
两种不同释放剂核酸提取法的新型冠状病毒 RT-PCR 内标检测结果比较 
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引言： 

新型冠状病毒（ severeacuterespiratorysyndromecoronavirus2,SARS-CoV-2 ）引起的新型冠状病毒肺炎

（coronavirusdisease,COVID-19）继续在全球肆虐。WHO 报道，截至 2020 年 6 月 1 日 11：11am，全球确诊

病例 6040609 例，死亡病例 230104 例。对 SARS-CoV-2 进行核酸检测，是 WHO 目前推荐的识别感染病例的

方法。李克强总理主持召开中央应对新冠肺炎疫情工作领导小组会议提出：提高新冠病毒核酸检测能力，

加快快速便捷检测试剂和设备研发生产，缩短检测时间，推进重点人群“应检尽检”、其他人群“愿检尽检”，

推动各地互通互认检测结果，促进精准防控、人员流动和全面复工复产。 

深圳市宝安中医院（集团）检验科 PCR 实验室自 2020 年 3 月 10 日开始 SARS-CoV-2 的核酸检测工作，截至

2020 年 5 月 11 日，共检测 19522 份标本。采用中山大学达安生物有限公司生产的“新型冠状病毒核酸检

测试剂盒（荧光 PCR 法）”，试剂盒采用的内标（IC）为人类 RNaseP 基因（RP）。在实验工作中，经常出现

内标扩增曲线不出现典型“S”型或者内标完全无扩增曲线的情况，导致重复检测，拖延了报告发放时间，

给临床诊疗工作带来不便。本实验室在经过一系列实验之后，对达安公司试剂盒说明书中给出的实验方法

进行了部分更改优化，经优化实验步骤后，内标的扩增曲线及起始循环 Ct 值均有明显改善，现具体报道如

下。 

一、对象与方法 

1.1 实验材料 

1.1.1 实验试剂和仪器 

H32/48 核酸提取仪（美析仪

器）； 

新型冠状病毒 SARS-CoV-2 核

酸检测试剂盒（荧光 PCR 法）

和样本释放剂； 

荧光定量 PCR 扩增仪；超级恒

温水槽； 

多管快速混合器； 

迷你离心机； 

1.1.2 实验对象 

2020 年 3 月 10 日至 2020 年 5

月 11 宝安中医院发热门诊、

复工门诊及隔离病房送检的

进行 SARS-CoV-2 的核酸检测

的咽拭子标本共 19522 份。 

1.1.3 咽拭子采集及保存 

采样人员着三级防护，用达安

公司生产的专用样本采集拭

子擦拭扁桃体和咽后壁，将拭

子头浸入含有样本保存液和

核酸释放剂的保存管中。样本

采集完后置 0~4℃保存，24h

内完成检测。 

1.2 实验方法 



实验及医护人员均严格按照国家卫生健康委办公厅印发的《新型冠状病毒实验室生物安全指南》及《医疗

机构临床基因扩增检验实验室管理办法》等相关文件进行实验操作和生物安全防护。 

1.2.1 原样本释放剂使用说明书中实验方法 

将样本采集管置于 56℃水浴箱灭活 30min，室温条件下，将采集管振荡 1min，静置 5min，重复 3 次后，

瞬时离心，直接吸取上清液 5μL 为模板加入 PCR 体系进行扩增。 

1.2.2 本实验室优化后实验方法 

样本采集管置于 56℃水浴箱灭活 40min[8-9]。室温条件下，2800r/min 充分振荡 2min，立即 4000r/min 离

心 30s，直接吸取上清液 5μL 为模板加入 PCR 体系进行扩增（加样时如吸到杂质或混浊物弃去，重新吸取

上层澄清液体）。 

1.2.3 优化后实验方法的阳性标本检测性能评价 

取 2020 年第一次广东省临检中心室间质量评价（externalqualityassessment,EQA）SARS-CoV-2 阳性标本 7 份

（2020004~2020010），用 1.2.1 及 1.2.2 所述方法分别检测，每份样本平行检测３次，重复３次实验，观察

两种方法对阳性结果 Ct 值的影响。 

1.3 统计学分析 

采用 GraphPadPrism7.00 软件分析统计数据，计量资料用（x±s）表示，采取单因素方差分析与配对 t 检验。

P<0.05 为差异有统计学意义。 

二、结果 

2.1 优化前后各样本内标扩增曲线比较 

优化前，各样本内标扩增曲线在 Ct24~44 之间散在分布，Ct38 之后大多无明显“S”型曲线，不少样本内标

未出现扩增曲线；经优化后，各样本内标的扩增曲线明显优于优化前，扩增曲线集中在 22~34 之间，且全

部呈现典型“S”型曲线，见图 1。 

2.2 优化前后复查率比较 

经优化后，样本复查率较优化前有明显下降，差异有统计学意义（F=3.889，P=0.0258），结果详见表 1，图

2A。 

2.3 优化前后各样本内标 Ct 值比较 

经优化后，各样本内标的扩增起始循环 Ct 值明显小于优化前（t=5.937,P<0.01），阳性对照 N 基因及 ORF1a/b

基因的 Ct 值，差异无统计学意义（P>0.05）。见图 2。 

2.4 优化前后阳性质评标本 Ct 值 

优化前后，阳性质评标本 N 基因（F=1.032,P=0.9701)与 ORF1a/b 基因（F=1.262,P=0.7848)，Ct 值均无统计学

意义（P>0.05）。见图 3。 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

三、讨论 

2003 年 SARS-CoV-2 及 2012 年 MERS-CoV 引起的流行病学数据证明，对 COVID-19 建立快速、高通量、高敏

感及高特异性的实验室诊断对于病例早诊断、密切接触者追踪和感染控制措施合理化制定至关重要。因为

SARS-CoV-2 至少需要 3d 才能在选定的细胞系中引起明显的细胞病变，且病毒分离培养需要 3 级生物安全设

施，大多数医疗机构都不具备，因此以病毒培养来建立快速诊断是不现实的；而 SARS-CoV-2 与 SARS-CoV

存在 82%的基因同源性，血清学抗原抗体检测可能存在交叉反应[11]。由于这些局限性，应用逆转录-PCR

（RT-PCR）技术对 SARSCoV-2 进行核酸检测仍然是最主要的全球 COVID-19 切实可行的实验室诊断检测方法。 

虽然因为“假阴性”的问题使得 SARS-CoV-2 核酸检测存在争议，自 2020 年 1 月 15 日至 3 月 15 日，国家

卫生健康委员会先后共发布了七版《新型冠状病毒肺炎诊疗方案》（试行 1-7 版），核酸检测阳性一直是确

诊病例的诊断标准之一。由于国内大部分检测点都是采集咽拭子做为标本，在疾病早期或是无症状潜伏期，

上呼吸道局部病毒载量低；标本采集后没有按正确方法贮存及运输等等原因都可能造成检测结果的假阴性。

另外，由于新冠病毒在呼吸道是寄生于呼吸道上皮细胞，如果没有采集到足够数量的细胞，也会造成检测

结果的假阴性。因此，目前国内各检测试剂公司开发的试剂盒内多采用了 RNaseP 基因（RP）做为内标（IC），



来监测标本是否采集合格。在结果判读时，如果 IC 没有出现典型的扩增曲线或者 Ct 值>40，则被认为标本

质量差，没有采集到足够的人类上皮细胞，需要复查。 

本实验室采用的达安公司出品的“新型冠状病毒 SARS-CoV-2 核酸检测试剂盒（荧光 PCR 法）”也是采用 RP

做为 IC。同时为了最大程度减少职业暴露，加大生物安全防护力度，达安基因在开发试剂盒的同时，推出

了采用样本释放剂一步法提取 SARS-CoV-2 核酸，力求在病毒核酸提取操作时减少开盖次数，减少暴露风险，

从而在最大程度保护实验人员的基础上高质高效地提取到足够数目的 RNA 模板进行扩增。 

但是在实验过程中，发现经一步法提取核酸进行扩增后，经常有 IC 没有典型的扩增曲线或者 Ct 值>40 的情

况。此种情况，一般只能延迟报告发放，同时实验室采用达安基因给出的补救方法进行进一步的复查实验，

IC 出现典型的扩增曲线且 Ct 值<40 后，实验室才能发放报告。大多数标本在经补救方法复查后，IC 会有典

型的“S”型扩增曲线。但仍有少部分补救方法处理后仍有 IC 无扩增现象，则考虑为标本质量不合格，通

知临床科室重新采集标本送检。由于临床上发热门诊及手术室都依据 SARS-CoV-2 核酸检测结果才开展下一

步的诊疗，报告发放的延迟给临床上的诊疗工作带来了一定的影响。因此，降低复查率势在必行。 

目前主流的磁珠法提取核酸过程中由于磁珠与核酸的特异性结合使得提取的核酸纯度高，浓度大，并且灵

敏度，重复性都很好。而一步法虽然快速高效，但却没有磁珠法提取的核酸纯度高，可能是一步法提取的

核酸模板中存在有非特异性物质干扰其与引物的特异性结合，导致扩增结果不理想。因此，本实验室考虑

优化实验方法，延长振荡时间至 2min，力求让标本中的核酸充分释放；增加了离心力和离心时间，并且确

保吸取上层澄清液体加样，从而减少非特异性物质的干扰。 

优化前后比较的结果显示，优化前，样本中内标的扩增曲线会有少数没有出现典型的“S”型，且有个别内

标没起，平直地处于阈值线以下的情况，Ct 值明显靠后且分散；经优化后，不但所有样本的内标都出现了

典型的“S”型扩增曲线，而且扩增起始循环 Ct 值的平均值明显小于优化前；同时阳性对照 N 基因与 ORF1a/b

基因 Ct 值与优化前比较差异无统计学意义。实验中采用了广东省临检中心下发的 2020 年第一批次的室间

质评阳性标本对优化方法的阳性标本检出能力进行性能评价，结果各标本的 N 基因及 ORF1a/b 基因 Ct 值两

种方法比较差异无统计学意义。这说明在不影响阳性标本检测结果的情况下，优化方 法大大提高了内标的

检出率，复查率从优化前的 2.226%降至 0.679%，整体较优化前有了明显地改善。 

经过优化后，虽然大大提高了内标检出率，但还是存在一定比例的复查率，很多内标不出的标本出现或浑

浊、或粘稠、或为咖啡色血性样本，存在太多干扰物影响检测结果，因此建议临床科室重新采集标本送检。

并加强对标本采集人员的技术培训。 

科室由于实验室设备及人员紧张，暂时不具备应用磁珠法提取 SARS-CoV-2 核酸的条件，故整个实验过程仅

是优化前后方法比较，存在一定的局限性。本实验室 2020 年两次参加广东省临检中心 SARS-CoV2 核酸检测

室间质评成绩均为优秀，表明虽然释放剂一步法提取核酸的效率没有传统磁珠法高，但尚可满足临床诊疗

及复工复学筛查需求。此法操作简便，降低了实验室工作人员的职业暴露风险，且经本实验室优化部分实

验操作后，实验结果可接受。 

关于美析 

美析主营光谱类仪器：可见分光光度计、紫外可见分光光度计、原子吸收光谱仪、原子荧光光度计、ICP-AES、

ICP-MS，生命科学仪器：超微量分光光度计、全自动核酸提取仪，目前，我们的产品已广泛应用于有机化

学、无机化学、生物化学、医药、环保、冶金、石油、农业等领域。同时美析利用在产品机械结构、光学

设计、电气应用和软件开发方面积累的丰富经验，结合市场的最新实际需求，近期将陆续推出一批全新的

分析类仪器。 


