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摘  要: 【目的】为了更好地分析饮用水中的微生物含量。【方法】利用流式细胞术(Flow 

cytometry, FCM)、ATP 测定方法检测瓶装无气饮用水中的微生物数量、可同化有机碳

(Assimilable organic carbon, AOC)含量以及微生物活性, 并将检测结果与传统的饮用水微

生物检测技术相对照。【结果】FCM 方法可快速区分水样中的活性细菌和非活性细菌, 

AOC 含量反映了水样中微生物再生能力; 而 ATP 检测方法也能比异养细菌平板计数法

(Heterotrophic plate count, HPC)更好地反映瓶装无气饮用水中的实际微生物含量。【结论】

FCM、ATP 测定方法要明显优于依赖于培养的传统方法。 
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Abstract: [Objective] The current study investigates the microbial quality of drinking water 
using various microbial detection methods. [Methods] We analyzed the microbial quality of 
still bottled drinking water using flow cytometric cell count, ATP assay, AOC (assimilable or-
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ganic carbon) assay and cell viability test. [Results] We found that the flow cytometry allowed 
fast and accurate discrimination of the live/dead bacteria and detection of the micro-scale 
AOC. Our results also showed that ATP is a better indicator than the heterotrophic plate counts 
of the actual active microorganism content in still bottled drinking water. [Conclusion] The 
results suggested that the flow cytometric cell count and ATP assay are more suitable methods 
for assessing microbial quality in bottled drinking water than the conventional heterotrophic 
plate count method. 

Keywords: Drinking water, Flow cytometry, Microbial viability, Assimilable organic carbon, 
Bacterial regrowth potential  

饮用水源水、饮用水管网以及市售无气瓶装

水中都发现过大量的微生物, 有些水样中还包含

致病性细菌、病毒、寄生虫(如原虫和蠕虫)等。

这些与饮用水相关微生物的存在严重威胁人们

的身体健康 [1], 因此饮用水源水必须经过严格

的杀菌消毒处理和微生物指标检测才能送抵终

端用户。目前, 饮用水中微生物的常规检测, 主

要 依 靠 异 养 菌 平 板 计 数 法 (Heterotrophic plate 

count, HPC)、多管发酵法、滤膜法等来实现。但

由于自然环境中的绝大部分细菌是无法培养的, 

这些方法会在很大程度上低估饮用水中的实际

微生物数量, 当外界压力、温度、营养等条件改

变时, 这些细菌会进入“活的不可培养状态”[2]。此

时, 我们所检测到的细菌可能只占实际微生物数

量的极少部分。另一方面, 当饮用水中的微生物

浓度过高时, 检测过程中还容易出现菌落蔓延现

象而影响对结果的观察, 尽管我们可以利用梯度

稀释避免菌落蔓延, 但这反映的并不是饮用水中

的真实微生物数量, 所以其结果的准确性和真实

性仍值得商榷。有些研究也指出, 一些进入“活的

不可培养状态”的致病菌在条件适宜的时候会恢

复活性[3−4], 这些致病菌的自身保护机制使得它

们有可能逃避检测人员的“眼睛”, 同时也增加了

我们所面临的风险。如何解决这一问题也成为常

规饮用水微生物检测中一个不得不思考的问题。

传统的饮用水微生物检测方法一般需要 24−48 h

才能得到结果, 耗时较长, 不利于及时了解当天

出水中的微生物状况, 为人们的饮用水安全埋下

了隐患。因此我们急需可以更加快速准确的检测

手段来克服和避免传统饮用水微生物检测方法

的弊端。 

目前, 流式细胞术(Flow cytometry, FCM)、

ATP 检测法已经被广泛地应用于实验室范围的饮

用水微生物研究。相比于传统的饮用水微生物检

测法, 这些方法更加方便快捷, 测定结果更加准

确 。 本 文 报 道 了 采 用 FCM 、 可 同 化 有 机 碳

(Assimilable organic carbon, AOC)测定、ATP 检测

等方法对瓶装无气饮用水中的微生物状况进行

的快速评估。与传统方法相比, 我们建立的快速

检测法不仅可以缩短检测时间, 而且可以更准确

地区分水中活性细菌和非活性细菌, 并能估算这

些微生物的再生能力[5−6], 从而有助于饮用水厂

及时掌握各水处理工艺流程的即时微生物质量

状况, 更有效地保障饮用水的安全。 

1  材料与方法 

1.1  采样 
为了更清楚地掌握目前市面上销售的瓶装无

气饮用水的微生物质量, 本研究选用了 18 个品

牌的瓶装无气饮用水(在此我们对其编号 A−R), 
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每个品牌均选 3 瓶进行平行采样。为了保证实验

的平行性, 选购的各品牌瓶装水均出自同一批

次, 且同一品牌的瓶装水在同一天进行检测。 

1.2  分析方法 
1.2.1  荧光染色: 荧光染料选用 SYBR Green I, 
Propidium iodide (PI) (美国 Invitrogen 公司)。取适

量 SYBR Green I, 用过 0.22 μm 尼龙膜过滤后的

二甲基亚砜(DMSO)将其稀释 100 倍, 作为标准

工作溶液。再将其与 PI (30 mmol/L)按 50:1 混合, 
混合后的染料置于−20 °C 保存。取各品牌瓶装水

1 mL, 加入 10 μL 混合染料进行荧光染色, 室温

条件下避光孵化 25 min。 
1.2.2  FCM 测定: 流式细胞仪(德国 Partec 公司,
型号 CyFlow Space), 光源功率 50 mW, 发射波长

488 nm, 采用绝对计数技术来测定 200 μL 内的颗

粒数目, 其线性范围为 2×102−1×105 cells/mL, 检

出限为 200 cells/mL, 绝对计数误差小于 5%[7]。

使用流式细胞仪进行测定时, 通过调节滤光片

收集发射光信号, 信号收集软件为 FlowMax。

绿色荧光(FL1)被设定为触发参数, 信号收集波

长 520±20 nm, 红色荧光(FL3)信号收集波长＞

615 nm; 所有信号均被收集在绿/红荧光二维散

点图上。仪器增益设置为 FL1=350, FL3=650, 
Speed=3, 对数放大倍数为 log4。用鞘液稀释样品

以 保 证 测 定 过 程 中 流 式 细 胞 仪 计 数 小 于

500 cells/s。若待测水样浊度较高, 则需预先过孔

径为 20 μm 的滤膜, 以防堵塞进样口, 影响检测。

各品牌瓶装水均取 3 个样作为平行, 进行测定。 
1.2.3  AOC 测定: 实验采用的是简化后的 AOC
测定方法[8−9], 将水样 30 °C 培养 3 d, 每种品牌 3
瓶, 作为平行。测定培养前后的微生物变化, 用

微生物净生长速率来评价饮用水中 AOC 含量, 
其计算公式为 

AOC[μg C/L]= ( )
7

net grown cells /
10 cells1

gC

L

×
μ

  

1.2.4  ATP 测定: 采用 Promega GLOMAX 单管

发光检测仪及 BacTiter-GloTM 试剂盒来检测水样

的发光值, 根据 ATP 标准曲线, 将发光值转换为

ATP 含量。采用经优化的 ATP 检测方法[10], 即利

用 0.22 μm 的无菌过滤膜(MilliPore)区分微生物

ATP 和环境 ATP, 每个品牌瓶装水取 3 个样, 作为

平行。 

1.2.5  微生物菌落数测定: 采用传统饮用水微

生物检测方法, 依据国家标准 [11], 检测各品牌

瓶装水中的菌落总数, 大肠菌群数量以及耐热

大肠杆菌数量, 每个品牌瓶装水取 3 个样, 作

为平行。 

2  结果与分析 

2.1  活性/非活性细菌含量测定 
活性/非活性细菌含量: 使用 SYBR Green 

I/PI 混合染料对水样进行染色, 并结合 FCM 测

定后, 发现除 D、R、H 水样外, 绝大部分水样

的细菌含量都小于 103 cells/mL。其中 D、R 两

种水样中存在着大量细菌, D 水样细菌总数为

1.49×105 cells/mL, 其中活性细菌数量占细菌总

数的 74.8%, 数量为 1.11×105 cells/mL; R 水样细菌

总数为 2.77×104 cells/mL, 其中活性细菌数量占细

菌总数的 99.3%, 数量达到 2.75×104 cells/mL; 

除 此 之 外 , 只 有 H 水 样 的 细 菌 总 数 超 过

1.00×103 cells/mL, 但 H 水样中活性细菌数量只

占总菌数的 4.90% (图 1)。 

2.2  AOC 含量测定 
AOC 含量: 各品牌瓶装水 AOC 含量从 0 到

1.20 μg/L 不等, 水样 R 的 AOC 含量最高, 达到

1.20 μg/L, 其在 30 °C 培养 3 d 后微生物大量繁

殖; 除 R 之外, 其他品牌瓶装水 AOC 含量均接近

于 0, 30 °C 培养 3 d 后微生物数量并没有明显变

化。包括图 1 中微生物数量很高的水样 D, 其实

际 AOC 值也不高。 
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图 1  各品牌瓶装水中微生物含量 

Fig. 1  The microbial concentration in different brands of bottled drinking water 
 

2.3  ATP 含量测定 
ATP 可以为虫荧光素-虫荧光素酶反应提供

能量, 在反应中每消耗 1 分子 ATP, 便会产生 1

分子光子[12], 因此通过测定此酶催化反应的发光

值便可得到水样中的 ATP 含量。ATP 测定所依据

的是荧光素酶反应, Promega GLOMAX 单管发光

检测仪检测线性范围为 10−11−10−15 mol, 仪器检

出限为 10−15 mol。在实际检测中, 只有 D、I、K、

R 品牌的饮用水 ATP 含量在检出限以上; 进一步

采用 0.22 μm 的无菌过滤膜来区分微生物 ATP 和

环境 ATP。以水样 D 为例, 在过 0.22 μm 滤膜之

前水样中活性细菌占绝大部分 (图 2) ,  而过

0.22 μm 滤膜之后活性细菌则所剩无几(图 3), 从

图中我们可以看出水样中绝大部分细菌已经被

0.22 μm 滤膜截留下来, 此时测定过 0.22 μm 滤膜

之后的水样, 得到的是环境 ATP, 用总 ATP 减去

环境 ATP 便是微生物体内所含 ATP。取 ATP 检

出限以上的点(n=9)与相对应的细胞总数作线性

相关图(图 4), 可以发现 FCM 所测定的细胞总数

与虫荧光素酶反应测定的水样总 ATP 具有较好

的线性关系, R2=0.919。这表明在水样微生物检测

中, ATP 测定法与 FCM 测定法具有很好的相关 

 
图 2  D 水样过 0.22 μm滤膜之前的细菌 FCM 示意图 
Fig. 2  FCM dot-plot for the bacteria community of 
sample D before filtration through 0.22 μm-filter 
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性。取各水样中活细胞数量与活细胞内 ATP 含量

作线性关系图时 , 其线性相关性更强 , R2=0.95 

(图 5)。而 HPC 与水样总 ATP, 环境 ATP 与非活

性细菌数之间均无线性关系。从各水样细菌 ATP

含量分布图中(图 6), 可以看出 D、R 水样中微生

物所含 ATP 占其总 ATP 的绝大部分, 而Ｉ、Ｋ水 

 
图 3  D 水样过 0.22 μm滤膜之后的细菌 FCM 示意图 
Fig. 3  FCM dot-plot for the bacteria community of 
sample D after filtration through 0.22 μm-filter   
 

 
图 4  各水样细胞总数与相应的总 ATP 含量相关性  
Fig. 4  The correlation between the total cell concentra-
tions and the ATP content in different brands of bottled 
drinking water 

样中则主要是环境 ATP。表 1 显示, D、R 水样中

环 境 ATP 所 占 比 例 仅 为 (6.83±2.16)% 和

(5.50±0.84)%, 而 I、K 水样环境 ATP 所占比例则

分 别 高 达 (85.3±17.5)%和 (60.7±13.8)%, 当 环 境

ATP 占整个水样 ATP 比例较大时, 单细胞 ATP 含

量变化较大, 这也说明当环境基质较为复杂时, 

我们必须去除样品中的环境 ATP 才能较好地检

测出样品中的微生物含量。 

 
图 5  各水样中所含活性细菌数与细胞内ATP相关性 
Fig. 5  The correlation between the quantity of live 
bacteria and the bacterial ATP content in different 
brands of bottled drinking water 
 

 
图 6  各瓶装水水样 ATP 含量 
Fig. 6  The ATP content in different brands of bottled 
drinking water 
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表 1  各品牌瓶装饮用水 ATP 含量 

Table 1  The ATP content in different brands of bottled drinking water  

水样 
Water sample 

各水样环境 ATP 比例 
The ratio of extracellular 
ATP in different brands of 

bottled drinking water 

样品总 ATP 含量/总细胞数 
Total ATP content of the samples/Total  

cells (nmol/cell) 

细胞 ATP 总量/活细胞数 
Total ATP content of the 

cells/Total live cells 
(nmol/cell) 

A−C U.D U.D U.D 

D 6.83%±2.16% 1.61×10−9±0.37×10−9 2.0×10−9±0.51×10−9 

E−J I=85.3%±17.5% (其余均为
U.D) 

U.D U.D 

K 60.7%±13.8% 4.92×10−9±2.68×10−9 6.16×10−9±5.32×10−9 

L−Q U.D U.D U.D 

R 5.50%±0.84% 4.91×10−9±0.21×10−9 4.7×10−9±0.22×10−9 

注: 每个值均被表示为平均数±标准差(n=3); U.D: 低于检出限.   
Note: Each value is expressed as mean±standard deviation (n=3); U.D: Under detection. 

 
2.4  传统饮用水微生物指标检测 

传统方法测得饮用水微生物含量: 按照国家

标准[11]中所指定的方法, 将水样接种于营养琼脂

培养基, 有氧条件下 37 °C 培养 48 h, 计算瓶装水

中细菌总数, 总大肠菌群以及耐热大肠杆菌。细

菌总数测定采用 HPC, 通过计数可以发现在 A、

D、K、Q 水样有少量菌落生长, 其中 D 水样中菌

落最多, HPC 达到 43 CFU/mL, 其它水样无明显

菌落生长, HPC 检测结果并没有真实地反映水中

的微生物数量(图 7); 而采用多管发酵法检测大

肠菌群时则发现所有瓶装水大肠菌群均显阴性,  

 
图 7  FCM 测得的细胞总数与 HPC 比较 
Fig. 7  Microbial concentration in different brands bot-
tled drinking water determined by FCM and HPC 

即水样中无大肠菌群。各水样细菌总数, 总大肠

菌群指标均符合国家标准[11]。 

3  讨论 

相比于传统的 HPC, FCM 能更好地反映水中

的微生物数量。SYBR Green I 一直被认为是一种

理想的微生物荧光染料[13], 它能穿透细胞膜, 从

而与细胞核酸进行特异性结合; 而 PI 可以与那些

膜结构不完整的细胞的核酸结合, PI 常被用来研

究细胞膜的完整性[14−15], 膜结构不完整的细胞被

认为是死细胞[16]。因此通过 SYBR Green I/PI 染

色, 我们可以迅速检测饮用水中的活性细菌/非

活性细菌数量, 其中活性细菌、非活性细菌的核

酸先与 SYBR Green I 结合, 而后非活性细菌核酸

又被 PI 覆盖[5], 在 50 mW 蓝光激发下, 活性细菌

产生绿色荧光 , 非活性细菌产生红色荧光 , 在 

FlowMax FL1/FL3 二维散点图上可以清楚的将这

两种细菌区分开。HPC 看到的只是水中极少数

能在营养琼脂培养基上分裂生殖的细菌, 以水

样 D 为例, FCM 显示 D 水样中细菌总数达到

1.49×105 cells/mL, 而 HPC 却只有 43 CFU/mL, 

HPC 所得到的结果不及 D 水样真实细菌数的 1%, 
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同时 HPC 也无法向我们提供更多关于饮用水中

细菌活性的信息。 

同时, 我们还可以通过 FCM 了解水样中的

AOC 含量。在一些地方的饮用水中, AOC 是控制

微生物生长的主要因素, 如果给水管网中 AOC

含量过高, 则会引起微生物大量繁殖, 影响出水

水质。通常认为饮用水 AOC 生物稳定临界值为

10 μg/L, 超过该值微生物将呈几何级数增长[17]。

在饮用水处理过程中, 颗粒活性炭过滤可降低

AOC 含量; 臭氧、氯、氯胺消毒会破坏大分子有

机物的结构 , 使 AOC 含量增加; 紫外线则对

AOC 没有影响[18−19]; 因此选用何种消毒剂以及

如何控制饮用水消毒剂残余就显得十分重要。在

本研究中, 通过测定 30 °C 3 d 培养前后的细菌净

增长率, 我们可以检测到水样中微量的 AOC。各

品牌饮用水中 AOC 含量最多的是 R, R 中细菌在

30 °C 培养 3 d 后细菌出现了少量生长, 其微生物

增加量为(1.30±0.230)×104 cells/mL, AOC 浓度为

1.20 μg/L, 其它品牌瓶装无气饮用水 AOC 含量

均小于 R, 这表明所检测的各品牌瓶装无气饮用

水的细菌再生能力都不强, 即使在 30 °C 培养 3 d, 

各品牌瓶装无气饮用水中的细菌也不会出现爆

发性的增长。 

尽管目前饮用水微生物检测不包含细菌活性

测定这一环节, 但是其重要性还是不容忽视, 通

过研究细菌活性, 我们可以更好地了解水中细菌

的生物降解, 有机物转化以及细菌毒性积累[16]。

膜完整性、膜电位、酯酶活性、呼吸作用、ATP

含量等都被用来表示细菌活性[5,10,20−21]。本研究中

主要采用 ATP 法来评价瓶装饮用水微生物活性, 

但是 ATP 测定法所检测的 ATP 并不全是微生物

体内的 ATP, 一些水样在经过臭氧消毒等工艺后, 
其细胞中的 ATP 会释放到外界环境中, 影响微

生物 ATP 的测定[7], 本次研究也发现部分水样中

的环境 ATP 占水样总 ATP 的很大一部分, 如果不

能排除环境 ATP 的干扰, 就无法正确地反映水样

中的微生物含量。如果将所测定的总 ATP 按

1.75×10−10 mol ATP/cell 换算成细菌细胞数量[10], 

也会较大程度地高估水样中的细菌细胞数, 因为

细菌细胞所含的 ATP 与细菌种类以及细菌所处

的生理状态密切相关。但是水样细胞总数与总

ATP 含量, 水样活细胞数与细胞内 ATP 含量的良

好线性相关性也表明: 相比于 HPC, ATP 检测法

能更真实、更方便快捷地反映饮用水中的微生物

含量以及微生物活性。 

综上所述, 本研究表明相比于传统的饮用水

微生物检测法, FCM、ATP 检测法在饮用水微生

物检测中显得更加方便快捷和准确高效。采用

FCM、ATP 检测法, 我们可以对饮用水处理的各

个环节进行实时监控, 方便生产人员更好地控制

各个环节的出水水质, 从而降低安全风险。目前

我国饮用水水质检测常规指标包括菌落总数、总

大肠菌群以及耐热大肠菌群。使用 FCM、ATP

检测法, 我们可以更加真实地了解饮用水中的菌

落总数以及菌落中活性/非活性细菌含量。但是对

于总大肠菌群以及耐热大肠菌群的检测方面, 我

们还需要进一步探索, 以找到一种更加高效、准

确的检测方法。 

4  结论 

(1) FCM 测定结果表明, HPC 大大地低估了

水样中的细菌含量, 通过 FCM 并结合 SYBR 

Green I/PI 染色, 我们可以快速地分辨水样中的

活性细菌/非活性细菌, 并且更准确地了解水样中

的实际微生物含量、微生物活性以及 AOC 含量。 

(2) AOC 测定表明, 各瓶装无气饮用水中

AOC 含量均不超过 10 μg/L, 在 30 °C 培养 3 d 各

水样中的微生物也不会出现爆发性的增长。 

(3) 在检测水样中的微生物时, ATP 检测法要

优于传统的 HPC 法, 但是对于不同的水样, 通过
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单细胞所含 ATP 来计算水样中活性微生物数量

时还是会出现一些偏差。 
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