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一种杀孢子组合物具有适度低的pH并且包

含至少一种氧化酸和至少一种无机氧化剂的离

解产物。非常高的有效溶质浓度可以提高组合物

的功效。可以将组合物的实施方案施用于表面并

允许吸收到内生孢子中，最终杀死成熟内生孢子

形式的那些细菌中的至少一些。经处理的表面可

以是无生命的表面，尤其是硬表面或医疗设备。
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1.一种用于处理易于存在一种或多种类型内生孢子的表面的方法，所述方法包括使所

述表面与酸性杀孢子组合物接触，所述酸性杀孢子组合物具有不小于1.5的pH和1 .5至

9Osm/L的有效溶质浓度，所述组合物包含(1)包含水的溶剂组分和(2)包含至少一种氧化酸

和一种或多种电解质氧化剂的离解产物的溶质组分。

2.根据权利要求1所述的方法，其中，所述组合物的所述溶剂组分还包含具有小于

16.0MPa1/2的δp值的有机液体。

3.根据权利要求2所述的方法，其中，所述有机液体是二醇醚。

4.根据权利要求1至3中的任一项所述的方法，其中，所述组合物的所述溶质组分还包

含阴离子型表面活性剂。

5.根据权利要求4所述的方法，其中，所述组合物的所述溶质组分还包含非离子型表面

活性剂。

6.根据权利要求4所述的方法，其中，所述组合物的所述溶质组分还包含一种或多种非

氧化电解质的离解产物。

7.根据权利要求1至3中的任一项所述的方法，其中，所述组合物的所述溶质组分还包

含一种或多种非氧化电解质的离解产物。

8.根据权利要求7所述的方法，其中，所述一种或多种非氧化电解质包含至少一种有机

酸的盐。

9.根据权利要求7所述的方法，其中，所述组合物具有至少2Osm/L的有效溶质浓度。

10.根据权利要求7所述的方法，其中，所述组合物具有至少3Osm/L的有效溶质浓度。

11.根据权利要求1至3中的任一项所述的方法，其中，所述组合物具有不超过4的pH。

12.根据权利要求1至3中的任一项所述的方法，其中，所述组合物的所述溶剂组分具有

13.5至15.5MPa1/2的δp值。

13.根据权利要求1至3中的任一项所述的方法，其中，所述接触包括将所述组合物施用

于无生命的硬表面，接触时间不超过1200秒。

14.根据权利要求13所述的方法，其中，所述接触时间不超过600秒。

15.根据权利要求1至3中的任一项所述的方法，其中，所述接触包括将所述表面浸入所

述组合物中，接触时间不超过14,400秒。

16.根据权利要求13所述的方法，其中，所述接触时间不超过1800秒。

17.一种杀孢子组合物，具有包括端值的1.5至4的pH值，以及包括端值的1.5至9Osm/L

的有效溶质浓度，以每升为基础，所述组合物包含：

a)具有小于15.6MPa1/2的δp值的溶剂组分，所述溶剂组分包含

1)50-500mL水以及

2)至少一种有机液体，

b)溶质组分，所述溶质组分包含

1)pKa值大于3且标准电位为至少+0.5V的氧化酸的离解产物，

2)具有至少+1.5V的标准电位的4至20g电解质氧化剂的离解产物，

3)至少一种非氧化电解质的离解产物，以及

4)任选的润湿剂。

18.根据权利要求17所述的杀孢子组合物，其中，所述溶质组分包含润湿剂，所述润湿
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剂包含阴离子型表面活性剂和任选的非离子型表面活性剂。

19.根据权利要求17至18中的任一项的杀孢子组合物，其中，所述氧化酸是有机酸和过

氧化物的反应产物。

20.根据权利要求17至18中的任一项所述的杀孢子组合物，具有不超过3的pH和至少

2Osm/L的有效溶质浓度。
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具有抗内生孢子功效的抗微生物组合物

[0001] 相关申请的交叉引用

[0002] 本国际申请要求分别于2015年7月17日和2015年7月18日提交的美国临时专利申

请No.62/194,141和No.62/194,210的权益，其公开内容通过引用并入本文。

背景技术

[0003] 不同于真孢子，内生孢子(endospore，芽孢)不是另一活体的后代。尽管如此，术语

“孢子”和“内生孢子”在本文中能互换使用。

[0004] 营养细菌(vegetative  bacterium)是可以生长、饲养和繁殖的细菌。当营养物质

变得稀少时，某些营养细菌开始被称为“孢子形成”的过程，其中它们呈现一种减少的休眠

形式，允许它们在没有营养的情况下生存，并使它们抵抗紫外线辐射、干燥、高温、极端严寒

和化学消毒剂。在环境条件恢复到有利于营养生长之后不久，这种细菌可以退出它们的休

眠状态(“孢子萌发”)，孢子核复水，皮质水解，孢壳脱落，并最终开始DNA复制。有关这些复

杂过程的更多信息 ，感兴趣的读者可以参考各种文本中的任一个 ，诸如例如

J.C.Pommerville，Fundamentals  of  Microbiology，10th  ed .(第10版)(Jones&Bartlett 

Learning；Burlington,Massachusetts(马萨诸塞州伯灵顿))。

[0005] 在孢子形成步骤开始时，称为“母细胞”的营养细菌制造其DNA的副本，然后在DNA

的新副本周围形成质膜，其中具有复制的DNA的细胞部分完全被称为“前孢子”的质膜包围。

孢子形成的下一个形态阶段是通过其母细胞“吞噬”前孢子，类似于吞噬作用的过程；当吞

噬完成时，前孢子完全被其内膜和外膜所包围，并在母细胞细胞质中游离。在这个孢子核周

围，组装了一系列保护性结构，其完成导致了一个成熟的内生孢子，该成熟的内生孢子在母

细胞裂解后释放。

[0006] 内生孢子具有多层结构，其全部保护核仁。核仁被在表1中按从内到外的顺序列出

的多层保护：

[0007] 表1

[0008]
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[0009] 孢子内壳能溶于碱性溶液，但孢子外壳耐碱性水解，可能主要是由于其众多的二

硫(-S-S-)键。

[0010] 孢子极其难以根除，并且涉及诸如艰难梭菌(C.diff)感染和炭疽等疾病的传播。

[0011] 艰难梭菌是在医疗保健设施中常见的革兰氏阳性产孢细菌，并且是抗生素相关性

腹泻的成因。艰难梭菌感染是日益严重的问题，每年感染成千上万的人，使相当大一部分受

感染的人死亡。艰难梭菌孢子对大多数常规表面清洁方法具有抗性，在环境中长时间保持

存活。

[0012] 炭疽是一种由炭疽杆菌(B.anthracis)细菌引起的通常是致命的急性疾病，其影

响人和动物，其孢子可以在体外产生并用作生物武器。炭疽不是直接从一个被感染的动物

或人传播到另一个，而是通过孢子传播。

[0013] 孢子抑制化合物不是杀孢子的，即它们不杀死孢子；相反，它们抑制孢子的萌发或

使萌发的孢子生长异常。孢子可以在暴露于这些化合物的情况下存活，并且然后在孢子抑

制化合物不再存在之后生长。孢子抑制化合物包括酚和甲酚、有机酸和酯、醇、季铵化合物、

双胍以及有机汞化合物。这些孢子抑制化合物中的某些在高浓度下可以是少量地杀孢子

的；对于实现任何杀孢子功效所需的某些孢子抑制化合物的相对浓度，参见例如

A.D.Russell的“Bacterial  Spores  and  Chemical  Sporicidal  Agents”，Clinical  Micro

biology  Reviews，第99-119页(1990))。

[0014] 通常使用的孢子处理选择包括醛，尤其是戊二醛和甲醛；释氯剂，包括Cl2、次氯酸

钠、次氯酸钙和氯还原剂诸如二氯异氰尿酸酯；碘和碘伏；过氧化物，包括过氧化氢和过乙

酸；气体，诸如环氧乙烷、氧化丙烯和臭氧；以及β-丙内酯。尽管它们对抗孢子的活性机制不

是特别好理解，但是在所有情况下，活性受到一种或多种活性分子穿过孢子的保护层渗透

的速率限制。这种穿透不同保护层的需要意味着孢子必须长时间暴露在高浓度的这些产物

下。

[0015] 美国专利No.8,940 ,792和No.9 ,314 ,017以及美国公布号2010/0086576、2013/

0272922、2013/0079407和2016/0073628描述了抗微生物组合物及其各种用途。孢子的核心

和皮质(包括皮质膜)易于通过这些文献中描述的这类高渗透压摩尔浓度(osmolarity)组

合物分解和溶解。然而，并未发现这些组合物对抗孢子特别有效，可能是由于分解并且然后

穿透孢子内壳和孢子外壳的能力有限。

[0016] 仍然需要的是能够穿透内生孢子的各种防御并杀死细菌的组合物。这种组合物优

选地对抗细菌诸如艰难梭菌和炭疽杆菌的内生孢子是有效的，同时对处理或接触它的人没

有毒性问题。

发明内容

[0017] 一方面提供了一种组合物，其可以杀死成熟的内生孢子形式的形成内生孢子的多

种细菌。该组合物的实施方案对抗内生孢子形式的细菌的各种防御是有效的，具体而言，可

以断开二硫键，可以克服内在疏水性，可以破坏肽聚糖，并且可以溶解核心和皮质膜。

[0018] 该组合物是酸性的，但具有pH≥1.5，并且包括溶剂组分和溶质组分，后者包括至

少一种氧化酸和至少一种电解质氧化剂的离解产物。在某些实施方案中，该组合物还可以

包括有机液体、润湿剂(尤其是离子型表面活性剂)和任何各种非氧化电解质中的一种或多
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种。有利地，该组合物不需要包含杀孢子的活性抗微生物剂。

[0019] 该组合物具有至少1.0Osm/L，典型地至少1.5Osm/L且通常甚至更高的直到溶质组

分在溶剂组分中的溶解度极限的有效溶质浓度。

[0020] 还提供了一种处理表面的方法。该方法涉及将前述组合物的实施方案施用

(apply)于表面，并允许组合物被吸收到内生孢子中并杀死成熟内生孢子形式的那些细菌

中的至少一些。经处理的表面可以是无生命的表面，尤其是硬表面，并且有利地是医疗保健

设施的硬表面。

[0021] 当与诸如ASTM标准E2197-11和AOAC官方方法966.04的测试结合使用时，组合物的

实施方案可以在商业相关的时间框架内提供正面的(合格的)结果。例如，(无生命的)硬表

面的保洁用品类消毒处理可以在不到20分钟的时间内生效，而医学仪器的杀菌处理可以在

不到4个小时的时间内生效。

[0022] 对于普通技术人员来说，本发明的其他方面将从下面的详细描述显而易见。为了

帮助理解描述，下面立即将提供一些定义，并且这些定义旨在适用于全文，除非上下文明确

指出相反的意图：

[0023] “包含(comprising)”是指包括但不限于列出的成分或步骤；

[0024] “由......组成”是指仅包括列出的成分(或步骤)和少量的非活性添加剂或助剂；

[0025] “基本上由......组成”是指仅包括列出的成分(或步骤)，鉴于所需最终用途补充

杀孢子活性和/或提供期望的次要效果(例如防雾、去污等)的少量(少于5％、4％、3％、2％、

1％、0.5％、0.25％或0.1％)的其他成分，和/或非活性添加剂或助剂；

[0026] “多元酸”是指具有至少两个羧基的化合物，尤其包括二羧酸、三羧酸等；

[0027] “pH”是指由能接受的可靠测量方法，诸如正确校准的pH计，根据已知标准溶液的

滴定曲线或类似方法测定的[H+]的以10为底的对数的负值；

[0028] “pKa”是指特定化合物的酸离解常数的以10为底的对数的负值；

[0029] “E0red”是指在25℃水中还原半反应的标准电压；

[0030] “缓冲剂”是指具有将其加入其中的溶液的pH保持在相对窄的范围内的能力的化

合物或化合物的混合物；

[0031] “缓冲剂前体”是指当加入到含有酸的混合物中时产生缓冲剂的化合物；

[0032] “电解质”是指加入水中时表现出一些离解的化合物；

[0033] “非氧化电解质”是指除可以用作氧化剂的电解质以外的电解质；

[0034] “苯扎氯铵”是指由以下通式限定的任何化合物

[0035]

[0036] 其中R3是C8-C18烷基，或这种化合物的任何混合物；

[0037] “有效溶质浓度”是由给定体积溶液中存在的分子(来自非电解质)或离子(来自电

解质)的摩尔数产生的依数性质(colligative  property)的量度，通常以渗透压摩尔每升

为单位表示；

[0038] “δp”是偶极分子间力汉森溶解度参数(Hansen  Solubility  Parameter)(HSP)，其
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中溶剂的混合物或溶液的值通过下式计算：

[0039]

[0040] 其中δdi是来自溶剂组分i的偶极分子间力的能量，xdi是溶剂组分i相对于溶剂组

分总量的百分比，并且n是溶剂组分的总数；

[0041] “含氧酸”是指含氧的无机酸；

[0042] “取代的”是指含有不干扰讨论中的基团的预期目的的杂原子或官能团(例如烃基

基团)；

[0043] “微菌(microbe)”是指任何类型的微生物(microorganism)，包括但不限于细菌、

病毒、真菌、类病毒、朊病毒等；

[0044] “抗微生物剂”是指具有能够使一种或多种微菌的数量减少大于90％(1个对数值)

的物质；

[0045] “活性抗微生物剂”是指仅在或主要在微菌的生命周期的活性片段(例如细胞分

裂)有效的抗微生物剂；

[0046] “杀菌剂”是指对一种或多种类型有害微生物致死的物质；

[0047] “消毒剂”是指对一种或多种类型细菌致死的物质；

[0048] “高水平消毒剂”是指能杀死除内生孢子形式的少量细菌以外的所有细菌的消毒

剂；

[0049] “灭菌剂”是指能够消除所有微菌(不管形式如何)的至少6个对数值(99.9999％)

减少的物质；

[0050] “接触时间”是指允许组合物接触表面和/或这种表面上的内生孢子的时间量；

[0051] “硬表面”是指不渗透流体并且在大多数情况下不能变形的任何表面；以及

[0052] “医疗保健”是指涉及维持或恢复身心健康或与之有关。

[0053] 贯穿本文件，除非上下文明确地指示相反的意图，否则以百分比形式给出的所有

值均是w/v，即每升组合物的溶质克数。任何具体引用的专利和/或公开的专利申请的一个

或多个相关部分均通过引用并入本文。

具体实施方式

[0054] 首先描述杀孢子组合物的性质和组分(许多组分是广泛可获得的并且相对便宜

的)，然后描述某些用途。

[0055] 该组合物的溶剂组分通常包含大量的水。相对于其总体积，组合物通常包含最高

达20％、25％、30％、33％、35％、40％、45％、50％或甚至55％(均为v/v)。以每升为基础，组

合物通常包含～50至～500mL，通常～75至～475mL，更通常地～100至～450mL，经常～125

至～425mL，典型地～150至～400mL，最典型地250±50mL的水。不需要对水进行特殊处理

(例如蒸馏和/或去离子)，但是对于不干扰组合物的所需抗微生物作用的水当然是优选的。

[0056] 组合物的溶剂组分通常包含至少一种有机液体，并且在一些实施方案中，δp值低

于水(δp≈16.0MPa1/2)的那些有机液体是优选的。在溶剂组分中存在至少一种有机液体的

情况下，总溶剂组分的δp值通常小于16.0，不大于15.6，不大于15.2，不大于15.0，不大于
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14.6或不大于14.0MPa1/2。在一些实施方案中，总溶剂组分的δp值可以在13.1至15.7MPa1/2，

13.3至15.6MPa1/2，13.5至15.5MPa1/2，甚至13.7至15.4MPa1/2的范围内。

[0057] 有机液体通常以最高达60％，通常5至50％，更通常地10至45％，甚至更通常地15

至40％，以及典型地20至35％的浓度(均为w/v，基于溶剂组分的总体积)存在。

[0058] 如果目标δp值是已知的，则可以使用公式(I)计算待添加到水中的给定有机液体

(或有机液体的混合物)的量。类似地，如果一种或多种有机液体的量及其各自的δp值是已

知的，则可以使用公式(I)计算预计的δp值。

[0059] 溶剂组分可以仅由水或仅由一种或多种有机液体组成，或者基本上仅由水或仅由

一种或多种有机液体组成，优选地是相同属性的有机液体的物质的混合物，例如两种醚或

两种醇，而不是一种醚和一种醇。在某些优选的实施方案中，溶剂组分可以由水和有机液体

组成，或者基本上由水和有机液体组成，溶剂组分优选地具有小于15.5MPa1/2的δp值。在其

他实施方案中，溶剂组分可以由水和两种或更多种有机液体组成，或者基本上由水和两种

或更多种有机液体组成，所得的溶剂组分具有可以使用式(I)计算的δp值；相同属性的有机

液体的物质的混合物也是优选的，例如两种醚或两种醇，而不是一种醚和一种醇。

[0060] 关于可以在溶剂组分中使用的有机液体，优选地是能彼此混溶和/或与水混溶的

那些有机液体。潜在有用的有机液体的非限制性示例包括酮类，诸如丙酮、甲基丁基甲酮、

甲基乙基酮和氯丙酮；乙酸酯，诸如乙酸戊酯、乙酸乙酯和乙酸甲酯；(甲基)丙烯酸酯和衍

生物，诸如丙烯酰胺、甲基丙烯酸月桂酯和丙烯腈；芳基化合物，诸如苯、氯苯、氟苯、甲苯、

二甲苯、苯胺和苯酚；脂族烷烃，诸如戊烷、异戊烷、己烷、庚烷和癸烷；卤代烷烃，诸如氯仿、

二氯甲烷、氯乙烷和四氯乙烯；环烷烃，诸如环戊烷和环己烷；以及多元醇，诸如乙二醇、二

甘醇、丙二醇、己二醇和甘油。当选择这些有机液体用于组合物的溶剂组分时，可能的考虑

包括避免含有与组合物中使用的一种或多种酸和任选的一种或多种盐反应的官能团的那

些有机液体，并且倾向于具有更高的前置审批监管限制的那些有机液体。

[0061] 优选的有机液体包括醚和醇，因为它们具有低组织毒性和环境友好性。这些可以

以最高达到组合物中其他成分的溶解度极限的浓度加入。

[0062] 可以在溶剂组分中使用的醚基液体包括由以下通式定义的那些

[0063] R1(CH2)xO–R2–[O(CH2)z]yZ    (II)

[0064] 其中x是0至20的整数(任选地包括一个或多个烯属不饱和点，其中2≤x≤20)，y是

0或1，z是1至4的整数，R2是C1-C6直链或支链亚烷基，R1是甲基、异丙基或苯基，Z是羟基或甲

氧基。可以在溶剂组分中使用的二醇醚(式(II)化合物，其中Z为OH)的非限制性示例在下表

2中列出。

[0065] 表2：代表性二醇醚、式(II)变量和δp值
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[0066]

[0067] *包括9位处的不饱和点

[0068] 环状和C1-C16无环(直链和支链，饱和的和不饱和的)醇，可选地包括一个或多个烯

属不饱和点和/或除醇氧之外的一个或多个杂原子，诸如卤素原子、胺氮等，可以用作组合

物的溶剂组分中的有机液体。代表性示例的非限制性示例汇编于下表中。

[0069] 表3：代表性醇以及δp值
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[0070]

[0071] 关于含有机液体的溶剂组分的进一步信息，感兴趣的读者可以参考美国专利公布

号为2016/0073628。

[0072] 该组合物是酸性的，更具体地具有不超过4的pH，并且某些实施方案可以具有不超

过3.8、3.7、3.6、3.5、3.4、3.3、3.2、3.1、3.0、2.9、2.8、2.7、2.6、2.5、2.4、2.3或者甚至2.2

的pH。该组合物具有至少1.5，通常至少1.75，并且典型地至少2.0的pH。可以设想使用每个

下限与每个上限结合的pH值的范围。组合物的实施方案可以具有2.75±1.15、2.70±1.05、

2.65±1.0、2.60±0.75、2.55±0.60、2.50±0.55和2.45±0.45的pH值。

[0073] 酸性可以通过向溶剂组分(或反之亦然)中添加一种或多种酸来实现。可以使用强

(无机)酸，诸如HCl、H2SO4、H3PO4、HNO3、H3BO3等或有机酸，尤其是有机多元酸。有机酸的示例

包括一元酸，诸如甲酸、乙酸和取代的变体(例如羟基乙酸、氯乙酸、二氯乙酸、苯乙酸等)、

丙酸和取代的变体(例如乳酸、丙酮酸等)、各种苯甲酸(例如扁桃酸、氯扁桃酸、水杨酸等)

中的任何一种、葡糖醛酸等；二元酸，诸如草酸和取代的变体(例如草氨酸)、丁二酸和取代

的变体(例如苹果酸、天冬氨酸、酒石酸、柠苹酸等)、戊二酸和取代的变体(例如谷氨酸、2-

酮戊二酸等)、己二酸和取代的变体(例如粘酸)、丁烯二酸(顺式和反式异构体)、亚氨基二

乙酸、邻苯二甲酸等；三元酸，诸如柠檬酸、2-甲基丙烷-1,2,3-三羧酸、苯三羧酸、次氮基三

乙酸等；四元酸，诸如连苯四酸、均苯四甲酸等；以及甚至更高阶的酸(例如，五元、六元、七

元等)。在使用三元、四元或更高酸的情况下，一个或多个羧基质子可以被阳离子原子或基
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团(例如碱金属离子)替代，阳离子原子或基团可以相同或不同。

[0074] 由于内生孢子中存在的各层产生的一些防御的性质，组合物必须包含至少一种氧

化酸。许多含氧酸，诸如高氯酸、氯酸、亚氯酸、次氯酸、过硫酸、硫酸、亚硫酸、次硫酸

(hyposulfurous)、焦硫酸(pyrosulfuric)、重硫酸(disulfurous)，硫代亚硫酸、高硝酸

(pernitric)、硝酸、亚硝酸、连二次硝酸(hyponitrous)、过铬酸、铬酸、重铬酸、高锰酸、锰

酸、过磷酸、磷酸、亚磷酸、次磷酸、高碘酸、碘酸、亚碘酸等均被认为是氧化酸。有机氧化酸

包括但不限于过乙酸、过草酸和二过草酸。

[0075] 优选的氧化酸是具有相对较高的pKa值(即不被认为是特别强的酸)和正标准电位

(E0red)的那些酸。前者允许产生具有不太低的pH值，即低于～1.5，优选地不低于～1.75，更

优选地不低于～2，最优选地不低于～2.2的组合物，使得组合物可以在没有极端保护措施

的情况下被负责处理并将其施用于表面和/或销毁待处理物品的部件的那些人使用。正标

准电位允许酸具有足够的氧化能力，以允许克服或消除某些内生孢子防御，诸如例如，二硫

键和蛋白质聚合物在内生孢子壳上的氧化，其允许破坏孢子外壳。

[0076] 优选的pKa值大于～1，大于～1.5，大于～2，大于～2.5，大于～3，大于～3.5，大于

～4，大于～4.5，大于～5，并且甚至大于～5.5。如果采取其他步骤以确保符合组合物的所

需或所期望的性质，诸如pH范围(上面讨论的)和有效溶质浓度(下面讨论的)，则可以使用

具有较低pKa值的酸。

[0077] 优选的E0red值是至少+0.20V，至少+0.25V，至少+0.33V，至少+0.40V，至少+0.50V，

至少+0.60V，至少+0.67V，至少+0.75V，至少+0.80V，至少+0.90V，至少+1.00V，至少+1.10V，

至少+1.20V或者甚至至少+1.25V的那些值。

[0078] 一些氧化酸在水溶液中不是特别稳定的。因此，提供具有体外制备的氧化酸的组

合物可能是有利的。例如，在一个优选的实施方案中，可以向组合物的溶剂组分提供在接触

时可逆地形成过乙酸的乙酸和过氧化氢。

[0079] 考虑到用于实现组合物中所期望的有效溶质浓度的一种或多种化合物(如果有的

话)的类型和用量，可以从给定组合物的目标pH和所选择的酸的一个或多个pKa值来确定所

使用的任何给定的酸的用量。(更多关于渗透压摩尔浓度和渗透压摩尔浓度调整化合物的

类型的讨论在下文呈现。)

[0080] 还存在于组合物的溶质组分中的是电解质氧化剂，其在进行泽尔维季诺夫测定

(Zerewitinoff  determination)时不含任何活性氢原子。潜在有用的电解质(优选地无机

氧化剂)的非限制性示例包括包含阴离子，诸如锰酸根、高锰酸根、过氧铬酸根、铬酸根、重

铬酸根、过氧单硫酸根等的化合物。(这些电解质中的一些可能影响pH，因此配制成的具有

给定pH的组合物可能需要在加入一种或多种氧化剂之后进行调整。)优选的是具有至少+

1.25V，优选地至少+1.5V，更优选地至少+1.75V，甚至更优选地至少+2.0V，而且最优选地至

少+2.25V的E0red值的那些化合物。

[0081] 电解质氧化剂通常可以以最高达其各自的溶解度极限加入，但是最大量通常为每

升总组合物30g的数量级。一种或多种电解质氧化剂的示例性范围是～2至～25g/L，～3至

～21g/L，～4至～18g/L，～5至～16g/L以及～6至～14g/L。一种或多种电解质氧化剂的示

例性用量为17.5±12g/L、15±9g/L、12.5±6g/L和10±3g/L。

[0082] 一旦将一种或多种酸和一种或多种氧化剂添加到含有水的溶剂组分中(反之亦
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然)，则各自至少部分地离解。

[0083] 仅包含溶剂组分以及由一种或多种氧化酸和一种或多种电解质氧化剂组成或基

本上由一种或多种氧化酸和一种或多种电解质氧化剂组成的溶质组分可以具有抗内生孢

子的功效，即可以导致一些或所有内生孢子不能恢复到营养状态。尽管如此，包括包含附加

子组分的溶质组分的组合物在某些情况下可以具有增强的功效。

[0084] 在某些实施方案中，组合物的有效溶质浓度可以相对高。功效常常随着有效溶质

浓度(渗透压摩尔浓度)的增加而增加。大量溶质的存在确保存在足够的量，以诱导跨皮质

膜高渗透压力，导致溶解。

[0085] 这种功效与溶质组分的单个化合物的具体特性或性质无关，但是由于溶剂容量

(即，(典型地)在给定量的溶剂组分中包含比等摩尔量的较大分子更多的小分子的能力)和

跨皮质膜的运输容易，较小的分子通常比较大的分子更有效。

[0086] 可以使用许多溶质中的任何溶质来增加组合物的渗透压摩尔浓度。

[0087] 实现组合物的增加的渗透压摩尔浓度的一个途径是通过加入大量的非氧化电解

质，尤其是离子化合物(盐)；参见，例如，美国专利No.7,090,882。像氧化酸和无机氧化剂一

样，非氧化电解质在引入包含水的溶剂组分中时离解。

[0088] 在组合物中使用一种或多种有机酸的情况下，增加渗透压摩尔浓度而不使组合物

的pH增加超过所期望的目标的另一个途径包括包含一种或多种酸的盐或一种或多种其他

有机酸的盐。这种化合物在离解时增加组合物中溶质的有效量，而不显著影响水合氢离子

的摩尔浓度，同时在组合物中提供缓冲体系。

[0089] 例如，在组合物包含酸的情况下，也可以包含份数最高达多倍(例如，3倍至10倍，

至少5倍或甚至至少8倍)的该(或其他)酸的一种或多种盐。盐的抗衡离子部分的特性被认

为不是特别重要的，常见的示例包括铵离子和碱金属。在使用多元酸的情况下，全部或少于

羧基的全部H原子可以被相同的或不同的阳离子原子或基团替代。例如，柠檬酸一钠、柠檬

酸二钠和柠檬酸三钠均构成潜在有用的缓冲剂前体，无论是与柠檬酸还是另外的有机酸一

起使用。然而，由于柠檬酸三钠具有三个可用的碱性位点，所以其理论缓冲能力最高比柠檬

酸二钠(其具有两个这种位点)高50％，并且最高比柠檬酸钠(其仅具有一个这种位点)高

200％。

[0090] 无论如何实现，组合物的有效溶质浓度为至少1.0Osm/L，通常至少1.25Osm/L，通

常至少1.5Osm/L，通常至少1.75Osm/L，更通常地至少2.0Osm/L，典型地至少2.25Osm/L，更

典型地至少2.5Osm/L。(作为比较点，在生物应用中，0.9％(以wt.计)的盐水溶液，其是～

0.3Osm/L，典型地被认为具有适中的张力，而3％(以wt.计)的盐水溶液，其是～0.9Osm/L，

通常被认为是高张的)。在一些实施方案中，组合物具有至少～3.0，至少～3.25，至少～

3.5，至少～3.75，或者甚至至少～4.0Osm/L的有效溶质浓度，上限由溶剂组分中溶质的溶

解度极限限定；在一些实施方案中，有效溶质浓度的上限范围可以高达4.5、4 .75、5 .0、

5.25、5.5、5.75、6.0、6.25、6.5、6.75、7.0、7.2、7.4、7.6、7.8、8.0、8.2、8.4、8.6、8.8或甚至

～9Osm/L。也可以设想包括本段中提出的任何下限和上限的组合的有效溶质浓度范围。旨

在对内生孢子有效(即致死的)的根据本发明的组合物的有效溶质浓度通常高于美国专利

No .8 ,940 ,792和No .9 ,314 ,017以及美国公布号2010/0086576、2013/0272922、2013/

0079407和2016/0073628中所描述的那些，其全部通常针对浮游细菌和生物膜。
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[0091] 可以使用已知技术来计算有效溶质浓度，或者如果期望的话，可以使用诸如沸点

升高、凝固点降低、渗透压和降低蒸汽压的各种依数性能测量中的任何一种来测量。

[0092] 与前面段落中列举的文献中描述的许多组合物不同，本杀孢子组合物不要求在溶

质组分中包含表面活性剂，但是某些优选的实施方案包括一种或多种润湿剂，其包括但不

限于表面活性剂。

[0093] 基本上任何在水中具有表面活性的材料均可以使用，而不管在组合物的溶剂组分

中是否存在水，但是期望那些带有某种类型的离子电荷的表面活性剂具有增强的抗微生物

功效，因为这些电荷在与细菌接触时被认为导致更有效的细菌膜破裂，并最终导致细胞渗

漏和溶解。

[0094] 极性表面活性剂通常比非极性表面活性剂更有效，离子型表面活性剂是最有效

的。对于极性表面活性剂，阴离子型表面活性剂通常是最有效的，其次是两性离子型表面活

性剂和阳离子型表面活性剂，较小的分子通常比较大的分子更优选。附连在极性头上的侧

基的大小可能影响离子型表面活性剂的功效，在极性头上具有较大尺寸的基团和更多的侧

基可能会降低表面活性剂的功效。

[0095] 潜在有用的阴离子型表面活性剂包括但不限于美国专利No.6,610,314中提出的

十二烷基硫酸铵、磺基琥珀酸二辛酯钠、全氟丁磺酸、全氟壬酸、全氟辛烷磺酸、全氟辛酸、

月桂基硫酸钾、十二烷基苯磺酸钠、月桂醇聚醚硫酸钠、月桂酰肌氨酸钠、肉豆蔻醇聚醚硫

酸钠(sodium  myreth  sulfate)、豆蔻醇聚醚硫酸钠、烷醇聚醚硫酸钠(sodium  pareth 

sulfate)、硬脂酸钠、鹅脱氧胆酸钠、N-月桂酰肌氨酸钠盐、十二烷基硫酸锂、1-辛烷磺酸钠

盐、胆酸钠水合物、脱氧胆酸钠、十二烷基硫酸钠(SDS)、甘氨脱氧胆酸钠、月桂基硫酸钠

(SLS)以及磷酸烷基酯。SLS是特别优选的材料。

[0096] 潜在有用的阳离子型表面活性剂包括但不限于氯化十六烷基吡啶鎓(CPC)、十六

烷基三甲基氯化铵、苄索氯铵、5-溴-5-硝基-1,3-二噁烷、二甲基双十八烷基氯化铵、十六

烷基三甲基溴化铵、双十八烷基二甲基溴化铵、十四烷基三甲基硼化铵、苯扎氯铵(BK)、氯

化十六烷基吡啶鎓单水合物和十六烷基三甲基溴化铵。

[0097] 潜在有用的非离子型表面活性剂包括但不限于聚氧乙二醇十二烷基醚钠(sodium 

polyoxyethylene  glycol  dodecyl  ether)、N-癸酰基-N-甲基葡糖胺、毛地黄皂苷

(digitonin)、正十二烷基β-D-麦芽糖苷、辛基β-D-吡喃葡萄糖苷、辛基酚乙氧基化物、聚氧

乙烯(8)异辛基苯基醚、聚氧乙烯山梨糖醇酐单月桂酸酯和聚氧乙烯(20)脱水山梨糖醇胆

酰胺丙基)二甲基氨基]-2-羟基-1-丙磺酸盐、3-[(3-胆酰胺丙基)二甲基氨]-1-丙磺酸盐、

3-(癸基二甲基氨)丙烷磺酸内盐以及N-十二烷基-N,N-二甲基-3-胺基-1-丙磺酸盐。

[0098] 潜在有用的两性离子型表面活性剂包括磺酸盐(例如3-[(3-胆酰胺丙基)二甲基

氨基]-1-丙磺酸盐)、磺基甜菜碱(例如椰油酰胺丙基羟基磺基甜菜碱)、甜菜碱(例如椰油

酰胺丙基甜菜碱)以及磷酸酯(例如卵磷脂)。

[0099] 对于其他潜在有用的材料，感兴趣的读者可以参考多个其他来源中的任何一个，

例如，美国专利No.4,107,328、6,953,772、7,959,943和8,940,792。

[0100] 待加入到组合物中的一种或多种润湿剂的量在一定程度上受到目标有效溶质浓

度以及与组合物的溶质组分的其他子组分的相容性的限制。存在于组合物中的润湿剂的总

量可以在从至少0.1％，至少0.25％，至少0.5％，至少0.75％或至少1％最高至5％，通常最
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高至4％，更通常地是最高至3％，典型地最高至2.5％的范围内。有时，组合物中可能存在的

用于特定最终用途(无特定测试、审查和批准)的某些类型的润湿剂(尤其是表面活性剂)的

最大用量由政府法规设定。

[0101] 如果使用多于一种类型的表面活性剂，则大多数优选的是离子型表面活性剂，其

中离子型与非离子型表面活性剂的比例范围通常为～2:1至～10:1，通常～5:2至～15：2，

典型地～3:1至～7:1。此外，如本领域已知的，组合物不应包括不相容的表面活性剂类型，

例如阴离子与阳离子或两性离子与阴离子或阳离子。

[0102] 抗微生物组合物可以包括各种添加剂和助剂，以使其更适合用于特定的最终用途

应用，以实质方式对其功效产生负面影响。示例包括但不限于润肤剂、杀真菌剂、香精、颜

料、染料、消泡剂、发泡剂、香料、研磨剂、漂白剂、防腐剂(例如抗氧化剂)等。美国食品和药

物管理局批准的添加剂的综合列表可以以压缩文本形式在http://www.fda .gov/Drugs/

InformationOnDrugs/ucm113978.htm(自本申请的申请日期起有效的链接)获得。

[0103] 该组合物的功效不要求为了功效包括活性抗微生物剂(上文定义的)，但是这些材

料可以包括在某些实施方案中。潜在有用的活性抗微生物添加剂的非限制性示例包括C2-C8

醇(除了任何用作溶剂组分的有机液体之外或另外)，诸如乙醇、正丙醇等；醛类，诸如戊二

醛、甲醛和邻苯二甲醛；甲醛生成化合物，诸如羟甲基甲硫脲(noxythiolin)、牛磺酸、六胺、

脲甲醛、咪唑啉酮衍生物等；苯胺类，尤其是三氯卡班；双胍类，诸如洗必泰和阿来西定以及

聚合物形式诸如聚(六亚甲基双胍)；二羧酰亚胺(例如取代或未取代的丙烷脒)及其羟乙基

磺酸盐；含卤原子或释放卤原子化合物，诸如漂白剂、ClO2、二氯异氰尿酸盐、甲苯磺酰氯、

碘(和碘伏)等；银和银化合物，诸如乙酸银、磺胺嘧啶银和硝酸银；苯酚、双酚和卤代酚(包

括六氯酚和苯氧基苯酚，诸如三氯生)；以及季铵化合物。

[0104] 下表提供了根据本发明的示例性组合物的成分列表，其中用量以克为单位提供并

加入蒸馏水以使成分达到1L的体积。

[0105] 表4：用于示例性组合物的制剂

[0106]

[0107]

[0108] 已经通过举例而非限制的方式提供了本发明的各种实施方案。从上述表格中显而

易见的是，关于特征、范围、数值极限和实施方案的一般偏好，在可行的范围内，只要不干扰

或不相容，就可以设想为能够与其他这种通常优选的特征、范围、数值极限和实施方案相结

合。

[0109] 根据本发明的组合物旨在并且实际上是积极抗微生物的。其预期用途是与无生命
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的物体，诸如尤其是硬表面，尤其是在医疗保健设施中常见的硬表面相关。

[0110] 该组合物可以通过分配装置(例如，拖把、抹布、刷子、织物擦拭物等)等以各种方

式包括倾倒、喷施或雾化施用于无生命的物体，尤其是硬表面。

[0111] 或者，某些物体能够浸入组合物中。对于设计成用于多个患者的医疗设备尤其如

此，诸如例如透析设备、各种内窥镜、十二指肠镜等中的任何一种、内窥镜配件(诸如抓紧

器、剪刀等)、手动仪器(诸如夹钳和镊子)，腹腔镜手术配件、整形外科和脊柱手术硬件(诸

如夹钳和夹具等)。由于本发明的组合物比诸如过氧乙酸和漂白剂的处理剂具有更为适中

的[H+]，其可以实现消毒、高水平消毒或者甚至灭菌，而不具有诸如例如聚合物降解、金属

腐蚀、玻璃或塑料蚀刻等负面效果。

[0112] 一旦施用于表面或物体，组合物的各种成分就在存在的任何内生孢子上作用并消

除或破坏其各种防御。组合物处理内生孢子(即，确保它们不能恢复到营养状态)所需的接

触时间可以根据具体的组合物及其预期的最终用途而大幅度变化。

[0113] 例如，旨在施用于医疗保健设施的硬表面的组合物的实施方案可以在超过1200

秒、不超过1050秒、不超过900秒、不超过840秒、不超过780秒、不超过720秒、不超过660秒或

者甚至不超过600秒的接触时间之后实现至少3.0、3.2、3.4、3.6、3.8、4.0、4.2、4.4、4.6、

4.8或5.0的对数减少。当根据ASTM  E2197-11测试时，某些实施方案在600秒的接触时间之

后可以实现至少4.5的对数减少。

[0114] 旨在用作医疗设备的浸泡浴的组合物的这些和/或其他实施方案可以在～14,400

秒，最高达～10,800秒，最高达～7200秒，最高达～5400秒和～3600秒的数量级的接触时间

之后实现至少5.0、5.1、5.2、5.3、5.4、5.5、5.6、5.7、5.8、5.9或6.0的对数减少。当根据AOAC

官方方法966.04进行测试时，某些实施方案可以在接触时间低至1800秒后达到合格分数。

[0115] 杀孢子组合物的实施方案可能能够被分类为高水平的消毒剂或者甚至分类为灭

菌剂。

[0116] 在允许组合物接触给定的物体或表面适当的时间(鉴于诸如预期的细菌负载、可

能存在的细菌的类型，物体/表面的重要性等因素)之后，其可以留待蒸发，或者优选地用水

或稀盐溶液冲洗掉。

[0117] 以下非限制性的说明性实施例提供了可以用于实施本发明的详细条件和材料。贯

穿这些实施例，提到的任何室温是指～22℃。

[0118] 实施例

[0119] 实施例1(比较)：过乙酸

[0120] 在可能或怀疑有内生孢子的情况下，广泛认可和推荐的消毒处理是将10％(w/v)

过乙酸施用到目标表面并接触10分钟。因此，过乙酸构成本发明的组合物的良好比较。

[0121] 通过将蒸馏水加入到含有过乙酸的烧瓶中来制备两种过乙酸溶液。其中一种溶液

的浓度是5％(w/v)，而另一种的浓度是10％(w/v)。这些溶液的所计算的有效溶质浓度分别

为1.97和3.95Osm/L。

[0122] 向50mL烧杯中加入20mL蒸馏水。将来自校准的温度补偿pH计的干净的、冲洗并干

燥的探针放入烧杯中。然后将过乙酸溶液的连续等分试样加入到烧杯中，每次加入后进行

pH读数。在室温下进行滴定。

[0123] 这些滴定的结果在下表5中示出。
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[0124] 表5：过乙酸滴定

[0125]

[0126] 上述数据尤其表明，即使加入很小的等分试样(即以体积计小于1％)的任一种过

乙酸溶液，水的pH也降低至低于3，并且仅加入1mL(以体积计5％)的任一种溶液都将pH降低

到低于2。另外，任一种酸溶液的渐近pH都在1.1±0.1的数量级上。

[0127] 此外，美国环保署的建议是至少2.5％(w/v)的过乙酸溶液，其根据表格数据具有

不超过1.25的pH。

[0128] 因此，进行这种推荐的消毒程序(即施用2.5-10％的过乙酸溶液)的任何工人应采

用适合于处理强酸的预防措施类型，例如防护手套、防护眼镜、呼吸面罩等。

[0129] 实施例2(比较)：漂白剂

[0130] 在可能或怀疑有内生孢子的情况下，另一种广泛认可和推荐的消毒处理是将漂白

剂溶液施用到目标表面并接触10分钟。

[0131] 向50mL烧杯中加入5mL漂白剂溶液，即8.25％(w/v)次氯酸钠。将来自校准的温度

补偿pH计的干净的、冲洗并干燥的探针放入烧杯中。蒸馏水的连续等分试样加入到烧杯中，

每次加入后进行pH读数。
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[0132] 该滴定的数据在下表6中示出。

[0133] 表6：用水滴定家用漂白剂

[0134]

[0135] 该表的数据尤其表明，未稀释的8.25％漂白剂溶液具有的pH几乎为13，并且将

ClO-浓度降低四分之三将其仅降低至～11.9。相反，将浓度从8.25％降低到5％(均为w/v)

导致所计算的有效溶质浓度降低了几乎一半，即从2.28到1.34Osm/L。

[0136] 因此，进行这种推荐的消毒程序(即施用漂白剂溶液)的任何工人应采用适合于处

理强碱的预防措施类型，例如防护手套、防护眼镜、呼吸面罩等。

[0137] 实施例3-10：体外致死时间

[0138] 针对艰难梭菌(ATCC#43598)实施某些杀孢子组合物的功效。在该测试中，通过在

不同的时间测试点(通常是相等的增量，诸如15分钟(900秒))与未经处理的对照(采用磷酸

盐缓冲盐水作为液体)进行比较来确定细菌的减少。

[0139] 将待测试溶液的9.9mL等分试样放入20mL试管中。将0.1mL体积的测试培养物(稀

释时，每毫升艰难梭菌的～106菌落形成单位(CFU))加入到试管中，然后对其进行涡旋。在

预定量的接触时间之后，将1.0mL的样品/测试培养物悬浮液转移到含有9.0mL适当中和溶

液的无菌试管中，然后再进行涡旋。

[0140] 然后通过将0.5mL等分试样的测试溶液转移到4.5mL中和溶液中来制备系列十倍

稀释液，在稀释之间进行涡旋混合。从这些稀释液中，将双份的1.0mL等分试样平板涂布在

脑心琼脂平板上，然后在35±2℃下厌氧培养～72小时。

[0141] 培养后，对平板上的菌落进行计数，在数据计算中使用20至200CFU范围内的计数。

通过从CFU/mL回收的对照样品中减去CFU/mL回收的处理值来进行该测试的对数减少。

[0142] 以这种方式测试许多组合物，在下表7的最后一列中显示了孢子达到6个对数减少

的时间。基于目标～2.3Osm/L有效溶质浓度和目标pH4制备每种组合物。(在缓冲体系列中，

“A”代表乙酸/乙酸钠，而“C”代表柠檬酸/柠檬酸三钠。在氧化剂列中，“PPOMS”代表过氧化
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单硫酸盐，均为0.22％(w/v)，“PAA”代表指定浓度的过氧乙酸。)指定为使用BK作为表面活

性剂的那些组合物包括0.21％(w/v)，而指定为使用SDS的那些组合物包括0.175％(w/v)。

对于显示包含有机液体的那些组合物，使用异丙醇溶液(70％的水溶液)。

[0143] 表7

[0144]

[0145] 上表中所示的时间好于用大多数商购的杀孢子产品所能达到的时间(其典型地需

要240至2160分钟用于艰难梭菌消毒)。此外，暴露于这些组合物中的每一种的危险远远低

于暴露于这种商业产品。

[0146] 实施例11-22

[0147] 上表7的数据看来表明，使用阴离子型表面活性剂(SDS)的组合物可能比使用阳离

子型表面活性剂(BK)的组合物提供更好的结果。

[0148] 为了进一步研究功效，制备另外的组合物，其中每一种使用与实施例4和9-10中使

用的相同量的SDS，加上0.02％(w/v)聚山梨酯型非离子型表面活性剂。每一种还包括250g/

L的30％H2O2溶液和300g/L有机液体。每种组合物的电解质氧化剂(EOA)是PPOMS。含柠檬酸

的组合物包含140g/L柠檬酸和17.5g/L柠檬酸三钠二水合物(以及所述用量的NaCl，以将有

效溶质浓度提高至预定目标)，而含有乙酸的组合物包含所述用量的乙酸(AA)和乙酸钠

(SA)。

[0149] 定量载体测试基本上按照ASTM标准E2197-11进行，对孢子的功效在下表的最后一

列中示出。

[0150] 表8a：柠檬酸组合物

[0151]

实施例 目标pH NaCl用量(g/L) EOA用量(g/L) 有机液体 对数减少

11 1.5 54.0 12.0 IPA 5.6

12 3.5 54.0 4.0 IPA 3.2

13 1.5 178.2 12.0 DGME <3

14 3.5 178.2 4.0 DGME <3

15 2.5 116.0 8.0 DGME 3.9
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16 2.5 116.0 8.0 IPA 3.9

[0152] 表8b：乙酸组合物

[0153]

[0154] 这些表的数据的统计分析表明，酸的类型对功效影响最大，依次为pH(越低越好)、

溶剂类型和有效溶质浓度。电解质氧化剂的用量似乎具有较小的影响。

[0155] 实施例23-31

[0156] 使用实施例22作为中心点(下面重新作为实施例23)，对其中目标pH(2.5)、有效溶

质浓度(～6.4Osm/L)和PPOMS的用量(8g/L)保持恒定的另一轮制备的组合物进行额外的定

量载体测试。阴离子型表面活性剂是SDS，而非离子型表面活性剂是聚山梨酯。用于每种的

有机液体是70％(v/v)IPA溶液。

[0157] 表9

[0158]

[0159] 实施例11-31的数据分析表明，酸的pH和类型具有最大的影响，其次是有效溶质浓

度和溶剂类型。

[0160] 实施例32-40

[0161] 对其中pH(2.5)和有效溶质浓度(～6.4Osm/L)保持恒定的组合物进行另外的定量

载体测试。该组测试改变了电解质氧化剂(PPOMS)的用量、溶剂的用量和类型(其中E代表无
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水乙醇)、过氧化氢溶液的用量以及阴离子型(SDS)和非离子型(聚山梨酯型)表面活性剂的

用量。

[0162] 表10

[0163]

[0164] 该数据的分析表明，当酸的类型和用量保持恒定时，最显著的统计学因素可能是

溶剂的双向组合类型、溶剂浓度以及电解质氧化剂的用量。
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