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高等级生物安全实验室人员手接触对物表污染的
风险分析

彭晓放，曾灵风，柯碧霞，莫艳玲，郑仲华，汤 莉，黎 薇 *

（广东省疾病预防控制中心，广州 511430）

摘 要：目的 评估生物安全三级实验室（BSL-3）人员操作高致病性病原微生物时手部接触对关键物表的污

染风险，识别生物安全关键控制点。方法 对实验室内人员高频接触的物表进行每月连续采样，共采集 406 份

样本，采用荧光定量 PCR 法检测病原微生物污染情况，并结合实验室操作流程分析污染原因；通过实施终末消毒、

规范生物安全柜分区使用、区分主辅操作等措施进行干预。结果 总阳性检出率为 2.96%（P ＜ 0.05），4 ℃ 冰

箱门把手、离心机按键、对讲机按键、培养箱门把手、－80 ℃ 冰箱门把手、显微镜载物旋钮共 6 个关键部位检

出污染，原因分析主要与人员手部交叉接触、消毒不彻底、操作分区不明等有关，经改进措施后，连续采样 7

次 136 份，检测阳性样本 0 份，污染率显著降低。结论 BSL-3 实验室物表污染风险集中于人员手部接触频繁

区域，需强化终末消毒程序、规范生物安全柜操作分区、明确主辅操作人员分工及手卫生管理，本研究为高等

级生物安全实验室的操作规程优化提供了数据支持和实践依据。

关键词：高等级生物安全实验室；生物安全管理；实验室感染；风险监测分析

0  引  言

生物安全三级实验室（BSL-3）作为传染病预防与控制

以及科学研究的基础设施和重要平台，其生物安全风险评

估和风险管理一直是实验室安全管理的重点。2021 年 4 月

15 日颁布的《中华人民共和国生物安全法》，对高等级生

物安全实验室的管理提出了明确的要求，确保不发生实验

室感染事件 [1]。在实际运行中，虽然高等级生物安全实验

室管理对实验室设施设备条件及人员防护要求严格按照相

关法律法规和标准执行 [2]，但仍存在实验人员由于操作不

规范等原因，直接或间接接触病原体或气溶胶污染等而引

发人员感染事件 [3]。Lv J[4] 和雷亚克等 [5] 通过对实验室物

表环境采样并进行核酸检测，发现所有阳性对象都是实验

人员直接或间接接触部位，指出手部接触是主要的传播方

式，是导致实验室环境污染的途径。

本研究为了解实验人员在实验活动过程中，手接触对

实验室各区域环境物表的污染情况及潜在的风险点。通过

选择在开展高致病性病原体分离培养鉴定、中和抗体检测

等活动期间，对生物安全三级实验室各个区域手接触关键

设备 / 物品的高风险部位表面连续采样进行核酸检测，并

对检测结果进行分析研判，识别出风险点，提出改进措施

和验证，为后续实验室生物安全管理和风险控制提供参考

依据。

1  材料与方法

1.1  样本采集方法

由实验人员在当次实验活动结束后、清场消毒处理

前，对实验活动区域手操作可能接触的物表，采用采样管

拭子，进行涂抹方式采样。采样区域包括生物安全三级实

验室准备间、缓冲间、核心区。准备间主要从事消毒包装

后实验物品的传递、消毒剂配制及废弃物灭菌处置等活

动；缓冲间为连接准备间和核心区的区域，主要从事个人

防护用品的穿脱操作；核心区为从事高风险感染性材料操

作的主要区域。

前期监测采样时间为 2021 年 1 月至 2022 年 12 月，

实验室 2 间核心区主要从事新型冠状病毒实验活动；后期
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验证采样时间为 2023 年 1 月至 12 月，实验室核心区主要

从事猴痘病毒、艾滋病毒（I 型）、新型冠状病毒等实验活

动，实验室活动期间每月随机采样一次。

1.2  试剂和检测方法

对从事新型冠状病毒实验活动期间采集的样本，按照

核酸提取试剂盒和新型冠状病毒荧光 PCR 靶向核酸检测

试剂盒说明书开展核酸检测和鉴定 [6]。根据检测结果，

ORF1ab 阳性和（或）N 基因阳性，结果定为阳性或单基因

阳性，判断为该采样点存在物表污染；ORF1ab 和 N 基因

均为阴性时，结果定为阴性，该采样点无污染。对从事猴

痘病毒、艾滋病毒（I 型）的实验活动期间采集的样本，按

照指南采用对应的核酸检测方法开展和评价 [7-8]。

1.3  统计学方法

采用 SPSS 25.0 软件进行统计分析。计数资料用数例

和率描述，样本阳性率以百分率（%）表示。率的比较采用

卡方检验和 Fisher 确切概率法，以 P ＜ 0.05 为差异具有

统计学意义。

2  结果与分析

2.1  实验室内部手操作接触物表污染监测结果情况

2021 年 1 月至 2022 年 12 月实验室从事新型冠状病

毒核酸检测期间，连续每月采样，除实验室维修检定暂

停期间 3 次未采样，共采样 21 次，合计 406 份。其中，

检测出阳性样本 12 份，总阳性检出率为 2.96%。核心

区 1 室内采样阳性率最高，为 5.24%，核心区 2 室阳性

率为 1.26%，准备间、缓冲间均未检出病毒核酸阳性。

通过 Fisher 确切概率法对不同区域结果进行配对比较，

不同区域的阳性检出率存在显著性差异（P ＜ 0.05）；将

核心区 1 室和 2 室进行配对比较，两者存在显著性差异 

（P ＜ 0.05）。具体详见表 1。

表 1 实验室手接触关键部位的污染监测结果

实验室名称 分区 采样次数
阳性

个数

阳性率

/%

生物安全三级

实验室

准备间 21 0 0

核心区 1 室缓冲间 20 0 0

核心区 2 室缓冲间 15 0 0

核心区 1 室 191 10 5.24

核心区 2 室 159 2 1.26

总计 406 12 2.96

注：检验水准 α=0.05。

2.2  阳性结果采样分布部位及阳性率

对核心区内 15 个手部接触关键物表的高风险部位连

续采样和核酸检测，发现 6 个采样部位检出阳性，总阳性

检测率为 3.12%。阳性检测频次由高到低依次为 4 ℃ 冰

箱门把手、离心机按键、对讲机按键、培养箱门把手、 

－80 ℃ 冰箱门把手、显微镜载物旋钮。通过对各部位采

样阳性情况进行卡方检验，提示各部位阳性检出率总体上

存在统计学差异（P ＜ 0.05）。具体详见表 2。

表 2 核心区采样部位分布及核酸检测结果

区域 采样部位 采样份数 核酸检测阳数 阳性率 /%

实验室核心区

4 ℃ 冰箱门把手 35 3 8.57

离心机按键 36 3 8.33

对讲机按键 16 1 6.25

培养箱门把手 50 3 6.00

－80 ℃ 冰箱门把手 34 1 2.94

显微镜载物旋钮 35 1 2.86

核心区出口门把手 40 0 0.00

缓冲间出入口门把手 37 0 0.00

安全柜门把手和按键 37 0 0.00

传真机按键 31 0 0.00

培养箱内托盘 19 0 0.00

人员实验操作后外层手套 7 0 0.00

实验室储物柜门把手 4 0 0.00

核心区生物安全垃圾桶 2 0 0.00

水浴锅按键 2 0 0.00

总计 385 12 3.12

注：检验水准 α=0.05。
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2.3  阳性结果采样部位的采样信息和核酸 CT 值结果

分析 6 个阳性采样部位，均属于关键防护设备，共 12

份阳性样本，其中 10 份分布在实验室核心区 1 室，2 份分

布在核心区 2 室。对 CT 值比较分析，11 份样本 ORF1ab

值或 N 基因检测在 35 ≤ CT ≤ 40 范围内，包括单基因阳

性样本占 7 份；1 份在 CT ＜ 35 范围内，采样部位为离心

机按键。根据采样时间分布，2021 年和 2022 年各检出 6

份阳性环境样本。具体详见表 3。

表 3 阳性结果的采样信息和核酸检测 CT 值结果

序号 采样阳性部位 采样地点（核心区） 采样时间
CT 值

ORF1ab 值 N 基因值

1 4 ℃ 冰箱门把手 1 室 2021-01-19 38.00 38.00

2 4 ℃ 冰箱门把手 1 室 2022-05-25 — 37.00

3 4 ℃ 冰箱门把手 2 室 2022-12-30 38.69 39.88

4 离心机按键 1 室 2021-04-20 — 37.00

5 离心机按键 1 室 2021-06-22 35.60 36.80

6 离心机按键 1 室 2022-04-22 36.00 33.00

7 培养箱门把手 1 室 2021-06-22 37.40 —

8 培养箱门把手 1 室 2022-06-23 — 39.00

9 培养箱门把手 2 室 2022-12-30 38.08 —

10 对讲机按键 1 室 2022-06-23 — 39.00

11 －80 ℃ 冰箱门把手 1 室 2021-09-15 37.50 —

12 显微镜载物旋钮 1 室 2021-02-05 40.00 39.00

2.4  实验室终末消毒对关键部位的高风险部位监测结果

的影响

生物安全三级实验室采样期间，共开展实验室终末消

毒 [9]10 次。发现 10 次采取终末消毒措施的月份监测，阳

性 2 次，阴性 8 次；11 次未采取终末消毒措施的月份监

测，阳性 7 次，阴性 4 次，采取终末消毒措施后，环境监

测阳性检出次数减少（具体结果见图 1）。
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注：“X”表示该监测月份期间（该采样日期和前一个采样日期之间的间隔）有开展终末消毒。

图 1 终末消毒处理和采样阳性率的关系

2.5  前期监测结果原因分析和应对措施制定

结果分析，12 份阳性采样结果的核酸检测 ORF1ab 基

因和 N 基因的 CT 值显示，7 份单基因阳性，CT 值均大于

37；4 份阳性 CT 值介于 35 至 40 之间；1 份阳性 CT 值

ORF1ab 基因和 N 基因分别为 36 和 33。根据郑焕英等 [10]

报道，分离的新型冠状病毒的病例样本荧光定量 PCR 检

测的 ORF1ab 基因和 N 基因的最高 CT 值分别为 33.74 和

34.47，预判阳性监测部位存在活病毒的可能性极少，通

过对重点区域进行清洁消毒处理可有效地降低实验室感染

风险。同时，结合实验活动分析，实验操作一般由 2 名人

员共同进行，操作人员手部在进出生物安全柜时都会消毒

或更换外层手套，且对柜内转移物品进行表面消毒处理，

提示转移出生物安全柜外的实验物品表面，可能携带消毒

后的核酸片段，实验人员通过拿取或存放物品等操作污染
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物表。形成良好的实验室操作技术避免产生气溶胶，以及

实验完成后对需要留存的实验室材料进行彻底消毒是控制

生物安全风险关键。结合本实验室当前管理规范要求及人

员操作情况进行风险分析，提出 5 个改进措施，分别为：

①加强实操培训考核和监督检查；②主、辅操作实验人员

进一步明确分工和职责；③严格控制操作人员手部进出生

物安全柜频次，严格更换外层手套；④明确实验物品（清

洁区）和废弃物（潜在污染区）出入生物安全柜路径；⑤监

督落实实验清场的清洁消毒步骤。

2.6  实验室管理实施改进措施后环境物表污染监测结果

通过全面培训宣贯，落实改进措施，在 2023 年 1 月

至 12 月实验室从事高致病性病原微生物实验活动期间，

选择手操作可能接触的高风险物表进行采样，分别为

4 ℃ 冰箱门把手、离心机按键、传真机和对讲机按键、

培养箱门把手、-80 ℃ 冰箱门把手、显微镜载物旋钮、

生物安全柜把手和按键、消毒剂喷壶外表共 8 项。每个

病原体单独使用一个核心区，每月采样 1 次，每次每个

核心区采样 8 份，其中，新型冠状病毒连续 7 个月开展

实验活动，包括期间连续 2 个月使用 2 个核心区，小计

采样 72 份；猴痘病毒（连续 5 个月）及艾滋病毒（I 型）（连

续 3 个月）分别采样 40 份和 24 份，合计 136 份，检测出

阳性样本 0 份。

3  讨论与结论

本研究通过系统分析 BSL-3 实验人员操作高致病性

病原微生物时手部接触对关键物表的污染风险，揭示了污

染分布特征及主要控制环节。研究结果显示，实验室物

表污染的总体阳性率为 2.96%（P ＜ 0.05），主要集中在实

验室核心工作间，在 44 ℃ 冰箱门把手、离心机按键、对

讲机按键、培养箱门把手、－80 ℃ 冰箱门把手、显微镜

载物旋钮共 6 个采样部位检测到阳性结果，阳性检测率为

3.12%，高于实验室总阳性检测率 2.96%，但均低于雷亚

克等 [5] 报道的 16.28%。结合实验活动分析，操作者戴着

手套的手在转移物品和观察结果后直接或间接接触造成的

污染，与 Lv J 等 [4-5] 报道的在实验室污染物监测中发现所

有的阳性物体都是由操作者戴着手套的手直接或间接接触

的一致。此外，比较分析 12 份阳性采样结果的核酸检测

CT 值介于 35 至 40 之间，郑焕英等 [10] 的报道提示阳性监

测部位存在活病毒的可能性极少。针对上述问题，结合本

实验室当前管理规范要求及人员操作情况进行风险分析，

提出 5 个改进措施，并验证其有效性。本研究通过问题发

现—原因分析—改进措施—效果验证等过程，发现采取实

验室终末消毒、生物安全柜分区规范使用、人员区分主辅

操作等风险防范措施后，分别在新型冠状病毒、猴痘病毒

及艾滋病毒（I 型）实验活动期间每月进行环境关键物表采

样共 136 份，连续监测样本阳性率降至 0%，污染风险显

著降低。

本研究基于 406 份大样本数据首次量化了 BSL-3 实验

室人员操作手接触对物表污染的空间分布特征，为实验室

风险管控提供科学依据，同时，提出加强实操培训考核和

监督检查、主 / 辅操作实验人员进一步明确分工和职责、

生物安全柜规范使用、实验人员更换手套等措施的实施，

可有效解决手接触对实验室环境物表的污染，为高等级生

物安全实验室的操作规程优化提供了数据支持和实践依

据，为实现“零污染”目标提供了重要参考依据。
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