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两种浓缩方法在水样脊髓灰质病毒检测中的应用
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摘要：水样中病毒颗粒的有效浓缩和富集是病毒检测的首要任务．分别应用氯化钠氯化铝沉淀法和滤膜吸附法，
对模拟水样和实际水样的脊髓灰质病毒进行浓缩分离．经过核酸提取后，通过ＲＴｎｅｓｔＰＣＲ分子生物学技术扩增特
异性核酸片段检测病毒，结果发现，两种浓缩方法对水样中的脊髓灰质病毒都能有效地回收富集及检测．通过计算，
分别检测到污水处理厂进水口中病毒存在所用水样的有效体积，氯化钠氯化铝沉淀法为３．５ｍＬ，滤膜吸附法为２．１
ｍＬ．应用氯化钠氯化铝沉淀法对另外３个污水处理厂水样的病毒检测发现，进水口和出水口均有脊髓灰质病毒的
存在．另外，制备了包含脊髓灰质病毒特异性核酸片段的阳性质粒标准品，为开展水体环境中有害病毒的检测工作
奠定研究基础．
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　　污染水体中存在着大量的有机物质，适于各种
微生物的生长，因此，污染水体是仅次于土壤的第二

种微生物天然培养基［１］．水体中的微生物主要来源
于土壤以及人类和动物的排泄物，其中病毒的种类

包括肠道病毒、腺病毒、肝炎病毒、轮状病毒、星状病

毒和诺如病毒等．水环境污染或水系传播而引起的
病原体感染是当今世界危害范围最广的环境问

题［２］．全世界每年由于肠道感染引起痢疾的病例多
达４０亿例次，死亡人数多达２２０万，成为全球疾病
之首［３］．因此，对饮用水、环境水源乃至各级污水中
污染病毒的检测，是预防控制疾病，评估水源卫生质

量、环境卫生情况的一项有价值的工作［４］．
肠道病毒的常规检查方法主要有细胞培养法和

免疫学方法等．这些方法检测步骤繁琐，操作复杂，
检测所需时间较长，而逐渐被分子生物学检测水中

病毒的方法所替代．该方法检测水体病毒具有快速、
特异性强、灵敏性高的特点，一般分为如下几个步

骤：病毒的浓缩和分离、病毒核酸的纯化和提取、病

毒核酸的检测．在实践中，对水样中病毒颗粒的有效
浓缩和富集是病毒检测的首要任务．常用的水样中
肠道病毒的浓缩方法有免疫学反应法、吸附洗脱
法、过滤法、沉淀法等［５］，其中吸附洗脱法和絮凝沉

淀法是最主要的方法．絮凝沉淀法利用化学物质的
絮凝作用，操作简单，应用广泛；膜吸附洗脱法则利
用病毒的胶体性质和蛋白质特性，该方法在国外研

究中应用较多［６］．目前，国内对水环境中病毒的检测
研究不多［７１２］，但是，随着公众对水体环境安全的日

益重视，病毒检测必不可少．本研究分别采用氯化
钠氯化铝沉淀法［１３１４］和滤膜吸附法［１５１６］两种方法，

对模拟水样和实际水样的脊髓灰质病毒进行浓缩富

集，应用分子生物学技术检测特异性核酸片段，并制

备阳性质粒标准品，为今后开展水体环境中有害病

毒的检测工作奠定研究基础．

１　实验材料与方法
１．１　材料

脊髓灰质炎减毒活疫苗（猴肾细胞），中国医学

科学院医学生物学研究所．模拟水样由５００ｍＬ无菌
去离子水中人工添加０．２ｍＬ脊髓灰质炎减毒活疫
苗获得，实际水样取自上海市某污水处理厂（Ａ厂）
的进水口水样，检测水样分别取自上海市３个污水
处理厂（Ｂ厂、Ｃ厂和 Ｄ厂）的进水口和出水口．Ａ
厂、Ｂ厂污水处理能力 ＜５×１０４ｍ３／ｄ，Ｃ厂、Ｄ厂污
水处理能力≥２×１０５ｍ３／ｄ．

病毒 ＲＮＡ提取试剂盒（ＴＩＡＮａｍｐＶｉｒｕｓＲＮＡ
Ｋｉｔ），天根生化科技有限公司；ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭＯｎｅＳｔｅｐ
ＲＴＰＣＲｋｉｔ、ＥｘＴａｑ热启动聚合酶、ＰＭＤ１８Ｔ质粒连
接试剂盒、Ｅ．ｃｏｌｉＨＢ１０１感受态细胞、ＤＬ２０００ＤＮＡ
Ｍａｒｋｅｒ等，宝生物工程有限公司；凝胶回收试剂盒和
质粒提取试剂盒，上海生物工程有限公司；０．４５μｍ
ＨＡ过 滤 膜 （直 径 ４７ ｍｍ）、ＹＭ５０超 滤 管，
ＭＩＬＬＩＰＯＲＥ公司；实验所用引物［１７］，上海生物工程

有限公司合成，核酸序列如表１所示；氯化钠、六水
合氯化铝、无水乙醇等试剂等均为国产分析纯，国药

集团化学试剂有限公司．

表１　引物序列
Ｔａｂｌｅ１　Ｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｐｒｉｍｅｒｓ

引物 序列 （５′３′）

通用正向引物 ＡＴＴＧＧＡＴＴＧＧＣＣＡＴＣＣＧＧＴＧ
反向外侧引物 ＧＣＡＴＴＡＣＡＣＴＧＴＡＣＧＴＧＣＡＣ
反向内侧引物 ＴＣＣＡＣＣＡＣＣＡＣＣＣＴＣＴＣＧＡＣＴＣ

１．２　实验方法
１．２．１　水中病毒的浓缩分离方法
１．２．１．１　氯化钠氯化铝沉淀法

在待检水样中加入氯化钠颗粒和六水氯化铝溶

液，使其终浓度分别达到１％和０．００５～０．０１０ｍｏｌ／Ｌ；
４℃静置过夜后，４℃ ５０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ；弃上
清，沉淀物用１ｍＬ甘氨酸ＥＤＴＡ缓冲液洗脱；４℃
１５００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清，置于１．５ｍＬ离心
管中，－２０℃冻存待检．
１．２．１．２　滤膜吸附法

待检水样过滤膜前，先用 ５ｍＬ２５０ｍｍｏｌ／ｄｍ３

氯化铝溶液润洗滤膜，使其带正电荷；然后将 ５００

６５３
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ｍＬ待测水样、２００ｍＬ０．５ｍｍｏｌ／ｄｍ３硫酸依次通过
滤膜；弃滤液，再用１０ｍＬ１．０ｍｍｏｌ／ｄｍ３氢氧化钠
溶液洗脱病毒；收集滤液，加入５０μＬ１００ｍｍｏｌ／ｄｍ３

硫酸和１ｍＬ１０×ＴｒｉｓＥＤＴＡ（ＴＥ）缓冲液．将上述
溶液加入 ＹＭ５０超滤管中，２０℃，５０００ｇ离心
１０ｍｉｎ，收集浓缩液约５００μＬ，置于１．５ｍＬ离心管
中，－２０℃ 冻存待检．
１．２．２　病毒ＲＮＡ的提取

病毒ＲＮＡ提取按照试剂盒说明书进行．取１４０
μＬ病毒浓缩液加入至含有５６０μＬｃａｒｒｉｅｒＲＮＡ工作
液的１．５ｍＬ的ＲＮａｓｅｆｒｅｅ的灭菌离心管中，涡旋震
荡３０ｓ；室温孵育１５ｍｉｎ，加入５６０μＬ无水乙醇，涡
旋震荡３０ｓ，转移至包含吸附柱的收集管装置中；
８０００ｒ／ｍｉｎ离心１．５ｍｉｎ，弃废液，依次加入清洗液
重复离心操作；弃废液，室温放置５ｍｉｎ；加入６０μＬ
ＲＮａｓｅｆｒｅｅｄｄＨ２Ｏ，室温放置５ｍｉｎ；８０００ｒ／ｍｉｎ离
心１．５ｍｉｎ，收集病毒ＲＮＡ．
１．２．３　病毒核酸的ＲＴｎｅｓｔＰＣＲ检测

取待检ＲＮＡ样品（０．５～１．０μｇ），按照一步法
ＲＴＰＣＲ反转录试剂盒操作说明书，依此加入２５μＬ
２×１ＳｔｅｐＢｕｆｆｅｒ，２μＬＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ１ＳｔｅｐＥｎｚｙｍｅ
Ｍｉｘ，通用正向引物 ２０ｐｍｏｌ，反向外侧引物２０ｐｍｏｌ，
加入ＲＮａｓｅｆｒｅｅｄｄＨ２Ｏ补足至终体积为５０μＬ．在
ＰＣＲ仪上按照以下程序完成一步法 ＲＴＰＣＲ反应：
５０℃ ３０ｍｉｎ，９４℃预变性２ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ，５５℃
４５ｓ，７２℃ ８０ｓ，３０ｃｙｃｌｅｓ；７２℃延伸 ５ｍｉｎ．反应结
束后，取反应液 １μＬ，依次加入 ２．５μＬ２×ＰＣＲ
Ｂｕｆｆｅｒ，０．５μＬｄＮＴＰＭｉｘｔｕｒｅ（１０ｍｍｏｌ／ｄｍ３ｅａｃｈ），
通用正向引物 １６ｐｍｏｌ，反向内侧引物１６ｐｍｏｌ，０．２５
μＬＴａｋａｒａＥｘＴａｑＨＳ（５Ｕ／μＬ），加入 ＲＮａｓｅｆｒｅｅｄｄ
Ｈ２Ｏ补足至终体积为２５μＬ．在 ＰＣＲ仪上按照以下
程序完成巢式 ＰＣＲ（ｎｅｓｔＰＣＲ）反应：９４℃预变性
２ｍｉｎ，９４℃ ３０ｓ，６０℃ ４５ｓ，７２℃ ８０ｓ，３０ｃｙｃｌｅｓ；
７２℃延伸 ５ｍｉｎ．反应结束后，取适量反应液用
１．２％琼脂糖凝胶电泳检测结果．如果电泳图谱中能
检测到脊髓灰质病毒扩增的特异性条带，即代表阳

性结果，等同于检测到样品中脊髓灰质病毒的存在．
１．２．４　脊髓灰质病毒特异性核酸片段重组质粒标

准品的制备

在无菌环境中切下含有脊髓灰质病毒 ＲＴｎｅｓｔ
ＰＣＲ特异性扩增条带的琼脂糖凝胶，按照凝胶回收
试剂盒操作说明回收ＤＮＡ片断，１６℃与ｐＭＤ１８Ｔ载
体连接过夜；次日，将连接产物转化至 Ｅ．ｃｏｌｉＨＢ１０１

感受态细胞中．取２００μＬ转化细菌液涂布在含氨苄
青霉素（１００μｇ／ｍＬ）的ＬＢ平板上，３７℃过夜培养；次
日挑取单个菌落置于含氨苄青霉素（１００μｇ／ｍＬ）的
ＬＢ液中，３７℃摇床培养过夜，按照质粒小量纯化试剂
盒说明书，提取质粒制备脊髓灰质病毒核酸片段质粒

标准品．测序工作由上海生物工程有限公司完成，基
因核酸序列同源序列分析应用ＢＬＡＳＴ比对．

２　结　果
２．１　脊髓灰质病毒标准品 ＲＴｎｅｓｔＰＣＲ检测方法

的建立

以脊髓灰质炎减毒活疫苗提取 ＲＮＡ，进行一步
法ＲＴＰＣＲ和巢式 ＰＣＲ反应，琼脂糖凝胶电泳在
５００～７５０ｂｐ间分别检测到特异条带，与预期的目的
片段大小一致．图１中：第１泳道为一步法 ＲＴＰＣＲ
后目标片段，核苷酸长度为６７１ｂｐ；第２泳道为巢式
ＰＣＲ后目标片段，核苷酸长度为５７５ｂｐ．从琼脂糖凝
胶电泳的检测结果可看出，经过 ＲＴｎｅｓｔＰＣＲ方法
扩增阳性标准品，扩增条带清晰特异，表明本次实验

中一步法ＲＴＰＣＲ和巢式ＰＣＲ相结合的方法可用于
后续水样中脊髓灰质病毒的检测工作．

图１　脊髓灰质病毒标准品ＲＴｎｅｓｔＰＣＲ扩增产物琼脂
糖凝胶电泳图

Ｆｉｇ．１　ＡｇａｒｏｓｅｇｅｌａｎａｌｙｓｉｓｏｆＲＴｎｅｓｔＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓ
ｏｆｐｏｌｉｏｖｉｒｕｓｓｔａｎｄａｒｄ

２．２　脊髓灰质病毒特异性核酸片段重组质粒标准
品的制备

对已连接入脊髓灰质病毒核酸片段的 ｐＭＤ１８Ｔ
重组质粒进行测序，结果获得一条５７５ｂｐ长的核苷
酸片段．该序列与国际基因数据库中已发表的脊髓
灰质病毒的核苷酸序列（ＧｅｎｂａｎｋａｃｃｅｓｓｉｏｎＮｏ．
ＤＱ８９０３８５）进行序列比对，结果发现，其核酸序列与
已发表的脊髓灰质病毒的核苷酸序列完全一致，即

相似度为１００％（见图２）．这证明用 ＲＴｎｅｓｔＰＣＲ方
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法已经成功地扩增到脊髓灰质病毒的核苷酸片段．
同时，制备的包含脊髓灰质病毒核酸片段的质粒标

准品，可用于后续水样中脊髓灰质病毒检测时的阳

性对照品．

图２　ＲＴｎｅｓｔＰＣＲ方法扩增片段序列与已知脊髓灰质病毒核酸序列比对
Ｆｉｇ．２　ＡｌｉｇｎｍｅｎｔｏｆｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆＲＴｎｅｓｔＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｗｉｔｈｋｎｏｗｎｐｏｌｉｏｖｉｒｕｓｓｅｑｕｅｎｃｅ

２．３　两种浓缩方法在检测水样病毒核酸中的应用
取人工添加脊髓灰质病毒的模拟水样５００ｍＬ，

应用膜吸附法洗脱液提取核酸 ＲＮＡ后，进行一步法
ＲＴＰＣＲ和巢式ＰＣＲ反应检测脊髓灰质病毒．结果
显示，可检测出病毒核酸（见图３）．这说明膜吸附法
可有效地浓缩分离模拟水样中的病毒．取 Ａ厂进
水口水样，应用氯化钠氯化铝沉淀法和滤膜吸附
法浓缩分离病毒，分别提取核酸 ＲＮＡ，并分别进行
一步法 ＲＴＰＣＲ和巢式 ＰＣＲ反应检测脊髓灰质病
毒．应用氯化钠氯化铝沉淀法，取水样１００ｍＬ浓
缩分离病毒．应用滤膜吸附法，取３０ｍＬ原水样稀
释至５００ｍＬ，浓缩分离病毒．琼脂糖凝胶电泳检测
结果显示（见图４），在２份ＲＮＡ待检样品中都检测
到脊髓灰质病毒，这表明氯化钠氯化铝沉淀法和滤
膜吸附法两种病毒浓缩方法都能有效地分离浓缩水

样中的病毒．计算能检测到病毒核酸的水样的有效
体积，氯化钠氯化铝沉淀法为３．５ｍＬ，滤膜吸附法
为２．１ｍＬ．

图３　模拟水样中检测脊髓灰质病毒电泳图
Ｆｉｇ．３　ＡｇａｒｏｓｅｇｅｌａｎａｌｙｓｉｓｏｆＲＴｎｅｓｔＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｆ

ｐｏｌｉｏｖｉｒｕｓｉｎｃｏｎｔａｍｉｎａｔｅｄｗａｔｅｒｓａｍｐｌｅ

２．４　污水处理厂水样中病毒的检测
应用氯化钠氯化铝沉淀法浓缩分离 Ｂ，Ｃ，Ｄ厂

进水口和出水口水样中的病毒．进水口水样取１００
ｍＬ，出水口水样取１Ｌ．分别提取６个水样中的病毒
核酸ＲＮＡ，进行一步法 ＲＴＰＣＲ和巢式 ＰＣＲ反应检
测脊髓灰质病毒．琼脂糖凝胶电泳检测结果显示（见
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图４　Ａ污水处理厂进水口检测脊髓灰质病毒电泳图
Ｆｉｇ．４　ＡｇａｒｏｓｅｇｅｌａｎａｌｙｓｉｓｏｆＲＴｎｅｓｔＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓ

ｏｆｐｏｌｉｏｖｉｒｕｓｆｒｏｍｔｈｅｉｎｆｌｕｎｅｎｔｗａｔｅｒｏｆＮｏ．Ａ
ｗａｓｔｗａｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｐｌａｎｔ

图５），在３个水厂的进水口和出水口中都检测到了脊
髓灰质病毒的特异性核酸片段．ＲＴＰＣＲ检测所用有
效水样体积，进水口为１．１７ｍＬ，出水口为１１．７０ｍＬ．

图５　Ｂ，Ｃ，Ｄ污水处理厂检测脊髓灰质病毒电泳图
Ｆｉｇ．５　ＡｇａｒｏｓｅｇｅｌａｎａｌｙｓｉｓｏｆＲＴｎｅｓｔＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓ

ｏｆｐｏｌｉｏｖｉｒｕｓｆｒｏｍＮｏ．Ｂ，ＣａｎｄＤｗａｓｔｗａｔｅｒ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔｐｌａｎｔ

３　讨　论
本实验尝试用两种浓缩方法对水样中的病毒颗

粒进行富集，结果应用氯化钠氯化铝沉淀法和滤膜
吸附法，对某污水处理厂进水口采集实际水样的检

测中都发现了脊髓灰质病毒的存在．氯化钠氯化铝
沉淀法利用了化学物质的絮凝作用，病毒吸附到预

先形成的铝盐沉淀物上，从而达到浓缩病毒的作用．
其优点在于操作方法简单，材料成本低，不需要特殊

的试剂和设备，适于基层实验室使用［１８］．研究发现，
对于相对洁净、悬浮物较少的水样，氯化钠氯化铝
沉淀法分离水样中的病毒，其回收率比起滑石粉硅
藻土浓缩法和阳电滤膜过滤法较高［１３］．膜吸附洗
脱法是利用病毒的胶体性质和蛋白质的特性，由于

滤膜和含有病毒的水体相互独立，不需要在水相中

产生新的固体相吸附病毒，因此，该方法相对于氯化

钠氯化铝沉淀法更具可操作性［６］．本实验中的滤膜
吸附法由Ｈａｒａｍｏｔｏ等［１５］改进．水样过膜前，用ＡｌＣｌ３
溶液过膜可增加病毒对膜的吸附；水样过膜后，用

Ｈ２ＳＯ４（ｐＨ＝３．０）淋洗滤膜可去除多价阳离子促进
洗脱，从而提高病毒回收率；用ＮａＯＨ（ｐＨ＝１０．８）溶
液代替牛肉浸膏作为洗脱液，可减少后续 ｃＤＮＡ合
成和ＰＣＲ扩增中的抑制因子，从而增加病毒核酸检
测的灵敏度．

采用本次实验的方法，在上海市的３个污水处
理厂的进水和出水水样中都检测到了脊髓灰质病毒

核酸片段．该研究结果与以下研究相似：姬晓琴等［７］

的研究结果显示在西安市石桥污水净化中心的二级

处理水中肠道病毒的阳性检出率为８７．５％；程莉等
在北方某市污水厂的进水和不同工艺水中斗检测到

了轮状病毒的存在，病毒检出率为１００％．水体中病
毒等病原微生物由于个体小抗性大，在自然环境中

的生存能力比细菌强，常规水处理技术很难将其彻

底消灭去除，因而常规的大肠杆菌生物检测指标不

能反映水体中病毒污染的情况．值得一提的是，本实
验中所用的ＲＴｎｅｓｔＰＣＲ方法具有快速、灵敏、特异
性强的特点，尤其对于那些应用细胞培养法难于分

离培养的病毒而言更具优势，能够满足水体病毒的

检测要求．但是，该方法不能准确反映水样中所检测
病毒的感染性，因此，在评价水体中病毒污染程度方

面仍具有一定的局限性．
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