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　 　 【摘要】 　 ２０１９ 年ꎬ由新型冠状病毒(ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ－２)感染引起的新型冠状病毒肺炎(ＣＯＶＩＤ￣１９)被报道ꎬ随后疫

情在世界上各个国家和地区暴发且迅速流行ꎮ ＣＯＶＩＤ￣１９ 的传染性强、病死率高ꎬ为有效控制疫情的发展ꎬ新冠病

毒的检测至关重要ꎬ国内外各研究团队及机构已研发出各种检测新冠病毒的有效手段和仪器设备ꎬ本文从背景原

理、应用范围以及优缺点等方面对当前已有的针对新冠病毒的主要检测手段、仪器设备等相关知识进行综述ꎮ
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　 　 新冠病毒以其极强的传染性和高致死率引发

了全球范围内的大规模疫情ꎮ 截至 ２０２１ 年 １ 月 １２
日 １２ 时ꎬ全国累计报告确诊病例 ９７７５４ 例ꎬ现有确

诊病例 １４５４ 例ꎬ境外输入 ４４４３ 例ꎬ海外现有确诊病

例 ２５４８４８９５ 例ꎮ 为了控制疫情的进一步发展ꎬ急需

快速有效针对新冠病毒的检测手段ꎮ 针对这一问

题ꎬ国内外各研究团队和机构开发出了不同的检测

手段ꎬ当前市面上已有的新冠病毒的检测手段主要



有核酸检测方法、免疫学检测方法、病毒分离鉴定

等ꎬ本文就各种检测手段的背景原理、适用范围以

及优缺点等方面作一综述ꎮ

１　 核酸检测方法

目前ꎬ新冠病毒的实验室检测主要依赖核酸检

测ꎮ 核酸检测在感染早期即可呈现阳性ꎬ但对于样

品保存、核酸提取的实验条件、操作人员的熟练程

度以及操作环境等都有较高要求ꎬ给大面积早期筛

查和诊断带来一定的困难ꎮ
１􀆰 １　 全基因组测序

目前使用最为广泛的一种基因测序技术为高

通量测序(ｈｉｇｈ－ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇꎬ ＨＴＳ)ꎬ也叫

做新一代测序( ｎｅｘｔ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇꎬ ＮＧＳ)ꎮ
其中ꎬ病原体宏基因组测序(ｍＮＧＳ)是目前临床实

践中最常用的病原体基因测序方法ꎮ 它是一种基于

新一代测序技术的无偏好性的技术ꎬ可以一次性完

成细菌、真菌、病毒以及各种病原体(例如寄生虫)
的检测ꎮ ｍＮＧＳ 技术首先需要将病毒 ＲＮＡ 制备成

测序仪可以识别和分析的 ＤＮＡ 文库ꎬ然后使用测序

仪同时对数以百万计的核酸序列进行检测ꎮ 检测

结果经生物信息学软件处理ꎬ最终展现出与病毒序

列相关的信息ꎮ ２００３ 年鉴定 ＳＡＲＳ 耗时 ５ 月余、
２０１３ 年鉴定 Ｈ７Ｎ９ 耗时 １ 月余ꎬ而在此次武汉的疫

情爆发后短短 ２~３ 周内ꎬ中国科学家就通过基因测

序的方法鉴定出新型冠状病毒ꎬ并成功绘制出其全

基因组序列信息ꎮ 但因 ｍＮＧＳ 技术操作较为复杂、
检测时间相对较长(２４ ~ ７２ ｈ)、检测灵敏度相对较

低等原因ꎬ在检测新型冠状病毒上不易实现大范围

推广和快速诊断[１]ꎮ 而 Ｐａｒａｂｒｉｃｋｓ 软件可辅助

ｍＮＧＳ 技术检测新冠病毒以应对疫情ꎬ通过利用

ＮＶＩＤＩＡ Ｐａｒａｂｒｉｃｋｓ 软件的 Ｇｅｎｏｍｅ Ａｎａｌｙｓｉｓ Ｔｏｏｌｋｉｔ
工具包以及 ＧＰＵ 加速计算ꎬ可以大幅度提高序列数

据分析的速度[２]ꎮ Ｐａｒａｂｒｉｃｋｓ 团队的软件可以在一

台服务器上快速分析一个人的全部基因组变异ꎬ并
且将分析时间缩短至 １ ｈ 以内ꎮ 此次疫情的传播速

度是历史上前所未有的ꎬ如此的效率提升将极大地

促进人们对病毒进化和疫苗开发的了解ꎮ
１􀆰 ２　 ＲＴ￣ＰＣＲ

实时荧光 ＲＴ￣ＰＣＲꎬ即实时荧光反转录聚合酶

链式反应ꎮ 它首先将提取的病毒基因组 ＲＮＡ 通过

反转录变成互补 ＤＮＡ(ｃＤＮＡ)ꎬ然后再用病原体特

异性的引物ꎬ以 ｃＤＮＡ 作为模板扩增病原体核酸序

列ꎬ扩增的过程中荧光染料能同步整合在产物上ꎬ
研究者可以通过荧光信号的强弱ꎬ进行实时检测ꎮ
ＲＴ￣ＰＣＲ 诊断耗时短ꎬ检测样本多ꎬ结果判定简单快

速ꎬ检测成本低ꎬ特别适合本次大面积流行的新冠

肺炎疫情ꎮ 但是该检测方法需要分子检测实验室

和专业的仪器以及操作人员ꎬ操作不当或者实验室

条件不足都可能会因气溶胶污染而造成假阳性ꎮ
新冠病毒的检测可以通过基于 ＲＴ－ＰＣＲ 的试

剂盒进行ꎮ 由华西医院应斌武教授团队与柯博文

教授、耿佳教授团队合作自主研发的多重荧光 ＲＴ－
ＰＣＲ 检测试剂盒以新型冠状病毒 ＯＲＦＩａｂ 基因和 Ｎ
基因中的保守序列为靶点ꎬ设计特异性引物和寡核

苷酸荧光探针ꎬ以高特异性的操作对病毒核酸进行

检测[３]ꎮ 该产品创新性构建了防污染系统ꎬ有效降

低了产物气溶胶的污染ꎮ 但是该试剂盒使用时不

仅需要试剂本身ꎬ还需要运作 ＲＴ－ＰＣＲ 的精密仪器

和经过训练的操作人员ꎮ 而且ꎬ现有试剂盒中的试

剂和测试条件可能没有得到进一步的优化ꎬ这将会

影响检测本身的灵敏度和特异性ꎬ出现“假阳性”和
“假阴性”结果ꎮ 所谓假阳性指的是体内没有病毒ꎬ
却检测出了新冠病毒 ＲＮＡꎬ一般是系统污染造成

的ꎮ 所谓假阴性指的是一个新冠肺炎患者应该被

确诊为阳性ꎬ但却未检测到新型冠状病毒 ＲＮＡꎮ 产

生假阴性的原因可能包括:①因病毒变异ꎬ引物和

探针不能识别变异后的序列ꎮ ②采样部位不含病

毒或病毒含量较低ꎬ不能真实反映疾病情况ꎮ ③提

取核酸质量差ꎬ或提取效率低ꎬ病毒核酸有损失ꎮ
④试剂检测下限不够ꎬ或试剂性能、仪器设备稳定

性欠佳⑤实验操作不当ꎮ 为规避假阴性ꎬ可以从以

下几个方面做出改进:①采集达到一定数量的病毒

ＲＮＡ:要求采样部位含有病毒并且病毒含量要达到

检测的试剂下限ꎮ 可通过对疑似病人多个部位同

时采样或同一部位反复检测来增加采集到病毒

ＲＮＡ 的几率ꎮ ②辅助 ＣＴ 影像:ＣＴ 检测只需几分

钟ꎬ比较快捷ꎮ 但新冠肺炎是一种病毒性肺炎ꎬ其
影像学表现与许多其他病毒性肺炎的影像学发现

相似ꎬ因此难以做出鉴别诊断ꎮ 因此 ＣＴ 影像诊断

只能作为辅助手段检测新冠病毒ꎬ在一定程度上规

避假阴性ꎮ 以往使用 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测盒检测新冠病毒

必须在中心实验室进行ꎬ检测效率较低ꎮ 欧洲的

Ｎｏｖａｃｙｔ 公司开发的便携式 ＲＴ￣ＰＣＲ 仪器ꎬ能够在

２ ｈ内获得检测结果ꎮ Ｑｉａｇｅｎ 和 Ｂｉｏｍｅｍｅ 公司也开

发了将样本处理和 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测整合在一起的可移
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动检测仪ꎬ让对样本的检测更为自动化ꎬ并且可以

在疫情一线进行ꎮ
１􀆰 ３　 ＣＲＩＳＰＲ

ＣＲＩＳＰＲ 系统由向导 ＲＮＡ(ｇＲＮＡ)和 Ｃａｓ 蛋白

组成ꎬｇＲＮＡ 能够指导 Ｃａｓ 蛋白识别并切割带有特

异序列的 ＲＮＡ 或者 ＤＮＡ 分子ꎮ Ｃａｓ１３ａ 蛋白在特异

性切割靶标 ＲＮＡ 时ꎬ会继续切割非靶标 ＲＮＡꎬ利用

这一特点ꎬ在整个体系中加入带有荧光标记的 ＲＮＡ
信号分子ꎬ当带有荧光的 ＲＮＡ 被切开时就会发出荧

光信号ꎮ 该技术检测时间相较于 ＲＴ￣ＰＣＲ 更短ꎬ但
是 ＣＲＩＳＰＲ 系统出现时间尚短ꎬ仍存在有脱靶的可

能ꎬ其灵敏度和特异性还有待考证ꎮ
ＣＲＩＳＰＲ 技术的先驱张峰教授的团队[４] 使用基

于 ＣＲＩＳＰＲ 的技术开发了一种检测新型冠状病毒

ＲＮＡ 的方法ꎮ 该方法仅需纯化的核酸分子样品ꎬ并
且只需简单的三个步骤即可在 １ ｈ 内完成检测ꎮ 它

的优势在于不需要复杂的仪器ꎬ且最后的检测在试

纸上 即 可 进 行ꎮ 此 外ꎬ 新 开 发 的 工 具 利 用 了

ＳＨＥＲＬＯＣＫ 技术ꎬ这套系统无论对 ＲＮＡ 还是 ＤＮＡꎬ
灵敏度都达到了单分子级ꎮ

总体来看ꎬ 仅通过从患者体内分离和纯化

ＲＮＡꎬ然后使用上述步骤ꎬ就预期能够在 １ ｈ 内进行

诊断ꎬ而无需各种复杂的设备ꎮ 但目前这一手段尚

未用于检测患者样本ꎬ还不能直接用于临床诊断ꎮ
１.４　 逆转录环介导等温扩增法(ＲＴ￣ＬＡＭＰ)

环介导的等温扩增(ＬＡＭＰ)技术的特点是为目

标基因的特定区域设计特异性引物ꎬ并使用链置换

ＤＮＡ 聚合酶在恒温条件下保温数十分钟以实现核

酸扩增ꎮ ＲＴ￣ＬＡＭＰ 法具有扩增快、操作简便、检测

简便、检测结果可直观判断等优点ꎬ有助于 ＣＯＶＩＤ￣
１９ 的快速、可靠的临床诊断ꎮ

沈阳化工大学尹秀山团队[５] 开发了一种基于

ＲＴ￣ＬＡＭＰ 技术的新冠病毒检测方法 ｉＬＡＣＯꎬ可在 １５
~４０ ｍｉｎ 内快速检测新冠病毒ꎮ 由于当新冠病毒

ＲＮＡ 与反应混合物中的 ｐＨ 指示剂耦合时ꎬ可以通

过观察颜色的变化获得检测结果ꎮ 阳性反应可导

致 ｐＨ 指示剂从粉红色变为黄色ꎬ阴性反应时 ｐＨ 指

示剂仍保持粉红色ꎮ
从方法学上来看ꎬ核酸检测技术是最直接最

本质的病原学证据ꎬ优于其他临床表现、临床体征

及 ＣＴ 检测等经验判读ꎮ 这就是我们说病毒核酸

检测是确诊感染的“金标准”的原因ꎮ 但核酸检测

法的缺点在于:检测程序较复杂ꎬ需要花费数小

时ꎬ且检测结果需要经过复核ꎬ重复实验则需要花

费更多的时间ꎬ导致在确诊之前ꎬ很多患者得不到

及时的隔离和治疗ꎻ此外ꎬ由于口咽拭子病毒含量

较低、病毒 ＲＮＡ 易降解等原因ꎬ核酸检测常出现

假阴性结果ꎮ

２　 免疫学检测方法

２􀆰 １　 间接免疫荧光法

间接免疫荧光法以荧光素标记抗球蛋白抗体ꎬ
抗体与相应抗原结合后ꎬ荧光标记的抗球蛋白抗体

与已结合的抗体发生作用ꎬ从而推知抗原或抗体的

存在ꎮ 间接免疫荧光法因其方法简便、特异性强、
阳性与阴性样品的信号强度对比明显、能够精确地

判断组织或细胞内荧光的分布等优点ꎬ成为各类呼

吸道病原体的有效检测工具ꎮ 其缺点是敏感性偏

低、不能量化指标、周期长ꎮ
呼吸疾病国家重点实验室从一例新冠病毒感

染重症患者的粪便中成功分离出活的新冠病毒[６]ꎮ
目前已利用间接免疫荧光实验结果显示患者血浆

可识别该分离株感染细胞ꎮ
２􀆰 ２　 荧光免疫层析法

荧光免疫层析法是将免疫层析法与荧光标记

技术结合起来研究特异蛋白抗原在细胞内分布的

方法ꎬ通过荧光素所发的荧光即可在荧光显微镜下

对抗原进行细胞定位ꎮ
目前ꎬ万孚生物公司已成功研发出 ２０１９￣ｎＣｏＶ

新型冠状病毒 ＩｇＭ 抗体检测试剂(荧光免疫层析

法)ꎮ 该试剂的优点是全自动穿刺进样ꎬ封闭独立

操作ꎬ可最大程度避免产生气溶胶ꎬ降低了对操作

者和环境污染的风险ꎬ可在 １０ ｍｉｎ 内完成检测ꎬ可
广泛用于发热门诊、急诊、门诊检验、中心实验室以

及基层医疗等各级医疗卫生机构ꎬ能快速分流病人

和缓解临床诊疗压力[７]ꎮ
此外ꎬ由河南省生物工程技术研究中心王云龙

教授团队成功研制出的全场景新冠病毒免疫荧光

层析快检试剂盒ꎬ只需患者一滴血就可在 １０ ｍｉｎ 内

完成新冠病毒的快速筛查[８]ꎮ 该试剂盒可以无需

设备ꎬ多种应用场景快速、方便的筛查新冠病毒疑

似感染人群ꎮ 与核酸检测方式联合应用ꎬ可缩短检

测窗口期ꎬ提高阳性检出率ꎬ在新冠肺炎的辅助诊

断方面ꎬ具有十分重要的作用ꎮ
２􀆰 ３　 免疫胶体金层析技术

氯金酸在还原剂如白磷、抗坏血酸等作用下ꎬ
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可聚合成一定大小的金颗粒ꎬ并由于静电形成带负

电的疏水胶溶液ꎬ故称胶体金ꎮ 胶体金在弱碱环境

下带负电荷ꎬ可与蛋白质分子的正电荷基团形成牢

固的结合ꎮ
目前ꎬ由华西医院应斌武教授团队与柯博文教

授、耿佳教授团队合作ꎬ自主研发了"新型冠状病毒

２０１９￣ｎＣｏＶ ＩｇＧ / ＩｇＭ 抗体联合检测试剂盒(胶体金

法)"诊断产品[９]ꎮ 该试剂盒采用肉眼观察的方法ꎬ
只需一滴血清、血浆或全血即可在 １０ ｍｉｎ 内完成所

有测试ꎬ无需任何设备ꎬ操作简单ꎬ可快速筛查可疑

患者ꎬ从而提供了有效的排除手段ꎮ 但是此方法敏

感性较低ꎬ如果材料等质量有误差ꎬ会影响检测结

果ꎬ也会因病人感染时间较短或者采样部位导致病

毒含量较低ꎬ导致出现假阴性ꎮ
２􀆰 ４　 ＩｇＧ 及 ＩｇＭ 抗体免疫检测

研究表明ꎬ新型冠状病毒入侵人体 ３ ~ ５ ｄ 后ꎬ
其特异性 ＩｇＭ 抗体多会呈现阳性ꎬ随后特异性 ＩｇＧ
抗体开始由阴转阳ꎬ且恢复期其滴度较急性期大幅

增高ꎮ 因此ꎬ以检测病人 ＩｇＭ 抗体和 ＩｇＧ 抗体为主

的免疫检测方法是核酸检测方法的重要补充ꎮ
目前ꎬ南开大学科研团队成功研制出新冠病毒

ＩｇＭ / ＩｇＧ 抗体联合检测试剂盒ꎮ 其中的快速测试卡

可在 １５ ｍｉｎ 左右完成检测ꎬ具有操作简便、容易判

读、灵敏度高等优势[１０]ꎮ 但在感染早期ꎬ人体内可

能还没有产生抗体ꎬ抗体检测存在窗口期ꎮ 因此ꎬ
抗体检测可用于对核酸检测阴性的病例进行辅助

诊断ꎬ也可以对病例进行排查筛查ꎬ但不能代替核

酸检测方法ꎮ
２􀆰 ５　 酶联免疫吸附测定(ＥＬＩＳＡ)

酶联免疫吸附剂测定法是利用抗原与抗体特

异性结合进行免疫反应的定性和定量检测方法ꎮ
冠状病毒有四种主要的结构蛋白:Ｓ 蛋白、Ｍ 蛋白、Ｅ
蛋白、Ｎ 蛋白ꎮ 针对 ＳＡＲＳ 冠状病毒的质谱分析发

现 Ｎ 蛋白是引起 ＳＡＲＳ 患者产生抗体的主要抗原ꎮ
由于新冠病毒与 ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ 的 Ｎ 蛋白具有高度的序

列相似性ꎬ据此推测ꎬＮ 蛋白也可作为抗原用于新冠

病毒的 ＥＬＩＳＡ 法检测[１１]ꎮ 对新冠病毒的 Ｎ 蛋白基

因进行扩增与克隆ꎬ构建 Ｎ 蛋白基因的重组表达质

粒ꎬ利用大肠杆菌得到大量重组质粒的表达产物 Ｎ
蛋白ꎬ纯化后的 Ｎ 蛋白就可以作为抗原进行 ＥＬＩＳＡ
检测ꎮ

ＥＬＩＳＡ 检测法的优点是其临床标本容易采集ꎬ
而且患者血清中一般不含冠状病毒或者含量低ꎬ大

大降低检测人员感染风险ꎻ有较高的特异性和灵敏

度ꎻ仪器操作简单[１２]ꎮ 其缺点是血清中的 ＩｇＧ、ＩｇＭ
一般在感染后 ７ ~ １４ ｄ 才会出现ꎬ尚不能达到早期

诊断的目的ꎮ

３　 病毒分离培养

病毒培养是诊断流感病毒感染的传统方法之

一ꎮ 病毒分离培养可以在前期确定侵害性病原物

起到关键作用ꎬ但是传统的分离鉴定方法需要连续

培养多天ꎬ敏感性和特异性都会低于核酸检测方

法ꎬ且较为耗时ꎬ不能满足大量疑似患者筛查需求ꎮ
上海市疾病预防控制中心和复旦大学上海医

学院基础医学院医学分子病毒学重点实验室新型

冠状病毒攻关团队ꎬ利用病毒分离培养技术成功分

离并鉴定出新冠病毒毒株[１３]ꎮ 经进一步纯化、扩增

和鉴定后ꎬ该毒株将为新型冠状病毒疫苗、抗病毒

药物研制和致病机理研究等提供重要的毒种资源ꎬ
并可实时进行药物筛选及抗体中和试验和对病毒

变异的监测ꎮ

４　 其他方法

４􀆰 １　 基因芯片技术

４􀆰 １􀆰 １　 呼吸道疾病多病原体测序芯片

生捷科技公司和浙江清华长三角研究院共同

研制了呼吸道疾病多病原体测序芯片ꎬ该芯片基于

新一代原位合成超高密度基因芯片技术ꎬ可以同时

对包括新冠病毒在内的 １００ 多种病毒进行高通量测

序ꎬ实现精确检测新冠病毒和其他常见呼吸道病原

体[１４]ꎮ 该测序芯片具备成本低、数据分析简单的特

点ꎬ非常适合作为临床精准诊断的辅助检测工具ꎮ
４􀆰 １􀆰 ２　 全新微流控生物芯片

博奥生物研发成功的快速检测呼吸道多病毒

的全新微流控生物芯片ꎬ通过采集患者咽拭子、痰
液等分泌物样本ꎬ１􀆰 ５ ｈ 内便可一次性检测包括新

冠病毒在内的 １９ 种呼吸道常见病毒[１５]ꎮ 该芯片系

统能达到快速确认新冠病毒、同时排查其他引起相

似症状病毒的目的ꎬ可以对大量就诊人群实现快速

及分类鉴别ꎬ从而大幅降低疑似病例数量ꎮ
４􀆰 ２　 快速检测方法

ＩＤ ＮＯＷ 是美国使用最广泛的分子即时检测技

术之一ꎬ由于其易用性、便携性和快速的结果ꎬ ＩＤ
ＮＯＷ 在 ＣＯＶＩＤ￣１９ 大流行中为一线医护人员提供

了重 要 工 具ꎮ ＩＤ ＮＯＷ 应 用 ＲＰＡ ( ｒｅｃｏｍｂｉｎａｓｅ
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ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ)技术ꎬ利用专有酶和恒温控

制来实现快速的 ＲＮＡ 扩增ꎮ 这种成熟的分子系统

将 ＲＮＡ 放大了数亿倍ꎬ从而使病毒可在 １３ ｍｉｎ 或

更短的时间内被检测到ꎮ 目 前 ＩＤ ＮＯＷ 检 测

ＣＯＶＩＤ￣１９ 仅获得 ＦＤＡ 在紧急使用下的授权ꎬ可用

于实验室和患者护理场所[１６]ꎮ
除此之外ꎬ以色列希伯来大学研究人员研发出

一种比传统方法更快速、材料更易得的新冠病毒检

测新方法ꎮ 该方法使用磁性纳米粒子材料ꎬ可以更

快从拭子样本中提取核糖核酸分子ꎬ检测速度是原

有方法的 ４ 至 １０ 倍ꎬ且这种材料在以色列市场供应

充足ꎬ价格低廉[１７]ꎮ

５　 小结

在本次疫情中ꎬ可通过流行病学史、临床表现、
核酸检测、基因测序以及抗体检测等手段来综合判

断患者是否感染新冠病毒ꎬ但在检测过程中要特别

注意“假阳性”和“假阴性”的问题ꎮ 从目前来看ꎬ不
同检测方法均存在着各自的优势和弊端ꎬ只有综合

运用各种检测工具ꎬ才能实现快速高效的检测ꎬ缩
短新冠患者的诊断周期ꎮ 目前新冠病毒的检测方

法追求的是检测时间缩短、检测步骤简化、检测成

本降低、检测环境安全、检测结果精确ꎬ因此检测方

法的改进依然值得进一步地探索ꎮ
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