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摘  要: 本研究探讨了在自来水和污水两种不同的水体环境中, 三氯化铝沉淀法和正电荷滤膜法

浓缩回收病毒的效率, 并比较应用不同的浓缩条件、洗脱物质时的病毒回收率, 从而建立有效的

环境样本中病毒的浓缩方法。结果表明, 三氯化铝沉淀法在两种水体中的回收率均较高, 最高回

收率分别达到 96.0%和 92.0%, 但正电荷滤膜法在两种水体中的回收率差别较大。在自来水中, 正
电荷滤膜法的最高回收率为 93.9%, 在污水中的最高回收率仅为 69.9%, 这说明正电荷滤膜法适用

于病毒含量较高且悬浮物等杂质较少的样本。在应用于自来水样时, 两种方法均可起到有效的病

毒浓缩作用, 但在悬浮物等杂质较多的污水中, 三氯化铝法具有较好的回收效率。 
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Abstract: The efficacy of the method of AlCl3 sedimentation and positive-charged membrane filtration for 
concentrating viruses was compared in this study. In addition, the efficacy of the two methods was also 
compared in different waters, conditions and elution. The recovery rate of the sedimentation method of 
AlCl3 and the positive-charged membrane was 96.0% and 92.0% respectively when tap water served as 
samples. The recovery rate of the sedimentation method of AlCl3 and the positive-charged membrane was 
93.9% and 69.9% respectively when sewage served as samples. Compared with the two concentration 
methods, there was no obvious difference in tap water but significant difference in sewage. The results 
showed that the positive-charged membrane was adapted to the water samples with little impurity. Accord-
ing to the experiment results, the two methods could be used to effectively concentrate viruses in tap water. 
However, the sedimentation method of AlCl3 was recommended to the primary method in other water sam-
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甲肝病毒、诺如病毒、轮状病毒和星状病毒多

起重大的水源性非细菌性疾病的流行病学事件暴发

有关[1]。在我国及世界上大多数国家, 对于水质中病
毒的质量控制中都没有建立常规的病毒检测方法 , 
原因主要在于缺乏有效, 简单、快速、可靠的技术
用于浓缩和检测这些病原[2]。RT-PCR等分子检测方
法由于其高度灵敏、特异的特点, 是目前用于检测
环境样本中病毒的最有效方法[3,4], 但由于水环境中
存在的致病病毒量极低, 能否将大量水体中极其微
量但却足以使人致病的病毒粒子有效的浓缩, 成为
将这些分子方法成功应用的关键点。水中病毒的浓

缩目前有吸附法、有机混凝法和过滤膜法等为主的

各种方法, 但这些方法的浓缩效率和应用前景均存
在一定的争议[5]。 

此外, 由于这四种食源性病毒很难培养, 或者
没有体外培养的细胞系 , 也没有合适的动物模型 , 
获取阳性病毒株及其效价测定存在一定困难[6,7]。因

此, 本实验利用大肠杆菌噬菌体的形态、大小、对
环境的耐受力与病毒粒子相似, 且具有培养方法简
单, 对人体无危害等特性, 用来代替病毒的阳性毒
株, 探讨将正电荷滤膜法和三氯化铝沉淀法在不同
条件下, 应用于不同水体的病毒浓缩的可行性和效
率 , 这对于提高样品检出率 , 降低检测的假阴性 , 
对食源性病毒的监测具有重要意义。 

1  材料与方法 

1.1  菌株及噬菌体 
大肠杆菌噬菌体 f2及宿主菌大肠杆菌 285购自

深圳以诺金公司, −20°C冰箱保存备用。 

1. 2  培养基 
二倍肉膏蛋白胨培养液, 上层肉膏蛋白胨半固

体琼脂培养基(含琼脂 0.7%, 试管分装, 每管 5 mL), 
下层肉膏蛋白胨固体琼脂培养基(含琼脂 2%), 1%蛋
白胨水培养基、牛肉膏蛋白胨培养基。 

1.3  实验用膜 
带正电荷的尼龙膜购自美国 AMF 公司 , 

64085-01-1 MDS, 孔径 0.45 μm。 

1.4  模拟样品制备 
分别取自来水、生活污水作为浓缩病毒载体水

样, 水样标本分成 1 L各 3份, 取其中 2份投入己知
浓度大肠杆菌噬菌体 f2。另一份作为病毒污染本底
对照水样, 依下面的方法浓缩病毒, 并计算同一病
毒在不同水体环境中的浓缩回收率, 以说明方法的
适用性和可靠性。 

1.5  病毒回收 
1.5.1  三氯化铝沉淀法[8]：每升被检水内加入NaC1
和A1Cl3·6H2O, 使其最终浓度分别达 1%(W/V)和
0.002 mol/L~0.01 mol/L(水体杂质多时加入量增大)。
置室温 1 h, 5000 r/min低温离心 15 min后弃上清, 沉
淀物用洗脱液吹打沉淀 5 min, 使病毒洗脱, 4°C、 
5000 r/min离心 10 min, 取上清, 调pH至 7.2, −20°C
保存待检。 
1.5.2  正电荷滤膜法 [9]：试验使用正电荷滤膜

(64085-01-1 MDS, 美国AMF公司), 孔径 0.45 μm。
采用负压抽滤的平板膜过滤形式, 将膜用去离子水
清洗数遍后将该膜置于无菌滤器上制成吸附层, 直
接将已制备好的待检样品混匀后, 倒入上部容器中
过滤, 每份水样重复 2 次, 液体过滤完后将膜小心
取下, 用少量洗脱液将截留在膜上的病毒洗脱下来, 
对洗脱液进行病毒检测。 

详细过程如下：用 47 mm, 0.45 μm的正电荷滤
膜对水样进行过滤, 吸附病毒; 用洗脱液洗提滤膜, 
将滤器上的病毒洗提下来; 用 1 mol/L的HCl将洗提
液的 pH值调到 7.0~7.4, 将洗提液涡旋 15 min; 然后
将涡旋后的洗提液在 4°C下, 7000 r/min离心 30 min
后, 将沉淀溶于洗脱液, 涡旋 5 min, 5000 r/min离心
10 min, 取上清, 浓缩体积为 5 mL, 调 pH 至 7.2, 
−20°C保存待检。 

1.6  洗脱液选择 
实验中比较了甘氨酸缓冲液、牛肉膏溶液、磷

酸缓冲液 3种不同的洗脱液在不同 pH(7~11)条件下
之间的最佳洗脱效果。 

1.7  回收率测定 
用双层琼脂平板法培养噬菌体, 37°C 倒置培养

12 h~24 h 后进行噬菌斑计数, 选取每皿有 30~300
个噬菌斑的平板计算噬菌体效价。回收率计算方法  
如下： 
回收率(%)＝(洗脱病毒总量/加注病毒总量)×100 
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2  结果 

2.1  添加实验前噬菌体原液效价测定 
在进行模拟污染样品之前, 取 1 mL噬菌体原液, 

将其做 10 倍系列梯度稀释, 然后测定噬菌体效价, 
测定结果见表 1。根据噬菌体效价计算公式可得, 实
验中所用噬菌体原液的效价为 9.6×106 PFU/mL。 

 
表 1  噬菌体原液效价的测定和计算 

Table 1  The measurement and count of phage 

实验 Assay 稀释度 Dilutions 

No. 10−4 10−5 10−6 10−7 10−8

1 679 86 21 6 2 

2 526 112 35 12 4 

3 590 90 26 10 0 

Average 598 96 27 9.3 2 

 
2.2  三氯化铝浓度对回收效果影响 

在用三氯化铝回收噬菌体之前, 首先探讨了不
同的条件对回收效果的影响, 实验中设立了一系列
的三氯化铝浓度和 3 个pH值, 比对最佳的回收效率, 
结果见表 2。噬菌体的回收率在 60.8%到 97.6%之间, 
三氯化铝 0.005 mol/L pH 7时, 回收率最高。其中噬
菌体的初始添加量为 9.6×106 PFU/L。 

 

表 2  AlCl3浓度对浓缩效果影响 
Table 2  The relationship between AlCl3 concentration 

and the efficiency of sedimentation 

AlCl3浓度
(mol/L) 
AlCl3  

concentration 

pH值 
pH Value 

回收病毒总

量(PFU) 
Virus recovery 

amount 

病毒回收率
(%) 

Virus   
recovery rate

0.002 3 7.10×106 73.6 

0.005 3 6.35×106 66.1 

0.008 3 6.12×106 63.8 

0.010 3 5.84×106 60.8 

0.002 5 7.92×106 82.5 

0.005 5 6.94×106 72.3 

0.008 5 6.81×106 70.9 

0.010 5 6.27×106 65.3 

0.002 7 8.34×106 86.9 

0.005 7 9.37×106 97.6 

0.008 7 8.86×106 92.3 

0.010 7 8.41×106 87.6 

2.3  不同洗脱液洗脱效果比较 
洗脱液有甘氨酸缓冲液、牛肉膏溶液、磷酸缓

冲液 3种, 分别配以 3个pH值(7, 9.5, 11)。病毒回收
率如表 3所示。最低回收率为 66.3%(0.1 mol/L磷酸
缓冲液, pH 11), 最高回收率为 93.5%(0.1 mol/L甘氨
酸缓冲液, pH 9.5), 其中洗脱效果最好的是   pH 
9.5 时的 0.1 mol/L甘氨酸缓冲液。其中噬菌体的添
加量为 9.6×106 PFU/L。 

 
表 3  不同洗脱液的洗脱率比较 

Table 3  The comparison of efficiency between the differ-
ent elution 

洗脱液 
Elution 

pH值 
pH Value

回收病毒总量

(PFU) 
Virus recovery 

amount 

病毒回收率

(%) 
Virus recov-

ery rate 

0.1 mol/L  
Glycine buffer 7 7.13×106 74.3 

3% beef 
extraction 7 7.76×106 80.8 

0.1 mol/L 
phosphate 
buffer solution

7 7.62×106 79.4 

0.1 mol/L  
Glycine buffer 9.5 8.98×106 93.5 

3% beef  
extraction 9.5 8.68×106 90.4 

0.1 mol/L  
phosphate 
buffer solution

9.5 7.74×106 80.7 

0.1 mol/L  
Glycine buffer 11 8.63×106 89.9 

3% beef  
extraction 11 8.73×106 90.9 

0.1 mol/L  
phosphate 
buffer solution

11 6.54×106 66.3 

 
2.4  三氯化铝沉淀法回收效率测定 

取 1 mL噬菌体原液, 即 9.6×106个噬菌体, 并对
其做 10倍系列稀释, 分别加入经灭菌处理的 1 L自
来水样和生活污水样中, 经三氯化铝沉淀法浓缩浓
缩 , 然后测定噬菌体效价 , 计算回收效率 , 并验证
三氯化铝沉淀法在不同浓度范围之间的回收效率 , 
探讨其适用的浓度范围。测定结果分别见表 4。实
验结果所采用的稀释度是从 9.6×105 PFU至 9.6×
100 PFU。 

按照表 4 的数据可以看到, 三氯化铝沉淀法在
自来水中的回收率较高, 最高达到 96%; 当添加的 
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表 4  三氯化铝法回收自来水中噬菌体效率测定 
Table 4  The concentration measurement of phage f2 in 

tap water and sewage by AlCl3 sedimentation 

自来水 Tap water 生活污水 Sewage 

添加病

毒总量 
(PFU/L) 

Virus 
addition 
amount 

回收病毒

总量 
(PFU/5 mL) 

Virus  
recovery 
amount 

病毒回

收率(%)
Vrius 

recovery 
rate 

回收病毒 
总量 

(PFU/5 mL) 
Virus  

recovery 
amount 

病毒回

收率(%)
Vrius 

recovery 
rate 

9.6×105 9.22×105 96.0 8.99×105 93.7 

9.6×104 8.84×104 92.1 9.01×104 93.9 

9.6×103 9.10×103 94.8 8.76×103 91.3 

9.6×102 8.72×102 90.8 8.30×102 86.5 

9.6×101 8.00×101 83.3 5.20×101 54.2 

9.6×100 3.00×100 33.3 0 0 

 
噬菌体浓度为 9.6×101 PFU/L以上时, 回收率均在

80%以上, 并且当浓度为 9.6×100 PFU/L时, 仍然可

以回收到噬菌体, 但是回收率较低, 为 33.3%。在生

活污水中的回收率最高达到 93.9%, 但只有当添加

的噬菌体浓度维持在 9.6×102 PFU/L以上时, 相应

的回收率才维持在 80%以上, 浓度为 9.6×101 PFU/L

时的回收率仅为 54.2%; 而当浓度为 9.6×100 PFU/L

时, 则不能有效的回收到噬菌体。比较这两组数据

可以看出, 自来水和生活污水两种水体中, 三氯化

铝的回收率均较高, 相差显著性不大。 

2.5  正电荷滤膜法回收效率测定 
取 1 mL噬菌体浓缩液, 将其做 10 倍系列梯度

稀释, 加入经灭菌处理的 1 L自来水样和生活污水

样中, 实验结果所采用的稀释度是从 9.6×105 PFU一

直系列稀释到 9.6×100 PFU, 经正电荷膜过滤法浓

缩浓缩, 测定结果分别见表 5。由表中数据可以看出, 

回收率总体随着投毒浓度的增加而升高。但正电荷

滤膜的回收效率在两种水体中具有明显差异。 

在自来水中, 最高回收率达到 92%, 当添加噬

菌体的量为 9.6×10 2  PFU/L以上时 , 回收率均在  

80%以上。当病毒量为 9.6×101 PFU/L时, 虽然仍然

可以检出病毒, 但是检出率只有 29.2%; 而当病毒

量稀释至 9.6×100 PFU/L时, 没有回收到噬菌体。在

污水中该法的回收率远低于在自来水中的回收率 , 

最高回收率仅有 69.9%, 当添加量为 9.6×102  PFU/L 

表 5  正电荷滤膜法回收自来水和生活污水中噬

菌体的效率 
Table 5  The efficiency of sedimentation for phage in 
tap water and sewage by positive charged membrane 

     自来水 Tap water            生活污水 Sewage 

添加病

毒总量

(PFU/L)
Virus 

addition 
amount

回收病毒 
总量 

(PFU/5 mL)
Virus  

recovery 
amount 

病毒回

收率(%) 
Virus 

recovery 
rate 

回收病毒 
总量 

(PFU/5 mL) 
Virus  

recovery 
amount 

病毒回

收率(%)
Virus 

recovery 
rate 

9.6×105 8.93×105 92.0 6.71×105 69.9 

9.6×104 8.81×104 91.8 5.94×104 61.9 

9.6×103 8.02×103 83.6 4.77×103 49.7 

9.6×102 8.10×102 84.4 3.80×102 39.6 

9.6×101 2.80×101 29.2 2.00×101 2.1 

9.6×100 0 0 0 0 

 
时, 回收率仅为 39.6%, 相比较自来水中的 84.4%, 几

乎收率降低了一半。虽然在添加量为 9.6×101 PFU/L

时, 也仍可以检出, 但检出率非常低, 仅为 2.1%。  

3  讨论 

大量研究证实, 外环境水体及淤泥是病毒存活

循环的主要场所 , 并因此频频引发传染病的流行 , 

其中以肠道病毒性疾病最为多见[10]。但在人类生活

环境的各种水体中, 除生活污水外, 其所含有的病

毒浓度往往很低, 目前现有检测方法的灵敏限水平

仍然达不到不经浓缩而直接从水中检测病毒的目 

的[11]。因此, 若要对环境中的病毒进行检测和实时

监控, 研究从水体等环境样品中浓缩病毒, 提高样

品检出率, 降低检测的假阴性, 对水体中病毒的监

测具有重要的意义。本文研究了采用三氯化铝沉淀

法和正电荷滤膜过滤法用于自来水和生活污水中浓

缩病毒的技术方法, 探讨了每种方法应用于实际样

本时的可行性和最佳条件, 总结此次试验中两种浓

缩方法的各自特性如下： 

三氯化铝沉淀法在自来水和生活污水中的回收

率均较高 , 无显著差异 , 回收率最高分别达到  

96.0%和 93.9%。但是正电荷滤膜法在两种水体中的

回收率差别较大, 在自来水中, 正电荷滤膜法的最

高回收率为 92%, 在污水中的最高回收率仅为

69.9%。 
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对于浓缩方法回收病毒是否存在有效的检测范

围, 即当被检样本中的病毒浓度在一定的范围之内, 

不同浓缩方法回收效果是否有变化, 本文对此问题

也进行了探讨。比较于三氯化铝法, 正电荷滤膜法的

有效检测范围较小。当噬菌体浓度为 9.6×102 PFU/L

时, 在自来水中三氯化铝沉淀法的回收率是同等浓

度下正电荷滤膜法的 3 倍, 而在污水中是正电荷滤

膜法的 27倍之多。但当噬菌体浓度为 9.6×100 PFU/L

时, 无论在哪种水体中, 正电荷滤膜法的回收率均

为 0, 而三氯化铝沉淀法在自来水中的回收率仍可

以达到 33.3%。因此可见, 两种方法回收病毒的效率

在自来水中的差异不大, 但在污水中其回收效果存

在显著差异。 

用滤膜浓缩病毒的回收率受水样水质影响, 变

动很大 , 特别是以水质恶劣的水样做检测对象时 , 

病毒的回收率明显低下。因此, 当应用于悬浮物及

杂质较多的水体时, 水体混浊度始终制约着正电荷

滤膜的应用。污水中因悬浮物过多, 在浓缩病毒过

滤过程中, 堵塞滤膜时有发生, 使过滤水标本耗时

过长, 造成大量的病毒丢失, 使正电荷膜过滤法的

回收效果受到很大影响。另外, 混浊度较大的污水,

需预先澄清。吸附在悬浮物上的病毒可能会被澄清

过程而除去 , 从而降低检出率; 另外 , 水中可溶性

或胶体样的有机物可能由于和病毒竞争吸附位点而

影响病毒吸附。这说明该法适用于病毒含量较高且

悬浮物等杂质较少的样本。但在两种水质中, 能检

出噬菌体的最低限度均是 9.6×101 PFU/L。 

由于在实验过程中采用的水体、水样体积有所

差异, 病毒的回收效率受操作者的熟练程度以及试

剂、仪器和外界环境等干扰因素对浓缩方法的评价

影响较大。多年来, 学者对于环境水体中病毒的浓

缩方法的效果评价一直是众说不一。但在国外的研

究中 ,大多数都是使用膜吸附－洗脱法作为水样中

病毒的初步浓缩方法[12,13], 这可能是考虑到了在对

于大样水体的处理过程中的可操作性原因, 但不同

滤膜的选择, 对于病毒的回收也有很大影响。而对

于病毒洗脱液的选择和优化方面, 在病毒浓缩后所

使用的检测方法也限制了洗脱液的选择, 比如张崇

淼[5]等人的研究表明用 3%牛肉膏+0. 05 mol/L甘氨

酸适于作为微孔滤膜的的洗脱液比单用 3%牛肉膏

作为洗脱液的病毒回收率高, 并且在随后的PCR检

测中 , 提高了特异性 , 减少了干扰物 , 这和本研究

的结果相似。 

从两种方法回收率的结果分析, 在应用于自来 

水样时, 两者均可用, 可以起到有效的病毒浓缩和

监测作用。此外, 三氯化铝沉淀法最大的优点是可

适用于绝大多数具有不同水质特性的水样, 特别是

可以克服膜过滤法因易堵塞而对水体悬浮物浓度有

严格限制的缺陷。另外, 就条件而言, 该方法无需过

滤装置等, 也省去进口的阳电滤膜, 从应用推广的

角度 , 更为方便 , 费用成本低 , 而需要的低温离心

机是各病毒实验室的基本设备。另外, 本实验中采

用的水样仅为 1 L, 但是在实际检测自来水中病毒

时, 因为混在其中的病毒极微量, 需要大量的水样。

今后 , 还需要进行大量水样(数百升)的试验 , 确认

正电荷滤膜的实用性。 
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