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生物气溶胶实验仪器设备  紫外荧光粒谱仪
1　 范围
本文件规定了紫外荧光粒谱仪的原理和组成、技术要求、试验方法和标志、包装、运输、贮存的要求。
本文件适用于应用紫外光激发微生物细胞内发光基团诱导荧光来测量微生物气溶胶浓度的光学仪器或设备的研制和生产。
2　 规范性引用文件

下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中，注日期的引用文件，仅该日期对应的版本适用于本文件；不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。

GB/T 191  包装储运图示标志

GB/T 6167  尘埃粒子计数器性能试验方法

GB/T 8170  数值修约规则与极限数值的表示和判定
GB 41918—2022  生物安全柜

GB/T 11463  电子测量仪器可靠性试验
GB/T 15464  仪器仪表包装通用技术条件

GB/T 39990—2021  颗粒  空气微生物采样器 技术要求

JJF 1826—2020  空气微生物采样器校准规范
T/CSP 10—2024  颗粒技术  生物气溶胶试验舱

T/CSP 11—2024  颗粒技术  生物气溶胶过滤效率测试方法
3　 术语和定义

生物气溶胶  bioaerosol

含有生物活性成分的、粒径在0.01 (m～10 (m之间的固体或液体微粒悬浮于气体介质中形成的稳定分散系。

注：生物性成分包括细菌、真菌、病毒、毒素等。

[来源：GB/T 38517—2021，3.7；有修改]

紫外光诱导荧光  ultraviolet—induced fluorescence；UVIF

特定波长紫外光照射激发微生物细胞内荧光分子（色氨酸、酪氨酸、苯丙氨酸、烟酰胺腺嘌呤二核苷酸、核黄素等）产生的荧光。

荧光生物粒子  fluorescent biological aerosol particles；FBAP

在特定波长的紫外光照射下能够被诱导产生荧光的生物粒子。

紫外荧光粒谱仪  ultraviolet fluorophores Particle Sizer,UFPS
由生物气溶胶采样系统、气路、紫外光源、光电转换系统、控制系统和显示系统构成的测量生物气溶胶粒子粒谱和浓度的一类光学仪器或设备。

灵敏度  sensitivity

粒谱仪最低可检测的生物气溶胶浓度。

注：常用每升空气中生物粒子数（agent—containing particles per liter of air，ACPLA）表达。

计数效率  particle counting efficiency

测量同一样品时，紫外荧光粒谱仪的计数结果与平行测试的标准仪器检测结果的比值。

响应时间  response time

生物气溶胶浓度达到最小可检测浓度与紫外粒谱仪测生物气溶胶之间的时间。

自净时间  self—cleaning time

仪器气路从污染状态降低到洁净状态的时间。

4　 原理与组成

4.1　 原理

生物粒子内部含有色氨基酸、酪氨酸、核黄素和烟酰胺腺嘌呤二核苷酸等内在发光基团，可在紫外光的激发下诱导产生生物表征紫外荧光。生物气溶胶粒子在紫外光照射下，同时产生弹性的散射光脉冲信号和紫外荧光脉冲信号，弹性散射光脉冲信号的幅值等可测量分析生物粒子粒径大小，紫外荧光脉冲信号的强度是被测粒子的生物学特性，可区分生物粒子和非生物粒子，且脉冲数量对应于生物粒子数量的测量计数。

4.2　 组成

紫外荧光粒谱仪监测仪主要由生物气溶胶采样系统和气路、紫外光源（激发光）、光室激发荧光、光电转换系统、电信号分析处理系统、数据输出显示系统等构成，如图1所示。
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图1  紫外荧光粒谱仪工作流程示意图
5　 技术要求

外观

5.1.1　 仪器应完好无损，表面无明显缺陷，各零部件连接可靠，各操作键钮灵活有效。

5.1.2　 仪器如有显示屏，应显示清晰，没有影响读数的缺陷。

5.1.3　 面板上文字、刻度应清晰，涂色牢固，不影响读数。

气路

气路应满足以下要求：
a） 气密性；

b） 空气采样流量应≥1 L/min，示值误差应不超过±5%；

c） 气路自净时间应≤3min。
光源

光源应满足以下要求：
a） 紫外光源的功率应≥40 mW；

b） 紫外光源工作寿命应≥5000 h（紫外光光强衰减率应≤10%）；

c） 紫外光源工作稳定性：连续工作16 h内紫外光光强波动应≤5%。

检测粒径范围

检测粒径范围应至少包含0.5 (m～20 (m。

检测灵敏度
检测灵敏度应≤50 ACPLA。
计数效率
计数效率应≥90%。

生物气溶胶浓度变化响应时间

生物气溶胶浓度变化响应时间应≤30s。

计时误差
计时误差应不超过±1s。
背景信噪
对背景信噪（包括草木灰、引擎废气以及盐雾等非生物气溶胶）等的消除，宜采用1 min内切割粒径小于感兴趣的最小粒径（0.5(m）的粒子不响应的方式消除。
平均无故障时间（MTBF）

累积运行的应大于5000 h。

功能要求
检测数据的显示、传输和存储如下，，包括但不限于：

a） 应有检测数据的实时显示或辅助数据显示功能；

b） 数据传输方式应为主流通讯方式，适用于构建多模块分布式生物气溶胶监测/检测网；可原位、远程、手机等实时状态监控；接口应满足导出监测数据的需要，如USB、RS232接口；

c） 检测数据存储空间应≥1T，可存储超过 100 000组数据记录，包括时间（年、月、日）、货物气溶胶检测粒径范围内的粒子总数、荧光粒子数和生物粒子数等。

环境适应性
d） 工作环境温度：0 ℃～40 ℃；

e） 工作相对湿度：≤95%；

f） 存储环境温度：—25 ℃～55 ℃。

g） 存储相对湿度：0～95%（不结露）。

电源

a） 使用交流电时，电压应为（220±22）V，频率应为（50±0.5）Hz；；

b） 使用直流电时，仪器应能连续工作时间≥4h；

6　 试验方法

试验条件
6.1.1　 试剂

6.1.1.1　 指示微生物

宜选用有证标准物质：粘质沙雷氏菌、噬菌体PhiX174、枯草芽孢杆菌黑色变种（Bacillus subtilis var. niger）芽孢。

注1：粘质沙雷氏菌喷雾液的制备和样本培养方法参见T/CSP 11—2024的附录A；

注2：噬菌体PhiX174喷雾液的制备和样本培养方法参见T/CSP 11—2024的附录B；

注3：枯草芽孢杆菌黑色变种芽孢的制备和样本培养方法见附录A。

6.1.1.2　 粒度标准物质

应使用有证标准物质，粒径范围（0.3～22）(m，相对标准不确定度（relative uncertainty，Urel）≤5%（k=2）。

6.1.2　 检验仪器

6.1.2.1　 精密尘埃粒子计数器

至少应具有0.5μm的粒径档，在（3000～100000）个/28.3 L范围内粒子数量浓度，重复性≤3%，粒子计数效率应经过国家法定计量检定机构校准，粒子计数效率的Urel≤6% (k=2)。

6.1.2.2　 流量试验装置

测量范围为（1～50）L/min，最大允许误差不超过±1.0%。

6.1.2.3　 空气微生物采样器

空气微生物采样器的采样效率、微生物存活率、采样流量应满足GB/T 39990—2021的5.1、5.2和5.3的要求。

6.1.2.4　 生物气溶胶试验舱

应满足T/CSP 10—2024中5.2的要求。

6.1.2.5　 生物气溶胶发生器

按照GB 41918—2022的附录A执行。

6.1.2.6　 粒子计数效率试验装置

可产生并调节的粒子浓度范围（50～3000）个/L，中心点粒子浓度稳定性（连续测量6次的相对标准偏差）应不大于5%/20min，且舱内被校仪器采样位置和精密尘埃粒子计数器采样位置的生物气溶胶浓度均匀性偏差≤5%。检验装置原理、组成及技术要求参见附录C。

6.1.2.7　 秒表

误差≤1%。
试验方法

6.1.3　 采样流量和示值误差

依据JJF 1826—2020中的7.1，被检紫外荧光粒谱仪（以下简称“被检仪器”）安装好运行稳定后，用标准流量计测量被检仪器采样流量，测量3次。流量示值误差按公式（1）和公式（2）计算：
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式中：
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      ——被检仪器流量平均值，单位为L/min。

Q1、Q2、Q3——被检仪器流量3 次测量值，单位为L/min；

Q        ——被检仪器流量设定值，单位为L/min；
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      ——流量示值误差。

6.1.4　 气路气密

将真空压力表及三通阀门接于待测粒谱仪进气口，启动被检仪器并缓慢关闭三通阀门进气口，当真空压力表指示上升超过5 kPa时，关闭采样器电源，同时完全关闭三通阀门进气口并迅速夹死抽气泵入口气管，1min时记录真空压力表的读数值（F），计算压力变化︱△F︱=︱F-5︱，单位为kPa。参考GB/T 39990
6.1.5　 粒谱

按照附录A连接检测装置。使用粒子计数检测装置分别将0.3 (m、0.5 (m、3 (m、5 (m、10 (m、15 (m、20 (m、22 (m的微球雾化，经扩散干燥后得到单分散气溶胶粒子样品。调节粒子浓度分别控制在（100～3000）个/L。记录1min内被检仪器和尘埃粒子计数器的检测结果，0.5 (m～20 (m的检测结果与尘埃粒子计数器的检测结果应一致。

6.1.6　 检测灵敏度

在生物气溶胶试验舱内，按照附录B连接检测装置。将空气微生物采样器和被检仪器放入生物气溶胶试验舱中，被检仪器的采样口和空气微生物采样器的采样口等高。调节参数产生浓度在（10～100）个/L范围内的指示微生物气溶胶粒子，待浓度稳定后，同时启动被检仪器和空气微生物采样器，同时停止采样。采样完成后，对空气微生物采样器的培养后进行和计数。重复测量3次，生物粒子计数效率按照公式（4）计算：
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式中：
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  ——被检仪器生物计数效率，%；
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——空气微生物采样器3次采集到的生物粒子数平均值；
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   ——空气微生物采样器单次采集体积，L；
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 ——被检仪器3次测量结果（荧光通道）平均值，L—1；
6.1.7　 计数效率

按照附录A连接检测装置。使用粒子计数检测装置将粒度标准物质（粒径为被检仪器最低粒径档的1.5 倍～2 倍左右单分散粒度标准物质）雾化，经扩散干燥后得到单分散气溶胶粒子样品。调节粒子浓度分别控制在（100～3000）个/L。在此范围内选择高、低两个浓度点，记录1min内的被检仪器和精密尘埃粒子计数器的最低粒径档测量结果，计算3 次测量结果的平均值。不同浓度下被检仪器的总粒子计数效率按照公式（3）计算：
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式中：
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 —被检仪器计数效率；
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 —精密尘埃粒子计数器3 次测量结果平均值；
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 —被检仪器总粒子通道3 次测量结果平均值。
6.1.8　 生物气溶胶浓度变化响应时间

参见JJF 1826—2020中7.4，在生物气溶胶试验舱内，按照附录B连接检测装置。将被检仪器放入生物气溶胶试验舱中，按预先调节和设计的浓度（10～100）个/L内发生粘质沙雷氏菌气溶胶，设定被检仪器的采样30s，同时启动秒表和被检仪器，待被检仪器到达设定的采样时间时，停止秒表计时，重复测量3次，取其平均值进行计算。按公式（5）、公式（6）计算计时误差：
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式中：
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——被检仪器采样时间平均值，单位为s；
t1、t2、t3——秒表3次测量时间值，单位为s；


t——被测采样器设定的采样时间，单位为s；

[image: image36.png]At——



计时误差，单位为s[image: image38.png]



6.1.9　 背景信噪

按照附录A连接检测装置。使用粒子计数检测装置将粒度标准物质（粒径为被检仪器最低粒径档的1.5 倍～ 2倍左右单分散粒度标准物质）雾化，经扩散干燥后得到单分散气溶胶粒子样品。调节粒子浓度分别控制在（100～3000）个/L。在此范围内选择高、低两个浓度点，记录1min内的被检仪器和精密尘埃粒子计数器的最低粒径档测量结果，计算3次测量结果的平均值。不同浓度下被检仪器的总粒子计数效率按照公式（3）计算。
6.1.10　 平均无故障时间

按照GB/T 11463的规定执行。
7　 检验规则

检验类型

紫外荧光粒谱仪的检验分为出厂检验、型式检验和维护检验。不同检验类型对应的检验项目表见表1。
表1  不同检验类型对应的应检验项目

	检验项目
	要求的章条号
	试验方法的章条号
	出厂检验
	型式检验
	维护检验

	采样流量和示值误差
	5.2 b)
	6.2.1
	○
	○
	○

	气路气密
	5.2 c)
	6.2.2
	○
	○
	—

	粒谱
	5.4
	6.2.3
	○
	○
	—

	检测灵敏度
	5.5
	6.2.4
	○
	○
	○

	计数效率
	5.6
	6.2.5
	—
	○
	○

	生物气溶胶浓度变化响应时间
	5.7
	6.2.6
	-
	○
	○

	计时误差
	5.8
	6.2.6
	○
	○
	○

	背景信噪
	5.9
	6.2.7
	—
	○
	—

	平均无故障时间
	5.10
	6.2.8
	—
	○
	—

	注：“○”为检验项目，“—”为不检项目


出厂检验

各类自暴露装置应按照不同检验类型的检验项目进行出厂检验，检验项目中出现一项不符合要求，即判定该采样器出厂检验不合格。
型式检验

7.1.1　 生物气溶胶仪器装置存在在下列情况之一时，应进行型式检验。

a） 仪器装置定型投产鉴定时；

b） 仪器装置正式生产后，如结构、材料、工艺有较大改变，可能影响采样器性能时；

c） 仪器装置正常生产时，定期或累计一定产量后；

d） 仪器装置长期停产后，恢复生产时；

e） 出厂检验结果与上次型式检验有较大差异时；

f） 国家有关部门提出进行型式检验的要求时。

7.1.2　 按照不同检验类型对应的应检验项目表进行型式检验，检验项目中出现一项不符合要求，即判定该仪器装置型式检验不合格。

维护检验

按照不同检验类型对应的应检验项目表进行维护检验，至少每年一次。当仪器装置更换部件或维修后，应进行维护检验。检验项目中出现一项不符合要求，即判定该仪器装置维护检验不合格。
8　 标志、包装、运输和贮存

标志

仪器设备标志应符合GB/T 191的要求，包括以下内容：

a) 制造厂名称；

b) 仪器型号；

c) 仪器名称；

d) 商标；

e) 生物危害标识；
f) 制造日期；
g) 出厂编号。

包装

8.1.1　 仪器设备包装应防潮、防震，符合GB/T 15464的要求。

8.1.2　 仪器设备随机文件应包括：

a) 装箱单；

b) 合格证；

c) 使用说明书。

运输

8.1.3　 运输在包装完整的情况下，可用一般的交通工具运输。

8.1.4　 运输过程中应按印刷的运输标志要求运输作业。

8.1.5　 应防止雨淋、翻倒、曝晒及剧烈冲击。

贮存

8.1.6　 仪器在包装状态下，应贮存在温度为—20 ℃～50 ℃的环境下。

8.1.7　 仪器贮存的室内环境，相对湿度应不大于85%。

8.1.8　 贮存仪器的室内空气中不应含有腐蚀性气体。

附　录　A
（规范性）
枯草芽孢杆菌黑色变种芽孢悬液制备和典型菌落计数方法

A.1　 材料

枯草芽孢杆菌黑色变种（Bacillus subtilis var. niger）标准菌株（菌株编号：ATCC 9372），枯草芽孢杆菌黑色变种芽孢标准物质（编号：GBW 09858）。每个单元标准物质为独立检测单元，应在4 ℃贮存。

注：本标准物质为一次性样品，不可反复使用。

A.2　 无菌稀释液

无菌稀释液按下列的方法进行配置：
a) 34 g磷酸二氢钾（KH2PO4）溶于500mL蒸馏水中，用1mol/L氢氧化钠（NaOH）将溶液的pH值调至7.2±0.5，用蒸馏水稀释至1L，制备PBS。

b) 取1.25 mL PBS，加入1L蒸馏水，高压灭菌器中120 ℃灭菌15 min，制备出实验用无菌PBS。

A.3　 枯草芽孢杆菌黑色变种芽孢悬液制备

枯草芽孢杆菌黑色变种芽孢悬液按照下列方法进行配置：

a) 标准物质从4 ℃冰箱取出后，在（20±2）℃平衡约30min，然后用天平称量（59.9±0.01）g无菌蒸馏水复溶，充分混匀后制备成样品悬液。
b) 用无菌的磷酸盐缓冲液对样品悬液进行10倍系列稀释制备成不同稀释度悬液（1 mL上一稀释度芽孢悬液加入9 mL无菌磷酸盐缓冲液进行稀释）。
A.4　 培养基制备

按照下列方法进行制备：
a) 可称取蛋白胨10 g、牛肉膏3 g、NaCl 5 g、琼脂粉15 g、1000 ml蒸馏水或去离子水配置，或选购营养琼脂培养基（宜注明生产单位信息），按照使用说明书进行配置，pH为7.2～7.4，混匀后加热熔解，121 ℃高压蒸汽灭菌20min。

b) 在无菌条件下，将灭菌后的普通琼脂培养基倒入无菌平皿（Φ90 mm×15 mm）中，27 mL/皿，凝固后备用。

c) 半固体营养琼脂培养基配制（固体营养琼脂培养基剂量减半）后，121 ℃，灭菌15min，冷却至45 ℃～50 ℃左右放入设置温度46 ℃的水浴锅中备用。

A.5　 枯草芽孢杆菌黑色变种芽孢培养和典型菌落计数

A.5.1　 悬液接种

选择三个适宜稀释度，水浴80 ℃，维持10min。每个稀释度吸取100 μL样品芽孢悬液分别接种于三个营养琼脂培养基平皿，然后用无菌L棒涂布整个平皿。将平皿倒置于培养箱，（36±1）℃培养48 h。
A.5.2　 典型菌落计数和确证试验

枯草芽孢杆菌黑色变种在营养琼脂培养基上形成的菌落表面粗糙、呈扁平同心圆状的褐色或棕红色（见图A.1）。选择有典型菌落、且典型菌落数在30 CFU～300 CFU之间的平皿，计数典型菌落数，并从中选取10 个特征菌落进行确证试验。
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图A.1  枯草芽孢杆菌黑色变种芽孢

A.6　 结果计算

A.6.1　 计算每个平皿上枯草芽孢杆菌黑色变种菌落数

计数每个平皿上的枯草芽孢杆菌黑色变种菌落数，使用公式（A.1）计算：
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式中：

a——计数每块平皿上的枯草芽孢杆菌黑色变种菌落数；

b——为挑取后经证实为枯草芽孢杆菌黑色变种的菌落数；

A——为挑取平皿上用于验证的菌落数；

N——为平皿上的所有特征菌落数。

最终结果按照GB/T 8170的要求修约至整数。

A.6.2　 样品中枯草芽孢杆菌黑色变种浓度的计算

选择经确证后的枯草芽孢杆菌黑色变种菌落数在30 CFU～300 CFU之间的平皿进行计数。若只有一个稀释度的平皿上菌落数在30 CFU～300 CFU之间时，按公式（D.2）计算：
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式中：

C——为枯草芽孢杆菌黑色变种芽孢浓度，单位为CFU/mL；

a——计数每块平皿上的枯草芽孢杆菌黑色变种菌落数；

m——重复次数；

d——稀释因子（未经稀释的样品其d值为1）；

v——平皿上枯草芽孢杆菌黑色变种芽孢悬液接种体积。

若有两个稀释度的平皿上菌落数在30 CFU～300 CFU之间时，按公式（D.3）计算：
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式中：

C ——枯草芽孢杆菌黑色变种芽孢浓度，单位为CFU/mL；

a1——计数第一个稀释度（高稀释度）每块平皿上的枯草芽孢杆菌黑色变种菌落数；

a2——计数第二个稀释度（低稀释度）每块平皿上的枯草芽孢杆菌黑色变种菌落数；

M ——重复次数；d——第一个稀释度的稀释因子（未经稀释的样品其d值为1）；

V ——平皿上枯草芽孢杆菌黑色变种芽孢悬液接种体积。

按照GB/T 8170的要求将计算出的结果保留至两位有效数字，将样品的枯草芽孢杆菌黑色变种芽孢浓度记录为1.0～9.9乘以10的指数幂表示。

附　录　B
（规范性）
粒子计数效率试验装置
可使用已校准的精密尘埃粒子计数器为标准仪器，通过比较法完成对被检仪器的粒子计数效率的检测。
试验装置工作原理为：将经过高效过滤器的洁净压缩空气通入试验装置，待混匀箱内的粒子浓度小于10 个/L时，将装置中粒度标准物质雾化，经沉降、混匀稀释后得到浓度适当且稳定的气溶胶粒子，同时开启标准仪器和被检仪器，将被检仪器的测量值和标准仪器测量值进行比较，从而实现对被检仪器粒子计数效率的检测，如图B.1所示。
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图B.1  粒子计数效率试验装置
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