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１５例犆犗犞犐犇１９患者治疗后痰、粪便标本新型冠状病毒核酸检测结果

比较
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［摘　要］　目的　探讨粪便样本作为疑似或确诊新型冠状病毒肺炎（ＣＯＶＩＤ１９）患者筛查的可行性。方法　利用

ＲｅａｌＴｉｍｅＲＴＰＣＲ技术，对１５例ＣＯＶＩＤ１９患者治疗后痰、粪便标本中新型冠状病毒的ＯＲＦ１ａｂ、Ｎ基因以及人

体细胞管家基因核糖核酸酶Ｐ（ｒｉｂｏｎｕｃｌｅａｓｅＰ，ＲＮａｓｅＰ）进行检测，比较痰、粪便标本检测阳性情况。结果　１５例

患者痰、粪便标本，人体细胞管家基因 ＲＮａｓｅＰ均呈现典型的明显的扩增信号曲线。新型冠状病毒核酸检测，２例

患者痰、粪便标本同时为阳性，４例患者痰、粪便标本分别为阳性；６例患者痰阳性标本中有２例同时扩增出ＯＲＦ

１ａｂ基因与Ｎ基因，６例患者粪便阳性标本中有４例同时扩增出ＯＲＦ１ａｂ基因与Ｎ基因。结论　以呼吸道标本新

型冠状病毒核酸检测阴性作为排除ＣＯＶＩＤ１９及治愈标准在实施过程中需谨慎，可以尝试将粪便标本新型冠状病

毒核酸检测阴性也纳入其中。
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　　２０１９年１２月在中国湖北省武汉市出现新型冠

状病毒肺炎病例，被发现人传人，疫情迅速向其他省

份蔓延［１２］。新型冠状病毒感染的暴发已经成为一

个公共卫生问题［３］，对新型冠状病毒的检测也迫在

眉睫。促进公共卫生干预的首要优先事项之一是可

靠的实验室诊断，ＲＴＰＣＲ是目前已经证明最可靠、

最成熟的技术［４６］。２０２０年２月１１日国际病毒分

类委员会将新型冠状病毒正式命名为ＳＡＲＳＣｏＶ２，

并认定这种病毒是ＳＡＲＳ冠状病毒的姊妹病毒。

目前针对ＳＡＲＳＣｏＶ２的检测试剂主要有两种，

一种是基于免疫检测患者血液中的ＩｇＧ与ＩｇＭ，另

一种是检测患者呼吸道标本中ＳＡＲＳＣｏＶ２核酸。

在《新型冠状病毒肺炎诊疗方案（试行第五版）》［７］中

阐述病例诊断需具备病原学特征之一：（１）呼吸道标

本或血液标本实时荧光定量ＰＣＲ检测ＳＡＲＳＣｏＶ２

核酸阳性；（２）呼吸道标本或血液标本病毒基因测

序，与已知的ＳＡＲＳＣｏＶ２高度同源。因此，准确、

及时的病原学核酸检测已成为诊断 ＳＡＲＳＣｏＶ２

感染的重要环节。

目前临床上常用的标本来源有：上呼吸道标本

最常见的有口咽拭子和鼻咽拭子等，其中以口咽拭

子为主；下呼吸道标本有深咳痰、呼吸道抽取物、支

气管灌洗液、肺泡灌洗液和肺组织活检标本等，其中

以深咳痰为主。据不同检测机构及已开展ＳＡＲＳ

ＣｏＶ２核酸检测情况来看，口咽拭子检出率最低，深

咳痰检出率相对较高，但是取样相对困难。为更好

的平衡取样便捷性与阳性检出率，同时考虑患者容

易接受的样本来源，本研究对已经确诊治疗后的１５例

新型冠状病毒肺炎（ＣＯＶＩＤ１９）患者深咳痰和粪便

标本进行核酸检测，探讨粪便标本作为其疑似或确

诊患者筛查的可行性。

１　材料与方法

１．１　标本来源　收集２０２０年２月１１—１３日送至

西南医科大 学附属医院医学检验部 的 １５ 例

ＣＯＶＩＤ１９患者治疗后的痰、粪便标本。

１．２　ＳＡＲＳＣｏＶ２ＲＮＡ的提取

１．２．１　痰ＳＡＲＳＣｏＶ２ＲＮＡ的提取　取３倍于

痰体积的４％ ＮａＯＨ 溶液，加入痰采集管中液化

３０ｍｉｎ，液化过程中每１０ｍｉｎ振荡一次，直至样本

无拉丝。取１ｍＬ液化后样本１３０００ｒｐｍ 离心

１０ｍｉｎ，弃上清后用生理盐水洗涤，１３０００ｒｐｍ离心

１０ｍｉｎ，留取３００μＬ上清，弃除多余的上清后将剩

余的３００μＬ上清与沉淀混匀，将混合物吸入到

ＥＸ３６００核酸自动提取仪配套的核酸提取预装板Ａ

孔中（一次性可以提取３６个标本），将预装版置于设

备固定位置，启动核酸提取程序提取核酸（上海

之江）。

１．２．２　粪便ＳＡＲＳＣｏＶ２ＲＮＡ 的提取　利用

ＰｏｗｅｒＭｉｃｒｏｂｉｏｍｅＴＭ ＲＮＡ Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ Ｋｉｔ 粪 便

ＲＮＡ提取试剂盒（凯杰，德国，货号：２６０００－５０），提

取粪便中ＳＡＲＳＣｏＶ２核酸。

１．３　ＳＡＲＳＣｏＶ２基因扩增　采用湖南圣湘新型

冠状病毒（２０１９ｎＣｏＶ）核酸检测试剂盒检测痰、粪

便标本中ＳＡＲＳＣｏＶ２核酸。ＳＡＲＳＣｏＶ２扩增

的基因为ＯＲＦ１ａｂ基因和Ｎ基因，对应扩增通道

为ＦＡＭ 和 ＲＯＸ，内标通道 ＶＩＣ检测人体细胞

ＲＮａｓｅＰ。

１．４　核酸扩增设备及结果判读　采用ＡＢＩ７５００扩

增ＳＡＲＳＣｏＶ２靶基因核酸，扩增程序如下：逆转

录，５０℃ ３０ｍｉｎ；预变性，９５℃ １ｍｉｎ；变性，９５℃

１５ｓ；退火、延伸及荧光检测，６０℃３１ｓ，４５个循环；

仪器冷却，２５℃１０ｓ。判断标准：ＦＡＭ 或ＲＯＸ通

道检测到典型的Ｓ型扩增曲线，Ｃｔ≤４０，内标Ｃｔ

≤４０的样本可判读为阳性；ＦＡＭ和ＲＯＸ通道均未

检测到典型的Ｓ型扩增曲线，或Ｃｔ＞４０，ＶＩＣ通道

有扩增曲线，且Ｃｔ≤４０的样本，结果判读为阴性。

２　结果

２．１　标本人体细胞ＲＮａｓｅＰ扩增情况　１５例ＣＯ

ＶＩＤ１９患者治疗后痰、粪便标本中，人体细胞

ＲＮａｓｅＰ均呈典型的明显的扩增曲线，但痰标本中

ＲＮａｓｅＰ基因扩增曲线信号明显强于粪便标本，Ｃｔ

值也均低于粪便标本。见图１、表１。

２．２　不同标本来源ＳＡＲＳＣｏＶ２核酸的扩增曲线

　１５例患者治疗后，痰、粪便标本中均有６例

ＳＡＲＳＣｏＶ２核酸检测阳性。病例１、５、１０、１１、１２

的痰、粪便标本ＳＡＲＳＣｏＶ２核酸扩增均为阴性，

病例６、８的痰、粪便标本ＳＡＲＳＣｏＶ２核酸检测均

为阳性，病例３、４、７、１３的痰标本ＳＡＲＳＣｏＶ２核

酸检测为阳性，病例２、９、１４、１５的粪便标本ＳＡＲＳ

ＣｏＶ２核酸检测为阳性，见表２。患者痰、粪便阳性

标本ＳＡＲＳＣｏＶ２核酸扩增曲线见图２、３，６例患

者痰阳性标本中有２例同时扩增出ＯＲＦ１ａｂ基因

与 Ｎ基因（见图２），６例患者粪便阳性标本中有

４例同时扩增出ＯＲＦ１ａｂ基因与Ｎ基因，见图３。
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　　　　　　　　　Ａ：痰标本；Ｂ：粪便标本。

图１　１５例ＣＯＶＩＤ１９患者治疗后痰、粪便中管家基因ＲＮａｓｅＰ的扩增曲线图

犉犻犵狌狉犲１　ＡｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｃｕｒｖｅｏｆＲＮａｓｅＰｇｅｎｅｉｎｓｐｕｔｕｍａｎｄｆｅｃｅｓｏｆ１５ｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈＣＯＶＩＤ１９ａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔ

表１　１５例ＣＯＶＩＤ１９患者治疗后痰、粪便标本中相关基因检测Ｃｔ值

犜犪犫犾犲１　Ｃｔｖａｌｕｅｏｆｒｅｌｅｖａｎｔｄｅｔｅｃｔｅｄｇｅｎｅｓｉｎｓｐｕｔｕｍａｎｄｆｅｃａｌｓｐｅｃｉｍｅｎｓｏｆ１５ｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈＣＯＶＩＤ１９ａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔ

病例 标本类型

Ｃｔ值

ＶＩＣ

（ＲＮａｓｅＰ）

ＦＡＭ

（ＯＲＦ１ａｂ）

ＲＯＸ

（Ｎ）

病例 标本类型

Ｃｔ值

ＶＩＣ

（ＲＮａｓｅＰ）

ＦＡＭ

（ＯＲＦ１ａｂ）

ＲＯＸ

（Ｎ）

１ 痰 ２８．２８ － － ９ 痰 ２５．０９ － －

粪便 ３４．９７ － － 粪便 ３１．３５ ２８．６８ ２７．８７

２ 痰 ２４．４４ － － １０ 痰 ２１．３２ － －

粪便 ３３．１３ － ３６．３２ 粪便 ２７．５８ － －

３ 痰 ２１．１９ － ３８．５６ １１ 痰 ２２．９６ － －

粪便 ３０．８６ － － 粪便 ３４．０１ － －

４ 痰 ２２．７９ ３４．２７ ３１．８１ １２ 痰 ２５．６３ － －

粪便 ３７．５３ － － 粪便 ３３．２７ － －

５ 痰 ２４．４８ － － １３ 痰 ２１．０４ － ３９．４６

粪便 ３３．９４ － － 粪便 ３３．０８ － －

６ 痰 １９．０２ － ３６．５２ １４ 痰 ２２．１４ － －

粪便 ３４．９５ － ３７．３９ 粪便 ３４．５９ ３４．４５ ３４．１６

７ 痰 ２２．２５ ３５．２６ ３４．１５ １５ 痰 ２３．６２ － －

粪便 ３４．６１ － － 粪便 ３１．１８ ２８．４６ ２７．６３

８ 痰 ２４．７２ － ３７．８５

粪便 ２８．４１ ２５．８５ ２４．９１
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　　　　　　　　　　　Ａ～Ｆ：分别为病例３、４、６、７、８、１３痰标本。

图２　６例ＳＡＲＳＣｏＶ２感染患者痰标本ＳＡＲＳＣｏＶ２基因扩增曲线
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　　　　　　　　　　　Ａ～Ｆ：分别为病例２、６、８、９、１４、１５粪便标本。

图３　６例ＳＡＲＳＣｏＶ２感染患者粪便标本ＳＡＲＳＣｏＶ２基因扩增曲线
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２．３　不同住院、发病时长患者痰、粪便标本ＳＡＲＳ

ＣｏＶ２核酸检测阳性情况　患者发病时间确定来源

于微信公众号“泸州发布”中发布的确诊患者病例通

报，患者发病后被收入传染病医院，１５例患者中，治

疗＞５ｄ的患者中痰、粪便标本均有ＳＡＲＳＣｏＶ２

核酸检测阳性。由于病例较少，未收集到治疗５ｄ

以内患者标本，但患者粪便标本ＳＡＲＳＣｏＶ２核酸

检测阳性与患者治疗周期没有必然联系。对不同发

病时长患者痰、粪便标本进行ＳＡＲＳＣｏＶ２核酸检

测，不同发病时长患者的粪便中都有ＳＡＲＳＣｏＶ２

核酸检测阳性，发病时间５～１０ｄ内的患者有４例，

其中有１例仅粪便标本中检出病毒核酸，其余３例

粪便与痰标本均未检出病毒核酸。见表２。

表２　不同治疗、发病周期痰、粪便标本ＳＡＲＳＣｏＶ２核酸检测阳性情况

犜犪犫犾犲２　ＰｏｓｉｔｉｖｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｏｆＳＡＲＳＣｏＶ２ｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄｉｎｓｐｕｔｕｍａｎｄｆｅｃａｌｓｐｅｃｉｍｅｎｓｄｕｒｉｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔａｎｄ

ｄｉｓｅａｓｅｃｏｕｒｓｅ

时长（ｄ）
住院治疗

检测例数 粪便阳性病例 痰阳性病例

发病

检测例数 粪便阳性病例 痰阳性病例

≤５ ０ ／ ／ ４ 病例８、１４、１５ 病例４、８

５～ ５ 病例８、１５ 病例４、８ ４ 病例２ 无

１０～ ６ 病例２、１４ 病例３、７ ６ 病例９ 病例３、７、１３

＞１５ ４ 病例６、９ 病例６、１３ １ 病例６ 病例６

３　讨论

本研究对１５例ＣＯＶＩＤ１９患者治疗后痰、粪

便标本进行了ＳＡＲＳＣｏＶ２核酸扩增分析。２０２０

年２月１日深圳市第三人民医院在ＣＯＶＩＤ１９患者

粪便中检出ＳＡＲＳＣｏＶ２核酸阳性
［８］，至此，从粪

便标本检测ＳＡＲＳＣｏＶ２核酸开始引起人们的重

视。在国家卫生健康委发布的ＣＯＶＩＤ１９预防指

南中也明确提出，部分患者有消化道症状，如腹泻［９］，

２０２０年２月１０日钟南山团队从一例ＣＯＶＩＤ１９患者

的粪便标本中分离到一株ＳＡＲＳＣｏＶ２
［１０］。本研

究发现随着病程进展，有患者下呼吸道标本ＳＡＲＳ

ＣｏＶ２核酸检测为阴性，但其粪便标本检测为阳性，

提示在病程发展过程中，ＳＡＲＳＣｏＶ２会进入消化

道。李萍等［１１］认为可以在疾病的早期或轻症患者

中选择粪便标本进行核酸检测，而在本研究中由于

缺乏早期患者标本，结合李萍的研究认为，在疑似病

例有消化道症状者、经治疗出院时均应采集粪便标

本进行ＳＡＲＳＣｏＶ２核酸检测。２０２０年２月２１日

成都市公卫中心通过微博发布“新型肺炎疫情防

控”：一例出院患者复查核酸阳性［１２］。提示可能对

于ＣＯＶＩＤ１９患者出院标准不应限于当前指南，可

以尝试纳入粪便标本ＳＡＲＳＣｏＶ２核酸检测；以呼

吸道标本 ＳＡＲＳＣｏＶ２核酸检测阴性作为排除

ＣＯＶＩＤ１９及治愈标准在实施过程中需谨慎，应考

虑是否将粪便标本ＳＡＲＳＣｏＶ２核酸检测阴性也

纳入其中。

粪便标本中检出ＳＡＲＳＣｏＶ２核酸阳性，同时

有活的病毒存在，因此，防止生态环境的污染也应引

起重视，应对患者排泄物进行彻底消毒［１３］。ＳＡＲＳ

ＣｏＶ２是ＳＡＲＳ冠状病毒的姊妹病毒，２００３年，我

国学者首先评估了ＳＡＲＳＣｏＶ在外界环境物品中

生存的能力，结果显示，ＳＡＲＳＣｏＶ 在模拟污染的

玻璃片、不锈钢片、塑料片上可以存活至少２ｄ，在模

拟污染的滤纸片、木片、棉布片、土壤上至少可存活

４～６ｈ，随后又有多个实验室进行了验证
［１４１６］。目

前还缺少ＳＡＲＳＣｏＶ２对环境污染的评估数据，但

对患者排泄物进行定时清洁与消毒处理，是非常必

要的。

研究探讨ＣＯＶＩＤ１９患者在不同标本，如咽拭

子、痰、血、尿、粪便中的病毒含量及存在时间，对实

验室诊断ＣＯＶＩＤ１９尤为重要。由于纳入病例较

少，尚不具有代表性，尤其缺乏治疗早期患者标本。

期待在后续研究中纳入更多的标本类型，进行进一

步的数据分析，为疾病防控措施提供一些建议。同

时也希望相关部门积极制定环境消毒策略，从不同

的方面对ＳＡＲＳＣｏＶ２传播做好防控。
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