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摘　要: 为了满足给水管网管水质的要求, 考察了不同的给

水管道水力条件下聚乙烯管材上生物膜 (生物量和种群结

构)的发育情况。采用分子生物学与传统分离培养相结合的

方法, 以清华地下水为原水, 在剪切力分别为 0. 95、0. 18 Pa

2 种条件下, 生物膜生物量和种群结构的发育呈现了同一规

律, 即生物膜生物量在 7 d 内即可发育成熟, 在以后的发育

中, 生物膜生物量一直稳定在 105
CFU öcm

2 (CFU 为菌落形

成单位) , 但生物膜的种群结构却随着时间发生显著变化。

实验中所设置 2 种水力条件对生物膜发育的影响差别不大;

生物膜生物量的发育和种群结构的发育是 2 个相对独立的

过程; 易于分泌胞外粘液和菌体表面具有疏水性等性质可

以帮助细菌更好地在生物膜中生存发展。
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Abstract: T he effect of hydrau lic conditions on biofilm accum ulat ion

(biom ass and comm unity structu re) in po lyethene p ipes w as

investigated to imp rove drink ing w ater quality. T he biofilm biom ass

and comm unity structu res fo r two hydraulic conditions ( the shear

stresses of 0. 95 Pa and 0. 18 Pa) have sim ilar results w ith the

b iofilm biom ass (hetero t roph ic p late coun ts, H PCS) m atu ring

w ith in 7 days and rem aining at 105CFU öcm 2 (CFU : co lony2fo rm ing

unit) fo r sam e t im e, bu t w ith the b iofilm comm unity structure

cont inuing to change. The two hydrau lic conditions did no t affect

effect on the b iofilm developm ent, and the biofilm comm unity

structu re developm ent w as independen t of that of b iofilm biom ass.

T he characterist ics of the ex tracellu lar m aterials and the

hydrophobic surfaces cou ld help the bacteria develop in the b iofilm.

Key words: drink ing w ater distribu tion system; biofilm; hydrau lic

conditions; comm unity structure; hetero troph ic p late

coun ts

人们健康意识的增强, 对给水水质的要求越来

越高, 而给水管网管壁附生生物膜的形成会造成管

道腐蚀, 也为致病细菌和机会致病菌的生长提供场

所, 生物膜脱落会导致水质下降 (嗅觉、味觉问题)

等[ 1 ]; 因此, 对给水管网管壁附生生物膜发育的研

究受到越来越广泛的关注。

生物膜在管壁上的附着、发育、稳定是一个渐进

的过程, 这一过程包括生物膜的生物量发育和种群

结构发展 2 个方面。目前国内外对于生物膜的研究

侧重于从生物膜生物量 (异养菌平板计数H PC s) 的

角度来考察生物膜随时间的变化特征[ 1- 2 ] , 而对种

群结构这一方面研究较少。

本文选用我国管材的主要发展方向之一的聚乙

烯 (PE) 管材, 采用分子生物学与传统分离培养相结

合的方法[ 3 ] , 考察不同的给水管道水力条件下生物

膜中生物量和种群结构 2 个方面随着时间的变化情

况。这样, 不仅可以了解生物总量的变化情况, 而且

通过对种群结构的考察, 可以了解微生物多样性的

变化, 有助于从微生物特性方面探究生物膜的发育

机制。

1　实验模拟系统

1. 1　模拟系统介绍

本实验采用现在国际上通用的反应器 (annu lar
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reacto r, A R )用于模拟实际饮用水管道系统。A R 主

要由一个旋转的封闭内桶和静止的外桶构成, 当内

桶旋转时, 水相会对对管壁产生剪切力。本实验A R

主体构件材料为有机玻璃和不锈钢, 总容积为 670

mL。管材片为 PE, 插于外桶内壁。反应器外表面覆

盖遮光纸, 以模拟实际管道系统的黑暗环境。如图 1

所示。

图中只画出 2 条 PE 片作为示意, 实际共有 16 条
图 1　AR 反应器示意图

1. 2　模拟系统运行

反应器水力停留时间为 2 h
[ 2 ] , 进水流速控制

为 5. 6mL öm in, 水温为 (20±1)℃。实验中同时运

行 2 个反应器A R 2A 和A R 2B , 分别用以模拟实际

管网管径为 150mm 的实际管道中水流速度为 0. 65

m ös 和 0. 25m ös 的水力条件, 其相对应剪切力分别

为 0. 95 Pa 和 0. 18 Pa。

本系统实验原水为清华大学自来水, 来源为清

华大学地下水, 没有投加任何消毒剂, 水质参数如表

1 所示。CFU 为菌落单位 (co lony2fo rm ing un it)。

表 1　实验原水水质参数

总有机碳 (TOC)质量浓度 0. 85m göL
溶解氧 (DO )质量浓度 1. 52m göL
异养菌平板计数 (H PC s) 30 CFU ömL

平均水温 20 ℃

平均 pH 7. 2

2　实验方法

2. 1　取样

在反应器运行 7、14、30、90 d 取样。取样时, 分

别从A R 2A , A R 2B 中各取 2 片 PE 片进行检测。用

小毛刷擦取 PE 片上的生物膜[ 3 ]
, 并将其悬浮于

2mL 的 0. 85% 无菌生理盐水中, 进行梯度稀释培

养。同时, 每月对原水微生物种群结构进行检测。

2. 2　分析方法

2. 2. 1　细菌培养和分离纯化

实验采用饮用水异养菌平板计数普遍使用的

R 2A 培养基。取 100 ΛL 生物膜样品涂布于平板上,

对原水而言即将滤膜截滤微生物的一面向上贴于平

板上。放于 20 ℃倒置恒温培养 7 d, 即可获得异养

菌平板计数 (hetero troph ic p la te coun ts, H PC s)。对

上述培养出的菌落, 根据“四分区划线法”进行分离

纯化[ 3 ]。

2. 2. 2　D NA 提取和聚合酶链式反应 (PCR)

将纯培养菌种接种在 30mL 的液体 R 2A 培养

基中, 培养 12 h (37 ℃摇床培养) 后, 取 10～ 20mL

菌液进行DNA 提取[ 4 ]。

本实验 PCR 采用 16SrDNA 基因的通用引物

8F (5′2A GA GT T T GA TCC T GG CTC A G23′) 和

1492r ( 5′2GGT TA C CT T GT T A CG A CT T 2
3′) [ 5 ]。PCR 反应 50 ΛL 体系包括 1. 5mm o lM gC l2、

25 pm o l 引物、2U T aq 酶。反应条件为: 95 ℃预变

性 5m in; 然后 95 ℃变性 1m in, 50 ℃退火 1m in,

72 ℃延伸 3m in, 此过程循环 28 次; 最后 72 ℃延

伸 10m in。将此 PCR 原液送北京三博远志生物公司

进行测序, 可获得各菌种基因序列。

3　实验结果和讨论

3. 1　生物膜总 HPCs 检测结果和讨论

图 2 表示生物膜在不同时间的生物量。可以看

出, 在不同的发育时间, 2 种水力条件下 PE 片上的

生物膜H PC s 差别很小, 说明在本实验情况下, 即没

有消毒剂存在时, 实验所设置的 2 种水力条件对生

物膜 H PC s 的影响差别不大。此种现象与 O llo s

等[ 2 ]的发现一致。

此现象说明, 在本实验条件下, 有机物的传质过

程不是生物膜发育的控制步骤, 因此通过增大水力

条件而提高传质并不会促进生物膜的发育; 同时由

于壁面粘滞底层的存在, 使得增大的剪切力并未突

破粘滞底层而破坏生物膜的发育。

由图 2 还可以发现, 2 种条件下 PE 片上生物

膜 H PC s 在 4 个发育时间基本稳定在 10
5

CFU ö

cm
2
, 说明生物膜H PC s 在 7 d 之内即发育稳定, 并

且在以后的时间里维持在 105
CFU öcm

2水平。此现

象可以用生态学原理上的种群在有限环境中的增长

原理来解释[ 6 ]
, 即种群在增长的最后阶段会达到饱

和期, 此时种群密度达到环境最大容纳量, 并维持在
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一个固定数值附近。

图 2　AR-A 和AR-B 中生物膜在不同发育时间的
HPCs 结果

3. 2　生物膜种群结构检测结果和讨论

图 3a、图 3b 分别表示 2 种水力条件下生物膜

在 7、14、30、90 d 的种群结构的变化。可以看出:

A R 2A 和A R 2B 2 反应器生物膜中, 初始时以B 2 所

占比例最高, 但随着发育时间的增长, B 2 所占比例

大幅下降; B 3 情况与此相反, 初始时所占比例较

低, 后期成为主要优势菌种; B 4 所占比例随着发育

时间的增长平稳增加, 后期也成为主要优势菌种;

随着发育时间的增加, 生物膜中的优势菌种数不断

增加。

图 3　4 个发育时间生物膜的种群结构变化

由图 3 可知, 在 2 种水力条件下, 生物膜种群结

构的发展变化呈现了极其相似的现象。这说明这 2

种水力条件对生物膜种群结构发育的影响差别不

大, 所以, 将 2 种水力条件下的情况综合一起, 来探

讨生物膜种群结构的发展规律。

生物膜在初始发育期, 附着于载体上的主要菌

种受原水种群结构的影响较大。如图 4 所示, 在实验

原水中以B 2 所占比例最高, 故在第 7 天发育的生

物膜中以B 2 居多; 但随着发育时间的增长, 更适于

在生物膜中生存的B 3 成为更有力的竞争者, 逐渐

取代B 2 的位置而成为生物膜中占绝对优势的菌

种。同时, 随着生物膜逐渐发育成熟, 微生物多样性

逐渐增加。这一规律, 与M art iny 等[ 7 ]的发现相似。

图 4　实验原水中微生物种群结构

从上述 4 个取样时间的样品中共分离出 8 种异

养菌优势菌株, 通过DNA 提取、PCR 扩增和基因测

序, 将所获得序列与美国国家生物技术信息中心

(h t tp: ööwww. ncb i. n lm. n ih. govö) 的核酸数据库

已知序列进行比对, 并同时利用系统树绘制软件

DNA Star、C lu sta l X 以及编辑软件 T reeview , 绘制

生物膜中异养菌优势菌种系统发育树, 如图 5 所示。

从以上分析可以得出: 在实验原水为清华地下

水的条件下, 生物膜中异养菌优势菌种分别属于 Α
变形杆菌纲 (B 1、B 3、B 6、B 7)、放线菌纲 (B 2、B 4、

B 8) 和 Χ变形杆菌 (只有B 5) , 以 Α变形杆菌纲和放

线菌纲为主。同时, 在这 4 个发育时间里, B 2、B 3、

B 4 都曾在生物膜中占有较高比例, 其中B 2 和B 4

属于分枝杆菌 (M y cobacterium ) , B 3 属于鞘氨醇单

胞菌 (S p h ing om onas)。分枝杆菌具有疏水性表面,

有助于生物膜的发育形成[ 8 ]; 鞘氨醇单胞菌可以分

泌胞外粘液, 有助于细胞粘附于管壁上[ 8 ]。可见, 管

壁对生物膜中菌种具有选择性, 某些具有疏水性表

面或者易于分泌粘液等特殊性质的细菌, 才可以成

为其中的主要优势菌种; 但并非具有这些特殊性质

的所有细菌都可以一直占据主要优势菌种的地位,

比如B 2 的逐渐消亡, 说明各菌种的发育还受到其

他因素的限制, 比如营养结构、代谢模式等。
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图中数值为进化距离的基准长度
图 5　生物膜中异养菌优势菌种系统发育树

4　结　论

1 ) 2 种水力条件 (剪切力分别为 0. 95、0. 18

Pa) 对生物膜生物量的发育和种群结构的发育这 2

方面的影响差别不大。

2) 以清华大学自来水为原水, PE 片上生物膜

H PC s 在 7 d 内即可发育成熟, 并在以后的发育中一

直稳定在 10
5

CFU öcm
2水平, 但生物膜的种群结构

却随着时间发生显著变化。

3) 生物膜中以 Α变形杆菌纲细菌和放线菌纲

细菌为主。某些具有疏水性表面或者易于分泌粘液

等特殊性质的细菌, 更易于成为主要优势菌种。
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