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[摘要] 由于引发呼吸道感染的病原体种类繁多，患者可能携带不止一种病原体，使得新型冠状病

毒(2019-nCoV)的确诊较为困难。而多重核酸即时检验(POCT)可以快速准确、高通量检测出新型冠

状病毒肺炎(COVID-19)患者所感染的呼吸道病原体，为临床提供快速可靠的实验室诊断依据。结

合 2019-nCoV 最新研究成果，及 COVID-19 诊疗方案(试行第七版)的鉴别诊断的章节，讨论多重

核酸 POCT检测对COVID-19快速诊断及鉴别诊断的价值，为有效防控COVID-19疫情提供参考。 
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新型冠状病毒肺炎(COVID-19)属于国家“乙类”传染病，采取“甲类”传染病防控措施[1-

3]。感染主要为飞沫和近距离接触传播，可经人与人传播，人群普遍易感，且重症病例病亡率高
[4-6]。研究表明，COVID-19 有可能转成慢性的、像流感一样长期在人间存在，潜在的风险可能是

长期的巨大的，对此要做好准备，发热门诊应常态化，成为一项医院的标准流程[7-8]。因此，医

院如何立足于在发热门诊建立快速诊断能力的建设非常重要。通过综述多重核酸即时检验(point-

of-care test，POCT)检测对国际病毒分类委员会命名的严重急性呼吸综合征冠状病毒 2(SARS-

CoV-2)的快速诊断及鉴别诊断的价值，为有效防控 COVID-19 疫情提供参考。 

1  COVID-19 及其他常见呼吸道病毒所致疾病的诊断与鉴别诊断 

SARS-CoV-2 属于β属的冠状病毒，其基因特征与 SARSr-CoV 和 MERSr-CoV 有明显区别[2]。

世界卫生组织将 SARS-Co V-2 感染引起的疾病正式命名为“COVID-19”。流行病学调查[9]显示，



2 
 

COVID-19 大多数为轻症病例，但具有高度传染性，潜伏期多为 1～14 d，病死率约 2%[10-11]。根

据国家卫生健康委员会发布的《新型冠状病毒肺炎诊疗方案(试行第七版)》[2]中指出，COVID-19 确

诊病例须病原学检测呈阳性(实时荧光 RT-PCR 检测新型冠状病毒(2019-nCoV)核酸阳性；或病毒

基因测序与已知 2019-nCoV 高度同源)。COVID-19 感染轻型表现需与其他病毒引起的上呼吸道感

染相鉴别，尤其是对疑似病例要尽可能采取包括快速抗原检测和多重聚合酶链反应(polymerase 

chain reaction，PCR)核酸检测等方法，对常见呼吸道病原体进行检测[2]。造成呼吸道感染的病原体

主要是各种呼吸道病毒，以及细菌、支原体、衣原体、真菌及寄生虫等[12]。近年来，一些呼吸道病

毒如甲型流感病毒、腺病毒以及不断变异的 SARS-CoV-2 所导致爆发的疫情，成为公共卫生领域面

临的一个重要的问题，也是要探讨的内容。 

2  呼吸道感染病原体的检测现状 

呼吸道病原体的检测方法主要有病原体培养法、胶体金筛查流感抗原、免疫血清学检测抗体以

及实时荧光定量 PCR 检测核酸。抗原初筛检测尽管快速，但其敏感性低且不能区分亚型；血清学方

法只能检测免疫球蛋白 M(Immunoglobulin M，IgM)和免疫球蛋白 G(Immunoglobulin G，IgG)，且耗

时较长；核酸检测方法敏感性高，特异性强，可以区分亚型，但需要专业的实验室和昂贵的仪器设

备，操作复杂，对检验人员的资质要求较高，不能满足基层单位筛查防控的需求。 

2.1 呼吸道感染病原体抗体检测 

针对 COVID-19 的疫情，许多高新企业已成功研发了 SARS-CoV-2 的 IgM 抗体检测试剂盒

(胶体金免疫层析法)以及 SARS-CoV-2 的 IgM 抗体检测试剂盒(酶联免疫法)2 种检测方法学的产品
[13]。胶体金免疫层析法检测试剂的特点为：15 min 出结果，无需仪器，适合现场快速筛查。 

呼吸道病原体九联检[14]采用九项呼吸道感染病原体 IgM 抗体检测试剂(间接免疫荧光法)，同

时检测甲型流感病毒(influenza A virus，INFA)，乙型流感病毒(influenza B virus，INFB)，副流感病

毒 1 型、2 型及 3 型(Parainfluenza virus type1，2，3 PIV)，嗜肺军团菌(legionella pneumophila，LP)，

肺炎支原体(mycoplasma pneumoniae,MP)，Q 热立克次体(Q rickettsia，QFB)，肺炎衣原体(chlamydia 

pneumoniae，CPn)，腺病毒(adenovirus，ADV)，呼吸道合胞病毒(respiratory syncytial virus，RSV)

等 9 项病原体的 IgM 抗体。呼吸道病原九联检的检测方法在呼吸道感染检测中检出的阳性率高，

能够同时检测 9 种病原体，及时发现感染的病原体，对临床呼吸道感染疾病的诊断及鉴别诊断提

供一定的支持依据。 

2.2 单一呼吸道病原体的扩增和检测 

2.2.1 甲型流感病毒快速基因分型 POCT 方法 

ParaDNA 核酸 POCT 检测仪及其配套的 HyBeacon 荧光探针检测技术，是当前 POCT 分子诊

断的前沿代表[15]。该方法建立一种基于 Beacon-ParaDNA 技术平台对甲型流感病毒进行快速基因

分型的方法，由于具有准确度和灵敏度高、设计灵活、兼容性好、无交叉污染及支持现场快速检

测等特点，已广泛应用于法医学鉴定、病原微生物检测、食品卫生安全以及药物基因组学等领域。 

2.2.2 基于 CRISPR-Cas 系统的 CRISPR-nCoV 试剂盒 

2018 年，Science 封面文章表明，基因编辑工具 CRISPR-Cas 系统用于病原检测，可实现 2 h

内鉴定区分人体样本中的寨卡、登革热、黄热病毒和西尼罗河病毒。2019 年 9 月，微远基因与华

山医院感染科合作，快速超敏结核分枝杆菌诊断方法 CRISPR-MTB 发表[16]。COVID-19 疫情暴

发，微远基因利用自有 CRISPR 病原诊断平台，基于 GISAID 公布的 SARS-CoV-2 序列

(BetaCoV/Wuhan/IPBCAMS-WH-01/2019，Collection date: 2019-12-24)，设计特定 CRISPR 检测位

点，开发出超高敏 CRISPR-nCoV 检测试剂盒。CRISPR-nCoV 试剂盒灵敏度可低至单个拷贝，具
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备与其他冠状病毒明确区分的高特异性，可检测痰液、拭子、肺泡灌洗液等多种样本类型，用样

量可以低至 100 μl，实现了高特异性、单拷贝级别灵敏度以及 40 min 快速的 SARS-CoV-2 核酸

检测，并且检测仪器便携可拓展，具有实现床旁 POCT 的应用潜力。 

2.2.3 等温扩增技术在呼吸道病原体的应用 

等温扩增技术与传统 PCR 相比，仪器简单、扩增时间短，还保持了高灵敏性及特异性，适

合快速检测，在结核分枝杆菌等病原体检测中被广泛应用[17]。等温扩增技术的反应原理不同，分

为环介导等温扩增 (loop-mediated isothermal amplification，LAMP)、重组酶聚合酶扩增技术

(recombinase polymerase amplification，RPA)、依赖核酸序列型扩增(nucleic acid sequence-based 

amplification，NASBA)、链置换扩增(strand displacement amplification，SDA)、滚环扩增(rolling circle 

amplification，RCA)、单引物等温扩增(single Primer Isothermal Amplification，SPIA)、交叉引物等

温扩增(cross priming amplification，CPA)以及新型等温多自配引发扩增(isothermal multiple self-

matching-initiated amplification，IMSA)等。但等温扩增技术也具有对引物设计要求高、不能扩增较

长目的片段及易产生假阳性等局限性，因此，此方法在 SARS-CoV-2 的检测中能否克服上述缺陷，

达到快速精准检测的目的，仍有待于临床进一步应用评估。 

2.2.4 Alere i 的 COVID-19 分子即时检测 POCT 产品 

Alere i 检测测试盒是采用恒温核酸扩增技术-切口延伸扩增技术(nicking enzyme amplification 

reaction，NEAR)来检测病毒核酸，使用特定捕获酶来驱动扩增反应，该试剂一般包括有切口酶、

前向模板核酸及反向模块核酸和聚合酶等。操作方法为：①将待测样品加入到离心管 A 中；②用

移液枪取一定体积待测样品加入到离心管 B 中，该离心管中有反应所需的各种试剂；③将离心管

B 放入检测仪器中进行反应，如 PCR 扩增仪等，反应一段时间后通过仪器检测得出结果。这一检

测在 5 min 内就可给出阳性结果，在 13 min 内给出阴性结果，是目前速度最快的即时检测之一。

该测试基于雅培的 Abbott ID NOW 诊断平台。ID NOW™是一种快速、基于仪器的恒温扩增检测

系统，用于感染性疾病的定性检测，将在医生办公室、紧急护理诊所和医院急诊科等广泛的医疗

保健环境中提供快速的结果。ID NOW 于 2014 年首次推出，是甲型和乙型流感、甲型链球菌和呼

吸道合胞病毒(RSV)的分子床旁检测平台[18]。SARS-Co V-2 试剂是新开发的产品，Alere i 检测仪

器和测试盒见图 1。 

 
 
 

图 1 Alere i 检测仪器和测试盒  

3 多重核酸 POCT 在呼吸道病原体检测中的研究进展 

由于可引发呼吸道感染的病原体种类繁多，患者可能携带不止一种病原体，不同病毒之间以

及病毒和细菌之间的临床体征和症状相互重叠，往往使得仅基于临床表现的病因诊断变得困难，

无法确定致病原因，导致经常规治疗无效，造成抗生素滥用以及医源性交叉感染，因此鉴别诊断

COVID-19 中最常见的病原体，如流感病毒，便于及时隔离不同型别和亚型的流感患者，对防止病
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毒的传播意义重大。在排除样本质量、样本收集时机以及污染和技术问题的情况下, 从咽拭子或

其他呼吸道样本中，多次、多种标本和使用多种荧光定量 PCR 检测试剂盒，检查出 SARS-CoV-2

的 RNA 阳性，对病原学诊断有重要支持意义。但是如何能快速准确高通量检测出患者所感染的呼

吸道病原体，一直是临床诊断面临的难点。 

3.1 核酸 POCT 技术 

核酸 POCT 技术[19]是现场使用便携式核酸仪器及配套试剂，该仪器将核酸扩增、信号收集与

结果分析功能整合，能够快速完成检测，并能有效防止交叉污染。目前国内已有多家企业宣布研

发出全自动核酸扩增检测分析仪及配套试剂盒，其操作简便，结果快速、准确，这对基层开展快

速筛查具有重要意义，并缓解疫情患者诊断及鉴别诊断的压力。随着免疫层析技术、微流控芯片

技术和环介导等温扩增技术等核酸 POCT 产品的不断研发及应用，能够对当前检测形成有效补充，

加快疫情结束速度。 

3.2 多重核酸 POCT 进展 

多重核酸扩增检测[20]是一种速度快、灵敏度高且特异性强的检测方法，能提供多目标产物的

共扩增，从而对呼吸道疾病混合感染的预后和复发提供重要信息。多重核酸扩增可以显著减少检

测操作时间和成本，并且能够快速得到结果。博奥生物集团应用恒温扩增和微流控碟式芯片相结

合的技术, 对 13 种常见下呼吸道病原体靶基因进行扩增和检测, 可为临床提供更为快速可靠的实

验室诊断依据，且能提供多目标产物的共扩增，从而对呼吸道疾病混合感染的预后和复发提供重

要信息。 

3.3 RNA 恒温扩增-金探针层析法 

RNA 恒温扩增-金探针层析法[21]是新一代的核酸检测技术，通过胶体金条带判读结果的方法，

对 SARS-Co V-2 和甲型、乙型流感病毒核酸及其他呼吸道病毒进行快速定性检测，对临床上确诊

SARS-CoV-2 有重要意义，其特点是以病原体的 RNA 为靶标核酸，在逆转录酶和 T7RNA 聚合酶

的作用下，经过逆转录和转录过程，实现 RNA 核酸片段的扩增。然后采用金探针层析法，将 RNA

扩增产物-特异探针-金标探针复合物在 NC 膜上固定形成条带，结果判读一目了然。该方法可以将

胶体金免疫层析技术的操作简单、快速且价格低廉等特点应用到核酸的多重检测中来，实现甲型、

乙型流感病毒核酸+SARS-CoV-2 核酸的胶体金标核酸 POCT 诊断试剂的开发，其原理是在核酸检

测试纸条上，将通用探针标记上胶体金颗粒后，固定于玻璃纤维素膜上，检测病原体核酸时，设

计两套特异探针，即特异探针 A 和特异探针 B。两套探针的使用使得其中任何一套探针和病原体

核酸扩增片段杂交失败，都不能够形成被试纸条检出的复合物，也就出现不了阳性检测结果，保

证了检测的特异性。只要设计针对不同病原体核酸的特异探针即可完成同一张试纸条多种核酸的

检测，可以大幅降低检测成本。核酸检测试纸原理见图 2。 

 

 
图 2 核酸检测试纸原理 
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该方法无需核酸提取，无需专业实验室，无需生物安全柜和荧光 PCR 仪就可进行实验，仅需

直接将患者鼻咽拭子标本加入仪器，就可快速而准确地检测出 SARS-Co V-2 和各种流感病毒，应

用在门诊或急诊，患者可以快速获得检验报告，推荐向基层和偏远地区的医疗机构普及，特别是

适合于发热门诊内的快速筛查 2019-nCoV 之用。 

4  核酸 POCT 在疫情中的应用 

目前，我国社会正在逐步回归正常轨道，但未来不能放松警惕，而在本次疫情防控工作中，

方舱医院发挥了至关重要的作用[22]。在方舱医院经过实践检验之后，将拓展到更多的使用场景。

为此，需要将核酸检测 POCT 化，配置到方舱医院中，同时多重核酸 POCT 成为发热门诊的标配。

对于当下 POCT 的局势，检测项目的选择要比平台的建立更为重要，因此可用于鉴别诊断 COVID-

19 与常见呼吸道病原体的多重呼吸道病原学核酸检测，包括临床常见呼吸道病毒和支原体及衣原

体感染的检测, 涵盖腺病毒、副流感病毒、呼吸道合胞病毒、支原体、衣原体、甲型和乙型流感病

毒及 SARS-Co V-2 核酸，以及鉴别诊断 SARS 和 SARS-CoV-2 的双项目检测系统，可能为核酸

POCT 的终极方向。 

SARS-Co V-2 核酸检测在 COVID-19 的诊断、疗效监测及疫情防控中发挥了重要作用，而多

重核酸 POCT 技术在呼吸道病毒检测中的意义更加重要。作为一种包括 SARS-Co V-2 核酸试纸条

检测技术，成功的融合了胶体金快速的特点。通过试纸条检测核酸，只需 10 min 左右即可进行结

果判读，在操作上也十分简单，只需将核酸特异扩增物和检测探针混合后滴到检测试纸上即可，

对实验人员技术要求低，更无需特殊的仪器设备，易于核酸检测向基层及偏远农村医疗机构的推

广。 

5  展望 

应用 POCT 检测 SARS-Co V-2，操作简便，结果迅速，适合现场检测操作，及早发现和控制

COVID-19 传染源，同时满足有关单位和个人多样化的检测需求的措施和手段。 
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