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猴痘病毒实验室检测技术研究进展
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【摘 要】目前猴痘病毒疫情传播已打破地域流行的规律，呈现世界范围内流行的特点。因此猴痘疫情的防控成为全世界关注

的焦点问题，而引入有效的实验室检测方法则是疫情防控的关键。目前针对猴痘病毒的检测已有一套完备的方法，包括病毒

分离培养，抗原抗体检测以及核酸检测等，其中用于核酸检测的技术手段又包括聚合酶链式反应、等温扩增以及新兴的

CRISPR/Cas技术等。本文主要针对当前猴痘病毒实验室检测技术的原理、特点和缺陷进行综述分析，期望为猴痘病毒疫情防

控提供参考依据。
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Research advances in laboratory detection techniques for monkeypox virus
Zhou　Jian，Ren　Xuemei，Wang　Xin，Li　Zhuo

（Department of Clinical Laboratory，The First Affiliated Hospital of Xi’an Medical University）
【Abstract】At present，the spread of monkeypox virus epidemic breaks the law of regional prevalence and shows the characteristics of 
worldwide prevalence. Therefore，precontrol of monkeypox epidemic has become a key issue around the world，and an effective laboratory 
virus detection method is the key to epidemic prevention and control. There is currently a set of complete procedures for the detection 
of monkeypox virus，involving virus isolation and culture，detection of antigens and antibodies，and nucleic acid detection with the 
methods such as polymerase chain reaction，isothermal amplification， and the emerging CRISPR/Cas nucleic acid detection technique. 
This article reviews the principles，characteristics and defects of the laboratory detection of monkeypox virus，so as to provide a refer⁃
ence for the prevention and control of monkeypox virus epidemic.
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猴痘病毒（monkeypox virus，MPXV）属于痘病毒科正痘

病毒属[1]，目前发现了 5种可感染人类的痘病毒，包括天花病

毒（ariola virus）、牛痘病毒（cowpox virus）、痘苗病毒（vaccinia 
viruse）、猴痘病毒等[2]。1958年首次在丹麦从进口的非洲绿

猴体内分离到猴痘病毒，研究表明其具有感染啮齿类、灵长

类以及其他哺乳动物的能力[2-3]，认为 MPXV 是一种人畜共

患病，但是其自然宿主依旧不清楚。1970年首次从 1例 9月

龄罹患天花样疾病的男婴体内分类到猴痘病毒[4]，之后认为

猴痘病毒主要在非洲国家和地区流行，2022年 5月英国报道

了猴痘病例之后，世界其他各地也相继报道猴痘病例，感染

病例出现了爆发式增长。2022 年 7 月 23 日 WHO 将猴痘疫

情确定为“国际关注的突发公共卫生事件”[3]。截至目前约

有猴痘感染病例 8万多例，死亡病例 149例。猴痘病毒疫情

严重威胁着人类的健康和生命，为了有效预防疫情的传播，

必须建立有效的检测方法为疫情防控提供可靠的依据。本

文重点回顾分析猴痘病毒实验室标本采集保存，以及检测技

术的原理特点和优缺点，期望为MPXV疫情防控提供一定的

参考依据。

1　猴痘病毒

MPXV病毒形态为类似砖状，大小 200～250 nm[5]。病毒

由 1个长约 197 kb的线性双链DNA构成，见图 1A，包含 190
多个开放阅读框（open reading frame，ORFs），基因组由中央

区、可变区和反向末端重复序列（inverted terminal repeats，
ITRs）构成，其中中央区的长度约为 101 476 bp，其在病毒的

进化过程中相对比较保守，主要编码病毒复制过程中的必须

酶和结构蛋白，如 D1Ｒ~D13Ｒ。ITRs 位于基因组的末端，

长约 6 379 bp，可变区和 ITRs主要编码与宿主相互作用的蛋

白，见图 1B[6]。MPXV 的生活周期都在宿主胞浆内完成，病

毒转录和复制所需的酶和蛋白都由病毒自身基因编码[5]。
MPXV 成熟过程中，形成 2 种不同的病毒颗粒：胞外囊膜病

毒（extracellular enveloped virus，EEV）和胞内成熟病毒（intra⁃
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cellular mature virus，IMV）[6]， IMV和EEV都有感染宿主细胞

的能力。MPXV自从报道以来，主要在中非（刚果盆地）和西

非地区以人畜共患模式呈地方性流行[7]。
1.1　猴痘病毒的分类

随着研究的深入，发现猴痘病毒主要来自于两个分支，

分别是Ⅰ进化分支（刚果盆地或中非）和Ⅱ进化分支（西非进

化支），其中Ⅰ分支具有较强传染性和致病性，其致死率大约

为 11%左右[3]，分支Ⅱ是致病性和传染性相对较低。目前研

究认为引起世界大流行主要是由Ⅱ分支引起[8]。
1.2　猴痘病毒的传播途径

研究表明猴痘病毒是一种人畜共患病，可通过动物传给

人，也可人传人。猴痘病毒侵入的主要途径，皮肤、黏膜、呼

吸道分泌物、血液等。其主要传播方式直接或间接接触感染

者污染物、飞沫传播[7，9]。此外，妊娠期间可通过胎盘发生垂

直传播，导致先天性猴痘感染。临床常见的潜伏期一般为

6~13 d。

2　标本类型和标本保存

依据WHO指南猴痘病毒标本分为以下几种类型：皮肤

病变材料，病变渗出液、病变组织和病变结痂组织、口咽拭

子、直肠或生殖器拭子、尿液、精液、全血、血清或血浆[9]。

WHO推荐实验室确诊采用口咽拭子。MPXV标本采集后1 h
内冷藏（2～8 ℃）或冷冻（-20 ℃或以下）。如果运输时间超

过 7 d，样品应保存在-20 ℃或以下，如果长期保存标本建议

置于-70 ℃。标本的运输应符合国家和/或国际法规，疑似或

确诊的 MPXV病例标本（包括临床标本、病毒分离物和培养

物）应作为 A 类“可感染人类的感染性物质”（UN2814）运输

包装标准。

3　猴痘病毒实验室检测方法

3.1　猴痘培养分离

猴痘病毒可以接种在鸡绒毛尿囊膜（chick chorioallan⁃
toic membrane，cAM）上形成肉眼可见的病变（称为痘痘），痘

的大可以区分不同的痘病毒感染，其形态学特征可以用显微

镜观察。猴痘病毒分离株可以在兔肾细胞系生长，在感染细

胞后的 24~48 h观察到细胞病变[10]。培养不适合大规模的检

测应用，耗时长，需要实验室的安全级别为 3级（BSL3），存在

一定获得性感染风险[11]。
3.2　猴痘病毒免疫学诊断

免疫学诊断作为一种常见的病毒诊断方式。如血球凝

集测试是一种简单而便宜的方法，其检测的基本原理是基于

红细胞在病毒存在下凝集作用[12]。另外一种基于血球凝集

图 1　猴痘病毒和基因结构以及检测方法的原理结构示意图
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原理的血球凝集抑制（hemagglutination，HI）测定方法，主要

应用病毒特异性抗体和抗原检测[13]。目前已经使用血球凝

集和 HI检测 MPXV[14]。此检测方法不能区分 MPXV 与天花

病毒和痘苗病毒，但可以区分牛痘和 MPXV，此方法可以用

来评估毒株的进化关系。目前基于侧向流技术（lateral flow 
technology，LFE）建立一种抗原检测商业化正痘病毒（orthopox 
virus，OPV）的检测方法，其检测病毒的载量为 104 PFU/mL[15]。
酶联免疫吸附试验（enzyme-linked immunosorbent assay，
ELISA）是一种广泛蛋白检测方法。以 MPXV 病毒表面的

A27蛋白为靶标蛋白建立ELISA方法测定猴痘病毒，检测限

的范围 103 PFU/mL[16]。A27蛋白具有很强的抗原捕获能力，

基于此建立了抗体免疫分析柱（antibody immuno column for 
analytical processes，ABICAP）快速检测猴痘病的方法，其检

测的限为 103 PFU/mL，检测时间为 45 min[17]。研究人员建立

的蛋白质阵列斑点印迹技术（dot immunoassay），在 39 min内

检测 MPXV 病毒，检测范围为 103~104 PFU/mL[18]。基于侧向

流技术（lateral flow assay，LFA）建立的猴痘快速检测方法，

20 min 内完成唾液中 104~105 PFU/mL 的猴痘病毒检测 [19]。
基于免疫法建立痘病毒检测方法，是一种快速，简单猴痘病

毒检测方法，部分方法可实现 30 min内完成病毒的检测，可

以实现自我检测，但是免疫学检测由于方法学本身缺陷，存

在特异性差的问题。

3.3　基因组测序检测

基因组测序是鉴定新毒株或发现变异毒株最有效方法，

为传染病防控提供更为有效和准确的手段。目前已经建立

一系列商业化的猴痘病毒基因组测序平台，截至目前 NCBI 
数据库中已经收录 6 190 个 MPXV 毒株基因的参考序列

（NCBI Monkeypox genome sequences）。这些基因序列来自

于流行国家和地区。全基因组测序是一个耗时的过程，需要

昂贵的仪器、训练有素的技术人员和熟练的生物信息人员进

行计算分析，不适合临床大规模应用。

3.4　基于PCR的猴痘病毒检测

聚合酶链式反应（polymerase chain reaction，PCR）是核

酸检测的金标准，已经应用到许多的领域，如病毒的核酸检

测，癌症基因突变检测等。随着猴痘疫情不断蔓延，WHO指

南将 PCR 检测确定为猴痘病毒核酸检测的标准方法[9]。传

统PCR方法，首先通过PCR扩增目标片段，然后通过限制性

内切酶消化目的片段，然后电泳分析目标分子。研究人员构

建 MPXV 毒株血凝素 PCR（hemagglutinin PCR，HA-PCR）
法[20]。HA-PCR可以区分不同的MPXV分离株，提高的 PCR
检测的准确性，此方法使用一系列的限制性内切酶，鉴定分

离毒株，但是该方法实验操作过程复杂，容易造成实验室的

污染等。基于传统的 PCR 存在的问题，建立了实时荧光定

量 PCR，其具有快速、灵敏等优点。但 MPXV 实时荧光定量

PCR检测过程中也存在一系列问题，MPXV病毒基因组本身

的特点，GC 含量比较低，与其他病毒基因组的同源性比较

高，导致了 PCR 引物和检测探针设计具有一定的挑战性。

研究人员开发了一种基于微沟结合蛋白（minor-groove-
binding protein-based，MGB）探针的PCR检测技术，该方法极

大的提高探针与模版之间的稳定性，增加了检测的灵敏度和

特异性，此方法可以应用于 MPXV 单核苷酸多态性检测[21]，

检测限 10 ng。基于西非和刚果盆地 2个流行毒株毒力的显

著差异，然而 2个分支基因序列同源性接近 99%，对 PCR 引

物和探针设计提出了很大的挑战[22]。为了克服探针设计的

困难，通过对 2个主要流行分支基因序列进行对比分析，发

现 G2R 基因位于西非分支末端区域，因此在 G2R 区域设计

探针和引物，命名为西非 MPXV 特异性检测探针（G2R-
WA），然而在刚果盆地分支分析发现C3L蛋白基因为其特异

性，是针对刚果盆地MPXV进行检测[23]。另外一种基于多重

PCR可以显著减少共存病原体的识别序列的错误，可以检测

天花病毒、水痘-带状疱疹病毒和MPXV多重检测方法，特异

性为 100%，检测限为每个反应 20个拷贝[24]。基于荧光定量

PCR的检测技术，已经被WHO推荐为猴痘病毒检测的金标

准，可有效实现猴痘病毒检测，提高检测效率，约需 4~6 h但

需要专业实验室和专业的技术人员。基于传统 PCR设备耗

时长，研究人员开发硅基 PCR 芯片技术，5 min 可完成 40 
PCR扩增，该设备携带方便，操作方便[25]，有望成为一种新的

猴痘病毒核酸检测设备。

3.5　基于等温扩增技术检测猴痘病毒

伴随着分子生物学技术的不断发展，极大推进了等温

扩增技术的发展。目前已经报道或应用于临床的等温扩增

方法有多种。环介导的等温扩增（loop-mediated isothermal 
amplification，LAMP）和重组酶聚合酶扩增（recombinase poly⁃
merase amplification，RPA）是基于等温核酸扩增的病毒检测

方法见图 1C 和 D[26]。LAMP 技术一般需要 3 对引物，在 60~
65 ℃完成体外扩增[27]。目前已经建立了西非猴痘病毒等温

扩增技术（West African LAMP，W-LAMP）和刚果猴痘病毒

（Congo Basin MPXV C-LAMP）测定平台，采用核酸电泳和限

制性内切酶分析扩增产物[28]。目前建立的另一种 LAMP 快

速检测猴痘病毒方法，该检测平台采用硅基芯片技术，可在

5 min 内完成 40 个扩增循环，设备携带方便，操作简便等优

势[25]，其是一种很有希望的核酸等温检测技术，反应时间~
6 min。重组酶聚合酶扩增（recombinase polymerase amplifi⁃
cation，RPA）[29]检测过程需要一对反应引物，检测温度大约

在 37～42 ℃完成体外扩增的过程。目前基于 RPA 建立的

MPXV-RPA检测方法，42 ℃体外扩增，3～10 min完成检测，

检测限为 16 copies/μL，经过临床标本的验证，特异性为

100%，灵敏度为 95%[29]。目前针对猴痘病毒核酸检测建立

等温扩增如LAMP和RPA，可有效检测MPXV。

3.6　基于CRISPR/Cas技术的猴痘核酸检测

随着对 CRISPR/Cas12 研究的深入，发现 CRISPR/Cas12
不仅仅可以用于基因编辑还可以用于基因的检测。目前已

有基于 CRISPR/Cas12 建立的 MPXV 核酸检测系统，即利用

CRISPR/Cas12联合RPA等温扩增建立的MPXV核酸检测技

术（CRISPR/Cas12a-mediated recombinase polymerase amplifi⁃
cation，CRISPR-RPA），见图 1E。CRISPR-RPA 是一种可视

化的MPXV检测方法：首先采用重组酶等温扩增技术靶标区

域核酸序列进行扩增，然后 CRISPR/Cas12a 在引导 RNA
（guide RNA，gRNA）的引导下识别靶向 DNA 序列并激活

Cas12a 的靶向和非靶向切割 DNA 作用，非靶向切割荧光标

记的单链 DNA（signal strand DNA，ssDNA）序列产生荧光信

号。该技术的检测限为10 copies/反应，45 min内完成D14L和
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ATI基因的检测[30]。CRISPR-RPA系统实现实时可视化检测

读取检测信号的能力。基于CRISPR/Cas12在痘病毒核酸检

测的能力，Chen Q等[31]建立了CRISPR/Cas12联合RPA快速检

测猴痘病毒的方法（CRISPR/Cas12a-mediated recombinase 
polymerase amplification monkeypox virus，CRISPR/Cas12a-
MPXV），针对猴痘病毒的B7R基因区设计RPA引物和gRNA。

gRNA 引导下 CRISPR/Cas12a识别靶向序列，激活 Cas12a 靶

向切割双链 DNA（double strand DNA）和非靶向切割双荧光

标记 ssDNA的能力产生荧光信号，通过荧光酶标仪或紫外灯

光下肉眼读取荧光信号。CRISPR/Cas12a-MPXV 检测猴痘病

毒系统，微孔法的检测限为22.4 amol/L（13.5 copies/μL），肉眼

可视化读取信号，两步法检测限为 75 amol/L（45 copies/μL），
一步法检测限为25 amol/L（15 copies/μL）。其为一种敏感而精

确的视觉检测方法，检测时间约 35 min[31]。CRISPR/Cas12a-
MPXV 是一种可靠、便宜的 MPXV 核酸检测方法[31-32]。基于

CRISPR/Cas12a 的猴痘病毒核酸检测方法，具有检测速度

快，操作简单等优点。

4　结 论

MPXV病毒现已全球传播，及时有效的检测方法是控制

疫情的关键，因此需要建立有效的病毒检测手段。目前在传

染性病毒实验室检测方面，已经有一系列的传统方法

（表 1），但均因各种问题制约了其实际应用，例如：①病毒分

离培养方法，需要在 3级实验室中进行，因此限制了其应用，

不作为猴痘病毒诊断的常规方法；②电子显微镜病毒形态分

析法，多用于科学研究，尚不能作为病毒检测的常规手段；

③抗体检测法，虽然诊断病毒感染具有一定的灵敏度，但对

MPXV 的特异性较差；④抗原检测方法，虽然快速、经济，但

检测灵敏度较低，因此限制了其临床大规模应用。

分子生物学的快速发展极大推动了病毒检测技术的革

新，近年来涌现出一系列新技术新方法（表 1），但也都各有

优劣，例如：①PCR方法，作为核酸检测的传统金标准，其在

病毒核酸的检测过程中也存在一系列缺陷，而且难以实现床

旁快速检测（POCT）；②等温扩增核酸检测技术[33]，理论上讲

可以应用于 MPXV的诊断，但 LAMP检测技术需要用到 3对

引物，生物信息学设计复杂，对技术要求很高；③RPA技术，

虽然可以装备智能手机用于POCT检测且反应条件温和，但

是和 PCR 技术一样，其反应过程可被高浓度的基因组 DNA
所抑制，且多重检测过程中不同基因或目标的 RPA 引物会

竞争RPA蛋白质，从而抑制扩增效率。④CRISPR/Cas12a技
术，其检测过程需要 CRISPR-Cas12a 联合 RPA 技术共同开

发猴痘病毒检测平台，极大提高了检测速度和效率，然而应

用CRISPR/Cas12a的核酸检测过程中，Cas12a和DNA聚合酶

因竞争靶向 DNA 链而抑制 RPA 的扩增效率，因此需要对

CRISPR/Cas12a系统进行不断优化。

随着传染性疾病的反复出现，研究人员开发出了一些可

穿戴设备，应用到传染性疾病检测过程中并实现了居家检

表 1　猴痘病毒检测方法

项目

病毒培养

侧向流技术

ELISA
ABICAP
斑点免疫分析
法

侧向流技术

MGB-PCR
G2R WA
C3L
Multiplex-PCR
Ultrafast PCR 
Equipment
Real-time PCR
Real-time PCR
Real-time PCR
W-LAMP
C-LAMP
MPXV-RPA
CRISPR/Cas12
a- MPXV
CRISPR-RPA

扩增
方法

N
N
N
N
N
N

PCR
PCR
PCR
PCR
PCR
PCR
PCR
PCR

环介导的
等温扩增

环介导的
等温扩增

重组酶等
温扩增

重组酶等
温扩增

重组酶等
温扩增

扩增
时间

N
N
N
N
N
N
-
-
-
-

10~15 min
1~1.5 h
1~1.5 h
1~1.5 h
约60 min
约60 min
3~10 min

35~60 min
45 min

检测
总时间

24~48 h
15~30 min

~5 h
45 min
39 min
20 min

-
-
-
-
-

2~4 h
2~4 h
2~4 h

-
-

15 min
-
-

R
N
N
N
N
N
N
-
-
-
-

0.997 2
-
-

0.997
-
-
-

0.990
-

靶标

N
-

A27
A27

-
-

B6R
G2R
C3L
F3L
DFV
B7R

N3R，F3L
G2R
ATI

D14L
G2R
B7R

D14L，ATI

特异性

N
-
-
-
-
-

100%
  84%
  89%
100%

-
-

100%
99.8%
100%
100%
100%

-
-

检测限

-
104空斑形成单位/mL
103空斑形成单位/mL

104 P空斑形成单位/mL
103~104空斑形成单位/mL
104~105空斑形成单位/mL

2 fg
0.7 fg~1.7 fg

9.46 fg
20 copies/μL

-
50 copies/反应

50~250 copies/μL
8.2∼4.4 copies/μL
103 copies/反应

102~104 copies/反应

6 copies/μL
22.4~75 amol/L
10 copies/反应

信号

显微镜

侧向流技术

ELISA
ELISA

斑点免疫分析法

侧向流技术

荧光信号

荧光信号

荧光信号

荧光信号

荧光信号

荧光信号

荧光信号

荧光信号

电泳

电泳

荧光信号

可视化

紫外灯下
可视化

参考
文献

[10]
[15]
[16]
[17]
[18]
[19]
[21]
[23]
[23]
[24]
[25]
[34]

[34]
[28]
[28]
[37]
[31]
[30]
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测。在未来研究过程中应该将传统的检测技术与AI技术相

结合，实现操作简单、便携的猴痘病毒快速检测。
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