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两种 RT-PCR 检测 SARS-CoV-2 核酸试剂盒实验室应用评价
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（1. 安徽省阜阳市第二人民医院检验科，安徽阜阳 236029；2. 上海瑟福医学检验实验室有限公司，上海 201800）

摘　要：目的　应用两个厂家生产的试剂盒平行检测新型冠状病毒（SARS-CoV-2）感染的肺炎（COVID-19）患者样本，

对其检测效果进行实验室应用评价。方法　A，B 两试剂盒共同靶基因为 ORF1ab 和 N，B 试剂盒增加靶基因 E；两试

剂盒同为磁珠核酸提取，RT-PCR 扩增法。结果　298 份痰液、咽拭子、肛拭子和尿液标本中，两种试剂盒共同确认阳

性结果 120 份，阴性结果 178 份。其检测分别表达为：A 试剂盒 ORF1ab 阳性 120 份，N 阳性 120 份，阴性 178 份，内

标（IC）297 份，质控合格全覆盖；B 试剂盒 ORF1ab 阳性 120 份，N 阳性 118 份，E 阳性 120 份，阴性 178 份，内标（IC）

298 份，质控合格全覆盖；阳性结果的 Ct 值有限配对的 t 检验，均 P ＞ 0.05（ORF1ab:n=120,t=1.839,P=0.069；N:n=118，
t=1.881，P=0.063）, 差异无统计学意义。结论　两种试剂盒表达的 Ct 值趋同性较理想，标本的阳性表达上符合指南规定，

结果一致。A 试剂盒有内标（IC）1 份未能表达，不可忽视；B 试剂盒 N 基因有 2 份缺项需找原因克服，而具备的 E 基

因提高了 SARS-CoV-2 核酸检测的可控性。
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Abstract：Objective　The kits produced by the two manufacturers were used to detect samples of patients with pneumonia 
infected by new coronavirus in parallel, and their detection effects were evaluated for limited application. Methods　The 
common target genes of the two kits A and B were ORF1ab and N, and the kit B adds the target gene E, both kits were magnetic 
beads nucleic acid extraction, RT-PCR amplification method.  Results　Of the 298 sputum, pharyngeal swabs, anal swabs and 
urine specimens, the two kits jointly confirmed 120 positive results and 178 negative results. The overall test expression were: 
120 kits ORF1ab positive 120 and N positive 120 , 178 negative, 297 internal standard (IC), full coverage of quality control,and 
120 ORF1ab positive B kit, 118 N positive, 120 E positive, 178 negative, 298 internal standard (IC) and quality full coverage 
of control pass.The Ct value of positive results was limited paired t test (P> 0.05)(ORF1ab: n = 120, t = 1.839,P=0.069; N: n = 
118, t = 1.881, P= 0.063). The difference was not statistically significant. Conclusion　The Ct values expressed by the two kits 
were similar to each other, and the positive expression of the samples met the requirements of the guidelines, and the results were 
consistent. There was one internal standard (IC) in kit a that could not be expressed, which could not be ignored.There are two N 
genes in kit B that need to be overcome, while the E gene improves the controllability of 2019-ncov detection.
Keywords：2019 novel coronavirus；Rt-PCR nucleic acid detection；test kit

在 举 国 抗 击 新 型 冠 状 病 毒 肺 炎（coronavirus 
disease 19， COVID-19）初期，临床诊断治疗对实

验室病原体核酸检测结果产生过诸多评价，提出了

较高的要求。应急选择试剂，谨慎检测实验，是每

一个新冠病毒检测实验室的唯一专业取向。我们严

格遵照国家卫健委“新型冠状病毒实验室生物安全
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指南”[1] 规定和“医疗机构开展新型冠状病毒核酸

检测有关要求的通知”[2] 精神及“新型冠状病毒感

染的肺炎实验室检测技术指南（第四版）”[3] 的程序，

使用指定的实时荧光 RT-PCR 核酸检测技术，用两

种新型冠状病毒（severe acute respiratory syndrome 
coronavirus 2，SARS-CoV-2）RT-PCR 核 酸 检 测 专
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用试剂盒，对疑似排查、入院诊断和治疗评价的

156 例受检者采集到的 298 份各类标本进行 SARS-
CoV-2 核酸的即时平行检测，以期对临床提供较准

确的信息，同时对所选试剂的应用做简单评价如下。

1　材料与方法

1.1　研究对象　收集从 2020 年 2 月 19 日 ~2 月 29
日就诊于阜阳市第二人民医院疑似 COVID-19 患者

（156 例）不同类型标本共 298 份。其中痰液标本

128 份、咽拭子 131 份、肛拭子 38 份、尿液 1 份。

标本均由临床专业医生采集并派专人送至检验科采

用两种 SARS-CoV-2 RT-PCR 核酸检测专用试剂盒

进行 SARS-CoV-2 核酸检测。

1.2　试剂与仪器

1.2.1　试剂：A 试剂盒购于上海伯杰医疗科技有

限公司；B 试剂盒购于苏州华益美生物科技有限

公司。磁珠核酸提取试剂为江苏硕世生物科技有

限公司产品。A 和 B 试剂盒均属应急批准的新型

冠状病毒（SARS-CoV-2）核酸检测试剂盒（PCR
荧光法）。

1.2.2　仪器：SLAD14800 全自动核酸提取仪（苏

州华益美生物科技有限公司）；SLAN-96 全自

动 PCR 分析仪（上海宏石医疗科技有限公司）；

生 物 安 全 柜 购 自 美 国 Thermo Fisher Scientific
公司。

1.3　方法　收集的 298 份样本使用 A 试剂盒（A
组）和 B 试剂盒（B 组）进行 SARS-CoV-2 核酸检

测，并评价分析两种试剂盒核酸检测结果。采用磁

珠核酸提取试剂盒提取样本核酸，将提取的核酸模

板液 20μl 转移至已分装扩增混合液的 PCR 反应管

中，盖上盖子，混匀，离心后放入多通道核酸检测

仪并根据两种试剂盒说明书设置检测所用通道，实

施 RT-PCR 荧光核酸扩增。同时检测试剂盒所带的

阴、阳性对照质控品，按照试剂盒的判断标准判断

实验结果。

1.4　统计学分析　用 SPSS17.0 统计软件做统计学

分析，ORF1ab 和 N 两基因组计量数据采用 t 检验，

P ＜ 0.05 为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　两种试剂盒性能比较　A 和 B 试剂盒的最低

检测限分别为 1×103 （copies）/ml 和 5×102  （copies）

/ml，检测基因也有区别，B 试剂盒添加检测一个 E
基因 [4]，试剂盒都有各自的内标，判定结果的标准

稍微有差异，A 试剂盒阳性判断标准是 Ct ≤ 38，

＞ 38 或者没有 Ct 值判断为阴性。而 B 试剂盒阳性

判断标准是 Ct ≤ 40，没有 Ct 值判断为阴性。 
2.2　两种试剂盒检测 298 份样本核酸结果分析　两

种试剂盒检测 298 份样本 SARS-CoV-2 核酸结果判

定见图 1，阳性结果为 120 份，占比 40.27%。其中，

痰液阳性 83 份，占比 69.17%；咽拭子阳性 31 份，

占比 25.83%；肛拭子阳性 6 份，占比 5.0%。尿液

1 份阴性。在 120 份阳性检测中，B 试剂盒 2 份 N
基因未能表达 ； A 试剂盒有 1 份重要的内标 (RNace 
P 基因 ) 未能表达。经按规定必须的重复检测后的

确认状况见表 1。

表 1　　　　　　　　　　两种试剂盒对 298 份标本 SARS-CoV-2 靶基因检测确认结果

试剂盒 阳性结果 ORF1ab N E 基因 阴性结果 内标（IC） 质控成功覆盖

A 120 120 120 178 297 298

B 120 120 118 120 178 298 298

2.3　两种试剂盒检测 298 份样本 SARS-CoV-2 核酸

Ct 值分析　对阳性结果的两种试剂盒 SARS-CoV-2
核酸 Ct 值进行了 t 检验，其中 ORF1ab 基因 Ct 值

120 对，N 基因 Ct 值 118 对，经两组数据配对 t 检

验显示 P ＞ 0.05，差异无统计学意义（ORF1ab：

t=1.839， P=0.069；N：t=1.881,P=0.063）。

3　讨论

RT-PCR 实时荧光核酸检测技术在病毒性感染疾

病诊断上所具有的早期、灵敏、特异性高等优势，国

家卫健委从《新型冠状病毒肺炎诊疗方案（试行第五

版）》[5] 开始，就将该项检测手段列为“SARS-CoV-2”

确诊依据之一。由于 SARS-CoV-2 突发事件的复杂与

试剂研制和临床实践的局促，为谨慎应急对待每一个

有症状的患者样本，故采用两种设计略有差异的检测

试剂对同一份标本进行平行检测，以求结果的准确并

籍此得出有限的体会与评价。

本次 A，B 两种试剂盒检测实验，在扩增前的

核酸提取中均采用了含磁珠的核酸富集技术，提高

了随后的核酸扩增病毒基因成分的检出概率。虽各

自检测限有差异，遵循 ORF1ab 或 N 只要一项阳性

（经复检）即可确认原则 [3]，最终定性实验的报告

结果都是一致的。

在 RT-PCR 核酸扩增仪器通道的选择上，A，B
两种试剂盒，各自设计不同。选用通道有别，意味

着荧光波长表达的不同，最终这一切将反映在仪器

扩增曲线起峰上各具自有特点效果难分伯仲。
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图 1　A 试剂盒样本检测阳性 / 阴性结果表达见 a/b.B 试剂盒样本检测阳性 / 阴性结果表达见图 c/d

检测靶基因的设计 A，B 两种试剂盒有所不同。

A 试剂盒检测靶标是 ORF1ab 基因和 N 基因，符合

国家卫健委相关规定要求 [3]。而 B 试剂盒检测的靶

标除了 ORF1ab 基因和 N 基因还多设计了 E 基因

表达。资料提示 E 基因为新冠病毒和 SARS 病毒的

共有基因，其表达为新型冠状病毒膜蛋白，在新型

冠状病毒中保守性更好，根据 WHO 有关新冠病毒

核酸检测的早期建议，用 E 基因先行筛查，阳性者

再行 ORF1ab 和 N 基因的确认及 SARS-CoV-2 RNA
检测的“综合控制”可以通过 E 基因检测实现 [4]。

依此可以认为 B 试剂盒多一个新冠病毒检测可靠性

的前置保障。

从表 1 标本结果表达可见，在关键项“内标”

（ RNace P）的检测结果中，A 试剂盒有 1 份未检

出，而 B 试剂盒对标本 N 基因报告有 2 份未检出；

尽管不影响结果判断的原则规定，但究其原因，也

不能排除可能有引物设计、通道选择和抗多因素干

扰能力等诸方面存在的瑕疵或尚待完善之处。

本次 298 份标本检测结果显示有 178 份为阴性

（占比 59.73%）。其中呼吸道痰液，咽拭子标本

合计 259 份，检测结果阴性 145 份，占标本数的

55.98%，这些标本可能存在除采集的最适时段外，

不能排除咽拭子的采集操作技巧和痰液标本的合适

程度（是否合格的上、下呼吸道及气道灌洗液）等

重要环节的不足。对核酸检测阴性结果患者，应最

好再进行 SARS-CoV-2 血清学抗体 lgM 和 lgG 的确

认 [6]，这是本次用于临床评价的局限。

肛拭子标本 38 份，核酸检测阳性 6 份，该项

检测结果提示新型冠状病毒在人体的可能存在状态

及通过粪便传播的可能性 [7]。其采样的方便和一定

的检出率，能否适合作为疑似或诊断患者的筛查项

目值得进一步实践研究 [8]。

高品质专用 SARS-CoV-2 核酸检测试剂，是对

新冠病毒肺炎患者早发现、早隔离、早治疗至关重要

的前提。资料显示，目前市售试剂盒由于多种原因造

成质量参差不齐，有些无内标物及其表达程序 [9]，这

些既影响实验结果判定，也无疑给紧张的疫情中的

救治造成时间延误甚至带来负面效应。从多年来的

RT-PCR 检测实践和本次紧急应对 298 份疫情标本，

我们体会到，一个专用试剂盒从引物设计的全面性
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到通道选择都应充分论证，反复验证。试剂盒不仅

有高品质的质控品，还必须具有对内标物的表达程

序，这应是 SARS-CoV-2 核酸定性检测试验中不能

或缺的选择和考虑。
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