
《蚯蚓肠道病毒颗粒富集技术规范》

编制说明

一、工作简况

（一）任务来源

1. 标准制定情况：本标准由南京农业大学牵头，联合有关科研院所和技术单

位开展编制，按照中国土壤学会团体标准制定工作要求组织实施。标准以

土壤蚯蚓完整肠道样品为对象，对病毒颗粒洗脱、过滤、富集和质量控制

等操作作出统一规定。

2. 提出与归口单位：本标准由中国土壤学会提出并归口管理。

3. 制定依据：蚯蚓是土壤生态系统的重要组成部分，其肠道兼具宿主组织、

肠腔内容物和黏液等不同组分，病毒颗粒富集涉及活体样品保存、体表去

污、无菌解剖及多步骤前处理。为规范样品处理条件，统一不同实验室在

肠道取样、颗粒洗脱、过滤浓缩和质量控制方面的操作要求，结合土壤动

物生态学、环境病毒学和病毒组学研究需求，制定本技术规范。

（二）协作 / 起草单位

1. 牵头起草单位：南京农业大学。

2. 参编单位：中国科学院南京土壤研究所、中国科学院城市环境研究所、中

国科学院生态环境研究中心、华东师范大学、南京大学、江苏省生态地质

调查大队、江苏省海洋地质调查院。

（三）主要工作过程

1. 成立标准编制工作组

2025年 3月，由南京农业大学牵头成立《蚯蚓肠道病毒颗粒富集技术规范》

标准编制工作组。编制组结合蚯蚓肠道病毒研究的技术需求，明确标准制定的主

要任务、技术内容及人员分工，制定标准编制工作计划，并组织开展相关研究和

技术资料收集工作。

2. 样品采集与肠道前处理方法研究

2025年 9月—11月，南京农业大学土壤生态实验室在江西省不同地市的多

种生境中开展蚯蚓样品采集工作，采集不同种类的活体蚯蚓，并将样品寄送至实



验室进行后续处理。针对不同来源的蚯蚓样品，开展体表清洗消毒、无菌解剖及

完整肠道获取等工作，结合蚯蚓样品运输后的个体状态、肠道完整性及样品获取

情况，对采集运输、体表处理和肠道获取等关键操作环节进行梳理，形成蚯蚓活

体样品处理与完整肠道获取的基本技术流程，为标准中蚯蚓采集、保存运输及肠

道样品前处理等技术要求的制定提供依据。

2025年 12月—2026年 6月，以威廉环毛蚓、赤子爱胜蚓的完整肠道样品为

试验材料，围绕病毒颗粒洗脱、离心澄清、膜过滤和富集等关键步骤开展方法研

究。通过比较不同的洗脱条件、过滤孔径及富集方法，结合病毒样颗粒计数、外

源模式病毒加标回收及非病毒核酸背景检测等评价结果，分析不同处理条件对病

毒颗粒回收与杂质去除效果的影响，确定关键技术参数，形成蚯蚓肠道病毒颗粒

洗脱与富集的基本技术流程。

3. 标准起草与立项

2026年 10月初，标准编制组根据前期技术研究成果，结合相关文献及实验

室操作经验，研究确定标准的基本框架、主要内容和关键技术要求，按照 GB/T

1.1—2020《标准化工作导则 第 1部分：标准化文件的结构和起草规则》的要求

编写形成标准草案及编制说明，并按照中国土壤学会团体标准制定程序提交立项

申请。2026 年 10 月 22日，根据立项函评专家评审同意立项，标准编制工作启

动。

4. 征求意见与完善

标准立项后，编制组根据立项函评专家意见修改完善标准草案，完成征求意

见初稿。2026 年 10 月 25 日，向 11家单位专家征集意见，共收到反馈意见 44

项，其中采纳 41 项、部分采纳 3项、未采纳 0项。2026年 11月 5日，编制组

根据征集意见对标准文本逐条修订，完成征求意见稿和编制说明，提交中国土壤

学会。

（四）起草组成员及其所做的主要工作

1. 孙明明：负责标准总体技术方案、章节框架与编写工作的组织协调，统筹

研究对象、技术路线、质量控制要求及各轮修改稿的整合。

2. 范为宝、刘鹏、付玉豪、：负责蚯蚓采样点位与平行样方设置、活体个体筛

选、低温运输、暂存和样品交接等内容，整理采集与运输记录要求。



3. 姜夏烨、王丹蕊、何尔凯：负责蚯蚓体表清洗与消毒、解剖器具灭菌、完

整消化道分离、肠道样品称量及异常样品处理等条款，完善无菌解剖记录。

4. 范为宝、王超、陈林、徐明钻：负责病毒颗粒洗脱、肠道样品剪切与匀浆、

离心澄清和分级过滤等技术内容，核对柠檬酸钾洗脱液使用条件及不同过

滤路线的衔接。

5. 朱冬、李弘哲：负责超滤离心、切向流过滤、PEG沉淀、膜组件预处理、

核酸酶处理及富集液保存的技术条款，整理关键运行参数与过程记录要求。

6. 张宴、胡建：负责体表清洗空白、解剖空白、过程空白、独立平行样和外

源模式病毒加标等质量控制内容，整理病毒回收率、VLP计数、细菌及宿

主核酸控制和实验室间验证要求。

7. 张文、吴世茂：负责相关标准及文献资料整理、术语和规范性引用文件校

核、数据记录与结果报告条款编写，汇总专家意见并核对正文、附录及计

量单位。

上述人员分工根据章节编写内容归纳，具体职责由起草组核定。

二、标准编制原则及主要内容确定依据

（一）编制原则

1. 规范编制原则：按照 GB/T 1.1—2020 规定的结构和起草规则组织标准内

容，结合团体标准管理要求，规范术语、条款层次、引用文件及附录设置。

2. 科学性原则：以蚯蚓完整肠道样品中的病毒颗粒洗脱、除细胞、浓缩和游

离核酸去除为技术主线，统筹考虑样品完整性、病毒颗粒回收和非病毒背

景控制等因素。

3. 针对性原则：针对活体蚯蚓易受运输、排空和解剖操作影响的特点，规定

低温运输、不排空处理、体表清洗消毒、完整肠道获取及各阶段样品独立

处理的要求。

4. 实用性原则：选用体视显微镜、冷冻离心机、聚醚砜滤膜、超滤装置、切

向流过滤系统及聚乙二醇沉淀等实验室常用条件，明确样品体积和处理量

与富集路线的对应关系。

5. 全过程质量控制原则：设置体表清洗空白、解剖空白、过程空白、平行样

和基体加标样，结合病毒回收率、病毒样颗粒计数及非病毒核酸检测，形



成覆盖样品采集至结果报告的质量控制体系。

6. 协调衔接原则：与 GB/T 6682、GB 19489、GB/T 27403 和 GB/T 6379.2 等

文件相衔接，合理安排实验用水、生物安全、质量管理和实验室间验证等

通用要求。

（二）标准核心内容及确定依据

本标准围绕“活体蚯蚓—完整肠道样品—病毒颗粒洗脱液—病毒样颗粒富集

物”的操作过程，规定采集、运输、清洗、解剖、洗脱、过滤、富集、质量控制及

记录报告要求。标准正文共十章，并设置四个附录。各章节主要内容如下：

1. 范围（第 1 章）

规定蚯蚓采集、保存、运输、体表清洗、解剖、肠道样品获取、病毒颗粒

洗脱、富集、质量控制、数据记录和结果报告要求。适用于农田、森林、草地、

湿地、污染场地及实验室培养蚯蚓的肠道病毒颗粒富集与样品制备。标准以完

整消化道为基本处理对象，可供蚯蚓肠道病毒生态研究及后续病毒组分析的

样品前处理使用。

2. 规范性引用文件（第 2 章）

引用 GB/T 6379.2《测量方法与结果的准确度（正确度与精密度） 第 2

部分：确定标准测量方法重复性与再现性的基本方法》、GB/T 6682《分析实验

室用水》、GB 19489《实验室生物安全通用要求》和 GB/T 27403《实验室质量

控制规范》，作为方法评价、实验用水、生物安全和实验室质量控制的基础。

3. 术语、定义和缩略语（第 3 章）

设置土壤蚯蚓、蚯蚓肠道样品、病毒样颗粒、病毒颗粒洗脱、病毒颗粒洗

脱液、病毒颗粒富集、超滤离心法、切向流过滤、聚乙二醇沉淀、病毒回收率、

病毒样颗粒计数、外源模式病毒和病毒样颗粒富集物等术语，并对相关缩略语

作统一规定。其中“蚯蚓肠道样品”指连续取出的完整消化道，包括肠壁、肠腔

内容物、黏液及紧密结合物质。

4. 试剂与材料（第 4 章）

规定实验用水、预冷无菌水、磷酸盐缓冲液（PBS）、1% 柠檬酸钾洗脱缓

冲液、1%BSA 溶液、DNase I、RNase I、EDTA、PEG8000 和 NaCl 等试剂，

以及 0.45 μm、0.22 μm PES 滤膜、30 kDa PES 超滤膜和 0.02 μm 氧化铝计



数滤膜等材料。对无菌、低吸附、耐低温及与样品直接接触的耗材性能提出要

求，为减少处理过程中的污染与颗粒损失提供条件。

5. 仪器和设备（第 5 章）

规定样方采集器具、体视显微镜、无菌解剖器具、恒温振荡器、组织剪切

或匀浆装置、冷冻离心机、过滤系统、超滤装置、切向流过滤系统、荧光显微

镜、核酸定量设备及低温保存设备等。设备配置同时考虑蚯蚓活体解剖和病毒

颗粒浓缩的连续操作要求，并明确 4 ℃低温处理和关键仪器性能条件。

6. 蚯蚓采集、保存、运输和交接（第 6 章）

规定每个样点设置 3 个独立平行样方，样方规格为 1m×1m，采用手拣

法采集 0 cm～20 cm 土层中的完整活体蚯蚓。每个样方的样品独立编号和保

存；用于后续处理的完整活体蚯蚓不少于 5 条，总鲜重不低于 5.0 g。样品保

持通气、避光和低温运输，运输温度为（4±2）℃，到达实验室后及时处理；

采用不排空方式保留肠道原有样品组成。

7. 肠道样品获取与病毒颗粒洗脱（第 7 章）

规定蚯蚓体表清洗、消毒、无菌解剖、称样、剪切、洗脱、离心澄清及过

滤操作。蚯蚓经冰上制动后，用预冷无菌水漂洗，以 75% 乙醇进行体表消毒，

再用预冷无菌水去除残余乙醇。解剖时连续分离咽部后端至肛门端的消化道，

并保留肠壁与肠腔内容物。每份样品称取肠道湿重 0.50 g，加入 5.0 mL 1%

柠檬酸钾洗脱缓冲液，经剪切、匀浆、低温振荡和离心澄清后获得过滤前洗脱

液。

8. 病毒颗粒富集（第 8 章）

规定超滤离心、切向流过滤和聚乙二醇沉淀三种富集方法。常规超滤离心

使用 30 kDa PES 膜组件，适用于过滤后体积小于 100mL 的样品；同一独立

平行样品扩大处理量后，过滤后体积达到 100 mL 及以上时，可采用切向流

过滤；聚乙二醇沉淀用于经方法学确认适用的样品。富集后根据相应方法调整

终体积，继续完成游离核酸去除及低温保存。方法选择与运行条件在表 1 中

统一列示。

9. 质量控制（第 9 章）

规定体表清洗空白、解剖空白和过程空白设置；平行样品从体表清洗开始



独立处理；以完整外源模式病毒开展加标回收评价，并在使用前进行肠道基体

适用性确认。质量控制内容包括外源模式病毒回收率、总 VLP 富集效果、细

菌 16S rRNA 基因、宿主 COI 基因及游离核酸控制。通过方法学验证确定接

受限，结合各项检测结果开展综合判定，并设置实验室间验证要求。

10. 数据记录与结果报告（第 10 章）

规定从采样、运输、解剖、洗脱、过滤、富集到保存的全过程记录要求，

建立样品编号、平行样方、肠道样品、处理批次与保存位置之间的对应关系。

结果报告包括样品信息、处理方法、关键操作参数、质量控制、异常情况和结

果判定，统一采用蚯蚓肠道病毒样颗粒富集物等结果名称，便于样品管理与跨

实验室交流。

11. 附录 A～D

附录 A 为资料性附录，提供样品基本信息、采样环境、运输交接、体表

清洗、解剖、洗脱离心、过滤、富集、质量控制、异常情况和结果报告等记录

表；附录 B 为规范性附录，规定病毒回收率计算方法；附录 C 为规范性附

录，给出病毒样颗粒荧光计数方法及计数滤膜适用性确认要求；附录 D 为资

料性附录，汇总常规操作参数，便于实施单位查阅。

（三）主要技术参数的论据与设置思路

1. 活体采集与低温运输：采用独立样方采样、活体运输和低温暂存相结合的

方式，保留肠道样品的连续性。规定（4±2）℃运输、24 h 内送达实验室

和到样后 12 h 内完成清洗解剖，并在交接记录中列明样品状态和运输条

件，以保持不同批次处理过程的一致性。

2. 完整肠道与洗脱液料比：以咽部后端至肛门端连续取得的消化道为样品，

保留肠壁、肠腔内容物与黏液。常规处理按每 0.50 g 肠道样品加入 5.0

mL 1% 柠檬酸钾缓冲液，相当于 10 mL/g；扩大处理量时仍保持相同液

料比，便于记录和比较。

3. 剪切、匀浆与振荡：将肠道样品剪成 2mm～5mm 小段，在冰上以 3000

rpm 轻柔匀浆 1 min，再于 4 ℃、400 rpm 振荡 15 min。该操作以适度

机械分散促进肠道相关病毒颗粒进入洗脱液，同时兼顾颗粒保留和组织碎

片控制。



4. 离心与过滤：洗脱液在 4℃、5000×g 条件下离心 10min，通常连续进行

两次；后续通过 0.45 μm 和 0.22 μm PES 滤膜去除细胞及粗颗粒。针对

较大粒径病毒颗粒保留需要，设置经 0.45 μm 过滤后进入富集步骤的处

理路线，并配套 16S rRNA 和 COI 基因的污染评价。

5. 富集方法选择：超滤离心适于常规小体积洗脱液，切向流过滤适于同一平

行样品扩大处理后的较大体积洗脱液，聚乙二醇沉淀用于经适用性确认的

样品。三种路线分别规定膜截留、预处理、运行压力、孵育离心及富集后

体积，并要求可比样品采用一致的处理条件。

6. 病毒回收率与 VLP 计数：附录 B 采用 R＝（C₂×V₂）/（C₁×V₁）×100%

的计算方式，外源模式病毒以特异性核酸定量或效价测定评价；总 VLP

采用荧光显微镜计数或经平行校核的流式细胞法评价。两类检测分别提供

过程回收和颗粒数量信息，共同用于判断富集效果。

7. 游离核酸去除与样品保存：富集液在病毒颗粒裂解前进行 DNase I、RNase

I 联合处理，并以 EDTA 终止反应。处理后的样品按使用量分装，短期于

4 ℃避光保存，长期于−80 ℃保存；保存、分装、冻融和异常情况纳入完

整记录。

三、试验验证分析、技术经济论证、预期综合效益

（一）主要试验验证综述报告

本标准采用的采样、解剖、洗脱、过滤和富集方法，具有环境病毒研究和蚯

蚓肠道样品前处理的技术基础。方法验证围绕代表性蚯蚓肠道基体、过滤及富集

路线、病毒回收率、病毒样颗粒计数和污染控制等内容组织，主要考察关键参数

的可操作性、不同批次结果的一致性及各类质量控制样品的适用情况。具体评价

内容如下：

1. 代表性样品与取样条件：选取不同采样环境或实验室培养来源的蚯蚓，记

录物种、个体数量、体长和鲜重，按独立平行样方进行样品处理。结合到

样状态、运输温度与时间，对活体保存、体表清洗和完整肠道解剖条件进

行评价。

2. 体表清洗和无菌解剖：设置体表清洗空白与解剖空白，考察预冷无菌水漂

洗、乙醇消毒及器具灭菌等操作的污染控制效果；记录肠道完整性、肠腔



内容物保留情况和实际样品湿重，保证前处理阶段的样品可比性。

3. 洗脱与离心条件：按 0.50 g 肠道样品加入 5.0mL 柠檬酸钾缓冲液，比较

剪切、轻柔匀浆和低温振荡后的病毒颗粒洗脱情况，并结合两次 5000×g

离心澄清后的上清状态、VLP 计数和外源模式病毒回收情况评价洗脱效

果。

4. 过滤步骤评价：分别评价 0.45 μm 预过滤与 0.22 μm 终过滤的过滤通畅

性、滤膜更换、VLP 保留和细胞背景控制；对采用 0.45 μm 保留路线的

样品同步开展细菌 16S rRNA 基因和蚯蚓 COI 基因检测，形成相应的污

染控制记录。

5. 超滤离心和切向流过滤评价：围绕 30 kDa PES 膜组件、1%BSA 预处理、

低温运行及终体积控制，比较不同样品处理量的回收情况。切向流过滤重

点考察 35 kPa～50 kPa 跨膜压力、系统冲洗和保留液回收操作的稳定性，

并设置系统空白。

6. 聚乙二醇沉淀法评价：采用 10% PEG8000、0.5 mol/L NaCl 和 4 ℃孵育

16 h 的处理条件，记录离心收集、沉淀重悬及后续超滤换液情况，以富集

前后颗粒数量和外源模式病毒回收率评价其在代表性肠道样品中的适用

情况。

7. 核酸酶处理与保存评价：采用 DNase I 和 RNase I 联合处理，检测处理

前后游离核酸信号变化，并记录外源模式病毒回收情况；结合 4℃短期保

存、−80℃分装保存和一次解冻使用等要求，对富集液保存与样品管理流

程进行评价。

8. 质量控制与方法一致性评价：通过体表清洗空白、解剖空白、过程空白、

独立平行样品和外源模式病毒加标样品，分析回收率、重复性及非病毒核

酸背景。必要时采用统一样品或等效质量控制材料开展实验室间比对，考

察方法重复性与再现性。

试验验证记录宜包括样品来源、样本数量、处理批次、平行设置、检测方法、

外源模式病毒种类、VLP 计数结果、回收率、相对标准偏差及异常处置情况。有

关试验结果、原始记录和统计材料应与标准技术条款相对应，作为方法确认与实

施应用的依据。



（二）技术经济论证

1. 技术成本：本标准采用的低温运输、无菌解剖、恒温振荡、冷冻离心、膜

过滤和核酸酶处理均为科研实验室较常见的操作。常规小体积样品采用超

滤离心，扩大处理量样品可采用切向流过滤，聚乙二醇沉淀作为经方法学

确认的富集方式，以满足不同样品处理规模的需要。

2. 试剂与耗材可获得性：PBS、柠檬酸钾、BSA、PEG8000、NaCl、核酸酶、

聚醚砜滤膜及低吸附离心管等为常用实验材料。标准以性能和技术参数规

定耗材要求，方便实施单位结合实验室条件选用符合要求的产品。

3. 工作效率：样品采集、活体运输、体表清洗和无菌解剖按统一步骤实施，

可提高批量样品处理的衔接效率。洗脱液料比、过滤方式和富集终体积的

统一设置，有利于减少不同操作者之间的操作差异，便于开展同批平行样

和跨批次比对。

4. 技术实施条件：本标准在样品获取阶段强调体视显微镜下的无菌操作，在

富集阶段采用可替换的三类技术路线，并配套空白、平行及加标质控。各

实施单位可按所采用路线配置相应设备，结合方法学确认记录开展质量管

理和人员培训。

（三）预期效益

1. 科学研究效益：统一蚯蚓完整肠道样品的获取和病毒颗粒富集方法，为不

同生境、不同蚯蚓类群及实验室培养条件下的肠道病毒研究提供一致的前

处理技术基础，有利于病毒组学和土壤动物—微生物相互作用研究。

2. 质量管理效益：通过设置体表清洗空白、解剖空白、过程空白、独立平行

样和外源模式病毒加标样品，配合病毒回收率及非病毒核酸控制评价，强

化样品处理过程的质量管理与结果追溯。

3. 应用效益：将野外采样、活体运输、无菌解剖、洗脱过滤、富集保存和结

果报告纳入统一流程，可为农田、森林、草地、湿地和污染场地的蚯蚓肠

道病毒调查及实验室研究提供规范化操作依据。

4. 经济与协作效益：统一试剂材料、关键参数和记录格式，有利于减少重复

优化和样品重复处理，提高多单位合作研究的样品可比性，并促进相关实

验室在操作规程、人员培训和质量控制方面的协调。



四、与国际、国外同类标准技术内容对比情况

（一）国外相关标准现状

1. 环境样品相关技术文件：国外有关环境微生物与病毒分析的技术文件主要

涉及样品前处理、核酸提取及实验室方法评价等内容，对样品管理、污染

控制和检测方法确认具有参考价值。

2. 肠道病毒研究方法：国外肠道病毒组和噬菌体组研究中，过滤、超滤、切

向流过滤、聚乙二醇沉淀及核酸酶处理等方法已有应用，并采用噬菌体加

标或颗粒计数评价处理效果，为本标准有关技术条件的选取提供了方法参

考。

（二）技术差异对比

1. 样品对象：本标准以活体蚯蚓为采样对象，采用无菌解剖方式获取完整肠

道样品。与直接处理土壤、粪便或水体样品的病毒富集流程相比，增加了

蚯蚓状态筛选、体表清洗消毒、肠道解剖和样品湿重控制等操作。

2. 样品前处理：本标准规定每份 0.50 g 肠道样品配用 5.0mL 柠檬酸钾洗脱

缓冲液，采用轻柔匀浆、低温振荡、离心澄清和两级膜过滤，适应蚯蚓肠

道组织与内容物共同存在的样品组成。

3. 富集方式：针对常规单份样品和扩大处理量样品，分别规定超滤离心和切

向流过滤的适用条件，并设置经方法学确认的聚乙二醇沉淀路线。对膜截

留分子量、预处理、终体积和核酸酶处理作出统一规定，便于不同技术路

线的操作衔接。

4. 质量控制：本标准将体表清洗空白、解剖空白和过程空白同时纳入质量控

制，设置独立平行样品及完整外源模式病毒加标评价，并结合 VLP 计数、

16S rRNA 基因、宿主 COI 基因和游离核酸检测，对富集过程进行综合

评价。

五、采用国际标准情况及未采用原因说明

1. 本标准为自主制定的中国土壤学会团体标准，未等同采用或修改采用某一

项完整国际标准。

2. 现有相关国际技术文件主要面向环境核酸提取、一般微生物分析或其他介

质的病毒检测。本标准结合蚯蚓活体取样和完整肠道样品处理的特点，参



考其中适用的技术原则，形成相应的病毒颗粒富集和质量控制要求。

六、与法律法规、现行相关标准的协调关系

（一）与法律法规协调

1. 本标准作为中国土壤学会团体标准，在制定与实施过程中遵循《中华人民

共和国标准化法》和团体标准管理的有关规定。

2. 蚯蚓样品采集、实验室操作、个人防护和废弃物处置按照有关管理制度实

施，样品处理中的生物安全风险评估、锐器使用和污染物处置与实验室管

理要求相衔接。

3. 本标准规定的是蚯蚓肠道病毒颗粒富集及其质量控制技术，可与现行土壤

生态调查、科研样品管理和实验室质量体系等要求配合使用。

（二）与国家标准协调

1. GB 19489《实验室生物安全通用要求》：第 7 章关于操作区域、个人防护、

器具消毒、样品泄漏及污染废物处理等要求与该标准衔接。

2. GB/T 6682《分析实验室用水》：第 4 章规定实验用水符合相应等级要求，

并据此配制无菌水、PBS 和柠檬酸钾洗脱缓冲液等试剂。

3. GB/T 27403《实验室质量控制规范》：第 9 章设置空白、平行、加标回收、

污染控制及过程异常处置等要求，开展全过程质量管理。

4. GB/T 6379.2《测量方法与结果的准确度（正确度与精密度） 第 2 部分：

确定标准测量方法重复性与再现性的基本方法》：第 9.8 节采用统一样品

或等效质量控制材料开展实验室间验证，评价方法重复性与再现性。

（三）与行业及国际相关文件协调

1. 土壤生态与样品采集相关技术文件：在蚯蚓采集、样方设置、样品编号及

环境信息记录方面，借鉴生态调查和环境样品管理的一般原则，并结合活

体蚯蚓运输和完整肠道解剖要求作出具体规定。

2. 病毒颗粒富集与核酸检测相关技术文件：在膜过滤、病毒颗粒计数、特异

性核酸定量和外源模式病毒加标方面，参考环境病毒分析的方法原则，并

按 DNA、RNA 模式病毒的检测特点分别设置核酸定量方式。

本标准通过采样、解剖、洗脱、过滤、富集及质量控制的系统规定，与相关

法律法规、国家标准和实验室技术文件形成协调衔接，为蚯蚓肠道病毒样品制备



提供统一的操作依据。

七、重大分歧意见的处理经过和依据

（一）立项函评与征求意见阶段意见处理

1. 关于样品名称和术语的意见：专家建议统一“肠道样品”“肠道内容物”等表

述。起草组对第 3 章术语和正文用语进行了核对，采用“蚯蚓肠道样品”

作为完整消化道样品名称，明确其组成，并将相应名称用于采样记录、洗

脱处理及结果报告。

2. 关于过滤与富集路线的意见：专家建议结合病毒颗粒粒径和样品特点完善

过滤孔径及富集方法选择。起草组在第 7 章规定 0.45 μm 预过滤与 0.22

μm 终过滤，在保留较大颗粒时设置 0.45 μm 过滤路线，并于第 8 章明

确三种富集方法的适用条件和相互衔接。

3. 关于样品处理量及工艺参数的意见：专家建议进一步明确不同处理量下的

富集条件、膜材料和关键参数。起草组在表 1 和第 8 章中对常规超滤、

扩大处理量时的切向流过滤以及聚乙二醇沉淀分别规定技术要求，并对实

际参数记录和方法确认作出安排。

4. 关于外源模式病毒的意见：专家建议统一加标样品的术语及检测方式，重

视外源病毒在肠道基体中的适用性。起草组在第 3 章设置相关定义，在

第 9 章规定完整颗粒加标、基体适用性确认及 RNA、DNA 模式病毒相

应的核酸定量方法。

5. 关于质量控制的意见：专家建议完善过程空白、平行样品、病毒回收率和

非病毒核酸控制。起草组明确各类空白设置及相应检测方式，规定加标回

收、VLP 计数、16S rRNA 基因、COI 基因和游离核酸评价要求，并将接

受限与方法学验证相结合。

6. 关于生物安全与样品记录的意见：专家建议补充个人防护、外源污染控制、

关键操作参数和全过程记录。起草组在第 7 章增加生物安全防护要求，

在第 9 章规定外源污染控制，并完善附录 A 的采样交接、富集保存、质

量控制和异常情况记录表。

7. 关于实验室间验证和文本规范的意见：专家建议增加不同实验室之间的方

法评价，并统一正文与附录的表述。起草组增列第 9.8 节，明确统一样品



或等效质量控制材料的使用要求；同时对规范性引用文件、结果报告、计

量单位、交叉引用和资料性附录进行整理。

（二）当前尚需进一步论证的事项

1. 代表性蚯蚓肠道基体的方法确认：结合不同来源和不同个体条件的肠道样

品，开展过滤、超滤离心、切向流过滤及聚乙二醇沉淀等步骤的回收率和

重复性评价，积累方法应用资料。

2. 质量控制指标的应用评价：结合外源模式病毒加标、独立平行样品、VLP

计数和非病毒核酸检测结果，形成各项质量控制指标的评价记录，并用于

确定适宜的接受范围。

3. 实验室间验证与参数应用：利用统一样品或等效质量控制材料，开展不同

实验室的处理与检测结果比较，进一步积累重复性、再现性和关键操作参

数的应用资料。

（三）总体说明

有关专家意见主要涉及样品对象、术语使用、过滤与富集方式、外源模式病

毒、质量控制、生物安全和记录报告等方面。起草组依据意见对有关条款进行了

补充和完善，标准技术流程及质量管理要求进一步明确。

八、涉及专利的有关说明

1. 本标准采用的体表清洗、无菌解剖、柠檬酸钾洗脱、膜过滤、超滤离心、

切向流过滤、聚乙二醇沉淀、核酸酶处理及病毒样颗粒计数等，均属于环

境病毒研究和实验室样品前处理中常见的技术方法。

2. 标准前言按照团体标准编写要求设置专利相关提示，实施中涉及知识产权

事项时，依照有关管理规定办理。

3. 标准制定和实施过程中，对相关技术所涉及的专利信息开展必要核查，并

结合实际采用的设备、膜组件及试剂产品的使用条件落实知识产权管理要

求。

4. 对实施本标准所需使用的专利技术或产品，由实施单位依据有关规定确认

使用条件，保证标准应用与现行知识产权管理制度相协调。



九、标准实施要求、组织 / 技术措施及过渡期建议

（一）实施组织措施

1. 标准发布后，建议由中国土壤学会组织科研院所、高等学校和有关检测机

构开展标准宣贯，重点介绍蚯蚓活体采集、体表清洗消毒、完整肠道解剖、

病毒颗粒富集及质量控制等操作要求。

2. 建议起草单位结合科研和技术服务工作开展操作培训，围绕洗脱、过滤、

超滤离心、切向流过滤及聚乙二醇沉淀等环节提供技术交流与方法应用指

导。

3. 鼓励具备相关实验基础的单位开展标准试用和方法比对，采用统一样品、

外源模式病毒或其他适宜的质量控制材料，积累方法应用与实验室间评价

资料。

（二）技术保障措施

1. 配套整理蚯蚓采集交接、体表清洗、无菌解剖、洗脱过滤、富集保存和质

量控制等操作记录表，指导实施单位按照附录 A 建立完整的样品处理档

案。

2. 建议结合代表性蚯蚓肠道样品开展方法学确认，对外源模式病毒回收、过

滤孔径、富集方式、检测限及质量控制接受范围等形成相应的实验室作业

文件。

3. 对超滤离心、切向流过滤和聚乙二醇沉淀分别保存设备运行记录，按照第

9 章设置空白、平行和加标回收等质量控制样品，保持样品编号与检验记

录的对应关系。

（三）过渡期与实施日期建议

1. 建议标准发布后设置 6 个月过渡期，供实施单位完成仪器状态确认、人员

培训、实验室内部方法确认及记录表应用等准备工作。

2. 过渡期内可将实验室原有处理流程与本标准规定的方法开展平行比对，重

点比较外源模式病毒回收率、VLP 计数、平行样重复性和非病毒核酸控

制等指标。

3. 标准实施日期由中国土壤学会根据团体标准发布安排确定。实施单位可结

合科研项目、实验室质量体系和人员培训情况组织应用。



（四）配套实施建议

1. 配套文件：建议提供完整的电子记录表、样品编号与追溯模板、质量控制

记录表以及方法学确认报告样式，便于实施单位使用。

2. 能力建设：鼓励相关单位完善体视显微镜、低温操作、冷冻离心、膜过滤、

病毒样颗粒计数和核酸定量等基础条件，建立无菌器具管理和过程质量控

制制度。

十、其他应予说明的事项

1. 标准属性：本标准属于中国土壤学会推荐性团体标准，适用于科研和相关

技术单位开展蚯蚓肠道病毒颗粒富集与样品制备。

2. 附录性质：附录 A“蚯蚓肠道病毒颗粒富集数据记录表”和附录 D“蚯蚓肠道

病毒颗粒富集常规操作参数”为资料性附录；附录B“病毒回收率计算方法”

和附录 C“病毒样颗粒计数方法”为规范性附录。

3. 标准复审：建议标准实施后，由中国土壤学会结合方法应用、实验室间验

证和有关技术进展，按规定程序适时组织标准复审。

4. 数据和记录管理：样品基本信息、操作记录、质量控制数据及结果报告按

照第 10章归档，并依据科研项目和实施单位的档案管理制度确定保存期

限及使用方式。


