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  摘 要: 从2019年12月开始识别和救治新型冠状病毒(SARS-CoV-2)感染的肺炎至今,新型冠状病毒

肺炎的确诊病例数已超过70
 

000例,快速、准确地诊断对于SARS-CoV-2感染的控制至关重要。目前已知的用

于人类流感病毒感染的诊断方法主要有:病毒的分离、特异性抗原检测以及核酸扩增等,核酸扩增所需窗口期

短、耗时短,因此在病毒的早期、快速诊断中有一定的优势。SARS-CoV-2为单链RNA病毒,针对RNA病毒的

较成熟的核酸诊断技术主要有:实时荧光定量逆转录-聚合酶链反应、逆转录环介导等温扩增、依赖核酸序列扩

增、重组酶聚合酶扩增技术和基因芯片等。本文对这些常用的核酸诊断技术的基本原理和在SARS-CoV-2检

测中的应用现状进行了综述,为目前抗击疫情的临床一线提供一些有用参考。
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Abstract:Begin

 

to
 

identify
 

and
 

treat
 

pneumonia
 

infected
 

by
 

the
 

severe
 

acute
 

respiratory
 

sydrome-coronvir-
us-2

 

(SARS-CoV-2)
 

from
 

December
 

2019.So
 

far,the
 

number
 

of
 

confirmed
 

cases
 

of
 

corona
 

virus
 

disease
 

2019
 

has
 

exceeded
 

70,000,and
 

rapid
 

and
 

accurate
 

diagnosis
 

is
 

essential
 

for
 

the
 

control
 

of
 

SARS-CoV-2
 

infection.
The

 

currently
 

known
 

diagnostic
 

methods
 

for
 

human
 

influenza
 

virus
 

infection
 

mainly
 

include:virus
 

isolation,
specific

 

antigen
 

detection,nucleic
 

acid
 

amplification,etc.The
 

nucleic
 

acid
 

amplification
 

requires
 

a
 

short
 

window
 

period
 

and
 

time-consuming,so
 

there
 

are
 

certain
 

advantages
 

in
 

the
 

early
  

rapid
 

and
 

diagnosis.The
 

SARS-CoV-2
 

is
 

a
 

single-stranded
 

RNA
 

virus.The
 

more
 

mature
 

nucleic
 

acid
 

diagnostic
 

techniques
 

for
 

RNA
 

viruses
 

mainly
 

include:real-time
 

fluorescent
 

quantitative
 

reverse
 

transcription-polymerase
 

chain
 

reaction
 

(RT-PCR),reverse
 

transcription
 

loop-mediated
 

isothermal
 

amplification
 

(RT-LAMP),nucleic
 

acid
 

sequence
 

amplification
 

(NAS-
BA),recombinase

 

polymerase
 

amplification
 

technology
 

(RPA)
 

and
 

gene
 

chips.This
 

article
 

reviews
 

the
 

basic
 

principles
 

of
 

these
 

commonly
 

used
 

nucleic
 

acid
 

diagnostic
 

technologies
 

and
 

their
 

application
 

status
 

in
 

the
 

detec-
tion

 

of
 

SARS-CoV-2,and
 

provides
 

some
 

useful
 

references
 

for
 

the
 

current
 

frontline
 

clinical
 

fight
 

against
 

the
 

ep-
idemic.
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  2019
 

年12
 

月武汉市出现一种不明原因的肺炎,
截至2020年2月有9日全国累计确诊病例已超过

70
 

000例。2020
 

年1月,NA等[1]对此类肺炎患者的

生物标本进行高通量测序,发现该不明原因肺炎的病

原体是一种先前未知的冠状病毒。此种冠状病毒归

属于套式病毒目,冠状病毒科,冠状病毒属,是一类具
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有包膜、线性单股正链的RNA病毒,在自然界中广泛

存在[2-4]。新型冠状病毒(SARS-CoV-2)是现在已知

的第7
 

种可以感染人的冠状病毒,其余6
 

种分别是人

冠状 病 毒(HCoV-229E、HCoV-OC43、HCoV-NL63
和 HCoV-HKU1)、急 性 呼 吸 综 合 征 病 毒(SARS-
CoV)和中东呼吸综合征病毒(MERS-CoV)。PENG
等[5]和JASPER等[6]通过全基因组测序发现SARS-
CoV-2有79.5%与SRAS-CoV相同,与蝙蝠冠状病

毒的 同 源 性 为 96.0%,且 证 实 SARS-CoV-2 与

SARS-CoV均通过与细胞表面血管紧张素转换酶2
(ACE2)受体结合的方式进入宿主细胞[7]。此种新型

冠状病毒肺炎(COVID-19)传染性强,临床症状不典

型,给临床诊断和疫情防控带来很大困难,快速准确

地诊断对COVID-19
 

的防控至关重要。病原学是诊

断新型冠状病毒感染的金标准,但由于其存在窗口

期、灵敏度低、程序复杂等缺陷,难以在此次疫情中得

到广泛应用,而病 毒 的 核 酸 检 测 也 是 确 诊 SARS-
CoV-2

 

的金标准,其灵敏度更高,定量检测可以动态

监测病毒感染的程度并观察疗效,因此核酸检测在此

次SARS-CoV-2
 

的诊断及疫情的防控中承担不可或

缺的作用。本文将对目前常用的病毒核酸诊断技术

的基本原理和应用现状进行综述。
1 逆转录-PCR(RT-PCR)
  实时荧光定量PCR

 

是目前官方使用的SARS-
CoV-2

 

确诊方法,目前有很多关于应用RT-PCR
 

技术

检测冠状病毒的报道。SARS-CoV-2
 

属RNA
 

病毒,
需要先逆转录为cDNA,再进行扩增检测,通过实时

荧光定量PCR
 

所得到的样本循环阈值(Ct)的大小,
可以判断患者标本中是否含有SARS-CoV-2。截至

目前国 家 药 品 监 督 管 理 局(NMPA)共 批 准7种

SARS-CoV-2核酸检测试剂盒,其中的6种试剂盒为

实时荧光定量RT-PCR,1种为联合探针锚定测序法。
实时荧光定量PCR

 

检测技术可以对病毒模板RNA
 

进行定量分析[8],整个检测过程无需对PCR
 

产物进

行后期处理,缩短了检测时间,提高了检测效率,而且

可以降低检测过程中可能出现的污染和假阳性;还可

以通过绘制熔解曲线、使用特异性探针等方式降低非

特异性扩增,所以相对于常规RT-PCR,其具有操作

简便快捷,特异度强,灵敏度高等优点[9-10]。
PABBARAJU 等[11]建 立 了 探 针 法 多 重 RT-

PCR,该方法可以在2个反应体系中同时检测同一流

感病毒的不同亚型。其他学者的研究均表明实时荧

光定量PCR的检测灵敏度高于环介导等温扩增技术

(LAMP)[12-15],国内研究学者也报道了很多应用探针

进行流感病毒检测的实时荧光定量PCR[16-18]。实时

荧光定量RT-PCR的弊端在于如果病毒基因组在探

针结合的部位发生变异,可能会影响探针的结合效率

而导致检测结果出现假阴性,而联合探针锚定测序法

是指在病毒基因组DNA(由逆转录得到)经片段化处

理形成的DNA纳米球上将DNA分子锚和荧光探针

进行聚合,通过高分辨率成像系统对其产生的光信号

进行采集,采集到的光信号经数字化处理后即可获得

病毒基因组的待测序列,这一方法的具体技术细节尚

未被完整披露,与PCR不同的是该方法能够获得特

定的病毒基因组序列,即使病毒的部分基因组序列出

现变异,也不影响整体同源性的比对。目前RT-PCR
检 测 SARS-CoV-2 感 染 的 准 确 性 为 30.0%~
50.0%,精确度更高的检测试剂盒有待进一步研发。
2 等温扩增

  等温扩增技术的特点是在固定的温度条件下即

可实现核酸的快速扩增,反应过程无需温控循环系

统,可大幅度降低检测成本,所需设备相对简单,可实

现对 病 原 体 的 现 场 快 速 检 测,大 大 提 高 检 测 效

率[19-20]。疫情阶段临床检测过程中资源不足且需要

实时监测,等温扩增技术有望取代传统PCR诊断技

术。较为常见的等温扩增方法有重组酶聚合酶扩增

(RPA)、依赖核酸序列扩增(NASBA)、LAMP等。
2.1 RPA技术 2006年 HOFF等[21]报道RPA技

术,该技术简单、快速、灵敏,反应最适温度在37~
42

 

℃[22],低成本、耗时短,整个过程在10~30
 

min内

即可完成[23-24],可实现核酸的快速检测。ELWAHED
等[25]利用部分核衣壳基因RNA分子建立RT-RPA
法检测 MERS-CoV,只需要3~7

 

min就可检测最低

10个拷贝的RNA分子。与其他等温扩增方法相比,
RPA对抑制剂具有更大的耐受性[26],可用于更复杂

的样品,RPA引物、探针设计较为简单,其荧光检测反

应体系只需一对引物和一个探针即可实现对目标基

因的扩增并实现对整个扩增过程的实时监控。此外,
RPA技术除缓冲液及 Mg2+外,体系其余组分均以干

粉状态保存于反应管中,稳定且易于保存,在封闭的

反应体系中也减少了污染的可能性。尽管RPA技术

被认为有望取代PCR核酸检测。但现阶段仍存在一

些缺点,如在琼脂糖凝胶电泳检测时扩增产物需要纯

化、当模板浓度较低时会产生非特异信号而对实验结

果产生影响。目前,国内对于RPA在病原检测方面

的相关研究报道较少,所以虽然该技术具有许多优

势,但在SARS-CoV-2检测中目前并未有该技术具体

应用的报道。
2.2 NASBA技术 NASBA是一项以RNA模板进

行等温扩增并能实时监测结果的检测方法,该技术是

在PCR基础上发展起来的,反应依赖于3种酶(AMV
逆转录酶、噬菌体T7RNA多聚酶、核糖核酸酶 H)、
两种特异性寡核苷酸引物和分子信标探针共同协作,
通过光电信号的变化情况对靶RNA进行定性、定量

研究[27-28]。检测过程只需4
 

h左右,扩增效率、灵敏度

也较常规RT-PCR高,与嵌套PCR灵敏度相近[29]。
NASBA是全封闭反应,不易被污染,并且是一种高通

量的检测方法,对于大规模样品的筛查有一定的优
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势,用不同的荧光基团标记分子信标,可在一个反应

中扩增并实时监测不同的目标RNA扩增情况,已广

泛应用于细菌、病毒等多种病原微生物的检测[29-31]。
NASBA方法也存在灵敏度不高、假阴性、假阳性等缺

点,便携式 NASBA检测仪的出现,使该技术更适于

现场诊断,当前我国需要筛查的人群仍很大,此方法

具有一定的优势,但目前还未有关于 NASBA 用于

SARS-CoV-2检测的具体报道。
2.3 LAMP

 

技术 LAMP是2000年由日本研究人

员 MORI等[32]发明的一种新型体外等温扩增特异核

酸片段的技术,该种新型核酸扩增技术具有灵敏度

高,反应迅速,特异度强等优点。LAMP有赖于2对

引物(能够识别靶序列6个特异性区域)和一种DNA
聚合酶(具有链置换性)[33]。LAMP过程无需经过逆

转录、模板变性,扩增循环过程无温度变化,基因的扩

增和检测可一步完成,大大缩短检测所需时间,1~
2

 

h即可完成,同时检测者可直观观察到反应过程中

产生的副产物焦磷酸镁以确定反应结果。但由于

LAMP法中6个目标区域要与所使用的2对引物完

全覆盖,这就导致LAMP的引物设计非常复杂,而且

极易产生非特异性扩增。为了在诊断过程中一次性

高效鉴别感染源,实现感染病例快速确诊,准确排除

疑似病例的目标,2016年清华大学生物医学工程系、
北京大学人民医院等共同研发出病原体核酸快速检

测系统———恒温扩增微流控芯片病毒快速检测系

统[34],其将恒温扩增技术与碟式微流控芯片技术结

合,只需采集患者痰液、咽拭子等分泌物样本,就可在

1.5
 

h内一次性检测多种病原体,最低检出限为50拷

贝/反应。在本次疫情中,对于大量疑似患者来说,临
床上急需能一次性检测多个病原体的检测试剂产品,
此次该团队再次共同设计开发的包括SARS-CoV-2
在内的“6种核酸检测芯片系统[35](恒温扩增芯片

法)”已应急获批投入临床使用。
3 基于CRISPR/Cas

 

基因核酸检测技术

  2017年 张 锋 教 授 及 其 团 队 建 立 了 一 种 基 于

CRISPR的诊断技术(CRISPR-Dx),可快速检测特异

DNA或RNA,此项技术基于效应分子cas13a(原称

C2c2)的 分 子 检 测 平 台,称 为 SHERLOCK[36-38]。
SHERLOCK平台可以进一步应用于一般的 RNA/
DNA定量,可代替特定的qPCR检测。张锋教授团

队已证明SHERLOCK是一种成本低、用途广、可信

赖的RNA和DNA检测方法,适用于包括传染病和

敏感基因分型在内的快速诊断,几乎所有经过测试的

crRNA都具有很高的灵敏度和特异度。近期该团队

利用合成的SARS-CoV-2
 

RNA片段进行了测试,发
现在很低的病毒RNA水平下(10~100

 

copy/μL),该
技术 仍 能 够 准 确 地 检 测 到 SARS-CoV-2

 

RNA 序

列[39]。检测结果可以直观地展示在试纸上,整个过程

可在1
 

h内完成,操作过程不需要复杂的设备、高端的

技术人员,普通的医务人员即可在现场快速确认患者

是否出现SARS-CoV-2感染。但由于这项技术还比

较初步,尚未在真实COVID-19患者样本中做过检

测,因此该方法目前不能用于临床上对COVID-19患

者的诊断,还有待进一步的临床研究。
4 基因芯片

  基因芯片是指将大量的核酸分子(扩增的cDNA
或合成的特异性寡核苷酸探针)以大规模阵列形式固

化在由玻璃或硅晶片制成的芯片上。基因芯片可用

于不同样本的基因表达分析,通过将样本与荧光素标

记的样品进行核酸杂交,以杂交信号的有无和强弱来

判断样品中待检分子的种类和数量。基因芯片是一

种多学科融合的高新科学技术,属于一种新型检测分

析手段,具有准确、快速、高通量等特点,与传统的病

原培养法和流感临床拟诊相比,具有更高的符合率、
特异度及阴性预测值[40-41],在病毒快速检测和疾病诊

断中具有广泛的应用前景。2003年“非典”期间,程京

院士等团队已运用相关技术研制出用于SARS病毒

检测的基因芯片[42],此次该团队也已研制出可以一次

性检测包括SARS-CoV-2在内的19种呼吸道常见病

毒的微流控芯片,现已投入临床使用[43]。但其也有不

足之处,如不能区分定植、污染与感染,不能提供药敏

信息,尚不能在检出很多混合病原体时判断感染的责

任病原体,这些尚需进一步的研究及方法学的改进。
5 病毒基因组测序

  宏基因组二代测序法(mNGS)指的是以宏基因

组为研究对象,直接利用 NGS对临床标本中的基因

组进行检测,实现病原微生物的快速识别、性能鉴定、
功能研究以及微生物间、微生物与环境间相互关系的

研究[44]。与前述实时荧光RT-PCR相比,NGS不但

可以鉴定新的病毒株,也可用于早期低病毒水平标本

的检测或实时荧光定量RT-PCR检测可疑或灰区结

果的确认。由于SARS-CoV-2传播过程可能发生变

异,高深度mNGS可以弥补RT-PCR的缺点,并可监

测可能出现的变异,同时对于部分病毒含量较低的样

本,mNGS可以提高检测阳性率。但鉴于目前大多数

医院缺乏测序设备、缺乏进行测序结果解读的生信人

员、缺乏研发阶段的流程和试剂配比的优化、缺乏阳

性和阴性参考品的设立以及初步预临床试验的支持,
再加上NGS的高成本和较长检测周期,目前还不适

合于常规临床检测。
6 小  结

  SARS-CoV-2
 

感染是当前全球面临的严峻的公

共卫生事件,迄今全国已超过70
 

000
 

人感染,早期确

诊、尽早隔离、积极干预是有效控制疫情蔓延的关键。
目前核酸检测是确诊COVID-19

 

的“金标准”。每一

种核酸检测方法都有其优缺点,目前没有任何一种检

测方法能够做到零漏检,针对不同的实验条件及检测

目的,根据检测人群特点以及临床优势选择适合的检
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测技术。同时为减少假阴性和假阳性,增加诊断的准

确性,不同方法交叉检测印证可进一步提高灵敏度和

特异度。此外,开展SARS-CoV-2
 

感染检测的实验室

必须建立健全生物安全法规、技术操作规程、质量保

证措施,确保检测结果真实、准确、可靠。
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·综  述·

外泌体在乳腺癌中的研究进展

段勇威,赵自武,鲍腾飞,陈雅文
 

综述,谢 文△
 

审校

(武汉大学中南医院检验科,湖北武汉
 

430071)

  摘 要:外泌体是来源于细胞的脂质微型囊泡,其含有多种的蛋白质、核酸、脂质等物质。细胞通过分泌外

泌体,将这些物质运输到靶细胞,从而影响靶细胞的生物学活性。在过去的十几年中,大量研究显示外泌体不

仅能影响主要的肿瘤相关信号通路,如 Wnt信号通路,还能在肿瘤微环境中影响癌症干细胞、癌症的血管生成

以及癌症的转移等多个方面。因而,外泌体在临床诊断、应用治疗方面存在重大潜在价值,可能成为乳腺癌早

期诊断、疗效检测、预后判断、药物传递的重要载体。
关键词:外泌体; 乳腺癌; 研究进展; 信号转导
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