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低拷贝病毒 RNA捕获及多重实时荧光定量 PCR检测 *

余 佳 李晓宁 肖君华 李 凯 周宇荀△

（东华大学化学化工与生物工程学院 上海 201620）

摘要目的：为提高 COVID-19检测灵敏度，减少新冠患者临床假阴性检测结果，本研究建立了一种 SARS-CoV-2低拷贝假病毒

RNA捕获方法。方法：利用链霉亲和素磁珠，设计并合成生物素探针捕获 SARS-CoV-2假病毒 RNA；对磁珠用量、生物素探针浓

度和洗脱次数等捕获条件进行了优化；参考WHO发布的序列，针对 SARS-CoV-2病毒基因组的 ORF1ab 基因和 N基因序列合成
引物和 TaqMan探针，对捕获的 SARS-CoV-2假病毒 RNA进行反转录实时荧光定量 PCR检测。采用一步法和分步法检测、单重

和多重实时荧光定量 PCR检测，并分别比较检测结果。结果：本研究设计的生物素探针能富集到距离探针结合位点至少 1.8 K处

的序列，在生物素探针浓度 12.5 滋M，磁珠的工作浓度 333.33 滋g/mL时，合并 RNA的两次洗脱液，对低拷贝病毒 RNA的捕获效

率最高。研究得到对低拷贝病毒 RNA分步法比一步法、多重比单重实时荧光定量 PCR检测更灵敏，进行分步法、多重实时荧光

定量 PCR检测限低于 10 copies/滋L，组间和重复实验组之间 CT值变异系数均小于 1%。所有阴性对照样品在检测中均为阴性。结

论：本研究优化的链霉亲和素磁珠 -生物素探针捕获法是富集 SARS-CoV-2低拷贝假病毒 RNA的有效方法，其抽提 RNA病毒

的结果优于一些商业化试剂盒，分步法、多重实时荧光定量 PCR对 SARS-CoV-2低拷贝假病毒 RNA实现了高效检测，这为临床

检测低拷贝 RNA病毒提供了一种参考方案。
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RNA Capture and Multiplex real-time Fluorescence Quantitative PCR
Detection of Low Copy Virus *

To improve the detection sensitivity of COVID-19 and reduce the clinical false negative results, this paper

constructed a SARS-CoV-2 RNA capture method which can extract low copy RNA. The biotin probe in this study was

designed based on the conserved region of the SARS-CoV-2 genome sequence. Streptavidin magnetic beads-biotin probe capture method

was used to capture SARS-CoV-2 pseudovirus RNA by optimizing capture conditions such as magnetic beads concentration, biotin

probes concentration and the number of RNA elution times. SARS-CoV-2 pseudovirus was detected by reverse transcription real-time

fluorescence quantitative PCR with reference to the SARS-CoV-2 ORF1ab and N gene primers and TaqMan probes published by WHO.

This study used one step and step-by-step real-time fluorescence quantitative PCR detection, single and multiple real-time fluorescence

quantitative PCR, and the detection results were compared respectively. The biotin probe can capture the RNA sequence at least

1.8K away from the probe binding site in this study. When the biotin probe concentration was 12.5 滋M and the concentration of magnetic

beads was 333.33 滋g/mL, combined with the twice eluent of RNA, the capture efficiency was the highest for low copy SARS-CoV-2

pseudovirus RNA. The study results showed that the step-by-step method was more sensitive than one-step method and two TaqMan

probes were more sensitive than one TaqMan probe for real-time fluorescence quantitative PCR, and the minimum detection limit of the

step-by-step and multiple real-time fluorescence quantitative PCR was 10 copies/滋L. The intra-group and repeated experimental groups
coefficient of variation was less than 1% . All negative control samples were negative in the study. The streptavidin

magnetic beads-biotin probe capture method optimized in this study was an effective method to capture SARS-CoV-2 low copy

pseudovirus RNA, the results of RNA extraction were better than some commercial kits, step-by-step and multiple real-time fluorescence

quantitative PCR have achieved efficient detection of SARS-CoV-2 low copy pseudovirus RNA, which provides a reference solution for

clinical detection of low copy RNA virus.
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前言

2019年新冠肺炎疫情爆发，其具有很强的传播性[1]，直至

目前尚未结束，有可能使大流行永久化[2，3]。导致新冠肺炎疫情

的 SARS-CoV-2是一种新兴的病毒[4]，其具有高致病性和感染

力[5]。据报道，早期新冠患者的临床诊断假阴性结果很常见[6]，在

真实 COVID-19病例中，单次抽样的核酸检测假阴性高达 30 %

至 50 %[7]。这可能会耽误患者的确诊，影响患者的及时治

疗 [8]。造成假阴性结果的因素有很多[9]，原因之一是早期患者咽

拭子或鼻拭子的病毒载量较少[10，11]。新冠肺炎患者的快速诊断

以及治疗是控制疫情的重要步骤[12]。因此，建立高效的 SARS-

CoV-2核酸检测方法十分重要。

当前，SARS-CoV-2分子检测国内外研究的方法有很多[13]，

Butt等人研究了同时检测 ORF1ab 和 N 基因的 RT-LAMP检

测，但该方法检测临床阳性样本的准确率为 95%[14]。国内也有

使用此方法做检测[15]。Broughton等人利用 CRISPR-Cas系统实

现了快速检测鼻咽拭子的 SARS-CoV-2 RNA，但是该方法检测

临床阳性样本的准确率也为 95%[16]。国内研究者使用此方法做

检测，但作者表示此方法增加了操作步骤及污染的可能性[17]。

为提高 COVID-19 检测灵敏度，Simon Haile 等人研究了磁珠

富集 SARS-CoV-2的 RNA，作者表示需要进一步优化来满足

特异性和灵敏度的要求[18]。国内有研究得到磁珠提取效率高[19]。

目前反转录实时荧光定量 PCR（qRT-PCR）是通过呼吸样本检

测 COVID-19的常用方法[13]。

本研究使用链霉亲和素磁珠 -生物素探针法更高效捕获

低拷贝病毒 RNA并对一些捕获条件进行了优化，包括：生物素

标记的捕获探针浓度和链霉亲和素磁珠用量以及 RNA洗脱次

数进行优化。对商用 RNA抽提试剂盒与本研究的链霉亲和素

磁珠 -生物素探针捕获法抽提 RNA方法进行 qRT-PCR 检测

结果比较，最终得到了一种对于低拷贝 SARS-CoV-2假病毒比

商业化试剂盒更高效的 RNA捕获方法。本研究设计 TaqMan

探针利用 qRT-PCR检测 ORF1ab 和 N基因，并比较了一步法
和分步法实时荧光定量 PCR、单重和多重反应对检测灵敏度的

影响，得到分步法、多重实时荧光定量 PCR更灵敏。为检测低

拷贝 RNA病毒提供了一种参考方案。

1 材料与方法

1.1 材料

SARS-CoV-2假病毒购自钟鼎生物技术有限公司；链霉亲

和素磁珠（Promega Streptavidin MagneSphere誖 Paramagnetic

Particles）购自 Promega 公司；天根 RNA提取试剂盒（离心柱

型）（SD101）和天根磁珠法病毒 DNA/RNA 提取试剂盒

（DP438）购自天根生化科技有限公司；反转录试剂盒（Termo

scientific RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit）购自赛默

飞世尔科技有限公司；Probe qPCR Super Mix试剂盒购自近岸

蛋白科技有限公司；一步法 qRT-PCR试剂盒（NovoScript誖
Probe One-Step qRT-PCR Kit (E094-LPAA) 和 NovoScript誖
Multiplex Probe One Step qRT-PCR Kit (MDG) (E195-nCoV-A

& E195-nCoV-B)）购自近岸蛋白科技有限公司。7500 Real

Time PCR System购自美国 Applied Biosystems公司；二硫苏糖

醇（DTT）购自生工生物工程（上海）有限公司；8.5 M异硫氰酸

胍由实验室配制；Tris-HCl缓冲液 (pH 7.6) 由实验室配制；0.5

M EDTA由实验室配制；DEPC水购自购自生工生物工程（上

海）有限公司；普通 PCR扩增仪购自美国的 Bio-Rad公司；20伊
SSC Buffer购自生工生物工程（上海）有限公司；Carrier RNA

溶液购自生工生物工程（上海）有限公司。

1.2 方法

1.2.1 生物素探针的设计和合成 设计并在生工生物工程（上

海）有限公司合成捕获探针 5'-Biotin-AACGGCAGTACAGA-

CAACACGATG-3'，生物素探针 5'端的生物素会与链霉上的亲

和素杂交。生物素探针也会特异的结合到 SARS-CoV-2假病毒

的基因组，从而捕获到目的序列。

1.2.2 链霉亲和素磁珠捕获 SARS-CoV-2假病毒 RNA 参考

promega的 polyAtract system 1000产品说明书使用链霉亲和素

磁珠抽提 SARS-CoV-2 假病毒 RNA。滴度依次为107，106，

105，104，103，500，100 copies/mL的病毒稀释液（不足 200 滋L
用PBS补齐）200 滋L各 3管，每个滴度设置 3重复。分别取

200 滋L假病毒溶液加入 400 滋L预裂解液（800 滋L 4M异硫氰
酸胍；100 滋L100 mM Tris, pH 7.6；40 滋L 20 mM EDTA；

50 滋L 160 mM DTT；再加 10 滋L RNase-free H2O 补齐至

1 mL），再加入 3 滋L 6 滋g/滋L的 Carrier RNA混匀，室温放置

10 min，充分裂解病毒。样品裂解液中加 400 滋L稀释缓冲液
（含 40 mM DTT的 0.75伊SSC），2.5 滋L 12.5 滋M生物素标记探
针，混匀，70℃孵育 5 min，自然冷却至室温，放置 10 min。根据

说明书对磁珠进行预处理，加入 300 滋L预处理后的磁珠，混
匀，室温孵育 10 min，每 2 min混匀一次。借助磁力架移去上

清，用 800 滋L 0.5伊SSC洗涤 3次，最后一次尽可能移尽洗涤

液。加入 15 滋L的 RNase-free H2O，混匀，室温孵育 2 min，借助

磁力架将 RNA 溶液移入新的管子中。得到 15 滋L 的
SARS-CoV-2假病毒 RNA。

1.2.3 核酸捕获实验的条件优化 参考 pregema mRNA富集

试剂盒设置的探针 -磁珠加入比例，1000和 100 copies/mL的

病毒稀释液使用链霉亲和素磁珠富集 RNA后做后续实时荧光

定量 PCR检测实验。首先对生物素标记的捕获探针浓度进行

优化，分别用 12.5 滋M和 25 滋M比较检测结果；在最优捕获探
针浓度时对磁珠用量 333.33 滋g/mL和 200 滋g/mL进行检测比
较；在最优捕获探针浓度和最佳磁珠用量配比时对洗脱次数分

为 RNA第一次洗脱液、第二次洗脱液以及两次洗脱的混合

RNA 溶液这 3 组检测结果进行比较；RNA 溶液内磁珠对

qRT-PCR检测的影响。每组设置 3个平行对照。

1.2.4 引物和探针 参考国家卫健委发布的引物和探针[20]，分

别使用 SARS-CoV-2基因组 ORF1ab 和 N区域内的两个引物
对和相应的探针进行实时荧光定量 PCR检测。

1.2.5 多重定量 PCR TaqMan探针反应 总反应体系 20 滋L，
ORF1ab 上游引物：5'-CCCTGTGGGTTTTACACTTAA-3'、下游
引 物 ：5'- ACGATTGTGCATCAGCTGA-3'；N 上 游 引 物

5'-GGGGAACTTCTCCTGCTAGAAT-3'、下游引物 5'-CAGA-

CATTTTGCTCTCAAGCTG-3'；ORF1ab TaqMan 探针：5'-FAM

CCGTCTGCGGTATGTGGAAAGGTTATGG BHQ1-3' 和 N
TaqMan 探针：5'-FAM TTGCTGCTGCTTGACAGATT TAM-
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图 1 SARS-CoV-2假病毒中 ORF1ab 和 N基因在新冠参考基因组中对应的位置
Fig.1 Corresponding positions of ORF1ab and N genes in the reference genome of SARS-CoV-2 pseudovirus

Note: The green marker is the corresponding positions of ORF1ab and N genes in the reference genome of SARS-CoV-2 pseudovirus.

RA-3'，引物浓度为 2 滋moL/L，分别上样 1 滋L。探针浓度为
10 滋moL/L，加样 0.4 滋L，其中 2伊ProbeMix 10 滋L，ROX DyeⅡ

0.4 滋L，cDNA加入 3 滋L，最后加 RNase-free H2O至 20 滋L。使
用 ABI 7500 Real Time PCR System进行 TaqMan检测，反应条

件：94℃ 5 min; 循环条件：95℃ 15 s，58℃ 30 s，72℃ 1 min，在

72℃荧光收集，进行 45个循环。

1.2.6 标准曲线的建立 对 SARS-CoV-2 假病 毒 107

copies/mL的病毒液依次进行 10倍稀释 6个梯度进行检测得

到的 CT值与其拷贝数的对数构建的标准曲线。96孔板上机

后，设置 7500程序时选择标准曲线并修改相关参数，利用 ABI

7500软件自动生成标准曲线。

1.2.7 灵敏度检测 对 SARS-CoV-2假病毒 106 copies/mL的

病毒液依次进行 10倍稀释 6个梯度进行检测得到的扩增曲

线，得出检测限。

1.2.8 链霉亲和素磁珠 -生物素探针捕获法与 RNA病毒基因

组抽提试剂盒 （吸附柱法和非特异性磁珠法） 比较

105，104，103，500，100 copies/mL的假病毒稀释液分别用天根病

毒检测用 RNA提取试剂盒（离心柱型）（SD101）、天根磁珠法

病毒 DNA/RNA提取试剂盒（DP438）和本研究的链霉亲和素

磁珠 -生物素探针杂交法病毒 RNA抽提这 3种方法富集病毒

RNA，每组设置 3个平行对照，对得到的检测结果 CT值进行

比较，包括线性回归方程的相关参数。

1.2.9 实时荧光定量 PCR一步法和分步法 一步法是反转录

PCR和实时荧光定量 PCR在 1管中进行实验，一步法使用近

岸 公 司 NovoScript 誖 Probe One-Step qRT-PCR Kit

(E094-LPAA)试剂盒和近岸公司 NovoScript誖 Multiplex Probe

One Step qRT-PCR Kit (MDG) (E195-nCoV-A & E195-nCoV-B)。

分步法是反转录 RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit

(Thermo K1622)和实时荧光定量 PCR（NovoStart誖 Probe qPCR

SuperMix (E091)）分步进行实验。链霉亲和素磁珠捕获的

SARS-CoV-2假病毒 RNA。在 20 滋L检测体系中，一步法加入
5 滋L RNA，分步法先取 6 滋L RNA 进行反转录后取 3 滋L
cDNA进行实验，分步法相当于每孔加入的起始 RNA模板量

为 0.9 滋L。一步法加入 RNA量相当于分步法的 5倍。各个试剂

盒按照说明书进行实验并比较检测结果。每组设置 3个平行对

照。比较一步法和分步法相关的 CT值和标准曲线。

1.3 统计学分析

同一次实验每个孔做 3重复，分析组内差异，用上述条件

进行 3 次独立重复实验，分析组间差异。得到的数据使用

GraphPad Prism8.0软件进行统计学分析。根据公式：变异系数

（CV）=标准偏差（SD）/平均数，计算出对应的变异系数[16]。

2 结果

2.1 生物素探针的有效性

链霉亲和素磁珠 -生物素探针捕获 SARS-CoV-2 假病毒

RNA，该方法至少能富集到距离捕获探针结合位点 1.8 K处的

序列，见图 1，可以捕获距离生物素探针结合位点较远位置处

的基因组。

2.2 链霉亲和素磁珠 -生物素探针法抽提 RNA的条件优化结果

2.2.1 生物素探针的浓度优化 图 2的实验结果显示生物素

探针在 12.5 滋M时检测得到的 CT值更小，富集效率更高。前

后所有的实验，在不特意标明的情况下探针浓度为 12.5 滋M。
2.2.2 链霉亲和素磁珠用量的优化 He H等人研究表明增加

磁珠的用量，会降低提取效率[21]。图 3的结果显示在磁珠的浓

度为 333.33 滋g/mL检测得到的 CT 值更小，效率更高。在不

做特殊交代的情况下，前后实验中磁珠的工作浓度均为

333.33 滋g/mL。洗脱液中磁珠存在可能不会影响反转录和
qPCR过程，有文献记载，PCR体系中小于 60 滋g/mL磁珠不影
响 CT值[22]，反而可能减少病毒基因组的损失。

2.2.3 RNA洗脱次数的优化 图 4结果显示第一次 RNA洗

脱液检测的 CT值（蓝色扩增曲线）大于第二次 RNA洗脱液的

CT值（黄色扩增曲线），合并两次 RNA洗脱液检测的 CT值

（绿色扩增曲线）小于第二次 RNA洗脱液的 CT值，说明第二

次 RNA洗脱液中得到的 RNA量更多。表明第一次洗脱并不

能完全将结合在磁珠上的病毒基因组完全洗脱，并且第一次洗

脱后还有大量病毒基因组残余在磁珠上。可能的原因是洗脱前

磁珠上残余有洗涤缓冲液，在加入的洗脱液时整个洗脱体系还

有一定的离子强度，病毒基因组不能完全解离。因此后续实验

均是采取两次洗脱再合并两次洗脱液的方法收集病毒基因组。
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图 2 2个不同捕获探针浓度的检测结果对比

Fig.2 Comparison of detection results of two different capture probe

concentrations

图 3 2个不同磁珠浓度的检测结果对比

Fig.3 Comparison of detection results of two different magnetic bead

concentrations

图 4 SARS-CoV-2假病毒 RNA第一次洗脱、第二次洗脱和两次合并检测结果的比较

Fig.4 Comparison of first elution, second elution and combined detection results of SARS-CoV-2 pseudovirus RNA

Note: The green amplification curve is the RNA eluent combined twice, the blue amplification curve is the first RNA eluent

and the yellow amplification curve is the second RNA eluent.

图 5多重定量 PCR检测 SARS-CoV-2假病毒的标准曲线

Fig.5 Standard curve of multiplex qPCR assay for the detection of

SARS-CoV-2 pseudovirus

优化链霉亲和素磁珠富集 RNA的以上条件，得到在捕获

探针浓度 12.5 滋M，磁珠的工作浓度 333.33 滋g/mL，合并 RNA

的两次洗脱液的最优条件下，链霉亲和素磁珠富集 RNA效率

最好。

2.3 多重实时荧光定量 PCR标准曲线

对 SARS-CoV-2假病毒 107 copies/mL的病毒液依次进行

10倍稀释 6个梯度链霉亲和素磁珠捕获 RNA后进行检测得

到的 CT值与其拷贝数的对数构建的标准曲线见图 5。结果表

明，SARS-CoV-2假病毒拷贝数的对数与 CT值之间线性关系

良好，相关系数 R2为 0.998，扩增效率为 126.268 %。标准曲线

的线性回归方程为：Y= -2.92伊Log（X）+36.72，其中 Y为 CT

值，X为 SARS-CoV-2假病毒的拷贝数。

2.4 多重实时荧光定量 PCR的检测灵敏度和稳定性

利用前面实验得出最优的链霉亲和素磁珠富集 RNA条

件，在不考虑引物扩增效率的前提下，由图 6可知，此方法富

集 SARS-CoV-2假病毒的效率大于 100 %，即病毒滴度小时

富集效率更高，可能是因为此时探针 -磁珠 -病毒基因组间

的相对浓度更合适，而病毒滴度高时，病毒基因组的量超出探
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2.5 多重实时荧光定量 PCR检测方法（一步法和分步法）的

比较

见表 1，3个一步法实时荧光定量 PCR试剂盒（E094-LPAA、

E195-nCoV-A和 E195-nCoV-B）的检测结果的 CT值大致相

同。一步法加入模板的量相当于分步法的 5倍，理论上比分步

法的 CT值相差约小 2.3。在病毒滴度高时这个差值几乎与 2.3

相近。与分步法相比一步法在病毒滴度高时的 CT值和分步法

差不多，并且一步法重复实验之间的数值很不稳定，会出现没

有 CT值的情况。分步法的反转录引物是随机引物，一步法的

引物是 qPCR引物本身。病毒滴度小时，一步法不如分步法灵

敏。在不特别交代的情况下，前后 qRT-PCR实验均采用分步

法。推测在检测低拷贝病毒时分步法比一步法灵敏。

针的量，磁珠负载。多重实时荧光定量 PCR检测限每个反应低

于 10 copies/滋L，见图 6。

重复实验组之间 CT值变异系数在 0.097~0.77范围内，组

间变异系数在 0.086~0.78范围内，均小于 1%。

Virus titer copies/mL target gene

step-by-step qRT-PCR one-step qRT-PCR

Probe qPCR Super Mix kit

CT Mean(correction value)

E094-LPAA

CT Mean

E195-nCoV-A

CT Mean

E195-nCoV-B

CT Mean

105 ORF1ab/N 25.8017(23.5017) 24.6088 23.2199 23.0555

104 ORF1ab/N 27.5381(25.2381) 26.5679 26.7248 26.2686

103 ORF1ab/N 30.0537(27.7537) 29.9475 29.9412 29.7131

500 ORF1ab/N 32.7838(30.4838) 31.47 31.818 30.9709

100 ORF1ab/N 33.90947(31.60947) 33.7253 33.5822 33.1814

表 1分步法和一步法的检测结果对比

Table 1 Comparison of detection results between step-by-step method and one-step method

Note: Correction value refers to the theoretical CT value obtained when the initial amount of RNA added in one-step method and step-by-step method is

the same.

图 6多重定量 PCR检测 SARS-CoV-2假病毒的灵敏度检测结果

Fig.6 Sensitivity for detection of SARS-CoV-2 pseudovirus using multiple quantitative PCR assay

2.6 实时荧光定量 PCR方法（两重和单重 PCR）的比较

图 7中，病毒 RNA是链霉亲和素磁珠 -生物素探针捕获

法富集的，使用分步法 qRT-PCR。分别以 N或 ORF1ab为参考
时，两重（两对引物同时扩增（绿色扩增曲线））的 CT值普遍比

单重（ORF1ab 或 N）的低，检测灵敏度更高。两重实时荧光定量
PCR反应中 N和 ORF1ab 这 2个序列的 TaqMan探针的荧光

基团相同，这 2个基因位点信号叠加提高了检测灵敏度。

2.7 链霉亲和素磁珠 -生物素探针捕获 RNA法与吸附柱法和

非特异性磁珠抽提法比较

表 2中显示了在病毒滴度高时，链霉亲和素磁珠法富集的

RNA检测后的 CT值大于天根吸附柱法，说明链霉亲和素磁珠

在病毒滴度高时富集 RNA的效率低。而在病毒滴度小时，链霉

亲和素磁珠法的 CT值小于天根吸附柱法和天根磁珠法，说明

链霉亲和素磁珠在病毒滴度小时富集 RNA 的效率高。

qRT-PCR检测结果显示病毒滴度小时，链霉亲和素磁珠 -生物

素探针捕获法效率最高。推测链霉亲和素磁珠 -生物素探针捕

获法更利于纯化滴度小的病毒基因组。

3 讨论

本研究优化后的链霉亲和素磁珠 -生物素探针捕获方法

实现了低拷贝病毒 RNA的高效富集。首先对链霉亲和素磁珠 -

生物素探针捕获法富集 RNA的一些条件进行了优化，包括生

物素探针和磁珠用量及 RNA洗脱次数，得到在生物素探针浓

度12.5 滋M，磁珠的工作浓度 333.33 滋g/mL，合并 RNA的两次

洗脱液条件下链霉亲和素磁珠富集 RNA的效率最优。使用最

优条件富集的 RNA对商用检测试剂盒与 qRT-PCR检测 RNA
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方法进行比较，发现多重 TaqMan探针检测的效果在病毒滴度

小时，效率最高，可检测到 10 copies/滋L。最后对商用 RNA抽提

试剂盒与本研究的链霉亲和素磁珠 -生物素探针捕获法抽提

RNA方法进行 qRT-PCR检测结果比较，发现在病毒滴度小

时，CT平均差值更大，链霉亲和素磁珠 -生物素探针捕获法富

集 RNA比商用试剂盒更高效。

目前正流行的由 SARS-CoV-2病毒导致的新冠肺炎疫情

强调了适当准备和应对的紧迫性[23]。由于全球化，疫情大流行，

给社会和卫生系统带来了负担[24，25]。早期检测和隔离阳性患者

是抑制人际传播和缓解疾病爆发的最有效方法[26]。对于呼吸道

病毒性疾病（如流感或 COVID-19），采集并测试咽拭子是否存

在病毒 RNA。检测前的 RNA有效分离是确保检测方法的高特

异性和灵敏度的关键一步[27]。He H等人的研究表明整个样品

制备和核酸分离过程可在 30 min内完成[21]。本研究优化后的链

霉亲和素磁珠 -生物素探针捕获法可在 30 min左右实现低拷

贝病毒 RNA抽提，耗时接近。病毒 RNA富集过程中 Carrier

RNA的加入提高了捕获效率，可能是 Carrier RNA对低拷贝病

毒核酸沉淀有良好的影响[28]。目前没有相关的文献记载使用

本研究的 Promega Streptavidin MagneSphere 誖 Paramagnetic

Particles纯化病毒 RNA。Klein S等人研究了 SiMAG-N-DNA

magnetic beads纯化 SARS-CoV-2病毒 RNA的高通量筛查[29]，

作为商业 RNA抽提试剂盒的补充。总体而言，商业试剂盒在发

生大流行病时无法提供足够的灵活性和可用性。因此，研究高

效核酸分离方法是必要的。

目前 COVID-19可用的诊断技术有病毒基因检测、人体抗

体检测和病毒抗原检测，其中 qRT-PCR病毒基因检测是最可

靠的技术[30]。对于磁珠提取的 RNA样品，使用 CT值检测限

40来判断是否确定为阳性[31]。为实现高效检测，Mdugama B等

人检测出 N基因灵敏度 8.3 copies/滋L[20]，本研究的检测灵敏度

低于 10 copies/滋L，灵敏度相近。虽然我们研究的假病毒能检测
到低于 10拷贝，但是临床样本咽拭子和鼻拭子的复杂性，包括

一些酶的干扰，会影响检测限。qRT-PCR实验包括一步检测和

分步检测。一步检测将反转录和 PCR放大整合到单个管中，从

而使检测过程快速且可重复。然而，这种检测 RNA的有效捕获

和放大不显著。分步检测是反应按顺序在两个单独的管子中进

行，因此比较耗时，但与一步检测相比，分步法更灵敏 [32]。

qRT-PCR是目前检测方法中的金标准[33]，但是此方法耗时长并

需要昂贵的检测仪器。我们提出的低拷贝病毒 RNA富集方案

还需进一步优化满足临床样本阳性标准品的需要。后续尝试用

此方案富集其他 RNA病毒的核酸。COVID-19的数据发展非

常迅速，毫无疑问，随着更多研究的提供，本文的某些细节可能

会发生变化。
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