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培养基对海洋微生物在水泥石表面附着的影响

张风臣,程沁灵,许摇 鹏,周建利,王珠银

(河海大学力学与材料学院,江苏 南京摇 210098)

摘要: 为研究培养基类型对海洋微生物在水泥石表面附着的影响,将水泥净浆试件分别浸泡在

3 种不同的模拟海水培养基中 3 h、10 h、24 h,并采用平板菌落计数法和显微分析法研究水泥石表面

的微生物附着量。 结果表明:水泥石表面附着的微生物主要为革兰氏阴性菌,形态多呈圆棒状;培
养基组成不同,微生物在水泥石表面附着量也不同,24 h 的附着过程中存在可逆附着阶段和不可逆

附着阶段,每种培养基中水泥石表面 10 h 微生物附着量最低。
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Marine microbe adhesion on hardened cement paste surface in
different culture medium

ZHANG Fengchen, CHENG Qinling, XU Peng, ZHOU Jianli, WANG Zhuyin
(College of Mechanics and Materials, Hohai University, Nanjing 210098, China)

Abstract: By the plate colon鄄counting method and scanning electron microscopy, the influence of culture mediums
on the marine microbe adhesion of hardened cement paste surface was discussed through immersing the hardened
cement paste in three different culture mediums simulating sea water for 3 h, 10 h and 24 h. Results show that the
main marine microbe adhered on hardened cement paste surface is the gram鄄negative bacteria with rodlike shape,
and adhesion amounts are different depending on the culture medium. Meanwhile, the 10 h adhesion amount is the
lowest among three time points of each culture medium. For hardened cement paste immersed in each culture
medium for 24 h, there are reversible adhesion stage and irreversible adhesion stage.

Key words: marine microbe; culture medium; hardened cement paste; microbe adhesion; plate colony鄄counting
method; scanning electron microscopy

海洋经济的兴起必然带动海洋工程的建设与发展。 海洋工程所使用的材料中,大宗用量的是钢材和钢

筋混凝土。 海水中富含多种降低钢筋混凝土耐久性的盐类,同时海洋微生物种类众多,盐类侵蚀和微生物腐

蚀共同作用下,钢筋混凝土结构耐久性问题更为复杂[1]。
放入海水中 1 h 后,浸海材料表面就会有微生物的附着和有机物质的沉淀,24 h 后微生物在浸海材料表

面大量繁殖,并最终形成微生物膜[2鄄4]。
目前,关于海洋微生物附着对金属材料的影响已有大量研究,而海洋微生物附着对水泥基材料影响的研

究较少,且集中在微生物、微生物膜的存在对水泥基材料性能的影响。 一些研究表明,微生物膜会释放表面

活性物质,导致离子和水蒸汽等进入水泥内部的方式改变,微生物膜的存在对混凝土起到了保护作用[5鄄6]。
LYU 等[7]研究表明,菌株可以在砂浆表面形成致密的微生物膜,并对 Cl-和 Mg2+渗透起到抑制作用,同时显

著减少了 OH-的渗漏。 刘虎城等[8]研究发现在微生物膜完全形成后,混凝土碳化速率有所下降,氯离子侵
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蚀减慢,故微生物膜对混凝土碳化和氯离子的侵蚀起到了抑制作用,且有活性微生物膜比失去活性的微生物

膜抗渗能力强。 谭智军[9]的研究表明,生物膜具有生物活性时对混凝土抗氯离子渗透影响优于失去活性

后,且经碳化检测和微生物种属鉴别表明生物膜中不存在硫氧化、硫还原腐蚀,微生物未对混凝土中性化造

成不利影响。
研究表明,微生物在水泥内部穴居并高度繁殖,且部分微生物菌丝能够钻入水泥基材料内部[10鄄11],微生物

新陈代谢产生的无机酸和有机酸会腐蚀水泥基材料,且在 pH 相同的情况下,生物酸的腐蚀作用强于化学

酸[12鄄19]。 目前,对于微生物在水泥石表面附着的研究多为定性分析,其附着规律、机理仍未阐明,限制了对微生

物对水泥石性能的影响和防污措施的研究。 因此,笔者将展开对微生物在水泥石表面附着的定量研究以及在

实验室条件下,培养基对微生物附着的影响,为微生物对水泥基材料耐久性影响的研究提供一些思路和基础。

1摇 试摇 摇 验

1. 1摇 水泥净浆试件

采用普通硅酸盐水泥P·O42郾 5,水灰比为 0郾 4,成型 40 mm伊40 mm伊2 mm 水泥净浆试件,置于温度(20依
2)益、相对湿度 95%以上的标准养护条件下养护 3 d 取出。
1. 2摇 菌种及培养

取自海南某近海海域的天然海水,pH 为 8郾 03,用海水中获得的微生物作为试验用微生物。
以 30 g / L 氯化钠、5郾 0 g / L 酵母提取物、10 g / L 胰蛋白胨、0郾 8 g / L 氯化钾、1郾 3 g / L 氯化钙、6郾 6 g / L 无水硫

酸镁配制出淤号培养基,用碳酸钠调节培养基 pH 至 8郾 03。
于号培养基组成与淤号培养基相同,不同的是采用 Tris 缓冲液调节培养基 pH 至 8郾 03。 以 37郾 4 g / L 2216E

液体培养基配制盂号培养基。 以 10 g / L 氯化钠、5郾 0 g / L 酵母提取物、10 g / L 胰蛋白胨配制 LB 液体培养基。 称

取 57郾 64 g 2216E 固体培养基,加入蒸馏水 1000 mL,灭菌后倒入平皿中,静置至 2216E 固体培养基凝固。
1. 3摇 试验过程

培养基及各种试验仪器均采用高压蒸汽灭菌(121益,20 ~ 30 min),然后将培养基静置至室温,将试验仪

器放入(70依0郾 5)益烘箱中烘干。
由于在 70益以上的环境中,水泥水化产物钙矾石相会分解,因此,水泥净浆试件采用的灭菌步骤是:将

试件在 75%酒精中浸泡 20 min 取出,放入(60依0郾 5)益烘箱中至恒重。
当 3 种模拟海水培养基降温至室温时,进行接菌,接菌量为培养基溶液体积的 0郾 1% 。
将灭菌后的试件浸泡在 3 种模拟海水培养基中,均置于 20益环境中,转速为 120 r / min。 在 3 h、10 h、

24 h 3个时间点,取出试件。
将试件放入 (60 依 0郾 5 )益 烘箱中烘至恒重,喷金处理后采用扫描电子显微镜 ( scanning electron

microscopy, SEM)观察。
取灭菌水 200 mL 于灭菌烧杯中,将取出的试件放入其中漂洗,此操作重复 3 次。 量取 50 mL 的 LB 液体

培养基于灭菌器皿中,用灭菌镊子夹取漂洗后的试件放入器皿中,用灭菌棉签刮取其表面附着的微生物于培

养液中,轻晃器皿,使其中的溶液混合均匀。
将试件在漂洗过程中得到的絮状物和试件表面的附着物分别涂于载玻片上,使用革兰氏染色液染色,干

燥后,用中性树胶封片,置于显微镜下观察。

图 1摇 水泥净浆试件表面的微生物

Fig. 1摇 Marine microbe on
the cement paste surface

采用平板菌落计数法(colony forming units, CFU)确定水泥净

浆试件上附着的微生物量。 用 LB 液体培养基,将器皿中的菌液

分别稀释 10 倍、100 倍、1000 倍、20000 倍,分别取 50滋L 稀释后的

菌液置于装有 2216E 固体培养基的平皿中,用涂布棒将菌液涂开,
将培养皿置于隔水培养箱中,培养 24 h 后取出计数。

2摇 试验结果及讨论

2. 1摇 显微镜观察

图 1 是油镜下观察到的水泥石表面絮状物和附着物。 图 1(a)
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中大面积絮状物是菌丝密集分布、缠绕成团所致,图 1(b)中可见细丝状聚集的微生物。 经革兰氏染色后,微生

物呈红色,可确定微生物为革兰氏阴性菌。
2. 2摇 SEM 分析

在不同培养基中分别浸泡 3 h、10 h、24 h 后,海洋微生物在水泥净浆试件表面的附着情况见图 2 ~ 4。

图 2摇 淤号培养基中水泥净浆试件表面微生物附着

Fig. 2摇 Marine microbe on the cement paste surface in No. 1 culture medium

图 3摇 于号培养基中水泥净浆试件表面微生物附着

Fig. 3摇 Marine microbe on the cement paste surface in No. 2 culture medium

图 4摇 盂号培养基中水泥净浆试件表面微生物附着

Fig. 4摇 Marine microbe on the cement paste surface in No. 3 culture medium

从图 2 ~ 4 可以看到,微生物主要呈短圆棒状,少数呈长圆棒状,说明此混合菌群在水泥净浆试件表面附

着的优势菌种为短棒状。 随着在 3 种培养基中浸泡时间的延长,微生物在试件表面的聚集程度增大;3 h 后,
微生物主要在水泥净浆试件表面凹处附着,分布在孔隙边缘;10 h 后,微生物在凹处的附着量增多,聚集成

膜;24 h 后,附着在表面凹处的微生物覆盖住基材。
由于水泥净浆试件表面状态并不均匀一致,因此微生物在水泥石表面的附着呈现不均匀的变化,不能根

据 SEM 图中的微生物附着量判断水泥石表面的微生物附着量。
2. 3摇 微生物附着量

以于号培养基中水泥净浆试件表面附着微生物平皿为例(图 5),水泥净浆试件的浸泡时间为 3 h、10 h
和 24 h,于鄄10、于鄄100、于鄄1 000、于鄄20 000 分别表示于号培养基中的水泥净浆试件表面的微生物稀释倍数为

10 倍、100 倍、1 000 倍、20 000 倍。 将待测样品适当稀释后,取适量稀释液涂于平皿中,其中的微生物被充分
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分散成单个细胞,经过培养,单个细胞成长为一个菌落,图 5 中,平皿上的一个白点代表一个菌落。 菌落是由

最初的单个微生物通过生长繁殖成数以万计的相同的微生物集合而成,即一个单菌落代表原溶液中的一个微

生物,根据平皿中的菌落数和溶液的稀释倍数,即可得出水泥净浆试件表面附着的微生物数量。 采用多个稀释

倍数,是为了准确地测出微生物在试件表面的附着量。 考虑到3 h、10 h的附着量可能会较少,24 h 的附着量可能

会较多,因此,将浸泡3h、10 h后的试件表面微生物稀释10 倍、100 倍、1000 倍,将浸泡24h 后的试件表面微生物

稀释100 倍、1000 倍、20000 倍。

图 5摇 于号培养基中水泥净浆试件表面附着微生物平皿

Fig. 5摇 Colony counting plate of marine microbe on the cement paste surface in No. 2 culture medium

图 5 表明,浸泡 3 h、10 h 后的试件表面微生物稀释 10 倍后,微生物菌落密集,甚至部分菌落相连,难以

确定菌落数量;而将浸泡 24 h 后的试件表面微生物稀释 20 000 倍后,菌落个数过少,会增大计数误差。

图 6摇 微生物附着量

Fig. 6摇 Marine microbe adhesion amounts

浸泡在 3 种不同培养基中,微生物在水泥净浆试件表面的附着量

随时间的变化如图 6 所示。
在每种培养基中,微生物附着量均出现了下降趋势,10 h 微生物

附着量均低于 3 h、24 h 附着量。 由此可见,在每种培养基中,10 h 前后

微生物的附着是可逆附着阶段,由于微生物在水流等的外力作用或其

自身作用下,附着在水泥石表面的微生物脱落,导致微生物附着量减

少。 进入不可逆附着阶段后,只有在水泥石表面附着牢固的微生物才

能继续繁殖生长,微生物的附着量又开始缓慢增长。
在初始阶段,不同培养基中,水泥石表面 3 h 微生物附着量比较结

果是:盂号培养基>淤号培养基>于号培养基;进入可逆附着阶段后,水
泥石表面 10 h 微生物附着量:盂号培养基>于号培养基>淤号培养基,
淤号、于号培养基中水泥石表面 10 h 微生物附着量较为接近;不可逆附着阶段,水泥石表面 24 h 微生物附着

量:于号培养基>盂号培养基>淤号培养基。
淤于号培养基组成相同,初始 pH 相同,只有调节 pH 不同,但其对微生物附着的影响仍然存在明显差

异,说明海洋混合菌群在水泥石表面的附着对培养基组成相当敏感。 天然海水实测 pH 为 8郾 03,盂号培养基

pH 为 7郾 6依0郾 2,早期可逆附着阶段,低 pH盂号培养基有利于微生物在水泥石表面的附着,后期不可逆附着

阶段,盂号培养基已无此优势。 3 种培养基,只有于号培养基中,水泥石表面 24 h 微生物附着量大于 3 h 附着
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量,说明在后期的生长与附着中,于号培养基有利于微生物的附着和生长。

3摇 结摇 摇 论

a. 在不同培养基中,附着在水泥石表面的海洋微生物主要是革兰氏阴性菌,优势菌种呈短棒状,初始附

着在水泥石凹处、孔隙边缘。
b. 培养基对海洋菌群的附着过程没有影响,海洋混合菌群在水泥石表面 24 h 附着均可分为可逆附着阶

段和不可逆附着阶段,可逆附着阶段附着在水泥石表面的微生物会脱落,进入不可逆附着阶段后,水泥石表

面微生物附着量随时间逐渐增加。
c. 水泥石表面海洋混合菌群的附着量对培养基组成、pH 均相当敏感。 不可逆附着阶段,采用 Tris 缓冲

液调节 pH 与海水相同的培养基中,水泥石表面 24 h 混合菌群附着量最高;其次是低 pH 的 2216E 液体培养

基;附着量最低的是采用碳酸钠调节 pH 的培养基。
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·简讯·

河海大学获 2 项 2017 年度高等学校科学研究优秀成果奖(科学技术)一等奖

2018 年 2 月 11 日,教育部公布了 2017 年度高等学校科学研究优秀成果奖(科学技术)获奖项目。 我校

王沛芳教授主持的“农田退水系统有机农药高效降解关键技术及应用冶获技术发明奖一等奖,高玉峰教授主

持的“河谷场地土坝地震灾变理论与抗震加固技术冶成果获科技进步奖一等奖。
“农田退水系统有机农药高效降解关键技术及应用冶项目从提高农田退水系统中有机农药降解净化能

力入手,研发了高效降解水体农药的新材料、新方法、新工艺和新产品,发明了多孔载体成形、纳米材料镀膜

光催化、土著微生物驯化附着等核心技术,获得了农田退水沟河湿地系统有机农药高效降解去除的整装成套

装备和产品。
“河谷场地土坝地震灾变理论与抗震加固技术冶项目得出不同形态、不同介质河谷场地地震动传播的解

析解,形成了河谷场地地震波传播理论,揭示了河谷场地地震动放大效应;建立了河谷场地非一致地震作用

下坝坡稳定性分析方法与土坝液化分析方法,揭示了河谷场地土坝地震滑坡及液化机理;提出了病险土坝抗

震加固设计方法及抗震加固技术。
(本刊编辑部供稿
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2018(第六届)中国水利信息化技术论坛将在深圳召开

由河海大学主办的 2018(第六届)中国水利信息化技术论坛将于 2018 年 4 月 14—15 日在深圳召开。
论坛旨在提升运用新技术对海量水信息进行挖掘、分析和管理的能力,提高水资源管理水平。 论坛主题为智

慧水利:创新与发展,主要内容为探讨全面加强信息化管理、积极推进新技术应用,促使产学研究深度融合,
搭建行业合作与交流平台,积极促进多方资源对接和深度合作,助力“互联网+冶现代智慧水利建设。

会议电子文件请浏览网站:www. sinowbs. com
(本刊编辑部供稿)
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