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对游泳池池水污染病毒的检测

刘 征 利 李 洪 海
�中医研究院西苑医院 �

�� � � 年夏季
,

北京地区的中小学生中
,

暴发一种以高烧 �体温 �� 一�� ℃ �
、

眼红
、

咽

扁桃体红肿为主要症状 的 流 行 性
“

咽 结 膜

热
”
��, �� ,

来势凶猛
,

传播迅速
�

经统计
,

病儿

� �务有游泳史
�

关于游泳池池水被感染性病毒所污 染
,

造成一些因游泳传染而致的传染性疾病的流

行与蔓延
,

在国内外虽然早就有过报告 ��,
� , ,� ,

但从未从游泳池的水中分离出病毒 �� ,

我们

从当时游泳池的水中成功地 分 离 出 了 腺 病

毒
�

的水解乳蛋 白 � � � �’�
液

�

加人 �拓量的青
、

链霉素混合液
,

�� ℃ 静置培养待接种
�

一
、

水体环境

水样取自于 � �  ! 年 � 月中旬发病率较

高的海淀区某游泳池
�

当时该游泳池的环境

情况如表 � 所示 �取样 日期为 ��  ! 年 � 月

�� 日�
�

二
、

材料和方法

�
�

标本采集与保存

采集深水池
、

浅水池与幼儿池水样各一

份
,

每份 巧 ��
,

分别注人到盛有 �� �青
、

链霉素

混合液的无菌试管中�浓度为青霉素 �� � � � �

��� 
,

链霉素为 �� � � � � ��
,

一 � � �� 冻存
�

�
�

细胞培养与接种传代

��� 人胚肾细胞培养 按实验室常规方

法进行培养
�

生长液为含有 �� 多 小牛血清

�� � 接种传代 采用原 代 人 胚 肾 细胞

�呈梭形排列
,

如图 � 所示 �
�

维持液为含有

�多 小牛血清的乳 � �� �’�
液

,

并加人含量各

为乡多的青
、

链霉素与卡那霉素
,

浓度同前
�

将

细胞管中的生长液排除
,

吸取水标本液 ���
,

接种于细胞管中
�

每份水标本接种 �一� 管
,

放人 �� ℃ 温箱内静置吸附 � 小时
�

然后将

水标本液吸出
,

再用 � �� �’� 液反复冲洗细

胞管 �一 � 次
�

最后加人维持液 ���
�

经 �� ℃

静置培养
,

逐 日观察细胞病变
�

若细胞变圆
、

肿胀
、

聚成葡萄状
,

似腺病毒典型病变 �图

� �
,

待病变达��
十
一�� �� 时收获并冻存

,

以备

毒株鉴定
�

对于那些经 �� 一 �� 天观察仍无

病变出现的细胞标本
,

盲传 �一� 代
�

�� � 水标本病变出现时间与代数关系

如表 � 所示
,

深水池标本第一代于第四天出

现病变
,

第八天病变达�� �� � 浅水池标本第二
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取样时水体环境

嘉嘉嘉�心
��� 深 水 池池 浅 水 池池 幼 儿 池池

�����
、、之之 ��

�

��� ��
,

��� ���、
�

���

����� 游泳池容积积 � � 义 � � 大 ��
�

�一 �
�

���� � � 只 � � 只 ��
�

�一 �
�

� � ��� � � � � 火 �
。

���

����� 池 壁壁 水泥面面 同前前 水泥面面
�������附有深绿色鲜苔�������

����� 池水颜色色 碧绿色色 蓝绿色色 蓝绿色色

月月月 池水透 明度度 混浊浊 混浊浊 较乏昆昆

����� 池水温度度 �斗℃℃ � �℃℃ � �℃℃

����� 池水 �� 值值 ��� ��� ���

����� 换水后天数数 � 天天 � 天天 � 天天

名名名 换水方法法 �一 �� 天全水换换 同前前 �一 � 天全水换换

����� 每天游泳人次次 �� � � 余人次次 � � � � 余人次次 � � � 余人次次

��� ��� 开放时间间 早 �
�

�� 一晚 ��
�

���� 同前前 同前前

������ 消毒方法法 清水冲洗 池底
�

注水
�

加加 同前前 同前前
硫硫硫硫酸铜 � 天后加漂白粉

�������

图 � 感染腺病毒的人胚肾细胞

代于第六天出现可疑病变
,

但观察到第十四

天时
,

病变仍无进展
�

然而第三代接种后
,

第

三天 便开始出现病变
,

第五天病变达�� �� � 幼

儿池水标本第一
、

二代均未见病变出现
,

第三

代接种后第五天出现可疑病变
,

但观察到第

十二天病变仍无进展
�

然而第四代接种后第

二天便开始出现病变
,

第四天病变达�� ��
�

�
�

毒株鉴定

�� 应用电子显微镜鉴定 将冻存的阳

性水标本冻化三次
,

在人胚肾细胞上进行传

代�复苏与增毒�
,

待病变率出现��
十
一�� �� 时

收获
�

然后制成电镜标本进行观测
� �

�� � 应用直接免疫荧光法鉴定 将似腺

病毒三份阳性水标本分别接种在盛有盖玻片

的细胞管中 �细胞培养及病毒接种传代方法

同前 �
,

待病变开始出现及病变达什
十
一 �� ��

时分别取出盖玻片
,

用冷丙酮固定 �� � � 
,

经

蒸馏水冲洗
,

自然干燥后待染色
�

每份标本

制备 斗片
。

同时制备未接种病毒的 盖 玻 片

�培养方法同前�作对照
�

再将 � 、� 型腺病毒

� 电镜标本 的制备与观测系由中国医学科学院病毒研

究所协助完成
�
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免疫荧光血清
�

分别滴加在盖玻片上
�

经�� ℃

湿结合 朽 分钟
,

用蒸馏水冲洗并自然干燥

后
,

在暗室中用荧光显微镜观察
�

�� � 应用 中和试验法鉴定 将似腺病毒

阳性标本冻化三次
,

在人胚肾细胞管中传代
,

待病变达��
十
一�� �� 时收获

。

再经三次冻化
,

取离心上清液
�

将此第二代阳性标本上清液

稀释成 � � 一� 作为中和试验用抗原
�

再将 �
、

�
、

� 型腺病毒标准血清 �� 按 � � �� 稀释
,

经

�� ℃
,

�� 而
�
灭活

,

分别与三份阳性水标本第

二代 � � 一,

抗原作中和试验
�

同时作病毒
、

各

型血清及正常细胞对照
。

图 � 感染腺病毒�� �的人胚肾细胞行 �
、

� 型嚎

病毒免疫荧光染色阳性细胞照片

三
、

试验结果

�
�

电子显微镜观察结果 电镜观察结果

照片如图 � 所示
�

从照片中可见
,

病毒在细

胞核内复制装配
�

病毒晶体以及与病毒装配

有关的电子致密的基质清晰可见
�

病毒有衣

壳和病毒核心
,

无囊膜
,

直 径 约 为 �� 一��

宜� 拌
。

图 � 感染腺病毒��
� � �� 人胚肾细胞 �

、
� 型腺病

毒免疫荧光染色阳性细胞照片

图 � 腺病毒典型结构形态的电镜照片

图 � 未感染腺病毒人胚肾细胞
,

免疫荧

光染色 阴性细胞照片

�
�

免疫荧光检查结果 凡 � 病变和�� ��

病变之盖玻片
,

经荧光显微镜观察
,

细胞核均

发出特异荧光亮核
,

这就是荧光阳性细胞�如

图 �
、

图 , 所示�
�

未接种病毒之盖玻片细胞

染色
,

细胞无特异荧光亮核
,

为荧光阴性细胞

�如图 � 所示 �
�

免疫荧光染色结果证实
,

水

标本病毒分离结果为 �
、

� 型腺病毒
�

�
�

中和试验鉴定结果 对深水池
、

浅水

池和幼儿池的三份水标本
,

经不同代数�第一

代
、

第三代
、

第四代 �培养
,

均分离出腺病毒
�

此中和试验结果证实为 � 型腺病毒
�

�
所采用的 �

、

� 型腺病毒免疫荧光血清系长春生物制

品研究所提供
�

� � 所采用的 �
、
�

、
�� 型腺病毒标准血清系由中国医学

科学院病毒研究所提供
�
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四
、

结论

�
�

人类腺病毒分成许多类型
�

可在空气
、

水等介质中稳定存活
�

它们能够侵犯人们的

呼吸道
、

胃肠道以及眼结膜等器官
,

造成分布

广泛而普遍的腺病毒感染的流行
�

因游泳而致的
“

咽结膜热
”的流行

,

虽然

早在二十年代就有德国
、

美国等国家的研究

者作过报道
,

但直到五十年代采用了腺病毒

这一名称后
,

才确定系腺病毒感染所致
�

尽

管如此
,

从游泳池池水中却 从 未 分 离出 病

毒
〔, ,’, ” �

国内也未见有人作过报道
�

�
�

我们在 � � � � 年 � 月份
,

北京地区儿童

咽结膜热的流行高峰时期
,

从发病率较高地

区的游泳池池水中分离出腺病毒
,

并查明该

次流行系由 � 型腺病毒感染所致
�

为了进一

步证实
,

我们又对曾在该游泳池游泳后被感

染致病的患儿
,

取其咽拭子
、

结膜拭子及双份

血清
,

分别进行病毒分离和血清学试验
,

结果

查明也是 � 型腺病毒为主的感染所致 �� 
�

两

者一致
,

从而完全证实
,

被污染了的游泳池池

水就是该次儿童中流行的咽结膜热的主要传

染源
�

�
一般情况下监测水中病毒

,

要经过病

毒浓缩
、

分离培养
、

鉴定等三个步骤
〔幻 、

其浓

缩的目的在于提高被污染水 中病 毒 的 分 离

率
�

我们在咽结膜热爆发流行的时期及时地

采集游泳池池水标本
,

并在没有经过浓缩的

情况下
,

直接进行病毒分离
,

均出现了阳性结

果
�

这就充分表明了当时游泳池池水被腺病

毒污染之严重
�

�
�

由上所述
,

提示我们
,

一定要切实注意

夏季游泳卫生
,

严格对游泳池池水进行消毒

和检疫工作
�

发现有流行病患者后
,

除对患

者要及时进行治疗与适当隔离外
,

还要对被

污染了的游泳池进行彻底的消毒工作
,

以杜

绝流行性疾病的传染蔓延
�
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微 型 电 导 检 测 器

庞 世 暄
(中国科学院环境化学所)

在环境监测与环境化学分析中
,

愈来愈

多地采用离子色谱
.
最方便的是利用微型电

导检测器来测量被分离柱分离开的各种离子

浓度
.
目前已能检测出近百种无机阴

、

阳离

子
,

几十种有机离子
,

而且
,

可同时快速测定

多种离子
.

所谓微型电导检测器是指电导池是微型

的
,

其池体积仅约 10--
1
川一10川

,

其电极及

电极间距都很小
.
电导池的微型化带来了一

些特殊的测量问题
Ll].

微型池电极其溶液
一

界面双电层 电 容较

小
,

即使用较高频率交流供电 ( 1 kH
z
一10

kH z)
,

其容抗也较大
,

不能忽略不计
,

因此

这个电导侧量体系不能等效为一 个纯 电阻
,


