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  摘 要: 该文就新型冠状病毒肺炎的病原体核酸检测及生物安全等方面进行了概述,包括病例定义、检

测适应证、标本类型和标本采集、标本包装和运输、标本处理和核酸提取、病毒分子检测和结果判读,以及实验

室生物安全,旨在提升临床实验室的检测质量,保障生物安全。
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邓少丽 刘 丁

  新型冠状病毒肺炎(COVID-19)是指由新型冠状

病毒(SARS-CoV-2)感染导致的病毒性呼吸道疾病。
我国科学家从SARS-CoV-2感染者的支气管、肺泡灌

洗液标本中检测出泛β-冠状病毒核酸阳性,并利用Il-
lumina二代测序和Nanopore三代测序技术获得了病

毒的全基因序列。随后,国内各种核酸检测试剂盒相

继面世,主要包括实时荧光定量PCR(RT-qPCR)、恒

温扩增技术及快速卡式荧光PCR技术等。目前,RT-
qPCR成为SARS-CoV-2核酸检测的主流方法。随

着分子诊断的广泛开展,SARS-CoV-2实验室分子诊

断的灵敏度、特异度及实验室生物安全等问题成为研

究的焦点。进一步规范检测技术,确保实验室生物安

全是做好疫情防控工作的前提和保障。笔者根据多

年的实验室工作经验,结合抗击非典型肺炎、埃博拉

病毒及COVID-19等工作经历,从以下几方面进行系

统阐述,以期为临床实验室病原体核酸检测及生物安

全提供参考。
1 病例定义

1.1 疑似病例 疑似病例大多有流行病学史,如在

发病前14
 

d内有武汉市及周边地区或其他有病例报

告社区的居住史或旅行史;发病前14
 

d内与SARS-
CoV-2检测阳性者有直接接触史;发病前14

 

d内曾接

触过来自武汉市及周边地区或其他有病例报告社区

的发热或呼吸道感染症状患者;聚集性发病。针对疑

似病例,可对其进行流行病学史询问,并结合临床表

现进行综合分析。临床表现主要包括:发热或呼吸道

感染症状;具有COVID-19的影像学特征;白细胞计

数正常或降低,淋巴细胞计数降低。具有上述流行病

学史中的任何1项,同时符合临床表现中的2项者,
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则可定为疑似病例[1]。
1.2 确诊病例 具有实验室分子诊断的病原学证

据,确认为SARS-CoV-2核酸阳性的患者即可诊断为

确诊病例[2]。实验室分子诊断主要包括:RT-qPCR
检测SARS-CoV-2核酸阳性;病毒基因测序发现与已

知的SARS-CoV-2高度同源;除鼻咽拭子外,采集其

他体液、分泌物进行病毒核酸检测结果阳性[1]。目

前,RT-qPCR检测病毒核酸是实验室确认的首选方

法。血清SARS-CoV-2特异性IgM 抗体和IgG抗体

阳性也可作为病原学证据,对病毒核酸检测进行有效

补充[3]。
1.3 可能病例 除了确诊病例和疑似病例的定义

外,从实验室诊断的角度,笔者建议需要设置可能病

例。可能病例可定义为有明确流行病学史和临床症

状,但RT-qPCR检测结果阴性。按照国际应对埃博

拉病毒、中东呼吸综合征冠状病毒的惯例,设置可能

病例可减少核酸检测假阴性引起的漏诊[4]。同时,建

议对可能病例进行SARS-CoV-2核酸重复检测。
此外,对于接触过COVID-19确诊病例,且未进

行有效防护的人群,也应纳入分子检测中。主要包括

以下情况:与确诊病例共同生活;对COVID-19患者

提供医疗诊治、护理时存在相关暴露;与确诊COVID-
19的医护人员一起工作;直接接触过确诊病例的呼吸

道分泌物者等。
2 临床实验室检测

  鉴于现阶段SARS-CoV-2感染仍在流行,为更好

地开展核酸检测工作,各医疗机构临床实验室应在确

保生物安全和检测质量的前提下开展RT-qPCR,用

于临床COVID-19诊断。RT-qPCR核酸检测的适应

证包括:(1)用于确诊疑似病例;(2)筛查有流行病学

史的人群;(3)鉴别诊断发热、社区获得性肺炎及急性

呼吸窘迫综合征患者等。同时建议实验室也应该检

测其他呼吸道相关病原体,如流感病毒、副流感病毒、
呼吸道合胞病毒等,但不应该因为增加检测项目而延

误对SARS-CoV-2的及时检测。
2.1 标本类型和标本采集 SARS-CoV-2检测的标

本类型包括呼吸道标本、血液标本、消化道标本[1]。
呼吸道标本包含鼻咽拭子、口咽拭子、鼻咽抽取物、深

咳痰液、支气管灌洗液、肺泡灌洗液等,见表1。由于

SARS-CoV-2造成的是下呼吸道感染,对患者而言,
深咳痰液和支气管、肺泡灌洗液等下呼吸道标本为核

酸检测首选[5]。但由于临床取样困难,目前核酸检测

常用标本为鼻咽拭子和口咽拭子,但重症病例应优先

采集下呼吸道标本,如深咳痰液和支气管、肺泡灌洗

液。上呼吸道标本的采集十分重要,合格的标本是检

出的关键。鼻咽拭子和口咽拭子标本应分别从鼻咽

壁和口咽壁正确采集,以提高检测阳性率,而不是简

单地从鼻孔或口腔采集。在标本收集中,可将鼻咽拭

子和口咽拭子置于同一病毒保存液中。为保证病毒

核酸的稳定性及检测的灵敏度,建议选用带塑料杆的

合成纤维植绒拭子,不宜使用海藻酸钙拭子或木杆拭

子,因为其可能含有灭活病毒和抑制PCR反应的物

质。对于无症状者,诱导排痰或强迫咳痰有助于收集

下呼吸道标本。在诊断标准中,血液标本也可用于检

测SARS-CoV-2,但在临床检测中其阳性率低,不建

议作为SARS-CoV-2筛查的常规检测标本。

表1  SARS-CoV-2检测的标本类型、容器与保存液及转运条件

标本类型 容器与保存液 转运条件

上呼吸道标本 鼻咽拭子 含培养液的采样管

口咽拭子 含培养液的采样管

鼻咽抽取物 含培养液的采样管 1.所有标本放入带螺旋盖的标本采集管。

下呼吸道标本 深咳痰液 含3
 

mL培养液或痰消化液的

螺口无菌管

2.涉及外部运输标本按照A类或B类感染性物质进行

三重包装。
支气管灌洗液 生理盐水冲洗30~50

 

mL 3.建议尽快检测;24
 

h内检测可置于4
 

℃保存;24
 

h内

无法检测置于-70
 

℃或以下保存。

肺泡灌洗液 生理盐水冲洗30~50
 

mL 4.需外部运输的标本用干冰制冷方式保存。

消化道标本 粪便 取黄豆粒大小(约10
 

g)于1
 

mL保存液中

肛拭子 含培养液的采样管

血液标本 血液 乙二胺四乙酸(EDTA)抗凝管

  在对有症状的确诊、疑似或可能病例进行常规标

本采集时,采集人员应严格按照中国国家卫生健康委

员会《新型冠状病毒肺炎实验室检测技术指南》的要

求,个人防护装备包括N95及以上的防护口罩、护目

镜、连体防护服、双层乳胶手套、防水靴套[1]。如果接

触患者血液、体液、分泌物或排泄物时,应及时更换外

层乳胶手套。此外,当气管插管、支气管或肺泡灌洗、
咳痰等气溶胶暴露时,应加戴正压头套或全面型呼吸

防护器。采集人员除需熟练掌握个人防护用品的使

用技能外,还需经当地疾病预防控制中心或所在医疗

机构的相关标本采集培训。门诊和住院患者由所在

医院医护人员负责采集;密切接触者标本由当地疾病
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预防控制中心采集。采集过程最好在配有负压通风

系统或每小时6~12次换气的常压隔离单人间内进

行。严格限制参与采集工作的医护人员人数,避免不

必要的接触。采集人员在接触患者前后,以及在脱卸

个人防护用品的每一步骤前后,均应严格进行手卫

生。采集结束后,做好环境清洁与消毒工作,层流房

间空气自净30
 

min,普通房间用紫外线消毒。
2.2 标本的包装与运输 对于医疗机构的内部运

送,可采用双层包装系统。所有标本必须先用带螺旋

盖的防漏塑料主容器包装,并用75%乙醇擦拭消毒容

器表面,再用可重复、密封、抗压的二次容器包装,消

毒后安全运送至实验室。随行标本中应有准确的标

签或条形码,包括至少2个标识的患者身份信息,以

避免标本混乱和污染。对于机构外的运送,则必须按

照生物安全的需要,使用三重包装系统的生物安全运

送箱;一重包装与医院内部运送相似,所有标本必须

用双层容器包装;二重包装容器中应装有相关的信息

表,如申请表格或三重包装容器中的信息表格;每重

包装都需严格消毒,防止对外部环境及人员的污染。
标本的容器与保存液、转运条件见表1。
2.3 标本处理和核酸提取 标本应尽快检测,检测

前建议56
 

℃
 

45
 

min灭活。若在24
 

h内检测,可置于

4
 

℃保存;若24
 

h内无法检测,则置于-70
 

℃或以下

保存。SARS-CoV-2
 

RNA 的 提 取 应 根 据 实 验 室 条

件、试剂盒说明书要求,采用适当的人工或自动核酸

提取方法,主要的核酸提取方法有磁珠法、离心柱法

和一步裂解释放法。从痰液、粪便、鼻咽拭子、口咽拭

子或血液中提取核酸,应根据仪器或试剂盒制造商的

说明书进行。RNA标本应储存在-70
 

℃或更低的温

度中。
2.4 SARS-CoV-2的分子检测及结果判读 建议使

用RT-qPCR 对SARS-CoV-2的 RNA 进 行 分 子 检

测。推 荐 选 用 SARS-CoV-2 的 开 放 读 码 框 1ab
(ORF1ab)、核壳蛋白(N)及包膜蛋白(E)基因作为检

测靶标,并提供阳性对照和内标。实验室确认阳性病

例需满足以下2个条件中的1个[1]:(1)同一份标本

中SARS-CoV-2
 

2个 靶 标 (ORF1ab、N 或 E)RT-
qPCR检测结果均为阳性;如果出现单个靶标阳性的

检测结果,则需要重新采样,重新检测;如果重新检测

结果仍然为单个靶标阳性,则可判定为阳性。(2)2种

类型标本RT-qPCR检测结果同时出现单个靶标阳性

或同种类型标本2次采样检测中均出现单个靶标阳

性的结果,可判定为阳性。
  结果判读的第一步是验证内控。内控阴性表明

扩增过程失败,可能是由于存在PCR抑制剂或其他

原因。在这种情况下,为了消除抑制作用,需要对处

理后的同一标本进行重新检测,包括重新提取或稀释

提取的核酸。在疑似病例中获得不确定的结果时,应

立即向医院的感染控制部门报告。核酸检测结果阴

性不能排除SARS-CoV-2感染,需要排除可能产生假

阴性的因素,包括标本质量差,标本采集得过早或过

晚,没有正确的保存、运输和处理标本,技术本身存在

的原因,如病毒变异、PCR抑制等。若有明确接触史

的病例出现多次阴性结果,且不应排除SARS-CoV-2
感染时,应通过采集其他部位的标本(特别是下呼吸

道标本)来进一步检测;也可将标本送至其他有资质

的单位进行检测确认[6]。以靶标 ORF1ab、N为例,
SARS-CoV-2核酸检测结果判读流程见图1。

图1  SARS-CoV-2核酸检测结果判读流程图

3 实验室生物安全

  对于疑似、确诊或可能病例的临床标本,诊断工

作和RT-qPCR检测应在具有BSL-2设施的临床实验

室进行。按照《新型冠状病毒肺炎实验室检测技术指

南》要求,应穿戴适当的个人防护装备,所有技术程序

都应在现有认证的Ⅱ类生物安全柜中进行,尽量减少

气溶胶和液滴的形成[1]。完成检测工作后,用75%的

乙醇消毒工作空间,去除所有个人防护用品。在离开

实验室之前,无论何时摘除个人防护用品,手卫生都

是必要的。根据医疗废物的立法规定,所有的医疗废

物和剩余标本都应该被丢弃,但是对于经RT-qPCR
检测SARS-CoV-2呈阳性的临床标本,应该在灭菌后

丢弃。具有潜在传染性的操作,其稀释或分离等处理

程序应在生物安全柜内进行[6]。此外,为了防止检测

过程中的污染,为实验室工作人员提供一个安全的环

境,应考虑包括实验室布局、检测流程和生物安全设

施等问题。
综上所述,COVID-19流行期间实验室分子诊断

对于疾病确诊和密切接触者的排查显得尤为重要。
各临床 实 验 室 应 积 极 制 订 应 对 措 施 以 预 防 和 控 制

COVID-19及其他新发传染病引起的公共卫生事件,
进一步提升实验室分子诊断的能力建设与生物安全。
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