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简  报 

三氯乙酸(TCA)提取法与微波提取法检测活性污泥中 

三磷酸腺苷(ATP) 

赵奕良*  杨慧文  宋浩亮  陈倩瑜 
(广东工业大学环境科学与工程学院  广东 广州  510006) 

 
 

摘  要：【目的】针对活性污泥法中的重要参数 ATP 进行研究分析，通过在不同条件下检测污

泥的活性，得出以 ATP 为指标的污泥活性状态，为准确判定活性污泥的活性提供依据。【方法】分

别运用三氯乙酸(TCA)提取法及微波提取法检测活性污泥中的 ATP，并对检测 ATP 的影响因素

(TCA 浓度、冰浴时间、pH、微波频率及时间等)进行探讨与优化。【结果】运用 TCA 提取法检

测 ATP 时，在 1.0%−7.0%的 TCA 体积百分数内，活性污泥中 TCA 最佳体积百分数为 2.5%；

在 2−60 min 的冰浴时间内，最佳冰浴时间为 10 min；三羟甲基丙烷-乙二胺四乙酸(Tris-EDTA)

缓冲液的最佳 pH 7.5；运用微波提取法检测 ATP 适宜的微波辐射条件为：功率 800 W，辐射时

间 15 s。【结论】TCA 提取法和微波提取法均可以检测活性污泥中的 ATP，但与微波提取法相

比，TCA 提取法更能保证从细胞内释放出来的 ATP 的完整性，因此 TCA 提取法更适合用于检

测活性污泥中的 ATP。 
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Detecting adenosine triphosphate (ATP) in activated  
sludge by trichloroacetic acid (TCA) extraction and  

microwave extraction 
ZHAO Yi-Liang*  YANG Hui-Wen  SONG Hao-Liang  CHEN Qian-Yu 

(Environmental Science and Engineering College, Guangdong University of Technology, Guangzhou,  
Guangdong 510006, China) 

Abstract: [Objective] To provide the basis for the activity of activated sludge, as an important index 
in activated sludge, adenosine triphosphate (ATP) is detected to study the activity of activated sludge 
in the research. [Methods] The research used the method of TCA and microwave to detect ATP in 
activated sludge. Influencing factors (such as the concentration of TCA, time of immerging in an ice 
bath, pH, frequency of microwave and treatment time with microwave) are also discussed. [Results] 
The optimal concentration of TCA in the activated sludge is 2.5% with the concentration of TCA of 
1.0%−7.0%; during 2−60 min immerging time in an ice bath, the optimal time using ice bath is 10 min; 
the optimal pH of Tris-EDTA buffer is 7.5. The suitable conditions for the method of microwave are: 
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800 W and 15 s for microwave irradiation. [Conclusion] The method of TCA and microwave can 
detect ATP in activated sludge. However, compared with the method of microwave, the method of 
TCA can guarantee the integrity of ATP, thus, the method of TCA is more suitable for detecting ATP 
in activated sludge. 

Keywords: ATP, TCA, Microwave, Luciferase, Activated sludge 

活性污泥法在城市污水处理中扮演着重要的

角色[1-5]，但随着时代的发展，常规用来表征污泥

活性的指标例如混合液悬浮固体颗粒(MLSS)、混

合液挥发性悬浮固体颗粒(MLVSS)、污泥沉降比、

污泥容积指数、水质检测等已无法完全满足精准

表征其生物活性的要求[6-8]。因此，目前仍需其他

具有代表性的参数来表征活性污泥的活性状态。

众所周知，三磷酸腺苷(ATP)作为广泛存在于微生

物细胞中的能量通货，是细胞能量代谢的重要产

物与细胞代谢可利用能量的携带者，细胞中的

ATP 含量与细胞所处的生长阶段、基质、菌种的

差异以及代谢活性的变化、环境因子(如：温度、

pH、有毒物质、DO)等有密切关系，通常一个细

胞内的 ATP含量为 5×10−16−5×10−15 g，一旦微生物

死亡，ATP 则会被释放出来进而被自身的酶降解

或其他活的微生物利用[9-11]。在这个程度上说，ATP

是细胞乃至微生物生命活力的标志，它可作为衡

量活性污泥中微生物生命活力的重要指标。在现

有的 ATP检测法中，荧光检测法具有操作简便、

检测速度快、反应灵敏、适用范围广的特点[12-14]。

在荧光素酶与镁离子的催化下，ATP、荧光素和氧

三者发生反应并产生荧光，当其他反应物过量时，

发光强度与 ATP成正比关系，因而通过测定荧光

值可以对样品中的 ATP含量进行定量。此外，微

波辐射会产生非传导性的热量，非传导性介质(如

水)对微波能量的吸收及内阻抗的循环会使微波

能量转化为热能[15]。利用微波的能量会导致微生

物周边环境温度骤变以及微生物细胞快速裂解，

ATP从细胞内得以释放。ATP提取是整个 ATP检

测过程的关键，因此完整且系统性地研究 ATP的

提取方法非常必要。目前，ATP的检测方法主要有 

生物发光法、比色法、液相色谱法与电位法[16-19]，

尽管国内在医疗器械、医疗消毒效果、医疗健康

领域与饮用水等医疗与食品领域中有利用生物荧

光法检测 ATP[20-23]，也有关于利用三氯乙酸(TCA)

提取活性污泥中 ATP 的研究[24]，但围绕 TCA 提

取法中各种影响因素(TCA体积浓度、Tris-EDTA缓

冲液的 pH 与冰浴时间)的探索与优化，进而检测

活性污泥中 ATP的相关研究则无阐述，同时，相

对于 HPLC 法，荧光素酶法简单快速且检测仪器

(微量荧光检测仪)小巧轻便、方便携带，该法不

仅适合实验室研究，也方便进行实际环境中的样

品研究；此外，有关利用微波辐射来提取活性污

泥中 ATP的方法则仍未被提及。另外，针对测定

ATP来间接表明活性污泥活性的研究仍不多见[6-8]。

研究分别运用三氯乙酸(TCA)提取法及微波提取

法检测活性污泥中的 ATP，进而通过改变 TCA浓

度、冰浴时间、pH、微波功率及微波时间，考察

其对检测活性污泥 ATP的影响，并分别确定最佳

检测条件。研究针对活性污泥法中的重要参数

ATP进行研究分析，重点针对 ATP的提取方法进

行研究与优化，通过比较不同的检测方法来检测

活性污泥中的 ATP，为准确判定活性污泥的活性

提供依据。 

1  材料与方法 

1.1  主要试剂和仪器 

活性污泥，广州沥窖污水处理厂；三羟甲基氨

基甲烷(Tris)、三氯乙酸(TCA)，上海阿拉丁生化科

技股份有限公司；乙二胺四乙酸(EDTA)，上海泰

坦科技股份有限公司；盐酸，衡阳市凯信化工试剂

有限公司；氢氧化钠，天津市科密欧化学试剂有限

公司；S0026型 ATP检测试剂盒(ATP检测试剂、
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ATP检测试剂稀释液、0.5 mmol/L ATP标准液与

ATP检测裂解液)，上海碧云天生物技术研究所。 

BLW0401 型微量荧光检测仪，沈阳中科靓马

生物工程有限公司；TDL-60B 型离心机，上海安

亭科学仪器有限公司；G8023CTL-K3 型微波炉，

广东格兰仕有限公司；pHS-25 型 pH 计，上海仪

电科学仪器股份有限公司；Genex型移液枪，上海

麦尚科学仪器有限公司；JG018型秒表，深圳市万

机创意电子科技有限公司。 

1.2  实验方法 

1.2.1  绘制标准曲线：将ATP标准溶液、ATP检测

裂解液放置于冰浴中溶解后，如表 1所示，分别用

ATP 检测裂解液将 ATP 标准溶液稀释成 0.01、

0.10、1、10、100 μmol/L，取 100 μL ATP工作液

加至 100 μL ATP标准溶液中，迅速混匀后放入微

量荧光检测仪检测荧光值。 

1.2.2  ATP 工作液配置：ATP 工作液由 ATP 检测

试剂(ATP试剂盒标配)经 ATP检测试剂稀释液稀释

而成(ATP检测试剂:ATP检测试剂稀释液=1:100)。

吸取50 μL ATP检测试剂加至5 mL ATP检测试剂稀

释液中即为 5 mL ATP检测工作液，此工作液可以

在冰浴上暂时保存。 

1.2.3  TCA 提取法试验：将实验所需用具灭菌后

放置微生物实验专用超净工作台中，于冰浴中溶解

ATP检测工作液。取 5 mL活性污泥置于烧杯中，

加蒸馏水稀释至 500 mL，充分搅拌均匀后制成污泥

悬浮液。取 2 mL污泥悬浮液于 10 mL离心管中，

加入 0.10、0.15、0.20、0.25、0.30、0.40、0.50、

0.60、0.70 mL TCA溶液后冰浴。吸取 100 μL样品

至 5 mL Tris-EDTA溶液中，混匀后在常温条件下

3 000 r/min离心 5 min。取 100 μL ATP工作液加至

100 μL 离心过的上清液样品中，迅速混匀后用微

量荧光检测仪检测。根据标准曲线得出样品中所

含有的 ATP浓度。 

1.2.4  微波提取法试验：取 2 mL 污泥悬浮液于

10 mL离心管后加入 500 μL Tris-EDTA缓冲液，

摇匀。将离心管置于烧杯中后放入微波炉，在

160−800 W频率条件下进行微波处理，从微波炉

取出离心管，放于冰浴中至其冷却，摇匀后在  

室温条件下 3 000 r/min离心 5 min。取 100 μL ATP

工作液加至 100 μL 离心的上清液样品中，迅速混

匀后用微量荧光检测仪检测荧光值。根据标准曲

线得出样品中所含有的 ATP浓度。 

2  结果与分析 

2.1  ATP 标准曲线 

通过配制不同浓度的 ATP标准液，由微量荧光

检测仪检测反应过程所释放的荧光制得 ATP 标准

曲线，该曲线主要表明一定范围的 ATP浓度所对应

的荧光值，将后续试验所得的荧光值对照此曲线，

即可得出底物对应的 ATP浓度值，如图 1所示。 
 
 

表 1  ATP 标准溶液 
Table 1  Standard solution of ATP 

ATP浓度 

The concentration of ATP (μmol/L) 

ATP标准液体积 

The volume of standard solution of ATP (μL)

ATP检测裂解液体积 

The volume of cracking solution of ATP (μL)

100.00 60 (0.5 mmol/L原 ATP标准液) 240 

10.00 100 (100 μmol/L) 900 

1.00 100 (10 μmol/L) 900 

0.10 100 (1 μmol/L) 900 

0.01 100 (0.10 μmol/L) 900 

注：表中的原ATP标准液为ATP试剂盒内标配，浓度为 0.5 mmol/L，表中括号内为应取的标准液浓度，括号外为相应应取的标准液体积. 

Note: Original standard solution of ATP with the concentration of 0.5 mmol/L in Table 1 is from ATP kit, the concentration of standard 
solution of ATP which should be taken is shown in brackets, and the volume of standard solution of ATP which should be taken is shown 
outside the brackets. 
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图 1  ATP 标准曲线 
Figure 1  Standard curve of ATP 
 

由图 1可知，随着 ATP浓度升高，其所对应

的反应荧光值逐渐增大。该现象揭示了在一定的范

围内，ATP浓度与荧光强度呈良好的线性关系，在

已知实验反应荧光强度的前提下，通过此标准曲线

可以计算得到活性污泥的 ATP浓度。 

2.2  TCA 提取法检测活性污泥 ATP 

2.2.1  TCA 浓度对检测结果的影响：在荧光素酶

与镁离子的催化下，ATP、荧光素和氧三者发生反

应并产生荧光(其中的荧光素酶、镁离子与荧光素

为试剂盒中 ATP 检测试剂所包含)，当其他反应物

过量时，发光强度能与 ATP 成正比的线性关系，

因而可通过测定荧光值对样品中的 ATP 含量进行

定量测定。在检测前如何让 ATP 从细胞中释放出

来是关键，TCA 只是作为提取 ATP 的关键步骤，

并不参与之后的 ATP 荧光反应。TCA 的强酸特性

可以引起微生物细胞壁孔径的扩大及细菌的细胞

膜退化，使胞内的 ATP 可以轻易地通过细胞壁，

同时，细胞中的 ATP 水解酶也被抑制。TCA 浓度

过低会导致 ATP 的提取效果不明显，浓度过高的

TCA 会抑制荧光素酶的活性，因此将 TCA 的体积

百分数设定为 1.0%−7.0%，探究 TCA 体积百分数

对检测活性污泥中 ATP的影响。 

如图 2所示，在 1.0%−2.5%的 TCA体积百分

数内，荧光强度随着 TCA浓度的增高逐渐增大至

最大值。当 TCA浓度为 0时 ATP无法被测出，即

不加 TCA 时细胞内的 ATP 无法被释放，因而无

法被 ATP 检测试剂检测出来。TCA 浓度的升高

可以增强微生物细胞壁孔径的扩大效应及细菌

的细胞膜退化，促使 ATP释放；在 2.5%−7.0%的

TCA 体积百分数内，荧光强度随着 TCA 浓度的

增高逐渐降低，这可能是部分 TCA 使细胞壁与

细胞膜变性后，残留的过量 TCA 由于其强酸性

使荧光素酶失活，而在荧光反应中，荧光素酶、

镁离子、ATP、荧光素和氧这几个条件缺一不可，

反应过程由于缺少荧光素酶的催化作用而使 ATP

与荧光素无法完全反应，导致所释放的荧光降

低。由此发现，用 TCA法检测活性污泥 ATP时，

在 1.0%−7.0%的 TCA 体积百分数内，TCA 最佳

体积百分数为 2.5%。 

2.2.2  冰浴时间对检测结果的影响：向活性污泥

加入 TCA 后进行冰浴处理是为了让活性污泥与

TCA 发生充分反应，另外，ATP 从细胞释放后容

易发生水解或者被其他微生物吸收降解，低温条件

能抑制其他微生物的活性，减小对 ATP 的降解从

而保证 ATP的完整性。冰浴时间实际上即 TCA与

细胞的反应时间，冰浴时间过短会使 TCA与细胞

无法反应完全，时间过长 ATP 可能会由于其不稳

定性而发生变性或水解。控制冰浴时间范围为

2−60 min，探究冰浴时间对检测活性污泥中 ATP

的影响。冰浴时间与检测活性污泥中 ATP的关系，

如图 3所示。 

 

 
 

图 2  TCA 的体积百分数对检测 ATP 影响 
Figure 2  The influence of concentration of TCA on 
detecting ATP 
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图 3  冰浴时间对检测 ATP 的影响 
Figure 3  The influence of ice bath time on detecting ATP 
 

在 2−60 min的冰浴时间内，活性污泥 ATP浓度

随着冰浴时间的延长总体上先升后降，并在 10 min

时 ATP 浓度达到最大值。从第 2 min 到第 10 min

时，ATP突然增大至 4 121相对光单位(RLU)，TCA

逐渐与细胞反应完全，细胞中绝大部分的 ATP得以

释放，同时大量 ATP水解酶与 TCA发生反应而变

性；随后可检测到的荧光强度逐渐下降，当 t=28 min

时，ATP突然降低至 2 076 RLU，几乎只有第 10 min 

ATP浓度的 1/2，此时可能大量的 ATP与活性污泥

中其他杂质发生反应或被剩余ATP水解酶所水解。

该现象揭示了冰浴时间的长短均会影响活性污泥

ATP的检测，当冰浴时间为 10 min时，细胞中的

大部分 ATP 得以释放并能够检测出来。因此用

TCA法检测活性污泥 ATP时，在 2−60 min的冰浴

时间内，最佳冰浴时间为 10 min。 

2.2.3  缓冲液 pH 对检测结果的影响：Tris-EDTA

溶液作为生物缓冲溶液，能暂时为从细胞内释放

出来的 ATP 提供稳定的液体环境，由于后续反应

的需要，Tris-EDTA 溶液的 pH 会影响荧光素酶的

活性，从生物学角度上看，酶在一定的 pH 范围内

才具有较高的活性，通过NaOH溶液或HCl溶液来

调整 Tris-EDTA 缓冲溶液的 pH，从而来改变反应

过程的 pH。将 pH研究范围设定为 4.0−10.0，探究

反应过程的 pH对检测活性污泥中 ATP的影响。 

如图 4所示，荧光强度随着 pH的升高先升后

降，荧光强度在 pH为 7.0−8.0的范围内有较大值，

并在 pH 7.5时达到最大值。反应过程的 pH过高和

过低都会使荧光素酶发生灭活或变性，而荧光素酶

作为 ATP-荧光素反应的催化酶，其灭活势必使该

反应无法反应完全，从而造成荧光强度较低。用

TCA 法检测活性污泥 ATP 时，在 pH 为 4.0−10.0

内，Tris-EDTA缓冲溶液最佳 pH为 7.5。 

2.3  微波功率对检测结果的影响 

在微生物系统中，微波辐射会产生非传导性的

热量，非传导性介质(如水)对微波能量的吸收及内

阻抗的循环会使微波能量转化为热能。在微波条件

下，利用微波的能量导致微生物周边环境温度骤变

以及微生物细胞快速裂解，ATP从细胞内得以释放。

在一定的范围内，微波功率越大，相同时间内微波

传导的能量越大，微生物细胞裂解的速率越快，ATP

释放的速率越快；当微波功率一定时，微波时间过

低会使微生物细胞裂解彻底导致 ATP 无法完全从

细胞中释放，微波时间过长时，过高的环境温度或

小部分 ATP 水解酶会使 ATP 发生变性或水解。因

此，将微波功率设定为 160−800 W，微波时间为

5−30 s，探究微波功率及微波时间对检测活性污泥

中 ATP的影响。 

如图 5所示，在 5−30 s内，荧光强度(相对光

单位，RLU)随微波功率由大到小的排列顺序为：

RLU(P=800 W)>RLU(P=640 W)>RLU(P=480 W)>RLU(P=320 W)> 
RLU(P=160 W)，说明当微波时间一定时，在一定范

围内微波功率越大，细胞裂解越彻底，所释放的 
 

 
 

图 4  缓冲液 pH 对检测 ATP 的影响 
Figure 4  The influence of pH on detecting ATP 
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图 5  微波功率对检测 ATP 的影响 
Figure 5  The influence of frequency of microwave on 
detecting ATP 
 

ATP 浓度越高，荧光强度越大；当功率 P=800 W

时，微生物细胞更能发生快速裂解，细胞内绝大部

分的 ATP 均被释放；当功率保持一定时，在 15 s

后荧光强度基本上呈稳定状态，由于细胞周围的高

温环境会使 ATP不稳定而容易变性或被 ATP水解

酶部分水解，该现象揭示了在一定范围内，微波功

率越高，才能最大程度地保证 ATP 的完整性，但

微波辐射时间则有可能产生不良影响。而当微波时

间为 0 s，即不进行微波处理时细胞内的 ATP无法

被释放，因而无法被 ATP检测试剂检测出来。实验

结果反映了微波功率与微波时间均会影响活性污

泥 ATP的检测。因此，实验结果表明微波提取 ATP

的适宜条件为功率 800 W，微波辐射时间为 15 s。 

2.4  ATP 提取法比较 

分别用 TCA提取法和微波提取法检测活性污

泥中的 ATP 并从中进行比选(TCA 提取法检测条

件：活性污泥中 TCA体积分数为 2.5%，冰浴时间

为 10 min，Tris-EDTA缓冲溶液 pH为 7.5；微波提

取法检测条件：微波功率为 800 W，微波时间为

15 s，每种方法各做 3个平行样)，如表 2所示。 

一般情况下，活性污泥中 ATP 的浓度为

1.4−2.2 mg/g VSS[6]，由表 2得知，微波提取法测

得的 ATP 浓度是一般活性污泥内 ATP 浓度的

27.8%−43.6%，说明提取过程中ATP发生了降解，而

使用 TCA提取法测得的ATP浓度更能接近真实值。 

表 2  TCA 提取法与微波提取法的比较 
Table 2  The difference between the method of TCA 

and microwave 
样品 

The sample 

三氯乙酸 

TCA 

微波 

Microwave
1 1 131 20 524 

2 1 029 21 634 

3 1 080 19 579 

平均值/RLU 

The mean/RLU 

1 080 20 579 

ATP浓度 

The concentration of ATP (mol/L) 

4.01×10−5 1.26×10−5

污泥的 ATP浓度 

The concentration of ATP in 
sludge (mg/g VSS) 

2.03 0.61 

注：TCA提取法与微波提取法分别对污泥悬浮液样品进行稀释

55 倍与 1.25 倍，表中的样品 ATP 浓度是由荧光值对照标准曲

线再乘以稀释倍数，再除以样品质量得出. 

Note: The method of TCA and microwave are carried out on the 
samples of suspended sludge diluting 55 times and 1.25 times, 
respectively, and the concentrations of ATP in the table are calculated 
by the value of fluorescent according to the standard curve, then 
multiplied by the dilution ratios and divided by the quality of samples. 
 

3  结论与讨论 

虽然 TCA提取法及微波提取法都可以检测活

性污泥中的 ATP，然而实验结果表明，相对于微波

提取法，TCA提取法所提取的 ATP更能接近活性

污泥中真实的 ATP 浓度，原因可能是非传导性介

质对微波能量的吸收及内阻抗的循环会使微波能

量转化为热能。周围的环境温度升高虽然会使细胞

裂解释放出 ATP，但高温会对使 ATP 变性，又由

于细胞外残留的小部分 ATP水解酶对 ATP的水解

作用，从而使 ATP检测结果偏低；而 TCA法整个

过程中无需高温，较好地保证了 ATP 的完整性，

该现象揭示了运用 TCA提取法能更好地检测从细

胞内释放出来的 ATP及其保证 ATP的完整性，反

映了该法与微波提取法相比，TCA 法更适合用于

检测活性污泥中的 ATP。 

本研究分别运用 TCA提取法及微波提取法检

测活性污泥中的 ATP，实验结果表明： 

(1) 在一定的浓度范围内，TCA 浓度的升高

可以增强微生物细胞壁孔径的扩大效应及细菌的
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细胞膜退化，促使 ATP 释放，然而，当 TCA 浓

度过高时，残留的过量 TCA由于其强酸性使荧光

素酶失活，因此运用 TCA提取法检测 ATP时，在

1.0%−7.0%的 TCA 体积百分数内，活性污泥中

TCA最佳体积百分数为 2.5%。 

(2) 冰浴时间即 TCA与细胞内 ATP的反应时

间，在一定的冰浴时间内，TCA 逐渐与细胞反应

完全，细胞中绝大部分的 ATP 得以释放，然而冰

浴时间过长会使大量的 ATP 与活性污泥中其他杂

质发生反应或被剩余 ATP 水解酶所水解。因此在

2−60 min的冰浴时间内，最佳冰浴时间为 10 min。 

(3) 反应过程的 pH 过高过低都会使荧光素酶

发生灭活或变性，使反应无法反应完全，从而造成

荧光强度较低。因此在 pH 为 4.0−10.0 范围内，

Tris-EDTA缓冲液的最佳 pH为 7.5。 

(4) 运用微波提取法检测 ATP 的适宜条件为

微波功率 800 W，微波时间 15 s，将两种检测方法

进行比较，发现运用 TCA提取法能更好地检测从

细胞内释放出来的 ATP及其保证 ATP的完整性，

TCA提取法更适用于检测活性污泥中的 ATP。 
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