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!"#!患者某定点收治医院空气样本中

!"#!$%&’及其#("的检测

肖文 王明连 魏巍 王洁 赵建军 易滨 李劲松

【摘要】 目的 了解!"#!某定点收治医院空气中的!"#!病毒污染情况及!"#!病毒在空气

中的分布和传播特性。方法 采用)"$*型空气微生物采样器在病房区及病房阳台连续采样。将采

集到的空气样本洗脱后分别采用细胞分离和逆转录$聚合酶链反应分析，并对细胞分离阳性者作进一

步的系列分析鉴定。结果 !"#!患者某定点收治医院病房区及阳台空气样本中均有部分+%#结果

阳性，!"#!阳性率病房区为*,-，阳台为*.-；其中一份样品中分离出活性病原体，并稳定传代；经

免疫荧光染色鉴定阳性，#/$+%#扩增产物的测序结果显示该病原体与已知!"#!$%&’的同源性在

,0-以上。结论 !"#!急性期后期与恢复期早期的患者仍然从呼吸道排毒，病毒在距传染源周围

12之内的空气中具有感染活性，在此范围之内存在气溶胶传播的潜在威胁。
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实 验 研 究 已 经 发 现 严 重 急 性 呼 吸 综 合 征

（!"#!）是由一种新的冠状病毒（%&’）引起的［1，*］；
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流行病学调查显示，其传播模式主要是，患者#家

人；患者#医护人员；患者#同飞机或同火车（同车

厢）乘客；患者#同宿舍居住者；患者#同旅店居住

者等；并存在家庭及医院聚集性，这表明病毒可能是

通过空气传播感染和密切接触感染［=］，但缺乏有力

的实验证据。另外，没有!"#!$%&’病毒在空气中

的传播范围、存在条件和环境因素（例如温度、湿度

等）对其存活的影响程度等方面的研究。基于此现
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状，本课题研究旨在通过了解!"#!患者定点收治

医院空气中!"#!$%&’及其#("的检测，从而对

上述问题有一个较为系统的认识和了解。

资料与方法

)*空气样本的采集方法：!采用+"$,级空气

微生物采样器（中国辽阳应用技术研究所产品），以

表面涂有一层水溶性胶的普通琼脂培养基为采样介

质。"采样时间自,--.年/月)-#),日，选择以

下时段及地点，每天采集),份样品，三天共./份样

品。

,*病 房 内 空 气 样 本 采 集 方 案：选 择 北 京 某

!"#!患者定点收治医院还收治有!"#!患者的0
个病房作为采样对象（表)），共0个室内采样地点。

室内通风换气量较大，影响样本的采集，为了能够采

集到病毒，在每次采样之前，停止通风,-123，待样

品采集完之后恢复通风换气。在采样期间，无新发

病例入院。医院收治的0例患者均处于恢复期，陆

续于/月)-#)4日出院。在患者床头附近采样，距

离患者呼出气体的距离在)1以内，采样高度)1，

每次 采 样)5123。每 天 采 样.次（时 间-67--、

))7--、)/7--），采样连续.天。

.*病房外空气样本采集方案：在病房阳台设一

采样点，采样高度)#)*51，每次采样)5123，每天

采样.次（时间-674-、).7.-、)/74-），采样连续.
天，流量,6*.8／123。

4*样品的包装、处理：对采集平皿表面进行消毒

处理；处理后的采样平皿用塑料袋密封包装，并对塑

料袋外进行消毒处理；放49冰箱保存。

5*细 胞 株、菌 株 及 主 要 试 剂：’:;&$</细 胞、

!"#$%&=>5$（本室保存）；?;2@&A购于B3C2D;&E:3公

司；F;:$G2H$F%#试剂盒：赛百盛公司产品；!IJ%、

FKD%、?4=("连接酶购于?LML#L公司，#(LK23、

G$G8’ 逆 转 录 酶、IN<G$? 载 体 试 剂 盒 购 于

F;&1:EL公司；!"#!恢复期患者血清、羊抗人+B?%
标记荧光抗体均为司炳银老师惠赠。

/*基 因 特 异 型 引 物（ 巢 式 聚 合 酶 链 反 应，

3F%#）：外 引 物，上 游：5’$"N%%%%"N"?NN
?"%??%?"$.’，下 游：5’$""??"%%N%N"%?"
%N?N"?$.’；内 引 物，上 游：5’$""%?N"NNN"N
%%??N""?"$.’， 下 游：5’$NN%""?N??N
??%%??N"N$.’；内引物、外引物均由杨瑞馥教授

惠赠。外引物扩增片段长,/6OI，内引物扩增片段

长)-/OI。目的片段为!"#!病毒(蛋白的一段保

守区域。

0*空气样本的洗脱及细胞接种（P!8$.实 验

室）：空气样本的洗脱和收集：以含青霉素)---Q／

1A，链霉素)---Q／1A的=G<G为洗脱液；每一份

空气样本都由上、下两个平皿组成；分别在每个平皿

中加入51A洗脱液，轻轻晃动平皿,123，使粘附有

空气中粒子的水溶性胶充分溶解其中，再将两平皿

中的液体混合，置与试管中，静置)J。一般约能收

集到/#61A洗脱液。

细胞的分离与接种：预先准备好一定数量的接

种于,5R1,细 胞 培 养 瓶 中，生 长 状 态 良 好，达 到

0-S#6-S融合的’:;&$</细胞。从收集到的洗脱

液中取,1A加入等体积?;2@&A，轻柔混匀，T6-9冻

存留作提取空气中粒子的#("，进行#?$F%#检测

之用。剩余液体经-*,,&1滤器滤过后，再接种至

’:;&$</细胞中，作好来源样本的标记。.09，5S

表! 北京某!"#!定点收治医院!"#!患者住院情况

患者情况
发病时间

（年*月*日）
入院治疗时间
（年*月*日）

临床!"#!诊断情况 出院时间

)床（男，4U岁） ,--.*-4*-0 ,--.*-4*-0 患者入院前)周在该医院诊治!"#!患者，因有明显的
接触史，有发热症状，诊断为!"#!

,--.年/月))日，继续抗炎治
疗

U床（男，5)岁） ,--.*-5*). ,--.*-5*)6 无明显诱因发热，左中肺异常阴影，以疑似病例收入医院
治疗

,--.年/月),日，出院医嘱：医
学隔离,周

).床（女，4U岁） ,--.*-4*,U ,--.*-5*)6 连续间断发热)U日，发现右下肺有阴影，入院后经专家
组会诊，确诊为!"#!

,--.年/月)-日，出院医嘱：医
学隔离,周；择期复查胸片

.4床（女，.5岁） ,--.*-5*)6 ,--.*-5*,. 患者丈夫,--.年5月)日被诊断为!"#!，双方有密切
接触史。入院时胸片左下肺斑片状密度不均条索状阴
影，两 次 抗 体 检 测 呈 弱 阳 性 反 应。经 专 家 组 确 诊 为
!"#!

,--.年/月).日，出院医嘱：医
学隔离,周

4.床（女，.)岁） ,--.*-4*-5 ,--.*-4*.- 患者有接触史，4月,/日体温高达.U9，肺部病灶明显
增多。双下肺片状阴影，左肺明显，边界不清，内部未见
空洞，确诊为!"#!

,--.年/月),日，出院医嘱：医
学隔离,周

注：)4床和)/床资料不全未列表中；!"#!患者临床诊断标准为中国疾病预防控制中心,--.年非典型肺炎病例临床诊断标准
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!"#培养箱中吸附$%之后，倒掉瓶中液体，换含

#&小牛血清的’()(（维持液），*+,／瓶，-./，

0&!"#培养箱中培养，每日观察记录细胞生长状

况。连续观察1天，如果未出现细胞病变迹象，继续

盲传。连续盲传-代未见细胞病变者记录为阴性；

如出现细胞变圆、拉网状病变，再经连续传代证实该

致病变效应可稳定传代，照相记录，并采用免疫荧光

法进一步鉴定。

12洗脱液中总345的提取：从617/取出已

和89:;<,按比例混合好的空气样品洗脱液，89:;<,
法提取总345。

=2逆转录反应体系（#7!,）：$720!,’)>!2?#"
充分溶解345沉淀，转移至$20+,的)>管中，另

加入$!,随机引物，.7/水浴0+:@。取出后立即投

入冰浴，分别加入0ABCDDE9F!,、G48>$!,、34HI:@
720!,、’88#!,、(J(KL 3EME9IE89H@IN9:OPHIE
$!,；于-./反应*7+:@。

$72>!3反 应 体 系（#7!,）：模 板0!,、外 引 物

$!,、双蒸水补足#7!,。扩增：=F/预变性#20+:@，

然后进入以下-7个循环，=F/变性F0I，07/退火

$+:@，.#/延伸-7I。循环完毕，.#/延伸0+:@。

将>!3产物自凝胶中纯化备用。

$$2Q53Q特异性片段测序鉴定、同源性分析和

进化树分析：将巢式>!3扩增得到的Q53Q特异性

片段克隆至8载体后测序，目的基因测序由上海生

工生物技术有限公司完成。采用RK5Q8（BHI:N,<NH,
H,:S@+E@PIEH9N%P<<,）%PPO：／／TTT2@NB:2@,+2@:%2
S<M／RK5Q8／将 克 隆 测 序 获 得 的 核 苷 酸 序 列 与

UE@RH@V登记的目前已知Q53QJ!<L基因序列进

行同源性比较。

$#2间接免疫荧光染色：感染细胞片的制备：将

待鉴定的感染细胞培养悬液接种单层的LE9<J)*细

胞，-./孵 箱 中 吸 附$%，换 含#&小 牛 血 清 的

’()(（维持液），*+,／瓶，放-./继续培养；待细

胞刚刚出现病变时，取感染细胞滴片，自然晾干；冷

丙酮6#7/固定-7+:@，取出晾干；6#7/密封保存

备用。

$-2间接免疫荧光抗体染色：将Q53Q恢复期阳

性患者灭活血清标本$W$7稀释后滴加到细胞抗原片

上，置-./湿盒中作用-7+:@，>RQ振荡洗-次，晾

干；然后加羊抗人XY8!标记荧光抗体，置-./湿盒

中作用-7+:@，冲洗同前，在荧光显微镜下观察染色

结果。

结 果

$2Q53Q患者定点医院空气样本洗脱液>!3
检测结果：空气38J>!3检测结果见图$。病房区

共检测-$例样本，其中=例阳性，阳性率#=27-&；

而病 房 阳 台 的0例 样 本 中，$例 阳 性，阳 性 率 为

#727&。

(：>Z!$=’45／(Q>Y标准相对分子量；$"1：F-床、-F床、$-床、

$-床阳台、$床、=床、$*床和$F床的空气样本洗液38J>!3产物

图! 北京某Q53Q患者定点收治医院空气样本

洗液38J>!3产物（$20&琼脂糖电泳图）

#2细胞分离实验：全部-*份样品中-0份细胞

分离阴性。只有*月$7日$-床病房内采集的空气

样品经细胞分离传至第三代时细胞出现变圆，细胞

间隙增大、拉网状等典型Q53QJ!<L所致细胞病

变。连续传代证实，这种致病变效应能稳定传代。

-2免疫荧光鉴定结果：细胞抗原片经间接免疫

荧光检测，发出绿色荧光的细胞为感染Q53QJ!<L
的阳性细胞。

F2序列测定及同源性比较：我们将分离到的这

株Q53QJ!<L命名为K[-7=，38J>!3获得的特异

性片段85克隆测序、同源性比较显示与目前已分

离到的其他$0株Q53Q病毒该片段序列同源性在

=1&以上。

讨 论

从流行病学调查来看，Q53Q主要通过近距离

空气和密切接触传播，但没有可供参考的相关科学

数据，因而不能真正说明Q53QJ!<L的传播途径。

为此，我们对某Q53Q定点收治医院的Q53Q患者

病房空气进行了采样检测分析，结果不仅证明了

Q53QJ!<L通过空气传播的可能性，而且证明了我

们所采用的采样及分析方法是有效、可靠的。
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!"#$%#病 房 空 气 采 样 及 分 析 方 法：要 获 得

#$%#&’()的 是 否 通 过 空 气 传 播 的 数 据，必 须 对

#$%#定点收治医院#$%#患者病房空气进行有效

的采集和可靠的分析方法。我们采用的*$&+级空

气微生物采样器是国际空气微生物学会推荐的标准

空气微生物采样器，但其采样介质是普通琼脂培养

基，采集空气中的#$%#&’()不太合适。为了能够

有效采集空气中的#$%#&’()样品，并保持其活

性，我们在普通琼脂培养基表面涂上一层无毒的水

溶性胶作为采样介质，使空气中的粒子易于粘附到

采样介质上，并且处于一种湿润环境中，从而保证

#$%#&’()的活性。

作为研究的某医院#$%#病房始终向室外抽

气，换气量较大，故影响空气样本的采集。为了能够

采集到病毒，在每次采样之前，停止通风+,-./，从

而使病房内的空气处于一个相对静止状态，空气中

的各种粒子处于布朗运动状态。每次采完样后，采

样平皿立即置于01保存，这些措施都最大限度的

保障了所采集到空气中的生物粒子及其生物学活

性。

样品检测分析方法，我们选择世界卫生组织推

荐的%2&3’%技术和细胞培养技术两者结合共同

对采集样品进行检测［0］。细胞分离培养采用)45(
细胞 分 离 培 养#$%#&’() 病 毒，能 检 测 出 活 的

#$%#&’()病毒。3’%技术则对检测微生物没有死

活的要求，具有敏感、快速、特异性强的特点。近年

来，3’%技术已经在病毒气溶胶检测方面得到了应

用［6］。!770年，#89:45等［;］在!770年通过3’%技

术对医院一些场所中采集的空气样本中的水痘&带

状疱疹病毒（)<)）进行了检测分析，证实了)<)
可以通过气溶胶形式传播。本文的研究结果也说明

应用3’%技术检测空气传播的致病微生物是非常

有效、快速的。

+"#$%#&’()空气传播的可能性：表+的数据

显示，病房内空气中的病毒%2&3’%检测阳性率为

+7",=>，病 房 阳 台 空 气 中 为+,",>，证 实 了 某

#$%#患者定点收治医院的病房及阳台的空气中均

有#$%#病毒的存在。而且这种分布显示出随距患

者（传染源）的距离增加而有减小的趋势。此外，从

病房的空气样本中分离得到了活性#$%#&’()病

毒株，间接免疫荧光实验及序列测定也证实我们得

到的是#$%#&’()病毒，这也进一步证实了#$%#&

’()空气传播的可能性。而采自阳台的;份样品

中，%2&3’%阳性率虽达到+,",>，但细胞分离均为

阴性。我们推测#$%#&’()病毒可以在空气中存

活，但对于外界的抵抗力较差。在我们停止通风进

行采样的+,-./期间，病房中的 空 气 中 的#$%#&
’()病毒能随机播散到阳台，病毒活性受到环境因

素的影响，可能已经死亡，因而难以分离到活性病

毒。病毒在体外的生存实验表明，病毒能在适宜的

环境中存活较长的时间，但抵抗力较差。在干燥表

面仅能存活=?［@］。空气中存在各种物理、化学等因

素，具体有哪些因素影响病毒在空气中的活性及其

影响程度还有待于进一步的实验研究。

由于除采样期间以外，其他时间病房都处于

+0?通风状态，这充分说明我们分离的这株病毒是

在停止通风的+,-./期间内患者新排出的。这些病

房收治的都是急性后期恢复期早期的患者，说明患

者虽处于恢复进程中，仍然能从呼吸道排毒，有感染

他人的可能性。有报道采用3’%技术检测到恢复

期患者大便中存在#$%#&’()病毒［A］。但目前尚

不能肯定恢复期患者作为传染源的意义，还需结合

流行病学资料综合评价。根据采样点的位置和距离

患者的远近我们可以推测医院病区!-之内的近距

离范围内病毒气溶胶传播的威胁性很高，提示与

#$%#患者有密切接触的医护人员必须十分注意个

人防护。我们的实验数据及流行病学资料目前都不

支持病原体经空气快速远程传播［@］。
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