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滑石粉一硅藻土技术浓缩水中病毒效果的研究
、

张楚瑜 李王芬 李 军 王祖卿 王 萍
�武汉大学病毒学系 �

监测水中的病毒是研究水病毒 的 基 础
,

‘

包括病毒的浓缩
、

分离培养 和鉴 定 三 个部

分
�

从水中浓缩病毒的技术
,

国外已有许多

报道
�� 一 ��

�

但上述方法都不够理想
,

有的需要

昂贵的仪器设备
,

有的操作烦琐费时费力
,

还

有的浓缩水样极少
�

我们参考了 �
�
丁�

�

�� ���
�
的工作

�� 一 ���
,

用

国产设备和材料建立了适合于一般实验室条

件开展水病毒研究的滑石粉
一

硅藻土 浓 缩 系

统
,

取得了较好的效果
�

本文报告我们的研

究结果并作简要讨论
�

材 料 和 方 法

�
�

水样的采集

实验性病毒污染所用的水样分别采自武

昌东湖的水和东湖水厂的自来水
,

经高压灭

菌后置室温备用
�

自来水样消毒前加 �
�

� 外硫

代硫酸钠 ��
�声户

�

�脱氯
,

最终浓度为 � � ���
�

�
�

病毒株

试验所用的病毒是减毒的 � 型脊髓灰质

炎病毒
�

用 � �� 细胞增殖
,

测定滴度后分装
,

置冰箱中备用
�

�
�

吸附剂

滑石粉 �广字 ��� 部队石粉厂产�
,

硅藻

土 �上海行知中学校办工厂产 �
�

�
�

细胞

实验用 � �� � 细胞
,

其营养液为 �� � � 液

� �外
、

�
�

� 外 的水解乳蛋白汉克斯液 �� 外
、

灭

活小牛血清 �� 务
、

适量 � �� � �
�

和青
、

链 霉

素
�

�
�

浓缩方法

� �� 吸附层的制备 将一张直径 �� 毫米

的新华滤纸平铺于 �� 毫米直径滤器 内衬 垫

上
,

用灭菌后的水将滤纸浸湿
,

把灭菌的滑石

粉
一

硅藻土混悬液 �滑石粉 � �� 毫克
,

硅藻土

��� 毫克�倒在浸湿的滤纸上
,

使之形成均匀

而平整的薄层
,

然后盖上一张直径相同的滤

纸
�

用同样的方法在直径为 � �� 毫米的滤器

内制备一个滑石粉
一

硅藻土单层 �滑石粉 �
�

�

克
、

硅藻土 �
�

� 克 �
�

� � � 水样的处理 分别取 � 升和 �� 升灭

菌的自来水和东湖水
,

按 �外的比例加 � �� ��’�

液于水样中 �增加两价阳离子促进病毒的吸

附 �
,

用 � � � �� 将水样的声 调至 ��  ,

然后

用已知滴度的脊髓灰质炎 � 型病毒加到两种

水样中
�

�� � 水样的浓缩 将处理的自来水样加

到 �� 毫米的吸附层上抽滤 �而东湖水样加到

��� 毫米的吸附层上加压过滤
�

待水样全部

通过吸附层后
,

分别用 �� 毫升 �� ��  的洗脱
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液 �含 �� 务小牛血清的生理盐水 �就地洗脱

吸附层上的病毒
,

得到的浓缩液 用 �
�

� 微米

的微孔滤膜除菌
,

置冰箱中待用
�

�
�

滴定

病毒滴定用 � �� 。 细胞培养管
,

浓缩液用

�� � 液连续 �� 倍稀释
,

每个稀释度接种四管

细胞
,

按照 �� ��
一
��� �� � 的 �� 并终点法计算

回收的病毒滴度
�

科 学
·

��
‘

胞的毒性作用
� 、

表 � 实验性污染东湖水样的病毒回收率

结 果

我们用滑石粉
一

硅藻土技术进行 浓 缩 和

回收实验性污染的自来水和东湖水中的脊髓

灰质炎病毒
,

以确定滑石粉
一

硅藻土 技 术 回

收病毒的效率和不同浑浊度的水样对回收率

的影响
�

用已知滴度的病毒液 污染 � 升 自

来水样经抽滤吸附后
,

用小牛血清生理盐水

��� �
�

�� 洗脱液洗脱
,

所得的病毒回收率�见

表 �� 在 ��
�

�一 ��
�

�外之间
,

平均 � �� �外
�

实实验验 �� 升东湖水样中中 浓缩液液

笠笠笠
回收病毒��� 回收率率

次次数数 加人的病毒��� 休积积积积积积积 �� � �
� 。
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表 � 实验性污染自来水的病毒回收率

实实验验 � 升自来水 样中中 浓缩液液 浓缩缩 回收的病毒量量 回收率率

次次数数 加人的病毒量量 的休积积 倍数数 �� � �
�
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������ � �
, 。

��� �� ����������

����� �� 又 ��
���

����  � ��� � � 火 � �
,,

� �
。

���

����� � � 又 � �
���

���� � � ��� � � 火 � �
���

� �
�

���

����� �  又 � �
���

���� �� ��� � � � � �
���

� �
�

���

平平均均 � � 又 � �
���

���� � � ��� � �
�

�丫 ��
���

��
�

���

用已知滴度的病毒污染 10 升东湖水样
,

加压过滤吸附洗脱后
,

所得的病毒回收率(见

表 2)在 57
.
2一82

.
1多 之间

,

平均为 79
.
8 外
.

表 1和表 2 的数据说明
,

滑石粉
一
硅藻土

技术回收 自来水和东湖水样中病毒的效率都

在 80 多左右
,

同 5
.
A
.
sa tta r 研究的结果较

接近图
,

水样的体积和浑浊度对回收病 毒的

效率影响不明显
.
另外

,

我们还做了 自来水和

东湖水样的对照实验
,

未见水样品对 H d
a 细

讨 论

病毒检测的标准方法应该是能够有效地

定量
,

回收率高的方法
.
我们采用滑石粉

一

硅

藻土技术
,

经实验说明本法有三个优点
:
一

是回收病毒的效率较高;二是设备经济易得
、

操作简便
、

速度快
,

浓缩 10 升水样只需 20 分

钟左右
,

适合于一般实验室应用 ;三是我们多

次对湖水和常规处理的自来水进行浓缩
,

都

检测出了病毒
.
这证明该方法不仅适用于浓

缩大量的水样
,

而且对浓缩含低浓度病毒的

水样
,

灵敏度也是较高的
.
在整个浓缩过程

中所用的 pH 是 4
·

5 一9
.
0 ,

比 M
.
C
.
Sagar 等人

所用的膜吸附洗脱法
『
1ll p H (

3
.
5一11

.
5) 范围

窄
,

减少了病毒的灭活机会
,

使得那些对 PH

较敏感的病毒 (例如腺病毒
、

呼肠孤病毒和轮

状病毒等)易于检测出来
.
我们实验室用本

法从湖水中已分离出了脊髓灰质炎病毒和柯

萨奇病毒
.
S
.
A
.
Sa tta r用这种方法还分离出

了猴轮状病毒圈
、

腺病毒和人呼肠孤病毒
,

表

明该方法能有效地浓缩多种病毒
. S
.
A
.
sa tta r

用 100 一1000 升水样试验
,

加人的脊髓灰质

炎病毒
,

每升水中为 1
.
2 个空斑形成单位

,

把

水样浓缩 10 万倍
,

病毒的回收率在 58 一64%

之间
.

滑石粉
一

硅藻土浓缩病毒的基本 原 理 是

病毒与滑石粉的电化学作用而产生的一种可
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进行洗脱效果的比较实验
,

认为 10 多小牛血

清生理盐水是最好的洗脱剂
.
我们经过多次

实验
,

先后用了不同批号的四批血清进行洗

脱
,

也都获得了较好的洗脱效果
.
没有发现

血清中有抗体或特异性病毒抑制因子存在
.

综上所述
,

我们认为滑石粉
一

硅藻土技术

是一种浓缩水中病毒较为理想的方法
,

适用

于具有一般病毒学实验条件的实验室用
.
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逆性结合
.
因为大多数病毒都有一层衣壳蛋

白
,

其物理化学性质类似于蛋白质
,

在水溶液

中病毒是两性亲水胶体
,

它的网状电荷受溶

液的 pH
、

离子成份和离子强度的影响
.
在

中性溶液中
,

病毒带负电荷
.
所以在酸性环

境中病毒易吸附到滑石粉上
.
在碱 性 环 境

中
,

由于小牛血清的作用
,

病毒被解脱下来
.

如果小牛血清在滑石粉
一

硅藻土层上 分布 不

均或作用时间太短时
,

就不可能把病毒全部

洗脱下来
,

因而影响回收的病毒滴度
.
这可

能是两组实验中的两次回收率较低的原因之

一 另一种可能是洗脱前
,

滑石粉
一

硅藻土层

中含水量过多
,

相对地加大了病毒浓缩液体

积
,

也影响病毒滴度
.
经多次实验

,

我们体会

到要提高病毒回收率应注意两点
:
一是洗脱

液同吸附层接触要充分
,

并维持 3一5 分钟
,

让病毒尽量解脱 ; 二是水样滤过后要加适量

的洗脱液
,

一般用 10 毫升洗脱液洗脱
,

收获

8 毫升浓缩液为宜
.

滑石粉
一

硅藻土技术同其它浓缩 方 法 一

样
,

样品中的颗粒性物质容易阻塞 吸 附层
.

我们解决这个问题的办法是
:
(l) 配制滑石

粉
一

硅藻土时
,

用无离子水反复洗三次
,

除掉

微小的颗粒
,

减少阻塞
,

可浓缩 1一20 升水 ;

(2) 浓缩 20 升以上水样时
,

用 0
.
8 微米的微

孔滤膜预过滤水样
,

除去一些较大的颗粒
.

S
.
A

·

sa

tt

ar 等人曾用四种不同的洗脱液

唱比户湘吕沪岑双以写双护侧纸护 , 口丫叨卜户飞路犷勺 品户朋 妞沪弋之及“写粗犷写日犷、粗M 城翻甲飞舰护悦之妞沪节. 了双皿沪双妞沪叱之次“嗽砚沪双及护取受丫 嗽双护哪双甘嗽次“取砚沪峨次沪交改丫双妞沪交之翻沪
,

祝砚沪双砚护嗽冲了狠翻沪双舰以勺阳砂乍肠门洲时

( 上接封三)

而过
,

靠植物 的吸收和有机层的吸附作用将污物与

水分离
.

该研究中心提供的数据说
,
经过这些方法处理

,

可将污水中 98 % 的氮和 97 % 的磷除去
,

地下水中

的营养物质和重金属浓度及其它所有监测数据都可

达到饮用水标准
.
而且在混合硬木林(也有些柏树)

用流经处理法也获得了同样好的效果
.
每处理 100。

加仑水的成本
,

湿地处理法为 0
.
422 美元

,

喷灌法为

0
.
63 美元

,
物理

一

化学法为 1
.
07 美元

.
而且湿地

处理法不消耗能源和化学药品
,

还可起到调节地下

水在旱
、

雨两季的水位
,

减少树木及周围植物失火的

作用
.
w al do 附近河岸边树木的生长速度

,

比污水

注人前加快了 2
.
6 倍

,

而且浮萍生长旺盛
,

很快覆盖

了水面
,

它们吸收了污水中大量的氮
、

磷和重金属
,

弥补了在冬季树木处理污水能力的降低
.

美国国家和联邦负责制订规章 的有 关机构表

示
,

他们相信这种方法可以取代现有的三级水处理

措施
.
由于河岸型比水墩型效率高

,

成本低
,

该研究

中心正在对此类型湿地的负荷率和处理机制进行更

深人的研究
,

以便正式投人使用
.

(张仁编 译 自 P B sZ
一
1 0 3 5 4 0

)


