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摘 要： 研究了基于聚合酶链式反应(PCR)检测饮用水中大肠杆菌的方法，所设计的引物对 

埃希氏大肠杆菌有特异性。该方法比较适于检测经氯剂消毒或臭氧消毒的饮用水中的大肠杆菌， 

检测结果与常规滤膜培养法有较好的一致性，且分析时间短(4—5 h)、反应灵敏。 
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Abstract： The study was made on the method of polymerase chain reaction for detecting coliform 

in drinking water．Th e primer designed has specificity to E．coli．．Th e method is more suitable for detec- 

ring the coliform  in chlorine and ozone disinfected drinking water，and is in good agreement with the con- 

ventional membrane filter method．It is characterized by short period of analysis(4—5 h)and more sensi- 

tive detection． 
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聚合酶链式反应(PCR)是一种分子生物学检测 

方法，广泛应用于生物医学研究领域，将 PCR用于 

检测饮用水微生物，具有快速、灵敏、操作简便等优 

点。 

1 试验方案 

1．1 埃希氏大肠杆菌PCR检测方法 

上游引物：5’一tgt tca gtg gca aga gtt一3’，228 
— 245 bp。 

下游引物：5’一taa tcg ata tac ccg ctc一3’，564 
— 581 bp[ 

。 

PCR扩增反应体系 ]：10 X PCR缓冲液，5 IXL； 

Tag酶(2 U／IXL)，1 IXL；MgCl2溶液(25 mmoL／L)，5 

IXL；dNTP(2．5 mmoL／L)，5 IXL；ddH20 29 IXL；上游 

引物(10 ixmoL／L)，2 IXL；下游引物(10 ixmoL／L)，2 

IXL；模板 DNA(1．5 g／ixL)，1 ixL。 

PCR扩增循环参数：95 变性30 S，55 退火 

30 S，72℃延伸45 S，36个循环。 

采用溴化乙锭染色、琼脂糖凝胶电泳并在紫外 

光下拍摄图片的方法观察 PCR扩增产物。将 PCR 

扩增产物条带与 DNA分子量标准对比，判断有无埃 

希氏大肠杆菌(光亮色带为阳性，无光亮色带为阴 

性)。试验平行进行多次，大肠杆菌菌株采用工程 
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菌株JM109、大肠埃希氏菌、临床大肠杆菌 I和临床 

大肠杆菌Ⅱ。 

1．2 引物特异性检验 

选择假单胞菌 P17、螺旋菌、埃希氏大肠杆菌、 

链球菌、绿脓杆菌、铜绿假单胞菌、葡萄球菌、志贺氏 

菌、沙门氏菌、临床大肠杆菌、柠檬酸杆菌、霍乱弧菌 

等 l2个菌株。提取各菌株的 DNA，按 1．1引物和 

反应体系进行 PCR扩增，同样用凝胶电泳进行产物 

观察和判断。 

1．3 不同消毒工艺水样的检测 

取含有埃希氏大肠杆菌的水样，分别采用氯剂、 

紫外线和臭氧消毒灭活后，用 PCR方法和滤膜法各 

自检测大肠杆菌。以滤膜培养法检测结果作为大肠 

杆菌是否具有活性的标准，将 PCR法与滤膜法的检 

测结果相对比，若 PCR法与滤膜法都检出水样中含 

有大肠杆菌，则认为结果是阳性；若滤膜法检出水样 

中不含有大肠杆菌，而 PCR法检出水样中有大肠杆 

菌，则认为PCR法的检测结果为假阳性。 

1．4 不同水样的检测 

l4个水样均采用氯剂消毒，编号为2～15。其 

中水样2～8为自来水；9～12取自市政二次管网贮 

水池(贮水时间约为24 h)；13～15取自水厂的清水 

池。l4个水样均按 1．1引物和反应体系进行 PCR 

扩增，采用凝胶电泳进行观察和判断。同时进行传 

统膜滤培养法检测。 

2 结果与讨论 

2．1 PCR扩增大肠杆菌DNA 

进行多次平行试验，由凝胶电泳图像可观察到 

各株大肠杆菌 DNA扩增产物的清晰染色条带。根 

据 Marker条带的分子质量分布可推知各扩增产物 

条带位于300～400 bp之间，设计引物 DNA条带的 

长度为353 bps，可以断定产物即大肠杆菌目的DNA 

片断。这说明按照所设计的引物和 PCR反应体系 

进行大肠杆菌目的 DNA扩增，并通过凝胶电泳观 

察，可以检测大肠杆菌。 

2．2 特异性分析 

对 l2个菌株进行 DNA扩增并观察产物的结果 

表明，埃希氏大肠杆菌检测结果呈阳性，临床大肠杆 

菌由于含有埃希氏大肠杆菌也出现阳性检测结果， 

其余菌株检测结果为阴性，这说明所设计的引物和 

反应体系对于埃希氏大肠杆菌具有良好的特异性。 

2．3 不同消毒工艺水样的检测 

将埃希氏大肠杆菌经次氯酸钠、紫外线、臭氧消 

毒等三种方法灭活后，用 PCR方法检测。结果表 

明，PCR方法检测次氯酸钠消毒和臭氧消毒水样的 

大肠杆菌结果呈阴性，而紫外线消毒水样大肠杆菌 

检测结果呈阳性。而采用培养法检测 2～7号水样 

时，结果全部为阴性。 

分析认为，这种现象是因为紫外线消毒破坏大 

肠杆菌细胞壁或者其他结构，大肠杆菌已经不具有 

活性导致培养法检测出现阴性结果；但紫外线消毒 

未破坏大肠杆菌 DNA，其 DNA结构仍然是完整的， 

可以实现 DNA扩增，这使得 PCR法检测得到阳性 

结果。氯剂和臭氧消毒破坏了大肠杆菌的 DNA结 

构，尤其是 DNA的靶序列核苷酸，使 PCR法检测呈 

阴性。因此，PCR法比较适用于氯剂消毒和臭氧消 

毒的饮用水大肠杆菌的检测，而不适宜于紫外线消 

毒的饮用水大肠杆菌检测。 

2．4 水样大肠杆菌PCR方法检测实例 

各水样中大肠杆菌的滤膜培养法与 PCR法检 

测结果比较如表 1所示。 

表 1 水样中大肠杆菌的滤膜培养法和 PCR法检测结果 

Tab．1 Result of E coli in water sample by cultivation 

and PCR method 

序号 2 3 4 5 6 7 8 9 10 ll 12 l3 l4 l5 

膜滤法 + + + + + + + 

PCR + + + + + + + + + 

由表 1可见，有两个水样(8和 11)结果出现差 

异：PCR法的检测结果为阳性，而滤膜培养法的结 

果为阴性。对这 l4个水样，PCR法和膜滤培养法检 

测结果的一致率为 85．7％。 

所取水样均采用氯剂消毒，可以排除 PCR法假 

阳性。分析认为，两种检测方法对于少许相同水样 

出现不同结果，是由于方法灵敏性不同造成的：8和 

1 1这两个水样中可能含有极少量大肠杆菌，滤膜培 

养法因精度差、不敏感而无法检出，其结果判断为阴 

性；而 PCR法灵敏度高，可以检出水样中极少量的 

大肠杆菌，其结果判断为阳性。 

3 结论 

① 所设计的引物和反应体系、循环参数可以 

用于扩增饮用水大肠杆菌 DNA，PCR方法具有良好 

的特异性。 

② PCR法检测大肠杆菌，比较适宜于氯剂消 

毒和臭氧消毒的饮用水试样；而对于经紫外线消毒 

的饮用水试样，则容易出现假阳性结果。 
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③ PCR法检测饮用水中大肠杆菌，与常规方 

法(滤膜培养法)有较好的一致性，分析时间短(4～ 

5 h)，灵敏度更高。 
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供水泵站节能管理措施 

秦港供水泵站负责整个秦皇岛港务集团的生产、生活供水，配备有两台250S一65水泵、两台IS200—150 
— 400水泵。止回阀为普通旋启式，停泵水锤冲击波使止回阀经常损坏、严密性差，泵房压力水可通过非工 

作水泵严密性差的止回阀回流，造成水泵总出水量大于泵站供水量，产生浪费。2001年平均耗电为0．236 

(kW -h)／m 。采用二氧化氯消毒，控制清水池出水余氯为0．9～1．1 mg／L，管网末梢水余氯≥0．05 mg／L。 

手动标定加药量。2001年消毒成本为0．05元／m ，与国内同类企业比较消毒成本相对较高。 

1 节能措施 

① 提高清水池水位，降低水泵扬程 

将圆形清水池分成 a、b、c三格，其中b格作为水泵吸水井，c格作为调蓄水量用。a格与 c格顶部采用 

溢流孔连接，c格底部利用单向出水管拍门与b格连接，a格底部利用出水管与 b格连接。原水首先进入 a 

格，并通过底部出水管进入b格，当a格、b格水位达到高限时，通过a格溢流孔流入c格调蓄水量；当进水少 

时，c格水可通过出水管拍门流入b格。两根出水管的出流量可根据水位 自动调节，这样，水泵吸水井始终 

保持高水位。加氯点设在 b格吸水井，加氯点至泵站出水停留时间为48 min，满足规范中“不少于30 min” 

的要求。 

② 更新水泵出水管止回阀，增加回流判断装置 

使用新式消声止回阀，减少止回阀阻力，降低泵站噪音。在止回阀与水泵出水管间增加一泄水阀以判断止 

回阀的回流情况，并利用电磁阀、水流指示器、时间继电器和报警器进行自动监测，及时发现止回阀损坏情况。 

③ 用微机监测水泵运行效率，及时发现水泵故障 

采用计算机系统将水泵流量、扬程实际参数转换成电信号，通过现有内部网络远传到生产调度中心，定 

时显示实际运行曲线，自动判断曲线偏离程度 ，及时发现水泵故障。 

④ 增设管道中间加氯点，降低消毒成本 

在供水主干管中间偏末梢处设置中间加氯点，可以降低泵房出水加药浓度。该措施相当于泵房出水加 

药浓度随着水的流动不断消耗掉之前再次补氯。根据测试，在泵站投加浓度为0．6 mg／L，中间点投加浓度 

为0．2～0．3 mg／L，可满足要求。 

⑤ 增设自动投药系统，全屏显示消毒情况。 

2 实施效果 

2002年3月实施节能措施以来，取得了明显的经济效益和社会效益。单位电耗降至0．203(kW ．h)／ 

m ，消毒成本降至0．035元／m ，以供水550×10 m ／a、电价为0．58元／(kW·h)计，可节省运行电费10．53 

万元／a、消毒费用8．25万元／a，共计 l8．78 2r．E,／a。同时，降低消毒剂用量可延长管网使用寿命，降低供水 

浊度，同时减少饮用水中消毒副产物含量。 
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