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　　［摘要］　目的　验证目前国内关于猴痘病毒提取试剂、扩增试剂以及实时荧光定量聚合酶链式反
应（ｒｅａｌｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＲＴｑＰＣＲ）仪的检出效率、灵敏度差异以及提取扩增组
合的比对分析。方法　根据设计的正交试验方案，采用ＲＴｑＰＣＲ对提取的核酸进行扩增。结果　本次
试验中不同的ＤＮＡ提取试剂的提取效率的差异无统计学意义（Ｆ＝１２．８５５，Ｐ＝０．０７０），扩增试剂扩增循
环数的差异（Ｆ＝４９．８３２，Ｐ＝０．０１９）和ＲＴｑＰＣＲ仪对荧光捕捉信号的差异（Ｆ＝３６．３５５，Ｐ＝０．０２７）均存
在统计学意义。结论　目前国内猴痘病毒的提取和扩增试剂盒可以有效地检出该病毒，试剂和仪器的
组合对检出效率存在差异。通过验证试验，发现更具有检测优势的组合，为之后国内应对猴痘病毒检测

及疫情防控工作提供参考。
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　　猴痘是由猴痘病毒感染所致的一种病毒性人兽共
患病，病毒经黏膜和破损皮肤侵入人体，临床表现主要

为发热、皮疹、淋巴结肿大，部分患者可出现并发症，包

括皮损部位继发细菌感染、脑炎等［１－３］。猴痘被称为

一种发疹综合征，与天花几乎没有区别，天花是一种在

１９７０年代后期通过疫苗接种根除的疾病，猴痘则是由
另一种正痘病毒引起［４－５］。猴痘最近被世界卫生组织

列为国际关注的突发公共卫生事件，虽然目前大多数

病例是与男男性行为者［６］，但疾病蔓延到一般人群的

威胁更大。２０２２年 １月 １日至 ２０２２年 ７月 ２０日期
间，在世卫组织所有６个区域，共有７２个国家向世卫
组织报告了１４５３３例可能病例和实验室确诊病例（包
括尼日利亚的 ３例死亡和中非共和国的 ２例死
亡）［７

－８］。作为一种 ＤＮＡ病毒，ＭＰＸ病毒的遗传结构
不太可能发生重大和频繁的变化［９］。ＰＣＲ技术由于
特异性高、灵敏度强等诸多优点，已经成为分子生物学

中的常规技术，ＲＴｑＰＣＲ技术是通过荧光信号对 ＰＣＲ
进程进行实时监测，并对未知模板进行定量分析的一

种方法，如今ＲＴｑＰＣＲ检测越来越多地运用到食品工
业、医学诊断、病毒检测、病原学追踪等方面，并取得显

著效果［１０－１３］。２０２２年９月１４日重庆市检出中国大陆
第一例猴痘病毒，本文旨在从试验室检测技术角度出

发，利用现有的提取试剂、扩增试剂以及使用的 ＲＴ
ｑＰＣＲ仪使用正交试验方案开展检测，目的在于对新
发传染病的检测效率做一次比对分析。为实验室检测

猴痘病毒时选择试剂仪器提供参考意见，为后续国内

的猴痘的流行病学调查与处置提供数据支撑。

１　资料与方法

１．１　患者流行病学史
　　２０２２年 ８月 ２４～３１日，患者在国内活动。９月
１～１３日，在欧洲旅居。９月３日在欧洲某国发生一次
高风险暴露行为，潜伏期约为 ６ｄ。９月 １３日乘飞机

回国，９月 １４日到达重庆后转入某区集中隔离点，当
日出现咽喉干痒、皮疹（图１）等身体不适。隔离点医
疗组核实后立即向该区疾病预防控制中心报告，经重

庆市疾病预防控制中心复核猴痘病毒核酸检测结果后

立即转入重庆市公卫中心进行诊疗。

　　本研究经重庆市南岸区疾病预防控制中心伦理委
员会审查批准［２０２２年伦审（００９）号］。
１．２　样本来源
　　隔离点对该病例进行采样，送区疾病预防控制中心
开展猴痘病毒检测，口咽拭子和鼻咽拭子混合样

（Ｃｔ值：３１．３７，卓诚惠生）、疱疹液（Ｃｔ值：３１．６４，卓诚惠
生）的核酸结果均为猴痘病毒阳性，当天再次采集样本

送重庆市疾病预防控制中心检测为阳性，阳性样本送至

中国疾病预防控制中心复核为猴痘病毒阳性，重庆市疾

病预防控制中心经基因测序，确认该猴痘病毒属于西非

系Ｂ．１分支。由于首例样本，标本量有限，本次试验选
择采集的口咽拭子和鼻咽拭子混合样本作为研究对象，

按照设计的正交试验方案，开展样品核酸检测。

１．３　仪器与试剂
　　两种提取试剂分别是重庆中元和江苏硕世 ＤＮＡ
提取试剂盒（后续表格中分别用Ａ、Ｂ表示）、４种扩增
试剂分别是北京卓诚、江苏硕世、广州达安和深圳生科

原猴痘病毒核酸扩增试剂盒（后续表格中分别用 Ａ、
Ｂ、Ｃ、Ｄ表示），两种 ＲＴｑＰＣＲ仪分别是美国伯乐（型
号：ＣＴＸ９６ＴＭ）和杭州博日（型号：ＦＱＤ９６Ａ）（后续表
格中分别用Ａ、Ｂ表示）。
１．４　实验方法
　　根据中国疾控中心下发的猴痘防控技术指南
（２０２２版）附件３猴痘病毒试验室检测技术指南［１４］的

要求，按照《人间传染的病原微生物名录》［１５］中的有关

规定，灭活的猴痘病毒样本在生物安全二级试验室进

行核酸提取和扩增。试验室设计了本次试验的方案

（见表１），按照此方案进行重复３次检测。

! "

图１　猴痘病例的皮疹（Ａ）和脓疱（Ｂ）　（患者成年男性，于２０２２年９月１４日在重庆市公共卫生中心诊疗）
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表１　猴痘病毒样本的核酸ＰＣＲ正交试验设计方案

试验编号
因子１

（提取试剂）

因子２
（ＲＴｑＰＣＲ仪）

因子３
（扩增试剂）

１ Ａ Ａ Ａ
２ Ａ Ａ Ｃ
３ Ａ Ｂ Ｂ
４ Ａ Ｂ Ｄ
５ Ｂ Ａ Ｄ
６ Ｂ Ａ Ｂ
７ Ｂ Ｂ Ｃ
８ Ｂ Ｂ Ａ

１．５　结果判断
　　按照４种扩增试剂盒说明书对结果进行判读。具
体如下：卓诚扩增试剂 Ｃｔ值≤３６，阳性，最低检出限：
１０００ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ。硕世扩增试剂 Ｃｔ值≤３７，阳性，最
低检出限：１０００ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ。达安扩增试剂 Ｃｔ值≤
４０，阳性，最低检出限：２００ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ。生科原扩增试
剂Ｃｔ值≤３５．５，阳性，最低检出限：５００ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ。
１．６　统计分析
　　猴痘病毒样本的核酸 ＰＣＲ检测结果 Ｃｔ值，使用
ＳＰＳＳ２６．０版本对正交试验结果进行多因素极差分析
和多因素方差分析，对验证试验结果进行ｔ检验。
１．７　实验的质量控制
　　核酸检测试验室质控是一系列措施的集合［１６］。

ＲＴｑＰＣＲ技术具有灵敏度高、重复性好等特点，整个
检测过程受样本采集、人员操作、试剂、环境等因素影

响。本次试验用试剂盒自带的阴阳对照以及内标进行

样本质控，检测人员具备核酸检测培训及岗位授权，同

时按照《医学试验室质量和能力认可准则》的要求，每

年至少参加了１次国家级或省级的能力验证考核，试
剂耗材、仪器设备经过了试剂验收、性能验证等措施后

用于本次检测。

２　结果

２．１　正交试验检测结果
　　正交试验检测结果取样本按正交试验设计方案开
展试验，３次试验阴性、阳性质控均正常，核酸检测结
果见表２，可见从提取到扩增均能准确检出核酸样本，
但不同试剂和仪器间的组合的确存在差异。

表２　猴痘病毒样本的核酸ＰＣＲ正交试验３次检测（Ｃｔ值）结果
试验编号 第１次检测 第２次检测 第３次检测
１ ２３．６５ ２３．２５ ２６．０９
２ ２０．２０ ２２．０２ ２２．６９
３ ２０．５６ ２０．９１ ２２．６３
４ ２２．２９ ２２．３３ ２４．７６
５ ２４．４１ ２６．１３ ２４．５５
６ ２３．０１ ２５．４５ ２２．８２
７ ２０．６１ ２２．５１ ２０．６５
８ ２２．６５ ２４．４６ ２２．８３

２．２　不同稀释浓度检测结果
　　不同稀释浓度检测结果按正交试验方案，对其中
一次提取的核酸进行１０倍和１００倍稀释，核酸检测结
果见表３，可见低拷贝浓度下，用于本次扩增的４种核
酸检测试剂盒均能检出不同浓度的核酸样本。

表３　猴痘病毒样本的核酸ＰＣＲ不同稀释浓度
核酸检测（Ｃｔ值）结果

试验编号 １∶１ １∶１０ １∶１００
１ ２３．６５ ２６．４５ ２９．７５
２ ２０．２０ ２７．５３ ２９．１４
３ ２０．５６ ２４．３８ ２８．３９
４ ２２．２９ ２５．６４ ２９．５６
５ ２４．４１ ２７．８３ ３１．４７
６ ２３．０１ ２７．０２ ３０．１１
７ ２０．６１ ２５．２１ ２８．６
８ ２２．６５ ２７．８９ ３１．４５

２．３　正交试验结果分析
　　统计分析显示，ＲＴｑＰＣＲ仪检测中循环数（即
Ｃｔ值）与扩增效率成负相关。多因素极差分析结果显
示３种试验因子中 ＲＴｑＰＣＲ仪对试验结果的影响最
大，提取试剂对比Ａ＜Ｂ，扩增试剂对比Ｃ＜Ｂ＜Ａ＜Ｄ，ＲＴ
ｑＰＣＲ仪对比 Ｂ＜Ａ（表 ４）；各个因素各个水平的试验
数据平均值见图２。

表４　猴痘病毒样本的核酸ＰＣＲ多因素极差分析结果

项目 水平
因子１

（提取试剂）

因子２
（ＲＴｑＰＣＲ仪）

因子３
（扩增试剂）

Ｋ值 Ａ ９０．４７ ９４．７６ ４７．６４
Ｂ ９３．３６ ８９．０７ ４５．１３
Ｃ — — ４２．９０
Ｄ — — ４８．１６

Ｋａｖｇ值 Ａ ２２．６２ ２３．６９ ２３．８２
Ｂ ２３．３４ ２２．２７ ２２．５７
Ｃ — — ２１．４５
Ｄ — — ２４．０８

最佳水平 ２ １ ４
Ｒ ０．７２ １．４２ ２．６３
水平数量 ２ ２ ４
每水平重复数ｒ ４．０ ４．０ ２．０
折算系数ｄ ０．７１ ０．７１ ０．４５
Ｒ’ １．０３ ２．０２ １．６７

Ｋ值：某因素某水平时试验数据求和；Ｋａｖｇ值：对应的平均
值；最佳水平：某因子时最佳 Ｋａｖｇ值对应的水平编号；
Ｒ：因素的极差值，该值＝某因素时，Ｋａｖｇ最大值减去 Ｋａｖｇ
最小值，可结合因素极差值对比各因素的优劣；水平数量：

某因素的水平数；每水平重复数ｒ：水平的平均试验重复次
数；混合型正交表则提供折算系数 ｄ（结合水平数量在折
算系数表中找到）和Ｒ’值
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　　多因素方差分析显示，因子１（提取试剂）并不会
对结果（Ｃｔ值）产生差异关系（Ｐ＞０．０５），因子２（ＰＣＲ
仪器）、因子３（扩增试剂）会对结果（Ｃｔ值）产生显著
性差异关系（Ｐ＜０．０５，表５）。

表５　猴痘病毒样本的核酸ＰＣＲ多因素方差分析结果

差异源 平方和 ｄｆ 均方 Ｆ Ｐ

截距 ４２２４．１８４ １ ４２２４．１８４ ５２０１３．９５９ ０．０００ｂ

因子１（提取试剂） １．０４４ １ １．０４４ １２．８５５ ０．０７０

因子２（ＲＴｑＰＣＲ仪） ４．０４７ １ ４．０４７ ４９．８３２ ０．０１９ａ

因子３（扩增试剂） ８．８５７ ３ ２．９５２ ３６．３５５ ０．０２７ａ

残差 ０．１６２ ２ ０．０８１

Ｒ２＝０．９８８，ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１
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图２　猴痘病毒样本的核酸ＰＣＲ多因素分析比对结果

２．４　验证试验比对结果
　　将上述统计学处理的结果进行组合，选取提取试
剂Ａ、ＲＴｑＰＣＲ仪Ｂ、扩增试剂 Ｃ作为最优组合，与比
对组（提取试剂Ａ、ＲＴｑＰＣＲ仪Ｂ、扩增试剂Ｂ）的组合
进行验证试验，由于提取试剂无统计学意义，试验编号

３的组合是８次正交试验中 Ｃｔ值最低的组合之一，所
以选择该组合作为比对组来开展检测，每次检测均带

入水痘带状疱疹病毒阳性样本的核酸进行试验，作为
试验避免假阳性的质控方式。

　　验证试验利用 ｔ检验分析，最优组和比对组对于
Ｃｔ值全部均呈现出显著性差异关系（Ｐ＜０．０５）。图３Ａ
中曲线１Ｃｔ值（１９．７０，最优组）小于曲线 ２（２１．０９，比
对组）；图３Ｂ中曲线３Ｃｔ值（１９．９３，最优组）小于曲线
４（２１．１８，比对组）；图 ３Ｃ中曲线 ５Ｃｔ值（１９．８３，最优
组）小于曲线６（２１．１１，比对组），可见最优组的检测效
率高于比对组。本次试验带入水痘带状疱疹病毒阳
性样本，用猴痘试剂盒检测结果全为阴性，说明质控手

段和数据结果真实有效。

３　讨论

　　疾病预防控制中心在处理流感、诺如病毒引起的
聚集性疫情以及应对新冠、猴痘病毒等新发传染病时

首选ＲＴｑＰＣＲ技术，其发挥了重要作用。本次试验对
提取的核酸进行１０倍和１００倍稀释，循环数增加３．３个
循环左右［１７－１８］，运用 ＲＴｑＰＣＲ技术进行检测，试验结
果较为吻合。同时在稀释到低拷贝浓度的情况下，检

测试剂对猴痘病毒的核酸检出效率较为稳定，质控对

照均正常，目前国内上述的ＤＮＡ提取试剂和猴痘扩增
试剂的质量准确可靠。

　　鉴于该猴痘病例为中国内地首例发现，可能对新
发传染病认识还不足，对病原体检测还存在不确定性，

我们设计了正交试验方案开展试验。正交试验设计是

研究多因素多水平的重要数理方法，也是对试验因素

作合理的、有效的安排，最大限度地减少试验误差，是

一种高效率、快速、经济的试验设计方法［１９－２１］。从本

次试验结果看，提取试剂提取效率存在差异，但比对结

果无统计学意义。扩增试剂盒检测循环数、ＰＣＲ仪器
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Ａ：第１次验证试验；Ｂ：第２次验证试验；第３次验证试验
曲线１、３、５：最优组；２、４、６：比对组

图３　猴痘病毒样本的核酸ＰＣＲ验证试验比对结果

３４４２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（２３）



在对荧光信号的捕捉上差异具有统计学意义，提示我

们在新发传染病的检测中需要对检测试剂和仪器进行

验证，是提高检测效率很重要的手段。根据极差分析

结果，ＰＣＲ仪器的荧光捕捉信号的差异在本次试验的
多因素中最为关键，不同品牌 ＰＣＲ仪在荧光捕捉方
式，使用者对仪器的定期维护保养，使用过程中对仪器

的熟练程度等都直接关系到检测结果的准确性和有效

性，提升仪器的使用管理水平也是检测过程的重要

环节。

　　检测阈值是探针设计过程中对该试剂相对稳定的
检测临界值体现，各品牌试剂的检测Ｃｔ值和最低检出
限存在差异，对高浓度核酸标的物进行检测并无太大

影响。检测时需注意弱阳性样本的检测质量。此次病

例标本量较少，对提取试剂、扩增试剂以及 ＲＴｑＰＣＲ
仪的比对结果还缺少一定的数据支撑，下一步工作我

们收集到一定数量的样本可运用 ＲＯＣ曲线深入分析
各试剂盒的灵敏度和特异性。

　　在应对新发传染病检测中，ＲＴｑＰＣＲ技术快速灵
敏，应注意试剂和仪器的选择及检测流程的质量把控，

力求试验结果精准有效。
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