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新冠病毒变异株基于核酸扩增检测方法研究进展
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【摘    要】新型冠状病毒（SARS-CoV-2）引起的新冠病毒感染疫情仍在全球范围蔓延，SARS-CoV-2易发生变

异，导致其变异株传播性、致病性和免疫逃逸能力增强，对全球造成不可忽视的影响。为有效监测新型冠状

病毒感染，需研发针对变异株准确、灵敏或现场适用的多样化检测技术。本文阐述了 SARS-CoV-2变异株的

基于核酸扩增的检测技术原理及在识别和区分变异株方面的应用，探讨了方法的优缺点，对于准确发现并高

效检测 SARS-CoV-2变异株提供参考。
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【 Abstract】   The  coronavirus  disease  2019  (COVID-19)  pandemic,  caused  by  severe  acute  respiratory  syndrome
coronavirus  2  (SARS-CoV-2),  continues  to  spread worldwide.  SARS-CoV-2 is  prone to  mutation,  resulting in  variants
with  increased  transmissibility,  pathogenicity,  and  immune  escape  capabilities,  posing  a  significant  global  threat.  To
effectively monitor new coronavirus infections, it is necessary to develop diverse detection technologies that are accurate,
sensitive, or field-usable for variant identification. This article describes the principles of nucleic acid amplification-based
detection  techniques  for  SARS-CoV-2  variants  and  their  applications  variant  identification  and  differentiation.  It  also
discusses the advantages and disadvantages of these methods and provides a reference for the accurate identification and
efficient detection of SARS-CoV-2 variants.
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新型冠状病毒感染（coronavirus disease 2019，
COVID-19）由新型冠状病毒（severe acute respiratory
syndrome  coronavirus  2，SARS-CoV-2）引起，截止

到 2023年 3月 10日，引起的病例超过 6.7亿例，死

亡人数超过 688万人[1]。新冠病毒携带刺突（spike，
S）蛋白多个突变出现的新谱系引发了全球范围

内的更多公共卫生问题[2]。在刺突蛋白受体结合

域（receptor binding domain，RBD）中出现的突变，

会使变异株对宿主细胞表面受体血管紧张素转

化酶 2（angiotensin-converting  enzyme  2，ACE2）的
亲和力增加，从而提高病毒的传播性、致病性和

免疫逃逸能力 [3]。鉴于此，需要能够检测变异株

的技术来实时监测，其对公共卫生预防非常重要。

本文介绍常见的针对 SARS-CoV-2变异株的聚合

酶链反应（PCR）和等温扩增方法并分析优缺点，

探讨如何高效且快速经济地检测，这对提高疫情

筛查效率，对公共卫生防制措施有重大意义。 

1   新冠病毒变异株基于核酸扩增的检测技术概述

聚合酶链反应（PCR）是一种以指数级方式扩

增核酸分子的技术，是通过反复热循环，简便、快

速地检测核苷酸多态性和序列变异的方法，在多

个领域均有应用[4 – 5]，基于 PCR的方法可以直接

检测病毒 RNA的存在，并在几个小时以高通量

的方式产生灵敏可靠的结果。实时荧光定量 PCR
（quantitative real-time PCR，RT-qPCR）往往是检测

SARS-CoV-2的首选方法，能快速测定不同来源不

同样本的微量核酸，具有高灵敏度和高特异性[6]。

其基因分型检测为筛选和鉴定新出现的变异提

供了一种经济、快速的解决方案 [7]，随着 SARS-
CoV-2不断变异，用于检测病毒的 PCR技术应需

不断优化[8]。  
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等温扩增方法于 1990年初开始出现，是一种

利用酶来驱动 DNA或 RNA在恒定温度下扩增

的技术，可用于检测基于核酸分子测定的任何病

毒感染 [9 – 10]。主要有环介导等温扩增技术（loop-
mediated isothermal amplification，LAMP）、规律间

隔的短回文重复序列（clustered regularly interspaced
short palindromic repeat，CRISPR）和重组酶聚合酶扩

增（recombinase polymerase amplification，RPA）3种
技术。等温扩增技术操作流程简单，可分为两大

类：（1）通过增加碱液浓度来增加分析信号的技

术；（2）在不改变分析物浓度的情况下增加分析

信号的技术[11 – 12]。 

2   新冠病毒变异株基于聚合酶链反应的检测技

术（表 1）
 

2.1    等位基因特异性 PCR　等位基因特异性 PCR
（allele specific PCR，AS-PCR）是为分子基因分型

开发的一种方法，也称为扩增受阻突变 PCR（ampli-
fication refractory mutation system，ARMS-PCR）。这
种方法主要是在等位基因特异性引物的 3′端引入

错配，具有错配的 3′残基的寡核苷酸将不能作为

PCR的引物发挥作用，其只需要一个荧光团的单

次检测反应便可以进行基因分型 [13 – 14]。Xu XQ
等 [15] 设计了 8种基于等位基因特异性 RT-qPCR
的检测方法，用于实时鉴别 8种变异株。针对文

中提到的 8个变异株设计了 2～3个特征突变位

点引物探针的组合，检测方法均达到高灵敏度

（90%～100%）和特异性（～100%）。相比病毒全基

因组测序，等位基因特异性 PCR方法检测效率

快 1.5 d且具有成本效益。尤其大多数技术并不

能很好的区分 Delta和 Omicron变异株，Lee WL
等 [16] 用等位基因特异性 RT-qPCR方法针对从

Q493R到 Q498R的突变延伸来定量检测污水中

Omicron变异株，进行了为期 10个月的样本检测。

其结果验证了此方法对于 Omicron和 Delta变异

株均体现了较好的特异性，不过这种方法在结果

中对于得出准确的变异趋势仍存在受到其他变

异株潜在检测交叉反应性影响。 

2.2    多重 PCR　多重 PCR是一种在反应体系同

时加入多种特异性引物和探针从而同时扩增多

种目的序列的方法，还具有单个 PCR的灵敏度和

特异性[17]，在一次反应中由于引物探针的特异性

便能同时检测多个位点从而识别不同变异株。

据 Dikdan RJ[18] 报道，可以基于多重定量 RT-PCR
检测方法通过单核苷酸区分分子信标来识别

SARS-CoV-2变异株的突变，分子信标基于单核

苷酸取代设计从而可以选择性结合序列来判断，

同时加入多种引物，使用分子信标的靶标区域作

为探针。这种方法具有优异的选择性和特异性，

虽说可能会导致假阴性信号，不过这种方法仍可

以成为检测变异株的最优选择。此外基于单核苷

酸多态性（SNPs）的基因分型方法已经得到广泛

开发和应用，Bozidis P等 [19] 开发了多重 PCR和

扩增难治性突变系统（ARMS）的组合方法，设计

专门的引物可快速可靠地检测和识别 Omicron亚
谱系以及之前出现过的变异株。Hale R 等 [20] 也

基于多重 PCR设计了基因分型的方法，专注于

S基因的突变设计不同的特异性引物开发多重串

联（MT-PCR）检测方法，在低循环数同时快速预

扩增所有靶标子，再使用实时 PCR正常循环数扩

增等位基因特异性引物，从而根据 Ct值差异鉴

别野生型或突变型。该方法与 SNP组合可以识

别新的变异型。 

2.3    微滴数字PCR　微滴数字聚合酶链反应（droplet
digital PCR，ddPCR）将含有核酸的反应体系分成

高度分散的微滴再对每个微滴进行 PCR反应，依

据泊松分布原理、阳性微滴数量和比例定量拷贝

数或者浓度 [21]。Perchetti GA等 [22] 通过 ddPCR特

异性检测与 B.1.17的相关 4个突变，快速准确区

分了 SARS-CoV-2 Alpha谱系，且无交叉反应扩增

的现象。在解析单核苷酸多态性上比 RT-PCR更

敏感，更适合等位基因鉴别来区分变异。Pernet O
等 [23] 针对刺突蛋白突变设计 ddPCR方法来检测

变异株，甚至还因为其独特的突变模式检测出来

病毒亚谱系。不过这种方法也只能用于评估野生

型或突变序列，缺乏用于推断非扩增序列的扩

增。在一些污水监测研究中，微滴数字 PCR可特

异性针对 SARS-CoV-2变异株突变位点设计引物

探针检测，灵敏准确地监测当前或变异株中存在

的未来突变，并可以监测流行趋势 [24 – 25]。甚至

Mills MG[26] 通过RT-ddPCR检测确认的 419例阳性

样本，其中 99.7%样本突变与全基因组测序（WGS）
结果一致。 

3   新冠病毒变异株基于等温扩增的检测技术（表 1）
 

3.1    LAMP检测技术　基于环介导的恒温扩增

（LAMP）是近年来发展起来的一种新的恒温扩增

技术，该技术主要是通过 Bst DNA酶的链置换功

能以及内外引物的相互作用，最终对目的片段进

行大量扩增[27]。LAMP检测在恒温下对核酸进行

指数扩增，反应后无须仪器，只需凭借肉眼观察

变色就能知道检测结果，在资源有限的环境中是

RT-PCR的常用替代检测技术，该技术无须 RNA
提取，无须预处理即可直接使用样本，相对于 PCR
技术是一大亮点[28]。LAMP的方法通常用于病原

体的序列鉴定，有研究基于 LAMP原理针对变异
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位点 R203M设计等位基因环引物及其各自的内

外引物，根据 2种反应的扩增效率利用时间间隔

可以将 R203M基因分型，用荧光 Cq值差方式观

察结果，成功地区分出 Delta变异株 [29]。此外，

Talap J等 [30] 基于 RT-LAMP方法，使用 2个引物

组和结合 2个分子信标（MB探针）检测 S基因的

单位点变异，高灵敏和选择性地区分出野生型和

特定突变变异株。相对地，Luo Z[31] 针对 LAMP
还设计优化了基于 SARS-CoV-2 N基因引物，在比

色 LAMP反应系统另外加入钙黄绿素来观察颜色

变化判断结果，与 Alpha、Beta、Gamma和 Omicron
有良好的相容性，在 SARS-CoV-2诊断中具有可

靠的检测能力。 

3.2    RPA检测技术　除 LAMP外，基于重组酶的

等温扩增（RPA）是另一种等温扩增技术[32]。在等

温条件下利用重组酶、DNA聚合酶和单链结合蛋

白进行核酸扩增的技术，也是检测 SARS-CoV-2
灵敏快速的一种替代方法。重组酶聚合酶扩增通

常在低温（37～39℃）下扩增[33]，这种方法引物设

计简单、无须初始加热步骤且对抑制剂耐受性

强，非常适合在资源有限的条件下使用[34]。Li FY
等 [35] 基于荧光探针的实时逆转录重组酶介导扩

增技术成功检测了 80份样本，具有良好灵敏度

和特异性，在资源短缺的环境下更适合病原体即

时检测（point-of-care test，POCT）筛查。此外，牛梦

伟等[36] 基于 RAA的方法结合 CRISPR针对HV69-

70del位点的快速完成检测，为 SARS-CoV-2变异

株检测提供了一种新的思路。 

3.3    CRISPR检测技术　成簇规律间隔短回文

重复序列（CRISPR）及其相关蛋白（Cas）系统的定

向基因编辑技术在病原微生物检测方面有广阔

的应用前景 ，已应用于 SARS-CoV-2的核酸检

测，包括 CRISPR-Cas12a和 Cas13a系统实现病原

体的现场快速诊断 [37]。CRISPR-Cas，诊断原理是

CRISPR RN（crRNA）或向导 RNA（gRNA）可以特

异性结合靶序列并激活 Cas酶用于序列特异性切

割（顺式）和非特异性序列切割（反式）[38]。基于

CRISPR的 SARS-CoV-2变异株检测，即区分单核

苷酸突变的方向包括优化错配位置、修饰向导

RNA中核苷酸以及使用 2个向导 RNA识别特异

性突变序列和保守序列。已经通过 Cas9、Cas12和
Cas13三种主要类型的 Cas蛋白区分和检测

SARS-CoV-2变异株 [39]。据知，Tang GY[40] 等开

发一种逆转录重组酶聚合酶扩增 （RT-RPA）和
CRISPR-Cas12a技术相结合的方法通过交换 crRNA
序列来检测和区分 194个 SARS-CoV-2样本，在

低温 1 h内便可以看到结果，无须 RNA提取纯化

便能简单快速的区分。相对地，Fasching CL等[41]

基于CRISPR结合LAMP方法，比较得出CasDx1酶
准确识别所有靶向 SNP突变，在 SNP分析和谱

系分类方面分别达到 97.3%和 98.9%的一致性，实

现了变异株更简单快速的检测。
 
 

表 1   新冠病毒变异株基于核酸扩增的主要检测方法
Table 1   Technology, detection target, detection method and related reference of five commonly used nucleic acid

amplification-based methods for SARS-CoV-2 variant detection
 

检测技术             检测对象                 检测方法 参考文献

等位基因PCR 刺突蛋白突变位点

Omicron 变体

RT-PCR识别病毒核酸

RT-qPCR识别突变片段

[15]
[16]

多重PCR 刺突蛋白突变；omicron变体

S基因突变

单核苷酸区分分子信标多重检测

多重串联（MT-PCR）通过ct值差异鉴定

[18]
[20]

微滴数字PCR B.1.1.17；N501Y ddPCR特异性检测 [22]
LAMP R203M突变点；Delta

S基因

Alpha、Beta、Gamma和Omicron

RT-LAMP恒温下使用多个引物鉴定特定区域

结合MB探针检测

加入钙黄绿素观察颜色变化

[29]

[30]
[31]

RPA HV69-70del突变位点 RT-RAA结合CRISPR快速检测 [36]

CRISPR N501Y;T478K;HV69-70del突变点 （RT-RPA）和CRISPR-Cas12a结合交换crRNA序列 [40]
 
 

4   新冠病毒变异株基于核酸扩增的检测技术优

缺点（表 2）

近年来，SARS-CoV-2在全世界不断传播、变

异，其快速变异会影响疫苗免疫效果、人群感染

传播规律、疫情趋势判断、防控策略的制定等，

而 SARS-CoV-2的早期诊断对于防控有重要意

义，需要高效检测变异株的技术。

等位基因特异性 PCR为具有已知突变特性

的位点设计引物探针可以更快检测变异株，虽说

这种方法对于检测未知变异株存在一定的局限

性，但是一种简单、经济、具有高特异性和灵敏度

的方法，可作为检测变异株的预筛选方法 [15 – 16]；

SARS-CoV-2病毒不断变异，多重 PCR可以同时

检测多个突变诊断突变和变异株，从而控制感染

提前预警并采取有针对性的措施，而且多重PCR协同

其他方法如等位基因特异性 PCR会达到更好的

效果，只是这种方法偶尔会得出假阴性的结论[18]；

数字 PCR无须标准曲线就能绝对定量，不依赖
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Ct值。尽管存在一些限制，如在临床环境中并未

广泛使用，但是这种方法通过使用特殊的微孔板

分析混合物微滴可以分析每个分子，受 PCR抑制

剂影响较小，对于低浓度样本也有高灵敏度[23,26]。

基于等温的扩增技术优势在于，其可以在恒

定温度下扩增目标核酸从而避免对昂贵热循环

仪的要求，即可以用非常简单的加热源，如水浴

锅进行，检测速度更快。此外，这种方法允许在很

宽的温度范围内进行检测分析，此外，等温扩增

中使用的比色指示剂也很容易以低成本获得[9 – 10]。

固然 LAMP反应通常会导致在没有靶标的情况

下进行非特异性扩增，从而降低灵敏度，不过 LAMP

反应中的 Bst DNA聚合酶对常见的临床抑制剂

具有高度耐受性，而且 LAMP还具有等温放大等

优点 [28]；重组酶等温扩增引物设计简单、无须加

热，只是相比 LAMP技术，重组酶介导的核酸技

术体系更复杂，难以在实际工作中得到应用 [34]；

基于 CRISPR的方法适用于即时检测和在资源有

限的环境中快速检测主要 SARS-CoV-2变异株，

低扩增温度的条件还可以简化检测操作并避免

Cas蛋白在热循环过程中失活或扩增产物引起的

潜在污染，相对地，这种方法会受到 Cas酶干扰

而影响结果[39 – 40]。

 
 
 

表 2   基于核酸扩增的检测方法优缺点汇总
Table 2   Advantages, disadvantages, and related references of five commonly used nucleic acid amplification-based

methods for SARS-CoV-2 variant detection
 

项目 方法 优点 缺点 参考文献

聚合酶链反应（PCR） 等位基因特异性PCR 检测效果好；周转时间短； 需要了解变异株的突变性质；交叉反应 [15 – 16]

多重PCR 同时检测多个突变位点 假阴性 [18]

数字微滴PCR 绝对定量；灵敏准确 经济花费多；不能推断非扩增序列扩增；

准确性随着突变而变化

[22 – 23，26]

等温扩增 LAMP 无须复杂热循环仪；适用资源有限的实验室 假阳性；稳定性差 [28]

RPA/RAA 无须初始加热；对抑制剂耐受性强 技术体系复杂难以运用 [34]

CRISPR 特异性高；快速筛查；成本低；快速诊断 病毒载量低的样品灵敏度低；Cas酶干扰 [39 – 40]
 
 

5   总结与展望

监测新型冠状病毒有十分重要的意义，各种

检测技术的发展为 COVID-19的筛查及疫情的控

制提供了技术保障。本文针对两类基于核酸扩增

的方法对其技术原理和应用特点进行了系统的

阐述并且分析了各自的优缺点。且这些基于核酸

扩增的诊断方法都能在一定程度上经济高效地

检测 SARS-CoV-2变异株。

目前基因测序技术依然是 SARS-CoV-2变异

株监测的金标准，不过这种方法成本高，仪器试

剂昂贵，而且操作繁琐，要求操作人员专业性强

等限制了其广泛的应用，本文所述的这些方法虽

不会取代测序作为 SARS-CoV-2变异株检测的参

考标准，但是方法成本的降低、易操作及适用资

源有限的环境中对于公共卫生应对疫情有重要

意义，可以作为变异株检测的替代方法。对于变

异株的检测方法研究人员一直在探索操作简单，

对于碱基突变有较高灵敏度、特异度的检测方

法。随着检测技术的发展，研究人员也在开发精

准高效的技术同时将新型冠状病毒与其他呼吸

道病毒区分检测，未来多技术联合检测的创新也

能实现新型冠状病毒更加精准、快速便捷地检测

并应用于其他病原体的检测中。
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