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摘要 :以 4 株不同菌株为对象 ,研究了培养基类型对细菌细胞表面疏水性的影响 ,及初始细胞表面疏水性、接触时间等因素与

细菌在活性污泥中粘附率的关系. 结果表明 ,培养基类型、培养时间以及菌株的自身特性均会对所培养菌种的表面疏水性产

生影响 ;而初始细胞表面疏水性、接触时间与细菌在活性污泥中的粘附率密切相关. 当接触时间较短时 ( < 14 h) ,初始细胞表

面疏水性是影响系统中菌种粘附量的主要因素 ,且存在某一临界值 ,当菌种的疏水率低于该值时 ,菌种粘附量相近 ,当菌种的

疏水率高于该值时 ,粘附量明显增高 ,菌种可以迅速粘附到活性污泥中 ;而当接触时间足够长时 ( ≥38 h) ,接触时间则成为系

统中菌种粘附率的主要影响因素. 经预接触 ,外投高效菌被系统完全吸附后 ,营养物质的投加或供氧方式的改变均不会引起

被吸附菌种的再释放.
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Abstract :With four different strains as the model , effects of different culture medium on cell2surface hydrophobicity (CSH) were investigated ,
and the relationship between CSH , contact time and adhesion of bacteria to activated sludge flocs was correlated. Results showed that culture
medium , culture time and the characteristic of strain itself influenced the CSH of bacteria , and initial CSH , contact time was closely related to
bacterial adhesion ratio in activated sludge system. When contact time was relatively short ( < 14 h) , initial CSH was the main factor
influencing bacterial adhesion ratio. A critical value existed for CSH , similar bacterial adhesion ratio was obtained below the critical value ;
beyond the value , bacterial adhesion ratio was greatly enhanced , which indicated that only strains with initial CSH beyond the critical value
could adhere to activated sludge flocs rapidly. When contact time was long enough( ≥38 h) , contact time became the main factor influencing
adhesion. When the inoculated bacteria thoroughly adhered to sludge flocs by pre2contact , nutrient supplementation and changing oxygen
providing mode did not cause the release of adhered bacteria again.
Key words :cell2surface hydrophobicity ; contact time ; adhesion ratio

　　随着现代生物技术的发展 ,生物强化技术在环

境中的应用越来越广泛. 生物强化过程中 ,高效菌剂

的投加方式主要分为直接投加和固定化投加. 尽管

直接投加高效菌种存在菌种沉降性能差、流失严重

以及易于被原生动物捕食等问题 ,但由于其具有简

便易行、见效快等优点 ,仍是生物强化技术研究及应

用中最为普遍的投加方式[1～4 ]
. 为了提高采用直接

投加方式时系统的生物强化效果 ,许多研究者对影

响外投菌种在生物强化系统中存活情况的因素进行

了研究 ,主要包括系统的物化参数、营养物质的可获

得性、捕食压力以及微生物小生境等 ,而有关外投菌

种自身生理学特性对其存活情况的影响研究较少.

有研究表明 ,增强外投菌种的粘附性可以促进其融

入污泥絮体中 ,从而减少流失量 ,避免原生动物的捕

食 , 而 细 菌 的 细 胞 表 面 疏 水 性 ( cell2surface

hydrophobicity , CSH)是决定细菌非特异性黏附到各

种生物和非生物表面及界面的最重要的因素之

一[5～7 ]
,如 Busscher 在放线性链球菌表面发现一种

能粘连凝集素的葡萄糖 ( GBL) ,可影响菌的疏水性

和粘附性 , GBL 能降低 CSH 和粘附性 ,仅 GBL 阴性
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的菌体才有很强的 CSH 和粘附性[8 ]
. 目前 ,环境保

护领域对于细菌细胞表面结构及 CSH 的研究主要

集中在大型设备的生物污染、生物腐蚀的控制及疏

水性物质 (如石油)的降解方面[9～11 ] .

本实验以 4 种不同菌株为对象 ,研究了培养基

类型对细菌细胞表面疏水性的影响 ,及细胞表面疏

水性、接触时间等因素与细菌在活性污泥中粘附量

的关系 ,旨在得到提高高效菌剂在生物强化系统中

存活能力的菌种扩培和预处理方法.

1 　材料与方法

1. 1 　细胞表面疏水性的测定

本实验采用微生物粘着碳烃化合物法 (microbial

adhesion to hydrocarbons , MATH) 测定细胞表面疏水

性[12 ] . 向圆底玻璃试管 (酸处理 , d = 10 mm) 内加入

4 mL 菌悬液 (约 10
8
CFUΠmL) ,再加入 115 mL 正己烷

作为有机相. 用玻璃小塞封口 ,室温 (20 ℃±1 ℃) 剧

烈振荡 60 s ,静置 15 min 分层. 用无菌注射针头快速

吸取下相水溶液 310 mL ,以磷酸盐缓冲液为空白对

照 ,在 600 nm 波长下测定 A 值. 每个样品重复测定

3 次. 同时作不加有机相的对照组.

细菌细胞表面疏水率 (CSH) 按下式计算 :

CSH =
对照组 A600 nm - 实验组 A600 nm

对照组 A600 nm
×100 %

1. 2 　培养条件对细胞表面疏水性的影响研究

实验中所用到的 4 种菌株 Qa 、Qc 、Qd 、Qe 是从

活性污泥中筛选得到的特性菌种 ,分别以 4 种常用

培养基 :LB 培养基、牛肉膏2蛋白胨培养基、营养肉

汤培养基和模拟生活污水 (COD 约 700 mgΠL)进行扩

大培养. 由于模拟生活污水中所含有机物较少 ,每

12 h 取出一定量的混合液 ,再加入相应量高浓度模

拟生活污水 (COD 约1 000 mgΠL) . 以 500 mL 三角烧

瓶培养菌种 ,接种后置于摇床中 ,120 rΠmin ,30 ℃恒

温振荡培养 ,定期取出 20 mL 混合液 (无菌操作) ,离

心收集菌种并用磷酸盐缓冲液洗 2 次 ,重制成菌悬

液 ,600 nm 测定 D 值 ,由各菌株的 D2菌落数标准曲

线查得其生长量. 调节菌液浓度为 10
8
CFUΠmL ,测定

CSH.

实验用各培养基组分如下.

LB 培养基成分 :胰蛋白胨 10 gΠL ; 酵母提取物 5

gΠL ; 氯化钠 5 gΠL , pH 710.

牛肉膏2蛋白胨培养基成分 :牛肉膏 3 gΠL ; 蛋白

胨 10 gΠL ; 氯化钠 5 gΠL , pH 714～716.

营养肉汤培养基成分 :蛋白胨 10 gΠL ; 葡萄糖 5

gΠL ; 牛肉膏 5 gΠL ; 酵母提取物 2 gΠL ; 氯化钠 5

gΠL , pH 712～718.

模拟生活污水组分 :葡萄糖 400 mgΠL ; 淀粉 200

mgΠL ; 蛋白胨 60 mgΠL ; 尿素 25 mgΠL ; KH2 PO4 88

mgΠL ; MgSO4 ·7H2O 20 mgΠL ; NaHCO3 188 mgΠL ;

FeSO4·7H2O 6 mgΠL ; Ca (NO3 ) 2 40 mgΠL.

1. 3 　细胞表面疏水性、接触时间等条件对细菌粘附

性的影响研究

根据上述实验结果 ,选择适当培养基及培养时

间扩培菌株 Qa 、Qc 、Qd 、Qe ,离心收集并用磷酸盐缓

冲液洗 2 次 , 重制成菌悬液 , 调节浓度至 10
8

CFUΠmL ,测定 CSH ,备用.

1. 3. 1 　初始细胞表面疏水性及接触时间对细菌粘

附率的影响

本实验研究对象包括菌株 Qa 、Qc 、Qd 、Qe 及其混

合菌种 ,混合菌种由 4 种菌种等比例混合得到. 以

150 mL 三角烧瓶为反应容器 ,按一定比例加入菌悬

液、活性污泥及磷酸盐缓冲液 ,使菌种浓度为 10
8

CFUΠmL ,污泥浓度为1 200 mgΠL ,混合液总体积 80

mL ,共设 6 组样品 ,每组样品为 1 个取样点 ,对照组

不加活性污泥. 样品置于摇床中 ,120 rΠmin ,30 ℃恒

温振荡培养 ,每隔 3～4 h 取出 1 组样品及对照组 ,

静置 30 min ,取 3 mL 上清液 ,以磷酸盐缓冲液为空

白对照 ,在 600 nm 波长下测定 D 值 ,考察粘附到活

性污泥中的细菌量随时间的变化情况 ,本实验重复

进行 2 次.

细菌的粘附率按下式计算 :

粘附率 =
初始组 D600 nm - 实验组 D600 nm

初始组 D600 nm
×100 %

1. 3. 2 　营养物质的投加及供氧方式的改变对被吸

附菌种释放的影响

混合液制备方法同上 ,共设 3 组样品 ,均放入摇

床振荡培养 ,3 组样品完全粘附后 ,第 1 组加入适量

模拟生活污水浓缩液 ,放入摇床继续培养 ,第 2 组改

为空压机曝气方式供氧 ,24 h 后测定上清液 D 值.

考察营养物质的加入及供氧方式的改变是否会引起

被吸附菌种的释放.

2 　结果与讨论

2. 1 　培养条件对细胞表面疏水性的影响

Qa 、Qc 、Qd 、Qe 4 种菌株在以 LB 培养基、牛肉膏2
蛋白胨培养基、营养肉汤培养基及模拟生活污水培

养过程中细胞表面疏水率的变化如图 1 所示. 从中

可知 ,培养基类型、培养时间及菌株的自身差异均会

0182 环 　　境 　　科 　　学 29 卷



对所得菌种的表面疏水性产生影响. 在培养 24 h

时 ,对于菌株 Qa 、Qc 和 Qd ,由模拟生活污水培养得

到的菌种细胞表面疏水性较高 , 可达到 70 %～

90 % ,由LB 培养基得到的菌种疏水率相对较低 ;而

对于菌株 Qe ,由 LB 培养基得到的菌种细胞表面疏

水性可以达到 8216 %. 24 h 后细胞表面疏水率随培

养时间的增长表现出不同的变化规律 ,但大部分呈

降低或先降低后升高的趋势 ,少数呈增强趋势 ,但变

化率不大 ,因此对于本实验中的 4 种菌种均选择 24

h 为最佳扩培时间.

图 1 　4 种细菌利用不同培养基培养过程中细胞表面疏水性变化

Fig. 1 　Changes of the four strains cell2surface hydrophobicity cultured in different culture medium

　

　　4 种菌在不同培养基中的增长曲线如图 2 所

示.各菌株在 LB 培养基和牛肉膏2蛋白胨培养基中

生长良好 ,培养 24 h 时处于对数增长期末期 ,培养

基中的细菌数量达到 10
9
CFUΠmL ,而在碳源更丰富

的营养肉汤培养基中生长情况不理想 ,细菌数量维

持在 108 CFUΠmL ,在碳源相对不足的模拟生活污水

中 ,尽管定时添加营养物质 ,菌种的生长速度仍较缓

慢 ,培养 96 h 后仅达到 6 ×10
8
CFUΠmL左右 (只有 Qd

较多 ,达到 114 ×10
9
CFUΠmL) . 此分析表明 ,由模拟

生活污水培养得到的菌种虽然疏水性较高 ,但生长

缓慢 ,而采用生物强化技术时往往需要大量投加外

源菌 ,因此在疏水率相差不大的情况下应优先选择

其他生长量较大的培养基.

Watanabe 等[13 ]研究发现 ,由无机盐培养基中培

养获得的菌种经 2 d 的饥饿处理后细胞表面疏水性

和粘附性均明显高于由 LB 培养基培养获得且经相

同处理的菌种. 赵晴等[10 ] 在研究疏水性石油降解菌

的降解特性时也发现培养时间和环境因素会影响细

菌的表面疏水性. 因此在投加高效菌进行生物强化

之前 ,应该对高效菌在不同培养基中的疏水性变化

及其生长量情况进行研究 ,以选择最有利于提高菌

种细胞表面疏水性的培养条件. 同时 ,在培养基及培

养时间相同的条件下 ,扩培之后的表面疏水性高也

可以作为选择投加菌种的一个考虑因素.

综合以上分析 ,本研究确定各菌种适宜培养基

为 ,Qa :牛肉膏2蛋白胨培养基 (培养 24 h ,疏水率

5418 %) ;Qc :牛肉膏2蛋白胨培养基 (培养 24 h ,疏水

率 53 %) ;Qd :LB 培养基 (培养 24 h ,疏水率 56 %) ;

Qe :LB 培养基 (培养 24 h ,疏水率 8216 %) .

2. 2 　细胞表面疏水性、接触时间等条件对细菌粘附

率的影响

2. 2. 1 　初始细胞表面疏水性及接触时间对细菌粘

附率的影响

本实验所用 4 种菌种及混合菌群的疏水性如图

3 所示. Qe 疏水率最高 ,达 8311 % ,Qa 、Qc 、Qd 的疏水

率相对较低 ,分别为 4712 %、6516 %和 7114 % ,混合

菌的疏水率为 6611 % ,这与 4 种菌株疏水率的平均

值 6618 %极其相近 ,说明菌种的混合不会对其表面

疏水性产生影响 ,混合菌悬液的表面疏水率为不同
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图 2 　4 种细菌在不同培养基中的生长量

Fig. 2 　Growth of the four strains in different culture medium

　

图 3 　实验用菌种的疏水率

Fig. 3 　Cell2surface hydrophobicity of the tested strains

　

菌种表面疏水率与其所占比例乘积之和.

在摇床振荡培养条件下对不同菌株在活性污泥

系统中的粘附率变化进行了测定 ,结果如图 4 所示.

各菌株的粘附率均随接触时间的增长而增加 ,且初

始疏水率为 8311 %的菌株 Qe 可以迅速粘附到活性

污泥絮体中 ,至反应 38 h 时 ,各样品上清液均完全

澄清 ,粘附率也达到 90 %以上. 这一结果表明 ,初始

细胞表面疏水性和接触时间都会对菌种在活性污泥

絮体中的粘附量产生显著影响 ,但并不是简单的培

养时间相同时 ,初始细胞表面疏水性越高 ,菌种粘附

量越大 ,如反应 14 h 时 ,菌株 Qc (疏水率 6516 %) 和

菌株Qa (疏水率 4712 %)的粘附量高于菌株Qd (疏水

率 7114 %) ,图 5 进一步分析了不同反应时间下 ,初

始细胞表面疏水率与菌种粘附率间的关系 ,从中可

知 :反应初期 (0～14 h) ,疏水率较低的 Qa 、Qc 、Qd (均

低于 75 %)的粘附量相近且较低 ,而疏水率较高的

Qe (8311 %)的粘附量显著增高 ,这表明可能存在一

个细胞表面疏水率的临界值 ,当菌种的疏水率低于

该值时 ,菌种粘附量相近 ,而只有当菌种的疏水率高

于该值时 ,其粘附量才会明显增高 ;当接触时间足够

长时 ( ≥38 h) ,初始细胞表面疏水性不再对菌种粘附

量产生影响 ,即使初始疏水性相差较大的菌种 ,经过

足够长时间的预接触后其粘附量几乎相同 ,即此时 ,

接触时间成为系统中菌种粘附量的主要影响因素.

图 4 　不同菌种在活性污泥中的粘附率随接触时间的变化

Fig. 4 　Changes of strains adhesion ratio in activated

sludge system with contact time

综上所述 ,当接触时间较短时 ,初始细胞表面疏
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图 5 　疏水率对粘附率的影响

Fig. 5 　Effect of cell2surface hydrophobicity on adhesion ratio

　

水性是影响系统中菌种粘附率的主要因素 ,且存在

某一临界值 ,当菌种的疏水率低于该值时 ,菌种粘附

率相近 ,而只有当菌种的疏水率高于该值时 ,其粘附

率才会明显增高 ,但该临界值需要进一步研究确定 ;

而当接触时间足够长时 ,接触时间则成为系统中菌

种粘附率的主要影响因素. 这与之前一些学者的研

究结果一致 ,Zita 等[14 ] 报道了指定接触时间条件下

E1 coli 细胞表面疏水性与吸附性间的关系 ,认为细

菌细胞表面疏水性对于其与活性污泥絮体间的粘附

具有重要作用 ,而细胞表面电荷及其它特殊表面结

构与粘附性能无明显相关性 ,对于其它几种由污水

处理厂筛选出的菌种也得到相同的结果 :疏水性越

强粘附量越大. Watanabe 等[13 ] 的研究也表明在接触

时间为 5 min 的条件下 ,疏水性 75 %以上的菌种在

活性污泥絮体中的粘附率较高 ,其在生物强化系统

中的存活情况也明显优于疏水性较低的菌种. 但是

这些学者只考察了细胞表面疏水性对菌种在活性污

泥系统中粘附率的影响 ,而没有考虑接触时间的

影响.

本研究从物理化学的角度考察了影响细菌粘附

量的因素 ,另有一些学者从生物学的角度出发 ,认为

细菌粘附性的差别是由于细菌表面结构及其上所附

着的生物分子的差别引起的 ,而细菌的这些特征又

是由相应的基因片段控制的 ,因此确定及描述与促

进絮凝相关的基因和质粒 ,有助于构建可有效融入

活性污泥絮体的菌种. 在 E1 coli 中 ,已经确定 mor

基因属于控制自由聚集基因组的一部分[15 ]
. 这类菌

种的构建或筛选同样有助于提高高效菌在活性污泥

系统中的粘附性 ,改善生物强化的效果.

2. 2. 2 　对照组 D 值变化情况分析

在生物强化系统中 ,增强外投菌种的沉降性能

可以减少其流失量 ,但如果沉降的菌种仍处于游离

状态则不能避免原生动物的捕食 ,为了考察实验中

各系统上清液 D 值的降低 ,是由于菌种沉降性能增

强 ,沉降到底层污泥中造成的 ,还是由于菌种粘附到

活性污泥絮体中造成的 ,本实验设置了只投加菌种

和磷酸盐缓冲液的对照实验 ,对沉降 30 min 后对照

组 D 值的变化进行测定 ,结果见图 6. 该组实验菌种

浓度与其余组相同.

图 6 　对照组 D 值变化情况

Fig. 6 　Change of D in the control experiment

　

由图 6 可知 ,各系统 D 值随时间增长而降低 ,

但同时发现将各样品振荡均匀后测得的 D 值仍与

该值相同 ,这表明 D 值的降低并不是由于菌种的沉

降引起的 ,反应 48 h 后 ,观察到各样品中均出现细

小的微生物絮体 ,因此可以推断出 D 值的降低是由

于菌种的自身粘附性引起的 ,而在活性污泥系统中 ,

菌种应该优先粘附到活性污泥絮体中. 这表明 :本实

验中各系统上清液 D 值的降低 ,是由于菌种粘附到

活性污泥絮体中造成的 ,因此通过外投菌种与活性

污泥的预接触即可以达到减少外投菌种流失量及避

免原生动物捕食的目的.

2. 2. 3 　投加营养物质及改变供氧方式对被吸附菌

种再释放的影响

由于上述各菌种的粘附率测定实验是在未投加

营养物质和摇床振荡培养条件下进行的 ,而在实际

生物强化过程中 ,外源菌投加到系统后往往会很快

接触到营养物质 ,供氧方式也与振荡培养不同 ,故本

实验考察了完全吸附后 ,营养物质的投加或供氧方

式的改变 (改为空压机曝气供氧)是否会引起被吸附

菌种的再释放.

表 1 列出了投加营养物质前、投加 30 min 及 24

h 后各系统的粘附率 ,结果表明投加营养物质 30

min 后 ,各系统中的菌种均有所释放 ,但至 24 h 后各

系统均又恢复到原状态 ,因此 ,可以认为营养物质的

投加不会引起被吸附菌种的大量释放.
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表 1 　投加营养物质前后各系统粘附率Π%

Table 1 　Attachment of each system before and after adding nutrientΠ%

菌株
完全吸附时

粘附率

投加营养物 30 min 后

粘附率

投加 24 h 后

粘附率

Qa 8416 7017 8612

Qc 8217 7218 8619

Qd 8918 7713 9114

Qe 8416 7912 9010

混合菌 8517 7212 8616

　　采用空压机曝气供氧的系统 ,由于挥发量过大 ,

残余的上清液极少 ,无法直接测定粘附率 ,因此向各

系统中加入适量磷酸盐缓冲液 ,混合均匀后沉淀 30

min ,测定上清液的 D 值 ,以间接考察菌种的粘附

率 ,结果测得各系统上清液中的细菌含量与曝气前

相近 ,这表明空压机曝气供氧方式也不会引起被吸

附菌种的释放. 上述实验表明细菌在活性污泥絮体

中的粘附是不可逆的 ,并且随时间的增长而增强 ,这

与 Vadillo2Rodríguez 等[16 ] 研究的 S1 thermophilus 在

固体表面的粘附规律一致.

3 　结论

　　(1)培养基类型、培养时间以及不同菌株的自身

差异均会对扩培得到的菌种的表面疏水性产生影

响. 本研究结果表明 ,在投加高效菌进行生物强化之

前 ,应该对高效菌在不同培养基中的疏水性变化及

生长量情况进行分析 ,以选择最有利于提高菌种细

胞表面疏水性的培养条件. 同时 ,在培养基和培养时

间相同的条件下 ,扩培之后的表面疏水性高也可以

作为选择投加菌种的一个考虑因素.

(2)初始细胞表面疏水性和接触时间都会对菌

种在活性污泥系统中的粘附量产生影响 ,当接触时

间较短时 ( < 14 h) ,初始细胞表面疏水性是影响系

统中菌种粘附量的主要因素 ,且存在某一临界值 ,当

菌种的疏水率低于该值时 ,菌种粘附量相近 ,当菌种

的疏水率高于该值时 ,其粘附量明显增高 ,即只有疏

水性高于该临界值的菌种才可以迅速粘附到活性污

泥中 ,该临界值需要进一步研究确定 ;而当接触时间

足够长时 ( ≥38 h) ,接触时间则成为系统中菌种粘

附量的主要影响因素 ,即初始表面疏水性不同的菌

种经过足够长时间的预接触后都可以完全粘附到活

性污泥系统中. 因此 ,当难于改变外投菌种的表面疏

水性时 ,可以通过增长预接触时间的方法 ,增加菌种

在系统中的粘附量.

(3)经过预接触 ,外投菌种被系统完全吸附之

后 ,营养物质的投加或供氧方式的改变 (改为空压机

曝气供氧)均不会引起被吸附菌种的释放. 细菌在活

性污泥絮体中的粘附是不可逆的.
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