
第6卷第2期 

1991年 6月 

翥 ● 学 杂 志 
VIROLOGICA SINICA 

Vo1．B Na．2 

n．1991 

水标本中脊髓灰质炎病毒三种浓缩 

方法的比较及改进方法的建立 

尤风兴 刘秉辉 张玲妹 丁茂金 

(无锡市卫生防疫站 无锡 214002) 

摄 薹 

本文用三种浓缩方法对人工污染标本进行 了病毒回收率的比较试验， 三种方法结果 

基本相同‘47--49 )。在被摧青■灰质兜 I型病毒蒸馏水标本中加 1 NtC1可提高穗虞 

法对水中病毒的回收率，在含青■灰质炎病毒的河水、污水标本中加 1 NtC1及 A1CI$ 

t河水为O．0003mol／L，污水为0．002mol／L)，离心祝谜谴程中，我们惊奇地发现病毒 

全在沉谴中，结果表明用该方法病毒回收率竟提高了一倍 (92--99 )o 

关■曩：水病毒控涮 水中病毒浓缩 青■灰质囊病毒 

水病毒检测的步骤包括取样，浓缩集毒、培养、鉴定，其中关键睡水中病毒的漩 

鳍， 目前报道 的方法很多，本实验在 比较 滤蔗法、皂土吸附 魄 法 (皂土法 )、 

AI(OH)。沉淀法回收水中脊髓灰质炎病毒的基础上，对不同浓度 N_a(O ，0．87 ， 

1％和3 )影响游奠法回收率的情况进行了拇讨。建立了含巳知病毒河承，污承标本中 

加 1 NaCI及 AICIl(河水 O．000Bmol／L，污承0．001mol／L)直舞取离心沉渣洗脱液的 

回收方法 迄今尚未见报道这种浓缩方法。现将结果报告如下t 

材 料 和 方 法 

一

， 材料 ； 

1． 病毒；青■灰质jI乏I型病毒 Brunhilde株。 

2． 纲胞：Hep-2细胞株，上海市防疫站惠■。 

3． 已知病毒标本：取蒸馏水，河水，污水各 1000ml，加 2~10。戚 l~10‘TCD5．青■灰质壹 

病毒 I型。 

4． 皂± ‘Bentonite)：CP，上 海试 帮四厂产品，批号；82726。 

s． 穗虞：上海医药工业研究所产品，硝酸纤维徽孔诸虞 ，孔径0．SNO．,4S．U，直~47mm．批 

号；870508。 
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二、方涪 

(一) 水中病毒浓缩方法： 

1． 滤膜法、皂土法、AI<OH)}沉淀法按常规操作l1’ l。 

2． 含脊髓灰质爽病毒蒸馏水标本分别加 0眄、0．87眄、i眄、3眄 NaC1经滤膜法浓缩； 古脊 

■旋质爽病毒河水、谴承赫本加 1眄NaC1及A1C1{(河水旺．∞0smol／L；谔水0．001mol／L)，室 

温尊置l小时斌4"C淋箱过夜。S000,／m15分钟，取蕾E瓷用 8ml 0．01me-l／L EDTA-0．1moUL甘 

氨酸缓冲液 (EDTA0．3拈、 甘氨酸 0．75S溶于 100mI蒸馏水中．用 1N NaOH调 pH至 10．5，加 

1s眄 小牛血请，过滤后4℃ 备用 )洗脱 5分钟，1550r／m 10夯钟，取上请，调 pH至7．2左右，加 

抗菌素及小牛血请各 lml，置一20℃冰箱待检。 

(二) 病毒培养及满定：用 Hep-2细胞培养病毒，微量细胞 CPE湔定法谫i病毒满度【3】。 

(三) 实验结果统计学处理方法： 

1． 蒸馏水中病毒 回收率 

；  孽 翌 塑 ×100~C43 投入病毒量 

2． 河水、污水 中病毒 回收率 

一 塑塞蔓握奎整塑塑塞查煎童兰堡塑塑垡翌=圭塑赛蔓塑查塑堡塑煎圭煎 兰堕堡 
投入府毒量 

X100眄。 

结 果 

一

， 三种澈鳍方法的比较8 一 

用谴厦法、皂土法、AI(OH)，沉淀法对奢脊蕾灰羼类病毒蒸馏水标本进行 100倍敢 

缩，比较备方法的徊收率，结果见表 1． ‘ 

囊1 兰●晡 ●_肯毒-●r●1七t 

Treble 1． Com pa~Jmon Of “t1I ●●-●ty rmte ~mong 3 

eoneonteat|oi 一●tha‘- 

其中 AI(OH)t沉淀法浓培液对细胞有很大毒性。 一 

二、不同浓度 NaCI对滤膜法回收率的影响t 

在巳知病毒蒸馏水标本中加入不商浓度 NaCI对滤膜法回收率有显著影响， 且差异 

很大 (见表 2)。 

三，1％NaCI加 AICI。浓缩河水，污承标本中脊髓灰质炎病毒回收方j壹的建立I 

在河水、 污水巳知脊髓灰 质炎病毒标本中加 1 NaC]及 O。000~moVL(河水 )斌 

O．001mol／L(谆水)AICI。，分别取来处理水样，沉渣洗脱液和上谤啦膜浓鲭蠢三种标 
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病毒对厢标本 
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●以浓度棰种孔中细胞变大变圊，为高誊毒性CPE 

本接种细胞，测定各自的病毒滴度。同时做各标本未加病毒的平行对照，结果见表3· 

囊5 N-c1一AIC!I藏■河木．fI木中瞢■麓一点 I■●Imam 

1●ble 3． Comee~lratlol ●f vlru* i_ ~iver ●ter ●nd *ow*ge w&teF 

samples by NIC!·AICIs Pr●tipjt●±jo_ 

平开对雕赫奉备裱巾均无cPE 

四、标本浓缭怅对缅胞毒性的处理· 

滴水、污水标本中杂质对细胞常有毒性，我们将标本接种12小时后进行单层细胞换 

液，毒性反应均在 4小时内消失，其结果不影响病毒的 CPE。 

讨 论 

I． 三种浓缩方法对人工加脊髓灰质炎病毒标本的回收率基本相同，与目前国内外 

报道的1I孽l况近似““，。滤膜法水样量虽大，但受水中杂质增多而出现阻孔现象J皂土法 

回收率略高，但园受容器‘及操作的限制水样量较小，_̂I(0H)·沉淀法之浓缩液对细胞有 

毒往 。 ’ 

2． 在蒸馏水标本中加1％NaCl可将滤膜法的回 收率提高卿 g0％以上，病毒吸附 

肘 pH3．5N4．5最好，洗脱时pH以 11~11．5为好J用 1 NsCl加AlCl}浓缩河水，污 

水中病毒时，标本不需调 PH，回收率在90 以上，重复性好、不受水质影响，水样量 

可太可小，操作简便，价格低廉。目前国内外文献中尚未见类似报遭a 

3． 我们对河水，污水标本加脊髓灰质炎病毒前未经高压灭菌处理，其理由在于考 
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虑加热处理后与自然情况可能有较大的差异。用加病毒和不加府毒二种标本进行平行对 

照，更能说明某些浓缩方法对自然界水标本中病毒液鳍的{穿况。 

4． 1％NaCI加 AICI}浓缩方法检测河水、污水中病毒 的工作进行了人工标本试 · 

验，现场标本试验结果有待研究计划完成后另行报道． 
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Comparison of 3 Methods of Concentration of Polioviru$in 

W ater Samples and Establi shment of an Improved Method 

You Feng—xing et·l 

(Public Health and Preeentatime s ration， Wuxl-Jioagsu Promiace jl4O ) 

This paper described the quantatlve comprison of 3 method~ coRceatrating 

poliovirus type 1 artifieia]ly added into the water samp】es． The preliminary 

results showed thst the recovery rate of the virus in the water samples was 

similar(4 —49 )among the 3 methods．It was discovered that the addition 

of l％ NaCI into virus contaminted dist1]led water sample increased significant— 

ly the viru。一recovery rate with milllporous membrane filtrating method and 

we established an improved process of virus concentration of river water and 

sewage water samp]es artifiris]Iv contaminated by poIiovirus， that is， the 

addition ef 1 NaC1 and AICI。(O．0005mol／L for river wa．tert O．001me~I／L 

for sewage water)before centrif gBIion．It was surprising to find that in all 

artificially samples virus recovery rate increased doubly(92~99 )with this 

improved concentration method
． 

Key w ordsI Detection of water virus Concentration of water 

Po]iovlroe type 1 
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