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摘 要: 革兰氏阴性菌的细胞壁成分———内毒素是一种炎症因子，会对污水再生利用造成安
全风险。利用鲎试剂终点显色法检测城市污水处理厂二级出水的内毒素活性，并考察紫外线消毒
对二级出水与大肠杆菌中内毒素活性的影响。结果表明，在二级出水中可检出内毒素，其活性水平
处于 103 EU /mL的数量级。游离态内毒素活性占总内毒素活性的 52% ～92%，说明二级出水中的
内毒素主要以游离态形式存在。经紫外线消毒后内毒素活性并未发生显著变化，说明采用剂量 ＜
150 mJ /cm2

的紫外线消毒无法有效去除内毒素。
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Abstract: Endotoxins are components in cell walls of Gram-negative bacteria，and are considered

as risk factors for wastewater reuse because of their inflammatory capacity． The chromogenic Limulus a-
mebocyte lysate ( LAL) endpoint assay kits were used to analyze the endotoxin activity of secondary efflu-
ent from WWTP，and the influence of UV disinfection on endotoxin activity in secondary effluent and E．
coli was investigated． The results show that endotoxin activity of about 103 EU /mL can be detected in sec-
ondary effluent． Free endotoxin activity is 52% to 92% of total endotoxin activity in secondary effluent，
indicating that free endotoxins are main forms of endotoxins in secondary effluent． Furthermore，endotoxin
activity in secondary effluent and E． coli does not change significantly after UV disinfection，suggesting
that UV disinfection of below 150 mJ /cm2 can not remove endotoxins effectively．
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城市污水再生利用是提高水资源综合利用率、
缓解水资源短缺的有效途径之一。但污水中存在多
种多样的污染物，其中微生物有害组分如内毒素，对

污水的安全再生利用具有潜在风险。内毒素是位于
大多数革兰氏阴性菌与蓝藻细胞壁的脂多糖( 简称

LPS) 成分［1，2］。内毒素具有致炎性与致热性，其暴
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露可引起人体多种病症，包括发热、过敏、腹泻、呕
吐、低血压、休克与血管内凝血，甚至死亡［3］。
目前，国内外学者主要关注饮用水中的内毒素

及其去除，对污水与再生水中的内毒素活性研究较

少。笔者主要考察了城市污水处理厂二级出水的内
毒素活性水平，并研究了常见的污水消毒手段———
紫外线消毒对内毒素活性的影响。
1 材料与方法
1. 1 器皿与溶液准备
试验中所用的玻璃器皿均在 250 ℃下干烤 1 h

以去除内毒素，其他器具如吸头、96 孔板等均为无
内毒素的产品。与内毒素活性检测相关的溶液( 如
磷酸缓冲溶液 PBS) 采用高纯水 ( Milli － Q 超滤出
水) 配制，经高压灭菌后使用。
1. 2 水样采集
水样分别取自两个城市污水处理厂( A与 B) 的

二级处理出水。这两个污水处理厂均采用 A2O 工
艺。水样用除内毒素的玻璃瓶采集后保存于 4 ℃冰
箱中，并在 12 h内检测。
1. 3 菌种及其培养
试验所用菌种为大肠杆菌 CGMCC1． 3373，购自

中国普通微生物菌种保藏管理中心。将冻存的菌种
接种于肉汤培养基，在 37 ℃、150 r /min下振荡培养
16 h，于 10 000 r /min下离心 10 min后收集菌体，并
弃去上清液，将沉淀清洗后溶于 PBS 溶液( pH 值为
7． 4) 中得到菌悬液。该菌悬液用于紫外线消毒试
验。
1. 4 紫外线消毒
测定水样的吸光度 A254，计算得到选取的紫外

线剂量所需的照射时间。取 15 mL 水样于 60 mm
直径的培养皿中，放入转子后将其置于磁力搅拌器

上，且处于紫外平行光束仪( 内装有 1 根 40 W 低压
紫外灯管) 的正下方，使水样接受计算时间的紫外

线照射
［4］。

1. 5 内毒素活性检测
内毒素活性检测采用终点显色法鲎试剂盒。试

剂盒中的内毒素标样提取自大肠杆菌 O111: B4。标
线范围为 0． 1 ～ 1 EU /mL，因此样品需经过适当稀释
后测定，使其内毒素活性在标线范围内。一般选择
( 1 ∶ 100) ～ ( 1 ∶ 100 000) 范围内的 2 ～ 3 个稀释度
进行测定。稀释后的样品与鲎试剂混合，在 37 ℃下
培养 8 min;再加入显色基质，反应 6 min 后加酸终

止反应。测定样品的吸光度 A405，并通过标线计算

得到其内毒素活性。不同样品间内毒素活性的差异
通过 t检验分析，若 p ＜ 0． 05 则存在显著性差异，反
之则无显著性差异。
水样中包括游离态内毒素与结合态内毒素。首

先检测水样的总内毒素活性。将水样以 12 000g 离
心 10 min 后，测定上清液的内毒素活性，则为游离
态内毒素活性。总内毒素活性减去游离态内毒素活
性即为结合态内毒素活性。
1. 6 细菌计数
细菌计数采用混合平板法进行。将 1 mL 一定

稀释度的水样和一定量的融化后温度≤40 ℃的营
养琼脂培养基混合，迅速摇匀，待培养基凝固后将平

板倒置于 37 ℃培养箱中培养 24 h，计菌落数。每个
样品做 3 个平行样。不同样品间细菌数的差异通过
t检验分析。

2 结果与讨论
2. 1 内毒素的活性及其存在形态
对污水处理厂 A 与 B 的二级处理出水的多次

水样( 分别为 3 个和 5 个) 进行内毒素活性的测定，
结果如表 1 所示。

表 1 二级处理出水的内毒素活性水平
Tab． 1 Endotoxin activity in secondary effluent

EU·mL －1

项 目 平均值 中位值 最小值 最大值

二级出水 1 377 1 322 600 2 510
A厂出水 1 137 1 039 600 1 772
B厂出水 1 522 1 416 815 2 510

两个污水厂二级出水的内毒素活性处于 600 ～
2 510 EU /mL 的范围内，平均值为 1 377 EU /mL。
A、B厂二级出水内毒素活性的平均值分别为 1 137、
1 522 EU /mL。由于这两个污水厂均为城市污水处
理厂，且都采用 A2O 工艺，因此二者的内毒素活性
水平无显著差异。国外学者检测了部分二级出水的
内毒素活性，范围为 102 ～ 104 EU /mL［5，6］。本研究
中二级出水的内毒素活性水平主要在 103 EU /mL
的数量级，与前人的检测结果一致。
由于内毒素在细胞生长、分裂或死亡过程中会

从细胞释放到环境中
［7，8］，因此内毒素在水中的存

在形式可分为游离态与结合态( 游离态是指释放到

水体中的内毒素，结合态是指处于细胞壁中的内毒

素) ，两种形态的内毒素均具有生物活性［3］。二级
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出水中内毒素的形态分布如图 1 所示。游离态内毒
素活性占总内毒素活性的 52% ～ 92%，说明二级出
水中的内毒素主要以游离态形式存在。其中，A 污
水厂二级出水中的游离态内毒素占总内毒素活性的

78%以上，而 B污水厂二级出水中的游离态内毒素
仅占 60%左右，虽然两厂出水的总内毒素活性无明
显差异，但是内毒素的形态分布却有所差异。

图 1 二级出水中的内毒素形态分布
Fig． 1 Proportions of free and cell-bound endotoxin in

secondary effluent

2. 2 紫外线消毒对内毒素活性的影响
对 A厂二级处理出水进行紫外线消毒试验，紫

外线剂量分别为 0、20、50、100 和 150 mJ /cm2，消毒

后内毒素活性与细菌总数的变化如图 2 所示 ( 其
中，“×”表示不同样品间存在显著性差异，下同) 。

图 2 紫外线消毒对二级出水中内毒素与细菌总数的影响
Fig． 2 Effect of UV disinfection on endotoxin activity and

total bacteria count in secondary effluent

二级出水的初始细菌总数为 3 800 CFU /mL，初
始内毒素活性为 600 EU /mL。经过紫外线消毒后，
细菌总数显著下降( p ＜ 0． 05 ) ，当紫外线剂量达到
50 mJ /cm2

时，细菌总数已下降至 5 CFU /mL。然
而，经过不同剂量的紫外线照射后，水样的内毒素活

性与初始值均无显著性差异( p ＞ 0． 05 ) 。经紫外线
消毒后内毒素活性并未减小，这说明在 150 mJ /cm2

的剂量范围内，紫外线消毒未能有效去除二级出水

中的内毒素。

Anderson等人［9］研究了中压紫外灯对内毒素标
准物质( LPS分子) 的去除效果，在 100 ～ 600 mJ /cm2

的剂量下，发现紫外线照射对内毒素有一定的灭活

作用，但灭活速率较低。因此，只有高强度的紫外线
照射才能明显灭活内毒素。并且，Anderson 采用的
是中压紫外灯，其输出波长范围大于目前常用的低

压紫外灯。Gehr 等考察了低压紫外灯对饮用水原
水中内毒素的灭活效果，结果发现常见的饮用水紫

外线消毒剂量( 40、100 mJ /cm2 ) 对内毒素均无明显

的灭活作用
［3］。本研究选取低压紫外灯且剂量为

10 ～ 150 mJ /cm2，结果对二级出水中的内毒素活性

无明显影响，这与前人的研究结果相符。
以大肠杆菌为模式菌种，考察紫外线消毒对结

合态内毒素的影响，结果如图 3 所示。经紫外线消
毒后，大肠杆菌的活菌数从 108 CFU /mL 减小至 103

CFU /mL，但内毒素活性并未发生显著变化 ( p ＞
0． 05) 。这可能是由于紫外线消毒主要作用于细胞
内的核酸，而对菌体的细胞壁无明显破坏［10］，因此

对内毒素活性无明显影响。

图 3 紫外线消毒对大肠杆菌内毒素活性与细菌数的影响
Fig． 3 Effect of UV disinfection on endotoxin activity

and cell counts in E． coli

综上可知，紫外线消毒可有效地灭活微生物，但

却无法去除内毒素。因此，污水再生处理过程中内
毒素的控制需要引起关注。
3 结论

① 二级出水中含有内毒素，其活性处于 103

EU /mL水平，且主要以游离态形式存在，游离态内
毒素活性占总内毒素活性的 52% ～92%。

② 紫外线消毒( 150 mJ /cm2
剂量内的低压紫

外线) 对二级出水与大肠杆菌的内毒素活性均无显

著影响，紫外线消毒无法有效地去除内毒素。
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B /C值的增幅最大，当 HRT ＞13． 5 h时 B /C值的增
幅迅速降低。

③ 间歇膨胀复合水解反应器的污泥区处于周
期性的“膨胀—收缩”状态，在膨胀状态下上升流速
为 6． 5 m /h，泥水可进行充分混合，从而提高对溶解
性 COD的去除率; 在收缩状态下，污泥处于自由沉
降状态，对 SS的去除率可达 65%以上。

④ 水解出水经接触氧化 /混凝沉淀工艺处理
后，COD、pH 值、NH3 － N、TP 分别为 95． 3 mg /L、
8． 27、6． 27 mg /L、0． 39 mg /L，完全满足企业提标后
的排放要求。
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