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Abstract 
Human new coronavirus pneumonia caused by the novel coronavirus (2019-nCoV) is epidemic in 
the world. The epidemic has been basically controlled in China. The key points of prevention and 
control are shifted from diagnosis and treatment towards patients to the screening of asympto-
matic infected persons and the prevention of imported cases. At present, Chinese Center for Dis-
ease Control and Prevention (CDC) and the World Health Organization (WHO) recommend two 
different pairs of 2019-ncov nucleic acid detection primers. As the key of real-time fluorescent 
RT-PCR virus nucleic acid detection, nucleic acid detection primers have the characteristics of 
rapid mutation speed, so it is particularly important about whether their sensitivity can adapt to 
the rapid mutation of 2019-ncov abroad. 
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摘  要 

新型冠状病毒(2019-nCoV)引发的人新型冠状病毒性肺炎在全球流行，疫情在中国境内已基本控制，防

控重点由诊治确诊患者转向筛查无症状感染者以及严防境外输入病例。目前中国疾病预防控制中心(CDC)
与世界卫生组织(WHO)各推荐两对不同的2019-nCoV核酸检测引物，核酸检测引物作为实时荧光
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RT-PCR病毒核酸检测的关键，面对病毒具有变异速度极快的特点，其灵敏度是否能适应境外2019-nCoV
的迅速变异变得尤为重要。 
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1. 引言 

目前，新冠疫情于国内整体趋于平稳，境外则日益严重，全面对外开放的战略面临严峻的考验。国

外疫情流行的同时，病毒也在不断变异，《新型冠状病毒肺炎诊疗方案(试行第七版)》[1]将实时荧光

RT-PCR 检测新型冠状病毒核酸阳性作为确诊标准，对入境人员进行核酸检测是保障战疫成果的关键，

CDC 与 WHO 各推荐的两对不同病毒核酸检测引物是否会因病毒变异而使得检测准确度下降，引发人们

担忧。本文以新型冠状病毒核酸检测引物配对区域的变异情况来对 CDC 与 WHO 不同检测引物进行比较。 

2. 新冠病毒基因组及蛋白结构功能 

2.1. 新冠病毒基因组 

2019-nCoV 基因组大小约为 29.8 Kb [2] [3]，2019-nCov 在系统分类上属冠状病毒科(coronaviridae)冠
状病毒 β属(coronavirus)，本文收集的 2019-nCoV 全基因组数据来源于 NCBI 和 2019 新型冠状病毒信息

库(https://bigd.big.ac.cn/ncov/release_genome) [4]。共有 14 个开放阅读框(Opening reading frame, ORF) (图
1)，编码 27~28 个蛋白质[5]。 

 

 
注：图 1 来自参考文献[5]。 

Figure 1. The schematic structure of 2019-nCoV genome 
图 1. 新型冠状病毒(2019-nCoV)基因组结构模式图 

2.2. 病毒蛋白及功能 

ORF1ab 和 ORF1a 基因位于病毒基因组 5’端，分别编码 pp1ab 和 pp1a 蛋白，后剪切为 15 或 16 个非

结构蛋白(Non⁃structure protein, NSP)，包括 NSP1~NSP10 和 NSP12~NSP16，其中 NSP12 可能为 RNA 依

赖型 RNA 聚合酶(RNA⁃dependent RNA-polymerase, RdRp) [6] [7]。4 种相对保守的冠状病毒结构蛋白基

因位于基因组的 3’端，分别为表面刺突糖蛋白(Spike, S)、小包膜蛋白(Envelope, E)、外膜蛋白(Membrane, 
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M)、核衣壳蛋白(Nucleocapsid, N) [2] [3]。2019-nCoV 的 S 蛋白是一种位于病毒表面具有融合功能的糖蛋

白，负责冠状病毒与宿主细胞 ACE2 受体结合，实现病毒感染的第一步[8]。N 蛋白是位于 2019-nCoV 内

部的核衣壳蛋白，常用作冠状病毒检测的靶点[9]。E 蛋白在病毒组装，释放和致病中起作用[10]。M 蛋

白促成形成病毒粒子，促进膜弯曲，并与 N 蛋白结合[11]。 

3. 新冠病毒实时荧光 RT-PCR 核酸检测 

3.1. RT-PCR 核酸检测原理 

新冠疫情在国内爆发以来，国家卫生健康委员会总共推出 7 个版本的《新型冠状病毒感染的肺炎诊

疗方案》，从第一版到第七版病例确诊的金标准依旧是标本的荧光 RT-PCR 核酸检测阳性。RT-PCR 基

本原理是根据欲检测病毒的已知保守核酸序列设计高度特异性引物以扩增该部分，同时另外设计可以结

合扩增区段内部区域的 Taq-man 探针，探针会在 Taq 酶外切酶作用下发生水解进而产生荧光信号，根据

荧光信号与扩增循环数之间的关系可得到实时扩增曲线，对检测曲线进行分析来判断是否受检对象已感

染新型冠状病毒。目前各大商业公司试剂盒中以 2019-nCoV 的 RdRP 基因(位于 ORF1ab 读码框)、E 基因

和 N 基因为检测对象，从而实现对 2019-nCoV 核酸的检测[12]。 

3.2. CDC 与 WHO 的新冠病毒核酸检测引物 

由核酸检测原理可知，引物的特异性以及设计区域的保守性对核酸检测准确度有极大的影响。CDC
与WHO推荐的2019-nCoV核酸检测引物扩增区域不同(表1)，各有一对引物(CDC-ORF1ab, WHO-ORF1ab)
位于病毒的 ORF1ab 区域，但扩增区域在基因组上相差 1970 bp 的距离。CDC 另外一对引物(CDC-N-F/R)
位于病毒核衣壳蛋白(N)区域，WHO 另外一对引物(WHO-E-F/R)位于小包膜蛋白(E)。四对引物在基因组

上的相对位置已标注(图 1)。 
 
Table 1. CDC WHO 2019-nCoV acid detection primers 
表 1. CDC WHO 2019-nCoV 核酸检测引物 

引物名称 序列 基因组区域 

CDC-ORF1ab-F 

CDC-ORF1ab-R 

CDC-N-F 

CDC-N-R 

WHO-ORF1ab-F 

WHO-ORF1ab-R 

WHO-E-F 

WHO-E-R 

5’-CCCTGTGGGTTTTACACTTAA-3’ 

5’-TCAGCTGATGCACAATCGT-3’ 

5’-GGGGAACTTCTCCTGCTAGAAT-3’ 

5’-CAGCTTGAGAGCAAAATGTCTG-3’ 

5’-GTGAAATGGTCATGTGTGGCGG-3’ 

5’-TATGCTAATAGTGTTTTTAACATTTG-3’ 

5’-ACAGGTACGTTAATAGTTAATAGCGT-3’ 

5’-TGTGTGCGTACTGCTGCAATAT-3’ 

13342~13362 

13442~13460 

28881~28902 

28958~28979 

15431~15452 

15505~15530 

26269~26294 

26360~26381 

4. 核酸检测引物区域变异情况 

本文利用国家生物信息中心(CNCB)/2019 新型冠状病毒信息库(2019nCoVR)  
(https://bigd.big.ac.cn/ncov/release_genome)发布的 2019-nCoV 数据进一步分析统计了病毒基因组上的四对

核酸检测引物配对区域变异情况(图 2)，发现 CDC-ORF1ab-F/R，WHO-ORF1ab-F/R 与 WHO-E-F/R 这三

对引物与 CDC-N-R 引物配对区域变异病毒株数极低，变异群体发生率小于 0.01。CDC-N-F 在基因组配

对区域变异病毒株数高达 14099 株，其中 13888 株变异病毒集中在基因组 28881~28883 的位置(图 3)，变

异群体发生率大于 0.05，也就是说该区域的变异有可能会在 2019-nCoV 群体大范围发生[13]。 
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Figure 2. Primer pairing region virus variation 
图 2. 引物配对区域病毒变异情况 

 

 
Figure 3. CDC-N-F genome region virus variation 
图 3. CDC-N-F 基因组区域病毒变异 

5. 小结 

实时荧光 RT-PCR 作为新冠疫情防控检测病毒的主要手段，病毒特异性的核酸引物作为其核心组成

部分，需要拥有很高灵敏度与准确度，一旦新冠病毒群体在引物配对区域出现变异，必然影响核酸检测

精确度，从而导致大量感染者漏诊，进而引起国内疫情形势反弹。 
从统计分析结果来看，病毒基因组在 CDC 检测的 ORF1ab 区与 WHO 检测的 ORF1ab 区与 E 区相对

保守，因此实际新型冠状病毒检测盒表现跟之前不会有大的改变，但新型冠状病毒基因组在 CDC-N-F 区

域前三个碱基发生变异的病毒株数大，变异群体的发生率大于 0.05，则说明这部分的变异很可能会在病

毒整个群体中扩散，导致使用该引物的核酸检测试剂盒的筛查阳性率下降，而发生该变异的新冠病毒群

体在地域上的具体分布则有待于进一步的研究分析。 
结合不断更新的新冠病毒变异信息库对新冠病毒核酸检测引物的特异性进行分析，将核酸检测试剂

盒检测能力与不断变异的病毒基因组信息保持同步，对于有效检测出该疾病具有非常重要的价值和意义。 
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