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再生水中弗氏柠檬酸杆菌生物膜特性研究
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（北京交通大学市政与环境工程系，北京，１０００４４）

摘　 要　 从使用再生水的某电厂冷却塔粘泥中分离出一株具有硫酸盐还原功能的弗氏柠檬酸杆菌．利用扫描
电子显微镜（ＳＥＭ）和能谱仪（ＥＤＳ）对再生水中ＨＳｎ７０１Ａ和ＢＦｅ３０１１两种合金表面弗氏柠檬酸杆菌生物膜
结构和成分进行表征，结果表明ＨＳｎ７０１Ａ成膜特性好于ＢＦｅ３０１１，两种合金表面生物膜中Ｃ、Ｏ等无机元素
含量较大、基体金属元素含量下降较为明显．对不同时刻合金表面生物膜胞外聚合物（ＥＰＳ）组分进行分析，多
糖与蛋白质含量之比揭示出，在第３天和第７天两个关键期ＥＰＳ的疏水性能对微生物膜的致密性和完整性产
生重要影响，实验结果表明在两个关键期内ＨＳｎ７０１Ａ显示较好的疏水性能，使其比ＢＦｅ３０１１表现出较强的
耐微生物腐蚀性能．
关键词　 弗氏柠檬酸杆菌，微生物腐蚀，生物膜特性，胞外聚合物，硫酸盐还原菌．

城市污水经深度处理后回用于工业循环冷却水系统是解决我国北方地区水资源危机的重要途径之
一．同自然界淡水相比，再生水中的含盐量、有机物含量、氨氮含量高，细菌种群复杂，由此带来的微生物
腐蚀问题十分突出［１］．大量的研究及运行资料表明，硫酸盐还原菌（Ｓｕｌｆａｔｅｒｅｄｕｃｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ，ＳＲＢ）作用
引起热交换器金属管材的微生物腐蚀是影响火电厂安全运行的潜在隐患．本课题组在研究再生水中
ＳＲＢ对合金材料腐蚀影响过程中，从使用再生水作为循环冷却水系统补充水的华北某电厂冷却塔底的
粘泥中分离出一种同样具有硫酸盐还原功能的弗氏柠檬酸杆菌（Ｃｉｔｒｏｂａｃｔｅｒ ｆｒｅｕｎｄｉｉ）菌株［２］．弗氏柠檬
酸杆菌是一类常存在于粪便中，能引起尿道感染、菌血症、婴儿脑膜炎和其它的肠外感染的肠道杆菌，呼
吸类型为兼性厌氧，呈革兰氏阴性［３］．目前，国内外对弗氏柠檬酸杆菌的研究主要集中在酶工程、食品卫
生学、预防医学、重金属吸附等方面［４６］，而关于再生水中弗氏柠檬酸杆菌对金属材料的腐蚀机理研究
鲜有报道．

弗氏柠檬酸杆菌寄生附着在合金表面并形成微生物膜是引起微生物腐蚀和生物污损的前提．不同
合金表面微生物膜结构特性和生物膜中胞外聚合物（Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｐｏｌｙｍｅｒｉｃ ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ，ＥＰＳ）组分与合金
腐蚀的产生和发展有很大关系． Ｆａｎｇ等［７］应用原子力显微镜对细胞、细胞之间、细胞周围基质表面粘附
力进行了测试，认为粘附力大小与ＥＰＳ组分有关．

本文利用ＳＥＭ、ＥＤＳ探讨再生水环境中，ＨＳｎ７０１Ａ和ＢＦｅ３０１１两种铜合金表面弗氏柠檬酸杆菌
生物膜结构特征，采用紫外分光光度法测试不同铜合金表面生物膜中ＥＰＳ主要组分，试图解析ＥＰＳ组
分与微生物膜结构之间的关系．研究结果对于进一步深入了解微生物膜形成及其胞外聚合物对合金腐
蚀作用机理具有重要意义．

１　 材料与方法
１． １　 实验材料

实验菌种来源于使用再生水作为循环冷却水系统补充水的华北某电厂冷却塔底的粘泥，经分离、纯
化后使用．弗氏柠檬酸杆菌的培养采用调整过的Ｐｏｓｔｇａｔｅ Ｃ培养基［８］，其组成为：１ ｇ·Ｌ －１ ＮＨ４ Ｃｌ，
２ ｇ·Ｌ －１ ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ，１ ｇ·Ｌ －１ Ｎａ２ＳＯ４，０． ５ ｇ·Ｌ －１ Ｋ２ＨＰＯ４，０． １ ｇ·Ｌ －１ ＣａＣｌ２，乳酸钠酵母膏１ ｇ·Ｌ －１，Ｖｃ
０． ３ ｇ·Ｌ －１，用去离子水溶解，用ＨＣｌ或ＮａＯＨ调节ｐＨ值于７． ０—７． ２，灌装后在高压蒸汽锅１２１ ℃下灭
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菌２０ ｍｉｎ，将半胱氨酸盐酸盐０． ５ ｇ·Ｌ －１和抗坏血酸０． １ ｇ·Ｌ －１在紫外灯下灭菌３０ ｍｉｎ．
实验所用合金材料为冷却水系统热交换器常用的ＨＳｎ７０１Ａ和ＢＦｅ３０１１两种铜合金．将材料加工

成１０ ｍｍ ×１０ ｍｍ圆形试样片，用２００＃、３６０＃、２０００＃水洗砂纸逐级打磨后，丙酮除去表面油，再用无水
乙醇清洁表面后干燥，置于干燥器内备用．使用前将其置于紫外灯下照射３０ ｍｉｎ灭菌．

实验所用的水为华北某电厂使用的再生水原水经过３倍浓缩之后形成的水，其水质分析如表１．
表１　 实验所用水样的水质分析

Ｔａｂｌｅ １　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｗａｔｅｒ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

类型 ｐＨ
电导率／
（μｍ·ｃｍ －１）

Ｃｌ － ／
（ｍｇ·Ｌ －１）

ＳＯ２ －４ ／
（ｍｇ·Ｌ －１）

钙硬／
（ｍｍｏｌ·Ｌ －１）

总硬／
（ｍｍｏｌ·Ｌ －１）

ＣＯＤＣｒ ／
（ｍｇ·Ｌ －１）

ＮＨ ＋４ ／
（ｍｇ·Ｌ －１）

碱度／
（ｍｍｏｌ·Ｌ －１）

再生水 ８． ２５ ２４３０ ２９０． ５ ４３９． ３ ５． ０２ ７． ２７ ９９． ６ ２． ７ ２． ３５

１． ２　 实验方法
将备好的试片浸泡于接种了弗氏柠檬酸杆菌的再生水中，密封后，置于３７ ℃恒温箱中培养．于不同

时间取出试片，用乙醇溶液进行逐级脱水处理（５０％、７０％、８０％、９０％、９５％各１０ ｍｉｎ，１００％的乙醇中脱
水３０ ｍｉｎ），待其自然干燥２４ ｈ后，再置于ＪＳＭ６５１０Ａ型扫描电镜下（日本电子公司）进行表面形貌分析
和表面成分的能谱分析．

采用甲醛ＮａＯＨ法［９］提取ＥＰＳ．首先配制ｐＨ ＝ ７的缓冲溶液：２ ｍｍｏｌ Ｎａ３ ＰＯ４，４ ｍｍｏｌ ＮａＨ２ ＰＯ４，
９ ｍｍｏｌ ＮａＣｌ，１ ｍｍｏｌ ＫＣｌ．在不同时间取出浸泡于含弗氏柠檬酸杆菌的再生水中的铜合金试片，用经紫
外线消毒的刷子将试片表面的微生物膜刷入５０ ｍＬ缓冲溶液中．在含微生物膜的缓冲溶液中加入
０ ３ ｍＬ ３６． ５％的甲醛，在４ ℃条件下搅拌１ ｈ后，加入５０ ｍＬ ０． ０４ ｍｏｌ·Ｌ －１ＮａＯＨ，以３００ ｒ·ｍｉｎ －１的速度
搅拌１ ｈ；以６０００ ｇ在４ ℃条件下离心１０ ｍｉｎ，用０． ２２ μｍ微孔滤膜过滤，而后在４ ℃透析
（３５００ Ｄａｌｔｏｎ）２４ ｈ提纯，得到的溶液待测．

利用苯酚硫酸比色法［１０］测定胞外聚合物中的多糖含量，考马斯亮蓝（Ｃｏｏｍａｓｓｉｅ Ｂｒｉｌｌｉａｎｔ Ｂｌｕｅ）
法［１１］测定其蛋白质含量．

２　 结果与讨论
２． １　 合金表面生物膜结构表征

微生物膜是环境中的微生物以非常复杂的相互作用方式附着在金属表面而形成的，微生物膜与金
属界面形成了一个不同于本体溶液的特殊环境，其中发生着诸多物理的、化学的、及生物的复杂反应．当
金属表面存在微生物膜时，金属表面／微生物膜界面的ｐＨ值、溶解氧浓度、有机和无机物的种类及其浓
度改变了腐蚀的机理和速率［１２］．

从热力学自发倾向性考虑，微生物在金属表面的附着过程是一个高度自发的过程．图１和图２分别
为ＨＳｎ７０１Ａ和ＢＦｅ３０１１试片浸泡于接种弗氏柠檬酸杆菌的再生水中，于不同时间取出在扫描电子显
微镜下的表征结果．可以看出，浸泡初期，弗氏柠檬酸杆菌首先以单个细菌的形式附着于合金表面，随后
逐步形成小型菌落，进一步形成较为疏松的生物膜，并且随着其生命代谢活动不断产生代谢产物和腐蚀
产物，生物膜面积逐渐增大，直至将试片表面大部分区域覆盖，而形成的生物膜分布并不均匀，厚度也
不一．

图１显示未浸泡时，ＨＳｎ７０１Ａ试片比较光滑；１ ｄ后，铜合金表面附着有少量的单个弗氏柠檬酸杆
菌和大分子物质、悬浮颗粒物质，并且出现少数细菌聚成团，形成一些小的菌落；随着浸泡时间增加，菌
落面积不断扩大，并伴随胞外聚合物的产生，３ ｄ时细菌处于对数期，新陈代谢十分旺盛，ＨＳｎ７０１Ａ试片
表面微生物群落像蘑菇般扩展形成空间结构异相的微生物膜，但此时生物膜的完整性和致密性不高；
７ ｄ后微生物膜层较厚，致密性较好，同时微生物膜新陈代谢过程中产生了大量的代谢产物，此时合金表
面已经形成了由一个细菌代谢产物与金属腐蚀产物杂合而成的复杂膜层，１４ ｄ时这层复杂膜更为严实，
阻挡了溶液中Ｃｌ －、ＳＯ２ －４ 等侵蚀性因子与合金基体间的接触，从而一定程度上减缓了合金的腐蚀；２１ ｄ
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时膜的完整性仍然较好，并未出现明显的膜层脱落现象．

图１　 浸泡于再生水中不同时间的ＨＳｎ７０１Ａ表面生物膜ＳＥＭ表征（× ２５００）
（ａ、ｂ、ｃ、ｄ、ｅ、ｆ分别表示合金的浸泡时间为０ ｄ、１ ｄ、３ ｄ、７ ｄ、１４ ｄ、２１ ｄ）

Ｆｉｇ． １　 ＳＥＭ ｐｈｏｔｏｇｒａｐｈｓ ｏｆ ｂｉｏｆｉｌｍｓ ｏｎ ｔｈｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｏｆ ＨＳｎ７０１Ａ ｉｍｍｅｒｓｅｄ ｆｏｒ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｅｒｉｏｄ ｉｎ ｒｅｃｌａｉｍｅｄ ｗａｔｅｒ ｗｉｔｈ Ｃｉｔｒｏｂａｃｔｅｒ ｆｒｅｕｎｄｉｉ

（ａ，ｂ，ｃ，ｄ，ｅ，ｆ ｄｅｎｏｔｅ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ ｔｈｅ ｉｍｍｅｒｓｉｏｎ ｔｉｍｅ ０ ｄ，１ ｄ，３ ｄ，７ ｄ，１４ ｄ，２１ ｄ）

图２反映了接种弗氏柠檬酸杆菌的再生水中ＢＦｅ３０１ １试片表面生物膜的结构特征．浸泡１ ｄ，
ＢＦｅ３０１１试片表面附着的细菌及颗粒物比同期的ＨＳｎ７０１Ａ表面少． ３ ｄ时ＢＦｅ３０１１表面的膜层已较
厚，但细菌在其表面所形成的生物膜覆盖层厚度分布及其结构不均匀，腐蚀产物的局部堆积现象较为明
显，这很可能导致形成富氧区和贫氧区，形成氧浓差电池，易造成孔隙和缝隙腐蚀［１３］．另外微生物的新
陈代谢产物和腐蚀产物向外扩散也同样被阻止，进一步形成局部浓度差异池．浸泡７ ｄ时ＢＦｅ３０１１表
面生物膜层局部出现裂痕，甚至裸露出基体表面，１４ ｄ、２１ ｄ时膜层出现了严重的板结现象，发生裂痕的
面积逐步扩大，此时膜层的完整性和致密性比较差，不仅使生物膜丧失了一定的保护作用，且使得局部
腐蚀比较严重．

图２　 浸泡于再生水中不同时间的ＢＦｅ３０１１表面生物膜ＳＥＭ表征（× ２５００）
（ａ、ｂ、ｃ、ｄ、ｅ、ｆ分别表示合金的浸泡时间为０ ｄ、１ ｄ、３ ｄ、７ ｄ、１４ ｄ、２１ ｄ）

Ｆｉｇ． ２　 ＳＥＭ ｐｈｏｔｏｇｒａｐｈｓ ｏｆ ｂｉｏｆｉｌｍｓ ｏｎ ｔｈｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｏｆ ＢＦｅ３０１１ ｉｍｍｅｒｓｅｄ ｆｏｒ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｅｒｉｏｄ ｉｎ ｒｅｃｌａｉｍｅｄ ｗａｔｅｒ ｗｉｔｈ Ｃｉｔｒｏｂａｃｔｅｒ ｆｒｅｕｎｄｉｉ

（ａ，ｂ，ｃ，ｄ，ｅ，ｆ ｄｅｎｏｔｅ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ ｔｈｅ ｉｍｍｅｒｓｉｏｎ ｔｉｍｅ ０ ｄ，１ ｄ，３ ｄ，７ ｄ，１４ ｄ，２１ ｄ）
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图１和图２对比发现，两种铜合金表面微生物膜的形成过程及其结构特征表现出显著的差异性．
３ ｄ—７ ｄ时，ＨＳｎ７０１Ａ表面的生物膜层的完整性、致密性明显好于ＢＦｅ３０１１，生物膜的保护作用稍强．
１４ ｄ以后，ＨＳｎ７０１Ａ表面微生物膜依然较为完整，合金表面几乎被膜层完全覆盖，未出现明显的膜层脱
落现象，而ＢＦｅ３０１１表面则发生了明显的膜层裂痕，甚至出现大面积的板结现象，基体裸露现象较为
严重，这不仅增加了ＢＦｅ３０１１基体与溶液中侵蚀性离子接触的面积和几率，且由于膜的均匀性较差，
局部出现浓度极差，加剧了ＢＦｅ３０１１的腐蚀．

再生水环境下，弗氏柠檬酸杆菌在ＨＳｎ７０１Ａ和ＢＦｅ３０１１两种合金表面微生物膜形成的差异性主
要原因可能与两种合金所含主要的金属元素有关．一方面，微生物膜在一个洁净的表面吸附需要一个诱
导期，在诱导期内水体中溶解态的有机物和无机物被吸附到材料表面，可能因为ＢＦｅ３０１１合金添加了
Ｍｎ、Ｎｉ等元素，影响了诱导期内溶解态有机物和无机物与合金表面的吸附、附着过程．另一方面，微生物
膜形成及细菌代谢过程中产生了大量的有机产物，其中多糖、蛋白质、氨基酸、脂类物质可能与Ｍｎ、Ｎｉ
等离子发生了络合作用，影响了生物膜结构、膜内传质过程等．更深层次的作用机理有待进一步探索．
２． ２　 合金表面生物膜能谱分析

图３为两种铜合金试片浸泡７ ｄ后生物膜能谱分析图．在能谱图上可以看到，ＨＳｎ７０１Ａ合金表面沉
积物中显示出较高的Ｃｕ、Ｚｎ元素的峰，ＢＦｅ３０１１表面表现出较高的Ｃｕ元素峰．两种合金表面的能谱
图中均表现出明显的Ｓ元素峰，而两种试片中原本均不存在Ｓ元素，由于弗氏柠檬酸杆菌具有硫酸盐还
原功能，与传统的ＳＲＢ类似，可能铜合金表面腐蚀产物中主要为铜的硫化物．同时，能谱图中Ｃ、Ｏ、Ｐ等
无机元素比较明显，反映出生物膜层中产生了大量的有机物质．

图３　 浸泡７ ｄ时两种合金表面生物膜能谱分析
Ｆｉｇ． ３　 Ｅｎｅｒｇｙ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｂｉｏｆｉｌｍｓ ｏｎ ｔｈｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｔｗｏ ａｌｌｏｙｓ ｉｍｍｅｒｓｅｄ ｆｏｒ ７ ｄａｙｓ

表２列出了浸泡于接种弗氏柠檬酸杆菌的再生水环境中不同时间（０ ｄ、３ ｄ、７ ｄ、１４ ｄ）铜合金表面
生物膜中元素分析结果．总体上看，随着浸泡时间增加，生物膜中合金基体主要金属元素（Ｃｕ、Ｚｎ、Ｎｉ）含
量（ｍａｓｓ％）均有不同程度的下降，Ｏ、Ｓ、Ｐ等元素含量显著上升，反映出生物膜主要成分为Ｏ、Ｓ、Ｐ等元
素构成的化合物，其组成十分复杂，更准确的说是由溶液中的悬浮颗粒、细菌及其新陈代谢过程产生的
各种有机和无机代谢产物组成的混合体．对比发现，ＢＦｅ３０１１表面生物膜中Ｃ、Ｏ元素含量百分比明
显高于同期的ＨＳｎ７０１Ａ，可能的原因是ＢＦｅ３０１１合金表面微生物代谢活动较强．

另外，２种合金表面生物膜中都出现了Ｃａ、Ｍｇ、Ｐ等元素，这极有可能是由于水中硬度较高，膜内出
现了结垢现象，进而可能使合金局部产生垢下腐蚀．由此看来，再生水回用于冷却水系统时不仅会带来
微生物腐蚀，且由于水中盐类成分较高，易形成污垢和结垢，进一步加剧金属材料的腐蚀．
２． ３　 生物膜中ＥＰＳ组分分析

前文对弗氏柠檬酸杆菌在铜合金表面形成微生物膜的结构特性进行了研究，而结构特性与微生物
膜的组分密切相关．微生物膜由细胞生物量和ＥＰＳ组成，其中细胞生物量仅是生物膜中有机物质的微
小部分，而７０％—９０％的总有机碳存在于细胞外［１４］． ＥＰＳ主要来源于细菌的分泌、细菌表面物质的脱
落、细菌溶解以及对周围环境物质的吸附，具有复杂的化学成分，其中多糖和蛋白质是其最重要的组成
成分．采用甲醛ＮａＯＨ法提取不同时刻ＨＳｎ７０１Ａ和ＢＦｅ３０１１两种铜合金表面生物膜中ＥＰＳ，并利用考
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马斯亮蓝法分析ＥＰＳ中蛋白质含量，用苯酚硫酸法分析多糖含量．其分析结果如图４所示．
表２　 不同时期ＨＳｎ７０１Ａ和ＢＦｅ３０１１生物膜ＥＤＳ分析结果（ｍａｓｓ％）

Ｔａｂｌｅ ２　 ＥＤＳ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｂｉｏｆｉｌｍｓ ｆｒｏｍ ＨＳｎ７０１Ａ ａｎｄ ＢＦｅ３０１１ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅｓ （ｍａｓｓ％）
元素 ＨＳｎ７０１Ａ

０ ｄ ３ ｄ ７ ｄ １４ ｄ
元素 ＢＦｅ３０１１

０ ｄ ３ ｄ ７ ｄ １４ ｄ

Ｃ ２０． １ １８． ４３ １９． ７５ Ｃ ２８． ５８ ２８． ３８ ２４． ５１

Ｏ ４． ３５ １２． ５１ １６． ０３ Ｏ ４． １７ ３４． ９９ ２３． ３１

Ｍｇ ０． ７５ ０． ８６ １． ２２ Ｍｇ １． ２２ １． １６

Ｓｉ ０． １６ Ｓｉ ０． １０ ０． ２５ ０． ２２

Ｐ １． ６３ ２． ９７ ４． ９９ Ｐ ０． ４１ ７． ５１ ６． ９３

Ｓ １． ２８ １． ３３ ３． ３２ Ｓ ２． ２４ ２． ７５ ４． ０８

Ｃａ １． ６２ ３． ９０ ６． ４８ Ｃａ ０． １０ １０． ５６ １０． １７

Ｃｕ ６９． ００ ４８． １０ ４３． ５９ ３６． ２４ Ｃｕ ６４． ４５ ４５． ６３ ９． ６２ ２２． ３６

Ｚｎ ３０． １６ １７． ６６ １５． ５９ １１． ５１ Ｎｉ ３４． ３０ １７． ９３ ３． ６３ ５． ５１

Ａｓ ０． ０４ Ｆｅ ０． ９５ ０． ７３ ０． ９５ １． ５６

Ｓｎ ０． ８０ ０． ７１ ０． ８２ ０． ３１ Ｍｎ ０． ３０ ０． ４６ ０． １３ ０． ２０

Ｔｏｔａｌ １００ １００ １００ １００ Ｔｏｔａｌ １００ １００ １００ １００

图４ａ为生物膜中ＥＰＳ蛋白质含量．可以看出，两种合金表面生物膜中ＥＰＳ组分的蛋白质含量在弗
氏柠檬酸杆菌生长周期内出现较大波动．在３ ｄ时ＨＳｎ７０１Ａ蛋白质含量最大，为１７８． ７５ μｇ·ｃｍ －２，随后
急剧下降，７ ｄ和１４ ｄ有小幅上升，而后又逐渐下降，２８ ｄ时含量已经下降到５． ２５ μｇ·ｃｍ －２ ． ＢＦｅ３０１１
试片生物膜中蛋白质含量比同期的ＨＳｎ７０１Ａ普遍要高，５ ｄ时含量达到最大值，为２７０． ５ μｇ·ｃｍ －２，１４ ｄ
左右出现第二个小波峰，蛋白质含量为１４４． ７５ μｇ·ｃｍ －２，随后逐渐下降，２８ ｄ时含量为１４． ５ μｇ·ｃｍ －２ ．

图４　 铜合金表面生物膜中ＥＰＳ组分分析
（ａ为蛋白质含量，ｂ为多糖含量，ｃ为多糖与蛋白质含量比值）

Ｆｉｇ． ４　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＥＰＳ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｂｉｏｆｉｌｍｓ ｏｎ ｔｈｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｏｆ ｃｏｐｐｅｒ ａｌｌｏｙ
（ａ ｆｏｒ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｔｅｎｔ，ｂ ｆｏｒ ｔｈｅ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｃｏｎｔｅｎｔ，ｃ ｆｏｒ ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｔｏ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｔｅｎｔ）

图４ｂ为不同时刻两种铜合金表面生物膜中ＥＰＳ多糖含量． ＨＳｎ７０１Ａ和ＢＦｅ３０１１变化趋势基本
一致，含量先逐渐增加，至１４ ｄ时出现最大值，含量为１１３０—１１５５ μｇ·ｃｍ －２，随后随时间推移多糖含量
急剧下降．前期含量增加主要是因为细胞进入对数期后细胞新陈代谢十分旺盛，代谢产物积累较多，稳
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定期时开始出现细胞分解，胞内物质溶出使得ＥＰＳ中碳水化合物含量急剧上升．而当细菌进入衰亡期
后，细胞进入内源呼吸期，胞外聚合物中的碳水化合物成为此时细菌的主要营养源，从而导致多糖含量
下降较快．两者区别在于ＢＦｅ３０１１在生物膜形成初期（５ ｄ前）含量稍高于ＨＳｎ７０１Ａ，但后期（２１ ｄ后）
则恰好相反．另外，多糖含量绝对值远远高于同期的蛋白质含量．

ＥＰＳ中蛋白质和多糖的绝对含量大小一定程度上反映了生物膜层的厚度或细胞生物量大小等特
性，而多糖与蛋白质含量的比值则与金属机体腐蚀程度可能存在着某种对应的关系．不同基质条件对于
生物膜ＥＰＳ组成及含量有较大影响［１５］． ＥＰＳ的显著特性———疏水性受疏水基和水的极性影响，多糖和
蛋白质含量比例对ＥＰＳ的亲疏水性能有显著影响． Ｗｒａｎｇｓｔａｄｈ等［１６］发现，在批式研究中，饥饿状态的细
胞由于疏水ＥＰＳ碳水化合物的释放而疏水性较低，１０ ｈ后当ＥＰＳ碳水化合物被内源呼吸消耗后，疏水
性上升． Ｊｏｒａｎｄ等［１７］研究表明，ＥＰＳ蛋白质促成了生物体的疏水性能，而碳水化合物则促成生物体的亲
水性，即ＥＰＳ的组成和含量会影响生物絮体的疏水性． Ｒｏｓｅｎｂｅｒｇ等［１８］发现疏水性能促进微生物粘附于
石油表面，进行生长发酵，实验结果说明疏水性能增进微生物细胞表面的粘附性．

图４ｃ中为不同时刻铜合金生物膜ＥＰＳ中多糖与蛋白质含量的比值，可以看出，随着时间推移，
ＨＳｎ７０１Ａ和ＢＦｅ３０１１两者ＥＰＳ中多糖与蛋白质比值呈现震荡变化，但整体呈上升趋势，说明ＥＰＳ的
疏水性能下降较为显著，反映出微生物膜细胞表面粘附性降低．

从图４ｃ中可以看出，ＢＦｅ３０１１的比值在３—５ ｄ维持在２． １—２． ３之间，而ＨＳｎ７０１Ａ的比值由３ ｄ
的１． ４５急剧上升到５ ｄ的８． ２８．到第７天时，ＨＳｎ７０１Ａ的比值为８． ２８，ＢＦｅ３０ １ １为１１． ４． ７ ｄ后
ＨＳｎ７０１Ａ的比值都高于ＢＦｅ３０１１．数据反映出３ ｄ和７ ｄ时刻ＨＳｎ７０１Ａ表面生物膜中ＥＰＳ的疏水性
能较好．生物膜中ＥＰＳ疏水性能在３ ｄ和７ ｄ时表现比较特殊，很可能由于两个时刻铜合金表面ＥＰＳ疏
水性能的大小影响合金表面成膜整体过程，最终影响微生物结构的完整性及致密性等特性．

从前文的ＳＥＭ表征结果可以看出，１—３ ｄ铜合金表面生物膜结构变化十分显著，很可能是微生物
膜形成的关键期，ＢＦｅ３０１１表面生物膜的完整性、均匀性均差于同期的ＨＳｎ７０１Ａ．主要原因可能是在
成膜关键期（３ ｄ时）ＨＳｎ７０１Ａ的疏水性能好于ＢＦｅ３０１１，微生物细胞的粘附性更强，有助于细胞及其
周围的胞外聚合物吸附更多物质．微生物粘附于金属表面形成的多孔胶状细胞外周质高分子物质影响
金属／微生物膜界面附近液体的流动，使金属／微生物膜／液体界面溶解氧分布及电解质扩散复杂化，同
时构成ＥＰＳ的高分子对微生物膜的结构完整性起主要作用．在３—５ ｄ内ＨＳｎ７０１Ａ表面生物膜较强的
疏水性能，由于ＥＰＳ捕获界面的金属离子和腐蚀产物，使膜结构的完整性进一步增强；同时ＥＰＳ中凝胶
状分子易降低金属／微生物膜界面间溶解氧、电解质及腐蚀产物扩散速度［１９］，使膜内物质传质过程一定
程度上受阻，使微生物膜起到了屏障作用，阻挡了膜外溶液中侵蚀性因子介入金属／微生物膜界面内，进
而有助于减缓对金属基体的腐蚀．因而分析得出，第３天是弗氏柠檬酸杆菌在铜合金表面形成微生物膜
的关键期，膜的初期构造已经形成，这个时段ＥＰＳ的疏水性能对生物膜的结构起着“根基”作用，一定程
度上决定着后续膜的形成和发展．

另一个关键点出现在第７天，在此时刻主要是微生物膜的修缮阶段．完整而致密的生物膜对于金属
基体的腐蚀程度具有十分重要的作用．生物膜的致密程度直接反应了膜层“屏障”功能的好坏． ７ ｄ后生
物膜内的细菌开始处于内源呼吸时期，ＨＳｎ７０１Ａ表面ＥＰＳ在此阶段表现出较强的疏水性能，有助于
ＥＰＳ吸附水环境中较多的细菌及其它介质来补充局部受损的生物膜部分，以增加膜的面积和膜层厚度，
使膜的完整性和致密性进一步增强，这使得合金基体几乎被生物膜层所覆盖．相反，此刻ＢＦｅ３０１１表
面生物膜的修缮功能较弱，局部疏松、残缺的膜层得不到完善，使合金表现出较差的耐腐蚀性能．

尽管１４ ｄ后，ＢＦｅ３０１１的疏水性能要好于ＨＳｎ７０１Ａ，甚至在２８ ｄ时，其ＥＰＳ中多糖与蛋白质比值
约是ＨＳｎ７０１Ａ的１ ／ ３．但由于成膜关键期微生物膜的“根基”不牢固，修缮阶段的功能不突出，使得后期
微生物膜结构完整性表现较差，导致了ＢＦｅ３０１１耐腐蚀性差于ＨＳｎ７０１Ａ．

通过以上ＥＰＳ组分分析实验及前文生物膜的微观结构表征结果，可以推断出ＥＰＳ疏水性能在微生
物膜形成过程的两个关键期对于微生物膜结构完整性具有十分重要的影响．在浸泡初期（第３天），
ＨＳｎ７０１Ａ具有较好的疏水性能有利于微生物膜“根基”结构的形成，对膜结构的后续发展影响较大；在
浸泡中期（第７天），较好的疏水性能有助于ＥＰＳ捕获溶液中合金腐蚀产物、细菌及其代谢产物，修复局
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部残缺、受损的膜层，使生物膜的完整性、致密性、均匀度进一步增强．而ＢＦｅ３０１１在这两个关键期的
ＥＰＳ疏水性能较差，影响了微生物膜结构的完整性，导致其耐微生物腐蚀性能较差．

弗氏柠檬酸杆菌在金属表面附着、吸附成膜是一个复杂的过程，影响因素众多，如再生水水质、环境
条件、金属材料性质、胞外聚合物等．本文的研究从微生物膜结构及其ＥＰＳ中蛋白质和多糖组分含量方
面入手，对比分析ＨＳｎ７０１Ａ和ＢＦｅ３０１１两种铜合金生物膜结构特性、ＥＰＳ组分对合金腐蚀的影响．然
而，就生物膜中ＥＰＳ而言，组分十分复杂，ＥＰＳ中的多糖、蛋白质、脂类、核酸及其它物质所含的主要官能
团与金属表面溶解出的金属离子间络合作用机理，金属／生物膜界面传质过程及其对金属的腐蚀影响目
前仍不清楚，有待后续进一步深入研究．

３　 结论
（１）ＳＥＭ表征结果表明，弗氏柠檬酸杆菌在ＨＳｎ７０１Ａ合金表面形成微生物膜结构的完整性、致密

性好于ＢＦｅ３０１１，成膜的差异性可能与合金中某种或某几种金属元素有关．
（２）能谱分析反映出随着浸泡时间增加，合金表面生物膜中Ｃ、Ｏ、Ｐ等无机元素含量增大，Ｃｕ、Ｚｎ、

Ｎｉ等合金基体金属元素含量下降比较显著，且Ｃａ、Ｍｇ元素含量稍有增加，说明再生水回用不仅带来微
生物腐蚀问题，而且易出现结垢，可能导致垢下腐蚀．

（３）对不同时刻铜合金生物膜ＥＰＳ组分进行分析，ＥＰＳ中多糖与蛋白质含量比值揭示出，ＥＰＳ疏水
性能在微生物膜形成过程的两个关键期对于微生物膜结构完整性产生重要影响．在浸泡初期（第３
天），ＨＳｎ７０１Ａ具有较好的疏水性能有利于微生物膜“根基”结构的形成，对膜结构的后续发展影响较
大；在浸泡中期（第７天），较好的疏水性能有助于ＥＰＳ捕获溶液中合金腐蚀产物、细菌及其代谢产物，
修复局部残缺、受损的膜层，使生物膜的完整性、致密性、均匀度进一步增强．而ＢＦｅ３０１１在这两个关
键期的ＥＰＳ疏水性能较差，影响了微生物膜结构的完整性，导致其耐微生物腐蚀性能较差．
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