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环境因素对降解型生物膜形成的影响 
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摘要  采用改良微孔板法, 考察 pH、温度、培养时间和目标污染物浓度 4 个环境因子对 3 株氮杂环芳烃降

解菌成膜的影响。结果表明, pH、温度、培养时间对生物膜的形成影响显著, 且各降解菌的最佳成膜条件分

别为: BC026 成膜的最适 pH 为 7, 最适温度为 35℃, 培养时间为 36 小时; BW001 成膜的最适 pH 为 8, 最适

温度为 35℃, 培养时间为 48 小时; BW004 成膜的最适 pH 为 7~9, 最适温度为 40℃, 培养时间为 36 小时。

在 0~1600 mg/L 的目标污染物浓度内, 目标污染物对生物膜形成的影响不显著。 
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Effects of Environmental Factors on Degrading Bacterial Biofilm Formation 
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Abstract  The authors investigated how environmental factors (pH, temperature, incubation time and concen-

tration of pollutants) effected three NHCs degrading strains’ biofilm forming. The results show significant effects 

of pH, temperature and incubation time on biofilm formation. The optimum environmental conditions for forming 

the maximum amount of biofilm is: pH=7, temperature 35°C, and incubation time 36 hours for BC026; pH=8, 

temperature 35°C, and incubation time 48 hours for BW001; and pH=7–9, temperature 40°C, and incubation time 

36 hours for BW004. There is no significant impact on biofilm formation of any degrading bacterium exposed to 

0–1600 mg/L of pollutant concentration. 
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吡啶和喹啉是典型的高毒性、难降解氮杂环芳 

烃化合物。吡啶可看做苯环中的—CH＝＝被—NH＝＝ 

取代的化合物, 能与水互溶; 喹啉可看做杂环吡啶和

纯碳苯环并连而成, 微溶于水, 具有碱性。吡啶和喹

啉作为化工原料和溶剂, 广泛应用于医药合成、染料

和农药等生产。因此, 吡啶和喹啉及其衍生物常见于

工业废水中。吡啶具有强烈刺激性, 能麻醉中枢神经

系统。喹啉具有致突变、致癌性, 对生态环境和人类

健康产生危害, 其排放前的处理具有重要意义。生

物强化是去除吡啶和喹啉的有效途径。目前已有多

株高效降解菌被分离, 并形成复合菌剂, 如本实验室

分离的吡啶降解菌 Shinella zoogloeoides BC026[1]、

Paracoccus sp. BW001[2]和喹啉降解菌 Pseudomonas 
sp. BW003[3]、Pseudomonas sp. BW004[4], 对这些降

解菌在悬浮态生长条件下的降解特性已有较充分的

研究。 

在实际水环境中, 与悬浮态相比, 生物膜群落

是大多数细菌既定的生长模式[5]。结构有序、功能

分化的生物膜群落能够为其内部生长并繁殖的细胞

提 供 保 护 , 为 细 菌 提 供 抵 御 外 部 环 境 (包 括 噬 菌
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表 1 受试菌株及其特性[28] 
Table 1  Characteristic of four degradation bacteria[28] 

目标污染物 菌名 菌属 革兰氏染色 好氧性 形态 保藏号 

吡啶 
BC026 生枝动胶菌(Shinella zoogloeoides) G 好氧 杆菌, 有鞭毛 CGMCC2224 

BW001 脱氮副球菌(Paracoccus) G 好氧 球菌或短杆菌, 无鞭毛 CGMCC2225 

喹啉 
BW003 假单胞菌(Pseudomonas) G 好氧 杆菌, 有鞭毛 CGMCC3008 

BW004 假单胞菌(Pseudomonas) G 好氧 杆菌, 有鞭毛 CGMCC4221 

说明: 保藏号为在中国微生物菌种保藏管理委员会普通微生物中心的号码。 

体、抗生素、毒素、免疫活性物质等 )冲击的“居

所”[6–8]。因此, 探究水处理过程中降解菌生物膜形

成的影响因素, 对保持降解菌的生物活性及保证系

统处理效率具有重要意义。 

生物膜的形成是一个极为复杂、受多重因素影

响的过程。无论是细菌的生物学特性(如表面附属

结构[9–11])、胞外聚合物(EPS, extracellular polymeric 

substances)[12–14] 、 群 体 感 应 效 应 (QS, quorum 

sensing)[15–17]、细菌运动能力[18], 还是环境因子(如

pH[19–20]、营养物质 [21–24]、水力剪切力 [25]、材料表

面特性 [26–27]等), 都可能对其成膜产生影响。目前

的研究多以医学常见致病菌(如大肠杆菌和铜绿假

单胞菌 )为模式细菌 , 对环境工程中应用较多的、

由降解菌形成的降解型生物膜的研究却较为匮乏。

尤其对高毒、高污染环境中生物膜形成的影响因

素, 尚存在诸多认识空白。 

本研究考察环境因子(包括 pH、温度、培养时

间、目标污染物浓度)对吡啶和喹啉降解型生物膜

形成的影响, 初步确定降解型生物膜形成的最佳条

件, 为进一步考察降解型生物膜的降解效率及实际

处理中生物膜形成的人工调控提供参考。 

1  材料与方法 
1.1  受试菌株 

研究采用从首钢焦化活性污泥中分离纯化的 4

株降解菌, 菌株特性见表 1[28]。 

1.2  培养基 
细菌的活化与富集及微孔板成膜实验培养使用

LB培养基, 含 10 g/L 胰蛋白胨、5g/L 酵母膏和 10 

g/L NaCl。若无特殊说明, 需另加入 200 mg/L 目标

污染物, 以保持降解菌的降解特性。细菌的分离清

洗 以 及 微 孔 板 的 清 洗 使 用 无 机 盐 培 养 基 (MSM, 

mineral salt medium)[29]。所有培养基使用前均于

121℃, 1.05 kg/cm2 下灭菌 20 分钟。 

1.3  主要试剂 
胰蛋白胨及酵母提取物购自 Oxoid (英国); 琼

脂糖购自 Amresco (美国), 琼脂购自国药集团化学试

剂有限公司(中国), 吡啶标准溶液购自 Chem Service 

(美国), 喹啉标准溶液购自 AccuStandard (美国), 1%

结晶紫染液购自北京索莱宝科技有限公司(中国), 牛

血清蛋白购自 Sigma-Aldrich (西班牙), 考马斯亮蓝

染液购自南京建成生物工程研究所 (中国 ), SYBR 

Green 购自北京拜尔迪生物技术有限公司 (中国)。

无特殊说明的化学试剂均为分析纯及以上级别。 

1.4  改良微孔板法对生物膜的半定量测定 
微孔板法是生物膜研究中应用较广的一种对生

物 膜 进 行 半 定 量 的 方 法 。 本 研 究 在  George[30] 和

Merritt 等 [31]微孔板生物膜实验的基础上 , 有所改

进 , 采 用 组 织 培 养 处 理 的 聚 苯 乙 烯 12 孔 板

(Corning, 美国)进行实验, 具体操作如下。 

将过夜培养(16~18 小时)的菌体用 MSM 清洗

两遍 , 用含有目标污染物的  LB 液体培养基稀释

至 OD595=0.5。将 1 mL 菌液接种到 12 孔板的 A 和

C 两行微孔中, 中间 B 行加 LB 作为空白, 每个条

件做 2 块孔板平行实验。接种后, 封口膜密封, 于

不同环境条件下培养。 

培养  24 小时后 , 先将 125 μL 菌悬液转移至

96 孔 板 , 酶 标 仪 (BioTek Instruments, 美 国 )测 定

OD595, 表征浮游态细菌的生长量。用去离子水小

心洗去孔板中的悬浮细胞和培养基, 于 60℃烘干 1

小时固定。每孔加入 2 mL 0.1% 结晶紫(CV, Crystal 

Violet)染色 25 分钟, 小心洗去多余染料, 于 35℃

烘干。每孔加入 4 mL 95%乙醇, 置于 95 rpm 摇床
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45 分钟, 充分溶解结晶紫。最后每孔移取 125 μL

至 96 孔板, 以除去空白的 OD595, 表征生物膜的形

成量。 

1.5  单一环境因子实验设置 
本研究考察温度、pH 值、培养时间和污染物

浓度对生物膜形成的影响。pH 考察 6 个水平, 分

别为 4, 7, 8, 9, 10 和 11; 温度考察 5 个水平, 分别

为 20, 25, 30, 35 和 40℃; 培养时间考察 5 个水平, 

分别为 12, 24, 36, 48 和 60 小时; 污染物浓度考察

5 个水平, 分别为 0, 400, 800, 1200 和 1600 mg/L。 

每批实验只改变单一因子条件, 若无特殊说明, 

温度为 35℃, pH=7, 污染物浓度为 200 mg/L, 静置

培养 24 小时。 

1.6  统计学分析 
实验结果以均值 ±SD 表示。采用 SPSS 20.0 软

件 , 对不同细菌的相同生物学特性进行  t 检验 , 对

同一受试细菌在不同环境条件下生物膜成膜量指标

进行单因素方差分析及 LSD 多重比较。以 P<0.05

为差异有统计学意义。 

2  结果与讨论 
2.1  4 株降解菌生物学特性 

4 株降解菌形态如图 1 所示。此前曾对 4 株降解

菌的初始黏附能力(30 分钟内)[32]、细胞疏水性[33]、

胞外蛋白与胞外多糖(培养 24 小时)测定[34–36], 游动

能 力 (swimming motility) 、 群 游 能 力 (swarming 

motility)和抽动运动能力(twitching motility)[18,37], 发

现 BW001 的初始黏附能力、疏水性、EPS 分泌能力

以及运动能力均显著低于其他菌株; BC026 的初始黏

附 细 胞 数 量 和 胞 外 多 糖 分 泌 能 力 显 著 高 于 其

他三株菌株 ; BW003 和 BW004 的初始黏附能力、

疏水性、胞外多糖分泌及运动能力较为接近, 未呈现

显著差异。因此在后续实验中, 只选择 BW004 作为

代表考察环境因子对成膜的影响。 

 

图 1  4 株 NHCs 降解菌成熟期的电子显微镜照片 
Fig. 1  Photographs of the NHCs degrading bacteria by SEM 
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图 2  pH 值对 NHCs 降解菌浮游态与生物膜态生长的影响 
Fig. 2  Amount of planktonic cells and biofilm of the degrading bacteria in response to different pH 

2.2  环境因子对生物膜形成的影响 
2.2.1  pH 值  

在实际废水处理过程中, 鉴于焦化废水的复杂

性, 其 pH 常常有一定波动, pH 可能对水处理系统

中的降解菌产生冲击, 影响生物膜的形成。 

前人研究表明, 焦化废水多呈碱性, 如首钢集

团焦化二厂焦化废水原水 pH 在 8.47~9.48 之间[38], 

广东韶钢焦化厂原水 pH 在 9.1~11.0 之间[39]。因而

本实验着重考察碱性条件对生物膜的影响。 

图 2 和 3 表明, BC026 生物膜态生长的最适 pH

为 7, BW001 为 8, BW004 为 7~9。在此最适 pH 条

件下, 生物膜量与其他水平相比呈现显著差异, 同

时生物膜量/浮游态生物量比值最大。由此推断, 3

株降解菌都不适合在酸性条件下生存, 而在焦化废

水的弱碱性环境中依然具有一定成膜能力。另外 , 

虽然 BC026 在 pH 为 7~9 范围内成膜量较多, 但它

对碱性环境较为敏感, 随着 pH 升高, 生物膜量下降

速度远远高于浮游态。相比之下, BW001 和 BW004

生物膜对碱性环境的变化具有一定抵御能力。 

2.2.2  温度 
无论是焦化废水原水还是处理过程中, 水温会

随着处理流程与反应过程变化, 而温度是影响细胞

生长与内酶系发挥作用的重要因素, 因此, 考察最

佳成膜温度对废水实际处理过程温度的控制具有一

定参考价值。 

从图 4(a)可以看出, BC026 成膜量最多的温度

为 35℃, 而浮游态生长量最多的温度为 25~30℃。

两者相比(图 4(d)), 30~40℃范围内, 随着温度升高, 

生物膜态明显占据优势。BW001 成膜量最多的温

度为 35℃, 而浮游态生长量最多的温度为 30~40℃

(图 4(b))。两者相比(图 4(d)), 20~40℃范围内, 生物

膜态与浮游态较为均衡。BW004 成膜量最多的温

度为 40℃, 而浮游态生长量最多的温度为 25℃(图

4(c))。两者相比(图 4(d)), 40℃条件下生物膜态占

据明显优势, 成膜量是其他条件下的两倍左右。 

综上所述 , BC026 和  BW004 在较高温度 (30~ 

40℃ )下 , 生物膜态都有逐渐占据优势的趋势 , 而 

BW001 响应不显著, 说明该菌对温度因子响应不敏感。 

基于 pH 和温度对降解菌生物膜形成的影响研

究, 得出 BC026 成膜的最适 pH 为 7, 最适温度为

35℃ ; BW001 成 膜 的 最 适  pH 为  8, 最 适 温 度 为

35℃ ; BW004 成膜的最适  pH 为  7~9, 最适温度为

40℃。因此, 后续实验选择在 pH=7, 35℃条件下进

行。相比本课题组之前确定的降解菌浮游态的最佳

降解条件[28] (BC026 pH 为 6.5~7.9, 温度为 23.9℃~ 

34.3 ℃ ; BW001 pH 为  6.5~7.5, 温 度 为  26.2 ℃ ~ 

36.1 ℃ ; BW004 pH 为  6.4~7.5, 温 度 为  26.8 ℃ ~ 

34.7℃), 可以看出: 生物膜形成的最佳条件与生物

降解的最佳 pH 较为相似 , 而成膜所需温度更高 , 

在实际处理过程中不易达到。而不同降解菌最佳成

膜与最佳降解条件各不相同, 如何在实际反应器中

协调各个菌株 , 成为实际处理过程需要解决的问

题。因此, 需要进一步结合实际情况, 确定能够同

时保障成膜与降解的最优条件。 
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图 4  温度对 NHCs 降解菌生物膜形成的影响 
Fig. 4  Effects of temperature on degrading bacteria biofilm formation 

图 3  pH 值对 NHCs 降解菌生物膜与浮游态生物量比的影响
Fig. 3  Ratio of biofilm/planktonic cells of the degrading

bacteria in response to different pH 

2.2.3  培养时间 
生物膜的形成包括最初黏附、分泌 EPS 从而不

可逆黏附、早期结构形成、结构成熟分化以及最后

膜内单细胞的裂解散播 5 个步骤[40]。不同降解菌在

相同条件下, 经历各个阶段所需的时间也有差异。 

3 株降解菌的浮游态与生物膜态都呈现出阶梯

式生长规律(图 5 和 6): 在一定时间内, 先增长, 然

后 小 幅 下 降 , 继 而 在 原 有 基 础 上 增 长 。 其 中 , 

BC026 和 BW004 生物膜的生长明显比悬浮态的生

长滞后。BC026 在 12~24 小时期间, 细菌迅速适应

环境 , 进入到对数期 , 生物量迅速增加 , 发生黏附

继而成膜的细胞也快速增加, 因此浮游态与生物膜

态呈现一致的增长趋势 ; 24~36 小时期间 , 浮游态

减少, 生物膜增加, 说明浮游态细菌可能已经过稳

定期进入衰亡期, 而生物膜细胞依然处于成熟分化

阶段, 稳定增长; 36~48 小时期间, 生物膜可能进入

裂解期, 细胞散播而转为浮游态, 因此浮游态细胞

增多 ; 48~60 小时期间 , 浮游态再次进入稳定期甚

至衰亡期, 而生物膜继续增长。 

不同培养时间浮游态与生物膜态细胞数量的变

化, 在一定程度上反映生物膜由黏附到裂解的成膜

过程。可由此推断, 3 株降解菌生物膜形成的最佳

培养时间分别为 36 小时(BC026 和 BW004)和 48

小时(BW001)(图  6 中比值最高点)。另外 , 对于多

孔板培养法 , 过长的培养时间会造成营养基质匮

乏、培养基体积减少, 影响成膜的因素增加, 增大

实验误差(图  5)。因此 , 考察生物膜的形成过程培

养时间不宜超过 60 小时。 
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图 5  培养时间对 NHCs 降解菌浮游态与生物膜态生长的影响 
Fig. 5  Amount of biofilm and planktonic cells of the different degrading bacteria in response to incubation time 

 

 

图 6  培养时间对 NHCs 降解菌生物膜与浮游态生物量 
比值的影响 

Fig. 6  Ratio of biofilm/planktonic cells of the different 
degrading bacteria in response to incubation time 

 
2.2.4  目标污染物浓度 

以 24 小时为培养时间(图 7), BC026 在污染物

为 0~1600 mg/L 的不同水平下, 浮游态生长不存在

显著差异, 而生物膜生长也没有明显规律; BW001

的浮游态生长于 0 mg/L 浓度下明显高于其他水平, 

生物膜生长在 400~1200 mg/L 范围较好; BW004 的

浮游态生长于 400~1200 mg/L 较好, 生物膜生长明

显在 1600 mg/L 最好。 
本文还考察延长培养时间, 不同菌株对目标污

染物的响应。结果表明 , BW004 的响应较为特别

(图 8): 与 24 小时培养不同, BW004 在各污染物浓

度下的成膜量多有所增加, 但在极高污染物浓度下, 

生物膜量反而大幅减少 ; 与之相反 , 在 800~1600 

mg/L, 24 小时培养时, 浮游态生物量为逐渐上升趋

势, 48 小时培养后却转为下降趋势。 

结合培养时间对生物膜影响的考察结果, 可推

测 BW004 在培养 36 小时后, 已经形成稳定的生物

膜, 在 36~48 小时培养的过程中, 生物膜部分裂解,

细胞散播到液体中 , 继而重新进入新的成膜过程 , 

因此在 0~1200 mg/L 浓度下 , 成膜量多有所增加。

随着污染物浓度(800~1600 mg/L)的升高, BW004 生

物膜的形成速度可能受到高浓度刺激而加速, 尤其

是  1600 mg/L 条件下 , 在培养  24 h 时成膜量最高 , 

而培养 48 h 时刚好进入裂解散播期, 导致浮游态生

物量迅速增加, 生物膜量反而因老化脱落而减少。 

细菌由浮游状态向生物膜状态的转变, 是自身应

对外界环境的一种保护机制[41–42]。随着污染物浓度

升高, BW004 成膜量增多, 说明 BW004 可能具有较

为敏感的保护机制, 能够在接收到环境污染物刺激

时, 较快形成生物膜, 以抵御外界环境的变化。 

另一方面, 吡啶和喹啉对降解菌来说, 不仅是

高毒性冲击负荷物质 , 也可以作为生长所需的碳

源。研究表明, 碳源会影响细菌的群集运动能力和

群体感应效应, 从而影响生物膜的形成[24]。还有研

究发现一种 CsrA 蛋白可以通过调控中央碳通量和

细胞内的糖原合成与代谢作用来抑制生物膜的形

成, 刺激裂解散播的发生[43–44]。因此, 基质污染物

也可能是通过类似的途径对成膜造成影响。 

另外, 生物膜的形成可能受到包括群体感应调 
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图 7  目标污染物浓度对 NHCs 降解菌浮游态与生物膜态生长的影响(24 小时) 
Fig. 7  Amount of biofilm and planktonic cells of degrading bacteria in response to the pollutant concentration (24 hours) 

 

 

图 8  目标污染物浓度对 BW004 浮游态与生物膜态生长的影响 
Fig. 8  Amount of biofilm and planktonic cells of BW004 in response to the pollutant concentration 

 
控系统 [17]、代谢产物阻遏与应激反应 [45]等多种、

甚至其他未知的调控机制与途径的影响, 有待进一

步探究。 

3  结论 

1) 降解型生物膜的形成受  pH、温度和培养时

间的影响显著, 各降解菌的最佳成膜条件为: BC026

成膜的最适 pH 为 7, 最适温度为 35℃, 培养时间

为 36 小时; BW001 成膜的最适 pH 为 8, 最适温度

为 35℃, 培养时间为 48 小时; BW004 成膜的最适

pH 为 7~9, 最适温度为 40℃, 培养时间为 36 小时。 

2) BC026 对 pH 的变化较为敏感, 随着 pH 升

高, 生物膜量减少速度远远高于浮游态; BC026 和

BW004 对 温 度 的 变 化 较 为 敏 感 , 在 较 高 温 度   

(30~ 40℃)条件下 , 生物膜态都有逐渐占据优势的

趋势; BW001 形成的生物膜对 pH 和温度的响应都

不敏感。 

3) 降解型生物膜的形成受目标污染物浓度(在

0~1600 mg/L 范围内)影响不显著, 不存在明显适合

成膜的浓度范围。 
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