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不同波长 LED 光源灭活病毒效果对比及机制研究 

王超杰 1,2，邓江 2，赵宁 2，李佳旭 1,2，韩勇娇 1,2，李明媛 1 

(1. 天津科技大学生物工程学院，天津 300457；2. 军事医学研究院，北京 100850) 

摘要：光灭活是环境病原微生物消杀的重要手段，传统短波紫外线（UVC）存在安全隐患，而长波紫外线（UVA）

365 nm 及可见光 405、450 nm 等较长波长光源因安全性和穿透性优势受到关注。本研究在无外源性光敏剂条件下，

采用上述 3 种 LED 单波长光源，通过含薄片状聚氯乙烯（PVC）通道的辐照装置（蠕动泵控液），校准光谱及能量

后，以伪狂犬病病毒（PRV）和辛德毕斯（Sindbis）病毒为对象，比较不同液面高度、照射时间的灭活效果，并结

合扫描电子显微镜和活性氧（ROS）去除实验探究其灭活机制。结果显示，365 nm 波长照射的灭活效果最优，20 min

低液面下对两种病毒的滴度下降分别达 2.31 和 3.63，显著优于 405 nm 及 450 nm 波长的灭活效果；进一步实验证实

ROS 的产生参与 365 nm 灭活过程。总之，本研究证实 365 nm 光源照射对病毒灭活损伤作用显著优于 405、450 nm

照射，是目前符合生物安全的较优波长光源选择。 

关键词：LED 光源；病毒灭活；光灭活机制；伪狂犬病毒；辛德毕斯病毒 
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Comparison of Virus Inactivation Efficacy of LED Light Sources with 

Different Wavelengths and Study on the Mechanism 

WANG Chaojie1,2，DENG Jiang2，ZHAO Ning2，LI Jiaxu1,2，HAN Yongjiao1,2，LI Mingyuan1 

(1. College of Biotechnology, Tianjin University of Science & Technology, Tianjin 300457, China； 

2. Academy of Military Medical Science, Beijing 100850, China) 

Abstract:Photoinactivation is an important means for disinfection of environmental pathogenic microorganisms. Traditional 

short-wavelength ultraviolet (e.g., UVC) has safety risks due to its high energy, while longer-wavelength light sources such 

as 365 nm (UVA) and 405, 450 nm (blue-violet light) have attracted attention for their advantages in safety and penetrability. 

Under the condition of no exogenous photosensitizers, this study used the above three single-wavelength LED light sources. 

Through an irradiation device with thin PVC channels (liquid controlled by a peristaltic pump), after calibrating the 

spectrum and energy, PRV and Sindbis viruses were used as subjects to compare the inactivation effects under different 

liquid levels and irradiation times, and the mechanism was explored through electron microscopy and ROS scavenging 

experiments. The results showed that 365 nm exhibited narrow-spectrum emission and had the best inactivation efficacy. The 

titer reduction of the two viruses under low liquid level for 20 min reached -2.31 and -3.63, respectively, which was 

significantly better than the other two wavelengths, and the effect under low liquid level was better. Electron microscopy 

showed that the viral capsids were intact. ROS scavenging experiments confirmed that ROS was involved in inactivation and 

there might be direct damage to genetic material.  
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病毒作为高度传染性病原微生物，对全球公共

卫生构成持续威胁。光灭活技术凭借无化学残留、

操作便捷等优势，已成为医疗环境消毒、食品加工

安全等领域杀灭病原微生物的核心手段之一。传统

灭活光源多依赖短波紫外线（UVC，200~280 nm），

其通过破坏微生物遗传物质实现高效灭活[1-3]，但高

能量特性易导致眼角膜损伤、皮肤癌患病风险增加

等风险[4-6]。近年来，长波紫外线（UVA）波段 365 nm

及可见光 405、450 nm 等较长波长光源因安全性更

高、穿透能力更强，逐渐成为研究热点[7-9]。 

尽管当前研究较多，但仍存在不足限制了其在

实际场景中的广泛应用。多数研究依赖光源与外源

性光敏剂（如亚甲蓝、核黄素等）的联合使用，虽

然能增强灭活效果，但是光敏剂的化学残留易造成

环境负担，且增加成本与回收处理难度[10-11]，单纯

光照灭活的深入研究明显不足。此外，纯光照灭活

研究多聚焦单一病毒或单一波长[12-13]，缺乏对不同

病毒株的广泛验证与多波长光源的平行比较。因此，

亟需对 3 种波长光源的灭活效果进行全面、综合的

比较，以确定最优技术方案。 

本研究以伪狂犬病病毒（PRV）和辛德毕斯

（Sindbis）病毒为 DNA、RNA 病毒的指示病毒，二

者安全性高、结构明确、代表性强，常用于灭活技

术与消毒方法的评价，能有效反映不同类型病毒的

光灭活规律，在无外源性光敏剂条件下，系统开展

病毒灭活效果的平行比较。首先，建立多波长 LED

光源灭活仪器平台，以系统筛选最优光源的灭活参

数；其次，系统比较 365、405、450 nm 单波长 LED

光源在不同液面高度和不同照射时间下的灭活效果，

并基于双波长复合光源实验探究其协同作用；最后

结合扫描电子显微镜形态观察及活性氧（ROS）干预

实验，揭示光灭活的机制，进而探索 UVA 在安全光

谱范围内的病毒灭活潜力，以及其在对光敏生物制

品（如血液制品）灭活中的可行性。 

1 材料与方法 

1.1 病毒与细胞 

病毒株 PRV 和 Sindbis，均由实验室保存。宿主

细胞为 Vero 细胞，培养于含 10%胎牛血清的 MEM

培养基中，在 37℃、5% CO2 培养箱中传代。 

1.2 实验过程 

1.2.1 光源与辐照装置 

光源与辐照装置采用 365、405、450 nm 单波长

LED 光源，使用 LS125 型多探头紫外辐照计（深圳

市林上科技有限公司）校准光谱特性及光输出功率，

测定不同功率百分比下的能量密度，绘制能量-功率

曲线，校准至目标辐照功率 150 mW/cm2，确保 3 种

波长光源的辐照能量一致。辐照装置含薄片状聚氯

乙烯（PVC）通道（低液面液面厚度约为 3.1 mm，

高液面液面厚度约为 6.2 mm），通过蠕动泵（转速

50 r/min）稳定推动液体流动，确保病毒液均匀受照。 

 

图 1 LED 光源辐照灭活装置 

Fig.1 LED light source irradiation inactivation device 

1.2.2 病毒灭活实验 

测定每 0.1 mL 的半数组织培养感染量（TCID50），

计算其常用对数值，即为病毒滴度（用符号 D 表示）。

取病毒悬液（DPRV：5.5~5.6；DSindbis：6.2~6.7）加入

PVC 通道，分别在 365、405、450 nm 光源下照射

10 min 和 20 min，设置同管内病毒原液未照射组为

对照。低液面（3.1 mm）和高液面（6.2 mm）条件

下分别进行实验，每组 4 次重复。 

1.2.3 机制验证实验 

分别取灭活前后的病毒液各 1mL，加 2.5%戊二

醛（分析纯）4℃固定 2h，PBS 洗 3 次，梯度乙醇脱

水后 CO2 临界点干燥，喷 5nm 金膜[14]。用 SU8100

型扫描电子显微镜（加速电压 10kV）选 5 个视野观

察，ImageJ 统计直径≥100 nm 的病毒颗粒，对比灭活

前后形态差异。 

ROS 干预实验：在病毒悬液中分别加入终浓度

100 U/mL 的过氧化氢酶（北京索莱宝科技有限公司）

和 50 mmol/L 的甘露醇（北京索莱宝科技有限公司），

与未加试剂组（正常灭活组）比较灭活效果差异。 

1.3 数据收集 
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1.3.1 病毒滴度检测 

采用微量细胞培养法，将处理后的病毒液进行

10 倍梯度稀释，接种于 96 孔板中的宿主细胞，培养

3 d 后观察细胞病变效应。采用 Reed-Muench 法计算

病毒滴度，即测定每 0.1 mL 的半数组织培养感染量

（TCID50），计算其常用对数值，即为病毒滴度（用

符号 D 表示）。病毒滴度的变化值按照式（1）计算。 

ΔD=L-d(s-0.5)（1） 

式中：L 为最高稀释度的常用对数，d 为稀释度常用

对数之间的差，s 为阳性孔比率总和。 

1.3.2 光谱与形态学数据 

记录 3 种光源的发射光谱（半峰宽、峰值波长）、

能量密度-功率校准曲线；扫描电子显微镜下观察病

毒颗粒的形态完整性。 

1.4 实验重复与质量控制 

所有实验均独立重复 4 次，结果以“平均值±标

准差”表示。病毒滴度检测设 8 个复孔，空白对照

组（未接种病毒的细胞）用于排除污染干扰，确保

数据可靠性。 

1.5 统计分析 

采用 GraphPad Prism 8.0 软件进行统计分析。多

组间比较采用单因素方差分析（ANOVA），组内两

两比较采用 Dunnett-t 检验；P<0.05 为差异具有统计

学意义。 

2 结果与分析 

2.1 光源光谱特性及能量校准 

LED 光源的归一化发射光谱以及不同波长光源

在不同功率百分比下的能量密度曲线如图 2 所示。

实验所用 365、405、450 nm 3 种 LED 光源均呈现窄

谱发射特征，其发射峰分别位于 365 nm、405 nm 和

450 nm 附近，半峰宽较窄且无明显杂散光干扰，可

满足单波长照射实验的要求。为确保不同波长光源

在灭活实验中对样品的辐照能量一致，405、365、

450 nm 光源达到 150 mW/cm2 时的功率百分比分别

为 9%、25%、62%，校准至目标辐照功率 150 mW/cm2。 

 

（a）光源光谱图 

 

(b) 归一化光源辐照能量 

图 2 LED 光源的归一化发射光谱以及不同波长光源在不同功

率百分比下的能量密度曲线 

Fig.2  Normalized emission spectrum of LED light source 

and energy density curves of light sources at different 

wavelengths under varying power percentages  

2.2 不同波长光源对 PRV 病毒灭活效果比较 

PRV 病毒在低液面和高液面条件下的灭活效果

如图 3 所示。结果表明，365 nm 波长具有最优的灭

活性能。在照射 20 min 时，365 nm 处理组病毒滴度

下降在低液面达 2.31，高液面达 1.31 ；照射 10 min

时，低液面和高液面分别达 1.44 和 0.78 ，明显优

于 405 nm（低液面 0.81，高液面 0.63）和 450 nm（低

液面 0.81，高液面 0.53）处理组的灭活效果。所有

波长条件下均表现出明显的液面效应，这一结果确

认了短波紫外线在 PRV 病毒灭活中的技术优势，为

后续病毒种类间敏感性比较提供基础数据。 

 
（a）PRV 低液面灭活效果 
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（b）PRV 高液面灭活效果 

图 3 PRV 病毒在低液面和高液面条件下的灭活效果 

Fig.3  Inactivation effect of PRV virus under low and high 

liquid level conditions 

2.3 不同波长光源对 Sindbis 病毒灭活效果比较 

Sindbis 病毒在低液面和高液面条件下的灭活效

果如图 4 所示。3 种波长 LED 光源对 Sindbis 病毒均

呈现时间依赖性的灭活特征，其中 365 nm 波长表现

出最优的灭活效果。在照射 20 min 时，365 nm 处理

组病毒滴度下降显著：低液面达 3.63，高液面达 1.97；

照射 10 min时，低液面和高液面分别达 1.25 和 0.91，

均明显优于 405 nm（低液面 0.56~0.97 ，高液面

0.38~0.78）和 450 nm（低液面 0.38~0.88，高液面

0.31~0.81）处理组。病毒种类敏感性比较显示，

Sindbis 病毒对光灭活的响应性显著强于 PRV，在 365 

nm 最优处理条件下（20 min，低液面），Sindbis 病

毒滴度下降（3.63）较 PRV（2.31）高出 1.32，表明

RNA 病毒相比 DNA 病毒具有更低的光灭活阈值。

此外，所有波长条件下均观察到明显的液面效应，

其中 365 nm 条件下的液面差异最大（1.66），进一

步证实了短波紫外线在病毒灭活中的优越性。 

 
（a）Sindbis 低液面灭活效果 

 
（b）Sindbis 高液面灭活效果 

图 4 Sindbis 病毒在低液面和高液面条件下的灭活效果 

Fig.4  Inactivation effect of Sindbis virus under low and 

high liquid level conditions 

2.4 复合光源的灭活效果比较 

为探究双波长复合照射对 PRV 的灭活效果是否

存在协同作用，通过对比两种双波长组合（365 nm + 

450 nm、365 nm + 405 nm）同时辐照病毒的效果，

与相同功率下两种单波长分别辐照不同病毒的灭活

效果叠加值进行分析，通过对比双波长组合的灭活

效果（灰色柱）与相同功率下两种单波长分别辐照

的灭活效果叠加值（橘色柱+蓝色柱）实现，结果如

图 5 所示。两种双波长组合在各时间点的灭活效果

均高于单一单波长效果，但略低于对应单波长的叠

加值，双波长辐照未表现出明显协同作用。以上结

果表明，在相同功率及照射距离下，与 405nm、450nm

相比，365nm 纯光照方法在两种不同厚度的液体环

境下，均展现了对 PRV、Sindbis 病毒的最佳灭活效

果。 

 
图 5 75mW 双光源组合与单光源叠加的灭活效果及协同作用 

Fig.5  Inactivation effect and synergistic effect of 75mW 

dual light source combination and single light source 

superposition 
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2.5  365nm 光灭活病毒的机制探究 

进一步探索 365nm 照射对病毒灭活效果的机制，

扫描电子显微镜观察结果如图 6 所示。灭活前病毒

颗粒结构完整，呈典型的球形，表面光滑，蛋白外

壳轮廓清晰；经光源照射灭活后，病毒颗粒的大小、

形态及蛋白外壳完整性未发生明显改变，未观察到

外壳断裂、塌陷或解体等现象，表明光灭活过程未

通过破坏病毒蛋白外壳实现灭活。 

 

（a）灭活前 PRV 病毒（b）灭活后 PRV 病毒 

 

（c）灭活前 Sindbis 病毒（d）灭活后 Sindbis 病毒 

图 6 灭活前后病毒的扫描电子显微镜图 

Fig.6 Scanning electron microscopy image of the virus before 

and after inactivation 

进一步对光灭活过程中 ROS 参与光灭活的机制

验证实验结果如图 7 所示。对不同处理组病毒滴度

的检测结果显示，未添加 ROS 去除试剂的正常灭活

组的灭活效果最优；添加过氧化氢酶（清除 H2O2）

和甘露醇（清除羟基自由基）后，灭活效果均显著

下降。这表明光灭活过程中产生的如过氧化氢、羟

基自由基等 ROS是 365nm光照灭活的主要灭活机制

之一。 

 
图 7  添加不同 ROS 去除试剂对灭活效果的影响 

Fig.7  Effect of adding different ROS removal reagents on 

inactivation efficiency 

3  讨论 

纯光照病毒灭活技术逐渐成为光生物学、病毒

学领域的前沿热点之一[15-17]。与传统化学灭活方法

相比，光照灭活技术具有诸多优势：可在环境中大

面积应用[18]，成本低廉，无化学残留[19]，运用于食

品、医药等领域时无需添加其他化学物质。与常规

光敏剂联合光源照射方法相比（如亚甲蓝-可见光、

核黄素-UVA 体系），本研究采用纯光源条件评估光

灭活效果。虽然添加光敏剂能够提高灭活效率，但

其使用外源光敏剂会带来残留、成本及环保等问题。

目前 365、405、450 nm 等安全波长 LED 光源灭活

病毒的研究报道日益增多[12, 20-21]，相关灭活机制逐

步得到阐明，主要包括直接光化学损伤[22]和间接活

性氧损伤[23-24]两种途径。然而，目前对于哪种波长

的光源灭活效果更优尚无统一定论，缺乏系统性的

比较研究。因此，本研究在同一标准化平台下，系

统比较 365、405、450 nm 对病毒的灭活动力学响应，

以揭示波长-液层厚度-时间的定量关系。本研究综合

比较了 3 种波长 LED 光源在不同液面厚度条件下的

病毒灭活效果，以 PRV（DNA 病毒）和 Sindbis 病

毒（RNA 病毒）作为代表性模式病毒，发现 3 种光

源照射均能实现一定程度的病毒滴度下降。其中，

365 nm 光源照射表现出最优性能，在 20 min 低液面

处理条件下对两种病毒的滴度下降分别达到 2.31 和

3.63，证明了其应用于光灭活技术的较大潜力。 

液面厚度对光灭活效果具有关键影响，本研究

显示不同波长光源在该因素上存在显著差异。依据

光学原理，波长越短，介质中的吸收与散射越强、

穿透性越弱[25-26]。尽管 365 nm 光源展现出最优的内

在灭活效能，其穿透性相对不足，使其灭活效率对

液面厚度的变化尤为敏感。该发现提示，在未来将

365 nm 波长用于病毒灭活的实际照射应用中，应充

分考虑并严格控制液面厚度，以避免因穿透受限而

降低灭活效率。相比之下，长波长光源的单位光剂

量效应较弱，但在深层穿透方面具有相对优势。此

外，Sindbis 病毒对液面厚度的敏感性最低，这一差

异可能与 RNA 病毒与 DNA 病毒在光敏感性与作用

机制上的不同有关。 

进一步探索了双波长复合光源对病毒灭活效果

的影响，并深入阐释了光灭活的作用机制。双波长

实验结果显示，365nm+450 nm 和 365nm+405 nm 两

种组合的灭活效果介于单一波长和理论叠加效果之

间，未表现出预期的协同作用。推断其原因可能在

于病毒内源性光敏分子数量有限，当多波长同时作
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用时发生光子吸收竞争，高能光子优先原则使 365 

nm 光子具有更高的吸收截面[27-28]。 

验证实验进一步揭示了光灭活的机制，扫描电

子显微镜观察结果表明，灭活前后病毒颗粒外壳结

构完整性基本保持，未观察到明显的形态变化或蛋

白外壳破裂现象，说明光灭活主要通过分子损伤实

现功能性失活。ROS 清除实验证实了氧化损伤的重

要作用：甘露醇处理后灭活效果显著下降 40.77%，

表明羟基自由基在灭活过程中起主导作用；过氧化

氢酶处理后灭活效果下降 10.72%，显示过氧化氢作

为温和氧化剂发挥辅助作用。病毒光灭活主要包括

以下两类机制：第一类为物理结构破坏机制，热效

应导致病毒衣壳或包膜的直接破裂、蛋白变性等显

著结构损伤；第二类为遗传物质破坏机制，光照产

生的 ROS 或其他自由基对核酸等遗传物质造成氧化

或链断裂损伤，从而使病毒失去感染性。扫描电子

显微镜观察显示，经 UVA 辐照后的病毒形态整体完

整，说明灭活作用并非因光照热积累或物理裂解等

非特异性结构破坏引起。与此同时，在 ROS 清除实

验中发现，添加过氧化氢酶（去除 H2O2）及甘露醇

（清除 OH）后，病毒灭活效率明显下降，提示 ROS

生成在病毒功能性损伤过程中发挥了关键作用。由

此推测，本研究的灭活效应主要是通过 ROS 间接氧

化破坏病毒遗传物质或关键官能团（如核酸碱基、

蛋白内氧化敏感氨基酸残基），而非直接破坏病毒

颗粒的形态结构。值得注意的是，即使在 ROS 被大

幅清除的条件下，仍存在残余灭活效果，证明了 365 

nm 光子能量足以引发 DNA/RNA 分子的电子激发，

导致胸腺嘧啶二聚体形成等直接光化学损伤机制的

独立存在。 

本研究存在的潜在局限性主要包括，所选择的

两种指示病毒虽然涵盖了 DNA 和 RNA 病毒 2 种类

型，但未来仍需对更多的临床病毒株进行进一步的

效果确认。总之，本研究基于所建立的 LED 光源光

生物灭活技术平台，首次对 3 种安全波长 LED 光源

（365、405、450nm）的灭活效果进行全面比较，验

证了 365 nm 波长照射在 DNA/RNA 病毒灭活效率方

面的优势地位，并探索了其灭活机制。本研究结果

为未来在血液安全和人员暴露环境下开发更安全的

光灭活技术提供了数据基础。 
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