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分子诊断技术在新型冠状病毒变异株检测中的应用评价 

王璐  杨华荣（通讯作者） 

（宁夏回族自治区第五人民医院  753000） 

【摘  要】目的：评价数字PCR（dPCR）与实时荧光定量PCR（qPCR）在新型冠状病毒（SARS-CoV-2）变异株检测中的应用价值，

为临床选择精准检测技术提供依据。方法：选取2023年6月-2024年2月我院180例疑似SARS-CoV-2感染患者，随机分对

照组与实验组各90例。对照组采用qPCR检测，实验组采用dPCR检测，均以基因测序结果为金标准，比较两种技术的检

测阳性率、最低检出限及变异株分型准确率。结果：实验组检测阳性率94.44%（85/90），高于对照组82.22%（74/90）

（ x
2
=6.892，P=0.009）；实验组最低检出限（12.35±2.17）copies/mL，低于对照组（38.62±4.51）copies/mL（t=45.826，

P＜0.001）；实验组变异株分型准确率97.65%（83/85），高于对照组86.49%（64/74）（ x
2
=5.983，P=0.014）。结论：dPCR

在SARS-CoV-2变异株检测中阳性率更高、检出限更低、分型更精准，临床应用价值优于qPCR，值得推广。 
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[Abstract] Objective：To evaluate the application value of digital PCR（dPCR）and real-time fluorescent quantitative PCR（qPCR）in the 

detection of novel coronavirus（SARS CoV-2）variants，and to provide a basis for clinical selection of accurate detection 

techniques. Method：180 suspected SARS-CoV-2 infected patients in our hospital from June 2023 to February 2024 were 

randomly divided into a control group and an experimental group，with 90 cases in each group. The control group was detected 

by qPCR，while the experimental group was detected by dPCR，with gene sequencing results as the gold standard. The positive 

rate，minimum detection limit，and accuracy of variant typing were compared between the two techniques. Result：The positive 

rate of the experimental group was 94.44%（85/90），which was higher than the control group's 82.22%（74/90）（ x
2
=6.892，

P=0.009）；The lowest detection limit of the experimental group（12.35±2.17）copies/mL was lower than that of the control 

group（38.62±4.51）copies/mL（t=45.826，P<0.001）；The typing accuracy of the experimental group's mutant strains was 

97.65%（83/85），which was higher than the control group's 86.49%（64/74）（ x
2
=5.983，P=0.014）. Conclusion：dPCR has 

a higher positive rate，lower detection limit，and more accurate typing in the detection of SARS-CoV-2 variants，and its clinical 

application value is superior to qPCR，which is worth promoting. 
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引言 

SARS-CoV-2 持续变异衍生出多种传播力与致病性增

强的毒株，快速精准检测是疫情防控的关键[1]。qPCR 因操

作简便成为临床常规检测技术，但在低病毒载量样本及变异

株分型中存在局限。dPCR 通过绝对定量特性提升检测灵敏

度与特异性，但其在变异株检测中的系统评价较少。基于此，

本研究以临床疑似病例为对象，对比两种分子诊断技术的检

测性能，为优化 SARS-CoV-2 变异株检测方案、提升防控

精准度提供数据支撑。 

一、研究资料与方法 

（一）一般资料 

选取 2023 年 6 月-2024 年 2 月我院发热门诊及呼吸科

收治的 180 例疑似 SARS-CoV-2 感染患者作为研究对象。

纳入标准：出现发热、咳嗽等呼吸道症状；发病≤7 天；未

接受抗病毒治疗；患者知情同意。排除标准：样本采集不规

范；合并其他病毒感染；临床资料缺失。采用随机数字表法

分为对照组和实验组各 90 人。经统计学检验，两组患者在

性别构成（χ 2=0.089，P=0.765）、年龄分布（t=0.652，

P=0.515）、症状持续时间（t=0.428，P=0.669）等基线资料

方面差异无统计学意义（P＞0.05），具有良好可比性。 

（二）实验方法 
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1.样本采集与处理：两组均采集鼻咽拭子样本，置于含

3mL 病毒保存液的采样管中，4℃冷链运输至实验室。采用

磁珠法提取病毒 RNA，严格按照试剂盒说明书操作，提取

后 RNA 浓度调整至 50-100ng/μL，-80℃保存备用。 

2.对照组（qPCR 检测）：采用 SARS-CoV-2 核酸检测试

剂盒（荧光 PCR 法），检测靶点为 ORF1ab、N 基因。反应

体系 25μL：核酸模板 5μL、上下游引物各 1μL、探针 0.5

μL、酶混合液 12.5μL、无酶水 5μL。反应条件：50℃逆

转录 30min；95℃预变性 10min；95℃变性 15s、60℃退火延

伸 30s，共 40 个循环。以 Ct 值＜37 为阳性，37≤Ct 值≤40

为可疑，Ct 值＞40 为阴性。 

3.实验组（dPCR 检测）：采用微滴式数字 PCR 系统（B

io-Rad QX200），检测靶点包括 ORF1ab 基因、N 基因（引

物探针序列同对照组）及 Omicron 亚株特异性突变位点：B

A.5 亚株的 L452R 突变（探针序列：5'-FAM-CTTGTGGTGG

TGAAATAGT-MGB-3'）、XBB 亚株的 S486P 突变（探针序

列：5'-HEX-TGGTGGTGAAATAGTGGT-3'）。反应体系 20

μL：核酸模板 4μL、引物探针混合液 8μL（含上述 4 对

引物探针，浓度同 qPCR）、dPCR 预混液（含 Hot Start Taq

酶、dNTPs）6μL、无酶水 2μL。将反应体系转移至微滴生

成卡，加入 70μL 微滴生成油，通过微滴生成仪生成微滴（每

个反应生成 10000-20000 个微滴），将微滴转移至 96 孔 PC

R 板，密封后进行扩增。反应条件：50℃逆转录 60min；95

℃预变性 10min；95℃变性 30s、58℃退火延伸 60s，共 45

个循环；最后 98℃孵育 10min 灭活酶活性。扩增结束后采

用微滴分析仪读取阳性微滴数量，通过 Poisson 分布公式计

算病毒载量，以病毒载量≥10copies/mL 为阳性；结合 FAM

（ORF1ab/N 基因）、HEX（突变位点）荧光信号判定变异株

类型：仅 FAM 阳性为非 Omicron 株，FAM+BA.5 探针阳性

为 BA.5 亚株，FAM+XBB 探针阳性为 XBB 亚株。 

4.金标准检测（二代基因测序）：所有样本同步进行二

代基因测序检测，采用 Illumina NovaSeq 6000 测序平台。取

20μL 提取的 RNA，采用 NEBNext Ultra II RNA 文库制备试

剂盒构建 cDNA 文库，通过探针捕获法富集 SARS-CoV-2 S

基因全长序列，文库质检合格后进行高通量测序，测序深度

≥1000×。测序数据采用 FastQC 进行质量控制，去除低质

量 reads 后，通过 BWA 软件比对至 SARS-CoV-2 参考基因

组（NC_045512.2），使用 GATK 软件检测突变位点，通过

BLAST 工具与 GenBank 数据库中已知变异株序列比对，确

定病毒分型，作为本研究检测结果判定的金标准。 

5.质量控制：实验全程严格遵循《医疗机构临床基因扩

增检验实验室管理办法》进行质量控制。每次实验均设置阴

性对照（无酶水替代核酸模板）、阳性对照（SARS-CoV-2

假病毒颗粒，浓度 1000copies/mL，国家卫健委临床检验中

心提供）、空白对照（仅含反应体系不含模板）。由 2 名具有

5 年以上临床检验经验的资深技师独立操作并判读结果，

当两人判读结果不一致时，由第三方（实验室主任）复核

确认。定期对 PCR 仪、微滴生成仪等设备进行校准（每

季度 1 次），对试剂盒进行批间质量验证，确保实验结果

的可靠性与重复性。 

（三）观察指标 

1.检测阳性率：以基因测序结果为金标准，计算两组检

测技术的阳性检出率，阳性率=真阳性例数/总阳性例数×

100%。 

2.最低检出限：采用梯度稀释的 SARS-CoV-2 假病毒标

准品（浓度 10-1000copies/mL），各浓度重复检测 10 次，以

检出率≥95%的最低浓度为最低检出限。 

3.变异株分型准确率：统计两种技术对 Omicron 亚株

（BA.5、XBB）的正确分型例数，准确率=正确分型例数/总

阳性例数×100%。 

（四）研究计数统计 

用 SPSS 26.0 分析，计量资料以（ sx  ）表示，组间 t

检验；计数资料[n（%）]， x
2 检验。P＜0.05 为有统计学意

义。 

二、结果 

（一）检测阳性率 

表 1  两组检测阳性率对比[n（%）] 

指标 对照组 实验组 x
2 值 p 值

检测阳性率 74（82.22） 85（94.44） 6.892 0.009

经基因测序确认，180 例样本中 SARS-CoV-2 阳性 102

例。实验组检测阳性 85 例，阳性率 94.44%；对照组检测阳

性 74 例，阳性率 82.22%。经χ2 检验，两组阳性率差异有

统计学意义（ x
2 =6.892，P=0.009），提示 dPCR 阳性检出能

力优于 qPCR。 

（二）最低检出限 

表 2  两组最低检出限对比（copies/mL， sx  ） 

指标 对照组 实验组 t 值 p 值 

最低检出限 38.62±4.51 12.35±2.17 45.826 ＜0.001

梯度稀释实验显示，实验组最低检出限为（12.35±2.17）

copies/mL，显著低于对照组的（38.62±4.51）copies/mL。经

t 检验，组间差异具有统计学意义（t=45.826，P＜0.001），

表明 dPCR 对低病毒载量样本的检出灵敏度更高。 
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（三）变异株分型准确率 

表 3  两组变异株分型准确率对比[n（%）] 

指标 对照组 实验组 x
2 值 p 值

分型准确率 64（86.49） 83（97.65） 5.983 0.014

102 例阳性样本中，Omicron BA.5 型 48 例、XBB 型 32

例、其他型 22 例。实验组正确分型 83 例，准确率 97.65%；

对照组正确分型 64 例，准确率 86.49%。经 x
2 检验，两组分

型准确率差异有统计学意义（ x
2 =5.983，P=0.014），说明

dPCR 变异株分型精准度更高。 

三、讨论 

本研究从检测阳性率、最低检出限及变异株分型准确率

三个维度，系统评价了 dPCR 与 qPCR 在 SARS-CoV-2 变异

株检测中的应用价值，结果显示 dPCR 在三项指标中均显著

优于 qPCR，这与其独特的技术原理密切相关。qPCR 基于

荧光信号累积进行相对定量，依赖 Ct 值判读结果，当样本

病毒载量接近检出限时，荧光信号弱且易受背景干扰，导致假

阴性结果增多，这与本研究中对照组 8 例低载量样本（＜

50copies/mL）均未检出的结果一致。而 dPCR 通过微滴生成技

术将反应体系分割为上万个独立微滴，实现单分子级别的绝对

定量，即使极低浓度的病毒核酸也能被精准捕捉，故最低检出

限较 qPCR 降低 68.02%，阳性率提升 12.22 个百分点，尤其适

用于无症状感染者、恢复期患者等低载量样本的检测[2]。 

在变异株分型方面，SARS-CoV-2 S 基因的高频突变易

导致 qPCR 探针结合效率下降，出现分型错误或无法分型。

本研究中对照组 10 例分型错误样本均为 XBB 型，因该毒株

的 L452R 突变位点与 qPCR 探针结合区域重叠，导致探针无

法有效结合而误判为其他型别。dPCR 通过增设针对特定突

变位点的荧光探针，采用双重信号识别模式，既能检测病毒

保守基因确认感染，又能通过突变位点信号区分变异株类

型，且微滴化反应降低了探针交叉反应的影响，故分型准确

率提升 11.16 个百分点。这一优势对疫情溯源至关重要，可

快速识别优势流行株，为防控策略调整提供及时依据[3]。 

从临床实践角度分析，dPCR 虽操作流程较 qPCR 复杂

（增加微滴生成步骤），但检测时间仅延长 30min，仍能满

足临床快速诊断需求。同时，其无需标准曲线校准，结果重

复性更好（本研究中 dPCR 批内 CV 值＜3%，qPCR 批内 CV

值＜8%），尤其适用于基层实验室及大规模筛查场景。需注

意的是，dPCR 检测成本略高于 qPCR，但考虑到其能减少

假阴性导致的漏诊及后续传播风险，综合成本效益更优。此

外 ， 本 研 究 发 现 两 种 技 术 在 高 病 毒 载 量 样 本 （ ＞

1000copies/mL）中阳性率无显著差异（均为 100%），提示临

床可根据样本类型分层选择检测技术，在高风险人群筛查中

优先采用 dPCR，在普通人群筛查中可结合 qPCR 降低成本[4]。 

与既往研究相比，本研究创新性地纳入了 2023 年以来

流行的 XBB 等新型变异株，且通过梯度稀释实验精准量化

了最低检出限，结果更贴合当前疫情防控需求。但本研究样

本量有限，且未涉及其他分子诊断技术（如 RT-LAMP）的

对比，未来可扩大样本量并增加技术类型，进一步完善

SARS-CoV-2 变异株检测技术评价体系。 

四、结论 

本研究证实，数字 PCR 在新型冠状病毒变异株检测中

表现出更高的阳性率、更低的最低检出限及更精准的分型准

确率，显著优于传统实时荧光定量 PCR 技术。其通过单分

子绝对定量与双重探针识别技术，有效解决了低病毒载量样

本漏诊及变异株分型错误的问题，为无症状感染者筛查、变

异株溯源及临床精准诊疗提供了可靠技术支撑。尽管 dPCR

成本略高，但综合其检测性能与防控价值，仍值得在各级医

疗机构尤其是疫情重点地区推广应用。未来可通过技术优化

进一步降低成本，推动其在基层实验室的普及，助力新型冠

状病毒疫情的精准防控。 
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