
新 型 冠 状 病 毒（severe acute respiratory syn⁃
drome coronavirus⁃2，SRAS⁃CoV⁃2）属于β属、有包膜

的单股正链RNA病毒，约 3万个碱基，直径 60~140
nm，与严重急性呼吸道综合征冠状病毒（severe
acute respiratory syndrome coronavirus，SARS⁃CoV）和

中东呼吸综合征冠状病毒（Middle East respiratory
syndrome coronavirus，MERS ⁃ CoV）等属于同一家

族。WHO已将该病毒引起的肺炎正式命名为COV⁃
ID⁃19（corona virus disease 2019），其传染源主要是

SRAS⁃CoV⁃2感染的患者、隐性感染者（即无症状感

染者），潜伏期患者和恢复期患者的传染性还有待

进一步研究［1］。目前认为，SRAS⁃CoV⁃2最原始的宿

主可能为中华菊头蝠，通过某种动物宿主扩散到人

类，并引起疾病的发生［2］。根据病毒基因组测序结

果，发现 SRAS⁃CoV⁃2已于近期产生了 149个突变

点，并演化出了2个亚型，分别为L亚型和S亚型，且

这2个亚型表现出很大差异。其中S亚型是相对古

老的版本，而L亚型侵略性传染性更强［3-4］。该病毒

主要经呼吸道飞沫传播和接触传播，有部分实验室

从确诊患者的粪便中检测出SRAS⁃CoV⁃2，提示其存

在粪⁃口传播的风险，但气溶胶传播和母婴传播等途

径有待更多的研究证实。COVID⁃19疫情经历了局

部暴发、社区传播和大范围传播3个阶段。人群对这

一新发传染病没有免疫力，普遍易感。老年人和患有

哮喘、糖尿病、心脏病等基础疾病的人群感染病毒的

风险可能会增加。COVID⁃19患者多数表现为普通型

和轻型，其病死率约为2.1%，低于SARS和MERS［5］。

截至目前，尚无COVID⁃19的特效治疗药物，疫
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苗的研发尚在进行之中，目前的防治策略主要是早

发现、早隔离、早治疗［6-7］。因此，用于早期发现CO⁃
VID⁃19的诊断试剂和诊断方法，对于疫情防控至关

重要。我国在生物医学领域已经拥有了完善的研

发与制造体系，有望研发获得有效用于COVID⁃19
监测诊断的方法和技术。

1 病毒的分离与鉴定

要证明某种新发传染病是由一种新的病原体

感染引起的，必须满足以下条件：从患者身上可分

离出病原微生物，该病原体可在实验动物或寄主细

胞中培养，在原始宿主或相关种属内能产生同样的

病症并且能够重新分离出病毒［8］。这是德国科学家

科赫（Robert Koch）在 1890年提出验证病原体与疾

病关系的科赫法则。

病毒分离培养方法主要包括动物接种、鸡胚接

种和组织培养等。动物接种是最原始的病毒培养

方法，常用的动物有小鼠、大鼠、豚鼠、兔和猴等，接

种的途径有鼻内、皮下、皮内、脑内、腹腔内或静脉

等，要根据病毒的种类不同，选择敏感动物和适宜

接种部位。鸡胚对多种病毒敏感，可根据病毒种类

的不同，将病毒接种于鸡胚的羊膜腔、尿囊腔、卵黄

囊或绒毛尿囊膜等。组织培养主要有器官培养、移

植物培养和细胞培养。

COVID⁃19患者的临床样本主要采用人呼吸道

上皮细胞、Vero⁃E6细胞和Huh⁃7细胞进行分离培

养。接种4 d后可观察到细胞病变效应。培养物经

复染后，在透射电子显微镜下可观察到典型的冠状

病毒颗粒。转人ACE2基因小鼠和恒河猴经鼻感染

SARS⁃CoV⁃2后，可诱发多灶性肺炎伴间质增生，并

可在受试动物的肺和肠道组织中检测并分离出该

病毒［9］。中国疾病预防控制中心病毒病预防控制

所、浙江省疾病预防控制中心相继成功分离了病毒

毒株，并发布了 SARS⁃CoV⁃2病毒信息及其电子照

片、核酸检测引物和探针序列等重要信息，为病毒

疫苗研制、抗病毒药物的筛选以及快速检测试剂的

研发奠定了坚实的基础［10］。

2 病毒核酸检测

2.1 基因组测序技术

病原体基因组测序是目前最精确的检测方法，

对于监测病毒是否变异也有重要意义［11］。2019年

底从武汉金银潭医院的不明原因肺炎患者中采集

的临床样本，用β⁃冠状病毒通用引物进行实时荧光

定量RT⁃PCR检测，结果为阳性。再利用 Illumina二
代测序和Nanopore三代测序技术，获得病毒的全基

因组序列。生物信息学分析证实，该病毒具有冠状

病毒家族的典型特征，属于β⁃冠状病毒。将其全基

因组序列与已有的其他β⁃冠状病毒基因组进行同源

性比对后发现，该病毒与蝙蝠携带的 SRAS样冠状

病毒RaTG13株全基因组同源性高达96%［12］。

2.2 荧光定量RT⁃PCR检测

虽然科赫法则仍然适用于临床诊断，但对于快

速检测病原体的需求来说，显然需要其他更加简

便、快速的检测办法。最常用的病原体快速检测技

术主要有两大类，一类是核酸检测，另一类是抗原

抗体检测。核酸（DNA或RNA）是病毒的遗传物质，

任何物种都有其独一无二的核酸序列，对特征序列

的检测即可确定该病原体，目前普遍运用的是荧光

定量RT⁃PCR法［13］。通过采集上呼吸道（鼻咽部和

咽部）和下呼吸道（深咳痰液、呼吸道吸出物和支气

管肺泡灌洗液）样本进行 SRAS⁃CoV⁃2核酸检测。

SARS⁃CoV⁃2可在症状出现前1~2 d在上呼吸道首次

检查到，在普通型患者中可持续7~12 d，在重症患者

中持续时间达2周［14］。

中国工程院院士、呼吸与危重症医学专家王辰

指出，并不是所有感染的患者都能检测出核酸，即便

是对确诊患者，最高只有30%~60%的阳性率，有大量

的患者出现了“假阴性”，尤其是在发病前5 d，核酸检

测的阳性率不高，给防疫防控工作带来巨大困难。

造成核酸诊断“假阴性”的原因主要有：①与患者的

病程有关。部分患者症状较轻，早期病毒量少可能

无法在咽拭子中检测出；②取样操作方法存在问

题。采样时没刮到指定的位置、没有取到足够多的

样本，采样部位的不同对检测结果影响明显。2020
年 2月 20日，中山大学第五医院发文指出，对 73例
SRAS⁃CoV⁃2感染者的粪便进行病毒RNA检测，发现

有39例（53.42%）粪便病毒RNA检测呈阳性，其中17
例（23.29%）呼吸道病毒RNA转阴，而患者粪便病毒

RNA仍然呈阳性［15］；③病毒RNA分子不稳定。采集

的样品在运输过程中，保存不当等因素会导致病毒

RNA降解，模板量减少；④目前病原体核酸检测试

剂的质量难以保证，存在批次间的差异。

2.3 恒温扩增核酸检测

RT⁃PCR技术需要快速精准的升降温过程仪

器，这类仪器相对昂贵，而等温扩增技术仅使用单

一温度，对仪器的要求低。等温扩增利用特殊的酶

取代PCR中高温解链的步骤，如环介导等温扩增法
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（loop⁃mediated isothermal amplification，LAMP）技术

中的链置换DNA聚合酶和重组酶介导等温核酸扩

增技术（recombinase aided amplification，RAA）中的

重组酶、单链结合蛋白和链置换酶等［16］。

RAA是一种新型常温核酸扩增技术，利用大肠

杆菌的 recA重组酶在常温下可与DNA紧密结合的

特性，与引物形成聚合体扫描双链DNA，在与引物

同源的序列处使双链DNA解旋。在单链结合蛋白

（single⁃strand binding protein，SSB）和DNA聚合酶的

作用下，新的DNA片段可以在体外快速扩增。这个

体外DNA扩增的过程不需要高温，一般在 37 ℃或

者室温下反应 5~20 min即可得到与传统高温 PCR
相同的目的片段［17］。相对于LAMP，RAA法的反应

时间缩短，更能满足快速简便检测的需求，反应产物

为单一的特定长度的基因片段。但是，RAA检测方

法是在较低温度下的扩增反应，引物非特异性结合的

可能性会增加，容易造成假阳性。

由江苏奇天基因生物科技有限公司研制的

SARS⁃CoV⁃2核酸等温扩增快速检测试剂盒，目前已

经完成 3家临床评估，可实现 8~15 min出检测结

果。经与药监局批准的商业化定量 PCR试剂盒平

行比较，该试剂盒的阳性符合率为100%，阴性符合

率100%，总符合率100%。

3 病毒抗体检测

病毒感染人体后可刺激机体免疫细胞产生特

异性抗体。利用抗原与抗体特异性结合的原理，可

通过抗原来检测抗体的存在，从而间接证明人体已

感染病毒［18-19］。检测的抗体主要分为 IgM和 IgG两

类。目前对SRAS⁃CoV⁃2这两类抗体的产生和持续

时间有待进行系统性研究，通常情况下，IgM抗体在

病毒感染3~5 d可快速产生，但维持时间短，血液中

检测阳性可作为早期感染的指标。IgG抗体产生

晚，维持时间长，消失慢，血液中 IgG检测阳性可作

为感染和既往感染的指标。

SRAS⁃CoV⁃2抗体胶体金检测试剂盒，主要用于

体外定性检测人血清、血浆和全血样本中的 SRAS⁃
CoV⁃2抗体（IgM/IgG），可在 10~15 min判断检测结

果，为COVID⁃19的疑似患者、无症状患者、密切接

触者、核酸检测阴性者提供快速、便捷的现场检测

手段，是对核酸检测的补充或协同。武汉疫区对比

苏州尼沃诺斯公司研制的胶体金检测试剂与广州

万孚、珠海丽珠等公司 IgM/IgG检测试剂，其检出结

果（阳性/阴性）基本一致。该方法检测简便，无需特

殊仪器，但灵敏度和特异性有限，同时几乎无法检

测潜伏期和感染初期的患者，因此不能作为COVID⁃
19确诊和排除的唯一依据。

有研究表明，SRAS⁃CoV⁃2 IgM和 IgG免疫检测

的临床敏感度分别为70.24%与96.10%，因此 IgM和

IgG的联合检测可以提高COVID⁃19临床检测的敏

感度［20］。然而，这项研究中的COVID⁃19患者大多

处在感染中期或晚期，IgG在病毒感染的后期才会

大量产生，因而在此研究中 IgG的阳性率高于 IgM
的阳性率。回顾之前对 SARS的研究，在感染的第

16~17天，SARS患者血液中的 IgG、IgM抗体才会在

ELISA检测中呈阳性［21］。除了胶体金检测方法外，

ELISA检测同样适合COVID⁃19比较大规模的筛查，

包括疑似人群和接触人员，可以作为核酸检测的互

补，但ELISA检测时间相对较长，对实验人员的操作

技能和实验场所安全防护的要求更高。

抗体诊断具有特异性与快速的特点，可作为一

个辅助诊断的方法。抗体检测易受到血液标本中

一些干扰物质（如类风湿因子、非特异性 IgM、溶血

所致的高浓度血红蛋白等）的存在而出现假阳性结

果［22-23］，所以抗体检测必须采用 IgM和 IgG同时检测

且通常需多次动态监测来确认。COVID⁃19患者抗

体产生和持续时间还未被系统地研究，因此抗体诊

断法在早期疫情监测中的作用仍需进一步考量。

另外，在此次疫情爆发初期，由 Jennifer Doudna
成立的Mammoth Biosciences，与加州大学旧金山分

校（UCSF）雅培病毒诊断与发现中心主任 Charles
Chiu的团队合作，开发出以CRISPR Cas12a为基础

的诊断试纸——DETECTR，实现 30 min快速诊断，

并在患者样本上完成测试［24］。CRISPR诊断技术暂

时还没有通过美国FDA批准，还不能运用于COVID⁃
19的临床诊断。若基于CRISPR技术的诊断试纸能

够在国内外尽快被批准并实现产业化，将有望大规

模、迅速检测冠状病毒，加快疫情控制进展。

4 小结与展望

截至2020年2月23日，国家药品监督管理局共

审批 10个种类的 SARS⁃CoV⁃2检测试剂盒，包括 6
个RT⁃PCR试剂盒、1个恒温扩增芯片核酸检测试剂

盒、1个测序产品和 2个胶体金抗体检测试剂盒，其

他一些检测试剂如免疫荧光检测等也已进入应急

审批程序。COVID⁃19的暴发，再次提醒人类开发针

对新发和再发传染病防控措施的紧迫性和重要

性。期待通过国内外、多学科的通力协作，尽早研发
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新一代简便、快速、敏感的检测方法，为全人类控制

SARS⁃CoV⁃2传播与危害，提供真正有效的防控措施。
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