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不同试剂对新型冠状病毒检测效能差异的比较 
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摘要：目的：比较不同核酸提取试剂和新型冠状病毒（SARS-CoV-2）核酸检测试剂的检测效能差异，为实验室检测应用和结果评价提供参考

依据。方法：选择国内常用的 3 种核酸提取试剂和 4 种 SARS-CoV-2 核酸检测试剂进行实验，样本核酸提取和检测均按照各试剂盒说明书进

行操作，核酸浓度测定采用紫外分光光度法。结果：3 种核酸提取试剂的提取效率存在显著差异（F=1467.314，P<0.05）；3 种提取试剂金豪、

天隆、硕世的重复性（CV）分别为 2.5%、2.2%和 5.9%；4 种核酸检测试剂伯杰、之江、达安和卓诚惠生的重复性（CV）分别为 1.4%、2.8%、

2.2%和 5.1%。结论：3 种核酸提取试剂的提取效率间存在显著差异，所用核酸提取试剂和检测试剂重复性（CV）均有大于 5%的情况，在进

行 SARS-CoV-2 检测前，应对所用核酸提取试剂和检测试剂进行验证。 
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引 言 
新型冠状病毒（Severe acute respiratory syndrome coronavirus，

SARS-CoV-2），因 2019 年武汉病毒性肺炎病例而被发现，2020 年

1 月 12 日被世界卫生组织命名[1]。新型冠状病毒肺炎（Coronavirus 

disease 2019，COVID-19）是由 SARS-CoV-2 引起的呼吸道传播疾

病，其肺炎患者的临床表现以发热、乏力和干咳为主，可通过飞沫

传播、气溶胶传播和接触传播[2]。从疫情初期到当前国家卫生健康

委发布的第七版新冠肺炎操作指南，实时荧光 RT-PCR(Quantitative 

Real-time PCR)检测技术作为 SARS-CoV-2 的有效检测手段[3]，它具

有直观、重复性好、特异性强、敏感性高和易操作等优点，为

COVID-19 疫情防控发挥了重要作用，但由于 SARS-CoV-2 RNA 病

毒基因片段的不稳定性、部分检测试剂检测下限较高、存在其他干

扰物质和部分批次检测试剂不合格等原因，使得实验检测结果假阳

性或假阴性偏高。为了给基层实验室 COVID-19 检测应用提供参考

依 据 , 本 研 究 选 取 了 我 实 验 室 常 用 的 病 毒 核 酸 提 取 试 剂 和

SARS-CoV-2 检测试剂进行检测效能差异比较。 

1.材料和方法 

1.1 2019 新型冠状病毒标本   
所检测 SARS-CoV-2 标本均来自我市县区疾控中心送检样本。 

1.2 试剂 
核酸提取试剂（磁珠法）分别购自苏州天隆生物科技有限公司、

北京金豪制药股份有限公司（磁珠/一步法）和江苏硕世生物科技有

限公司。SARS-CoV-2 核酸扩增检测试剂分别购自上海伯杰医疗科

技有限公司、上海之江生物科技有限公司、中山大学达安基因股份

有限公司和北京卓诚惠生生物科技有限公司。 

1.3 仪器 
LightCycler z 480 实时荧光定量 PCR 仪购自德国 Roche 公司；

HSM-100 金豪核酸提取仪；NP968-C 天隆核酸提取仪；SSNP-3000A

硕世核酸提取仪；UV-5200 紫外分光光度计。 

1.4 方法 
1.4.1 样本核酸提取方法：样本核酸提取体系均参照各病毒核

酸提取试剂说明书进行核酸提取，为保证实验结果的一致性，每种

病毒核酸提取试剂的标本加入量均为 40μL，最后均获得 500μL

无色透明的病毒核酸提取液。 

1.4.2 实时荧光 RT-PCR 定量方法：用 SARS-CoV-2 核酸扩增

荧光定量检测试剂盒(双重荧光 PCR 法)进行实时荧光 RT-PCR 检

测，实时荧光 RT-PCR 扩增体系配制及其运行程序设定参照厂家说

明书，4 种核酸检测试剂均是 FAM 通道检测 ORF1ab 基因，HEX/VIC

通道检测 N 基因。 

1.4.3 核酸浓度测定：在 260nm 波长下用紫外分光光度法测定

提取病毒核酸的吸光度值；为避免提取试剂干扰，将已提取核酸溶

液转入 5mL 离心管中加入 1.0ml 酸性乙醇沉淀剂，摇匀后置冰箱内

30min ， 使 核 酸 沉 淀 完 全 ， 取 出 3500r/min 离 心 10min ， 用

0.5mL0.1mol/LNaOH 溶解，蒸馏水定容至 1mL，上机测定，通过 A260

吸光度值计算核酸浓度。 

1.4.4 统计分析:应用 Excel2010 及 SPSS 22.0 软件进行数据分

析，通过变异系数（CV）进行重复性比较，计量资料以均数±标准

差（ x ±s）表示。 

2.结 果 

2.1 3 种核酸提取试剂的核酸提取效率比较 
用 3 种核酸提取试剂分别对同一阳性样本提取 10 次，在 260nm

波 长 下 测 定 病 毒 核 酸 提 取 液 吸 光 度 值 ， 计 算 核 酸 浓 度

（
f

A
CRNA ´=

022.0
260 ，式中 C 为 RNA 浓度，单位 mg/L；A260 为 RNA

吸光度；f 为样液稀释倍数；0.022 为核糖核酸的比消光系数）。对

测定结果进行方差分析，F=1467.314，P<0.05，3 种核酸提取试剂

所提取的核酸浓度存在差异，见表 1。 

表 1 3 种核酸提取试剂的核酸浓度分析 

提取试剂品牌 
测定 
次数 

吸光度值 核酸浓度 sx ± （mg/L） F P 

金豪提取试剂 10 0.068 3.08±0.084 
天隆提取试剂 10 0.088 4.00±0.115 
硕世提取试剂 10 0.121 5.50±0.100 

1467.314 0.000 

从表中可见，在 260nm 波长下测定提取核酸浓度，所用提取试
剂中，硕世核酸提取试剂所提取的核酸浓度最大，如果将它提取的
核酸浓度作为 100%，金豪和天隆核酸提取试剂的提取效率分别为
56%和 73%。 
2.2 核酸提取试剂重复性比较 

用 3 种核酸提取试剂分别对同一阳性样本提取 10 次，各取 5
μL 提取液加分别加入到同种 SARS-CoV-2 核酸检测试剂中进行实
时荧光 RT-PCR 测定。3 种核酸提取试剂中，硕世核酸提取试剂的

重复性（CV）为 5.9%，其他两种核酸提取试剂的重复性（以 CV
计算）均小于 5%。 

2.3 4℃下 3 种核酸提取试剂的核酸降解度比较 
将 3 种核酸提取试剂所提取的核酸在 4℃条件下放置不同时

间，在 260nm 波长下测定核酸浓度，并绘制核酸降解曲线，在 0-3
小时内，金豪、天隆和硕世 3 种提取试剂的核酸浓度分别降低
31.6%、24.4%和 33.2%。 
2.4 病毒灭活对 3 种核酸提取试剂提取浓度的影响 



 
病例讨论 

 118 

医学研究 

用 3 种提取试剂分别对未灭活和经 56℃水浴 1 小时灭活的同一
阳性标本各提取 10 次，在 260nm 波长下测定核酸浓度，对测定结

果进行 t 检验分析，3 种提取试剂对病毒灭活前后核酸提取浓度差
异无统计学意义（P>0.05），见表 2。 

表 2 病毒灭活对 3 种核酸提取试剂提取浓度的影响 
提取试剂 

品牌 
测定 
次数 

灭活前核酸浓度 sx ±
（mg/L） 

灭活后核酸浓度 sx ±
（mg/L） 

t P 

金豪提取试剂 10 4.013±0.102 4.035±0.101 -0.487 0.638 
天隆提取试剂 10 4.177±0.120 4.188±0.178 -0.233 0.821 
硕世提取试剂 10 5.559±0.160 5.437±0.139 1.625 0.139 

2.5 4 种 SARS-CoV-2 核酸检测试剂的重复性比较 
将同一份 COVID-19 患者标本用同一核酸提取试剂提取 10 次，

分别用伯杰、之江、达安和卓诚惠生四种的检测试剂进行实时荧光
RT-PCR 测定，卓诚惠生检测试剂的变异系数为 5.1%，其他检测试
剂的变异系数均小于 5%。对 4 种检测试剂进行弱阳性样本检测分
析，见表 3。 

表 3 4 种检测试剂对弱阳性样本的检测结果 
检测位点及结果 

检测试剂品牌 
N 基因 ORF1ab 基因 

是否含内
标 

伯杰检测试剂 阳性 阴性 否 
之江检测试剂 阳性 阳性 是 
达安检测试剂 阳性 阴性 是 

卓诚惠生检测试剂 阳性 阳性 是 
3.讨 论 

通过比较分析，3 种核酸提取试剂提取效率存在显著性差异
（F=1467.314，P<0.05）；对 3 种提取试剂提取液核酸浓度在 4℃降
解情况进行研究，金豪、天隆和 Z 硕世 3 种提取试剂的核酸浓度分
别降低 31.6%、24.4%和 33.2%，在实验中，为避免核酸自然降解而
导致假阴性结果，应尽快上机测定；通过病毒灭活对提取试剂影响
的研究，病毒灭活不会对核酸提取浓度产生显著影响,与陈培松等人
的研究结果相符[13]；再对 3 种核酸提取试剂进行重复性比较，金豪、
天隆和硕世三种提取试剂的重复性（CV）分别为 2.5%、2.2%和 5.9%，
根据提取试剂说明书产品性能描述，批内/批间重复性（CV）均≤
5%，硕世提取试剂的重复性不满足要求；对 3 种核酸提取试剂差
异进行分析：（1）金豪核酸提取试剂采用磁珠/一步法提取核酸，不
对核酸提取液进行洗脱风干，提取液中存在部分未分解完全的蛋白
质等杂质，从而影响核酸浓度及纯度。（2）硕世核酸提取试剂要进
行两步磁珠洗涤和 20min 长时间磁珠风干，这样可有效的提高核酸
浓度及纯度。（3）病毒核酸提取效率与蛋白酶 K 的活性有很大关系，
核酸提取试剂如果在常温下长时间放置，会影响蛋白酶 K 的活性，
从而导致其重复性较差。 

对 4 种核酸检测试剂比较进行分析，结果显示：伯杰、之江、
达安和卓诚惠生四种核酸检测试剂的重复性（CV）分别为 1.4%、
2.8%、2.2%和 5.1%，根据说明书产品性能描述，批内/批间重复性
（CV）均≤5%，D 检测试剂的重复性不满足要求；；用 4 种检测试
剂对弱阳性样本进行检测，伯杰和达安的批内试剂 ORF1ab 基因呈
阴性。综合分析原因：（1）SARS-CoV-2 RNA 病毒单基因片段具有
不稳定性，病毒提取液中的基因片段容易断裂，影响检测结果。（2）
伯杰和达安检测试剂的检出限较高，检测试剂引物设计特异性不
强，因而导致弱阳性标本假阴性结果。（3）卓诚惠生检测试剂批内
重复性较差，可能是检测试剂检测位点和探针设计不合理，使得检
测试剂灵敏度较低。（4）卓诚惠生检测试剂重复性差还可能与缓冲
盐体系和逆转录酶体系兼容性较差有关，在不同的检测阶段会存在
相互干扰，使得检测结果波动较大。 

综上所述，在 COVID-19 疫情实验室检测过程中，基层实验室
检测人员除了要充分掌握实验室检测技术外，还要对可能影响实验
室检测结果的关键环节加以把控，对所用检测试剂盒和检测方法加
以验证，以保证实验室检测结果的准确性，降低检测结果假阳性和
假阴性率。在本研究中，仅对我实验室常用的检测试剂进行了验证，
所用检测试剂的种类较少，且由于条件限制，未能对所用试剂的灵
敏度加以验证，如条件允许，可参考本研究进行延伸设计，以满足
基层实验室检测的临床应用，推动实时荧光 RT-PCR 检测技术为疫
情防控发挥重要作用，并为在研究中和实际使用过程中的方法比较
奠定科学基础。 
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