
[8] 封安保,郭缨,刘海培,等.新冠肺炎疫情期间高中生抑郁

及自学能力与父母教养方式的关系[J].中国学校卫生,

2021,42(5):679-682.
[9] 黄婉霞,谢丽燕,张梅珍.护理专业大专生自主学习能力

现状及影响因素调查分析[J].卫生职业教育,2018,36
(14):114-116.

[10]孙博文,王思怡,吴蓓蔚.医学检验技术专业学生自主学

习能力关键影响因素的研究[J].中国医学教育技术,

2021,35(3):301-304.
[11]王颖.“互联网+”背景下提升高职学生自主学习能力的

研究[J].商丘职业技术学院学报,2021,20(5):62-65.
[12]余淑珍,安德罗索夫·阿列克谢,张宝辉.学习共同体对

学习效果的影响:基于35项实验和准实验研究的元分析

[J].开放教育研究,2021,27(5):81-90.
[13]杨芳,赵楠,赵小珊等.大学生学习共同体的建构对学习

力的影响研究:基于G大学的调查分析[J].广州广播电

视大学学报,2021,21(6):59-64.
[14]王文涛,伊正君,付玉荣.医学检验技术专业学生在线课

程学习现状及影响因素研究[J].中国高等医学教育,

2021,35(1):73-74.
[15]孙百才,龚丽华.研究生学业奖学金制度实施状况调查研

究:成效、问题及对策[J].学位与研究生教育,2021,38
(3):60-66.

(收稿日期:2022-06-17  修回日期:2022-12-22)

教学·管理 DOI:10.3969/j.issn.1672-9455.2023.08.038

新型冠状病毒核酸检测假阳性及假阴性影响因素分析*

王 莹1,姚瀚鑫1,刘真意1,王艺婷1,周 琪2,许建成1△

吉林大学第一医院:1.检验科;2.新生儿科,吉林长春
 

130021

  摘 要:新型冠状病毒(简称新冠病毒)核酸检测在确诊新冠病毒感染和疫情防控中起重要作用。该文结

合工作实践,从检测前、中、后质量控制3个方面分析标本质量、规章制度、人员培训、设备性能、试剂耗材、实验

操作及结果判读等多种因素造成假阳性和假阴性结果的原因及应对策略,为探寻提升新冠病毒核酸检测的准

确性、多角度优化新冠病毒核酸检测工作提供参考依据。
关键词:新型冠状病毒核酸检测; 假阳性; 假阴性; 影响因素

中图法分类号:R511 文献标志码:B 文章编号:1672-9455(2023)08-1176-04

  2022年5月23日国务院联防联控机制举办“争
分夺秒抓实抓细疫情防控有关情况”主题新闻发布

会,国家卫生健康委员会医政医管局监察专员郭燕红

介绍:“核酸检测是非常专业的一项技术,近几年受社

会公众的高度关注,也慢慢走近了普通人的身边。尽

管核酸检测的特异度是100%,但在实际工作中,实验

室可能会因实验过程及操作造成污染而导致假阳性。
此外,还有个别实验室包括技术人员没有严格按照规

定的工作程序进行操作,也会造成假阳性结果。”在新

型冠状病毒(简称新冠病毒)核酸检测方法中实时荧

光定量聚合酶链反应(PCR)因为灵敏度高、特异度

强、重复性好等特点而应用最为广泛。2022年6月2
日国家卫生健康委员会发布《关于进一步加强新冠病

毒核酸检测全链条监管的通知》,核酸检测中如果出

现问题,检测机构将面临严重的处理。因此,应全面

评估核酸检测的诸多影响因素,强调多次进行核酸检

测的必要性,提高检测试剂的灵敏度,加强质量控制,
规范标本采集,从而提高诊断的准确性。现将实验室

经常遇到的造成假阳性和假阴性结果的原因及应对

策略总结如下。

1 核酸检测

1.1 新冠病毒核酸检测方法及原理 目前,新冠病

毒核酸检测方法主要包括实时荧光PCR、高通量测

序、恒温扩增技术、其他PCR、血清学检测IgM和IgG
抗体等[1]。《新型冠状病毒肺炎诊疗方案(试行第九

版)》将核酸检测列为新冠病毒感染确诊的重要依

据[2]。所有生物除朊病毒外均含有核酸,核酸包括脱

氧核糖核酸(DNA)和核糖核酸(RNA),新冠病毒是

一种仅含有RNA的病毒,病毒中特异性RNA序列

为区分该病毒与其他病原体的标志物。如果在患者

标本中检测到新冠病毒的特异核酸序列,提示该患者

可能感染新冠病毒。新冠病毒核酸检测方法主要采

用实时荧光定量技术,先从标本中提取 出 病 毒 的

RNA,通过反转录技术,把病毒的RNA“反转录”成一

种更容易检出的特异DNA,即cDNA。接下来扩增

cDNA,让cDNA 不断复制,让其数量呈指数增长。

cDNA每完成扩增一次,荧光信号就会增加,PCR检

测仪就能记录到荧光信号增加的Ct值。
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实时荧光定量PCR按原理主要分为两类,一类

是在PCR扩增反应过程中应用嵌入式染料与扩增产

生的双链DNA结合,发射荧光信号,实现实时定量检

测PCR产物;另一类是应用荧光特异性基团标记探

针进行实时检测,5'和3'端分别标记一个荧光报告基

团和一个荧光淬灭基团,探针完整时报告基团发射的

荧光信号被淬灭基团吸收。PCR扩增时Taq酶的5'-
3'外切酶活性将探针酶切降解,将荧光基团和淬灭荧

光基团分离,从而荧光监测系统接收到荧光信号,实
现荧光信号的累积与 PCR产物的形成完全同步,

PCR检测仪就能记录到一个荧光信号增加的 Ct
值[1]。荧光探针法特异性较强,可区分常见的冠状病

毒,可对多个靶标同时进行检测以提高准确性,所以,
目前大多数应用的是荧光探针法。

1.2 结果判读标准 新冠病毒核酸检测的靶基因主

要包括开放读码框(ORF1ab)、核壳蛋白、包膜蛋白和

刺突糖蛋白编码基因。目前,国家药品监督管理局批

准的基于荧光PCR的新冠病毒核酸检测试剂盒主要

是针对其中一个或多个靶标检测,建议同时检测2个

及以上靶标,至少应包括最为保守特异的ORF1ab区

域,以保证检测结果的特异度和准确度。出现以下情

况需复检:(1)PCR扩增后标本目的基因Ct值大于试

剂盒说明书阈值,且原始峰图有信号;(2)扩增结果为

阳性,但原始峰图并非典型的“S”形曲线;(3)双靶标

试剂检测结果不一致;(4)双份试剂检测结果不一致;
(5)检测结果与临床症状、影像学检查表现不一致;
(6)不同病程阶段可能出现不同的核酸检测结果,需
连续多次采集;(7)区域大规模人群筛查阳性率极低

(<0.1%)时出现阳性结果应使用1~2种灵敏度高

且扩增区域不同的试剂复检[3]。

2 核酸检测报告“假阴性”原因分析及应对策略

就新冠病毒核酸检测而言,假阴性指的是在所采

集标本中存在足量的病毒,但却未被检出。常见的情

况是重复检测多次出现阴性结果后再出现阳性结果

或咽拭子标本多次检测呈阴性但在呼吸道灌洗液标

本中检测出阳性结果。

2.1 检测前质量控制 检测前质量控制在整个检测

流程中至关重要。合格的标本是保证检测结果准确

的前提。为减少核酸检测假阴性应从采样时期及部

位因素、采样操作因素、采样管及采集拭子因素、标本

运输时间及条件因素等采取措施。

2.1.1 采样时期及部位因素 不同病程、机体不同

部位的病毒载量并不相同。感染初期、逐渐康复后、
间歇性排毒等状态携带的病毒载量较低,可能造成

“假阴性”结果。从细胞种类看,病毒载量从高到低依

次为肺泡上皮细胞(下呼吸道)、气道上皮细胞(上呼

吸道)、成纤维细胞、内皮细胞、巨噬细胞等[4];从标本

类型看,病毒载量从高到低依次为肺泡灌洗液(最
优)、深咳痰、鼻咽拭子、口咽拭子、血液[5]。因此,建
议在感染的不同时期应进行多次核酸检测。对重点

人群进行定期核酸检测,并做好临床观察与数据总

结。明确采样部位优先次序,常用的采样部位依次是

口咽部、鼻咽部、支气管灌洗液(操作复杂)、深部痰

(常为干咳,难获得)、粪便[4]。对于重点人群可同时

采集鼻咽及口咽拭子进行检测。

2.1.2 采样操作因素 采样深度、力度均可能导致

病毒载量不同。采样操作不当,如采集口咽部时拭子

的深度不够;采集鼻咽部时拭子未到达鼻腔深处,造
成采集的标本不合格。采集、运送、分拣等过程中因

乙醇、氯等消毒剂进入,导致病毒RNA提取和PCR
扩增失败。因此,应优化标本采集,确保采样准确。
不同专业的医务人员支援核酸检测采样工作,应警惕

采样操作是否合格。采样深度、力度要够,鼻咽、口咽

拭子采集均应取到较深部的上皮细胞,才能检测到病

毒核酸。

2.1.3 采样管及采集拭子因素 采样管和采集拭子

的要求应参照国家指南,管帽及管体应为聚丙烯材

质,螺旋口可密封,管体透明[6]。采集管高度(含管

帽)为(100±5)mm,容量企业定标20~30
 

mL,内含

11~12
 

mL胍盐或其他有效病毒灭活剂的保存液。
采集拭子宜选聚酯、尼龙等非棉质、非藻酸钙材质,柄
部应为非木质材料。折断点位于距拭子头顶端3

 

cm
左右,易折断。

2.1.4 标本运输时间及条件因素 标本运输时间过

长或者温度过高可导致RNA降解[7]。《医疗机构新

型冠状病毒核酸检测工作手册(试行第二版)》要求采

样后尽快送检,标本在2~8
 

℃下保存和转运,采样后

应尽可能在2~4
 

h送到。

2.2 检测中质量控制 检测中质量控制包括仪器设

备因素、诊断试剂因素、规范操作因素及室内质控因

素,避免产生假阴性。

2.2.1 仪器设备因素 应定期校准与维护基因检测

实验室的仪器设备,包括生物安全柜、移液器、离心

机、冰箱、核酸提取仪、荧光定量PCR仪等。如冰箱

温度不稳定,会影响标本RNA酶的稳定性[8];移液器

量程不精确、反应体系不一致和加样误差均会导致假

阴性。因此,在操作中应保证相关的仪器设备处于清

洁无核酸污染状态,定期进行维护保养,确保仪器的

性能状态良好。

2.2.2 诊断试剂因素 核酸提取的效率与纯度低、
体外诊断试剂灵敏度差、试剂批间差异大、病毒变异

导致试剂无法检测到相应核酸片段等因素均可造成

假阴性[9]。如不同核酸检测试剂间存在批间差问题,
可能影响后续弱阳性标本的检出,可出现多个标本单
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靶标通道的扩增曲线翘尾。因此,应对比试剂盒质量

差异,进行比对试验验证,增进试剂检测效能。临床

试剂盒的研究处于边探索、边实践、边完善的过程,研
发的试剂盒不同基因的灵敏度存在差异[10],应逐渐改

进试剂的检测效能,提高分析灵敏度和特异度。为提

升检测效率,可探寻优化试剂盒的反应参数,缩短反

转录退火、延伸时间,提高解旋及扩增阶段的温度,优
化核酸提取及扩增程序,改进流程。但改进流程后是

否对灵敏度有影响,特别是病毒载量低的标本或是单

靶标阳性复检标本,尚有待进一步验证。因试剂问题

造成的假阴性可以选择不同厂家的试剂进行比对检

测,验证各试剂的检测能力,建议选用外源和内源性

内标不同的试剂盒交叉使用,复查和验证同一标本,
可尽量选择检出限较低、灵敏度较高的试剂盒。

2.2.3 规范操作因素 操作不当也是导致假阴性的

重要因素。必须规范实验室操作,强化检验人员培

训,完善实验室质量管理体系、保证合理分区、提升检

验人员操作水平,避免漏加、错加、丢失等人为因素,
最大限度地减少假阴性。

2.2.4 室内质控因素 规范开展室内质控是避免出

现假阴性的重要措施。实验室如果未按照要求设置

阴性、阳性室内质控或室内质控品并未参与核酸提取

过程,有些弱阳性质控品设置浓度过高或部分批次的

室内质控结果失控,但未进行原因分析和采取纠正措

施等均有造成假阴性的可能。所以,必须规范开展室

内质控,质控品应按国家要求,包括每批检测至少有1
份弱阳性质控品(第3方质控品,通常为检出限的

1.5~3.0倍)、3份阴性质控品(生理盐水)。阴、阳性

质控品应随机分布在患者标本中间,不是一成不变地

固定于具体孔位,应对所有孔位起到监测作用。质控

品应参与从提取到扩增的全过程,失控后应及时进行

原因分析及采取纠正措施。

2.3 检测后质量控制 检测后质量控制主要为临床

实验室管理问题,临床实验室的质量控制、规范操作

及结果判读等是保证检验结果精准的关键因素[11]。
人员操作及单靶标阳性判读能力不足、质量控制方面

欠缺等均可造成假阴性。如果选择核酸扩增仪的“自
动”模式判读结果,对可疑结果应手动设置基线和阈

值线参数进行查看复核,避免结果误判。因此,应加

强检验人员能力培养,提高数据分析能力。在审核检

测结果时应认真观察和比较扩增曲线,认真核对结果

及时准确上报,避免出现假阴性。同时,在核酸检测

的基础上补充特异性抗原检测技术等其他实验方法,
进一步提高早发现能力。

3 核酸检测报告“假阳性”原因分析及应对策略

假阳性是指患者没有感染新冠病毒,但核酸检测

出现阳性结果。常见的情况是标本检测为阳性,但是

流行病学史和临床症状不支持新冠病毒感染的诊断,
再次检测或多次检测结果均为阴性。

3.1 检测前质量控制 检测前质量控制主要包括标

本因素和规范实验室结构。

3.1.1 标本因素 采集操作不规范,如采样者手套

接触阳性标本后未消杀或消杀不彻底导致邻近标本

管污染。因质量或操作不当导致阳性标本漏液,污染

同批次标本。采集后标本盖没有旋紧,运送过程中振

荡剧烈均可造成交叉污染。应严格培训,优化流程,
增加采样人员,避免错误操作。采集过程中实验人员

要严格按照《区域新型冠状病毒核酸检测组织实施指

南(第三版)》(联防联控机制医疗发〔2022〕28号)执
行,优化标本采集。

3.1.2 规范实验室结构 核酸检测操作应在生物安

全二级防护实验室进行,核酸检测实验室应严把实验

室工程建设质量关,按照试剂配制区、标本制备区、核
酸扩增区实行独立分区,确保人流、物流的单向流通,
不逆向流动。生物安全防护应按照《新型冠状病毒实

验室生物安全指南(第二版)》[6]执行。

3.2 检测中质量控制 检测中质量控制主要包括临

床实验室操作及管理问题、仪器设备因素、扩增产物

遗留污染。

3.2.1 核酸提取因素 大部分实验室采用全自动核

酸提取仪进行核酸提取,在提取过程中加热、剧烈振

荡极易造成标本之间或待检标本和阳性对照之间交

叉污染而出现假阳性。操作不当是导致交叉污染的

主要原因[12]。应确保核酸提取不交叉污染,每个操作

环节均应谨慎,轻缓弃掉移液器枪头,使用后的移液

器放置在移液器架上,及时更换被污染的手套。操作

前应离心阳性质控品,轻缓开盖,吸取加样,使用带滤

芯枪头,减少因操作不当出现的假阳性。检测结束后

应使用紫外线灯照射实验室。

3.2.2 检测过程中标本之间发生交叉污染因素 检

验人员生物安全防护意识不强或实验操作不标准导

致结果出现假阳性。在操作过程中剧烈晃动采集管、
用力拧盖、快速吸样均可能形成气溶胶而导致污染。
如被阳性质控品或阳性标本污染的阴性标本,导致假

阳性结果。因此,检验人员应参加相关生物安全培

训,获得临床基因扩增检验实验室技术人员培训证且

熟悉岗位操作,遵守标准操作规程,明确结果审核规

则和掌握质量控制措施,全方面落实生物安全与感染

控制的管理。

3.2.3 扩增产物的遗留污染因素 气溶胶污染是造

成PCR产物污染的主要原因。扩增过程中如果八联

排管密封不严则会在高温条件下产生气溶胶而导致

假阳性[13]。气溶胶里含有扩增序列的小颗粒在实验

室里积累,沉降到实验台面、PCR仪器、移液器等部
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位,当达到一定浓度弥散到环境中可导致假阳性,荧
光通道曲线可呈斜直线上升。应确保扩增产物不污

染环境,严格选择密闭性良好的反应管,扩增前确保

逐孔按紧,混匀离心后再次检查八连排管无渗漏,扩
增时再次确认盖紧八联排管盖,以防止扩增过程中爆

裂导致污染。

3.2.4 仪器设备因素 核酸提取仪、荧光定量PCR
仪、生物安全柜、离心机等仪器设备的性能不佳或清

洁不到位或荧光定量PCR仪温控不准造成非特异性

扩增等均可导致假阳性。应定期维护、保养仪器设

备,确保仪器性能状态良好。如生物安全柜使用后应

进行清洁、消毒[3]。

3.3 检测后质量控制 检测后质量控制主要为非特

异性扩增因素、结果判读因素及疫苗引起的“假阳性”
因素。

3.3.1 非特异性扩增因素 试剂盒中的扩增引物特

异性不好,形成引物二聚体或上、下游引物形成发卡

结构,引起非特异性荧光造成假阳性[13]。其特点是S
型扩增曲线起线时间较迟,常常在最后几个循环内扩

增,荧光信号弱,Ct值较大[8]。应按照说明书要求配

置扩增反应液,提取得到的核酸应及时进行后续处

理,及时封盖,避免混入阳性质控品或其他干扰物。
实验室应每天按时清洁、消毒,以消除潜在的干扰因

素。排除污染原因后重新复检标本,必要时可使用不

同的检测试剂进行确认。

3.3.2 结果判读因素 检测结果判读有误、基线调

整不当、非特异性荧光等原因可导致假阳性。大部分

荧光定量PCR仪的软件均可自动设置基线范围,但
过强的背景信号可被误认为是扩增信号,基线范围变

小,导致假阳性。其特点是曲线起线时间较早,为曲

折样上升型或不规则上升型,而非典型的S形曲线,
此时应手动调整基线设置范围,通过比对原始曲线及

扩增曲线的形态进行判定[8]。应减少结果判读失误

的因素,需对实验室仪器进行性能验证,建立室内质

控标准操作规程,严格执行质控要求,明确复检规则,
避免假阳性结果发生。应加强培养检验人员能力,提
升结果判读能力。认真钻研和分析扩增曲线的不同

变化趋势,重视审核检测结果。

3.3.3 疫苗引起的“假阳性”因素 疫苗中含有浓度

较高的灭活病毒,尽管灭活病毒不具备传染性,但完

整的病毒核酸片段仍存在。采样时间在核酸片段被

降解前就有可能造成假阳性结果。因此,新冠病毒疫

苗接种点要远离采样点,新冠病毒疫苗接种人员与采

样人员不可兼职。应定期清理接种工作台面上的一

次性无纺布,按压的棉签应按医疗废物处理规定在接

种点统一收集处理,如果发生容器破裂等现象应及时

处理,防止污染扩散。

4 小  结

新冠病毒核酸检测是确诊新冠病毒感染病例的

重要依据,对解除隔离管理、出院预后判断具有指导

意义。分析和掌握新冠病毒核酸检测假阴性和假阳

性的原因,采取应对策略,多角度优化新冠病毒核酸

筛查工作,对早期诊断、控制病程、监测疗效和防控疫

情至关重要。
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