
3　讨论

　　Western-blotting 技术是检测细胞内蛋白质表达的
专用分析技术 ,但由于其检测系统通常采用酶促底物
显色法 ,因其灵敏度较低 、且显色缓慢而使其应用受到
一定限制。本研究使用的 Luminol-H2O2-HRP 系统建立

的Western印迹-增强化学发光法(ECL),它将Western-
blotting 的特异性和增强化学发光法的灵敏度结合起

来 ,提高了Western-blotting 技术的灵敏度 , 且发光信号
可稳定在 20 min无影响

[ 3]
。

　　电泳条件的选择是Western-blotting 技术的关键环
节之一 。国外绝大多数学者均采用 10%PAGE-SDS单

一浓度胶检测细胞周期蛋白的表达[ 4] ,本实验证实采
用 10%PAGE-SDS 和 6%PAGE-SDS 的堆积胶(Stack
gel)[ 5] ,80 V ,2.5 h ,可以将分子量大小不同的蛋白质
在很短的时间内 ,调节在同一起点上 ,分离效果优于单
一浓度胶 。
　　封闭可能结合非相关蛋白的位点也直接影响
Western印迹法的检测效果[ 5] 。因此在实验中我们对
封闭条件作了改进 , 选择的封闭液中含有 0.05%
Tween-20 ,4 ℃,4 h ,这样既不影响抗体与靶抗原的特
异性结合 ,又可有效降低非特异性结合背景。
　　Western印迹膜同时采用酶促底物显色和 ECL 试

剂检测 ,结果显示前者呈色浅 ,且非常缓慢 ,日光照射
4 h后即褪去;而ECL试剂可以快速(反应1 min)、清晰
地显示出所测靶蛋白的表达 ,大大提高了检测反应的
灵敏度 , 且所发的光可以持续稳定较长的时间(20
min)。结果显示 ,在未经作用的 K562细胞中 ,CyclinE

和Cdk2的表达增强;而在苦参碱作用后分化的 K562

细胞中 ,CyclinD1 和 cdk5 的表达增强。提示 Cyclin和

Cdk的表达与细胞增殖和分化密切相关。
　　目前 ,国外有关Western-blotting 检测细胞周期蛋白
表达的报道很多。大多数学者采用的蛋白质用量为 50

～ 100μg ,选择10%PAGE-SDS单一浓度胶 ,封闭条件为
25 ℃,30min ,而本实验采用NP-40裂解法制备细胞核 、
Stack胶分离蛋白质 、增强化学发光法检测 ,蛋白质用量
降低为30μg ,从而使该方法能更广泛地应用于难得标
本的分析 ,扩大了Western印迹技术的应用范围。
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超氧化离子水的体外杀菌试验

Experimental study of antimicrobial effect of super-oxidizad water

陈　萍 ,刘　丁 ,张志诚 ,邓光贵　　(第三军医大学附属大坪医院野战外科研究所感染监控中心 , 重庆 400042)

　　提　要:目的　研究超氧化离子水对细菌 、病毒的杀灭效果。方法　通过定量杀菌试验 、乙型肝炎表面抗原破坏试验 、金属腐
蚀性试验进行比较杀菌性能。结果　在无有机物存在的条件下 15 s可杀灭细菌繁殖体 , 作用 30 s可破坏乙型肝炎表面抗原 ,作用

10 s可杀灭枯草杆菌的芽孢 ,对金属腐蚀性小。结论　超氧化离子水对微生物有较强杀灭作用 ,可作为医院消毒使用。

　　超氧化离子水(Super-oxidized water)是将加入少量
氯化钠的自来水 ,通过离子隔膜电解 ,在阳极产生具有
1 100 mV以上的氧化还原电位(Oxidation reduction po-
tential ,ORP)和 pH 2.7以下的特殊离子水 。由于该水
的强氧化能力和低的 pH 值 ,对细菌微生物具有一定
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的抗菌活性[ 1] ,为了进一步评价超氧化离子水的消毒效
果 ,我们对其进行了有关实验的研究 ,现将结果报告如

下。

1　材料与方法

1.1　消毒剂的制备
　　超氧化离子水是在自来水中加入氯化钠 ,配制成氯化钠浓

度为 10%的水溶液 ,将氯化钠充分溶解后 , 通过连续式电解水
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生成器(日本三之水电器有限公司生产), 在阳极产生氧化还原

电位(ORP)高于 1 100 mV、pH 值低于 2.7的超氧化离子水。

1.2　菌悬液的制备
　　试验菌株为金黄色葡萄球菌(ATCC6538);大肠埃希菌

(ATCC25922);枯草杆菌变种芽孢(ATCC25922), 用生理盐水制
备成含菌量均各为 105～ 106 cfu/ml的悬液。

1.3　中和剂选择
　　①用含 0.1%硫代硫酸钠 、0.07%卵磷脂的复方中和剂[ 1] ,

0.03 mol/L磷酸盐缓冲液 , pH 7.2 ～ 7.4(用于定量杀菌试验)。
②0.5%硫代硫酸钠 , 20%小牛血清 , 0.02 mol/ L的磷酸缓冲

液 , pH 7.2～ 7.4(用于 HBsAg 破坏试验)。

1.4　定量杀菌试验
　　取菌悬液 0.5 ml加入到含 4.5 ml超氧化离子水中混匀振

摇 1 min 后 ,取 0.5 ml菌悬混合加入 4.5 ml中和剂 A中 , 混匀 ,
作用10 min 后 ,取其原液及稀释液 0.5 ml分别接种平皿 , 倾注

普通营养琼脂培养基并混匀。于 37 ℃孵箱培养 48 h , 计数菌
落 ,并计算出平均杀灭率 , 此试验均重复 3次。

1.5　HBsAg破坏试验
　　取 1 mg/ ml含5.0%小牛血清的HBsAg溶液 6μl , 加入到含

1.50 ml超氧化离子水的试管内 , 混匀 , 作用至规定时间后 , 分
别取0.30 ml加入到含 0.30 ml中和剂的试管中 , 混匀 , 作用 10

min后 ,取 0.10 ml进行 ELISA(北京万泰生物有限公司产)检
验 , 每个样品平行做两孔 , 取其平均 D450值 , 以 S/N<2.1 作为

HBsAg转阴的标准 , 试验重复 3次。

1.6　金属腐蚀性定量试验
　　试验采用称重法。 试验用铜 、铝 、不锈钢三种金属片外径

24 mm 小孔 ,试验前 , 将样片作清洗 , 去油后干燥处理 、精确称
重(精确度为 0.1 mg)。将每种样片分别放入超氧化离子水中

浸泡 ,浸泡量为 20 ml/ cm2 ,浸泡时间为 72 h , 每 24 h更换 1 次消

毒剂 , 浸泡完毕后 , 将样片洗净刷去锈迹干燥 、精确称重 , 计算

腐蚀速率。

2　结果

2.1　杀菌效果
　　在(20±2)℃水浴条件下 , ORP值为 1 100 mV , pH 值为2.42
的超氧化离子水原液对金黄色葡萄球菌及大肠埃希菌作用 30

s ,杀灭率可达到 99.91%;作用 5 min 后可达 100%。枯草杆菌
变种芽孢作用 10 min后 , 杀灭率可达 97%, 作用30 min 后 , 可达

100%,见表 1。

表 1　超氧化离子水对细菌的杀灭效果

作用不同时间的杀灭率(%)
试验菌 细菌的平均菌落数

(cfu/ml) 0.5 min 2 min 5 min 10 min

金黄色葡萄球菌 7.20×105 99.99 100.00 100.00 100.00
大肠埃希菌 4.92×10 99.99 99.99 100.00 100.00

枯草芽胞杆菌 8.40×105 0.00 20.70 60.71 97.00

2.2　对 HBsAg的破坏效果
　　在(20±2)℃水浴条件下 , ORP值为 1 100 mV , pH 值为 2.42

时的超氧化离子水作用30 s可破坏 HBsAg 抗原性 ,结果见表 2。

2.3　对金属腐蚀性试验
　　结果见表 3所示 , 以 72 h 连续浸泡之后 ,铝 、铜及不锈钢片

基本无腐蚀。

表 2　超氧化离子水作用不同时间对 HBsAg的破坏作用

作用时间(min)
阴性对照 阳性对照

0.5 1 2 5

D450 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005 1.176
S/N 1.32 1.0 1.0 1.0 387.500

表 3　超氧化离子水对不同金属腐蚀作用

试验样片 金属侵入前质量(g)金属侵入后质量(g) 腐蚀速率(mm/h)

不锈钢 3.4672 3.4672 0.0000

铝 1.1940 1.1938 0.0092

铜 3.6217 3.6216 0.0015

2.4　环境影响因素
　　超氧化离子水还受消毒作用时间的影响 , 作用时间越长 ,
杀灭率越高 ,同时有机物将严重降低超氧化离子水的作用。

3　讨论

　　超氧化离子水是国际上新开发出的一种高效 、无
毒 、价廉 、环保的全新消毒灭菌液 ,具有高氧化还原电
位 、低 pH值[ 1 ,2] 。本实验表明 ,能在较短时间内(30 s)
杀灭金黄色葡萄球菌 、大肠埃希菌 ,对枯草芽孢杆菌也
具有一定的杀灭效果 。同时 ,对乙肝病毒的 HBsAg 也

有破坏作用 。其杀菌原理 ,一是由于它具有很高氧化
还原电位(1 100 mV 以上),大大高于细菌及病毒等微
生物生存所依赖的细菌 、病毒等微生氧化还原电位
400 ～ 900 mV 的电环境 ,二是由于其强酸性的 pH 值

(2.7)失去了细菌及病毒等其它微生物的生存环境要
求 pH值在 4.0 ～ 9.0条件 。三是由于在其电离过程
中 ,出现了大量的HClO及活性氧(H2O2 及 O3)。通过
多种作用 ,迅速抑制 、破坏细菌生长所必需的酶 ,进而
杀灭微生物。作为一种新型广谱消毒剂 ,在医疗卫生 、
卫生防疫 、饮食服务 、食品加业 、家庭卫生等各领域具
有良好的应用前景。另外 , 结果显示超氧化离子水的
杀灭作用随着作用时间延长而加强 ,但有机物也可影
响杀菌力 ,同时 ,该水极不稳定

[ 2]
,因此在使用时 ,必须

树立严格工作态度 ,把好质量关尽量做到现用现配
[ 3]
,

生产的超氧化离子水尽量在 1周内用完 ,缩短贮存时
间 ,贮水最好避光 、密封 ,并注明制水日期 、电位 、pH值
等技术指标。应定期监测强氧化离子水的 pH 值及氧

化还原电位 ,确保其消毒效果 。
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