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摘要:采用扫描电镜、原子力显微镜以及激光共聚焦显微镜对不锈钢插片表面和供水管网末端 PPR管内壁微生物的分布和生

物膜结构进行了观察和分析.结果表明, 在供水管网中,不锈钢材质表面不利于微生物附着生长, 在短时间内( 3 个月)只有很

少的微生物附着.在管网末端 PPR管表面有明显的微生物附着生长, 细菌容易附着在基底表面的凹穴中,细菌与基底是紧密

黏附在一起的.扫描电镜和原子力显微镜结合是观察管壁非连续生长生物膜表面结构的有效手段.采用激光扫描共聚焦显微

镜可同时实现管壁生物膜内部和三维结构观察.
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Abstract: Scanning electron microscope, atomic force microscope and confocal laser scanning microscope were used to observe the microbial

distribution and biofilm structure on the surface of stainless steel plugs and the wall of PPR pipe in the water distribution system. The results

show that, it is not easy for microbial to attach on the surface of stainless steel plugs. Little bacteria was observed in a short period of time( less

than 3 months) . Bacteria can be easily observed in the sediment of the PPR pipe wall at the end of water supply system. Bacteria was tightly

adhered to the surface of the PPR pipe wall. Combination of scanning electron microscope and atomic force microscope is a practical way to

observe the surface structure of discontinuous biofilm in the pipeline. The inner and three-dimensional structure of the pipe biofilm can be

simultaneously observed by confocal laser scanning microscope.
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  供水管网中的细菌主要是在管壁上生长形成生

物膜而得以繁殖的.生物膜是管壁结垢和腐蚀的诱

因之一.管壁结垢和腐蚀会降低管网的过水能力, 增

加二级泵站的动力消耗, 引起管道的跑冒滴漏,严重

时还会造成爆管、断管事故,直接影响供水安全. 另

外,生物膜脱落还会恶化水质,使用户水的色度、浊

度和细菌数上升,直接威胁人体健康.研究供水管网

生物膜的结构, 可以为研究管网生物膜的功能、内部

传质和不同微生物的分布提供重要依据
[1]
.

目前对微生物进行显微观察通常采用扫描电镜

( SEM) .扫描电镜能镜检较大的组织表面结构, 它的

景深长, 1 mm左右的凹凸不平面能清晰成像, 样品

图像富有立体感.但扫描电镜观察要预先对生物膜

进行脱水,使得整个生物膜的框架收缩,因而很难得

到生物膜原有的三维结构信息
[ 2, 3]

.

原子力显微镜( AFM)是一种利用原子、分子间

的相互作用力来镜检物体表面微观形貌的新型实验

技术.原子力显微镜( AFM)能以高分辨率镜检生物

膜.除了图像,原子力显微镜还能提供生物膜中细胞

间的力的作用. AFM 测量对样品无特殊要求, 但只

能观察到生物膜的外在轮廓,而对其内部结构无法

进行观察
[ 4~ 7]

.

激光扫描共聚焦显微镜( CLSM)是采用激光作

为光源, 在传统光学显微镜基础上采用共轭聚焦原

理和装置,并利用计算机对所镜检的对象进行数字

图像处理的一套镜检、分析和输出系统. CLSM 研究

生物膜具有如下优点
[ 8~ 12]

: 可以对几百 Lm厚的、无

水分损失的、活的微生物群落进行镜检;可以对镜检
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样品进行断层扫描和成像, 可以无损伤地镜检和分

析细胞的三维空间结构, 形成彩色立体图像及计算

机动画演示.它在研究和分析活细胞结构的实时动

态变化过程、细胞的光学连续切片和三维结构重建

等方面,大大优于传统的光学显微镜.

本研究采用扫描电镜、原子力显微镜和激光共

聚焦显微镜对 2种不同管材供水管网内壁表面附着

微生物分布特征进行了观察与分析.

1  材料与方法

111  实验材料

本实验以不锈钢插片和供水管网末端直径为

40 mm 的聚丙烯随机共聚物 ( polypropylene random

copolymer, PPR)管表面附着物为研究对象. 其中插片

采用 302型不锈钢片,将其加工成长约2 cm、宽 1 cm

的楔型插片, 先用10% HNO3浸泡1 d, 然后在 550 e

下加热 5 h,再将其插入实验室龙头前自来水管内,

保持龙头长流水以供水中微生物在插片表面附着生

长,在实验室内共插入 10片插片.

112  样品处理及检测仪器

扫描电镜镜检: 将不锈钢插片取出,处理成边长

约015 cm 的正方形, 用无菌水冲洗 3次, 放在紫外

灭菌过的超净台内自然风干. 然后将插片放入在

4 e 预冷的 215%戊二醛中浸泡 4 h, 取出后分别在

50%、70%、80%、90% 的乙醇中浸泡 30 min, 在

100%的乙醇中浸泡 1 h, 取出后放在紫外灭菌过的

超净台内自然风干, 将样品喷金后扫描电镜镜检.

PPR管表面观察做同样处理. 扫描电镜为美国 FEI

公司生产的FEI SIRION 200.

原子力显微镜镜检: 将不锈钢插片取出, 用无菌

水冲洗 3次, 再将插片放在紫外灭菌过的超净台内

自然风干,然后进行原子力显微镜镜检.原子力显微

镜为美国 Digital Instrument 公司生产的 Multimode

Nanoscope Óa,最大扫描范围 16 Lm.

激光共聚焦显微镜镜检: 将 PPR管样品处理成

边长约015 cm 的正方形, 用无菌水冲洗 3次, 放在

紫外灭菌过的超净台内自然风干. 然后用 011% 荧
光素避光孵育 20 min,用无菌水冲洗 3次后放在紫

外灭菌过的超净台内自然风干, 然后用激光共聚焦

显微镜分别进行X、Y、Z 3个方向的断层扫描.图片

尺寸: X : 65115 Lm; Y : 65115 Lm; Z: 11113 Lm.扫描

尺寸: X : 1127 Lm; Y : 1127 Lm; Z: 2132 Lm.激光共

聚焦显微镜为德国蔡斯公司生产的 META 510.

2  结果与分析

211  不锈钢插片表面附着微生物的显微观察
图 1为放置不锈钢插片第 8周后插片表面原子

力显微镜平面观察图. 原子力显微镜是一种对表面

无需处理的原位显微观察方法, 但每次观察扫描范

围很小( 16 Lm) , 欲对插片上微生物分布进行观察,

需不断改变扫描区域. 经过近 1 h 观察,插片表面有

明显的沉积物附着,但只观察到很少的细菌形态,没

有发现连续的菌落生长.

图 1 不锈钢插片表面原子力显微镜观察结果

Fig. 1  Surface observat ion of the stainless steel plug by AFM

为了验证原子力显微镜观察结果, 在插片插入

后的第 9周,取出 1片插片, 用无菌水冲洗 3次, 然

后用灭过菌的脱脂棉擦拭插片表面. 将脱脂棉放入

灭过菌的具塞三角瓶中,将灭菌水倒入三角瓶, 用漩

涡振荡仪振荡 10 min, 同时将灭菌脱脂棉直接放入

灭过菌的具塞三角瓶中,加入灭菌水作为阴性对照.

将灭菌脱脂棉放入灭过菌的具塞三角瓶中,加入自

来水作为阳性对照. 分别取 1 mL 上述 3种样品, 每

个样品平行取 3次,采用 R2A培养基 27 e 培养 7 d

计数,结果如表 1.由计数结果可知, 经过冲洗后插

片上几乎没有剩余细菌生长,说明此时不锈钢插片

上没有紧密地附着细菌.

由于原子力显微镜观察每次扫描范围很小,为

      
表 1 不锈钢插片表面异养菌培养计数结果PCFU#mL- 1

Table 1 HPC on the stainless steel plug surfacePCFU#mL- 1

次数 无菌水 插片 自来水

1 3 3 126

2 3 2 147

3 1 4 158

平均值 2 3 144
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了便于观察,对于放置 12周后插片表面又进行了扫

描电镜观察,如图 2. 可以看出, 在第 12周时, 不锈

钢插片表面仍然很难观察到紧密附着的, 形成微菌

落的生物膜存在.

图 2  第 12周不锈钢插片扫描电镜观察结果

Fig. 2  Surface observation of stainless steel plug by SEM in 12th week

  从插片的原子力显微镜观察,培养检测以及扫描

电镜观察都得出相似的结论, 即在贫营养条件下,不

锈钢表面不利于微生物的附着生长, 在短时间内( 3

个月)难以形成微菌群,只有少量的单个细菌附着.

212  PPR管表面生物膜结构观察

图3是管网末端 PPR管表面附着物扫描电镜

观察结果.可以清晰地观察到 PPR 管管壁附着物的

表面形貌和细菌的生长分布.长期使用的管网末端

PPR管内壁细菌附着较多, 且多分布在基底表面的

凹穴中,很少有细菌附着在突起的表面.细菌之间靠

胞外多聚物连接形成微菌落
[ 13~ 17]

, 细菌与基底是紧

密黏附在一起的.

图 3 PPR 管表面附着物扫描电镜观察结果

Fig. 3  Surface observat ion of sediment in PPR pipe by SEM

  为了观察 PPR管表面附着物的内部结构, 采用

激光共聚焦显微镜镜对 PPR管样品进行了观察, 其

断层扫描及三维重组结构和厚度如图 4、图 5所示.

由图 4、图 5可以看出, PPR 管表面附着物结构

较复杂,主要由分布不均的细胞、基质和孔隙组成.

在水平和 Z 轴方向微生物均呈非均匀分布,表面和

基底呈现高低或凹凸变化,其密度也不均匀, 在基底

和附着物顶端微生物分布较少. 附着物中有着丰富

的空隙,有的贯穿整个生物膜,使其中细菌生长所需

的营养成分可能通过这些空隙到达, 同时通过这些

孔隙也可以将微生物代谢产物带出孔隙进入悬浮水

中或到达附着物与管壁界面,对管壁材料产生破坏

作用
[ 18~ 20]

.所有这些也反映供水末端管网水质较

差,微生物生长较普遍, 而当末端采用一般钢管、镀

锌管等金属管材时,由微生物诱导的腐蚀也更严重,

导致龙头黄水或红水的发生.
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图 4  PPR管表面附着物激光共聚焦显微镜断层扫描及三维重组图

Fig. 4  Fault scanning and three- dimensional recombinat ion of the PPR pipe sediment by CLSM

图 5  PPR管表面沉积物激光共聚焦显微镜 Z向扫描图

Fig. 5  Vertical sect ion scanning of the PPR pipe sediment by CLSM

3  结论

( 1)在供水管网中,不锈钢材质表面不利于生物

膜的附着生长, 在短时间内( 3个月以内)不能形成

成片生物膜,只有少量单个的微生物附着.

( 2)在管网末端 PPR管表面有明显的微生物附

着生长,细菌容易附着在基底表面的凹穴中, 细菌与

基底是紧密黏附在一起的.

(3)扫描电镜和原子力显微镜结合是观察管壁

非连续生长生物膜表面结构的有效手段. 扫描电镜

可较快观察到表面生长的微生物分布, 但样品预处

理复杂,很难得到原有结构信息.原子力显微镜不适

于直接观察管壁非连续生长微生物,与扫描电镜结

合可较快实现管壁生物膜表面轮廓观察.

( 4)结合扫描电镜和原子力显微镜观察,采用激

光扫描共聚焦显微镜可同时实现管壁生物膜内部和

三维结构观察.
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