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摘 要： 臭氧消毒技术具有灭活速率高、彻底，且无二次污染等优点，但在国内污水处理厂缺

乏应用，且传统曝气方式下臭氧产生的气泡大，溶解性差，传质效率低。为此，将微纳米曝气技术与

臭氧氧化相结合并用于污水消毒，考察了臭氧微纳米气泡的性能及对大肠杆菌的灭活机制。结果

显示，臭氧微纳米气泡的溶解性更高，曝气 10 min时溶解性臭氧浓度就接近 8 mg/L；微纳米气泡的

爆破作用与臭氧分解过程能够协同促进∙OH的产生；在实际消毒效果方面，1 mg/L臭氧微纳米气泡

溶液在 1 min内可去除 106 CFU/mL以上的大肠杆菌，比臭氧微米气泡灭活浓度高 103 CFU/mL。在

0.2 mg/L腐殖酸的影响下，2.5 mg/L的臭氧微纳米气泡溶液仍能灭活 107 CFU/mL大肠杆菌，比臭氧

微米气泡灭活浓度高 102 CFU/mL。流式细胞术分析结果表明，臭氧微纳米气泡能更快地将细胞破

碎裂解，使酯酶彻底失活及DNA解旋。
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Abstract： Among the existing traditional disinfection methods in wastewater treatment plants

(WWTPs), ozone (O3) inactivation has the advantages of rapid and complete inactivation rate without
secondary pollution. Nevertheless, it is lack of application in domestic WWTPs at present，and the
traditional aeration method produces large bubbles, poor solubility, and low mass transfer efficiency.
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Micro‑nano bubbles (MNBs) technology can be integrated with ozone inactivation to further improve mass
transfer efficiency and the overall performance of the disinfection. The results showed that the solubility
of O3 micro‑nano bubbles (O3‑MNBs) was higher, and the dissolved O3 concentration was near 8 mg/L after
aeration for 10 min. The explosion of MNBs and O3 decomposition had a synergistic mechanism to
promote the production of ·OH. In the experiment of actual disinfection, 1 mg/L O3‑MNBs could
inactivate above 106 CFU/mL Escherichia coli (E. coli) within 1 min. In addition, under the influence of
0.2 mg/L humic acid, 2.5 mg/L O3‑MNBs could still inactivate 107 CFU/mL E. coli. The results of flow
cytometry analysis implied that O3‑MNBs could break and lyse cells faster via thoroughgoing oxidation of
esterase and DNA unwinding.

Key words： ozone micro‑nano bubble; ozone micron bubble; disinfection; Escherichia
coli; flow cytometry

由 COVID-19引发的疫情暴发后，病毒、细菌、

病原虫等病原微生物的达标去除受到广泛关注。

在传统污水处理流程中，消毒是唯一对病原微生物

具有灭活消杀作用的处理单元。目前污水处理厂

采用的消毒方式主要包括次氯酸钠（NaClO）、臭氧

（O3）、紫外消毒。微生物在紫外消毒后存在光复活

的现象，具有潜在生态风险［1］。氯消毒过程会产生

含氯副产物，引发二次污染，且其运输与储存过程

中存在有效氯浓度降低等问题，并可能引发氯气中

毒，给污水处理厂带来难题［2］。
O3的氧化还原电位（ORP）可达 2. 07 V，相较于

ClO2（E0=1. 50 V）与 Cl2（E0=1. 36 V），其消毒作用迅

速且彻底，产生消毒副产物的风险低，从 20世纪开

始在国外被广泛应用，尤其是欧洲、美国及日本［3-4］。
此外，强氧化性的O3还可兼顾去除难降解微污染物

等［5-7］，在消毒领域具有广阔的应用前景。理论上O3
在水中的溶解度可比O2高 10倍以上，但传统曝气方

式下O3产生气泡大，溶解性差［8］，传质效率低下，造

成资源的大量浪费。

微纳米气泡（MNBs）起源于 1994年 Parker等［9］

对影响疏水界面间吸引力的亚微观气泡的发现，一

般指直径<100 μm的微米气泡与纳米气泡［10］，具有

气液界面面积大、停留时间长、界面 ζ电位高、传质

效率高、产羟基自由基（∙OH，E0=2. 80 V）能力强等

特点［11］。微纳米气泡技术常被用于与 O3、NaClO、
H2O2等氧化性物质结合，已在水体修复、污水处理、

气体治理、土壤修复、食品消毒、水产养殖、医疗等

方面取得显著的效果［12-14］。
吕宙［15］将微纳米气泡曝气与传统曝气分别搭

载于A2O小试装置的好氧区，前者对COD、NH4+-N、
总磷和总氮的去除率比后者高 10%以上，且能耗更

低。周维奇等［16］在模拟养殖塘水体中测得微气泡

发生装置在 1 h内能防止 70%的臭氧逸散，对抗生

素甲氧嘧啶和磺胺嘧啶的去除率分别为 63. 95%和

79. 52%，同时能去除 26. 1%的 CODMn。Fan等［17］将
微纳米气泡技术与可见光光催化消毒技术耦合，发

现其对污水中枯草芽孢杆菌孢子的灭活速率常数

比不含微纳米气泡的处理组高 5. 6倍。但臭氧与微

纳米曝气技术结合用于污水消毒的确切机制尚不

清楚，研究多集中在消毒效果比较上［18］，对影响因

素的探讨不够充分，O3消耗量与大肠杆菌灭活率对

应关系的研究也非常有限，缺乏深入的机理探究。

因此，将微纳米曝气技术与臭氧消毒相耦合而

形成臭氧微纳米气泡（O3-MNBs），考察了其在提高

O3溶解性和利用率、产生∙OH能力、消毒效果等方

面的性能优势，探究了天然有机质腐殖酸（HA）对消

毒效果的影响，并通过流式细胞术分析O3-MNBs破
坏细胞的作用，以进一步揭示其对大肠杆菌的灭活

机制，为臭氧微纳米曝气技术用于消毒提供理论依

据，同时为水处理消毒单元提供新的策略参考。

1 材料与方法材料与方法

1. 1 实验材料

实验所用菌种大肠杆菌 Escherichia coli DH5α
（E. coli）购自丰晖生物。Calcein-AM/PI活细胞/死
细胞双染试剂盒购自翌圣生物科技（上海）股份有

限公司。Na2S2O3 ∙5H2O、H3BO3、KI、可溶性淀粉、

H2O2（30%）、HA、NaCl、琼脂、胰蛋白胨、酵母粉购自

国药集团化学试剂有限公司，均为分析纯。
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实验与消毒体系的用水均为使用Master-D超

纯水机制备的超纯水，电阻率为18. 2 MΩ∙cm，pH值

约为7. 0，水温为室温（约25 ℃）。

1. 2 实验装置

臭氧发生器型号为COM-AD-01-OEM，购自鞍

山安思罗斯环保有限公司，采用风冷散热，气源为

高纯空气，最大进气量为 100 L/h，20 ℃时最大臭氧

浓度为1 000 mg/m3。
微纳米曝气机型号为 SCHB-Ⅱ-150，购自山

东微气泡环保设备有限公司，最小循环水量为 150
L/h，进气量不高于 100 mL/min。产生气泡粒径范

围集中在 40~200 nm 与 0. 6~1 μm，平均粒径为

189. 4 nm。微孔曝气头可产生 10 μm以上的微米

级气泡（MBs），粒径不均一，较大的气泡可达毫米

级。曝气时微纳米曝气组与微孔曝气组控制进气

量一致，均稳定在 100 mL/min，臭氧发生器档位设

定为 50%。

微纳米曝气组实验装置见图 1。臭氧与实验用

水混合进入微纳米曝气机的管路后，按最大气液比

（1∶9）充分混合，配制O3-MNBs母液。微孔曝气组

中曝气头与臭氧发生器后的转子流量计直接相连，

接入消毒反应器中，配制臭氧微米气泡（O3-MBs）母

液。消毒实验中将O3-MNBs与O3-MBs母液分别梯

度稀释成各O3浓度的溶液。

1. 3 分析方法

1. 3. 1 臭氧浓度及ORP测定

臭氧浓度采用硼酸碘化钾比色法进行测定，标

准曲线的测定以 I2标准溶液代替O3标准溶液。水体

中臭氧浓度标准曲线为 C=2. 070 3×A352−0. 031，R2≈
0. 997；空气中臭氧的标准曲线为 C=1. 734 1×A570−
0. 009，R2≈0. 999。

ORP使用WTW Multi 3630 IDS多参数水质分

析仪测定，电极采用SenTix® ORP-T 900。
1. 3. 2 羟基自由基测定

选取对羟基苯甲酸（4-HBA）作为 ∙OH捕获

剂［19］。通过高效液相色谱法（HPLC）测定产物 3，4-
二羟基苯甲酸（3，4-dHBA）的浓度来推算∙OH的产

生量。流动相为甲醇和 0. 1%磷酸缓冲液（比例为

3∶7），流速为 1 mL/min，色谱柱温度为 35 ℃，紫外检

测波长为 270 nm。该方法的检测限和定量限分别

为 0. 5、1 μmol/L，回收率为 93%~101%，标准偏差小

于5%。

1. 3. 3 大肠杆菌培养、消毒与计数

大肠杆菌的扩大培养使用 120 ℃高压灭菌处理

后的溶菌肉汤（LB）培养基，培养条件为 37 ℃和 170
r/min。收集菌液时 OD600值的范围为 1. 6~1. 8，在
7 000 r/min下离心 6 min（室温），弃掉上清液，用已

灭菌的磷酸盐缓冲溶液（PBS）重悬菌液并洗涤两

次，弃掉上清液，再用无菌 PBS适当稀释，使菌液

OD600读数为1±0. 1，以此作为实验菌液。

在消毒实验中，将制备好的 O3-MNBs溶液与

O3-MBs溶液稀释至不同浓度（0. 5、1. 0、2. 5 mg/L），

然后往 1 L溶液中加入 10 mL实验菌液。实验条件

为 300 r/min搅拌（室温），实验过程中，在 0、1、2、5、
10、20、30 min取样。取样体积为 5 mL，取样后立即

将样品转移至预先加入 100 μL Na2S2O3∙5H2O溶液

（10%）的无菌取样管内以保证消毒剂被完全淬灭。

大肠杆菌计数采用平板计数法。用无菌PBS作
10倍梯度稀释后，每个梯度取 100 μL稀释菌液，平

行涂布于三个 90 mm直径的培养皿中，培养皿内提

前加入琼脂 LB培养基并灭菌冷却凝固干燥，37 ℃
下培养 24 h，选取生长菌落数在 30~300个的平板进

行计数。

1. 3. 4 细胞完整性判定

细胞完整性采用流式细胞术进行分析。传统

的钙黄绿素（Calcein）引入疏水性乙酰甲氧基甲酯

（AM）基团，能轻易穿透活细胞膜，被活细胞内酯酶

剪切后发出强绿色荧光（λEx=490 nm，λEm=515 nm），

对活细胞实现荧光标记。碘化丙啶（PI）作为死细胞

荧光探针，能穿过死细胞膜的无序区域而到达细胞

核，并嵌入细胞的 DNA双螺旋从而产生红色荧光

（λEx =535 nm，λEm =617 nm）。预处理步骤主要包括

在 1 000 r/min（室温）下离心 3 min、用Calcein-AM/PI

磁力搅拌器

消毒反应器

微纳米曝气机

转子流量计
臭氧发生器

转子流量计

高纯
空气

图1 微纳米曝气装置示意

Fig.1 Schematic diagram of micro‑nano aeration unit
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活细胞/死细胞双染试剂盒内Assay Buffer（1X）洗涤

两次后收集菌液、菌液与现配染色液按 2∶1混合后

在37 ℃下孵育30 min。
2 结果与讨论结果与讨论

2. 1 臭氧微纳米气泡的特征

各组在前 10 min内按 5 mg/min均匀投加 O3，
后 30 min无曝气措施，持续搅拌，微纳米曝气与微

孔曝气方式下 O3溶解与衰减曲线见图 2。微纳米

曝气方式使得 O3可快速溶入水中，曝气 1 min时
O3-MNBs浓度（1. 68 mg/L）约为 O3-MBs（0. 81 mg/
L）的两倍，停止曝气时 O3-MNBs溶解浓度为 7. 75
mg/L，比微孔曝气方式下 O3 的溶解浓度高 1. 68
mg/L，10 min内投加的 O3累积损失少 18. 07 mg。
这是由于微纳米气泡在水中留存久，逐渐缩小时

比表面积不断增大，受到水的表面张力不断增强，

从而使得更多的气体穿过气泡界面溶解到水中。

敖卫［20］探究了鼓泡式与电解式制备 O3水及其杀

菌效果，曝气 3 min时鼓泡式 O3溶解浓度接近 1
mg/L，与本实验中 O3-MBs组结果类似，而电解式

溶解臭氧不足 0. 1 mg/L，均远低于微纳米曝气方

式溶解的O3浓度。

O3在纯水中的半衰期为8~20 min，停止曝气后，

5 min内O3-MNBs组的O3浓度已低于O3-MBs组，说

明O3的加速分解可能是由于微纳米气泡形式的存

在。采用微纳米曝气方式通入高纯空气 10 min，产
生微纳米气泡后脱气 1 d，再以微孔曝气方式通入

O3，此时 O3溶解性变化如图 2中 Air-MNBs/O3-MBs
组所示，相较于无微纳米气泡存在时直接微孔曝气

的O3-MBs组，O3溶解浓度几乎为 0。结果表明，已

有微纳米气泡存在时，微孔曝气方式下O3的溶解速

率小于O3自分解的速率，进一步验证了微纳米气泡

促进O3分解这一猜想。微纳米气泡收缩时的自身

增压特性使得在水中气体含量达到过饱和条件时，

微纳米气泡仍可继续进行气体的传质过程，有助于

保持高效传质。

加入过量 4-HBA（7 g/L）后，溶液中O3所产生的

∙OH立即被 4-HBA捕获，同时 4-HBA与其羟基化

产物 3，4-dHBA也会消耗部分O3，导致曝气过程中

O3溶解浓度不如正常溶解时高。但是 O3-MNBs/
4-HBA组在曝气终点时的 O3浓度仍高于 O3-MBs/
4-HBA组，说明此时微纳米曝气使O3溶解速率仍高

于分解消耗速率，其溶解性优于微孔曝气方式。

O3在酸性与碱性溶液中产生∙OH的启动步骤

不同，公式（1）简述了其通用过程［21］。图 3表明了两

种曝气方式下产∙OH的能力不同，微纳米气泡具有

明显优势。在通入O3的 10 min内，O3-MBs组的∙OH
生成速率为 7. 61 μmol/（L·min）（R2≈0. 997），而 O3-
MNBs组比其高 75%，达到 13. 25 μmol/（L·min）（R2≈
0. 952），最高浓度为 108. 36 μmol/L。这一方面是由

于微纳米曝气方式产生的O3溶解浓度更高，另一方

面可能是由于微纳米气泡逐渐缩小的过程中内部

压力增加，达到极限而气泡破裂，气液界面消失的

剧烈变化使得集聚的高浓度正负离子将积蓄的化

学能瞬间释放，激发产生大量的∙OH［11］。
3O3+H2O→4O2+2∙OH （1）

Air-MNBs组的结果也验证了这种假设，仅投加

高纯空气时，微纳米曝气的方式使得水中仍然有

∙ OH 产生，产生速率为 0. 14 μmol/（L·min）（R2≈
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图2 两种曝气方式下O3溶解与衰减曲线
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0. 970），证实了不依赖O3分解作用，微纳米气泡也

可明显产生∙OH。另外，O3-MNBs组生成∙OH的速

率约为Air-MNBs组与O3-MBs组之和的 1. 7倍，这

说明微纳米气泡的爆破作用与O3的分解反应对产

生∙OH具有协同机制。

曝气 10 min后停止，O3-MNBs组仍有∙OH产

生，产生速率为 0. 64 μmol/（L·min）（拟合曲线的R2≈
0. 928）。Air-MNBs组中微纳米气泡的爆破也继续

引发产生∙OH，产生速率为 0. 13 μmol/（L·min）（拟

合曲线的R2≈0. 992），与其曝气时的产生速率接近，

说明无外加气源时微纳米气泡爆破产生∙OH作用

仍较强。故基于微纳米气泡自身产自由基的特性，

O3-MNBs具有持久的氧化消毒能力，相比紫外消毒

更有优势。

通过激光束照射的手段，利用丁达尔现象验证

了MNBs的存在，且相比于MBs，其在水中停留时间

大幅增加，7 d后粒径在 100 nm以下的微纳米气泡

仍含量充足，有明显的丁达尔现象（见图 4）。李恒

震［22］认为微纳米气泡的留存时间与生成方式有关，

且气泡孔径越小留存越久。

综合以上对O3-MNBs的溶解性与衰减特征、产

∙OH能力及停留时间的探讨，O3-MNBs溶液中气泡

存在更丰富，溶入了更多的O3但反应消耗迅速，产

∙OH更多，图 5阐述了O3-MNBs溶液中存在的 4种
产∙OH机制，分别为：①包裹着O3分子的MNBs传质

过程中，O3逸出气泡并与水反应产生∙OH；②溶液中

O3分子直接与水反应，按式（1）分解产生∙OH；③
MNBs在水中留存时间久，溶解缩小时，内部压力增

至极限而气泡破裂，气液界面消失，同时瞬间释放

超高化学能，激发产生∙OH；④MNBs缩小过程中吸

附O3分子，MNBs的爆破作用与O3的分解反应协同

促进，产生大量的∙OH。而 O3-MBs的作用过程不

同，初始溶解性O3分子相对较少，大气泡快速上升

消散导致溶液中几乎没有剩余气泡，爆破作用的缺

失使得仅靠机制①与②产生∙OH效果微弱，O3反应

衰减缓慢。

2. 2 臭氧微纳米气泡对大肠杆菌的灭活效果

为验证微纳米曝气方式下O3的实际氧化作用，

以E. coli为研究对象，考察了不同浓度的O3-MNBs
与 O3-MBs溶液中菌落数的变化，结果见图 6（a）。

在浓度为 0. 5 mg/L的 O3溶液中，O3-MNBs与 O3-
MBs的灭活速率差异明显，1 min时剩余活菌数相差

10 CFU/mL，O3-MNBs对E. coli的灭活响应更迅速。

溶液中O3浓度为 1. 0 mg/L时，两种曝气方式的消毒

终点差异显著，O3-MNBs可在 1 min内杀死 106 CFU/
mL的E. coli，实际所需时间可能更短，而O3-MBs组
在 30 min后仍有接近 103 CFU/mL的活菌。O3浓度

为 2. 5 mg/L时两种曝气方式均可迅速灭活 109 CFU/
mL的高浓菌液，但 O3-MNBs所需消毒时间比 O3-
MBs缩短至少一半，在 1 min内即完全杀菌，灭活速

率接近O3-MBs的5倍。

消毒时间/min
0 10

10

8

6

4

2

E.
co
li
对

数
去

除
率

2.5 mg/L O3-MBs1.0 mg/L O3-MBs0.5 mg/L O3-MBs

20 30

2.5 mg/L O3-MNBs1.0 mg/L O3-MNBs0.5 mg/L O3-MNBs

5 15 25

a.对E. coli的灭活效果

a.微纳米曝气 b.微孔曝气

①

④
③

②

①
②

上
升
缓

慢

速
迅
升
上

O3 •OH

图5 两种气泡溶液产生∙OH的机制
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Fig.6 Inactivation effect of O3 solutions with different

concentrations in two bubble forms

消毒过程中 O3的消耗情况与 ORP变化见图 6
（b）和（c）。相比 O3-MBs组，O3-MNBs组的 O3消耗

更快，这是由于MNBs在收缩过程中持续增压，可使

气液界面处传质效率得到持续增强，促进O3分解产

生∙OH，在灭活微生物及去除有机污染物方面均效

果卓越。各组O3的半衰期均不超过 5 min，且溶液

中O3浓度更低时，更快降低至 0，这是由于同等初始

菌浓度下，低浓度O3量已不能满足氧化细胞所需。

刘满苍等［23］提出O3若应用于饮用水消毒，需要监管

臭氧投加量、管道内营养素的余量及有机物的溶出

等以保证出水生物稳定性。《室外给水设计标准》

（GB 50013—2018）中规定用于消毒的 O3投加量宜

为 1~2 mg/L。从图 6（b）可以看出当 O3投加量为

1. 0 mg/L时，O3-MBs与微生物充分反应后仍有明显

O3剩余，但从图 6（a）可知此时 E. coli未被继续灭

活。而如图 3所示，O3-MNBs即使在O3耗尽的情况

下，也能继续显著产生∙OH，这种强氧化性物质对保

证持续消毒能力显得尤为重要。

ORP变化能明显地反映出灭活 E. coli时 O3-
MNBs与O3-MBs的O3消耗速率不同。相同气泡形

式下，不同浓度O3溶液的ORP变化不大，但微纳米

气泡组的ORP相较于微米气泡组降低明显，结合图

6（a）中对 E. coli的灭活情况来看，O3-MBs组虽然

ORP降低慢，但较高的ORP并未对应显著的持续杀

菌效果，说明MBs的形式限制了 O3的氧化性能释

放，图 5解释了这一现象的原因，即O3消耗慢，产生

的∙OH量少。

消毒过程中 E. coli菌落数变化与O3的衰减并

不完全呈线性关系，当活菌未被全部灭活时，O3仍
在明显衰减却不再用于杀菌，例如 1. 0 mg/L与 0. 5
mg/L的O3-MBs溶液，说明O3-MBs的形式使得O3消
毒作用受限。而 1. 0 mg/L的O3-MNBs溶液O3衰减

迅速，O3耗尽速率与 E. coli完全灭活的速率较一

致，说明O3-MNBs的形式更能充分发挥O3的氧化消

毒能力。0. 5 mg/L的O3-MNBs溶液中，消毒初期更

快的杀菌响应速度也与O3的高效传质消耗有关，溶

液中微纳米气泡自身增压溶解收缩，爆破过程会产

生∙OH，且与O3分解具有协同作用，加速了消毒进

程。取灭活平衡前的 E. coli对数去除率与O3消耗

量进行线性拟合，结果见图 6（d）。O3-MNBs组的斜

率为 10. 86（R2≈0. 66），O3-MBs 组的斜率为 2. 39
（R2≈0. 64），即消耗相同 O3时，O3-MNBs比 O3-MBs
可多去除约 8个数量级的E. coli。O3-MNBs灭活等

量E. coli的比耗O3速率更低，显著提高了O3利用率。

2. 3 腐殖酸对臭氧微纳米气泡消毒效果的影响

为了模拟污水处理厂出水中存在难降解有机

物时的消毒效果，通过投加天然有机质于O3-MNBs
与O3-MBs溶液中，对消毒过程的菌落进行计数，同

时监测O3浓度与ORP变化，结果见图7。
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Fig.7 Disinfection effect of O3 solutions with different
concentrations in two bubble forms after adding HA

不投加HA时，O3浓度为 2. 5 mg/L的两种气泡

溶液均能迅速实现对大肠杆菌的 100%杀菌，O3-
MNBs/HA0组仅需不到 1 min，O3-MBs/HA0组则需要

约 5 min。加入HA后，由于部分O3用于与HA反应，

两种气泡的杀菌效果均受到抑制。溶液中HA浓度

为 0. 1 mg/L时，两种气泡的杀菌效果略微受到抑

制，但1 min时，O3-MNBs消毒的活菌浓度比O3-MBs
组更低，差值接近 102 CFU/mL。加入 0. 2 mg/L的

HA后，对 O3杀菌的抑制效果更为明显，O3-MNBs/
HA0. 2组的消毒终点活菌浓度约为 102 CFU/mL，大约

比 O3-MBs/HA0. 2灭活浓度高 102 CFU/mL，并且 O3-
MNBs的灭活速率仍然更快，1 min与 30 min时的去

除率接近，而O3-MBs组 1 min内的去除率不足O3-
MNBs组的一半。

O3衰减结果显示O3-MNBs组仍然更快，与图 6
（b）类似。5 min后O3-MBs/HA0. 1组的O3衰减至 0. 5
mg/L，E. coli灭活率达 100%，之后的O3自然衰减变

得缓慢。加入HA后两种O3气泡溶液消毒过程中，

ORP明显降低，见图 7（c），说明O3由于与HA反应而

加速了消耗，但 O3-MNBs组的 ORP仍然比 O3-MBs
组降低更快，与图 6（c）结果类似。对于臭氧微纳米

气泡组而言，O3分子与MNBs的双重作用促进了O3
消耗，大量∙OH的存在加速了消毒反应。

2. 4 臭氧微纳米气泡的消毒机制

为进一步揭示不同气泡状态下O3氧化作用的

区别，利用流式细胞仪分析了 O3-MNBs与 O3-MBs
溶液中 E. coli细胞状态在 0、1、2、5、10、20、30 min
的变化情况（如图 8所示）。其中，横轴表示细胞膜

上Calcein-AM染料的荧光强度，纵轴为细胞核内PI
染料的荧光强度，每个点代表可识别的细胞颗粒，

点的密集程度反映该荧光强度对应的 E. coli浓度，

Q1、Q2、Q3、Q4象限分别表征凋亡细胞 Calcein-AM
（-）/PI（+）、破损细胞Calcein-AM（+）/PI（+）、细胞碎

片Calcein-AM（-）/PI（-）、完整细胞Calcein-AM（+）/
PI（-），Q4→Q2→Q3→Q1表示细胞受破坏程度逐渐

加深，依次遭到细胞膜破坏、酯酶失活、DNA裂解的

过程。

O3-MNBs组的荧光强度降低迅速，1 min时已几

乎没有处于 Q2+Q4的细胞，呈 Calcein-AM染色阴

性，消毒过程中 PI染色阳性的荧光强度持续降低，

细胞主要处于Q3区域。当细胞从Q3的碎片阶段进

一步被破坏时，DNA的双螺旋完全解开，染料 PI也
不能嵌入DNA中发出荧光，故点逐渐变得稀疏，说

明可被流式细胞仪识别的细胞颗粒数变少。而O3-
MBs组 PI荧光强度减弱缓慢，1~30 min时平均荧光

强度相差不足 1个数量级，大部分 E. coli仍然处于

Q1的凋亡阶段，DNA受到破坏不显著。
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根据细胞膜受损程度划分的细胞状态占比如

图 9所示。O3-MNBs与O3-MBs组中，细胞膜完整的

和轻度受损的破损细胞均在 1 min内降至几乎为 0，
这是由于O3分子可直接起氧化作用，也可以通过产

生∙OH间接氧化E. coli，断裂碳氮键导致细胞壁解

体，细胞膜遭到破坏，细胞内部结构不断解聚，进一

步破裂溶解，进入酯酶失活的凋亡阶段（Q1）和双链

DNA解链变性的碎片阶段（Q3），彻底消亡。

在 1 min内 O3-MBs组凋亡状态细胞占比显著

升高到 95%以上，细胞膜大部分遭到破坏，PI轻易

进入胞内，且胞内酯酶已大部分失活，不可使染料

Calcein-AM发光，故图 8（b）中细胞主要处于Q1象
限，但图 6（a）显示O3-MBs 的 2. 5 mg/L组此时仍有

超过 103 CFU/mL的活菌，说明经 O3-MBs处理后酯

酶已失活的部分细胞仍有生长繁殖能力，表明在

O3-MBs作用下酯酶虽变性但可恢复，故胞内仍可继

续进行多种生化反应。而后该类细胞占比下降，并

伴随细胞碎片占比恢复升高，说明细胞受到进一步

破坏，DNA双螺旋解体，故对应纵轴的 PI染料荧光

强度也降低。图 6（a）显示 5 min时活菌浓度才降至

0，结合图 6（b）中O3衰减曲线，此过程中剩余O3部分

用于进一步破坏细胞膜已破损细胞，才可使E. coli
完全失活。5 min后各细胞占比趋近平衡，图 8（b）
中 5~30 min时 PI染料的红色荧光强度仍达到约

102，说明DNA未被进一步裂解破坏，但从图 6（b）中

可看出此时O3还在继续衰减，说明剩余O3没有继续

作用于 E. coli的细胞结构，这可能是由于 O3-MBs
的快速上升和消散，O3-MBs较小的比表面积不足以

使O3与溶液中E. coli充分接触，不能释放O3的氧化

性能，O3衰减主要是由于自分解。

而O3-MNBs组在 1 min内 40%的细胞迅速裂解

凋亡，酯酶失活，同时 60%的细胞处于碎片状态，图

8（a）显示必需活细胞内酯酶剪切才可发出绿色荧光

的 Calcein-AM荧光微弱，而表征死细胞 DNA的 PI
染料其红色荧光比O3-MBs组更弱，此时图 6（a）显

示活菌数已变为 0，可能是由于微纳米气泡的形式

使O3对细胞膜有较强穿透力，可迅速直接作用于胞

内酯酶和DNA，且在O3-MNBs的强氧化作用下酯酶

失活不可逆与DNA解螺旋不可恢复，使得细胞彻底

失去生长和繁殖能力。在 1~2 min内，已破损的细

胞中DNA被进一步氧化变性，PI的平均荧光强度降

低，两种荧光都着色微弱的细胞占比接近 80%，图 8
（a）中荧光点更加稀疏，O3-MNBs表现出强氧化能

力，细胞被O3-MNBs氧化破碎的程度彻底，少量残

存的PI染料结合DNA片段发出荧光，但平均荧光强

度接近 0。E. coli已被O3-MNBs充分接触氧化，随

后的 O3衰减也主要用于自分解，故图 6（b）中 O3-
MNBs、O3-MBs 的 2. 5 mg/L组的 O3衰减情况近似，
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图8 O3-MNBs与O3-MBs溶液(2.5 mg/L)中E. coli细胞膜完整性变化

Fig.8 Changes of membrane integrity of E. coli cells in O3 solutions (2.5 mg/L) of micro‑nano bubbles and micron bubbles
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与O3用于杀菌时O3-MNBs组衰减速率更快不同。

O3-MNBs与O3-MBs对E. coli的作用过程如图

10所示。在O3-MBs的作用下，细胞膜受损程度轻

缓，仅部分细胞在剩余O3的作用下被继续破碎，O3
消耗慢但对E. coli没有持续灭活和破坏效果，这主

要是因为MBs快速溶解消散，爆破作用的缺失使得

仅存的产∙OH机制也很微弱，几乎没有∙OH产生，

仅存O3分子灭活E. coli效果相对差，与O3-MNBs组
差异明显。而在O3-MNBs灭活E. coli的过程中，气

泡在水中留存时间长，MNBs与 O3分子存在 4种产

∙OH的机制而具备更强的氧化消毒能力，MNBs的
特殊形式保证了高效的传质过程。在∙OH的强氧

化作用下，细胞膜迅速破损，胞内酯酶失活，随即细

胞被彻底破碎，O3大量消耗，E. coli失活。

3 结论结论

① 微纳米曝气方式促进了O3溶解，5 mg/min
的进气量下，10 min时溶解浓度可达到 7. 75 mg/L，
比微孔曝气损失O3少 18. 07 mg。MNBs的存在形式

加速了 O3分解，有助于提高传质效率。O3分子与

MNBs存在 4种机制，有助于产生大量∙OH，加强氧

化作用，并具有持续消毒能力。

② O3-MNBs在 1 mg/L时即表现出更强的消

毒效果，1 min内可比O3-MBs多去除 103 CFU/mL的
E. coli。经拟合，消耗相同的O3时，O3-MNBs比O3-
MBs可多去除约8个数量级的E. coli。

③ 加入 0. 1 mg/L HA时，O3-MNBs灭活 109
CFU/mL的 E. coli所需时间从 1 min延长至 5 min；
加入 0. 2 mg/L HA时，O3-MNBs在消毒终点可灭活

约107 CFU/mL，O3-MBs组约灭活105 CFU/mL。难降

解有机物会显著抑制O3的消毒效果，但O3-MNBs的

形式可缓解这种影响。

④ O3-MBs的氧化过程存在阶段性变化，初期

的破损与凋亡细胞逐渐转变成碎片，而O3-MNBs作
用于E. coli的细胞酯酶与DNA，氧化作用更迅速和

彻底，细胞更快被破碎。
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