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新型冠状病毒核酸检测实验室的生物安全防护探讨*

李渊婷1,2,高小玲1,2,李永红1,2△

(甘肃省人民医院:1.临床研究与转化医学研究所;2.国家卫生健康委

胃肠肿瘤诊治重点实验室,甘肃兰州
 

730030)

  摘 要:2019年12月底,武汉市发现由新型冠状病毒(SARS-CoV-2)感染引起的新型冠状病毒肺炎病例,
随后感染人数不断上升,SARS-CoV-2核酸检测可 及 时 对 急 重 症 及 疑 似 患 者 的 诊 断 提 供 直 接 证 据。由 于

SARS-CoV-2可能存在气溶胶传播途径,检测人员在实验过程中存在较大的感染风险。因此,加强检测实验室

生物防护显得极为重要。该文结合相关文献及在SARS-CoV-2核酸检测中的工作经验,从实验室生物安全防

护、个人生物安全防护、核酸检测过程生物安全防护等各个环节进行深入探讨,为SARS-CoV-2检测实验室生

物安全防护提出相关措施和参考依据。
关键词:新型冠状病毒; 新型冠状病毒肺炎 实验室生物安全防护

DOI:10.3969/j.issn.1673-4130.2020.13.031 中图法分类号:R817-33
文章编号:1673-4130(2020)13-1661-04 文献标识码:B

  自2019年12月底湖北省武汉市发现新型冠状

病毒(SARS-CoV-2)感染患者以来,院内感染及对病

毒传播途径认知不足致使生物安全防护欠缺或不到

位是导致医务人员暴露并感染的重要原因[1]。

SARS-CoV-2是人类分离的第七类冠状病毒,属
于β属的新型冠状病毒,有包膜的单股正链RNA病

毒,直径60~140
 

nm,形态不一,多为圆形或椭圆形。
其基因特征与严重急性呼吸综合征冠状病毒(SARS-
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CoV)和中东呼吸综合征冠状病毒(MERS-CoV)有明

显区别[2],但都是通过血管紧张素转化酶2(ACE2)感
染细胞。目前研究显示,SARS-CoV-2与蝙蝠SARS
样冠状病毒(bat-SL-CoVZC45)同源性达85%以上。
体外分离培养时,SARS-CoV-2

 

96
 

h左右即可在人呼

吸道上皮细胞内被发现,而在Vero
 

E6和Huh-7细胞

系中分离培养需约6
 

d。对冠状病毒理化特性的认识

多来自对SARS-CoV和MERS-CoV的研究。病毒对

紫外线和热敏感,56
 

℃
 

30
 

min、乙醚、75%乙醇、含氯

消毒剂、过氧乙酸和氯仿等脂溶剂均可有效灭活病

毒,氯己定不能有效灭活病毒[2]。
 

我国2020年1月20日将新型冠状病毒肺炎纳

入乙类传染病并采取甲类传染病的预防、控制措施。

SARS-CoV-2传染源主要为确诊患者,潜伏期患者和

携带者也有传染性,潜伏期1~14
 

d,人群普遍易感。
传播途径除了主要的呼吸道飞沫传播、接触传播,新
型冠状病毒肺炎诊疗方案(试行第六版)新增一条传

播途径:在相对封闭的环境中长时间暴露于高浓度气

溶胶情况下存在经气溶胶传播的可能[2]。对于潜在

的气溶胶传播途径而言,核酸检测的实验室是高危科

室,检测人员在实验过程中存在较大的感染风险,因
此,加强实验室生物防护显得极为重要。本文从实验

室生物安全防护、个人生物安全防护、核酸检测过程

生物安全防护等各个环节进行了探讨。

1 实验室生物安全防护

  根据实验室所处理对象的生物危害程度和采取

的防护措施,实验室生物安全分为4个等级:一级生

物安全实验室(BSL-1)、二级生物安全实验室(BSL-
2)、三级生物安全实验室(BSL-3)、四级生物安全实验

室(BSL-4)。我国将SARS-CoV-2按照病原微生物危

害程度分类中第二类高致病性病原微生物进行管理,
其分离培养、动物实验等活动在生物安全三级实验室

开展,病毒抗原检测、血清学检测、核酸检测、生化分

析等操作应在生物安全二级实验室开展,其中核酸检

测尽可能在有外排功能的生物安全柜中进行[3]。

  SARS-CoV-2核酸检测必须在标准PCR实验室

或负压PCR实验室中进行,检测人员按三级生物安

全防护进入PCR实验室作业,严格遵守试剂准备区

→标本制备区→扩增区→扩增产物分析区单一流向

的原则,防止气溶胶逆向流动,造成污染[4]。

  核酸检测实验前检查生物安全柜,保证其内尽量

少放物品,以便生物安全柜内形成稳定且洁净的气流

循环。用75%乙醇对试剂准备区及标本制备区生物

安全柜和台面进行消毒后紫外线照射30
 

min,打开安

全柜风机运行15~30
 

min后开始实验。生物安全柜

中应配备利器盒,装0.55%~1.00%含氯消毒液用于

丢弃标本、废液及与试剂、标本接触过的实验耗材(枪
头、EP管等)。实验结束后对PCR实验室的每个区

域进行消毒,依次用75%乙醇及1.00%含氯消毒剂

对安全柜台面、移液器等用品和地面进行消毒,安全

柜风机至少运行10
 

min后方可关机。用75%乙醇对

空气进行消毒,10
 

min后开启通风装置10
 

min,关闭

通风装置后打开安全柜及实验室的紫外灯照射30
 

min[5],注意紫外灯距台面0.9
 

m以内,密闭30
 

min
以上,人员离开。紫外灯照射后,为有效去除实验过

程中的气溶胶,对实验室进行通风至少1
 

h,实验室不

定期通风是重要的防护措施。

  实验过程中如有生物安全操作失误或意外,对污

染的台面使用0.55%含氯消毒剂的纸巾覆盖消毒30
 

min以上,消毒剂现用现配,24
 

h内使用[4]。实验室

污染时,除了覆盖消毒30
 

min之外,要保持实验室密

闭,必要时过氧乙酸加热熏蒸过夜,剂量为2
 

g/m3。
清理污染物严格遵循病毒生物安全操作要求,高压蒸

汽灭活病毒,实验室通风换气,防止次生危害[6]。

2 个人生物安全防护

  检测人员个人生物安全防护是SARS-CoV-2核

酸检测生物安全防护的重点。实验室人员生物安全

防护按不同等级病原微生物所采取的不同综合防护

措施可 分 为3级:具 体 防 护 用 品 分 配 见 表1[6-7]。

SARS-CoV-2核酸检测过程中检测人员为三级生物

安全防护,严格遵循其穿脱顺序是保护检测人员、避
免院内感染的重点防护措施,具体步骤见图1、2。

表1  个人生物安全防护分级

安全等级
医用

外科口罩

医用防护

口罩(N95)

乳胶(或

丁晴)手套
工作服 隔离服

医用

防护帽
手卫生

鞋套

(或防护靴)
防护服 护目镜 面屏

全面型

呼吸防护器

一级生物安全防护
 

● ●
 

●
  

●
 

●

二级生物安全防护 ● ●
 

●
 

●
 

●
 

●
  

*

三级生物安全防护
 

● ● ●
 

●
 

● ●
 

●
 

●
 

●
  

●
  

● *

  注:●为应选择,*为根据暴露风险选择,空白为无需选择。

2.1 防护用品的穿戴注意事项 除严格遵守穿戴顺

序外,手卫生也是不可忽视的重点,可采用有效碘含

量为0.5%、75%乙醇或70%异丙醇的消毒剂浸泡或

擦拭手部,作用1~3
 

min,然后用医用洗手液按照“七
步洗手法”洗净双手。每次佩戴口罩前应做佩戴气密

性检查,戴两层口罩时,内层为医用防护口罩或N95,
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外层为医用外科口罩。戴无菌手套时手套反折,紧套

袖口防止手套污染。

图1  三级防护的穿戴流程

图2  三级防护的脱摘流程

2.2 防护用品摘脱的注意事项 脱下的护目镜、防
护靴等非一次性使用的物品可用75%乙醇浸泡30

 

min后紫外消毒30
 

min备用。脱防护服时要注意,脱
去第一层手套后,进行手部消毒后再脱防护服,如果

是一次性防护服,可用手接触防护服内侧,缓慢从上

到下脱去防护服置于三层黄色医疗垃圾袋中;如果是

可重复使用的防护服,用75%乙醇均匀喷洒后,用消

毒后的内层手套,仅接触防护服外侧脱去防护服,然
后将防护服进行紫外照射至少30

 

min后备用,脱卸

防护装备的每一步均应进行手消毒。注意摘口罩时

不要触碰正面,摘脱多个防护用品时,务必确保医用

防护口罩最后摘除。将手套、医用防护帽、鞋套,防护

服等放入三层黄色医疗垃圾袋中作为医疗废物集中

高压灭活病毒。
脱防护服时其表面的气溶胶、喷溅液体容易浮在

空气中,应尽量减少呼吸频率,减少语言交流,并闭上

眼睛。所有防护装备全部脱完后再次洗手、手消毒;
按流程脱去之后,用乙醇或碘制剂,擦拭暴露的面部、
鼻孔(适当深度)、耳部和耳道。建议脱去之后用生理

盐水滴眼睛、漱口,如果条件许可,脱下防护服后,尽
快更换隔离服,洗澡且时长应超过30

 

min。

3 检测流程中的生物安全防护

3.1 标本采集及运输的注意事项 SARS-CoV-2核

酸检测标本主要包括上呼吸道标本(口咽拭子、鼻咽

拭子、鼻咽抽取物等)、下呼吸道标本(深咳痰液、呼吸

道抽取物、支气管灌洗液、肺泡灌洗液和肺组织活检

标本等)、发病期血液及粪便[5]。标本采集时必须保

证采集者为三级生物安全防护[6]。据SARS-CoV-2
核酸检测数据统计,最常用的咽拭子标本核酸检出率

偏低,灵敏度不高,而下呼吸道标本的阳性率相对较

高,有专家推荐使用深咳痰标本进行病毒核酸检测,

采集深咳痰时建议用3%的生理盐水6
 

mL,雾化吸入

15
 

min,由采集者从下至上轻轻手拍患者背部,诱导

排痰。针对无法采集痰液标本的患者,仍需采集咽拭

子进行核酸检测,但应注意采集拭子的材料、采集部

位、深度等影响核酸检测的因素。
标本转运人员为二级生物安全防护[6],采集标本

后用75%乙醇喷洒标本采集管外部,放入专用两层一

次性密封袋,75%乙醇消毒后放入转运箱(有生物安

全标识),消毒并及时送检,转运工作要在2
 

h内完成。
转运人员随身携带75%乙醇,处理可能发生的意

外[5]。但《2019新型冠状病毒肺炎临床实验室检测的

生物安全防护指南》指出,如发生意外,转运者不要自

行处理转运箱,需到接收地点说明情况,同接收人员

共同处理[6]。在此,笔者认为转运者应随声携带75%
乙醇,当发生转运箱密封性损伤时,转运者可及时进

行紧急消毒处理;当标本发生洒漏,则到接收地点同

接收人员共同处理。

3.2 标本接收的注意事项 接收人员为二级生物安

全防护[6],标本进行双签收后,接收人员用75%乙醇

对转运箱外部进行消毒,静置3~5
 

min后,小心打开

转运箱后再次对箱子内部及密封袋消毒,检查标本运

送过程中有无撒漏并核对患者信息,然后将标本放入

储存盒中置于专用冰箱4
 

℃冷藏(不超过24
 

h)保存,
长期保存可置于-70

 

℃或更低温度下保存,血浆标本

可在4
 

℃存放3
 

d,-20
 

℃长期保存。标本采集,转
运,交接环节应有记录,以便回溯。

3.3 核酸检测中的注意事项 检测人员采用三级生

物安全防护[6],进入核酸检测实验室,严格按照PCR
实验室单一流向进行实验,实验过程中可能会有高浓

度气溶胶的产生,因此,可加戴一个帽子,防护服外加

穿隔离衣,穿上防护服后,要避免剧烈运动,减少内外

气体流动,防止带入气溶胶附着在内部衣物上。
试剂准备区配置实验试剂后,进入标本处理区。

标本处理应在具有外排功能的生物安全柜中进行。
口咽拭子、鼻咽拭子、肺泡灌洗液、粪便置于水浴箱中

56
 

℃
 

45
 

min进行病毒灭活[5],每10
 

min轻轻摇匀一

次,灭活后静置10
 

min(防止产生气溶胶,静置时间越

长,产生气溶胶风险越小)用于核酸提取;痰液标本应

提前40
 

min加入痰消化储存液、含1
 

g/L蛋白酶 K
的磷酸盐缓冲液[5]或4%NAOH 液化处理后进行病

毒灭活。血液标本1
 

500×g离心10
 

min后冰浴3~5
 

min后进行核酸提取。《新型冠状病毒肺炎实验室检

测技术指南(第四版)》指出血清标本主要用于抗体测

定[8],从血清抗体水平对病例感染状况进行确定,血
清标本不进行核酸检测,而血浆标本可用于核酸检

测,建议核酸检测使用含有乙二胺四乙酸抗凝剂的真

空采血管采集血液标本5
 

mL。
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提取核酸时,戴双层手套(外层需为无粉丁腈手

套)小心旋转标本盒螺口,打开标本盒后,吸取足量标

本,将标本盒盖紧。剩余标本放入密封袋中,表面喷

洒75%乙醇后重新放入储存盒,再放入标本转运箱

内。标本离心时,检测人员不能离开离心机。正常离

心结束后,静置10
 

min以上(有效减少气溶胶的形

成),75%乙醇喷雾消毒后,开离心机盖喷雾消毒,转
入生物安全柜中。如果疑似意外发生,比如离心过程

有异常声响,则停止离心,离心停止30
 

min以上,

75%乙醇喷雾消毒后,开离心机盖喷雾消毒。按实验

流程进行操作,实验过程中发现外层手套污染或破损

时,用75%乙醇消毒后弃去外层手套,对内层手套用

75%乙醇消毒后更换新外层手套。皮肤被污染物污

染时,应立即清除污染物,再用一次性吸水材料沾取

0.5%碘伏或过氧化氢消毒剂擦拭消毒3
 

min以上,
使用清水清洗干净;黏膜污染时应用大量生理盐水冲

洗或0.05%碘伏冲洗消毒。操作过程中不能用75%
乙醇对空气消毒。核酸提取完成后在生物安全柜内

将模板加入PCR扩增体系中。标本检测过程中的枪

头、离心管、废液等与标本接触的耗材放入盛有1%含

氯消毒剂的黄色利器盒中浸泡30
 

min以上,盖紧利

器盒,按医疗废物处置方法处置。扩增体系放入扩增

仪,核对并运行扩增程序。标本检测结束后,将扩增

产物放入三层黄色医疗垃圾袋中封存高压;检测后灭

活的标本密封后放在专用的冰箱中,设立专人管理,
双人双锁做好登记。

检测过程中的利器盒及检测人员的防护服、手
套、鞋套、帽子等废弃物用75%乙醇消毒后收集于三

层医疗废物包装袋,鹅颈结密封,并标注为新型冠状

病毒肺炎。经过高压灭活病毒后,由专员统一处理。
本次疫情对实验室生物安全防控体系是一场考

验,实验室生物安全防护和个人生物安全防护都是避

免院内感染的重要环节。每个医务工作者都应该提

高生物安全防控意识,从工作中总结经验,吸取教训,
及时发现和改善不足,不断完善实验室生物安全防控

体系,做到精准检测的同时有效保护每一位医务

人员。
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