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突发新型冠状病毒肺炎疫情以来，感染病例快

速上升。随着疫情的发展，全国各地乃至境外均有

病例报道［1‑4］。及时对急重症及疑似患者进行诊断

需要快速有效的方法，2019新型冠状病毒（2019
novel coronavirus，2019‑nCoV）核酸检测为诊断提

供了直接证据［5‑6］。核酸检测过程中，因对病原体

的传染途径和致病力尚未完全明确，工作人员存在

较大的感染风险。此外，因为2019‑nCoV基因结构

与一般RNA差别较大，所以检验流程、检验质量和

生物安全均需要进行有效地规范。本共识在参阅

国家卫生健康委员会相关文件、查阅文献、咨询重

疫区相关专家的基础上进行编写，以对实验室检测

工作提出有指导性的建议。本共识适用于从事

2019‑nCoV核酸检测的所有实验室。

适用范围

适用于 2019‑nCoV核酸检测，如采用逆转录

PCR（RT‑PCR）方法检测等。

工作程序

一、标本采集

（一）标本采集人员

采集人员必须经过医院感染管理部门或上级

管理部门举办的生物安全培训，并考核合格。标本

采集人员应按三级防护配备防护用品，包括工作

服、一次性工作帽、双层手套、防护服、KN95/N95及
以上颗粒物防护口罩或动力送风过滤式呼吸器、防

护面屏、工作鞋或胶靴、防水靴套，必要时可加穿防

水围裙或防水隔离衣［7‑8］。配备防止病原微生物扩

散和感染的设施，如处理感染性废弃物的垃圾桶、

处理紧急意外事件的药具、具备一定的通风条

件等。

（二）受检人群

新型冠状病毒肺炎疑似病例、临床诊断病例

（湖北省适用）、确诊病例或与上述人群有密切接触

史者［9］。
（三）标本采集及包装

标本采集优选顺序为鼻咽拭子、口咽拭子、痰

液，为提高阳性率，可同时采集1份鼻咽拭子和1份
口咽拭子于同一标本采集管中；为控制传染源可采

集粪便进行检测，为观察疗效可对确诊患者的血液

进行检测（需进一步研究支持）。标本采集容器先

贴好条形码，条形码至少应包含待检者姓名、标本

条码号、标本类型及采集日期和时间。

1.鼻咽拭子：尽可能采集发病早期患者的鼻咽

拭子标本。待检者背卧位平躺或充分后仰，以拭子

测量鼻尖到耳垂的距离并用手指做标记，将拭子以

垂直鼻子（面部）方向插入鼻腔，直至手指触及鼻尖

（拭子深入距离最少应达耳垂部位到鼻尖长度的一

半），使拭子在鼻内停留 15~30 s，轻轻旋转 3~5次
（图 1）；迅速将拭子放入装有 2 ml细胞裂解液（与

核酸提取试剂盒中裂解液相同）的标本采集管或含

图1 鼻咽拭子采集示意图
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RNA酶抑制剂的细胞保存液中，插入拭子后在靠

近顶端处折断无菌拭子杆，旋紧管盖并用封口膜

封闭［10］。
2.口咽拭子：尽可能采集发病早期患者的口咽

拭子标本。宜用无菌植绒拭子采样，适度用力拭抹

咽后壁部位，应避免触及舌部；迅速将无菌拭子放

入用于采集鼻咽拭子的采集管中，在靠近顶端处折

断无菌拭子杆，旋紧管盖并用封口膜封闭［10］。
3.痰液：收集痰液标本时不宜开放气道收集标

本。收集深部咳嗽痰液于一次性无菌旋盖采样杯

中，采样杯中装入2 ml蛋白酶K（1g/L）［11］。收集痰

液后旋紧杯盖并用封口膜封口，尽可能30 min内送

检。如果需长距离运输标本，不宜先添加蛋白

酶K。
4.肺泡灌洗液（BALF）：重症患者或病情进展

迅速的肺炎患者，由临床医生无菌操作，吸取≥5 ml
BALF到带螺帽的 50 ml无菌容器中。收集标本后

旋紧标本盖并用封口膜封口。

5.粪便：如发病早期出现腹泻等消化道症状的

患者，则留取粪便标本 3~5 g（黄豆大小）。标本收

集于含 2 ml生理盐水（有条件时可添加RNA酶抑

制剂）的带螺帽标本采集管中并用封口膜封口。

6.血液：发病后7 d内或危重症患者，或考虑病

毒血症的患者，可采集血液标本。使用含有乙二胺

四乙酸（EDTA）抗凝剂的真空釆血管采集血液标本

2~4 ml。
7.标本包装：标本采集后用75%乙醇喷洒标本

采集管外部，立即放入标有“生物危险”密封袋中并

封严封口；再用75%乙醇喷洒密封袋外部，然后放

入标本转运容器，并对转运容器进行外部消毒，及

时送检。

二、标本运输

标本应送至具备检测资质并经省级卫生行政

主管部门批准可从事 2019‑nCoV核酸检测的基因

扩增检测实验室［12］。
1.送检时间和温度控制：标本采集后应尽快送

检，采集后应尽可能在 2~4 h内送到实验室；在 2 ~
8 ℃下转运，运送时间应不超过24 h。如超过24 h，
应在-70 ℃或更低的温度下保存和转运。血液标

本应分离血浆后进行保存和转运［9，13］。
2.运输容器：标本运输容器应当防水、防破损、

防泄露、耐高（低）温和高压。运输容器和包装材料

上应有相关规定的生物危害标识、警示语和提示

语。运输容器应使用三层包装系统，即内层容器、

中层包装和外层包装。防漏的内层容器包装后贴

上生物危害标识，装入中层容器，将“感染性物品”

标记贴在外层包装上。内层容器和中层容器间应

放置足量的吸水性材料，中层容器应固定在硬质外

层容器中。中层容器与外层容器间应放置凝胶

冰袋［9，14］。
3.院内运输：标本运送人员进行二级防护并随

身携带75%乙醇，以便发生意外时及时处理，标本

运送时宜派两人同行，条件允许时应配备标本转运

监控装置。

4.长距离运输：若标本需要长距离运输，应当

按照《可感染人类的高致病性病原微生物菌（毒）种

或样本运输管理规定》办理《准运证书》［15］。
2019‑nCoV标本运输包装属于A类，对应的联合国

编号为UN2814。转运者安全防护按二级防护要求

佩戴，并随身携带75%乙醇。司机佩戴外科口罩或

N95口罩，通过专用车辆运输。如果经航空运输，

包装还应符合国际民航组织文件Doc9284‑AN/905
《危险品航空安全运输技术细则》［16］的 PI602分类

包装要求［9］。至少由1名标本运送人员和司机同时

转运标本，宜配备标本转运过程监控设施。

三、标本接收

1.生物安全防护：标本接收人员按二级防护佩

戴防护设备。

2.标本签收：标本运送人员和接收人员对标本

进行双签收。接收标本前应检查标本转运容器外

包装有无破损，打开容器前用75%乙醇对标本转运

容器进行喷洒或擦拭消毒。将标本转运容器放入

生物安全柜，在安全柜中打开标本转运容器并立即

用75%乙醇喷洒/擦拭消毒，取出标本密封袋后，对

密封袋用75%乙醇喷洒或擦拭消毒，并检查是否密

封好，立即将标本放入专用冰箱冷藏保存［17］。
3.标本接收后保存：标本接收后，若无法及时

检测，可于 4 ℃条件下短期（从采集时间开始总时

长不超过 24 h）保存，若需长期保存，可将标本

于-70℃或更低的温度下保存［9］。
四、试剂准备

1.试剂选择参考意见：至少含 2019‑nCoV基因

的两个位点（开放读码框 1a/b、核壳蛋白N或包膜

蛋白E）［9］，反应体系大，加样量大；检测试剂能与自

动化核酸提取仪和扩增仪配套使用，此外可选用不

同引物的试剂盒便于对结果复核。

2.安全防护：建议按三级防护要求进行防护；

当条件不允许时试剂配制人员至少应按《医疗机构
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临床基因扩增检验工作导则》［18］穿戴工作服、一次

性医用口罩、一次性医用帽子和单层手套。

五、标本前处理

标本前处理及核酸提取操作的工作人员应进

行三级防护。标本前处理应在具有外排功能的生

物安全柜中操作。操作过程中宜两人或据工作量

由两人以上操作，生物安全柜中应配备含 0.55%~
1%含氯消毒液的废弃物桶［19］。标本处理完后，用

75%乙醇消毒，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。

（一）不同类型标本的处理

1.鼻咽拭子和口咽拭子：添加了细胞裂解液的

标本可直接用于核酸提取，当实验室条件不够时可

增加病毒灭活步骤［9］。
2.痰液：先在55 ℃下孵育15 min进行液化，再

进行病毒灭活［11］。如果痰液采集杯中没有预加蛋

白酶K，则应在病毒灭活后重复此步骤。

3.肺泡灌洗液和粪便：连同密封袋一起将标本

充分振荡混匀后进行病毒灭活。

4. 血液：1 500×g离心 10 min，离心后冰浴 3~
5 min或室温静置一段时间（建议 10 min以上），吸

取血浆提取核酸。

（二）病毒灭活

提前将水浴箱预热至选定的灭活温度。病毒

灭活可选择 56 ℃、30 min或 60~65 ℃、20 min［20‑21］，
应注意病毒灭活处理时间是指标本达到设定温度

后的有效作用时间，因标本采集容器不同，在水浴

时标本达到设定温度的时间也不同，病毒灭活前应

测试标本达到设定温度的时长。在生物安全柜内

用75%乙醇喷洒装有标本的密封袋，用吸水纸擦拭

后放入水浴锅中的试管架上，标本盖上搁置重物，

防止标本采集管漂浮。每隔 10 min将标本摇匀

1次（动作轻柔）。可根据提取试剂在标本裂解时

所采用的温度调整灭活温度，但不能低于56 ℃；提

高温度后可适当缩减灭活时间。灭活条件的优化最

好有实验表明优化条件后对核酸检测无明显影响。

注意：病毒灭活可能会降低核酸检测的灵

敏度。

六、核酸提取和加样

1.实验前去残余核酸处理：为尽量减少残余核

酸产生污染的可能，可用75%乙醇对生物安全柜的

内壁和台面以及核酸提取仪内壁和空间进行处理，

并紫外线照射 30 min。有条件时可在生物安全柜

操作台面铺一层吸水性材料［14］。

2.标本准备：将灭活后的标本从水浴锅中取

出，在生物安全柜内对密封袋用 75%乙醇喷洒/擦
拭消毒，打开密封袋后，即时用75%乙醇喷洒/擦拭

标本管外部，取出标本冰浴 3~5 min或室温静置一

段时间（建议10 min以上），1 500×g离心5 min后冰

浴3~5 min或室温静置一段时间（时长同前）。在生

物安全柜内打开标本采集管，按核酸提取试剂说明

书要求吸取一定量标本（动作轻柔）加入核酸提取

试剂中。为保证人员安全，核酸提取纯度和效率，

宜采用自动化核酸提取方法。

3.标本处理后消毒：采用75%乙醇对生物安全

柜、工作台面、移液器等用品进行喷洒/擦拭消毒

处理［14］。
4.核酸扩增体系的准备：核酸提取完成后，立

即将提取物进行封盖处理。在生物安全柜内将提

取后核酸样本加至PCR扩增反应体系中。

5.废弃物处理：实验过程中产生的废弃物应通

过污物通道立即转移出实验区，建议采用双层或三

层医疗废物包装袋包装。

6.实验室及设备消毒和去核酸处理：用75%乙

醇对核酸提取仪内壁和其他可用乙醇处理的设备部

件进行喷洒处理并紫外线照射30 min。75%乙醇或

0.55%~1%含氯消毒液擦拭工作台面（如用含氯消

毒液处理则应在处理完后一定时间内用清水再次擦

拭），开启实验室紫外灯照射30 min，可同时采用过

氧化氢消毒仪进行终末消毒［22］。可依据工作量来

决定地面消毒频次，建议至少每周1次，地面消毒可

在紫外线消毒后进行，工作人员可着一次性医用帽

子、一次性医用口罩、单层手套、隔离服和鞋套进入

实验室用0.55%~1%含氯消毒液处理地面，消毒后

开启实验室通风装置通风1 h，然后用清水清洁台面

和地面［17］，因含氯消毒液对设备的腐蚀性强，不建议

消毒频次过于频繁且不宜使用过高的浓度。

七、核酸扩增

1.安全防护：建议按三级防护要求进行防护，

当条件不允许时扩增区工作人员可适当降低防护

要求，建议至少穿工作服、隔离衣，戴一次性医用帽

子、一次性医用防护口罩、鞋套和单层手套。按试

剂说明进行操作。

2.核酸扩增：将扩增体系放入扩增仪，核对扩

增程序是否与试剂说明书相符，启动扩增程序，待

反应开始后离开实验室。

3.扩增产物处理：将扩增产物用一次性医疗垃

圾袋装好扎紧，经污物通道转移至扩增产物废弃物
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处理区。

4.实验室消毒：扩增完成后用紫外线照射

30 min。可据标本量决定地面清理的频次（建议至

少每周 1次），进行地面清洁时可按第六条第 6点
进行。

结果解释

一、报告方式

依据《新型冠状病毒感染的肺炎实验室检测技

术指南》［9］，建议报告为“阳性”、“阴性”，应进行充

分的结果解释，并对下一步工作提出建议。

二、判读条件

1.判读为“阳性”的条件：需满足以下任意一

条：（1）ORF1ab和 N基因同时阳性时，判定为阳

性［9］；（2）若仅ORF1ab或N基因其中之一检测结果

阳性时，需重新采样复查，复查后ORF1ab或N基因

仍为阳性时，判定为阳性，或采用其他试剂或方法

进行确认（如基因测序法）。

2.判读为“阴性”结果的处理：两个检测位点无

Ct值或Ct≥40（具体参照试剂说明书），可报告“阴

性”，并对结果进行解释。阴性结果不能完全排除

2019‑nCoV感染，此情况可能是病毒载量低于检出

限，应结合临床分析。当临床表现及其他检查高度

怀疑2019‑nCoV感染时，建议重新采集标本或更换

部位采集标本再次检测。

3.处于“灰度区”结果的处理：当出现Ct值在

37~40之间时为灰度区（具体情况参照试剂说明

书）。可能存在下列情况：（1）2个位点的检测结果

均处于“灰度区”；（2）1个位点判读为阳性，另 1个
位点的结果处于“灰度区”；（3）1个位点判读为阴

性，另1个位点的结果处于“灰度区”。出现以上情

况时宜重新提取原标本的核酸，并与该标本前一次

提取的核酸同时扩增检测。分析两次检验结果，单

个位点两次阳性或两个位点为阳性，则报告“阳

性”；两次结果均处于“灰度区”则报告“阴性”。

检测结果处于“灰度区”时，实验室可采取以下

措施：（1）核查检验过程是否有影响，如样本质量、

标本类型、样本采集时机（是否处于病毒载量较低

的时期）、标本保存、运输和标本处理是否存在问题

等；（2）更换不同厂家的试剂盒重复实验，或在条件

允许时采用敏感度更高的方法进一步确定（如数字

PCR方法）；（3）建议临床重新采集标本或更换部

位采集标本再次检测，甚至多次采样进行检测。

质量控制

1.人员培训：标本采集人员应熟练掌握采集方

法；实验室工作人员应准确掌握工作流程和操作。

2.标本采集：标本采集管中如果加入了细胞裂

解液或蛋白酶K，应注意有效期和保存条件符合

要求。

3.标本运输：标本要及时送检，院内运输最好

在2~4 h内送检，且送检时间越短越好，送检时标本

包装容器中应放置含凝胶的冰块。

4.标本接收与处理：标本接收后应及时处理，

特别是痰液和口/鼻咽拭子，因为这些标本中加入

了痰液液化剂或细胞裂解液，操作时间延长将导致

核酸的降解。

5.质控品的使用：试剂盒中阳性质控品（应注

意试剂盒中提供的是对照品还是质控品，确保正确

使用）应及时取出，放置于标本制备区的冰箱中。

实验室条件允许的情况下，可将阳性标本灭活后当

作阳性质控品使用，阳性质控应选用浓度相对较低

的标本。当室间质评机构能提供相应质控物时，应

参加室间质量评价。

6.设置充分的对照：包括试剂对照、阴性对照

和阳性对照。试剂对照即扩增反应体系中仅含

PCR扩增反应试剂。阴性对照可选用无菌水，每天

实验结束后配制 3~5份无菌水（2 ml试管加入无菌

水）分别放置于标本制备区和扩增区的不同位置，

用于实验室污染控制。阳性对照建议选择阳性样

本的核酸。阴性对照和前述的质控品均应与标本

平行操作。

7.正确使用75%乙醇：在实验过程中合理减少

75%乙醇的使用量，降低安全事故发生的风险和对

基因扩增反应抑制的可能性。

8.降低气溶胶形成风险：标本前处理过程中动

作应轻柔，减少气溶胶形成，标本应静置或冰浴足

够的时长。

9.优化工作流程：应积累经验，合理安排工作

流程，特别是核酸提取之前的工作流程越紧凑越有

利于减少核酸降解。为降低实验室各区间核酸交

叉污染，进行2019‑nCoV核酸检测宜分工合作。

废弃物处理

1.人员要求：处理废弃物的人员必须经过医院

感染管理部门或上级管理部门举办的生物安全培

··971



中华医学杂志 2020年4月7日第 100卷第13期 Natl Med J China，April 7, 2020, Vol. 100, No. 13

训，取得培训合格证书，并具备相应的专业技能。

2.感染性废弃物处理：与标本接触过的医疗废

物，如吸头（tip头）、采样管、小离心管（如EP管）等

应用0.55%~1%含氯消毒液处理，用三层医疗废物

包装袋（标有“感染性废物”）装好扎紧后转出实验

区，经高压灭菌后按医疗废物处理［23］。防护服、鞋

套、手套、口罩等用 75%乙醇消毒后收集于三层医

疗废物包装袋，外层包装袋上应有中文标签，标签

内容包括：医疗废物产生单位、产生部门、产生日

期、类别，并在特别说明中标注“新型冠状病毒感染

的肺炎”或者简写为“新冠”。经高压后按医疗废物

处理［24］。
3.处理核酸的废弃物处理：提取与加样过程中

与核酸接触过的材料，如 tip头、EP管、核酸提取槽

等浸泡于0.55%~1%含氯消毒液中，建议浸泡时间

不少于1 h，浸泡后用医疗废物包装袋装好并扎紧，

经高压后按医疗废物处理。

4.核酸扩增产物终处理：建议扩增产物在专门

的房间进行终处理，将含产物的扩增反应管在

0.55%~1%含氯消毒液中开盖，切记不能在空气中

开盖，经0.55%~1%含氯消毒液处理后（建议1 h以
上）按医疗废液处理。

5.废弃物的安全管理：操作人员应及时处理废

弃物，并做好登记。不得私自将废弃物带离实验

区。医疗废弃物应按《医疗卫生机构医疗废物管理

办法》［23］进行处理，能够焚烧的，应当及时焚烧；不

能焚烧的，应当消毒后集中填埋。
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本刊“疑难病例析评”栏目征稿

中华医学杂志开辟“疑难病例析评”栏目，论文性质等

同于本刊论著。结构分“病历摘要”和“分析与讨论”两部分。

1.病例选择：（1）疑难病例，特别是涉及多学科、多领域

的疑难病例。（2）误诊且有经验教训的病例。（3）诊断已经明

确，但病情危重或有诸多并发症，治疗上甚为棘手的病例。

（4）罕见病例。（5）其他对临床实践有指导或提示意义的病

例。以上病例须最终获得明确诊断或成功治疗，临床资料

应齐全，能提供实验室、影像学和（或）病理确诊证据。

2.写作格式：文题可用主要症状、体征或诊断命题，各

短语之间用一字线连接。正文分“病历摘要”和“分析与讨

论”两部分。“病历摘要”部分：交代清楚患者主诉、病史（包

括既往史）、作者接诊后的诊治经过等。应提供必要的实证

图片。字数以不超过 1 000字为宜（不包括图片）。“分析与

讨论”部分：要求逻辑性强，条理清楚，能较好地体现正确的

临床思维，对读者的临床工作有实际借鉴意义。重点部分

可采用序号标示法，以突出层次。写作上应满足以下要求：

（1）开门见山，首先说明本例需要从哪几个方面讨论；（2）写
清诊断和治疗思路，如何发现并优先处理疾病的关键问题；

（3）请将疑点、鉴别诊断要点另列出，通过什么手段排除相

关疾病；（4）给出本例的最后诊断和诊断依据；（5）若为误

诊，则总结经验教训；（6）若为罕见病，则介绍目前国内外的

最新进展；（7）列出相关的国内外主要参考文献。字数以控

制在2 000～2 500字为宜。
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