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　　[摘要]　目的:探讨6种不同型号的实时荧光定量PCR仪(分别为 CFX96DeepWell、GENTIER96E、Cobas
z480、LightCycler480Ⅱ、ABI7500、QuantStudio5,依次标为 A、B、C、D、E、F)对新型冠状病毒(2019-nCoV)核酸

检测性能的影响,以便选择分析性能佳的检测系统用于临床检测。方法:应用2019-nCoV 阴性混合鼻咽拭子样

本将商品化2019-nCoVRNA 液体室内质控品(假病毒)先10倍稀释接着2.5倍梯度稀释至1∶10、1∶25、

1∶62.5、1∶156.25、1∶390.63、1∶976.56、1∶2441.41和1∶6103.52八个不同浓度,连续3d内每天每个浓

度做5个复孔,共计15个复孔,磁珠法提取核酸后应用同一种2019-nCoV 扩增试剂在6种不同实时荧光定量

PCR仪上进行扩增以评价其检出限;将1∶10和1∶25两个稀释度的质控品样本,连续5d内每天每个浓度做5
个复孔,共计25孔,磁珠法提取核酸后应用同一种2019-nCoV扩增试剂在6种不同实时荧光定量PCR仪上进行

扩增以评价靶基因循环阈值(Ct)的重复性和实验室内精密度。结果:①6种实时荧光定量 PCR 仪对1∶10、

1∶25和1∶62.5三个稀释度的质控品样本中ORF1ab和N 基因的检出率均为100.0%;而对1∶156.25稀释样

本中ORF1ab 和 N 基 因 的 检 出 率:仪 器 A 为 100.0% 和 100.0%,B 为 66.7% 和 86.7%,C 为 100.0% 和

100.0%,D 为 93.3% 和 93.3%,E 为 93.3% 和 93.3%,F 为 100.0% 和 100.0%;对 1∶390.63稀释样本中

ORF1ab和N 基因的检出率:仪器 A 为60.0%和86.7%,B为60.0%和80.0%,C为66.7%和73.3%,D 为

73.3%和93.3%,E为66.7%和53.3%,F为73.3%和93.3%;1∶976.56、1∶2441.41和1∶6103.52三个稀

释度的质控品样本中靶基因的检出率分别为4.00%~60.00%、6.67%~20.00%和0~20.00%。②6种不同实

时荧光定量 PCR 仪对1∶10和1∶25两个稀释度的质控品样本中 Ct的重复性和实验室内不精密度均<
5.00%。结论:不同的实时荧光定量PCR仪对2019-nCoV核酸检测性能存在影响,该2019-nCoV扩增试剂在仪

器C、F上的分析灵敏度优于另外4种实时荧光定量PCR仪。
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Abstract　Objective:Toassesstheeffectofsixdifferenttypesofreal-timefluorescentquantitativePCRin-
strumentsincludingBioradCFX96DeepWell,TianLongGENTIER96E,RocheCobasz480,RocheLightCycler
480Ⅱ,ABI7500andQuantStudio5(labeledasA,B,C,D,EandF)onanalyticperformanceof2019-nCoVnu-
cleicaciddetection,andselecttheappropriatedetectionsystemwithgoodanalyticperformanceforclinicallabora-
tory.Methods:Thecommercial2019-nCoVpseudovirusforinternalqualitycontrol(IQC)wasseriallydilutedwith
theclinicalpooled2019-nCoVnegativenasopharyngealswabspecimenstoeightdilutionsincluding1∶10,1∶25,

1∶62.5,1∶156.25,1∶390.63,1∶976.56,1∶2441.41and1∶6103.52,whichwereextractedandtested
fivetimesperdayinasinglerunfor3consecutivedaysonsixdifferenttypesofreal-timefluorescentquantitative
PCRinstrumentsusingSansure2019-nCoVnucleicaciddetectionkit.Thepositiverateofeachdilutionwascoun-
tedandthelimitofdetection(LoD)wasevaluatedbyprobitanalysis.Thetwodilutionsincluding1∶10and1∶25
wereextractedandtestedfivetimesperdayinasinglerunfor5consecutivedaysonsixdifferenttypesofreal-time
fluorescentquantitativePCRinstrumentsusingSansure2019-nCoVnucleicaciddetectionkit,andtherepeatability
andwithin-laboratoryprecisionofthecyclesthreshold(Ct)ofORF1abandNgenesof2019-nCoVwerecalculated
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followingEP15-A3.Results:①Thedetectionratesofthreedilutionsincluding1∶10,1∶25and1∶62.5tested
bysixdifferenttypesofreal-timefluorescentquantitativePCRinstrumentswereall100%.Thepositiveratesof
ORF1abandNgenesof2019-nCoVinthe1∶156.25dilutedsampletestedbysixdifferenttypesofreal-timefluo-
rescentquantitativePCRinstrumentswere100.0% and100.0%forA,66.7% and86.7%forB,100.0% and
100.0%forC,93.3%and93.3%forD,93.3%and93.3%forE,and100.0%and100.0%forF,respective-
ly.ThepositiveratesofORF1abandNgenesof2019-nCoVinthe1∶390.63dilutedsampletestedbysixdiffer-
enttypesofreal-timefluorescentquantitativePCRinstrumentswere60.0% and86.7% forA,60.0% and
80.0%forB,66.7%and73.3%forC,73.3% and93.3%forD,66.7% and53.3%forE,and73.3% and
93.3% for F,respectively.Thedetectionratesoftargetgenesinthreedilutionsincluding1∶976.56,

1∶2441.41and1∶6103.52were4.00%-60.00%,6.67%-20.00% and0-20.00%,respectively.②There-
peatabilityandwithin-laboratoryprecision(%CV)ofthecyclesthreshold(Ct)ofthetargetgenestestedbysixdif-
ferenttypesofreal-timefluorescentquantitativePCRinstrumentswerebothlessthan5%.Conclusion:Different
real-timefluorescentquantitativePCRinstrumentshadeffectontheanalyticperformanceof2019-nCoVnucleic
aciddetection,andtheanalyticsensitivityofthedetectionsystemCorFwasbetterthanthatoftheotherfour
typesofreal-timefluorescentquantitativePCRinstruments.

Keywords　2019-nCoV;real-timefluorescentquantitativePCRinstruments;analyticperformance;limitof
detection;precision

　　随着分子生物学的发展,实时荧光定量 PCR
方法在临床中得到大量的应用,具有灵敏度高、特
异度高、检测速度快、可以准确定量等优势。目前

临床实验室多应用实时荧光定量PCR方法检测病

原体核酸,检测过程包括样本采集、核酸提取和实

时荧光定量 PCR扩增等,所用的检测系统由提取

试剂、全自动核酸提取仪、扩增试剂、实时荧光定量

PCR仪等组成。而检测同一种病原体核酸来自不

同厂家的商品化实时荧光 PCR试剂盒中的引物、
探针上标记的染料、校准品、配套仪器等不同,这些

都可能影响检测结果[1]。实时荧光定量PCR仪是

核酸检测所需的主要仪器之一,包括温度控制模

块、光源和荧光检测模块等,不同类型的实时荧光

定量PCR仪的这些模块可能稍有差异,是否影响

其检测性能有待进一步验证。
新型冠状病毒肺炎(COVID-19)自爆发以来,

对全球的公共卫生事业造成了严重威胁,目前流行

的奥密克戎毒株有更强的免疫逃逸和传播能力,虽
然其对于肺部的致病力有所下降,但是对于老年人

及伴有严重基础疾病等免疫力低下的人群仍有较

高的致死率和重症率,因此新型冠状病毒(2019-
nCoV)核酸检测作为确诊 COVID-19患者的首要

标准,快速、准确的2019-nCoV 核酸检测具有重要

的临床意义,有助于患者早期诊断、早期干预、避免

发展为重症等[2]。本研究将2019-nCoV 核酸检测

系统中的提取试剂、全自动核酸提取仪和扩增试剂

以及操作者等因素均固定,应用2019-nCoV 阴性

混合鼻咽拭子样本将商品化2019-nCoV RNA 液

体室内质控品(假病毒)梯度稀释后进行核酸提取,
在6种不同型号的实时荧光定量PCR仪上进行平

行检测,以探讨不同实时荧光定量PCR仪对2019-
nCoV核酸检测性能的影响。

1　材料与方法

1.1　样本

应用2019-nCoV 阴性混合鼻咽拭子样本将

2019-nCoVRNA液体室内质控品(广州邦德盛生

物科技有限公司)先10倍接着2.5倍梯度稀释至

1∶10、1∶25、1∶62.5、1∶156.25、1∶390.63、
1∶976.56、1∶2441.41和1∶6103.52八个不同

浓度。不 同 浓 度 的 质 控 品 稀 释 样 本 分 装 后 于

-20℃保存。
1.2　仪器与试剂

6种不同实时荧光定量 PCR 仪分别为:A:
CFX96DeepWell(伯乐生命科学公司);B:天隆

GENTIER96E(西 安 天 隆 科 技 公 司);C:Cobas
z480(罗氏公司);D:LightCycler480Ⅱ (罗氏公

司);E:ABI7500(美国应用生物系统公司);F:
QuantStudio5(赛默飞世尔科技公司)。Ex-DNA/
RNA4.0病毒核酸提取试剂盒(磁珠法,苏苏械备

20151030)及其配套全自动核酸提取仪 GeneRo-
tex96均来自苏州天隆生物科技有限公司;2019-
nCOV核酸检测试剂盒(荧光 PCR法)(圣湘生物

科技公司)。
1.3　核酸提取

应用2019-nCoV阴性混合鼻咽拭子样本将商

品化2019-nCoV RNA 液体室内质控品梯度稀释

成不同浓度的样本,取200μL应用Ex-DNA/RNA
4.0病毒核酸提取试剂盒在 GeneRotex96上提取

核酸,具体步骤严格按照试剂说明书进行。
1.4　核酸扩增

根据2019-nCoV核酸检测试剂盒说明书按照

比例配制PCR混合液(包括PCR反应液26μL/人

份和PCR酶混合液4μL/人份),每人份反应体系

则为30μLPCR混合液和20μL核酸模板,分别在
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6种不同实时荧光定量 PCR 仪上同时进行扩增,
反应 程 序 设 置 见 表 1,选 择 FAM 通 道 检 测

ORF1ab基因、ROX/VIC通道检测 N 基因、HEX
通道检测内源性内参。

表1　实时荧光定量PCR循环参数设定

步骤 名称 温度/℃ 时间 循环数

1 逆转录 50 30min 1
2 cDNA预变性 95 1min 1
3 变性 95 15s 45

退火、延伸及荧光信号采集 60 30s
4 仪器冷却 25 10s 1

1.5　结果判读

每批次均设有阴性质控和弱阳性质控,阴、阳
性质控品均在控则进一步进行样本结果分析。
FAM 或 ROX/VIC通道检测到典型的S型曲线,
且循环阈值(cyclesthreshold,Ct)≤40.0的样本,
判读为2019-nCOVRNA阳性。
1.6　分析灵敏度评价

应用8个不同浓度的质控品稀释样本,连续

3d内每天每个浓度做5个复孔,共计15孔,磁珠

法提取核酸后应用2019-nCoV 核酸扩增试剂同时

在6种实时荧光定量PCR仪上扩增以评价不同实

时荧光定量 PCR 仪对检出限(limitofdetection,
LoD)的影响。
1.7　精密度评价

应用2019-nCoV 阴性混合鼻咽拭子样本将

2019-nCoVRNA 液 体 室 内 质 控 品 梯 度 稀 释 至

1∶10、1∶25两个浓度,按照美国临床和实验室标

准化协会(CLSI)EP15-A3,连续5d内每天每个浓

度做5个复孔,共计25孔,磁珠法提取核酸后应用

2019-nCoV核酸扩增试剂同时在6种实时荧光定

量PCR仪上进行扩增,根据靶基因ORF1ab 和N
的Ct值计算重复性和实验室内不精密度,并对 Ct
值的均值和标准差进行比较。
1.8　统计学分析

应用SPSS20.0统计软件进行分析。计数资

料以例(%)表示;LoD 采用 Probit分析,以 P<
0.05为差异有统计学意义。柱形图采用 Graph-
Pad进行绘制。
2　结果

2.1　6种不同实时荧光定量PCR仪对2019-nCoV
核酸检测LoD的影响

6种不同实时荧光定量PCR仪检测八个不同

稀释度的质控品样本中2019-nCoVORF1ab 和N
基因的结果见表2,随着样本中2019-nCoV假病毒

浓度的降低,靶基因的检出率也逐渐降低,而针对

同一浓度样本,6种不同实时荧光定量 PCR 仪的

检出率存在差异。对于1∶10、1∶25和1∶62.5
三个稀释度样本,6种不同实时荧光定量 PCR 仪

对于ORF1ab 和N 基因的检出率均为100.0%。
对于1∶156.25稀释样本中ORF1ab和N 基因的

检出 率:仪 器 A 为 100.0% 和 100.0%,B 为

66.7%和86.7%,C 为100.0%和100.0%,D 为

93.3% 和 93.3%,E 为 93.3% 和 93.3%,F 为

100.0%和 100.0%;对 1∶390.63 稀 释 样 本 中

ORF1ab和N 基因的检出率:仪器 A 为60.0%和

86.7%,B 为 60.0% 和 80.0%,C 为 66.7% 和

73.3%,D 为 73.3% 和 93.3%,E 为 66.7% 和

53.3%,F为73.3%和93.3%。6种不同实时荧光

定量PCR仪对1∶976.56、1∶2441.41和1∶6103.52
稀 释 样 本 中 靶 基 因 的 检 出 率 分 别 为 4.00% ~
60.00%、6.67%~20.00%、0%~20.00%。

根据Probit分析,分别由6种不同实时荧光定

量PCR仪组成的检测系统检测ORF1ab 和N 基

因的95%检出的相对 LoD见表3,仪器 C和F检

测ORF1ab 基因的相对 LoD 分别为 1∶193.64
(95%CI1∶317.23~1∶78.05)和 1∶217.13
(95%CI1∶339.08~1∶92.45),优于其他4种不

同实时荧光定量PCR仪所组成的检测系统。
2.2　6种不同实时荧光定量PCR仪对2019-nCoV
核酸检测精密度的影响

应用同一种磁珠法核酸提取试剂及其配套提

取仪、同一种2019-nCoV核酸扩增试剂等分别与6
种不同型号的实时荧光定量PCR仪组成的系统检

测1∶10和1∶25两个不同稀释度的质控品样本

中2019-nCoV核酸,根据ORF1ab 和N 两靶基因

的Ct值计算重复性和实验室内不精密度,结果见

表4。对于1∶10稀释的质控品样本,6种实时荧

光定量 PCR仪检测ORF1ab 和N 基因的重复性

不精 密 度 分 别 为 0.81% ~1.38% 和 0.64% ~
0.92%,实 验 室 内 不 精 密 度 分 别 为 0.81% ~
1.96%和0.82%~1.21%。对于1∶25的质控品

稀释样本,检测ORF1ab 基因和N 基因的重复性

不精 密 度 分 别 为 0.91% ~1.64% 和 0.78% ~
1.28%,实 验 室 内 不 精 密 度 分 别 为 0.98% ~
2.56%和 0.99% ~1.48%。6 种 实 时 荧 光 定 量

PCR仪所在的系统检测1∶10和1∶25两个稀释

度质控品样本中靶基因Ct值的重复性和实验室内

不精密度均≤5%。
6种实时荧光定量 PCR 仪所在的系统检测

1∶10和 1∶25 两 个 稀 释 度 的 质 控 品 样 本 中

ORF1ab和N 基因的 Ct值见图1和图2,质控品

稀释样本中假病毒浓度越低,靶基因的 Ct均值

越大。
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表2　6种不同实时荧光定量PCR仪对不同稀释度的质控品样本中2019-nCoV靶基因检出率的影响 例(%)

仪器
不同稀释度的质控品样本

1∶10 1∶25 1∶62.5 1∶156.25 1∶390.63 1∶976.56 1∶2441.411∶6103.52
A
　ORF1ab 15(100.0) 15(100.0) 15(100.0) 15(100.0) 9(60.0) 4(26.7) 3(20.0) 3(20.0)
　N 15(100.0) 15(100.0) 15(100.0) 15(100.0) 13(86.7) 10(66.7) 5(33.3) 0
B
　ORF1ab 15(100.0) 15(100.0) 15(100.0) 10(66.7) 9(60.0) 2(13.3) 3(20.0) 1(6.67)
　N 15(100.0) 15(100.0) 15(100.0) 13(86.7) 12(80.0) 10(66.7) 6(40.0) 2(13.3)
C
　ORF1ab 15(100.0) 15(100.0) 15(100.0) 15(100.0) 10(66.7) 9(60.0) 2(13.3) 0
　N 15(100.0) 15(100.0) 15(100.0) 15(100.0) 11(73.3) 10(66.7) 2(13.3) 1(6.67)
D
　ORF1ab 15(100.0) 15(100.0) 15(100.0) 14(93.3) 11(73.3) 6(40.0) 1(6.67) 1(6.67)
　N 15(100.0) 15(100.0) 15(100.0) 14(93.3) 14(93.3) 11(73.3) 6(40.0) 1(6.67)
E
　ORF1ab 15(100.0) 15(100.0) 15(100.0) 14(93.3) 10(66.7) 5(33.3) 2(13.3) 0
　N 15(100.0) 15(100.0) 15(100.0) 14(93.3) 8(53.3) 5(33.3) 3(20.0) 1(6.67)
F
　ORF1ab 15(100.0) 15(100.0) 15(100.0) 15(100.0) 11(73.3) 7(46.7) 1(6.67) 0
　N 15(100.0) 15(100.0) 15(100.0) 15(100.0) 14(93.3) 9(60.0) 4(26.7) 0

表3　6种不同实时荧光定量PCR仪检测2019-nCoV核酸的相对LoD 95%CI

仪器
Probit分析算得的相对LoD

ORF1ab基因 N 基因

A 1∶90.79(1∶170.87~1∶30.05) 1∶312.36(1∶505.26~1∶122.91)
B 1∶48.36(1∶91.56~1∶16.52) 1∶121.05(1∶239.07~1∶34.14)
C 1∶193.64(1∶317.23~1∶78.05) 1∶202.57(1∶343.28~1∶76.49)
D 1∶133.50(1∶228.08~1∶51.45) 1∶256.45(1∶447.14~1∶89.92)
E 1∶132.34(1∶220.50~1∶397.36) 1∶88.53(1∶162.59~1∶30.53)
F 1∶217.13(1∶339.08~1∶92.45) 1∶360.52(1∶562.02~1∶165.95)

表4　6种不同实时荧光定量PCR仪对2019-nCoV检测精密度的影响

仪器

重复性精密度

1∶10
SD CV/%

1∶25
SD CV/%

实验室内精密度

1∶10
SD CV/%

1∶25
SD CV/%

A
　ORF1ab 0.26 0.81 0.55 1.64 0.26 0.81 0.55 1.64
　N 0.24 0.75 0.43 1.28 0.27 0.82 0.50 1.48
B
　ORF1ab 0.29 0.91 0.33 0.98 0.29 0.91 0.33 0.98
　N 0.21 0.64 0.40 1.19 0.33 1.01 0.48 1.42
C
　ORF1ab 0.30 0.94 0.36 1.07 0.64 1.96 0.88 2.56
　N 0.31 0.92 0.31 0.89 0.34 1.01 0.42 1.19
D
　ORF1ab 0.28 0.85 0.31 0.91 0.37 1.13 0.75 2.21
　N 0.28 0.82 0.38 1.09 0.33 0.98 0.38 1.09
E
　ORF1ab 0.45 1.38 0.35 1.02 0.47 1.43 0.40 1.18
　N 0.27 0.84 0.34 0.99 0.27 0.84 0.34 0.99
F
　ORF1ab 0.28 0.85 0.49 1.41 0.37 1.13 0.59 1.70
　N 0.26 0.79 0.27 0.78 0.40 1.21 0.35 1.01
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图1　6种实时荧光定量 PCR仪扩增1∶10、1∶25
两个稀释度质控品中ORF1ab基因的Ct值

图2　6种实时荧光定量 PCR仪扩增1∶10、1∶25
两个稀释度质控品中N 基因的Ct值

3　讨论

临床实验室在开展临床标本中2019-nCoV 核

酸检测前应对由提取试剂、提取仪、扩增试剂、扩增

仪等组成的检测系统进行性能验证[3]。本研究由

一位熟练的操作者用同批样本在同一种提取试剂

与配套核酸提取仪、同一种扩增试剂分别与6台不

同型号的实时荧光定量PCR仪等组成的检测系统

上进行平行检测2019-nCoV 核酸,评价不同检测

系统的精密度和检出限,探讨不同的实时荧光定量

PCR仪对2019-nCoV核酸检测性能的影响。
检出限是病原体核酸定性检测系统的重要性

能之一。研究发现美国 CDC 推荐的2019-nCoV
核酸检测方法的LoD为85~499copies/mL,取决

于所用 的 核 酸 提 取 方 法 和 实 时 荧 光 定 量 PCR
仪[4]。根据Probit分析,本研究中6种不同型号的

实时荧光定量PCR仪A、B、C、D、E和F的95%检

出ORF1ab 基因的相对 LoD 分别为 1∶90.79、
1∶48.36、1∶193.64、1∶133.50、1∶132.34、

1∶217.13,其中C和F的相对LoD明显低于另外

4种PCR仪,表明本研究中所用的核酸提取试剂

及配套提取仪、扩增试剂分别与 C或 F组成的检

测系统的分析灵敏度更好,对于低病毒载量的临床

样本在这2套系统上进行检测,漏检的概率大大

降低。
精密度是检测系统的重要分析性能之一,影响

精密度的因素包括操作者、核酸提取试剂及提取

仪、扩增试剂及其所用的实时荧光定量PCR仪、检
测程序、试剂批次、实验室温度、湿度等。本研究中

将检测系统中的其他因素固定,分别在6种不同实

时荧光定量PCR仪上扩增2019-nCoV 核酸,这些

不同的检测系统检测靶基因Ct的重复性和实验室

内不精密度均<5%,提示该扩增试剂与6种不同

实时荧光 定 量 PCR 仪 匹 配 均 具 有 非 常 好 的 精

密度。
理论上讲,核酸检测过程中的任一环节变化都

可能影响检测系统的分析性能,包括试剂批号及配

制、核酸提取试剂和提取仪、操作人员的水平、实时

荧光定量PCR仪、实验室环境等,本研究通过固定

检测系统中的其他因素,对6种不同型号的实时荧

光定量PCR仪分别所组成的检测系统进行性能评

价,发现6种实时荧光定量PCR仪的检测结果均

能达到临床应用要求,但是其性能评价的结果存在

差异,6种不同的实时荧光定量 PCR 仪对2019-
nCoV核酸检测性能存在影响,该2019-nCoV 扩增

试剂在仪器C、F上的分析灵敏度优于另外4种实

时荧光定量 PCR仪(即 A、B、D和 E)。我们前期

研究发现固定检测系统的其他因素后不同类型的

实时荧光定量PCR仪对临床基因扩增检测仍有显

著影响:两款实时荧光定量 PCR 仪 Mx3000P 和

Cobasz480同时检测临床外周血样本中 HLA-B27
基因,Mx3000P的漏检率高达53.85%(35/65)[5];
罗氏公司的两款实时荧光定量PCR仪Cobasz480
和LightCycler480Ⅱ同时定量检测临床外周血标

本中EB病毒 DNA,Cobasz480的检测结果平均

比 LightCycler480Ⅱ 的 高 0.216log10copies/

mL[6]。因此,在实际工作中,对于自建的检测系

统,临床基因扩增实验室应对所有在用的检测系统

进行全面的性能评价,同时应定期对实时荧光定量

PCR仪进行维护、保养和校准,以保证其检测性

能。注意每台实时荧光定量PCR仪的使用频率不

同,维护校准周期可能不同。在检测低浓度或可疑

样本时,可以根据多种自建系统的性能评价结果选

择分析性能更优异的检测系统进行检测,减少漏

检,以获得更可靠的检测结果。
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