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气溶胶中冠状病毒的检测
使用凝胶膜过滤器采集SARS-CoV-2病毒并进行PCR检测
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急性呼吸综合征冠状病毒（SARS-CoV-2）的爆发和传播已成为全球医疗和经济体系面临的最大挑战之一。由于SARS-CoV-2
以气溶胶作为主要传播路径的证据越来越明显，因此科学、政治和卫生机构均强调亟需进一步研究液滴或气溶胶形式的病毒
传播途径。随着疾病大流行的发生，可靠的空气监测解决方案将成为衡量和管理流行病动态的关键。在本研究中，我们证明了
使用凝胶膜过滤器成功采集并检测出SARS-CoV-2参考病毒，并指导如何将使用凝胶膜过滤器进行空气采样与病毒PCR检
测方案相整合。
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背景
越来越多的科学证据表明，空气传播是冠状病毒的关键途径
7、8、9、11、12、13、14、15、16。因此，世界卫生组织（WHO）更新了感染预防
措施的含义a。美国疾病控制与预防中心（CDC）更新了其对
SARS-CoV-2空气传播的科学简介b。

由于欧洲当前正面临第二波SARS-CoV-2疫情，因此医疗组
织和政府正寻求制定措施以防止国家医疗系统崩溃，同时平
衡经济损失和对社会产生的副作用。尽管定期监控空气传播
病毒的官方法规尚未实施，但科学和医学界强烈建议在疫情
期间实施空气监测1、5、7、8、9。

而凝胶膜过滤法是一种能简单、有效且灵敏地监测空气中微
生物和病毒的方法1、2、3、4、5。水溶性凝胶膜（GMF）对于冠状病
毒采样的的适用性已经得到了证明1、3、4、5、6、7、8、11。凝胶膜的病
毒截留率高达99.8％，具有出色的病毒收集效率2、4。

再结合灵敏的检测方法（例如实时逆转录聚合酶链式反应
（RT-qPCR）），凝胶膜空气采样法可应用于多种场景中，加强
对由空气中病毒传播引起的流行病的监测和管理。多项研究
表明，使用凝胶膜过滤器进行空气采样后再进行PCR分析，
可提供优于其他检测方法的回收结果，并提供可靠的空气传
播病毒检测流程3、6。简而言之，在空气采样期间被水溶性凝
胶膜捕获的所有病毒颗粒都可以在极少量的去离子水或任
何其他适当的缓冲液或培养基中回收。这对于随后通过核酸
扩增进行的检测提供了完美的条件1、3、5、7。要快速、灵敏且针
对性地确定是否存在微生物，定量实时PCR是适当的方法2、3、

5、10。要测定是否存在SARS-CoV-2，在定量PCR期间，进行病
毒cDNA扩增之前先进行RNA提取和逆转录。各国和国际间
的卫生组织针对使用PCR方法进行SARS-CoV-2病毒检测提
供了协商一致且统一的指导。本研究中使用了SARS-CoV-2
的替代病毒利用凝胶膜进行采样。

材料和方法
我们根据CDC建议的RT-qPCR方案评估了使用凝胶膜过滤
器对空气样品中AccuPlex™ SARS-CoV-2替代病毒（Verifica-
tion Panel Sera Care）进行检测的可行性10。参考材料为可用
于基于PCR的SARS-CoV-2检测分析验证的全分子对照。定
量的病毒替代涂层包含重组材料，可以监测逆转录之前的
RNA提取和CDC公开共识序列的扩增。

用凝胶膜过滤器收集病毒替代颗粒并溶解，得到每毫升载样
量分别为60、600、6,000和60,000个参考颗粒的液体样
品。将溶解的样品等分，并立即进行RNA提取，或在+4°C下保
存长达十周，然后再次溶解。根据CDC指南（“新型冠状病毒
（2019-nCoV）实时RT-PCR诊断试剂-使用说明 ” 1 0），在

BioRad Touch CFX96深孔和Roche Light Cycler 480PCR仪
上进行了扩增和数据分析。

进行SARS-CoV-2样品制备时，将47mm赛多利斯凝胶膜
（12602--47----ALN）与1.7毫升0.2％的吐温和相应浓度的

AccuPlex™SARS-CoV-2病毒替代颗粒混合。将加入病毒的
凝胶膜在37℃下溶解十分钟，摇动以加速溶解。取空白的47 
mm凝胶膜溶于1.7毫升0.2％的吐温中，作为提取-阴性对照
（NEC）。将样品等分，然后由两个独立的实验室通过PCR检
测SARS-CoV-2特异性目标序列。

取 1 4 0 µ L凝胶膜溶解液，按照制造商手册的说明，使用
“QIAamp®Viral RNAMini试剂盒”进行RNA提取。使用试剂盒
中提供的60µL AVE Buffer进行RNA洗脱。随后，将5 µLRNA
提取物转移到包含2019-nCoV_N1 / N2 / RP CDC EUA混合
引物/探针的TaqPath™一步RT-qPCR预混液中，以分别对
SARS-CoV-2 N1、N2或RP控制基因进行特异性扩增。分别使
用2019nCoV2_N_阳性对照（PC）和PCR级水（NTC）作为
PCR对照。PCR反应平行重复三次。通用快速指南另请参阅
表1。
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我们能够从凝胶膜中检测到参考病毒。采用C D C基于
RT-qPCR法的SARS-CoV-2检测方案，病毒浓度分别为60、
600、6,000和60,000颗粒/mL凝胶样品的SARS-CoV-2特
异序列扩增的Ct值请见表2。由于PC、NCT和RP基因对照扩
增结果正常（数据未显示），因此认为检测结果Ct值有效。空
白凝胶膜NEC对N1和N2序列无扩增。尽管病毒浓度较低的
样品检测受到RNA提取效率和PCR灵敏度的挑战，但所有检
测的病毒浓度均对N1和/或N2有扩增，且如预期结果存在差
异性。与预测相同，检测的稳定性随病毒浓度的增加而增加，
并且似乎与病毒的目标扩增区域相关（表2）。

由于我们旨在进行原理验证，对检测线仍需验证才能提供令
人信服的数据。

Ct阈值和评判标准设置可能因诊断评判而异，且随着环境空
气检测方法的优化，可以进一步提高检测方法的灵敏度。

结论
本研究中，我们证明用于空气采样的凝胶膜可与异建立的基
于RT-PCR的SARS-CoV-2检测方法成功整合。参照AccuPlex
™SARS-CoV-2替代病毒在所有检测浓度下都成功扩增。

在空气采样过程中使用可溶性凝胶膜截留的SARS-CoV-2等
病毒或其他微生物可浓缩至极小的体积，以适于后续核酸提
取等处理。因此，赛多利斯凝胶膜过滤器可将灵敏的空气监
测方法与基于RT-PCR的灵敏、快速的病毒检测相结合，从而
有助于了解流行病动态，并促进实施有效的传播和污染控制
措施以及采取预防措施。
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结果

表1 材料和方法快速指南

指南 材料

将47 mm 凝胶膜（GMF）和SARS-CoV-2替代病毒（或替代品）混合，
用1,7 mL 0.2％吐温（或替代品）在37°C下溶解10分钟

凝胶膜
3.0μM，47mm，无菌
Sartorius 12602--47----ALK (50)/ 12602--47----ALN (100)
AccuPlex™SARS-CoV-2验证试剂
Sera Care 0505-0129

取140μL溶解的样品进行RNA提取 QIAamp®Viral RNA Mini试剂盒
Qiagen 50次提取52904

分别将5μLRNA提取物（或PC / NTC）加入N1、N2和RP
RT-PCR预混液中

TaqPath™1步RT-qPCR预混液，CG ThermoFisher A15299

组分
无核酸酶水
TaqPath 1-Step MMix
混合引物/探针（N1、N2和RP）
样品或对照
总计

每个反应的用量
8.5 µL

5 µL
1.5 µL

5 µL
20 µL

2019-nCoV_N1 / N2 / RP混合引物/探针CDC EUA试剂盒
Integrated DNA Technologies 225390262

2019nCoV2_N_阳性对照
Integrated DNA Technologies 225390258

温度
25 °C
50 °C
95 °C
95 °C
55 °C

时间
2 min

15 min
2 min
3 sec

30 sec

循环数
1 ×
1 ×
1 ×

45 ×
45 ×

表2：凝胶膜（GMF）与不同浓度参照病毒进行SARS-CoV-2 N1和N2序列
扩增Ct值。

指导 Ct N1 Ct N2

n=6 n=6

GMF NEC 无扩增 无扩增

GMF+ 60 替代病毒/ mL 无扩增 40*

GMF+ 600 替代病毒/ mL 37 40**

GMF+ 6,000 替代病毒/ mL 36 41

GMF+ 60,000 替代病毒/ mL 32 36

* 6份中有1份** 6份中有2份
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