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论著·消毒与灭菌专题

复方过氧化物消毒剂低温消毒效果及安全性研究
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［摘　要］　目的　探讨以甘油、丙醇为防冻剂的复方过氧化物消毒剂低温消毒效果。方法　采用载体定量杀菌试

验和物体表面模拟现场消毒试验，分析该复方消毒剂在低温下的消毒效果与安全性。结果　在－２０、－１０、２０℃恒

温条件下，该复方过氧化物消毒剂对载体上的大肠埃希菌、金黄色葡萄球菌以及脊髓灰质炎病毒的杀灭对数值均

＞３；在－２０、１０℃冷库中该复方过氧化物消毒剂对不同位置染菌载体上的金黄色葡萄球菌和大肠埃希菌杀灭对数

值均＞３。安全性评价试验显示该复方过氧化物消毒剂小鼠急性经口毒性半数致死量（ＬＤ５０）值大于５０００ｍｇ／ｋｇ，

对家兔皮肤无刺激，对小鼠体内染色体无损伤作用。结论　以甘油、丙醇为防冻剂的复方过氧化物消毒剂在低温

下对细菌繁殖体、病毒具有较强的杀灭效果，且安全、无毒性。
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　　２０２０年以来，冷链食品的进口及其运输引发了

多起新型冠状病毒（简称新冠病毒）感染及传播事

件，且在大流行初期肉类加工厂和渔业工人新冠病

毒感染率较高［１３］。后续研究发现，新冠病毒在低温

下具有更长的存活时间，以及物传人的能力［４］，提示

冷链运输工程需要科学有效的消毒措施。由于低温

凝固导致大部分消毒剂的消毒效果明显减弱［５］，常

用化学消毒剂在低于０℃的环境下会冻结无法发挥
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消毒作用。因此，降低化学消毒剂的冰点，提高低温

消毒效果是冷链消毒亟待解决的问题。

《冷链食品生产经营过程新冠病毒防控消毒技

术指南》［６］提出，冷冻物体表面消毒需添加防冻剂，

确保消毒剂不凝固并进行消毒效果评估。通过科学

配比和组合，复方过氧化物消毒剂可以提高杀菌效

果，减少消毒剂的副作用［７］，可满足多种场景的消毒

要求。然而，复方过氧化物消毒在低温下的消毒效

果并未阐明，本研究采用复方过氧化物消毒剂，按照

２００２年版《消毒技术规范》
［８］及《低温消毒剂卫生安

全评价技术要求》（国卫办监督函［２０２０］１０６２号）
［９］

的要求，以甘油、丙醇作为防冻剂进行配制，观察其

在低温条件下实验室杀灭细菌、病毒，以及现场消毒

效果，并评价其安全性。

１　材料与方法

１．１　试验材料

１．１．１　复方过氧化物消毒剂　中国本土企业生产，

为一元包装消毒剂，有效期１２个月。其中组分过氧

乙酸含量为５７．５ｇ／Ｌ，过氧化氢含量为２４５ｇ／Ｌ，原

液的ｐＨ值为０．５２。

１．１．２　中和剂　由５０ｇ／Ｌ的硫代硫酸钠（Ｎａ２Ｓ２Ｏ３）、

３０ｇ／Ｌ的吐温－８０、３ｇ／Ｌ的卵磷脂、１０ｇ／Ｌ组氨

酸的胰蛋白胨生理盐水溶液（ｔｒｙｐｔｏｎｅｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ

ｓｏｌｕｔｉｏｎ，ＴＰＳ）及１０ｇ／ＬＮａ２Ｓ２Ｏ３ 的最低必需培养

基（ｍｉｎｉｍｕｍｅｓｓｅｎｔｉａｌｍｅｄｉｕｍ，ＭＥＭ）组成，按要

求鉴定合格，分别适用于杀菌及病毒灭活试验。

１．１．３　受试微生物　金黄色葡萄球菌ＡＴＣＣ６５３８

与大肠埃希菌８０９９，均购自中国普通微生物菌种保

藏管理中心；脊髓灰质炎病毒１型菌株购自国家脊

灰实验室。

１．１．４　载体　以规格为１．０ｃｍ×１．０ｃｍ的脱脂平

纹白棉布和规格为５．０ｃｍ×５．０ｃｍ的牛皮纸为载

体，灭菌后备用。

１．２　试验方法

１．２．１　菌悬液及染菌载体制备　按《消毒技术规

范》要求，将各个试验菌株分离培养，以单一典型菌

落接种营养琼脂培养基斜面，然后用胰蛋白胨大豆

肉汤（ｔｒｙｐｔｉｃｓｏｙｂｒｏｔｈ，ＴＳＢ）洗下斜面２４ｈ新鲜

培养物，再用ＴＳＢ稀释成试验需要的菌悬液，以保

证试验期间菌悬液的菌量。在脱脂白平纹棉片

（１．０ｃｍ×１．０ｃｍ）和灭菌牛皮纸（５ｃｍ×５ｃｍ）上

滴染各菌ＴＳＢ菌悬液，干燥后制成菌片，使回收菌

量为５×１０５～５×１０
６ＣＦＵ／片，将干燥后的菌片于

－１０、－２０℃条件下放置３０ｍｉｎ备用。按《低温消

毒剂卫生安全评价技术要求》［９］中的操作步骤制备

病毒悬液。

１．２．２　试验分组　根据该复方过氧化物消毒剂的

使用说明，分成三组进行试验。Ａ组：将复方过氧化

物消毒剂母液稀释５０倍，并加入同等体积的防冻

液，使过氧乙酸和过氧化氢的终浓度分别为５８０、

２４５０ｍｇ／Ｌ，置于－２０℃医用冷藏冷冻箱内１５ｈ，

备用；Ｂ组：将复方过氧化物消毒剂母液稀释１００

倍，稀释后的消毒剂与防冻液７∶３配制，使过氧乙酸

和过氧化氢的终浓度分别为４００、１７２０ｍｇ／Ｌ，置于

－１０℃医用冷藏冷冻箱内１５ｈ，备用；Ｃ组：复方过

氧化物消毒剂母液稀释１０００倍，不加防冻液，使过

氧乙酸和过氧化氢的终浓度分别为６０、２４９ｍｇ／Ｌ。

Ａ组、Ｂ组消毒剂，分别置于－２０、－１０℃医用冷藏冷

冻箱内１５ｈ后，均保持液体状态，无析出、无结晶。

１．２．３　定量杀菌试验　Ａ组、Ｂ组和Ｃ组消毒剂采

用载体浸泡定量杀菌试验方法，以规格为１．０ｃｍ×

１．０ｃｍ的脱脂平纹白棉布片为载体，Ａ组和Ｂ组消

毒剂定量杀菌试验分别在－１０、－２０℃的恒温水浴

锅中进行。将５ｍＬ消毒剂加入无菌容器中并放置

于恒温水浴槽中，随后将菌片置入消毒剂中并计时，

以标准硬水为阳性对照组。作用一定时间后将菌片

取出并投入中和剂试管中经充分洗脱，活菌计数培

养并计算杀灭对数值。Ｃ组消毒剂在常温下采用载

体法进行定量杀菌试验。每组试验重复３次。

１．２．４　脊髓灰质炎病毒灭活试验　Ａ、Ｂ两组消毒

剂采用载体法进行病毒灭活试验。按照《消毒技术

规范》［８］要求，将１００μＬ脊髓灰质炎病毒悬液与

３％小牛血清白蛋白１００μＬ充分混合，分别放置于

－２０、－１０℃水浴中，恒温孵育５ｍｉｎ，随后再加入消

毒剂８００μＬ均匀混合。达到作用时间后取１００μＬ

加至９００μＬ１０ｇ／Ｌ硫代硫酸钠的 ＭＥＭ溶液中，作

用１０ｍｉｎ，进行１０倍系列梯度稀释，将最终样液接

种Ｖｅｒｏ细胞、阳性对照和阴性对照一并培养，观察

并记录细胞病变情况，计算灭活对数值。Ｃ组消毒

剂在常温下采用悬液法进行病毒灭活试验。

１．２．５　消毒模拟现场试验　以灭菌的牛皮纸（５ｃｍ

×５ｃｍ）为染菌载体。按照《消毒技术规范》
［８］要求，

对物体表面进行消毒模拟现场试验，Ａ组和Ｂ组消

毒剂试验温度分别为－２０、－１０℃。将冷链货物纸

箱放置于－１０、－２０℃冰柜２４ｈ以上，随后取出，将

染菌载体固定于纸箱的６个表面并放入冰柜中。将
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Ａ组和Ｂ组消毒剂装入手持式喷壶中，在冰柜内对

上述纸箱的各个表面进行喷雾消毒，作用１０ｍｉｎ

后，将纸箱上的载体取下进行活菌培养计数。

１．２．６　急性经口毒性试验　按照《消毒技术规范》
［８］

要求，对消毒剂开展安全性评价。试验用无特定病

原体动物（ＳＰＦ）级昆明种小鼠２０只，雌雄各半。每

只小鼠以０．２ｍＬ／１０ｇ的剂量灌胃该消毒剂，灌胃

前动物禁食过夜。在小鼠灌胃１ｈ后正常饮食；观

察小鼠１４ｄ，记录小鼠每日中毒症状及死亡情况，计

算半数致死量（ＬＤ５０）。

１．２．７　皮肤刺激试验　试验用新西兰白色家兔３

只，雌性，在试验２４ｈ前剃除家兔背部脊柱两侧的

毛，提供２块去毛区域。将０．５ｍＬ复方过氧化物

消毒剂涂抹于家兔左侧去毛区域皮肤上，然后用斑

贴覆盖，再用无刺激性胶布和绷带加以固定。另一

侧去毛区域皮肤斑贴覆盖作为对照。贴敷４ｈ后，

用温水对残留受试物进行清除。在清除受试物后

１、２４、４８ｈ观察受试部位皮肤反应，对皮肤刺激反

应进行评分。

１．２．８　小鼠骨髓嗜多染红细胞微核试验　试验用

ＳＰＦ级昆明种小鼠５０只，雌雄各半，将复合过氧化

物消毒剂按０．２ｍＬ／１０ｇ的剂量对小鼠进行灌胃，

每只两次，间隔２４ｈ，灌胃６ｈ后处死小鼠同时取股

骨、剥去肌肉，将股骨两端去除，小牛血清冲洗涂片

后用甲醇固定，再用 Ｇｉｅｍｓａ染液染色。观察每只

小鼠，对每只小鼠的１０００个完整骨髓嗜多染红细

胞（ＰＣＥ）进行微核计数，计算对应细胞微核率；计算

ＰＣＥ／正染红细胞（ＮＣＥ）比例。

２　结果

２．１　定量杀菌试验结果　Ａ组消毒剂在－２０℃恒

温下，作用５、１０、１５ｍｉｎ，对大肠埃希菌的平均杀灭

对数值均为６．１５，对金黄色葡萄球菌的平均杀灭对

数值均为６．２１；Ｂ组消毒剂在－１０℃恒温下，作用

５、１０、１５ｍｉｎ，对大肠埃希菌的平均杀灭对数值均

为６．２５，对金黄色葡萄球菌的平均杀灭对数值均为

６．３６；Ｃ组消毒剂在２０℃恒温下，作用５、１０、１５ｍｉｎ，

对大肠埃希菌的平均对数值均为６．４４，对金黄色葡

萄球菌的平均杀灭对数值均为６．４５。

２．２　脊髓灰质炎病毒灭活试验结果　Ａ组消毒剂

在－２０℃恒温下，作用２０ｍｉｎ，对脊髓灰质炎病毒

的平均灭活对数值为６．０５；Ｂ组消毒剂在－１０℃恒

温下，作用２０ｍｉｎ，对脊髓灰质炎病毒的平均灭活

对数值为５．８９；Ｃ组消毒剂在２０℃恒温下，作用

１０ｍｉｎ，对脊髓灰质炎病毒的平均灭活对数值为

５．５０，见表１。

表１　各组消毒剂对脊髓灰质炎病毒的灭活效果

犜犪犫犾犲１　Ｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎｅｆｆｅｃｔｏｆｅａｃｈｄｉｓｉｎｆｅｃｔａｎｔｇｒｏｕｐｏｎｐｏ

ｌｉｏｖｉｒｕｓ

试验分组
作用不同时间的平均灭活对数值

１０ｍｉｎ ２０ｍｉｎ ３０ｍｉｎ

Ａ组 ２．５５ ６．０５ ６．０５

Ｂ组 ２．２８ ５．８９ ５．８９

Ｃ组 ５．５０ ５．５０ ５．５０

　　注：在－２０℃恒温条件下，阳性对照病毒滴度对数值为６．０５；在

－１０℃恒温条件下，阳性对照病毒滴度对数值为５．８９；在２０℃恒温

条件下，阳性对照病毒滴度对数值为５．５０。

２．３　对物体表面消毒模拟现场试验结果　在－２０℃

恒温下，Ａ组消毒剂作用１０ｍｉｎ，对染于牛皮纸上的

大肠埃希菌和金黄色葡萄球菌的平均杀灭对数值分

别为５．８２、５．７６；在－１０℃恒温下，Ｂ组消毒剂作用

１０ｍｉｎ，对染于牛皮纸上的大肠埃希菌和金黄色葡萄

球菌的平均杀灭对数值分别为５．７３、５．４８。大肠埃希

菌阳性对照组菌落数为（５．４２×１０５～４．５８×１０
６）

ＣＦＵ／ｃｍ２，平均为３．２２×１０６ＣＦＵ／ｃｍ２；金黄色葡萄

球菌阳性对照组菌落数为（５．２２×１０５～４．８０×１０
６）

ＣＦＵ／ｃｍ２，平均为３．４０×１０６ＣＦＵ／ｃｍ２。

２．４　安全性评价结果　急性经口毒性试验的结果

显示，在５０００ｍｇ／ｋｇ的剂量下该复方过氧化物消

毒剂对所有小鼠（共２０只）体重无明显影响，死亡动

物数为０。即该消毒剂ＬＤ５０＞５０００ｍｇ／ｋｇ，属实际

无毒级物质。皮肤刺激试验的结果显示，该复方过

氧化物消毒剂在１、２４、４８ｈ情况下均未观察到对家

兔皮肤造成红斑、水肿刺激反应，刺激指数为０，提

示对家兔皮肤无刺激性。不同剂量复方过氧化物消

毒剂对小鼠骨髓嗜多染红细胞微核试验结果的

ＰＣＥ／ＮＣＥ值见表２，１２５０、２５００、５０００ｍｇ／ｋｇ剂

量组与阴性对照组比较，差异均无统计学意义（均犘

＞０．０５），提示该复方过氧化物消毒剂对昆明种小鼠

体内染色体无明显损伤作用。
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表２　小鼠骨髓嗜多染红细胞微核试验结果

犜犪犫犾犲２　Ｍｉｃｒｏｎｕｃｌｅｕｓｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｏｎｐｏｌｙｃｈｒｏｍａｔｉｃｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅｓｉｎｍｉｃｅｂｏｎｅｍａｒｒｏｗ

分组 剂量（ｍｇ／ｋｇ） 动物数（只） 受检ＰＣＥ数 含微核ＰＣＥ数 微核细胞率（‰） ＰＣＥ／ＮＣＥ

消毒剂 ５０００ １０ １００００ ２４ ２．４±１．１ １．０１±０．１２

２５００ １０ １００００ ２０ ２．０±０．９ １．０５±０．０８

１２５０ １０ １００００ ２８ ２．８±１．２ １．０５±０．１３

阴性对照 － １０ １００００ ２６ ２．６±０．８ １．０６±０．１０

阳性对照 ４０ １０ １００００ ２５５ ２５．５±２．５ １．０６±０．０９

　　注：－表示无消毒剂。

３　讨论

本研究结果表明，复方过氧乙酸消毒剂与防冻

剂组合后在－２０、－１０℃下对大肠埃希菌、金黄色葡

萄球菌作用５ｍｉｎ，对脊髓灰质炎病毒作用２０ｍｉｎ，

杀灭对数值均＞３，均符合消毒要求。安全性评价结

果表明该消毒剂对小鼠急性经口毒性、家兔皮肤、小

鼠体内染色体均无明显损伤作用，属于安全无毒级

消毒剂。

过氧乙酸是一种对各种微生物均有杀灭作用的高

效消毒剂，在消毒后无残留毒性，不会对周围环境造成

二次污染，被称为最清洁的消毒剂［１０１１］。过氧乙酸若

单独使用不仅刺激性强，腐蚀性大，而且不稳定［７］。因

此，采用过氧乙酸和过氧化氢组合复方使用，降低过

氧乙酸的使用剂量，以降低其腐蚀性［１２］。同时研究

表明过氧乙酸能与过氧化氢在杀菌过程中具有协同

作用，同时提高过氧乙酸稳定性［１２］。本研究采用的

过氧乙酸复方消毒剂为过氧乙酸和过氧化氢组合，

含量比例约为１∶５的复方过氧乙酸消毒剂。本研究

阐明复方过氧化物消毒剂在常温下对细菌或病毒均

具有良好的消毒效果，可应用于大部分环境下的消

毒，属于高效、广谱消毒剂。

低温消毒剂需要通过低温试验以确保其在低温

下不凝固及稳定性，并且能够在物体表面达到合格

的消毒效果［６，１３］。因此常通过加入防冻剂降低冰

点。已有部分研究显示，常用的化学类消毒剂如季

铵盐类［１４］、含氯消毒剂［１５１６］、醛类消毒剂［１７］、过氧化

氢消毒剂［１８］等在加入相应的防冻剂后均能发挥良好

的消毒效果，且已有低温消毒剂产品研制成功［１９］。

本研究通过杀菌效果、杀病毒效果，以及模拟现场消

毒效果的系列试验表明，低温下该复方过氧乙酸消

毒剂与包含甘油、丙醇的防冻剂组合可有效杀灭细

菌繁殖体、病毒等，能达到合格的消毒效果。此在一

定程度上扩大了过氧化物类消毒剂的适用范围，且

该复方过氧乙酸消毒剂安全无毒性，便于储存和运

输，克服了寒冷地区冬季消毒的困难，不但适用于冷

链货物外包装消毒，也适用于冬季卫生防疫室外消

毒，对我国冬季消毒有现实性意义，具有较为广阔的

应用前景。
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