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摘要 :隐孢子虫和贾第鞭毛虫是 2种严重危害水质安全的病原性原生动物.与 USEPA1623方法相比 ,以膜过滤2洗脱法作为浓
缩方式的检测流程回收率较高且成本较低.本研究通过对膜过滤2洗脱环节和免疫磁性分离 ( IMS)过程进行改进和参数优化 ,

建立了适用于污水再生处理系统的两虫检测方法.研究发现 ,对滤膜进行刮擦处理后隔夜浸泡 ,以及洗脱前剧烈振荡等操作

能够显著提高并稳定回收率.投加高岭土浊液提高水样的浊度至 4N TU更加有效地提高了低浊水样的浓缩回收率.离心浓缩

后洗涤沉淀并进行 2次酸解离是降低 IMS过程水质干扰的有效措施.采用该优化方法对不同来源水样进行检测 ,隐孢子虫回

收率超过 70 % ,贾第鞭毛虫回收率超过 80 % ,明显高于 1623方法的接受标准 ( > 24 %) .
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Improvement of Method for Detection of Cryptosporidium and Gia rdia in

Waste water Reuse System
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Abstract :Cryptosporidium and Giardia are two common species of pathogenic protozoan , seriously endangering the water quality.
Former work indicated that compared to the USEPA method 1623 , the procedure using membrane filtration2elution as a concentration
method for detection of Cryptosporidium and Giardia attained better recovery and lower cost . Several improvements of membrane
filtration2elution step as well as immunomagnetic separation ( IMS) step were investigated and an optimal method for detection of
Cryptosporidium and Giardia in wastewater reuse system was recommended in this study. The experimental results showed that

overnight soak of membrane after scraping and vortex agitation before elution could enhance and stabilize the recovery. Increasing
turbidity to 4N TU by adding kaolin clay could effectively improve the recovery of low2turbidity water. Washing concentrate after
centrifugation and twice acid dissociation both reduced the impact of water quality. Protozoan in different water samples were detected
by this optimal method , and recovery of Cryptosporidium and Giardia are above 70 % and 80 % respectively , far beyond the
acceptance of method 1623.
Key words :Cryptosporidium ; Giardia ; wastewater reuse ; detection method ; recovery

　　为有效解决我国淡水资源短缺的问题 ,近年来 ,

污水再生利用的规模不断扩大.生活污水受到人畜

粪便污染 ,由其中的病原体引起的微生物风险通常

是再生水利用的主要问题.因此 ,有效检测和预防病

原微生物污染 ,保障水质安全是城市污水再生利用

的前提.

隐孢子虫 ( Cryptosporidium ) 和贾第鞭毛虫

( Giardia) (后简称“两虫”)是 2 种严重危害水质安

全的病原性原生动物.由隐孢子虫卵囊和贾第鞭毛

虫孢囊引起的隐孢子虫病 (Cryptosporidiosis)和贾第

鞭毛虫病 ( Giardiasis) ,目前国际上尚无有效的治疗

方法[1 ] .美国国家环保总局 (USEPA)制定并发布的

1623方法是目前国际上最常用的两虫检测标准方

法 ,包括浓缩、分离和鉴定 3 个步骤[2 ] .但该方法存

在成本高[3 ]、回收率低且不稳定[1 ,4 ]等缺陷.另外 ,

该方法基于饮用水水质进行参数设定 ,将其应用于

环境样品和污水再生处理系统时存在一定的不确

定性.

根据文献报道 ,水源水[5～7 ]、饮用水[8 ]、污水和

再生水[9～13 ]中均有两虫检出.由于污染源、水质特

征和检测手段不同 ,即使是同一类型水体的测定结
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果也存在明显差异.其中 ,再生水中隐孢子虫检出率

从 40 %～70 %不等[11～13 ] .本研究参考典型污水再

生处理系统中两虫的存在水平 ,选择投加浓度为 20

个/ L [9 ,10 ] .

本研究的前期工作发现 ,与其他浓缩方式相比 ,

膜过滤2洗脱法的回收率较高 ,基于该方法设计的检

测流程成本只有 1623 方法的 55 %左右.但对于浊

度较低的水样 ,浓缩仍然是整个试验回收率的限制

步骤.而浊度较高时 ,原水杂质成分的增加会对免疫

磁性分离 (immunomagnetic separation , IMS)过程产

生不良影响.本研究通过对膜过滤2洗脱环节和 IMS

过程进行改进和参数优化 ,使其对水质有较强的适

应性 ,提高并稳定了各步骤的回收率 ,建立了适用于

污水再生处理系统的两虫检测方法.

1　材料与方法

111　水样

试验用水先后采用北京市 A 污水处理厂二沉

池出水 (浊度约为 4N TU) ,深度处理 (混凝2沉淀2过
滤)后出水和北京市 B 污水处理厂二沉池出水 (浊

度约为 1N TU) .水样采集后 ,于 24h内运抵实验室 ,

在 4℃下黑暗保存.采样后 72h内完成过滤、洗脱和

离心浓缩 ,浓缩后如不立刻进行分离和鉴定过程 ,样

品置于 4℃下黑暗保存.

112　试剂和材料

洗脱剂 :1g Laureth212 (美国 PALL 公司生产) ,

10mL 1mol/ L Tris (p H714 ,德国 Sigma 公司生产) ,

2mL 015mol/ L ED TA (p H810 ,德国 Sigma 公司生

产) ,0115mL Antifoam A (德国 Sigma公司生产) ,加

纯水至 1L ,当天配制当天使用.

免疫磁珠分离试剂盒 : Biotech ASA ,挪威

D YNAL 公司生产.

免疫荧光染色试剂盒 : EasyStain ,澳大利亚

B TF公司生产 ,内含两虫非定量阳性标样 (positive

control) .

两虫定量标样 : EasySeed ,澳大利亚 B TF 公司

生产 ,内含隐孢子虫 (99 ±114)个 ,贾第鞭毛虫 (100

±114)个.

荧光 微 球 : 美 国 Polysciences 公 司 生 产 ,

Φ415μm(后称为“隐孢子虫微球”)和Φ2010μm (后

称为“贾第鞭毛虫微球”) 2 种规格 ,激发波长

441nm ,发射波长 486nm.

滤膜 :美国 Minipore 公司生产 ,Φ47mm ,孔径

112μm.

113　试验方法

本研究在浓缩环节优化试验中分别采用北京市

A、B污水处理厂的二沉池出水 ,定量投加与两虫形

状相似的荧光微球作为替代物[14～17 ] ,考察两虫的

浓缩效果.在分离环节优化试验中采用 A厂二沉池

出水 ,进行两虫定量标样投加试验考察其回收率.最

后 ,采用 A、B 厂二沉池出水、A 厂深度处理后出水

及自配水 ,进行两虫定量标样投加试验考察该优化

方法全过程的回收率.

11311　浓缩环节方法优化

采用荧光微球作为两虫的替代物 ,通过微球加

标试验考察膜过滤浓缩环节不同洗脱方法的回

收率.

直接洗脱法 :膜过滤 →振荡洗脱 ( 250 r/ min ,

15min) →离心浓缩.

改进工艺一 :膜过滤 →50mL 离心管中洗脱液

浸泡滤膜 12h→漩涡混合器上剧烈振荡盛有滤膜的

离心管 3～5min→振荡洗脱 (250 r/ min ,15min ,2次

相互垂直的方向) →离心浓缩.

改进工艺二 :膜过滤→对滤膜进行刮擦处理→

50mL 离心管中洗脱液浸泡滤膜 12h →漩涡混合器

上剧烈振荡盛有滤膜的离心管 3～5min→振荡洗脱

(250 r/ min ,15min ,2次相互垂直的方向)离心浓缩.

11312　分离环节方法优化

1623方法中的免疫磁性分离 ( IMS)过程为 :向

平边试管中加入抗隐孢子虫的磁珠抗体 (Dynabeads

Crypto2combo ) 和抗贾第鞭毛 虫 的 磁 珠 抗 体

(Dynabeads Giardia2combo) ,旋转混合 ,抗原抗体反

应使卵囊和孢囊分别与其磁珠抗体结合 ,形成复合

体.卵囊、孢囊由于与其磁珠抗体偶联 ,被磁珠收集

器 (MCP2l)磁力吸附在样品管壁上 ,杂质则随上清

被去除.卵囊、孢囊被转移至微量离心管后在另一个

磁珠收集器 ( MCP2M)上再次被分离纯化.加酸酸

化 ,剧烈振荡使两虫2磁珠结合体解离 ,利用磁珠收

集器 (MCP2M)磁条吸引磁珠而达到将其从悬浮液

中分离去除的目的.

为了降低因水质成分复杂对检测造成的干扰 ,

本研究通过两虫定量标样投加试验 ,考察 IMS环节

3种改进措施对回收率的影响.其中 ,改进措施一

为 :离心浓缩后吸去上清 ,加入纯水剧烈振荡混匀 ,

再次离心浓缩后收集沉淀进行 IMS过程.改进措施

二为 :将磁珠与两虫的反应混合时间由 1h 延长到

115h.改进措施三为 :增加酸解离次数 ,即第一次酸

解离后将液体转移到井形玻片上干燥 ,进行第二次
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酸解离 ,将液体转移到已烘干的玻片上 ,再次干燥.

11313　鉴定

鉴 定 环 节 采 用 免 疫 荧 光 染 色 法

(immunofluorescent assay , IFA) .具体操作为 :向每

个井形玻片计数井中各加 50μL 甲醇 (分析纯) ,室

温下干燥后 ,再加 50μL 染色液 ,37℃、暗处染色 60

～90min.用 Fixing Buffer 洗涤残留染色液 ,加入 1

滴包埋介质 (Mounting Media)后盖片.卵囊和孢囊

在蓝光的激发下均呈现出绿色荧光 ,利用荧光显微

镜进行扫描、记数.

2　结果与讨论

211　浓缩环节方法优化

21111　洗脱操作的改进

试验发现 ,采用膜过滤后直接洗脱的方式浓缩

两虫 ,存在回收率偏低且不稳定的问题. 根据

Pezzana等人的结论[18 ] ,适当延长滤膜与洗脱液的

接触时间 ,并在漩涡混合器上剧烈振荡有利于隐孢

子虫的回收.因此本研究增加了过滤后滤膜浸泡过

夜 ,洗脱前漩涡混合器剧烈振荡和垂直方向洗脱 2

次的操作.如表 1 所示 ,改进前后共进行了 15 次荧

光微球加标试验 ,前 3 次采用膜过滤后直接洗脱的

方式 ,后 12 次采用膜过滤后浸泡振荡再洗脱的方

式.在膜过滤2浸泡振荡2洗脱试验中 ,多数结果都比

较稳定 ,但样品 6和样品 9的回收率明显偏低.这是

由于颗粒物与膜结合的密实程度、洗脱时振荡角度

等参数的随机性 ,导致有时会出现水流剪切力不能

使膜截留物质脱落 ,造成洗脱效果不佳.

表 1　直接洗脱法与浸泡 - 振荡洗脱法的微球回收率/ %

Table 1　Microsphere recovery of direct elution method

and soak2agitation2elution method/ %

洗脱方式 样品编号 隐孢子虫微球 贾第鞭毛虫微球

1 1812 3411

直接洗脱法
2 2316 3616
3 2118 3411
平均值 2112 3510

4 8010 8219
5 8118 9217
6 4713 6519
7 7812 8219
8 8515 9716浸泡2振荡洗脱

法
9 4010 4911

10 8118 9312
11 8515 9019
12 8316 9019
13 7812 8816
14 8118 8614
15 8515 9515
平均值 7518 8417

　　为了进一步稳定膜过滤2洗脱法的回收率 ,在滤

膜浸泡过夜前增加了刮擦处理.虽然单独将刮擦作

为浓缩物转移手段难于把膜截留物完全转移 ,回收

率很不稳定.但是 ,根据表 2 所示的试验结果 ,刮擦

作为洗脱操作的预处理 ,即在浸泡前先人为破坏截

留物质与膜的结合作用 ,可以有效保障回收率的稳

定性.

表 2　增加刮擦操作后的微球回收率/ %

Table 2　Microsphere recovery of scraping2soak2agitation2

elution method/ %

样品编号 隐孢子虫微球 贾第鞭毛虫微球

1 8316 9019

2 7812 8816

3 8316 9312

4 8713 9019

5 8515 9312

6 8010 8614

7 8515 9019

8 8118 8816

平均值 8312 9013

21112　颗粒物对浓缩步骤回收率的影响

通过比较纯水、低浊度二沉池出水 (1N TU)和

高浊度二沉池出水 (4N TU)在浓缩步骤的回收率

(如图 1) ,发现当水中的颗粒物质含量较低时 ,回收

率明显下降.

图 1　不同浊度水样浓缩步骤回收率的对比

Fig. 1　Comparison of recovery of concentrating step in water

samples with different turbidity

为了提高低浊度水样浓缩的回收率 ,分别尝试

了洗脱步骤的 2 种改进措施 :延长洗脱时间和一次

洗脱后更换新鲜洗脱液 ,回收率测定结果如表 3 所

示.可以看出 ,这 2种措施都可以在一定程度上提高

回收率 ,其中更换洗脱液的方法更加有效 ,但仍难以

达到高浊水样较高且稳定的回收率.因为延长洗脱

时间和更换洗脱液只能使洗脱操作进行的更完全 ,
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　　 表 3　膜过滤2洗脱法及其 2种改进措施的微球回收率/ %

Table 3　Microsphere recovery of membrane filtration2elution method and its two improvement measures/ %

水样 试验编号
膜过滤2洗脱法 延长洗脱时间 更换洗脱液

隐微球 贾微球 隐微球 贾微球 隐微球 贾微球

1 3512 4518 5010 6214 5718 6819

纯水
2 3316 4612 4611 6019 5911 6810

3 3112 4415 4712 5617 5217 6919

平均值 3313 4515 4718 6010 5615 6819

1 5415 7614 6010 8010 7012 8313

低浊水 (1N TU)
2 5314 7614 5615 8111 7012 8119

3 5119 7411 5812 8013 6713 8312

平均值 5313 7516 5812 8015 6912 8218

1 8213 9111

高浊水 (4N TU)
2 8019 9213

3 8211 8919

平均值 8118 9111

而无法消除颗粒物对离心环节的影响.

为了进一步提高低浊度水样的回收率 ,研究中

进行了高岭土添加试验 ,结果如图 2所示.当水样浊

度上升到 4N TU 左右时 ,回收率达到了比较理想的

水平 ,并且浊度的进一步升高对回收率影响已不明

显.曾有研究者发现 ,在纯水中添加颗粒物能够显著

提高回收率 ,并较为详细地研究了不同粒径分布对

浓缩回收率的影响[19 ,20 ] .但在实际水样的添加试验

中 ,由于原颗粒物含量和粒径分布的多样性 ,即使定

量投加一定尺寸的颗粒物也无法控制样品中的整体

粒径分布.提高浊度的目的在于使颗粒物达到一定

浓度 ,使两虫 (或微球)有所附着 ,形成较大颗粒 ,洗

脱时较易脱离滤膜 ,离心时更易被富集而成密实的

沉积体 ,防止被吸除上清的操作所干扰.因此 ,在实

际检测过程中 ,可不考虑粒径分布 ,用浊度作为颗粒

物含量的评价指标 ,即可保证较高的回收率.

图 2　高岭土投加试验中微球回收率随水样浊度的变化

Fig. 2　Microsphere recovery under different water turbidity

in kaolin clay adding test

212　分离环节方法优化

为了降低水质对 IMS过程的影响 ,提高其回收

率 ,研究中采用两虫定量标样投加试验分别考察了

浓缩后洗涤沉淀、延长磁珠与两虫的反应混合时间

和进行 2次酸解离等 IMS优化方法对两虫回收率

的影响 ,结果如表 4 所示. 根据 Yakub 等人的结

论[21 ,22 ] ,洗脱剂残留物 ( ED TA等)和水中溶解性成

分 (溶解性铁等)会降低 IMS的回收率.本研究发

现 ,浓缩后洗涤沉淀 ,可以在一定程度上降低这类物

质的影响 ,提高回收效果.延长反应时间后 ,两虫的

回收率反而降低.根据相关报道[19 ] ,产生这一现象

主要是因为混合时间过长使两虫2磁珠结合体再次
发生了解离.特别是贾第鞭毛虫 ,由于其个体较大 ,

与磁珠形成的复合体稳定性差 ,容易解离 ,当混合时

间较长时 ,回收率低于隐孢子虫. 2次酸解离较大幅

度地提高了 IMS的回收率.可见 ,两虫与磁珠的解

离效果是影响 IMS回收率的主要因素.

表 4　IMS优化方法的两虫回收率/ %

Table 4　Cryptospori di um and Giardia recovery of

IMS improvement measures/ %

方法

隐孢子虫 贾第鞭毛虫

IMS

回收率

总回

收率

IMS

回收率

总回

收率

原方法 4610 3810 4712 4210

洗涤沉淀 6514 5410 6917 6210

延长反应混合时间 3613 3010 3115 2610

2次酸解离 8417 7010 8717 7810

213　污水再生处理系统两虫检测的优化方案

综合上述试验结果 ,污水再生处理系统中两虫

检测优化方案如图 3 所示.通过两虫定量标样投加

试验考察该流程在不同水质条件下的回收率 ,以及
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图 3　污水再生处理系统两虫检测优化方案

Fig. 3　Improved procedure for detection of Cryptospori di um

and Giardia in wastewater reuse system

低浊水样投加高岭土对总回收率的影响.该试验中 ,

除 A厂二沉池出水 ,其他水样均投加高岭土将浊度

　　　　

提高至 4N TU.由表 5可以看出 ,高岭土的投加不会

对 IMS过程产生不良影响 ;各水样中两虫的总回收

率明显高于 1623法的接受标准 ( > 24 %) ,并且各步

骤回收率基本稳定.

3　结论

(1)在直接洗脱的基础上 ,增加滤膜刮擦后隔夜

浸泡和洗脱前剧烈振荡的操作能够显著提高并稳定

浓缩环节膜过滤2洗脱法的回收率.

(2)与延长洗脱时间和更换洗脱液相比 ,投加高

岭土浊液提高水样浊度至 4N TU 更加有效地提高

　　　　　
表 5　污水再生处理系统两虫检测优化方案的回收率/ %

Table 5　Recovery of the improved procedure for detection of Cryptospori di um and Giardia in wastewater reuse system/ %

水样
隐孢子虫 贾第鞭毛虫

浓缩 IMS + IFA 总回收率 浓缩 IMS + IFA 总回收率

纯水 +高岭土 7813 9210 7210 8713 9319 8210

A厂二沉池出水 8216 9210 7610 9111 9212 8410

B厂二沉池出水 +高岭土 8213 9111 7510 9113 9210 8410

A厂深度处理出水 +高岭土 8016 9118 7410 8816 9216 8210

了膜过滤2洗脱的回收率.

(3)离心浓缩后洗涤沉淀并进行 2 次酸解离是

提高 IMS过程回收率的有效措施.反应混合时间过

长可能使两虫与磁珠的结合体发生解离.

(4)本研究建立的污水再生处理系统两虫检测

优化方案对水质有较强的适应性 ,提高了检测方法

的回收率和稳定性.
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