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批分析#多管同测$法检测低浓度新型冠状病毒核酸"
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!!摘!要"目的!探讨批分析"多管同测#法实时荧光聚合酶链反应"1(8#检测新型冠状病毒"/,8/&(:R&!#
核酸的临床意义$方法!用细胞保存液将/,8/&(:R&!全基因组假病毒质控品阶梯稀释形成/*"*d*"#&/!
"*d!"#&/#"*d6"#&/6"*d3"#&/0"*d*+"#&/+"*d#!"#&/9"*d+6"#系列梯度浓度样本盘!用/,8/&(:R&!
核酸实时荧光1(8检测试剂检测样本盘样本!每批各浓度平行检测+管!共检测+批次$结果!Z8̂ *;J单管
阳性检出率与批分析阳性检出率分别为 /*"0"4""5%*""4""5#&/!"694!!5%*""4""5#&/#"*+4+95%

++4+95#&/6"*#4325%++4+95#'% 基因单管阳性检出率与批分析阳性检出率分别为 /*"*""4""5%

*""4""5#&/!"2*4+95%*""4""5#&/#"+*4**5%*""4""5#&/6"#"40+5%3#4##5#&/0"!94935%*""4""5#&

/+"**4**5%0"4""5#&/9"04005%##4##5#$结论!批分析"多管同测#法可以提高低浓度核酸样本的阳性检
出率!在临床有提高检测灵敏度需求时可以采用此方法$
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!!实时荧光聚合酶链反应$1(8%用于感染性疾病
的诊断$病原体检测%具有快速'简便'准确'高通量等
优势)近年来#核酸检测相关产业链的各个环节更是
迅猛发展#但假阴性问题也一直困扰着疫情防控各方
面)临床意义上的假阴性是指患者的临床症状及影
像学证据高度疑似新型冠状病毒$/,8/&(:R&!%感染

疾病#而 /,8/&(:R&!核酸检测多次或始终为阴
性**+)引起假阴性的原因较多#包括试剂'检测'采
样'储存运送'疾病病程阶段及病毒变异等因素#导致
样本中无病毒或病毒载量低于试剂的检测下限**&++)
实时荧光1(8具有较高的检测灵敏度*9+#只需*C:'>
靶序列进入实时荧光1(8扩增体系#经过若干次循
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环扩增后#就能检测到靶核酸扩增信息)因此#决定
检测下限的因素只有进入实时荧光1(8扩增体系的
实际样本量)笔者采用批分析$多管同测%的方法增
加实际进入扩增体系的样本量#以提高检测灵敏度及
低浓度样本的检出率)现将结果报道如下)
$!材料与方法

$4$!样本来源!/,8/&(:R&!全基因组假病毒质控
品$广州市赛腾医疗科技有限公司产品#批号!
!"!*"2"*%#水平#$-!%#阳性)该产品以假病毒为载
体#覆盖经过修饰优化后的/,8/&(:R&!靶标基因#
包括Z8̂ *;J基因'%基因'X基因和/基因等)
$4/!仪器与试剂!/-,%&2+/全自动医用1(8分析
系统$上海宏石医疗科技有限公司产品%(/,8/&(:R&
!核酸实时荧光1(8检测试剂盒$圣湘生物科技股份
有限公司产品#批号!!"!**00%#靶区域为 /,8/&
(:R&!Z8̂ *;J及编码核衣壳蛋白 %基因的特异性
保守序列(样本释放剂$圣湘生物科技股份有限公司
产品#批号!!"!*""6&!%(细胞保存液$圣湘生物科技股
份有限公司产品#批号!*!"!*""#%)
$4'!方法
$4'4$!系列梯度浓度样本盘的选择!用细胞保存液
将质控品稀释为*!*"'*!*""'*!*"""梯度浓
度样本#用/,8/&(:R&!核酸实时荧光1(8检测试
剂$样本释放剂裂解法释放核酸#一步法%检测梯度浓
度样本#各平行检测#管(然后选择#管均阳性的
*!*"浓度样本#倍比稀释形成系列梯度浓度样本盘
/*$*!*"%'/!$*!!"%'/#$*!6"%'/6$*!3"%'
/0$*!*+"%'/+$*!#!"%'/9$*!+6"%)
$4'4/!批分析$多管同测%法检测!用/,8/&(:R&!
核酸实时荧光1(8检测试剂$样本释放剂裂解法释
放核酸#一步法%检测梯度浓度样本盘样本/*"/9共
9个浓度#每批各浓度平行检测+管#共检测+批次)
最终每个浓度得到+个批分析结果##+个单管检测
结果)
$4'4'!阳性判断标准!单管!Z8̂ *;J基因检测到典
型的/型扩增曲线#且(A值%6"判断为 Z8̂ *;J基
因阳性(% 基因检测到典型的/型扩增曲线#且 (A
值%6"判断为 %基因阳性)批分析!单靶标基因阳
性管数'*的批次判断为该靶标基因批阳性)
$4'41!/,8/&(:R&!核酸实时荧光1(8检测试剂
基本信息!/,8/&(:R&!核酸实时荧光1(8检测试
剂扩增循环参数见表*)样本释放剂*"$-加样本

*"$-#用移液器吸打#&"0次混匀#静置*"LD<后#
加入1(8混合液$/,8/&(:R&!&1(8&反应液!+$-
加/,8/&(:R&!&1(8&酶混合液6$-%上机扩增)检
测通道!̂,$$Z8̂ *;J区域%'8ZW$%基因%(7XW
$内标%)
$41!统计学处理!采用/1//!#4"统计软件进行数
据分析#采用XMC@=!"*"进行数据及图表处理)计量

资料以Kf4表示)Z8̂ *;J与 %基因(A均值比较
采用独立样本<检验(计数资料以百分率表示#单管
分析与批分析阳性率比较采用!! 检验#以!%"4"0
为差异有统计学意义)

表*!!/,8/&(:R&!核酸实时荧光1(8检测试剂

!!!扩增循环参数

进程 温度$g% 时间 循环数$个%

反转录 0" #"LD< *

C.%,预变性 20 *LD< *

变性 20 *0H 60

退火'延伸#荧光采集 +" #"H 60

仪器冷却 !0 *"H *

/!结!!果

/4$!不同浓度 Z8̂ *;J基因与 % 基因 (A值比
较!各浓度有(A值$有光滑的/型扩增曲线#(A值%
60%管(A值均值见表!(各浓度有(A值管(A值均值
折线图见图*(所有测定管中有(A值管(A值折线图
见图!)Z8̂ *;J基因与 % 基因在低浓度水平$*
C:'>"管%(A值存在较大差异#/!"/9全部批次中呈
典型,/-型扩增曲线的检测管 Z8̂ *;J基因平均(A
值为6"46f*"4+#(A值$6"的占+*4+65#最大 (A
值为664"3#而%基因平均(A值为#+42+f*4"9#最
大(A值为#2463)不同浓度Z8̂ *;J基因与%基因

(A值比较#差异均有统计学意义$!%"4"0%)
表!!!不同浓度Z8̂ *;J基因(%基因(A值

!!!比较#Kf4$

浓度 Z8̂ *;J基因 %基因 < !

/* #2430f"42! #04#9f"493 !̀*4963 %"4"0

/! 6"4"6f*4!# #+4+9f*4!+ *̀"49!9 %"4"0

/# 6"40!f"436 #+43!f"492 *̀6496" %"4"0

/6"/9 6"4+3f*4"9 #94#9f"433 *̀!4!+0 %"4"0

图*!!各浓度有(A值管(A值均值折线图

/4/!单管分析与批分析阳性检测情况比较!由
表#"6可知#Z8̂ *;J基因单管分析与批分析阳性检
出率分别为 /*$0"4""5"*""4""5%'/!$694!!5"

*""4""5%'/#$*+4+95"++4+95%'/6$*#4325"

++4+95%(%基因单管分析与批分析阳性检出率分别
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为/*$*""4""5"*""4""5%'/!$2*4+95"*""4""5%'

/#$+*4**5"*""4""5%'/6$#"40+5"3#4##5%'/0
$!94935"*""4""5%'/+$**4**5"0"4""5%'/9
$04005"##4##5%)Z8̂ *;J基因/*'/!'/#'/6浓
度单管分析与批分析阳性检出率比较#差异有统计学
意义$!%"4"0%#%基因/#'/6'/0'/+'/9浓度单管
分析与批分析阳性检出率比较#差异有统计学意义
$!%"4"0%)与单管分析比较#批分析在低浓度核酸
样本检测中有更高的阳性检出率)

图!!!所有测定管中有(A值管(A均值折线图

表#!!单管分析与批分析阳性检测情况#'$

批次 '
/*

Z8̂ *;J基因 %基因

/!

Z8̂ *;J基因 %基因

/#

Z8̂ *;J基因 %基因

* + * + ! + * !

! + 0 + * + " 0

# + * + 6 0 " #

6 + 6 + 6 + * !

0 + # + * 0 ! 0

+ + 6 + 0 0 ! 6
合计 #+ *3 #+ *9 ## + !!

批次 '
/6

Z8̂ *;J基因 %基因

/0

Z8̂ *;J基因 %基因

/+

Z8̂ *;J基因 %基因

/9

Z8̂ *;J基因 %基因

* + " # " * " * " "

! + * ! " # " ! " *

# + ! ! " * " " " "

6 + * " " * " " " *

0 + * ! " # " * " "

+ + " # " * " " " "
合计 #+ 0 ** " *" " 6 " !

表6!!单管分析与批分析阳性检测率比校%'#5$'

批次 '
/*

Z8̂*;J基因 %基因

/!

Z8̂*;J基因 %基因

/#

Z8̂*;J基因 %基因

单管阳性 #+ *3$0"4""% #+$*""4""% *9$694!!% ##$2*4+9% +$*+4+9% !!$+*4**%

批阳性 + +$*""4""% +$*""4""% +$*""4""% +$*""4""% 6$++4+9% +$*""4""%

!! 04!0 " 0492+ "40## 94"30 #4!26

! %"4"0 $"4"0 %"4"0 $"4"0 %"4"0 %"4"0

批次 '
/6

Z8̂*;J基因 %基因

/0

Z8̂*;J基因 %基因

/+

Z8̂*;J基因 %基因

/9

Z8̂*;J基因 %基因

单管阳性 #+ 0$*#432% **$#"40+% "$"4""% *"$!9493% "$"4""% 6$**4**% "$"4""% !$0400%

批阳性 + 6$++4+9% 0$3#4##% "$"4""% +$*""4""% "$"4""% #$0"4""% "$"4""% !$##4##%

!! 340"2 +4"+2 " **4#96 " 04+"" " 64+"0

! %"4"0 %"4"0 $"4"0 %"4"0 $"4"0 %"4"0 $"4"0 %"4"0

'!讨!!!论

!!在实时荧光1(8中#(A值是指荧光强度大于最
小检出水平$即荧光阈值%时的1(8循环数*9+)它是
实时荧光1(8的基本参数#是获得准确且重现性好
的数据的基础)影响(A值的因素包括进入扩增体系
靶核酸的数量和靶核酸的扩增效率#当进入扩增体系

的靶核酸数量恒定时#影响(A值的因素就只是靶核
酸的扩增效率)影响扩增效率的因素较多*#+#包括引
物"靶核酸的特性与变性'退火'延伸温度#扩增体系
环境$参与扩增反应各成分的相对量#尤其是 );e.&
%,聚合酶"靶核酸比例等%#扩增仪器性能$包括扩增
仪孔间温度的不均一性'信标荧光的检出效能等%#临
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床标本中);e.%,聚合酶抑制物去除不完全#扩增
体系中扩增试剂的有限和扩增产物的抑制等)

有研究比较分析国产/,8/&(:R&!核酸实时荧
光1(8检测试剂盒检测性能发现#部分试剂检测弱
阳性标本时%基因呈现单阳结果#研究者认为试剂因
素可能有!$*%与引物设计有关($!%与各位点灵敏度
有关*3&2+(/Z-,等**"+认为可能是冠状病毒 Z8̂ *;J
基因C:'>数相对于%基因'/基因和X基因等编码
结构蛋白的基因C:'>数更低(多靶标同管扩增可能
由于多种引物互相竞争而影响某个靶标点检测的灵

敏度**+)本研究显示#Z8̂ *;J基因与%基因在低浓
度水平$*C:'>"管%阳性检出率及(A值均存在较大差
异#/!"/9全部批次中呈典型,/-型扩增曲线的有(A
值检测管Z8̂ *;J基因平均(A值为6"46f*4"+#(A
值$6"的占比为+*4+65#最大(A值为664"3#而 %
基因平均(A值为#+42+f*4"9#最大(A值为#2463)
笔者认为!$*%Z8̂ *;J基因的引物靶核酸的特性导致
其扩增效率低于%基因($!%仪器对 Z8̂ *;J基因的
信标荧光 ,̂$ 的检出效能低于 %基因的信标荧光

8ZW)笔者在另外一组检测低浓度乙型肝炎病毒
$7UR%.%,的实验中(A值$6"的占比为+"5#其
与Z8̂ *;J基因都是 ,̂$ 荧光信标***+)这可能是
临床单管阳性的重要原因之一)本研究的标本是假
病毒质控物#Z8̂ *;J基因与 %基因分属!段序列#
在低浓度时出现较多的单基因阳性)本院未保留

/,8/&(:R&!核酸阳性样本#无法检测临床阳性样
本)在临床阳性样本中#Z8̂ *;J基因与%基因应该
有多数的并行结果)

本研究显示在低浓度区域#!种基因阳性检出率
均明显高于单管分析)1(8试验中扩增产物的量以
指数方式增加#只要反应管中有*C:'>靶核酸#就能
将其扩增至能检出的水平)因此#只需增加批分析的
扩增管数就可提高1(8试验的灵敏度)本研究在现
有商品检测试剂的基础上#采用批分析$多管同测%的
方法#增加单批次检测时实际进入扩增体系的样本
量#以提高检测灵敏度)即采用商品试剂#按试剂盒
要求提取核酸模板#在扩增分析时#每个样本同时扩
增多管#将整个分析批视为一个批扩增体系)如此#
在不改变单管扩增体系的条件下#实际提高了进入批
扩增体系的原始样本量#从而使检测灵敏度显著提

高)圣湘生物可提供磁珠法和样本释放剂法!种核
酸提取方法)与磁珠法比较#采用样本释放剂法操作
更简单#研究结果更容易呈现)在临床检测中#用磁
珠法富集核酸后再多管批扩增分析可得到更高的灵

敏度)
综上所述#批分析$多管同测%法可以提高低浓度

核酸样本的阳性检出率#在临床有提高检测灵敏度需
求时可以采用此方法)
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