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摘要：研究建立了一种从水体中浓缩病毒的新方法，即钙离子絮凝)柠檬酸缓冲液洗溶法，该方法的要点是先用一
定量的钙离子溶液和钙离子絮凝剂絮凝水体中的病毒，再用 *+ ’,%的 %,# -./01的柠檬酸缓冲液洗溶，然后再进一
步超滤浓缩。此法可方便地将水体中的病毒浓缩 !%%%%倍以上。应用该法分别对人工播种于饮用水中的 2" 噬菌

体和脊髓灰质炎疫苗病毒（34!）进行了浓缩，结果发现 2" 噬菌体的平均回收率达 (56，而 34! 的回收率为 !%%6，均

显著高于阳电膜过滤法（! 7 %,%’）。该方法快速、简便、有效。
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近年来，水源性病毒引起的人类疾病时有发生，

且危害严重［!］，科学家甚至在瓶装饮用水中检测到

了诺瓦克样病毒的核酸［"］，目前，国际上对饮用水的

病毒污染的监测已提到了议事日程［#］。对水病毒进

行快速准确的检测是控制水源性病毒污染的一项重

要措施，但是由于水体特别是饮用水中病毒含量很

低，因此病毒的浓缩就成为检测水病毒成败的关键

因素。曾有不同的方法用于浓缩水体病毒，这些方

法大多是利用了病毒的理化特性如物理吸附、沉淀、

相分离、膜过滤及其在电场下的迁移等原理。较早

的方法主要涉及到病毒外壳蛋白与吸附剂表面的电

化学相互作用，如用多价阳离子盐、不溶性多聚电解

质沉淀浓缩病毒；也有用病毒对矿物质的吸附特性

如用膨润土、滑石粉吸附水体中的病毒；还有像电

泳、电渗透、冷冻等方法也曾用于浓缩水体中的病

毒。目前水病毒的浓缩主要采用吸附洗脱法，如阳

电膜过滤法［$］，氯化铝沉淀法［’］。这些方法的回收

率都不太高，前者在 5%6左右，后者 7 ’%6。此外，
两种方法在洗脱时均需要耗费较长的时间，而且阳

电膜需要进口，材料不易获得。

本文以 2" 噬菌体和脊髓灰质炎疫苗病毒（34!）

为模型，研究了一种新型的病毒浓缩方法，即钙离子

絮凝法。此法可以方便地从水体中浓缩病毒，较目

前常用的吸附洗脱法如阳电膜过滤法和氯化铝沉淀
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法快速、简便、高效。

! 材料与方法

!"! 试验材料
!" 噬菌体和 !"#$%&’#$’( #)*’ "#$，购自军事医学

科学院卫生学环境医学研究所。!" 噬菌体原液的效

价约为 %&’ (!)*+,。脊髓灰质炎病毒疫苗株
（-./0.102)3，-4%）和 56(7" 细胞由某疾控中心赠送，

56(7"细胞用含 %&8胎牛血清，%8,7谷氨酰胺，%8
9:"5;<= 和各 "&& 单位青、链霉素 >?>，于 =@A、

$8;<" 培养，长成单层后，接种 -4%，待病变达 #&8
以上时，收获，反复冻溶 =次，离心收集病毒液作为
实验用病毒样品。

!"# 方法
!"#"! 病毒浓缩新方法即钙离子絮凝法：取噬菌
体原液按 %：%&梯度稀释至 %&B C，取 % +,稀释液添
加到 %&&& +,灭菌的纯净水中，取样测定噬斑数，作
为浓缩前的样品噬斑数，往水样中添加 "+,钙离子
溶液（% +./*,），再 加 入 " +, 钙 离 子 絮 凝 剂
（% +./*,），充分搅拌均匀，负压过滤，过普通混合纤
维素滤膜（孔径 &DC$!+，直径 C@ ++），取下滤膜，用
C +, &D= +./*, (5 $D&的柠檬酸缓冲液洗溶 = +0E，
最后用 C +,超滤管在 @$&& F G下离心 %& +0E，再用
无菌蒸馏水定容至 %&&!,，即得浓缩 %&&&&倍的病毒
浓缩液。将此浓缩液用无菌蒸馏水复原至%&&& +,，
测定噬斑数，是为浓缩后样品回复的噬斑数。

脊髓灰质炎病毒的浓缩方法按照上述噬菌体的

浓缩方法进行。取浓缩前后的样品，%& 倍递增稀
释，加 56(7"细胞培养，每天观察细胞病毒情况，计
算病毒滴度。

每次试验均以目前通用的阳电膜过滤法作对

照。

!"#"# 阳电膜过滤法：参照 H0/G6E等的方法［C］。取
%&&& +, 水样通过一阳电滤膜（ I6J:(.26，孔径
&DC$!+，直径 C@ ++），然后用 C +,含有 %8小牛血
清的甘氨酸缓冲液（$& ++./*,，(5 ’D$）洗脱 =& +0E，
再用 "&!,的 5;/调节 (5至 #D&，最后超滤浓缩至
%&&!,。
!"#"$ !" 噬菌体效价测定方法：把融化的营养琼

脂（琼脂含量 %D$8）%" +, K %$ +,倾入无菌平皿内
作为底层，待凝固后加入被检样品 % +,，再加入

&DC +,培养至对数生长期的大肠杆菌 !"#$%&’#$’(
#)*’ "#$，然后覆盖一层半固体营养琼脂（琼脂含量
&D#8，约 $ +, K # +,），轻度平面摇匀，=@A培养
%# L K "C L，计数蚀斑数量。
!"#"% 病毒滴度（M;NO$&）的滴定：将病毒悬液用

>?>营养液作 %：%& 梯度稀释，每个稀释度接种 C
个培养孔，接种量 &D% +,，然后加入 &D% +, 56(7"
细胞，=@A、$8;<" 培养 @ P，每天细胞病变情况，记

录细胞病变出现的孔数。按 Q66P7>)6ERL［S］病毒滴
度计算方法计算病毒的滴度。回收率按下式计算：

病毒回收率 T（浓缩水样的病毒滴度 F体积）*
（加入病毒的滴度 F体积）F %&&8

# 结果

#"! 钙离子絮凝法对 &# 噬菌体浓缩效果的观察

!" 噬菌体的添加回收试验进行了 ’ 次，添加回

收试验的结果如表 %所示。

表 ! 钙离子絮凝法浓缩水中 &# 噬菌体效果观察

实验序号
浓缩前噬斑数

（(!)*+,）
浓缩后噬斑数

（(!)*+,）
回收率

（8）
% #$ %&" %"&
" %"& %%& ’"
= @# ’& %%$
C ’& #" ’%
$ #$ ’& %&S
S %%$ ’$ #=
@ %&$ %&& #@
# ’" @# #$
’ ## #& ’%
平均 ’$D== ’%D#’ ’S

从表中可以看出，钙离子絮凝法试验得出的 !"
的回收率在 #=8至 %"&8之间，平均回收率为 ’S8。
#"# 钙离子絮凝法对脊髓灰质炎病毒浓缩效果的
观察

采用同一批病毒液做添加回收试验，试验共进

行了 ’次，浓缩前的病毒滴度（M;NO$&）稳定为 %&$D&，

浓缩后的病毒滴度（M;NO$&）也全为 %&$D&，脊髓灰质

炎病毒的回收率为 %&&8。
#"$ 钙离子絮凝法与阳电膜过滤法的病毒回收率
的比较

试验过程中，同时采用了阳电膜过滤法作对照，

阳电膜过滤法对 !" 噬菌体和 -4% 的浓缩试验结果

如表 "所示。
从表中可以看出，采用阳电滤法过滤浓缩后，!"
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的平均噬斑数为 !"，平均回收率为 #$%；&’( 的平

均滴度为 ($)*+,，平均回收率为 -+%。
钙离子絮凝法与阳电膜过滤法两种方法的试验

结果的比较如表 #所示。
表 ! 阳电膜过滤法浓缩水中 "! 噬菌体和 #$% 试验结果

&

实验

序号

.! 噬菌体 &’(

浓缩后噬斑数

（/.0123）
回收率

（%）
浓缩后

滴度

回收率

（%）
( !4 ## ($)*+ -$
! )( #) ($)*+ -$
# !! !4 ($)*4 ,#
) !4 #( ($)*+ -$
- (" !! ($)*4 ,#
, #4 ## ($)*4 ,#
+ #4 #, ($)*4 ,#
4 !$ !! ($)*+ -$
" !+ #( ($)*4 ,#
平均 !" #$ ($)*+, -+

5表中 .! 噬菌体浓缩前的噬斑数与表 (中的相同。&’( 浓缩前的病

毒滴度（6789-$）均为 ($-。

表 ’ 钙离子絮凝法与阳电膜过滤法的病毒回收率比较(

试验方法
.! 噬菌体回收率 &’( 回收率（%）
平均值（:）标准差（;）平均值（:）标准差（;）

钙离子絮凝法 $*", $*() (*$$ $*$$
阳电膜过滤法 $*#$ $*$- $*-+ $*$+

<检测结果为 "次试验测得的平均值。

从表中可以看出，钙离子絮凝法的回收率明显

高于阳电膜过滤法，二者具有显著差异（! = $*$-）。

’ 讨论

水体中病毒的种类和型别很多，目前研究最多

的是脊髓灰质炎病毒（&’(），一般将它作为水中肠道

病毒的代表。近来发现 .! 噬菌体在许多物理、化学
特性方面与 &’( 相似，二者核酸都是单链线性

>?@，具有 !$面体结构，在 /A# B ($时稳定，在水环
境中不能复制。因此本试验选用了 &’( 和 .! 噬菌
体作为水中病毒的指示微生物。

水体病毒污染监测包括代表性水样采集、水样

浓缩、病毒检测及鉴定等过程，其中水样的浓缩是关

键。目前国际上公认膜吸附C洗脱法是较好的水体
病毒浓缩方法，但是该方法的病毒回收率并不很高，

352DEFG等人［+］认为这是因为病毒颗粒很小，很容易
通过微孔，同时操作过程中不能保证将病毒全部洗

脱下来，因此滤膜法会产生较严重的病毒丢失现象。

本试验建立的钙离子絮凝C柠檬酸缓冲液洗溶
浓缩病毒的方法，能有效地浓缩 .! 噬菌体和脊髓灰
质炎疫苗病毒（&’(），平均回收率分别达到 ",%和

($$%，而用阳电膜过滤法的回收率分别只有 #$%
和 -+%，新研究的方法显著高于通常所用的阳电膜
过滤法，也高于目前国内外的报道［4，"］。与其它方法

相比，新方法除了高效的特点外，还有如下优点：一

是快速。絮凝快，洗脱也快。水中添加钙离子和钙

离子絮凝剂后，能迅速形成带正电荷的胶体颗料和

絮凝物，通过吸附和包埋作用将病毒结合起来，只需

搅拌均匀即可马上过滤，过滤后采用柠檬酸缓冲液

进行洗脱，实际是起到了边洗脱边溶解絮凝沉淀的

作用，因此非常快，只需 # 2HI即可。而采用膜滤法
和氯化铝沉淀法均需要用大体积洗脱液进行洗脱，

洗脱时间较长，一般需要 $*- F以上，若要进行二次
浓缩，则可能需要过夜处理。二是比较简便。目前

阳电滤膜全部依靠进口，材料不易获得，应用本法，

使用任何一种普通的微孔滤膜均可。三是可用于现

场快速浓集病毒。在现场采样时，不需要采取大量

水样回到实验室进行检测，只需待水样絮凝静止沉

降后，即可获得小体积的初步浓缩样品。

本试验中，噬菌体的回收率有时会超过 ($$%，
这可能与噬菌体的多聚团解聚有关。播种所用的噬

菌体为三倍肉汤悬浮物，由于肉汤中成份复杂，噬菌

体很可能与其中的阳电荷成份或胶体颗粒起作用，

通过静电或吸附作用形成病毒胶团，这些病毒胶团

在浓缩后的洗脱溶解过程中可能得到解聚，从而“回

收”出更多的病毒。

由于采用了絮凝法来浓缩病毒，由于凝胶颗粒

对微孔有一定的阻塞作用，因此，本方法还不能直接

用来处理大容量的水样（($3以上）。要处理大容量
的水样，可采用直径相对较大的滤膜。
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