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55摘5要!5通过对自来水厂砂滤出水添加磺胺嘧啶和环丙沙星的方法!研究了不同微污染物对

管网出水自由悬浮的微生物包括致病菌再生长的影响% 首先通过定量678分析发现!微污染物的

存在降低了分枝杆菌属&军团菌属&嗜肺军团菌和铜绿假单胞菌的含量% 但是!总细菌 $39 :8;<&

棘阿米巴变形虫&哈氏虫和鸟分枝杆菌含量增加!尤其是复合污染条件下这些微生物的增加更明

显% 另外!通过对不同管网出水微生物分泌的胞外多聚物"=69$以及抗药基因进行分析发现!=69

中多糖和蛋白质及外排泵基因>?@<&整合子基因 ABC$ 和抗磺胺嘧啶基因 /DE$&/DE4&/DE* 是导致微

生物增加的主要原因% 因此!为了更好地控制管网水质!应进一步采取有效措施去除水源水中的微

污染物%
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55目前&国内外在水库$河流水体中均发现了
!

.+

a或 B.+a级的磺胺类和氟喹诺酮类等微量污染

物($)

* 这些微量污染物经过自来水厂不同工艺处

理后在出厂水和龙头水中仍然被检测到 B.+a的含

量(4 H*)

* 有研究已经证实传统工艺像混凝$沉淀对

微污染物的去除率非常低&而砂滤有一定的去除效

果&但主要是加氯消毒过程中氯的氧化作用&该氧化

反应能去除 '%b以上的微污染物(*)

&并且产物主要

是这些微污染物的氯化产物(2)

* 这些微污染物进

入管网后&会引起微生物尤其是致病菌的再生长繁

殖* 即使在管网中维持一定浓度的消毒剂&仍存在

管网出水微生物含量增加的现象* 微污染物的存

在&使得水体微生物产生了抗药基因())

&并影响微

生物分泌的胞外多聚物"=69#的组成(3 HI)

&从而影

响微生物的再生长繁殖*

近年来&管网水的微生物安全性受到越来越多

的关注* 目前&微污染物对微生物的再生长繁殖&尤

其是管网末端龙头水中一些条件致病菌的再生长繁

殖的影响研究较少&也缺乏相应的标准* 鉴于水厂

出水经过管网输配以后可能出现的污染及致病菌问

题&对现有给水管网的水质进行预测评估是非常必

要的* 为此采用模拟管网通过研究不同微污染物存

在条件下管网长期运行达到稳定状态后的微生物再

生长情况&探究微生物包括致病菌的再生长机理&为

实际管网运行过程中致病菌的控制提供理论指导*

!"

实验材料与方法

!#!"实验装置

采用 2 个 $&4 a烧杯进行管网模拟实验&每个

烧杯里固定 $% 根铸铁片"(% >>c$) >>c) >>#&

铸铁片的7$"$9A$6$9$[?$7D$]B$LB 质量分数分

别为 *&4)b$ $&3*b$ 4&4*b$ %&%(b$ %&$%b$

'%&2(b$%&I3b$%&I4b和 %&I)b&为更快地形成

腐蚀产物&铸铁片与水接触的一面没有进行防腐处

理&其他面用环氧树脂进行处理* 该实验前 2 个模

拟管网已平行运行 * 年&铸铁片已形成稳定的腐蚀

产物及生物膜&腐蚀产物以
"

H[?""V和 [?

*

"

2

为

主&与目前实际使用数年的铸铁管网腐蚀产物一

致(()

* 以北方某水厂砂滤出水为实验用水&取 $ a

水加入 $ >.+a氯进行消毒 4 O&然后加入 $ 号模拟

管网&标记为原水管网* 另外&在任意 $ a"共 * a#

水中分别加入 4

!

.+a的磺胺嘧啶$4

!

.+a的环丙

沙星$$

!

.+a磺胺嘧啶和 $

!

.+a环丙沙星的复合

污染物&混合 %&) O 后各加入 $ >.+a氯进行消毒 4

O&再分别倒入 4$* 和 2 号模拟管网&分别标记为磺

胺嘧啶管网$环丙沙星管网和复合污染管网* 为防

止光照和空气污染导致微生物生长条件发生变化&

整个实验过程中模拟管网都用锡箔纸进行覆盖和密

闭处理&从而更好地模拟给水管道的密闭黑暗环境*

2 个模拟管网运行 2( O 后进行换水&模拟实际管网

长时间停留状态下微污染物对管网水中抗药基因以

及条件致病菌再生长的影响* 根据笔者以前的研

究(2)

&实验连续运行 ( 个月以后管网生物膜及管网

出水水质达到相对稳定的状态&此时对 2 种模拟管

网出水进行采样分析&以揭示微污染物对管网中微

生物再生长的影响机制*

!#$"原水水质

原水 0V值为 (&% d%&4&溶解性有机物"!"7#

浓度为"$&(I d%&4)# >.+a&碱度"以 7N7"

*

计#为

"$$) d)&%# >.+a& 9"

4 H

2

$7E

H

$;"

H

*

浓度分别为

"2( d4&$#$"$I d$&(#$"*&3 d%&*# >.+a*

!#%"实验方法

微污染物检测采用高效液相色谱与质谱联用

"V6a7H]9+]9#方法* 采用 MNC?:/<STDAC\G6a7

e=V7$( 色谱柱"$%% >>c4&$ >>c$&I >>#%流

动相为乙腈"<#和 %&$b甲酸水"e#&流速为 %&*

>a+>AB%梯度洗脱&即 % f%&4) >AB 为 $%b的 <&

%&4) f4 >AB 为 *)b的 <&4 f2 >AB 为 )%b的 <&

2 f3&) >AB 为 ')b的 <&3&) f( >AB 为 $%b的 <%

柱温为 2% g%样品室温度为 $% g%进样量为 )

!

a*

质谱采用电喷雾离子源正离子模式"=9#

h

#进行检

测&离子源温度为 $)% g&脱溶剂温度为 2%% g&脱

溶剂气流速为 (%% a+O&毛细管电压为 *&) ^ &̀碰撞

气体为高纯氩气*

!;<的提取和检测!分别取 $ a各模拟管网出

水经 $&4

!

>聚碳酸酯滤膜抽滤后的水样&再经

%&44

!

>聚碳酸酯滤膜过滤收集&加入 2%

!

>UE+a

的叠氮溴化丙啶 6]<&目的是去除颗粒物影响&收

集自由悬浮的微生物的 !;<* 收集的水体中自由

'3$'
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悬浮的微生物利用[N/C!;</0AB ^ACXU:/UAE试剂盒

进行基因组!;<抽提* 采用试剂盒对水样!;<提

取后每个样品最后形成 $%%

!

a的!;<溶液&用!;<

浓度测定仪";!H$%%%&;NBU!:U0&G9<#测其浓度

均维持在 *% B.+

!

a以上&满足定量 678测试要求*

另外每个模拟管网的出水!;<提取均重复 * 次&所

有 !;<样品均于 H4$ g保存备用* 完成基因组

!;<抽提后&利用荧光定量678仪检测 $39 :8;<$

条件致病菌和抗药基因含量*

胞外多聚物"=69#的提取!将 $ a的模拟管网

水样依次经 $&4$%&44

!

>膜抽滤后&用 *) >a的无

菌磷酸盐缓冲溶液 6e9 冲洗滤膜于无菌离心管中%

对离心管进行超声"3% M#4 >AB%放入台式高速冷

冻离心机&在 2 g$离心力为 4 %%%2下离心 $) >AB%

将离心管放入 I% g恒温搅拌器中 ) >AB&取出涡旋

$ >AB&再次离心"2 %%%2#$% >AB%放入 I% g恒温搅

拌器中水浴 $ O&再次离心"( %%%2#4% >AB*

=69中多糖采用硫酸 H苯酚法进行测定(')

&蛋

白质采用[UEAB H酚试剂法"aUQ:\法#进行测定(')

*

应用傅里叶变换红外光光谱仪对 =69 进行表

征* 取一定量水样在低温下烘干至 $% >a&然后进

行冷冻干燥* 称取冷冻干燥后的粉末与烘干后的溴

化钾"色谱纯#按一定比例混合研磨均匀后压片检

测* 将所得数据用 ":A.AB 软件处理后参照相关文

献($%)确定各谱峰所对应的官能团*

三维荧光光谱采用 <.AE?BC荧光分光光度仪测

定&使用 $)% M氙弧灯为激发光源&扫描速度为

$ 4%% B>+>AB*

$"

结果与讨论

$#!"不同微污染物在模拟管网中的变化

通过高效液相色谱与质谱定量分析&在水中分

别添加 4

!

.+a和 $

!

.+a磺胺嘧啶后&由于与氯进

行反应&管网进水的磺胺嘧啶浓度分别降低为 $%&I

B.+a和 )&4 B.+a&在管网中停留 2( O后管网出水检

测不到磺胺嘧啶存在%而在水中分别添加 4

!

.+a和

$

!

.+a环丙沙星后&由于与氯的反应&管网进出水

中均检测不到环丙沙星的存在&进入管网的主要是

环丙沙星的氯化产物*

另外&由于在砂滤出水中加入的磺胺嘧啶和环

丙沙星的浓度非常低"

!

.+a级别#&而 !"7浓度达

到了 $&(I >.+a&因此加入 $ >.+a氯后其主要还是

起消毒作用&另外就是与天然有机物进行反应&痕量

微污染物的加入对该过程影响不大&因此 2 个模拟

管网的进水氯浓度基本都维持在 %&) >.+a左右&没

有明显差别* 另外与氯反应后磺胺嘧啶浓度变为

B.+a级别&而环丙沙星消失&其进入管网后对氯的

影响更小&因此 2 个模拟管网运行 2( O 后出水氯浓

度基本维持在 %&%) >.+a左右&满足水质标准要求&

不存在不达标现象* 2 个模拟管网进出水氯浓度变

化不大&因此管网出水中微生物的变化主要由微污

染物的加入导致*

$#$"微污染物对不同微生物再生长的影响

自由悬浮的总细菌 $39 :8;<在原水管网$磺

胺嘧啶管网$环丙沙星管网和复合污染管网出水中

的基因拷贝数如图 $ 所示* 在 2 个模拟管网中基因

拷贝数的对数依次为 )&(*$3&%4$)&'3 和 3&$4* 结

果表明&微污染物的加入使得管网出水中自由悬浮

的总细菌含量增加&且磺胺嘧啶比环丙沙星的影响

更明显&而复合污染物的存在使得总细菌增加最多*

!
"

#
$
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&

'
%

!

"

#

$
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图 !"不同管网出水中总细菌及条件致病菌含量

[A.&$5<>UDBC/UX$39 :8;<NBY U00U:CDBA/CAS0NCOU.?B/

AB ?XXED?BCUXYAXX?:?BC0A0?EAB?/

另外&对军团菌属 C.2+%).&&0 /00&"a?.#$嗜肺军

团菌 C.2+%).&&0 D).3-%D$+&0 " a0 #$ 分枝杆菌属

A7#%B0#/.,+3- /00& " ]\SU#$ 鸟 分 枝 杆 菌

A7#%B0#/.,+3- 0*+3- " ]N# 和 铜 绿 假 单 胞 菌

E6.31%-%)060.,32+)%60"6/#) 种致病菌和棘阿米巴

变形虫<#0)/$0-%.B0 /00&"<S#$哈氏虫F0,/-0).&&0

*.,-+'%,-+6"VZ#4 种变形虫进行了定量分析* 从图

$ 可以看出&由于磺胺嘧啶和环丙沙星属于抗生素&

对一些致病微生物具有灭活作用&因而管网出水自

由悬浮的军团菌属$嗜肺军团菌$分支杆菌属和铜绿

假单胞菌的含量在加入微污染物后均降低* 但是&

微污染物的加入却使得两种变形虫和鸟分枝杆菌含

量明显增加&特别是在复合污染管网出水中其基因

拷贝数的对数分别增加到 *&('$$&I4 和 $&43* 该

'I$'
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结果说明微污染物特别是复合污染条件下其对变形

虫没有致死作用&而且有文献报道($$ H$4)一些条件致

病菌比如鸟分枝杆菌容易与变形虫结合在一起进行

生长&一旦形成这种条件&这些致病菌就容易对抗生

素类物质产生抗性*

$#%"胞外多聚物分析

$#%#!"=69的三维荧光表征

根据文献报道($* H$2)

&三维荧光光谱通常分为 )

个区&分别对应类酪氨酸"$ 区&

!

=@

i4)% B>&

!

=>

i

**% B>#$类色氨酸"4 区&

!

=@

i4)% B>&**% B>i

!

=>

i*(% B>#$类富里酸"* 区&

!

=@

i4)% B>&

!

=>

j

*(% B>#$类微生物代谢产物"2 区&4)% B>i

!

=@

i

4(% B>&

!

=>

i*(% B>#和类腐殖酸") 区&

!

=@

j4(%

B>&

!

=>

j*(% B>#等物质* 对 =69 的三维荧光光

谱测定结果显示&在原水中添加磺胺嘧啶和环丙沙

星后管网出水的=69 含量明显增加&且复合污染条

件下微生物分泌的=69含量最高*

由定量分析结果"见表 $#可知&在复合污染条

件下微生物分泌的 =69 中类络氨酸$类色氨酸$类

富里酸$类微生物代谢产物和类腐殖酸的含量分别

为*&4' c$%

)

$(&($ c$%

)

$I&$% c$%

)

$2&*2 c$%

)

$

2&'4 c$%

)

<G'B>

4

* 与其他三个管网相比&复合污

染管网出水中微生物分泌的 =69 含量最高&特别是

类色氨酸和类富里酸类物质&这可能与复合污染条

件下管网出水中总细菌 $39 :8;<和棘阿米巴变形

虫$哈氏虫以及鸟分枝杆菌含量增加有关*

表 !"不同管网出水 &'(的三维荧光标准化体积值

FNP&$5;U:>NEA-?Y ==]ZUED>?/UX=69 AB ?XXED?BCUX

YAXX?:?BC0A0?EAB?/ $%

)

<G'B>

4

项5目
类酪

氨酸

类色

氨酸

类富

里酸

类微生物代

谢产物

类腐

殖酸

原水管网 4&)$ 2&43 2&I( *&$$ 2&$$

磺胺嘧啶 *&4( 3&%* 3&)$ 2&%$ )&$3

环丙沙星 4&3* 3&)I )&3) *&I* 2&*(

复合污染 *&4' (&($ I&$% 2&*2 2&'4

$#%#$"=69的红外表征

原水管网$磺胺嘧啶管网$环丙沙星管网和复合

污染管网出水的 =69 红外光谱如图 4 所示* 在波

数为 $ %3( S>

H$和 $ $)% S>

H$处有明显的波峰&前

者为+"V基团&后者为 7+"+7基团&均为多糖

官能团* 在两波数处&峰值从小到大依次为原水管

网$环丙沙星管网$磺胺嘧啶管网$复合污染管网* 2

种管网的峰值表明&复合污染管网中的多糖含量最

高&其次为磺胺嘧啶管网和环丙沙星管网&原水管网

中的含量最低* 在波数为 )*%$(I% 和 '3% S>

H$处也

有明显的波峰&分别为 7k"基团$氨基$6+"+7

基团&均为蛋白质官能团* 在 * 个波数处&峰值从小

到大依次为原水管网$环丙沙星管网$磺胺嘧啶管

网$复合污染管网&即复合污染管网中的蛋白质含量

最高&磺胺嘧啶管网和环丙沙星管网次之&而原水管

网中的蛋白质含量最低*
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图 $"不同管网出水中 &'(的傅里叶变换红外光谱

[A.&45[UD:A?:C:NB/XU:>ABX:N:?Y /0?SC:U/SU0\UX=69 AB

?XXED?BCUXYAXX?:?BC0A0?EAB?/

$#%#%"=69中多糖和蛋白质的含量

微生物分泌的=69 中主要为多糖和蛋白质&采

用分光光度计对其含量进行了定量分析&结果见图

** 原水管网$磺胺嘧啶管网$环丙沙星管网以及复

合污染管网出水中的多糖含量依次为 $ $%%$$ *')$

$ $4% 和 $ I)%

!

.+a&即添加单一抗生素的磺胺嘧啶

管网出水和环丙沙星管网出水中的多糖含量有一定

幅度的增加&复合污染管网出水中的多糖含量增加

最明显* 不同管网出水中的多糖含量与出水总细菌

$39 :8;<和棘阿米巴变形虫变化一致&而复合污染

条件下多糖含量最高&与总细菌 $39 :8;<$棘阿米

巴变形虫$哈氏虫和鸟分枝杆菌最多一致*

!
"

#
$

!

!

!
"

"

#

$
%

#

& '((

% )((

% *''

% +''

% &''

% '''

)''

*''

+''

&''

'

%&'(

%)

%*

%+

%&

%'

)

*

+

&

'

)*+, -./0 1234

5
6

7
8

$

,

!

!
"

"

-

$
%

#

!"

567

图 %"不同管网出水中的多糖和蛋白质含量

[A.&*57UBC?BC/UX0UE\/NSSON:AY?NBY 0:UC?AB AB ?XXED?BC

UXYAXX?:?BC0A0?EAB?/

另外从图 * 还可以看出&加入磺胺嘧啶或环丙

'($'
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沙星后其出水蛋白质含量变化不大&但是复合污染

管网出水中的蛋白质含量升高为 $)&(

!

.+a&其值

最大* 这与复合污染条件下总细菌及一些变形虫和

条件致病菌的增加有关*

通过以上分析可知&微生物分泌的 =69 及其多

糖和蛋白质含量与管网出水总细菌和条件致病菌含

量变化密切相关* 磺胺嘧啶和环丙沙星加入原水后

可以诱发微生物分泌更多的 =69&从而保护微生物

免受消毒剂的影响&因而管网出水中虽然部分条件

致病菌含量降低&但是总细菌和一些条件致病菌含

量增加* 而复合污染条件下由于分泌的 =69 最多&

其多糖和蛋白质含量也最高&因而保护作用更强&出

水总细菌数量最高*

$#)"模拟管网出水中抗药基因的变化

通过定量678对不同管网出水自由悬浮的微

生物中 ) 种抗药基因的基因拷贝数进行了定量分

析&结果如图 2 所示* 实验过程中对抗环丙沙星类

的抗药基因 TB:<$TB:e和 TB:9 进行了检测&均处于

检测限以下* 外排泵基因 >?@<在原水管网$磺胺

嘧啶管网$环丙沙星管网和复合污染管网出水中基

因拷贝数的对数依次为$&I)$$&I3$$&(* 和 $&'%*

许多细菌可以通过外排泵系统将进入胞内的抗菌药

物泵出胞外&从而使菌体内药物浓度降低而形成耐

药性* 环丙沙星的加入比磺胺嘧啶更容易增加管网

出水中>?@<的含量&但是两种污染物构成的复合

污染条件更能够增加>?@<的含量*
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图 )"不同管网出水中抗药基因的含量

[A.&25<>UDBC/UXNBCAPAUCAS:?/A/CNBS?.?B?/AB ?XXED?BC

UXYAXX?:?BC0A0?EAB?/

2 种管网出水自由悬浮的微生物中整合子基因

ABC$ 的拷贝数对数依次为 $&)*$$&I$$$&34 和 4&%)*

整合子是一种运动性的!;<分子&具有独特结构且

可捕获和整合外源性基因&使之转变为功能性基因

的表达单位* 它通过转座子或接合性质粒&使多重

耐药基因在细菌中进行水平传播* 另外&其他 * 种

抗磺胺嘧啶的功能基因 /DE$$/DE4 和 /DE* 表现出与

ABC$ 相同的变化趋势* 因此&这四种基因主要受磺

胺嘧啶的影响&但是复合污染更容易增加这四种抗

药基因含量*

通过回归分析可知&哈氏虫与外排泵基因>?@<

呈正相关"Dk%&''*#%总细菌 $39 :8;<与抗磺胺

嘧啶基因/DE*"Dk%&')I#呈正相关%棘阿米巴变形

虫与整合子基因 ABC$"Dk%&')$#$抗磺胺嘧啶基因

/DE4"Dk%&''3#和 /DE*"Dk%&'3*#呈正相关* 因

此&微污染物环丙沙星和磺胺嘧啶的加入虽然由于

其具有一定的杀菌性&使得部分致病菌数量降低&但

是其也能够增加抗药基因的含量&从而使总细菌及

一些致病菌数量增加* 这是一个需要进一步研究并

加以控制的问题*

%"

结论

#

5磺胺嘧啶和环丙沙星的加入明显降低了管

网出水中自由悬浮的军团菌属$分枝杆菌属$嗜肺军

团菌和铜绿假单胞菌的含量* 但是&自由悬浮的总

细菌$鸟分枝杆菌$棘阿米巴变形虫和哈氏虫的含量

增加&尤其是复合污染条件下这些微生物增加明显*

$

5微生物分泌的胞外多聚物中多糖和蛋白质

能够保护微生物免受磺胺嘧啶和环丙沙星的影响&

是导致微生物含量增加的主要因素*

%

5磺胺嘧啶和环丙沙星的加入明显增加了管

网出水自由悬浮的微生物的抗药基因含量&特别是

复合污染条件下抗药基因增加最多&这是导致总细

菌和部分致病菌增加的又一因素*

因此&微量污染物的存在导致了致病菌再生长

繁殖&以及水体中抗药基因的增加&明显影响了管网

水质* 以后需要进一步研究对水源水中微量污染物

的控制措施&以便于更好地确保管网水质*
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