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供水管网中耐氯菌的分离鉴定及特性分析
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66摘6要!6供水管网中的耐氯菌筛查及特性分析在饮用水微生物安全评估方面具有重要意义$

基于传统微生物培养技术!提出了一种供水管网耐氯菌筛选分离方法!并从某市引黄供水管网中成

功分离到一株耐氯菌%%%土地戈登氏菌"!"#$"%&' ()##')#!该菌株为条件致病菌!革兰氏阳性!好

氧$ 该菌株的耐氯性较大肠埃希氏菌显著增强!4&) 7.+8余氯在 4 9内无法将浓度为 $%

5

:;<+78

的土地戈登氏菌"!"#$"%&' ()##')#全部灭活!灭活率仅为 * 个对数去除率!相同消毒条件下!大肠埃

希氏菌在消毒剂作用 4% 7=>后基本全部被灭活$ 供水管网中耐氯菌的出现对水厂现行消毒工艺

提出了新的挑战$
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66微生物安全性一直是饮用水处理所关注和必须

保障的基本目标(消毒是实现这一目标的最后屏

障+$,

- 目前氯消毒依然是国内水厂广泛采用的消

毒工艺(加氯的过程也是对细菌耐氯性选择的过程-

城市供水管网中长期存在的细菌逐渐对消毒剂产生

了抗性+4,

(并在管网中大量繁殖而成为优势菌+*,

(

这部分细菌通常称为&耐氯菌'

+2,

- 存在于供水系

统中的耐氯菌对饮用水的微生物学安全性构成了威

胁(一方面有些耐氯菌本身就是病原菌或者条件致

病菌(如分枝杆菌+),

$鞘氨醇单胞菌+3,

$铜绿假单胞

菌+5,

$金黄葡萄球菌+(,等%另一方面(耐氯菌导致氯

消毒失效(引发供水管网中微生物的再生长(降低了

供水管网的生物稳定性(从而引起用户龙头水菌落

总数$色度$浊度等水质指标超标+',

-

管网中的细菌在某些因子"如低温$紫外$超声

等#作用下(诱导进入不可培养但又具活性状态(这

种状态的细菌生长活性降低$代谢速率减慢(但对外

界不利因素的耐受性显著提高(而且仍保持致病

性+$% A$$,

- 供水管网中的耐氯菌长期处于一个贫营

养且余氯浓度较高的极端环境体系下(大量研究表

明水体中可培养的细菌数量不足其总量的 $%d(现

行菌落总数的检测方法远远不能体现水体中真实的

细菌数量分布情况- 现行菌落总数检测的国标方法

在耐氯菌检验过程中存在较大局限性(大大限制了

对供水管网中耐氯菌的研究- 此外(具有消毒剂抗

性的微生物(通常对抗生素也有一定的抗性(而且有

研究显示此类微生物临床感染的几率更大(也更难

控制+$4,

- 因此(城市供水系统中耐氯菌的分离鉴定

以及耐氯菌株的系统研究(对水厂消毒技术优选及

保障城市饮用水安全具有重要的社会意义和广泛的

应用前景-

!"

实验部分

!#!"样品来源

样品来源为某市引黄供水系统管网末梢主体

水- 样品采集与保存按照 T̂ +?)5)%&$4)4%%3 中

微生物指标要求执行-

!#$"分析方法

异养菌平板计数"Pa:#!采用E4@琼脂培养基

平板涂布法进行测定(涂布好的平板置于 44 e条件

下培养 5 Y计数%实验中所用消毒剂为次氯酸钠(消

毒剂浓度用余氯表示(余氯采用便携式余氯分析仪

测定%革兰氏染色镜检!采用革兰氏染色试剂盒染色

后(在显微镜下观察菌体着色情况%菌体形貌观察!

培养好的菌体先用 4&)d戊二醛固定 2 9(然后用

%&$ 7MI+8磷酸缓冲液漂洗(再经酒精梯度"*%d$

)%d$5%d$(%d$$%%d#脱水(其中 $%%d酒精脱水

4 次$每次 $% 7=>(接着采用乙酸异戊酯置换()%d

置换一次($%%d置换两次(最后放在二氧化碳临界

点干燥器中干燥(并用离子镀金仪喷金镀膜(将喷金

后的样品置于扫描电镜下观察-

!#%"耐氯菌的分离鉴定方法

!#%#!"菌株富集培养

水样经 %&44

!

7聚碳酸酯膜富集浓缩(然后用

生理盐水洗脱(于 * )%% J+7=>下离心(弃上清液(收

集菌体%收集到的菌体加入 ) 78营养肉汤并置于

*5 e隔水式恒温培养箱中培养 42 9进行增菌%培养

后的菌液在 * )%% J+7=>下离心 $% 7=>(弃上清液后

加 $% 78生理盐水涡旋制备成菌悬液备用-

!#%#$"耐氯菌的筛选$分离纯化

制备好的菌悬液加入次氯酸钠溶液至余氯浓度

为 ' 7.+8(分别在作用 *%$3%$$4% 7=> 时进行异养

菌平板计数及余氯浓度的测定(保持实验结束时余

氯浓度f%&) 7.+8%记录菌落形态特征及数量(此时

平板上的菌落均有一定耐氯性-

挑取平板上的菌落至新的 E4@平板上划线纯

化(置于 44 e条件下培养 5 Y%培养后(挑取分离较

好的单菌落放至营养肉汤"*5 e#中培养 42 9 增

菌(增菌后再进行划线分离纯化%重复上述&划线 A

增菌A划线'过程 * 次- 纯化好的菌株采用磁珠冻

存管置于A(% e下保存(供后续研究使用-

!#%#%"耐氯性验证

初筛获得的菌株有一定耐氯性(对初筛的菌株

进行进一步耐氯性验证- 挑取分离好的单菌落加入

到 ) 78营养肉汤中(于 *5 e下培养 42 9%培养后的

菌液经 * )%% J+7=> 离心 $% 7=> 弃上清液(加入 $%

78生理盐水涡旋制备成菌悬液备用- 向上述菌悬

液中加入次氯酸钠溶液至余氯浓度为 $) 7.+8(耐

氯性验证过程中(每 $% 7=> 测定 $ 次余氯浓度(确

保实验结束时余氯浓度不小于 %&) 7.+8%作用 $4%

7=>后加入 $%%

!

8浓度为 ) .+8的硫代硫酸钠终止

反应(此时取 $%%

!

8菌液进行 Pa:测定- 培养结

束后(若平板上有菌落检出(则表示该菌株通过耐氯

性验证(具有较强耐氯性- 水体中耐氯菌筛选分离

流程见图 $-

**2*
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图 !"水体中耐氯菌筛选分离流程

;=.&$6;IM[O9HJDMZO9IMJ=>X1JX/=/DH>DLHODXJ=H/OJXX>=>.

H>Y =/MIHD=M> => [HDXJ

!#&"菌株鉴定

观察菌落形态并通过扫描电镜观察菌体的形

貌$大小$有无鞭毛等特征(对菌株进行形态学鉴定-

参照.微生物学实验指导/和.伯杰氏细菌鉴定

手册/对细菌进行生理生化实验(分析其生理生化

特征(对菌株进行生理生化鉴定-

用试剂盒提取菌株的 !R@(采用通用引物进行

扩增(然后对扩增产物进行测序(并将$3Q JER@基

因所测得的双向序列进行拼接(然后上传到基因库

中获取登录号(此项工作委托上海生工生物有限公

司完成-

$"

结果与讨论

$#!"初筛结果

初筛获得 ' 株具有耐氯性的菌株(通过耐氯性

验证的菌株为 3 株(这 3 株菌株可能具有更强的耐

氯性- 消毒剂作用 $4% 7=>的Pa:平板上仅筛选出

$ 株菌(且该菌株经过耐氯性验证后仍有细菌存活(

初步判定该菌株耐氯性较强(因此选取该菌株进行

分析研究(菌株编号为 $gY- 该菌落为橙红色$圆

形(表面光滑湿润$菌落凸起(直径为 $ h* 77(边缘

整齐平滑(生长缓慢- 扫描电镜结果显示(菌体呈杆

状(无鞭毛(直径约为 %&5

!

7(大小为"%&) h%&5#

!

7i"$&4 h4&%#

!

7-

通过生理生化验证(菌株 $gY为革兰氏阳性菌(

好氧(生长温度为 4% h2) e(适宜生长的 0P值为

3&) h5&4(乳糖发酵实验不产酸$不产气(产氨实验

为阴性(氧化酶阴性$过氧化氢酶阳性-

菌株的 $3Q JER@基因长度为 $ 25% L0(将测序

结果在核酸数据库 R:̂#中进行比对(并选取相应

的模式菌株进行 $3Q JER@基因序列分析(用FGT@

2&% 软件构建系统发育树- 结果显示(菌株 $gY 的

基因序列同多株戈登氏菌"!"#$"%&'#的基因序列有

高度同源性(结合其生理生化特征及形态特征分析(

确定该菌株为土地戈登氏菌"!"#$"%&' ()##')#-

$#$"菌株特性分析

$#$#!"反应体系对菌株耐氯能力的影响

分别用生理盐水和磷酸盐缓冲液"â Q#作为反

应体系(制备菌浓度为 $%

3

:;<+78的实验样品(加

入同等剂量的次氯酸钠(测定 0P值变化情况(并对

作用 *% 7=> 的样品分别进行 Pa:测定(具体数据

见表 $- 可以看出(加入次氯酸钠后(生理盐水制备

的样品 0P值变化较大(由原来的弱酸性变为弱碱

性(â Q缓冲液制备的样品 0P值则波动不大- 消

毒剂作用 *% 7=> 后 Pa:结果显示(消毒剂在碱性

体系中对细菌的灭活效果优于酸性或中性条件下的

灭活效果(这与 #/HHO等+$*,的研究结论一致- 不同

的反应体系或者外部生存环境(均会对菌株的耐氯

性产生影响- â Q缓冲液对菌体受到的外部刺激有

一定的缓冲作用(因此该反应体系一定程度上增强

了菌株的耐氯性%贫营养环境有利于激发菌株的耐

氯性+$2,

(反之(经过多次传代培养的细菌(耐氯性可

能存在退化的现象-

表 !"不同反应体系加氯前后 '(值$()*的变化

?HL&$6:9H>.X/MZ0PH>Y Pa:=> Y=ZZXJX>DJXHOD=M> /\/DX7/

LXZMJXH>Y HZDXJO9IMJ=>HD=M>

项6目
0P值

Pa:+":;<*78

A$

#

加氯前 加氯后 加氯前 氯作用 *% 7=>后

生理盐水 3&3) (&53

$%

3

%

â Q缓冲液 5&** 5&2%

$%

3

$%

4

66对实验菌株进行贫营养驯化更能反映菌株固有

耐氯性(因此在后续实验中采用了菌株驯养以及

â Q缓冲液作为反应体系进行菌株耐氯性及灭活特

性研究-

$#$#$"不同消毒剂浓度对菌株的灭活效果

以 â Q缓冲液为反应体系(制备菌浓度为 $%

)

:;<+78的实验样品 4 份(加氯浓度分别为 $ 7.+8

和 ) 7.+8- 分别在作用 %$)$$%$4%$*%$3%$$4% 7=>

时取出 $ 78样品加入 $%%

!

8浓度为 ) .+8的硫代

硫酸钠溶液终止反应(并进行Pa:测定(结果见图 4

"初始Pa:数量用;

%

表示(作用(时间后Pa:数量

*22*
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图 $"不同消毒剂浓度对菌株的灭活效果

;=.&46#>HOD=̀HD=M> XZZXODMZY=ZZXJX>DY=/=>ZXODH>DOM>OX>DJHD=M>/

M> /DJH=>/

从图 4 可知(消毒剂加入后 ) 7=>(细菌快速被

灭活(消毒剂浓度越高(细菌灭活速率越快(但消毒

剂作用 $4% 7=> 后(两种消毒剂浓度的样品均未完

全灭活菌株- ) 7.+8的氯在 *% 7=> 内可将菌株灭

活 * 个对数去除率(此后细菌的灭活率变化不大%$

7.+8的氯在作用 $4% 7=> 时可将菌株灭活 * 个对

数去除率- 氯对菌株的灭活效果与消毒剂浓度及作

用时间密切相关-

$#$#%"菌株耐氯能力的初步测定

为了更好地评价土地戈登氏菌 "!"#$"%&'

()##')#的耐氯能力(以大肠埃希氏菌标准菌株

"@?::(5*'#为参照菌株进行实验- 在保持初始菌

浓度"约为 $%

5

:;<+78#一致$相同消毒剂浓度"约

为 4&) 7.+8#条件下(分别计数消毒剂加入 %$)$$%$

4%$*%$3%$$4% 7=> 后两株菌的存活数量(结果如图

* 所示-

!

"

!
!

"

#"

"

#"

$#

#"

$%

#"

$&

#"

$'

" & #" (" %" )" #("

#$%&$'() "*%%)*

+, -$.(

!"#$

!*+,

图 %"土地戈登氏菌与大肠埃希氏菌的耐氯性比较

;=.&*6:M70HJ=/M> MZO9IMJ=>X1JX/=/DH>OXLXD[XX> !"#$"%&'

()##')H>Y 9</"6&

图 * 显示(在消毒剂作用 4% 7=> 后(大肠埃希

氏菌基本全部被灭活%土地戈登氏菌 "!"#$"%&'

()##')#在前 ) 7=> 灭活效果明显() h3% 7=> 时灭活

率变化不大(3% h$4% 7=>时存活细菌量反而呈上升

趋势(这可能与消毒剂浓度的快速消耗以及细菌的

修复功能+$),有关-

%"

结论

基于传统微生物培养划线技术和分子生物学技

术(建立了一种供水管网中耐氯菌的分离鉴定方法(

采用该方法从供水管网中分离到一株土地戈登氏菌

"!"#$"%&' ()##')#- 该菌为革兰氏阳性菌(杆状(生

长速度较慢(适宜生长的温度较低(在营养琼脂平板

上生长的速度高于E4@平板-

细菌的耐氯性随环境因素的改变而变化- 研究

结果显示(细菌耐氯性分析过程宜采用 â Q 缓冲液

作为反应体系(同时对菌株进行贫营养驯化(以激发

菌株固有耐氯性- 在上述实验条件下(土地戈登氏

菌"!"#$"%&' ()##')#对氯的耐受性明显高于大肠埃

希氏菌-

目前国内对于供水管网中存在的耐氯菌研究还

不多(且耐氯菌的分离鉴定没有标准方法(本研究提

出了一种供水管网中耐氯菌分离鉴定方法(为供水

管网中耐氯菌筛查及污染状况分析调研提供了一定

的理论基础- 随着人们对饮用水安全要求的提高(

微生物安全性也越来越受到重视(因此探索和尝试

新型消毒技术及消毒工艺也迫在眉睫-

参考文献!

+ $ ,6刘文君&高度重视饮用水微生物学安全性强化紫外

线消毒技术研究与应用+W,&给水排水(4%$$(*5"(#!

$ A)&

8=K SX>,K>& aH\=>DX>/XHDDX>D=M> DM7=OJML=MIM.\

/XOKJ=D\MZYJ=>]=>.[HDXJ( X>9H>OXD9XJX/XHJO9 H>Y

H00I=OHD=M> MZ<cY=/=>ZXOD=M> DXO9>MIM.\+W,&SHDXJb

SH/DX[HDXJG>.=>XXJ=>.( 4%$$( *5 " ( #! $ A) " =>

:9=>X/X#&

+ 4 ,6SX> T(CK CV(PKH>.?8()('6&#>HOD=̀HD=M> MZD9JXX

.X>XJHMZYM7=>H>DZK>.HI/0MJX/=> .JMK>Y[HDXJK/=>.

O9IMJ=>XY=Mj=YX!XZZXOD=̀X>X//(=>ZIKX>O=>.ZHODMJ/( H>Y

7XO9H>=/7/+W,&SHDXJEX/(4%$5($4)!$*4 A$2%&

+ * ,68=!(BX>.Q _(TK @B()('6&#>HOD=̀HD=M>(JXHOD=̀HD=M>

H>Y JX.JM[D9 MZ=>Y=.X>MK/LHODXJ=H=> JXOIH=7XY [HDXJ

HZDXJO9IMJ=>XY=/=>ZXOD=M> MZH7K>=O=0HI[H/DX[HDXJ

DJXHD7X>D0IH>D+W,&WMKJ>HIMZG> =̀JM>7X>DHIQO=X>OX/(

4%$*(4)"5#!$*$' A$*4)&

*)2*

[[[&O>[[$'()&OM7 褚福敏!等'供水管网中耐氯菌的分离鉴定及特性分析 第 *3 卷6第 4$ 期



+ 2 ,6QK> S W(8=K S W(:K=8;()('6&:9HJHODXJ=-HD=M> H>Y

=YX>D=Z=OHD=M> MZ H O9IMJ=>X1JX/=/DH>D LHODXJ=K7(

*=+&%,">"%':?Q%%$( ZJM7 H7MYXIYJ=>]=>.[HDXJ

Y=/DJ=LKD=M> /\/DX7 + W,& QO=X>OX MZ D9X ?MDHI

G> =̀JM>7X>D(4%$*(2)(+23%:!$3' A$5)&

+ ) ,6:9X> _V(:9X> :(B9H>.CW()('6&#>HOD=̀HD=M> MZ

JX/=/DH>D71/"?'/()#&' >5/",)%&/5> => [HDXJ! O9IMJ=>X

JX/=/DH>OXH>Y 7XO9H>=/7H>HI\/=/+W,& =̂M7XY=OHIH>Y

G> =̀JM>7X>DHIQO=X>OX/(4%$4(4)"4#!4*% A4*5&

+ 3 ,6陈雨乔(段晓笛(陆品品(等&给水管网中耐氯性细菌

的灭活特性研究+W,&环境科学(4%$4(**"$#!$%2 A

$%'&

:9X> _KU=HM(!KH> C=HMY=(8K a=>0=>()('6&#>HOD=̀HD=M>

MZD9X O9IMJ=>X1JX/=/DH>DLHODXJ=H =/MIHDXY ZJM7 D9X

YJ=>]=>.[HDXJY=/DJ=LKD=M> /\/DX7+W,&G> =̀JM>7X>DHI

QO=X>OX(4%$4(**"$#!$%2 A$%'"=> :9=>X/X#&

+ 5 ,6FM>=]HQ( WMH>>HQ( FHJ=X8( )('6&FKID=1/0XO=X/

L=MZ=I7/YXZ=>XY ZJM7 YJ=>]=>.[HDXJ7=OJMMJ.H>=/7/

0JM̀=YX=>OJXH/XY 0JMDXOD=M> H.H=>/DO9IMJ=>XY=/=>ZXOD=M>

+W,&̂ =MZMKI=>.(4%$*(4'"(#!'$5 A'4(&

+ ( ,6B9H>.F 8(:9X> Q(T>X.\F()('6&G> =̀JM>7X>DHI

/DJH=>/0MDX>D=HII\OM>DJ=LKDXDMD9X0JMI=ZXJHD=M> H>Y

7H=>DX>H>OXMZH>D=L=MD=OJX/=/DH>OX=> YJ=>]=>.[HDXJ!@

OH/X/DKY\MZ05=#&'.&$5:>)('66&$5#'%:+W,&QO=X>OXMZ

D9X?MDHIG> =̀JM>7X>D(4%$((32*!($' A(43&

+ ' ,6祝泽兵(吴晨光(钟丹(等&寒区湖库型水源供水系统

中耐氯菌的生长+W,&哈尔滨工业大学学报(4%$)(25

"(#!$ A3&

B9K BXL=>.( SK :9X>.KH>.( B9M>.!H>( )('6&?9X

.JM[D9 MZO9IMJ=>XJX/=/DH>DLHODXJ=H=> [HDXJ/K00I\

/MKJOXY ZJM7IH]X/H>Y JX/XJ̀M=J/=> OMIY JX.=M> +W,&

WMKJ>HIMZPHJL=> #>/D=DKDXMZ?XO9>MIM.\(4%$)(25"(#!

$ A3"=> :9=>X/X#&

+$%,6李林云(谭璐(崔玉晓(等&饮用水细菌耐药性及其健

康风险研究进展+W,&生态毒理学报(4%$(($*"4#!

$ A$4&

8=8=>\K>( ?H> 8K( :K=_Kj=HM( )('6& ĤODXJ=HI
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