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与人类生活密切相关的饮用水主要通过水厂的取水泵

汲取江河湖泊及地下水、地表水，经过混凝、沉淀、过滤、消

毒等的常规处理和臭氧生物活性炭深度处理，最后经管网系

统输送到千家万户. 为了保证管网水的质量安全，在出厂时

加氯抑制细菌的生长，GB5479-2006《生活饮用水卫生标准》

明确规定：管网末梢水中游离余氯≥0.05 mg/L，细菌总数不

得超过100 CFU/mL. 但是，余氯在管道中与含氨基的有机物

氯化形成伪氯胺，其弱氧化性，杀菌能力弱，能和DPD试剂

显色，作为总氯的一部分被检出[1]，导致实际总氯的杀菌效果

被高估. 另外，水流在管道中的滞留时间，用户管道温度的变

化都会导致氯减少[2-3]，使得细菌在管网中增生. 

目前饮用水中微 生物的常规检测主要依靠HPC法、滤

膜法、多管发酵法等来实现 [4]，但自然环境中只有不到1%的

微生物是可培养的 [5]. 此外，部分细菌在外界压力、温度、营

养等条件改变时，会进入“活的不可培养状态”[6]，传统方法

无法检测. 有些研究表明，一些进入“活的不可培养状态”的

致病菌在条件适宜时会恢复活性 [7-9]，这对医学健康和环境

科学等领域产生巨大影响. FCM是一种测量液相中悬浮细胞

或微粒的物理和化学性质的现代分析系统. 在国外，FCM成

功应用于饮用水中的细菌计数 [10-12].  相比传统方法，它耗时

少（样品处理15 min）、操作简单、重复性好、敏感性强，能

够检测到原始数值不到3%的改变 [13]，并能区分活性和非活

性细菌. 瑞士已将FCM作为检测饮用水微生物指标的标准

方法，瑞士食品纲要No.333.1对该方法的使用进行了详细说

明 [14].  另外，E.I. Prest等人对样品处理条件进行了详细的探
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摘   要   为了更准确地研究管网水中细菌的稳定性，利用流式细胞术（Flow cytometry，FCM）和异养菌平板计数法

（Heterotrophic plate count，HPC）检测北京市12处管网末梢水中细菌数量，并将两种方法的检测结果进行对比. 进一

步将FCM应用于细菌的再生长潜能和一天中细菌稳定性的研究中. 结果显示，HPC对12处管网水中细菌的检测结果在
0-23 CFU/mL间，而FCM测得活细菌数为2.2 × 103 - 1.6 × 104 cells/mL，细菌总数在22 ℃下培养7 d能生长到106-107 cells/
mL. 一天中不同时间用水量不同，细菌总数也不同. 本研究表明，FCM测定方法明显优于HPC法，且能够快速准确地

反映细菌的再生长潜能及短时间内细菌的稳定性特征. （图5 参29）
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Abstract   This research investigated the drinking water distribution system of Beijing for the bacterial stability in chlorinated 
drinking water. Flow cytometry (FCM) and heterotrophic plate counts (HPC) methods were used to evaluate the drinking 
water quality and stability of 12 water samples throughout the distribution network. The samples were incubated at 22 °C 
without shaking; total cell counts and percentages of intact cells measurements were done by FCM daily during 7 consecutive 
days. Another detailed assessment of dynamic changes was done at 1-hour intervals at 8 am – 8 pm in each day. The results 
showed FCM intact cell concentrations varying from 2.2 × 103 cells/mL to 1.6 × 104 cells/mL in the network, while HPC results 
varying from 0 CFU/mL to 23 CFU/mL. The average total cell counts at the end of the 7-day cultivation for all samples were 
approximately 106 - 107 cells/mL. High frequency monitoring of a single sampling point demonstrated temporal instability 
in the network. This research obtained some data by FCM that was not detectable by HPC. We understand it as that FCM is 
suitable for monitoring the biological stability and regrowth potential of bacteria in drinking water systems.
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究[15]，使其在细菌计数上更加准确. 

目前对管网水中的细菌计数局限于培养的方法，无法对

细菌的稳定性进行准确具体的研究. 本研究利用FCM和传统

的HPC法对北京市城区12处管网水中活细菌数进行对比. 针

对一些在氯作用下处于亚致死或休眠状态 [16]，环境适宜时恢

复活性给人类健康带来潜在威胁的细菌，通过测定细菌的

再生长潜能，利用细菌总数和活细菌的百分比描述细菌的的

存在状态. 另外，一天中不同时间人们对水量需求的不同导

致水流的快慢，这对饮用水中细菌的稳定性有一定的影响[17]. 

因此选取3种不同用户类型测定细菌在一天中的动态变化. 

本文研究旨在通过FCM在细菌计数上的应用，为管网水中细

菌的稳定性研究提供理论基础和技术支持. 

1  材料与方法

1.1  材 料
1.1.1  水 样　　本研究选取北京市12处城区用户端管网水

（对其编号A-L），具体位置如图1所示. 

图1  北京市12处城区管网水采样点. 
Fig. 1  Sampling sites of drinking water from Beijing distribution.

1.1.2  主要仪器　　Accuri C6 流式细胞仪，美国BD公司；

H2O3－H加热型金属浴，金银杏公司；马弗炉，Sigma公司，中

国

1.1.3  主要试剂和耗材　　硫代硫酸钠，分析纯，Sigma公司，

中国；R2A固体培养基，青岛高科园海博生物技术有限公司；

二甲基亚砜，分析 纯，国药集团化学试 剂有限公司；SYBR 
Green I染 料，美国 Invit rogen公司；碘化丙啶（Propidium 
Iodide，PI），美国Sigma公司；0.2 μm孔径PTFE过滤器，美国

Merck Millipore；0.22 μm孔径改良聚醚砜过滤器，美国Merck 
Millipore. 

1.2  方 法
1.2.1  采样步骤　　采样前，打开水龙头，冲洗3 min，灼烧30 
s，再冲30 s，采样进入无菌的100 mL玻璃瓶中，加入硫代硫

酸钠，使其终浓度为0.8 g/L（GB/T 5750.2-2006），去除余氯，

送回实验室，4 ℃保存，24 h内检测[18]. 

1.2.2  实验流程　　北京市12处城区用户端管网水入户采

样，分别用FCM和HPC两种方法检测，每个采样点取3个样作

为平行. FCM法，染色、35 ℃避光孵育10 min、上机检测、数

据分析[15]；HPC法，R2A固体培养基，37 ℃，倒置培养7 d，菌

落计数 [19]. 

测定细菌再生长潜能：12个水样，去除余氯，放入无碳

处理的锥形瓶中，封口膜封口，具体处理见1.2.3，22 ℃静止

培养7 d，每天进行FCM测定 [18]. 

选 取 3种用户类 型，实 验 室（中 科 院 生 态 环 境研 究中

心）、宿舍（北京林业大学2号楼）、食堂（北京林业大学第三

食堂），研究一天中不同时间细菌的稳定性. 对工作日（周一

到周五）和休息日（周六、周日）两种情况各取3 d作为平行. 

一天中的检测时间段为8:00-20:00，每隔一小时取一次样，

FCM测定. 

1.2.3  耗材无碳化处理　　玻璃器皿用洗涤剂清洗，用蒸馏

水、超纯水分别润洗3次，风干，锡纸封口，马弗炉550 ℃处理

6 h除去痕量碳 [20-21]. 样品管、瓶盖用洗涤剂清洗，用蒸馏水、

超纯水分别润洗3次，10%过硫酸钠溶液60 ℃浸泡超过1 h，

再用超纯水润洗3次，风干[4]. 

2  结果与分析

2.1  FCM和HPC法检测北京市12处管网水中的活细
菌数量
采用FCM测得的活细菌浓度与HPC测得的菌落形成单

位（CFU）对比（图2）显示，HPC的检测结果在0-23 CFU/mL
间，根据GB5479-2006《生活饮用水卫生标准》规定，微生物

的菌落总数不得超过100 CFU/mL，12个水样均合格. 而FCM
测得水中活细菌数在2.2 × 103 - 1.6 × 104 cells/mL. 可见，即使

满足国标的水样也含有很多被忽略的细菌，HPC法在一定程

度上低估了微生物的数量，FCM能检测到HPC无法检测到的

细菌. 
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图2  两种方法检测北京市12处管网水中活细菌数量. 
Fig. 2  Intact cells concentrations of 12 drinking water samples by two 
different detecting methods.

HPC法检测E点细菌数最高，可见 E点具 有最多的适应

R2A培养基的细菌；而FCM检测到J点最高，表明J点有最高的

活细菌数. 李文明等对细菌数影响因素的研究中发现温度、

浊度与菌落总数呈正相关 [22]. 赵洪宾指出管网末梢余氯的减

少导致细菌增生，水流过大生物膜冲刷，使得细菌检测值偏

高[23]. 而两种方法的检测结果不一致，说明不同水厂、不同管

网等导致细菌群落结构发生变化. 

2.2  细菌的再生长潜能
如图3所示，管网水在22 ℃下静置7 d，细菌出现了再生
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长现象. 细菌总数从最初的7.3 × 103  - 2.59 × 105 cells/mL生

长到最终的9.4 × 105 - 4.84 × 106 cells/mL，可见氯消毒并不能

彻底消灭细菌，且水中有细菌可利用的“营养物质”，从第5
天开始保持相对稳定，这可能是受到水中“营养物质”的限

制 [24]. 在活细菌的百分比中，12个采样点呈现出3种不同的趋

势. 如图4所示，Ⅰ中活细菌百分比呈不断上升的趋势，且到

第5天达到相对稳定状态. 可见，去除余氯后，细菌能利用水

中的“营养物质”生长繁殖，甚至在余氯作用下亚致死或休

眠状态的细菌恢复活性，继续生长 [7-8]. Ⅱ中先上升后下降最

终维持稳定，在这4个水样中，当总数达到相对稳定不变时，

出生率大于死亡率. 这可能由于寡营养环境细菌之间相互竞

争，一些饥饿生长适应能力较差的群体在整个菌群生长消耗

大部分“营养物质”后大量死亡 [25].  Ⅲ中先下降后上升最终

达到平稳状态，余国忠在研究管网水中细菌的生存机制中提

出管道的化学腐蚀、颗粒物质、管壁上的生物膜等 “有利”

条件使细菌在管网中很好的生存 [26].  而再生长潜能的研究

将管网水由管道环境转移到玻璃瓶中，破坏了原有的生态环

境，细菌由于暂时的不适应性导致死亡. 这些变化在某种程

度上也说明了12处管网水中细菌的群落结构不同. 

2.3  细菌总数在一天中不同时间的变化特征
如图5-Ⅰ所示，实验室水样品中细菌数在工作日和休息

日呈现出不同的变化趋势. 两种情况下，上午8、9时细菌的数

量在一天中都达到最高，约为5.07 × 104 - 6.0 × 104 cells/mL. 

Frederik Hammes的研究表明，家庭水龙头的过夜滞留会导致

细菌的大量增生 [24]. 工作日，13和19时细菌数量呈下降趋势，

分别降低到2.64 × 104和4.47 × 104 cells/mL，据调查这两个时

间点一般是饭后休息时间，用水量少，水流较慢. 而14、17和

18时细菌数呈上升趋势，达到3.53 × 104 - 5.42 × 104 cells/mL，

这是做实验及实验后洗刷器材比较集中的时间，用水量过

大，水流较快，使得管壁上生物膜及疏松沉积物重悬，从而

导致细菌数量较高 [17].  休息日呈现上午多下午少的趋势，无

明显起伏变化. 可见，同一地点不同采样时间，检测结果是

不同的，实验室用水在一天中存在2.64 × 104 - 6.0 × 104 cells/
mL范围的波动. 同样，在宿舍、食堂这两种用户类型中，细

菌总数随用水量的变化表现出相应的起伏变化. 如图5-Ⅱ所

示，宿舍水样品中细菌数在休息日比工作日变化更平缓，且

与其他两种用户类型相比，宿舍用水主要集中在早（8、9时）

晚（22时以后），因此除早上细菌数（5.23 × 104 cells/mL）较

高外，其余时间段较低，且无明显变化. 食堂由于周一到周日

都处于工作状态，两种情况表现出类似的变化趋势，因其烹

饪、洗刷餐具具有明显的用水高峰期，因此细菌数在这些时

间点也达到4.7 × 104 - 5.33 × 104 cells/mL的高值（图5-Ⅲ）. 

3  讨 论 

本研究将FCM应用于北京市12处管网水的细菌计数，

进一步探讨细菌的再生长潜能和一天中不同时间细菌的稳

定性. 研究表明，FCM不仅能快速准确进行细菌计数，而且

灵敏 地检 测出不同时间、不同地点的较小改变. 例如HPC
对B、D和I采样点的检出为0，对A、F、G采样点的检出均为2 
CFU/mL（图2），但管网水不可能无菌，且不同采样点不可能

有相同细菌数. 可见，HPC作为检测方法有明显弊端，而FCM

E

F

G

H

A

B

C

D

I

J

K

L

107

106

105

104

103

FC
M

-
To

ta
l c

el
ls
 (
n/

ce
lls

 m
L-1
)

FC
M

-
To

ta
l c

el
ls
 (
n/

ce
lls

 m
L-1
)

107

106

105

104

107

106

105

104

FC
M

-
To

ta
l c

el
ls
 (
n/

ce
lls

 m
L-1
)

 Days Days

 Days
图3  FCM测定细菌再生长中细菌总数的变化. 
Fig. 3  Growth of natural microbial community during 7 days at 22 ℃. Total cell number change was recorded on a daily basis.
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恰恰能消除这一弊端. 

在研究一天中不同时间细菌稳定性时，3种用户类型表

现出不同的变化特征，但都与自身用水量的特点相对应. 实

验表明，用水量与细菌数量具有正相关性. 可见，用水量影

响水质量的稳定性，这与Alina Nescerecka的研究 [17]一致. 而

本 实验 除了对工作日用水 进 行检 测外，还考虑到休息日用

水，将两者进行对比，并且选取3种典型的用户类型作比较，

对Alina Nescerecka的研究进行补充，充分证明实验结论. 

去除余氯的管网水在22 ℃无碳化处理的锥形瓶中出现

再生长现象. 可见，氯消毒过的管网水中细菌并不稳定，提

供适宜的环境能够再生长，且总数达到106 cells/mL，处于相

对稳定状态，与Simon Gillespie的研究 [18]基本一致. 但12个采

样点的活细菌百分比表现出3种不同的状态，这为细菌稳定

性研究提供更多信息，水样的不同变化与其群落组成密不

可分. 

饮用水生物稳定性是指饮用水中可生物降 解有机物支

持异养细菌生长的潜力. 目前，国际上普遍以AOC作为饮用

水生物稳定性的评价指标 [27-28]. 但部分细菌如氨氧化细菌、

反硝化细菌能自养生长 [13]，使得这一指标在一定程度上具有

局限性. 另外测定AOC的传统方法是HPC法 [29]，随着检测方

法的不断提高，生物稳定性也应重新定义. 

4  结 论

（1）FCM能快速准确地进行细菌计数，并能灵敏地检测

到细菌再生长变化和短时间动态变化，相比于HPC法有明显

优势，可应用于影响细菌稳定性因素的探究中. 

（2）细菌再生长潜能表明，管网水并不呈稳定状态，氯

消毒也不能彻底杀死细菌. 细菌总数代表每个样品的最大生

长潜能，而活细菌百分比反映细菌的稳定性. 

（3）同一地点不同采样时间，其检测结果不同，水的过

夜滞留和水流过快会导致细菌增多. 

（4）FCM只能对总细菌和活细菌进行计数，不能计算某

一特定细菌的数量，下一步研究中，我们拟将FCM检测法和

图4   FCM测定细菌再生长中活细菌百分比的变化. 
Fig. 4  Growth of natural microbial community during 7 days at 22 ℃. Percentage change of intact bacteria was recorded on a daily basis.
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图5   FCM 法测定一天中细菌数量的动态变化. 
Fig. 5  Diurnal changes of bacterial community determined by FCM.
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1期基于流式细胞术研究管网水中细菌的稳定性

16S RNA测序结合，定性定量研究管网水中可能存在的致病

菌，以期为饮用水安全及流行病学的研究提供数据支持. 

致 谢  感谢中国科学院生态环境研究中心水生态毒理组和公共

仪器组对本文的支持. 
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