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工作场所空气中微生物采样与检测方法的研究进展
黄翔， 黎海红

（广西壮族自治区职业病防治研究院， 广西 南宁　 ５３００２１）

　 　 摘要： 生物因素是职业病危害因素的一大类。 空气微生物的采样方法主要有自然沉降法、 撞击法、 气旋式采样

法、 过滤采样法和大气颗粒物采样法。 近年来， 该领域的检测技术不断更新与升级， 出现了血清免疫学、 基因、 拉曼

光谱和电阻抗等新的检测技术。 本文对这些采样和检测方法进行简述与比较。
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　 　 生物因素是职业病危害因素的一大类。 病原微生物的显著

特点之一是种类繁多变异快， 微生物随着环境条件的改变而发

生变异， 衍生出新物种。 历史上发生的传染病， 如 ＳＡＲＳ、 结

核、 登革热等均由病原体变异形成新的病原体而导致。 变异特

性使得微生物不断产生新的病原体及其相应的传染病［１］。 医务

工作者对有关疾病的统计中发现， 由生物因子所引起的疾病占

３３􀆰 ５％［２］， 其中微生物因子为主要因素， 因此对工作场所空气

中微生物致病性的研究具有非常现实的意义。 本文通过介绍

工作场所微生物的采样与检测方法， 了解工作场所中微生物

的种类、 数量和分布， 以便制订相应的防治对策。
１　 采样方法

单个微生物的粒径一般为 ０􀆰 ３ ～ １０ μｍ， 而在空气中形成

微生物气溶胶后， 其粒径范围通常为 ０􀆰 ３～１００ μｍ［３］ 。 １８６１ 年

法国科学家巴斯德第一次从空气中采集到微生物， 从此开启

了空气微生物采样研究的新领域。 空气微生物采样的一般思

路是将空气中的微生物富集在固体、 半固体或液体采样介质

中， 再进行后续检测分析。 经过一百多年的发展， 多种多样

的空气微生物采样器被研制出来， 根据采样器的不同原理，
归纳起来可分为五类， 即自然沉降法、 撞击采样器法、 气旋

式采样法、 过滤式采样器法及大气颗粒物采样法［４］ 。
１􀆰 １　 自然沉降法和撞击法

在卫生领域， 工作场所空气中微生物采样方法基本参照

《公共场所卫生检验方法 第 ３ 部分： 空气微生物》 （ＧＢ ／ Ｔ
１８２０２􀆰 ３—２０１３） ［５］ 。 该标准中有两种采样方法： 撞击法和自

然沉降法。 撞击法是使用六级筛孔撞击式微生物采样器， 无

菌操作， 以 ２８􀆰 ３ Ｌ ／ ｍｉｎ 的流量采集 ５～ １５ ｍｉｎ， 采样器使用按

照说明书要求进行。 自然沉降法是将营养琼脂平板置于采样

点处， 打开皿盖， 暴露 ５ ｍｉｎ。 我国对公共场所的微生物采样

普遍采用自然沉降法。
但在 １０ 多年前， 已有学者认为自然沉降法对可进入人体

呼吸道的微生物粒子 （ｄ＜８ μｍ） 采集效率低， 结果不能完全

反映微生物在空气中的整体分布状况， 不适宜用于研究与人

类健康有关的微生物气溶胶［６，７］ 。 近年来仍有学者呼吁， 自然

沉降法空气采样细菌总数合格率与撞击法有差异， 传统的空

气监测方法 “沉降法” 无法适应实际工作中空气洁净度监测

的需要， 撞击法更能反映出洁净手术室空气微生物的动态变

化［８，９］ 。 郭雅蓉等人［１０］ 认为， 固体撞击法由于受环境因素影

响小， 准确可靠， 应优先采用， 但自然沉降法 （液体撞击法）
的检测结果也是可靠的。

尽管对自然沉降法和撞击法仍在争论不休， 但自然沉降

法操作简单、 经济， 可大致反映空气中微生物的数量状况和

群落结构， 仍被用作空气微生物采样的常用方法。 目前， 仍

有一些国家将该方法作为空气质量评估的标准采集方法。
１􀆰 ２　 气旋式采样法

气旋式采样器是基于旋风除尘器中两相流体力学的原理，
利用气流在高速旋转过程中的惯性作用将气流和微生物颗粒

进行分离。 研究表明， 气旋式采样器对病毒粒子 （Ｔ⁃３ 噬菌
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体） 的采集效率较 Ａｎｄｅｒｓｅｎ 采样器高约 ３０ 倍［１１］ 。 气旋式采

样器还可对微生物颗粒进行分粒径收集。 美国职业与安全研

究院 （ＮＯＩＳＨ） 设计了一种新型的分粒径气旋式采样器， 可

将微生物颗粒分三种粒径范围 （ ＜１ μｍ、 １ ～ ４ μｍ、 ＞４ μｍ）
进行收集， 并通过烟雾舱实验验证该采样器对甲型流感病毒

有较高的采样效率［１２，１３］ 。 气旋式采样器的缺点是易发生收集

的粒子被气流重新带走， 出现再携带现象， 导致采样出现较

大的误差。
１􀆰 ３　 过滤式采样法

过滤采样器的原理是通过截留、 碰撞、 沉降等机制， 将

微生物粒子阻留在滤膜上。 其优点是采集效率较高， 操作简

单； 缺点是在采样过程中， 活性较低的微生物容易因为脱水

而死亡， 后续的洗脱过程也会影响微生物的活性， 且滤膜容

易堵塞， 难以保持稳定的采气量［１４，１５〛。 Ｔｈｏｒｎｅ 等［１６］ 通过实验

认为， 液体撞击式采样器和微孔滤膜过滤式采样器的采集效

率比过滤式采样器高。 Ｍｙａｔｔ 等［１７］的研究表明过滤采集方法结

合 ＰＣＲ 的分子检测手段有明显的优势， 且过滤采样法可进行

长时间的采样。
１􀆰 ４　 大气颗粒物采样法

大气颗粒物采样法是通过具有一定切割特性的采样器，
以恒速抽取定量体积的空气， 将空气中相应粒径的颗粒物截

留在已经恒重的滤膜上。 大气颗粒物采样器缺点是不适用于

基于培养的微生物检测方法， 优点是采样流量大 （中流量 １００
Ｌ ／ ｍｉｎ， 大流量 １ ０００ Ｌ ／ ｍｉｎ）， 可富集较多空气微生物， 与分

子生物学检测技术结合具有优势， 可关注与人类健康相关的

颗粒物 （ＰＭ１０、 ＰＭ２􀆰 ５）， 具有实际研究意义。
２　 检测方法

对空气中的微生物进行定量研究， 准确了解其危害程度，
除了选择合适的采样方法外， 还需要结合高效的微生物检测

手段。 常规检测方法主要是基于病原体水平进行操作， 采用

直接涂片镜检、 分离培养等操作， 这些操作繁琐、 耗时， 对

操作人员的要求比较高［１８］ 。 目前一些微生物快速检测的方法

主要是通过综合应用微生物学、 化学、 生物化学、 生物物理

学、 免疫学以及血清学试验技术对微生物进行分离、 检测、
鉴定和计数， 相比较常规的检测方法， 快速检测方法更加快

捷、 方便和灵敏［１９］ 。
２􀆰 １　 传统病原微生物的检测技术

直接涂片染色镜检： 该法简便快捷， 无需特殊的仪器和

设备。 将病原微生物染色后用显微镜观察个体形态， 该法对

有特殊形态的病原微生物尤其适合。
分离培养与生化反应： 主要用于从多种细菌中分离纯化

某一种细菌， 并对分离出来的细菌进行分类鉴定。 该法需要

培养细菌， 检测周期长， 不能同时处理批量样本。 为解决这

一问题， 不断研制出各种自动化培养和鉴定系统， 如全自动

微生物分析仪， 可同时做细菌鉴定和药敏试验， 批量检验 ５００
多个菌种。

活体组织细胞培养： 该法适用于专营活组织细胞内生存

的病毒类病原体， 不同病原体敏感的组织细胞不一样， 通过

培养后产生的特异病变对病原体进行鉴定。 该法需要专一性

的活体组织细胞， 操作时间长， 对操作人员要求比较高。
２􀆰 ２　 血清学与免疫学检测技术

通过已知的抗体或抗原来检测病原体的抗原或抗体从而

对病原体进行快速鉴定， 常用的方法包括血清凝集技术、 乳

胶凝集试验、 荧光抗体检测技术、 协同凝集试验、 酶联免疫

测试技术等。 其中， 酶联免疫技术的应用大大提高了血清学

检测的敏感性和特异性［２０］ 。
２􀆰 ３　 基因水平的检测技术

病原微生物的基因片段具有种属的特异性， 检测其特有

的基因片段序列可用来鉴别病原微生物的种属。 这一鉴定方

法不再局限于对普通外部形态结构和生理生化特性的检验水

平上， 而是深入到分子水平及核酸水平， 成为了鉴定病原体

的主要检测技术［２１］ 。
核酸杂交技术： 该法的原理是碱基互补配对原则， 杂交

双方是所使用的单链探针与拟检测的核酸， 主要包括膜上印

迹杂交和核酸原位杂交两种， 探针还可以用荧光标记， 在荧

光显微镜或激光扫描共聚焦显微镜下即可鉴别病原体， 还可

显示其所在三维空间的位置。 该法简便、 敏感、 快速、 特异。
基因芯片技术： 将数以万计的基因探针有规律地排列成

二维阵列， 固定到固态支持物上， 然后与标记的样品分子进

行核酸杂交。 该法检测原理与核酸杂交一样， 但解决了传统

核酸杂交技术操作繁杂、 自动化程度不高的问题， 大大缩短

了鉴定需要的时间， 且能检测出病原体是否具有耐药的特性。
ＰＣＲ 技术： ＰＣＲ 法是对特定核苷酸片段进行指数级的扩

增， 在扩增反应结束后， 再通过凝胶电泳对扩增产物进行定

性分析的方法， 是分子生物学技术的基础方法。 ＰＣＲ 技术具

备敏感度高、 特异性强、 可实现快速检测等优点， 样品中大

部分的微生物能同时被检测出来， 是检测微生物气溶胶的有

效途径， 已经得到了广泛的应用。 近些年来， ＰＣＲ 技术应用

于空气微生物的研究程度不断深入， 表现出很好的应用前

景［２２］ 。 ２００７ 年， 刘家云等人［２３］建立了敏感、 特异、 快速检测

志贺菌属 ｉｐａＨ 基因、 沙门菌属 ｉｐａＢ 基因以及霍乱弧菌 ＥＰＳＭ
基因的多重 ＰＣＲ 方法。 对多种病原体 ＤＮＡ 的同步快速扩增，
可用于高危致病菌的早期快速诊断。 ２００８ 年， Ｒｅｙｅｓ 等人［２４］

利用多重 ＰＣＲ 对 ９９ 例智利儿童的脑脊液样本中易引起急性细

菌性脑膜炎的常见致病菌 （肺炎链球菌、 脑膜炎奈瑟球菌和

流感嗜血菌） 进行检测， 证实了多重 ＰＣＲ 对常见的 ３ 种细菌

性脑膜炎的检测是一种快速而可靠的方法。 ２００９ 年， Ｓｃｈｍｉｔｚ
等人［２５］用多重 ＰＣＲ 技术建立了一种快速高效鉴定 ７ 种高危人

乳头状瘤病毒 （ＨＰＶ） 基因型方法， 并且达到了定量的检测，
同时也解释了不同基因型感染的持续时间、 病毒载量的动力

学和疾病重现性等问题。
２􀆰 ４　 光镊拉曼光谱技术

该技术原理是利用高度会聚的激光束， 囚禁溶液中的活

细胞， 再通过瞬时加大囚禁细胞的光束来激发细胞内分子的

拉曼散射， 并收集该细胞的拉曼光谱。 该技术可以在接近其

自然生理状态下研究单个细胞或细胞器， 可以实时观察单个
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细胞及细胞器的生化变化过程， 判别不同类型、 不同状态的

细胞， 获知很多掩盖在群体平均信息下的个体生命信息， 已

开展的研究对象有芽孢、 细菌、 染色体、 淋巴细胞、 病毒感

染细胞、 血液成分、 酵母细胞等。 此项技术高度敏感， 为研

究细胞的生命过程和诊断细胞异常提供了有用工具［２６］ 。
２􀆰 ５　 电阻抗法

电阻抗法是近年发展起来的一项生物学技术， 已应用于

食品微生物的检验中。 其原理是细菌在培养基内生长繁殖的

过程中， 将会使培养基中的大分子电惰性物质如碳水化合物、
蛋白质和脂类等， 代谢成为具有电活性的小分子物质如乳酸

盐、 醋酸盐等， 这些离子态物质能增加培养基的导电性， 使

培养基的阻抗发生变化， 通过检测培养基的电阻抗变化情况，
判定细菌在培养基中的生长繁殖特性， 即可检测出相应的细

菌种类。 该法目前已经用于检测细菌总数、 霉菌、 酵母菌、
大肠杆菌、 沙门氏菌、 金黄色葡萄球菌等微生物种属及个体，
如以 ＡＯＡＣ９９１􀆰 ３８ 食品中沙门氏菌电阻抗检测法为例［２７］ 。
２􀆰 ６　 其他快速检测方法

如即用型试纸检验法、 ＰｅｒｒｉｆｉｌｍＴＭＰｌａｔｅ 系列生物测试片，
可分别检测菌落种数、 大肠菌群计数、 霉菌和酵母计数。 由

ＲＣＰＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｉｎｃ 公司开发上市的 Ｒｅｇｄｉｇｅｌ 系列， 除上述项目

外还有检测乳酸杆菌、 沙门氏菌、 葡萄球菌的产品； 还有霉

菌快速检测纸， 应用于食品霉菌的检测操作快捷， 在 ３６℃的

条件下培养， 仅需 ２ ｄ 就可观察结果， 比现在的国家标准检测

方法缩短了 ３～５ ｄ， 大大提高了工作效率［２８］ 。
随着分子生物学的发展， 非培养方法是未来发展的趋势。

Ａｎｇｅｎｅｎｔ 等人［２９］分别使用微生物培养法、 荧光显微镜计数法

和分子生物学技术 （非培养法） 研究医院污水池和周边空气

中病原菌的污染状况， 研究结果表明荧光显微镜计数法检测

出的微生物浓度是培养法的 １ ０００ 倍， 传统的培养法用于潜在

病原菌研究上已显得力不从心。 Ｋｏｒｚｅｎｉｅｗｓｋａ 等人［３０］ 的研究

表明， 培养法和荧光原位杂交技术 （ＦＩＳＨ） 检测出的微生物

浓度具有统计学上的显著相关性， 且荧光原位杂交技术法检

测出的微生物浓度是培养法的 １ ０００ 倍， ＦＩＳＨ 方法更适用于

评价空气样品中的细菌浓度。
３　 结语

近年来， 各种手持便携式的空气微生物采样器相继产生，
种类齐全， 各具特色［３１］ ， 可以满足作业场所空气中各种微生

物采样的需要。
在我国职业卫生标准中， 工作场所空气中有毒物质的测

定方法约有 １００ 种， 物理因素的测量方法 １０ 种， 但却没有工

作场所空气中微生物的测定方法和标准， 目前是参照 《公共

场所卫生检验方法 第 ３ 部分： 空气微生物》 （ＧＢ ／ Ｔ １８２０２􀆰 ３—
２０１３） 的标准进行检测。 尽管对自然沉降法尚有争论［３２，３３］ ，
但自然沉降法因其简便经济仍被广泛应用。

通过比较可以发现， 不同的采样与检测方法各具优缺点，
每一种检测方法对于灵敏度、 耗时和成本的考虑不能同时兼

顾。 在实际选择检测方法时， 需要针对不同的检测目标和限

量要求来确定， 从而达到最佳的技术性价比。 目前大多数岗

位对检测技术的要求不高， 在这种情况下选择方法简单、 经

济可行的采样与检测方法就可以满足其要求， 因此要在了解

各种采样器及其检测原理的基础上， 进一步开发灵敏准确、
简便快捷、 成本低的方法， 以满足不同场所空气中微生物的

检测要求。
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护理人员职业应激源、 应激评估和干预研究现状
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　 　 摘要： 医务人员的职业环境具有高科技、 高风险、 高负荷、 高压力的 “四高” 特点。 护理工作人员的工作性质

决定其工作的内容围绕病人展开， 繁重的工作负担与不良的工作环境更易对其身心健康造成伤害。 本文对造成护理工

作人员职业紧张的主要应激源、 应激评估方法及其干预措施进行综述， 为提高护理工作人员职业紧张应对能力， 改善

职业紧张特征和心理症状提供一些线索。
关键词： 护理人员； 职业应激； 应激源； 应激评估； 应激干预
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　 　 随着经济全球化、 人口流动、 技术创新和知识经济的发

展， 生产方式发生了巨大变化， 社会心理因素成为了传统生

物理化因素外又一个重要的职业危害因素， 其中最引人注目

的因素是职业心理学危害因素。 职业应激又称职业紧张， 是

指在某种职业环境中， 客观或认知上的要求与个体适应能力

之间失衡时所产生的心身紧张状态及其反应。 研究表明， 职

业应激虽不像生物、 物理或化学因素一样导致特殊的 “职业

病”， 但可能非特异性地损害职工健康， 导致或诱发冠心病、
消化性溃疡、 神经症等疾病［１］ 。 有关资料报道， 仅在美国，
每年为职业应激疾病所付出的医疗费达 ５００ ～ １ ０００ 亿美元，
职业应激致劳动效率降低而造成的经济损失高达 ３ ０００亿

美元［２］ 。
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