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摘 要：目的　比较膜吸附法、膜吸附 -PEG 法和膜吸附 -超滤法对纯净水中病毒的富集效果，并对优选的富集方

法的实验条件进行比对，旨在寻找高效的方法，为其他水体中病毒富集检测提供技术借鉴。方法　本文以 MS2 噬菌

体为目标病毒，制作高、低浓度水样，建立逆转录-荧光定量聚合酶链式反应（RT-qPCR）方法的标准曲线，进行定量检

测。使用膜吸附法、膜吸附-PEG 法和膜吸附-超滤法富集水样，并比较不同过滤膜、不同超滤管及两种核酸提取方法

的回收率，选择最适方法。结果　膜吸附-超滤法、膜吸附-PEG 法和膜吸附法回收率均值分别为 19. 80%± 12. 19%、

12. 71%±9. 09% 和 9. 05%±4. 89%，各因素对回收率的影响顺序为：膜吸附-超滤法>膜吸附-PEG 法>膜吸附法；高浓

度>低浓度。混合纤维素酯膜的富集效果优于尼龙膜。100 K 和 50 K 的超滤管富集效果无差异。硅胶离心柱法和

磁珠法核酸提取效果无差异。结论　通过二次富集可提高富集效率，膜吸附-超滤法优于另两种方法，且其操作简

单、耗时短、对设备依赖性低，易于推广。膜吸附-超滤法的实验条件仍可优化、完善，拓展其在不同水体和不同病毒

富集中的应用。
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Abstract： Objective　To compare the effects and experimental conditions of membrane adsorption method， membrane 
adsorption-PEG method and membrane adsorption-ultrafiltration method on virus enrichment in purified water.
Methods　MS2 bacteriophage was used as target virus to prepare water samples with high and low concentrations， and the 
standard curve of reverse transcription-fluorescence quantitative polymerase chain reaction （RT-qPCR） was established for 
quantitative detection.  Water samples were enriched by membrane adsorption method， membrane adsorption-PEG method 
and membrane adsorption-ultrafiltration method.  The recoveries of different filtration membranes， different ultrafiltration 
tubes and two nucleic acid extraction methods were compared. Results　The average recoveries of membrane adsorption-

ultrafiltration method， membrane adsorption-PEG method and membrane adsorption method were 19. 80% ± 12. 19%， 
12. 71% ± 9. 09% and 9. 05% ± 4. 89%.  The order of influencing factors on the recoveries was： membrane adsorption-

ultrafiltration method > membrane adsorption-PEG method > membrane adsorption method.  High concentration > low 
concentration.  The effect of virus enrichment of mixed cellulose ester membrane was better than nylon membrane.  There 
was no difference in the enrichment effect of ultrafiltration tube at 100 and 50 K， and the nucleic acid extraction effect of 
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silica gel centrifugation column method and magnetic bead method. Conclusion　The enrichment efficiency can be improved 
by secondary enrichment.  Membrane adsorption-ultrafiltration method is simple to operate， short time consuming， low 
dependence on equipment， and easy to be popularized.  The experimental conditions of membrane adsorption-ultrafiltration 
can be optimized and improved to expand the application of different water bodies and different virus enrichment.
Key words： Waterborne virus； enrichment； membrane adsorption； ultrafiltration

环境水体是病毒存活、迁徙和灭亡的重要媒

介［1-2］，在河流、湖泊、海洋、景观娱乐用水或是符合

我国饮用水卫生标准的水体中都可以分离到肠道

病毒［3-10］，病毒可通过多种途径污染水源，并可在含

水层中迁移很远的距离［11］，莫斯科国立大学研究团

队在地底 2 km 深处发现噬菌体病毒［12］。有研究显

示，生活污水中病毒的含量非常高，但目前的污水

处理工艺无法完全去除污水中的病毒［13-16］。世界卫

生组织于 2022 年发布了《饮用水水质准则（第四

版）》［17］，列出了腺病毒、星状病毒、诺如病毒、札如

病毒、戊肝病毒、肠道病毒、副肠孤病毒、甲肝病毒

和轮状病毒 9 种病毒可经水传播，鼓励各国选择某

种病毒作为参考病原体，开展饮用水病毒污染的风

险评估，制定针对水中病毒处理效果的性能目标，

保证饮用水安全。

近年来，世界各地均有不同程度的水中病毒污

染而导致的暴发事件发生。2020 年新型冠状病毒

感染发生后，有研究发现生活污水、医疗废水等均

能检出新型冠状病毒：2020 年 3~4 月在巴黎污水厂

的污水中检测到浓度为 5×104~3×106 GU/L 的新型

冠状病毒［18］；在伊斯坦布尔传染病医院附近的两个

沙井水中分别检测到 4. 49×104 和 9. 33×104 copies/L
的新型冠状病毒［19］，检测到新型冠状病毒有经水传

播的风险。最新修订的 GB 5749—2022《生活饮用

水卫生标准》［20］中没有饮用水中病毒的安全性要求

和评价指标。病毒在水体中的传播具有高隐蔽性、

复杂性和不确定性，且流动性大、病毒载量低等特

点，国内尚无针对水体中进行病毒富集和检测国家

标准。

目前对于水体中病毒的检测策略多为根据病

毒的物理特性进行富集，提高单位体积内病毒载

量。通过增加病毒核酸提取时使用的浓缩液体积，

提高核酸提取液中病毒核酸浓度。使用实时荧光

定量逆转录聚合酶链式反应（Reverse transcription-

fluorescence quantitative polymerase chain reaction，
RT-qPCR）技术检测经过富集和核酸提取的水体样

本中是否含有特定病毒。本研究使用世界卫生组

织推荐的评价水源污染和饮用水处理过程中病毒

杀灭效率的指示微生物 F-特异性噬菌体（MS2 噬菌

体）［17，21］作为目标病毒进行加标实验，比较 3 种国内

外广泛使用的水体中病毒富集方法（①膜吸附-洗脱

法［22-23］；② 膜 吸 附 -PEG 法［24-25］；③ 膜 吸 附 - 超 滤

法［26-29］）的回收效果，旨在优选、优化水中病毒富集

方法，建立适合在国内推广使用的水中病毒富集和

检测的标准方法，为水中病毒污染的精准防控和风

险评估做技术储备。

1　材料与方法

1. 1　材料与仪器

MS2 噬菌体过程控制试剂盒（北京美正生物科

技有限公司，货号：LR73141）；Qiagen QIAamp Viral 
RNA Mini Kit（德 国  Qiagen 公 司 ，货 号 ：52906）；

MagaBio plus 病毒 DNA/RNA 纯化试剂盒Ⅲ（杭州博日

科技科技股份有限公司，货号：BSC86M1E）；混合纤

维素酯滤膜（美国 Millipore 公司，货号：HAWP14250、
HAWP04700）；尼龙膜（美国 Millipore 公司，货号：

GNWP04700）；Amicon® Ultre-15 浓缩离心管（美国

Millipore 公司，货号：UFC910096、UFC905096）。

THZ-C-1 全温振荡器（苏州培英实验设备有限

公司）；Multifuge X Pro 冷冻高速离心机（美国 Thermo 
Scientific 公司）；QuantStudio 7 Pro 高通量实时荧光

PCR 仪（美国 ABI 公司）；GenePure 96 核酸提取仪

（杭州博日科技科技股份有限公司）；Vdose® Elite 蠕
动棒及硅胶管（德国 WIGGENS 公司）；142 mm 大型

不锈钢固定器（日本 ADVANTEC 公司），6 联换膜过

滤系统（美国 Millipore 公司）。

1. 2　样品制备

使用 MS2 噬菌体过程控制试剂盒，MS2 噬菌体

原始浓度为 106 PFU/μL，1∶10 倍比稀释至浓度为

104 PFU/μL 和 103 PFU/μL，分别取 50 μL 噬菌体

稀释液至 1 L 纯净水（怡宝）中，分别制成高浓度水

样（0. 5 PFU/μL）和低浓度水样（0. 05 PFU/μL）每

组实验准备 6 份样品，重复 6 次，用 1 L 无病毒纯净

水做阴性对照。取未经浓缩的样品原液 300 μL 和

300 μL 纯净水（空白对照）进行核酸提取及 RT-

qPCR 反应。

1. 3　病毒富集

在样品中加入 2. 5 mol/L MgCl2 溶液，使其终浓

度为 0. 05 mol/L，混匀样品；用 1 mol/L 盐酸调节样

品 pH 至 3. 0±0. 5；将 混 合 纤 维 素 酯 膜（142 mm、
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0. 45 μm；47 mm、0. 45 μm）、尼龙膜（47 mm、0. 22 μm）
分别置于过滤器上，样品以 2 mL/s 的流速在蠕动泵

压力下，通过滤膜；取下滤膜，剪碎，收集于 50 mL 离

心管中；加入 15 mL TGBE 洗脱液（12 g/L Tris-Base、
3. 8 g/L 甘氨酸、10 g/L 牛肉膏，1 L 无 RNase 水，

pH 9. 5，115 ℃ 20 min），室温下 300 rpm 振荡 30 min；
吸取洗脱液，3 000 r/min 离心 10 min，离心后上清

液为病毒富集液。

1. 4　膜吸附法

方法同 1. 3 中操作，取 1/4 的 142 mm 滤膜剪

碎，用 1 mL TGBE 洗脱液洗脱后，取 300 μL 富集液

提取核酸。

1. 5　膜吸附-PEG 法

将 1. 3 中富集液转入 50 mL 离心管中，加入

0. 25 倍体积的 PEG/NaCl 溶液（500 g/L PEG8000，
1. 5 mol/L NaCl，无 RNase 水定容到 1 L，121 ℃ 15 min），
混匀；4 ℃ 100 r/min 振荡 30 min；4 ℃ 12 000×g 离

心 120 min，弃上清；4 ℃ 12 000×g 离心 5 min，弃上

清 ；用 500 μ L 无 RNase 水 混 匀 重 悬 沉 淀 ，4 ℃ 
12 000×g瞬时离心，使富集液聚集在管底；取 300 μL
富集液提取核酸。

1. 6　膜吸附-超滤法

将 1. 3 中富集液转入 Ultre-15 浓缩离心管（100K、

50K），4 000×g离心 15 min；用 500 μL 无 RNase 水，

吹打滤膜 20 次，将病毒富集液转移入 1. 5 mL 离心

管中；取 300 μL 富集液提取核酸。

1. 7　标准曲线制备

取 20 μL MS2 噬菌体，95 ℃加热 5 min，冰上冷

却至室温后，1∶10 倍比稀释冷却后原液，稀释 5 个

稀释度，形成原液，1∶10、1∶102、1∶103、1∶104、1∶105

标准系列。标准曲线中核酸 RT-qPCR 检测条件与

样品核酸相同。

1. 8　核酸提取和 RT-qPCR 检测

取 300 μL 富集液使用 Qiagen QIAamp Viral RNA 
Mini Kit 试剂盒（硅胶离心柱法）或使用 GenePure 96
核酸提取仪（磁珠法）提取病毒 RNA。使用硅胶离

心柱法时将 300 μL 富集液平均分配在 2 只硅胶离

心柱中，提取方法参照试剂盒说明，用 60 μL Buffer 
AVE 收集 2 支硅胶离心柱中病毒核酸。使用磁珠

法时候将 300 μL 富集液转移入裂解液中，提取方法

参照 MagaBio plus 病毒 DNA/RNA 纯化试剂盒Ⅲ说

明。使用 MS2 噬菌体作提取过程阳性对照。使用

QuantStudio 7 Pro 高通量实时荧光 PCR 仪进行 RT-

qPCR 检测，反应体系和反应条件参照 MS2 噬菌体过

程控制试剂盒说明。使用 MS2 噬菌体作 RT-qPCR
阳性对照，用无 RNase 水作阴性对照。

1. 9　实验回收率

根据 MS2 噬菌体的浓度与 RT-qPCR 反应循环

数（Ct）之间的线性关系，以 Ct 值为 X 轴，以不同稀

释度 MS2 噬菌体浓度的对数值为 Y 轴，建立标准曲

线。将 RT-qPCR 检测结果带入标准曲线公式中，计

算样品经过不同富集方法后，核酸提取液中病毒浓

度。实验回收率公式为：Recovery = CNvirus × Vtemplate ÷
Vnucleic acid × Venrichment sample ÷ Nvirus × 100%，式中：Recovery
为实验回收率，CNvirus 为核酸提取液中病毒浓度，

Vtemplate 为核酸提取液体积，Vnucleic acid 为用于提取核酸

的病毒富集液体积，Venrichment sample 为病毒富集液体积，

Nvirus 为样本中加入的 MS2 病毒数量。

1. 10　统计学分析

采用 Excel 和 SPSS22. 0 软件进行数据统计和

分析。使用方差分析比较不同方法间回收率的差

异，P<0. 05 为差异有统计学意义。

2　结果

2. 1　质量控制

阴性对照和空白对照无扩增曲线，说明富集、

提取、扩增过程无污染。阳性对照有典型扩增曲

线，说明提取和扩增过程有效。对 14 次实验中

MS2 噬菌体标准曲线 6 个稀释度 RT-qPCR 反应 Ct
值分别进行 Bootstrap 抽样（1 000 次），取抽样均值，

为 MS2 噬菌体标准曲线标准化 Ct 值，推算标准曲线

公式为 lg ( y ) = -0. 279 3x + 10. 837（r2=0. 998 6）。

2. 2　3 种富集方法回收率的比较

膜 吸 附 均 使 用 混 合 纤 维 素 酯 膜（142 mm、

0. 45 μm），超滤使用 Ultre-15（100 K）超滤管。高浓

度和低浓度水样 MS2 噬菌体回收率分别为 17. 84%± 
12. 42% 和 11. 79%±7. 57%。膜吸附 -超滤法、膜吸

附法和膜吸附 -PEG 法回收率均值分别为 19. 80%± 
12. 19%、9. 05%±4. 89% 和 12. 71%±9. 09%（表 1）。

进行方差分析，主体间效应检验，F=6. 120，P=0. 001，
模型有统计学意义，浓度（F = 6. 107，P = 0. 017）和

方法（F=6. 126，P=0. 004）两个变量是影响回收率的

因素，方法对回收率的影响高于浓度（表 2）。对 3
种富集方法进行两两比较，使用 Bonferroni 法，膜吸

附 -超滤法与膜吸附 -PEG 法、膜吸附法的回收率差

异有统计意义（P=0. 037、P=0. 007），膜吸附-PEG 法

与膜吸附法的回收率差异无统计意义（P=0. 838）。

高浓度水样和低浓度水样回收率差异有统计学意

义（P=0. 017），平均值差值为 6. 05，各因素对回收率

的影响顺序为：膜吸附 -超滤法>膜吸附 -PEG 法>膜

吸附法；高浓度>低浓度，见图 1。
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2. 3　3 种滤膜回收率的比较

分别使用混合纤维素酯膜（142 mm、0. 45 μm；

47 mm、0. 45 μm）和尼龙膜（47 mm、0. 22 μm）吸附

高浓度水样中病毒，使用 Ultre-15（100K）超滤管二

次浓缩，比较 3 种滤膜回收率差异。使用混合纤维

素酯膜（142 mm、0. 45 μm）回收率均值为 23. 92% ± 
14. 43%（95% CI 14. 75%~33. 09%），混合纤维素酯

膜（47 mm、0. 45 μm）回收率均值为 23. 34% ± 15. 53%
（95% CI 13. 47%~33. 21%），尼龙膜（47 mm、0. 22 μm）
回 收 率 均 值 为 0. 62% ± 0. 58%（95% CI 0. 25%~

0. 99%），见表 3。单因素 ANOVA 分析，F=14. 13，P<
0. 001，不同滤膜回收率的差异有统计学意义。对

3 种滤膜回收率进行两两比较，采用 Bonferroni 法，

尼龙膜与两种混合纤维素酯膜回收率有差异（P<
0. 001、P<0. 001），两种混合纤维素酯膜回收率无差

异（P>0. 05），3 种滤膜对回收率的影响顺序为混合

纤维素酯膜（142 mm、0. 45 μm）=混合纤维素酯膜

（47 mm、0. 22 μm）>尼龙膜（47 mm、0. 22 μm）。

2. 4　两种超滤管回收率的比较

使用混合纤维素酯膜（142 mm、0. 45 μm）吸附

高浓度水样中病毒，分别使用截留分子量为 100 K
和 50 K 的 Ultre-15 超滤管二次浓缩，比较两种超滤

管回收率差异。使用 Ultre-15（50 K）超滤管回收率

均值为 26. 05% ± 19. 59%（95% CI： 13. 6% ~ 38. 9%），

见表 3。进行 Levene 方差齐性检验，F=1. 32，P=
0. 263，方 差 齐 。 独 立 样 本 t 检 验 ，t=0. 303，P=
0. 765，两种超滤管回收率的差异无统计学意义。

2. 5　两种核酸提取方法回收率的比较

使用混合纤维素酯膜（142 mm、0. 45 μm）吸附

高浓度水样中病毒，使用 Ultre-15（100 K）超滤管二

表 1　3 种富集方法回收率比较

Table 1　Recovery rates of three enrichment methods
浓度

高浓度(0.5 PFU/μL)

低浓度(0.05 PFU/μL)

合计

方法

膜吸附-超滤法

膜吸附法

膜吸附-PEG 法

总计

膜吸附-超滤法

膜吸附法

膜吸附-PEG 法

总计

膜吸附-超滤法

膜吸附法

膜吸附-PEG 法

总计

Ct值
28.07±1.02
30.38±0.87
28.76±1.02
28.81±1.29
32.25±0.92
34.35±0.81
33.08±1.08

33.0±1.22
30.16±2.33
32.36±2.23
30.92±2.43
30.90±2.45

平均回收率/%
23.92±14.43
10.31±5.80
15.52±10.28
17.84±12.42
15.67±8.08

7.79±3.90
9.90±7.06

11.79±7.57
19.80±12.19

9.05±4.89
12.71±9.09
14.81±10.64

95% 置信区间（CI）
下限/%

14.75
4.22
8.99

13.20
10.54

3.7
5.42
8.96

14.65
5.94
8.87

12.07

上限/%
33.09
16.39
22.05
22.48
20.81
11.89
14.39
14.62
24.95
12.16
16.55
17.56

表 2　富集方法主效应方差分析结果

Table 2　Main effects analysis variance of enrichment methods
因变量 :回收率

源

修正模型

截距

浓度

方法

误差

总计

修正后总计

Ⅲ 类平方和

1 649.904a

10 364.193
548.823

1 101.081
5 032.544

19 850.790
6 682.449

自由度

3
1
1
2

56
60
59

均方

549.968
10 364.193

548.823
550.540

89.867

F
6.120

115.328
6.107
6.126

显著性

0.001
0.000
0.017
0.004

注：a表示 R2 =0.247（调整后 R2=0.207） 5

8

11

14

17

20

23

26

膜吸附-超滤法 膜吸附-PEG法 膜吸附法

估
算
边
际
平
均
值
/%

高浓度

低浓度

图 1　三种富集方法回收率估算平均值图

Figure 1　Estimated marginal means of recovery for three 
enrichment methods

表 3　不同实验条件回收率比较

Table 3　Comparison of recovery rates under different experimental conditions
滤膜

混合纤维素酯膜(142 mm、0.45 μm)
混合纤维素酯膜(47 mm、0.45 μm)
尼龙膜(47 mm、0.22 μm)
混合纤维素酯膜(142 mm、0.45 μm)
混合纤维素酯膜(142 mm、0.45 μm)

超滤管

Ultre-15(100 K)
Ultre-15(100 K)
Ultre-15(100 K)
Ultre-15(50 K)

Ultre-15(100 K)

提取方法

硅胶离心柱法

硅胶离心柱法

硅胶离心柱法

硅胶离心柱法

磁珠法

平均回收率/%
23.92±14.43
23.34±15.53

0.62±0.58
26.05±19.59
21.47±14.45

95% 置信区间（CI）

下限/%
14.75
13.47

0.25
13.60
12.29

上限/%
33.09
33.21

0.99
38.90
30.64
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次浓缩，分别使用硅胶离心柱法和磁珠法提取核

酸，比较两种核酸提取方法回收率的差异。磁珠法

回收率均值为 21. 47% ± 14. 45%（95% CI： 12. 29%~
30. 64%），见表 3。进行 Levene 方差齐性检验，F=
1. 22，P=0. 281，方差齐。独立样本 t 检验，t=0. 417，
P=0. 681，两种核酸提取方法回收率的差异无统计

学意义。

3　讨论

水体具有流动性、体积大的特点，单位体积内携

带的病毒浓度低，RT-qPCR 技术虽然灵敏度高，但

受限于模板浓度低，只能通过富集、浓缩水体的方法

提高水体中病毒浓度。本研究中，高浓度病毒水样

的回收率高于低浓度水样，差异有统计学意义。使

用不同富集方法，高浓度样本回收率均高于低浓度

样本，与冯微宏等［29］的研究结果一致，水样中病毒浓

度越高，病毒回收率也会升高，这可能与病毒的表面

特性有关，浓度较高时病毒易聚集成颗粒而易被截

留、捕获。富集方法是影响回收率的主要影响因素，

通过文献查找，水中病毒的富集方法包括超速离心

法、絮凝剂沉淀法、切向流超滤法、铝盐混凝沉淀法

等，这些方法的原理主要是利用病毒及其衣壳蛋白

的物理化学特性、电荷作用、亲（疏）水性，使用不同

的滤膜（膜包）或化合物，对病毒进行机械筛分、吸附

截留或聚集沉淀。膜吸附法是通过阴、阳离子膜截

留、吸附携带相反电荷的病毒，本研究中使用的是混

合纤维素酯膜（阴离子膜），首先通过大量的阳离子

盐（MgCl2），使病毒与膜结合，再用洗脱液将膜上的

病毒洗脱下来。膜吸附-PEG 法和膜吸附-超滤法是

在膜吸附法基础上，对膜吸附法的富集液进行二次

浓缩。PEG 沉淀是利用 PEG 的亲水性，在一定盐浓

度下使病毒颗粒聚集，在离心力作用下沉淀。超滤

是使用不同分子量截留滤膜，将大分子量颗粒物截

留在滤膜上，反之在离心力作用下透过滤膜。本研

究中膜吸附 -超滤法的回收效果优于同样使用二次

浓缩的膜吸附-PEG 法和一次浓缩的膜吸附法，更适

用于低浓度样本中病毒的富集，这与金萍等［30］的研

究结果一致。目前在水中病毒的富集检测方法常使

用膜吸附法，此法操作简单，省时省力，不需要大型

的离心设备，富集效果适中，适合大体积水样的富

集，适合不同级别的实验室和现场调查中使用。而

其他的富集方法往往受样本量的限制，很难开展

500 mL 以上水样的富集，当水样中病毒含量较低时

造成灵敏度和准确度的降低，且受离心设备或其他

特殊设备的制约，不适合多样本的同时检测，且耗时

长。二次浓缩是对膜吸附法的优化，单独使用膜吸

附法时，因为检测方法的限制，只能使用 1 mL 或更

少的洗脱液洗脱 1/4 滤膜上富集的病毒，当病毒在

滤膜上分布不均或含量较低时结果准确度就会降

低。而使用适量洗脱液洗脱整张滤膜，再进行二次

浓缩可改善此问题并提高富集效率。PEG 沉淀是

最常见的富集方法，但其用时较长，对环境和离心设

备有一定要求，操作过程存在困难。膜吸附-超滤法

对离心设备的依赖性低，对电位、盐度、温度等环境

没有要求，操作简单，且可很好的截留病毒，目前正

在推广使用，但其也有成本较高，水体中杂质较多时

容易堵塞滤孔等问题。

本研究中使用的模拟水样以纯净水为基础，与

自然水体和生活污水有明显差异，后者可能含有大

量杂质、藻类、细菌、病毒、有机物等，且 pH、盐含量、

阴阳离子浓度等都可能影响富集效率，且本研究以

MS2 病毒为目标病毒，MS2 病毒虽为最小的病毒，

但仍无法替代环境中病毒的多样性，不同病毒的电

荷、分子量和直径也可能影响富集效率。目前常用

预过滤、预离心的方法，去除杂质，人为调节 pH 和

阴阳离子浓度到适宜范围，本研究中膜吸附-超滤法

是否满足不同水体条件下针对不同病毒的富集和

检测工作，相应的研究工作并未系统开展。应通过

优化富集过程中不同实验条件，如滤膜的类型孔

径、洗脱液的成分、超滤管的截留分子量、离心力等

条件，掌握不同变量在富集过程中的效应关系。

本研究从滤膜类型和直径、超滤管的截留分子

量、核酸提取方法等 3 个方面开展了一些评价工

作。目前常见的滤膜有混合纤维素酯滤膜、聚酰胺

滤膜、聚偏氟乙烯滤膜、聚醚砜滤膜、1MDS 膜、

NanoCeram 膜等，膜的截留机制为根据膜孔径的物

理截留和基于膜本身的化学性质与静电引力作用

的吸附截留，本研究中不同直径，不通孔径的混合

纤维素酯滤膜的富集效率无差异，但均优于尼龙膜。

可能病毒的直径在纳米级别，0. 22 μm 和 0. 45 μm
孔径的滤膜无法很好的截留病毒，但考虑到水体成

分复杂，不能选用更小孔径的滤膜。影响富集效率

的因素可能与滤膜的材质有关，滤膜的材质不同，

其物理化学性能有差异，而对病毒的吸附和捕捉能

力也会不同。水体中杂质的性质和大小，病毒表面

性质和直径也是影响膜富集效率的因素。同一种

病毒使用不同的滤膜富集或不同的病毒使用同一

种滤膜富集，其富集效果均有可能存在差异。本研

究中截留分子量为 100 和 50 K 的超滤管富集效果

无差异，考虑 MS2 噬菌体是最小的 RNA 病毒，分子

量在 50 K 以下。但使用截留分子量为 100 和 50 K
的超滤管仍然有较好的富集效果，可能 MS2 噬菌体
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在水样中以聚集的形式存在，而非单独的个体，或

超滤膜的截留方式并非简单的物理筛选，复杂的膜

结构可捕获病毒。可使用截留分子量更小的超滤

管以提高富集效率，但在实际运用中应综合考虑水

体中杂质和目标病毒分子量，选用合适的超滤管。

本研究中硅胶离心柱法和磁珠法两种核酸提取方

法提取效果无差异，但本研究使用的是纯净水，无

杂质，无法体现在复杂的自然水体和生活污水中的

核酸提取效果。

4　结论

本研究比较了纯净水中病毒的富集方法和实

验条件，初步摸索到一套适用的水中病毒富集方

法。本研究发现不同的富集方法是影响水中病毒

富集效率的主要因素，通过二次富集可提高富集效

率。水体中病毒含量越高，富集效果越好。膜吸附-

超滤法的富集效率优于另两种方法，膜吸附法效率

弱于膜吸附-PEG 法。鉴于水体成分复杂，在不使用

更小孔径滤膜、更小截留分子量的滤膜或超滤膜

时，富集效率与滤膜的直径和孔径无关，与超滤膜

的截留分子量无关，与滤膜的材质有关。针对纯净

水中病毒的核酸提取效果，硅胶离心柱法和磁珠法

无差异。吸附 -超滤法的实验条件仍需优化、完善，

以期为不同水体中不同病毒富集检测提供技术

借鉴。
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