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　　摘　要 : 　隐孢子虫和贾第鞭毛虫 (简称“两虫”)是两种严重危害水质安全的病原性原生动

物 ,但国际上常用的两虫检测方法———1623方法存在工作量大、成本高、回收率低等缺点。通过考

察 1623方法中浓缩、分离两个主要环节的替代方案 ,发现膜过滤—洗脱是比较理想的两虫浓缩方

式 ,在免疫磁性分离 ( IMS)环节中酸解离比热解离的效果好。根据以上研究成果 ,建立了回收率较

高 (对两虫的回收率分别超过了 30%和 40% )而成本较低 (为原方法的 55%左右 )的再生水两虫密

度检测方法。进一步的研究表明 ,浓缩是限制低浊水 (浊度约 1 NTU )回收率的主要步骤 ,而 IMS

是限制高浊水 (浊度约 4 NTU )回收率的主要步骤。
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　　Abstract:　C ryptosporid ium and Gia rd ia are two common species of pathogenic p rotozoan, seriously

endangering the water quality. The most frequently used method for detecting C ryptosporid ium and Giar2
d ia is named as“method 1623”, which has several shortages, including high cost, low recovery and oth2
ers. Various means of concentration and separation, two main step s in method 1623, were evaluated.

The results show thatmembrane filtration - elution is a more effective method for concentration. In immu2
nomagnetic separation ( IMS) step , acid separation is clearly more effective by comparison to heat separa2
tion. Based on experimental results, a p rocedure with higher recovery (C ryptosporid ium more than 30% ,

Giard ia more than 40% ) and lower cost (only 55% of the“method 1623”) for detecting C ryptosporid i2
um and Gia rd ia was suggested. Exam ination of the recovery of each step in this p rocedure indicates that

the main recovery2lim ited step of low2turbidity (1 NTU ) water is concentration, while that of high2turbid2
ity (4 NTU) water is IMS.
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　　污水再生利用是解决我国淡水资源短缺的有效

途径 ,而预防病原性微生物的污染和保障水质安全

是其重要前提。隐孢子虫和贾第鞭毛虫 (简称“两

虫”)是两种严重威胁水质安全的病原性原生动物 ,
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由隐孢子虫卵囊和贾第鞭毛虫孢囊引起的隐孢子虫

病和贾第鞭毛虫病目前尚无有效的治疗方法。

美国国家环保总局 (USEPA )于 1999年 2月制

定并发布的 1623方法是国际上最为常用的两虫标

准检测方法 ,它包括浓缩、分离和鉴定三个步骤 ,即

通过滤筒过滤、免疫磁性分离 ( IMS)和免疫荧光

( IFA)显微镜检来检测和计数 ,并借助 DAP I染色和

微分干涉 (D IC)显微镜检观察其内部的特征结构来

证实卵囊和孢囊的存在 [ 1 ]。虽然 1623方法首次实

现了两虫的同步检测 ,但也存在工作量大、耗时费

力、成本较高、回收率偏低且不稳定等缺点 [ 2～5 ]。并

且 , 1623方法的参数设定主要基于饮用水水质 ,将

其应用于再生水检测时会存在一定的不确定性。

笔者考察了 1623方法中浓缩、分离两个主要环

节的替代方案以及鉴定环节的简化方案 ,以便建立

回收率较高且成本较低的两虫密度检测方法 ,并确

定不同水质条件下影响两虫密度检测回收率的主要

限制步骤。

1　材料与方法
111　水样

试验水样先后采用南方某自来水厂的原水 (地

表水 )以及北京市 A、B两污水处理厂的二沉池出水

(浊度分别约为 4、1 NTU )。水样采集后于 24 h内

运抵实验室 ,在 4 ℃下黑暗保存 ; 72 h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 ,

则将其置于 4 ℃下黑暗保存。

112　试剂和材料

絮凝剂 :氯化铁 ( FeCl3·6H2 O,分析纯 )、聚合

氯化铝 ( PAC,分析纯 )。

洗脱剂 : 1 g的 Laureth - 12 (美国 PALL公司生

产 ) , 10 mL的 1 mol/L Tris(pH为 7. 4, Sigma公司生

产 ) , 2 mL的 0. 5 mol/L EDTA (pH为 8. 0, Sigma公

司生产 ) , 0. 15 mL的 Antifoam A ( Sigma公司生产 ) ,

加纯水至 1 L,当天配制当天使用。

免疫磁珠分离试剂盒 : B iotech ASA ,挪威 DY2
NAL公司生产。

免疫荧光染色试剂盒 : EasyStain,澳大利亚 BTF

公司生产 ,内含两虫非定量阳性标样 ( positive con2
trol)。

两虫定量标样 : EasySeed,澳大利亚 BTF公司生

产 ,内含隐孢子虫为 ( 99 ±1. 4 )个 ,贾第鞭毛虫为

(100 ±1. 4)个。

荧光微球 :美国 Polysciences公司生产 , ª4. 5

μm (称为“隐孢子虫微球”)和 ª20. 0μm (称为“贾

第鞭毛虫微球”)两种规格 ,激发波长为 441 nm,发

射波长为 486 nm。

滤膜 :美国 M inipore公司生产 , ª47 mm,孔径为

1. 2μm。

113　试验方法

按照 1623方法进行 ,各试验中所使用的水样和

添加的标样如表 1所示。
表 1　各试验中使用的水样和标样

Tab. 1　W ater samp le and control samp le in experiments

项目 水样 标样

浓缩

对自来水厂原水进行絮凝 两虫非定量标样

对 A污水厂二沉池出水进行
膜过滤

荧光微球、两虫
非定量标样

分离 A、B两污水厂二沉池出水 两虫非定量标样

鉴定 A、B两污水厂二沉池出水 两虫非定量标样

流程
检测

A污水厂二沉池出水 两虫定量标样

1. 3. 1　浓缩

①　化学絮凝。由于原水中的两虫水平很低 ,

故取样后人为加入两虫非定量标样。分别投加不同

剂量 (0～8 mg/L )的两种絮凝剂 ( FeCl3·6H2 O和

PAC) ,先以 300 r/m in搅拌 2 m in,再于 40 r/m in下

搅拌 15 m in,静沉 20 m in后分别测定上清液和沉淀

中两虫的密度。检测沉淀中的两虫密度时 ,在旋涡

混合器上剧烈振荡 5～10 m in以打碎絮体。

②　膜过滤。采用荧光微球作为两虫的替代

物 [ 6～9 ]
,过滤后选择膜溶解、刮擦和洗脱三种方式回

收膜表面附着的沉淀物。将沉淀物转移至井形玻片

的计数井中 ,室温下干燥后利用荧光显微镜进行计

数。

1. 3. 2　分离

所采用的分离方法与 1623方法中的免疫磁性

分离过程基本相似 ,但具体参数设置有所不同。在

最后的磁珠和两虫解离环节 ,比较了酸解离和热解

离两种方式。主要步骤如下 :

①　将浓缩得到的离心沉淀物全部转移至平边

试管内 ,并使之重新悬浮于 10 mL缓冲液中 ,分别加

入 100μL Dynalbeads Cryp to - Combo和 100μL Dy2
nalbeads Giardia - Combo后置于 Dynal反应混合器

上 ,于室温、18 r/m in下旋转 1 h。

②　取下平边试管置于磁珠收集器 (MCP - 1)
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上 ,旋转 3～5 m in后弃去上清液 ;从 MCP - 1上取

下平边试管 ,用 1 mL的 1 ×SL - buffer - A将磁珠转

移至微量离心管中 ;将微量离心管放至磁珠收集器

(MCP - M )上 ,上下转动 180°并持续 3～5 m in,待磁

珠形成棕色球体时立即用吸头吸走上清液 ;再次加

入 1 mL 1 ×SL - buffer - A使之悬浮 ,冲洗磁珠后用

磁铁收集 ,重复 3次。

③　酸解离。从 MCP - M上取下微量离心管 ,

加入 50μL的 0. 1 mol/L HCl后剧烈振荡 60 s,静置

10 m in后再振荡 60 s;静置 10 m in (同时准备井形玻

片 ,并在计数井中加入 5μL的 1. 0 mol/L NaOH)后

再次振荡 60 s;将微量离心管置于 MCP - M中静置

60 s;将微量离心管中液体全部转移至井形玻片的

计数井中 ,室温下干燥。

热解离。将微量离心管置于 80 ℃水浴锅内温

育 10 m in。

1. 3. 3　鉴定

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 ,于 37 ℃下

暗处染色 60～90 m in。用 Fixing Buffer洗涤残留染

色液 ,加入一滴包埋介质 (Mounting Media)后盖片

进行镜检。

2　结果与讨论
211　浓缩

2. 1. 1　化学絮凝

分别考察了水处理过程中常用的氯化铁和聚合

氯化铝 ( PAC)对两虫的富集效果。

在氯化铁絮凝试验中 ,经过后续的染色、镜检只

能观察到暗红色的铁絮体 ,由于铁絮体的磁性吸附

和包裹等作用 ,没有检测到两虫。试验中使用的能

够与两虫特异结合磁珠的主要成分是 Fe3 O4 ,磁铁

在收集磁珠的同时会吸附包裹有各种杂质的铁絮

体。大量铁絮体在有限磁铁作用面积上的聚集影响

了磁珠的吸附 ,从而破坏了对两虫的收集过程。另

外 ,在絮凝过程中两虫被包裹在致密的铁絮体内 ,即

使剧烈振荡也不能使之释放出来 ,也就无法通过后

续的染色和镜检观察到。

为了考察铝絮凝法对两虫的浓缩效果 ,分别测

定了不同 PAC投量下上清液和沉淀中的两虫数量

(分别为 S1和 S2 ) ,根据以下公式分别计算对上清

液中两虫的去除率 ,即理论沉淀检出率 ( P )和絮凝

法的回收率 (R )。

　P = (1 - S1 /T) ×100% (1)

　R = S2 / ( T·P) ×100% (2)

当 PAC投加量为零时 ,上清液与沉淀中的两虫

检出量之和即为水样中两虫的总量 ( T)。试验结果

(如图 1)表明 ,随着 PAC投量的增加则絮凝沉降效

果越来越好 ,对上清液中两虫的去除率不断上升 ,但

回收率却明显下降 ,这是由于在较高的 PAC投量下

形成的铝絮体非常密实 ,将两虫包裹在其中 ,即使剧

烈振荡仍无法完全破坏絮体 ,直接影响了后续的分

离和染色过程 ,致使回收率显著降低。

图 1　对上清液中两虫的去除率与检测回收率

Fig. 1　Removal rate from supernatant and recovery of

chem ical flocculation method for detection of

C ryptosporid ium and Giardia

综上所述 ,采用化学絮凝法浓缩水中的两虫存

在以下两个问题 :第一 ,絮凝过程中会形成比较致密

的絮体 ,由于卵囊和孢囊的个体非常微小 ,需将絮体

破坏得较为完全才能将其释放出来。采用旋涡混合

器剧烈振荡难以实现絮体的完全破坏 ,而超声或酸

溶解等方式很可能对卵囊和孢囊造成破坏。第二 ,

当颗粒物浓度等水质条件发生变化时 ,最佳絮凝剂

投量也会改变 ,因而将该方法用于污水再生处理系

统各工艺单元的水样测定时会发生回收率不稳定的

情况 ,使检测结果不具可比性。因此 ,化学絮凝法不

是理想的两虫浓缩方式。

2. 1. 2　膜过滤

一直以来 ,膜过滤法都被认为是一种回收率较

高的浓缩方法 ,特别是过滤后将滤膜完全溶解在有

机溶剂中的方式能够有效降低膜附着物在转移过程

中的损失 [ 10 ]。然而 ,在膜过滤—溶解试验中却发

现 ,有些滤膜即使经过较长时间浸泡并反复剧烈振

荡 ,仍无法完全溶解于有机溶剂中 ,而是形成了絮状

沉淀 ,这可能是膜成分、颗粒物质或水分的附着影响

了膜溶解的效果。因此 ,考察了硝酸纤维素膜、醋酸
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纤维素膜和混合纤维素膜在干燥和潮湿状态下的溶

解情况 ,结果如表 2所示。
表 2　各种膜在不同使用条件下的溶解特性

Tab. 2　D issolution of different kinds of membranes under

various situations

项目
纯水加标水样 二沉池出水加标水样

干燥溶解 潮湿溶解 干燥溶解 潮湿溶解

硝酸纤维素膜 + + - -

醋酸纤维素膜 + + - -

混合纤维素膜 + + - -

　注 :　“ +”表示经振荡后滤膜完全溶解在丙酮中 ;
“ - ”表示经振荡后滤膜无法完全溶解在丙酮中 ,
而是形成了絮状沉淀。

　　由表 2可知 ,经纯水过滤后的膜能完全溶于丙

酮中 ,而过滤二沉池出水的膜则无法完全溶解在丙

酮中 ,表明颗粒物的附着影响了膜溶解的过程。

为了定量考察膜的不完全溶解对回收率的影

响 ,进行了两虫非定量阳性标样投加试验 ,结果如表

3所示。
表 3　3种方法的两虫检出量比较

Tab. 3　Comparison of inspected amount of C ryptosporidium

and Giard ia in membrane filtration - dissolution, membrane

filtration - elution and method 1623 tests 个·L - 1

检测方法
隐孢子虫 贾第鞭毛虫

A水样 B水样 A水样 B水样

1623方法 202 2

膜过滤—溶解 5 2 0 2

膜过滤—洗脱 285 35 3 7

　　由表 3可知 ,对同一水样而言 ,膜过滤—溶解法

的检测数据最小 ,即与膜过滤—洗脱法和 1623方法

相比 ,膜的不完全溶解严重降低了对两虫的回收率。

A ldom等人通过饮用水加标试验发现膜过滤—溶解

法具有良好的浓缩效果 [ 10 ]
,但笔者的试验结果却表

明 ,由于颗粒物的附着会导致膜的不完全溶解 ,该方

法并不适用于较高浊度水样的测定 ,而且有机溶剂

的使用也会对两虫的活性产生不良影响 ,不利于后

期活性分析试验的开展 [ 11、12 ]。

另外 ,研究中还通过微球投加试验考察了刮擦

法和洗脱法转移膜截留物质的效果 ,结果如表 4所

示 (取 6次试验的平均值 )。可见 ,与洗脱法相比 ,

刮擦法难于将截留物质完全转移 ,回收率不高且受

操作过程影响较大 ,非常不稳定 ,不是理想的沉淀转

移方式。因此 ,膜过滤—洗脱法是相对理想的两虫

浓缩方式。

表 4　刮擦法与洗脱法的荧光微球回收率比较

Tab. 4　Comparison of fluorescent m icrosphere recovery in

scrap ing and elution tests %

项目

刮擦法 洗脱法

隐孢子虫微球
贾第鞭毛虫
微球
隐孢子虫微球

贾第鞭毛虫
微球

均值 25. 5 ±8. 6 48. 8 ±8. 9 80. 0 ±3. 1 82. 9 ±2. 4

212　分离

有研究者认为 , 1623方法的 IMS环节采用酸解

离方式 ,产生了较大幅度的 pH波动 (使其偏离中

性 ) ,会影响后续的染色效果 ,降低回收率。W are等

人进行的自配水和水源水加标试验表明 , 80 ℃下温

育 10 m in的热解离方式能明显提高检测的回收

率 [ 13 ]。为此分别采用纯水、A污水厂二沉池出水和

B污水厂二沉池出水进行两虫非定量标样投加试

验 ,比较了这两种解离方式的检测结果 (见表 5)。
表 5　两种解离方式的两虫检出量比较

Tab. 5　Comparison of inspected amount of C ryptosporidium

and Giardia in IMS acid dissociation and heat

dissociation tests 个·L - 1

水样
酸解离 热解离

隐孢子虫贾第鞭毛虫隐孢子虫贾第鞭毛虫

纯水 15 49 8 25

A厂二沉池出水 19 50 10 17

B厂二沉池出水 23 44 13 19

　　由表 5可知 ,对于同一水样采用酸解离时的两

虫检出量更高 ,说明其回收效果比热解离好 ,其原因

是高温会在一定程度上破坏卵囊和孢囊的表面抗

原 ,从而影响后续的免疫荧光染色过程。这与 W are

等人的结论并不相符 ,经分析原因可能是两次试验

中卵囊和孢囊所处的状态不同 ,因而对高温的敏感

程度也不同。另外 ,在对热解离样品进行镜检时观

察到有较多的卵囊和孢囊附着在磁珠上 ,推测是由

于受热后磁珠的聚集性能变差所致。

213　鉴定

有研究者认为 ,通过免疫荧光染色可以识别绝

大部分卵囊 /孢囊 ,而后续的 DAP I染色和微分干涉

试验的确认率很不理想 ,所以可直接通过荧光染色

计数得出结果 [ 13 ]。研究中观察到的同样能发出绿

色荧光的两虫类似物质主要分为两种 :絮状假阳性

物和囊泡状假阳性物。镜检显示 ,无论从大小还是

形状 ,均可通过观察将其和两虫直接区分开。因此 ,

一般情况下通过免疫荧光染色后的显微镜检即可对
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两虫进行确认。

2. 4　再生水中两虫密度的检测流程

根据上述试验结果 ,将再生水中两虫的检测流

程设计为 :采集水样 →膜过滤 →洗脱 →离心浓缩

(6 310 r/m in, 10 m in)→ IMS(酸解离 )→ IFA计数。

通过纯水和二沉池出水的定量标样投加试验 ,

考察上述检测流程的回收率以及水质对各环节回收

率的影响 ,结果如表 6所示。
表 6　设计检测流程的回收率

Tab. 6　Recovery of design p rocedure for detection of

C ryptosporid ium and Giardia %

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 33. 3 93. 0 31. 0 45. 5 92. 3 42. 0

二沉池出水 81. 8 45. 2 37. 0 91. 1 49. 4 45. 0

　　由表 6可以看出 ,对两虫的回收率明显高于

1623方法的接受标准 ( > 24% ) ,其中纯水加标试验

的回收率与 Hu等的结果类似 [ 14 ]。另外 , Hu等通过

自来水加标试验发现 , 1623方法的浓缩环节是回收

率的主要限制因素 ,后续的 IMS - IFA步骤对隐孢

子虫和贾第鞭毛虫的回收率可分别高达 92. 0%和

89. 0%。但是 ,笔者的二沉池出水加标试验结果却

显示分离鉴定环节为限制回收率的主要步骤。这表

明 ,原水杂质成分的增加 (使浊度升高 )虽有利于浓

缩回收 ,但却对两虫与磁珠的特异性结合产生了不

良影响 ,这与 H su等的研究结果相同 [ 15 ]。

与 1623方法相比 ,该密度检测流程在提高了回

收率的同时也使试验成本明显降低 ,特别是采用膜

过滤代替囊式滤筒过滤显著降低了耗材价格 (囊式

滤筒为 680元 /个水样 ,孔径为 1. 2μm的滤膜价格

为 20元 /个水样 )。根据目前的市场报价 ,免疫磁

珠分离试剂为 640元 /个水样 ,免疫荧光染色试剂为

175元 /个水样。因此 ,所设计检测流程的成本约为

835元 /个水样 ,比 1623方法 (约 1 495元 /个水样 )

降低了约 45%。

3　结论
①　与化学絮凝法相比 ,膜过滤是比较理想的两

虫浓缩方式 ,且采用洗脱方式转移过滤后膜上的截留

物质可以得到比膜溶解法和刮擦法更高的回收率。

②　在免疫磁性分离 ( IMS)环节 ,酸解离比热

解离的效果好。

③　免疫荧光染色 ( IFA )、镜检环节观察到的

假阳性物质可通过形状或大小与两虫区分开来 ,一

般情况下可不进行后续的 DAP I/D IC确认步骤。

④　对于浊度较低 (浊度约 1 NTU )的水样 ,浓

缩是整个流程回收率的限制步骤 ,而对于浊度较高

(浊度约 4 NTU)的水样 , IMS + IFA是回收率的限制

步骤。

⑤　所设计的再生水中两虫检测流程与 1623

方法相比 ,回收率得到了明显提高 ,而试验成本却降

低了 45%。
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