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55摘5要!5流式细胞术"6789:;<8=><?;!@AB$是一种可实现液相中悬浮单细胞或微粒的高通量

多参数检测的交叉学科技术!特别适合对 %&4 C4%

!

=粒径大小的微生物检测% 但在 @AB开发前

期!因受限于特异性结合的荧光染料和仪器灵敏度!@AB在微生物快速检测中并未得到广泛应用%

近些年!随着光电探测技术的飞速发展!以及新型荧光染料的开发!@AB在饮用水安全保障领域得

到了快速发展和广泛应用% 目前 @AB能够快速定量检测饮用水中的总细菌浓度 "<8<D7:>77

:8E:>E<?D<F8E!GAA$!识别细菌活性!区分不同核酸含量的菌群和不同粒径大小的菌群等% 论述了

@AB对饮用水微生物检测的基本原理及绝对计数方法!介绍了已用于流式分析水体细菌的荧光染

料和数据分析方法!综述了其主要应用方向% 最后阐述了@AB在饮用水微生物学应用领域面临的

问题!并对其未来发展方向进行了展望%
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55目前%国内外水质检测中心和科研院所对饮用

水微生物的检测方法主要采用平板计数法"SbA#%

它是在特定培养环境(特定半固体营养物的培养基

上对异养细菌进行培养和计数分析%根据国家标准

)生活饮用水标准检测方法 微生物指标* "Xc+G

)K)%&$4+4%%3#%其主要包括多管发酵法(滤膜法以

及酶底物法等, 但SbA存在一些缺点!其需要 $ C)

Y才能得出微生物含量结果%不能快速反映饮用水

中微生物状况$只有适应培养基和培养环境的菌种

才能形成菌落%所检测到的微生物种属十分有限%现

有的研究结果表明%SbA只能检测饮用水中不到

$d的微生物$当培养条件"如温度或营养组分#变

化时%部分细菌会进入-活的不可培养.的状态%但

在适宜条件下%这些-活的不可培养.的细菌又会恢

复活性$此外%一个菌落通常由许多聚集在一起的细

菌培养而成%检测的细菌含量结果一致性较差,

近些年%涌现了许多非培养基下的微生物检测

方法%如基于分子生物学技术的变形梯度凝胶电泳

法"!XX̂ #(bA_J!XX̂ 法(焦磷酸测序法(荧光定

量bA_技术等$基于微生物生化性质的腺苷三磷酸

"IGb#化学发光法(可同化有机碳"I"A#检测法

等$以及基于免疫学的酶联免疫分析法" V̂#LI#(荧

光原位杂交技术"@#LS#(流式细胞术"@AB#等, 这

些检测方法的应用结果均表明%饮用水中微生物群

落比SbA测试结果多得多, 目前有相关研究表明%

饮用水中微生物由 ' %%% 多个不同群落组成%细菌

含量在 $ %%% C)%% %%% :>77/+=V

/$0

, 在各种非培养

基下的微生物检测方法中%因@AB更具有优异的高

通量和高灵敏度特点%使其广泛应用于饮用水微生

物的快速定量检测,

@AB是一种测量液相中悬浮单细胞或微粒的

物理和化学性质的现代分析技术%其综合了激光技

术(计算机技术(流体力学(微弱信号处理技术(细胞

化学和生物探针技术等众多领域先进技术%能对粒

径在 %&4 C$%%

!

=细胞的生物物理和生物化学%如

大小(内部结构(!OI(_OI(蛋白质(抗原等进行快

速测量并分类收集%被业内公认为生物实验室

-AG.

/40

, 自 4% 世纪 3% 年代被开发以来%@AB主要

应用于医学领域的哺乳动物细胞的体外诊断%并已

建立了行业标准 )流式细胞仪* "NN+G%)((+

4%$K#, 早期因受限于特异性结合的荧光染料和仪

器灵敏度%@AB在微生物快速检测中未得到广泛应

用, 随着光电探测技术的发展和新型荧光染料的开

发%近 $% 年@AB在微生物分析领域得到快速发展

和广泛应用, 在国内%@AB的开发和应用起步比较

晚%其在饮用水微生物快速检测应用上也鲜有报道,

因此%概述@AB对饮用水微生物定量检测原理%并

介绍常用于水体细菌的荧光染料%重点综述@AB在

饮用水微生物快速检测中的典型应用和待解决的关

键问题%以期为研究人员利用@AB对饮用水微生物

检测提供研究方向,

!"

@AB对饮用水微生物检测的原理及计数

!#!"@AB对饮用水微生物检测的原理

@AB对饮用水微生物检测的原理如图 $ 所示%

其主要由 2 部分组成!液流聚焦系统(光源与光学系

统(信号收集与处理系统以及上位机分析系统,
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图 !"$%&对饮用水微生物检测原理
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由于@AB主要对悬浮单细胞或其他微粒进行

检测%为了保证结果的可靠性%需使用不含任何细胞

或微粒的鞘液, 饮用水中微生物以单细胞悬液进入

流动室%并被鞘流液包绕%通过流体动力学聚焦作

用%该样品流将高速流过检测区域, 检测区域以激

光作为激发光源%激光通过聚焦整形后%将聚焦光束

'%''
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垂直照射在聚焦的样品流上%经激光激发后%样品流

中的单细胞或微粒将产生一定强度的荧光信号和散

射光信号, 其中%前向散射光信号"@LA#和侧向散

射光信号"LLA#分别由激光的正前方和 '%e方向的

探测器接收$荧光信号"@V$%@V4#则需要通过二分

镜将不同波长的荧光分离后再由光电探测器接收,

@LA信号反映了微生物细胞的体积大小$LLA信号

反映了微生物细胞内所含颗粒的复杂程度$荧光信

号反映了所标记的被测微生物细胞内部颗粒信息,

根据米氏散射原理%由@LA和 LLA散射光强度即可

区分典型微生物"如大肠杆菌(曲霉(微球菌(棒状

杆菌等#%但对微生物活性的评定还需根据荧光信

号强度来分析, 这些荧光信号经光电探测器"如光

电倍增管或雪崩二极管#转化为电信号后%再经I+!

转换器和信号处理系统后上传到上位机%最后在上

位机分析系统中以各信号通道的散点图或柱状图等

形式进行数据分析,

!#'"@AB对饮用水微生物的绝对计数

在饮用水常规指标检测中%常需测量单位体积

内细菌或细菌菌落的含量%在)生活饮用水卫生标

准*"Xc)K2'+4%%3#中%明确规定了细菌菌落总数

不超过 $%% A@H+$%% =V, @AB绝对计数方法主要

有!

"

注射泵法%即电机控制注射泵的活塞运动%利

用活塞的前后移动产生压力差来推动管路内液体的

流动%其测量精度高%但最大测量体积有限%无法进

行大体积水样的连续测定$

#

参比微球法%即在测试

水样中添加一定数量的参比微球%利用目的细胞和

微球的比例关系来计算细胞的绝对计数值%该测试

方法简单%但需添加价格不菲的绝对计数微球%测试

成本较高$

$

双电极法%如 bD?<>:公司流式细胞仪%

其利用两个高度不同的电极感应信号来确定上样体

积%该方法每次定量测试的体积是固定不可变的%且

测量精度较低$

%

微流量传感器法%如 L>E/F?F8E 公

司的流量传感器%主要采用微芯片技术%利用微孔道

流场中温差变化量来换算流量变化量%该方法所用

的传感器价格不菲%但精度高%待测的水样体积不受

限制,

'"

@AB常用荧光染料及数据分析

@AB在饮用水微生物检测中%为区分微生物与

非生物颗粒%分析微生物细胞活性%以及识别不同群

落的微生物含量%常需利用荧光染料对水体微生物

细胞进行染色分析, 现已用于分析水体细菌的荧光

染料如表 $ 所示%如 b#( ĉ等荧光染料不能直接渗

透到膜功能完整的细菌膜内%而只能与膜功能不完

整的死细菌的核酸结合$LNc_X?>>E

&

(LNG"J'

等荧光染料能直接渗透到细菌膜内与核酸结合$

A@!I等荧光染料利用活性细菌的酯酶作用%在一

定波长激光激发下产生荧光素,

表 !"已用于流式分析水体细菌的荧光染料

GDZ&$5@7Q8?8:U?8=>/68?6789:;<8=><?F:DED7;/F/86ZD:<>?FDFE 9D<>?

染料
激发峰

!

M̂

+E=

发射峰

!

B̂

+E=

应用特点 作用对象 参考文献

b?>/FYFQ=#8YFY>"b## )*) 3$K 不渗透膜 !OI /*0

LNc_X?>>E

&

2'2 )4$ 渗透膜%对!OI更有亲和性 !OI"_OI# /20

LNc_X?>>E

'

2'2 )4$ 渗透膜%对_OI更有亲和性 _OI"!OI# /)0

<̂UFYFQ=c?8=FY>" ĉ# )$( 3%) 不渗透膜 !OI+_OI /30

LNG"J' 2(% )%% 渗透膜 !OI+_OI /K0

AD?Z8f;67Q8?>/:>FE !FD:><D<>"A@!I# 2'4 )$K 渗透膜%在酯酶作用下产生荧光素 + /(0

G"Jb_"J* )$) )*$ 不渗透膜 !OI+_OI /'0

55利用@AB对饮用水微生物进行分析时%常采用

LNc_X?>>E

&

和 b#两种荧光染料/* J2%$%0

% LNc_

X?>>E

&

能激发出波峰为 )4$ E=的荧光%b#能激发

出波峰为 3$K E=的荧光%选用合适的带通滤波片可

探测这两种荧光信号%进而区分出饮用水中死菌(活

菌以及非生物颗粒等,

此外%@AB还能对细菌群落进行快速定量检

测%如利用@LA与 LLA散射光通道信号的散点图可

定量检测不同体积大小或不同胞内含量的细菌群

落$利用双荧光通道信号的散点图可定量检测不同

核酸含量的细菌群落%如高核酸含量菌群"SOIc#

与低核酸含量菌群"VOIc#,

("

@AB在饮用水微生物检测中的应用

(#!"城市饮用水微生物全自动在线监测应用

@AB在饮用水微生物快速定量检测方面有着

出色的表现%能在 (% =FE 内完成 '3 孔样品盘全自

'$''
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动检测%且短时间内对众多样品的细胞浓度定量测

试和活力评估的准确度均很高/20

, SD==>/等/$%0

建立了基于 @AB的饮用水微生物总细菌浓度

"GAA#的全自动在线监测系统%如图 4 所示%并已应

用于自来水生产处理系统中, 该在线监测系统可全

自动实现包含抽样(试剂添加(稀释(恒温孵育等过

程的水样前处理和@AB分析, c>/=>?等/$$ J$40利用

@AB长时间高频率地自动在线监测水源地水和水

务公司中处理水"絮凝+超滤+臭氧化+颗粒活性

炭过滤#的微生物 GAA含量变化%可以更好地理解

和缓解微生物含量动态波动问题, 为实现全自动化

的饮用水细菌定量检测和细菌群落变化检测%并得

到稳定可靠的结果%可重复的染色方案(固定的

@AB操作以及软件门控设置等至关重要/20

%不同的

染色方案或主观的设门策略均会影响分析结果,
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图 '"饮用水微生物 )%%全自动在线监测系统
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86Y?FE]FE.9D<>?=F:?88?.DEF/=

(#'"水污染事件和自来水配送系统维护快速响应

在饮用水处理系统或自来水配送系统"P!L#

中出现消毒杀菌失效(水压下降(回流(交叉连接甚

至人为的恐怖生物污染等事故时%均可能发生饮用

水快速污染事件%为了最大程度地降低这些污染事

件带来的潜在健康危害%需要快速灵敏地对原位污

染水样中微生物进行检测, c>/=>?等/$*0利用 @AB

实现了超高频检测受污染的饮用水微生物%并评估

化学消毒应急措施的可行性, P!L 在紧急维护中

因涉及压力损失或管道开放%难免存在致病微生物

污染风险%aDE O>\>7等/$20发现利用 @AB可快速高

效地评估管道冲洗水中微生物含量%缩短因管道维

护而断水的时间和节约大量清洁管道所用的饮

用水,

(#("水中病原体高灵敏度快速筛选

病原体检测一直是饮用水安全保障的重要工

作%病原微生物一旦进入人体则可能使人患病%甚至

死亡%严重威胁人类健康%尤其在发生自然灾害"地

震(洪水等#(瘟疫(战争等突发性事件时%水源地水

和自来水可能会暴发大面积的病原体污染%为了确

保饮用水安全%快速检测病原体含量以及对其筛选

并分析其潜在风险的意义十分重大/$)0

, 利用 SbA

能对某类特定的病原体进行培养和计数分析%能较

方便地在培养基上分离出该病原体以确定其来源%

但选择性培养基改变了非目标细菌和目标细菌的原

始种群丰度%对确定病原体来源的追踪有影响%且

SbA对病原体的检测和筛选周期较长%一般需要

4 C) Y, @AB和荧光激活细胞分选"@IAL#现已广

泛应用于病原体的检测和筛选, "-D9D等/$30研究

发现利用@AB和 @IAL%无需进行微生物培养和富

集即可从水样中特异性检测和分离出大肠杆菌

"$)K!SK 群落%检测灵敏度高达 $% :>77/+=V,

RDUD\;等/$K0先采用纳米磁珠对水样中的细菌进行

预富集%之后利用荧光纳米晶体的独特光谱特性对

富集后的细菌进行@AB分析和分选%通过该方法实

现了炭疽芽孢杆菌和鼠疫耶尔森氏菌的分离和收

集%灵敏度可达 $ %%% :>77/+=V,

(#*"P!L中微生物稳定性评估

经处理后的水厂出水会携带细微颗粒(微生物

以及微生物赖以生存的各种营养素进入到P!L中,

世界各国对水厂出厂水中微生物含量均有相应的强

制性标准%但对P!L中微生物稳定性的安全问题却

没有严格的界定和相应的标准%然而P!L中微生物

稳定性的好坏直接影响着水龙头处自来水的安全,

P!L的管道材料(水压变化(温度变化(管道分叉设

计(沉积物或未处理的水渗入到管道等众多因素均

会影响微生物在P!L中的分布结构和再生长潜力%

如何快速评估和预测 P!L 中关键节点的微生物稳

定性十分重要, 7̂1AUD]U<8Q?D等/$(0利用 @AB对

P!L多个节点进行细菌GAA含量(细菌再生能力以

及细菌群落变化等多参数的长时间监测%很好地评

估了 P!L 中微生物稳定性安全问题, O>/:>?>:]D

等/$'0结合两种不依赖微生物培养的 IGb化学发光

法和 @AB%对 P!L 中多个采样点的水样微生物含

量和活性进行检测%以此评估游离氯残留物含量对

P!L中微生物稳定性的影响, 刘婷婷等/4%0利用

@AB和SbA对北京市 $4 处 P!L 末梢水中细菌数

量进行了定量检测%并分析和对比了这两种方法的

'4''
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结果%发现@AB更能反映细菌的再生长潜能以及短

时间内细菌的稳定性特征,

(#+"消毒和灭菌处理效果评估

水源地水天然存在着高浓度浮游细菌" g$%

2

:>77/+=V#%饮用水处理的主要目标之一是确保自来

水不含致病菌%并在自来水配送过程中限制致病菌

的再生能力, 为此%水务公司会采用臭氧氧化(预氯

化(膜过滤或紫外线消毒等工艺/$$ J$40

$很多国家在

自来水配送前会额外添加一定浓度的消毒残余物

"如游离氯#

/$'0

%某些欧洲国家也会通过限制细菌生

成底物浓度来抑制 P!L 中细菌的再生能力,

SQDE.等/4$0利用@AB对细菌的快速定量检测和活

性评估的优势%能很好地对各消毒工艺过程的水样

细菌含量做定量检测和细菌的再生潜力评估%并利

用分析结果来辅助指导消毒工艺过程, c>?等/440采

用@AB和SbA对自来水处理过程中的微生物含量

进行了对比分析%结果显示了 @AB的实时检测优

势%如图 * 所示, 马丽丽等/4*0利用荧光染料 LNc_

X?>>E

&

对病毒核酸染色%结合 @AB对饮用水净化

厂和污水处理厂各处理工艺中水样病毒含量进行了

定量检测, 黄慧婷等/420利用 @AB对饮用水紫外灯

消毒(氯消毒以及紫外+氯联合消毒的灭菌效果进行

了相关研究%提出在加入浓度相对较高的氯消毒剂

时中压紫外+氯消毒方式对微生物的灭活效果最佳,

二级消毒剂的种类以及添加浓度均会对 P!L 中微

生物含量产生重要影响/4)0

, 相对于 SbA%@AB测

试结果更能准确地反映游离氯浓度对细胞活性的影

响关系%并快速评估饮用水中微生物状况及其再生
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图 ("分别采用$%&和,-%对自来水各处理工艺中水样

微生物 )%%检测结果

@F.&*5GAA<>/<?>/Q7</869D<>?/D=07>/FE <D0 9D<>?

0?8:>//>/Z;@ABDEY SbA=><U8Y

*"

@AB应用中面临的问题与挑战

*#!"水样的前期预处理

直接采集的饮用水水样%尤其是水源地水%一般

含有泥沙(铁锈(悬浮物(微纤维等非生物颗粒和气

泡%这会给@AB的检测结果带来偏差%甚至可能造

成@AB系统中微流孔道的堵塞, 此外%在饮用水微

生物检测中%染色染料的选择和染色条件"如添加

试剂量(混匀条件(孵育时间和温度等#均会影响到

@AB测试结果, 因此%如何进行水样的前期预处

理%最大限度地清除这些非生物颗粒或气泡%以及微

生物最优染色策略%是未来@AB广泛应用于水生微

生物全自动在线监测需重点考虑的问题,

*#'"饮用水微生物@AB检测标准的建立

@AB自问世以来%主要应用于医学领域的哺乳

动物细胞的体外诊断%现已有相应的医药行业标准%

但@AB应用于饮用水微生物的检测尚不成熟%世界

范围内还未形成行业标准, 众所周知%在@AB检测

数据的设门分析中%主要依赖于操作者对聚类数据

的视觉分析和个人经验%评判具有一定的主观性,

如何客观地对水生微生物菌群进行设门和自动聚类

分析%也是@AB在饮用水微生物检测应用中还有待

完善的地方, 此外%受限于微生物检测技术%)生活

饮用水卫生标准* "Xc)K2'+4%%3#规定的微生物

指标是基于 SbA的检测结果%但 SbA只能检测自

来水中不到 $d的微生物%因此%基于 @AB的水生

微生物定量检测指标的标准还有待修订,

*#("潜在荧光染料试剂的开发

当下对水生微生物的菌群分析中%同时采用的

荧光染料数目一般未超过两种/* J2%4$0

%主要是由于

水生细菌或病毒相对于哺乳动物细胞而言体积较

小%很难进行多种荧光染料的染色, 根据米氏散射

原理%由@AB中的散射光强度可区分出形态相差较

大的典型菌群"如大肠菌群(曲霉(微球菌(棒状杆

菌等#%但是对形态相差不大的菌群很难进行细分%

如利用@AB很难将大肠埃希氏菌从耐热大肠菌群

中区分出来, 荧光纳米晶体具有独特的光谱特性%

易于与体积很小的细菌或病毒特异性结合%在水生

菌群的细分应用上有着巨大的潜力%RDUD\;等/$K0结

合@IAL 技术与纳米磁珠富集技术%利用荧光纳米

晶体已实现炭疽芽孢杆菌和鼠疫耶尔森氏菌的分析

和分离, 为了扩展 @AB在水生微生物的菌群细化

检测中的应用%潜在荧光染料试剂的开发非常重要,

'*''
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展望

流式细胞术是一种可进行每秒上万个细胞的多

参数高通量测量技术%其在饮用水微生物的快速定

量检测中已得到一定程度的应用和研究%但@AB在

饮用水微生物检测的优势与挑战并存, 一方面%利

用@AB的高通量定量检测与多参数检测特点%在短

时间内能快速检测微生物含量变化%可应用于微生

物的全自动化在线监测(突发性水污染快速检测(

P!L中微生物稳定性评估以及饮用水各处理工艺

中微生物含量监控等方面$另一方面%受限于对病原

体特异性结合的荧光染料试剂%@AB对水生微生物

的菌群细分表现不佳, 随着潜在荧光染料试剂的开

发%@AB有望实现微生物的菌群细分检测%而不依

赖于培养基的特定菌群培养, 此外%@AB与现有检

测方法对水污染问题的结果比对%以及成为普遍接

受的饮用水微生物标准检测方法等还存在一些问题

有待解决,
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$*"$#!$' J44"FE AUFE>/>#&

/4205黄慧婷%曹新垲%王敏%等&基于流式细胞仪方法评价

饮用水紫外+氯消毒效果/W0&中国给水排水%4%$K%

**"'#!44 J4)%*%&

SQDE.SQF<FE.%AD8MFE]DF%PDE.BFE%,*23&̂ \D7QD<F8E

86>66>:<86Ha+:U78?FE>YF/FE6>:<F8E 68?Y?FE]FE.9D<>?

<?>D<=>E<Z;6789 :;<8=><?;/ W0& AUFEDPD<>?`

PD/<>9D<>?%4%$K%**"'#!44 J4)%*%"FE AUFE>/>#&

/4)05AU89YUQ?;L&S><>?8<?80UF:ZD:<>?FDFE Y?FE]FE.9D<>?

YF/<?FZQ<F8E /;/<>=/! I ?>\F>9/ W0& Ê\F?8E B8EF<
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