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冷冻食品包装材料表面病毒采样方法的有效性评价研究

赵柬云，李凤琴，王佳慧

（国家食品安全风险评估中心 国家卫生健康委员会食品安全风险评估重点实验室，北京 100021）

摘 要：目的 优化冷冻食品包装材料表面污染的病毒采样方法，并通过模拟冷冻食品包装材料表面被病毒污染

的不同场景，对不同材质的包装材料表面污染的病毒回收率进行研究。方法 在不同场景下，将实验用模式病毒

均匀涂抹到不同材质的包装材料表面，使用目前实验室及商品化试剂中可用的几种病毒采样缓冲液，应用不同的

采样方式进行样品采集，检测采集到的病毒半数组织培养感染剂量（TCID50）并计算回收率。结果 3 种采样缓冲

液中，Hank’s 平衡盐溶液对病毒的回收率最高，其次为 PBS 缓冲液和 MEM 培养基。5 种采样方法中，湿棉棒每涂

抹待采物品表面一次后旋转棉签位置再进行下一次涂抹的采样方法获得的病毒回收率最高。利用优化后的采样

方法在室温条件下对病毒污染后的不同材质的包装材料表面进行病毒采样，结果显示，光滑塑料和金属材质表面

的活病毒回收率分别为 10. 47% 和 3. 55%，而从硬质塑料、厚纸板、牛皮纸及木板材料表面无法回收到活病毒。而

对食品冷冻前后及不同场景的研究表明，光滑塑料表面在食品冷冻前后污染的病毒回收率分别为 92. 03% 和

4. 83%，金属表面则分别为 1. 27% 和 4. 94%；而硬质塑料表面仅在食品冷冻前被病毒污染的场景下可回收到活病

毒，回收率为 2. 26%；厚纸板材料仅在食品冷冻后被病毒污染的场景下可回收到活病毒，回收率为 1. 27%。结论

从物体表面回收活病毒情况依物表基质不同而异，该方法适用于较光滑的“硬质包装材料表面”污染活病毒的采

集。利用上述优化的采样方法可有效回收冷冻食品硬质包装材料表面污染的活病毒。
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Effectiveness evaluation of virus sampling method on the surface of different packaging
materials for frozen food

ZHAO Jianyun，LI Fengqin，WANG Jiahui
（National Health Commission Key Laboratory of Food Safety Risk Assessment, China National Center for

Food Safety Risk Assessment, Beijing 100021, China）

Abstract：Objective The sampling method of virus on food packaging surfaces was optimized. The virus recovery rate
on different material surfaces was studied by simulating different scenes of virus contamination on the surfaces of frozen
food packaging materials. Methods The virus was evenly coated on the surfaces of different materials in different
scenarios. Different buffers and different sampling methods were used for sampling residual virus. The virus recovery rate
was calculated by virus titer（TCID50）. Results Among the three sample buffers，Hank’s balanced salt solution had the
highest virus recovery rate，followed by PBS buffer and MEM media. Among the five sampling methods，the highest
recovery was to apply the wet swab once on the surface and then rotated for the next swabing. Using the optimized sampling
method to sample virus from the surfaces of different materials，the recovery rates of smooth plastic surface and metal
surface were 10. 47% and 3. 55%，while the living virus of hard plastic surface，thick cardboard surface，kraft paper and
wood surface could not be collected. The virus recovery rates of contaminated food on smooth plastic surface before and
after frozen were 92. 03% and 4. 83%，and that of and metal surface were 1. 27% and 4. 94%. In addition，the recovery
rate of hard plastic surface was 2. 59% in contaminated food before frozen，and the recovery rate of thick cardboard surface
was 1. 27% only in the contaminated food after frozen. Conclusion The virvs recovery rates varies depending on the
substrate of surfaces. This sampling method is suitable for collecting virus from smooth "hard surfaces". The residual virus
on frozen food packaging surfaces can be effectively collected by the sampling method optimized above as well.
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新型冠状病毒肺炎（Coronavirus disease 2019，
COVID-19）是 由 严 重 急 性 呼 吸 综 合 征 病 毒 2 号

（Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2，
SARS-CoV-2）引起的急性呼吸道疾病，已成为影响

全球卫生安全的重大突发公共卫生事件，该疾病主

要通过呼吸道飞沫传播和密切接触传播［1］。

目前，尽管没有直接证据表明 SARS-CoV-2可以

通过被污染的食品传播 ，但近期发生的一系列

COVID-19 事件提示，冷链食品有可能作为 SARS-

CoV-2 远距离传播的载体。2020 年 6 月 12 日，北京

发生与新发地批发市场经营的进口冷冻水产品相关

的 COVID-19暴发事件，并在处理进口三文鱼的砧板

上检测到了 SARS-CoV-2［2］。2020 年 7 月至 2021 年

6 月，我国至少报道了 9 起与进口冷链食品相关的

COVID-19 暴发事件，且在食品的外包装中均检测到

SARS-CoV-2。进一步的溯源调查发现，被 SARS-

CoV-2 污染的白虾和鳕鱼等进口冷链食品外包装是

事件的源头。尤其值得注意的是，首次从引发山东

青岛 COVID-19 暴发的进口冷冻鳕鱼外包装中分离

得到活的 SARS-CoV-2病毒。以上事件提示，在未经

严格防护的情况下，高风险人群反复长时间接触被

病毒污染的进口冷链食品有可能被 SARS-CoV-2 感

染而患病［3］，因此提高冷链食品外包装中 SARS-CoV-

2 的检出率，对及时切断病毒的传播途径、采取有效

控制措施降低后续疫情暴发意义重大。

与其他病毒不同，SARS-COV-2 在离开宿主后

仍可以存活一段时间，且病毒离开宿主后的存活时

间与病毒自身特性、物体表面的材质特性及环境条

件（如光照、温度、湿度等）等有关［4］。冷冻食品根据

加工类型不同，其使用的外包装材料各异，广泛使

用的外包装材料包括塑料、纸板、模压纸浆、不锈钢

或铝制品等，其中最常见的塑料材质中又有聚乙烯

（Polyethylene，PE）、聚丙烯（Polypropylene，PP）、聚对

苯二甲酸乙二醇酯（Polyethylene terephthalate，PET）
等［5］。目前有关 SARS-CoV-2 在食品包装材料表面

存活能力及存活时间的研究报道很少。有研究表

明，病毒在纸板、纸和织物等“软包装材料表面”上

的存活时间相对较短，而在塑料和钢铁等“硬质包

装材料表面”上的存活时间较长［6］。目前，我国食品

及食品包装材料表面 SARS-CoV-2 病毒采样方法以

《农贸（集贸）市场新型冠状病毒环境监测技术规

范》和《食品及食品包装表面中新型冠状病毒采样

与实时荧光 RT-PCR 检测方法》为依据实施，但文件

中对食品及其包装表面的病毒采样方法仅提出指

导性意见，未针对冷冻条件下食品及其包装材料表

面的病毒采样方法做出具体技术规定［7-8］。为评估

不同采样方式和目前市售的病毒采集缓冲液对冷

链食品包装材料表面污染的病毒回收率的影响，优

化出最佳病毒采样方法，本研究开展不同场景下冷

链食品包装材料表面污染的病毒采样方法有效性

评价研究，研究结果将为规范我国冷链食品包装材

料表面病毒的采集、提高病毒检出率、及时采取有

效控制措施提供依据。

1 材料和方法

1. 1 材料

1. 1. 1 病毒与细胞株

本研究选用与 SARS-CoV-2 具有相似病毒结

构、基因同源性较高的冠状病毒科冠状病毒属小鼠

肝炎病毒（Mouse hepatitis virus，MHV）作为实验用

模式毒株，替代 SARS-CoV-2 进行相关研究，该毒株

购于武汉菌种保藏中心［9］。病毒宿主细胞为小鼠神

经瘤母细胞 Nero-2a，购自北京绿源伯德生物科技有

限公司，涉及上述病毒与细胞的试验操作均在二级

生物安全实验室完成。

1. 1. 2 主要仪器与试剂

MEM 培 养 基 、胎 牛 血 清（Fetal bovine serum，

FBS）、胰蛋白酶（美国 Gibco 公司），PBS 缓冲液、

Hank’s 平衡盐溶液（合肥兰杰柯科技有限公司），96
孔板、细胞培养瓶（美国 Corning 公司），一次性无菌

涂菌棒、棉棒；选取的食品包装材料包括光滑塑料

袋、硬质塑料盒、金属盒子、木板箱、厚纸板箱和牛

皮纸袋。

二氧化碳培养箱（赛默飞世尔，美国），倒置显

微镜（奥林巴斯，日本），离心机（艾本德，德国）。

1. 2 方法

1. 2. 1 病毒悬液制备与滴度测定

将 MHV 病毒接种于 Nero-2a 细胞，置于 5%
CO2培养箱中 37 ℃条件下培养，当 80% 以上的细胞

出现细胞病变效应（Cytopathic effect，CPE）时，将细

胞反复冻融 3 次，回收病毒悬液储存于−80℃作为病

毒原液备用［10-11］。

病 毒 半 数 组 织 培 养 感 染 剂 量（Tissue culture
infective dose，TCID50）测 定 ：将 上 述 病 毒 悬 液 用

MEM 培养基进行 10 倍系列稀释后，加到铺有 Nero-
2a 细胞的 96 孔板中，每孔 100 μL，37 ℃培养 1 h
后，再向每孔加入 100 μL 含 2%FBS 的 MEM 培养

基，72 h 后测定 TCID50。当 TCID50 达到 105/mL 以
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上，可用于后续实验。

1. 2. 2 食品外包装材料表面病毒采样及方法优化

以表面非常光滑的塑料袋（简称光滑塑料袋）、

质地坚硬表面凹凸不平的塑料盒（简称硬质塑料

盒）、表面光滑的金属盒子（简称金属盒子）、用粗糙

木板定制的箱子（简称木板箱）、厚纸板箱和牛皮纸

袋 6 种不同材质的食品包装材料为研究对象，模拟

3 个场景进行实验。

场 景 一 ：室 温 条 件 下 ，取 100 μL 滴 度 为

TCID50=105/mL 的 病 毒 悬 液 滴 加 到 标 记 范 围 为

10 cm×10 cm 的 6 种包装材料表面，用涂菌棒涂抹

均匀，待液体晾干后对上述材料表面污染病毒的部

位进行采样。

场景二：室温条件下，将常温猪肉用不同包装

材料包装（或置于不同包材容器内），分别取 150 μL
滴度为 TCID50=105/mL 的病毒悬液滴加到标记范围

为 10 cm×10 cm 的包装材料表面，用涂菌棒涂抹均

匀后，置于−40 ℃储存过夜，次日取出并于室温下解

冻 20 min 后对包装材料表面污染病毒的部位进行

采样。

场景三：室温条件下，将常温猪肉用不同包装材

料（或置于不同包材容器内）包装后，置于-40 ℃冷冻

过夜，次日取出后，将 150 μL 滴度为 TCID50=105/mL
的病毒悬液滴加到标记范围为 10 cm×10 cm 的包装

材料表面，用涂菌棒涂抹均匀后，再次置于-40 ℃中

储存过夜，次日取出并于室温下解冻 20 min 后，对

包装材料表面污染病毒的部位进行采样。

1. 2. 3 样品采集

分别选取目前市售适于病毒采样用的 PBS 缓

冲液、MEM 培养基、Hank’s 平衡盐溶液 3 种商品化

病毒采样缓冲液，按照表 1 中设计的 5 种采样方法

进行病毒采样。

取样完成后，将上述棉签折去多余的木柄，将

棉签头置于含 1 mL 采样缓冲液的采样管中，在

25 ℃条件下 500 r/min 震荡 20 min，继而再涡旋震

荡 15 s 后，将缓冲液通过 0. 22 μm 的滤膜过滤到新

的离心管中，立刻测定缓冲液中病毒的 TCID50。

2 结果

2. 1 不同采样缓冲液对病毒回收效果的评价

以光滑塑料袋作为试验用包装材料，按场景一

的染毒方式，分别使用表 1 中的采样方法 2 和 3 对

塑料包材表面的病毒进行采样，样品采集后分别置

于不同的采样缓冲液中并计算病毒的回收率，结果

见表 2。由表 2 可见，无论应用采样方法 2 还是 3，
以 Hank’s 平衡盐溶液作为采样缓冲液时病毒的回

收率均最高，分别为 23. 44% 和 25. 12%；其次为

PBS 缓冲液，病毒回收率分别为 7. 24% 和 4. 17%，

用 MEM 培 养 基 作 为 采 样 缓 冲 液 的 病 毒 回 收 率

最低。

2. 2 不同采样方法对病毒回收效果的评价

选取光滑塑料袋为试验用包装材料，按场景一

的染毒方式，应用 2. 1 优化出的高病毒回收率的

Hank’s 平衡盐溶液作为采样缓冲液，开展 5 种不同

的采样方法对病毒回收率的影响研究，结果见表 3。
由表 3 可见，用采样方法 3 对包装材料表面污染的

病毒进行采样获得的病毒回收率最高，为 10. 47%；

其次为方法 5、方法 4 和方法 2，三者的病毒回收率

表 1 不同食品包装材料表面病毒的采样方法设计

Table 1 Design of virus sampling methods on the surface of
different packaging materials

方法编号

1
2
3
4
5

棉签干/湿 a

干

湿

湿

湿

湿

棉签采样时旋转/不旋转

旋转 b

旋转 b

旋转 c

不旋转

不旋转

棉签覆盖面积

全覆盖 d

全覆盖 d

全覆盖 e

全覆盖 d

全覆盖 e

注：a：湿棉签是将棉签在采样缓冲液中沾湿后再采样；b：在待采物品

表面从左到右、自上而下涂抹，涂抹时边旋转棉签边涂抹；c：在待采

物品表面从左到右依次有序涂抹，让整个棉签头尽可能全部接触待

采物品表面，每涂抹 1次后旋转棉签位置再进行下一次涂抹；d：为保

障待采物品表面的每个位点都被涂抹到，用棉签对每个位点进行反

复、多次涂抹；e：棉签在待采物品表面只涂抹 1次，不可反复、多次

涂抹

表 2 不同采样缓冲液对塑料包装材料表面污染病毒的

回收情况比较

Table 2 Comparison of virus recovery rates on plastic
packaging surface using different sampling buffers

采样缓冲液

Hank’s
PBS
MEM培养基

采样方法 2
TCID50平均

值/（/mL）
103.37
102.86
—

病毒回收

率/%
23.44
7.24
—

采样方法 3
TCID50平均

值/（/mL）
103.40
102.62
—

病毒回收

率/%
25.12
4.17
—

注：—代表 TCID50值太低无法计算。表中的数字为每组实验重复

3次，取平均值

表 3 不同采样方法对塑料包装材料表面污染的

病毒回收情况比较

Table 3 Comparison of virus recovery rates on plastic
packaging surface using different sampling methods

采样方法

方法 1
方法 2
方法 3
方法 4
方法 5

TCID50平均值/（/mL）
—

102.33
103.02
102.45
102.55

病毒回收率/%
—

2.14
10.47
2.82
3.55

注：—代表 TCID50值太低无法计算，表中的数字为每组实验重复

3次，取平均值
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近似，分别为 3. 55%、2. 82%、2. 14%；采用方法 1 干

棉签采样获得的病毒回收率最低。

2. 3 不同材质表面病毒回收效果评价比较

应用 Hank’s 平衡盐溶液作为采样缓冲液，采

取 2. 2 中优化出的方法 3 对 6 种不同材质包装材

料表面污染的病毒进行采样，并计算回收病毒的

TCID50值与病毒回收率，结果见表 4。由表 4 可见，

从物体表面回收活病毒情况依物表基质不同而异，

场景一中，光滑塑料袋与金属材质表面污染的活病

毒回收率分别为 10. 47% 和 3. 55%，而硬质塑料盒、

木板箱、厚纸板箱和牛皮纸袋材质表面的回收的活

病毒 TCID50值太低无法计算，因此常温条件下，光滑

塑料包装材料表面一旦被病毒污染，比其他材质表

面更容易采集并检出活病毒；场景二中，活病毒回收

率由高到低依次为光滑塑料袋（92. 03%）>硬质塑料

盒（2. 26%）>金属盒子（1. 27%），而从木板箱、厚纸

板箱和牛皮纸袋表面的回收的活病毒 TCID50值太低

无法计算，说明无论冷冻还是常温条件下，光滑塑料

和金属表面由于表面光滑，一旦被病毒污染即容易

被采集和回收，该情况在场景三中进一步得到证实，

两种材质包装表面的病毒回收率分别为 4. 83% 和

4. 94%。因此，光滑塑料表面和金属表面一旦被病

毒污染，于 3 个场景下活病毒回收率均较高，其中以

光滑塑料表面在场景二下的活病毒回收率最高

（92. 03%），其 次 是 场 景 一（10. 47%）和 场 景 三

（4. 83%）。金属表面被病毒污染后，采样检测结果显

示病毒回收率从高到低依次为场景三（4. 94%）>场
景一（3. 55%）>场景二（1. 27%）。硬质塑料盒仅在

场景二下的活病毒回收率较高（2. 26%），厚纸板箱

仅在场景三下有活病毒的回收（1. 27%）。木板箱与

牛皮纸袋表面在任何场景下即使被病毒污染，采样

后也无法检测到活病毒。

3 讨论

目前因我国对新冠肺炎感染防控采取了人物

同防的控制策略，国产食品及其包装材料受 SARS-

CoV-2 污染的几率极低，且全国疾控系统组织的对

冷链食品及其生产经营场所中 SARS-CoV-2 污染的

监测结果表明，SARS-CoV-2 大多存在于进口冷链

食品的外包装表面或者食品表面，因此认为污染事

件极有可能发生在冷链食品出口国的生产、运输等

全链条的卸货、搬运等环节［12］。相关研究表明，与

被病毒污染的表面间接接触是呼吸道病毒的重要

传播途径之一［13-14］。因此，对进口冷链食品或其包

装表面进行 SARS-CoV-2 的污染监测十分必要。本

研究结果也为进一步完善《农贸（集贸）市场新型冠

状病毒环境监测技术规范》和《食品及食品包装表

面中新型冠状病毒采样与实时荧光 RT-PCR 检测方

法》中对食品及包装表面采样方法的修订，提高病

毒的检出率提供依据。

本研究结果显示，市售的商品化病毒采样液

中，以 Hank’s 平衡盐溶液作为采样缓冲液对病毒

的回收率最高，其次为 PBS 缓冲液，而 MEM 培养基

无法有效回收食品包装材料表面污染的病毒。究

其原因，可能是由于 Hank’s 平衡盐溶液构建的中

性环境有助于增加病毒的生存时间和感染稳定性，

因此实际工作中建议不采用 MEM 培养基作为病毒

采样缓冲液。本研究模拟的 5 种采样方法中，将棉

签用 Hank’s 平衡盐溶液沾湿，在待采物品表面涂

抹一次后旋转棉签位置再进行下一次涂抹的方式

回收的病毒量最高，这是因为这种采样方法可扩大

棉签与物表的接触面积，促使材料表面污染的病毒

尽可能多地被吸附于棉签头上；另外采样时在待采

物品表面只涂抹一次，不反复、多次涂抹，可以降低

棉签上的病毒因反复涂抹而重新黏附到被采物品

表面导致的病毒损失。尽管本研究已对食品包装

材料表面的病毒采样方法进行优化，但病毒回收率

仍然较低，分析认为主要由以下两点原因导致：病

毒涂抹、棉签吸附、对病毒采样缓冲液过滤等步骤

表 4 在不同场景下各种材质包装材料表面污染病毒的采样和 TCID50测定情况

Table 4 Sampling and TCID50 determination of viruses on different packaging material surfaces under different scenarios

材料

光滑塑料袋

硬质塑料盒

金属盒子

木板箱

厚纸板箱

牛皮纸袋

场景一 a

TCID50
平均值/（/mL）

103.02
—

102.55
—

—

—

病毒回收率/%
10.47
—

3.55
—

—

—

场景二 b

TCID50
平均值/（/mL）

104.14
102.53
102.28
—

—

—

病毒回收率/%
92.03
2.26
1.27
—

—

—

场景三 c

TCID50
平均值/（/mL）

102.86
—

102.87
—

102.28
—

病毒回收率/%
4.83
—

4.94
—

1.27
—

注：—代表 TCID50值太低无法计算，表中的数字为每组实验重复 3次，取平均值；a场景一：常温条件涂抹病毒，b场景二：常温条件涂抹病毒后冷

冻，c场景 3：冷冻条件涂抹病毒后再冷冻
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均会造成病毒的损失；其次，本研究中的病毒检测

方法采取的是分离培养法，病毒滴度的测定采用

TCID50 法，该方法仅可反映分析时采样缓冲液中仍

具有感染活性病毒的量，并不包括溶液中死亡的病

毒。而目前我国对于样本的检测方法主要是采取

RT-qPCR 方法，该方法虽然灵敏度高，检测的是采

样缓冲液中包括死亡及存活所有病毒的核酸片段，

并不能反映悬液中的活病毒情况及活病毒的量。

为了评价不同包装材料表面污染病毒后的采

样效果，本研究选取光滑塑料袋、硬质塑料盒、金属

盒子、木板箱、厚纸板箱和牛皮纸袋 6 种不同材质

的食品包装材料表面来评价开展实验。结果显示，

光滑塑料与金属表面污染病毒后，采用优化出的采

样方法可有效回收活病毒，其中光滑塑料表面的病

毒回收率最高，而硬质塑料、木板、厚纸板和牛皮纸

材料表面无法计算病毒 TCID50值。CHIN 等［15］的研

究结果表明，常温下 SARS-CoV-2 在塑料表面和不

锈钢表面的存活时间相较纸质文件、钞票和邮件包

装纸上存活时间长。此外，纸质、木头这类“软包装

材料”表面不光滑且干燥，因此较易吸附悬液中的

病毒而导致无法有效回收；而硬质塑料表面凹凸不

平，棉签头采样时较难与凹处接触，造成存在于凹

处的病毒用棉签无法有效采集到。以上是导致这

些食品包装材料表面病毒回收率低的重要原因。

为模拟冷冻食品外包装表面在卸货、搬运等流

通环节被病毒污染的不同场景，本研究分别设置了

食品包装材料表面在常温下被病毒污染后冷冻，以

及冷冻条件下污染病毒再冷冻的 2 个场景，之后进

行采样。结果显示，木板与牛皮纸材料表面在 2 个

场景下均无法有效回收病毒。常温污染后再进行

冷冻，从光滑塑料、硬质塑料以及金属材质表面均

可有效回收活病毒。其中光滑塑料材质表面的病

毒回收率最高，达 92. 03%，明显高于冷冻食品包装

材料表面污染病毒后再冷冻，这可能是因为冷冻前

污染病毒，病毒可均匀分布于包装材料表面，且采

样时光滑塑料表面的病毒液经 20 min 解冻后完全

变为液体，极易采集。而在冷冻食品包装材料表面

污染病毒，虽然从金属材料、光滑塑料和厚纸板材

料表面均可回收到活病毒，但回收率均低于 5%。

其中，厚纸板材料表面可以回收到活病毒，推测是

由于在冷冻条件下，病毒悬液未被材料完全吸收，

并且经 20 min 解冻后，材料表面结霜，因此有助于

材料表面活病毒的采集回收。需要指出的是，虽然

物表在室温条件被病毒污染的场景下，从硬质塑

料、厚纸板、牛皮纸和木板材质物体表面没有回收

到有感染性的活病毒，但可通过 RT-qPCR 方法检测

到病毒核酸片段。并且实际工作中从用上述材质

包装的冷冻或冷藏食品的外包装涂抹样品常检测

到病毒核酸片段，这是因为这些材质物表的吸水性

较强，病毒极易被物表所吸收，表面干燥而导致不

易采集病毒；或物体表面凹凸不平病毒极易进入凹

陷的表面空隙中，从而导致活病毒采集分离困难。

而核酸片段的检测远比活病毒分离简单，既包括了

活病毒，也包括了死亡状态的病毒，因此检测阳性

结果的概率远高于活病毒分离。

本研究比较了不同病毒采样方法对污染了活

病毒的样本中病毒回收效果的影响，且对不同包装

材料上的活病毒采样效果进行了定量评价，最终优

化出适用于不同食品包装材料上污染病毒的高效

采样方法。结果表明该方法适用于较光滑的“硬质

包装材料表面”污染活病毒的采集，且可有效回收

冷冻食品硬质包装材料表面污染的活病毒，为科学

评估 SARS-CoV-2 病毒通过冷链食品包装材料传播

到人的风险提供技术支持。
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