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摘要 :在膜吸附2洗脱和洗脱液浓缩相结合的基础上 ,建立了一种简便实用的水中肠道病毒浓缩方法. 通过实时定量 RT2PCR 检

测 ,比较了不同材料和不同孔径的微孔滤膜对病毒的吸附效果 ;对膜洗脱方式进行了改进 ;研究了在洗脱液浓缩过程中 ,PEG

浓度对于病毒回收率的影响. 最后确定了最佳的浓缩方法. 选择效果好而且来源广泛的0122μm孔径的混合纤维素酯微孔滤

膜 ,采用磁力搅拌来洗脱滤膜上吸附的病毒 ;洗脱液浓缩步骤中 ,PEG最佳质量浓度为 130 gΠL. 系统比较了不同病毒接种量

下 ,方法中各步骤的病毒回收率. 对接种已知量的肠道病毒的生活污水、二级处理出水和地表水等样品的试验结果表明 ,该方

法效果稳定 ,适合不同水样中肠道病毒的浓缩分离.
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Abstract :A simple and efficient method for concentration of enteroviruses from water sample was established based on the membrane
adsorption2elution method combined with eluant concentration. By means of real2time RT2PCR , microporous filters with various nominal pores
and materials were compared ; the membrane elution method was modified ; the effect of PEGon virus recovery was studied ; the optimal method
was determined at last. In view of the virus recovery and cost , cellulose mixed2ester microporous filter with nominal pore size of 0122μm was
superior to other filters. Magnetism agitation was used for membrane elution and the optimal final mass concentration of PEG was 130gΠL in
eluant concentration step. The recovery of virus was studied in every step in various seeding viruses. The method was tested in surface water ,
secondary effluent and sewage seeded with viruses. The results showed that the modified method was reliable and suitable for separation and
concentration of enteroviruses from various water samples.
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　　近年来由于水污染的加剧 ,在多种水体中都发

现了肠道病毒 ,水传播导致的肠道病毒感染的病例

也时有发生 ,已引起人们的普遍关注[1～3 ]
. 脊髓灰质

炎病毒是肠道病毒的典型代表 ,在有关环境中肠道

病毒的检测方法研究方面 ,常被用作病毒模型[4 ] . 细

胞培养是病毒检测的传统方法 ,但存在操作繁琐、检

测周期长等缺点 ,随着分子生物学的发展 ,新型的分

子生物学技术 ———实时定量 RT2PCR 已经开始应用

到环境领域中[3 ,5 ,6 ] . 通常情况下 ,病毒在水中的含量

很低 ,为了提高检测效果 ,高效的浓缩方法是必不可

少的. 国内外已报道了很多病毒浓缩方法 ,例如无机

盐沉淀法[7 ] 、正电荷介质吸附法 [8 ] 、烟煤吸附层

法[9 ] 、玻璃棉浓缩法[10 ] 、差速离心法[11 ] 、免疫磁珠捕

获法[12 ] 、有机絮凝法[13 ] 等 ,但这些方法大多数回收

效率不高 ,有的还需要昂贵的设备. 膜吸附2洗脱法

具有效果稳定、操作简便、应用广泛的优点 ,但在具

体应用中还存在着很多亟待解决的问题 ,例如滤膜

的选用 ,在洗脱液浓缩过程中影响病毒回收率的因

素以及方法的适用性等. 本研究利用实时定量 RT2
PCR 技术 ,以病毒回收率为主要指标 ,对膜吸附2洗
脱法的流程进行研究和改进 ,提高了病毒的浓缩效

果 ,并分析了各种影响病毒回收率的因素 ,建立起一

套切实可行的水样中病毒浓缩方法.

1 　材料与方法

111 　实验材料

水样 :地表水 ,二级处理出水 ,生活污水.

病毒株 :脊髓灰质炎病毒 Ⅰ型 ,由中国人民解放

军第四军医大学病毒中心实验室提供.
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过滤装置 :负压抽滤设备 ,微孔滤膜.

洗脱液 :含有 0105 molΠL甘氨酸的 3 %牛肉膏溶

液 ,用 NaOH调节 pH = 915 ,高压灭菌后 4 ℃冷藏.

112 　方法

11211 　浓缩流程

浓缩流程见图 1.

图 1 　水样中病毒浓缩流程

Fig. 1 　Flow chart of virus concentration from water sample

11212 　RNA 的提取

根据硅基质材料吸附 RNA 的原理 ,利用 Simply

P 总 RNA 提取试剂盒 (BIOER)对浓缩后的样品中的

总 RNA 提取纯化.

11213 　逆转录

采用根据肠道病毒 RNA5′非编码区高度保守序

列设计的通用引物 ,对所得到的 RNA 进行特异性的

逆转录[14 ] .

11214 　实时定量 PCR 检测

在 MJ Chromo 4
TM实时定量 PCR 仪 (BIO2RAD)上

对逆转录产物进行 PCR 扩增及结果分析. 反应条件

为 : ①95 ℃预变性 10 min ; ②扩增循环 40 次 :94 ℃变

性 30 s ,55 ℃退火 30 s ,72 ℃延伸 30 s ,在 82 ℃收集荧

光信号 ; ③熔解曲线分析 :降温至 65 ℃,以 012 ℃Πs

的速率升温至 95 ℃,整个过程持续检测荧光信号.

检测结果使用 MJ Opticon MonitorTM (version 311) 软件

进行分析.

2 　结果与分析

211 　微孔滤膜孔径对病毒浓缩的影响

选用 0122、0165、5100μm 孔径的混合纤维素酯

微孔滤膜 ,分别对加入了 318 ×10
3

CCID50病毒的水

样进行浓缩 ,然后进行 RT2PCR 检测 ,不同孔径的滤

膜对病毒回收率结果如图 2 所示. 选用 0145、0122

μm 孔径的混合纤维素酯微孔滤膜和截留相对分子

质量为3 000的超滤膜对接种 318 ×103 CCID50病毒的

水样进行逐级连续过滤 ,经过 0145μm 和 0122μm

滤膜过滤后 ,所吸附的病毒约占所有回收病毒的

95 %(图 3) .

图 2 　滤膜孔径对病毒回收效果的影响

Fig. 2 　Effect of membrane nominal pore on virus recovery

图 3 　连续过滤中不同孔径滤膜对病毒的吸附情况

Fig. 3 　Effect of various nominal pore membranes on virus

concentration in continuous filtration

212 　微孔滤膜材质对病毒浓缩的影响

选用 0122μm 孔径的不同材质的微孔滤膜 (硝

酸纤维素、尼龙和混合纤维素酯) ,对接种 318 ×10
3

CCID50病毒的水样进行过滤 (用尼龙膜过滤的水样

不调节 Mg
2 + 和 pH) . 对滤速进行比较 (表 1) ,尼龙滤

膜过滤速度更快 ;浓缩样品经 RT2PCR 检测 ,几种滤

膜的病毒回收率相差不大 (图 4) .
表 1 　不同材质的滤膜过滤1 000 mL 含病毒水样所需的时间Πs

Table 1 　Time of filtration 1 000 mL water sample seeded

viruses through filters with various materialsΠs

膜材质 硝酸纤维素 尼龙 混合纤维素酯

时间 433 238 406

213 　洗脱液浓缩步骤中病毒的浓缩效果

聚乙二醇 ( PEG) 是一种非离子水溶性的多聚

体 ,它可以有效地沉淀蛋白质 ,并且能够保持蛋白质

的活性 ,同样也可以利用这种原理来沉淀病毒. 相对
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图 4 　滤膜材料对病毒回收率的影响

Fig. 4 　Effect of membrane material on virus recovery

于 PEG来说 ,NaCl 对于病毒的浓缩效果影响不大 ,

看起来更多的是辅助 PEG进行病毒的沉淀浓缩.

在洗脱液中接种 318 ×10
3

CCID50 的病毒 ,调节

洗脱液浓缩过程中 PEG的浓度 ,考察它对于病毒回

收率以及所形成的沉淀的影响. 结果表明 ,沉淀率

(以加入 200 gΠL PEG6000 所形成的沉淀质量为

100 % ,其余沉淀质量与之相比而得) 随着 PEG质量

浓度的增长而增加 ,并且与病毒回收率的变化趋势

一致. 当 PEG质量浓度在 50 gΠL以下时 ,病毒回收率

随 PEG浓度的变化率较大 ;当 PEG质量浓度达 130

gΠL时 ,病毒回收率约 90 % ,PEG终浓度再继续增加 ,

则病毒回收率变化很小 (图 5) .

图 5 　PEG对病毒浓缩的影响

Fig. 5 　Effect of PEG concentration on virus recovery

214 　浓缩流程中各步骤的病毒回收率

根据以上研究结果 ,确定了改进的膜吸附2洗脱

浓缩方法如下 :

(1)膜过滤 　取水样1 000 mL (悬浮颗粒物较多
的水样 ,先用纱布进行预过滤) ,加入 MgCl2 溶液 ,使

终浓度为 0105 molΠL ,再用 1 molΠL的盐酸调节溶液

的 pH = 315 ,在磁力搅拌器上搅拌混匀. 以负压抽滤

通过 0122μm 孔径的混合纤维素酯微孔滤膜.

(2)膜洗脱 　将滤膜转移到干净的烧杯中 ,加入

牛肉膏2甘氨酸洗脱液 (pH = 915) ,充分浸润滤膜 ,然

后在磁力搅拌洗脱 30 min ,弃去滤膜.

(3) 洗脱液浓缩 　在洗脱液中加入 PEG6000 和

5 molΠL NaCl , 使终浓度分别达到 130 gΠL 和 012

molΠL ,搅拌混匀 ,4 ℃静置过夜. 在高速冷冻离心机

中 ,10 000 rΠmin ,4 ℃,离心 30 min ,弃上清液 ,用灭菌

的磷酸盐缓冲液 (pH = 714)冲洗管壁 ,并收集定容.

按照图 1 所示的流程 ,加入不同量的病毒来考

察浓缩流程中各步骤的病毒回收率. 从图 6 中可以

看出 ,洗脱液的病毒回收率均高于相应全流程的病

毒回收率 ,这说明病毒损失随着浓缩流程的增长而

增加. 因此 ,应尽量选择流程较短的检测方法. 各接

种量 (38～3 800 CCID50 ) 的病毒回收率都在 70 %以

上 ,说明该浓缩方法的效果良好.

图 6 　不同病毒接种量各步骤的回收率

Fig. 6 　Virus recovery of every step in various seeding viruses

215 　不同水样中的病毒浓缩

为了考察这种浓缩方法的适用性 ,选用不同的

水样接种 318 ×10
3

CCID50脊髓灰质炎病毒 Ⅰ型进行

浓缩回收试验. 结果表明 ,在较清洁的水体中 ,病毒

回收率较高 ;但在悬浮颗粒物和杂质较多的生活污

水中 ,病毒回收率较低. 实时定量 RT2PCR 的检测极

限接近单个病毒颗粒 ,因此即使较低的病毒回收量 ,

同样也能够准确的检测出来.

表 2 　不同水样中病毒总回收率Π%

Table 2 　Virus recovery from various type water samplesΠ%

试验 地表水 二级处理出水 生活污水

1 75103 57144 36171

2 76172 75169 40173

3 61101 64165 22131

平均值±标准偏差 70192 ±8. 62 65193 ±9. 19 33125 ±9. 69
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3 　讨论

在水体病毒的浓缩方法中 ,吸附洗脱法和絮凝

沉淀法是最主要的 2 类. 絮凝沉淀法是利用了化学

物质的絮凝作用 ,使水中的病毒沉淀下来 ,或者被吸

附到预先形成的金属盐类的沉淀物上 ,从而达到浓

缩病毒的作用. 然而 ,通常所产生的絮体都很微小 ,

沉降性差 ,即便离心之后也难以获得密实的沉淀. 这

可能是絮凝沉淀法的病毒回收率不高 ,并且可操作

性不强的重要原因之一. 膜吸附2洗脱法是利用了病

毒的胶体性质和蛋白质的特性来实现病毒浓缩的.

由于滤膜和含有病毒的水体相互独立 ,不需要在水

相中产生新的固体相来浓缩病毒 ,因此这种方法的

可操作性较强. 虽然国内的研究学者对膜吸附2洗脱

法和絮凝沉淀法的浓缩效果评价不一[7 ,15～18 ] ,但在

国外的研究中 ,大多数都是使用膜吸附2洗脱法作为

水样中病毒的初步浓缩方法[19 ,20 ,22 ,24～26 ]
,这可能考

虑到了可操作性因素. 在病毒回收率方面 , Schwab

等[21 ]在利用 PEG浓缩脊髓灰质炎病毒的实验中 ,回

收率为 (88 ±33) % ;Lewis 等[22 ]报道了水样中脊髓灰

质炎病毒回收率为 (73 ±5) % ,这都与本研究的结果

相似. 此外 ,笔者将本研究建立的膜吸附2洗脱法与

滑石粉2硅藻土絮凝沉淀法、化学絮凝沉淀法等具有

代表性的几种浓缩方法进行了实验比较研究 ,结果

也表明了膜吸附2洗脱法更适合于环境水体中肠道

病毒的浓缩[23 ]
.

在膜吸附2洗脱法中 ,最关键的是滤膜的选择.

国外有报道利用 Plus 60S
[24 ] 、Zetapore

[25 ] 和 MK
[26 ] 等

阳电荷微孔滤膜来浓缩病毒 ,这种方法不需调节水

样的 pH 和离子浓度 ,具有操作简便、效果好的优

点 ,在国外相关的研究工作中经常使用. 但是这种滤

膜完全依赖进口 ,在国内很难购得 ,而且价格昂贵 ,

不适合国内实际应用. 使用尼龙滤膜的浓缩步骤更

为简便 ,效果也较好 ,可惜目前成本较高 ,但具有良

好的发展前景. 本研究建立的膜吸附2洗脱法 ,所使

用的是混合纤维素酯微孔滤膜. 早在 1978 年 ,我国

就能够自主生产这种滤膜 ,且产品性能达到了美国

同类产品的水平[27 ]
. 因此 ,混合纤维素酯微孔滤膜

目前在市场上的价格低廉 ,产品来源十分广泛 ,适合

实际应用.

膜过滤浓缩水体病毒方法最大的缺陷是其过滤

流速受到限制. 使用较大孔径的滤膜看起来似乎是

改善的办法 ,但是通过实验发现 ,病毒在滤膜上的吸

附效果也和膜的孔径有密切的关系. 虽然膜对病毒

的吸附在很大程度上并不依靠机械截留 ,然而较大

的滤膜依然难以捕捉到病毒 ;而使用孔径足够小的

超滤膜 ,由于处理速度很慢 ,又易堵塞 ,所以也不合

适.对比使用最广泛的几种孔径的微孔滤膜 ,发现

0122μm 孔径滤膜更适合浓缩水体中的病毒颗粒.

传统的膜吸附2洗脱法在洗脱滤膜时 ,往往采用

的是将洗脱液反复抽滤通过滤膜来洗脱被吸附的病

毒. 但是这种方法存在以下 2 个缺点 :洗脱液与滤膜

接触的时间较短 ,不能充分洗脱 ;洗脱液的用量一般

较大 ,给接下来的浓缩过程造成困难. 笔者对洗脱方

法进行了改进 ,使操作更为简便.

4 　结论

(1)使用混合纤维素酯微孔滤膜对水体中的肠

道病毒浓缩效果比硝酸纤维素和尼龙膜的效果好 ,

而且成本低 ,更适合实际应用. 0122μm 孔径的滤膜

比其他几种孔径的滤膜能更好地吸附病毒.

(2)使用磁力搅拌方式进行膜洗脱比传统的反

复抽滤洗脱方式更方便. 在洗脱液浓缩过程中 ,PEG

的浓度对病毒的回收率影响很大. 在 PEG终浓度为

130 gΠL时 ,病毒的回收率基本达到最高.

(3)这种改进后的膜吸附2洗脱法能够回收水体

中不同量的病毒 ,且适用性强 ,对于地表水、二级处

理出水中的肠道病毒均有较高的回收率. 笔者所建

立的膜吸附2洗脱法适用性强、材料来源广泛、操作

更加简便实用 ,为今后开展水体中肠道病毒的研究

工作提供了一个有效的方法.
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