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洗手产品除病毒效果离体实验方法研究

孙廷丽，周少璐，杨秀茳，文霞，黎玉莲，谢小保

【摘    要】目的  建立一种安全、简便和费用低廉的测试洗手及洗手产品除病毒效果的离体试验方法。方法  以噬
菌体为替代病毒，仿真皮为载体设计试验流程，分析影响试验结果的要素，通过数据分析，研究洗手产品回收稀释
液种类、噬菌体初始接种浓度及回收方式对结果稳定性的影响。使用不同洗手产品对多种噬菌体分别进行除病毒
效果测试后进行统计分析，确定方法的适用性。结果   以噬菌体  φX174为污染病毒，0.1 % 蛋白胨生理盐水做为香
皂和洗手液的回收稀释液使用时，其噬菌体的回收值为 5.57和 5.54，明显高于改良李氏肉汤吐温培养基（MLBT）、
多用中和剂（PVUN）及磷酸缓冲液（PBS）；对手摇瓶子 2 min、摇床 200 r/min振摇 2 min、均质器标准强度快速拍打 2 min
后测得的噬菌体回收量进行单因素方差分析，P0.05 = 0.72，表明 3者无统计学差异，但是在使用均质器拍打时的变异
系数（CV）为 0.74 % 最小，数据最稳定；4个初始接种浓度中，只有在 107 pfu/mL与 108 pfu/mL的浓度下，平皿上的噬
菌体数量符合实验设计，超过 4 Log10，对这 2个浓度实验结果进行 t 检验，其 P0.05 = 0.003，结合回收数据，认为 108

pfu/mL是最合适的加样浓度；使用上述参数，分别以噬菌体 MS2、φX174、φ6为污染病毒，使用香皂、洗手液及清水
进行洗手除病毒评价，所有结果 CV 均 < 15 %。结论  采用 108 pfu/mL的噬菌体悬液污染仿真皮后使用洗手产品模
拟洗手，均质器拍打 2 min、0.1 % 蛋白胨生理盐水进行回收稀释，实验结果最稳定。多次重复实验结果显示，该方
法适用于多种噬菌体，也适用于多种洗手产品，是一种简单可行的洗手及洗手产品除病毒效果评价方法，具有较高
的应用价值。
【关键词】  离体洗手模型；洗手；洗手产品；替代病毒；除病毒效果；噬菌体
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In  vitro  method  for  evaluation  on  virus-eliminating  effectiveness  of  hand
wash agents: an experimental study
SUN Ting-li,   ZHOU Shao-lu,   YANG Xiu-jiang,   et al (Guangdong Institute of Microbiology, Guangdong Detection
Center  of  Microbiology, State  Key  Laboratory  of  Applied  Microbiology  Southern China, Guangdong  Provincial  Key
Laboratory for Microbiology Culture Collection and Application, Guangdong Open Laboratory of Applied Microbiology,
Guangzhou, Guangdong Province 510070, China)
【Abstract】  Objective   To develop a  simple,  safe,  and low cost  in  vitro method for  the  evaluation  on virus-eliminating
effectiveness  of  hand-washing  and  hand  wash  agents. Methods    We  used  artificial  skin  as  human  skin  surrogate  and
bacteriophage  as  virus  surrogate  to  construct  an  in  vitro  model.  We  analyzed  effects  of  various  recovery  diluent,  initial
concentration of bacteriophage inoculation, and recovery method on detection reproducibility of the method to be established.
Three bacteriophage strains were used in evaluations of bar and liquid soap. Statistical analyses on experimental data were
performed to assess the applicability of the method. Results   The recovery (logarithmic value) of φX174 bacteriophage was
5.57 and 5.54 for washing procedure with bar soap and liquid soap when using physiological saline with 0.1% peptone as the
diluent and the values were obviously higher than those when using modified Letheen broth plus Tween (MLBT), polyvalent
universal  neutralizer  (PVUN) or  phosphate  buffer  saline  (PBS)  as  the  diluent.  The  results  of  one-way analysis  of  variance
demonstrated that there was no significant difference in the recovery of bacteriophage among the three patterns of simulated
2-minute hand-washing (shaking the bottle manually, shaking violently with a shaker at 200 revolutions per minute or with a
homogenizer) (P0.05 = 0.72); however, the variation in the recovery of bacteriophage was the lowest (coefficient of variation
[CV] = 0.74%) when using homogenizer in the simulated test. The bacteriophage plate count consistent with the experimental
design (baseline recovery > 4 Log10, Pstudent-t test = 0.003) was achieved under two (108 and 107 plaque forming unit [pfu]/ml)
of  the four initial  concentrations of  bacteriophage inoculation;  while,  the simulated virus-eliminating rate  was significantly
higher with the initial inoculation concentration of 108 pfu/ml than with that of 107 pfu/ml, indicating that 108 pfu/ml was the
most optimal initial inoculation concentration. All the CV of variation in bacteriophage recovery were less than 15% for the
simulated virus-eliminating tests of bar soap, liquid soap and only water using φX174, MS2 and φ6 bacteriophage as virus
surrogate and optimized experimental conditions. Conclusion   A simple, safe, feasible, and highly applicable in vitro method
was  established  for  the  evaluation  on  virus-eliminating  effectiveness  of  hand  wash  agents  using  108  pfu/ml  bacteriophage
suspension contaminated artificial skin, 2-minute shaking of a homogenizer, and physiological saline with 0.1% peptone as
recovery diluent.
【 Key  words】   in  vitro  hand-washing  model;  hand  wash;  hand  wash  agents;  surrogate  virus;  virus-eliminating
effectiveness; bacteriophage  
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研究表明，手在病毒传播的过程中充当了直接

或间接的载体的角色，洗手对于预防和控制病毒性

疾病的流行传播具有重要的意义[1]。目前市场上有

许多需要配合洗手过程使用的手卫生产品，都宣称

具有除病毒的性能，但是对其效果进行评价的标准

方法却非常有限。国内外的相关研究和标准方法，

在安全性、可操作性及实用性上都有很大的局限

性 [2 – 6]。本研究以噬菌体为替代病毒，离体仿真皮

为实验载体，设计试验流程，分析并确定关键影响

因素的试验条件，建立了离体试验方法，并对其适

用性和稳定性进行了验证。

1   材料与方法

1.1    材料　（1）实验病毒与宿主  根据世界卫生组

织手卫生指南 [7]中的病原菌替代原则及目标病毒

的结构、大小和生物学特性，选取噬菌体  φX174
（ATCC13706-B1）、MS2（ATCC15597-B1），φ6（（NBRC
105899）作为实验病毒（见表 1），上述病毒及其宿主

分别购自 ATCC（American type culture collection，美
国模式培养物集存库）和 NBRC（NITE  Biological
Resource Center日本技术评价研究所生物资源中心），

并按照菌种保藏中心推荐的培养基和方法提取噬

菌体，按双层平板法[8]进行计数。（2）实验载体：离

体仿真皮（vitro-skin，IMS）。（3）洗手产品：市售舒

肤佳纯白清香型香皂、舒肤佳清香型洗手液（以下

简称香皂、洗手液）。

1.2    主要试剂与仪器　拍打式均质器（Bag Mixer
400 mL，法国 Inter science公司）、移液枪（Eppendorf）、
电子天平（常熟双杰测试仪器厂）、摇床（上海智诚

分析仪器制造有限公司）、生化培养箱（北京东联哈

尔仪器制造有限公司）、水浴锅（重庆四达实验仪器

厂），其他小型设备如温度计、量筒、玻璃样品瓶、

密封袋（广东环凯生物生物计数有限公司）等；底层

培养基：营养琼脂培养基（NA），可使用干粉培养

基，琼脂含量一般为 1.2 %；上层培养基，采用半固

体营养琼脂培养基，琼脂浓度为 0.6 %；液体培养

基：营养肉汤培养基（NB），通用配方或干粉成品培

养基；0.1 % 蛋白胨生理盐水：0.1 % 蛋白胨 + 0.85 %
生理盐水。多用中和剂（polyvalent universal neutralizer，
PUVN）：称取吐温 80 30.0 g，硫代硫酸钠 5.0 g，L-组
氨酸 1.0 g，蛋白胨 1.0 g，氯化钠 8.5 g，卵磷脂 14.3 g，
充分溶解于去离子水中，并定容至 1 000 mL；改良

李氏肉汤吐温培养基（modified Letheen broth + Tween，
MLBT），MLBT：MLB液体培养基  + 1 % 吐温 80 +
0.93 % 卵磷脂；磷酸缓冲液（phosphate buffer saline，
PBS）：KH2PO4 1.36 g，Na2HPO4 2.84 g，去离子水1 000 mL
使充分溶解。（干粉培养基均购自广东环凯生物技

术有限公司，化学试剂购自广东化学试剂厂）。上

述用具与试剂均灭菌后使用。 

表 1   用作替代病毒的噬菌体

MS2（ATCC15597 – B1） φX174（ATCC13706 – B1） φ6（NBRC 105899）
宿主 大肠埃希氏菌（E.coli，ATCC 15597） 大肠埃希氏菌（E.coli，ATCC 13706） 丁香假单胞菌（P. syringe，NBRC 14084）

分类地位 光滑噬菌体科 微小噬菌体科 囊病毒科

结构大小 二十面体，27～34 nm 二十面体，25～27 nm 球形，80～100 nm

脂质包膜 无 无 有

遗传物质 ssRNA ssDNA dsRNA

在研究中的
应用情况

主要用作脊髓灰质炎病毒、甲肝病毒及诺如

病毒等的替代病毒用于水质分析、消毒效果

测试评价及病毒传播实验的研究，研究结果

显示，其理化抗性与 P（V-Ⅰ）相近或略高，

耐高温性能比 H7N1略高，气溶胶状态与鸡

新城疫病毒抗性相似。

用于肠道病毒的替代病毒进行水质及吸附实

验、防护装置的透过挑战实验研究，美国试验

与材料协会标准 ASTM F1671/F1671M-13采

用了 φX174作为血液制品传染病毒如 HIV、

HBV、HCV等的指示病毒检测个人防护服材

料的防护性能。气溶胶状态与鸡新城疫病毒

抗性相似

常被应用于各类逆转录病毒的指示生

物，挑战测试医疗器械、滤膜、医用及个

人防护设备等的过滤能力或用于气溶胶

颗粒病毒颗粒的替代病毒。研究结果显

示，膜挑战试验中，φ6的 LTR值略高于

或接近鼠白血病毒（MULV），与 HIV-1

的病毒过滤孔径相近似；气溶胶病毒的

替代实验及温度耐受实验均表明，φ6噬

菌体是一种比较有潜力的含脂质包被的

病毒的替代物，其性能表现与流感

H1N1病毒、委内瑞拉马脑膜炎病毒、禽

流感 H7N1病毒等相似。
标准采纳情况 ISO 107050 – 1995；ASTM E2721 – 2010；

ASTM E2720 – 2010

ASTM F1671/F1671M – 13；ISO 16604：2004 尚无

培养基 NA，NB，36 ℃ NA，NB，36 ℃ NBYA，NBY，26 ℃～28 ℃

目标病毒 肠道病毒或小的呼吸道病毒（RNA病毒） DNA肠道病毒或小的呼吸道病毒（DNA病毒） 含脂质包膜的病毒的替代病毒
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1.3    方法

1.3.1   离体实验模型测试洗手或洗手产品去除病毒

效果　参照 ASTM E1174 -13[4]、ASTM E2011-13[5]，
结合病毒测试的特点，分析实验中可能对结果造成

影响的因素，确定了实验的常规参数，并用“合适

的”描述不确定参数，初步建立离体实验的实验流

程：（1）无菌条件下打开仿真皮包装，参照成人手掌

及指尖部分大小，将仿真皮剪成（8 × 10）cm大小，

糙面向上备用；使用合适浓度的噬菌体悬液，取 0.5 mL
噬菌体悬液加到仿真皮表面，涂布棒涂抹均匀至仿

真皮表面干燥。（2）风干后立即进行基线取样，测

试仿真皮表面污染病毒存活的数量。（3）室温水进

行洗涤（水温约在 17 ℃～26 ℃ 左右），调节水流速

至 4 L/min；轻轻打湿染噬菌体的仿真皮，洗手产品

为香皂时，使用香皂搓 15 s，整个手掌部分搓洗起

泡 30 s，后流水冲洗 30 s，洗手产品为洗手液时，称

取 0.45 g样品至仿真皮表面，搓洗 30 s后流水冲洗

30 s，对清水（即自来水）洗涤，则搓洗 30 s，流水冲

洗 30 s；冲洗完毕，用无菌纸巾轻轻拍干仿真皮表

面；选用合适的回收方法回收仿真皮表面的噬菌

体，并进行梯度稀释，采用双层平板法进行噬菌体

计数。（4）去除率计算 将计数到的噬菌斑换算为对

数形式，按照下列公式计算去除率：  Log10对数减

少 = Log10基线恢复 – Log10洗后恢复。

1.3.2   洗手产品冲洗后回收及稀释液的选择　对于

不含杀菌剂的手卫生产品或清水，直接采用 PBS缓

冲液（pH = 7.2）；对于含杀菌剂的手卫生产品（下文

简称为洗手产品），选择 PBS（pH = 7.2）、0.1 % 蛋白

胨生理盐水溶液、MLBT及 PVUN 4种溶液，按照下

列步骤，进行回收稀释液的选择。（1）根据设计的

体外冲洗步骤，结合擦洗及冲洗的时间和水流速

等，确定将饱和香皂水溶液和洗手液稀释 2 000倍

后分别作为香皂和洗手液的回收稀释液选择实验

样品。（2）取 1 mL噬菌体溶液[104～5 plaque forming
unit（pfu）/mL]加到 4 mL实验样品中，充分混匀。作

用 10 min后，分别采用上述的回收稀释液进行梯度

稀释，并计算回收到的噬菌体的含量。（3）分析结

果，并选择合适的回收稀释液。

1.3.3   病毒回收方式选择　制备 106 pfu/mL的噬菌

体悬液，取 0.5 mL噬菌体液加到仿真皮表面，涂布

使分散均匀，风干。风干之后采用 3种不同的洗出

方式（手动剧烈摇动瓶子、摇床 200 r/min剧烈振

摇、均质器标准强度快速拍打）回收相同时间（2 min），
测试回收率。共进行 5次测试作为平行实验，确定

合适的回收方式。

1.3.4   初始污染浓度选择　按照洗手试验正常试验

步骤，仅改变初始加样浓度（108、107、106、105 pfu/mL），
测试香皂对噬菌体  φX174 的去除率。每个初始浓

度做 5个平行试验数据，分不同实验日期完成。对

数据进行分析，确定合适的初始加样浓度。

1.3.5   实验方法确定及验证　使用洗手液及清水洗

手测试对 φX174的去除率，测试方法对不同产品的

适用性；使用 MS2、φ6噬菌体验证方法对不同病毒

的适用性。

x̄± s

1.4    统计分析　将噬菌体平板计数的结果转化为

对数形式。用 计算结果的指定值，采用全距

（R）和变异系数（coefficient of variation，CV）来考察

数据的稳定性和可重复性；对于多种回收方式的比

较采用单因素方差分析，对 2组数据的差异性比较

则采用等方差双样本 t 检验进行分析。

2   结　果

2.1    回收稀释液的选择（图 1）　4种回收稀释

液选择实验结果如图 1。当使用 0.1 % 蛋白胨生理

盐水作为回收稀释液时，噬菌体回收对数值分别为

5.57和 5.54（数值对应顺序为香皂、洗手液，下同），

使用 MLBT时，其回收对数值分别为 4.63和 4.56，
PVUN时为 4.46和 4.43，当回收稀释液为 PBS（pH =
7.2）时，其回收对数值则分别为 4.54和 4.46。除去

0.1 % 蛋白胨生理盐水，其他 3种回收液的回收值

均 < 5.00。
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数
量
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g
1
0
)

香皂，f×174 洗手液，f×174

5.57 ± 0.03

4.63 ± 0.10
4.46 ± 0.07

4.54 ± 0.02

5.54 ± 0.02

4.56 ± 0.08
4.43 ± 0.11

4.46 ± 0.02

回收稀释液种类及所中和的洗手产品种类

0.1% 蛋白胨生理盐水 MLBT PVUN PBS

 
图 1   不同回收稀释液对噬菌体 φX174的中和回收效果
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2.2    回收方式的选择（表 2）　实验按照 3种

（A、B、C）不同的回收方式对相同加样量的仿真皮

样品上的噬菌体进行回收。分别计算 3种回收方式

的回收值，每种回收方式各平行数据之间的全距和

CV。由表 2可知，均质器拍打回收时的 CV 最小，

为 0.74 %，其全距最窄（R = 0.10）。对 3组回收所得

数据进行单因素方差分析，其 P0.05 = 0.72。
 

2.3    初始浓度的选择（表 3）　在参与筛选试验

中的 4个初始加样浓度中，当加样量  < 106 pfu/mL
时（样本 C、D），基线恢复得到的噬菌斑数量在平皿

上可以计数到的噬菌体对数值  < 4.00，不符合初始

设计的实验浓度。对符合实验设计的 A、B样品进

行等方差双样本的 t 检验，其 P0.05 = 0.003。分别计

算各初始加样浓度下 5组平行实验的全距和 CV，其
中在 108 pfu/mL时，CV 最小，为 2.85 %。

2.4    洗手产品及洗手对噬菌体的去除效果实验

方法验证（表 4）　采用上述试验流程，评价使用

不同洗手产品洗手时对噬菌体的去除效果（以

Log10减少表示），评估方法的稳定性及适用性。结

果显示，使用洗手液、香皂、清水分别对噬菌体 φX174、
MS2及 φ6进行去除效果评价时，其 CV（%）分别为

1.56、 2.85、 10.55、 9.24、 13.27、 5.32、 5.00、 5.00和

8.00，CV 均 < 15 %。

3   讨　论

预防医学及流行病学研究表明，接触传播是病

毒性疾病传播的重要方式，病毒可以通过手 – 人直

接接触传播，也可以通过食物、水、排泄物、呕吐物

或空气等介质传播。一旦病毒污染环境表面，或形

成的污染物被人手触摸，即可形成再次播散，后经

口、鼻或眼粘膜等对人体进行间接感染 [25 –  26]。环

境表面或污染物表面的病毒粒子，由于水或有机质

的存在，可以在很长时间内保持感染能力，甚至在

人的手上也可以长时间保持侵染活性 [27]。一项鼻

病毒的研究显示，鼻病毒在人手上可以存活 7 d甚

至更长时间[28]，研究中有一半的受试者触摸污染物

后又触摸到了眼、鼻及口腔黏膜[29]。尽管不同研究

人员采用的病毒种类、浓度、实验条件等有所不同，

研究的病毒的存活能力也有差异，但即使是物体表

面有少量的病毒传递到人体后，仍可保持感染力[30]。

因此，作为一种经济、便捷、有效的手卫生的控制方

表 2   不同回收方式下回收得到的噬菌体数量及其稳定性

编号 回收方式 回收值（Log10） 全距（R） CV（%）

A 手摇瓶子 2 min 5.30 ± 0.21 0.56 3.96

B 摇床 200 r/min振摇 2 min 5.36 ± 0.27 0.68 5.04

C 均质器标准强度、快速拍打 2 min 5.40 ± 0.04 0.10 0.74

表 3   不同初始加样浓度情况下洗手实验的效果及分析

初始加样浓度（pfu/mL） 基线恢复平皿计数（对数值） 基线恢复对数 清洗后对数减少 全距（R） CV（%）

A（108） 5.73 ± 0.18 7.43 ± 0.18 3.51 ± 0.10 0.27 2.85

B（107） 4.73 ± 0.20 6.43 ± 0.20 3.12 ± 0.18 0.50 5.77

C（106） 3.64 ± 0.24 5.34 ± 0.24 3.06 ± 0.49 1.15   16.01

D（105） 2.67 ± 0.17 4.36 ± 0.17 2.67 ± 0.17 0.34 6.35

表 4   不同洗手产品对噬菌体 φX174及噬菌体MS2的去除效果

验证实验内容 去除率 全距（R） CV（%）

洗手液，φX174 3.20 ± 0.05 0.11 1.56

香皂，φX174 3.51 ± 0.10 0.27 2.85

清水，φX174 1.80 ± 0.19 0.50   10.55

洗手液，MS2 4.22 ± 0.39 1.03 9.24

香皂，MS2 3.92 ± 0.52 1.37   13.27

清水，MS2 2.82 ± 0.15 0.42 5.32

洗手液，φ6 5.31 ± 0.05 0.79 5.00

香皂，φ6 5.52 ± 0.27 0.71 5.00

清水，φ6 4.01 ± 0.87 0.87 8.00
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式，洗手对于预防和控制病毒性疾病的流行传播具

有重要的意义。

目前市场对具有去除病毒效果的洗手产品需求

迫切，且许多产品也宣称其具有去除病毒的效果，

但真正对其效果进行评价的标准方法仍非常有

限。国内外现已发表的研究文献和正式发布的标

准方法，主要是对手部常驻菌、暂居菌及常见病毒

的去除效果的研究和评价[2 – 5]。这些程序方法均具

有一定的局限性，特别是除病毒的试验研究，均采

用的是动物病毒或人病毒作为试验毒株进行在体

试验研究，在安全性、可操作性及实用性上都有很

大的局限 [6]，且试验成本高、时间长、传染风险高。

因此，使用替代病毒和体外试验模型具有十分显著

的优势。以猪皮和人造仿真皮作为离体去除细菌

试验模型的底物时，与在体皮肤试验的结果相近[31]。

同时，噬菌体作为一种安全的微生物病毒，也逐渐

作为替代病毒被用于传播规律的研究（表 1）。因

此，建立一个以噬菌体为测试病毒的体外试验方法

是十分必要且可行的。

本研究设计模拟洗手的试验流程，先后确定了

冲洗后回收及稀释液种类、初始加样浓度及回收方

式并验证了方法的稳定性和适用性。结果显示，实

验采用的 4种回收稀释液中，使用 0.1 % 蛋白胨生

理盐水时，对噬菌体的回收效果最好，其他 3种略

差。其主要原因在于：一方面，当使用洗手产品完

成洗手过程后，残留在仿真皮表面的杀菌物质含量

已经非常少，中和剂的作用不明显，且采用 PVUN
或者 MLBT作为中和剂时，比较容易产生气泡，对

最终计数的准确性有一定影响；另一方面，少量存

在的有机物，保护了噬菌体的活性。对 3种不同回

收方式在相同加样量的仿真皮样品上会受到的噬

菌体进行单因素方差分析，其 P0.05 > 0.05，表明 3种

回收方式之间没有显著差异；当使用均质器拍打

时，其变异系数（CV = 0.74 %）最小，全距最窄（R =
0.10），表明使用均质器进行拍打，每次回收得到的

回收数据最稳定。因此，在进行本方法时，可以根

据实验室条件选用任意的回收方式，但为得到稳定

的实验数据，建议使用均质器拍打的方式进行回

收。初始加样浓度筛选中，首先根据设计需要，排

除掉了低于 107 pfu/mL的 2个浓度。对符合设计要

求的 2个加样浓度进行等方差双样本 t 检验，其

P0.05 < 0.01，表明 2者的去除率有显著差异；对 2种

加样量的回收数据进行分析，发现在 108 pfu/mL
时，去除效率高，符合理想假设，同时重复实验的变

异系数最小（CV = 2.85 %），表明数据最稳定，重复

性好。因此，实验认为 108 pfu/mL是比较合适的初

始加样浓度。

使用洗手液、清水分别对噬菌体 φX174进行去

除效果评价，其变异系数小于 15 %，表明采用该方

法适用于各种形态的洗手产品。使用 MS2或 φ6作

为污染病毒，也可以得到较为稳定的实验数据（CV <
15 %），表明该方法同样适用于其它的实验病毒。

上述实验结果表明，方法的可重复性和适用性良好。

综上所述，作为一种安全、简便、省时、可操作

性强、人员和设备要求低的实验流程，该方法具有

较好的应用价值，有助于推动洗手产品除病毒效果

评价标准化的进程。
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