
普洛麦格 ( 北京 ) 生物技术有限公司          电话：010-58256268，400 810 8133( 手机拨打 )         网址：www.promega.com

Product Application

废水沉淀物中病毒 RNA 的纯化

使用 Maxwell® RSC 仪器和 Maxwell® RSC PureFood GMO and Authentication 试剂盒从废水沉淀物中纯

化病毒 RNA。

试剂盒： Maxwell® RSC PureFood GMO and Authentication 试剂盒（目录号：AS1600）

分析： 用 RT-qPCR 检测 SARS-CoV-2 和 PMMoV RNA

样品类型： 用 PEG 8000 和 NaCl 沉淀法制备废水浓缩液

加入： 200μl 废水浓缩物

所需材料：

  ■  PEG 8000（目录号：V3011）

  ■  NaCl（目录号：H5271）

  ■  Maxwell®RSC 仪器（目录号：AS4500）

  ■  加热块或水浴（温度设为 56℃）

  ■  1.5ml 离心管

操作流程： 

用 PEG 8000/NaCl 沉淀法 1 制备废水浓缩物。

1. 将废水以 4000 x g 的转速离心 30 分钟以沉淀颗粒物。

2. 使用 0.2μm 的过滤装置（ThermoFisher，目录号：154-0020）过滤澄清后的废水样品，以除去细胞物质。

3. 每 40ml 废水，加入 4g PEG 8000 和 0.9g NaCl。轻轻混合直至完全溶解。

4. 将样品以 11400 x g 转速离心 2 小时。

 注意：对离心管沉淀形成侧进行恰当标记，这一点至关重要。形成的沉淀可能并非肉眼可见。

5. 使用血清移液管小心从离心管沉淀形成侧的相对侧移取液体，以将管中液体去除。

6. 涡旋振荡使沉淀重悬于管中的剩余液体中。

废水浓缩物中病毒 RNA 的纯化。

7. 向≤ 200μl 的废水浓缩物中加入 200μl CTAB 和 40μl 蛋白酶 K。涡旋振荡 10 秒。

8. 将样品置于 56℃条件下孵育 10 分钟。

9. 将全部样品和 300μl 裂解缓冲液加入至 Maxwell® RSC 试剂条 1 号孔中。将活塞置于 Maxwell®8 号孔中，并向所提供的洗

脱管底部加入 50μl 洗脱缓冲液。

10. 按照 Maxwell® RSC 仪器上随附的 PureFood GMO and Authentication 操作流程，处理样品。

该操作流程由普洛麦格应用科学家

开发，且仅用于科研目的。

用户须自行确认操作流程是否适用

于其应用场景。

如需获取更多信息，请参见技术手

册 TM473，可通过下述网址获取：

www.promega.com/protocols

或通过 techserv@promega.com

联系技术服务部
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结果： 
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图 1. 从废水浓缩物提取的 RNA 中扩增辣椒轻斑驳病毒（PMMoV）RNA 和 SARS-CoV-2 RNA。使用 PEG 8000/NaCl 沉淀法

制备废水浓缩液并按照上述流程，使用 Maxwell® RSC PureFood GMO and Authentication 试剂盒（目录号：AS1600）从浓缩

物中纯化 RNA。我们使用原型（prototype）RT-qPCR SARS-CoV-2 检测试剂盒检测了废水浓缩物中的 RNA 洗脱物。通过扩增

SARS-CoV-2 核衣壳基因的两个不同序列 N1 和 N2，检测到了 SARS-CoV-2 RNA 的存在（如左图所示）。通过合成的 SARS-

CoV-2 RNA 对照（Twist Bioscience，目录号：102024）得到的标准曲线，测定了 SARS-CoV-2 的拷贝数。原型检测包括可用于

检测 PMMoV（存在于人类粪便中的植物病毒，一般用作水质指标 2）中 RNA 的对照品（如右图所示）。从体积仅为 6ml 的废水

中纯化所得的 RNA 中，即可检测到 PMMoV，而通过在相当于 18ml 废水的浓缩物中扩增 SARS-CoV-2 N1 和 N2 序列，可检测

到 SARS-CoV-2 并且检测结果可靠。
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10. Process samples with the PureFood GMO and Authentication protocol on the Maxwell® RSC 
Instrument. 

 
Results: 

 
Figure 1. Detection of Pepper Mild Mottle Virus (PMMoV) RNA and SARS-CoV-2 RNA in RNA extracted from 
wastewater concentrates. Wastewater concentrates were generated by PEG 8000/NaCl precipitation, and RNA 
was purified from the concentrates with the Maxwell® RSC PureFood GMO and Authentication Kit (Cat.# AS1600) 
according to the protocol above. RNA eluates were assayed with a prototype RT-qPCR SARS-CoV-2 detection kit for 
wastewater concentrates. The presence of SARS-CoV-2 RNA was detected by amplifying two distinct sequences 
from the nucleocapisid gene of SARS-CoV-2, N1 and N2 (left panel). The number of SARS-CoV-2 copies was 
determined relative to a standard curve prepared with a synthetic SARS-CoV-2 RNA Control (Twist Bioscience, 
Cat.# 102024). The prototype assay includes a control for detection of RNA from PMMoV, which is a plant virus 
associated with human feces, commonly used as an indicator of water quality2 (right panel). PMMoV was detected 
in RNA purified from as little as 6ml of wastewater, and SARS-CoV-2 was reliably detected by amplification of both 
the N1 and N2 SARS-CoV-2 sequences in the concentrate from the equivalent of 18ml of wastewater. 
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