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分离技术在新型冠状病毒研究和防疫检测中的应用
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摘要：新型冠状病毒肺炎（ＣＯＶＩＤ⁃１９）疫情的爆发给世界公共卫生安全带来前所未有的挑战。 随着新型冠状病毒

（ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２）相关研究的不断深入，众多分析检测技术相继被应用，推动了病毒检测、疫苗和创新疗法的研发，从
而使疫情早日得到控制。 分离技术作为生命科学、医学、药学领域的关键技术，操作简单，分离效率高，选择性强，
在新型冠状病毒的分离、检测、诊疗及防疫中起到不可替代的作用。 该文以 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 或 ＣＯＶＩＤ⁃１９ 为关键词在

ＩＳＩ Ｗｅｂ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅ 中进行主题检索，归纳了 ２０２０ 年度新型冠状病毒相关的研究论文，简要介绍主要的研究方向，
并对国际顶级学术期刊 Ｎａｔｕｒｅ， Ｓｃｉｅｎｃｅ， Ｃｅｌｌ 的论文发表情况进行了统计。 通过检索影响因子较高的期刊，综述

了新型冠状病毒研究中主要应用的分离技术，并从亲和色谱和尺寸排阻色谱、液相色谱、磁珠分离、离心、微纳分离

以及电泳 ６ 个方面进行说明。 综述统计了亲和色谱和尺寸排阻色谱纯化的病毒相关蛋白，并介绍了其在新型冠状

病毒传播、感染机制以及药物筛选中的应用；介绍了液相色谱对病毒候选药物评估以及复杂基质中单一成分的鉴

定；介绍了磁珠分离在细胞分离、核酸提取和免疫学检测中的应用；介绍了离心对病毒颗粒、细胞以及血清的分离；
介绍了微纳分离结合其他技术以实现病毒蛋白的高灵敏检测；简要介绍了电泳在聚合酶链式反应（ＰＣＲ）产物分析

中的应用。 该文综述了 ２０２０ 年度新型冠状病毒研究和防疫检测中分离技术的应用情况，分析了分离技术在新型

冠状病毒检测中发挥的作用，旨在为从事分离研究的科研工作者提供一些参考。
关键词：分离技术；亲和色谱；尺寸排阻色谱；液相色谱；磁珠分离；离心；微纳分离；电泳；新型冠状病毒
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　 第 ７ 期 李林森，等：分离技术在新型冠状病毒研究和防疫检测中的应用

　 　 ２０２０ 年 １ 月爆发的新型冠状病毒肺炎（ＣＯＶ⁃
ＩＤ⁃１９）在短时间内迅速蔓延全球，给世界公共卫生

体系带来了前所未有的挑战［１］。 国际病毒分类委

员会将引发新冠肺炎的病毒命名为严重性呼吸综合

征冠状病毒 ２（ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２），它是一种单股正链

ＲＮＡ 病毒（β⁃冠状病毒属），早期通过表面凸起的刺

突糖蛋白（Ｓ 蛋白）结合受体细胞的血管紧张素转换

酶 ２（ＡＣＥ２），后经细胞内 ２ 型跨膜丝氨酸蛋白酶裂

解 ＡＣＥ２ 并激活 Ｓ 蛋白来促进病毒吸收，进而引起

病变［２］。 目前，疫情已持续 １ 年多，全球累计确诊病

例超 １ １８ 亿例，且仍呈增加趋势。 为了尽快控制疫

情，全球科研和临床医护人员联手攻关，从病毒的传

播途径、感染致病机制、快速检测诊断、疫苗开发等

多方面开展研究，在短时间内取得了一系列突破进

展。 分离技术作为生命科学、医学、药学等领域的关

键技术，在新型冠状病毒研究中发挥了不可替代的

作用。 其中，以色谱为代表的现代分离技术，在实现

病毒微量蛋白质纯化的同时能保持蛋白质活性和分

子结构完整，适用于发病机制、疫苗研发、临床治疗

等研究。 而以离心为代表的传统分离技术，是新型

冠状病毒研究的基础技术手段，方法简单快捷，可初

步分离病毒、细菌等大颗粒物质。

图 １　 ２０２０ 年新型冠状病毒研究文献数量分布
Ｆｉｇ． １　 Ｎｕｍｂｅｒ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐａｐｅｒｓ ｏｎ

ＳＡＲＡ⁃ＣｏＶ⁃２ ｉｎ ２０２０
ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２： ｓｅｖｅｒｅ ａｃｕｔｅ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ ２．

　 　 本文以“ＣＯＶＩＤ⁃１９”或“ＳＡＲＡ⁃ＣｏＶ⁃２”为关键

词，在 ＩＳＩ Ｗｅｂ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅ 数据库中进行主题检索，
截至 ２０２０ 年 １２ 月 ３１ 日为止，相关期刊论文已达

２６ １６０ 篇，研究方向包括普通内科学、公共环境卫

生、传染病学、药理学、分子生物学、化学等（见图

１）。 其中，国际顶级学术期刊 Ｎａｔｕｒｅ， Ｓｃｉｅｎｃｅ 和

Ｃｅｌｌ 分别发表新型冠状病毒相关论文 ６２、５８ 和 ４３
篇，论文中应用的分离技术主要有亲和色谱（ＡＣ）和
尺寸排阻色谱（ＳＥＣ）、液相色谱、磁珠分离和离心，
研究内容涉及新型冠状病毒的传播、溯源、治疗药

物、疫苗研发、临床防治和疫情防控等方面。 分析化

学类专业期刊发表相关论文有限，代表性期刊 Ａｎａ⁃
ｌｙｔｉｃａｌ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ 在 ２０２０ 年全年仅发表 １４ 篇新型

冠状病毒研究论文，其中 ２ 篇报道采用微纳分离技

术对病毒进行高灵敏检测。
　 　 本文总结了分离技术在新型冠状病毒研究、检
测和防疫中的应用，从亲和色谱和尺寸排阻色谱、液
相色谱、磁珠分离、离心、微纳分离和电泳 ６ 个方面

进行介绍。

１　 ＡＣ 和 ＳＥＣ

　 　 亲和色谱和尺寸排阻色谱是 Ｎａｔｕｒｅ， Ｓｃｉｅｎｃｅ
和 Ｃｅｌｌ 期刊报道文献中使用最频繁的蛋白质纯化

技术。 其中，ＡＣ 是通过生物分子与功能配基的特

异性作用对目标蛋白质进行分离纯化，是实验室中

生物大分子分离纯化最具特异性和高效性的技术，
但配基昂贵且偶联技术复杂，限制了其应用；ＳＥＣ
是根据相对分子质量差异对待测物中各组分进行分

离，优势在于分辨率高，操作简单，但对于样品纯度

要求很高，因此常用于亲和色谱后蛋白质的进一步

纯化。 在当前新型冠状病毒研究中，ＡＣ 与 ＳＥＣ 常

被用于纯化病毒表面 Ｓ 蛋白、ＡＣＥ２、Ｓ 蛋白受体结

合域（ＲＢＤ）等。
１．１　 新型冠状病毒传播研究

　 　 Ｓｈａｎｇ 等［３］使用镍离子金属螯合亲和色谱（Ｎｉ⁃
ＮＴＡ）对多聚组氨酸标签（Ｈｉｓ６ ⁃ｔａｇ）标记的 ＳＡＲＳ⁃
ＣｏＶ⁃２ 和 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ 的 ＲＢＤ 以及 ＡＣＥ２ 胞外域分

离纯化， 使用 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ 亲和色谱纯化重组人

ＡＰＯＭ 蛋白（Ｆｃ⁃ｔａｇ）标记的 ＡＣＥ２，随后用 ＳＥＣ 对

蛋白质进一步纯化。 通过比较分析 ＡＣＥ２ 对 ＳＡＲＳ⁃
ＣｏＶ⁃２、ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ 以及蝙蝠冠状病毒 ＲａＴＧ１３ 的识

别差异，揭示 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 在动物和人类之间的潜

在传播。 以同样方法分离纯化 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２、ＳＡＲＳ⁃
ＣｏＶ 和中东呼吸综合征冠状病毒（ＭＥＲＳ⁃ＣｏＶ）的

ＲＢＤ 以及 ＡＣＥ２ 胞外域后，Ｓｈａｎｇ 等［４］ 对比分析

ＡＣＥ２ 与 ３ 种病毒 ＲＢＤ 的结合差异，为病毒干扰策

略研究提供参考。
１．２　 病毒感染机制研究

　 　 Ｙａｎ 等［５］通过链霉亲和素突变体（Ｓｔｒｅｐ⁃Ｔａｃｔｉｎ）
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琼脂糖凝胶和 ＳＥＣ 纯化了亲水性多肽标签（ＦＬＡＧ⁃
ｔａｇ）标记中性氨基酸转运蛋白（Ｂ０ＡＴ１）和链霉亲和

素结合肽标签（Ｓｔｒｅｐ⁃Ｔａｇ）标记 ＡＣＥ２，研究在有无

ＲＢＤ 的情况下，ＡＣＥ２ 与 Ｂ０ＡＴ１ 复合物的晶体结构

差异，推动病毒感染的分子基础研究。 Ｈｉｌｌｅｎ 等［６］

利用组氨酸标记（ＨｉｓＴｒａｐ）亲和色谱柱纯化冠状病

毒复制和转录的主要 ＲＮＡ 聚合酶（Ｎｓｐ １２）及其辅

助因子 Ｎｓｐ ７ 和 Ｎｓｐ ８，分析这些蛋白质与 ＲＮＡ 依

赖性聚合酶的结构，应用于病毒 ＲＮＡ 复制研究。

表 １　 亲和色谱和尺寸排阻色谱在新型冠状病毒相关蛋白纯化中的应用

Ｔａｂｌｅ １　 Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｏｆ ａｆｆｉｎｉｔｙ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ （ＡＣ） ａｎｄ ｓｉｚｅ⁃ｅｘｃｌｕｓｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ （ＳＥＣ） ｉｎ ｔｈｅ
ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

Ｔａｒｇｅｔ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｔａｇ Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ｒｅｆ．
ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ ＲＢＤ （ｒｅｓｉｄｕｅｓ ３１９－５３５），
ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ ＲＢＤ （ｒｅｓｉｄｕｅｓ ３０６－５２１），
ＭＥＲＳ⁃ＣｏＶ ＲＢＤ （ｒｅｓｉｄｕｅｓ ３６７－５８８）

Ｃ⁃ｔｅｒｍｉｎａｌ （Ｈｉｓ） ６ ⁃ｔａｇ Ｎｉ⁃ＮＴＡ， ＳＥＣ ［４］

ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ ＲＢＤ （ｒｅｓｉｄｕｅｓ ３１９－５４１） Ｃ⁃ｔｅｒｍｉｎａｌ （Ｈｉｓ） ６ ⁃ｔａｇ Ｎｉ⁃ＮＴＡ， ＳＥＣ ［９］
ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ ＲＢＤ （ｒｅｓｉｄｕｅｓ ３０６－５２７）
ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ ＲＢＤ （ｒｅｓｉｄｕｅｓ ３３１－５２４） Ｃ⁃ｔｅｒｍｉｎａｌ （Ｈｉｓ） ８ ⁃ｔａｇ， ＡｖｉＴａｇ Ｎｉ⁃ＮＴＡ， ＳＥＣ ［１１］
ＲＢＤ （ｒｅｓｉｄｕｅｓ ３１９－５４１） Ｃ⁃ｔｅｒｍｉｎａｌ （Ｈｉｓ） ６ ⁃ｔａｇ Ｎｉ⁃ＮＴＡ， ＳＥＣ ［１２］
Ｓｐｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｃ⁃ｔｅｒｍｉｎａｌ （Ｈｉｓ） ８ ⁃ｔａｇ Ｎｉ⁃ＮＴＡ， ＳＥＣ ［１３，１４］
Ｓｐｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｃ⁃ｔｅｒｍｉｎａｌ （Ｈｉｓ） ６ ⁃ｔａｇ Ｎｉ⁃ＮＴＡ， ＳＥＣ ［９］
Ｓ⁃ＥＣＤ Ｃ⁃ｔｅｒｍｉｎａｌ ＦＬＡＧ⁃ｔａｇ Ａｎｔｉ⁃ＦＬＡＧ Ｍ２ ａｆｆｉｎｉｔｙ ｒｅｓｉｎ， ＳＥＣ ［１５］
ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ Ｓ ２Ｐ ｅｃｔｏｄｏｍａｉｎ Ｃ⁃ｔｅｒｍｉｎａｌ （Ｈｉｓ） ８ ⁃ｔａｇ， ＡｖｉＴａｇ Ｎｉ⁃ＮＴＡ， ＳＥＣ ［１１］
ＡＣＥ２ ｐｅｐｔｉｄａｓｅ ｄｏｍａｉｎ （ｒｅｓｉｄｕｅｓ １－６１５） Ｃ⁃ｔｅｒｍｉｎａｌ （Ｈｉｓ） ６ ⁃ｔａｇ Ｎｉ⁃ＮＴＡ， ＳＥＣ ［３，４］

Ｃ⁃ｔｅｒｍｉｎａｌ Ｆｃ⁃ｔａｇ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ ｃｏｌｕｍｎ， ＳＥＣ
ＡＣＥ２ ｓｔｒｅｐ ｔａｇ Ｓｔｒｅｐ⁃Ｔａｃｔｉｎ Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ， ＳＥＣ ［５］
ＩｇＧｓ ｎｏ ｔａｇ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｇ ｃｏｌｕｍｎ， ＳＥＣ ［９］
ＣＲ３３０２ Ｆａｂ ｎｏ ｔａｇ ＣａｐｔｕｒｅＳｅｌｅｃｔＴＭ ＣＨ１⁃ ５０ ＸＬ Ｐｒｅ⁃ｐａｃｋｅｄ

Ｃｏｌｕｍｎ， ＳＥＣ
ＩｇＧ１ ｎｏ ｔａｇ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ ｃｏｌｕｍｎ ［１０］
ＢＤ２３⁃Ｆａｂ ｎｏ ｔａｇ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ ｃｏｌｕｍｎ （ ｒｅｍｏｖｅ Ｆｃ ｒｅｇｉｏｎ ），

ＳＥＣ
［１４］

ＰＬｐｒｏ Ｎ⁃ｔｅｒｍｉｎａｌ （Ｈｉｓ） ６ ⁃ｔａｇ Ｎｉ⁃ＮＴＡ， ＳＥＣ ［８］
Ｍｐｒｏ Ｎ⁃ｔｅｒｍｉｎａｌ （Ｈｉｓ） ６ ⁃ｔａｇ Ａｎｉｏｎ⁃ｅｘｃｈａｎｇｅ， ＳＥＣ
Ｂ０ＡＴ１ Ｎ⁃ｔｅｒｍｉｎａｌ ＦＬＡＧ⁃ｔａｇ Ｓｔｒｅｐ⁃Ｔａｃｔｉｎ Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ， ＳＥＣ ［５］
Ｎｓｐ １２， Ｎｓｐ ７， Ｎｓｐ ８ Ｎ⁃ｔｅｒｍｉｎｕｓ （Ｈｉｓ） ６ ⁃ｔａｇ ＨｉｓＴｒａｐ ｃｏｌｕｍｎ ［６］
Ｎｓｐ １２ Ｃ⁃ｔｅｒｍｉｎｕｓ （Ｈｉｓ） １０ ⁃ｔａｇ Ｎｉ⁃ＮＴＡ， Ｈｉｔｒａｐ Ｑ ｉｏｎ⁃ｅｘｃｈａｎｇｅ ｃｏｌｕｍｎ，

ＳＥＣ
［７］

Ｎｓｐ ７， Ｎｓｐ ８ Ｎ⁃ｔｅｒｍｉｎｕｓ （Ｈｉｓ） ６ ⁃ｔａｇ
Ｎｓｐ １２ Ｃ⁃ｔｅｒｍｉｎｕｓ （Ｈｉｓ） １０ ⁃ｔａｇ Ｎｉ⁃ＮＴＡ， ＳＥＣ ［１６］
Ｎｓｐ ７， Ｎｓｐ ８ Ｎ⁃ｔｅｒｍｉｎｕｓ （Ｈｉｓ） ６ ⁃ｔａｇ
　 ＲＢＤ： ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｂｉｎｄｉｎｇ ｄｏｍａｉｎ； Ｓ⁃ＥＣＤ： Ｓ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｄｏｍａｉｎ； ＩｇＧｓ： ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ Ｇ； Ｆａｂ： ａｎｔｉｇｅｎ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｆｒａｇｍｅｎｔ；
ＰＬｐｒｏ： ｐａｐａｉｎ⁃ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅａｓｅ； Ｍｐｒｏ： ｍａｉｎ ｐｒｏｔｅａｓｅ； Ｂ０ＡＴ１： ｎｅｕｔｒａｌ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ； Ｎｓｐ： ｎｏｎ⁃ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ； Ｎｉ⁃ＮＴＡ：
ｎｉｃｋｅｌ ｎｉｔｒｉｌｏｔｒｉａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ．

１．３　 新型冠状病毒的药物筛选及疫苗设计

　 　 Ｇａｏ 等［７］ 用 Ｎｉ⁃ＮＴＡ 亲和色谱柱纯化了 Ｎｓｐ
１２、Ｎｓｐ ７ 和 Ｎｓｐ ８，解析了该聚合酶与抗病毒药物

瑞德西韦（ｒｅｍｄｅｓｉｖｉｒ）的结合方式。 Ｒｉｖａ 等［８］利用

Ｎｉ⁃ＮＴＡ 亲和色谱柱对 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 的木瓜蛋白酶

样蛋白酶（ＰＬｐｒｏ）和主蛋白酶（Ｍｐｒｏ）进行纯化，从
约 １２ ０００ 个临床阶段的小分子药物中筛选出 １３ 种

具有治疗效果的小分子抑制剂。 Ｙｕａｎ 研究组［９］ 将

Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｇ 亲和柱用于患者体内 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ 特异性

人类单克隆抗体 （ ＣＲ３０２２ ） 的 纯 化， 研 究 发 现

ＣＲ３０２２ 可有效结合 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 的 ＲＢＤ 蛋白，是
一种潜在的抗病毒药物。 Ｊｕ 等［１０］ 使用 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ
亲和柱对 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 感染者 Ｂ 细胞中 ＲＢＤ 特异

性单克隆抗体进行纯化，从 ２０６ 种纯化的单克隆抗

体中发现抗 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 中和活性抗体，且该抗体

基本不结合 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ 和 ＭＥＲＳ⁃ＣｏＶ。
　 　 表 １ 统计了上述 ＡＣ 和 ＳＥＣ 纯化的多种新型

冠状病毒相关蛋白质，并列举了纯化使用的蛋白

标签。
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２　 液相色谱

　 　 高效液相色谱（ＨＰＬＣ）具有高效、快速、灵敏度

高、重复性好等特点，是化合物纯度鉴定和生物大分

子分析的通用分析方法。 液相色谱⁃串联质谱（ＬＣ⁃
ＭＳ ／ ＭＳ）在保留色谱技术高效分离优势的同时，通
过 ＭＳ 获得待测组分丰富的结构信息，在药物代谢、
复杂基质单一成分鉴定、代谢组学研究等方面凸显

优势［１７］。
２．１　 新型冠状病毒候选药物评估

　 　 Ｚｈａｎｇ 等［１８］报告了冠状病毒药物靶标 Ｍｐｒｏ 与

α⁃酮酰胺抑制剂复合物的 Ｘ 射线结构，通过 ＬＣ⁃
ＭＳ ／ ＭＳ 分析确定 α⁃酮酰胺抑制剂 １３ａ 和 １３ｂ 具有

明显的肺向性。 Ｊｉｎ 等［１９］利用计算机辅助药物设计

筛选 Ｍｐｒｏ 抑制剂，测定了 １０ ０００ 多种药物或活性

化合物，并利用 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 分析确定依布硒啉、ＰＸ⁃
１２ 和卡莫呋对 Ｍｐｒｏ 的共价结合。 Ｍａ 等［２０］将非变

性质谱（ｎａｔｉｖｅ ＭＳ）用于 Ｍｐｒｏ 与 ４ 种潜在抑制剂

（波普瑞韦、ＧＣ⁃３７６ 以及钙蛋白酶抑制剂 ＩＩ 和 ＸＩＩ）
的结合表征，结果发现此 ４ 种化合物均能明显抑制

ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 在细胞内复制。 Ｍａｉｓｏｎｎａｓｓｅ 等［２１］ 基

于 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 研究了羟氯喹 （ ＨＣＱ） 在体外和

ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 感染猕猴中的抗病毒活性，通过定量

分析血清、血液以及肺组织中 ＨＣＱ 含量，发现 ＨＣＱ
没有明显的预防感染能力。
２．２　 复杂基质单一成分鉴定

　 　 Ｄａｉ 研究组［２２］ 针对 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 主要蛋白酶

Ｍｐｒｏ 设计合成了两种先导化合物 １１ａ 和 １１ｂ，通过

ＨＰＬＣ 鉴定其纯度，分别为 ９９ ８８％ 和 ９９ ２０％，这两

种化合物在体内均表现出有效的抗 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 感

染活性， 可作为候选药物用于后续临床研究。
Ｍｏｎｔｅｉｌ 等［２３］使用 ＨＰＬＣ 鉴定了鼠源重组 ＡＣＥ２，并
比较了鼠源重组与人重组 ＡＣＥ２ 在 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 抗

感染方面的差异。 结果表明，人重组 ＡＣＥ２ 可显著

降低细胞和多种人体器官模型的病毒感染，而鼠源

重组 ＡＣＥ２ 则没有此效果。 在对患病程度不同的新

冠病人及健康人员血清进行蛋白质组学和代谢组学

分析后，Ｓｈｅｎ 等［２４］ 利用超高效液相色谱⁃串联质谱

（ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ）从血清中分离鉴定并定量了 ８９４
种蛋白质和 ９４１ 种代谢物（包括 ３６ 种药物及其代谢

物），揭示了重症患者血清中特征蛋白质和代谢产

物的变化，为疾病严重程度评估提供参考。

３　 磁珠分离

　 　 磁珠分离技术可通过磁性颗粒表面修饰的官能

团或特异性抗体，从复杂基质中选择性结合靶标分

子，并在外磁场辅助下实现目标物富集，其分离效率

高、重复性好，但提取效率低且价格较高。 当前，磁
珠分离技术仍是新型冠状病毒分离的主要方法，且
有多款基于磁微粒⁃化学发光的检测试剂盒通过国

家药监局审批。 该试剂盒采用双抗原夹心原理，形
成化学发光剂 ／抗原⁃抗体⁃磁颗粒 ／抗原复合物，在
磁场辅助下分离结合状态和游离状态的化学发光剂

标记物，随后加入发光促进剂进行发光反应，通过对

发光强度的检测进行定量或定性分析。 磁珠分离技

术还能与病毒核酸自动化提取设备配套使用，对大

批量样本的核酸进行提取，方法操作简单，极大节约

了时间和人工成本，可显著提高核酸的检测效

率［２５］。
　 　 在新型冠状病毒研究中，磁珠分离技术主要应

用于细胞分离、核酸提取和免疫学检测。 Ｃａｏ 等［１４］

利用免疫磁珠从外周血单核细胞（ＰＢＭＣ）中负选分

离到 Ｂ 细胞，并用结合肿瘤坏死因子受体超家族 ７
（ＣＤ２７）抗体的磁珠进一步分离得到 ＣＤ２７＋记忆 Ｂ
细胞，通过高通量单 Ｂ 细胞测序对新冠康复期患者

体内中和抗体进行鉴定。 Ｚｈａｏ 等［２６］ 在磁性纳米颗

粒上涂覆了一层聚（氨基酯） ⁃羧基，利用核酸与羧基

之间强相互作用提取 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 的 ＲＮＡ。 该方

法将病毒遗传物质裂解、提取和结合步骤组合到一

起，得到的纳米颗粒⁃ＲＮＡ 复合物不需要额外洗脱

即可引入后续的反转录聚合酶链式反应 （ ＲＴ⁃
ＰＣＲ），极大提高 ＣＯＶＩＤ⁃１９ 的诊断效率。 Ｆａｂｉａｎｉ
研究组［２７］以磁珠为免疫载体，碱性磷酸酶为免疫标

记二抗，开发了一种唾液中 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 快速检测

的电化学免疫分析法。 所建方法可用于唾液临床样

本中 Ｓ 蛋白和核衣壳蛋白（Ｎ 蛋白）的检测，检出限

分别为 １９ ｎｇ ／ ｍＬ 和 ８ ｎｇ ／ ｍＬ。

４　 离心

　 　 离心技术操作简易，成本较低，是通过控制离心

机转速实现样品中蛋白质、核酸及细胞亚组分的分

离。 作为最基础的分离技术，离心技术在新型冠状

病毒检测中可用来分离血浆中的血清，用于抗体和

抗原的检测。 在新型冠状病毒实验室研究环节，通
过离心技术可分离鼻咽拭子中颗粒物质以及未消化
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的死细胞和纤维碎片，并反复离心清洗来沉淀纯化

病毒核酸。 相比于普通离心技术，超速离心技术具

有更强的离心力场，可迅速实现小颗粒（如病毒颗

粒、蛋白质等）的沉降分离。 Ｂａｏ 等［２８］ 使用超速离

心从 Ｖｅｒｏ Ｅ６ 病变细胞中沉淀获得病毒颗粒，研究

了 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 在表达人 ＡＣＥ２ 转基因小鼠中的致

病性。 Ｚｏｓｔ 等［２９］ 将超速离心用于 Ｓ 蛋白假型慢病

毒的分离，来测定两种单克隆抗体的中和能力，结果

显示假病毒比野生型病毒具有更敏感的中和表型，
证明在单克隆抗体效果测定中使用活病毒的必要

性。 此外，聚蔗糖⁃泛影葡胺（Ｆｉｃｏｌｌ⁃ｈｙｐａｑｕｅ）密度

梯度离心技术也被用于分离 ＰＢＭＣ，以研究普通冠

状病毒和 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 的免疫学差异［３０］。

５　 微纳分离

　 　 材料科学和电子技术的进步带动了微纳分离技

术发展，使其成为生物样品分析的重要技术手段。
微流控技术具有微型尺寸、样品量小、快速扩散、比
表面积大等优势，常与其他技术结合，用于 ＳＡＲＳ⁃
ＣｏＶ⁃２ 相关蛋白质的高灵敏检测。 Ｌｉｎ 等［３１］开发了

一种微流控免疫芯片，结合自制荧光检测器分析检

测了 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ ３ 种生物标志物（ ＩｇＧ、ＩｇＭ 和抗

原）。 该方法快速、灵敏、便捷，在 １５ ｍｉｎ 内即可完

成 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 检测。 Ｘｉｏｎｇ 研究组［３２］基于环介导

等温扩增技术（ＬＡＭＰ），开发了一种便携式 ＬＡＭＰ⁃
微流控集成系统，该系统使用小型圆盘状微流控芯

片（８１ ｍｍ），可在 ４０ ｍｉｎ 内同时识别 ７ 种已知人类

冠状病毒。 Ｆｕｎａｒｉ 等［３３］ 将电沉积方法用于一种光

微流体传感平台开发，通过比较金纳米钉在抗原⁃抗
体结合时局部折射率变化，在 ３０ ｍｉｎ 内实现 １ μＬ
血清样品中 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ Ｓ 蛋白特异性抗体测定，
检出限低至 ０ ０８ μｇ ／ Ｌ（ ～ ０ ５ ｐｍｏｌ ／ Ｌ）。 Ｔａｎ 研究

组［３４］提出了一种便携式化学发光微流体的酶联免

疫吸附测定（ＥＬＩＳＡ）技术，从候选蛋白质中筛选出

对 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ Ｓ１ 蛋白具有高亲和力和特异性的

Ｄ００６ 作为校准抗体，在 １５ ｍｉｎ 内可对血清中低至 ２
ｎｇ ／ ｍＬ 的 Ｓ１ 特异性 ＩｇＧ 进行定量评估。 此技术还

被用于 Ｓ１ 和 Ｎ 蛋白的高灵敏检测（４０ ｍｉｎ），检出

限分别为 ４ ｐｇ ／ ｍＬ 和 ６２ ｐｇ ／ ｍＬ。 Ｌａｋｓｈｍａｎａｎ
等［３５］将微流控芯片技术用于体外抗凝治疗的止血

效果评估，设计了一种具有两条正交通道的微流控

装置，其中一条通道作为血管模型，另一条通道用来

模拟损伤部位止血塞的形成，用于识别潜在的抗凝

靶点和试验药物，以此减轻 ＣＯＶＩＤ⁃１９ 相关的血栓

并发症。

６　 电泳

　 　 电泳技术利用带电粒子在电场中移动速率不同

而达到分离的技术，是生命分析领域重要分离手段

之一。 然而，在新型冠状病毒研究中电泳的许多应

用均可被分子生物学方法替代，且在实际检测中相

比于自动化设备和商品化试剂盒，其技术要求高，因
而应用有限，亟待后续研究拓展［３６］。 其中，琼脂糖

凝胶电泳（ＡＧＥ）是应用较多的电泳技术，常被用于

聚合酶链式反应 （ＰＣＲ） 产物分析。 Ｋｉｍ 等［３７］ 对

ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 的 ＲＮＡ 基因组结构进行了解析，并用

ＡＧＥ 方 法 验 证 了 测 序 发 现 的 亚 基 因 组 ＲＮＡ
（ｓｇＲＮＡｓ），进而揭示基因在 ＲＮＡ 基因组上的确切

位置。 Ｍｅｚａ⁃Ｒｏｂｌｅｓ 等［３８］ 提出一步嵌套式 ＲＴ⁃
ＰＣＲ，不需要实时热循环仪，通过 ＡＧＥ 即可实现新

型冠状病毒的定量检测。 该技术使用 ４ 个物种特异

性的诊断引物，可同时实现特定区域扩增和阳性对

照。 Ｓｉ 等［３９］对 ２ １８８ 例疑似 ＣＯＶＩＤ⁃１９ 患者的鼻咽

拭子样本进行分析，使用 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃
２， ＰＣＲ 片段分析结合毛细管电泳检测 １２ 种病毒，
以研究 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 和常见呼吸道病毒的流行病学

规律，以此提高疑似 ＣＯＶＩＤ⁃１９ 患者的诊断效率。

７　 结论

　 　 新型冠状病毒研究已取得一定进展，分离技术

在其中发挥着重要作用。 其中，ＡＣ 和 ＳＥＣ 广泛用

于病毒相关蛋白质纯化中；精密仪器制造业的发展，
促使 ＨＰＬＣ 分离效率的提升，是完成高灵敏度、快速

解决病毒代谢组学分析的关键手段；新材料和电子

技术的进步，带动磁珠和微纳分离技术的灵敏度提

升和应用范围拓展，尤其是对化学试剂消耗降低，实
现了对环境的友好，是解决细胞分析、核酸分离和免

疫学检测的首选技术；传统的离心技术在病毒颗粒

和细胞分离中发挥着不可替代的作用；电泳技术主

要用于 ＰＣＲ 产物分析。
　 　 当前，新型冠状病毒检测的难点主要集中在

“假阳性”和“假阴性”结果上。 作为新型冠状病毒

检测的“金标准”，核酸检测能检测出处于窗口期的

患者，但病毒载量差异、样品采集、诊断试剂质量、实
验操作等问题会导致“假阴性”结果；抗体检测操作

简单快捷，可作为核酸检测假阴性的有效补充，但其
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对灵敏度和特异性要求高，灵敏度低会产生“假阴

性”结果，特异性低则会产生“假阳性”结果。 分离

技术作为新型冠状病毒检测的关键技术，可分离纯

化复杂基质中病毒颗粒、核酸和蛋白质，减少基质中

干扰物质带来的“假阳性”结果；同时，分离技术与

新型检测技术结合，可进一步提高病毒相关蛋白质

检测的灵敏性和特异性，确保检测结果准确可靠。
　 　 综上所述，分离技术在新型冠状病毒研究和防

疫检测中应用广泛。 这些分离技术各具特色，根据

实验需要选用合适的分离技术，灵活组合，能有效推

动新型冠状病毒检测、疫苗和创新疗法的研发，使疫

情早日得到控制。
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