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新型冠状病毒实验室检测专辑

随着新冠病毒的感染爆发，核酸检测方作为新

冠病毒检测的“金标准”，得到了大家的普遍重视。

实时荧光定量 RT-PCR法是新型冠状病毒最广泛、

最常用的检测方法。设计合格的 PCR实验室对检

测结果的准确性和安全性起到至关重要的作用。全

国各市、县、地区医院及第三方检测机构，都纷纷

开展此项工作，临床基因扩增检验实验室的建设如

雨后春笋，但很多检验人员对实验室建设的核心问

题缺乏了解，设计的实验室如何能够满足工作需

要，其核心问题是如何避免生物污染和核酸污染。

因此，实验室的平面布局、空调通风系统设计、气

流控制等都是围绕这个核心问题进行的。本期检验

通讯和大家分享一些建设经验和案例，希望给实验

室建设的同道们一些帮助。

一、实验室功能分区及各区防护要点

1. 根据《临床基因扩增检验实验室管理暂行办法》

制定《临床基因扩增检验实验室基本设置标准》

的要求，PCR 实验室一般由试剂储备区、标本制

备区、扩增区、扩增产物分析区 4个区域组成。

注：PCR实验室区域的设置并不是一成不变的，

以下几种情况需要说明：

1.1如果样本在扩增之前需要粉碎处理，则需要增

加一个区域用于样品的粉碎；

1.2如果采用实时荧光 PCR法，则扩增区和分析区

可以合并为一个区；

1.3如果采用全自动化PCR分析仪，则标本制备区、

扩增区和扩增产物分析区可以合并为一个区。

图 1：典型 PCR 实验室工艺平面图

2. 各区实验室功能、设备及防护要点

2.1试剂储备区

该区域主要完成试剂和主反应混合液的储存、

配制和封装工作。所有运送到该区域的试剂和材料

不应经过其他区域，试剂和原材料应在本区内储存

和制备。本区域的气压应相对外界保持正压。

该区域的设备主要有冰箱、天平、混匀器、低

速离心机、加样器、超净工作台、可移动紫外灯等。
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本区用于存储试剂和配置反应体系，因此要严

防核酸产物及生物污染，试剂盒开封后，试剂盒中

的阴阳性对照及标准品应转运至标本制备区冰箱

保存。试剂、加样枪、容器及实验耗材要有序存放

并做好标记，每日专人按工作量需要取用试剂及耗

材，尽量避免人员流动带入的气溶胶污染。

2.2标本制备区

该区域的功能是样本的保存、核酸提取和贮

存、核酸加入扩增反应管。样本应直接运送至该区

并储存在本区内，不得经过其他区域。

该区域的设备主要是生物安全柜、加样器、台

式高速离心机、台式低速离心机、水浴锅、冰箱、

混匀器和可移动紫外灯等。生物安全柜最好选用 B

Ⅱ型，所有的吸入气流和垂直气流都经过高效过滤

器过滤后排到室外，不再进入生物安全柜循环，可

避免提取核酸在柜内反复循环，造成标本之间交叉

“污染”，出现假阳性结果。

为了尽最大可能保护操作者，所有的感染性样

本必须在生物安全柜里处理。新冠检测在此基础上

要求操作者进行三级防护，打开采样管动作要轻柔

缓慢，与操作者面部保持距离，尽量缩短打开的持

续时间。尽可能避免产生气溶胶。

在防范生物污染的同时，本区还要防止标本间

交叉污染，标本核酸模板在提取过程中，加样枪污

染导致样本间污染;高浓度样本可随气溶胶或形成

气溶胶而扩散，导致样本彼此间的污染；阳性质控

品及标准品参与核酸提取过程造成交叉污染，自动

化的核酸提取仪由于加温、振动等过程，在操作过

程中气溶胶会可能会污染提取仪。由于在本区内加

样操作可能产生气溶胶，为避免气溶胶扩散出去对

外界造成污染，本区应对外界保持负压;同时本区

相对于扩增区以及扩增产物分析区为正压，以避免

从邻近区进入本区的气溶胶污染。这样从实验室设

计上杜绝核酸污染。

2.3扩增区

该区域的功能是 DNA 扩增和扩增片段的测

定。设备主要是核酸扩增仪。其中核酸扩增仪的电

源应专用，并配备一个稳压电源或 UPS，以防止

由于电压的波动对扩增测定的影响。

模板在样本制备区加入反应体系放置传递窗，

在本区上机完成 PCR扩增，因此本区最重要的防

控要点是核酸扩增产物对上游两区的污染，所有反

应管绝对不允许打开管盖，机器运行结束后，取出

PCR扩增产物用双层橡胶手套包裹扎紧后放入利

器盒，密封直接带出实验室高压处理。对于气流压

力的控制，相对于邻近区域为负压，以避免气溶胶

从本区漏出。为避免气溶胶所致的污染，应尽量减

少在本区内不必要的走动。

2.4扩增产物分析区

该区域的功能是扩增产物的分析。主要设备有

加样枪、电泳仪、杂交仪、DNA 测序仪、酶标仪

和洗板机等。

该区域可能会用到某些可致基因突变的有毒

试剂，应特别注意实验人员的安全防护。该区域对

扩增产物开盖加样，因此本区属于核酸重污染区，

一定要严格防控核酸产物污染。对于气流压力的控

制，压力应为最低，相对于邻近区域为负压，以避

免气溶胶从本区漏出。为避免气溶胶所致的污染，

与实验无关人员均不得在此区逗留，尽量缩短加样

时间，减少在本区内的不必要的走动。

3. 人流与物流

3.1进入实验室区域工作人员应该按照以下路径：
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走道→缓冲间→实验区

3.2工作人员退出实验室的路径为：

实验区→缓冲间→走道

进入各个区域必须严格按照单一方向进行，不

同的工作区域使用不同的工作服(例如不同的颜

色)。工作人员离开时，不得将工作服带出。这种

人员的单向流动可以降低因人员的流动带来的交

叉污染风险。所有的物品进入实验区必须经过双扉

互锁传递窗，利用传递窗消毒后才可进入，实验室

内所有物品也必须经过传递窗才可以传递到实验

室以外的清洁公共区。这种物品有组织的单向流动

可以降低物品的差错和混淆的风险。

二、PCR 实验室通风空调系统

1. 实验室温湿度要求

不同于血液制品、疫苗等有低温低湿洁净区域

的需求，PCR实验室一般来说对温湿度没有严格

要求，考虑实验人员的人体舒适性，环境温湿度的

设计参数控制在下表所示的范围内。

表 1：空气调节环境温湿度设计参数

参数 冬季 夏季

温度/℃ 18 ~ 24 25 ~ 28

湿度/% 40 ~ 70 40 ~ 70

2. 空气过滤及气流要求

由于 PCR实验室在加样操作过程中可能产生

气溶胶，为避免气溶胶扩散出去对外界造成污染，

同时为了避免各房间之间通过风管系统交叉污染，

实验室建议采用全新风系统。新风经热湿处理及三

级(初效+中效+高效/亚高效)过滤后送入室内;各房

间排风口单独设置高效或亚高效过滤器。

气流组织上，PCR实验室空调系统通常采用

上送下排式的非单向流送风方式。房间上部送风口

尽量均匀布置，且与生物安全柜操作面或其他有气

溶胶操作地点的正上方保持一定距离；房间下部利

用室内排风夹道上设置的排风口排风，排风口底部

距地面 0.1m，排风夹道需设置于室内被污染风险

最高的区域，排风口前面不应有障碍物遮挡。

3.压力需求及控制

根据实验流程，PCR实验室一般设有试剂储

存和试剂准备区、标本制备区、扩增区、扩增产物

分析区等 4个区域，每个区域均设置有独立的缓冲

间。

根据《医疗机构临床基因扩增检验实验室管理

办法》的通知，为满足洁污分流和防止交叉感染等

要求，PCR实验室空气流向需遵循单一方向进行，

即只能从试剂储备区→标本制备区→扩增区→扩

增产物分析区进行，通过对房间的送回(排)风量进

行控制，使房间按照工艺设计要求建立相应的压力

梯度，从而防止污染物的进入或扩散。

另外，PCR实验室内通常有生物安全柜、通

风柜等生产设备，这类设备排风量大且使用时间有

间隔性，并不与空调系统运行时间一致，这就导致

有这些设备的房间在设备启停的时候很容易失压，

原本正常的压力梯度瞬间就破坏了。这正是 PCR

实验室空调系统设计的难点所在。

4.典型空调原理图

4.1基于文中 PCR实验室的工艺布局，设计出该类

实验室的典型原理图，如图 2所示。
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图 2： 典型 PCR实验室全空气新风系统控制原理图

4.2 PCR实验室全空气新风系统控制说明

4.2.1温湿度控制

图 2典型 PCR实验室全空气新风系统控制原

理图

夏季：调节表冷盘管动态压差平衡调节阀的开

度以控制室内温湿度，湿度优先；当为了调节室内

湿度而造成温度过低时，开启加热盘管以控制室内

温度。

冬季：调节加热盘管动态压差平衡电动调节阀

的开度以控制室内温度，调节加湿器的开度以控制

湿度。

4.2.2压力及变频控制

在空调系统各房间送风支管上设置压力无关

型定风量阀，无工艺设备排风房间的排风支管上设

置压力无关型定风量阀，从而恒定房间的风量以控

制房间压力;在有工艺设备排风房间的排风支管上

设变风量阀，根据房间内压差动作，以控制房间压

力。需排风的工艺设备(如生物安全柜)排风支管上

设变风量阀，根据设备开启度调节设备排风量。根

据重要房间送风管上定风量阀前后压差调节送风

机变频器，保持压差恒定值。此恒定值须由现场实

调确认，以保证所有定风量阀正常工作为准。

PCR实验室压差控制难点在于有生物安全柜

房间的压差控制以及维持生物安全柜负压环境以

保证设备正常运行使用，这就要求系统采用的变风

量阀有快速的反应能力。根据相关实验证明，当生

物安全柜变风量阀响应时间≤1s 且房间排风支管

变风量阀响应时间≤3s 时，不会对生物安全柜内

的负压环境产生影响。同时，为了防止实验室房间

开关门的瞬间失压导致房间压差为零，房间各定、

变风量阀应预设风量偏移限制，以避免房间失压时

引起送风量过小的情况发生。

三、严格 PCR 实验室管理

1. 临床基因扩增检验实验室的技术人员必须进行

上岗培训，经培训合格后才能从事临床基因扩增检

验的工作；

2. 严格门禁制度，控制进出实验室的人员。与实

验无关的人员不得随意进出实验室，有条件的情况

下要设置独立的通道和进出整个实验区的门。

3. 在实验操作过程中，操作者必须戴手套、口罩

和帽子，手套要经常更换，严防污染。加样时动作

要小心轻柔，防止将模板吸入加样器内或溅出离心

管外。

4. 所用离心管、加样枪头等实验耗材均应一次性

使用。为了防止交叉污染应使用带滤芯的加样枪

头。所用耗材进购后抽样进行耗材验证试验，通过

后本批次耗材方可使用。

5. 在各个实验区域使用带有明显区别标志的工作

服（如不同颜色），各区所用物品不允许混用，当

工作人员离开时不得将本区的工作服带至其它区
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域。尽量减少在实验区内不必要的走动以减少交叉

污染的可能性。

6. 实验室要注意风向和各区的压力差，相对压差

必须遵循从试剂准备区至产物分析区方向由高到

低的趋势。

7. 扩增产物分析区是最主要的扩增产物污染来

源，废液不能在实验室中倾倒，必须经消毒液浸泡

消毒后在远离实验室的地方弃掉，用过的吸头等一

次性材料也应经消毒液浸泡消毒后统一处理，如焚

烧等。扩增产物分析区可能会用到某些可致基因突

变和有毒试剂，应特别注意实验人员的安全防护。

8. 实验室要注意风向和各区的压力差，相对压差

必须遵循从试剂准备区至产物分析区方向由高到

低的趋势。

9. 定期清洁实验室，不同的区各有自己专用的抹

布，台面、仪器、吸头盒、桌面、地面等接触面都

需用不同浓度的含氯消毒剂擦拭清洁干净，仪器表

面用 75%酒精擦拭，危险区要多清洁，有条件的

实验室宜采用全外排式送风。

从 PCR实验室平面功能分区、室验室设备、

人物流线、温湿度、气流组织、压力控制以及典型

空调原理图进行了设计分析，提出了 PCR实验室

按照四个区域设计为宜，实验室设备的布置不仅考

虑实用，同时要兼顾疏散，人物流要单向流动，温

湿度需满足人员舒适度，气流组织和压力控制保证

气流单向流动防止气溶胶污染，同时在房间内设

定、变风量阀应对生物安全柜开启和关闭时房间的

压差扰动。在设计合理的实验室条件下，只有遵循

规范的实验操作和严格的实验室管理才能确保实

验结果的可靠性和准确性。

四、2020 年第 2 季度不合格标本统计分析

报告

1. 检验科 2020 年第二季度总接收标本总数为

605039份标本，不合格标本数为 1306 份标本 ，

占总标本比率为 0.22%，其中 4 月接收标本数为

176975份标本，不合格标本数为 435 份标，占标

本的比率为 0.24%；5 月接收标本数为 203725 份

标本，不合格标本数为 404份标，占标本的比率为

0.20%、6月接收标本数为 224339份标本，不合格

标本数为 467份标，占标本的比率为 0.20%。

2. 不合格标本原因分析：

在所有不合格标本中,血凝标本 249份占 19%、

标本量不足于检验需要量的标本 222 份占 17%、

容器错误的标本 154 份占 12%、检验项目、检测

时间与检验科规定范围内不相符的标本 135 份占

10%、肿瘤男女开错条码的标本 21份占 2%、溶血

标本71份占5%、标本类型错误的标本41份占3%、

空管标本 44 份占 3%和其他不同原因的标本 369
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份占 28%。

4.退回不合格标本前五位科室为门诊，肾脏内科 1

病区，中心 ICU，消化内科 1病区和神经外科重症

病房。

五、2020 年第 2 季度细菌耐药监测

1. 细菌分布

2020年第 2季度我院共送检 16044份标本，

分离出病原菌 3336株，非重复性病原菌 1886株，

分离率 11.75%，其中肠杆菌科细 700株，占

37.11%，非发酵菌 260株，占 13.78%，葡萄球菌

301株，占 15.95%，肠球菌 246株，占 13.04%，

链球菌 82株，占 4.34%，念珠菌 133株，占 7.05%，

其 162株，占 8.58%，其中分离数量位于前十位的

细菌为大肠埃希菌、肺炎克雷伯菌肺炎亚种、屎肠

球菌、金黄色葡萄球菌、粪肠球菌、表皮葡萄球菌、

白色假丝酵母、鲍曼不动杆菌、铜绿假单胞菌、阴

沟肠杆菌。细菌分布与上季度相比，大肠埃希菌依

然位于首位，其余细菌分布变化不大，具体分布见

下表。

2020年第 2季度分离菌分布（前 20）
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2020年第 2季度分离菌标本类型构成比

2020年第 2季度尿液标本分离菌构成比

2020年第 2季度痰液标本分离菌构成比

2020年第 2季度引流液分离菌构成比

2020年第 2季度全血标本分离菌构成比

2020年第 2季度分泌物标本分离菌构成比
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2020年第 2季度胸腹水标本分离菌构成比

2020年第 2季度脓标本分离菌构成比

2020年第 2季度灌洗液标本分离菌构成比

2020年第 2季度胆汁标本分离菌构成比

2020年第 2季度脑脊液标本分离菌构成比

2. 耐药性分析

2.1 2020年第 2季度主要分离菌的耐药性分析

肠杆菌科细菌中主要以大肠埃希菌和肺炎克

雷伯菌为主，敏感性较好的抗生素是碳青霉烯类、

哌拉西林/他唑巴坦和阿米卡星；非发酵菌中主要

以鲍曼不动杆菌和铜绿假单胞菌为主，鲍曼不动杆

菌对替加环素耐药率最低（1.6%），其次是米诺环

素（16.7%），对其他常用抗生素耐药率大多在

50-90%；铜绿假单胞菌对亚胺培南耐药率最高

（31.1%），对其他抗生素耐药率均小于 30%；葡

萄球菌中以金黄色葡萄球菌和表皮葡萄球菌为主，

未发现耐万古霉素及利奈唑胺分离株；肠球菌中以

屎肠球菌和粪肠球菌为主，屎肠球菌耐药率远远高

于粪肠球菌，耐利奈唑胺粪肠球菌检出率（4.2%)
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与上季度相同；各分离菌耐药率见下图。

2020年第 2季度大肠埃希菌耐药率

2020年第 2季度屎肠球菌耐药率

2020年第 2季度白色假丝酵母菌耐药率

2020年第 2季度肺炎克雷伯菌耐药率

2020年第 2季度金黄色葡萄球菌耐药

2020年第 2季度粪肠球菌耐药率
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2020年第 2季度鲍曼不动杆菌耐药率

2020年第 2季度铜绿假单胞菌耐药率

2020年第 2季度表皮葡萄球菌耐药率

2020年第 2季度阴沟肠杆菌耐药率

2.2 多重耐药分析

根据监测数据：大肠埃希菌和肺炎克雷伯菌

ESBLs 的检出率分别为 55.5%和 31.2%，大肠

ESBLs 检出率比上季度有所下降，肺克 ESBLs 检

出率比上季度有明显上升；CRE检出率分别 0.3%

和 16.1%，CRE大肠比上季度下降 1%，CRE肺克

比上季度下降 3.5%，第 2季度检出 CRE46株，以

肺炎克雷伯菌为主，肝胆 ICU、肾移植、肝胆外科、

康复科检出 CRE例数分别为 8株、5株、5株、5

株；耐碳青霉烯类 CR-AB和 CR-PA检出率分别为

80%和 31.1%，CR-AB和 CR-PA检出率均比上季

度有所上升，CR-AB主要集中在中心 ICU、肝胆

ICU、心外 ICU，CR-PA主要集中在肝胆外科、肝

胆 ICU、中心 ICU；金黄色葡萄球菌和表皮葡萄球

菌MRS 检出率分别 35.1%和 68.1%，金葡和表葡

MRS检出率均比上季度有所下降。多重耐药菌检

出率见下表。
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责任编辑：曾晓艳

不合格标本分析：雷静晶

细菌耐药监测统计分析：李雯

细菌耐药监测审核：雷金娥

时间

耐药类型

2020

年第 2季度

检出率%

（本季度）

2020

年第 1季度

检出率%

（本季度）

2019

年第 2季度

检出率%

（去年同季

度）

E.Col

（大肠杆菌）
0.3 1.3 1.5

CRE（肺炎克

雷伯菌）
16.1 19.6 29.9

CR-PA 31.1 26.1 29.3

CR-AB 80 77.8 88.7

MRSA 35.1 39.3 35.6

VRE
1.5（屎肠）

0（粪肠）

0.9（屎肠）

0（粪肠）

0.7（屎肠）

0（粪肠）

时间

耐药类型

2020 年第 2 季度检

出率%（本季度）

2020 年第 1 季度检出

率%（本季度）

2019 年第 2 季度检出

率%（去年同季度）

CRE（大肠杆菌） 0.3 1.3 1.5

CRE（肺炎克雷伯菌） 16.1 19.6 29.9

CR-PA 31.1 26.1 29.3

CR-AB 80 77.8 88.7

MRSA 35.1 39.3 35.6

VRE
1.5（屎肠）

0（粪肠）

0.9（屎肠）

0（粪肠）

0.7（屎肠）

0（粪肠）


