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摘　 要： 饮用水生物稳定性评价对保障水质安全具有重要意义．本文概述了饮用水水质生物稳定性主要评价指标及其传统、新
兴测定方法，并对比了不同评价手段的优缺点．传统的水质生物稳定性评价方法操作繁琐、周期长、再现性差，难以准确地反映水

质稳定性．流式细胞术与分子生物学技术的应用促进了水质生物稳定性评价方法的发展．基于流式细胞术改进的 ＡＯＣ、ＴＣＣ、ＡＴＰ
评价方法不仅操作简单、快速准确，而且较为经济，有望在水质监测和工程应用中推广．ＤＧＧＥ 和焦磷酸测序等新兴分子生物学评

价手段可以深入了解水处理及管网输配过程水环境中微生物组成变化，为从根本上探究水质生物稳定性指明了方向．
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　 　 水质生物稳定性关系到饮用水水质安全．在给

水管网系统中，不受控制的生物再生过程会导致水

质恶化，卫生指标超标、口感不佳，还会导致过滤器

堵塞、管道生物腐蚀等［１］ ．出厂水水质若不稳定还会

为致病菌增殖提供相对丰富的微环境，恶化管网水

质，危害人体健康［２］ ．因此，提高饮用水水质的生物

稳定性、控制微生物再繁殖具有重要意义．
传统的饮用水水质生物稳定性评价方法主要集

中于评价水体的微生物生长潜能．现行饮用水水质

标准对生物稳定性方面提出更严格的要求，同时，新
兴分析方法尤其是分子生物学方面分析技术的崛起

促进了生物稳定性评价方法的发展．本文针对生物

稳定性评价方法进行了综述与分析，包括生物稳定

性评价指标及传统评价方法、基于流式细胞术改进

的新兴评价方法、变性梯度凝胶电泳和焦磷酸测序

等新兴分子生物学评价方法．从测定原理及应用实

例等方面归纳总结了不同评价方法的优缺点以及今

后的发展趋势．

１　 生物稳定性评价指标及其传统评价方法

目前，国内外用于评价饮用水水质生物稳定性
的指标主要有基于培养法的异养菌平板计数

（ｈｅｔｅｒｏｔｒｏｐｈｉｃ ｐｌａｔｅ ｃｏｕｎｔｓ， ＨＰＣ）、可生物降解有机

碳（ｂｉｏｄｅｇｒａｄａｂｌｅ ｄｉｓｓｏｌｖｅｄ ｏｒｇａｎｉｃ ｃａｒｂｏｎ， ＢＤＯＣ）、
可生 物 同 化 有 机 碳 （ ａｓｓｉｍｉｌａｂｌｅ ｏｒｇａｎｉｃ ｃａｒｂｏｎ，
ＡＯＣ）， 不 依 赖 培 养 的 总 细 胞 浓 度 （ ｔｏｔａｌ ｃｅｌｌ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ， ＴＣＣ） 和三磷酸腺苷计数 （ ａｄｅｎｏｓｉｎｅ
ｔｒｉ⁃ｐｈｏｓｐｈａｔｅ， ＡＴＰ）等．



１．１　 异养菌平板计数

异养菌平板计数（ＨＰＣ）是指在特定条件下培

养细菌，利用显微镜观察细菌数来评价水体的微生

物生长潜能．ＨＰＣ 作为微生物参数来评估和监测饮

用水水质已有 １００ 余年的历史，目前仍是国际上评

价水质微生物量的标准方法［３－５］ ．
传统的 ＨＰＣ 测定采用倾倒接种法，以平板计数

琼脂（ｐｌａｔｅ ｃｏｕｎｔ ａｇａｒ， ＰＣＡ）为培养基，培养接种细

菌并观察细菌生长数量．该方法技术稳定，但 ＰＣＡ
具有选择性，不能检出产色素菌，而且倾倒法存在热

冲击、转种培养不便等缺点［６］ ．改进后的 Ｒ２Ａ 培养

基营养成分较 ＰＣＡ 丰富且含量低，适合产色素菌生

长，还能够促进受损细菌的恢复性再生长、提高饮用

水中细菌总数检出率，已成功用于检测饮用水水样、
管道内壁生物膜、污损反渗透膜内的异养菌数量［７］ ．
滤膜计数法以 ｍ－ＳＰＣ 为培养基，可大大提高接种

量，特别适用于分析低浊度水样，但检测结果受滤膜

质量等因素影响［８］ ．
然而，越来越多的研究指出，ＨＰＣ 方法检测所

得的微生物量只占实际微生物量的一小部分，难以

准确反映水体中微生物量的变化［９－１２］ ．这是因为天

然水环境中的大多数微生物不能用平板法进行培

养，而且水体中还可能存在大量的自养菌．此外，
ＨＰＣ 方法的分析结果受培养基的种类、培养时间、
培养温度影响较大．但 ＨＰＣ 方法操作简单，检测成

本低，且已被广泛接受，因此，仍被广泛用于饮用水

水质微生物风险评估［１２］ ．
１．２　 可生物降解有机碳

可生物降解有机碳（ＢＤＯＣ）是溶解性有机碳

（ｄｉｓｓｏｌｖｅｄ ｏｒｇａｎｉｃ ｃａｒｂｏｎ， ＤＯＣ）的一部分，指水体

中能被异养菌代谢和利用的溶解性有机碳，是 ２０ 世

纪末评估水质生物稳定性的主要指标之一［１３］ ．
ＢＤＯＣ 的测定方法由 Ｓｅｒｖａｉｓ 等［１４］发明，将待测水样

经 ２ mｍ 的滤膜过滤去除水样中微生物后接种一定

量同源细菌，在恒温条件下培养并测定培养前后

ＤＯＣ 的差值．
Ｓｅｒｖａｉｓ 等［１５］ 认为当出厂水 ＢＤＯＣ≤０．１６ ｍｇ ／ Ｌ

时，即使管网中没有消毒剂残余也会保证其水质生

物稳定性． Ｖｏｌｋ 等［１６］ 认为水温分别在 ２０ 和 １５ ℃
时，对应的 ＢＤＯＣ 值不高于 ０．１５ 和 ０．３ ｍｇ ／ Ｌ 时，都
能保证水质生物稳定性． ｖａｎ ｄｅｒ Ｋｏｏｉｊ 等［１７］ 却认为

ＢＤＯＣ 指标不能用于预测管网水的微生物再繁殖水

平，因为 ＢＤＯＣ 参数与异养菌计数参数几乎没有相

关性．Ｋａｐｌａｎ 等［１８］ 认为 ＢＤＯＣ 侧重于预测出厂水需

氯量及消毒副产物的潜在生成量，可生物同化有机

碳（ＡＯＣ）更能够评价微生物的再生水平．

事实上，ＢＤＯＣ 的检测方法限制了其作为生物

稳定性评价指标的应用． ＢＤＯＣ 的检出限由总有机

碳分析仪决定，其测得的初始总有机碳（ｔｏｔａｌ ｏｒｇａｎｉｃ
ｃａｒｂｏｎ， ＴＯＣ） 值和最终 ＴＯＣ 值非常相近， 使得

ＢＤＯＣ 的检出限偏高（０．１ ～ ０．２ ｍｇ ／ Ｌ），远低于 ＡＯＣ
的测定精度［１９］ ．另外，ＢＤＯＣ 最终矿化成 ＣＯ２或同化

成生物碳，因此，只有部分 ＢＤＯＣ 用于微生物再繁

殖．目前，ＢＤＯＣ 主要用来预测和衡量水处理单元特

别是生物处理单元对有机物的去除效率，以及预测

出厂水需氯量和消毒副产物的潜在生成量．
１．３　 可生物同化有机碳

可生物同化有机碳（ＡＯＣ）是指溶解性有机碳

中能被微生物同化成自身菌体的部分，代表了最容

易被生物降解的有机碳［２０］，是近 ２０ 年来国内外评

价饮用水水质生物稳定性的主要指标之一． ｖａｎ ｄｅｒ
Ｋｏｏｉｊ 等［１７］ 发现出厂水 ＡＯＣ 浓度与管网中的异养

菌数有很大的相关性，最先提出以 ＡＯＣ 作为水质生

物稳定性评价指标，并得到一个指导性的结论：当
ＡＯＣ 质量浓度低于 １０ μｇ ／ Ｌ 乙酸碳时，异养细菌几

乎不 能 生 长， 饮 用 水 水 质 生 物 稳 定 性 良 好．
ＬｅＣｈｅｖａｌｌｉｅｒ 等［２１］ 认 为 在 余 氯 质 量 浓 度 大 于

０．５ ｍｇ ／ Ｌ或者氯胺质量浓度大于 １ ｍｇ ／ Ｌ 的管网系

统中，当 ＡＯＣ 质量浓度低于 ５０ ～ １００ μｇ ／ Ｌ 时，大肠

杆菌的生长受到限制．
最早的 ＡＯＣ 测定方法由 ｖａｎ ｄｅｒ Ｋｏｏｉｊ 提出，即

在巴氏灭菌后的待测水样中接种 ５０～５００ ｃｆｕ ／ ｍＬ 荧

光假单胞菌 Ｐ１７，于 １５ ℃恒温培养期间通过平板计

数获得培养的细菌数，再根据生长因子换算成乙酸

碳浓度［２２－ ２３］ ．之后， Ｋｏｏｉｊ 又增加一种可利用草酸的

螺旋菌 ＮＯＸ 作为测试菌种，将 ＡＯＣ 的测定精度提

高到微克级，但 Ｋｏｏｉｊ 的测定方法操作复杂、实验周

期长．ＬｅＣｈｅｖａｌｌｉｅｒ 等［２４］将培养温度提高到 ２５ ℃，接
种浓度增加至 １０４ ｃｆｕ ／ ｍＬ，两种测试菌在培养 ２ ～
３ ｄ后达到稳定期，改进后的培养方法大大地缩短了

培养时间，在 ＡＯＣ 测定中被广泛采用．
但是，近年来有学者质疑 ＡＯＣ 作为评价生物稳

定性指标的客观性．研究表明，每消耗 １０ μｇ ／ Ｌ 的有

机碳，会导致每毫升水体中 １０４ ～ １０５ 个细菌生

长［１０，２５－２６］ ．即当 ＡＯＣ 浓度低于检出限时，仍然可能

有大量的微生物增长．且 ＡＯＣ 只是被异养菌消耗，
当水体中由于自养菌（如一些反硝化细菌和大多数

氨氧化细菌）的繁殖而引起水质生物稳定性失衡

时，ＡＯＣ 指标便失去指导意义［２７］ ．事实上，ＡＯＣ 依然

是控制及优化某些特定水处理过程的有效评价参

数，同时也是出厂水进入管网前的主要评价指标．
Ｌａｕｔｅｎｓｃｈｌａｇｅｒ 等［２７］ 认为将 ＡＯＣ 与总细胞浓度
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（ＴＣＣ）、三磷酸腺苷（ＡＴＰ）等评价指标结合，多参数

评价水质生物稳定性，在保证水质安全和稳定方面

更具指导意义．
１．４　 其他综合评价指标

总细胞浓度（ＴＣＣ）指单位体积水体中存在的细

菌数量，是表征微生物数量的直接参数，通过细菌直

接计数测得．与表征可培养细菌总数的 ＨＰＣ 相比，
ＴＣＣ 还包括了“活的不可培养”的细菌数，因而能更

为全面地评价水体中的微生物水平．早期 ＴＣＣ 的测

定主要借助显微镜来进行细胞观察计数，随后落射

荧光显微术的日趋成熟推动了细菌直接计数技术的

发展，但仍存在仪器操作、显微镜使用复杂，多种染

色程序、数字图像分析耗时等缺点［２８］，限制了 ＴＣＣ
作为生物稳定性评价指标的大规模应用．

三磷酸腺苷（ＡＴＰ）是微生物细胞的“能量货

币”，存在于所有活细胞中．研究表明，水中 ＡＴＰ 含

量与活细胞数量呈正相关关系，通过测定 ＡＴＰ 含量

可间接反映水环境中的活性生物量［２９］ ．ＡＴＰ 计数法

即利用生物发光技术来测定微生物中的 ＡＴＰ 量，测
试原理是在待测水样中加入一定比例的细胞裂解

液，细胞裂解后释放出 ＡＴＰ，在酶、氧气、ＡＴＰ 的参

与下发生酶促反应，放出光子并产生固定波长的荧

光，再利用荧光检测仪检测荧光信号获得相对光单

位（ｒｅｌａｔｉｖｅ ｌｉｇｈｔ ｕｎｉｔｓ，ＲＬＵ）数值．利用已知的 ＡＴＰ
校准曲线即可将 ＲＬＵ 值转换成 ＡＴＰ 浓度．该方法不

需要生物培养过程，检测快、操作简便、成本较

低［３０］，而且可以检测水样中不能培养的微生物，相
较于 ＨＰＣ 法具有明显的优势．但由于测得的 ＡＴＰ 浓

度难以直观地表达活菌数，需要通过转换因子———
单位细胞的 ＡＴＰ 量（ＡＴＰ⁃ｐｅｒ⁃ｃｅｌｌ）或单位细胞体积

的 ＡＴＰ 量（ＡＴＰ⁃ｐｅｒ⁃ｂｉｏｖｏｌｕｍｅ）换算得到待测水体

中的生物量［３１］ ．而转换因子的确定方式复杂且尚存

争议，这使得传统的 ＡＴＰ 计数法在实验研究和常规

检测中受到一定的限制．

２　 基于流式细胞术改进的新兴评价方法

流式细胞术是一种对快速直线流动状态的单列

细胞或生物颗粒进行逐个、多参数、快速地定性、定
量分析或分选的分析方法，具有检测速度快、测量参

数多、采集数据量大、分选纯度高、分析全面、方法灵

活等特点［３２］ ．流式细胞仪（ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｅｒ，ＦＣＭ） 是

以流式细胞术为核心技术发展的分析测试仪器，其
应用于饮用水水质微生物检测使得快速测定水样中

细菌数得以实现，可以用于测定水样总细胞浓度，还
能计数活性细胞和抗体细胞［３３］ ．

流式细胞仪由液流系统、光学系统、信号收集与

转换系统和分析系统组成．图 １ 为 ４ 参数流式细胞

仪的工作原理［３４］ ．如图 １ 所示，染色后的细胞或颗

粒悬浮液进入液流系统，在鞘液的包被下细胞或颗

粒单行排列，依次进入检测区，聚焦激光束垂直照射

样品流，产生散射光和激发荧光，被前向光电二极管

（ｐｈｏｔｏｄｉｏｄｅ， ＰＤ） 和侧向 ９０° 方向的光电倍增管

（ｐｈｏｔｏｍｕｌｔｉｐｌｉｅｒ ｔｕｂｅ， ＰＭＴ）接收．前向光电二极管

获得前散射信号（ｆｏｒｗａｒｄ ｌｉｇｈｔ ｓｃａｔｔｅｒ， ＦＳＣ），侧向光

电倍增管获得侧散射信号（ ｓｉｄｅ ｌｉｇｈｔ ｓｃａｔｔｅｒ， ＳＳＣ）
和荧光信号（ＦＬ１， ＦＬ３ 等）．ＦＳＣ 能够反映细胞或颗

粒的尺寸和折射率，ＳＳＣ 反映细胞内部结构，荧光信

号则反映被标记细胞的生物特异性．测得不同参数

的信号强度可用于区分各样品的亚种群，例如分析

白血球样品时，散射光信号可以用来区分单核细胞、
淋巴细胞和粒性白细胞，再通过荧光信号分析细胞

表面的抗原进一步区分细胞［３４］ ．另外，不同染料与

待测样品中细胞特异性结合后，可获得细胞总数、大
小、活性、ＤＮＡ 含量等信息［９， ３５］ ．该方法测定水中细

菌的检测范围为 １×１０３ ～ ２×１０５ ｃｅｌｌｓ ／ ｍＬ，浓度超过

该范围时对样品进行稀释即可［３６］ ．

染色

液
流
系
统

PMT

PMT

PMT

PD

FL3

FL1

SSC

FSC
光源

计算机

光学系统 信号收集与转换系统 分析系统

图 １　 流式细胞仪基本原理

Ｆｉｇ．１　 Ｂａｓｉｃ ｐｒｉｎｃｉｐｌｅ ｏｆ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｅｒ

　 　 作为一个多功能的测试仪器，流式细胞仪应用

于饮用水水质微生物检测方面具有极大的优势．基
于流式细胞术改进的 ＡＯＣ、ＴＣＣ、ＡＴＰ 评价方法较传

统方法简单快速、准确度更高，受到越来越多研究者

的关注，改进的 ＴＣＣ 测定方法已被瑞士推广为细菌

数检测的标准方法［１２］ ．
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２．１　 基于流式细胞术改进的 ＡＯＣ 评价方法

传统的 ＡＯＣ 测定方法采用平板计数来测量水

样培养前后的微生物量，操作繁琐且耗时较长．
Ｈａｍｍｅｓ 等［３７］提出全新的 ＡＯＣ 测定方法，如图 ２ 所

示，以天然菌作为接种液，在经 ０．２２ μｍ 滤膜过滤后

的水样中培养至稳定期，利用流式细胞仪测定起始

细菌浓度（ ｃｅｌｌ ｃｏｎｃ． １）和培养 ３ ｄ 后的细菌浓度

（ｃｅｌｌ ｃｏｎｃ． ３），两者的差值即为细菌增长量，再通过

统一的转换系数 ｋ 来获得 ＡＯＣ 值．该方法具有明显

的优势，检测时间大大缩短，而且操作简单，不需要

特殊的菌源．

滤膜
接种

培养3d 流式细胞仪测定

cellconc.1

cellconc.3

AOC=(cellconc.3-cellconc.1)?k

图 ２　 基于流式细胞术改进的 ＡＯＣ 测定方法

Ｆｉｇ．２　 Ｉｍｐｒｏｖｅｄ ＡＯＣ ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ

２．２　 基于流式细胞术改进的 ＴＣＣ 评价方法

基于流式细胞术改进的 ＴＣＣ 测定过程如图 ３ 所

示，水样用经 ０．２２ μｍ 滤膜过滤后的依云（Ｅｖｉａｎ）水
稀释，加入 １％的染料（ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｉ），在 ３０ ℃黑暗

环境下培养 １５ ｍｉｎ 左右，再用流式细胞仪测定［３８］ ．

滤后Evian水 黑暗恒温培养

SYBRGreen1

水样 稀释 染色 流式细胞仪测定

图 ３　 基于流式细胞术改进的 ＴＣＣ 测定方法

Ｆｉｇ．３　 Ｉｍｐｒｏｖｅｄ ＴＣＣ ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ

　 　 流式细胞术的引入极大地促进了 ＴＣＣ 作为饮用

水处理和管网系统中水质生物稳定性评价指标的推

广．基于流式细胞术改进的 ＴＣＣ 评价方法具有多方面

的优势［２７， ３８］：１）全面，其检出数据比 ＨＰＣ 高 ２ 个数

量级，而且能检测不能培养的细菌；２）灵敏，ＦＣＭ 能

够准确地检测出 ＴＣＣ 低至 ５％的变化，相当于常规水

源水体 ０．５～５ μｇ ／ Ｌ 的有机碳消耗，且检出限低；３）稳
定，测试结果重现性好；４）省时，与 ＨＰＣ 测定时间至

少需要 ２４ ｈ 相比，流式细胞仪计数仅需 １５ ｍｉｎ．
Ｈａｍｍｅｓ 等［３８］ 以 瑞 士 某 饮 用 水 处 理 厂

Ｏ３－ＧＡＣ－ＵＦ工艺为研究对象，通过对各个工艺进出

水取样检测，比较 ＨＰＣ、ＴＣＣ、ＡＴＰ ３ 个指标用于评价

水处理工艺微生物状况的优劣性，认为基于流式细胞

术改进的 ＴＣＣ 评价方法不仅较大程度地缩短了检测

时间，而且能检测出不能培养的细菌，较 ＨＰＣ、ＡＴＰ

指标具有显著的优势，这与 Ｈｏｅｆｅｌ 和 Ｐｈｅ 等［３９－４０］ 的

研究结果一致．Ｌａｕｔｅｎｓｃｈｌａｇｅｒ 等［２７］ 对瑞士某大型管

网系统中不同停留时间的管网点长期连续取样检测，
利用多参数评价该管网系统水质生物稳定性．结果显

示利用流式细胞仪测得的 ＴＣＣ 数据可靠，不仅能够

指示水质恶化，还可以佐证 ＡＯＣ、ＴＯＣ 及 ＨＰＣ 数据．
Ｓｉｅｂｅｌ 等［４１］对实际给水管网取样，研究了基于流式细

胞术改进方法测得的 ＴＣＣ、ＡＴＰ 及传统的 ＨＰＣ 指标

之间的相关性，发现 ＡＴＰ 和 ＴＣＣ 数据有较好的相关

性，但二者与 ＨＰＣ 的相关性均很弱．Ｌｉｕ 等［４２］ 的类似

研究表明，ＴＣＣ 与 ＡＴＰ 及 ＨＰＣ 之间均没有较好的相

关性，但当 ＡＴＰ 质量浓度大于 ３ ｎｇ ／ Ｌ 时，高核酸细菌

（ＨＮＡ ｂａｃｔｅｒｉａ）的浓度与 ＡＴＰ 存在一定的线性相关

性，这可能是由于 ＴＣＣ 在检测较低浓度的生物量变

化时较 ＡＴＰ 更为灵敏．
ＴＣＣ 直接反映了水体中的微生物总量，对水质

稳定性的评价具有重要意义．一些研究人员认为基

于流式细胞法的 ＴＣＣ 指标将会成为水处理过程及

管网系统中水质的常规监测指标，同时可以作为某

些水处理工艺的设计和优化参数［３８－３９， ４３－４５］ ．然而，由
于 ＴＣＣ 还可能含有失去活性的细菌，不能充分地描

述紫外消毒等工艺的效能．因此，将 ＴＣＣ 与反映活

性生 物 量 的 ＡＴＰ 或 完 整 细 胞 浓 度 （ ｉｎｔａｃｔ ｃｅｌｌ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ， ＩＣＣ）结合起来用于评估水质微生物

状况更具有指导意义［３８，４１］ ．
２．３　 基于流式细胞术改进的 ＡＴＰ 评价方法

流式细胞仪的应用可较为准确且相对简单地确

定 ＡＴＰ 与细菌量的转化系数，克服了 ＡＴＰ 计数法

的限制．水样经碘化丙啶（ＰＩ）染色后可以用 ＦＣＭ 快

速测得完整细胞浓度 ＩＣＣ，从而计算出 ＡＴＰ⁃ｐｅｒ⁃
ｃｅｌｌ，利用 ＦＣＭ ＳＳＣ 数据可以估算微生物细胞体积，
进而求得 ＡＴＰ⁃ｐｅｒ⁃ｂｉｏｖｏｌｕｍｅ［３１］ ．

Ｈａｍｍｅｓ 等［３１］在评价水环境中天然微生物群落

活性时，分别从湖泊、溪流、地下水、管网中取大量水

样，利用基于流式细胞术改进的 ＡＴＰ 评价方法，发现

微生物细胞 ＡＴＰ 浓度与 ＩＣＣ、完整细胞体积浓度相关

性良好，但与 ＨＰＣ 浓度没有相关性．并拟合得出平均

的 ＡＴＰ⁃ｐｅｒ⁃ｃｅｌｌ 为 １．７５×１０－１０ ｎｍｏｌ ／ ｃｅｌｌ，平均的 ＡＴＰ⁃
ｐｅｒ⁃ｃｅｌｌ 为 ２．９５×１０－９ ｎｍｏｌ ／ μｍ３ ．Ｖｅｌｔｅｎ 等［４６］利用基于

流式细胞术改进的 ＡＴＰ 评价方法分析饮用水颗粒活

性炭上的生物相，得到 ＡＴＰ⁃ｐｅｒ⁃ｃｅｌｌ 值为（１．３～４．５）×
１０－１０ ｎｍｏｌ ／ ｃｅｌｌ，与 Ｍａｇｉｃ⁃Ｋｎｅｚｅｖ 等［４７］ 利用传统的落

射荧光显微技术与 ＡＴＰ 计数法结合所测得的颗粒活

性 炭 过 滤 器 中 细 菌 的 ＡＴＰ⁃ｐｅｒ⁃ｃｅｌｌ
（０．４１×１０－１０ ｎｍｏｌ ／ ｃｅｌｌ）数值结果基本一致．

基于流式细胞术改进的 ＡＴＰ 评价方法不仅简化
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了转化系数的确定过程，而且提高了测量精度，解决

了制约 ＡＴＰ 计数法推广的主要难题．但其检出限比较

高，在检测较低浓度的细菌量变化时没有 ＴＣＣ 灵敏；
同时对于低核酸细菌（ ＬＮＡ ｂａｃｔｅｒｉａ），由于其每个细

胞所含的 ＡＴＰ 数量很少，很难用 ＡＴＰ 法检测其增

长［２７，４８］ ．此外，ＡＴＰ 检出浓度还受细胞大小、细胞活

性、细胞生存能力等影响［４９］ ．近年来，ＡＴＰ 计数法评

价指标已开始用于饮用水、地下水、生物滤池、管网生

长环等水环境领域的生物量检测［３１］ ．有研究人员认

为［９， ５０］，基于流式细胞术改进的 ＡＴＰ 评价方法可以

作为饮用水常规监测手段，ＡＴＰ 评价指标可以用于监

测饮用水工艺过程中微生物活性的改变．

３　 基于分子生物学技术的新兴评价方法

测定饮用水处理工艺或管网系统中水体的

ＡＯＣ、ＴＣＣ、ＡＴＰ 等指标能获得微生物生长潜能、细菌

数量、活性等信息从而评价水质变化，但不能分析水

质变化的根本原因．基于分子生物学技术的变性梯度

凝胶 电 泳 （ ｄｅｎａｔｕｒｉｎｇ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，
ＤＧＧＥ）和焦磷酸测序（ｐｙｒｏｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ）等新兴评价方

法可以根据水环境中生物群落的多样性、种属及其丰

度等信息，快速确定水质细菌学变化，并从微生物生

态学角度分析水质变化的根本原因，更深入地评价水

质安全性和生物稳定性．
３．１　 变性梯度凝胶电泳法

变性梯度凝胶电泳（ＤＧＧＥ）可以通过分离 ＤＮＡ
片段来获得微生物群落指纹信息，是目前应用最为

广泛的 ＤＮＡ 指纹技术．其基本原理是长度相同而碱

基组成不同的微生物 ＤＮＡ 序列在线性梯度浓度的

ＤＮＡ 变性剂聚丙烯酰胺凝胶中发生解链，序列不同

的 ＤＮＡ 片段解链行为不同而导致其电泳迁移率不

同［５１］，从而在凝胶上形成一系列电泳条带，条带的

数量对应于微生物群落中优势菌群的数量，条带的

多寡、亮度和位置则可以用来监测微生物群落的改

变，半定量地估计微生物种属丰度．
基 于 聚 合 酶 链 式 反 应 （ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ

ｒｅａｃｔｉｏｎ， ＰＣＲ）扩增技术的 ＤＧＧＥ（ＰＣＲ⁃ＤＧＧＥ）由

于可以通过直接的 ＤＮＡ 提取获得水样中微生物群

落指纹而被广泛应用．测试过程［５２］ 如图 ４ 所示，提
取水样中微生物 ＤＮＡ，得到不同菌群的 ＤＮＡ 混合

物；以该混合物为模板，与具有特异性的 ＤＮＡ 引物

对进行 ＰＣＲ 扩增，得到长度相同而碱基组成不同的

各生物菌群 ＤＮＡ 扩增子；通过 ＤＧＧＥ 技术将 ＤＮＡ
扩增子分开，得到一系列电泳条带，即为待测水样的

微生物群落指纹；将电泳条带割胶纯化，在 ＰＣＲ 扩

增后进行测序，获得微生物具体种属信息［５３］ ．

DNA提取 PCR扩增 DGGE

DNA混合物 DNA扩增子

DGGE

电泳条带 焦磷酸测序

图 ４　 ＰＣＲ⁃ＤＧＧＥ 测定流程示意

Ｆｉｇ．４　 Ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ＰＣＲ⁃ＤＧＧＥ ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ
　 　 ＤＧＧＥ 可以实现多样品同时测定，并快速确定

微生物群落结构变化，深入分析饮用水生物稳定性

的变化及其根本原因． Ｓｅｋａｒ 等［５４］ 利用 ＨＰＣ 和

ＤＧＧＥ 方法对比评价实际管网的水质生物稳定性，
发现 ＤＧＧＥ 更能反映管网水质随水力条件的变化．
ＤＧＧＥ 还可分析饮用水嗅味变化、评价不同给水处

理工艺出水的细菌学水质，并被推荐用于描述和评

价饮用水水质变化［５５－５７］ ．
３．２　 焦磷酸测序

焦磷酸测序（Ｐｙｒｏｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ）方法基于边合成

边测序原理，通过磷酸法产生的光学信号分析获得

碱基信息，最终得到待测水样中微生物的 ＤＮＡ 序

列．与已知 ＤＮＡ 序列库对照，可获得微生物种属及

其丰度信息．其利用 ＤＮＡ 聚合酶、ＡＴＰ 硫酸化酶、荧
光素酶和双磷酸酶的协同作用，将 ＰＣＲ 反应中每一

个碱基的延伸与一次荧光信号的释放偶联起来，通
过记录荧光信号的有无和强度，达到实时测定 ＤＮＡ
序列的目的．

利用焦磷酸测序法检测水环境样本，可以通过

分析群落结构变化来判断水质的生物稳定性，同时

根据优势菌属信息确定引起管网水微生物再生的主

要因素，还能够利用获得的细菌种类及丰度信息来

分析水质恶化的根源，以提出相应的水质优化方案．
Ｄｅｆａｌｏｎｔ 等［５８］利用焦磷酸测序分析管网水体中

微生物的相互关系，发现 ８７．６％的变形虫都负载了

较多数量的潜在病原体分支杆菌．Ｐｉｎｔｏ 等［５９］利用焦

磷酸测序分析水源水质及水处理单元对管网细菌群

落结构的影响，发现快速砂滤对管网水环境细菌的

群落结构起主要作用，可以利用过滤单元的微环境

来控制微生物种类和数量，保证管网水质生物稳定

性．焦磷酸测序还可与 ＤＧＧＥ 指纹技术联合用于评

价饮用水水质生物稳定性．Ｌａｕｔｅｎｓｃｈｌａｇｅｒ 等［２７］利用

ＤＧＧＥ 和焦磷酸测序结合分析实际管网的水质变

化，得出停留时间较长的管网水样水质发生变化的

根本原因是丛毛单胞菌属的增加；同时发现 ＤＧＧＥ
和焦磷酸测序的分析结果与基于流式细胞术改进的

ＴＣＣ 数据可以相互佐证，并认为这两个指标可作为
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评价水质生物稳定性的补充指标．
焦磷酸测序法能够检测丰度＜１％的菌群，可提

供微生物种属及丰度信息，测试结果可靠，同时，其
测试过程快速且操作简单，是目前应用最广泛的第

二代测序平台．近年来，具有更高性价比的 Ｉｌｌｕｍｉｎａ
测序平台受到研究者的关注，并有逐渐替代焦磷酸

测序的潜能［１２，６０］ ．
微生物群落分析专业性强，成本较高，在评价饮

用水水质生物稳定性方面的应用还较少，但是基于

分子生物学技术的新兴生物稳定性评价方法可以深

入地了解水处理过程及管网输配过程水环境中微生

物组成变化，对建立更完善的饮用水生物稳定性评

价指标体系具有重要意义，为从根本上探究水质生

物稳定性指明了方向．

４　 展　 望

传统的水质生物稳定性评价方法检测成本低、
操作简单，为我国相关标准推荐的方法，但其存在准

确性差、分析结果局限等缺点；基于流式细胞术改进

的评价方法检测耗时少，测定结果更为可靠，有望在

水质监测和工程应用中推广．基于分子生物学的评

价方法能够准确获得水环境中微生物群落信息，从
微生物生态学角度分析水质变化的根本原因，但其

仪器及检测成本均较高，目前在水质检测方面应用

还较少．随着 ＤＮＡ 测序成本的逐渐降低以及自动化

程度的提高，高通量测序有望成为水质分析的辅助

工具，为饮用水水质安全提供有力的保障．
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