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　 　 【摘要】 　 2019 年,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,随后疫

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

毒的检测至关重要,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,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。
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　 　 【Abstract】　 Coronavirus disease 2019 (COVID-19), caused by infection with the novel coronavirus (SARS-CoV-
2), was reported in 2019. Subsequently, the outbreak spread rapidly in many countries and regions. COVID-19 is highly
contagious and lethal, and detecting the novel coronavirus is essential to effectively control transmission during the
pandemic. Research teams and institutions in China and abroad have developed various effective method and equipment to
detect the new coronavirus, and in this article, we summarized the current main detection method and equipment while
considering the principles, range of applications, and advantages and disadvantages.
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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。 截至 2021 年 1 月 12
日 12 时,全国累计报告确诊病例 97754 例,现有确

诊病例 1454 例,境外输入 4443 例,海外现有确诊病

例 25484895 例。 为了控制疫情的进一步发展,急需

快速有效针对新冠病毒的检测手段。 针对这一问

题,国内外各研究团队和机构开发出了不同的检测

手段,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,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。

1　 核酸检测方法

目前,新冠病毒的实验室检测主要依赖核酸检

测。 核酸检测在感染早期即可呈现阳性,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,给大面积早期筛

查和诊断带来一定的困难。
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 sequencing, HTS),也叫

做新一代测序( next generation sequencing, NGS)。
其中,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。 它是一种基于

新一代测序技术的无偏好性的技术,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。 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,然后使用测序

仪同时对数以百万计的核酸序列进行检测。 检测

结果经生物信息学软件处理,最终展现出与病毒序

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

情爆发后短短 2~3 周内,中国科学家就通过基因测

序的方法鉴定出新型冠状病毒,并成功绘制出其全

基因组序列信息。 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,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]。 而 Parabricks 软件可辅助

mNGS 技术检测新冠病毒以应对疫情,通过利用

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

据分析的速度[2]。 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,并
且将分析时间缩短至 1 h 以内。 此次疫情的传播速

度是历史上前所未有的,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。
1. 2　 RT-PCR

实时荧光 RT-PCR,即实时荧光反转录聚合酶

链式反应。 它首先将提取的病毒基因组 RNA 通过

反转录变成互补 DNA(cDNA),然后再用病原体特

异性的引物,以 cDNA 作为模板扩增病原体核酸序

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

速,检测成本低,特别适合本次大面积流行的新冠

肺炎疫情。 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,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。
新冠病毒的检测可以通过基于 RT-PCR 的试

剂盒进行。 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,设计特异性引物和寡核

苷酸荧光探针,以高特异性的操作对病毒核酸进行

检测[3]。 该产品创新性构建了防污染系统,有效降

低了产物气溶胶的污染。 但是该试剂盒使用时不

仅需要试剂本身,还需要运作 RT-PCR 的精密仪器

和经过训练的操作人员。 而且,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,这将会

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

的。 所谓假阴性指的是一个新冠肺炎患者应该被

确诊为阳性,但却未检测到新型冠状病毒 RNA。 产

生假阴性的原因可能包括:①因病毒变异,引物和

探针不能识别变异后的序列。 ②采样部位不含病

毒或病毒含量较低,不能真实反映疾病情况。 ③提

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

性欠佳⑤实验操作不当。 为规避假阴性,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。 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。 ②辅助 CT 影像:CT 检测只需几分

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

相似,因此难以做出鉴别诊断。 因此 CT 影像诊断

只能作为辅助手段检测新冠病毒,在一定程度上规

避假阴性。 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,检测效率较低。 欧洲的

Novacyt 公司开发的便携式 RT-PCR 仪器,能够在

2 h内获得检测结果。 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,让对样本的检测更为自动化,并且可以

在疫情一线进行。
1. 3　 CRISPR

CRISPR 系统由向导 RNA(gRNA)和 Cas 蛋白

组成,gRNA 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。 Cas13a 蛋白在特异

性切割靶标 RNA 时,会继续切割非靶标 RNA,利用

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

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

能,其灵敏度和特异性还有待考证。
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。 该方法仅需纯化的核酸分子样品,并
且只需简单的三个步骤即可在 1 h 内完成检测。 它

的优势在于不需要复杂的仪器,且最后的检测在试

纸上 即 可 进 行。 此 外, 新 开 发 的 工 具 利 用 了

SHERLOCK 技术,这套系统无论对 RNA 还是 DNA,
灵敏度都达到了单分子级。

总体来看, 仅通过从患者体内分离和纯化

RNA,然后使用上述步骤,就预期能够在 1 h 内进行

诊断,而无需各种复杂的设备。 但目前这一手段尚

未用于检测患者样本,还不能直接用于临床诊断。
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,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。 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,有助于 COVID-
19 的快速、可靠的临床诊断。

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 iLACO,可在 15
~40 min 内快速检测新冠病毒。 由于当新冠病毒

RNA 与反应混合物中的 pH 指示剂耦合时,可以通

过观察颜色的变化获得检测结果。 阳性反应可导

致 pH 指示剂从粉红色变为黄色,阴性反应时 pH 指

示剂仍保持粉红色。
从方法学上来看,核酸检测技术是最直接最

本质的病原学证据,优于其他临床表现、临床体征

及 CT 检测等经验判读。 这就是我们说病毒核酸

检测是确诊感染的“金标准”的原因。 但核酸检测

法的缺点在于:检测程序较复杂,需要花费数小

时,且检测结果需要经过复核,重复实验则需要花

费更多的时间,导致在确诊之前,很多患者得不到

及时的隔离和治疗;此外,由于口咽拭子病毒含量

较低、病毒 RNA 易降解等原因,核酸检测常出现

假阴性结果。

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,
抗体与相应抗原结合后,荧光标记的抗球蛋白抗体

与已结合的抗体发生作用,从而推知抗原或抗体的

存在。 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,成为各类呼

吸道病原体的有效检测工具。 其缺点是敏感性偏

低、不能量化指标、周期长。
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]。
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。
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,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。
目前,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)。 该试剂的优点是全自动穿刺进样,封闭独立

操作,可最大程度避免产生气溶胶,降低了对操作

者和环境污染的风险,可在 10 min 内完成检测,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,能快速分流病人

和缓解临床诊疗压力[7]。
此外,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,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]。 该试剂盒可以无需

设备,多种应用场景快速、方便的筛查新冠病毒疑

似感染人群。 与核酸检测方式联合应用,可缩短检

测窗口期,提高阳性检出率,在新冠肺炎的辅助诊

断方面,具有十分重要的作用。
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,
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可聚合成一定大小的金颗粒,并由于静电形成带负

电的疏水胶溶液,故称胶体金。 胶体金在弱碱环境

下带负电荷,可与蛋白质分子的正电荷基团形成牢

固的结合。
目前,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]。 该试剂盒采用肉眼观察的方法,
只需一滴血清、血浆或全血即可在 10 min 内完成所

有测试,无需任何设备,操作简单,可快速筛查可疑

患者,从而提供了有效的排除手段。 但是此方法敏

感性较低,如果材料等质量有误差,会影响检测结

果,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,导致出现假阴性。
2. 4　 IgG 及 IgM 抗体免疫检测

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

增高。 因此,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。
目前,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。 其中的快速测试卡

可在 15 min 左右完成检测,具有操作简便、容易判

读、灵敏度高等优势[10]。 但在感染早期,人体内可

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

诊断,也可以对病例进行排查筛查,但不能代替核

酸检测方法。
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。
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。 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。
由于新冠病毒与 SARS-CoV 的 N 蛋白具有高度的序

列相似性,据此推测,N 蛋白也可作为抗原用于新冠

病毒的 ELISA 法检测[11]。 对新冠病毒的 N 蛋白基

因进行扩增与克隆,构建 N 蛋白基因的重组表达质

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

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

大降低检测人员感染风险;有较高的特异性和灵敏

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

诊断的目的。

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。 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,但是传统的分离鉴定方法需要连续

培养多天,敏感性和特异性都会低于核酸检测方

法,且较为耗时,不能满足大量疑似患者筛查需求。
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,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]。 经进一步纯化、扩增

和鉴定后,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,
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。

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,该芯片基于

新一代原位合成超高密度基因芯片技术,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,实现精确检测新冠病毒和其他常见呼吸道病原

体[14]。 该测序芯片具备成本低、数据分析简单的特

点,非常适合作为临床精准诊断的辅助检测工具。
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,通过采集患者咽拭子、痰
液等分泌物样本,1. 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]。 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,可以对大量就诊人群实现快速

及分类鉴别,从而大幅降低疑似病例数量。
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,由于其易用性、便携性和快速的结果, ID
NOW 在 COVID-19 大流行中为一线医护人员提供

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

制来实现快速的 RNA 扩增。 这种成熟的分子系统

将 RNA 放大了数亿倍,从而使病毒可在 13 min 或

更短的时间内被检测到。 目 前 ID NOW 检 测

COVID-19 仅获得 FDA 在紧急使用下的授权,可用

于实验室和患者护理场所[16]。
除此之外,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。 该方法使用磁性纳米粒子材料,可以更

快从拭子样本中提取核糖核酸分子,检测速度是原

有方法的 4 至 10 倍,且这种材料在以色列市场供应

充足,价格低廉[17]。

5　 小结

在本次疫情中,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,但在检测过程中要特别

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

运用各种检测工具,才能实现快速高效的检测,缩
短新冠患者的诊断周期。 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,因此检测方

法的改进依然值得进一步地探索。
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