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［摘　要］　目的　探讨间歇性次氯酸灌注消毒对供水管路的消毒效果。方法　基线采集消毒供应中心６个固定

出水口的水样，进行微生物培养。引入微酸性次氯酸发生机后，以１０ｄ为一个周期进行采样，其中，第１～３天使用

次氯酸进行持续性消毒，第４～１０天停用次氯酸消毒。每个周期的第１、４、７、１０天对６个固定出水口进行采样，共

进行３个周期。对腔镜清洗槽出水口的所有水样同时进行微生物培养和宏基因组二代测序分析。结果　水路消

毒前共采集１８瓶水样，１０瓶水样（５５．５６％）的细菌数集中在１０２～１０４ＣＦＵ／ｍＬ，主要为黏鞘氨醇单胞菌和蜡样芽

孢杆菌；消毒后７２瓶水样仅有２瓶水样（２．７８％）细菌超标。宏基因组二代测序分析显示，消毒前水样的３个最主

要优势菌属为鞘氨醇单胞菌属、甲基杆菌属和罗尔斯顿菌属，严格比对序列（ＳＭＲＮ）值为１００００～１０００００；消毒后

水样最主要优势菌属为叶杆菌属、罗尔斯顿菌属、不动杆菌属、慢生根瘤菌属。ＰＣｏＡ分析显示，消毒前后的水样标

本β多样性差异具有统计学意义（犘＜０．０５）。结论　间歇性次氯酸灌注消毒可有效清除水管路中细菌生物膜，但

暂停消毒间期细菌生物膜存在恢复生长的风险，今后应加强医疗用水的监测与管理。

［关　键　词］　间歇性消毒；生物膜；水源性细菌；宏基因组测序分析
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　　近年来，医院内水源性感染事件不断增多，其防

控越来越受管理者重视，医院供水系统污染是主要

原因［１］。医院供水系统具有管路细长复杂、水流缓

慢、间歇性使用等特点，市政供水管路中的细菌容易

在管壁定植并逐渐形成细菌生物膜，游离的细菌以

及成熟生物膜脱落的细菌会随水流传播，间接污染

医疗设备［２］。各类用水监测和管理常处于常规管理

盲区［３］，易导致相关感染事件的发生。目前，医疗供

水系统的消毒方式按照原理可分为物理法和化学法

两大类，前者包括加热法、过滤法、紫外线消毒、铜银

离子消毒等，后者包括氯消毒、臭氧消毒等。然而，

这些方法普遍存在能耗高、成本昂贵或有效作用时

间短的问题，对管路中已形成的生物膜清除效果

有限［４６］，限制了其在医疗机构的大规模应用。

次氯酸作为各种含氯消毒剂的最终活性成分，

具有弱酸性和强氧化性，适用于医疗机构的环境物

体表面、空气、供水设备的消毒，是一种高效、快速、

较为安全的消毒方法［７］。先前研究［８］已证实持续性

次氯酸消毒对内镜终末漂洗水具有很好效果，但其

停用期间的效果未知。本研究拟对某综合医院的供

水管路进行间歇性次氯酸消毒，并评估消毒期间和

暂停消毒期间的细菌污染情况及宏基因组二代测序

（ｍｅｔａｇｅｎｏｍｉｃｓｎｅｘｔｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ｍＮＧＳ）

结果，为有效消毒提供依据。

１　对象与方法

１．１　研究对象　某三级综合性医院消毒供应中心

２０１５年投入使用，负责全院手术器械及腔镜等处

置，设置有独立的纯化水处理室。２０２２年１月—

２０２３年２月多次日常监测发现部分出水口细菌数

超标，于２０２３年５月引入微酸性次氯酸发生机，向

整个供应室的纯化水管路恒定输出次氯酸，并使纯

化水中次氯酸终浓度维持在８ｍｇ／Ｌ。

１．２　研究方法

１．２．１　采样方法　从消毒供应中心的６个固定出

水口（４个器械清洗槽和２个腔镜清洗槽）采集水

样，每个采样点采集１００ｍＬ／瓶纯化水样。微酸性

次氯酸发生机引入前共采集３次。微酸性次氯酸发

生机引入后，以１０ｄ为一个周期进行采样：第１～３

天使用次氯酸进行持续性消毒，第４～１０天停用次

氯酸消毒，每个周期的第１、４、７、１０天对６个固定终

端出水口进行采样，共采集３个周期，见图１。其中

腔镜清洗槽的水样每次采集２瓶，１瓶进行细菌培

养和菌种鉴定，另１瓶同步进行ｍＮＧＳ。
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图１　微酸性次氯酸发生机引入前后采样时序图
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１．２．２　细菌培养与鉴定　将收集好的水样采用膜

过滤法过滤，滤膜无菌转移至Ｒ２Ａ琼脂营养平板，

按照《中华人民共和国药典－一部（２０２０年版）》
［９］

标准置于３５℃的温箱培养５ｄ后进行菌落计数。使

用无菌接种环挑取阳性标本典型纯菌落，并涂抹至

基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱仪（ＭＡＬＤＩ

ＴＯＦ）样品检测板上进行菌种鉴定，以 ＶＩＴＥＫ ＭＳ

置信度≥９９％的细菌作为鉴定结果。

１．２．３　ｍＮＧＳ分析　采用膜过滤法将水样内细菌

富集至滤膜上，转移至含有５ｍＬ无菌去离子水的

５０ｍＬ离心管中，振荡混匀后取其中１ｍＬ按照实

验室操作流程进行ＤＮＡ提取、文库构建、ＢＧＩＳＥＱ

２００测序及比对分析，最终输出数据包含细菌种属

类型、相对丰度、严格比对序列（ｓｔｒｉｎｇｅｎｔｍａｐｐｅｄ

ｒｅａｄｓｎｕｍｂｅｒ，ＳＭＲＮ）、每百万读数值（ｒｅａｄｓｐｅｒ

ｍｉｌｌｉｏｎ，ＰＲＭ）等。

１．３　生物信息学分析　筛选每个标本中ＳＭＲＮ≥

５０的属序列，并根据属ＳＭＲＮ序列进行排序和聚

类分析。采用主坐标分析（ＰＣｏＡ）法差异性分析不

同标本的细菌属序列，其中，坐标上各点对应相应标

本，点间距越小表示标本菌群构成越相似。

１．４　统计分析　计数资料使用例数或百分比表示，

进行χ
２ 检验．采用Ａｄｏｎｉｓ分析对聚类的样本进行

消毒前后差异性分析，相关系数犚２ 值越大表示分

组因素对标本对应群落结构的影响越大，犘值越小

越说明不同分组之间的细菌结构存在显著性差异的

概率越大。采用ＰＥＲＭＡＮＯＶＡ进行事后检验，继

续评估消毒后不同时间分组间细菌群落结构组成差

异。应用Ｒ４．４．０对数据进行整理和统计分析，以

犘≤０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　间歇消毒前后水样细菌变化　消毒前水路整

体共采集１８瓶水样，１０瓶水样（５５．５６％）的细菌数

集中在１０２～１０
４ＣＦＵ／１００ｍＬ，经 ＭＡＬＤＩＴＯＦ鉴

定主要为黏鞘氨醇单胞菌和蜡样芽孢杆菌；消毒后

采集的７２瓶水样中仅有２瓶（２．７８％）细菌数超过

１００ＣＦＵ／１００ｍＬ，ＭＡＬＤＩＴＯＦ鉴定为黏鞘氨醇

单胞菌，剩余７０份水样菌落数均为０。间歇性次氯

酸消毒前后，水样合格率差异有统计学意义（χ
２＝

３４．７１２，犘＜０．０５）。见表１。

表１　使用微酸性次氯酸发生机消毒前后水样结果汇总

犜犪犫犾犲１　Ｓｕｍｍａｒｙｏｆｗａｔｅｒｓｐｅｃｉｍｅｎｒｅｓｕｌｔｓｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆ

ｔｅｒｄｉｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎｗｉｔｈｔｈｅｓｌｉｇｈｔｌｙａｃｉｄｉｃｈｙｐｏｃｈｌｏ

ｒｏｕｓａｃｉｄｗａｔｅｒｇｅｎｅｒａｔｏｒ

采样时机

细菌总数（瓶）

０～９

ＣＦＵ／

１００ｍＬ

１０～９９

ＣＦＵ／

１００ｍＬ

１００～１０００

ＣＦＵ／

１００ｍＬ

＞１０００

ＣＦＵ／

１００ｍＬ

细菌总数＜

１０ＣＦＵ／１００ｍＬ

水样比例

（％）

消毒前

　第一次 ３ ２ １ ０ ５０．０

　第二次 ３ １ ２ ０ ５０．０

　第三次 ２ １ ２ １ ３３．３

第一周期

　第１天 ６ ０ ０ ０ １００

　第４天 ６ ０ ０ ０ １００

　第７天 ６ ０ ０ ０ １００

　第１０天 ４ ２ ０ ０ ６６．７

第二周期

　第１天 ６ ０ ０ ０ １００

　第４天 ６ ０ ０ ０ １００

　第７天 ６ ０ ０ ０ １００

　第１０天 ６ ０ ０ ０ １００

第三周期

　第１天 ６ ０ ０ ０ １００

　第４天 ６ ０ ０ ０ １００

　第７天 ６ ０ ０ ０ １００

　第１０天 ６ ０ ０ ０ １００

２．２　消毒前后微生物菌群构成和多样性分析　根

据各标 本 细 菌菌 属 ＳＭＲＮ 的测序 结果，选取

ＳＭＲＮ绝对值前１０的细菌菌属进行描述与分析。

消毒前水样中最主要优势菌属前三位为鞘氨醇单

胞菌属、甲基杆菌属和罗尔斯顿菌属，ＳＭＲＮ值为

１００００～１０００００；消毒后３个周期标本的细菌菌属

ＳＭＲＮ值均下降，最主要优势菌属为叶杆菌属、罗

尔斯顿菌属、不动杆菌属、慢生根瘤菌属等。每个周

期内，细菌菌属ＳＭＲＮ值随暂停消毒时间延长而升

高。细菌菌属构成见图２。
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图２　使用微酸性次氯酸发生机消毒前后水样细菌菌属ＳＭＲＮ构成变化
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２．３　消毒前后微生物菌群ＰＣｏＡ分析　将每个周

期内同一天的标本进行分组，ＰＣｏＡ分析显示消毒前

后的水样标本β多样性差异具有统计学意义（犘＜

０．０５），见图３。Ａｄｏｎｉｓ分析也显示，消毒前后差异

有统计学意义（犚２＝０．６３８，犘＜０．０５），但消毒后不

同时间分组的标本组间差异无统计学意义（犘＞

０．０５）。
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图３　使用微酸性次氯酸发生机消毒前后水样菌群ＰＣｏＡ

分析

犉犻犵狌狉犲３　ＰＣｏＡａｎａｌｙｓｉｓｏｆｍｉｃｒｏｂｉａｌｆｌｏｒａｉｎｗａｔｅｒｓｐｅｃｉ

ｍｅｎｓｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒｄｉｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎｗｉｔｈｔｈｅｓｌｉｇｈｔ

ｌｙａｃｉｄｉｃｈｙｐｏｃｈｌｏｒｏｕｓａｃｉｄｗａｔｅｒｇｅｎｅｒａｔｏｒ

３　讨论

医疗用水水源主要为市政自来水直接供给，或

医院内水罐／水箱进行二次加压供水。由于不同科

室对水质要求差异较大，部分科室或操作需使用高

质量的纯水或无菌水，因此医院供水系统具有“集中

制水、分质供水”的特点。然而，医院供水管路通常

狭长且复杂，各科室的间歇性使用会导致水流停滞，

水中含氯量随管路的延长而不断降低［１０］，导致水中

微生物逐渐在供水管路或器械内管壁上逐渐形成稳

定的、以非结核分枝杆菌和奥斯陆莫拉菌为主的生

物膜［１１１２］。常规消毒效果有限［１３］，给医院感染防控

带来一定挑战。

本研究在供应室供水管路消毒前进行多次基线

采样，发现部分水样中细菌菌落数远超过我国《生活

饮用水卫生标准》［１４］中≤１００ＣＦＵ／ｍＬ的规定，尤

其以腔镜清洗槽水样中细菌种类和数量最多，经微

生物实验室鉴定为黏鞘氨醇单胞菌和蜡样芽孢杆

菌。腔镜清洗槽主要用于硬式内镜器械、光学和电

子镜头、各类动力电锯及精密器械等需要采用手工

清洗的贵重器械，其消毒流程及灭菌管理要求较高，

因此亟需对该水路进行有效干预。既往已采用乙醇

对该出水口进行灌注消毒，并使用点水过滤器进行
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过滤干预，但细菌培养仍多次鉴定出藤泽甲基杆菌、

放线根瘤菌等自来水中常见细菌，消毒前的 ｍＮＧＳ

结果也显示包含大量鞘氨醇单胞菌属和甲基杆菌属

基因片段，推测该段供水管路的管壁很可能已形成

生物膜。朱海龙等［１５］发现，生物膜可在聚氯乙烯、

高密度聚乙烯材质的管壁上长期稳定存在，其随水

流播散的细菌极易堵塞过滤装置的滤膜［１６］，导致供

水管路形成持续性污染。

次氯酸是一种高效且不良反应小的消毒剂，

多项体外试验及临床应用表明，其可以高效杀灭

游离细菌［１７１９］，对已形成的生物膜也有良好的清

除效果［２０２１］。王萍等［１１］研究证实，持续向供水管路

输出１０ｍｇ／ｍＬ的次氯酸消毒剂，能有效清除已存

在的细菌污染，并大幅降低细菌 ｍＮＧＳ的种类和丰

度。本研究亦在此基础上发现，三个持续消毒周期

内各水样细菌培养阴性，鞘氨醇单胞菌属和甲基杆

菌属的ＳＭＲＮ 值也大幅下降。刘振华等
［２２］采用

１６ＳｒＤＮＡ高通量测序评估口腔治疗台用水消毒效

果，发现消毒前后水样物种的相对丰度变化巨大，但

该研究仅从细菌的“门”层面进行分析，未能具体到

更为精准的细菌“属”层面或“种”层面，且仅提供了

相对丰度变化，未能反映各标本中细菌绝对值的变

化情况。本研究选取的细菌菌属ＳＭＲＮ值来源于

对细菌被杀灭后释放的基因组ＤＮＡ进行测序的结

果，其值越高，原始细菌浓度越高，从而侧面反映细

菌生物膜的清除效果。暂停消毒期间，水样中细菌

种类及ＳＭＲＮ值随时间增长而上升，第一周期第

１０天仍有２个水样细菌培养阳性，这可能与该水路

管壁细菌生物膜污染较为严重有关。持续消毒至第

二周期未再出现细菌阳性，提示对已形成生物膜的

供水管路进行长时间、多次消毒的必要性。

对消毒前后的微生物菌群进行ＰＣｏＡ分析，结

果显示，所有样本可分为消毒前和消毒后两大聚类，

尽管消毒后第１、４、７、１０天的标本可形成一定聚类，

但其细菌菌属构成差异性较大，尚未形成较为显著

的聚类，这可能与暂停消毒后被破坏的生物膜缓慢

恢复有关［２３］。

该研究存在以下不足：样本仅来源于单一医院

的消毒供应中心，采样点局限在６个固定出水口，结

论的外推性受限。由于经费和时间等限制，研究仅

进行３个周期共３０天，每个周期仅在第４、７、１０天

采样进行ｍＮＧＳ，难以全面捕捉供水管路中细菌缓

慢恢复的过程。此外，通过ｍＮＧＳ结果间接评估供

水管路中的细菌变化情况，并推断次氯酸消毒对生物

膜的清除效果，缺乏对管道内壁生物膜直接效果的观

察与评估。未来将针对这些不足进行深入研究。

综上所述，本研究发现间歇性输出次氯酸对供水

管路具有良好的消毒效果，但在停止消毒后，水样中

的细菌存在缓慢繁殖的风险。今后应加强对医疗用

水的监测与管路消毒管理，以减少医院感染的发生。
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