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摘要 以大肠杆菌噬菌体 ×作为模式病毒 研究了蛋白酶对病毒的灭活作用 试验结果表明 蛋白酶灭活病毒的效果明显 适

宜条件下 1∏的蛋白酶 处理 对纯水中病毒1 ≅ °ƒ 和生活污水中病毒1 ≅ °ƒ 灭活率分别

达到了 1 和 1  处理 的灭活率分别是  1 和 1  工业蛋白酶 在 1∏酶浓度下处理 对纯

水水中病毒1 ≅  °ƒ 灭活率达到 1   和温度对病毒灭活效果的影响不明显 
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  年春季爆发的 ≥  ≥疫情引起了人们对

医疗污水消毒的高度关注 在消毒过程中主要使用

液氯 !次氯酸钠 !二氧化氯以及过氧乙酸等消毒剂 

其中以次氯酸钠消毒居多 现有技术中 多数存在药

剂贮运不便 !设备故障率高及操作复杂等问

题≈ ∗  而且过氧乙酸本身对人体有直接的危害作

用 而以氯为主的消毒方法有产生毒副产物的潜在

危害≈ ∗  因此 新型消毒技术的开发研究已经成

为当务之急 

病毒外层结构一般以衣壳蛋白为主 衣壳蛋白

保护病毒使其免受环境因素的影响 决定病毒感染

的特异性 使病毒与宿主细胞表面的特定部位有特

异亲合力 比如 ≥  ≥病毒的棘突蛋白 ≥≈ ∗  !大肠

杆菌噬菌体 × 的尾丝蛋白
≈等 本研究以噬菌体

×作为模式病毒 以蛋白酶对病毒衣壳蛋白进行破

坏 从而干扰病毒与宿主细胞的结合为出发点 探讨

了利用蛋白酶对污水中病毒进行灭活的可行性 

1  材料与方法

1 1  试验材料

大肠杆菌噬菌体 × 及其宿主大肠杆菌  中

科院武汉病毒研究所 !蛋白酶 ∞ ≤ !中性工

业蛋白酶  北京某酶制剂公司 !福林酚

≥  等 

1 2  蛋白酶活性测定

采用福林法≈ ∗  显色温度  ε ?  ε 

值 1 蛋白酶 先用无菌水稀释成一定浓度的储

备溶液 分析得到 2酪氨酸浓度χ)与吸光度( Α)

之间的线形关系 : χ  1 Α , Ρ  1 .根据样

品测得 Α值 ,求得样品的酶活力单位 .个酶活力

单位定义为 : γ 固体酶粉或 液体酶 在  ε

?  ε 和 1条件下 水解酪素产生 Λ酪

氨酸 以 ∏或 ∏表示 本试验测得蛋白酶 

储备溶液的酶活力为  ∏工业蛋白酶 

酶活力为  ∏

1 3  噬菌体 ×浓缩液的制备与保存
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噬菌体 ×浓缩液的制备程序 大肠杆菌 ψ接

入 培养液  ε !条件下培养过夜 ψ接

入噬菌体 × ψ裂解透明液 ψ加入幼龄大肠杆菌培

养物 ψ调节  为中性 ψ 高速离心 ψ

1Λ微孔滤膜过滤 滤过液即为噬菌体 × 浓缩

液 浓缩液密封后置于  ε 冰箱保存备用 

1 4  病毒感染活性的测定≈

本研究选用的病毒是环境病毒学常使用的模式

病毒≈ ∗  ) ) ) 大肠杆菌噬菌体 × 以下称为病

毒 感染活性采用双层琼脂平板法进行测定 底层

为 培养基 上层培养基中含有 1

培养基 !待检测的病毒溶液和 1的大肠

杆菌培养物 倾倒后 平板置于  ε 的生化培养箱

中培养  ∗ 计数空斑单位°ƒ  一个 °ƒ  计

为一个具感染活性的病毒 

1 5  蛋白酶 对纯水中病毒的灭活试验

试验在空气浴恒温摇床上进行 摇床转速固定

在 左右 使用无菌水将病毒浓缩液进行适

当稀释 分装入 的离心管中 每管 根据试

验设计的酶浓度 加入一定体积的蛋白酶 储备溶

液到离心管中如无特殊说明 以下试验同此  ε

恒温摇床振荡 每隔 取样进行有感染活性病毒的

测定 以不加酶的病毒稀释液中有感染活性的病毒

数为对照 计算病毒灭活的百分率 所有试验均设 

个平行样 结果取平均值 以下同 

1 6  酶浓度 ! !温度对蛋白酶 灭活纯水中病毒

的影响试验

采用单因素分析试验 分别考察蛋白酶浓度

1∏!1∏!1∏ 1 !1 !

1 !1 !温度 ε ! ε ! ε 对病毒灭活效果

的影响 除温度因素试验在 1条件下进行外 

其他试验起初均选在 1条件下进行  和温

度因素试验选用酶浓度为 1∏试验中每

采样测试 次 共 次 

1 7  蛋白酶 在适宜条件下对纯水和生活污水中

病毒灭活效果的比较试验

生活污水取自当日北京市海淀区市政污水管网

某处 首先调节污水  为 1 然后使用 1Λ

的微孔滤膜预先灭菌在无菌条件下过滤除菌 添

加 病毒稀释液 在温度  ε !1 时 考察

了蛋白酶浓度 1∏!1∏对纯水和生活

污水中病毒的灭活效果 

118  工业蛋白酶在适宜条件下对纯水中病毒

的灭活效果试验

将 1的工业蛋白酶 捣碎并尽量溶解

在  为 1 的纯水中折合蛋白酶浓度

1∏ 经  层纱布过滤不溶残渣后 转入

锥形瓶中 添加 病毒稀释液 同上法进

行病毒灭活试验 

2  结果与讨论

2 1  蛋白酶 对纯水中病毒的灭活作用

图 为蛋白酶 对水中病毒灭活效果图 可以

看出 蛋白酶 对病毒的灭活作用明显 即使在

1∏的低浓度水平下 也有比较明显的病毒

灭活效果 内对浓度为 1 ≅ °ƒ 的病毒

灭活率高于 1  随着酶浓度的增加 灭活速度

加快 当酶浓度为 1∏时 以内对同样浓

度的病毒的灭活率为 1  实验中发现 蛋白酶

的灭活作用是一个比较缓慢的过程 在低浓度下随

着时间的延长 灭活率会缓慢上升 在 1 ∏

的浓度水平下 的病毒灭活率达到了 1  

图 1  蛋白酶 Κ对病毒的灭活效果

ƒ  ∞ √ √

212  影响蛋白酶 灭活水中病毒的因素

图 反映了酶浓度对病毒灭活率的影响 是对

图 在 内病毒灭活效果的细化 可以看出 如果

要求在 内灭活几乎所有病毒 那么 1∏的

酶浓度已经可以满足处理要求 蛋白酶 灭活病毒

的具体浓度选择可能与水中病毒的浓度 !要求灭活

的时间 !效果来决定 要考虑废水处理的成本因素 

低酶浓度虽然最终也可以达到几乎同样的处理效

果 但需要更长的处理时间 因而会增加病毒灭活程

序的运行成本 

图 和图 分别显示了  和温度对蛋白酶灭

活病毒效果的影响 病毒浓度 1 ≅  °ƒ 可
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图 2  蛋白酶 Κ浓度对灭活效果的影响

ƒ  ∞ √ 

图 3  πΗ对灭活效果的影响

ƒ  ∞ √ 

图 4  温度对灭活效果的影响

ƒ  ∞∏√ 

以看出 1 时的病毒灭活速度最大 但  在

1以下时对灭活效果的影响不是十分明显 只有

当  达到 1时才会出现灭活效果的显著下降 

图 结果表明 病毒灭活速度随着温度的升高有所

上升 但总体来说 温度的影响也不是很大 由此可

见  !气温的波动对病毒灭活效果的影响不是很

显著 这就为实际废水的处理提供了有利条件 

2 3  蛋白酶 在适宜条件下对纯水和生活污水中

病毒的灭活效果

图 为蛋白酶 在 1 ! ε 的条件下对纯

水和生活污水中投加病毒的灭活效果 病毒浓度分

别为 1 ≅ °ƒ 和 1 ≅ °ƒ 对于纯

水中的病毒 在 1∏的酶浓度下作用 可以

取得  左右的灭活效果 以后的灭活率达到

1 的水平 加大酶浓度至 1∏可以进一

步加快灭活速度 就可以取得 1 的灭活效

果 图 为处理前后噬菌斑对照 相比之下 酶对于

污水中病毒的灭活效果要差很多 提高酶浓度也可

以加快灭活速度 但是 即使在 1∏的浓度下

的灭活率也仅为 1  实际污水中存在蛋白等

容易与病毒产生竞争作用的物质 造成了蛋白酶灭

活效果的下降 当污水先经过生物处理 其中的污染

物被分解以后 蛋白酶对病毒的灭活应该可以得到

改善 有关这一点需要进一步探讨 

图 5  蛋白酶 Κ对纯水和生活污水中病毒灭活效果对比

ƒ  ≤ √  √∏

   

图 6  处理前后的 ΠΦΥ蛋白酶浓度  ∏

ƒ  °ƒ  

1∏
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214  工业蛋白酶在适宜条件下对纯水中病毒

的灭活

从实际应用的角度看 使用纯酶进行污水消毒

的成本过高 只有使用价格低廉的工业蛋白酶才能

有经济竞争力 图 是利用工业蛋白酶 对纯水

中 ×病毒进行灭活的结果 可以看出 中性工业蛋

白酶 有一定的灭活作用 在 1∏的酶浓

度下 对浓度为 1 ≅ °ƒ 的病毒 内能够

灭活 1 左右 比蛋白酶 对病毒的灭活效果要

低很多蛋白酶 在 1∏浓度水平 病毒

灭活率在 1   工业酶和纯酶在灭活效果方面

存在显著差异 其原因需要进一步研究 

图 7  工业蛋白酶对纯水中病毒的灭活效果

ƒ  √ ∏

√∏  

2 5  讨论

实验结果表明 即使使用工业蛋白酶也可以实

现一定的病毒灭活效果 用蛋白酶替代常规消毒剂

具有一定的可行性 蛋白酶消毒法的主要作用机制

是破坏病毒衣壳蛋白结构 对于病毒类具有广谱适

用性 该方法的优点是消毒剂本身无害 而且不产生

有害消毒产物 在灭活过程中 可以推测 蛋白酶或

者作用于 ×的尾丝蛋白其识别位点是大肠杆菌 

脂多糖外膜中的二糖基残基 或者作用于整个衣壳

蛋白 总之使其丧失了侵染活性 如果推测成立 那

么此方法就有望应用于 ≥  ≥病毒的方便 !快速灭

活 当然 本研究目前还仅是一个开始 在灭活机理

和在处理核酸具有感染性的病毒以及运行工艺的选

择等问题上还有许多需要探讨和完善的地方 有待

进一步深入研究 

3  结论

 适宜条件下 1∏浓度的蛋白酶 

处理 对纯水和生活污水中病毒灭活率分别达到

了 1  和 1  处理 的灭活率分别是 

1 和 1  

 蛋白酶灭活病毒的效率在 1 ∗ 1的

范围内变化不大 在  ε ∗  ε 范围内温度对灭活

效率的影响也不明显 

工业蛋白酶 在 1∏酶浓度下处

理 对纯水中病毒灭活率达到 1  
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