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不同提取方法对土壤中病毒回收率的比较3
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摘 　要 　　以 MS2 和 <X174 作为指示病毒 ,系统比较了 4 种不同提取方法对 4 种不同性质土壤中的病毒

回收率。最终选择含有 0104 mol L - 1焦磷酸钠的 3 %牛肉浸膏 (pH 914)作为最有效提取剂 ;提取剂与含有病毒

的土壤充分混合后 ,离心前调节 pH 712～714 ,然后测上清液病毒含量为最优操作步骤。该提取方法在红壤

土、红黏土、潮土上的回收率达到 6219 %～9717 % ,但在黄泥土上的回收率为 30 %左右 ,这可能与黄泥土较高

的无定形 Fe、Al 氧化物含量有关。病毒类型对回收率结果没有显著影响。因此 ,该方法为研究病毒在我国大

部分土壤上的去向和行为提供了平台。
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　　环境中特别是地下水中致病微生物的污染问题

已经引起各国政府和科学家的高度关注[1～3 ] ,其中

病毒对环境的潜在污染问题更加引人注目[4 ,5 ] 。一

般认为 ,土壤具有“自然净化”能力 ,即当病毒通过作

为饮用水源的地下水上部包气带时能够通过吸附

(可逆或不可逆)病毒和致死病毒达到清除病毒的目

的。大量的一次平衡法实验往往采用差减法来计算

土壤对病毒的吸附量 , 但不能区分其中的致死

量[6 ,7 ] ,这将妨碍正确评估病毒的潜在污染能力 ;同

时 ,研究土壤中病毒随时间的消长规律也需要及

时掌握土壤中活病毒的数量变化[8 ,9 ] 。因此 ,建立

一套价格适宜、普通实验室均可操作并且快速、简

单、结果重现性良好的从土壤中提取病毒的方法

对进一步研究病毒在土壤中的行为和去向非常

必要。

目前对病毒提取的报告大多集中于从污水污

泥中对病毒的提取 ,从土壤环境中提取病毒的研

究还不多见。各种方法主要涉及提取剂及其 pH

的不同、以及检测方法的不同等 ,其提取结果也各

不相同。而这些方法 [8 ,10 ,11 ] 中很多步骤繁琐、复

杂 ,测定过程中很容易造成交叉污染。但到目前

为止 ,尚未有报道系统比较不同方法或不同试剂

在不同土壤上的回收率 ,我国在这方面的报道几

乎为空白。

因此 ,本研究的主要目的是在国外已有的相

关研究基础上[12 ] ,以我国四种典型的质地和性质

截然不同的土壤 ,即壤质红壤 (红壤土) 、黏质红壤

(红黏土) 、黏壤质黄泥土 (黄泥土) 、砂质潮土 (潮

土) 为研究对象 ,以噬菌体 MS2 和 <X174 为指示病

毒 ,系统比较不同提取剂或同一提取剂不同 pH 调

节后在不同土壤中的病毒回收率 ,以筛选出操作

简便、适宜性广泛 (即可在不同土壤上使用) 、重现

性良好、在国内普通实验室均可进行的提取方法。

1 　材料与方法

111 　供试土壤

红壤土、红黏土、黄泥土、潮土分别采自江西鹰

潭红色砂岩上发育的红壤、江西鹰潭第四纪红色黏

土上发育的红壤、江苏常熟高平原黄土性母质上发

育的水稻土、河南封丘黄泛母质上发育的潮土。所

有土样均采自表层 0～15 cm。土样风干、过 1 mm

筛。其基本理化性质见表 1。
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(1) Zerda K S. Adsorption of viruses to charge2modified silica. PhD diss. Baylor College of Medicine , Houston , 1982

表 1 　土壤基本理化性质

Table 1 　Physical and chemical properties of the soil samples

土壤

Soil

采集地点

Sampling

site

pH1) 有机质

OM

(g kg - 1)

CEC

(mmol

kg - 1)

砂粒

Sand

粉粒

Silt

黏粒

Clay

游离

Fe2O3

Free

Fe2O3

游离

Al2O3

Free

Al2O3

无定型

Fe2O3

Amorphous

Fe2O3

无定型

Al2O3

Amorphous

Al2O3

( %) (g kg - 1) 　　

红壤土

Red earth soil

江西鹰潭

Yingtan ,

Jiangxi

5113 2184 33135 39180 50137 9183 11167 4196 0156 1117

红黏土

Red clay soil

江西鹰潭

Yingtan ,

Jiangxi

4130 4132 99162 35162 25145 38193 28194 7163 1133 2164

黄泥土

Huangni soil

江苏常熟

Changshu ,

Jiangsu

6196 25130 14714 34191 47144 17166 15134 2174 5151 1171

潮土

Fluvo2aquic soil

河南封丘

Fengqiu ,

Henan

8105 4143 44102 92145 2118 5137 8125 1144 0147 0135

　　1) 土水比 1∶1 Soil :water = 1∶1

112 　病毒样品及其培养基

供试指示病毒 MS2 (编号 ATCC 15597B1) 和

<X174(编号 ATCC 13706B1) 及其宿主细菌 E1 coli

(编号分别为 ATCC 15597 和 ATCC 13706) 均购自美

国的 American Type Culture Collection (ATCC) 。噬菌

体 MS2 和 <X174 曾广泛作为指示病毒 ,用来研究病

毒在土柱实验条件和田间实验条件下的迁移行

为[13 ,14 ] 。MS2 为二十面体单链 RNA 噬菌体 ( ss2
RNA) ,其直径约 26 nm[15 ] ,等电点 pI 为 319 (1) ,在一

般自然环境的 pH 条件下 ,MS2 的表面带负电荷 ;

<X174 为二十面体单链 DNA 噬菌体 (ss2DNA) , 其直

径约 23 nm ,等电点 pI 为 616 ,其静电和疏水作用能

力很低 ,在中性条件下几乎不带电荷[16 ] 。

噬菌体 MS2 及其宿主细菌 E coli (ATCC 15597)

的培养基成分为 : 酵母膏 (LP0021 , OXOID) 110 g ,

NaCl 810 g ,胰蛋白胨 (LP0042 ,OXOID) 1010 g ,琼脂

粉 1315 g ,蒸馏水 1000 ml。

噬菌体 <X174 及其宿主细菌 E coli ( ATCC

13706) 的培养基成分为 :牛肉膏 (LP0029 ,OXOID)

310 g , NaCl 510 g ,胰蛋白胨 510 g ,琼脂粉 1315 g ,蒸

馏水 1000 ml。

如果需要配制半固体或液体培养基 ,则琼脂含

量降为 510 g 或 0 g。

113 　病毒样品大量扩增

噬菌体 <X174 和 MS2 的大量扩增[13 ]采用“高复

数感染”方法 ,主要步骤为 (以 <X174 为例 ,MS2 在培

养时间上略有差别) : (1) 将宿主细菌单菌落接种到

装有 10 ml 液体培养基的试管内 ,水浴恒温震荡

(37 ℃,150 r min - 1)过夜培养 ; (2)在容量为 500 ml 的

烧瓶中加入 300 ml 预热至 37 ℃的液体培养基 ,然后

在烧瓶中加入步骤 (1)培养的细菌溶液 ,水浴恒温震

荡 (37 ℃,200 r min - 1) 培养 150 min ; (3) 在步骤 (2)

培养结束后的烧瓶中接种 5 ml 108pfu ml - 1噬菌体

<X174 母液 ,水浴恒温震荡 (37 ℃,200 r min - 1) 培养

90min 至培养物变清澈 ; (4) 在烧瓶中加入 10 ml 氯

仿 ,水浴恒温震荡 (37 ℃,200 r min - 1) 培养 10 min ;

(5) 将培养物转移至高速离心管中 , 4 ℃条件下

10 ,000 r min - 1 (即 12096 ×g)离心 30 min。所得噬菌

体溶液在 4 ℃条件下保存待用。

所有的噬菌体溶液均用磷酸盐缓冲 ( Phosphate2
buffered saline , PBS) 溶液 ( 0102 mol L - 1 Na2 HPO4 ,

0110 mol L - 1 NaCl , 01003 mol L - 1 KCl , pH 715) 配

制。

114 　病毒提取方法

11411 　病毒接种 　　准确称取 4100 g 土壤于具塞

玻璃三角瓶中 ,加入 4 ml 浓度约 106～107pfu ml - 1的

病毒溶液 ,用旋蜗混合仪 (WH23 ,上海) 剧烈旋涡混

合约 2 min 使其混匀 ,静置 30 min ,空白处理在三角

瓶中只加 4 ml 病毒溶液。所有实验 3 次重复。
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11412 　病毒提取方法 　　本研究选择 4 种不同的

提取方法比较它们在不同土壤上的回收率 ,方法 1

和方法 2、方法 3、方法 4 的提取剂不同 ;方法 2、方法

3、方法 4 采用相同的提取剂 ,但在离心前调节不同

的 pH ,具体描述如下 :

方法 1 :此方法建立于经污水污泥处理的土壤

中提取病毒的试验[12 ] 。根据本文 11411 节所述准

备好的土壤噬菌体混合液中加入 72 ml (1∶10) 提取

剂 (pH914) ,其中含有 :3 %牛肉浸膏、0105 mol L - 1磷

酸氢二钠 (Na2 HPO4) 、5 mmol L - 1柠檬酸 (C6 H8O7) ,

在振荡培养箱 ( HZ29310K,中国太仓) 中恒温 (4 ℃) 、

恒速 (300 r min - 1) 连续旋转振荡 30 min ,然后轻轻

将其混合液转移至高速离心管中 ,调节 pH 至 914 ,

4 ℃条件下以 10 ,000 r min - 1 (即 12 096 ×g) 高速离

心机 (Avanti ○R J230I ,BECKMAN COVLTER , USA) 离

心 30 min ,上清液调节 pH712～714 ,双层平板法测定

上清液噬菌体浓度。

方法 2、方法 3、方法 4 :三种方法均是方法 1 经

过改进而得到的 , 即在提取剂中加入焦磷酸钠

(Na4P2O7) ,不加磷酸氢二钠 (Na2 HPO4 ) 和柠檬酸

(C6H8O7) 。焦磷酸钠是一种非常有效的分散剂 ,已

被广泛用于土壤质地分析[17 ] 。根据本文 11411 节

所述准备好的土壤2噬菌体混合液中加入 72 ml (1∶

10) 提取剂 (pH914) ,其中含有 :3 %牛肉浸膏和 0104

mol L - 1焦磷酸钠 (Na4 P2O7) , 在振荡培养箱中恒温

(4 ℃) 、恒速 (300 r min - 1)连续旋转振荡 30 min ,然后

轻轻将混合液转移至高速离心管中 , 分别调节

pH914(方法 2) ,pH712～714 (方法 3) 和 pH415 (方法

4) , 4 ℃条件下以 10 ,000 r min - 1 (即 12 096 ×g)离心

30 min ,上清液调节 pH712～714 ,双层平板法测定上

清液噬菌体浓度。

115 　噬菌体检测方法

噬菌体的定量检测[13 ]采用双层平板法 ,其主要

步骤为 : (1)取新鲜的培养至对数期的宿主细菌悬液

011 ml 和待测样品 011 ml 充分混合后在 37 ℃条件

下温浴培养 20 min ; (2) 将 (1) 培养物加入融化的半

固体培养基 (要事先使其温度保持在 45 ℃,以防其

凝固或温度过高杀死培养物)中 ,然后迅速倒入事先

准备好的固体培养基平板 ; (3)待上层半固体培养基

凝固 ,将平板倒置于 37 ℃智能光照培养箱 ( GZP2
250A ,中国南京)中培养 8～12 h (MS2) 或 5h (<X174) ;

(4)选择可数噬菌斑数在 10～300 之间的平板进行

计数 ,结果用噬菌斑形成单位 (plaque forming unit ,

pfu)表示。

同一方法在不同土壤间或同一土壤不同方法间

的回收率结果显著性差异采用 SPSS 1210 进行

检验。

2 　结果与讨论

211 　提取方法对病毒从纯溶液中回收率的影响

无论是 MS2 还是 <X174 ,各提取方法对它们从

纯溶液中 (即不加土壤的空白溶液中)提取的回收率

顺序均为 :方法 1 > 方法 2 > 方法 3 > 方法 4 (表 2) 。

进一步的方差分析结果表示 :对 MS2 来说 ,所有方

法之间的回收率结果差异均不显著 ;而对 <X174 来

说 ,方法 3 和方法 4 之间差异不显著 ,但它们均极显

著低于方法 1 和方法 2 ,并且方法 1 又极显著高于方

法 2。上述结果表明 ,提取剂本身及提取剂和病毒

的混合悬液在离心前的不同 pH 调节对 MS2 的最后

回收率不敏感 ,但它们显著影响 <X174 的最后回收

率。方法 1 对 <X174 的回收率显著高于 100 % ,分析

其原因 ,焦磷酸钠是很好的分散剂 ,对病毒的分散起

到了一定的效果 ,提高了病毒测定的准确度 ,消除了

实验结果偏高的现象 ;方法 4 结果显著低于 100 % ;

而方法 2 和方法 3 结果与 100 %之间的差异不显著 ,

因此 ,单从回收率来看 ,方法 2 或方法 3 是四种方法

中的较佳选择。

提取剂 pH 值是影响回收率的重要因素之

一[10 ,18 ] 。因为病毒是由蛋白质外壳包裹的核酸组

成的“非细胞生物”,所以其行为特征与蛋白质相似。

而蛋白质是一种两性电解质 ,能和酸或碱发生作用 ,

发生解离、沉淀等行为。当改变环境 pH 达到蛋白

质的等电点使质点失去携带相同净电荷 ,那么蛋白

质分子就会凝集成大的质点而沉淀。尽管本实验中

方法 2、方法 3、方法 4 之间的 pH差异发生在提取过

程完成后 (即混合物离心前) 进行 ,但该阶段的 pH

值依然显著影响最后病毒的回收率。其总体趋势是

随着 pH值的降低 ,回收率随之下降 ,这与前人得出

的结论相一致 ,即病毒回收率随提取剂 pH 的升高

有增加的趋势。但当 pH 超过 1115 ,则可能对病毒

有致死作用[10 ] 。

相同方法提取不同病毒时 ,其最后回收率亦有

差别 (表 2) 。进一步的方差分析表示 ,方法 1 对

<X174 的回收率显著高于对 MS2 的回收率 ,但方法

2、方法 3、方法 4 对提取 MS2 和 <X174 之间的差别

不显著。因此 ,综合考虑回收率和提取方法的广谱
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性 ,在本实验条件下 ,方法 2 或方法 3 为溶液中提取

病毒的最佳选择。

Thompson等 [19 ]认为由于气2水界面的存在 ,用

聚丙烯材料制成的离心管作为容器进行一次平衡法

实验时 , 对 MS2 有很高的致死率 ( 甚至达到

9919 %) ,而对 <X174 的影响很小 ;但当用玻璃管时 ,

容器对 MS2 和 <X174 的影响均很小。尽管实验中

离心用的是塑料离心管 ,但方法 2 或方法 3 对 MS2

和 <X174 的回收率没有显著影响 ,这是因为实验

在振荡阶段用的是玻璃容器 ,而只有在离心前将

混合物转移至塑料离心管。该结果同时也表明在

一次平衡法实验时 ,只要在振荡阶段用玻璃容器

进行 ,就可消除空白实验时容器对病毒的致死

影响。

表 2 　噬菌体 MS2 和 <X174 空白处理的回收率

Table 2 　Recovery efficiency of bacteriophage MS2 and <X174 from the CK samples

MS2 <X174ml - 1)

C0
1) (pfu

ml - 1)
C1

2) (pfu ml - 1)

回收率3)

Recovery

efficiency

( %)

C0 (pfu

ml - 1)

C1 (pfu

ml - 1)

回收率

Recovery

efficiency

( %)

方法 1

Method 1
5113 ×107 4163 ×107 90113 ±16100 8120 ×106 2109 ×107 25212 ±3710

方法 2

Method 2
5113 ×107 4125 ×107 82172 ±0105 8120 ×106 1114 ×107 13816 ±4010

方法 3

Method 3
5113 ×107 4103 ×107 78153 ±5169 8120 ×106 4147 ×106 54145 ±19100

方法 4

Method 4
5113 ×107 3103 ×107 58197 ±11168 8120 ×106 2112 ×106 25187 ±1120

　　1) C0 : 加入病毒的初始浓度 Initial concentration of virus ; 2) C1 : 提取出的病毒浓度 Extracted concentration of virus ; 3) 回收率 = C1/ C0 Recovery

efficiency = C1/ C0

212 　提取方法对病毒从土壤中回收率的影响

实验选择的 4 种提取方法在 4 种不同性质土壤

上提取病毒的平均回收率范围为 9165 %～14112 %

(表 3 ,表 4) 。方法 4 从本实验所研究的 4 种土壤上

提取病毒的效率均是最低的 ,同时 ,方法 1 从红黏土

上提取 MS2 和从潮土上提取 <X174 均出现极显著

高于 100 %的情况 ,上述趋势均与从纯溶液中提取

病毒的实验结果相一致。因此 ,在本实验条件下 ,方

法 4 和方法 1 可能是本实验所比较的 4 种方法中最

不理想的提取方法 ,这也与从纯溶液中提取病毒的

结论相一致。

比较方法 2、方法 3、方法 4 之间的回收率 ,随着

离心前提取剂 pH 从碱性调节到中性再到酸性 ,病

毒从 4 种土壤上的回收率均有降低趋势 ,但从中性

调节到酸性的下降趋势更为显著 ,尤其在 <X174 上

的表现更为明显。也就是说 ,提取剂 pH 变化对提

取 <X174 更为敏感。Hurst 和 Gerba[10 ]的报道也曾指

出从不同土壤上提取不同病毒时 ,提取剂适宜 pH

也是不同的。病毒回收率随提取剂 pH 降低而下降

的现象可能与低 pH导致病毒集中于底部沉淀物中

有关。Katzenelson 等[18 ]采用二步沉淀法测定自来水

中脊髓灰质炎病毒含量时发现 ,当 pH降低至 315 或

410 时 ,几乎所有的溶液中病毒均沉积在底部 ;而当

降低至 415 时 ,大约有 1/ 3 的病毒沉淀在底部。

方法 2 和方法 3 的结果之间并没有显著的差异

( p = 01990) ,而且回收率可达到 26134 %～99107 %

范围之内 ,所以可选择方法 2 和方法 3 作为供试土

壤的适宜提取方法。由于噬菌体的测定需要将离心

后的上清液调节到 pH = 712～714 ,对高浓度测定

时 ,可以用 PBS 直接稀释以达到适宜浓度进行测

定 ,但是对低浓度的噬菌体进行测定时则需要加

HCl 或 NaOH进行调节后测定 ,这步操作有可能会

造成杂菌污染。所以方法 3 可以作为更加合理的提

取方法。此方法避免了离心后的杂菌污染。

213 　影响病毒回收率的土壤性质和病毒性质

土壤性质显著影响病毒的回收率 ,比较同一方法

从不同土壤上提取病毒的效率发现 ,无论是 MS2 还是

<X174 ,从黄泥土上的回收率均显著低于在其他三种土

壤上的回收率(表 3 ,表 4) 。研究的 4 种方法对MS2 从

红壤土、红黏土、黄泥土、潮土上的平均回收率分别为

65142 %、93142 %、25125 %、93108 %;而对 <X174 的平均

回收率分别为 74175 %、61100 %、27100 %、85175 %。
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表 3 　四种土壤中噬菌体 MS2 的回收率

Table 3 　Recovery efficiency of bacteriophage MS2 from the four soils

红壤土 Red earth soil 红黏土 Red clay soil

C0
1) (pfu ml - 1) C1

2) (pfu ml - 1)

回收率3)

Recovery

efficiency

( %)

C0 (pfu

ml - 1)
C1 (pfu ml - 1)

回收率

Recovery

efficiency

( %)

方法 1

Method 1
5113 ×107 3172 ×107 72138 ±215 4180 ×107 6178 ×107 141118 ±4219

方法 2

Method 2
5113 ×107 3127 ×107 63174 ±016 4180 ×107 3184 ×107 79196 ±1717

方法 3

Method 3
5113 ×107 3131 ×107 64157 ±211 4180 ×107 4148 ×107 93135 ±2114

方法 4

Method 4
5113 ×107 3112 ×107 60187 ±311 4180 ×107 2184 ×107 59118 ±612

黄泥土 Huangni soil 潮土 Fluvo2aquic soil

C0 (pfu ml - 1) C1 (pfu ml - 1)

回收率

Recovery

efficiency

( %)

C0 (pfu

ml - 1)
C1 (pfu ml - 1)

回收率

Recovery

efficiency

( %)

方法 1

Method 1
4180 ×107 1106 ×107 22103 ±412 4167 ×107 4181 ×107 103114 ±1319

方法 2

Method 2
4180 ×107 1146 ×107 30141 ±517 4167 ×107 4162 ×107 99107 ±519

方法 3

Method 3
4180 ×107 1139 ×107 28190 ±917 4167 ×107 4156 ×107 97171 ±2813

方法 4

Method 4
4180 ×107 9106 ×106 18187 ±515 4167 ×107 3138 ×107 72138 ±914

　　1) C0 : 加入病毒的初始浓度 Initial concentration of virus ; 2) C1 :提取出的病毒浓度 Extracted concentration of virus ; 3) 回收率 = C1/ C0 Recovery

efficiency = C1/ C0

　　一般来说 ,病毒的回收率随着土壤黏粒含量的

增加而降低[10 ] 。尽管黄泥土的黏粒含量低于红黏

土 ,但黄泥土上 MS2 和 <X174 的回收率均显著低于

土壤其他三种 ,这可能与黄泥土较高的无定形 Fe、

Al 氧化物含量有关。Zhuang 和 Jin[20 ]利用砂性土柱

的研究结果表明 ,当砂粒用 Al2氧化物包裹后 ,其上

病毒的死亡率显著增加。Gerba[21 ]认为这可能与病

毒吸附在金属氧化物表面而导致的病毒退化有关。

Ryan 和 Elimelech[22 ]的研究也指出 ,铁、铝、锰氧化物

在 pH接近中性时带正电荷 ,并且它们一般覆盖在

矿物颗粒表面 ,即使在含量很低的情况下 ,它们吸附

病毒的量可能以数量级增长。You 等[23 ]的进一步

研究表明 ,其中无定形 Fe、Al 氧化物对致死病毒起

着最为重要的作用。而在本实验中只有活病毒才能

提取。

潮土上相对较高的回收率可能与其较高的土壤

pH有关。当 pH大于 pI时 ,病毒和矿物颗粒表面均

带负电荷 ,病毒不易被吸附[24 ] 。Ryan 等[25 ]的田间

实验也表明 ,随着 pH 的升高 ,噬菌体 PRD1 的解吸

量随之增加。本研究中 ,潮土的 pH(8105) 高于 MS2

和 <X174 的 pI分别为 319 和 616 ,而红黏土和红壤

土的 pH 分别为 5113 和 4130 ,其尽管高于 MS2 的

pI ,但低于 <X174 的 pI。因此 ,pH 高的土壤有利于

病毒的解离 ,相应地也就容易提取。

MS2 和 <X174 分别采用 4 种提取方法在 4 种不

同土壤上的平均回收率分别为 69129 %、60197 % ,因

此 ,总体看来 ,土壤对 MS2 的回收率较 <X174 高 ,但

差异没有达到显著水平。这可能与 MS2 和 <X174

的不同吸附能力有关。王秋英等 [26 ] 和 Thompson

等[19 ]的研究结果均表示土壤对 MS2 的吸附能力较

<X174 弱。病毒和土壤颗粒之间的相互作用主要发

生在蛋白质外壳和土壤颗粒之间 ,而蛋白质外壳的

电荷类型显著影响着病毒的吸附行为。Dowd 等[24 ]

的研究发现 ,病毒等电点 pI 是控制直径较小病毒被

吸附的主要因素 ,如果土壤的 pH 小于某种病毒的

pI ,大部分病毒和土壤颗粒表面带有相反电荷而容
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易被吸附 ;反之 ,当 pH 大于 pI 时 ,病毒和矿物颗粒

表面均带负电荷 ,病毒则不易被吸附。供试土壤

的 pH 在 413 和 811 之间 (表 1) ,而 MS2 的 pI 低于

<X174 ,因而 MS2 较 <X174 带更多的负电荷 ,因而

可能更不容易被带负电荷的土壤所吸附。

表 4 　四种土壤中噬菌体 <X174 的回收率

Table 4 　Recovery efficiency of bacteriophage <X174 from the four soils

红壤土 Red earth soil 红黏土 Red clay soil

C0
1) (pfu ml - 1) C1

2) (pfu ml - 1)

回收率3)

Recovery

efficiency

( %)

C0 (pfu

ml - 1)
C1 (pfu ml - 1)

回收率

Recovery

efficiency

( %)

方法 1

Method 1
3170 ×106 3152 ×106 95100 ±211 11300 ×106 1107 ×106 82158 ±214

方法 2

Method 2
3170 ×106 3156 ×106 96123 ±110 11300 ×106 1112 ×106 86123 ±2110

方法 3

Method 3
3170 ×106 3136 ×106 90172 ±1517 11593 ×106 1106 ×106 66158 ±1914

方法 4

Method 4
3170 ×106 9198 ×105 26196 ±914 11300 ×106 2103 ×105 15159 ±1010

黄泥土 Huangni soil 潮土 Fluvo2aquic soil

C0 (pfu ml - 1) C1 (pfu ml - 1)

回收率

Recovery

efficiency

( %)

C0 (pfu

ml - 1)
C1 (pfu ml - 1)

回收率

Recovery

efficiency

( %)

方法 1

Method 1
31150 ×107 1121 ×107 38140 ±1217 1130 ×106 1160 ×106 122177 ±2918

方法 2

Method 2
31150 ×107 8130 ×106 26134 ±817 1130 ×106 8161 ×105 66126 ±1818

方法 3

Method 3
31150 ×107 1106 ×107 33148 ±1614 1130 ×106 8117 ×105 62185 ±1814

方法 4

Method 4
31150 ×107 3104 ×106 9165 ±110 1130 ×106 5180 ×105 44158 ±2010

　　1) C0 : 加入病毒的初始浓度 Initial concentration of virus ; 2) C1 : 提取出的病毒浓度 Extracted concentration of virus ; 3) 回收率 = C1/ C0 Recovery

efficiency = C1/ C0

3 　结　论

本研究最终确立的从供试土壤中提取病毒的最

适宜方法为 :3 %的牛肉浸膏 + 0104 mol L - 1焦磷酸

钠 (Na4P2O7) (pH914) 作为提取剂 ,加入到含有病毒

的土壤悬浮液中 , 振荡后 ,调节 pH 712～714 ,离心

取上清液测定。此方法操作简单 ,重现性好。在黏

粒含量低、有机质含量低且铁铝氧化物含量低的土

壤中有很好的适用性 ,如在黄淮海冲积平原地区的

潮土上提取 MS2 和 <X174 回收率分别为 97 %和

63 % ;在黏粒含量较高的南方红壤土和红黏土上也

有很好的适用性 ,回收率在红壤土和红黏土上也分

别达到 65 %～93 %(MS2)和 67 %～91 %(<X174) ;但

是对无定形 Fe、Al 氧化物含量较高的黄泥土则有一

定的限制性 ,在该土壤上病毒的回收率只有 30 %左

右 ,因而如果需要研究病毒在黄泥土上的去向和行

为 ,需要进一步研究提高病毒在其上的回收率。
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SOIL VIRUS RECOVERY EFFICIENCY OF VARIOUS METHODS

Zhang Hui1 ,2 　Zhao Bingzi1 　Zhang Jiabao1

(1 State Experimental Station for Agro2Ecology , State Key Laboratory of Soil and Sustainable Agriculture , Institute of Soil Science ,

Chinese Academy of Sciences , Nanjing 　210008 , China)

(2 Graduate School of Chinese Academy of Sciences , Beijing 　100049 , China)

Abstract 　Comparison was conducted between four different virus extraction methods in recovery efficiency of bacteriophage

MS2 and <X1741 The method of 3 % beef extract plus 0104M sodium pyrophosphate ( pH = 914) was the most effective one ,

with virus recovery efficiency ranging from 6219 % to 9717 % for red earth , red clay and fluvo2aquic soil1 But the recovery effi2
ciency reached only about 30 % , which might be attributed to its high content of amorphous iron oxide and amorphous aluminium

oxide1 It was also found that type of viruses had little effect on the recovery efficiency1 The findings could be cited as a platform

for the research on fate and behavior of virus in most soils in our country1
Key words 　MS2 ; <X174 ; Recovery efficiency ; Soil
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