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II 

前  言 

本文件按照 GB/T 1.1—2020《标准化工作导则  第1部分：标准化文件的结构和起草规则》的规定

起草。 

本文件为 DB 32/T 3762 《新型冠状病毒检测技术规范》的第20部分。DB32/T 3762目前分为以下

部分： 

——第1部分：生物样本采集、运输和保存； 

——第2部分：病毒分离与鉴定；  

——第3部分：核酸荧光PCR检测程序； 

——第4部分：重组酶介导等温扩增程序； 

——第5部分：血清IgM和IgG抗体酶联免疫吸附检测程序； 

——第6部分：血清IgM和IgG抗体胶体金免疫层析检测程序； 

——第7部分：空气样本检测与评估； 

——第8部分：物体表面检测与评估； 

——第9部分：医务人员职业暴露检测与评估； 

——第10部分：微量血清中和试验； 

——第11部分：全基因组高通量测序； 

——第12部分：药物体外抗病毒效果测定； 

——第13部分：叠氮溴化丙锭-荧光PCR检测程序； 

——第14部分：N亚基因组荧光PCR检测程序； 

——第15部分：血清/血浆IgM和IgG抗体磁微粒化学发光法检测程序； 

——第16部分：核酸数字PCR法； 

——第17部分：核酸检测用假病毒阳性质控品； 

——第18部分：规模化核酸检测程序； 

——第19部分：全自动核酸快速一体化检测； 

——第20部分：核酸荧光PCR检测质量控制。 

请注意本文件的某些内容可能涉及专利。本文件的发布机构不承担识别专利的责任。 

本文件由江苏省卫生标准化技术委员会提出产归口。 

本文件主要起草单位：江苏省疾病预防控制中心、苏州市疾病预防控制中心、南通市疾病预防控制

中心。 

本文件主要起草人：陈敏、徐金水、崔仑标、朱文静、吉文亮、李建、熊海平、徐佳南、刘兴莹。 
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新型冠状病毒检测技术规范                      

第 20 部分：核酸荧光 PCR 检测质量控制 

1 范围 

本文件规定了新型冠状病毒核酸荧光PCR检测实验室在实验室资质、生物安全防护、质量管理体系

文件、人员、环境设施、仪器设备和供应品、检测样本、性能验证、内部质量控制、外部质量控制以及

实验环境消毒与废弃物处理方面的通用要求。 

本文件适用于新型冠状病毒核酸荧光PCR检测的质量控制。 

2 规范性引用文件 

下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中，注日期的引用文件，

仅该日期对应的版本适用于本文件；不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本

文件。 

GB 19489  实验室 生物安全通用要求 

RB/T 214  检验检测机构资质认定能力评价 检验检测机构通用要求 

CNAS-CL02  医学实验室质量和能力认可准则 

全国临床检验操作规程  原中华人民共和国国家卫生和计划生育委员会  

3 术语和定义 

下列术语和定义适用于本文件。 

3.1  

荧光 PCR  real-time fluorescence PCR 

通过荧光染料或荧光标记的特异性的探针，对 PCR产物进行标记跟踪，实时在线监控反应过程，

结合相应的软件对产物进行分析，计算待测样本模板的初始浓度，用于鉴别病原微生物。 

3.2  

质量控制  quality control 

为达到质量要求所采取的作业技术和活动。 

3.3  

内部质量控制  internal quality control 

实验室为持续监控测量过程和测量结果以确定结果是否足够可靠达到可以发布的程度而采取的一

组操作。 

4 实验室资质 
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生物安全二级实验室（BSL-2）应向设区的市级人民政府卫生主管部门备案，临床检测机构基因扩

增实验室还应取得“临床基因扩增检验实验室”资质，并在核定的范围内开展工作。 

5 生物安全防护 

未经培养的感染性材料的操作在采用可靠方法灭活前进行核酸提取及样本灭活等操作，应在 

BSL-2 进行，同时采用生物安全三级实验室（BSL-3）的个人防护，配备 N95 及以上级别防护口罩、

医用无纺布帽、护目镜或防护面屏、连体防护服、一次性手术衣、一次性 PE 手套、乳胶手套、鞋套、

防水靴套等防护装备；感染性材料或活病毒在采用可靠方法灭活后进行的核酸检测操作应在 BSL-2 进

行。 

6 质量管理体系文件 

实验室应依据 GB 19489、RB/T 214、CNAS-CL02、《全国临床检验操作规程》等文件建立质量管

理体系文件。 

7 人员 

7.1 采样人员 

从事新冠病毒核酸检测样本采集的人员应经过生物安全培训，熟悉样本种类和采集方法，熟练掌握

样本采集操作流程及注意事项，做好样本信息的记录，确保样本质量符合要求、样本及相关信息可追溯。 

7.2 检测人员 

实验室检测人员应具备实验室工作经历以及相关专业技术技能，接受过新冠病毒核酸 PCR 检测技

能和生物安全培训。检测机构应按照所开展检测项目及样本量配备实验室检测人员，以保证及时、高效

完成检测和结果报告。 

8 环境设施 

8.1 实验室总体布局和各部位的安排应减少潜在的对样本的污染和对人员的危害。 

8.2 开展新冠病毒核酸检测的实验室一般设置以下区域：试剂储存和准备区、样本制备区、扩增分析

区，各区的主要功能包括： 

a) 试剂储存和准备区：贮存试剂的制备、试剂的分装和扩增反应混合液的制备，以及离心管、吸

头等消耗品的贮存和准备。 

b) 样本制备区：转运箱的开启、样本的灭活，核酸提取及其加入至扩增反应管（孔）等。 

c) 扩增分析区：核酸扩增和产物分析。 

8.3 根据所使用仪器的功能，区域可适当合并。如采用样本处理、核酸提取及扩增检测为一体的自动

化分析仪，样本制备区和扩增分析区可合并。 
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8.4 各区域在物理空间上应完全相互独立，不得有空气的直接相通，各区域应有明确的标记，不同区

域内的设备、物品不得混用。 

8.5 人员开展工作应严格遵守从“试剂储存和准备区→标本制备区→扩增分析区”的单一流程制度，

不得逆向进入前一工作区。 

8.6 试剂储存和准备区宜采用常压或正压，样本制备和扩增分析区采用常压或负压且两区压力持平。

有正压控制的工作区，从缓冲间到核心工作间压力递增；有负压控制的工作区，从缓冲间到核心工作间

压力递减；各房间之间压差宜不低于 10 Pa，可通过安装排风扇、负压排风装置或其他可行的方式实现。 

8.7 当检测方法对环境条件有要求或环境条件影响检测结果时，应监测、控制和记录环境条件，并设

置允许范围。 

9 仪器设备和供应品 

9.1 应选择国家药品监督管理部门批准的试剂，扩增仪选用扩增检测试剂盒推荐的型号，使用核酸提

取仪时宜使用仪器配套的提取试剂。 

9.2 宜选用带滤芯的一次性加样器吸头。 

9.3 对可能影响检测质量的供应品（包括实验用水）应在使用前进行符合性验收。 

9.4 应对检测结果的准确性或有效性有影响的设备，包括用于测量环境条件等辅助测量设备有计划地

实施检定或校准。设备在投入使用前，应采用核查、检定或校准等方式，以确认其是否满足检测的要求。 

9.5 对于没有检定、校准规程，但需出具检测数据的仪器设备，实验室应根据随机说明书和有关技术

资料确定可接受标准、维护和验证的程序及频次。 

9.6 设备出现故障或者异常时，实验室应采取相应措施，如停止使用、隔离或加贴停用标签、标记，

直至修复并通过检定、校准或核查表明能正常工作为止。应核查这些缺陷或偏离对以前检测结果的影响。 

9.7 实验室配制的试剂应贴好标签，并在标签上注明试剂名称、容量、溶剂类型、配制及使用日期和/

或保质期。若试剂有特殊使用说明、有毒有害提示或使用限制也应在标签上注明。 

10 检测样本 

10.1 样本种类 

包括口咽拭子、鼻咽拭子、深咳痰液、肺泡灌洗液、支气管灌洗液、呼吸道吸取物、便标本/肛拭

子、血液、血清、尿液、物体表面、污水等。 

10.2 样本包装 

所有样本应放在大小适合的带螺旋盖、内有垫圈的样本采集管里，拧紧。容器外注明样本编号、种

类、姓名及采样日期或等效标识。密闭后的样本放入大小合适的塑料袋内密封，每袋装一份样本。 

10.3 样本送检 
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样本采集后室温放置不超过 4 h，应在 4 h内送到实验室。如果需要长途运输样本，应采用干冰等

制冷方式进行保存，严格按照相关规定包装运输。 

10.4 样本接收 

应在生物安全柜内打开内包装，样本运送人员和接收人员对样本进行双签收。 

10.5 样本保存 

样本应尽快进行检测，能在 24 h 内检测的样本可置于 4℃ 保存；24 h 内无法检测的样本则应置

于 - 70℃ 或以下保存（如无 - 70℃ 保存条件，则于 - 20℃ 冰箱暂存）。应设立专库或专柜单独保存

样本，避免反复冻融。 

11 性能验证 

11.1 在用于样本检测前，实验室检测人员应对由提取试剂、提取仪、扩增试剂、扩增仪等组成检测系

统进行必要的性能验证，性能指标包括但不限于精密度（至少要有重复性）和最低检测限，以确认能否

复现商品试剂盒说明书载明的性能参数，能否达到预期的检测目的。宜选用高灵敏的试剂（检测限≤ 500

拷贝/mL）。 

11.2 每当试剂盒的试剂组分或试验过程改变，或使用新批号或新货运号的试剂盒之前，应重新进行性

能验证。 

12 内部质量控制 

12.1 标准操作规程制定 

实验室应制定并严格执行标准操作规程，包括试剂准备、样本前处理、核酸提取、核酸扩增、结果

分析及报告、可疑样本复检流程。 

12.2 内部质量控制方式 

12.2.1 每批检测至少有 1 份弱阳性质控品（第三方质控品，通常为检出限的 1.5 倍～3 倍）、3 份阴

性质控品（生理盐水）。质控品随机放在待测样本中，参与从提取到扩增的全过程。 

12.2.2 应选择合适的内源性对照如“管家”基因或外源性对照如假病毒作为内对照以评价实验过程的

完整性。 

12.2.3 物品和环境样本的采集检测，还需在采样前及采样过程中至少设一个现场空白样本及一个运输

空白样本，以进行过程中的质量控制。 

12.2.4 应定期采用保存液、生理盐水或 DEPC（焦碳酸二乙酯）水开盖放置过夜或拭子擦拭等方式对

样品处理区域（含生物安全柜）、提取设备、加样器、冰箱把手、门把手等部位进行环境污染监测。 

12.3 实验结果有效性的判定 

当出现下述情况中的任何一种或多种，当次实验结果无效，查找原因，重做实验。 

a) 阴性质控品出现扩增； 

b)  阳性质控品无扩增； 

c)  内对照不满足试剂盒说明书规定的要求。 



DB32/T 3762.20—2022 

 

5 

13 外部质量控制 

实验室应常态化参加能力验证计划、测量审核、实验室间比对或质量控制考核，对检测量大以及承

担重点人群筛查等任务的实验室，需适当增加频率。 

14 实验环境消毒与废弃物处理 

14.1  工作结束后，应立即对工作区进行清洁。工作区的实验台表面宜使用含氯消毒剂（1000 mg/L）

或 75% 酒精喷洒或擦拭消毒，使用可移动紫外灯（254 nm 波长）距实验台面 60 cm～90 cm 内照射

过夜。 

14.2  试剂储存和准备区、扩增分析区的废弃物宜直接打包带出，无需高压处理；样本制备区的原始样

本应经压力蒸汽灭菌方法处理，并作为医疗废弃物外送有资质的机构处置。 

14.3  所有的危险性废弃物应依照统一规格化的容器和标示方式，完整、合规地标示废弃物内容。 

 


