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５种常用消毒剂对鸡新城疫病毒的灭活效果

申玉玺，游国静，陈　雯，杨　胡，杜吉腾，李淑云，黄　勇
（四川农业大学动物医学院，四川成都　６１１１３０）

摘要　目的　观察５种消毒剂对鸡新城疫病毒（ＮＤＶ）的灭活效果。方法　采用细胞感染法，对常用的５种化学消
毒剂灭活新城疫病毒的效果进行了观察。结果　０．６２５ｍｇ／Ｌ的二氯异氰尿酸钠，１２．５ｍｇ／Ｌ的过氧乙酸，５０ｍｇ／Ｌ
的次氯酸钠，２５ｍｇ／Ｌ的苯扎溴铵和５ｍｇ／Ｌ的双癸基二甲基溴化铵作用１０ｍｉｎ，均可有效灭活对悬液内新城疫病
毒。结论　本研究５种常用消毒剂在较低浓度下均可有效灭活新城疫病毒，鸡胚成纤维细胞可作为新城疫病毒的
敏感细胞，用作消毒效果评价试验。
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　　新城疫是一种由新城疫病毒（ＮＤＶ）引起的、以
感染禽类为主的、典型症状为呼吸道和消化道黏膜

出血的动物急性传染病〔１〕。在疫情防控中消毒剂

的使用已成为养殖场对新城疫防控的有效手段之

一〔２〕。目前，评价消毒措施对ＮＤＶ消毒效果的模型
一般是采用鸡胚接种感染法，该方法虽然没有复杂

的操作技术，但工作量大，结果判定不够准确，鸡胚

价格不菲。在病毒灭活效果评价中，采用细胞感染

法被认为是目前比较可靠的方法〔３〕。因此，本研究

利用鸡成纤维细胞（ＣＥＦ）作为观察手段建立消毒剂

灭活ＮＤＶ的方法，选择常用的五种化学消毒剂在实
验室验证了细胞培养感染法的可操作性和结果可靠

性。现将研究结果报告如下。

１　材料与方法

１．１　试验材料
试验用消毒剂包括二氯异氰尿酸钠（泡腾片）、

过氧乙酸、次氯酸钠、苯扎溴铵和双癸基二甲基溴化

铵，均为国内市售产品。

指标病毒毒株为新城疫病毒 Ｆ４８Ｅ９毒株，购自
中国兽医药品监察所；细胞培养基为 ＤＭＥＭ，ＣＥＦ
由９～１１日龄鸡胚自制。

主要器材有Ａｍｉｃｏｎ Ｕｌｔｒａ－０．５超滤管及相关
实验室常规器材。
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１．２　试验方法
１．２．１　病毒悬液制备及其感染滴度（ＴＣＩＤ５０）测

定〔４〕　选取９～１１日龄 ＳＰＦ鸡胚，在尿囊腔内接种
０．２ｍｌＮＤＶ毒株Ｆ４８Ｅ９冻融液，３７℃孵箱中孵育；
每日照蛋 ３次，将 ２４ｈ内死亡的鸡胚弃去。收集
１２０ｈ内死亡鸡胚尿囊液，置于 －８０℃冰箱中保存
备用。将收集的尿囊液做１０倍梯度稀释，接种２４
孔细胞培养板，用 Ｒｅｅｄ－Ｍｕｅｎｃｈ法计算病毒的
ＴＣＩＤ５０。
１．２．２　残留消毒剂去除鉴定试验　①化学中和法：
含氯消毒剂和过氧乙酸选择浓度为１０ｇ／Ｌ硫代硫
酸钠的磷酸缓冲液作为中和剂〔５，６〕，用一次性滤器

进行过滤除菌后再作适当稀释。参照２００２年版《消
毒技术规范》进行〔７〕，试验设计５组，结果判定以第
１组无病毒存活或存活少量病毒，为第 ２、３、４组病
毒生长正常，第５组为阴性对照。符合上述判定，表
明所选中和剂对宿主细胞无毒且对消毒剂去除有

效。②过滤去除法：两种季铵盐类消毒剂采用过滤
法去除其残留。试验依然设计５组，且结果判定也
按上述原则进行。

１．２．３　病毒灭活试验　用灭菌标准硬水将各消毒
剂配制成试验浓度的２倍溶液，与病毒悬液一并在
试验条件下恒温。取配制的消毒液与等体积的

ＮＤＶ原液（１０６．５ＴＣＩＤ５０／０．１ｍｌ）混匀并作用１０ｍｉｎ，
然后加入５０μｌ中和剂中和作用１０ｍｉｎ。取样液原
液及相应稀释度样液１００μｌ加入到２４孔 ＣＥＦ细胞
培养板上，每个浓度加４孔，再向每孔中加入３００μｌ
１％胎牛血清 ＤＭＥＭ细胞维持液。置于３７℃二氧
化碳培养箱中培养，观察３ｄ。同时设置病毒感染组
和ＤＭＥＭ细胞维持液对照组。用Ｒｅｅｄ－Ｍｕｅｎｃｈ法
计算病毒感染组和消毒剂组的ＴＣＩＤ５０。

灭活对数值＝ｌｏｇＮ０－ＬｏｇＮＸ，其中Ｎ０为病毒感
染对照组的 ＴＣＩＤ５０，ＮＸ为消毒剂组的 ＴＣＩＤ５０。灭活
对数值≥４．００，且阳性对照组病毒滴度对数值在５～７
之间，可判定对ＮＤＶ消毒的实验室试验合格〔７〕。

２　结果

２．１　残留消毒剂去除试验结果
结果表明，用终浓度为５００ｍｇ／Ｌ的硫代硫酸钠

ＰＢＳ可有效中和含氯消毒剂和过氧乙酸的残留物且
对ＣＥＦ细胞无毒性（表１）。过滤法表明，两种季铵
盐类消毒剂采用超滤法去除残留，第一组经测得

ＴＣＩＤ５０趋近于０．００，第 ２、３、４组组间病毒滴度相差
≤１５％，第５组无细胞病变、细胞生长良好，且连续
３次重复试验结果一致，过滤法适宜于这两种消毒
剂残留的去除。

表１　含氯消毒剂和过氧乙酸中和剂鉴定结果

组序
各组消毒剂回收平度滴度（ＴＣＩＤ５０／０．１ｍｌ）值

含氯消毒剂组 过氧乙酸组

１ ０．００ ０．００
２ ６．３３ ６．３３
３ ６．５０ ６．５０
４ ６．５０ ６．５０
５ ０．００ ０．００

２．２　病毒灭活效果
结果表明，ＮＤＶ毒株 Ｆ４８Ｅ９在 ＣＥＦ上的感染

滴度为为１０－６．５／０．１ｍｌ。浓度为０．６２５ｍｇ／Ｌ的二
氯异氰尿酸钠溶液、１２．５ｍｇ／Ｌ的过氧乙酸溶液、
５０ｍｇ／Ｌ的次氯酸钠、２５ｍｇ／Ｌ的苯扎溴铵原液和
５ｍｇ／Ｌ的双癸基二甲基溴化铵溶液作用１０ｍｉｎ后，
对悬液内的 ＮＤＶ毒株 Ｆ４８Ｅ９均能达到灭活合格
（表２）。

表２　消毒剂对ＮＤＶ病毒的灭活试验结果

消毒剂
有效成分含量

（ｍｇ／Ｌ）
消毒剂组平均滴度

（ＴＣＩＤ５０／０．１ｍｌ）
灭活

对数值

二氯异氰尿酸钠 ０．６２５ １００．３３ ６．１７
过氧乙酸 １２．５００ １０１．５０ ５．００
次氯酸钠 ５０．０００ １００．６７ ５．８３
双癸基二甲基溴化铵 ２５．０００ １０２．３３ ４．１７
苯扎溴铵 ５．０００ １００．３３ ６．１７

　注：对照组病毒滴度为１０６．５ＴＣＩＤ５０／０．１ｍｌ。

３　讨论

兽用消毒剂在临床使用中存在诸多问题，如不

重视消毒剂的使用、消毒程序不科学、长时间使用一

种消毒剂、消毒剂选择不当等。其中消毒剂选择不

当有时会延误动物疫病的控制和扑灭，比如聚六亚

甲基胍和苯扎溴铵对无包膜蛋白病毒如口蹄疫病毒

基本无效〔８〕。化学消毒剂本身也存在一些缺点，如

刺激性大、有腐蚀性、水线清除效果差等。所以，兽

医消毒剂的选择应该在保证消毒效果的基础上，尽

量选择安全、低毒的消毒剂〔９〕，故本试验选用了二

氯异氰尿酸钠、过氧乙酸、次氯酸钠、苯扎溴铵和双

癸基二甲基溴化铵五种市场常见的安全性相对较高

的消毒剂进行ＮＤＶ杀灭效果的评估。
家禽病毒消毒剂的筛选一般采用鸡胚接种

法〔１０，１１〕。本文原拟采用 ＳＰＦ鸡胚作为消毒试验的
评价平台，但接胚接种工作量大花费多，且 ＮＤＶ感
染的评价标准是鸡胚死亡或鸡胚尿囊液的血凝性的

测定，因此感染结果的判定比较繁琐。本文采用

ＣＥＦ作为 ＮＤＶ的感染观察手段和消毒试验的评价
平台，主要优点是工作量小、花费少，结果易判定。

ＮＤＶ灭活评价试验中，有效去除反应体系中残留的
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消毒剂是试验成功的关键环节〔１２，１３〕。本研究中含

氯消毒剂与过氧化物类消毒剂可用硫代硫酸钠中

和，而季铵盐类消毒剂苯扎溴铵和双癸基二甲基溴

化铵，资料介绍用１％甘氨酸＋３％吐温８０＋０．３％
卵磷脂的生理盐水，但有研究报道，卵磷脂和吐温不

仅本身对细胞生长有一定的影响，而且其与任何消

毒剂形成的中和产物都会对试验细胞造成较大的危

害〔１３〕。本试验前期预试验也证实其对 ＣＥＦ毒性较
大，所以改用过滤法去除季铵盐类消毒剂的残

留〔１４〕。ＣＥＦ本身对化学消毒剂的耐受力较低，在预
试验时发现５种消毒剂的推荐使用浓度均对 ＣＥＦ
细胞有毒性，故在消毒剂残留去除试验中没有设置

消毒剂＋病毒悬液组。
一般消毒剂对病毒的灭活效果受有机物影响比

较大，常规消毒工作中，待消毒的物品或多或少都存

在有机干扰物。因此，在评价消毒效果时，需要在病

毒悬液中加入有机干扰物。本研究采用病毒悬液和

用硬水稀释的消毒剂作用后再接种细胞，因此未加

有机干扰物，得到的病毒灭活效果是理想状态，得出

的有效浓度可能远远低于常规实际使用浓度，建议

在实际使用中加大使用浓度。

本文筛选出了５种常用消毒剂残留的去除方
法，测定了其对ＮＤＶ的有效杀灭浓度。结果发现５
种常用消毒剂在一定浓度下能有效杀灭 ＮＤＶ，且二
氯异氰尿酸钠杀灭 ＮＤＶ需要的有效含量最低。试
验结果对新城疫防控消毒剂的筛选和生产，以及新

城疫实际的消毒有积极的指导意义。
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〔３〕　ＳｔｅｉｎｍａｎｎＪ．Ｓｕｒｒｏｇａｔｅｖｉｒｕｓｅｓｆｏｒｔｅｓｔｉｎｇｖｉｒｕｃｉｄａｌｅｆｆｉｃａｃｙｏｆ

ｃｈｅｍｉｃａｌｄｉｓｉｎｆｅｃｔａｎｔｓ［Ｊ］．ＪＨｏｓｐＩｎｆｅｃｔ，２００４，５６：Ｓ４９Ｓ５４．

〔４〕　房大学，王彦辉，王建举，等．中草药在鸡胚成纤维细胞

（ＣＥＦ）上对新城疫病毒的作用研究［Ｊ］．中国动物保健，

２０１０，１２（３）：３１３２．

〔５〕　杨洪，高文凤，刘衡川，等．过氧化氢消毒液的中和剂筛选试

验研究［Ｊ］．中国消毒学杂志，２０１０，２７（２）：１３２１３３．

〔６〕　徐继英，陈化琦，王瑜，等．新型消毒剂消特威对鸡新城疫病

毒杀灭效果研究［Ｊ］．中兽医医药杂志，２０１６（３）：６１６３．

〔７〕　中华人民共和国卫生部．消毒技术规范［Ｓ］．２００２．

〔８〕　佟海山，陈遇英．我国兽用消毒剂的应用现状与对策［Ｊ］．中

国兽医杂志，２０１７（９）：１２１１２３．

〔９〕　邱梅，郝智慧，庞云露，等．国内外兽用消毒剂的研究现状与

发展趋势［Ｊ］．中国兽药杂志，２０１１，４５（６）：４３４７．

〔１０〕　李朋朋，周德刚，卞愧，等．过氧化氢溶液对鸡新城疫病毒的

杀灭效果试验［Ｊ］．中国兽医杂志，２０１８，５４（５）：１０１１０３．

〔１１〕　史晨婕，郝利华，白瑞，等．过氧乙酸戊二醛复方消毒剂对

ＮＤＶ和ＩＢＤＶ的杀灭试验［Ｊ］．中国兽医杂志，２０１７，５３（４）：

３３３５．

〔１２〕　韩杰，魏秋华．化学消毒剂的中和剂研究现状［Ｊ］．中国消毒

学杂志，２０１３，３０（１２）：１１６５１１６８．

〔１３〕　赵斌秀，张流波．消毒剂消毒效果评价中残留物去除技术

［Ｊ］．中国消毒学杂志，２０１６，３３（３）：２７１２７６．

〔１４〕　于礼，王劲，刘国栋，等．超滤法在病毒灭活试验中去除残留

消毒剂的应用［Ｊ］．中国消毒学杂志，２０１７，３４（６）：５０４５０６．
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〔４〕　刘敬先，杜柏林，王丽娜．浅谈利巴韦林［Ｊ］．黑龙江医药科

学，２０１３，３６（５）：２４２５．

〔５〕　刘亚军，谢燕萍．紫外分光光度法测定利巴韦林葡萄糖注射

液中利巴韦林的含量［Ｊ］．海峡药学，２０００，１２（２）：３２３３．

〔６〕　林红，徐咏．紫外分光光度法测定利巴韦林颗粒的含量［Ｊ］．

儿科药学杂志，２００３，９（５）：２１２２．

〔７〕　肖七琪，周其超，张悦．利巴韦林注射液中间产品含量快速测

定方法［Ｊ］．科技视界，２０１３，３（９）：１６１１６２．

〔８〕　李宇，王术皓，刘洪海，等．流动注射化学发光法测定利巴韦

林［Ｊ］．光谱实验室，２００５，２２（２）：２３８２４１．

〔９〕　武晓红，肖娴，赵辉．高效液相色谱法测定滴眼液中利巴韦林

和诺氟沙星的含量［Ｊ］．河南大学学报：医学版，２０１３，３２（１）：

３２３４．

〔１０〕　李维超，佟若菲，张囡，等．ＨＰＬＣ法测定复方盐酸林可霉素滴

鼻剂中盐酸林可霉素和利巴韦林［Ｊ］．现代药物与临床，

２０１５，３０（１）：３３３５．

〔１１〕　罗伟，李华，林秋凤．健康产品中非法添加利巴韦林的分散

固相萃取高效液相色谱筛查及质谱确证［Ｊ］．儿科药学杂

志，２０１７，２３（１）：３９４２．

〔１２〕　木其尔，赵英奎．用氨基柱的 ＨＰＬＣ法测定利巴韦林片含量

［Ｊ］．今日药学，２０１８，２８（４）：２４９２５１．

〔１３〕　ＢｒｅａｄｍｏｒｅＭＣ，ＴｈｅｕｒｉｌｌａｔＲ，ＴｈｏｒｍａｎｎＷ．Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｒｉｂａ

ｖｉｒｉｎｉｎｈｕｍａｎｓｅｒｕｍａｎｄｐｌａｓｍａｂｙｃａｐｉｌｌａｒｙｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ

［Ｊ］．Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，２００４，２５（１０１１）：１６１５１６２２．

〔１４〕　王萍，李梦琦，赵丽媛，等．基于均匀和正交试验设计的胶束

电动毛细管色谱法同时测定消毒剂和抗抑菌产品中３种核

苷类抗病毒药物［Ｊ］．色谱，２０１８，３６（９）：９３１９３７．

〔１５〕　ＴａｖａｒｅｓＭＦＭ，ＣｏｌｏｍｂａｒａＲ，ＭａｓｓａｒｏＳ．Ｍｏｄｉｆｉｅｄｅｌｅｃｔｒｏｏｓｍｏｔｉｃ

ｆｌｏｗｂｙｃａｔｉｏｎｉｃｓｕｒｆａｃｔａｎｔａｄｄｉｔｉｖｅｓｉｎｃａｐｉｌｌａｒｙｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓＥ

ｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆｅｌｅｃｔｒｏｌｙｔｅｓｙｓｔｅｍｓｆｏｒａｎｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓ［Ｊ］．ＪＣｈｒｏｍａ

ｔｏｇｒＡ，１９９７，７７２（１２）：１７１１７８．

〔１６〕　ＭｅｌａｎｓｏｎＪＥ，ＢａｒｙｌａＮＥ，ＬｕｃｙＣＡ．Ｄｙｎａｍｉｃｃａｐｉｌｌａｒｙｃｏａｔｉｎｇｓｆｏｒ
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