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　 　 【摘要】 ２０１９ 年 １２ 月在武汉暴发的新型冠状病毒肺炎疫情发展迅速ꎬ 早期诊断成为疫情防控的关键ꎮ ２０１９ 新型冠

状病毒 (２０１９ ｎｏｖｅｌ ｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓꎬ ２０１９￣ｎＣｏＶ) 核酸检测阳性虽是疑似患者确诊的 “金标准”ꎬ 但其操作繁琐、 耗时长ꎬ
检测结果易受标本质量、 病毒感染部位及表达量等众多因素影响ꎬ 因而核酸单项检测不能满足疫情期间对疑似病例快速

筛查的要求ꎮ 血清特异性抗体是诊断病毒感染的另一关键证据ꎬ 抗体协同核酸检测可用于辅助诊断和快速筛查ꎮ 本文从

抗体产生特点、 检测方法及其灵敏度 / 特异度、 假阴性 / 假阳性检测结果分析、 核酸与抗体联合检测等方面进行讨论ꎬ 以

期推动 ２０１９￣ｎＣｏＶ 血清抗体检测技术的建立与应用ꎮ
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２　　　　 　

　 　 新 型 冠 状 病 毒 肺 炎 ( ｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ ｄｉｓｅａｓｅ １９ꎬ
ＣＯＶＩＤ￣１９) 是由 ２０１９ 新型冠状病毒 (２０１９ ｎｏｖｅｌ ｃｏｒｏ￣
ｎａｖｉｒｕｓꎬ ２０１９￣ｎＣｏＶ) 感染引起的以肺部病变为主的新

发传染病ꎬ 可引起消化系统和神经系统的损伤ꎬ 严重

者可导致死亡[１]ꎮ ２０１９ 年 １２ 月以来ꎬ 疫情进展迅速ꎬ
截至 ２０２０ 年 ２ 月 ２６ 日 ２４ 时ꎬ 我国 (港澳台地区除外)
累计报告确诊病例 ７８ ４９７ 例ꎬ 死亡病例 ２ ７４４ 例ꎬ 全球

疫情亦趋于严峻ꎮ 目前暂无针对 ２０１９￣ｎＣｏＶ 的有效治

疗药物ꎬ 疫苗也处于临床试验阶段ꎬ 早期诊断、 及时

收治患者对有效控制疫情至关重要[２]ꎮ
«新型冠状病毒肺炎诊疗方案 (试行第六版) »

推荐实时荧光 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测 ２０１９￣ｎＣｏＶ 核酸阳性是疑

似病例确诊的诊断条件之一[３] ꎬ 但该技术对实验场

所及人员要求高、 操作繁琐、 耗时长ꎬ 检测人员感染

风险高ꎬ 结果受标本质量、 实验条件及人员操作等因

素影响较大[４] ꎬ 核酸单项检测并不能满足排查诊断

的要求ꎮ 作为机体免疫系统抵抗病毒的重要效应分

子ꎬ 血清特异性抗体是诊断感染的另一关键证据ꎮ 抗

体检测的操作简单便捷ꎬ 对实验环境及人员要求不甚

苛刻ꎬ 仅需采集血液标本ꎬ 很大程度上降低医护人员

在标本采集和检测过程中被感染的风险ꎬ 是快速筛查

和核酸辅助诊断的重要手段[５] ꎮ

１　 抗体产生特点

机体在接触病毒时ꎬ ＩｇＭ 抗体产生最早ꎬ 但浓度

低、 维持时间短、 亲和力较低ꎬ 是急性期感染的诊断

指标ꎻ ＩｇＧ 产生晚ꎬ 但浓度高、 维持时间长、 亲和力

高ꎬ 血清 ＩｇＧ 阳性提示感染中后期或既往感染[６￣７] ꎮ

２　 抗体血清学检测方法

目前临床中常用的抗体血清学检测方法有 ３ 种ꎮ
２􀆰 １　 酶联免疫吸附试验法

酶联免疫吸附试验 (ｅｎｚｙｍｅ ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ
ａｓｓａｙꎬ ＥＬＩＳＡ) 是将抗原或抗体包被在固相载体表

面ꎬ 利用酶标记的抗体或抗原结合待检物ꎬ 并根据酶

催化底物产生的有色产物颜色深浅及有无进行分析的

一种定性或半定量检测方法[８] ꎮ 该检测方法灵敏度

较高ꎬ 载体标准化难度较低ꎬ 但检测速度慢、 易污

染、 步骤较为繁琐[９] ꎮ
２􀆰 ２　 化学发光免疫分析法

化学发光免疫分析法是将高灵敏度的化学发光测

定技术与高特异性的免疫反应相结合ꎬ 用于各种抗

原、 抗体、 激素等检测ꎮ 该法灵敏度高于 ＥＬＩＳＡꎬ 具

有特异性高、 线性范围宽、 结果稳定、 操作简化等特

点ꎬ 广泛应用于临床标本的检测[１０￣１１] ꎮ
２􀆰 ３　 胶体金免疫层析法

胶体金免疫层析法 ( ｃｏｌｌｏｉｄａｌ ｇｏｌｄ ｉｍｍｕｎｏｃｈｒｏｍ￣
ｔｏｇｒａｐｈｉｃ ａｓｓａｙꎬ ＧＩＣＡ) 是以胶体金为示踪标志物ꎬ
应用于抗原抗体检测的一种新型免疫标记技术ꎬ 无需

特殊处理标本ꎬ 仅需一滴血即可在 １５ ｍｉｎ 内通过肉

眼观察获取检测结果ꎮ 该方法突破了现有检测技术对

人员、 场所的限制ꎬ 缩短检测时间ꎬ 操作方便快速ꎬ
在基层医疗单位及现场检测中广泛使用[１０] ꎮ

３　 抗体检测的灵敏度和特异度

灵敏度反映诊断试验检出感染者的能力ꎬ 若过

低ꎬ 会出现较多假阴性结果ꎬ 影响疾病的诊断、 干预

和预后ꎬ 严重可导致患者过早死亡ꎻ 特异度衡量诊断

试验正确判断非感染者的能力ꎬ 若过低ꎬ 则会出现较

多假阳性结果ꎬ 导致医疗资源的浪费ꎬ 并造成患者及

群众的焦虑和恐慌ꎮ 因此ꎬ 具有较高灵敏度和特异度

是抗体检测技术的应用基础ꎮ
３􀆰 １　 灵敏度

抗体检测的灵敏度主要取决于抗体亲和力、 检测

方法及操作ꎮ
３􀆰 １􀆰 １　 抗体亲和力

指抗体与抗原的结合能力或强度ꎬ ＩｇＧ 亲和力

高于 ＩｇＭꎬ 免疫结合既快又牢固ꎬ 不易解离[１２] ꎮ 此

外ꎬ 与单一 ＩｇＭ 或 ＩｇＧ 抗体检测相比ꎬ ＩｇＭ￣ＩｇＧ 联合

检测具有更高的实用性和敏感性ꎬ 可有效提高检出

效率[１３] ꎮ
３􀆰 １􀆰 ２　 检测方法

(１) 标记材料: 常用的标记物胶体金吸附抗体量

较少ꎬ 限制了检测灵敏度ꎬ 建议采用与抗体共价结合

的材料ꎬ 如量子点、 吖啶酯ꎬ 微球等[１４￣１５]ꎮ (２) 信号

放大系统: 选择高发光强度标记物 (如菲罗啉钌掺

杂的二氧化硅纳米粒子、 金纳米花)ꎬ 或添加增敏剂

(如氯金酸和盐酸羟胺)ꎬ 标记材料的粒径也会对灵

敏度造成一定影响[１６￣１８] ꎮ (３) 试纸条: ＧＩＣＡ 中ꎬ 硝

酸纤维素膜的孔径、 疏水性、 亲水性等会影响检测灵

敏度[１６ꎬ１８] ꎮ (４) 缓冲液体系: 合适的缓冲液体系可

稳定抗原抗体的结合能力和抗干扰能力ꎬ 提高灵

敏度ꎮ
３􀆰 １􀆰 ３　 检测操作

(１) 浓缩样品: 通过浓缩方法增加样品浓度ꎮ
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(２) 抗原抗体反应时间: 适当延长反应时间或通过

震荡提高反应速率ꎬ 可使抗原抗体的结合反应达到反

应平衡ꎬ 进而提高灵敏度ꎮ
３􀆰 ２　 特异度

抗体检测的特异度主要与抗原位点的选择有

关ꎬ 目前核衣壳 ( ｎｕｃｌｅｏｃａｐｓｉｄꎬ Ｎ) 蛋白是 ２０１９￣
ｎＣｏＶ 检测的主要抗原位点ꎮ ２０１９￣ｎＣｏＶ 属于 β 冠状

病毒属 Ｂ 谱系ꎬ 在系统发育上与蝙蝠 ＳＡＲＳ 样冠状

病毒 (ｂａｔ￣ＳＬ￣ＣｏＶＺＣ４５) 最接近[１９] ꎮ Ｎ 蛋白在 β 属

冠状病毒之间相对比较保守ꎬ 合成数量众多ꎬ 具有

很强抗原性ꎬ 在诱导宿主免疫应答甚至发病机制中

发挥重要作用ꎬ 常被用作冠状病毒诊断的抗原

位点[２０￣２１] ꎮ

４　 抗体检测假阴性及假阳性结果分析

假阳性和假阴性结果会影响临床诊断ꎮ 为提高

２０１９￣ｎＣｏＶ 抗体检测的准确性ꎬ 有必要对可能出现的

结果及原因进行深入分析ꎮ
４􀆰 １　 抗体检测假阴性

４􀆰 １􀆰 １　 防腐剂和抗凝剂: 采用防腐剂叠氮化钠、
抗凝剂ＥＤＴＡ 等处理标本ꎬ 会抑制辣根过氧化物酶

(ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅꎬ ＨＲＰ) 的活性ꎬ 造成 ＥＬＩＳＡ
假阴性ꎮ
４􀆰 １􀆰 ２　 标本保存不当: 当标本在冰箱中保存过久时ꎬ
血清中 ＩｇＧ 聚合成多聚体ꎬ 且抗体免疫活性减弱ꎮ
４􀆰 １􀆰 ３　 实验员操作失误或试剂盒保存不当: 试剂使

用前未平衡至室温ꎬ 试剂用量不足ꎬ 温育时间或温度

不足ꎻ 试剂未按规定保存ꎬ 受到污染或失效等[２２] ꎮ
４􀆰 １􀆰 ４　 层析过快: 抗原抗体复合物尚未与检测线上

的抗体结合ꎬ 就越出检测线ꎬ 造成 ＧＩＣＡ 假阴性ꎮ
４􀆰 ２　 抗体检测假阳性

４􀆰 ２􀆰 １　 溶血或红细胞标本: 红细胞的细胞内液中各

种酶可与底物发生非特异性反应ꎬ 且血红蛋白中亚

铁血红素与 ＨＲＰ 活性类似ꎬ 可催化底物ꎬ 造成

ＥＬＩＳＡ 检测假阳性[２３] ꎻ 检测区堆积形成颜色较浅的

非特 异 性 条 带ꎬ 干 扰 目 视 法 判 定 胶 体 金 试 纸

结果[２４] ꎮ
４􀆰 ２􀆰 ２　 纤维蛋白的影响: 由于标本凝集不全或离心

转速过低、 时间太短ꎬ 血清中的纤维蛋白未完全析

出ꎬ 形成的块状或絮状物堵塞洗板机头ꎮ
４􀆰 ２􀆰 ３　 细菌污染标本: 菌体内可能含有内源性

ＨＲＰꎬ 造成 ＥＬＩＳＡ 假阳性结果[２３] ꎻ 此外ꎬ 疏水性的

菌体碎片与金标粒子或捕捉抗体发生结合ꎬ 影响

ＧＩＣＡ 判读ꎮ
４􀆰 ２􀆰 ４　 患者自身原因: 体内存在自身抗体、 嗜异性

抗体等ꎬ 如患有某些基础疾病或免疫功能异常ꎬ 或长

期服用某种药物ꎬ 可产生异常蛋白抗体或特殊物质ꎬ
如类风湿因子、 甲胎蛋白、 补体等ꎬ 具有一定吸附作

用ꎬ 造成抗体检测假阳性[２５] ꎮ

５　 核酸与抗体联合检测结果解读

核酸与抗体联合检测可提高诊断效率ꎬ 当联合检

测结果出现以下情况时ꎬ 需要综合分析判断进行结果

解读ꎮ
５􀆰 １　 核酸检测阳性时ꎬ 抗体检测出现阴性或阳性

结果

５􀆰 １􀆰 １　 核酸阳性ꎬ ＩｇＭ 和 ＩｇＧ 均为阴性

患者可能处于 ２０１９￣ｎＣｏＶ 感染 “窗口期”: “窗
口期” 是指从人体感染病毒后到外周血中能够检测

出病毒抗体的这段时间ꎬ 一般为 ２ 周ꎮ 这段时间内

无法检测血液中的病毒抗体ꎬ 因此ꎬ ＩｇＭ 和 ＩｇＧ 均

为阴性ꎮ 此时处于感染早期ꎬ 病毒不断复制ꎬ 核酸

载量呈指数递增ꎬ 达到核酸检测下限ꎬ 核酸检测呈

阳性[２６￣２７] ꎮ 核酸检测较血清抗体检测的优势在于缩

短了感染检出窗口期ꎬ 可及早发现感染者[２８] ꎮ
５􀆰 １􀆰 ２　 核酸阳性ꎬ ＩｇＭ 阳性、 ＩｇＧ 阴性

患者可能处于 ２０１９￣ｎＣｏＶ 感染早期ꎬ 机体免疫应

答最早产生抗体 ＩｇＭꎬ 暂未产生 ＩｇＧ 或 ＩｇＧ 含量未达

到诊断试剂的检测下限[２９] ꎮ
５􀆰 １􀆰 ３　 核酸阳性ꎬ ＩｇＭ 阴性、 ＩｇＧ 阳性

患者可能处于 ２０１９￣ｎＣｏＶ 感染中晚期或复发感

染ꎮ 病毒刚入侵人体之时ꎬ 免疫系统首先会产生临

时性抗体 ＩｇＭꎬ 大约 １ 个月后达峰值ꎬ 随着时间的

推移ꎬ 侵入人体的病毒逐渐被 ＩｇＭ 中和ꎬ ＩｇＭ 逐渐

减少ꎬ 直至低于检测下限ꎻ 同时ꎬ 人体免疫系统会

产生持久性抗体 ＩｇＧꎬ 在感染中晚期ꎬ ＩｇＧ 为机体免

疫的主力军ꎬ 浓度高ꎬ 能够被检测到[３０] ꎮ 恢复期

ＩｇＧ 较急性期增加 ４ 倍及以上时ꎬ 可诊断为复发

感染[５] ꎮ
５􀆰 １􀆰 ４　 核酸阳性ꎬ ＩｇＭ 阳性、 ＩｇＧ 阳性

患者处于感染活跃期ꎬ 但人体已对 ２０１９￣ｎＣｏＶ 产

生一定免疫能力 (持久性抗体 ＩｇＧ 已产生)ꎮ
５􀆰 ２　 核酸检测阴性时ꎬ 抗体检测出现阴性或阳性

结果

５􀆰 ２􀆰 １　 核酸阴性ꎬ ＩｇＭ 阳性、 ＩｇＧ 阴性

ＩｇＭ 阳性提示极大可能处于 ２０１９￣ｎＣｏＶ 感染急性
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４　　　　 　

期ꎬ 此时需考虑核酸检测结果存疑ꎮ 出现核酸检测假

阴性的原因及应对建议主要有以下几方面: (１) 标

本质量差ꎮ 采集上呼吸道的口、 鼻咽拭子等部位标

本时ꎬ 推荐采集鼻咽拭子进行病毒核酸检测ꎬ 为了

提高检测阳性率ꎬ 建议采集同一患者多部位标本

(口咽拭子、 鼻咽拭子、 鼻腔拭子等) 合并检测ꎻ
对于有消化道症状的疑似患者ꎬ 可同时采集粪便或

肛拭子进行检测[３] ꎮ (２) 标本采集保存不当ꎬ 没有

正确保存、 运输和处理标本ꎮ 推荐 ４ ℃ 运送标本

(因 ＲＮＡ 易降解)ꎮ (３) 技术本身原因ꎬ 如病毒变

异、 ＰＣＲ 抑制等ꎮ 由于 ２０１９￣ｎＣｏＶ 为单股正链 ＲＮＡ
病毒ꎬ 分子量大ꎬ 具有易变异的特性ꎬ 传播过程中

可能会产生核酸序列的变异ꎬ 若处于核酸扩增的引

物结合区ꎬ 就会出现假阴性结果[３０] ꎮ 建议针对多

个核酸区域进行扩增ꎬ 可有效避免核酸变异对检测

结果的影响ꎮ 因此ꎬ 当核酸检测结果为阴性时ꎬ 只

可报告本次检测结果阴性ꎬ 不可排除 ２０１９￣ｎＣｏＶ 感

染ꎬ 需多次重复确认[３１] ꎮ (４) 患者有其他疾病ꎬ
已发现类风湿因子引起 ＩｇＭ 弱阳性或阳性的病例ꎮ
５􀆰 ２􀆰 ２　 核酸阴性ꎬ ＩｇＭ 阴性、 ＩｇＧ 阳性

提示患者可能既往感染 ２０１９￣ｎＣｏＶꎬ 但已恢复或

体内病毒被清除ꎬ 免疫应答产生的 ＩｇＧ 维持时间长ꎬ
仍存在于血液中而被检测到ꎮ
５􀆰 ２􀆰 ３　 核酸阴性ꎬ ＩｇＭ 弱阳性、 ＩｇＧ 阴性

提示患者初次感染载量极低的 ２０１９￣ｎＣｏＶ 并处于

早期ꎬ 病毒载量低于核酸检测下限ꎬ 机体产生少量

ＩｇＭꎬ 尚未产生 ＩｇＧꎻ 或由于患者自身类风湿因子阳

性等引起的 ＩｇＭ 假阳性ꎮ
５􀆰 ２􀆰 ４　 核酸阴性ꎬ ＩｇＭ 阳性、 ＩｇＧ 阳性

患者近期曾感染 ２０１９￣ｎＣｏＶ 并处于恢复期ꎬ 体内

病毒被清除ꎬ ＩｇＭ 尚未减低至检测下限ꎻ 或核酸检测

结果假阴性ꎬ 患者处于感染活跃期ꎮ

６　 结语

综上所述ꎬ 相关医疗机构应尽早建立 ２０１９￣ｎＣｏＶ
血清抗体检测技术ꎮ 抗体检测可用于 ２０１９￣ｎＣｏＶ 核酸

检测阴性疑似病例的补充检测或在疑似病例确诊时与

核酸检测协同应用ꎮ 在 ＣＯＶＩＤ￣ １９ 的不同疾病进展阶

段ꎬ 核酸和抗体检测的效率不尽相同ꎬ 两者协同使

用ꎬ 可取长补短ꎬ 提高诊断效率ꎬ 监测疾病进展ꎮ 而

正确解读联合检测结果ꎬ 可提高 ２０１９￣ｎＣｏＶ 的快速诊

断和鉴别诊断能力ꎬ 更好地了解病毒载量和疾病进

展ꎬ 指导临床诊疗工作ꎮ
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