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数字 ＰＣＲ 在新型冠状病毒检测中的应用前景

胡思宏ꎬ　 游国叶

信阳职业技术学院药学院ꎬ 河南 信阳 ４６４０００

摘　 要: ２０２０ 年ꎬ由新型冠状病毒(ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ￣２)导致的新型冠状肺炎(ＣＯＶＩＤ￣１９)疫情在世界各国大规模爆发ꎬ导致全

球公共卫生安全受到巨大影响ꎮ 目前广泛采用的荧光定量 ＰＣＲ(ＲＴ￣ＰＣＲ)在检测 ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ￣２ 方面存在可能出现“假阴

性”结果、需多次取样、重复检测等缺点ꎬ亟需建立一种灵敏度更高、样本用量少、操作简单的检测技术ꎬ以快速、准确、高
效的筛选出新型冠状肺炎患者ꎮ 数字 ＰＣＲ 为新兴痕量核酸分子技术ꎬ具有灵敏度高、耐受性强、可绝对定量等优点ꎬ在
病毒检测领域中广泛应用ꎮ 介绍了 ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ￣２ 病原学特征和荧光 ＰＣＲ 检测 ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ￣２ 目前存在的主要问题ꎬ并对数

字 ＰＣＲ 在 ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ￣２ 检测中的应用前景进行了具体阐述ꎬ以期为后续开发更高效的检测试剂盒、提高检测准确性提供

方案ꎮ

关键词: 新型冠状病毒ꎻ数字 ＰＣＲꎻ核酸检测ꎻ“两步法”检测
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　 　 ２０１９ 年末出现的新型冠状病毒潜伏期久、传
染性极强ꎬ导致 ２０２０ 年新型冠状肺炎(ＣＯＶＩＤ￣
１９)疫情在世界各国大规模爆发ꎬ疫情防控形势

严峻ꎬ对全球的公共安全造成了严重的威胁ꎮ
２０２０ 年 １ 月 ３０ 日ꎬ世界卫生组织(Ｗｏｒｄ Ｈｅａｌｔｈ
ＯｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎꎬＷＨＯ)宣布新型冠状病毒肺炎为“全
球突发公共卫生事件(Ｐｕｂｌｉｃ Ｈｅａｌｔｈ Ｅｍｅｒｇｅｎｃｙ ｏｆ
Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ ＣｏｎｃｅｒｎꎬＰＨＥＩＣ)”ꎬ２０２０ 年 ２ 月 １１
日ꎬ 国 际 病 毒 分 类 委 员 会 ( ｔｈｅ Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ
Ｃｏｍｍｉｔｔｅｅ ｏｎ Ｔａｘｏｎｏｍｙ ｏｆ ＶｉｒｕｓｅｓꎬＩＣＴＶ)将其命名

为 ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ￣２ ( ｓｅｖｅｒｅ ａｃｕｔｅ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ￣
ｒｅｌａｔｅｄ ｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ ２)ꎬ由 ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ￣２ 导致的新型

冠状肺炎命名为 ＣＯＶＩＤ￣１９(Ｃｏｒｏｎａ Ｖｉｒｕｓ Ｄｉｓｅａｓｅ
２０１９)ꎮ 截至 ２０２０ 年 １１ 月 ５ 日ꎬ全球累计新冠病

毒感染病例已逾 ４ ８５０ 万余例ꎬ死亡超 １２２ 万例ꎻ
其中美国累计确诊 ９８０ 万余例ꎬ死亡超 ２３ 万例ꎻ
巴西累计确诊 ５５９ 万余例ꎬ死亡超 １６ 万例ꎻ印度

累计确诊 ８３６ 万余例ꎬ死亡超 １２ 万例[１]ꎻ中国累

计确诊病例 ８６ １１５ 例ꎬ死亡病例 ４ ６３４ 人[２]ꎮ
由于 ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ￣２ 传染性极强、潜伏期久ꎬ因



此ꎬ对于新型冠状病毒的检测至关重要ꎮ 目前广

泛采用的荧光定量 ＰＣＲ(ＲＴ￣ＰＣＲ) 检测 ＳＡＲＳ￣
ＣｏＶ￣２ 存在可能出现“假阴性”结果、需多次取样、
重复检测等缺点ꎮ 为避免超级传播者和“假阴

性”检测结果等情况出现ꎬ实现“早发现、早隔离、
早治疗”ꎬ因此亟需研发出一种更准确、更灵敏、
更及时地筛查 ＣＯＶＩＤ￣１９ 的检测方法ꎮ

１　 新型冠状病毒检测现状

１.１　 新型冠状病毒病原学特征

ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ￣２ 外形椭圆ꎬ有包膜ꎬ遗传物质为

连续线型的单链 ＲＮＡꎬ基因序列全长 ２９ ８９１ ｋｂꎬ
共包含 １０ 个编码区ꎬ 分为: 开放读码框 １ａｂ
(ＯＲＦ１ａｂ)、棘突蛋白(Ｓ)基因、ＯＲＦ３ａｂ 基因、包
膜蛋白(Ｅ)基因、膜糖蛋白(Ｍ)基因、ＯＲＦ６ 基因、

ＯＲＦ７ａ 基因、 ＯＲＦ８ 基因、核壳蛋白 ( Ｎ) 基因、
ＯＲＦ１０ 基因[３]ꎬＳＡＲＳ￣ＣｏＶ￣２ 基因组结构模式见

图 １ꎮ 其中高度保守序列有 ３ 个:ＯＲＦ１ａｂ、Ｎ 基

因、Ｅ 基因ꎬ通过检测这 ３ 个特异性序列可以判断

是否感染 ＳＡＲＳ￣ＣＯＶ￣２ꎮ ＳＡＲＳ￣ＣＯＶ￣２ 属于 β 属

(Ｂｅｔａｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ)冠状病毒ꎬβ 属冠状病毒还包

括: ＨＣｏＶ￣ＯＣ４３、 ＨＣｏＶ￣ＨＫＵ１、 ＭＥＲＳ￣ＣｏＶ 和

ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ[４￣５]ꎬ其中 ＨＣｏＶ￣ＯＣ４３、ＨＣｏＶ￣ＨＫＵ１ 较

常见ꎬ致病性不高ꎬ 可引起轻微呼吸道症状ꎬ
ＭＥＲＳ￣ＣｏＶ 和 ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ 可导致较严重的下呼吸

道感染ꎬＳＡＲＳ￣ＣｏＶ 可引起人严重急性呼吸综合

征 ( ｓｅｖｅｒｅ ａｃｕｔｅ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅꎬ ＳＡＲＳ) [６]ꎬ
２００３ 年ꎬＳＡＲＳ￣ＣｏＶ 对中国公共财产、卫生产生了

较大威胁ꎮ ＳＡＲＳ￣ＣＯＶ￣２ 与 ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ 有 ７９.５％
同源性[７]ꎬ两者主要在 ＯＲＦ１ａｂ 基因和 Ｓ 基因序

列存在差异[８]ꎮ

图 １　 ＳＡＲＳ￣ＣＯＶ￣２基因组结构模式

Ｆｉｇ.１　 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ＳＡＲＳ￣ＣＯＶ￣２ ｇｅｎｏｍｅ

１.２　 目前 ＳＡＲＳ￣ＣＯＶ￣２检测方法

ＳＡＲＳ￣ＣＯＶ￣２ 检测方法在不断发展和创新ꎬ
现有的检测技术有:实时荧光 ＰＣＲ、基因组测序、
抗体检测、高特异性的逆转录环介导等温扩增技

术、ＳＨＥＲＬＯＣＫ 等[９]ꎮ 截至 ２０２０ 年 ４ 月ꎬ国家药

品监督管理局审核批准了核酸检测试剂 １９ 个ꎬ抗
体检测试剂 １１ 个[１０]ꎮ 中国疾控中心发布«新型

冠状病毒肺炎防控方案(第 ６ 版)»规定:实时荧

光 ＰＣＲ 核酸检测阳性或病毒基因组测序是金标

准[１１]ꎬ荧光 ＰＣＲ 被广泛运用于 ＳＡＲＳ￣ＣＯＶ￣２ 的检

测中ꎬ随着新型冠状病毒检测的发展ꎬ即时检测、
荧光热对流 ＰＣＲ 等更多的核酸检测技术在开发

并运用于 ＳＡＲＳ￣ＣＯＶ￣２ 检测[９]ꎻ基因组测序成本

周期长ꎬ成本较高ꎬ不适合疫情防控情况下的大面

积快速检测筛查ꎬ可用于 ＳＡＲＳ￣ＣＯＶ￣２ 基因测

序[１２]ꎻ抗体检测一般运用于 ＳＡＲＳ￣ＣＯＶ￣２ 核酸检

测阴性的补充检测ꎬ可与荧光 ＰＣＲ 检测互补使

用ꎬ不作为 ＣＯＶＩＤ￣１９ 确诊和排查的依据ꎮ 国外

检测技术也在快速发展ꎬ比如:美国雅培公司研制

出分子即时诊断产品￣“ ＩＤ ＮＯＷ”检测仪ꎬ称其可

在 ５ ｍｉｎ 内获得 ＳＡＲＳ￣ＣＯＶ￣２ 的检测结果ꎬ并获

得了美国 ＦＤＡ 的紧急使用授权ꎻ分子诊断公司

Ｃｅｐｈｅｉｄ 和 Ｑｉａｇｅｎ 基于床边分子检测(ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｐｏｉｎｔ￣ｏｆ￣ｃａｒｅ)技术开发出了可在 １ ｈ 内检测新冠

病毒的检测方案ꎮ

１.３　 荧光 ＰＣＲ 检测新冠病毒现存的问题

初期 ＣＯＶＩＤ￣１９ 缺乏特异性症状ꎬ与流行性

感冒症状相似ꎬ仅从临床表现难以确诊ꎮ 现阶段ꎬ
实验室主要采用实时荧光 ＰＣＲ 为检测手段ꎬ判断

ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ￣２ 阳性的标准主要为:一是检测同一份

样本 ＯＲＦ１ａｂ 和 Ｎ 基因ꎬ双指标均为阳性ꎻ二是再

次重新采样检测仍有一个目标基因(ＯＲＦ１ａｂ 或

Ｎ 基因)为阳性ꎮ 根据已展开的检测情况ꎬ荧光

ＰＣＲ 检测 ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ￣２ 存在多种问题ꎮ
１.３.１　 取样不同而导致病毒检测结果差异 　 目

前ꎬＣＯＶＩＤ￣１９ 检测样本类型有 ３ 种:呼吸道样本、
消化道样本(粪便、肛拭子)、血液样本(全血、血
清标本)ꎮ 呼吸道样本分为上呼吸道样本(鼻咽

５７６胡思宏ꎬ等:数字 ＰＣＲ 在新型冠状病毒检测中的应用前景



拭子、口咽拭子等)和下呼吸道样本(深咳痰液、
肺泡灌洗液、支气管灌洗液等)ꎻ现常用标本类型

为鼻咽拭子或口咽拭子ꎬ但是钟慧钰等[１３] 发现ꎬ
病人同一病程的咽拭子样本只有 ３０％ ~５０％阳性

检测率ꎬ明显低于深部咳痰ꎻ陈炜等[１４] 认为痰液

标本病毒含量高于咽拭子标本ꎬ这可能与病毒攻

击下呼吸道ꎬ引起咳嗽、肺炎等症状有关ꎻ杨立平

等[１５]发现同一病人的不同病程ꎬ咽拭子检测结果

不同ꎬ病毒在病程初期含量较低ꎬ导致疑似患者最

初检测结果为阴性ꎬ而隔几天的咽拭子检测结果

为阳性ꎬ所以往往需要重复检测才能确诊ꎻ李萍

等[１６]检验了新冠肺炎患者的粪便样本、咽拭子样

本、血液样本ꎬ结果显示粪便样本的阳性检测率显

著高于咽拭子ꎬ认为粪便样本对于 ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ￣２
的检测价值值得重视ꎮ 样本选择会直接影响

ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ￣２ 检测结果ꎬ因此ꎬ建立一种受样本选

择影响较小、灵敏度更高的检验方法非常重要ꎮ
１.３.２　 试剂盒不同导致病毒检测结果不同　 ＣＯＶＩＤ￣
１９ 基 因 序 列 公 布 后ꎬ 大 量 研 发 公 司 投 入 对

ＣＯＶＩＤ￣１９ 核酸检测试剂盒的开发ꎬ现已取得国家

批准的新冠病毒核酸检测试剂盒公司有安达基

因、华大生物、上海伯杰、圣湘生物等 １９ 家公司ꎮ
不同的核酸检测试剂检测结果存在区别ꎬ郭元元

等[１７]对 ６ 种试剂盒进行了对比试验ꎬ发现能同时

检测出 ＯＲＦ１ａｂ 基因和 Ｎ 基因的试剂盒只有 ２
种ꎬ且只有 ３ 个试剂盒可以敏感地检测出样本病

毒含量增加ꎮ 王旭东等[１８] 所在医院将 ３ 例医院

检测为阳性的样本送检另一家实验室ꎬ结果显示

阴性ꎬ其认为检测试剂盒质量参差不齐ꎬ其稳定性

和可靠性需要提高ꎮ 试剂盒的检测效果和探针特

异性、引物扩增效率、以及 ＰＣＲ 扩增抑制物含量、
操作环境、仪器设备类型都有关系ꎬ某些试剂盒的

ＰＣＲ 反应体系存在灵敏度低、重复性差等问题ꎮ
核酸检测试剂盒的选择可以决定 ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ￣２ 的

检出效率和结果ꎬ因此开发出特异性更强、抑制剂

耐受性高、ＰＣＲ 扩增效率更高的试剂盒对疫情的

控制至关重要ꎮ

２　 数字 ＰＣＲ 的原理与优势

２.１　 数字 ＰＣＲ 的原理

数字 ＰＣＲ(ｄｉｇｉｔａｌ ＰＣＲꎬｄＰＣＲ)是精准定量核

酸分子的全新技术手段ꎬ具有灵敏度高、特异性强

等特点ꎬ已在病毒核酸检测、稀有突变检测、拷贝

数变异、ＤＮＡ 甲基化分析等医学分子诊断领域有

较好的应用ꎮ 数字 ＰＣＲ 不同于传统实时荧光

ＰＣＲ 的运行模式ꎬ其不需要依赖标准曲线ꎬ通过

油包水技术或者微流控技术将含有 ＤＮＡ 的反应

混合液随机分配到众多纳升级的反应单元中ꎬ每
一个反应单元都是独立的 ＰＣＲ 反应体系ꎬ设置

ＰＣＲ 反应程序后ꎬ目标 ＤＮＡ 序列不断扩增ꎬ在反

应终点对有荧光信号的反应单元进行统计ꎬ根据

泊松分布公式进行校正和计算ꎬ从而得到靶标分

子的绝对数量[１９]ꎮ

２.２　 数字 ＰＣＲ 优势

数字 ＰＣＲ 原理是将 ＰＣＲ 反应混合液分配到

大量的微小反应单元中ꎬ独特的分配方式使数字

ＰＣＲ 具有众多优势ꎮ 数字 ＰＣＲ 仪将反应混合液

中众多核酸分子随机分配到独立反应单元ꎬ降低

了背景核酸对含量较少的靶序列扩增的干扰ꎬ增
加了检测的灵敏度和重复性[２０]ꎻ靶标 ＤＮＡ 分子

分配到不同反应单元ꎬＰＣＲ 反应抑制剂随之分

配ꎬ增加了数字 ＰＣＲ 抑制剂的耐受性ꎻ数字 ＰＣＲ
具有对反应抑制剂耐受性强、受背景野生 ＤＮＡ 分

子干扰小的特点ꎬ当样本珍贵、病毒载量低ꎬ或者

样本核酸存在降解时ꎬ数字 ＰＣＲ 优势明显ꎮ 另

外ꎬ数字 ＰＣＲ 不依赖标准曲线和内参基因ꎬ采用

终点计数的方法ꎬ根据阴阳微滴的数目和泊松分

布原理ꎬ可以得到目标分子的绝对数量ꎬ实现真正

意义上的绝对定量[２１]ꎮ

２.３　 数字 ＰＣＲ 在病毒检测中的应用

数字 ＰＣＲ 已用于 ＨＩＶ 病毒、人鼻病毒、戊型

肝炎病毒、乙型肝炎病毒、疱疹病毒、日本脑炎病

毒等多种病毒的检测中ꎬ并在病毒学领域显现优

势ꎮ 比如:Ｓｔｒａｉｎ 等[２２] 以外周血为样本ꎬ用数字

ＰＣＲ 对样本中 ＨＩＶ 病毒的 ２￣ＬＴＲ( ｌｏｎｇ ｔｅｒｍｉｎａｌ
ｒｅｐｅａｔꎬＬＴＲ)序列进行检测ꎬ研究表明数字 ＰＣＲ
能有效检测 ＨＩＶ 病毒载量在治疗过程中的微量

变化ꎬ检测精确度比荧光 ＰＣＲ 提高 ２０ 倍以上ꎻ
Ｓｅｄｌａｋ 等[２３]用数字 ＰＣＲ 和荧光 ＰＣＲ 分别对人鼻

病毒不同基因型进行检测ꎬ提出数字 ＰＣＲ 是对人

鼻病毒进行基因分型的最佳方法ꎮ Ｎｉｃｏｔ 等[２４] 应

用数字 ＰＣＲ 技术检测戊型肝炎临床标本ꎬ提出数

字 ＰＣＲ 是各种类型样本中戊型肝炎 ＲＮＡ 定量的

有效检测工具ꎮ

６７６ 生物技术进展 Ｃｕｒｒｅｎｔ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ



３　 数字 ＰＣＲ 应用于新型冠状病毒检测

３.１ 　 数字 ＰＣＲ 在新冠病毒核酸检测中的应用

情况

现阶段ꎬ实时荧光 ＰＣＲ 是检测 ＳＡＲＳ￣ＣＯＶ￣２
的主流方法ꎬ但研究发现由于 ＣＯＶＩＤ￣１９ 患者的

样本种类、病程阶段不同ꎬ病毒含量也不同[１５]ꎬ众
多干扰因素都直接影响荧光 ＰＣＲ 检测结果[１７]ꎬ
比如部分患者需要多次检测才能确诊、已出院病

人仍携带治病病毒等情况ꎬ降低了疫情控制的速

度ꎻ数字 ＰＣＲ 平台具有灵敏度高、抑制剂耐受性

强、样本需求量少等特点ꎬ其核酸检测受样本病毒

载量、试剂盒扩增效率、ＰＣＲ 抑制剂影响小[１９￣２１]ꎬ
能够增加 ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ￣２ 低载量样本检测的准确

率ꎬ避免重复取样检测ꎮ 现已有研究团队采用数

字 ＰＣＲ 检测新型冠状病毒ꎬ以探究数字 ＰＣＲ 检

测该病毒的可行性ꎮ Ｓｕｏ 等[２５] 选取了 ７７ 例咽拭

子临床样本ꎬ其中包括 ６３ 个发热疑似病人、１４ 个

已接受新冠肺炎治疗并准备出院的病例样本ꎬ用
ｄｄＰＣＲ 和 ＲＴ￣ＰＣＲ 进行检测比对ꎬ结果显示 ２６ 例

被 ＲＴ￣ＰＣＲ 判定为阴性的样本ꎬｄｄＰＣＲ 检测结果

为阳性ꎬ１４ 个已接受治疗即将出院的病人仍然检

测出含有病毒ꎬ该团队认为 ｄｄＰＣＲ 技术在 ＳＡＲＳ￣
ＣｏＶ￣２ 低载量临床样品检测中灵敏度和准确率更

高ꎻＹｕ 等[２６] 对取自 ７６ 例新冠肺炎确诊病例的

３２３ 例样本进行检测ꎬ其中 ４ 例被 ＲＴ￣ＰＣＲ 方法

检测阴性的样本和 ４１ 例单基因阳性的样本ꎬ
ｄｄＰＣＲ 判定为阳性ꎬ该研究认为针对高病毒载量

的样本ꎬＲＴ￣ＰＣＲ 和 ｄｄＰＣＲ 的检测结果有较好的

一致性ꎬ但是针对低载量病毒样本ꎬｄｄＰＣＲ 的表

现更加完美ꎮ Ｆａｌｚｏｎｅ[２７] 和 Ｌｉｕ 等[２８] 通过研究发

现 ｄｄＰＣＲ 和 ＲＴ￣ＰＣＲ 相比ꎬｄｄＰＣＲ 拥有更高的灵

敏度和特异性ꎮ 数字 ＰＣＲ 检测新冠病毒的试剂

盒也已成功申请专利ꎬ比如深圳华因康基因科技

有限公司申请的一种名为“一种基于数字 ＰＣＲ 检

测新型冠状病毒的引物探针组合及其应用”的试

剂盒[２９]ꎬ苏州锐讯生物科技有限公司申请的一种

名为“新型冠状病毒核酸检测微滴式数字 ＰＣＲ 试

剂盒及其应用”的试剂盒[３０]ꎮ

３.２ 　 基于数字 ＰＣＲ 平台建立双重 ＰＣＲ 检测

模型

３.２.１　 数字 ＰＣＲ 反应体系的建立　 建立双重数

字 ＰＣＲ 或者多重 ＰＣＲ 检测方法可在独立反应体

系同时检测 ＯＲＦ１ａｂ 基因和 Ｎ 基因ꎬ大大提高了

核酸检测的效率ꎮ 目前ꎬ检测 ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ￣２ 的荧

光 ＰＣＲ 反应体系多为一般 ＰＣＲꎬ增加了检测的复

杂性ꎮ 此外ꎬ反应体系需设置检测人类 ＲＮＡ 内参

基因以增加检测准确性ꎮ 数字 ＰＣＲ 仪在反应终

点检测到不同类型的荧光ꎬ通过数字 ＰＣＲ 微滴二

维图可直观判断 ＤＮＡ 类型和含量ꎬ判读结果快速

直观ꎮ 深圳华因康基因科技有限公司和苏州锐讯

生物科技有限公司已申请并公开了数字 ＰＣＲ 检

测新冠病毒试剂盒专利ꎬ其中深圳华因康基因科

技有限公司建立的数字 ＰＣＲ 体系为多重 ＰＣＲꎬ具
体引物、探针的序列见表 １ꎮ 目前也有核酸检测

试剂盒针对 ＯＲＦ１ａｂ、Ｎ 基因、Ｅ 基因 ３ 个基因片

段建立检测体系ꎮ

表 １　 数字 ＰＣＲ 检测 ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ￣２试剂盒引物、探针序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒ ａｎｄ ｐｒｏｂｅ ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ￣２ ｂｙ ｄｉｇｉｔａｌ ＰＣＲ

序列名称 深圳华因康基因科技有限公司(５’→３’) 苏州锐讯生物科技有限公司(５’→３’)

ＯＲＦ１ａｂ 基因正向引物 ５’￣ＴＡＣＴＴＧＴＧＴＡＴＧＣＴＧＣＴＧＡＣＣ￣３’ ５’￣ＧＡＣＴＧＧＴＡＴＧＡＴＴＴＴＧＴＡＧＡＡＡＡＣＣＣ￣３’

ＯＲＦ１ａｂ 基因反向引物 ５’￣ＡＡＧＣＡＣＧＴＡＧＴＧＣＧＴＴＴＡＴＣＴ￣３’ ５’￣ＴＣＧＣＡＴＧＧＣＡＴＣＡＣＡＧＡＡＴＴＧ￣３’

ＯＲＦ１ａｂ 基因探针 ５’￣ＴＧＣＴＡＴＧＣＡＣＧＣＴＧＣＴＴＣＴＧＧＴＡＡ￣３’ ５’￣ＣＧＣＣＡＡＣＴＴＡＧＧＴＧＡＡＣＧＴＧＴＡＣＧＣ￣３’

Ｎ 基因正向引物 ５’￣ＧＡＧＧＡＣＡＡＧＧＣＧＴＴＣＣＡＡＴＴＡ￣３’ —

Ｎ 基因反向引物 ５’￣ＧＴＣＴＧＧＴＡＧＣＴＣＴＴＣＧＧＴＡＧＴＡ￣３’ —

Ｎ 基因探针 ５’￣ＡＣＡＣＣＡＡＴＡＧＣＡＧＴＣＣＡＧＡＴＧＡＣＣＡ￣３’ —

内参基因正向引物 ５’￣ＴＴＧＴＧＧＣＣＡＧＴＧＧＡＧＡＴＡＡＣ￣３’ ５’￣ＣＴＧＧＣＣＣＴＡＧＴＣＴＣＡＧＡＣ￣３’

内参基因反向引物 ５’￣ＧＴＴＴＧＧＧＣＴＴＣＡＣＡＣＣＡＴＴＣ￣３’ ５’￣ＡＧＧＧＡＡＧＣＴＣＡＴＣＡＧＴＧＧ￣３’

内参基因探针 ５’￣ＡＧＣＴＣＣＧＧＧＴＣＴＴＡＧＧＣＴＡＴＡＡＴＣＡＣＡ￣３’ ５’￣ＡＧＧＡＣＧＣＡＣＴＣＡＧＣＴＣＧＴＧＧＣＣ￣３’
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３.２.２　 数字 ＰＣＲ 反应体系探针和引物设计

ＴａｑＭａｎ 探针已广泛运用于 ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ￣２ 检

测荧光 ＰＣＲ 试剂盒ꎬＴａｑＭａｎ 探针的特异性随着

探针长度增加而降低ꎻＴａｑＭａｎ￣ＭＧＢ 探针具有长

度短、 特异性高等特点ꎬ ＴａｑＭａｎ￣ＭＧＢ 探针将

ＭＧＢ(ｍｉｎｏｒ ｇｒｏｏｖｅ ｂｉｎｄｅｒ)基团引入 ＴａｑＭａｎ 探针

中ꎬ显著增强了 ＴａｑＭａｎ 探针对 ＳＮＰ 的鉴别能

力[３１]ꎬ采用 ＭＧＢ 探针能更灵敏、快速地检测出

ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ￣２ꎮ ＴａｑＭａｎ￣ＭＧＢ 探针与引物设计要避

免二聚体或者发夹结构的生成ꎬ其能影响 ＰＣＲ 的

扩增效率和 ＴａｑＭａｎ￣ＭＧＢ 探针特异性ꎬ多重 ＰＣＲ
反应体系包含多条引物与探针ꎬ容易产生发夹、二
聚体等结构ꎬ从而干扰试剂盒检测的真实性和可

靠性ꎬ多重 ＰＣＲ 检测体系中 ＴａｑＭａｎ￣ＭＧＢ 引物和

探针设计可采用设计软件 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５.０ 和

ＴＭ Ｕｔｉｌｉｔｙ Ｖ１.５ꎮ

３.３　 数字 ＰＣＲ 检测 ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ￣２的不足及解决

措施

３.３.１ 　 采取“两步法”检测 ＳＡＲＳ￣ＣＯＶ￣２　 数字

ＰＣＲ 检测成本较高ꎬ需要使用特定的数字 ＰＣＲ 混

合液、微滴生成油、微滴生成仪等试剂和检测仪

器ꎬ成本远高于荧光 ＰＣＲ 检测方法ꎬ这对数字

ＰＣＲ 的广泛推广带来一定困难ꎮ 为降低检测成

本ꎬ可采用数字 ＰＣＲ 检测和荧光 ＰＣＲ 检测相结

合的方式ꎬ比如在 ＳＡＲＳ￣ＣＯＶ￣２ 检测中ꎬ可首先采

用荧光 ＰＣＲ 初筛疑似病人样本ꎬ病毒载量较高的

样本可顺利检出ꎻ第二步采用数字 ＰＣＲ 平台ꎬ对
疑似假阴性、弱阳性的样本进行再次检测ꎬ从而判

定最终检测结果ꎮ 采取荧光 ＰＣＲ 初步筛选ꎬ数字

ＰＣＲ 精准复检的“两步法”ꎬ可以降低检测成本ꎬ
并提高检测的准确性和可靠性ꎮ
３.３.２　 建立严格质量控制以避免“假阳性”结果

数字 ＰＣＲ 操作过程存在极易被污染的缺点ꎬ
为避免出现“假阳性”结果ꎬ需要对实验室建立严

格的内部质量控制规范ꎬ并严格规范检测操作流

程ꎮ 数字 ＰＣＲ 平台对实验室空气环境、检验人员

操作等环节有更高要求ꎬ防污染是实验室的重要

工作之一ꎬ比如:在生物安全柜配置反应混合液ꎻ
配液区与加样区绝对分开ꎻ在配液区和加样区使

用不同的手套ꎻ移液枪加样时要一次性加样完毕ꎬ
避免来回吹打ꎻ粘有样本的枪头要打进装有水的

废品盒中ꎬ避免核酸漂浮在空气中ꎬ从而污染样

本ꎻ实验结束ꎬ用 ７５％乙醇擦洗桌面、１ ０００ ｍｇ􀅰Ｌ－１

有效氯消毒液拖地消毒ꎬ以清除残留核酸ꎮ

４　 展望

全球新冠肺炎疫情防控形势依然严峻ꎬ能否

及时准确地筛选出 ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ￣２ 阳性感染者ꎬ对
疫情防控工作至关重要ꎮ 用数字 ＰＣＲ 平台建立

多重检测系统ꎬ开发精准、灵敏的检测技术ꎬ可避

免重复检测ꎬ及时对确诊病例进行治疗ꎻ基于数字

ＰＣＲ 平台检测 ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ￣２ 试剂盒的不断研发ꎬ
将有助于提高病毒检测的准确性和灵敏度ꎬ这对

切断传播途径ꎬ缩短疫情防控期至关重要ꎮ 随着

流行病学研究的需要ꎬ数字 ＰＣＲ 可应用于对环境

中病毒的监测ꎬ尤其适用于复杂样本中低载量核

酸分子的检测ꎬ如对人员密集区中生物气溶胶、水
样等样本中微量病毒的核酸检测ꎮ 数字 ＰＣＲ 技

术可实现快速、便捷、精准地监测环境中的病毒ꎬ
做到早发现、早隔离、早治疗ꎬ这对维护全球公共

卫生安全具有重要意义ꎮ
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