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摘　要　目的　评价实验室常用的消毒剂对乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）的核酸和表面抗原的作用效果。方法　采用悬液法将不

同消毒剂与 ＨＢＶ混合，通过酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）评价消毒剂对乙肝表面抗原（ＨＢｓＡｇ）的作用效果，通过实时荧光定量

ＰＣＲ评价消毒剂对 ＨＢＶＤＮＡ的作用效果。结果　对于高浓度的 ＨＢＶ核酸和 ＨＢｓＡｇ，１％卫可（Ｖｉｒｋｏｎ）处理 １ｈ可使 ＨＢＶＤＮＡ

和 ＨＢｓＡｇ变为阴性，含氯消毒剂和 ７５％乙醇仅对低浓度 ＨＢＶ血清有效，而过氧化氢对所有浓度的 ＨＢＶ核酸和 ＨＢｓＡｇ效果都不

明显。结论　当实验室发生 ＨＢＶ阳性血清溅洒等生物安全事故时，采用 ２０～４０倍体积 １％卫可处理 １ｈ较为适宜。
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　　乙型肝炎病毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓ，ＨＢＶ）隶属于嗜
肝 ＤＮＡ病毒科，是一种直径 ４２ｎｍ的双链 ＤＮＡ病
毒

［１～３］
。形态学上，ＨＢＶ由一个 ２７ｎｍ的核衣壳和外

层包裹的脂蛋白膜共同组成，病毒核酸（ＨＢＶＤＮＡ）
位于核衣壳内，而 ＨＢＶ表面抗原（ＨＢｓＡｇ）则镶嵌在外
层的脂蛋白膜中

［４，５］
。自然状态下，过量的 ＨＢｓＡｇ常

以直径为２２ｎｍ球形或管形颗粒在血液中循环［６，７］
。

ＨＢＶ对外界环境抵抗力较强，国内外常将 ＨＢ
ｓＡｇ和 ＨＢＶ ＤＮＡ作为反映病毒是否灭活的指
标

［８～１０］
。很多文献证实，３０～３２℃环境下 ＨＢＶ可存

活至少６个月，－２０℃时可存活 １５年。在某些极端
条件下，例如 １２１℃高压 ２０ｍｉｎ、１００℃干烤 １ｈ或者
１００℃直接煮沸 １０ｍｉｎ可确保灭活 ＨＢＶ［１１～１３］。然
而，对于实验室溅洒、滴漏造成的 ＨＢＶ污染，高压干
烤等方式显然并不适用。因此，探索各种不同的化学

消毒剂对 ＨＢＶ的作用效果就显得尤为必要，之前有

研究资料表明，含氯制剂、环氧乙烷、戊二醛、过氧乙

酸和碘伏对 ＨＢＶ的灭活效果比较好［１４～１７］
。本研究

进一步评价了卫可（Ｖｉｒｋｏｎ）、增效 Ｈ２Ｏ２等新型消毒
剂对 ＨＢＶ的作用效果。

材料与方法

１．实验材料：选择含氯消毒剂（有效氯浓度１３５～
１６５ｍｇ／Ｌ）、１％卫可、７５％乙醇 ＋增效剂、１．０％过氧
化氢 ＋增效剂、１．５％过氧化氢 ＋增效剂 ５种，其中，
含氯消毒剂购自南京净朗源环保科技有限公司，产品

批号２０１７１２１４；维可购自美国杜邦公司；其余 ３种均
购自北京华夏昱凯科技发展有限公司，产品批号分别

为２０１９０１、２０１９０２、２０１９０２。ＨＢＶ病毒原液来自于笔
者实验室监测的急性乙型肝炎患者血清，保存于

－２０℃。原始血清中 ＨＢｓＡｇ含量为 ３０００ＩＵ／ｍｌ，ＨＢＶ
ＤＮＡ含量为５×１０６ＩＵ／ｍｌ。

２．实验方法：根据使用说明书先将待测消毒剂配
制成工作浓度，之后按照悬液法的操作步骤，取

１００μｌ含有 ＨＢＶ的患者血清样品与 １００μｌ各待测消
毒剂等体积混合，室温下作用一定的时间，加入终浓

度为０．５％硫代硫酸钠终止反应［１８，１９］
。消毒剂作用
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终止后，通过万泰生物科技有限公司生产的 ＥＬＩＳＡ
检测试剂盒定性检测消毒剂作用后的 ＨＢｓＡｇ阴阳
性，每份样品重复测定３次，记录 Ａ值，计算３次测定
的平均值与阴性对照的比值，即 Ｓ／Ｎ值，Ｓ／Ｎ≥２．１
判断为阳性。另外，样品中病毒核酸的检测采用笔者

所在科室自行建立的实时荧光定量 ＰＣＲ方法测定 Ｃｔ
值，每份样品重复测定 ３次，以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）
表示，评价 ＨＢＶＤＮＡ的破坏情况。实时荧光定量
ＰＣＲ用到的引物以及探针序列如表１所示，引物和探
针均由上海生工生物工程股份有限公司合成。

表 １　实时荧光定量 ＰＣＲ的引物和探针
名称 序列（５′→３′） 位置（参考株 Ｖ００８６６）

上游引物 ＡＧＴＧＴＧＧＡＴＴＣＧＣＡＣＴＣＣＴ ２２６９～２２８７

下游引物
ＧＡＧ ＴＴＣ ＴＴＣ ＴＴＣ ＴＡＧ ＧＧＧ
ＡＣＣＴＧ

２３８７～２３６５

探针
ＦＡＭ５′－ＣＣＡＡＡＴＧＣＣＣＣＴＡＴＣ
ＴＴＡＴＣＡＡＣＡＣＴＴＣＣ－３′ＢＨＱ

２３０３～２３３１

结　　果
１．病毒浓度（血清稀释度）对消毒剂作用效果的

影响：由于实验室通常会面临不同浓度的 ＨＢＶ阳性
血清的溅洒情况，这些血清的病毒载量以及 ＨＢｓＡｇ
浓度往往有成百上千倍的差别，为了模拟不同病毒载

量和 ＨＢｓＡｇ的血清对消毒效果的影响，将实验室保
存的原始 ＨＢＶ阳性血清作了系列梯度稀释，经消毒
剂作用 １ｈ后，对 ＨＢｓＡｇ和 ＨＢＶＤＮＡ两个指标进行
检测，发现不同消毒剂的作用效果存在差别。１．０％
的过氧化氢和 １５％的过氧化氢对高、中、低浓度的
ＨＢＶ阳性血清均无效，所有稀释度的血清经作用 １ｈ
后 ＨＢｓＡｇ和 ＨＢＶＤＮＡ仍然为阳性，含氯消毒剂和
７５％乙醇对低浓度的 ＨＢＶ阳性血清有一定的效果，
但对高浓度血清无效，在本研究所涉及的５种消毒剂
中，只有１％卫可对 ＨＢＶ核酸的破坏效果较为明显
（表２）。

表 ２　病毒浓度（血清稀释度）对消毒剂作用效果的影响

血清稀释度
消毒剂种类

含氯消毒剂 １％卫可 ７５％乙醇＋增效剂 １．０％过氧化氢＋增效剂 １．５％过氧化氢＋增效剂

１∶１０
ＨＢｓＡｇ（Ｓ／Ｎ值） ＋（１９．０２） ＋（２６．７９） ＋（２０．１６） ＋（２１．５８） ＋（２２．６３）
ＨＢＶＤＮＡ（Ｃｔ值） ＋（２２．８５±０．２３） －（＞４０） ＋（２５．１０±０．１２） ＋（２４．７８±０．１１） ＋（２５．９５±０．０７）

１∶１００
ＨＢｓＡｇ（Ｓ／Ｎ值） ＋（２２．５８） ＋（２５．７７） ＋（２０．４５） ＋（６．１９） ＋（１３．７１）
ＨＢＶＤＮＡ（Ｃｔ值） ＋（３３．５６±０．２９） －（＞４０） ＋（２８．３２±０．１２） ＋（２８．７２±０．１９） ＋（２９．２０±０．２０）

１∶５００
ＨＢｓＡｇ（Ｓ／Ｎ值） －（１．４３） －（１．３１） －（１．５５） ＋（６．１０） ＋（１３．５６）
ＨＢＶＤＮＡ（Ｃｔ值） －（＞４０） －（＞４０） ＋（３０．５８±０．３１） ＋（３１．６９±０．２２） ＋（３０．６２±０．１７）

１∶１０００
ＨＢｓＡｇ（Ｓ／Ｎ值） －（１．４９） －（０．８７） －（１．４４） ＋（６．５０） ＋（１３．０９）
ＨＢＶＤＮＡ（Ｃｔ值） －（＞４０） －（＞４０） ＋（３１．４７±０．２５） ＋（３１．５９±０．１１） ＋（３１．７０±０．１３）

　　２．不同剂量消毒剂对高浓度原始病毒的作用效
果：为探索每种消毒剂最佳的使用剂量，分别使用了

２倍、４倍、１０倍、２０倍和 ４０倍的消毒剂与原倍 ＨＢＶ
阳性血清作用 １ｈ，加入硫代硫酸钠中和后测定了

ＨＢｓＡｇ和 ＨＢＶＤＮＡ的含量。２０倍体积的 １％卫可
与原倍血清作用后可使 ＨＢｓＡｇ和 ＨＢＶＤＮＡ两项指
标均发生阴转，而其他两种消毒剂都达不到类似效

果，增大至４０倍体积后仍有指标为阳性，详见表３。

表 ３　不同剂量消毒剂对原倍 ＨＢＶ阳性血清的作用效果

消毒剂使用剂量
消毒剂种类

含氯消毒剂 １％卫可 ７５％乙醇 ＋增效剂

２倍
ＨＢｓＡｇ（Ｓ／Ｎ值） ＋（７３．９９） ＋（２１．８４） ＋（４４．２４）
ＨＢＶＤＮＡ（Ｃｔ值） ＋（２０．０６±０．０８） ＋（２７．１１±０．１２） ＋（２３．８７±０．１６）

４倍
ＨＢｓＡｇ（Ｓ／Ｎ值） ＋（７０．５２） ＋（１９．０６） ＋（１２．９６）
ＨＢＶＤＮＡ（Ｃｔ值） ＋（２１．８９±０．１９） ＋（３６．３８±０．３１） ＋（２４．９７±０．１１）

１０倍
ＨＢｓＡｇ（Ｓ／Ｎ值） ＋（７０．０５） ＋（５．２７） ＋（７．１７）
ＨＢＶＤＮＡ（Ｃｔ值） ＋（２３．７５±０．１４） －（＞４０） ＋（２６．１５±０．２１）

２０倍
ＨＢｓＡｇ（Ｓ／Ｎ值） ＋（６６．８５） －（１．０６） －（１．５８）
ＨＢＶＤＮＡ（Ｃｔ值） ＋（２５．６１±０．２０） －（＞４０） ＋（２７．１８±０．１９）

４０倍
ＨＢｓＡｇ（Ｓ／Ｎ值） ＋（４０．３１） －（１．０９） －（１．３７）
ＨＢＶＤＮＡ（Ｃｔ值） －（＞４０） －（＞４０） ＋（２８．３６±０．２３）
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　　３．作用时间对消毒剂效果的影响：由于 １％卫可
消毒剂具有使用剂量较小、作用效果显著等特点，在

实验室发生 ＨＢＶ阳性血清溅洒等生物安全事故时，
其实用性要强于含氯消毒剂和 ７５％乙醇。而表 ３的
实验数据已经显示 ２０倍和 ４０倍体积 １％卫可均能
够彻底破坏 ＨＢｓＡｇ和 ＨＢＶＤＮＡ。在此基础上进一
步探索了２０倍以及 ４０倍体积 １％卫可的最佳处理
时间，不论是２０倍体积还是４０倍体积，１％卫可只有
在作用１ｈ之后才能使 ＨＢｓＡｇ和 ＨＢＶＤＮＡ均发生阴
转（表４）。

表 ４　作用时间对 １％卫可消毒剂作用效果的影响

１％卫可

使用剂量

作用时间

（ｍｉｎ）

ＨＢｓＡｇ

（Ｓ／Ｎ值）

ＨＢＶＤＮＡ

（Ｃｔ值）
１０ ＋（１０．１９） ＋（３３．８２±０．１５）

２０倍体积 ３０ ＋（５．６６） －（＞４０）
６０ －（１．３５） －（＞４０）
１０ ＋（３．１９） ＋（２９．３９±０．１７）

４０倍体积 ３０ ＋（２．７６） －（＞４０）
６０ －（１．７１） －（＞４０）

讨　　论
长期以来缺乏有效的 ＨＢＶ体外培养模型一直是

ＨＢＶ灭活效果评价的最大阻碍，虽然最近 ＨＢＶ的特
异性受体及其体外培养系统取得了突破性的进展，但

是该系统中使用的 ＨｅｐＧ２－ＮＴＣＰ细胞株不易获得，
而且 ＨＢＶ体外培养比较耗时费力，因此本研究选择
了 ＨＢｓＡｇ和 ＨＢＶＤＮＡ这两项广泛使用的指标用于
评价不同消毒剂的作用效果，一方面是因为这两个指

标的检测方法比较成熟，操作简便，价格低廉，检测结

果稳定可靠，重复性强；另一方面，ＨＢｓＡｇ和 ＨＢＶ
ＤＮＡ作为 ＨＢＶ的两种重要组成成分，在一定程度上
也能代表消毒剂对病毒本身的作用效果

［８，２０］
。

目前实验室常用的消毒剂种类繁多，性状各异，

之前已有研究证实含氯消毒剂和乙醇处理后并不能

使血清中的 ＨＢｓＡｇ抗原性达到阴性水平，这与本研
究的实验结果相符

［１４，１５］
。但是，本研究进一步发现，

在血清中 ＨＢｓＡｇ含量较低的情况下（低于３０ＩＵ／ｍｌ），
含氯消毒剂和乙醇的作用效果还是相当明显的，这两

种实验室最常用的消毒剂对于低浓度的 ＨＢｓＡｇ具有
较好的破坏作用。

除传统消毒剂之外，本研究还验证了卫可等新型

消毒剂对 ＨＢｓＡｇ以及 ＨＢＶＤＮＡ的作用效果。卫可
外观为粉红色粉末，是一种过硫酸氢钾复合盐，属于

酸性氧化剂，易溶于水，在实际使用中常配制成 １％

的溶液，卫可的消毒机制在于通过产生低分子自由基

使病原表面蛋白质变性凝固从而杀灭微生物
［２１，２２］

。

本研究发现，无论是高浓度还是中低浓度的 ＨＢＶ阳
性血清，使用 ２０倍体积以上的 １％卫可溶液处理 １ｈ
之后均可使 ＨＢＶＤＮＡ和 ＨＢｓＡｇ等指标转阴，证实了
卫可良好的作用效果。除此之外，卫可相较于其余种

类的消毒剂还具备显著的优点。首先，卫可配制方

便，配好的溶液内含有特有的粉红色活性指示剂，可

以通过颜色的变化判断消毒剂的有效性。其次，卫可

挥发性不强，对人体皮肤、呼吸道黏膜和眼睛等部位

的刺激较小，对金属的腐蚀作用也比含氯消毒剂要

弱，基本安全无害。最后，卫可价格低廉，生产成本比

医用乙醇等大多数的消毒剂要低。

综上所述，本研究通过 ＨＢｓＡｇ和 ＨＢＶＤＮＡ等指
标间接地评估了各种消毒剂的作用效果，研究结果对

于实验室处理 ＨＢＶ阳性血清溅洒等生物安全事故具
有一定的参考价值。采用最新的病毒体外培养体系，

建立成熟可靠的评价方法来直接测定 ＨＢＶ的感染性
是今后努力的方向。
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糖尿病患者内脏脂肪面积与糖尿病视网膜

病变的相关性研究

柳怡莹　万　沁

摘　要　目的　探讨糖尿病患者内脏脂肪面积与糖尿病视网膜病变的关系。方法　选取 ２０１７年 ９月 ～２０１９年 ５月在笔者

医院治疗的 ２型糖尿病 （Ｔ２ＤＭ）患者，分为单纯 Ｔ２ＤＭ组和糖尿病视网膜病变（ＤＲ）组，其中单纯 Ｔ２ＤＭ患者 ８８７例，ＤＲ患者

２１４例，后者中非增殖期（ＮＰＤＲ）患者 １５６例，增殖期（ＰＤＲ）患者 ５８例，糖尿病诊断依据符合 ２０１４年美国糖尿病学会 （ＡＤＡ）提

出的 Ｔ２ＤＭ诊断标准，ＤＲ的分期标准符合我国眼底病学会制订的 ２０１４年我国糖尿病视网膜病变临床诊疗指南。结果　Ｔ２ＤＭ

患者内脏脂肪面积（８４．９９±３９．３３ｃｍ２）与 ＤＲ患者内脏脂肪面积（７６．３５±４２．８５ｃｍ２）比较，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），内脏

脂肪面积在 ＮＰＤＲ和 ＰＤＲ患者之间比较，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析显示，病程、高血压、内脏脂肪面积是

ＤＲ的相关因素（Ｐ＜０．０５），内脏脂肪面积每增加 １ｃｍ２，糖尿病患者患糖尿病视网膜病变风险减少 １％，性别、年龄、血脂、吸烟

史、饮酒史等相关指标与糖尿病患者发生糖尿病视网膜病变无明显相关性（Ｐ＞０．０５）。结论　内脏脂肪面积是糖尿病视网膜病

变发生的相关因素，其与 ＤＲ的发生具有相关性，是 ＤＲ发生的危险因素之一。
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