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摘　 要： 为研究饮用水系统的生物稳定性和微生物的控制策略，基于南方某市的实际给水管网，利用分子生物学方法对管壁生

物膜中的 ３ 类变形细菌进行研究，探讨管壁生物膜特性和生物膜细菌数量与水中细菌再生长潜力（ＢＲＰ）的相互关系．结果表明，
随着管网水质的提高，以 γ－变形细菌为主（所占比例分别为 ５２．１４％～７７．３４％、５１．０２％～７７．４５％、５１．８６％～６５．９９％）的变形细菌组

成向以 α－变形细菌为主（所占比例分别达 ６２．５６％～９１．３６％、７５．２７％～９６．２０％、７３．０８％～９６．７６％）的组成转变，致病威胁降低，生物

稳定性得到提高．此外，管壁生物膜的脱落，使得管网水的营养物质浓度升高，促进细菌的再生长，其与 ＢＲＰ 存在一定的相关性．
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　 　 微生物能够在管网入口和管道安装维修时进入

供水管网［１－５］，最终在管网中存活下来并在管壁形成

生物膜［６］，且导致过水断面缩小，降低管网输水能力，
增加二级泵站的动力消耗，引起管道的跑冒滴漏，水
质进一步恶化，危害人类健康［７－８］ ．给水管网为贫营养

环境，其中悬浮菌的数量较少，９９％以上的微生物细

胞均固着在某种介质表面，并可能形成生物膜［９］ ．当

生物膜脱落进入水中，会造成水中细菌数量的大幅增

加，对用水安全产生较大威胁．Ｗｅｎｄｅ 等［１０］ 研究了管

网水悬浮菌与管壁生物膜的关系，指出管网水中的悬

浮菌大部分来源于管壁生物膜的脱落．目前，许多研

究在用水终端发现条件致病菌．Ｋｏｒｍａｓ 等［１１］ 通过研

究供水管网中细菌群落结构变化，发现 β－变形细菌

在最初占据主导并逐渐减弱，在最终的水龙头出水中

以分枝杆菌含量最多．Ｆｅａｚｅｌ 等［１２］的研究发现淋浴设

备上含有大量生物膜，并导致出水中的条件致病菌含

量是原来的 １００ 多倍．
变形细菌是细菌中最大的一个门，在管网中含

量最高且具有一定主导性［１３－１４］ ．此外，变形菌门根



据 ｒＲＮＡ 序列被分为 ５ 个纲，其中多种重要病原菌

属于 γ－变形菌纲．本文针对南方某城市的实际给水

管网，利用分子生物学方法分析了管壁生物膜中 ３
类变形细菌的组成比例，并探讨了管壁生物膜细菌

与管网水悬浮菌、管壁生物膜与细菌再生长潜力

（ＢＲＰ）的相互关系，为饮用水系统的生物稳定性和

微生物的控制策略研究提供了重要依据．

１　 实　 验

１．１　 取样点布设与取样方法

研究管网区域位于南方某城市，净水厂处理工

艺采用常规工艺结合臭氧活性炭深度处理工艺．实
际给水管网不同区位分别设置 Ａ、Ｂ、Ｃ ３ 个取样点，
其分布如图 １ 所示．

图 １　 取样点分布

取样管道均为小区 ＤＮ１５０ 入户管，管材为球墨

铸铁管．管道上分别设置 １ 只水嘴和 ６ 个生物膜采

样口．取样前对所用容器进行灭菌，每次各取样点取

得水样 １．５ Ｌ．生物膜样品在加入 ５０ ｍＬ 生理盐水后

超声震荡，得到混合液．按照水流方向，水嘴设置在

管道前端，管壁生物膜采样口位于管道中段，每间隔

３０ ｍｍ 设置一处，依次编号为 １～６（如图 ２），特制管

壁分别安装在各取样口中．
取样器

水流 水流

1 2 3 4 5 6
图 ２　 取样装置

研究期间供水运行工况发生如下变化：２０１０ 年

１２ 月，本区域供水由常规处理工艺和深度处理工艺

的两座水厂联合供水改为深度处理工艺水厂单独供

水；２０１１ 年 ４ 月，本区域供水水源进行切换，原水水

质由原来的Ⅲ～Ⅳ类水提高至Ⅱ类．
１．２　 菌落总数检测

水样和生物膜样品的菌落总数采用异养菌平板

计数法（ｈｅｔｅｒｏｔｒｏｐｈｉｃｐｌａｔｅ ｃｏｕｎｔ，ＨＰＣ）进行测定．
１．３　 细菌再生长潜力

１９９９ 年，日本学者 Ｓａｔｈａｓｉｖａｎ 等［１５］ 采用细菌再

生长潜力（ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｒｅｇｒｏｗｔｈ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ， ＢＲＰ）对日本东

京管网水中细菌的限制因子进行了研究．即以水样土

著细菌为接种液，通过对接种后水样进行培养并检测

其菌落总数，以最终的细菌数量（ＣＦＵ ／ ｍＬ）表示水样

中各类营养物质和环境条件支持细菌再生长的潜力．
实验采用管壁生物膜样品混合液作为接种液以

获得接近实际、具有代表性的结果．具体准备步骤如

下：取 ５００ ｍＬ 管壁生物膜样品混合液于灭菌容器，加
入 １．５％质量分数的硫代硫酸钠溶液 ２ ｍＬ 中和余氯；
各取 ３ 个取样点的生物膜样品 ２０ ｍＬ 等量混合，经
２ μｍ微孔滤膜过滤去除杂质微粒后，加入具塞磨口

锥形瓶中，２０ ℃避光培养 ５ ｄ；取中和余氯后的水样

１００ ｍＬ 于 ７０ ℃水浴中巴氏灭菌 ３０ ｍｉｎ，冷却至室温；
按 １ ∶ １００ 的比例接种培养后的生物膜混合液，摇匀

后 ２０ ℃避光培养 ５ ｄ；采用 Ｒ２Ａ 培养基２２ ℃下培养

７ ｄ后进行细菌计数，结果以 ＣＦＵ ／ ｍＬ 表示．
１．４　 分子生物学检测方法

１．４．１　 ＤＮＡ 提取

预处理后的生物膜样品采用专用试剂盒提取管

网生物膜中的微生物 ＤＮＡ，采用电泳方法观察 ＤＮＡ
条带明暗程度．
１．４．２　 实时荧光定量 ＰＣＲ

选用 α－、β－、γ－变形细菌为标准样品，采用实

时荧光定量 ＰＣＲ 技术分析给水管网生物膜中 ３ 类

变形细菌的存在水平．定量实验所需的变形细菌质

粒标准品应作预先处理，主要的实验操作包括：α－、
β－、γ－变形细菌标样的复苏；感受态制备及连接；变
形细菌的挑菌培养；变形细菌质粒的提取；变形细菌

标样质粒 ＤＮＡ 含量的测定．本实验采用的实时荧光

定量 ＰＣＲ 体系如表 １ 所示．其中，ＲＴＦＱ ＰＣＲ 的特定

正、反向引物如表 ２ 所示．
表 １　 ＲＴＦＱ ＰＣＲ 反应体系

ＲＴＦＱ ＰＣＲ 反应体系组分 Ｖ ／ μＬ

ＳＹＢＲ®Ｐｒｅｍｉｘ ＥＸ ＴａｑＴＭ １２．５
ＰＣＲ 正向引物 ０．５
ＰＣＲ 反向引物 ０．５

ｄｄＨ２Ｏ １０．０
ＤＮＡ 模板 １．５
总体系 ２５．０

表 ２　 α－、β－、γ－变形细菌特定引物

ＲＴＦＱ ＰＣＲ 特定引物 序列 ５’－３’ （ 目标物 １６Ｓ ｒＤＮＡ）

α
正向 ２０３

５’－ＣＧＣＣＣＧＣＣＧＣＧＣＧＣＧＧＣＧＧＧＣＧＧ
ＣＧＣＧＧＧＧＧＣＡＣＧＧＧＧＧＧＣＣＧＣＡＴＡＣ
ＧＣＣＣＴＡＣＧＧＧＧＧＡＡＡＧＡＴＴＴＡＴ－３’

反向 ５３４ ５’－ＡＴＴＡＣＣＧＣＧＧＣＴＧＣＴＧＧ－３’

β
正向 ９４８ ５’－ＣＧＣＡＣＡＡＧＣＧＧＴＧＧＡＴＧＡ－３’
引物 １４０１ ５’－ＣＧＧＴＧＴＧＴＡＣＡＡＧＡＣＣＣ－３’

γ
正向 ３４１ ５’－ＣＣＴＡＣＧＧＧＡＧＧＣＡＧＣＡＧ－３’
反向 ６８５ ５’－ＴＣＴＡＣＧＣＡＴＴＴＣＡＣＣ ／ ＴＧＣＴＡＣ－３’

　 　 将各变形细菌质粒原液分别稀释至（拷贝数）
１０９、１０８、１０７、１０６、１０５、１０４、１０３ μＬ－１ ．根据以上 ＲＴＦＱ
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ＰＣＲ 反应体系及条件测定对应的 α－、β－、γ－变形细

菌标准曲线，各变形细菌取 １０３ ～ １０７ μＬ－１的稀释浓

度为已知浓度．
将配定体系的原始 ＤＮＡ 试样按顺序放入 ３６ 孔

离心孔板中（或 ９６ 孔板），其他离心孔中加入同质

量离心管以配平．
实时荧光定量 ＰＣＲ 测定选用 ＡＢＩ ７５００ 实时荧

光定量 ＰＣＲ 仪，扩增反应条件如下：预变性条件为

９５ ℃保持 ３ ｍｉｎ；变性扩增条件为 ９５ ℃保持 １５ ｓ ，
延伸条件为 ６０ ℃保持 ６０ ｓ，该过程共循环 ４０ 次；最
后在 ７２～９９ ℃解离．

对未知样品进行定量 ＰＣＲ，每个样品分别做 ２ 个平

行，根据标准曲线计算获取每个样品微生物ＤＮＡ含量．
１．４．３　 生物膜变形菌分析

针对致病菌种类较多的 α－、β－、γ－变形细菌，于
２０１０—２０１３ 年对管壁生物膜中的变形细菌进行了实

时荧光定量 ＰＣＲ 的分析，考察了变形细菌与管网水

细菌再生长的关系．采用如下公式对结果进行换算：

ｙ ＝ ｌｏｇ （１ ０００ＸＶ
ｍ

） ．

式中：ｙ 为变形细菌数，ｌｏｇ（ ｃｍ－２）；Ｘ 为变形细菌数

（拷贝数），μＬ－１；Ｖ 为生物膜样品体积，ｍＬ； ｍ 为生

物膜取样器表面积，ｃｍ２ ．

２　 结果与讨论

２．１　 生物膜变形细菌分析

２．１．１　 变形细菌总数的变化

图 ３ 为 ２０１０ 年 ８ 月至 ２０１３ 年 ８ 月，Ａ、Ｂ、Ｃ ３
个取样点变形细菌数的变化．根据供水运行工况的

变化进行分析，第一阶段为 ２０１０ 年 ８ 月至 １２ 月，水
质无明显变化，细菌种类与数量相对稳定；第二阶段

为 ２０１０ 年 １２ 月至 ２０１１ 年 ７ 月，由于运行工况的变

化，管网水质与细菌种群也随之变化；第三阶段为

２０１１ 年 ８ 月至 ２０１２ 年 １０ 月，供水条件回归稳定，管
网水质与细菌种群也趋于稳定；第四阶段为 ２０１２ 年

１２ 月至 ２０１３ 年 ８ 月，供水水质稳定，水中细菌种群

稳定．其取样点管网水质变化见表 ３．由图 ３ 可以看

出，生物膜变形细菌总数在不同阶段表现出不同的

变化规律．第一阶段，管网环境较为稳定，各取样点

的变形细菌总数平均值分别为 （１０．４３±０．５７）ｌｏｇ、
（１０．２６±０．３８） ｌｏｇ 和（１０．２０±０．５０） ｌｏｇ；第二阶段，随
着运行工况的变化，管网水质有较大提高，管网的贫

营养特点更加突出．由于此阶段管网水质在生物膜

形成阶段出现了变化，生物膜中的细菌为适应新环

境，一方面互相竞争营养物质与空间，另一方面在细

菌繁殖中不断进化，提高对恶劣环境的耐受性，导致

变形细菌数也出现了较大波动，在２０１１ 年４ 月出现

陡降，随后不断增大至 ２０１１ 年 ７ 月达最大值；第三

阶段，在运行工况逐渐达到稳定后，由于管网中营养

物质含量很低，生长繁殖受到一定限制，变形细菌数

呈减少趋势；第四阶段，由于细菌数量的持续减小，
检测难度增大，延长生物膜的生长时间约为原来的

２ 倍，变形细菌数出现了回升，Ｂ、Ｃ 两点平均分别为

（８．６１±０．７２）ｌｏｇ和（９．１８±０．６７）ｌｏｇ．
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图 ３　 各取样点变形细菌总数变化

表 ３　 取样点管网水质指标

阶段

取样点 Ａ 取样点 Ｂ 取样点 Ｃ

浊度 ／
ＮＴＵ

ρ（氨氮） ／
（ｍｇ·Ｌ－１）

ＣＯＤＭｎ ／
（ｍｇ·Ｌ－１）

浊度 ／
ＮＴＵ

ρ（氨氮） ／
（ｍｇ·Ｌ－１）

ＣＯＤＭｎ ／
（ｍｇ·Ｌ－１）

浊度 ／
ＮＴＵ

ρ（氨氮） ／
（ｍｇ·Ｌ－１）

ＣＯＤＭｎ ／
（ｍｇ·Ｌ－１）

一 ０．２５ ±０．０６ ０．３３ ±０．１５ ２．５０ ±０．１２ ０．３０ ±０．０７ ０．３４ ±０．１６ ２．６０ ±０．４１ ０．４０ ±０．４５ ０．３４ ±０．０９ ２．４３ ±０．２３
二 ０．２４ ±０．０５ ０．３１ ±０．１０ ２．７０ ±０．１３ ０．２７ ±０．１０ ０．３０ ±０．１０ ２．７０ ±０．３３ ０．２６ ±０．１５ ０．４２ ±０．０７ ２．９０ ±０．１４
三 ０．１５ ±０．０３ ０．１５ ±０．０６ ０．９３ ±０．１２ ０．２１ ±０．１２ ０．１６ ±０．０４ ０．９０ ±０．１６ ０．２５ ±０．１１ ０．１８ ±０．０５ ０．９４ ±０．１５
四 ０．１５ ±０．０３ ０．１１ ±０．０７ １．１０ ±０．１４ ０．１８ ±０．１０ ０．１２ ±０．０８ １．１０ ±０．１７ ０．２３ ±０．０９ ０．１１ ±０．０８ １．１３ ±０．１７

２．１．２　 ３ 种变形细菌比例的变化

随着水源水质的变化，３ 种不同变形细菌的数量

与比例也出现了相应变化，结果见图 ４．可以看出，各
取样点不同变形细菌所占比例随时间的变化规律基

本一致．
第一阶段，γ－变形细菌在 ３ 种变形细菌中所占比

例最大，３ 个取样点的 γ－变形细菌比例分别在５２．１４％～

７７．３４％、５１．０２％～７７．４５％、５１．８６％～６５．９９％，均超过 ３ 类

变形细菌总数的 ５０％；β－变形细菌其次，比例分别在

２０．２７％～４３． ０６％、１７． ３９％ ～ ４７． １３％、２１． ４０％ ～ ４４． １４％；
α －变形细菌所占比例最小，绝大多数在 １０％以下．相对

其他两种变形细菌，γ－变形细菌中包含多种重要的病

原菌，如肠杆菌科、假单胞菌科等，致病威胁较大．
第二阶段，三者的比例水平开始出现变化，γ－变
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形细菌的主导优势逐渐减弱，β－变形细菌的比例同

样减小，出现了难以检出的情况，而 α－变形细菌的

比例逐渐提高．与变形细菌总数的变化相似，此阶段

变形细菌比例的波动较大，这主要是由于水源的改

善引起了管网环境的改变，使得生物膜的菌种结构

发生了重组．
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图 ４　 α－， β－， γ－变形细菌组成比例

第三阶段，继续保持之前的变化趋势，α－变形细

菌的比例继续增加，在 ３ 种变形细菌中逐渐占据了

优势，各点 α －变形细菌的比例分别达 ６２． ５６％ ～
９１．３６％、７５．２７％～９６．２０％、７３．０８％ ～９６．７６％；β－变形

细菌进一步减少，各点的变形细菌最大比例仅为

１５．０２％、６．７４％和 ６．５０％；γ－变形细菌的比例减小至

α－变形细菌与 β－变形细菌之间．
第四阶段，由于供水运行工况稳定，变形细菌

比例关系的变化较小，３ 种变形细菌的比例由大到

小依次为 α－变形细菌、γ－变形细菌、β－变形细菌．
β－变形细菌数无法检出的几率在 Ａ 点与 Ｂ 点均高

达４４．４４％．

管网生物稳定性，指水中营养基质能支持异养

细菌生长的潜力．在水厂与水源变化前，出厂水水质

虽然绝大多数能够满足饮用水水质标准的要求，但
水中残留的多种物质仍然能够促进管网中细菌的生

长，易于附着在管壁形成生物膜，此时 γ－变形细菌

在水中起主导作用，决定了变形细菌总含量的变化．
水厂与水源变化后，出厂水的各项水质进一步改善，
α－变形细菌对贫营养环境的适应能力较好［７，１６］，因
此，其含量的升高在一定程度上说明此阶段的管网

生物稳定性较好．
２．２　 生物膜细菌总数与管网水细菌总数的关系

管壁存在生物膜是影响管网水质生物稳定性的

重要原因之一［１７－１８］ ．图 ５ 为 Ａ、Ｂ、Ｃ ３ 个取样点生物

膜样品与水样细菌总数的对比．
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图 ５　 生物膜菌落总数与管网水菌落总数的对比

·５８·第 ２ 期 李伟英， 等：给水管网生物膜变形细菌变化及其影响



由图 ５ 可以看出，管壁生物膜细菌菌落总数与管

网水细菌菌落总数存在相关特性．当生物膜菌落总数

低于 ８ × １０４ ＣＦＵ ／ ｃｍ２ 时，水中的菌落总数均小于

２０ ＣＦＵ ／ ｍＬ，此时，生物膜内细菌存在水平越高，管网

水中细菌生长繁殖的可能性越大，Ｂ 点在 ２０１２ 年 ９ 月

和 ２０１３ 年 ３ 月，生物膜与管网水均出现了细菌数量最

大数值．这主要是由于生物膜细菌和水中细菌保持着

一定的动态循环关系，生物膜细菌是水中细菌再生长

的主要菌源，同时通过吸附、聚集水中的营养物质以

及生物膜细菌自身的代谢产物，为水中细菌的生长提

供有利条件；当水中细菌的含量逐渐升高时，细菌接

触并黏附在管壁的几率增大，促进了生物膜的形成．在
水温普遍较低的 ２～３ 月，３ 取样点管网水的菌落总数

均出现了陡增现象，而生物膜细菌数量也较高，可能

就是生物膜细菌进入水中带来的影响．
但在部分取样时间，生物膜细菌数量较高时，水

中细菌表现出不同的生长情况．如 Ａ 点 ４～５ 月，生物

膜菌落总数达 ３．５×１０５ ＣＦＵ ／ ｃｍ２以上，但管网水的菌

落总数维持在较低的水平，表明生物膜的脱落需要

在细菌容量饱和、大多数细菌进入衰亡期、适宜的水

力冲刷作用、管壁的可黏附性能等多种条件均满足

的条件下才会发生，当生物膜中细菌数量较大，但生

物膜脱落条件并不满足时，管网水则基本不受此处

生物膜的影响．
在实际给水管网中的各个位置均不同程度地存

在着生物膜生长的情况，在维护中应当选择合理的

周期对管道进行冲洗，尽量降低生物膜自然脱落的

几率，并根据使用年限和管道腐蚀、结垢情况及时更

换管道，以保证管网水的生物稳定性．
２．３　 生物膜细菌总数与 ＢＲＰ 的关系

图 ６ 为 ２０１３ 年 Ａ、Ｂ、Ｃ ３ 取样点生物膜细菌菌

落总数与管网水 ＢＲＰ 的对比，生物膜细菌的存在水

平与水中细菌的再生长也表现出一定的相关性．图
中 Ａ、Ｂ、Ｃ 点的生物膜菌落总数与管网水 ＢＲＰ 的变

化整体上保持一致．生物膜的存在对 ＢＲＰ 的影响表

现在两个方面．一方面，作为水中细菌繁殖的菌源，
生物膜细菌的数量在一定程度上能够代表水中细菌

生长繁殖的基数，当生物膜细菌的存在水平较高时，
其随着生物膜脱落后，水中细菌的初始浓度较高，导
致生物污染风险的几率较高．另一方面，根据对生物

膜结构组成的研究可知，生物膜的组成主要包括生

物体和胞外聚合物（ＥＰＳ）两部分，且 ＥＰＳ 占生物膜

的比例最高［１９］ ．ＥＰＳ 的主要成分为多糖和蛋白质，其
次还有核酸、脂类、腐植酸等物质，这些物质主要来

源于细胞分泌、细胞自溶和外界吸附［２０］ ．ＥＰＳ 不仅为

细菌的生长提供空间，还能保护细胞不脱水、不受有

毒物质侵害，同时为饥饿环境中的细菌提供碳源和

能量［２１］ ．Ｏｂａｙａｓｈｉ 等［２２］ 认为，生物膜 ＥＰＳ 可以被处

于饥饿状态的它们自己的生产者和其他微生物生物

降解，当微生物处于高度饥饿状态时，需要更长的时

间来适应新的营养环境，这时 ＥＰＳ 可以作为有机底

物，且碳水化合物被利用的速率比蛋白质快．而给水

管网为贫营养环境，包括 ＥＰＳ 和生物膜吸附的其他

营养物质均可能成为细菌生长的底物．因此，生物膜

细菌数量较高时，生物膜中的营养物质也较丰富，当
其因水力冲刷等作用脱落进入水中，使得管网水的

营养物质浓度出现升高，促进了细菌的再生长．
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图 ６　 生物膜菌落总数与管网水 ＢＲＰ 的关系

此外，Ｂ 点 ３ 月的生物膜细菌菌落总数出现了

突变，且与 ＢＲＰ 的变化不一致，表明生物膜仍然处

在生长旺盛的阶段，附着较紧密，菌体和 ＥＰＳ 进入水

体较少，对水质的影响较小．
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３　 结　 论

１）生物膜细菌的多样性与饮用水的生物稳定性

有重要关系．２０１０—２０１３ 年期间，由于水源和水厂的

变化，生物膜变形细菌数逐渐减少，α－、β－、γ－变形

细菌的比例由 γ－变形细菌＞β－变形细菌＞α－变形细

菌转变为 α－变形细菌＞γ－变形细菌＞β－变形细菌，
致病威胁有一定程度的降低，生物稳定性有一定程

度的提高．随着生物膜生长时间的延长，变形细菌在

３ 个月内迅速生长，３ 个月后生物膜的细菌组成和数

量逐渐达到稳定．
２）管壁生物膜的存在是威胁管网生物稳定性的

重要原因之一．生物膜中细菌的存在水平越高，管网水

中细菌生长繁殖的可能性越大；但当生物膜脱落条件

没有完全满足时，管网水受此处生物膜的影响较小．
３）当生物膜中细菌数量较高时，生物膜中的营

养物质丰富，其从管壁脱落进入水中的几率增加，由
此造成管网水中的营养物质浓度升高，从而促进了

水中细菌生长与繁殖．
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