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摘　 要　 新冠疫情暴发以来,通过检测污水中新冠病毒含量实现动态监测疫情发展、提供疫情预警信号和辅助评估疫情干预

等越来越被世界各国所重视。 但由于污水中新冠病毒载量较低且极具传染性,快速有效的富集方法就成为精确检测新冠病

毒的关键。 文章梳理了现有污水中新冠病毒的富集方法,结合回收率、耗时、成本和通量重要评价指标进行对比分析。 相对

而言,膜吸附脱附法和絮凝沉淀法成本低、耗时长,适用于大体积样品初级富集;超速离心法和超滤法成本高、耗时短,适用于

小体积样品次级富集。 优化过滤膜种类尺寸、絮沉剂、离心速度和截留分子量等可提高回收率等富集效果,通过寻求理想的

替代病毒、降低样品基质等不确定度影响、优化 RNA 提取方法等,并建立规范性富集方法将是未来有关研究的重点方向。
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Abstract　 Since
 

the
 

outbreak
 

of
 

COVID-19,
 

SARS-Coronavirus-2
 

(SARS-CoV-2)
 

presence
 

in
 

wastewater
 

which
 

has
 

been
 

increasingly
 

reported
 

by
 

more
 

and
 

more
 

countries
 

plays
 

an
 

important
 

role
 

in
 

dynamically
 

surveilling
 

the
 

pandemic
 

development
 

trend,
 

providing
 

an
 

early
 

warning
 

and
 

estimating
 

the
 

prevalence
 

of
 

epidemic
 

interventions.
 

Due
 

to
 

the
 

extremely
 

high
 

infectivity
 

of
 

SARS-CoV-2
 

and
 

the
 

relatively
 

low
 

copy
 

number
 

in
 

wastewater,
 

it
 

is
 

vital
 

to
 

develop
 

applicable
 

concentration
 

methods
 

for
 

accurate
 

qualitative
 

monitoring
 

and
 

quantitative
 

analysis.
 

This
 

paper
 

reviews
 

and
 

evaluates
 

the
 

concentration
 

methods
 

of
 

SARS-CoV-2
 

in
 

wastewater
 

from
 

the
 

perspective
 

of
 

important
 

factors
 

such
 

as
 

recovery,
 

time
 

consumption,
 

cost
 

and
 

throughput.
 

Virus
 

adsorption-elution
 

and
 

flocculation
 

precipitation
 

methods
 

are
 

relatively
 

low
 

cost
 

and
 

time-consuming
 

which
 

are
 

suitable
 

for
 

primary
 

enrichment
 

of
 

samples
 

with
 

large
 

volume,
 

while
 

ultracentrifugation
 

and
 

ultrafiltration
 

methods
 

commonly
 

used
 

as
 

secondary
 

concentration
 

are
 

high
 

cost
 

and
 

time-saving.
 

Optimizing
 

the
 

pore
 

size
 

of
 

membrane
 

filter,
 

flocculant,
 

centrifugation
 

speed
 

and
 

nominal
 

molecular
 

weight
 

limit
 

can
 

improve
 

the
 

concentration
 

efficiency
 

such
 

as
 

recovery
 

rate
 

and
 

so
 

on.
 

What’ s
 

more,
 

future
 

research
 

needs
 

including
 

choosing
 

appropriate
 

alternative
 

viruses,
 

reducing
 

the
 

uncertainty
 

of
 

sample
 

matrix,
 

optimizing
 

RNA
 

extraction
 

methods,
 

and
 

establishing
 

a
 

normative
 

method
 

are
 

delineated
 

for
 

details
 

to
 

improve
 

the
 

reliability
 

and
 

comparability
 

of
 

the
 

results.
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　 　 新冠疫情暴发以来,全球公共健康受到严重威

胁[1] 。 新冠病毒传染能力极强,除飞沫传播和接触

传播外,还可能通过感染患者的粪便排出体外,随着

医院废水或市政污水等排放后,经城市污水管网 / 道
进入污水处理厂, 长期存活于污水体系中[2-3] 。
2020 年,荷兰首次报道污水中检测到新冠病毒,比
首例确诊病例早 3 周时间[4] 。 法国、美国等的学

者[1,5-8]研究表明,采样时段内污水中新冠病毒含量

与相应区域内确诊人数变化趋势呈良好的正相关
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性,美国和澳大利亚的学者[1,9] 还根据污水中新冠

病毒 RNA 检测量估算相应区域感染人数。 这些研

究[10]充分证明,污水流行病学可在提供疫情预警信

号、动态监测疫情发展和辅助评估疫情干预方面发

挥重要作用。 根据文献报道,大多数污水处理厂的

污水中新冠病毒载量仅为 1×104 ~ 1×106
 

copies / L,
提高目标物的检测灵敏度成为发挥作用的基础。 同

时,虽然温度、日光以及其他拮抗微生物等都会影响

新冠病毒的存活,但由于其极强的传染性,仍然存在

病毒暴露引发操作人员感染、处理不当造成受纳水

体污染等风险。 因此,快速有效的富集方法成为精

确监测新冠病毒的关键制约因素[11] 。
污水流行病学用于监测病毒等在人群中的传播

已经得到广泛研究和应用,但大多为针对非包膜病

毒。 由于新冠病毒为包膜病毒,其与非包膜病毒的

富集方法存在不同。 由于研究时间、传播特性等原

因,针对新冠病毒富集方法的研究成果还不够系统、
成熟。 因此,本文旨在系统梳理现有相关研究文献,
通过比较不同富集方法的优缺点,指出当前和未来

研究的重点方向,为制定标准化方案提供有益参考。
1　 常见富集方法
　 　 根据原理不同,富集方法可分为物理化学方法

和物理方法[11] 。 物理化学方法是在使用聚乙二醇

(polyethylene
 

glycol,PEG)与 NaCl、MgCl2、葡萄糖或

明矾等化学试剂产生聚合絮沉和两相分离的基础上

进行物理分离提取和富集,如膜吸附-洗脱法、絮凝

沉淀法等。 物理方法主要应用离心和过滤或超速离

心和再悬浮的组合,如超速离心法、超滤法、常规过

滤法等。 其中,PEG 絮凝沉淀和超滤被世界卫生组

织推荐用于脊髓灰质炎病毒循环的环境监测,膜吸

附脱附被美国环保局作为检测水中隐孢子虫和贾第

鞭毛虫的标准方法。 2022 年,国家卫健委将 PEG 絮

凝沉淀、铝盐絮凝沉淀、离心超滤作为污水中新冠病

毒富集的行业标准发布实施。 本文将重点介绍几种

当前最为常用的富集方法(表 1)。
1. 1　 膜吸附-洗脱法

　 　 膜吸附-脱附法基本过程是将含有病毒的水体

通过吸附性过滤器,利用过滤器与病毒之间的静电

作用使病毒吸附在带电滤膜上,再用磷酸缓冲盐等

从滤膜上洗脱病毒[12] 。 滤膜可分为负电膜(如硝酸

纤维素膜)和正电膜(如 nanoceram 膜、1MDS),根据

病毒的带电荷状态选择合适的滤膜。 一般来说,大
多数肠道病毒在接近中性 pH 的环境水中具有净负

电荷,因此,使用负电膜富集前需添加阳离子盐(如

MgCl2、AlCl3 或 NaCl)促进带负电的病毒通过阳离

子盐桥与膜结合,最后需要用酸将吸附的阳离子洗

脱以提高病毒回收率。 例如,通过加入低浓度的

NaCl 和 MgCl2 实现利用硝酸纤维素微孔膜对病毒

进行富集。 另外,由于污水中的悬浮物会引起堵塞

和基质效应,一般应进行预过滤或预离心。 使用正

电膜富集则无需加盐或酸化,加盐或酸化有可能会

在带负电的病毒颗粒周围形成正双电层,从而降低

正电膜过滤效率。 从目前研究来看,相对于负电膜

而言,正电膜的成本较高。
通过对比不同负电膜法对腺病毒和小鼠肝炎病

毒(MHV) 的富集效率发现,对于非包膜病毒腺病

毒,水样预酸化处理后的样品未见实时荧光定量

(qPCR) 抑制,且回收率是添加 MgCl2 方法的 10
倍[13] ,而对于与新冠病毒具有相似基因结构和包膜

蛋白的 MHV[14] , 添加 MgCl2 的回收率最高达到

65. 7%[15] ,这可能是由于预酸化过程破坏了病毒结

构[16] 。 该课题组还对比了负电膜法与超滤法对污

水中新冠病毒的富集效率,发现两种方法均未出现

qPCR 抑制,但对两个样品检测出现相反结果,其含

量均低于定量限[1] 。 一项针对新冠病毒的 8 种富集

方法对比结果表明,添加 MgCl2 的膜吸附脱附具有

最低的回收率[17] 。
1. 2　 絮凝沉淀法

　 　 絮凝沉淀法是通过向样本中加入絮凝剂使病毒

与絮凝体结合,然后通过物理方法收集和洗脱实现

富集的方法[12] 。 PEG 絮凝沉淀法是分析水样中新

冠病毒载量的常用方法之一,比一般化学絮沉效果

更好[18] 。
利用絮凝沉淀可回收污水中水相和固体悬浮物

中的新冠病毒[19] ,但回收率并不高[15] ,可能是因为

存在逆转录抑制[15]或 qPCR 抑制剂共沉淀[5] 。 Bar-
Or 等[20]分别采用 PEG 和明矾絮凝沉淀法富集新冠

病毒,qPCR 测定阳性样本循环参数分别为 33 和

33. 6。 La 等[21]通过改进世界卫生组织关于脊髓灰

质炎病毒传播环境监测指南,在采用 PEG 沉淀法时

略去其中氯仿处理步骤,保证了病毒结构的完整性,
从而提高新冠病毒的回收率。 《污水中新型冠状病
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毒富集浓缩和核酸检测方法标准》 ( WS / T
 

799—
2022)中 PEG 沉淀法包括预离心、次级离心和浓缩

富集三步,其中次级离心需在 12
 

000
 

g 下离心 2
 

h,
铝盐混凝沉淀法包括预离心、絮凝处理、离心分离和

络合溶解四步,最大离心力为 2
 

500
 

g,且离心时间

更短,该标准方法的检出限为 10
 

copies / mL。
1. 3　 超速离心法

 

　 　 超速离心法是在预离心去除较大颗粒的基础

上,利用超速离心机强大的离心力使物理特征不同

的物质分离。 一般而言,1
 

000 ~ 3
 

000
 

g 离心 15
 

min
足以沉淀全细胞细菌,高速离心(高于 5

 

000
 

g)可沉

淀线粒体等大细胞器, 而沉淀病毒则需要提供

100
 

000
 

g 离心力的超速离心机。 通过调控离心转

速和时间,还可对样品中不同成分进行分离。
Wurtzer 等[22] 将 11

 

mL 摇匀后的样品置于离心

机中,在 4
 

℃下 200
 

000
 

g 离心 1
 

h,随后加入到 400
 

μL
 

0. 01
 

mol / L 磷酸盐缓冲液中,取 200
 

μL 进行检

测,新冠病毒 RNA 为 1×104 ~ 1×107
 

copies / L,但未

提供回收率数据。 Ahmed 等[15] 利用超速离心法对

MHV 的平均回收率为 33. 5%,而 Ye 等[19]在 4
 

℃下

100
 

000
 

g 离心 15 min 后平均回收率仅为 5%左右,
鉴于只检测活性病毒,推测低回收率与过高离心力

造成病毒失活有关,同时部分被吸附在悬浮颗粒上

的病毒在除去上清液时损失。
1. 4　 超滤法

　 　 超滤法是利用在一定压力下,分子大小与滤膜

孔径的关系实现病毒富集的目的。 为避免较大杂质

颗粒堵塞[12] ,往往需要在超滤之前进行预离心[19] 。
尽管超滤过程中病毒的富集不是通过静电相互作用

发生的,但是病毒仍然可以通过范德华力、疏水作用

等被吸附到超滤膜上。 病毒在超滤膜上的回收需要

用甘氨酸溶液、牛肉提取物、0. 1
 

mol / L
 

HNO3 和 0. 1
 

mol / L
 

NaOH 交替溶液或多磷酸钠等进行反冲洗[23] 。
Medema 等[4]将样品以 4

 

654
 

g 离心 30
 

min,取
100 ~ 200

 

mL 上清液通过截留分子量为 100
 

kDa 的

离心超滤器实现富集,对 F-特异性 RNA 噬菌体回

收率达 73% ± 50%。 超滤法的回收率较高,但同时

不确定度较高,其中超滤筒截留分子量、富集倍数以

及超滤筒是否再生均会对新冠病毒回收率产生影

响[17] ,此外在预过滤步骤病毒也会通过范德华力或

疏水键被吸附到离心过滤器,损失可高达 30% [13] 。
研究[10] 表明,采用双重超滤法对新冠病毒富集效

果更佳。 《污水中新型冠状病毒富集浓缩和核酸

检测方法标准》 ( WS / T
 

799—2022) 中给出一次性

超滤杯的截留分子量为 30
 

kDa,方法检出限为 100
 

copies / mL。
表 1　 污水中 SARS-CoV-2 的代表性富集方法

Tab. 1　 Details
 

of
 

Reported
 

Concentration
 

Methods
 

of
 

SARS-CoV-2
 

in
 

Wastewater
序号 方法 步骤 回收率 阳性检出率a 参考文献

1 膜吸附脱附 调 pH 值至 3. 5 ~ 4,0. 45
 

μm 电负性膜过滤,8
 

000
 

r / min 搅
拌 1. 5

 

min
NG 11%

(1 / 9)
[1]

2 膜吸附脱附 室温下 3
 

000
 

g 离心 10
 

min,0. 45
 

μm 负电膜过滤 NG 43%
(6 / 14)

[24]

3 膜吸附脱附 加入 AlCl3 ,0. 45
 

μm 电负性膜过滤,磷酸盐缓冲液洗脱,
4

 

℃
 

20
 

000
 

g 离心 2
 

min
1. 6% ~ 17. 1% 100%(16 / 16) [17]

4 膜吸附脱附 加入 MgCl2 ,0. 45
 

μm 电负性膜过滤,磷酸盐缓冲液洗脱,
4

 

℃
 

20
 

000
 

g 离心 2
 

min
0. 7% ~ 8. 5% 100%(16 / 16) [17]

5 絮凝沉淀+超速离心 0. 2
 

μm 膜过滤,PEG
 

8000 和 NaCl 室温振荡 15
 

min,12
 

000
 

g
 

离心 2
 

h,重分散
NG 71%

(10 / 14)
[9]

6 絮凝沉淀+离心 加入 Al( OH) 3 溶液,调 pH 值至 6,室温下搅拌 15
 

min,
1

 

700
 

g 离心 20
 

min,充分散至牛肉提取物,150
 

r / min 振荡
10

 

min,1
 

900
 

g 离心 30
 

min,重新分散

2. 56% ~ 18. 78% 80%
(12 / 15)

[25]

7 絮凝沉淀+离心 离心,PEG、葡萄糖 4
 

℃下静置过夜,提取 20
 

min,2
 

000
 

g 离
心 1

 

min
NG 50%

(6 / 12)
[21]

8 絮凝沉淀+离心 加入 AlCl3 ,调节 pH 值至 6,室温 150
 

r / min 振动 15
 

min,
1

 

700
 

g 离心 20
 

min,重分散于牛肉提取物,150
 

r / min 振荡
10

 

min,1
 

900
 

g 离心 30
 

min,重分散

NG 100%
(NG)

[2]
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(续表1)

序号 方法 步骤 回收率 阳性检出率a 参考文献

9 絮凝沉淀+离心 离心,4
 

℃与 PEG
 

6000 和 NaCl 以 100
 

r / min 搅拌 12
 

h,4
 

℃
下 4

 

500 ~ 14
 

000
 

g 离心 45
 

min,重分散到磷酸盐缓冲液,
0. 22

 

μm 膜过滤

NG 38%
(10 / 26)

[20]

10 絮凝沉淀 4
 

℃
 

2
 

500
 

g 离心 30
 

min,加入 PEG 和 NaCl 混合 15
 

min,
4

 

℃
 

12
 

000
 

g 离心 120
 

min,4℃
 

12
 

000
 

g 离心 5
 

min
NG NG [26]

11 絮凝沉淀 4
 

℃
 

2
 

500
 

g 离心 30
 

min,加入 AlCl3 ,调节 pH 值至 6,室温

下 150
 

r / min 振荡 15
 

min,4
 

℃
 

1
 

900
 

g 离心 5
 

min,加入乙

二胺四乙酸二钠,60
 

℃水浴 10
 

min

NG NG [26]

12 絮凝沉淀 加入 AlCl3 ,150
 

r / min 搅拌 30
 

min,2
 

000
 

g
 

离心 30
 

min 4. 9% ~ 14. 8% 100%(16 / 16) [17]

13 絮凝沉淀 加入 PEG 和 NaCl,150
 

r / min
 

搅拌 30
 

min,2
 

000
 

g
 

离心 30
 

min
5. 8% ~ 23. 6% 100%(16 / 16) [17]

14 絮凝沉淀 加入 MgCl2 ,150
 

r / min 搅拌 30
 

min,2
 

000
 

g
 

离心 30
 

min 6. 1% ~ 23. 8% 100%(16 / 16) [17]

15 超速离心 4
 

℃下 200
 

000
 

g 离心 1
 

h,重分散,过滤 NG 100%(23 / 23) [22]

16 超速离心 4
 

℃下 150
 

000
 

g 离心 1
 

h,重分散 20. 5% ~ 33. 4% 100%(16 / 16) [17]

17 超速离心 加入蔗糖、 Tris-HCl、 NaCl 和乙二胺四乙酸混合液, 4
 

℃
 

150
 

000
 

g 离心 45
 

min
12% 70%

(46 / 66)
[23]

18 超滤 0. 45
 

μm 膜过滤,100
 

kDa 离心超滤 NG 100%(17 / 17) [8]

19 超滤 4
 

℃
 

4
 

500
 

g 离心 15
 

min,10
 

kDa 过滤 6. 5% ~ 17. 5% 100(16 / 16) [17]

20 超滤 4
 

℃
 

4
 

500
 

g 离心 15
 

min,30
 

kDa 过滤 3. 5% ~ 13. 0% 100%(16 / 16) [17]

21 离心+超滤 4
 

654
 

g 离心 30
 

min,100
 

kDa 过滤,1
 

500
 

g
 

离心 15
 

min 30. 4%±22. 3% 58%
(14 / 24)

[4]

22 离心+超滤 4
 

750
 

g 离心 30
 

min,3
 

500
 

g 离心过滤 15
 

min( 10
 

kDa),
1

 

000
 

g 离心 2
 

min
NG 11%

(1 / 9)
[1]

　 注:a
 

括号内数值为对应文献中给出的阳性样品量 / 样品总量,即阳性率计算来源;NG 为对应数据未给出。

2　 讨论与分析
　 　 由于新冠病毒极强的传染性等原因,针对其富

集方法的研究还较为有限。 但在过去几十年里,根
据污水中不同病毒的分析需求,科学家们对富集方

法进行了大量研究。 通过对比分析和梳理总结,有
望对研究新冠病毒提供有益参考。 如表 2 所示,着
重从回收率、耗时、准确性和成本等角度比较了不同

富集方法的优缺点。 值得说明的是,由于试验中污

水样品(包括污水体积、基质、新冠病毒的浓度)、替
代病毒的选择、仪器设备参数(如负电膜种类、尺

寸、洗脱剂,沉淀剂种类、沉淀时间,离心速度、时间

及截留分子量) 等的区别,不同研究文献对各富集

方法的评价存在一定差异。
2. 1　 回收率

　 　 不同富集方法回收率的差异主要来自于处理过

程中目标物的损失以及检测时基质等成分对目标物

响应的干扰等。 大量研究[27]表明,新冠病毒容易被

吸附到污水中悬浮颗粒物上,因此,预离心或预过滤

步骤有可能导致病毒损失。 膜吸附脱附法和超滤法

的回收率较高[27-28] ,但病毒与膜或设备之间的静电

力、范德华力或疏水键等会引起病毒损失,使用惰性

材料或优化洗脱剂会提高回收率[29] ,不同病毒的生

物性差异造成不同洗脱剂洗脱效率的差异[30] 。 例

如,被广泛应用于回收病毒的甘氨酸在其最佳碱性

洗脱 pH 下会造成病毒失活,牛肉提取物能够在更

温和的 pH 下洗脱,但其蛋白质成分会引起基质效

应,造成整体回收率下降。 在针对新冠病毒的研究

中,大多数采用磷酸盐缓冲液洗脱,特别要注意氯仿

等有机物可能会造成新冠病毒包膜的破坏[31] 。 超

速离心法无需引入牛肉提取物等干扰物[32] ,还可以

通过离心程序设置等去除样品中的一些干扰物[33] ,
但预离心步骤仍可能引起病毒损失。

絮凝沉淀法和超滤法对目标物缺乏特异性选择

使得富集产物的基质较为复杂[34] 。 Ikner 等[29] 认
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为,絮凝共沉淀物中的有毒物质可能导致细胞培养

物中毒,且 PEG 存在反渗析和污染样品等情况。
Barril 等[27] 采用类似于新冠病毒的猫杯状病毒

(feline
 

calicivirus,FCV)作为替代病毒,对比了包括

絮凝沉淀、膜吸附脱附等在内的 11 种富集方法。 结

果表明,PEG 沉淀的平均回收率较高,而膜吸附脱

附法对 FCV 病毒无效。 这与 Ahmed 等[15] 以 MHV
为替代病毒的研究结果不一致。 Barril 等[27] 认为除

样品体积、污水杂质对滤孔堵塞以及基质效应外,病
毒结构不同是造成回收率差异的主要原因。 Zheng
等[17]采用单因素方差分析法系统比对 8 种不同富

集方法的 Ct 值平均值和回收率。 其中超速离心法

的回收率 ( 25. 4% ± 5. 9%) 明显高于其他方法,因

此,适于快速灵敏地监测污水中新冠病毒。 之后依

次是絮凝沉淀法、超滤法和膜吸附脱附法。 其中,絮
凝沉淀法中不同沉淀剂(AlCl3、MgCl2 和 PEG)的平

均回收率也有显著差异,AlCl3 的可变性最低。 因

此,尽管回收率较低(11. 0% ±4. 36%),但考虑到所

需特殊设备较少,认为 AlCl3 沉淀为最优富集方法。

表 2　 富集方法对比
Tab. 2　 Comparison

 

of
 

Concentration
 

Methods

方法 优点 缺点 改进措施

膜吸附脱附[1,29,34] 成本较低;膜孔径可调;通量大;可采样现场

操作;膜便于存储、运输;常用于初级富集

回收率较低;负电膜需要预处理;共洗脱

液基质复杂;洗脱剂对回收率影响大

复杂基质可预过滤;适当

调节滤膜孔径;添加阳离

子盐

絮凝沉淀[2,20-21,29] 成本低;通量大;常用于初级富集 耗时长;共沉淀基质复杂 选择合适的絮沉剂

超速离心[22,29,36] 回收率较高;可浓缩至小体积;容器可重复

使用;无需预处理;常用于次级富集

耗时较长;设备昂贵;病毒易失活;通量小 提高离心速度

超滤[4,8,29,37] 耗时短;可浓缩至小体积;常用于次级富集 设备昂贵;一般更适用于无机成分;目标

物易被污泥吸附;不适用于取样现场

采用大截留分子量超滤筒

避免堵塞

2. 2　 耗时
 

　 　 不同富集方法的机理决定其耗时存在显著差

异,一般来说,超滤法和超速离心法的耗时明显短于

膜吸附脱附法,特别是许多新型超滤的平均耗时仅

有 10 ~ 15
 

min[29] ,絮凝沉淀法耗时最长。 但必须说

明的是,同一方法也存在巨大差异,这不仅与资源配

置或样品等存在密切关系,而且有时直接影响了回

收率和灵敏度等。 超滤法和超速离心法不需要洗脱

或次级富集, 还可以不调整 pH 或者添加阳离

子[29] ,大大减少了处理步骤,但不同设备最大离心

速度差异对耗时和离心效果具有显著影响。 在膜吸

附脱附法和超滤法中,由于样品基质和进样体积的

不同、滤孔堵塞等问题,不可避免地影响方法耗时。
为保证絮凝剂充分反应,絮凝沉淀法往往需要在加

入絮凝剂后低速搅拌过夜,耗时长(长达 15
 

h 以

上[11] )。 Laturner 等[12]认为沉淀时间缩短至 4
 

h 不

降低回收率,甚至可进一步缩短沉淀时间,但对牛冠

状病毒(BCoV) 仅有 0. 09%的回收率,确实低于其

他一些报道。
2. 3　 成本

　 　 本文的成本主要考虑富集方法所需要的设备耗

材等,而不包括与耗时相关的人力成本等。 昂贵的

离心机是富集成本的重要组成部分,膜吸附脱附法

是唯一可不需要离心步骤的方法,但在过滤之前通

过离心去除固体杂质可大大提高方法通量,且对定

量结果无明显影响[35] ,因此,也被多个课题组采用。
就单个样品的耗材成本而言,目前最昂贵的方法是

超滤,主要在于其过滤器价格昂贵且不可重复使

用[12,29] 。 出于类似的原因,PEG 絮凝沉淀法的成本

也相对较高。 将 0. 22
 

μm 过滤器用于过滤装置有

可能降低成本,但代价是潜在的装置污染风险或增

加耗时以彻底清洗。 采用膜吸附脱附法时,不同的

滤膜价格成本也存在较大差异。 报道称,正电膜

Virosorb
 

1MDS
 

和 NanoCeram 的售价分别为 250 美

元和 50 美元,而负电膜则相对便宜得多[29] 。 尽管

超速离心设备较为昂贵,但由于容器可以重复使用,
每个样品的材料成本较低[29] 。
2. 4　 通量

　 　 污水中病毒并非均匀分布,因此,样品体积会影

响到富集方法的灵敏度、重复性和可变性。 比如,随
着污水样品体积的增加,所得浓缩物中病毒 RNA 的

浓度液也会增加。 通常来说,受仪器设备体积的限

制,超速离心法和超滤法只能处理少量样品,更多应
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用于次级富集。 相对而言,膜吸附脱附法和絮凝沉

淀法可处理大体积的样品,因此,更适合于初级富

集。 但处理更大体积的样品也存在弊端,比如耗时

相应增加。 此外,以膜吸附脱附法为例,处理过程中

滤膜的孔可能会被堵塞,或者吸附活性位点被占据,
从而导致吸附效率降低,因此,样品体积也存在极限

和最佳平衡值。 事实上,滤孔被堵塞的问题也存在

于超滤法中,使其通量同样受到限制。 在 PEG 絮凝

沉淀法中,增加样品体积则意味着需要更大体积容

量和更高效率的离心机,从而增加方法成本。
3　 存在的主要问题
　 　 污水中新冠病毒富集方法的选择,需要从回收

率、资源配置、成本、耗时以及试验目的等方面统筹

考虑。 当前有关研究报道缺乏可比性,尚不能形成

完全令人信服的理论性指导方法,在富集方法的比

较分析与选择以及实践应用上还存在不少问题。
3. 1　 替代病毒的选择

　 　 由于新冠病毒的高传染性,科学研究中经常采

用替代病毒。 目前,研究中常用的替代病毒种类繁

多不利于梳理比较,且由于病毒之间结构差异等原

因,各项评价结果并不能真实反映对新冠病毒的富

集效率。 比如辣椒轻斑驳病毒(PMMoV)和 MHV 被

广泛作为新冠病毒的替代病毒,其回收率经常被用

于评估污水富集效率,但其与新冠病毒 RNA 衰减率

不同。 这表明其作为新冠病毒在环境中存活率的替

代标记物作用有限,而不同病毒的富集效率直接影

响分析结果。 Tanimoto 等[38] 对污水的原液、固体和

PEG 沉淀样品中 PMMoV 和新冠病毒分别进行分

析。 就 PMMoV 的 RNA 拷贝数和回收率而言,PEG
沉淀部分明显高于固体部分,但固体部分的新冠病

毒 RNA 阳性率却明显高于 PEG 沉淀部分,许多最

新研究也都证明了固相沉淀物对病毒,特别是对包

膜病毒的吸附作用。 高达 26%的鼠肝炎病毒等包

覆病毒存在于固相部分,而 6%的 MS2 等未包覆病

毒存在于废水样品中[19] 。 Kitamura 等[28] 发现在富

集脊髓灰质炎病毒中有效的负电膜滤法、PEG 沉淀

法和超滤法,回收样品都来自于上清液,因此,对新

冠病毒富集效率差强人意。 用新冠病毒直接掺入更

能代表新型冠状病毒污水监测中病毒富集方法的性

能。 然而,用于评价的加标灭活病毒同样不能完全

反映新冠病毒在污水样品中的实际行为,这可能影

响病毒富集方法在实际应用中的性能。
3. 2　 污水样品的多变性

　 　 关于新冠病毒在污水中的存活时间、增殖和消

亡规律等问题,相关研究还不够深入。 事实上,温
度、pH 和拮抗微生物等环境因子不仅影响新冠病毒

的存活,也会影响新冠病毒的检测[39] 。 研究发现,
新冠病毒在污水中的衰减具有较强温度依赖性,其
结构完整性差且衰减较快[40] ,长期储存在 4

 

℃或冷

冻下平均含量可下降 60%[28] 。 当 pH 值>6 时,RNA
更容易发生碱性水解[41] 。 Kitamura 等[28] 认为负电

膜滤法中酸性环境可能会破坏包覆病毒的完整性,
从而降低回收率。 污水中存在环境 PCR 抑制剂,在
富集、检测过程中有可能导致抑制剂的共纯化和富

集,从而影响 qPCR 检测。 也有研究[17] 表明,增加

样品体积并不能显著提高检测灵敏度,这可能是污

水基质干扰了病毒 RNA 的提取与检测。 目前许多

研究并未考虑富集操作过程中污水基质、污水体积、
污水中目标物浓度、富集环境条件等对富集效率的

影响。 事实上,不同污水样品的富集效率在同样富

集方法下也存在较大变动,因此,需要不同采样点的

污水在选择合适富集方法时需要重新考虑和评估。
需要注意的是,由于污泥固体等对新冠病毒的吸附

作用[28,32,42] ,在采用污水进行疫情监测时,要特别

注意污泥中病毒的检测,但污泥中的蛋白质、重金属

等各种有机物和无机物,可能造成病毒失活或者对

病毒检测造成基质干扰,而且新冠病毒在污泥中的

稳定性尚未开展足够的研究[18] 。
3. 3　 RNA提取方法选择

 

　 　 回收率是对富集效率评价的一项重要指标,而
这与新冠病毒 RNA 提取方法和基因靶的选择有着

直接关联,如检出率和 Ct 值的差异可能来自于不同

试剂盒的提取效率。 Zheng 等[17] 发现,尤其是在处

理相对无颗粒的样品时,研究中所用的两种试剂盒

病毒提取有着显著差异。
3. 4　 硬件设备

　 　 一方面,新冠病毒极强的传染性要求富集过程

必须充分考虑安全性。 一般地,直接处理新冠病毒

样本至少需要在生物安全二级实验室环境下进行,
同时采用不低于生物安全三级实验室的个人防护。
另一方面,污水中的低载量使得对其分析检测限要

求很高。 一般而言,100
 

mL 的污水足够大多数肠道

病毒检测,但对于检测新冠病毒往往需要 200
 

mL 以
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上,对于病例少的地区需要的污水量则更多。 当富

集污水量不够时,会导致样品低于分析检测限[43] ,
这在一定程度上限制了超滤法和超离心法等方法的

应用。
4　 结论与展望
　 　 目前,研究工作者已开发了多种方法应用于污

水中新冠病毒的富集。 相对而言,膜吸附脱附法和

絮凝沉淀法成本低、耗时长,适用于大体积样品初级

富集;超速离心法和超滤法成本高、耗时短,适用于

小体积样品次级富集。 通过优化过滤膜种类尺寸、
阳离子、絮沉剂、离心速度和截留分子量等可进一步

提高回收率等富集效果。
由于前期关于污水中新冠病毒富集的研究缺乏

统一的实践规范,存在不同富集方法处理后检测结

果不一致以及不同研究对富集方法效率的评价和解

释矛盾等情况。 为此,应组织有关权威部门和研究

机构,建立统一的富集操作规范。 例如,为解决基于

污水分析的毒品滥用监测技术中不同方法所得结果

无法系统比较的问题,经过近二十年发展,我国及欧

盟等均建立了统一的操作规范,从而使该技术真正

推向实战应用。 目前,国家卫健委发布了《污水中

新型冠状病毒富集浓缩和核酸检测方法标准》
(WS / T

 

799—2022),有望首先将絮凝沉淀法与超滤

法在污水中新冠病毒富集工作中推向实用。
不同的富集方法各有优缺,在实际工作中,要结

合各实验室和污水样品的具体情况进行选择。 另

外,可将多种方法同时应用于富集过程,充分发挥各

富集方法的优点,从而保证试验更加高效、准确。 例

如,将通过膜吸附脱附法进行初级富集的污水样品,
用较大体积洗脱剂进行洗脱后,再利用超速离心法

进行次级富集,可有效提高回收率,同时解决超速离

心不适用于大体积污水样品分析的问题。
除进一步优化富集方法之外,采用同位素内标、

被动采样器、无需试剂盒的 RNA 提取方法、无需预

处理的超快检测方法、生物传感器等也可以有效提

高污水中新冠病毒的分析水平。
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