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负压屏障设施动物饲养笼具的选择及其感染
风险的识别
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（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　 生物安全实验室的感染性动物实验大部分经空气传播的致病因子可利用安全隔离装置有效

控制，啮齿类动物饲养笼具作为一种常用设备对其要求仍不明确。 本研究将测试本实验室（负压屏障设施）模拟感

染动物实验在使用开放和密闭 ２ 种啮齿类动物笼具的病原暴露风险，并评价本设施的硬件条件和管理措施对于风

险控制的水平。 方法　 使用具有卡那霉素抗性的大肠杆菌（Ｋａｎ ＋，Ｅ． ｃｏｌｉ，ＤＨ５α）作为指示微生物，测试开放笼盒饲

养、密闭笼盒（与外界无压力梯度）饲养、生物安全柜动物换笼等操作的暴露风险，并对负压设施内外的指示微生物

进行监测。 结果　 动物在负压屏障设施中使用开放笼具饲养存在病原暴露风险，负压屏障设施一定程度上可以控

制病原的播散；动物在无压力梯度的密闭笼盒的饲养环节未能检测到指示菌；密闭笼盒使用生物安全柜设备进行

换笼操作可有效控制病原暴露风险。 结论　 在负压屏障设施内使用密闭笼盒，在笼盒与外界无压力梯度的情况下

亦可保障生物安全风险的有效控制。
【关键词】 　 负压屏障设施；动物实验；感染风险；密闭笼盒
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　 　 动物病原感染性实验为了防止生物安全风险，
需要在特定的实验环境中进行，其中对设施最基本

的要求包括实验室与外周环境的压力梯度等［１］。
我国《实验室生物安全通用要求》根据所操作生物

因子所采取的防护措施进行分级，并根据实验室活

动差异、个体防护装备和基础设施水平等对实验室

进行区分，其中符合 ４ ４ ２ 的实验室，可有效利用安

全隔离装置操作常规量经空气传播的致病性生物

因子［２］。 在实验动物饲养笼具的选择上，可以利用

负压动物笼具等作为安全隔离装置。 目前啮齿类

动物的感染性研究多使用 ＩＶＣ（独立送风笼架具）进
行饲养，而业界对于此类设备的技术指标的要求以

及安全性仍存在质疑。 因此本文拟使用开放笼盒

和密闭笼盒对指示微生物的扩散情况进行此类测

试。 在感染性动物实验过程中啮齿类动物的饲养

主要涉及动物笼具更换，此过程需要在生物安全柜

或类似设备内进行。 因此本文对此操作存在的可

能风险进行了模拟检测。
本研究选用大肠杆菌抗性菌做指示微生物。

大肠杆菌为环境中常见微生物，自然环境中生存能

力较强，可以作为指示微生物［３］。 为了排除自然环

境中大肠杆菌等微生物对于实验的影响，本研究采

用具有卡那霉素抗性基因的基因工程菌作为指示

微生物。

１　 材料和方法

１ １　 指示微生物的制备和模拟感染材料的制备

选择转化质粒 ｐＥＴ⁃２８ａ 的大肠杆菌 Ｅ． ｃｏｌｉ 的基

因工程菌株 ＤＨ５α 为指示菌。 该菌使用含有 ５０
μｇ ／ ｍＬ 卡那霉素（Ｋａｎ ＋ ）的 ＬＢ 培养基进行过夜培

养，培养物浓度达到 １０９ ／ ｍＬ（稀释法测定），该指示

菌使用固体 ＬＢ 平板进行计数检测。 对指示菌的

Ｋａｎ 标记进行核酸检测方法检测，指示微生物使用

核酸检测方法的检测灵敏度与固体平板培养计数

法接近（数据未展示），本研究选用培养法。
具有密闭功能的笼盒如图 １ 所示。 该笼盒用于

ＩＶＣ 笼架具，在脱离笼架具时送风口和排风口自然

封闭。 在本试验中，使用此类 ＩＶＣ 笼盒作为具有密

闭功能的笼盒，脱离 ＩＶＣ 系统使用时，打开生命窗

口，该窗口打开后仍有高效过滤装置，可以在保证

笼内动物通气的情况下，隔离笼内外微生物等的

交换。 笼内装入小鼠垫料，使用湿热灭菌法进行

灭菌处理。 将该笼盒放入生物安全柜。 将过夜培

养的 ５０ ｍＬ 指示菌培养物在生物安全柜内与笼盒

内垫料混合，模拟感染材料，笼盒内放入 ２ 只 ２ 月龄

Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 雌性小鼠。 混合后密封笼盒，并作表面

消毒。

图 １　 密闭笼盒示意图

Ｆｉｇ． １　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅａｌｅｄ ｃａｇｅ

１ ２　 表面消毒

使用 ８４ 消毒液进行表面消毒，消毒剂的有效氯

含量为 ０ ５５％ ，新鲜配制，在本测试中 ７２ ｈ 内有效。
使用工作浓度 ８４ 消毒液沾湿纱布，对笼盒表面和工

作台面进行消毒，擦拭 ３ 次，每次间隔 ２ ｍｉｎ。
１ ３　 负压设施参数的测定

记录负压设施的环境温度与湿度；监测负压设

施与外界准备间的压力梯度；测定送风口风速，并
根据室内容积计算换气次数。 使用发烟法测定负

压设施室内的气流走向。 测定实验室内平均气流

速度。
１ ４　 浮游菌及沉降菌的采集

参照 ＧＢ ／ Ｔ １６２９３ － ２０１０ 浮游菌测试方法［４］ 采

集室内环境中的浮游菌，使用气体撞击采样器（Ｍｉ⁃
ｃｒｏｆｌｏｗ，意大利 Ａｑｕａｒｉａ 公司）进行浮游菌的采集，采
集的气流流速为 ９０ Ｌ ／ ｍｉｎ，每次采集 ５００ Ｌ，内置含

有 ５０ μｇ ／ ｍＬ 卡那霉素的 ＬＢ 固体培养基的培养皿
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（９０ ｍｍ 直径）。 参照 ＧＢ ／ Ｔ １４９２５ － ２０１０ 采集动物

实验室室内落下菌［５］，使用含有 ５０ μｇ ／ ｍＬ 卡那霉

素的 ＬＢ 固体培养基的培养皿（９０ ｍｍ 直径）采集设

施和设备内的沉降菌，采集时间为 ３０ ｍｉｎ。 采样点

的位置见附图。

２　 结果

２ １　 负压实验室基本参数

本研究使用的设施是负压屏障设施，实验室与

外侧准备间的压力梯度维持在 － ２５ ０ ～ － ３０ ０ Ｐａ
之间。 实验室温度维持在 ２３ ２℃ ～ ２３ ３℃之间，湿
度为 ５３ ３％ 。 实验室顶部有 ４ 个送风口，送风口面

积为（４ × ０ ３７２） ｍ２（４ 个送风口合计），送风口分

布于实验室中央位置。 测试送风口的平均风速为

０ ４３ ｍ ／ ｓ，室内容积为 ２ ３ ｍ（层高） × ４３ ７ ｍ２（设
施面积），经计算，该实验室的换气次数为 ２３ 次 ／ ｈ；
在实验室顶部有 ３ 个排风口，排风口分布于实验室

外周位置。
使用发烟法对实验室气流走向进行测定，接近

送风口位置（３０ ｃｍ 内）的气流方向指向远离送风口

的方向；接近排风口的位置（３０ ｃｍ 内）的气流方向

指向排风口方向；其他空间位置发烟烟尘无特定走

向。 该实验室属于乱流负压实验室。 测定平均气

流速度为 ０ ０５ ｍ ／ ｓ。
２ ２　 密闭笼盒饲养动物———指示菌无发现

按照如图 ２ 所示布点位置测定实验室浮游菌和

落下菌。 在进行实验之前，所有位置均未检测到指

示菌。 将装有小鼠及污染垫料的小鼠笼以密闭状

态放置在实验室内，放置位置为图 ２ 中 Ｅ 点所示。
离地面高度为 ８０ ｃｍ。 该位置处于送风和排风之

间。 在此饲养状态下对各位置进行浮游菌和沉降

菌的采样，各位置点检测到指示菌计数均为 ０。
２ ３　 生物安全柜内换笼操作的病原暴露风险及

控制

将密闭笼盒做表面消毒后移入生物安全柜，生
物安全柜内事先放置采样培养皿，采样点分布如图

３ 所示。 准备好镊子用于动物的夹取。 换笼操作人

员坐于操作台前，带双层手套，外层手套在安全柜

内做表面消毒。 由助手移入新净密闭笼盒。 在安

全柜内打开新净笼盒；打开带有动物及污染物的笼

盒，用镊子夹取动物，并转移到新净笼盒内；转移带

有饲料的内置笼网至新笼盒（手直接操作）；取一培

养皿，将接触笼盒的手在平板表面进行印制接种；
使用含消毒液的纱布做手部消毒，封闭新净笼盒，
对笼盒表面用沾有生理盐水的灭菌拭子擦拭新净

图 ２　 负压屏障实验室风口位置及采样点分布图

Ｆｉｇ． ２　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｍａｐ ｏｆ ａｉｒ⁃ｏｕｔｌｅｔｓ ａｎｄ ｓａｍｐｌｉｎｇ
ｐｏｉｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｎｅｇａｔｉｖｅ⁃ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｂａｒｒｉｅｒ ｆａｃｉｌｉｔｙ

笼盒表面，并涂布平板。 对新净笼盒做表面消毒，
由助手转出生物安全柜。 收集事先放置的培养皿，
对生物安全柜台面消毒，消毒后的手再次印制培养

平板。 消毒后再次对生物安全柜内放置平板，采集

落下菌。

注：ＰＣ 表示污染的笼盒；ＣＣ 表示清洁的笼盒。

图 ３　 生物安全柜落下菌采样位置图

Ｎｏｔｅ． ＰＣ ｍｅａｎｓ ｐｏｌｌｕｔｅｄ ｃａｇｅ； ＣＣ ｍｅａｎｓ ｃｌｅａｎ ｃａｇｅ．

Ｆｉｇ． ３　 Ｓａｍｐｌｉｎｇ ｐｏｉｎｔｓ ｏｆ ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ ｉｎ ｔｈｅ
ｂｉｏｓａｆｅｔｙ ｃａｂｉｎｅｔ

结果发现，放置在内侧通风处的采样点有指示

菌富集，其中 Ｂ 点因在转移动物过程中有垫料混入

指示菌数量较多；距离污染笼盒较近的 Ａ 点落下菌

的数量为 ２４，距离较远的 Ｃ 点落下菌数为 １。 安全

柜中央位置离污染笼盒较近的 Ｄ 点落下菌数为 ２５，
而较远的 Ｅ 点无落下菌。 外侧风口处 Ｆ 点检测到 １
个落下菌。 转移笼盒内笼网后手印制平板培养 ２４ ｈ
后出现类手型菌落分布，４８ ｈ 长满。 新净笼盒表面

采样未发现指示菌。 手部消毒后再次印制平板，无
指示菌生长。 台面消毒后再次采集落下菌，无指示

菌生长。
上述实验表明，生物安全柜内由于气体流向的控

制，在排风口以及距离污染物较近的位置存在污染风

险，操作人员的手部由于与笼具内部接触存在病原暴
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露风险，而有效氯浓度为 ０ ５５％的 ８４ 消毒液对手部

及台面消毒可以有效控制指示菌的暴露风险。
２ ４　 在乱流负压屏障设施动物开放饲养存在病原

暴露风险

将动物以及污染笼盒放置在同一饲养位置（图
２ 中 Ｅ 点），打开笼盖，开放饲养。 开放 ３０ ｍｉｎ 后采

集各位置落下菌和 Ｈ、Ｉ、Ｊ 三个采样位置的浮游菌。
采集位点见图 ２。 结果在距离笼盒位置较近的 Ｋ 位

置，采集到落下菌数为 ９，其他位置的落下菌未有指

示菌生长；采集的浮游菌在 Ｈ、Ｉ、Ｊ 三个位点分别为

３５、２、０。
开放饲养 ２４ ｈ 后采集各位置落下菌和浮游菌，

各位点落下菌均未有指示菌生长；采集的浮游菌在

Ｈ、Ｉ、Ｊ 三个位点分别为 １１、１、１。 对开放笼具附近台

面进行擦拭采样，４００ ｃｍ２ 的范围内采集到的样品

接种平板指示菌数量高于 ２００。 在负压实验室对动

物进行开架饲养时，检测实验室外准备间的浮游

菌，结果在多个位置进行检测，未发现指示菌。
２ ５　 负压设施的自净

将开放笼具再次密闭，并对笼具做外部表面消

毒，并移出实验室。 并对笼具放置台面做表面消

毒。 实验室静置 ３０ ｍｉｎ。 采集室内落下菌和浮游

菌，均无指示菌生长。

３　 讨论

３ １　 生物安全柜内动物换笼的风险因素

生物安全柜内气体流向是较为稳定的，由于窗

口处下降气流流速高，形成了气帘，对于在安全柜

内操作起到了双向保护的作用。 在生物安全柜内

的操作主要问题在于安全柜内外物品的进出。 在

本实验中可以看出，污染笼盒会对周围局部环境造

成污染，但扩散范围不大，操作面的垂直气流可以

有效隔离污染物，但是在下风向位置的污染风险存

在。 因此在生物安全柜的使用过程中应注意防止

排风口封堵，防止对气流走向的干扰；同时应注意

设定洁净区和非洁净区，动物笼具更换过程中生物

安全柜的使用也应遵守这一原则。
操作人员的手的污染难以避免。 动物的移动

可以借助镊子等工具，但是笼网等的移动还是需要

手的直接接触。 因此在操作过程中要识别这一感

染风险。 一旦手套与感染物发生接触，就要进行必

要的处理，包括手套消毒或是更换。
３ ２　 浮游菌可以更好地识别感染风险

在负压屏障设施内空气的洁净度较好，空气中

的浮游颗粒物较少，细菌等微生物缺少灰尘等颗粒

物附着，因此也难以沉降。 在本实验中仅在笼盒开

放饲养的状态下，笼盒开放 ３０ ｍｉｎ 后在近笼盒位置

检测到沉降菌。 这不排除在打开笼盒时的操作带

来的气溶胶污染；而 ２４ ｈ 后再次采集沉降菌，沉降

菌采集时间为 ３０ ｍｉｎ，结果各位置均为阴性。 但是

对动物笼盒台面的 ２０ ｃｍ × ２０ ｃｍ 拭子培养物却获

得较多的指示微生物样品。 而在笼盒开放饲养 ２４ ｈ
后依然可以采集到浮游菌样品。 因此，浮游菌对于

感染物的识别灵敏度在本实验中高于沉降菌指标。
３ ３　 负压屏障设施对于感染风险的控制

在动物笼盒开放饲养 ２４ ｈ 后采集负压实验室

外准备间的浮游菌，多个位置均为阴性。 此结果说

明实验设施的负压状态可以保证将污染物有效控

制在屏障设施内。 在排除开放笼盒污染物的 ３０ ｍｉｎ
后再次测试浮游菌，多个位置的测试结果均为阴

性，这表明该设施在正常工况下具有良好的自净能

力，该设施的换气次数达到 ２３ 次 ／小时，满足中国国

家标准对于生物安全实验室换气次数的要求［６］，３０
ｍｉｎ 内基本完成了实验室空气的自净。
３ ４　 密闭笼盒可以有效保障动物感染实验安全

本实验使用的笼盒为某国产 ＩＶＣ 笼具，其密闭

状态是在打开笼具生命窗口过滤帽外盖的状态下

进行的。 在此状态下保证了动物的基本通气。 因

此该笼盒并不存在与外界的压力梯度。 在无压力

梯度的状态下，此笼具的密闭状态可以较好地控制

模拟感染性生物因子的空气传播。 而 ＩＶＣ 笼具是

在此基础上通过送排风系统连接笼具，理论上除了

保障动物的正常换气外，如果动物笼具不是处于正

压状态，在负压屏障设施内使用微负压 ＩＶＣ 笼具即

可对啮齿动物饲养环节的感染性生物因子进行有

效控制。 当考虑生物安全的加量防护原则时，可适

当提高对 ＩＶＣ 笼具此类技术指标的要求。
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