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摘   要：为建立一种快速鉴别严重急性呼吸综合征冠状病毒 2 (severe acute respiratory syndrome 
coronavirus 2, SARS-CoV-2) 的 5 种主要变异株的 TaqMan 探针实时荧光定量 PCR (real-time 
quantitative PCR, RT-qPCR) 体系，基于 SARS-CoV-2 野生型及变异株 alpha (N501Y、HV69-70del)、
beta (E484K、K417N)、gamma (K417T、V1176F)、delta (L452R、T478K) 和 omicron (H655Y、N679K、

P681H) 序列设计特异性引物、探针，建立和优化一种鉴别新型冠状病毒 (SARS-CoV-2) 5 种主要

变异株的 TaqMan 探针 RT-qPCR 方法，并进行该方法的特异性、敏感性、鉴别能力评价。该方法

可准确区分出 SARS-CoV-2 野生型和突变型，与其他呼吸道病原体 (n=21) 无交叉，显示高特异性。

该方法最低检测限为 2×102 拷贝/mL，操作简单、快速、成本廉价，可用于监测 SARS-CoV-2 毒株

的变异，精准指导疫情识别与防控。 
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Abstract: A TaqMan probe real-time quantitative PCR (RT-qPCR) approach was developed for rapid 
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identification of SARS-CoV-2 main variants. Specific primers and probes were designed based on the 
sequence of the SARS-CoV-2 wild and main variants alpha (N501Y, HV69-70del), beta (E484K, 
K417N), gamma (K417T, V1176F), delta (L452R, T478K) and omicron (H655Y, N679K, P681H) 
genes. The specificity, sensitivity and performance of the RT-qPCR assay were tested. The assay can 
identify SARS-CoV-2 wild type and main variants efficiently, and has no crossover with a panel of 
respiratory pathogens (n=21), showing high specificity toward SARS-CoV-2 RNA. The assay’s 
sensitivity was determined to be 2×102 copies/mL. In summary, we developed a simple, rapid and 
cost-effective RT-qPCR assay that enables identification of SARS-CoV-2 main variants. It can be 
used to monitor the variation of SARS-CoV-2 strain for accurate identification, prevention and control 
of outbreaks. 

Keywords: SARS-CoV-2; real-time quantitative PCR; variant 

 
 
 

目前，全球新型冠状病毒  (severe acute 
respiratory syndrome coronavirus 2, 
SARS-CoV-2) 变异株持续出现，世界卫生组织

(World Health Organization, WHO) 已宣布了 5 种

SARS-CoV-2 病毒株为关切变异株 (variants of 
concern, VOC)：alpha (B.1.1.7)、beta (B.1.351)、
gamma (P.1) 、 delta (B.1.617.2) 、 omicron 
(B.1.1.529)。这些突变株在传播性、致病性或免

疫逃逸能力方面可能强于野生型新冠病毒[1-6]。

如 alpha、beta、gamma 变异株均含有 N501Y
突变，可降低病毒受体结合区域  (receptor 
binding domain, RBD) 关键残基的极性，从而

提 高 与 血 管 紧 张 素 转 化 酶 2 (angiotensin 
converting enzyme, ACE2) 受体的亲和力[7-8]；

另外，alpha 和 omicron 均携带 HV69-70del 突

变，其可能导致 S 蛋白构象改变，有利于病毒

逃离宿主的免疫反应[9]。Beta 和 gamma 变异株

不具有 HV69–70del突变，在 Beta变异株的 RBD
内存在 E484K 和 K417N 突变，使其具备免疫

逃逸能力[10]。Gamma 变异株除了含有 E484K
和 K417N/T 突变，还含有 V1176F 突变[11]，其

传染性是普通 SARS-CoV-2 的 1.4–2.2 倍。Delta
变异株携带 L452R、T478K 突变，具有增强 S

蛋白与 ACE 受体的亲和力和降低抗体识别双

重作用[12-13]，可对已接种疫苗的健康人造成突

破性感染 [14-15] 。目前正在全球迅速蔓延的

omicron 变异株在刺突蛋白 (spike protein, S 蛋

白) 有 32 个突变位点，其 RBD 具有 15 个突变。

它的 furin 切割位点附近携带 H655Y + N679K + 
P681H 三个突变[16]，研究显示 furin 切割位点可

能帮助病毒进入呼吸道的上皮细胞，而在 furin
切割位点附近出现的突变可能让刺突蛋白更容

易被切割，从而增强病毒的感染能力[17-18]。 
快速准确的分子诊断是控制传染病和疫情

暴发的关键工具。现用于检测病毒的分子技术

有实时荧光定量 PCR (real-time quantitative 
PCR, RT-qPCR) 法[19]、恒温扩增法、基因测序

法和数字 PCR 法等。目前，针对新冠病毒变异

的 鉴 定 主 要 使 用 新 一 代 测 序 方 法  (next 
generation sequencing, NGS)，该方法准确、灵

敏度高，但其操作较复杂、数据分析难度大、

检测成本较高、耗时长，不易实现快速检测。

RT-qPCR 技术操作简便、敏感性高，具有快速

且经济的优势。因此，本研究拟建立一种快速

鉴别 SARS-CoV-2 主要变异株的 TaqMan 探针

RT-qPCR 方法，并对该方法的特异性、敏感性、 
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鉴定能力进行评价。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  样本  

野生型 SARS-CoV-2 灭活病毒为军事医学

研究院微生物流行病研究所提供；SARS-CoV-2
国家参考品 (批号：370099-202001) 购自中国

食品药品检定研究院；SARS-CoV-2 变异株室间

质量评价样本 (编号：NCCL-I-42-02-2021) 由
国 家 卫 生 健 康 委 临 床 检 验 中 心  (National 
Center for Clinical Laboratories, NCCL) 提供。 
1.1.2  主要仪器与试剂  

CFX96 荧光定量 PCR 仪购自美国 Bio-Rad
公司；新羿生物数字 PCR 仪购自北京新羿生物

科技公司；In vitro Transcription T7 试剂盒和

One Step PrimeScript™ RT-qPCR 试剂盒购自大

连 TaKaRa 公司；QIAamp MinElute Virus Spin
试剂盒购自德国凯杰公司。 

1.2  方法 
1.2.1  合成 5 种突变株 RNA 片段  

人工合成含有 alpha (含 N501Y、HV69- 
70del)、beta (E484K、K417N)、gamma (K417T、

V1176F)、delta (L452R、T478K) 和 omicron 
(H655Y、N679K、P681H) DNA 片段，其上游

均含有 T7 启动子序列 (5ʹ-TAATACGACTCAC 
TATA-3ʹ)，测序验证。使用体外转录试剂盒按

说明书将其转录为 RNA，具体步骤为：按顺序

依次添加 10×Transcription Buffer 2 μL，ATP 
Solution (50 mmol/L)、GTP Solution (50 mmol/L)、
CTP Solution (50 mmol/L) 、 UTP Solution    
(50 mmol/L) 各 2 μL ， RNase Inhibitor        
(40 U/μL) 0.5 μL ， T7 RNA Polymerase      
(50 U/μL) 2 μL，RNase free dH2O 6.5 μL，DNA 
(50 ng/μL) 1 μL，总体系为 20 μL。将上述溶液

均匀混合后轻微离心，将转录反应液收集于反

应管底部，42 ℃反应 2 h。转录完成后，向其

加入 20 U/20 μL 反应液的 RNase free DNase I，
混匀，37 ℃反应 30 min。使用 RNA 纯化试剂

盒按照说明书进行操作提取 RNA。数字 PCR
仪定量提取的 SARS-CoV-2 RNA，用 RNase free 
dH2O 将其依次稀释到实验所需要的浓度，

–80 ℃保存备用。 
1.2.2  引物、探针设计  

根据 NCBI 公布的 SARS-CoV-2 核酸序列

(GenBank 登 录 号 ： NC_045512) 及 近 期

SARS-CoV-2 相关进化研究[20-22]，针对变异株

alpha (N501Y、HV69-70del)、beta (E484K、

K417N) 、 gamma (K417T 、 V1176F) 、 delta 
(L452R、T478K) 和 omicron (H655Y、N679K、

P681H) 变异位点设计引物、探针。引物设计在

突变位点附近上下游保守区域，探针设计在突

变位点处，将突变位点放在探针的中间附近位

置，检测野生株的探针使用 FAM 荧光染料标记，

检测突变株的探针使用 HEX 荧光染料标记，设

计原理如图 1 所示。同时，为确保检测的准确性，

体系中含有检测内源性内标 RNase P (RP) 的引

物探针，所有引物、探针序列如表 1 所示，均由

通用生物系统 (安微) 有限公司合成并纯化。 
1.2.3  RT-qPCR 条件优化  

采用方阵法优化引物探针浓度，使用

TaKaRa 公司的一步法 RT-qPCR 试剂盒 (货号：

RR064A) 进行 RT-qPCR 实验，体系为 60 μL，

其中 2× One Step RT-qPCR Buffer Ⅲ 30 μL，

TaKaRa Ex Taq HS 1.2 μL，PrimeScript RT 
Enzyme Mix Ⅱ 1.2 μL，SARS-CoV-2 上下引物

(100 μmol/L) 各 0.12、0.18、0.24、0.30、0.36 μL，

SARS-CoV-2 探针 (100 μmol/L) 各 0.12、0.18、
0.24、0.30、0.36 μL，RP-F/RP-R (10 μmol/L) 各
0.24、0.36、0.48、0.60、0.72 μL，RP-P (10 μmol/L) 
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图 1  TaqMan 探针突变检测的原理图 
Figure 1  Principle of TaqMan probes for detecting mutations. 
 
 
各 0.24、0.36、0.48、0.60、0.72 μL，上述制备

的 RNA 作为模板 25 μL，无 DNA/RNA 酶水补

充至 60 μL。使用优化好的引物和探针体系优化

退火温度，PCR 扩增程序：42 ℃ 20 min；95 ℃ 
2 min，95 ℃ 10 s，52–62 ℃ 30 s，45 个循环。

在 CFX96 荧光定量 PCR 仪上运行。 
1.2.4  锁核酸-MGB 探针 RT-qPCR  

针对上述出现等位位点特异性问题的探

针 ， 设 计 了 锁 核 酸  (locked nucleic acid, 
LNA)-MGB 探针，LNA 修饰在突变碱基及附

近，序列见表 2，探针均由通用生物系统 (安微)
有限公司合成并纯化。按照 1.2.3 优化条件进行

RT-qPCR 测试探针鉴别能力。 
1.2.5  特异性测试  

将中国食品药品检定研究院提供的人冠状

病毒 OC43 (HCoV-OC43)、人冠状病毒 NL63 
(HCoV-NL63) 、 人 冠 状 病 毒 HKU1 (HCoV- 
HKU1)、人冠状病毒 229E (HCoV-229E)、中东

呼吸综合征冠状病毒  (MERS-CoV)、禽流感

H7N9、H5N1、乙型流感、甲型流感 H1N1 
(2009)、H3N2、EB 病毒  (Epstein-Barr virus, 
EBV)、人类副流感病毒 (human parainfluenza 

virus, HPIV)、呼吸道合胞病毒  (respiratory 
syncytial virus, RSV) ， 嗜 肺 军 团 杆 菌 
(Legionella pneumophila, LP)、肺炎克雷伯菌 
(Klebsiella pneumoniae, KP) 、 肺 炎 链 球 菌

(Streptococcus pneumonia, SP)、流感嗜血杆菌

(Haemophilus influenza, HI) 、 腺 病 毒 
(Adenovirus, ADV)、肺炎支原体 (Mycoplasma 
pneumonia, MP) 、 肺 炎 衣 原 体  (Chlamydia 
pneumoniae, CP) 、 百 日 咳 杆 菌  (Bordetella 
pertussis, BP)以及健康人咽拭子提取的核酸作

为模板，同时以 SARS-CoV-2 灭活病毒 RNA
作为阳性对照，无 DNA/RNA 酶水作为阴性对

照 ， 利 用 优 化 好 的 反 应 体 系 和 条 件 进 行

RT-qPCR 扩增，评估该方法的特异性。 
1.2.6  敏感性测试  

以 2×102 拷 贝 /mL 、 1×103 拷 贝 /mL–   

1×108 拷贝/mL RNA 为模板，以无 DNA/RNA

酶水为阴性对照，利用优化后的 RT-qPCR 进行

扩增，确定其敏感性。 
1.2.7  鉴别能力测试  

对 NCCL 提供的 5 份样本按照本研究建立

的实验体系进行盲测，验证该方法的可靠性。 
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表 1  引物与探针序列 
Table 1  Primers and probes used in this study 
Primers and probes 
names 

Sequences (5ʹ→3ʹ) 5ʹ-end 
label 

3ʹ-end 
label 

Final concentration 
(μmol/L) 

N501Y-F GTTACTTTCCTTTACAATCATATGGT   0.40 
N501Y-R CAAAAGAAAGTACTACTACTCTGTATGGT   0.40 
N501Y-PW CAACCCACTAATGGTG FAM MGB 0.20 
N501Y-PM CAACCCACTTATGGTG HEX MGB 0.20 
HV69-70-F TCTTACCTTTCTTTTCCAATGTTAC   0.40 
HV69-70-R TCATTAAATGGTAGGACAGGGTT   0.40 
HV69-70-PW CCATGCTATACATGTCTCTGGG FAM BHQ1 0.20 
HV69-70-PM TTCCATGCTATATCTGGGACC HEX BHQ1 0.20 
E484K-F CCGGTARCACACCTTGTA   0.40 
E484K-R CCATATGATTGTAAAGGAAAGT   0.40 
E484K-PW AAACCTTCAACACCA FAM MGB 0.20 
E484K-PM AAACCTTTAACACCA HEX MGB 0.20 
K417N/T-F GTCAGACAAATCGCTCCA   0.40 
K417N/T-R GCCTGTAAAATCATCTGGTA   0.40 
K417N/T-PW CAGCAATCTTTCCAG FAM MGB 0.20 
K417N-PM CAGCAATATTTCCAG HEX MGB 0.20 
K417T-PM CAGCAATCGTTCCAG HEX MGB 0.20 
V1176F-F TCACCAGATGTTGATTTAGG   0.40 
V1176F-R TGAGGCGGTCAATTTCTT   0.40 
V1176F-PW ATGCTTCAGTTGTAAAC FAM MGB 0.20 
V1176F-PM TTAATGCTTCATTTGTA HEX MGB 0.20 
L452R-F CTTGATTCTAAGGTTGGTGGTA   0.40 
L452R-R AGGTTTGAGATTAGACTTCC   0.40 
L452R-PW ATAATTACCTGTATAGAT FAM MGB 0.20 
L452R-PM TAATTACCGGTATAGAT HEX MGB 0.20 
T478K-F TTCAACTGAAATCTATCAGGC   0.40 
T478K-R CAATTAAAACCTTBAACACCA   0.40 
T478K-PW CGGTAGCACACCTT FAM MGB 0.20 
T478K-PM CGGTAGCAAACCTT HEX MGB 0.20 
H655Y-F GGCGTGTTTATTCTACAGGTT   0.40 
H655Y-R GCGCATATACCTGCACCA   0.40 
H655Y-PW TGTTGACATGTTCAG FAM MGB 0.10 
H655Y-PM GTTGACATATTCAGCC HEX MGB 0.20 
N679K/P681H-F ACCCATTGGTGCAGGTATAT   0.40 
N679K/P681H-R CAAGTGACATAGTGTAGGCAA   0.40 
N679K/P681H-PW CTAATTCTCCTCGGC FAM MGB 0.20 
N679K/P681H-PM CTAAATCTCATCGGC HEX MGB 0.20 
RP-F AGATTTGGACCTGCGAGCG   0.08 
RP-R GAGCGGCTGTCTCCACAAGT   0.08 
RP-P TTCTGACCTGAAGGCTCTGCGCG ROX BHQ2 0.06 
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2  结果与分析 
2.1  合成 SARS-CoV-2 突变基因的鉴定 

根据已公布的 alpha、beta、gamma、delta
和 omicron 变异株序列，人工合成这些 DNA 片

段，经测序鉴定正确 (图 2)。使用体外转录试

剂盒将其转录为 RNA。经新羿生物数字 PCR
仪定量后稀释使用。 

2.2  PCR 条件优化 
经优化后，确定反应体系为 (60 μL)：2 × 

One Step RT-qPCR Buffer Ⅲ为 30 μL，TaKaRa 
Ex Taq HS 为 1.2 μL，PrimeScript RT Enzyme 

 
 

表 2  LNA-MGB 探针序列 
Table 2  Sequences of the LNA-MGB probe in this study 
LNA-MGB probe name Sequence (5ʹ→3ʹ) 5ʹ-end label 3ʹ-end label Final concentration (μmol/L) 
T478K-PWL CGGTAGCACACC FAM MGB 0.2 
Underlined letters respresent LNA bases. 

 
 

 
 

图 2  SARS-CoV-2 野生型和突变型基因片段序列分析 
Figure 2  Sequencing analysis of SARS-CoV-2 wild-type and variants gene fragments. The red mark is the 
mutation site. 
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Mix Ⅱ为 1.2 μL，SARS-CoV-2 上下引物、野生

型和突变型探针、RP-F/RP-R、RP-P 探针按表

1 浓度配置，模板为 25 μL，加无 DNA/RNA 酶

水补充至 60 μL。反应程序为：42 ℃ 20 min；
95 ℃ 2 min，95 ℃ 10 s，55 ℃ 30 s，45 个循环，

每个循环退火时收集荧光信号。利用野生株基

因和上述构建的突变基因片段验证 RT-qPCR 鉴

定 SARS-CoV-2 变异位点的能力，发现该方法除

了 T478K-PW 探针与突变型基因有交叉，其他

探针均可准确区分出野生型和突变型，且内参基

因 RP 均有典型的扩增曲线 (图 3)，表明该方法

可用于鉴别 SARS-CoV-2 野生型和突变型基因。 

 

 
 

图 3  RT-qPCR 鉴别 SARS-CoV-2 野生型和突变型基因 
Figure 3  RT-qPCR identification of SARS-CoV-2 wild-type and variants genes. 
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2.3  LNA-MGB 探针 RT-qPCR 测试 
利用野生株基因和上述构建的突变基因片

段 验 证 LNA-MGB 探 针 RT-qPCR 鉴 定

SARS-CoV-2 变 异 位 点 的 能 力 ， 发 现 与

T478K-PW 探针相比，T478K-PWL 探针可准确

区分出野生型和突变型，无交叉反应，且内参

基因 RP 均有典型的扩增曲线 (图 4)，表明该方

法比 MGB 探针具有更强的鉴别 SARS-CoV-2
野生型和突变型基因的能力。 

2.4  特异性测试 
使用中国食品药品检定研究院制备的

SARS-CoV-2 国家参考品中的 22 种阴性参考

品、阳性对照、阴性对照进行特异性验证。结

果显示，只有阳性对照出现扩增曲线，22 种阴

性参考品和阴性对照均无扩增曲线，表明所建

立的方法具有较强的特异性。 

2.5  敏感性测试  
应用建立的 RT-qPCR 检测方法对稀释不同

浓度的 2×102 拷贝/mL、RNA (1×103 拷贝/mL– 
1×108 拷贝/mL) 进行该方法敏感性检测。结果

显示，建立的 RT-qPCR 方法对目的 RNA 的最

低检出限均为 2×102 拷贝/mL (图 5)，表明本研

究所建立方法的敏感性较高。 

2.6  鉴别能力测试  
在 NCCL 的 5 份样本中，检出 3 份 delta

阳性，1 份野生型，1 份阴性，均与 NCCL 反馈

的结果一致 (表 3)。结果表明，本实验所建立

的体系具备鉴别 SARS-CoV-2 变异株的能力。 

3  讨论 
随着 SARS-CoV-2 的一些重要位点发生突

变，其逐渐形成了多种传播能力增强、致病性

强的变异毒株[23-24]，值得在全球水平进行关注。

快速准确的分子诊断是控制传染病和疫情暴发

的 关 键 工 具 。 基 因 组 测 序 是 目 前 检 测

SARS-CoV-2 变异的重要方法[25-28]，该方法具有

较高的准确性，是检测基因突变的“金标准”，
但其操作复杂耗时、通量低、设备昂贵，一般

实验室普及率低，不易推广使用[29]。RT-qPCR
法是一种简单实用的检测基因突变的方法，具

有快速、灵敏度高、特异性强、高通量、高集

成和易推广等优点[30]。 

 

 
 

图 4  比较 T478K 野生型 LNA-MGB 探针与 MGB 探针的鉴别性能 
Figure 4  Comparison of the analysis performance of T478K wild-type LNA-MGB probe and MGB probe. 
Detection of wild-type (A) and variants (B) genes using the T478K wild-type LNA-MGB probe and MGB 
probe. 
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图 5  RT-qPCR 检测靶标 RNA 的敏感性评价 
Figure 5  Evaluation of the sensitivity of RT-qPCR to detect target RNA. A–J are the amplification curves of 
detecting mutant genes 501Y, HV69–70del, 417N, 484K, 417T, 1176F, 452R, 478K, 655Y and 679K+681H, 
respectively. The template concentration corresponding to the amplification curve from left to right on each 
figure is 1×108, 1×107, 1×106, 1×105, 1×104, 1×103, 2×102, 0 copies/mL, respectively. 

 
表 3  SARS-CoV-2 变异株测试 
Table 3  SARS-CoV-2 variants test 
Sample ID The testing results in our systems Variants The results of feedback from NCCL 
202121 452R+, 478K+ Delta Delta 
202122 L452+, T478+ Wild Wild 
202123 452R+, 478K+ Delta Delta 
202124 － － － 
202125 452R+, 478K+ Delta Delta 
Note: “+” means detected, “－” means not detected. 

 
目前已报道的 RT-qPCR 检测 SARS-CoV-2

变异的方法主要包括等位基因特异性 PCR (AS 
PCR, 也称 ARMS PCR)[31]、高分辨率溶解曲线

分析法 (high resolution melting, HRM)[32-33]、数

字 PCR 技术[34-35]等。ARMS PCR 是目前比较常

用的 qPCR 检测方法，该方法操作简单、快速，

成本低，但突变型等位基因特异性引物容易错

配至野生型等位基因并发生延伸，从而产生假

阳性结果。HRM 无需使用特异性标记探针，不

受突变种类和突变位点的限制，具有高灵敏度

和特异性、高通量、操作简单灵活、成本低等

优点，但该方法对仪器的分辨率要求高，一般

荧光定量 PCR 仪无法满足，不易推广使用。数

字 PCR 技术突变检测灵敏度较高，但在实际应
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用中存在一些限制，在一般临床实验室普及率

低，价格昂贵，样本制备、操作比较费时费力。

近期，Zhang 等[36]开发了一种双自猝灭探针实

时 PCR (dual self-quenching probe real-time 
quantitative PCR, DSQP-qPCR) 分析方法，用于

筛选含有 E484 突变的 SARS-CoV-2 变异株。该

检测方法具有较高的灵敏度和特异性，但 G 淬

灭效率偏低，影响荧光增量，另外，该方法只

能适用于鸟嘌呤或胞嘧啶突变，使用具有局限

性。TaqMan-MGB 探针可显著提高其 Tm 值，通

过缩短探针长度可明显提高配对与非配对模板

的 Tm 差异，对单一碱基突变具有较强的区分能

力[37]，但在实际应用中无法做到每个 MGB 探

针完全无交叉检测。LNA 是一种与核苷酸结构

相似的寡核酸衍生物，与 DNA 杂交具有更强的

热稳定性，其单个碱基差异导致的 ΔTm 值与相

同序列的 DNA 双链相比可高出 3–8 ℃，具有较

高的单碱基错配识别能力[38]。 
本研究利用 TaqMan 探针 RT-qPCR 技术建

立了一种快速鉴别 SARS-CoV-2 主要变异株

(alpha、beta、gamma、delta、omicron) 方法，

针对每个突变位点设计 2 种 TaqMan-MGB 探针

(由于 HV69-70 位点有 6 bp 缺失突变，使用普

通 TaqMan 探针即可作出鉴别)，用两种荧光染

料分别标记野生型和突变型探针，在 1 个 PCR
反应管中同时检测 2 种基因型。经优化测试，

发现除了 T478K-PW 探针与突变型基因有交

叉，其他探针均可准确区分出野生型和突变型。

针对 T478K-PW 探针出现的等位位点特异性问

题，设计了 LNA-MGB 探针，发现与 T478K-PW
探针相比，T478K-PWL 探针可准确区分出野生

型和突变型，无交叉反应。同时，为了确保检

测结果的准确性，体系中加入了人 RP 基因作

为内源性内部控制，以监测样品中的核酸提取

质量和 PCR 反应抑制物。 

本研究建立的 TaqMan 探针 RT-qPCR 检 
测体系与其他冠状病毒或常见呼吸道感染病

原体无交叉、特异性强，该方法最低检测限为 
2×102 拷贝/mL，灵敏度高。从样品提取到出结

果，整个实验过程只需约 2.5 h，操作简单。随

着新型冠状病毒肺炎  (corona virus disease 
2019, COVID-19) 大流行，越来越多的实验室

采用 RT-qPCR 方法快速检测 SARS-CoV-2，已

具备了这方面的检测设备和技术能力，更易推

广本方法的使用。 
由于 SARS-CoV-2 一直处于进化变异中，

若新的变异位点位于本研究设计的序列上，可

能导致检测失败。SARS-CoV-2 变异种类繁多，

本研究只设计了目前 WHO 列出的 5 种 VOC 的

检测，无法区分其他变异体，例如 B.1.525 和

B.1.526 变异体，它们也存在 E484K 和其他位

点突变[39]，对于这类变异体无法鉴别。 
总之，本研究利用 TaqMan 探针 RT-qPCR

技术建立了一种快速鉴别 SARS-CoV-2 主要变

异株方法，可实现准确、快速、廉价的检测，

及时监测 SARS-CoV-2 毒株的变异情况，对传

染源进行追踪溯源，为动态评估疫苗对变异株

的有效性提供依据。 
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