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紫外/氯消毒技术对金黄色葡萄球菌的灭活作用
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摘 要： 从可培养细菌数、细胞膜完整性和消毒过程中细胞内外DNA数量变化等方面综合探

究了紫外/氯消毒技术对金黄色葡萄球菌的灭活效果及机制。结果表明，当氯投加量为1 mg/L、紫外

剂量为 120 mJ/cm2时，紫外/氯消毒技术可灭活所有可培养的金黄色葡萄球菌（7.28⁃lg CFU/mL），而

单独氯化和单独紫外分别灭活了 5.10⁃lg和 6.38⁃lg CFU/mL 的金黄色葡萄球菌。自由基淬灭实验表

明，紫外/氯消毒技术对金黄色葡萄球菌的灭活增强效果主要是紫外和氯的作用，自由基作用可忽

略。流式细胞仪（FCM）和扫描电子显微镜（SEM）检测结果均证实氯化和紫外/氯消毒技术通过破坏

细胞壁和细胞膜使得细菌失活。此外，紫外/氯消毒技术可有效去除细胞内 DNA（iDNA）和游离质

粒，并且自由基对质粒 DNA 表现出明显的去除效果，同时未引起溶液中细胞外 DNA（eDNA）的数量

增大。综上，紫外/氯消毒技术可以促进金黄色葡萄球菌的灭活，并同时控制细胞内外基因，这为紫

外/氯消毒技术控制水体中的革兰氏阳性菌提供了参考。
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Abstract： This paper investigated the performance and mechanism of UV/chlorine process for 

inactivation of Staphylococcus aureus from the aspects of culturable bacteria number, cell membrane 
integrity and changes in intracellular and extracellular DNA (iDNA/eDNA) numbers during disinfection. 
When the dosages of chlorine and UV were 1 mg/L and 120 mJ/cm2, the UV/chlorine process could 
inactivate all culturable Staphylococcus aureus (7.28⁃lg CFU/mL), while chlorination alone and UV alone 
inactivated 5.10⁃lg CFU/mL and 6.38⁃lg CFU/mL of Staphylococcus aureus, respectively. The free radical 
scavenging test showed that the enhanced inactivation of Staphylococcus aureus by the UV/chlorine 
process was mainly due to the roles of UV and chlorine, and the effects of free radicals could be ignored. 
The results of flow cytometry (FCM) and scanning electron microscopy (SEM) confirmed that chlorination 
and UV/chlorine caused bacterial inactivation through the destruction of cell wall and membrane. In 
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addition, UV/chlorine process could effectively remove iDNA and free plasmid, and free radicals showed 
an obvious plasmid DNA removal ability, while the concentration of eDNA in solution did not increase. In 
conclusion, the UV/chlorine process promoted the inactivation of Staphylococcus aureus and controlled 
both intracellular and extracellular genes, which provided a theoretical basis for UV/chlorine disinfection 
process to control the growth of gram⁃positive bacteria in water.

Key words： UV/chlorine disinfection;    free radical;    Staphylococcus aureus;    intracellular 
DNA;    extracellular DNA

消毒是水处理过程的重要环节，可抑制病原微

生物的繁殖和传播，特别是在新冠肺炎流行期间，

对水体进行消毒可有效预防介水传染病。目前，氯

化消毒和紫外消毒在国内外水厂得到了广泛应用，

但也存在诸多局限。例如，单独氯化无法高效灭活

不动杆菌属和假单胞菌等耐氯细菌［1］，且会诱导细

菌（如大肠杆菌和铜绿假单胞菌）进入活的但不可

培养（VBNC）状态［2］。此外，氯消毒也会导致细胞内

基因泄漏，增加胞外基因水平转移风险［3］。单独紫

外消毒也会诱导 VBNC 状态的细菌［4］，且存在微生

物复活风险。因此，实际水处理过程中，需要采用

更安全的消毒技术以彻底灭活病原微生物。

近些年，紫外/氯消毒技术已被证明能产生强氧

化性的自由基，如羟基自由基（·OH）、氯自由基

（Cl·）、氯氧自由基（ClO·）和二氯阴离子自由基

（Cl2•−）。该技术可以显著促进铜绿假单胞菌、青霉

菌和噬菌体MS2等微生物的灭活［2，5］，具有强化去除

病原微生物的潜力。然而，现阶段对于紫外/氯消毒

的研究主要集中在抗性细菌（ARB）、抗性基因

（ARG）、革兰氏阴性菌［2］、真菌孢子和噬菌体［5］等，

尚缺乏对紫外/氯消毒技术灭活革兰氏阳性菌的

研究。

金黄色葡萄球菌是典型的革兰氏阳性致病菌，

具有较高的环境耐受能力。即使在饮用水系统中，

也会检出携带 mecA基因的耐甲氧西林金黄色葡萄

球菌［6］。因此，不同水体中广泛存在的金黄色葡萄

球菌给水质安全和人体健康造成了严重威胁。

笔者选取金黄色葡萄球菌作为目标生物，从可

培养细菌数、活细菌数、细胞膜损伤程度和消毒过

程中细胞内外DNA数量变化等方面综合评估紫外/
氯消毒技术对革兰氏阳性菌的灭活效果和机制，旨

在为水体中革兰氏阳性菌的控制提供科学依据。

1 材料与方法材料与方法

1. 1　实验试剂

所用到的生化试剂包括：次氯酸（99%）、硫代硫

酸钠（Na2S2O3）、10×PBS、叔丁醇（TBA，99%）、LB 肉

汤、NA 固体培养基。金黄色葡萄球菌从污水中分

离获得。

1. 2　消毒装置与步骤

消毒实验装置采用紫外平行光反应装置［2］，紫

外光辐照强度为 0. 2 mW/cm2，初始氯投加量为 1 
mg/L，细菌初始数目为（1~2）×107  CFU/mL。具体实

验步骤：将配好的反应体系盖上遮光板，放入已提

前预热 30 min的紫外灯下，打开磁力搅拌器使溶液

混合均匀。撤掉遮光板并同时加氯，立刻计时，在

特定时间点取样，水中余氯采用 Na2S2O3进行淬灭。

对于单独紫外组，直接撤掉遮光板计时；对于单独

氯化组，无需打开紫外灯直接加氯计时。自由基淬

灭实验需加入50 mmol/L的TBA，其余步骤不变。

1. 3　分析方法

1. 3. 1　细胞膜通透性检测

采用死/活菌染色试剂盒检测消毒过程中的活

细菌数。SYTO 9 和 PI 分别加入到 200 μL 的样品

中，保证其最终浓度分别为 2 和 20 μmol/L，并保证

染色样品中的细菌数目为 105 cell/mL。染色后黑暗

静置20 min，采用流式细胞仪收集细胞。

1. 3. 2　细胞形貌检测

对样品进行离心富集（5 000 r/min，15 min），随

后加入 2. 5% 戊二醛并于 4 ℃冰箱中固定 12 h。采

用 1×PBS 清洗样品 2 次，依次用 30％、50％、70％、

90％、100％的乙醇对样品进行梯度脱水（4 ℃，10 
min）。脱水样品采用临界蒸发器进行 24 h 干燥。

干燥样品粘在导电胶上进行喷金，采用扫描电子显

微镜（SEM）观察消毒前后细胞形貌的变化。
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1. 3. 3　细胞内外DNA检测

采用 0. 22 μm无菌聚醚砜滤膜对 10 mL样品进

行抽滤，随后用DNA快速提取试剂盒提取截留在膜

上的完整细胞DNA作为细胞内DNA（iDNA）。滤液

经冷冻干燥后，采用DNA纯化试剂盒提纯获得细胞

外DNA（eDNA）。通过实时荧光定量PCR（qPCR）特

异性扩增 nuc 基因来检测 iDNA 和 eDNA 数量的变

化，并通过凝胶电泳实验加以佐证。短扩增片段引

物 为 128F（5'-GCATCACAAACAGATAATGGCGT-
3'）和 128R（5'-ACCGTATCACCATCAATCGCT-3'）；

长扩增片段的引物为 482F（5'-GAAAGGGCAATAC⁃
GCAAAGA-3'）和 482R（5'-TAGCCAAGCCTTGAC⁃
GAACT-3'）。PCR 反应条件：50 ℃，2 min→95 ℃，5 
min（预变性）；进入循环扩增阶段，程序为 95 ℃、15 
s，60 ℃、45 s，循环 45 次，采用仪器自动设置的溶解

曲线程序检验扩增产物的特异性。

2 结果与讨论结果与讨论

2. 1　紫外/氯体系对金黄色葡萄球菌的灭活效果

图 1为紫外、氯化和紫外/氯体系对金黄色葡萄

球菌的灭活效果。可见，紫外/氯消毒技术仅在 10 
min 内（紫外剂量为 120 mJ/cm2）就灭活了所有的可

培养细菌（7. 28⁃lg CFU/mL），而单独紫外和单独氯

化处理 10 min 后使金黄色葡萄球菌的可培养细菌

数目分别减少了 6. 38⁃lg和 5. 10⁃lg CFU/mL，这表明

紫外/氯消毒技术可增强对金黄色葡萄球菌的灭活

效果。采用TBA作为自由基淬灭剂，紫外/氯体系对

金黄色葡萄球菌的灭活未受到明显抑制，表明被淬

灭的自由基（如·OH、Cl·和 ClO·）对金黄色葡萄球

菌的灭活贡献较小。
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图1　紫外、氯化和紫外/氯体系对金黄色葡萄球菌的灭活

效果

Fig.1　Inactivation of S. aureus by UV, chlorine and UV/
chlorine processes

2. 2　紫外/氯体系对细胞膜通透性的影响

采用流式细胞仪测定了紫外、氯化和紫外/氯消

毒过程中金黄色葡萄球菌细胞膜通透性的变化（见

图 2）。结果表明，对比未处理组，单独紫外消毒未

引起细胞膜的通透性发生明显变化，完整细胞数基

本维持在 5. 30⁃lg~5. 65⁃lg cell/mL，可见紫外消毒不

会破坏细菌的细胞膜。

采用氯化和紫外/氯技术处理 10 min后，完整细

胞 数 从 5. 30⁃lg cell/mL 分 别 减 少 到 3. 37⁃lg 和

3. 64⁃lg cell/mL，表明氯化和紫外/氯消毒技术都是

通过破坏细胞膜引起金黄色葡萄球菌失活。相比

单独氯化，紫外/氯消毒技术并没有促进完整细胞数

减少，进一步证实了紫外/氯消毒技术中产生的自由

基对金黄色葡萄球菌的失活没有贡献，主要是紫外

和氯的作用。这与之前报道的铜绿假单胞菌结果

不一致［2］，可能是因为目标生物结构上的差异性导

致的。金黄色葡萄球菌细胞壁较厚，含有较多的肽

聚糖和多糖，对外界不利条件抵抗能力强，也会消

耗更多的HOCl、OCl-和自由基。

2. 3　紫外/氯体系对细胞形貌的改变

为进一步探究消毒机理，采用 SEM对氯化消毒

和紫外/氯消毒过程中金黄色葡萄球菌的形态进行

表征，结果如图 3所示。可知，未经处理的金黄色葡

萄球菌表面光滑，形貌完整且饱满，单独紫外可以

穿透细胞且不会造成细胞膜损伤，然而经过单独氯

化和紫外/氯处理后的金黄色葡萄球菌表面均出现

了破损。不同的是，单独氯攻击后的细胞表面出现

了明显的裂缝，而紫外/氯联合技术处理后的细胞有
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图2　紫外、氯化和紫外/氯体系处理过程中完整细胞数的变化

Fig.2　Change of intact S. aureus cells numbers during 
UV, chlorine and UV/chlorine processes
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明显凹陷。SEM 结果进一步证实了单独氯化和紫

外/氯联合技术可通过破坏金黄色葡萄球菌的细胞

膜使其失活。

2. 4　紫外/氯体系对 iDNA及游离质粒的去除效果

采用 qPCR 技术分别研究了紫外/氯体系对

iDNA和游离质粒的去除效果，结果如图 4所示。由

图 4（a）可知，对于 iDNA，单独氯化无明显去除效

果，30 min 内 iDNA 仅去除了 0. 73⁃lg copies/mL。相

比之下，单独紫外和紫外/氯体系可有效去除 iDNA，

30 min 内分别去除了 1. 34⁃lg 和 1. 89⁃lg copies/mL。
紫外/氯体系对 iDNA 的去除效果（去除量为 1. 89⁃lg 
copies/mL）接近单独紫外和单独氯对 iDNA 的总去

除效果（去除量为 2. 07⁃lg copies/mL），表明自由基

对 iDNA的去除贡献可忽略。这与之前报道的紫外/
氯消毒技术产生的自由基可以有效去除铜绿假单

胞菌的 iDNA 结果不一致，主要是由于两种细菌的

结构有差异，金黄色葡萄球菌在消毒过程中会消耗

更多的自由基，导致其在接触 iDNA 之前已经被消

耗掉。
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图4　氯化、紫外和紫外/氯体系对胞内DNA和游离质粒的

去除效果

Fig.4　Removal effect of iDNA and free plasmid by 
chlorine，UV and UV/chlorine processes

为明确细菌结构是否会影响自由基对 iDNA的

去除效果，探究了紫外、氯化和紫外/氯体系对游离

质粒的去除，结果见图 4（b）。单独采用紫外和氯化

处 理 30 min 后 ，质 粒 数 分 别 减 少 了 0. 08⁃lg 和

0. 09⁃lg copies/mL，然而紫外/氯处理 30 min 可去除

1. 68⁃lg copies/mL，表明紫外/氯体系产生的自由基

能去除 nuc 基因，证实细菌结构对自由基的消耗会

影响 iDNA 的去除效果。此外，单独紫外对环状质

粒 DNA 的去除效果弱于 iDNA，这可能与目标基因

的结构有关，有文献报道，UVA 和 UVB 光照不会引

起环状质粒 DNA 损伤［7］。因此，单独紫外对质粒

DNA 的降解效果不佳可能与其环状结构相关。对

比紫外/氯消毒技术对 iDNA和游离质粒的去除效果

发现，质粒DNA的去除效果略逊色于 iDNA，这可能

也与目标DNA结构有关，具体原因需进一步研究。

2. 5　紫外/氯消毒过程中 eDNA浓度的变化

考虑到消毒过程中因细胞膜破损引起的核酸

泄漏可能会导致细菌间水平基因转移风险增大［4］，
因此采用 qPCR和凝胶电泳技术分析了释放在细胞

外的 nuc短片段（128 bp）和 nuc长片段（482 bp）浓度

的变化。意外的是，未处理组的 eDNA 数高达

6. 48⁃lg copies/mL，如图 5（a）所示，这可能与金黄色

葡萄球菌可通过膜泡释放DNA有关［8］。经氯化处理

30 min后，eDNA 数基本维持在（6. 5±0. 3）⁃lg copies/
mL；经单独紫外和紫外/氯处理 30 min 后，eDNA 数

分别降低了 0. 53⁃lg 和 0. 80⁃lg copies/mL，表明紫外

和紫外/氯过程不会引起 eDNA数增大。此外，相比

a. 未处理组 b. 氯化处理10 min c. 氯化处理30 min

d. 紫外/氯处理10 min e. 紫外/氯处理30 min

1 μm 2 μm 1 μm

1 μm500 nm

图3　氯化及紫外/氯处理前后金黄色葡萄球菌SEM图像

Fig.3　SEM images of S. aureus before and after chlorine 
and UV/chlorine processes

··74



王莉萍，等：紫外/氯消毒技术对金黄色葡萄球菌的灭活作用 第 39 卷 第 13 期www. cnww1985. com

单独的紫外和氯化，紫外/氯体系能促进 eDNA 去

除，但去除效果有限。PCR 结果证实了这一点，见

图 5（b）。经过 3种技术处理后，均出现了明亮的电

泳条带，表明紫外/氯消毒技术对胞外长片段 nuc基
因去除效果一般。

3 结论结论

紫外/氯消毒技术通过单独紫外和单独氯的叠

加作用强化破坏金黄色葡萄球菌的细胞膜和细胞

壁，从而促进其灭活。紫外/氯消毒技术通过单独紫

外和单独氯的叠加作用强化去除 iDNA，然而对于游

离质粒的去除，紫外/氯消毒技术中产生的自由基占

主要作用。紫外/氯消毒后不会引起 eDNA 浓度增

大，但对细胞外nuc基因去除效果一般。
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b. 胞外长片段DNA浓度

图5　氯化、紫外和紫外/氯处理后长短片段 eDNA释放情况

Fig.5　Release of long and short eDNA after chlorine, UV 
and UV/chlorine processes
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