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摘  要 

由新型冠状病毒(SARS-CoV-2)导致的新型冠状病毒感染仍是全世界面临的重要公共卫生事件，且随着病

毒基因组不断发生变异，新型变异株出现，病毒传染性和传播能力急剧增强，对人类健康造成严重威胁。

快速、高灵敏、高特异、即时检测新型冠状病毒对疫情防控和疾病快速诊治具有十分重要意义。本文基

于国内外相关研究文献，对目前新型冠状病毒检测方法进行总结和梳理，包括实时定量RT-PCR、等温核

酸扩增技术、CRISPR-Cas核酸检测技术以及高通量测序等核酸检测方法以及酶联免疫吸附法、侧流免疫

层析等免疫学方法。进一步，对不同的新型冠状病毒检测方法进行分析和讨论，以期为新型冠状病毒检

测和疫情防控提供方法参考。 
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Abstract 
Novel coronavirus infection caused by the new coronavirus (SARS-CoV-2) is still an important 
public health event facing the world, and with the continuous mutation of the virus genome and 
the emergence of new variants, the infectivity and transmissibility of the virus have increased 
dramatically, posing a serious threat to human health. Rapid, highly sensitive, highly specific, and 
real-time detection of the novel coronavirus is of great significance for epidemic prevention and 
control, rapid diagnosis and treatment of diseases. Based on relevant research literature at home 
and abroad, this paper summarizes and sorts out the current research progress of novel corona-
virus detection methods, including real-time RT-PCR, isothermal amplification nucleic acid detec-
tion technology, CRISPR-Cas nucleic acid detection technology, high-throughput sequencing and 
other nucleic acid detection methods, as well as immunological methods such as enzyme-linked 
immunosorbent detection and antigen colloidal gold test strip. Furthermore, different detection 
methods were analyzed and compared in order to provide a reference for novel coronavirus de-
tection and epidemic prevention and control. 
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1. 引言 

2020 年，严重急性呼吸综合征冠状病毒 2 (SARS-CoV-2)感染疫情在全球暴发和流行，其感染性强，

传播速度快，对人类生命健康和社会经济带来严重威胁。此外，SARS-CoV-2 基因组不断发生变异[1]，
新变异株的出现致使疫情反复流行。开发快速、灵敏、特异和简便的新型冠状病毒检测技术具有重要意

义。 
目前已有多种方法用于 SARS-CoV-2 检测，实验室检测方法主要有核酸检测、基因测序、抗原抗体

检测、病毒分离和电镜观察等。这些方法基于不同的生物学原理，针对病毒的不同靶标，在灵敏度、特

异性、应用场景等方面表现不一，构成了各具特色的检测体系，本文主要就核酸分子生物学检测和免疫

学检测进行综述。实时定量 RT-PCR 法作为一种流行的分子诊断技术，在新型冠状病毒感染疫情防控中

发挥了重要作用，但该方法存在基因突变或交叉污染引起的假阳性和假阴性风险，依赖昂贵的仪器设备，

仍存在许多局限，不利于现场检测。随着科技的进步，恒温快速检测技术得到迅速发展并应用于新型冠

状病毒检测，例如，环介导等温扩增法、重组酶聚合酶扩增、滚环扩增、核酸依赖性扩增检测技术、以

及 CRISPR-Cas 核酸检测技术等。除核酸检测外，也有多种基于抗原抗体反应的免疫学方法用于新型冠

状病毒检测，例如酶联免疫吸附法、免疫层析法、基于免疫反应的生物传感器等。 
本文对现有的 SARS-CoV-2 检测技术研究进行了归纳分析(如图 1 所示)，包括实时定量 RT-PCR、等

温核酸扩增技术、CRISPR-Cas 核酸检测技术、高通量测序等核酸检测技术以及酶联免疫吸附法、免疫层

析法等免疫学检测技术，旨在为 SARS-CoV-2 快速精准诊断提供方法参考。 
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Figure 1. An overview of SARS-CoV-2 detection methods 
图 1. 新型冠状病毒检测方法总结图 

2. SARS-CoV-2 简介 

SARS-CoV-2 是继 2003 年 SARS-CoV 和 2012 年中东呼吸综合征冠状病毒(MERS-CoV)之后本世纪第

三个跨物种感染人并导致严重呼吸道疾病的冠状病毒。通过测序技术(Next-generation sequencing, NGS)
对病毒的完整基因组序列进行分析，其基因组为单股正链 RNA，基因组长约 30 kb，编码 29 种蛋白质，

其中包括 15 种非结构蛋白(nsp1-nsp10, nsp12-nsp16)，8 种辅助蛋白(3a、3b、p6、7a、7b、8b、9b 和 orf14)
以及 4 种结构蛋白：刺突蛋白(Spike, S)，包膜蛋白(Envelope, E)，膜蛋白(Membrane, M)和核衣壳蛋白

(Nucleocapsid, N)。 
SARS-CoV-2 为 RNA 病毒，基因组易发生突变[2]。随着新型冠状病毒不断传播，在全球范围内出现

了大量的病毒变异体，从 SARS-CoV-2 首次出现 S 蛋白 D614G 突变到被世界卫生组织列为关切的 Alpha、
Beta、Gamma、Delta、Omicron 突变株以及其他一些受关注的突变株，病毒变异株的免疫逃逸能力增强、

感染性和传播能力更强[3]。尽管各类疫苗迅速研发并普及，但病毒的不断变异带来了新的挑战，因此，

开发快速、精准的新型冠状病毒检测技术对于发现、预防和阻断病毒的传播至关重要。 

3. SARS-CoV-2 核酸检测技术 

3.1. 实时定量 RT-PCR 技术 

实时定量RT-PCR (Quantitative real-time reverse transcription PCR, RT-qPCR)方法是目前 SARS-CoV-2
检测使用最广泛的方法，具有灵敏度高、特异性强等特点，被认为是新型冠状病毒检测的金标准。其基

本原理在于：在逆转录酶作用下，SARS-CoV-2 RNA 逆转录形成 cDNA，根据病毒核酸序列设计特异性

的引物和探针对目的片段进行扩增，并在 Taq 酶外切酶作用下发生水解，释放荧光信号，通过测定荧光

达到一定阈值所需循环数(Ct 值)实现靶标定量检测。 
Wang 等[4]通过设计特异性引物和探针，靶向 SARS-CoV-2 保守性的 ORF1b 和 N 基因，利用实时定
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量 RT-PCR 技术检测 SARS-CoV-2。N 基因检测灵敏度达到单拷贝/反应，ORF1b 基因检测灵敏度达到 10
拷贝/反应，且荧光强度与靶基因拷贝数具有良好的线性关系。对 23 例疑似 COVID-19 临床样本检测，

通过 N 基因和 ORF1b 检测，SARS-CoV-2 检出率分别是 100% (23/23)和 62.5% (16/23)，其中 ORF1b 未

检出样本均为咽拭子样本，提示咽拭子样本中病毒载量较低。Merindol 等[5]开展了免核酸提取的实时定

量 RT-PCR 方法对新型冠状病毒直接检测，研究发现样本储存在病毒保存液 UTM 或者分子水中，可以

成功避免 RNA 提取过程直接检测；而当样本储存在盐水溶液中则需要 RNA 提取步骤。引物探针组合关

系到 RT-qPCR 检测灵敏度和特异性，世界范围内不同机构使用的 SARS-CoV-2 核酸扩增引物和探针组合

不同，Vogels 等[6]对四种常见的 SARS-CoV-2 引物探针组合进行评估，研究发现靶向 SARS-CoV-2 N 基

因、开放读码框 ORF1、E 基因和 RdRp 基因的引物探针组合均可以用于检测 SARS-CoV-2，其中，靶向

RdRp 的引物探针组合检测灵敏度较低。 
实时定量 RT-PCR 方法核酸检测灵敏度和特异性较高、技术成熟，是目前应用最广泛的 SARS-CoV-2

检测方法。但是，该方法存在一些局限性，例如，依赖昂贵仪器设备，不适合现场即时检测。此外，新

型冠状病毒易变异，碱基突变可能影响实时定量 RT-PCR 方法检测灵敏度。Tahan 等[7]对存在 G-U 碱基

突变的 SARS-CoV-2 E 基因进行实时定量 RT-PCR 检测，发现 SARS-CoV-2 检测效率明显降低。 

3.2. 等温核酸扩增技术 

3.2.1. 逆转录环介导等温扩增 
环介导等温扩增法(Loop-mediated isothermal amplification, LAMP)是一种高灵敏度、高特异性的核酸

等温扩增方法，由 Notomi 等人于 2000 年首次提出[8]。该反应由 6 条 DNA 引物和单个 DNA 聚合酶在

65℃恒温条件下反应 20~60 min 进行核酸扩增。其中两条引物和一个具有链置换功能的 DNA 聚合酶，启

动新的 DNA 链合成，形成“环”结构，然后加入其他引物进行退火，对目标 DNA 进行循环扩增。逆转

录环介导等温扩增法(Reverse transcription loop-mediated isothermal amplification, RT-LAMP)是将逆转录反

应与环介导等温扩增(LAMP)相结合，直接检测 RNA 目标序列的方法。随着耐热型反转录酶大量商品化，

耐热型 M-MLV 逆转录酶和 Bst DNA 聚合酶联合可实现一步法 RT-LAMP 检测 RNA。 
基于逆转录环介导等温扩增(RT-LAMP)的 RNA 检测方法具有简便、快速、高灵敏等特点，一些研究

将其应用于 SARS-CoV-2 RNA检测。Dao Thi等[9]利用RT-LAMP方法对 768份咽拭子标本中分离的RNA
样本进行检测，结果显示 SARS-CoV-2 RNA 检测灵敏度达到 97.5%，特异性达 99.7%。此外，随着扩增

反应的进行，溶液 pH 降低，结合 pH 指示剂苯酚红，该研究实现了新型冠状病毒 RNA 可视化检测。哈

佛医学院的 Constance Cepko 实验室[10]将病毒内源性核酸酶失活和 RNA 纯化步骤与 RT-LAMP 结合，进

一步提高了 SARS-CoV-2 RNA 检测灵敏性，灵敏度达到 1 拷贝/微升。 
RT-LAMP 检测方法可实现病原微生物的现场快速检测，提高检测效率，适合基层快速诊断；但该方

法需要 3 对引物，引物设计相对复杂。 

3.2.2. 重组酶聚合酶扩增技术 
重组酶聚合酶扩增(Recombinase polymerase amplification, RPA)是一种新型恒温核酸扩增技术，该反

应主要依赖 4 种蛋白或酶：单链 DNA 重组酶、单链 DNA 结合蛋白、链置换 DNA 聚合酶和重组调节蛋

白，可在 37~42℃恒温条件下对极少量 DNA 进行高效扩增[11]。与 LAMP 不同，RPA 反应只需要两条引

物，简化了引物的设计。RPA 与逆转录反应结合发展 RT-RPA 方法，可实现 RNA 快速检测。 
张淼源等[12]将 RPA 技术与侧流免疫层析结合建立起 RPA-LFD 检测方法并对新型冠状病毒 N 基因

质粒进行检测研究。通过设计特异性的引物和探针，可在 37℃反应 15 min 后检测到扩增产物的存在，该

方法简单快速，检测限低至 100 fg/反应，可以实现现场检测。Xia 等[13]将逆转录反应与改良版的 RPA
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方法结合，建立了新型冠状病毒 RNA 高灵敏、现场化的即时检测方法，称为 RT-ERA (Reverse tran-
scription-enzymatic recombinase amplification)。通过 40℃反应 26 min，新型冠状病毒 RNA 检测灵敏度达

到单拷贝。 

3.3. CRISPR-Cas 核酸检测技术 

由成簇规律间隔短回文重复序列(Clustered regularly interspaced short palindromic repeat, CRISPR)和
CRISPR 相关蛋白(CRISPR-associated, Cas)组成的 CRISPR-Cas 系统是广泛存在于细菌和古细菌中的获得

性免疫系统，用来抵御外来入侵的核酸[14]。在该系统中，一段转录的RNA，也称为 crRNA (CRISPR RNA)，
通过碱基互补配对特异性识别外源核酸片段，并指导 Cas 效应蛋白对特定核酸进行高度特异性的切割(见
图 2)。除了特异性核酸切割活性外，Cas12a 和 Cas13a 等效应蛋白表现出特异性核酸激活的非特异性核

酸切割活性，也称为附属核酸切割活性[15] [16]。基于该生物学特性，CRISPR-Cas 系统被开发为一种新

型核酸检测技术，为新型冠状病毒快速、高灵敏、高特异和现场即时检测提供了一种新策略[17]。 
 

 
注：该图引自作者已发表文章：Biosens Bioelectron. 2022, 195:113646 [23]。 

Figure 2. CRISPR-Cas based assay for detection of SARS-CoV-2 [23] 
图 2. 基于 CRISPR-Cas 系统的核酸检测方法原理示意图[23] 

 

Broughton 等[18]于 2020 年报道了一种基于 CRISPR-Cas12a 的新型冠状病毒核酸快速检测方法，通

过与 LAMP 等温扩增技术结合，SARS-CoV-2 N 基因检测灵敏度达到 10 拷贝/微升，检测时间为 40 min，
对 36 例新型冠状病毒感染样本和 42 例其他病原微生物感染进行检测，与 RT-qPCR 方法对比，阳性一致

性达到 95%，阴性样本 100%一致。LAMP 反应一般需要在 55~70℃进行，而 Cas 蛋白切割反应适宜温度

为 37℃，为进一步简化检测步骤，张锋实验室[19]利用源自酸性脂环酸芽孢杆菌(Alicyclobacillus acidip-
hilus)的耐热型 Cas12b 蛋白(AapCas12b)，将 LAMP 核酸扩增与 CRISPR-Cas12b 体系结合，实现

SARS-CoV-2 RNA 一锅法检测。除了经典的荧光法、侧流层析试纸条信号报告方式外，CRISPR-Cas 系

统可与多种信号报告分子或生物传感系统结合，发展高灵敏、可视化、现场化检测方法。例如，Ma 等[20]
将 CRISPR-Cas 系统与纳米金比色方法结合，建立了可视化的新型冠状病毒检测方法。除 CRISPR-Cas12a
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外，CRISPR-Cas13a 也被应用于新型冠状病毒检测。 Patchsung 等 [21]建立了联合 RT-RPA 的

CRISPR-Cas13a 新型冠状病毒 RNA 检测方法，并对 154 份鼻咽拭子临床样本进行验证，荧光法检测灵敏

度和特异性均达到 100%。CRISPR-Cas 核酸检测技术具有高灵敏、高特异和可编程等特点，可应用于变

异株特异性检测。Arizti-Sanz 等[22]利用 CRISPSR-Cas13a 系统的可编程性，通过设计突变株特异的

crRNA，实现了 Alpha、Beta、Gamma、Delta and Omicron SARS-CoV-2 变异株的特异性检测。 
CRISPR-Cas 技术利用 crRNA 的特异性识别和 Cas 效应蛋白的核酸酶活性进行快速、灵敏、特异的

核酸检测，正成为一种强有力的分子诊断工具。结合等温核酸扩增技术，进一步放大了检测信号，提高

了检测灵敏度。此外，CRISPR-Cas 核酸检测系统可与多种生物传感策略相结合，开发出多种基于

CRISPR-Cas 的生物传感技术，有望进一步提高新型冠状病毒检测性能。尽管 CRISPR-Cas 核酸检测技术

具有诸多优点，但其也面临一些挑战，例如靶点序列限制、多重检测、标准化、低背景信号检测等。 

3.4. 高通量基因测序技术 

高通量基因测序技术是对传统测序的一次革命性改变，凭借其直接测定基因组序列、通量高等优势，

广泛用于病原微生物核酸检测和未知病原体的发现。宏基因组测序是指对复杂样本直接进行高通量测序、

无需分离培养微生物，具有较高的鉴定灵敏度，是病原微生物检测和未知病原体发现的有力工具。

COVID-19 疫情出现时，我国科学院率先利用高通量基因测序技术对患者样本进行测序，获得了

SARS-CoV-2 的全基因组序列，通过序列比对，发现其与 SARS-CoV 序列一致性为 79.5%，均属于 SARS
相关冠状病毒[24] [25]。此外，通过基因组测序技术，可以精准检测病毒变异株。Wang 等通过高通量基

因测序方法检测 SARS-CoV-2 Omicro 变异株，对病毒基因组进化做出分析[26]。 
纳米孔(Nanopore)测序是新型高通量测序技术，具备单分子分辨率、读长长、操作便携等独特的优势，

在病原体基因测序、新物种鉴定等领域中展现出极大潜力。Liu 等[27]结合靶向扩增与长读长实时纳米孔

测序的优点，开发出纳米孔靶向测序，可在 6~10 h 同时检测 SARS-CoV-2 和其他呼吸道病毒，检测限为

10 拷贝/反应。对其他 5 种常见呼吸道病进行检测，纳米孔靶向测序对 SARS-CoV-2 的检测特异性达到

100%。61 份 COVID-19 疑似样本经 RT-qPCR 检测为阴性或无结果的样本中，有 22 份经纳米孔靶向测序

(Nanopore Targeted Sequencing, NTS)鉴定为阳性。 

4. 免疫学检测技术 

免疫学方法是在检测和鉴定特异性微生物方面使用较为普遍的方法。该方法的一般原理是基于抗原-
抗体的相互作用。常见的免疫学检测方法包括酶联免疫吸附法、侧流免疫层析法、化学发光免疫法、纳

米技术分析法等。 

4.1. 酶联免疫吸附法 

酶联免疫吸附法(Enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA)是目前应用最广泛的免疫分析方法之

一，该方法通过将已知的抗原或抗体吸附在固相载体表面，然后利用酶偶联的抗体或抗原与之孵育，加

入底物进行显色反应，通过酶标仪对显色结果进行分析，以表明分析物的存在[28]。新型冠状病毒表面存

在多种结构蛋白质，包含多个抗原表位，目前研究多使用针对 N 蛋白、受体结合结构域或 S 蛋白的抗体。

用抗 SARS-CoV-2 抗体检测的酶联免疫吸附试验测量宿主的体液反应，包括 IgM 和 IgA，以确定病毒暴

露情况。Liu 等[29]采用重组 SARS-CoV-2 核衣壳蛋白(N)和 spike 蛋白(S)两种酶联免疫吸附检测试剂盒检

测 IgM 和 IgG 抗体，评价其诊断的可行性。214 例患者中，检测 N IgM 和 IgG 分别成功诊断 146 例(68.2%)
和 150 例(70.1%)；采用 S IgM 和 IgG 分别成功诊断 165 例(77.1%)和 159 例(74.3%)。 
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4.2. 侧流免疫层析法 

侧流免疫层析法(Immunochromatography assay, ICA)是一种基于抗原抗体反应的简便、快速检测技

术，也是现场即时检测的重要工具。利用侧流免疫层析法检测血液或血清样本中的 SARS-CoV-2 抗体或

者临床样本中 SARS-CoV-2 抗原，可快速识别检测 SARS-CoV-2 感染。Li 等[30]开发了一种快速、简便、

现场化的侧流免疫层析方法，可以在 15 分钟内同时检测人体血液中抗 SARS-CoV-2 的 IgM 和 IgG 抗体。

对 397 例经过 PCR 确诊的 COVID-19 患者和 128 例阴性患者的血液样本进行检测分析，临床样本检测敏

感性为 88.66%，特异性为 90.63%。侧流免疫层析法具有简便快速的特点，但是检测灵敏度较低。为解决

该问题，Serebrennikova 等[31]将金纳米颗粒修饰固定 SARS-CoV-2 抗体，同时结合表面增强拉曼散射信

号分子 4-巯基苯甲酸(4-mercaptobenzoic acid, 4-MBA)，通过分析检测线拉曼信号，确定是否存在新型冠

状病毒抗原。 

4.3. 化学发光免疫分析法 

化学发光免疫分析(Chemiluminescence immunoassay, CLIA)是一种新型的标记免疫分析技术，是将免

疫反应与发光分析相结合建立的一种检测微量抗原或抗体的技术。因其灵敏度高，结果稳定、误差小，

分析方法简便快速，已广泛应用于新型冠状病毒检测中。Long 等[32]利用磁性化学发光免疫分析法对 285
个 COVID-19 患者血清样本进行了抗 SARS-CoV-2 的 IgG 和 IgM 检测，结果显示在症状出现 19 天内，

100%患者呈现 IgG 阳性，提示病毒特异性的抗体检测可作为核酸检测的补充方法，有助于诊断 RT-qPCR
检测阴性的样本。Cai 等[33]开发了一种基于多肽的磁性化学发光免疫的 COVID-19 血清学诊断方法，利

用该方法对 276个新型冠状病毒感染患者的血清样本和 200个健康人血清样本进行 IgG和 IgM抗体检测，

结果表明 IgG 和 IgM 检测阳性比例分别为 71.4%和 57.2%。此外，Lin 等[34]建立了一种基于重组核衣壳

抗原的化学发光免疫分析方法，对 29 例健康人群、51 例结核病患者以及 79 例确诊的新冠患者的血浆样

本进行病毒特异性抗体 IgM 和 IgG 进行检测，并与商业化的 ELISA 试剂盒进行平行比较，结果表明化学

发光免疫法检测灵敏度患者血清中 IgM 和 IgG 抗体的敏感度分别为 60.76%和 82.28%，特异性分别为

92.25%和 97.5%，与 ELISA 方法相比，化学发光免疫法具有更好的灵敏度和特异性。 

4.4. 纳米技术分析法 

有研究者[35]通过诊断病毒最常用的光学活性纳米材料金纳米颗粒(AuNPs)，基于局域表面等离子体

共振效应(Localized Surface Plasmon Resonance, LSPR)导致吸收峰位置的红移，进而导致溶液颜色明显的

视觉变化，通常从红色变为蓝色。金纳米颗粒与抗原生物分子(或抗体)的生物偶联，通过在与病毒感染样

品相关的抗体(或分析物)偶联时在测试线上显示颜色，在约 525 nm 处表现出最大的光吸收，适合用作免

疫测定中的比色纳米探针，提供了一种简单、快速和可靠的病毒检测方法。 
免疫学检测方法对设备要求较低，在实际中得到了广泛应用。然而，经典的酶联免疫吸附法由于程

序复杂，不适合现场检测。侧流免疫层析法应用方便，但灵敏度不足，不适合精确定量检测。此外，免

疫学检测方法受样本基质干扰较大。为了提高检测灵敏度、特异性和简便性，将现有的免疫学方法与其

他分析技术(如拉曼和电化学)相结合，开发各种基于免疫的生物传感器，有望提升免疫学检测性能、扩大

应用范围。 

5. 总结与展望 

新型冠状病毒的暴发和流行严重危害人类健康和社会经济，当前世界范围内感染人数仍在持续增加，

快速、高灵敏、高特异、即时检测新型冠状病毒具有十分重要意义。本文综述了当前新型冠状病毒检测
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的主要方法，包括实时定量 RT-PCR 方法、等温核酸扩增技术、CRISPR-Cas 核酸检测技术、高通量基因

测序等分子生物学方法以及酶联免疫吸附法、侧流免疫层析法、化学发光免疫分析等免疫学检测方法。

现有的新型冠状病毒检测技术在疫情防控、病毒检测和疾病诊治方面发挥了重要作用，同时也暴露出一

定的局限性，多学科交叉以及人工智能融合，发展自动化、智能化检测技术是一个重要方向。随着科学

技术的发展，相信未来新型冠状病毒等病原微生物检测技术将会更快速、更高灵敏度、更强特异性和更

简便。 
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