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动物鼻式气溶胶暴露装置的运行效果评价

郝新彦，向志光，高　 虹∗

（中国医学科学院医学实验动物研究所，北京协和医学院比较医学中心，北京　 １０００２１）

　 　 【摘要】 　 目的　 本研究旨在探讨动物鼻式气溶胶暴露装置能否正常运行并产生特定粒径大小的气溶胶颗

粒，探究运行过程中装置气溶胶气密性、分布均匀性及消毒剂对系统的消毒效果。 方法　 使用动物鼻式气溶胶暴

露装置产生大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ，Ｅ． ｃｏｌｉ）气溶胶、鼠肝炎病毒（ｍｏｕｓｅ ｈｅｐａｔｉｔｉｓ ｖｉｒｕｓ）ＭＨＶ⁃ＪＨＭ 气溶胶，分别用

７５％乙醇、３％过氧化氢对系统进行消毒，分别采集暴露舱内、易泄露处及消毒后的 Ｅ． ｃｏｌｉ、ＭＨＶ⁃ＪＨＭ。 对采集的

Ｅ． ｃｏｌｉ 进行微生物培养；对采集的 ＭＨＶ⁃ＪＨＭ 提取 ＲＮＡ，一步法 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测样本中病毒 ＲＮＡ。 结果　 装置产生

的 Ｅ． ｃｏｌｉ 气溶胶颗粒中值直径为（１􀆰 ２７ ± ０􀆰 ６１） μｍ，暴露舱内采样液涂板有菌落生成，置于暴露舱不同端口的 ＮＣ
膜上菌落数一致，易泄露处的沉降平皿上无菌落生长，消毒后采样平皿上无菌落生长；暴露舱内采样液中的 ＭＨＶ⁃
ＪＨＭ 病毒 ＲＮＡ 为阳性，易发生泄露处采样液中病毒 ＲＮＡ 为阴性，消毒后采样液中病毒 ＲＮＡ 为阴性。 结论　 动物

鼻式气溶胶暴露装置能正常运行产生气溶胶；在运行过程中，暴露舱各端口有气溶胶通过并分布均匀，气密性好；
使用相应的消毒剂可对系统进行有效消毒，消毒效果完全。
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　 　 动物鼻式气溶胶暴露装置（ｎｏｓｅ⁃ｏｎｌｙ ｉｎｈａｌａｔｉｏｎ
ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｄｅｖｉｃｅ）是可模拟产生药物、毒物等化学物

质及病毒、细菌等病原微生物气溶胶、气体或蒸汽

的设备，仅将动物鼻部暴露于设定环境中，使动物

吸入含有受试物的空气而达到定量攻毒感染［１ － ３］。
鼻式气溶胶暴露装置可通过装有细菌、病毒等病原

微生物悬浮液的雾化器雾化产生微生物气溶胶，实
验动物吸入气溶胶后，在感染过程中避免了消化

道、皮肤等其他暴露途径感染，感染方式与自然环

境极为相似［１ － ９］。 为使用动物鼻式气溶胶暴露装置

进行安全有效的病原微生物气溶胶感染，本实验选

择大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ，Ｅ． ｃｏｌｉ）、鼠肝炎病毒

（ｍｏｕｓｅ ｈｅｐａｔｉｔｉｓ ｖｉｒｕｓ）ＭＨＶ⁃ＪＨＭ 作为模式微生物，
分别代表细菌和病毒，使用此暴露装置发生细菌、
病毒气溶胶，探究装置能否正常运行，同时探讨装

置运行过程中产生的气溶胶粒径大小、装置气密

性、气溶胶在暴露舱内的分布均匀性及消毒剂对装

置的消毒效果。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验材料

菌种、病毒：大肠杆菌（有氨苄抗性，Ａｍｐ ＋ ）、鼠
肝炎病毒毒株 ＭＨＶ⁃ＪＨＭ 毒株均引自中国医学科学

院医学实验动物研究所。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

ＬＢ 固 体 培 养 基 （ Ａｍｐ ＋ ）， ＬＢ 液 体 培 养 基

（Ａｍｐ ＋ ），ＤＭＥＭ 无血清高糖培养基，ＲＮＡ 提取试

剂盒（ＴａＫａＲａ，９７６６，北京宝日医生物技术有限公

司），一步法 ＲＴ⁃ＰＣＲ 试剂盒（ ＴａＫａＲａ，ＲＲ０６４Ａ，北
京宝日医生物技术有限公司），硝酸纤维素（ＮＣ）膜
（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ，０􀆰 ４５ μｍ）。 ＡＢＩ ７５００ Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 扩

增仪（ＵＳＡ），动物鼻式气溶胶暴露装置（美国 Ｉｎ⁃
ＴＯＸ Ｐ．Ｏ．ＢＯＸ２０７０，ＮＭ５０５⁃８３２⁃５１０７）：动物鼻式气

溶胶暴露装置主要由洁净压缩空气系统、气溶胶输

送管路、净化装置（真空泵、高效过滤器）、气溶胶发

生装置（Ｌｏｖｅｌａｃｅ 喷雾器、稀释器、混合器）、４８ 孔鼻

式暴露舱、测试动物安置装置（动物固定管）、采样

装置（ＺＲ⁃Ａ０２ 型安德森六级采样器、Ｉｎ⁃ＴＯＸ 液体撞

击采样器）和暴露系统控制柜组成（如图 １ 所示）。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 动物鼻式气溶胶暴露装置产生大肠杆菌气

溶胶

（１）气溶胶粒径大小评价：将 ６􀆰 ５ ｍＬ ２ × １０９

ＣＦＵ ／ ｍＬ 大肠杆菌菌液倒入喷雾器小管内，稀释流

量为 １８􀆰 ３ Ｌ ／ ｍｉｎ，排气流量为 ２０ Ｌ ／ ｍｉｎ，维持暴露

舱微负压。 设置装置在雾化压力为 ５， １０， １５， ２０，
２５ ＰＳＩ 下发生气溶胶，安德森六级采样器在总排气

管路分别采样 ２０ ｍｉｎ。 采样平皿于 ３７℃下培养 １２
ｈ，评价在不同压力下采样气溶胶的粒谱分布。 将

各级采样平皿采集的气溶胶颗粒按级别分为 ６ 组数

据，依据偏态分布 ５０％中值直径计算公式算出发生

气溶胶总粒子的中值直径。
（２）气溶胶到达暴露舱端口评价：将 ６􀆰 ５ ｍＬ ２ ×

１０９ ＣＦＵ／ ｍＬ 大肠杆菌菌液倒入喷雾器小管内，稀释流

量为 １８􀆰 ３ Ｌ ／ ｍｉｎ，排气流量为 ２０ Ｌ ／ ｍｉｎ，雾化压力为 ２０
ＰＳＩ，采样流量为 ２􀆰 ２ Ｌ ／ ｍｉｎ，维持暴露舱微负压，以 ＬＢ
液体培养基作为采样液，液体撞击采样器采样 ２０ ｍｉｎ。
分别取采样液 １ ｍＬ 涂于两个 ＬＢ 固体培养基上，于
３７℃下培养 １２ ｈ，观察采样平皿上是否有菌落生长，评
价暴露舱端口是否有气溶胶通过。

（３）气溶胶分布均匀性评价：４８ 孔动物鼻式暴

露舱共 ４ 层，每层间隔 ３ 个端口放置一个固定管（如
图 ２ 所示），ＮＣ 膜（１ ｃｍ × １ ｃｍ）置于小鼠固定器

前端端口处采样 ２０ ｍｉｎ。 将 ＮＣ 膜放于 ＬＢ 固体培

养基上，于 ３７℃下培养 １２ ｈ，观察 ＮＣ 膜上是否有菌

落生长并计数，评价暴露舱各端口是否都有气溶胶

到达，气溶胶分布是否均匀。 其他参数设置同

１􀆰 ３􀆰 １ 中的（２）。
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图 １　 Ｉｎ⁃ＴＯＸ 鼻式气溶胶暴露系统示意图

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｆｉｇｕｒｅ ｏｆ ｔｈｅ Ｉｎ⁃ＴＯＸ ｎｏｓｅ⁃ｏｎｌｙ ｉｎｈａｌａｔｉｏｎ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｄｅｖｉｃｅ

注：图中（１） ～ （４）分别为暴露舱的从上至下 １ ～ ４ 层，在各层①、②、③暴露口放置小鼠固定器，并用 ＮＣ 膜进行采样。

图 ２　 ４８ 孔鼻式暴露舱各层各端口分布图

Ｎｏｔｅ． Ｆｉｇｕｒｅｓ （１） － （４） ａｒｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｏｆ ｌａｙｅｒｓ １ － ４ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｃｈａｍｂｅｒ ｆｒｏｍ ｔｏｐ ｔｏ ｂｏｔｔｏｍ． Ａｎｉｍａｌ ｔｕｂｅｓ ｗｅｒｅ ｐｌａｃｅｄ ｏｎ ｐｏｒｔ ①， ｐｏｒｔ
②， ａｎｄ ｐｏｒｔ ③ ｏｆ ｅａｃｈ ｌａｙｅｒ． Ｔｈｅ ＮＣ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｌａｃｅｄ ａｔ ｔｈｅ ｎｏｚｚｌｅ ｏｆ ａｎｉｍａｌ ｔｕｂｅｓ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｓａｍｐｌｉｎｇ．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅａｃｈ ｐｏｒｔ ｏｆ ｅａｃｈ ｌａｙｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ４８⁃ｐｏｒｔ ｎｏｓｅ⁃ｏｎｌｙ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｃｈａｍｂｅｒ

　 　 （４）装置气密性评价：在进行 １􀆰 ３􀆰 １ 中的（１）、
（２）、（３）发生 Ｅ． ｃｏｌｉ 气溶胶操作时，在暴露装置易

发生泄露的 ６ 处（雾化器旁、暴露舱上端排气处、安
德森六级采样器旁、液体撞击采样器旁、高效过滤

器旁、真空泵旁）摆放沉降平皿，沉降 ２０ ｍｉｎ。 将沉

降平皿于 ３７℃下培养 １２ ｈ，观察沉降平皿上是否有

菌落生长，评价暴露装置是否发生气溶胶泄露。
（５）装置消毒效果评价：大肠杆菌气溶胶停止

运行后，空运行系统 １０ ｍｉｎ，以排出含有大肠杆菌气

溶胶的气体；将 ８ ｍＬ ７５％乙醇加入喷雾器小管内，
系统运行 ３０ ｍｉｎ 进行消毒；消毒后空运行系统 ３０
ｍｉｎ，以排出含有乙醇的空气。 消毒结束后，空运行

系统并使用安德森六级采样器采样 ２０ ｍｉｎ。 采样平

皿于 ３７℃ 下培养 １２ ｈ，观察平皿上是否有菌落生

长，评价在装置产生大肠杆菌气溶胶后，７５％乙醇对

装置的消毒效果。 其他参数设置同 １􀆰 ３􀆰 １ 中的

（２）。
１􀆰 ３􀆰 ２　 动物鼻式气溶胶暴露系统产生 ＭＨＶ⁃ＪＨＭ
气溶胶

（１）发生 ＭＨＶ⁃ＪＨＭ 气溶胶：取 ６􀆰 ５ ｍＬ 备好的

１􀆰 ５ × １０８ 拷贝数 ／ ｍＬ 的 ＭＨＶ⁃ＪＨＭ 病毒液倒入喷

雾器小管内，雾化流量为 ０􀆰 ６ Ｌ ／ ｍｉｎ，稀释流量为

１８􀆰 ３ Ｌ ／ ｍｉｎ，排气流量为 ２０ Ｌ ／ ｍｉｎ，雾化压力为 ２０
ＰＳＩ，采样流量为 ２􀆰 ２ Ｌ ／ ｍｉｎ，维持暴露舱微负压，以
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ＤＭＥＭ 无血清高糖培养基为采样液，液体撞击采样

器在暴露舱单个端口采样 ２０ ｍｉｎ。 收集采样液进行

后续 ＲＮＡ 提取［１􀆰 ３􀆰 ２ 中的（３）］及一步法 ＲＴ⁃ＰＣＲ
检测病毒 ＲＮＡ 扩增的荧光值［１􀆰 ３􀆰 ２ 中的（４）］。 评

价系统是否发生病毒气溶胶，及单个暴露舱端口是

否有气溶胶气流通过。
（２）装置气密性评价：待系统停止气溶胶发生

后，灭菌棉签采集易泄露的 ５ 处（开放空气过滤器

处、雾化器小管处、液体撞击采样器处、暴露舱端口

处、暴露舱上端进气管路处）ＭＨＶ⁃ＪＨＭ 气溶胶。 将

采样棉签放于 ＤＭＥＭ 无血清高糖培养基中，对培养

基进行后续 ＲＮＡ 提取［１􀆰 ３􀆰 ２ 中的（３）］及一步法

ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测病毒 ＲＮＡ 扩增的荧光值［１􀆰 ３􀆰 ２ 中的

（４）］。 评价装置在运行过程中是否发生气溶胶

泄露。
（３）提取 ＲＮＡ：以 ＤＭＥＭ 无血清高糖培养基作

为阴性对照，使用 ＲＮＡ 提取试剂盒，按照试剂盒说

明书提取气溶胶发生液、采样器采样液及 １􀆰 ３􀆰 ２ 第

（２）条中所采集样本的 ＲＮＡ，并于 － ３０℃保存备用。
（４）一步法 ＲＴ⁃ＰＣＲ 扩增：病毒 ＭＨＶ⁃ＪＨＭ 一步

法 ＲＴ⁃ＰＣＲ 的引物、探针由赛默飞世尔科技（中国）
有限公司设计并合成，其序列见表 １。 其中，荧光探

针 ５’端标记为 ＦＡＭ，３’端标记为 ＢＱ１。
以 １􀆰 ３􀆰 ２ 第（３）条中提取的 ＲＮＡ 为模板，以

ｄｄＨ２Ｏ 设置阴性对照，使用一步法 ＲＴ⁃ＰＣＲ 试剂盒，
应用 ＡＢＩ ７５００ Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 系统进行荧光定量

ＰＣＲ 扩增。 反应体系如表 ２ 所示，共 ２０􀆰 ０ μＬ。 ＲＴ⁃
ＰＣＲ 反应程序为：反转录反应（４２℃，５ ｍｉｎ；９５℃，１０
ｓ），１ 个循环；ＰＣＲ 反应（９５℃，５ ｓ；６０℃，３４ ｓ），共 ４０
个循环。 进行病毒 ＲＮＡ 检测。

（５）装置消毒效果评价：病毒气溶胶停止运行

后，空运行系统 １０ ｍｉｎ，以排出含有病毒气溶胶的气

体；将 ６􀆰 ５ ｍＬ ３％过氧化氢溶液加入喷雾器小管内，
系统运行 ３０ ｍｉｎ 进行消毒；消毒后空运行系统 ３０
ｍｉｎ，以排出含有过氧化氢的空气。 消毒结束后，空
运行系统，以 ＤＭＥＭ 无血清高糖培养基为采样液，
液体撞击采样器在暴露舱单个端口采样 ２０ ｍｉｎ。 收

集采样液进行后续 ＲＮＡ 提取［１􀆰 ３􀆰 ２ 中的（３）］及一

步法 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测病毒 ＲＮＡ 扩增的荧光值［１􀆰 ３􀆰 ２
中的（４）］，评价在装置产生 ＭＨＶ⁃ＪＨＭ 病毒气溶胶

后，３％过氧化氢溶液对装置的消毒效果。 其他参数

设置同 １􀆰 ３􀆰 ２ 中的（１）。

２　 结果

２􀆰 １　 气溶胶粒径大小评价结果

由表 ３ 和图 ３ 可知，在雾化压力为 ５ ～ ２５ ＰＳＩ 条
件下，安德森六级采样器所采集的气溶胶颗粒主要

集中分布在 ５ 级（１􀆰 １ ～ ２􀆰 １ μｍ）、６ 级（０􀆰 ６５ ～ １􀆰 １
μｍ），中值直径在（１􀆰 ２７ ± ０􀆰 ６１） μｍ。 提示鼻式气

溶胶暴露装置能正常运行，产生中值直径为（１􀆰 ２７
± ０􀆰 ６１） μｍ 气溶胶颗粒。
２􀆰 ２　 气溶胶到达暴露舱端口评价结果

液体撞击采样器采样 Ｅ． ｃｏｌｉ 气溶胶，取采样液

１ ｍＬ 分别涂两平板，培养后两平板上均有菌落生

长，菌落数分别为 ６４、８４。 ＡＢＩ ７５００ Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ
系统检测到液体撞击器采样样本中的 ＭＨＶ⁃ＪＨＭ
ＲＮＡ 为阳性（如图 ４ 所示）。 提示装置能正常运行

发生细菌、病毒气溶胶，且产生的气溶胶可以到达

暴露舱端口。
２􀆰 ３　 气溶胶分布均匀性评价结果

ＮＣ 膜上有菌落生长，菌落数均在 １０ 左右，计数

结果如表 ４ 所示，暴露舱各端口菌落数一致。 提示

产生的气溶胶均到达暴露舱各端口，且气溶胶分布

均匀。

表 １　 ＭＨＶ⁃ＪＨＭ 病毒 ＲＴ⁃ＰＣＲ 扩增引物及荧光探针
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ａｎｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｂｅｓ ｆｏｒ

ＲＴ⁃ＰＣＲ ｏｆ ＭＨＶ⁃ＪＨＭ
探针 ／ 引物名称

Ｐｒｏｂｅ ／ Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅｓ
序列（５’ → ３’）

Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ （５’ → ３’）
ＭＨＶ⁃ＪＨＭ Ｆ ＧＧＡＡＣＴＴＣＴＣＧＴＴＧＧＧＣＡＴＴＡＴＡＣＴ
ＭＨＶ⁃ＪＨＭ Ｒ ＡＣＣＡＣＡＡＧＡＴＴＡＴＣＡＴＴＴＴＣＡＣＡＡＣＡＴＡ
探针　 Ｐｒｏｂｅ ＡＣＡＴＧＣＴＡＣＧＧＣＴＣＧＴＧＴＡＡＣＣＧＡＡＣＴＧＴ

表 ２　 一步法 ＲＴ⁃ＰＣＲ 反应体系
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｒｅａｃｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ ｏｆ ｏｎｅ⁃ｓｔｅｐ ＲＴ⁃ＰＣＲ

试剂
Ｒｅａｇｅｎｔｓ

使用量（μＬ）
Ｒｅａｃｔｉｏｎ ｖｏｌｕｍｅｓ

Ｏｎｅ ｓｔｅｐ ＲＴ⁃ＰＣＲ ｂｕｆｆｅｒ ＩＩＩ （２ × ） １０􀆰 ０
无 ＲＮＡ 酶的 ｄｄＨ２Ｏ
ＲＮａｓｅ⁃ｆｒｅｅ ｄｄＨ２Ｏ

５􀆰 ２

正向 ＰＣＲ 引物（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）
ＰＣＲ ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ （１０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ０􀆰 ４

反向 ＰＣＲ 引物（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）
ＰＣＲ ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ （１０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ０􀆰 ４

ＴａＫａＲａ Ｅｘ Ｔａｑ ＨＳ （５ Ｕ ／ μＬ） ０􀆰 ４
ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ ｅｎｚｙｍｅ ｍｉｘ ＩＩ ０􀆰 ４
ＲＯＸ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｄｙｅ ＩＩ （５０ × ） ０􀆰 ４

探针
Ｐｒｏｂｅ ０􀆰 ８

总 ＲＮＡ
Ｔｏｔａｌ ＲＮＡ ２􀆰 ０
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表 ３　 安德森六级采样器捕获粒径分布情况及中值直径结果
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｐａｒｔｉｃｌｅ ｓｉｚｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ａｎｄ ｍａｓｓ ｍｅｄｉａｎ ａｅｒｏｄｙｎａｍｉｃ ｄｉａｍｅｔｅｒ ｏｆ ａｅｒｏｓｏｌ ｓａｍｐｌｅｄ ｂｙ Ａｎｄｅｒｓｅｎ ｓｉｘ⁃ｓｔａｇｅ ｓａｍｐｌｅｒ

分级
Ｓｔａｇｅ

粒径大小
分布（μｍ）
Ｐａｒｔｉｃｌｅ ｓｉｚｅ
ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ

雾化压力（ＰＳＩ） 　 Ｎｅｂｕｌｉｚｅｒ ｐｒｅｓｓｕｒｅ
５ １０ １５ ２０ ２５

菌落数 ／ 皿
Ｃｏｌｏｎｙ
ｎｕｍｂｅｒ ／
Ｐｅｔｒｉ ｄｉｓｈ

累积频数
Ｃｕｍｕｌａｔｉｖｅ
ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

菌落数 ／ 皿
Ｃｏｌｏｎｙ
ｎｕｍｂｅｒ ／
Ｐｅｔｒｉ ｄｉｓｈ

累积频数
Ｃｕｍｕｌａｔｉｖｅ
ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

菌落数 ／ 皿
Ｃｏｌｏｎｙ
ｎｕｍｂｅｒ ／
Ｐｅｔｒｉ ｄｉｓｈ

累积频数
Ｃｕｍｕｌａｔｉｖｅ
ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

菌落数 ／ 皿
Ｃｏｌｏｎｙ
ｎｕｍｂｅｒ ／
Ｐｅｔｒｉ ｄｉｓｈ

累积频数
Ｃｕｍｕｌａｔｉｖｅ
ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

菌落数 ／ 皿
Ｃｏｌｏｎｙ
ｎｕｍｂｅｒ ／
Ｐｅｔｒｉ ｄｉｓｈ

累积频数
Ｃｕｍｕｌａｔｉｖｅ
ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

１ 级　 Ｓｔａｇｅ １ 　 ＞ ７􀆰 ０ ３ ３ ２６ ２６ ８１ ８１ ５７ ５７ １５９ １５９
２ 级　 Ｓｔａｇｅ ２ ４􀆰 ７ ～７􀆰 ０ ２ ５ １９ ４５ ７７ １５８ ７６ １３３ ３２４ ４８３
３ 级　 Ｓｔａｇｅ ３ ３􀆰 ３ ～４􀆰 ７ ２ ７ １６ ６１ ２２ １８０ ２６ １５９ １７６ ６５９
４ 级　 Ｓｔａｇｅ ４ ２􀆰 １ ～３􀆰 ３ ４ １１ ２６ ８７ ３４ ２１４ ５３ ２１２ １５１ ８１０
５ 级　 Ｓｔａｇｅ ５ １􀆰 １ ～２􀆰 １ １５０ １６１ ３０３ ３９０ ３４６ ５６０ ３５３ ５６５ ４８７ １２９７
６ 级　 Ｓｔａｇｅ ６ ０􀆰 ６５ ～１􀆰 １ ３３６ ４９７ ４０２ ７９２ ４０１ ９６１ ４０７ ９７２ ４０５ １７０２

Ｐ５０ ０􀆰 ７７ ０􀆰 ６６ １􀆰 ８７ １􀆰 ８８ １􀆰 １８
注：中值直径：Ｐ５０ ＝ Ｌ ＋ ｉ ／ ｆ（５０％ ｎ ⁃ ｃ），其中，Ｌ 为中位数所在组段的下限；ｉ 为该组段的组距；ｆ 为中位数所在组段的频数；ｎ 为总的累积频数；
ｃ 为小于 Ｌ 各组段的累积频数。
Ｎｏｔｅ． Ｍａｓｓ ｍｅｄｉａｎ ａｅｒｏｄｙｎａｍｉｃ ｄｉａｍｅｔｅｒ （ＭＭＡＤ）： Ｐ５０ ＝ Ｌ ＋ ｉ ／ ｆ（５０％ ｎ ⁃ ｃ） ． Ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｒｍｕｌａ， Ｌ： ｌｏｗｅｒ ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｇｒｏｕｐ ｓｅｇｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ｍｅｄｉａｎ； ｉ： ｔｈｅ
ｇｒｏｕｐ ｒａｎｇｅ ｏｆ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐ ｓｅｇｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ｍｅｄｉａｎ； ｆ： ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｏｆ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐ ｓｅｇｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ｍｅｄｉａｎ； ｎ： ｔｏｔａｌ ｃｕｍｕｌａｔｉｖｅ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ； ｃ： ｃｕｍｕｌａｔｉｖｅ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｏｆ
ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｌｅｓｓ ｔｈａｎ Ｌ．

注：标号１ ～５：分别是 Ｉｎ⁃ＴＯＸ 动物鼻式气溶胶暴露系统在雾化压力为５，１０，１５，２０，２５ ＰＳＩ 条件下所产生的 Ｅ． ｃｏｌｉ 气溶胶结果图。 第一行（标
号 １）：１⁃１ 至 １⁃６ 分别是雾化压力为 ５ ＰＳＩ 条件下，安德森六级采样器从 １ 级到 ６ 级采样平皿的菌落数；第二行至第五行（标号 ２ ～ ５）：每行内
各标号与第一行同理，分别是雾化压力为 １０，１５，２０，２５ ＰＳＩ 条件下，安德森六级采样器从 １ 级到 ６ 级采样平皿的菌落数。

图 ３　 安德森六级采样器采样气溶胶分布结果
Ｎｏｔｅ． Ｌａｂｅｌｓ １ － ５： Ｔｈｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ Ｅ． ｃｏｌｉ ａｅｒｏｓｏｌ ｓａｍｐｌｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｉｎ⁃ＴＯＸ ａｎｉｍａｌ ｎｏｓｅ⁃ｏｎｌｙ ｉｎｈａｌａｔｉｏｎ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｓｙｓｔｅｍ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｏｆ
５， １０， １５， ２０， ａｎｄ ２５ ＰＳＩ ｎｅｂｕｌｉｚｅｒ ｐｒｅｓｓｕｒｅ． Ｉｎ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｒｏｗ （ｌａｂｅｌ １）， １⁃１ ｔｏ １⁃６ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｃｏｌｏｎｉｅｓ ｆｒｏｍ ｓｔａｇｅ １ ｔｏ ｓｔａｇｅ ６ ｏｆ ｔｈｅ
Ａｎｄｅｒｓｏｎ ｓｉｘ⁃ｃｌａｓｓ ｓａｍｐｌｅｒ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ５ ＰＳＩ ｎｅｂｕｌｉｚｅｒ ｐｒｅｓｓｕｒｅ． Ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄ ｔｏ ｔｈｅ ｆｉｆｔｈ ｒｏｗｓ （ ｌａｂｅｌｓ ２ － ５）， ｅｑｕｉｖａｌｅｎｔ ｖａｌｕｅｓ ａｒｅ
ｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ｆｏｒ ｎｅｂｕｌｉｚｅｒ ｐｒｅｓｓｕｒｅｓ ｏｆ １０， １５， ２０， ａｎｄ ２５ ＰＳＩ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｔｈｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ａｅｒｏｓｏｌ ｓａｍｐｌｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ａｎｄｅｒｓｅｎ ｓｉｘ⁃ｓｔａｇｅ ｓａｍｐｌｅｒ
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注：１：ＭＨＶ⁃ＪＨＭ 病毒发生液；２：液体撞击器采集 ＭＨＶ⁃ＪＨＭ 病毒

气溶胶。

图 ４　 实时荧光定量 ＰＣＲ 实验

Ｎｏｔｅ． １： ＭＨＶ⁃ＪＨＭ ｖｉｒｕｓ ｌｉｑｕｉｄ； ２： ＭＨＶ⁃ＪＨＭ ａｅｒｏｓｏｌ ｓａｍｐｌｅｄ ｂｙ
ｌｉｑｕｉｄ ｉｍｐｉｎｇｅｒ．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｔｅｓｔ ｏｆ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ

表 ４　 ＮＣ 膜上的菌落数
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｏｌｏｎｉｅｓ ｏｎ ＮＣ ｍｅｍｂｒａｎｅ

暴露舱层数
Ｔｈｅ ｌａｙｅｒ ｏｆ ｔｈｅ
ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｃｈａｍｂｅｒ

暴露舱各层端口　 Ｔｈｅ ｐｏｒｔ ｏｆ ｅａｃｈ ｌａｙｅｒ

① ② ③

均值
Ｍｅａｎ

１ １０ ９ １０ ９􀆰 ７

２ １１ １０ １０ １０􀆰 ３

３ １０ １０ １１ １０􀆰 ３

４ １０ ９ ９ ９􀆰 ３

２􀆰 ４　 装置气密性评价结果

放置在暴露装置易发生泄露部位的 ６ 个沉降平

板上大肠杆菌菌落计数为 ０；一步法 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测易

泄露处（开放空气过滤器处、雾化器小管处、液体撞

击采样器处、暴露舱端口处、暴露舱上端进气管路

处）采样样本中的病毒 ＲＮＡ 为阴性。 提示鼻式气

溶胶暴露装置在发生气溶胶过程中未发生气溶胶

泄露，气密性良好。
２􀆰 ５　 装置消毒效果评价结果

对系统进行消毒后，放置在安德森六级采样器

上的 ６ 个采样平皿上大肠杆菌菌落计数为 ０；一步

法 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测装置进行消毒后的采样样本中的病

毒 ＲＮＡ 为阴性。 表明 Ｅ． ｃｏｌｉ 气溶胶、ＭＨＶ⁃ＪＨＭ 气

溶胶分别在 ７５％ 乙醇、３％ 过氧化氢运行后可被彻

底杀灭，提示使用相应的消毒剂可对系统进行有效

的消毒，消毒效果完全。

３　 讨论

本实验选择大肠杆菌和鼠肝炎病毒分别代表

细菌和病毒发生气溶胶，使用安德森六级采样器、
液体撞击采样器、ＮＣ 膜进行采样。 安德森六级采

样器采集粒谱范围广、采样效率高、微生物失活率

低、敏感性高［１０ － １１］，故采样平皿培养后的菌落计数

结果明显；液体撞击采样器采样时间通常为 １ ～ １０
ｍｉｎ 时采样效率较高［１２ － １３］，之前研究表明，采样流

量多设置为 １０ Ｌ ／ ｍｉｎ 左右［１１］；但在此鼻式气溶胶

暴露装置中，液体撞击采样器所在采样管路本身采

样流量小，最大为 ２􀆰 ２ Ｌ ／ ｍｉｎ，为增加采样量，实验

中采样时间长，为 ２０ ｍｉｎ，存在微生物粒子撞击时的

损伤、微生物粒子逃逸和再次气溶胶化、收集介质

蒸发等问题，采样效率低，故采集到的细菌气溶胶

经培养后活菌菌落数较少［１１， １４］。 对液体撞击采样

器采集到的病毒气溶胶，使用灵敏度高、高效快速

的实时荧光定量 ＲＴ⁃ＰＣＲ 法进行检测。 本次实验因

ＮＣ 膜易于裁剪、使用方便，故使用 ＮＣ 膜进行采样；
ＬＢ 液体培养基浸润的 ＮＣ 膜（１ ｃｍ × １ ｃｍ）放在动

物固定管喷嘴处，面积较小，且不宜长时间采样、采
样效率低［１１］，故菌落计数较少。

对于安德森六级采样器 １ 级（ ＞ ７􀆰 ０ μｍ）、２ 级

（４􀆰 ７ ～ ７􀆰 ０ μｍ）相当于人体的鼻、咽、喉等上呼吸

道；３ ～ ６ 级相当于人体的下呼吸道：３ 级（３􀆰 ３ ～ ４􀆰 ７
μｍ）相当于人体的气管、支气管，４ 级 （２􀆰 １ ～ ３􀆰 ３
μｍ）相当于人体的二级支气管，５ 级 （１􀆰 １ ～ ２􀆰 １
μｍ）相当于人体的终末细支气管，６ 级（０􀆰 ６５ ～ １􀆰 １
μｍ）相当于人体的肺泡［１５］。 研究表明，气溶胶粒子

在人体呼吸器官的沉积分节与其粒子大小有关，５ ～
１０ μｍ 的易沉着于气管和支气管，而 １ ～ ５ μｍ 的粒

子可直接侵入肺泡［１６ － ２０］。 现已评价 Ｉｎ⁃ＴＯＸ 鼻式气

溶胶暴露装置能正常运行，产生中值直径为（１􀆰 ２７
± ０􀆰 ６１） μｍ 的气溶胶颗粒，颗粒大小可直接侵入肺

泡，所发生的气溶胶满足气溶胶吸入感染实验的要

求；产生的气溶胶可以到达且均匀分布到暴露舱各

个端口，运行过程中未发生气溶胶泄露，暴露装置

气密性良好，使用相应的消毒剂可对系统进行有效

的消毒，消毒效果完全。 在实验过程中，用以发生

气溶胶的悬浮液用量较少；鼻式暴露舱能同时感染

多只动物，安全性、准确性提高，动物鼻式气溶胶暴

露装置在微生物气溶胶感染中受到越来越多的关

注。 本研究为动物鼻式气溶胶暴露装置安全有效

地用于实验动物高致病性病原微生物气溶胶的吸

入感染研究提供依据。
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ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ［Ｊ］ ． Ｔｏｘｉｃｏｌ Ｐａｔｈｏｌ， ２００７， ３５（１）： ３ － １４．

［ ７ ］ 　 ＭｃＤｏｎａｌｄ ＲＳ， Ｓａｍｂｏｌ ＡＲ， Ｈｅｉｍｂｕｃｈ ＢＫ， ｅｔ ａｌ． Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎａｌ
ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｆｏｒ ａｅｒｏｓｏｌ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｂｙ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ａｐｐｌ
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ， ２０１２， １１３（４）： ７６７ － ７７８．

［ ８ ］ 　 Ｌｅｄｎｉｃｋｙ ＪＡ， Ｈａｍｉｌｔｏｎ ＳＢ， Ｔｕｔｔｌｅ ＲＳ， ｅｔ ａｌ． Ｆｅｒｒｅｔｓ ｄｅｖｅｌｏｐ
ｆａｔａｌ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ａｆｔｅｒ ｉｎｈａｌｉｎｇ ｓｍａｌｌ ｐａｒｔｉｃｌｅ ａｅｒｏｓｏｌｓ ｏｆ ｈｉｇｈｌｙ
ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ａｖｉａｎ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ Ａ ／ Ｖｉｅｔｎａｍ ／ １２０３ ／ ２００４
（Ｈ５Ｎ１） ［Ｊ］ ． Ｖｉｒｏｌ Ｊ， ２０１０， ７： ２３１．

［ ９ ］ 　 Ｓｔｏｎｅ ＢＲ， Ｈｅｉｍｂｕｃｈ ＢＫ， Ｗｕ ＣＹ， ｅｔ ａｌ． Ｄｅｓｉｇｎ， ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ
ａｎｄ ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｎｏｓｅ⁃ｏｎｌｙ ｉｎｈａｌａｔｉｏｎ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｓｙｓｔｅｍ ｔｏ
ｍｅａｓｕｒｅ ｉｎｆｅｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｆｉｌｔｅｒｅｄ ｂｉｏａｅｒｏｓｏｌｓ ｉｎ ｍｉｃｅ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ａｐｐｌ
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ， ２０１２， １１３（４）： ７５７ － ７６６．

［１０］ 　 ＥｌＨａｎｓｙ ＭＨＥ， Ｂｏｕｌｅｓ ＭＥ， Ｆａｒｉｄ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎ ｖｉｔｒｏ ａｅｒｏｄｙｎａｍｉｃ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ａｅｒｏｓｏｌ ｄｅｌｉｖｅｒｅｄ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎｈａｌａｔｉｏｎ
ｍｅｔｈｏｄｓ ｉｎ ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ｖｅｎｔｉｌａｔｉｏｎ ［ Ｊ］ ． Ｐｈａｒｍ Ｄｅｖ Ｔｅｃｈｎｏｌ，
２０１７， ２２（６）： ８４４ － ８４９．

［１１］ 　 王彦杰， 李琳， 许光素， 等． 微生物气溶胶采集技术的特点

及应用 ［Ｊ］ ． 微生物学通报， ２０１７， ４４（３）： ７０１ － ７０９．
［１２］ 　 Ｐａｕｌ Ｄ， Ｋｒｉｓｔｉｎ Ｂ， Ｂｒａｎｄｉ Ｄ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｉｅｓ ｆｏｒ

Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ ｔｈａｉｌａｎｄｅｎｓｉｓ ｆｒｏｍ ｖａｒｉｏｕｓ ａｅｒｏｓｏｌ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｍｅｄｉａ
［Ｊ］ ． Ｆｒｏｎｔ Ｃｅｌｌ Ｉｎｆｅｃｔ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ， ２０１２， ２： ７８．

［１３］ 　 Ｚｈｅｎ Ｈ， Ｈａｎ Ｔ， Ｆｅｎｎｅｌｌ ＤＥ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｌｅａｓｅ ｏｆ ｆｒｅｅ ＤＮＡ ｂｙ
ｍｅｍｂｒａｎｅ⁃ｉｍｐａｉｒｅｄ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ａｅｒｏｓｏｌｓ ｄｕｅ ｔｏ ａｅｒｏｓｏｌｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ
ａｉｒ ｓａｍｐｌｉｎｇ ［ Ｊ］ ． Ａｐｐｌ Ｅｎｖｉｒｏｎ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ， ２０１３， ７９ （２４ ）：
７７８０ － ７７８９．

［１４］ 　 Ｈａｄｄｒｅｌｌ ＡＥ， Ｔｈｏｍａｓ ＲＪ． Ａｅｒｏｂｉｏｌｏｇｙ： ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ
ｃｏｎｓｉｄｅｒａｔｉｏｎｓ， ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｓ， ａｎｄ ｆｕｔｕｒｅ ｔｏｏｌｓ ［Ｊ］ ． Ａｐｐｌ Ｅｎｖｉｒｏｎ
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ， ２０１７， ８３（１７）： ｅ００８０９⁃１７．

［１５］ 　 张松乐， 童咏仪， 姜黎， 等． 国产六级安德森空气微生物采

样品的简化使用效果观察 ［ Ｊ］ ． 中国公共卫生， １９９４， １０
（１０）： ４５４ － ４５５．

［１６］ 　 Ｎａｖｅ Ｒ， Ｍｕｅｌｌｅｒ Ｈ． Ｆｒｏｍ ｉｎｈａｌｅｒ ｔｏ ｌｕｎｇ： ｃｌｉｎｉｃａｌ ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ
ｏｆ ｔｈｅ ｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｃｉｃｌｅｓｏｎｉｄｅ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｉｎｈａｌｅｄ ｃｏｒｔｉｃｏｓｔｅｒｏｉｄｓ
［Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｇｅｎ Ｍｅｄ， ２０１３， ６： ９９ － １０７．

［１７］ 　 Ｌｅｗｉｓ ＤＡ， Ｏ’Ｓｈｅａ Ｈ， Ｃｈｕｒｃｈ ＴＫ， ｅｔ ａｌ． Ｅｘｐｌｏｒｉｎｇ ｔｈｅ ｉｍｐａｃｔ
ｏｆ ｓａｍｐｌｅ ｆｌｏｗｒａｔｅ ｏｎ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｓ ｏｆ ｍｅｔｅｒｅｄ ｄｏｓｅ
ｉｎｈａｌｅｒ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ［ Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｐｈａｒｍ， ２０１６， ５１４ （２）： ４２０
－ ４２７．

［１８］ 　 Ａｌｏｎｓｏ Ｃ， Ｒａｙｎｏｒ ＰＣ， Ｄａｖｉｅｓ ＰＲ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ， ｓｉｚｅ
ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ， ａｎｄ ｉｎｆｅｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ａｉｒｂｏｒｎｅ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｃａｒｒｙｉｎｇ ｓｗｉｎｅ
ｖｉｒｕｓｅｓ ［Ｊ］ ． ＰＬｏＳ Ｏｎｅ， ２０１５， １０（８）： ｅ０１３５６７５．

［１９］ 　 Ｇｕｓｔｉｎ ＫＭ， Ｂｅｌｓｅｒ ＪＡ， Ｗａｄｆｏｒｄ ＤＡ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ
ａｅｒｏｓｏｌ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ａｎｄ ａｎａｌｙｔｉｃａｌ ｓｙｓｔｅｍ ｆｏｒ ｆｅｒｒｅｔｓ ［ Ｊ］ ． Ｐｒｏｃ Ｎａｔ
Ａｃａｄ Ｓｃｉ Ｕ Ｓ Ａ， ２０１１， １０８（２０）： ８４３２ － ８４３７．

［２０］ 　 Ｂｏｈａｎｎｏｎ ＪＫ， Ｌａｃｋｅｍｅｙｅｒ ＭＧ， Ｋｕｈｎ ＪＨ， ｅｔ ａｌ． Ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｌａｒｇｅ⁃ｐａｒｔｉｃｌｅ ａｅｒｏｓｏｌｓ ｕｓｉｎｇ ａ ｃｅｎｔｅｒ ｆｌｏｗ
ｔａｎｇｅｎｔｉａｌ ａｅｒｏｓｏｌ ｇｅｎｅｒａｔｏｒ ｗｉｔｈ ａ ｎｏｎ⁃ｈｕｍａｎ⁃ｐｒｉｍａｔｅ， ｈｅａｄ⁃ｏｎｌｙ
ａｅｒｏｓｏｌ ｃｈａｍｂｅｒ ［Ｊ］ ． Ｉｎｈａｌ Ｔｏｘｉｃｏｌ， ２０１５， ２７（５）： ２４７ － ２５３．

〔收稿日期〕２０１８ － ０５ － １７

９８中国比较医学杂志 ２０１８ 年 ９ 月第 ２８ 卷第 ９ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０１８，Ｖｏｌ． ２８． Ｎｏ． ９


