因上的多个区域设计特异性引物，在恒温条件下

利用链置换型DNA聚合酶进行扩增，引导合成链置换

DNA，使产物序列不断延伸、环化、再延伸，最终产生一些

具有不同茎环结构的DNA和具有很多环结构的DNA。

RT-LAMP是目前核酸分子检测技术手段的升级，具有

操作简便快速、高灵敏性和高特异性等优势，适用于核

酸的现场快速检测。
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尹秀山团队基于等温扩增的LAMP法进行优化，

发明了一种新技术—iLACO（isothermal LAMP based

method for COVID-19）。该技术利用6个特异性引物

鉴定ORF1ab基因的8个不同区域，并进行LAMP等温

扩增。扩增产物的测序结果通过BLAST与7种相似的

冠状病毒、2种流感病毒以及2种其他冠状病毒的序列

进行比对，确保该检测方法的特异性［27］；Michael等［28］对

RT-LAMP进行优化，发现在63 ℃下温育30 min可获得

最佳扩增结果。

与qRT-PCR相比，RT-LAMP的优势明显。特异性

验证发现，RT-LAMP仅对COVID-19阳性样本有反应，

适用于血清、尿液、唾液、口咽拭子和鼻咽拭子等各种类

型样本的检测；敏感性可与基于Taq酶的qRT-PCR法相

媲美；根据样本中的病毒载量，反应时间约为15~40 min

不等，极大缩短了检测时间；不依赖设备，在没有专门的

分子生物学仪器的条件下，也可进行检测；RT-LAMP具

有易于操作、使用简便、快速、灵敏度及特异性高等优势，

可作为一种快速筛查的检测手段。但由于RT-LAMP

的敏感性较高，极易受到污染而产生假阳性结果，故要

严防操作污染。另外，当病毒载量低于RT-LAMP检测

下线时，可能引起假阴性的结果。

RT-LAMP技术尚未在临床一线广泛推广应用，若

在产物的回收鉴定、克隆、单链分离等方面加以完善和

改进，有望表现出更为显著的临床优势。

6 SHERLOCK

SHERLOCK技术是CRISPR/Cas研究领域的先驱

者—张锋教授于2017年率先发明的核酸检测技术，并

于2018年推出了新版的SHERLOCKv2［29-30］。针对核酸

快速检测中的关键科学问题，通过对核酸检测的三个关

键技术（样品DNA提取、核酸扩增和靶核酸序列测定）

进行创新，最终无需PCR仪和离心机等设备，在常温下

依靠肉眼即可测定低至1个拷贝的靶微生物（包括病

毒）核酸的新方法：（1）在核酸提取方面，建立了无需离

心，仅利用热和化学试剂，即可直接提取各种生物样品

中的微生物核酸的HUDSON核酸提取法，所提取的核

酸无需分离，可直接用于重组聚合酶扩增（RPA）法［31］；

（2）核酸扩增方面，利用RPA，在常温下无需PCR等设备，

仅将试管置于室温中，即可在2 h内快速扩增靶核酸片

段；（3）对经RPA扩增的DNA片段，采用SHERLOCK

方法测定样品中是否含特定靶核酸序列：采用T7 RNA

聚合酶将扩增的DNA转录为RNA后，利用Cas13与特

定RNA序列结合后可以激活其切割靶RNA 和其他非

目标RNA的特性，Cas13剪切靶RNA和荧光探针标记

的RNA，荧光探针被剪切后发出荧光，同时使用侧向免疫

层析法，确定样品中靶微生物含量。可见，SHERLOCKv2

通过全面考虑微生物核酸检测中的多个关键科学点，不

仅无需复杂的PCR设备，还可快速准确地测定痕量的

微生物核酸，灵敏度可达qRT-PCR法的3.5倍。

近日，麻省理工学院（MIT）的麦戈文脑科学研究所

宣布，张锋教授团队利用基于CRISPR的SHERLOCK

技术，开发了一种检测新冠病毒RNA的方法。它仅需

纯化的核酸分子样本，通过简单的3步，就能在1h内完

成检测。但是，张峰团队的研究利用病毒核酸提取物，

并未使用患者标本，未能有效考虑标本采集和核酸提取

的损失。而且，在测试中虽然能够稳定检测出新冠病毒

的序列，但灵敏度为每微升里10~100个拷贝，尚未达到

SHERLOCK的理论检测下限，表明SHERLOCK技术

走向临床应用的准备依然不足。

本课题组一直致力于SHERLOCK检测技术的开

发与应用，目前在内标质控的制备、SARS-CoV-2检测体

系优化等方面投入了大量研发精力，以期使SHERLOCK

技术尽快走向临床推广与应用。

7 展望

自疫情爆发以来，qRT-PCR法被质疑的声音从未停

止，然而其他检测方法尚未取得行业共识，取代qRT-PCR

的难度较大；新冠病毒血清特异性IgM抗体和IgG抗体

指标无法筛查低病毒载量和无症状感染者；数字PCR

和SHERLOCK技术在核酸定量和灵敏度方面优势明

显，未来应该重视产品的转化应用和临床专家共识的制

定。目前，在qRT-PCR核酸检测试剂盒的产能逐渐满

足临床需求的前提下，技术创新显得尤为重要。提高新

冠病毒检测技术的灵敏度、提高准确性、扩大筛查通量、

实现全自动流水线式操作平台应该成为主要的研究方

向。现阶段全国各地正集中优势资源，加强科研攻关，

相信随着检测技术的完善与创新，我们对新冠病毒肺炎

患者的确诊和收治能力将进一步提高。
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