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!!摘!要!!介绍了近年来国内外介水传播病毒在各种水体中的存在水平!简单介绍了国内外有

关水中病毒的控制要求及其标准检测方法!对饮用水中病毒的富集浓缩及细胞培养%分子生物学等

检测方法进行了概述!并提出了水中病毒检测的发展方向!以期为建立饮用水中病毒的检测方法及

开展健康风险评估提供技术支持&
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!!#%"* 年 "# 月武汉出现新型冠状病毒肺炎

!WCXHY,"*"疫情$#%#% 年 " 月疫情蔓延至全国&

有研究在WCXHY,"* 患者粪便和尿液中检出新型

冠状病毒!D+ZD ,WBX,#"$粪口传播的可能性引

起广泛关注& 长期实践表明$人类和动物的粪便是

环境水体乃至饮用水微生物污染的主要途径& 病毒

经水传播进入人体$达到致病剂量后可导致胃肠炎'

腹泻'痢疾'肝炎等多种疾病的发生$严重者可能危

及生命& 因此对环境水体及饮用水中的病毒进行检

测$了解其浓度水平$对于准确评估其健康风险并进

一步采取有效的控制措施尤为重要&

!"

水环境中病毒污染情况
病毒在自然界分布广泛$影响重大$主要通过呼

吸道'消化道'皮肤和密切接触等途径侵入机体& 水

是病毒传播的重要途径之一$目前已发现 [%% 余种

病毒可介水传播(")

&

自 #% 世纪 /% 年代以来肠道病毒'轮状病毒'甲

型肝炎病毒'戊型肝炎病毒'诺如病毒'星状病毒'腺

病毒等都有介水传播而致病的案例$发达国家和发

展中国家都有疫情事件的发生$感染人数从几人至

十余万人& 大多数病毒经水传播引发的疫情暴发是

由于原水受到污染且未经处理或未经充分处理而造
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成的$也有因为管网交叉连接'污染物入侵而引起

的& 实际上早有多项国内外的研究在河水等环境水

体甚至饮用水中检出肠道病毒'轮状病毒'诺如病毒

等(# ,/)

$详见表 "&

表 !"介水传播病毒在水中的检出情况

(2S$"!Y:N:;N3B7 BQR2N:MESBM7:P3MFK37 R2N:M

病毒名称 发生时间 发生地点 水体类型 检测方法 阳性率 _̂ 浓度范围

肠道

病毒

!0X"

#%"% 年+#%"" 年 中国武汉 水源水 Z(,U ẀZ -.

!'$-# a%$*#" b"%

'

c![$*& a"$"/" b

"%

' 拷贝 Ĵ

#%"% 年+#%"" 年 中国武汉 出厂水 Z(,U ẀZ #"

!"$%& a%$'%" b"%

#

c!-$/& a%$*"" b

"%

' 拷贝 Ĵ

#%"" 年 中国武汉长江水源水 Z(,U ẀZ &%

% c[$*& b"%

' 拷贝 Ĵ

#%"" 年 中国武汉汉江水源水 Z(,U ẀZ -#

% c&$&. b"%

' 拷贝 Ĵ

#%"# 年+#%". 年 中国天津
河水!海

河天津段"

Z(,U ẀZ '*$. % c/$"/ 48@ŴJ

#%"# 年+#%". 年 中国天津河水!津河" Z(,U ẀZ -&$/ % c[$#% 48@ŴJ

#%"& 年+#%". 年 尼泊尔 河水 Z(,U ẀZ [# % c[$& 48拷贝 Ĵ

#%". 年 中国德州 水源水 Z(,U ẀZ '$/& % c##$/ 拷贝 Ĵ

轮状

病毒

!ZX"

#%"% 年+#%"" 年 中国武汉 水源水 Z(,U ẀZ "%%

!-$/- a%$-&" b"%

'

c!*$'- a"$.*" b

"%

- 拷贝 Ĵ

#%"% 年+#%"" 年 中国武汉 出厂水 Z(,U ẀZ "%%

!"$-- a%$##" b"%

#

c!#$#' a%$%/" b

"%

- 拷贝 Ĵ

#%"" 年 中国武汉长江水源水 Z(,U ẀZ "%%

.$*" b"%

'

c"$"" b"%

& 拷贝 Ĵ

#%"" 年 中国武汉汉江水源水 Z(,U ẀZ "%%

-$/- b"%

'

c-$&# b"%

- 拷贝 Ĵ

#%"# 年+#%". 年 中国天津
河水!海

河天津段"

Z(,U ẀZ [#$* % c&$*. 48@ŴJ

#%"# 年+#%". 年 中国天津河水!津河" Z(,U ẀZ [%$/ % c.$%# 48@ŴJ

#%"& 年+#%". 年 尼泊尔 河水 Z(,U ẀZ ".$[ % c&$% 48拷贝 Ĵ

戊型肝

炎病毒

!>0X"

#%"' 年 菲律宾 河水 Z(,̀ WZ #& +

诺如

病毒

!?X"

#%"# 年+#%". 年 中国天津
河水!海

河天津段"

Z(,U ẀZ /"$' % c.$"" 48@ŴJ

#%"# 年+#%". 年 中国天津河水!津河" Z(,U ẀZ /"$' % c&$/* 48@ŴJ

#%"& 年+#%". 年 尼泊尔 河水 Z(,U ẀZ #[$/ % c&$% 48拷贝 Ĵ

#%"& 年+#%". 年 尼泊尔 河水 Z(,U ẀZ ."$" % c&$[ 48拷贝 Ĵ

星状

病毒

!+KNX"

#%"# 年+#%". 年 中国天津
河水!海

河天津段"

Z(,U ẀZ /"$' % c[$*' 48@ŴJ

#%"# 年+#%". 年 中国天津河水!津河" Z(,U ẀZ [*$# % c.$[* 48@ŴJ

腺病

毒

!+<X"

#%"% 年+#%"" 年 中国武汉 水源水 Z(,U ẀZ "%%

!#$[& a%$#%" b"%

'

c!#$#% a"$##" b

"%

. 拷贝 Ĵ

#%"% 年+#%"" 年 中国武汉 出厂水 Z(,U ẀZ "%%

!'$// a%$[[" b"%

#

c![$&# a%$.'" b

"%

& 拷贝 Ĵ

#%"" 年 中国武汉长江水源水 Z(,U ẀZ "%%

&$&- b"%

'

c#$#% b"%

. 拷贝 Ĵ

#%"" 年 中国武汉汉江水源水 Z(,U ẀZ "%%

#$[& b"%

'

c"$%& b"%

. 拷贝 Ĵ

#%"- 年+#%"& 年 中国台湾 河水
Z(,巢式,

U ẀZ

'-$'

% c"$* b"%

"" 拷贝 Ĵ

#%"# 年+#%". 年 中国天津
河水!海

河天津段"

Z(,U ẀZ *'$/ % c[$/" 48@ŴJ

#%"# 年+#%". 年 中国天津河水!津河" Z(,U ẀZ *"$[ % c[$%% 48@ŴJ

#%"& 年+#%". 年 尼泊尔 河水 Z(,U ẀZ ..$[ % c[$[ 48拷贝 Ĵ

*"&*
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饮用水中病毒的控制要求及检测方法

目前$世界各国对饮用水中病毒的控制要求及

检测方法鲜有规定& 我国现行,生活饮用水卫生标

准-!@d&[-*+#%%."中没有规定病毒的卫生限值

或控制要求$与之配套的,生活饮用水标准检验方

法-!@d̂(&[&%+#%%."中也没有提供相应的标准

检测方法& 美国饮用水标准中对病毒提出了

**$**_去除 灭̂活的控制要求%由美国公共卫生协

会等发布的,水和废水标准检测方法-!第 #' 版"中

介绍了水和废水及其悬浮固体中肠道病毒的富集方

法及定量检测方法!动物实验和细胞培养 ,空斑试

验"$其中提供了三种富集方法#一是用正电荷过滤

器或负电荷过滤器等微孔过滤器吸附样品中的病毒

!*&"%d̂W"% 二是用氢氧化铝吸附沉淀病毒

!*&"%Y"%三是用聚乙二醇富集病毒!*&"%0"& 方

法 *&"%d主要适用于污水等介质中肠道病毒的富

集$水样体积小于 & J%方法 *&"%W主要适用于饮用

水或高纯度净化水中肠道病毒的富集$水样体积最

少为 -%% J$该方法可处理 # %%% J或者更大体积的

水样%方法 *&"%Y则将水样体积控制在几升以内%

方法 *&"%0则主要用于对 " J以下水样的富集& 方

法 *&"%d和 *&"%W中水样富集采用的均是 " ,IYD

过滤器%方法 *&"%Y和 *&"%0除用于对小体积样品

的处理之外$还可用于对采用 *&"%d和 *&"%W富集

浓缩后得到的初级洗脱液中的病毒进行再度浓缩&

美国环保局!)D0̀+"提供了水中肠道病毒和诺如

病毒的检测方法!"."&"$可用于地表水'地下水和

末梢水中肠道病毒和诺如病毒的检测$其中地表水

的水样体积为 '.% J!最小体积为 '%% J"$末梢水和

地下水的水样体积为 " /%% J!最小体积为 " &%%

J"& 水样富集采用的是 ?27BW:M21

!过滤器$检测

方法为细胞培养法和 Z(,U ẀZ法& 日本,饮用水

试验方法 微生物部分-中也提供了病毒的检测方

法$它将Y0+0,纤维素膜用于病毒的富集$饮用水

或浊度较低的水体水样体积可降为几十升$提供的

检测方法为细胞培养法和Z(,U ẀZ法&

通过分析比较发现$以饮用水为例$首先标准化

的方法很少$有限的几种方法中对病毒的检测要求

又各不相同$尤其是水样体积差异较大$日本方法中

要求的最少$最低可降为几十升$)D0̀+则要求至

少为 " &%% J!末梢水"$分析原因可能是由于选用的

富集浓缩技术不同$日本方法中使用的 Y0+0,纤

维素采用了亲水高分子聚合物$表面又有大分子糖

链接枝$使它有更大的比表面积和更好的生物兼容

性$这可能是富集效率高的原因& 但无论是哪种方

法$水样的富集浓缩和检测是水中病毒检测必不可

少的两大关键步骤&

$"

水中病毒的富集浓缩方法

吸附洗脱法是目前应用最广的针对大体积样品

中病毒的富集浓缩方法$主要包括膜吸附洗脱法和

固体颗粒吸附洗脱法$其原理均是利用负载电荷的

滤膜或固体颗粒滤料吸附水中表面带相反电荷的病

毒粒子$然后再用洗脱液将病毒粒子洗脱下来$达到

富集的目的& 根据滤膜或滤料所带电荷的不同又分

为正电荷过滤器和负电荷过滤器& 美国方法中使用

的?27BW:M21

!过滤器和 " ,IYD 过滤器均为正电

荷过滤器%日本方法中使用的是负电荷过滤器& G37

等(*)研发了0@I过滤器$表现出较好的富集性能$

该过滤器也属于正电荷过滤器$其对地表水中脊髓

灰质炎病毒进行富集的回收率可达 **_$对腺病

毒'诺如病毒等的平均回收率可达 /[_以上$优于

" ,IYD过滤器%I32B等("%)以海水中的肠道病毒为

试验对象$将 0@I过滤器与超滤法!切线流过滤$

(ee"进行了比较$结果显示 0@I过滤器对肠道病

毒的回收率可达到 //_以上$而超滤法仅为

&#$&_& 超滤法是近年来发展起来的另一种病毒富

集方法$该方法适用于较为洁净的水体中病毒的富

集("")

& 目前多采用中空纤维超滤器$过滤时一般选

用切线流过滤!(ee"$即水样沿与膜水平的方向流

动$循环过滤若干次& 超滤法的回收率不仅与病毒

颗粒大小及滤膜孔径大小有关$水样中存在的大分

子天然有机物同样会被富集$影响病毒的回收

率("#)

& 另外$也有研究将絮凝沉淀法'超速离心法

用于水中病毒的富集$这些方法均仅限于较小体积

水样的浓缩处理&

%"

水中病毒的检测方法

%&!"细胞培养法

细胞培养法是传统的检测方法$被认为是目前

检测病毒感染性的最可靠方法("')

& 因不同细胞有

固定的病毒敏感谱$细胞传代次数对病毒敏感性会

造成影响$因此选择特异性细胞系是采用培养法检

测特定病毒的先决条件& 目前常用的细胞系有

>:L ,#'>:42'X:MB和d@I等$其中 d@I细胞系多

用于水中肠道病毒的分离检测& )D0̀+"."& 中细

*#&*
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胞培养使用的细胞系即为 d@I%美国,水和废水标

准检测方法-中采用的细胞系是 d@I'>:L ,# 和

>:42%日本,饮用水试验方法 微生物部分-中提到的

细胞系有>:42'>:L ,#'X:MB'ZY,"/D和d@I&

%&#"免疫学方法

免疫学检测方法主要是利用抗原,抗体反应的

高度特异性$以病毒抗原 ,抗体阳性反应作为检测

的依据$根据其抗体的选择对病毒进行一定程度的

分型检测("-)

& 目前较常用的免疫学方法有免疫荧

光法!He+"'酶联免疫吸附法!0JHD+"'免疫胶体金

技术!@HW("等("&)

& He+方法特异性强$但其检测容

易受到荧光素半衰期与非特异性荧光的干扰%

0JHD+方法简便快速%@HW(方法成本低'操作简单'

用时短'便于肉眼观察& 免疫学方法灵敏度较低$无

法用于水中病毒的直接检测$但其检测快速$因此多

用于样本初筛&

%&$"分子生物学方法

分子生物学方法包括 ẀZ'Z(,̀ WZ'巢式 ,

ẀZ'多重 ,̀ WZ'多重,巢式 ,̀ WZ以及 U ẀZ等$

可用于难以培养病毒的快速检测& 由于污染水体中

病毒多为Z?+病毒$故Z(,̀ WZ是目前水中病毒检

测应用最广泛的方法$有诺如病毒检测的.金标准/

之称(".)

%巢式 ,̀ WZ可以显著提高 ẀZ的检测灵

敏度和特异性$比普通 ẀZ至少灵敏 " %%% 倍("[)

%

多重 ,̀ WZ和多重 ,巢式 ,̀ WZ可以实现多种病

毒或者同种病毒不同血清型的同时检测%U ẀZ和

Z(,U ẀZ是通过实时监控反应过程中荧光信号的

积累对样品进行定量分析$实现了 ẀZ检测从定性

到定量的飞跃$而且片段扩增及产物分析等过程要

求在全封闭状态下进行$可有效减少污染和对人体

的危害&

此外$分子生物学方法还包括环介导恒温扩增

技术!J+Ì "'基于核酸序列的扩增技术!?+Dd+"'

基因芯片技术等$这些方法都是基于核酸扩增'杂交

技术$可以得到较好的灵敏度& 杨丽等("/)用 J+Ì

技术对北京饮用水及再生水中星状病毒'轮状病毒

及诺如病毒进行了检测$其灵敏度分别是 ẀZ检测

的 "% 倍!星状病毒"和 "%% 倍!轮状病毒和诺如病

毒"& G:27等("*)利用多重 ?+Dd+技术同时检测水

中的甲型肝炎病毒和轮状病毒$结果发现经优化的

?+Dd+可检测 -%% è)̂1J的甲型肝炎病毒和 -%

è)̂1J的轮状病毒&

%&%"细胞培养结合 ẀZ方法

水中病毒种类繁多$传统的细胞培养法并不能

检测所有病毒$无法直接对不产生细胞病变作用的

病毒进行检验(#%)

& 因此衍生出了细胞培养与 ẀZ

相结合的方法!HWW,̀ WZ或 HWW,Z(,̀ WZ"& 该

方法是利用 ẀZ快速检测病毒在宿主细胞内产生

的1Z?+$完成对具有感染性病毒的检测$灵敏度更

高& fB等(#")将细胞培养法与 Z(,U ẀZ结合$最

低检测到了 & 个感染单位!H)"的感染性腺病毒&

%&'"免疫技术结合分子生物学检测技术

该技术主要包括免疫 , ẀZ! H̀WZ"' ẀZ,

0JHD+等方法& H̀WZ作为一种抗原检测系统同时

具有抗原,抗体反应的高特异性和 ẀZ反应的高

灵敏度的优点(##)

& ẀZ,0JHD+是用免疫学方法

检测 ẀZ产物$比常规的电泳及杂交方法更简便'

省时$且同时可处理大量样本'便于自动化操作&

%&("高通量测序技术

高通量测序技术始于 #%%& 年$-&- J3Q:D;3:7;:K

公司推出了基于焦磷酸测序法的超高通量基因组测

序系统$目前微生物测序中应用较为广泛的平台是

H44F1372测序技术& 葛英亮等(#')以东太湖水源水为

研究对象$应用梯度,串联 ,循环 ,切向流超滤技

术对水体中病毒进行富集浓缩后采用 H44F1372

I3D:U进行测序$获得 ""*%*"-*#/ SL 基因数据$可

组装成 & &&- 条序列$在科的水平上注释到了 -% 个

科病毒的同源序列&

'"

讨论

'&!"富集方法的选择

由于水环境中的病毒量很低$如何将水中特别

是饮用水中的病毒进行有效富集浓缩就成为了在病

毒检测中必须要解决的技术问题和关键控制点$在

完成高效富集的基础上还应考虑基质及其可能带来

的干扰问题& 良好的病毒富集方法应满足以下特

点#

"

操作简便'快速$易于推广使用%

#

富集倍数

高$所需水样体积少%

$

回收率高且稳定%

%

受水体

浊度'悬浮物'有机质等影响较小%

&

可完成对多种

病毒的富集浓缩&

'&#"检测方法的选择

目前水中病毒的检测方法常见于细胞培养法和

基于 ẀZ技术的分子生物学方法& 两种方法各有

优缺点#细胞培养法细胞培养周期较长'培养过程中

易被细菌或真菌污染%多种病毒可同时在一种细胞

*'&*
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系中繁殖$无法直接用细胞培养法对病毒进行血清

型鉴定%且不能用于对不产生细胞病变作用的病毒

的检测& 基于 ẀZ技术的分子生物学方法是以病

毒核酸为检测对象$因此得到的阳性结果不能表征

病毒的感染性& 也正因为如此$有研究将两种方法

进行了结合!HWW,Z(,̀ WZ"并取得了较满意的结

果$但是这种方法技术要求高'操作难度大'检测成

本高'检测周期长$不便于方法推广和大宗样品的检

测& H̀WZ' ẀZ,0JHD+等免疫学与 ẀZ相结合的

技术虽然具有高特异性'高灵敏度等特点$但由于免

疫反应对抗体的纯度要求很高$制备高纯度的抗体

操作复杂'耗时长'成本高'技术难度大$因此推广难

度也很大& 高通量测序技术通过单次测序即可获得

较大的数据量$且测得数据对样本的覆盖率较高$可

检测到丰度很低的病毒序列$但该技术因成本较高$

目前仅限于科学研究& 病毒的检测方法包括但并不

仅限于以上方法$检测方法未来的发展方向应考虑

多技术的融合$并应满足以下特点#

"

操作简单'检

测周期短%

#

灵敏度高'特异性强%

$

样品检出率高$

假阴性率低%

%

能区分病毒的感染性%

&

可同时检测

多种病毒或多种血清型的病毒&

("

展望

近半个世纪发生了多起由病毒引发的介水传染

病事件$在环境水体甚至饮用水中也都有病毒的检

出$但是目前绝大多数国家对饮用水中病毒的控制

及检测均没有提出明确的标准要求$鲜有的几个国

家提供了病毒的检测方法$但又各不相同& 为了有

效控制由病毒引发的生物风险$对饮用水中的病毒

进行检测和健康风险评估十分必要& 鉴于介水传播

的病毒种类繁多$因此开发一种检测种类多'富集倍

数高'基体干扰少'检测成本低'操作简单'易于推广

的检测方法就成为了开展上述工作的前提条件和努

力方向& 同时$鉴于大多数病毒的致病性$因此更为

简单'封闭的检测系统$尽可能减少检测人员与样本

的高频接触$以及自动化的检测过程$尽可能用仪器

操作代替人工操作$在方法开发时也应该引起关注&

此外$为了全面掌握我国介水传播疾病的发生

情况$建议参照美国水源性疾病和疫情监测系统$在

我国传染病信息系统的基础上扩建专门的介水传播

疾病的信息报告系统$收集各种水源性疾病疫情数

据$了解和掌握我国介水疾病的感染现状和特点$分

析可能的环境影响因素和控制条件& 此外$建议建

立我国自然水体中病毒的基础性数据库$同时加强

水体中病毒的介水传播途径和人群暴露风险的研

究$为采取针对性的管控措施提供科学依据$为提升

我国的饮用水安全水平提供技术支撑&
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!J+Ì " QBMY:N:;N3B7 BQ(6M::07N:M3;X3MFK:K27< HNK

+LL43;2N3B7 37 \2N:MD21L4:K(Y)$\F627#>F256B78

+8M3;F4NFM24)73P:MK3NT$#%""!37 W637:K:"$

("*)!G:27 G$d423Kd$+7<MjY$,$#($D31F4N27:BFK<:N:;N3B7

27< 3<:7N3Q3;2N3B7 BQ6:L2N3N3K+P3MFK27< MBN2P3MFKST

1F4N3L4:O 7F;4:3; 2;3< K:UF:7;:ES2K:< 21L43Q3;2N3B7

!?+Dd+" 27< 13;MBN3N:ML42N:6TSM3<352N3B7 KTKN:1

(G)$GX3MB4I:N6B<K$#%%#$"%&!""#"#' ,"'#$

(#%)!fB@$WMB1:27K(J$DBSK:TIY$)X372;N3P2N3B7 BQ

2<:7BP3MFKNTL:-" 1:2KFM:< ST;:44;F4NFM:1Z?+

Z(,̀ WZ(G)$\2N:MZ:K$ #%%&$ '* ! "& "# '.-' ,

'.-*$

(#")!fB@$GBN63VF12M?$>344XZ$,$#($Z2L3< <:N:;N3B7 BQ

37Q:;N3BFK2<:7BP3MFK:KST1Z?+M:24EN31:Z(, ẀZ
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