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摘  要：【目的】研究不同余氯浓度和暴露时间对细菌的去除效果，分析不同余氯条件对细胞 ATP

的影响。【方法】以河水中微生物群落为试验对象，利用流式细胞术(Flow cytometry，FCM)评估不

同余氯浓度和暴露时间的灭活效果，检测不同余氯浓度时细胞内(外) ATP 的变化情况。【结果】不

同余氯浓度和暴露时间对细菌的去除效果产生不同的结果。在余氯浓度<2 mg/L 情况下，延长氯

暴露时间可以增加细菌的去除效果，在余氯浓度≥2 mg/L 条件下，较短氯暴露时间就可以灭活 90%

细菌。高核苷酸细菌(HNA)和低核苷酸细菌(LNA)表现出不同氯耐受能力，且 HNA 细菌相比 LNA

细菌较容易受到氯的损伤。细胞内 ATP 随余氯浓度增加而减少，在高浓度余氯条件下(≥2 mg/L)

细胞外 ATP 才会增加。【结论】微生物活性随着余氯作用的增加而降低，FCM 法和 ATP 检测

法可以用于评估加氯消毒对微生物稳定性的影响。 
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Abstract: [Objective] This study aimed to study the effect of different free chlorine concentration 
and exposure time on bacterial inactivation as well as cellular adenosine triphosphate (ATP). 
[Methods] Inactivation behaviors of autochthonous bacteria from river water were investigated with 
flow cytometry (FCM). Total cell counts (TCC), intact cell counts (ICC) and intracellular and 
extracellular (ATP) were analyzed during the chlorination process. [Results] The results showed that 
both chlorine concentration and exposure time influenced the removal efficiency of bacteria. At a low 
concentration of chlorine (<2 mg/L), a prolonged exposure time was needed to achieve a high 
removal efficiency of bacteria. In contrast, at a high concentration of chlorine (≥2 mg/L), inactivation 
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of more than 90% of bacteria could be achieved within a short exposure time (i.e. 1 min). The results 
also indicated high nucleic acid (HNA) content bacteria were more vulnerable than low nucleic acid 
(LNA) content bacteria during the chlorination process. Furthermore, it was observed that 
concentration of intracellular ATP decreased with increasing chlorine doses. However, the increase of 
extracellular ATP was only recorded at high chlorine doses (≥2 mg/L). [Conclusion] Chlorination 
resulted in a decrease of ICC, and reduction of bacterial activity with increasing chlorine 
concentration. The results demonstrated that FCM and ATP measurements are useful and fast tools to 
assess inactivation kinetics of indigenous riverine bacteria during the chlorination treatment. 

Keywords: Flow cytometry, ATP, Free chlorine, Microbiological stability 
 

饮用水安全关乎到人们的日常健康。在饮用水

处理方法中，消毒的主要目的是灭活水中大部分微

生物，使水中微生物指标符合饮用水标准[1]。消毒

不但是水处理工艺中重要的组成部分，也是保障城

市输水管网中微生物稳定性的最后屏障。由于余

氯消毒具有杀菌能力强、技术工艺成熟、运行费

用低等优点，被大多数饮用水处理行业采用[2]。

我国饮用水卫生标准对饮用水管网中余氯浓度也

有明确规定[3]，但对消毒过程中余氯的添加量和接

触时间没有详细的规定。在我国为保证管网末端细

菌指标达到饮用水标准，传统的余氯控制方法是提

高出厂水的余氯浓度，但过多地提高余氯浓度不仅

造成资源浪费，还会带来消毒副产物生成和嗅觉感

官性影响[4]。一般来讲 Ct值(余氯浓度与接触时间的

乘积)与消毒效率有关[5]，但相同的 Ct值而余氯浓度

和接触时间不同的组合，是否会产生不同的消毒效

率还需进一步研究。 

目前用于检测水中微生物的方法主要基于异养

菌平板计数法(Heterotrophic plate counts，HPC)[6]。

然而越来越多的研究表明，HPC法难以准确反映水

体中微生物量的变化 [7-8]。基于流式细胞术(Flow 

cytometry，FCM)和 ATP 等检测方法具有快速、准

确等优点，近年来被广泛应用于饮用水中微生物的

测定[9-11]。FCM应用于饮用水的微生物检测越来越

倾向于自动化，Besmer 等[12]采用全自动线上 FCM 

(Online FCM)成功地监控水环境中微生物的变化；

Arnoldini等[13]应用实时 FCM方法(Real-time FCM)

研究温度对细胞膜的破坏过程。目前 FCM 技术和

细胞 ATP 检测在余氯消毒过程中的应用已有大量

报道，但这些研究主要集中在余氯消毒过程中活菌

数量及细胞内 ATP 含量的变化，而且细胞内 ATP

含量随余氯浓度的升高而降低。但对于细胞内 ATP

降低的原因还不明确，主要有以下两种假设[14-15]：

(1) 余氯消毒抑制了细胞内ATP的合成过程；(2) 余

氯消毒破坏了细胞膜，导致细胞内 ATP溢出到细胞

外。只有通过检测细胞外 ATP含量的变化才能确定

细胞内 ATP 降低的原因。溢出到细胞外的 ATP 可

以被微生物利用威胁饮用水安全，因此，检测细胞

外 ATP的变化过程有重要的意义。 

FCM 在检测环境中微生物群落时，FCM 的绿

色荧光直方图可以明显区分高核苷酸(HNA)细菌和

低核苷酸(LNA)细菌两大类[16]。它们是根据 DNA

经过染色后荧光密度和侧向角散射信号不同而区

分的。研究表明，HNA细菌和 LNA细菌不仅具有

活性，同时也有重要的环境生态意义。LNA细菌的

活性与其生物量和生长速率要高于 HNA 细菌[17]，

并且 LNA细菌特殊的细胞膜结构和代谢抗性机制，

使其能够适应外界环境压力，规避病毒感染[18-19]。

目前对于这两大类细菌的研究主要集中在细菌的

环境分布及比重上[20]，而典型消毒剂余氯对这两类

细菌的影响还缺乏报道。由于 HNA和 LNA细菌可

以代表水体中微生物群落的大致分布[21]，采用 FCM

方法分析余氯对这两类细菌的研究，可以快速得到

余氯对微生物群落的影响。有研究表明这两类细菌

对氧化剂可以表现出不同的应对行为，LNA细菌的

细胞膜破坏速率要小于 HNA 细菌[15]。瑞士等国家

已经将HNA和LNA细菌作为日常饮用水的检测指

标[12]。常见的机会致病菌如 Escherichia coli等都属
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于 HNA 细菌[15]，我国饮用水标准虽未引入 HNA

和 LNA 细菌作为饮用水消毒指标，但对机会致病

菌有严格的消毒标准。 

本文以 FCM为基本检测方法，结合 ATP检测

方法，评估不同余氯浓度与不同氯接触时间对河水

中土著菌的去除效率。同时分析不同余氯浓度造成

水中细胞内外 ATP变化的规律，为饮用水厂余氯消

毒剂的添加量和暴露时间提供理论依据，更有效地

保障饮用水的安全。 

1  材料与方法 

1.1  主要仪器和试剂 

C6 Accuri流式细胞仪，美国 BD公司；Glomax

单管发光检测仪、BacTiter-GloTM 试剂盒，美国

Promega公司；DP3900分光光度计、LCK 310余氯

测定试剂盒，德国 Hach-Lange 公司；次氯酸钠(分

析纯)、二甲基亚砜(分析纯)，国药集团；SYBY Green 

I染料，美国 Invitrigen 公司；Propidium Iodide，美国

Sigma公司；0.22 μm过滤器，美国MilliPore公司。 

1.2  试验流程 

实验选取河流水中微生物群落作为研究对象，

依据氯的接触时间(1、2、4、8 min)[22-23]不同分为

4组，每组分别取 20 mL水样至 8个 50 mL的离心

管中。取其中 7个离心管分别加入次氯酸钠储备溶

液 20 mL，稀释后得到游离余氯浓度为 0.25、0.50、

1.00、2.00、4.00、8.00和 10.00 mg/L，最后一个离

心管作为空白对照。第一组的 8个离心管于 1 min

后加入硫代硫酸钠溶液(最终浓度为 0.8 mmol/L)以

中和水样中的余氯。后面三组依次于 2、4和 8 min

后加入硫代硫酸钠溶液(终浓度为 0.8 mmol/L)以中

和余氯。然后测定总菌数量、活菌数量，并通过公

式 k=[(N0−N)/N0]×100%计算灭活率 k值，其中 N为

余氯灭活过程中的活菌数量，N0为初始的活菌数量。 

选取其中暴露时间为 4 min，氯浓度为 0、0.25、

0.50、2.00和 10.00 mg/L的样品，测定总 ATP含量

和细胞外 ATP含量及活菌数量。 

1.3  次氯酸钠储备溶液的配制 

将次氯酸钠溶液用超纯水分别稀释到余氯浓度

为 0.50、1.00、2.00、4.00、8.00、16.00和 20.00 mg/L 

7个不同浓度的储备溶液，通过 Hach余氯测定仪测

定余氯浓度。由于仪器的量程为 0.05–2.00 mg/L，

在测定较大浓度时，先稀释到测定量程内，然后再

用仪器测定，仪器的测量精度为 0.01 mg/L。 

1.4  荧光染色 

参照 Berney等[24]染色方法区分样品中的活菌

数量和死菌数量。总菌数量荧光染色方法选用

SYBR Green I。用经 0.22 μm尼龙膜过滤后的二甲

基亚砜(DMSO)将 SYBR Green I稀释 100倍作为标

准工作溶液。1 mL样品中加入 10 μL标准工作溶

液，37 °C孵育 15 min。活菌数量荧光染色方法，

将 SYBR Green I标准工作溶液与 Propidium Iodide 

(30 mmol/L)按 50:1 (体积比)混合，作为 SYPI标准

工作溶液。1 mL样品中加入 10 μL SYPI标准工作

溶液，37 °C孵育 15 min。 

1.5  FCM 测定 

流式细胞仪的激发光源功率为 50 mW，发射

波长为 488 nm。流式细胞仪的参数设定参照 Prest

等[25]方法。检测时均设定绿色荧光为触发信号，所

有信号收集在绿色荧光 FL1=530±30 nm 和红色荧

光 FL3>670 nm二维散点图上。采用 Cflow软件进

行数据分析。通过流式细胞仪“Gate”设定方法区分

样品中主要含有的两类细菌：HNA细菌和 LNA细

菌。每个样品重复测定 3次。 

1.6  ATP 测定 

ATP测定参照 Hammes等[26]方法，750 μL样品

加入 50 μL ATP试剂，38 °C孵育 20 s，ATP仪检测

样品的发光值。根据 ATP标准曲线，将发光值转化

为 ATP含量。样品过 0.22 μm的无菌滤膜得到细胞

外 ATP值，总 ATP值减去细胞外 ATP值得到细胞

内 ATP值。每个样品重复测定 3次。 

2  结果与分析 

2.1  不同余氯浓度和暴露时间对细菌灭活的影响 

如图 1 所示，未添加氯时，活菌数量为 

7.8×105 cells/mL；当添加余氯时，活菌数量总体呈明

显下降趋势，灭活效果也随之增加；添加余氯浓度为 
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图 1  活菌数量在不同氯暴露时间随余氯浓度变化过程 
Figure 1  Change of intact cell counts with different 
chlorine doses and chlorine exposure time 

 
0.25 mg/L时，活菌数量下降到(5.5−7.0)×105 cells/mL，

不同暴露时间的灭活率都在 30%以下；当添加余

氯浓度为 8 mg/L 时，活菌数量已经下降到

(0.2−0.5)×105 cells/mL，不同暴露时间的灭活率都已

经超过了 90%；当增加余氯浓度到 10 mg/L时灭活

率基本保持不变。图 1结果表明，相同余氯浓度条

件下延长氯暴露时间也会增加细菌的灭活率，当余

氯浓度为 0.25−2.00 mg/L时，暴露时间为 8 min的

细菌灭活率比暴露时间为 1 min 的要增加 10%以

上。细菌的灭活率随暴露时间的增加而显著增加。

但随着余氯浓度的增加，暴露时间对细菌灭活的影

响在逐渐减小。例如，余氯浓度为 8 mg/L时，暴

露时间 1 min就可以灭活 93%的细菌，暴露时间延

长到 8 min，灭活率仅增加了 5%。 

2.2  HNA 与 LNA 细菌的变化 

通过流式细胞仪绿色荧光直方图可以明显地

区分原水样中 HNA细菌和 LNA细菌(图 2)。当未

添加氯时，HNA 细菌占总菌数的 34%，LNA 细

菌占总菌数的 66% (图 3)。随着余氯浓度增加到

10 mg/L (暴露时间 1 min)，HNA细菌的比例呈现出

下降趋势，从 34%下降到 16%，而 LNA 细菌的比

例从 66%上升到 84% (图 3)。其它暴露时间表现出

相似的结果。总体来看，HNA细菌相比于 LNA细

菌更容易受到氯的损害。 

 
图 2  LNA 细菌和 HNA 细菌流式细胞仪绿色荧光直

方图 
Figure 2  LNA and HNA on the FCM green fluorescence 
histogram 
 

 
 

图 3  不同余氯浓度(1 min)对 HNA (%)和 LNA (%)的

影响 
Figure 3  Effect of different chlorine doses (1 min) on HNA 
(%) and LNA (%) 
 

2.3  ATP 的变化 

如图 4所示，当未添加氯时，样品中活菌数量

为 7.8×105 cells/mL，细胞内ATP为 0.15 nmol/L，占

总 ATP 的 52%；随着余氯浓度的升高，细胞内

ATP 和活菌数量都呈现出下降趋势。当余氯浓度

为 10 mg/L时，活菌数量下降到 0.2×105 cells/mL，细

胞内 ATP低于检测限(0.001 nnol/L)，未检出。值得

注意的是，细胞外 ATP在整个余氯消毒过程中呈现 
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图 4  细胞内 ATP、细胞外 ATP 和活菌数随余氯浓度的

变化 
Figure 4  Change of intracellular ATP, extracellular ATP 
and intact cells with different chlorine doses 

 

出不同的变化趋势。当未添加氯时，细胞外 ATP为

0.14 nmol/L，占总 ATP 的 48%。当余氯的浓度在

0.25−0.50 mg/L时，细胞外ATP并没有随细胞内ATP

的减少而增加，而是基本稳定在 0.12−0.13 nmol/L

之间(图 4)，细胞外 ATP占总 ATP的比例也保持在

52%。当余氯浓度增加到 2 mg/L 时，细胞外 ATP

显著上升到了 0.41 nmol/L，同时细胞外 ATP 占总

ATP比例也上升到了 93%。余氯浓度为 10 mg/L时，

细胞外 ATP 又下降到 0.15 nmol/L，并且检测到的

ATP 全部为细胞外 ATP。对于总 ATP 而言，在余氯

浓度为 0.25−0.50 mg/L时，由于细胞内ATP下降，细

胞外 ATP 保持不变，总 ATP 呈现出下降趋势，当

余氯浓度上升到 2 mg/L时，总ATP相比于未添加氯

时增加了 168%，当余氯浓度继续增加到 10 mg/L时，

总 ATP又下降到 0.15 nmol/L。 

3  讨论 

氯消毒是我国目前使用最为广泛的消毒技术[27]，

微生物稳定性和安全性是影响消毒过程(消毒投放

量和暴露接触时间)的重要因素。传统的微生物稳定

性评价方法只能检测到占实际微生物数量很小的

一部分，难以精确地反映消毒过程中微生物的变化

趋势。相比于传统的 HPC方法，FCM方法能更好

地评估不同余氯消毒过程对微生物的去除效果[28]。

本文采用的 SYPI两种荧光染料，其中 SYBR Green 

I 发射出绿色荧光可以结合样品中全部细菌的

DNA，即检测出总细菌数，而 PI 染料只能通过细

胞膜受损的细菌，并且发射红色荧光，其信号可以

覆盖在 SYBR Green I上，即区分活性细菌和膜受损

细菌[7]。细胞膜的通透性被认为是区分活/死细胞的

一个相对保守条件[29]。本文通过比较不同余氯浓度

和不同氯暴露时间，可以得出在余氯浓度<2 mg/L

时，延长氯暴露时间可以增加细菌的去除效果，但

细菌的灭活率都低于 90%；当氯浓度高于 2 mg/L

时，暴露时间为 1 min 的细菌灭活率就可以达到

90%。根据一阶灭活动力方程 ln(N/N0)=−c∫[Ox]dt，

N为余氯灭活过程中的活菌数量，N0为初始的活菌

数量，[Ox]为余氯浓度，t为暴露时间，计算灭活系

数 c值在 0.14−0.68之间。这与 Ramseier等[15]FCM

检测结果相似，说明增加氯浓度相比于延长暴露时

间有更强的灭活效果。不同的生态系统中 HNA 细

菌和 LNA 细菌浓度比例有较大的差异[30]，说明环

境因子或环境压力会影响其分布。Prest 等[25]提出

“水体微生物指纹图谱”的概念，即 HNA (LNA)细菌

所占总菌数的比例代表不同水体中微生物的特性

或反映在环境压力下水体中微生物的变化。流式细

胞仪根据绿色荧光强度可以明显区分 HNA和 LNA

细菌(图 2)，因此可以根据绿色荧光强度这一参数分

析HNA和LNA细菌在不同余氯浓度和氯接触时间

的比例变化。在本研究中LNA细菌的初始比重(未

添加氯)到达 66%。随着余氯浓度的增加，LNA

细菌的比例呈现出上升的趋势，HNA细菌比例相

对逐渐下降。由于 HNA细菌与 LNA细菌细胞膜

的组成成分不同，导致这两类细菌对氯有不同响

应[21]。研究表明 LNA 细菌由于核酸含量低可以应

对不利环境，其生存竞争能力要高于 HNA细菌[16]，

LNA细菌成为加氯消毒后的优势菌，今后也可以依

据 HNA 和 LNA 细菌的比例来评估加氯消毒的效

果。Ramseier 等[15]研究表明，常用氧化剂对 HNA

细菌和 LNA细菌的灭活系数不同，而且 HNA细菌

的灭活系数要高于 LNA 细菌，这与本研究的结果
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相似。尽管加氯消毒后 LNA细菌的比例明显上升，

但 LNA细菌的绝对数量呈下降趋势，并且 LNA细

菌不易携带病毒，不会威胁饮用水安全。加氯消毒

后含有一部分非致病细菌可以维持管网中可利用

有机碳(AOC)含量的平衡，不易造成其它致病菌的

生长，有利于维持供水管网中微生物的稳定性。 

本研究中采用 ATP 方法来评价加余氯消毒对

细胞能量代谢的影响。ATP结果表明，细胞内 ATP

与活菌数量的变化基本保持一致，呈现出随余氯浓

度增加而下降的趋势，但影响细胞内 ATP下降的原

因是不同的。当余氯浓度在 0.25−0.50 mg/L时，细

胞内 ATP 含量减少，但细胞外 ATP 含量基本保持

相对稳定，说明此时细胞内 ATP并没有大量释放到

细胞外。造成细胞内 ATP含量下降的原因是细胞内

ATP合成过程受到抑制，即细胞内更多的 ATP将转

化为细菌所需的能量。Nescerecka等[31]在评价加氯

消毒对大肠杆菌 ATP 影响时，发现在氯浓度   

<0.35 mg/L时细菌细胞外 ATP含量占总 ATP比例

保持不变，这与本研究的结果相似。但当余氯浓度

提升到 2 mg/L，细胞内 ATP 也下降，此时细胞外

ATP的含量却明显上升，这是由于高浓度的氯使大

部分细胞膜受损(通过流式细胞仪测定活菌数已经

降低到起始的 15%)，细胞内 ATP 快速流失到细胞

外，造成细胞外 ATP 含量明显升高。此时总 ATP

含量与初始条件(未添加氯)相比也有较高的增加。

造成总 ATP含量明显上升的主要原因：(1) 高浓度

的余氯可以抑制细胞 ATP的水解功能，这部分 ATP

并不能转化为能量，相比无氯(低余氯)条件，总 ATP

含量有所增加[32]；(2) 在余氯的作用下可以增加

ATP试剂的检测量[14]，由于细胞膜的作用，通常情

况下 ATP试剂并不能与全部细胞中的 ATP相结合，

高浓度余氯可以增加细胞膜的通透性[15]，使得更多

细胞的 ATP 被检出，造成总 ATP 检测量增加。有

研究表明，细胞外 ATP 可以作为磷源被微生物利

用，潜在造成饮用水中微生物的不稳定性[31]。所

以在消毒过程中，评估细胞内和细胞外 ATP 含量

的变化具有非常重要的意义。随着氯浓度进一步增

加(10 mg/L)，总 ATP 含量下降到初始的 28%，这

是由于 ATP分子被高浓度的氯氧化。 

FCM 技术和细胞 ATP 检测已经大量应用于饮

用水中微生物的测定，研究表明活菌数量与胞内

ATP 含量线性相关[18,25,31]。但以往研究仅注重于检

测加氯消毒过程中活菌数量及胞内 ATP含量变化，

较少分析加氯消毒对微生物群落及细胞能量代谢

的影响。本研究采用 FCM 技术评估不同余氯浓度

和暴露时间对微生物群落的灭活效果，同时分析了

余氯浓度对细胞内和细胞外 ATP的影响。研究结果

表明不同余氯浓度会影响细胞内的能量代谢。FCM

技术和细胞 ATP 检测为研究氯消毒对微生物的灭

活效果提供了一套有效手段。本研究仅对比了不同

氯浓度和暴露时间的消毒效果，还需进一步研究其

它消毒工艺对微生物的去除效率。 

4  结论 

(1) 不同余氯浓度和暴露时间会对河水中细菌

呈现出不同的去除效果，较高氯浓度(>2 mg/L)在较

短时间(1 min)内可以灭活河水中 90%的细菌。 

(2) HNA 细菌和 LNA 细菌表现出不同的氯耐

受能力，HNA细菌更容易受到氯的损伤。 

(3) 通过检测细胞内和细胞外 ATP含量变化可

知，在氯浓度<0.5 mg/L时，细胞内 ATP水解作用

大于合成作用。当氯浓度>2 mg/L时，细胞膜损伤，

细胞内 ATP 释放到细胞外，同时细胞内 ATP 的合

成受到抑制。 
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