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产品详情

受污染的物体和材料的表面可能是病毒传播的重要途径，自COVID-19 大流行以来，我们可能已经养成
定期擦拭经常接触的物体表面的习惯，但是对于能够快速灭活任何一种病毒的新一代抗病毒材料的需求
也在不断增长。研究人员一般采取两种主要途径来研发新材料：使用天然抗病毒材料（例如铜和各种铜
衍生物）或将抗病毒原料加入产品中

▲无孔材料

01 ISO 21702的概述

ISO 21702标准是用来评价塑料和其他无孔材料的抗病毒特性的检测方法。将特定浓度的病毒负载到待测
试样本表面和对照样本表面上，将其置于恒温恒湿箱中作用24 h，然后用含中和剂的液体培养基洗脱样
品来回收存活的病毒，并测定从这些样品中回收的具有感染性的病毒的数量，通过与对照样本比较来确
定待测试样本是否具有抗病毒性。这一切虽然听起来十分简单，但是让我们更深入地了解一下实验过程
，就会发现除了基本的抗病毒测试之外，ISO 21702标准的测试中还精心设置了许多组对照试验和验证试
验有效性的评价方法，以确保测试结果是可靠的、可重复的和有意义的。下面我们将对这些试验细节进
行介绍，以及告诉大家如何计算测试样本的抗病毒活性。

02 测试是如何进行的？

当测试一个材料表面的抗病毒活性时，本试验应保证每种相同处理的测试材料有3个重复样品，目的是减
少差异性，增加试验的可靠性，完整试验至少需要12个对照样本和9个待测试样本。我们通常将样品制备
成 5 × 5 cm 的正方形，将一定量的病毒液滴加到每一块待测样本和对照样本上，并用40 mm×40
mm的膜轻轻覆盖住测试液，在（25±1）℃，90%



RH条件下培养到指定时间（长可达24小时）后，用含中和剂的液体培养基洗脱并回收存活的病毒。

接下来，我们将测定待测样本和对照样本的病毒存活情况，我们通过观察宿主细胞被病毒侵染后的病变
情况来确定病毒滴度。将洗脱回收的病毒接种到96孔板的细胞上，并进行10倍梯度稀释，且每个稀释梯
度不少于4个复孔。将96孔板放入37 ℃、5 %
CO2培养箱中孵育培养3~7天记录细胞病变的情况，计算测试表面的抗病毒率。

03 计算抗病毒活性

ISO 21702标准测定的是待测试样本相对于对照样本上病毒的减少量，这种减少量被称为R值，是比较对
照样本和测试样本中回收的病毒量之间的差异，都以10为底的对数值表示。若R≥1，则认为测试样本具
有一定的抗病毒活性。R=1相当于测试样本中具有感染性的病毒相对于对照样本减少了90%，R=2为减少
了99%，R = 3为减少了99.9%，依此类推。

值得一提的是，R值是一个相对测量值（相对于对照样品），因为随着时间的推移，病毒在任何物体表
面上都会产生自然衰亡而导致其活性降低。因此，我们所得到待测样本的病毒减少量包含了自然衰减导
致的“额外”的病毒失活效果。病毒活性的相对减少而不是减少也有一些其他原因，如：实验室条件可
能每天都会有差异，使用的病毒也可能存在批次的差异等。

抗病毒活性

R=（Ut-U0）-（At-U0）=Ut-At

R为抗病毒对数值；

U0为未处理3个样本0时刻回收的平均病毒滴度对数值；

Ut为未处理3个样本24 h回收的平均病毒滴度对数值；

At为经过处理3个样本24 h回收的平均病毒滴度对数值。

注：1）未处理试样接种后立刻回收的滴度应在1.8×105 TCID50/cm2~8.5×105 TCID50 /cm2范围内；

2）每个未处理样品接触24 h后回收的病毒滴度数不应少于4.3×102 TCID50 /cm2 。

04 中和剂筛选及细胞毒性试验

正如前面所述，ISO 21702标准测试依赖于培养的宿主细胞来验证病毒是否具有感染性。简单的方法就是
，我们通过在宿主细胞上接种回收的病毒来测定回收的感染性病毒的数量，通过观察宿主细胞发生细胞
病变（CPE）情况，来确定病毒数量的多少。因此，我们必须确定只能是由病毒引起宿主细胞的死亡。
假设将待测试样本有细胞毒的浸提液加入细胞培养板中，随后杀死宿主细胞。如果没有采取适当的措施
，我们可能会错误地得出测试材料不能抗病毒的结论：“宿主细胞死亡，所以一定有很多存活的病毒”
。

此时细胞毒性试验便有了用武之地。在该试验中，我们将液体培养基加入到待测样本上，作用5 min后回
收培养基，并将其接种到宿主细胞中。因为未接种病毒，所以如果宿主细胞死亡，我们就知道测试材料
肯定存在细胞毒性，这样的结果会使整个测试无效。因此，我们需要进行中和剂的筛选，确认所选的中
和剂对宿主细胞无毒性，并能有效中和测试样品中的有害物质。我们还应该注意，该测试仅评估在特定
实验室条件下洗脱回收的培养基的细胞毒性，旨在支持抗病毒测试的结论，这并不是评估真实环境中测
试材料的细胞毒性。



05 病毒对宿主细胞的敏感性试验

ISO 21702 测试可能受到的另一个影响因素是测试材料是否会干扰宿主细胞对病毒的敏感性。假设测试材
料向培养基中释放了某种物质，使细胞对病毒产生了抵抗力，即使病毒具有活性，细胞也会存活，研究
人员可能会错误地得出这种材料是具有抗病毒的结论：“宿主细胞存活，因此病毒一定已被杀死”。如
果该材料以某种方式使宿主细胞对病毒特别敏感，那也是有问题的。而敏感性试验可以防止这些情况发
生。

在此实验中，我们将（含中和剂）液体培养基添加到待测样本试表面和对照样本表面，等待5
min后回收培养基，然后将病毒液加入到回收的培养基中混匀并静置30 min。我们还需将病毒加入到相同
体积的（含中和剂）培养基中作为阴性对照，然后我们将上述含病毒的培养基接种到宿主细胞上。要注
意的是，这里的病毒从未与测试材料接触过，因此我们预测会有能侵染宿主细胞的具有感染性的病毒。
如果被杀死的宿主细胞比阴性对照要少得多或多得多，则该测试可能无效。简而言之，如果待测试样本
和对照样本表面某些物质溶解到培养基中，影响了正常的宿主细胞-病毒相互作用，我们就无法测试该材
料是否会使病毒失活。这种情况下则需要对中和剂进行调整，如果中和剂进行调整了，则整个测试过程
都需要进行调整。

将阴性对照、中和剂作用后处理和未处理样品的病毒滴度进行比较，其对数值应满足以下要求：

｜Sn-Su｜≤0.5

｜Sn-St｜≤0.5

Sn阴性对照滴度对数值，TCID50/ml

Su未经处理的样本感染滴度对数值，TCID50/ml

St经过处理的样本感染滴度对数值，TCID50/ml

如果满足上述值，则可以进行下一步试验。如果上述值＞0.5，这需要对中和剂进行调整。

06 零时刻的病毒回收

病毒滴加到对照表面后立即加入培养基进行洗脱回收（零时刻），然后用回收的病毒液来计算实验中病
毒的初始量。如果病毒太少，这可能表明该病毒存在问题。这个试验还可以得知从实验过程中回收的大
病毒量，可以用来评估经过了特定时间后对照表面中的病毒感染性是否有所降低。

07 额外的参考试验

所有上述这些试验对于确保正确解释抗病毒测试的结果以及验证有效测试的条件都具有重要意义。除了
上述的ISO 21702中对照试验之外，我们还设置了参考试验包括一个阳性对照材料和一个阴性对照材料。
阳性对照为经过验证的具有抗病毒特性的材料，阴性对照是惰性塑料或玻璃，即没有抗病毒特性的材料
。参考试验中阴性对照组几乎没有病毒被灭活，阳性对照组则可以确保试验准确进行，并且可以说明测
试条件满足材料抗病毒特性的评价。此外，它还可以比较我们的试验条件随时间的变化，以及不同实验
人员之间造成的误差。

就像任何科学实验一样，对照实验的数量往往会超过测试条件的试验数量！对照试验对于理解和解释整
个测试以及了解实验过程中哪里可能出错至关重要。
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