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摘　要　滤膜浓缩/密度梯度分离荧光抗体法因具有成本低廉和性能稳定的特点，目前已列入《城镇供水水质标

准检验方法》(CJ/T 141-2018)用于水源水和城镇供水中贾第鞭毛虫和隐孢子虫 (简称两虫)的检测。针对实际生

产中，水中颗粒物会影响该方法回收率和稳定性的情况，在前期研究的基础上，结合颗粒物大小，进一步探索

了浑浊度对滤膜浓缩/密度梯度分离荧光抗体法检测水中两虫的影响。结果表明，颗粒物大小仅对隐孢子虫回收

率有影响，对贾第鞭毛虫无显著影响。其中，隐孢子虫在 5 μm为主要颗粒物的水中获得最高回收率。浑浊度

是影响两虫回收率的主要因素，20 NTU以下浑浊度水样适合采用滤膜浓缩法富集浓缩其中的两虫，尤其是 3~
5 NTU；20 NTU及其以上浑浊度的水样可采用沉淀浓缩法，在 30~50 NTU时有最佳回收率。

关键词　贾第鞭毛虫；隐孢子虫；浑浊度；颗粒物直径；密度梯度分离荧光抗体法 

  
鉴于饮用水在隐孢子虫和贾第鞭毛虫 (简称两虫)传播以及其在大规模爆发流行病中的明确作

用，两虫不仅被公共卫生部门关注，更是日益受到各国水行业专家的广泛关注和高度重视，并被

世界卫生组织 (WHO)作为原生动物病原体明确纳入《饮用水水质准则》 [1]。我国于 2006年将两虫

纳入了《生活饮用水卫生标准》(GB 5749-2006)，并规定每 10 L水中检出不得超过 1个。目前，被

广泛认可和使用的水中两虫检测方法是美国环境保护署 (EPA)的方法 1623，即免疫磁分离荧光抗

体法，我国《生活饮用水标准检验方法》(GB/T 5750. 12-2006)亦采用此法。但由于该方法耗材和

设备成本较高，难以在一般水质监测单位或实验室推广并广泛应用。本团队在借鉴日本 2007年颁

布的《水道水指示菌及隐孢子虫等检测方法》(健水发第 0330006号)的基础上，使用醋酸纤维膜代

替滤囊/滤芯过滤样品、膜溶解法代替淘洗浓缩样品、密度梯度离心代替免疫磁分离纯化样品，建

立了基于膜溶解-密度梯度分离的两虫检测方法 [2-3]。该方法在保障美国 EPA 1623号方法和国标方

法回收率的基础上，可降低耗材成本 85%，同时还可降低设备投入成本 75%。目前，该方法已列
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入住房与城乡建设部行业标准《城镇供水水质标准检验方法》(CJ/T 141-2018)。
在行业应用和实际生产过程中，饮用水及其水源水中通常含有一定量的颗粒物质[4]。作为反映

水中颗粒物的综合参数，浑浊度是水质检测中的常规指标 [5]。我国水厂出水的浑浊度中值为

0.26 NTU，95%置信区间为 0.07~0.87 NTU[6]。水源水根据区域具有不同的浑浊度特征，北方地区如

松花江为水源水的冬季浑浊度低于 20 NTU，夏季浑浊度高达 120 NTU[7]；中西部地区以渭河为代表

的水源水浑浊度高达 150 NTU[8]；而南方水源水具有低浊的特点，以长江、东江、闽江等 12处水

源地的调查研究结果显示 [9-10]，其 78.6%的水源水浑浊度平均值在 50 NTU以下。因此，我国水厂

进水的浑浊度变化范围较宽，中值为 11.00 NTU，95%置信区间则为 0.81~208.80 NTU [6]。水体中颗

粒物可通过吸附沉降或者团聚包裹等影响两虫检测方法的准确性和稳定性[11-12]。有研究发现，高浑

浊度水样的两虫回收率均小于低浑浊度水样 [13]，且隐孢子虫卵囊的回收率与浑浊度呈负相关 [14-15]，

这说明高浓度颗粒物不利于两虫的检测。但 FENG等 [12] 研究发现颗粒物的添加可以提高隐孢子虫

的回收率。同时，也有部分研究认为，浑浊度对两虫的回收率无显著影响[16-17]。因此，水中颗粒物

对两虫检测回收率的具体影响有待进一步细致深入的研究。

根据我国水质浑浊度状况，本研究结合颗粒物大小进行了双因素实验，分析了颗粒物大小和

浑浊度对滤膜浓缩/密度梯度分离荧光抗体法检测两虫影响，并在此基础上分析了适用于滤膜浓缩/
密度梯度分离荧光抗体法检测两虫的浑浊度条件，以期为实际水样的两虫检测提供参考。 

1    实验方法
 

1.1    颗粒物大小与浑浊度的双因素实验

天然水体中造成浊度的胶体颗粒主要是黏土 [18]。高岭土作为一种黏土矿物，具有良好的吸附

能力，是模拟水样浑浊度最常用的物质，目前已广泛用于实验室内模拟生活饮用水以及水源水等

水样的颗粒物研究 [19-23]。本研究根据两虫大小 (贾第鞭毛虫孢囊椭圆形，长为 8~14 μm，宽为 7~
10 μm；隐孢子虫卵囊圆形，直径 2~6 μm)，选用粒径 2.5、5、11 μm的高岭土 (麦克林，上海)和纯

水配置成 10 L浑浊度分别为 5、10、20、40、60 NTU的悬液。2100Q便携式浑浊度仪 (哈希，美

国)用于水中浑浊度的测定。100个贾第鞭毛虫孢囊和 100个隐孢子虫卵囊 (Waterborne，美国)加入

上述不同浑浊度的水样，每个浑浊度水平的样品制备 3个平行。两虫检测使用滤膜浓缩/密度梯度

分离荧光抗体法进行检测，步骤参考 CJ/T 141-2018 10.1。 

1.2    浑浊度对滤膜浓缩/密度梯度分离荧光抗体法的影响实验

使用 5 μm粒径的高岭土 (麦克林，上海 )和纯水配置 10 L浑浊度分别为 0.26、1、3、5、10、
20、40、60 NTU的悬液。浑浊度使用 2100Q便携式浑浊度仪 (哈希，美国)测定。100个贾第鞭毛

虫孢囊和 100个隐孢子虫卵囊 (Waterborne，美国)加入上述不同浑浊度的水样，每个浑浊度水平的

样品制备 6个平行。滤膜浓缩步骤以及密度梯度分离荧光抗体染色步骤参考 CJ/T 141-2018 10.1。 

1.3    浑浊度对沉淀浓缩/密度梯度分离荧光抗体法的影响实验

使用粒径 5 μm的高岭土 (麦克林，上海)和纯水配置 10 L浑浊度分别为 15、20、30、50、75、
100 NTU的悬液。浑浊度使用 2100Q便携式浑浊度仪 (哈希，美国)测定。100个贾第鞭毛虫孢囊和

100个隐孢子虫卵囊 (Waterborne，美国)加入上述不同浑浊度的水样，每个浑浊度水平的样品制备

6个平行。沉淀浓缩步骤以及密度梯度分离荧光抗体染色步骤参考 CJ/T 141-2018 10.1。 

1.4    统计分析

统计学分析使用 PASW Statistics 18软件进行。对颗粒物粒径与浑浊度双因素实验的结果进行

双因素方差分析，比较各因素对两虫回收率影响的大小及其显著性。图形绘制使用 OriginPro
2017软件进行。 
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2    结果与讨论
 

2.1    颗粒物粒径和浑浊度对水中两虫检测的双因素影响

不同颗粒物大小和浑浊度下水中两虫检测的结果如表 1所示。贾第鞭毛虫的回收率为 9.00%~
63.33%，隐孢子虫的回收率在 2.67%~31.00%。其中，在 2.5 μm大小颗粒物构成的浑浊水样中，浑

浊度 5  NTU时贾第鞭毛虫有最佳回收率 59.33%，浑浊度 10  NTU时隐孢子虫有最佳回收率

20.67%，相对标准偏差 (RSD)分别为4.24%和10.07%。在5 μm大小颗粒物构成的浑浊水样中，浑浊度5 NTU
时贾第鞭毛虫有最佳回收率 61.33%，浑浊度 10 NTU时隐孢子虫有最佳回收率 31.00%，RSD分别

为 4.10%和 3.23%。在 11 μm大小颗粒物构成的浑浊水样中，浑浊度 10 NTU时贾第鞭毛虫有最佳

回收率 63.33%，浑浊度 10 NTU时隐孢子虫有最高回收率 30.67%，RSD分别为 3.97%和 6.79%。综

合以上结果可以看出，该方法在低浑浊度水样中两虫检测时可获得相对较高的回收率和稳定性，

且在相同浑浊度下对不同颗粒物大小所对应两虫的回收率存在差异。

通过双因素方差分析的结果 (表 2)可以看出，贾第鞭毛虫的回收率受浑浊度的影响 (P=0.00)和
颗粒物大小与浑浊度交互作用的影响 (P=0.00)均为显著 (P <0.05)，而受颗粒物大小的影响不显著

表 1    不同颗粒物大小以及不同浑浊度下两虫的回收率

Table 1    Recoveries of Giardia and Cryptosporidium under different particle sizes and turbidity

原虫类型 浑浊度/NTU
2.5 μm颗粒物 5 μm颗粒物 11 μm颗粒物

回收率均值/% RSD/% 回收率均值/% RSD/% 回收率均值/% RSD/%

贾第鞭毛虫

5 59.33 4.24 61.33 4.10 33.33 4.58

10 32.67 6.37 32.33 9.45 63.33 3.97

20 29.67 8.48 18.33 13.73 20.33 10.24

40 16.67 3.46 15.00 6.67 22.00 4.55

60 13.00 15.38 17.00 15.56 9.00 22.22

隐孢子虫

5 15.33 19.92 27.67 4.17 4.67 53.93

10 20.67 10.07 31.00 3.23 30.67 6.79

20 19.00 5.26 16.33 9.35 15.67 9.75

40 14.00 7.14 12.67 12.06 5.00 40.00

60 12.33 9.36 11.67 9.90 2.67 94.37

表 2    颗粒物大小和浑浊度对贾第鞭毛虫回收率的主体间效应检验

Table 2    Intersubjective effects of particle size and turbidity on the recovery of Giardia

方差来源 Ⅲ型平方和 自由度 均方 F P

校正模型 13 708.444a 14 979.175 211.841 0.000

截距 39 308.889 1 39 308.889 8 504.327 0.000

粒径 16.178 2 8.089 1.750 0.191

浑浊度 9 947.111 4 2 486.778 538.005 0.000

粒径 * 浑浊度 3 745.156 8 468.144 101.281 0.000

误差 138.667 30 4.622

总计 53 156.000 45

校正的总计 13 847.111 44

       注：a表示 R2 =0.990(调整 R2 =0.985)。
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(P=0.19>0.05)；根据主体间效应检验后 F值的大小 [24]，可以看到，浑浊度对回收率的影响要大于颗

粒物大小与浑浊度的交互作用。

隐孢子虫的回收率经过双因素方差分析之后 (表 3)，可以看到其受浑浊度、颗粒物大小及颗粒

物大小与浑浊度的交互作用的影响均显著 (P<0.05)；根据三者的 F值可以看出，浑浊度对隐孢子虫

回收率的影响最大，颗粒物大小的影响次之，颗粒物大小与浑浊度的交互作用影响最小。

综合以上结果可知，浑浊度是影响两虫回

收率的主要因素，颗粒物大小仅对隐孢子虫的

回收率有显著影响，在颗粒物大小对隐孢子虫

回收率的影响中，粒径为 5 μm的颗粒物对隐

孢子虫回收率要显著高于 2.5 μm和 11 μm的颗

粒物 (图 1)。在 HSU等 [25] 的研究中发现，粒径

为 3~10 μm的微粒与隐孢子虫卵囊的检出显著

相关，但与贾第鞭毛虫包囊的检出不相关，这

种相关性则很可能来自于水样中颗粒物的大小

对隐孢子虫检测回收率的影响。 

2.2    浑浊度对滤膜浓缩 /密度梯度分离荧光抗

体法检测两虫的影响

将浑浊度对滤膜浓缩 /密度梯度分离荧光

抗体法检测两虫的影响进行进一步研究，结果表明，不同浑浊度下两虫检测的回收率随着浑浊度

的升高呈现先增加后降低的趋势 (图 2和图 3)。贾第鞭毛虫的回收率在 5 NTU时有最高值 46%，并

在 0.26~20 NTU内保持在 20%以上，在高浑浊度 40 NTU和 60 NTU下的回收率分别降至 17%和

12%。隐孢子虫的回收率在 3 NTU时有最高值 (50%)，在 0.26~10 NTU内保持在 20%以上，在 20 NTU
时的回收率降为 16%，在高浑浊度 40 NTU和 60 NTU下的回收率分别降至 10%和 7%。以上结果说

明，滤膜浓缩 /密度梯度分离荧光抗体法较适合浑浊度小于 20 NTU的低浑浊度水样两虫检测，尤

其在浑浊度 3~5 NTU时具有较高的两虫回收率。这一结果与文献中通过提高水样浑浊度至 4 NTU
来有效提高低浑浊度水样的浓缩回收率 [26] 的结果相一致，这说明一定浓度颗粒物的存在有利于两

虫附着，使两虫在离心浓缩时更容易被富集 [26]，而颗粒物浓度过高则容易堵塞滤膜，从而使回收

率降低。而我国饮用水的浑浊度一般较低，因此，推荐采用此方法进行两虫检测，并且可通过在

表 3    颗粒物大小和浑浊度对隐孢子虫回收率的主体间效应检验

Table 3    Intersubjective effects of particle size and turbidity on the recovery of Cryptosporidium

方差来源 Ⅲ型平方和 自由度 均方 F P

校正模型 3 246.578a 14 231.898 71.476 0.000

截距 11 456.089 1 11 456.089 3 530.986 0.000

粒径 498.311 2 249.156 76.795 0.000

浑浊度 1 909.689 4 477.422 147.151 0.000

粒径 * 浑浊度 838.578 8 104.822 32.308 0.000

误差 97.333 30 3.244

总计 14 800.000 45

校正的总计 3 343.911 44

       注：a表示 R2=0.971(调整R2 =0.957)。

 

注：a, b, c表示不同颗粒物粒径之间的回收率

存在显著差异 (单因素方差分析，P<0.05)。

图 1    颗粒物大小对隐孢子虫回收率的影响

Fig. 1    Effect of particle size on Cryptosporidium recovery
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检测时添加 5 μm的颗粒物将浑浊度调整至 3~5 NTU以提高回收率。 

2.3    浑浊度对沉淀浓缩/密度梯度分离荧光抗体法检测两虫的影响

为进一步探索高浑浊度水中两虫检测的适用方法，本研究采用沉淀浓缩/密度梯度分离荧光抗

体法进行检测，并考察了不同浑浊度对两虫检测回收率的影响，实验结果如图 4和图 5所示。在

15~100 NTU内贾第鞭毛虫和隐孢子虫的回收率均随着浑浊度的升高而呈现先增加后降低的趋势。

贾第鞭毛虫在浑浊度 50 NTU时有最高的回收率 28%，并在 20~75 NTU内保持回收率 20%以上，

100 NTU时的回收率为 10%。隐孢子虫在 30 NTU
时有最高的回收率 42%，并在 15~75 NTU内保

持回收率 20%以上， 100 NTU时的回收率为

18%。

综上分析可知，高浑浊度水样适合采用沉

淀浓缩 /密度梯度分离荧光抗体法进行检测，

尤其在 30~50 NTU内可获得较好的检测回收

率，并且可在 20 NTU时获得与滤膜浓缩 /密度

梯度分离荧光抗体法相近的贾第鞭毛虫回收

率，以及显著 (P<0.05)高于滤膜浓缩/密度梯度

分离荧光抗体法的隐孢子虫回收率。沉淀浓缩

法对高浊度水样的检测优势与沉淀浓缩过程中

的混凝作用相关，高浊度水样中的离子间碰撞

概率增大，有利于两虫在碳酸钙沉淀的生成过

程中被裹挟着沉积下来 [27-28]。周美芝等 [29] 采用

此方法对 40 NTU水样进行检测，获得的两虫

回收率也均高于 20%。在实际水样检测中，水

源水的浑浊度范围较宽，建议在检测两虫之前

先测定水样浑浊度，根据水样浑浊度选择相应

的检测方法， 20  NTU以下水样采用滤膜浓

缩 /密度梯度分离荧光抗体法，20 NTU及其以

上浑浊度水样建议采用沉淀浓缩 /密度梯度分

离荧光抗体法。 

 

图 2    浑浊度对滤膜浓缩法检测贾第鞭毛虫的影响

Fig. 2    Effect of turbidity on the detection of Giardia by
membrane filtration concentration

 

图 3    浑浊度对滤膜浓缩法检测

隐孢子虫的影响

Fig. 3    Effect of turbidity on the detection of Cryptosporidium
by membrane filtration concentration

 

图 4    浑浊度对沉淀浓缩法检测贾第鞭毛虫

回收率的影响

Fig. 4    Influence of turbidity on the recovery of Giardia by
precipitation concentration

 

图 5    浑浊度对沉淀浓缩法检测隐孢子虫回收率的影响

Fig. 5    Influence of turbidity on the recovery of
Cryptosporidium by precipitation concentration
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3    结论

1)与两虫大小相近的颗粒物大小对贾第鞭毛虫的检测回收率无显著影响，对隐孢子虫回收率

的影响较为显著，其中 5 μm大小颗粒物有利于提高隐孢子虫检测回收率。

2)浑浊度是影响两虫回收率的主要因素。滤膜浓缩/密度梯度分离荧光抗体法适用于浑浊度小

于 20 NTU的低浑浊度水样的检测，尤其对于 3~5 NTU 时有最佳回收率；20 NTU及其以上浑浊度

的水样适合采用沉淀浓缩/密度梯度分离荧光抗体法，并在 30~50 NTU时可获得最佳回收率。

3)根据我国水质浑浊度状况，建议采用滤膜浓缩密度梯度分离荧光抗体法检测生活饮用水，

并可在浓缩水样前通过约 5 μm颗粒物调节浑浊度至 3~5 NTU来提高方法回收率；检测水源水中两

虫含量时，可根据实际浑浊度值选择相应的方法进行检测。
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Influence  of  particles  on  the  detection  of Giardia and Cryptosporidium by
membrane concentration/density gradient separation and immunofluorescence
method
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Abstract    Due to its low cost and stable performance, the membrane concentration/density gradient separation
and  immunofluorescence  method  has  been  listed  in  the  Standard  of  Water  Quality  Examination  Methods  for
Urban Water Supply (CJ/T 141-2018) for the detection of Giardia and Cryptosporidium in urban supplied water
and source water. In view of the fact that particles in water will affect the recovery and stability of this method,
based on the previous research and in combination of particle size, the influence of turbidity and particle size on
the detection of Giardia and Cryptosporidium  in water was further explored. Results showed that particle size
contributing  to  the  turbidity  of  water  only  affected  the  recovery  of Cryptosporidium,  while  had  no  significant
effect  on  the  test  of Giardia,  of  which  the  highest  recovery  of  Cryptosporidium  occurred  in  water  mainly
containing  particles  with  5  μm  size.  Turbidity  is  the  main  factor  affecting  the  recovery  of  this  method.  The
membrane concentration method was preferred to monitor Giardia and Cryptosporidium in water samples with
turbidity  below  20  NTU,  with  the  best  recovery  at  3~5  NTU.  The  sedimentation  concentration  method  was
suitable  for  water  samples  with  turbidity  higher  than  20  NTU,  with  the  best  recovery  for  Giardia  and
Cryptosporidium at 30~50 NTU.
Keywords    Giardia; Cryptosporidium; turbidity; particle size; density gradient separation and immunofluo-
rescence method
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