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臭氧对物体表面 IBV冠状病毒的杀灭效果的研究 
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摘 要： 本文利用强氧化剂臭氧()3对物体表面的冠状病毒进行杀灭试验。不同物体表面经不同臭氧浓度、湿度、温度处理 

灭活的冠状病毒于 10日龄鸡胚培养一代，进行对流免疫电泳试验检测。结果表明，臭氧浓度在高于60．3mg／m3，作用时间超 

过 15min时就可将表面皿表面的病毒完全杀灭。温度对臭氧的杀毒效果也有影响，即温度越高杀毒效果越明显，而湿度对臭 

氧消毒效果则没有影响。同时，表面的材料不同对臭氧的消毒效果也存在一定影响，对金属材料和玻璃器皿的消毒效果较 

好；对纸片和布片的杀毒效果较差。 
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自2003年初爆发非典型性肺炎以来，世界各国对 

冠状病毒的研究更加深入和全面。同时，如何有效的 

切断 SARS病毒的传播，防止 SARS病人对医护人员 

及其他人的感染，也是一个亟待解决的问题。目前，生 

活中和医院里用于冠状病毒消毒的试剂主要为甲醛溶 

液和次氯酸盐溶液，也有使用四氧乙酸的。以上消毒 

液的杀毒效果较好，但都有严重的缺陷。首先，杀菌消 

毒速度慢 ；其次，对环境产生二次污染，且后果严重。 

同时残留在空气 中和物体表面的药物有强烈 的腐蚀 

性，对人的呼吸道和鼻黏膜产生强烈的刺激和损伤，在 

使用和推广上受到一 定的限制_1 J。关于 消毒剂 的选 

择．必须兼顾杀毒和不污染环境以及无有害残 留等几 

个方面的问题。 

臭氧(03，ozone)是氧(02)的同素异形体，为暗蓝 

色气体，1840年 由德 国的 Schorbein C．发现并命名。 

该气体是 1种强氧化剂，在消毒学上属于过氧化物类 

消毒剂，同时具有使用方便，刺激性低，作用快速，杀灭 

病原种类多，不污染环境等特点。欧洲在 100多年前 

既有用臭氧消毒饮水者，随后又有用于空气消毒的报 

告。臭氧不稳定，可 自行分解成 O2。过去该化合物产 

生有一定难度，且无法保存，消毒应用受到一定的限 

制。近年来臭氧的产生方法和途径有了较大的发展， 

如化学法 、电解法、无声效 电法和紫外线等，使其在消 

毒方面的应用已日渐广泛，不仅用于饮水、空气消毒， 

也用于物体表面的消毒，不但能用其气体消毒，也可制 

成臭氧水进行消毒[2]。臭氧具有广泛杀灭微生物的作 

用．包括金黄色葡萄球菌 、大肠杆菌、无色杆菌等各种 
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细菌，以及枯草杆菌黑色芽孢和变种芽孢等各类细胞 

芽孢，同时对真菌和各种病毒，如乙肝、甲肝，流感病毒 

等都有杀灭作用_3 J。随着消毒技术的 日臻完善，臭氧 

将在医疗 、畜牧、水产等方面得到更大的应用。 

本文选择冠状病毒科冠状病毒属的代表种——鸡 

传染性支气管炎病毒(IBV) ]为实验对象，对不同浓度 

臭氧对物体表面 IBV的杀灭效果进行试验。以期对消 

灭 SARS的研究提供重要参考。 

1 材料与方法 

1．1试验材料 IBV 由农业部动物检疫所易邦生物 

公司提供，为鸡胚培养的尿囊腔液病毒，其半数发病量 

为 10～mL，接种量为 10_。mL。IBV标准抗原和血清 

均 由大连三仪生物公司提供。臭氧发生器 由安丘市臭 

氧发生器制造厂生产，臭氧发生量为 5mg／h。试验用 

lm 的气雾柜由本测试中心制作，内设有调温、调湿装 

置、通风设备以及喷样、采样传递窗 口。试验前消毒灭 

菌。底部测试对象置于气雾柜底部中央处，悬挂测试 

对象置于距底部 50cm高度处。 

1．2试验方法 

1．2．1臭氧消毒 

(1)吸取病毒原液 0．5mL平铺于半径为 5cm的培养皿 

中，保持温度为 21℃，湿度为 70％。打开臭氧发生器， 

使 试 验 空 间 中 臭 氧 浓 度 分 别 为 60．3mg／m ， 

40．6mg／m ，16．5mg／m 。对每个浓度的臭氧都 分别 

作用 0min，5min，15min，20min，30min，40min后取样， 
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待检测。 

(2)臭氧作用浓度均为 40．6mg／m。，湿度为 70％保持 

不变，调节柜 内温度分别为 15"(2，20*(2，30*(2。对每个 

温度 都分 别 作 用 0min，5min，15min，20min，30min， 

40min后取样，待检测。 

(3)臭氧作用浓度均为 40．6mg／m。，温度为 28*(2保持 

不变，调节柜内湿度分别为 30％，50％，70％。对每个 

湿度都 分 别 作用 0min，5min，15min，20min，30min， 

40min后取样，待检测。 

(4)将 2组消毒后的玻片、铝片、纸片、布片作为试验载 

体，浸入病毒原液 中放置 5s，分 1组悬挂于距气雾柜底 

面 50cm高度处，1组平放于气雾柜底部中央处。保持 

温度为 21"(3，湿 度为 70％。臭 氧 作用 浓度 为 40．6 

mg／m。作用 30min后用 0．8％生理盐水冲洗取样，待检 

测。 

1．2．2灭活病毒检测 臭氧灭活后的病毒样品接种 

于 10日龄鸡胚培养一代，取尿囊腔液进行 ELISA检 

测。 

1．2．2．1多克 隆抗体 的制备 用提纯的病 毒做抗 

原，免疫 1．5kg左右的健康雄性新西兰白兔 4只。免 

疫程序如下：初次免疫取 2mL抗原与等量完全福氏佐 

剂乳化均匀，在兔子的颈部、背部、后腿内侧多点皮下 

注射。4周后用 1mL抗原与不完全福氏佐剂混合，皮 

下多点注射。以后每隔 10天免疫 1次，共 2次，免疫 

方式同第 2次。 

采集血清 末次免疫后 10天，耳动脉和心脏采血。全 

血在室温放置凝固后，4度冰箱过夜。血清以 10 000g 

离心 20min，收集上层血清。 

非特异性吸收 鸡胚尿囊腔液，加入 10体积 PBS缓冲 

液，以 10 000g，离心 20min。取上清液用于从抗血清中 

去除交叉反正性抗体。 

1．2．2．2 ELISA检测方法 阳性对照为未经臭氧处 

理的 IBV；阴性对照为感染的鸡尿囊腔液。 

(1)取待测样品冻融 3次，PBS(pH7．4，0．01mol／L)稀 

释并包被于酶标板中过夜，150t~L／孔。每个检测样品 

设置 4组平行。 

(2)PBST(pH7．4，0．01mol／L)洗 3次，5min／次，将酶 

标板倒扣于滤纸上，吸去多余水分。 

(3)取5％牛血清白蛋白(pH7．4，0．01mol／L配制)，加 

入样品孔，37*(2封闭 1h或 4℃封闭过夜。 

(4)PBST(pH7．4，0．0lmol／L)洗 3次，5min／次，将酶 

标板倒扣于滤纸上，吸去多余水分。 

(5)加多克隆抗体于样品孔 中，150t~L／孔，37"C孵育 

1h。 

(6)PBST(pH7．4，0．0lmol／L)洗 3次，5min／次，将酶 

标板倒扣于滤纸上，吸去多余水分。 

(7)加入 HRP标记羊抗 免血清 (1：500，PBS稀释 )， 

150 L／孑L，37℃孵育 1h。 

(8)PBST(pH7．4，0．01mol／L)洗 3次，将酶标板倒扣 

于滤纸上，吸去多余水分。 

(9)加入 TMB底物应用液，150 L／孔，1～2min后，反 

应孔变蓝。 

(10)加入 50 L／孔 2mol／L H2so4反正终止液终止反 

应，反应孔变黄。 

(11)使用酶标仪测定 492nm处 OD值。计算 4组平 

等的平均值。 

(12)计算 P／N值，P／N<1．5为阴性用“一”表示 ；P／N 

>1．5为阳性用“+”表示。 

2 结果 

2．1臭氧浓度 对物体表面 IBV的作用效果 温度为 

28*(2，湿度为 70％。试验结果见表 1。 

表 1 臭氧浓度梯度试验检测结果 

Table 1 Effect of ozone density on the survival of IB virus 

由试验结果可以看出，臭氧浓度是影响臭氧杀毒 

效率的重要因素。浓度越高，杀死病毒所需要的时间 

越短，臭氧杀毒的效率越高。 

2．2温度对臭氧消毒效果的影响 湿度为 70％，臭 

氧浓度为 40．6mg／m。，试验结果见表 2。 

表2 温度梯度试验检测结果 

Table 2 Effect of temperature on the sterilize efficiency of ozone 

由试验结果可以看出，温度对臭氧杀毒的作用效 

果有一定的影响。温度越高臭氧杀毒的效果越好。 

2．3湿度对臭氧消毒作用的影响 温度为 28*(2，臭 

氧浓度为 40．6mg／m。，试验结果见表 3。 
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表3 湿度梯度试验检测结果 

Table 3 Effect of humidity on the sterilize efficiency of ozone 

从以上的实验结果可以看出，3个湿度条件下，臭 

氧对液体表面病毒的杀灭效果是一致的。湿度的改变 

对臭氧杀灭表面病毒的效果没有影响。 

2．4不同材料表面对臭氧消毒效果的影响 湿度为 

70％，温度为 28℃，臭氧浓度为 40．6mg／m0，试验结果 

如表 4。 

表 4 不同表面材料测试结果 

Table 4 Result of test on sterilization efficiency of 

ozone for different SUdaces 

实验结果表明表面材料对臭氧消毒的效果有一定 

的影响。臭氧对玻片铝片等无机材料表面上的冠状病 

毒杀灭效果较好，而对于纸片和布片等有机材料表面 

上的效果较差。 

2．5 不同位置对臭氧消毒效果的影响 纸片为病 

毒液载 体，湿 度 为 70％，温 度为 28"(2，臭 氧浓 度 为 

40．6mg／m3，试验结果如表 5。 

表 5 不同位置测试结果 

Table 5 Result of test on sterilization efficiency of 

ozone for different positions 

实验结果表 明，臭氧对表面冠状病毒的杀灭效果 

与其所在的测试位置没有相关性，即臭氧对不同位置 

的表面冠状病毒的杀灭效果是相同的。 

3 讨论 

臭氧是 1种较理想的化学消毒剂，一定浓度的臭 

氧经适当的作用时间可以将 IBV病毒彻底杀灭。同 

时，臭氧还可以灭活多种病毒。伍学洲报道，在 0．7m3 

的无菌罩中，乙型肝炎表面抗原经臭氧作用 20min滴 

度可 降 低一 半 ]。史江报 告，臭 氧浓 度 13．6作 用 

30min，使 HBSAg破坏 99．9％以上，使 甲型肝炎病毒 

抗原 HAAg破坏 100％。Wolott证明，10．5mg／m。的 

臭氧可灭活空气中的甲型流感病毒[ 。同时，臭氧对 

空气中的金黄色葡萄菌、大肠杆菌、绿脓杆菌具有良好 

的杀灭作 用。翟发林等报道，在 (34±1)℃ 条件下， 

5．5mg／m0的臭氧作用可将 100mL塑料瓶内滴染的枯 

草杆菌黑色变种芽孢全部消灭【6]。相对于空气中的冠 

状病毒 ]，物体表面的病毒的杀灭需要更高的作用浓 

度和更长的作用时间。对于表面 SARS病毒的杀灭． 

如病人使用和接触过的物品等，根据本实验结果推荐 

使用浓度为高于 60．3mg／m3和作用时间>40min的臭 

氧。 ‘ 
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Study on the Sterilization Efficiency of Ozone Acting on the旧 

V i rus on Object Surfaces 

FENG Zun-cheng。．ZHAO Ke—sheng ， ZHANG Xi—dong2，XU W an-qun3，HONG 13o。 

(1．0ceanUIliversity ofCh ，Qingdao266003，China；2．QingdaoDiseaseControlCenter，Qingdao266003，China；3·Medical 

College Hospital of Qingdao University，Qingdao 266003，China) 

Abstract： In the experiments，ozone，as a kind of oxidizing agent， is used to kill IB virus， a representative 

type of cOronary viruses．After receiving different treatments，the coronary virus was cultivated in embryonic 

chickens of 10 days old，and tested by means of CIE．The results show that ozone density is an important iac— 

tor．which affects the oxidizing capacity of ozone．When the density of ozone was larger than 60．3mg／m ，the 

treating time more than 1 5min，the virus was put into inactivation completely．The temperature and surface 

tyDe both affect the efficiency of sterilization．The higher the temperature and the slicker the surface are，the 

higher the efficiency is． 

Key words： ozone；coronary virus；sterilize experiment 
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