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  摘 要:2020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)在国内和其

他国家暴发流行。实时荧光定量PCR(RT-PCR)法以其高灵敏度与强特异性,被认为是COVID-19的确诊方

法。然而,SARS-CoV-2核酸检测对于阳性患者的阳性率仅有30%~50%,临床较多的疑似病例需多次核酸检

测之后才得到阳性结果,使SARS-CoV-2核酸检测阳性作为确诊标准备受质疑。本文结合相关文献及在

SARS-CoV-2核酸检测中的工作经验,从病原学、标本采集、核酸提取过程、试剂盒等各个方面对SARS-CoV-2
核酸检测方法的影响因素进行深入探讨,对SARS-CoV-2检测出现假阴性或假阳性的原因进行分析与归纳总

结,为检测的准确性提供依据,也旨在为基层医院的核酸检测工作提供一定的帮助。
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  新型冠状病毒(SARS-CoV-
2)所 致 的 新 型 冠 状 病 毒 肺 炎

(COVID-19)患者不断增加,2020
年3月呈现世界范围内大流行的

趋势。钟 南 山 与 李 兰 娟 院 士 在

2020年2月28日发表的论文中

统计 得 出,COVID-19潜 伏 期 中

位数为4
 

d,最 主 要 的 症 状 是 发

热、咳嗽,少数患者伴有恶心、呕

吐及腹泻。实验室检查中,83.2%的COVID-19患者

伴有淋巴细胞减少,COVID-19的病死率为1.4%[1]。
1 SARS-CoV-2
  SARS-CoV-2是β属单股正链RNA病毒,巢病

毒目,冠状病毒科。冠状病毒根据血清型和基因组特

点分为α、β、γ和δ
 

4个属。它们可以感染人类、哺乳

动物、鸟类、蝙蝠等的呼吸系统、胃肠道、肝脏和中枢

神经系统。目 前,已 知 能 够 感 染 人 的 冠 状 病 毒 有7
种,除去我国2003年暴发的SARS冠状病毒(SARS-
CoV)[2]和2012年中东暴发的中东呼吸综合征冠状

病毒(MERSr-CoV)以外,其余4种感染人的冠状病毒

(HCoV-NL63、HCoV-229E、HCoV-OC43和 HKU1)均

可诱发轻微的上呼吸道感染,SARS-CoV-2是继上述6
种外第7个感染人的β属冠状病毒[3]。SARS-CoV-2
可以通过结合各种黏膜细胞上的血管紧张素转化酶

受体2(ACE2)进入宿主细胞内[4],所以与外界相通的

气道黏膜、口腔黏膜,以及眼睑、眼结膜均容易暴露感

染。也有 文 献 报 道 称,SARS-CoV-2也 可 能 通 过 与

ACE2高度同源的DC-SIGN与L-SIGN受体进入体

内[5]。SARS-CoV-2基因组长29
 

kb,病毒基因组全

长的三分之二是开放性读码框(ORF),3'端基因编码

结构蛋白,包括E基因编码包膜蛋白、M 基因编码膜

蛋白、N基因编码核衣壳蛋白、S基因编码刺突样糖蛋

白(介导病毒进入宿主)[3]。
在疫情初期,最先检出病毒并成为确诊途径的是

高通量测序技术,但这种技术成本高、耗时长、对仪器

和操作人员要求高,不能满足疫情暴发大规模标本检

测的需求。借鉴国内外以往的重大疫情经验,实时荧

光定量反转录PCR技术可高效、快速地完成病毒标

本的检测,兼具灵敏度高和特异性强的特点,易于普

及推广,成为国家卫生健康委员会发布的《新型冠状

病毒感染的肺炎诊疗方案》中首推的检测方法。但近

期SARS-CoV-2核酸检测阳性率低,检测出现的假阴

性结果与临床表现不吻合等问题备受关注。这也是

疫情当下临床医护人员、检验工作者、相关科研人员

以及试剂厂商持续关注和急需解决的问题。本文结

合实际工作的经验,对可能造成核酸检测假阴性和假阳

性的影响因素进行分类与深入探讨,内容包括病原学、
标本采集、核酸提取过程、试剂盒等各个环节。
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2 假阴性的影响因素

2.1 病原学因素 SARS-CoV-2是单链RNA病毒,
容易在传播过程中发生变异,目前试剂盒主要针对

SARS-CoV-2基因组开放性读码框ORF1ab、N基因、
E基因保守区域进行引物设计。由于对SARS-CoV-2
的研究尚浅,是否存在进化上保守区域的突变还未可

知,核酸检测试剂也缺乏大规模的临床验证,若是病

毒RNA的引物设计区域发生突变,可直接导致检测

结果的假阴性。
2.2 标本因素

 

2.2.1 采集标本的时间与类型不当 根据COVID-
19诊疗方案,采集标本类型包括上呼吸道标本(口咽

拭子、鼻咽拭子、鼻咽抽出物)、下呼吸道标本(深部痰

液、支气管灌洗液、气道抽出物、肺泡灌洗液、肺组织

活检),还有 EDTA 抗凝血、眼结膜 标 本、粪 便 标 本

等[6]。尽管《新型冠状病毒肺炎病毒核酸检测专家共

识》中已经指出,应采集患者发病3
 

d内的标本[7],但

多数患者潜伏期为2~7
 

d,绝大多数患者在就诊时病

程已经迁延了数天至数周,不能确定标本采集时是否

为痰液、鼻咽拭子、口咽拭子等标本检测的最佳时期,
亦不能确认标本内病毒载量是否仍然处在方法学的

检测范围内[8]。
深圳市第三人民医院(南方科技大学第二附属医

院)国家感染性疾病临床医学研究中心的人员对来自

213例COVID-19确诊病例的866份标本检测结果进

行分析,结果显示,发病后0~7
 

d采集的痰液、鼻咽拭

子、口咽拭子3种类型标本中,核酸检测阳性率仅为

60%,随着病程发展这3种类型标本的阳性率均有所

降低,建议标本采集及检测应该在发病后的0~7
 

d进

行;标本类型方面,除了肺泡灌洗液阳性率在8~14
 

d
组达到了100%,痰液在各个不同检测时间段的阳性

率都是最高的,而且鼻咽拭子优于口咽拭子[9]。在陈

炜等[10]的研究中也表明,痰标本的病毒含量均高于咽

拭子标本。SARS-CoV-2主要感染下呼吸道甚至肺

部,病灶主要位于肺外带近胸膜处,这提示肺泡灌洗

液或纤维支气管镜刷检物也是较好的标本类型。不

论是从操作的简便性,还是从安全性来讲,深部痰液

都是一个较佳的选择,但临床患者症状多以干咳、无

痰为主[3],给标本采集带来了一定难度。肺泡灌洗液

标本采集也存在创伤性与交叉污染的风险。
2.2.2 标本质量低 合格的标本必须采集到含有病

毒的细胞,且病毒含量能够达到核酸检测下限,否则

将导致检测结果出现假阴性。在各类采集的标本中,
鼻咽拭子、口咽拭子是最常见的标本类型。标本质量

低主要源于以下4个方面的问题:(1)由标本采集的

操作不规范导致,主要是采集鼻咽拭子的深度不够,
未采到鼻腔深处含有病毒的细胞等。(2)不少就诊者

存在鼻甲肥大、鼻道狭窄且伴有鼻过敏症状,采样拭

子很难顺利进入鼻腔,在采集过程中会诱发患者打喷

嚏(具有职业暴露风险),分泌出的内容物会较大程度

上降低获取到的标本质量。(3)未使用专用的病毒核

酸采样拭子与保存液。病毒核酸专用植绒采样头能

增加采集的细胞数量,如果用无菌棉签代替不仅会使

数量减少,而且棉丝混入标本会抑制后续扩增反应。
病毒保存液含有核酸抑制酶,如果采样后不能立即放

入保存液中,标本中的RNA很容易降解。(4)运输时

间过长或者温度过高,会导致RNA降解。标本采集

后应尽快送检,采集后应尽可能在2~4
 

h送到实验

室。在2~8
 

℃下转运,运送时间应不超过72
 

h。
2.3 人员因素 由于核酸提取过程中手工操作较

多,检测人员需要经过专业培训,具备基本的分子生

物学知识与熟练的实践技能。实验各个环节中,人为

操作不当,会影响PCR结果的准确性。提取过程中

的注意事项如下:(1)痰液标本需提前加入蛋白酶K,
所有标本加样前需用移液器吹打混匀(慢速且所调体

积应小于加样枪最大量程);(2)加入病毒裂解液后,
吹打混匀或振荡混匀;(3)柱提法空柱子离心后,需静

置3
 

min晾干残留的乙醇,否则会影响后续检测;(4)
最后洗脱核酸时,双蒸水(ddH2O)一定要加在滤膜上

(加在侧壁会减少洗脱后的体积),静置5
 

min后再离

心洗脱。
2.4 仪器设备因素 PCR实验室的设备仪器(冰箱、
移液器、生物安全柜、离心机、水浴锅、荧光定量PCR
仪等)都需要定期校准与维护。例如:冰箱温度不稳

定,会影响标本RNA的稳定性,导致假阴性。移液器

量程不准确,反应体系的不一致性和标本加样误差也

是导致检测结果假阴性的原因之一。
2.5 试剂因素

2.5.1 提取试剂因素 核酸的提取因试剂品牌和方

法学多有不同,选择不适合的提取试剂或者提取过程

中不正确的操作,都会导致核酸提取失败,进而影响

病毒的检出。提取试剂盒应购买病毒RNA提取专用

的试剂盒,可选择国外或国内的产品,具体提取效率

之间的比较,目前相关报道较少。
2.5.2 扩增试剂因素 核酸扩增试剂应选择至少含

SARS-CoV-2基因的两个位点(开放读码框ORF1ab、
N基因或E基因)。目前,各个厂商研发有 ORF1ab
单靶标试剂盒,ORF1ab、N基因的双靶标试剂盒,同

时包含 ORF1ab、N基因与E基因的三靶标试剂盒。
结果判读:根据《新型冠状病毒感染的肺炎实验室检

测技术指南(第三版)》,在实验室要确认一个病例为

阳性,须满足以下条件,即同一份标本中SARS-CoV-
2两个靶标(ORF1ab、N基因)特异性荧光定量PCR
检测结果均为阳性。如果出现单个靶标阳性的检测

结果,则需要重新采样,重新检测。使用商品化试剂

盒则以厂家提供的说明书为准[11]。
根据郭元元等[12]对国产6种SARS-CoV-2核酸

检测试剂对弱阳性COVID-19患者的检测结果研究

发现,6种国产试剂中有2种试剂检测能力较好,对

SARS-CoV-2弱阳性标本(ORF1ab和 N基因)均能
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检出,而其余4种试剂只能检出其中之一。这说明在

这种突发的公共卫生事件下,很多试剂盒引物设计的

位点欠佳,后续还需优化。为了提高病毒核酸检测的

准确性,建议医疗机构在有条件的前提下,同时使用

两种厂家试剂进行检测。
3 假阳性的影响因素

  假阳性主要来源于核酸污染、非特异性扩增、结

果判读失误[基线(baseline)设置不当]。
3.1 核酸污染因素 可分为提取前污染(PCR试剂

污染)、提取环节的污染(样本间、对照品的交叉污染、
气溶胶污染)、上机扩增期间的污染。解决方案:(1)
PCR实验室必须是独立的4个区域(试剂准备区、标

本处理区、核酸扩增区、产物分析区),应保持人流、物

流的单向流通,不得跨区操作。(2)生物安全柜使用

前、后应擦拭干净,标本处理区(非负压条件下)应保

持勤通风。操作时剧烈地摇动试管,开盖、吸样时都

可形成气溶胶而导致污染,故提取的各个环节操作应

轻柔。为避免交叉污染,上机检测前病毒模板加样顺

序可调整为阴性对照品、标本、阳性对照品。部分试

剂的阳性对照品交叉污染严重,应保持远距离、轻柔

开盖。(3)上机扩增期间,高温条件下产生的气溶胶

逸出,因此上机前应盖紧PCR管盖。
3.2 非特异性扩增的因素 非特异性扩增的原因主

要是引物设计不够特异,产生了引物二聚体(引物与

引物之间互补结合后扩增)或上、下游引物自身形成

发卡结构,产生非特异性荧光导致假阳性。这类假阳

性的特点是S型扩增曲线起线较晚,在最后几个循环

内扩增,荧光信号弱,循环阈值(Ct值)较大。
3.3 结果判读失误的因素 baseline的作用是扣除

扩增起始阶段的背景荧光信号,绝大部分扩增仪的软

件会自动设置baseline的范围。但如果背景信号过

强,软 件 可 能 会 将 背 景 信 号 误 认 为 扩 增 信 号,这 时

baseline的范围也会很小。这类曲线的特点是曲线起

线较早,呈曲折样上升型或不规则上升型,而不是光

滑的S型曲线,此时需要手动调整baseline范围,同

时对比原始曲线和扩增曲线形态进行判别。
4 小  结

  综上所述,本文分析并阐明了造成SARS-CoV-2
核酸检测假阴性或假阳性各个环节的影响因素,包括

标本的正确采集、运输,以及提高临床实验室人员的

规范操作、正确的结果判读、完善PCR实验室质量控

制,这些环节对于保证检测结果准确性十分重要,同

时也能为基层医院核酸检测工作的开展提供一定的

帮助。目前,对COVID-19的发病机制、临床病程、治

疗手段还在不断认识中,病毒核酸检测作为确诊方

法,依然是快速、可靠且不可缺少的检测手段。快速

研发的试剂盒稳定性有待提高,SARS-CoV-2的IgM
与IgG抗体检测试剂盒已经获批,许多研究者也在积

极探索数字PCR等更好的检测手段,这些将有助于

更早、更快、更精准地检测出SARS-CoV-2,对控制病

程、早期治疗及疫情防控都起着至关重要的作用。
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