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摘要:为探讨天然水体中生物膜的建群过程及生理特性,本研究将人工基质大理石投放到东湖沿岸带浅水区域,

分析了生物膜在人工基质上从开始建群直至发育为成熟群落,并最终衰退的整个过程.结果表明,建群过程

中,生物膜的生物量 (叶绿素a、蛋白质、干重、无灰干重)、营养物质含量 (总氮、总磷)均呈现先上升后下降的趋

势,各指标之间具有显著相关性.低温会减缓生物膜的生长,弱光会加剧生物膜的衰退,生物膜的生长发育会

影响周围水体氮、磷元素浓度.生物膜中碱性磷酸酶活性与自身生物量呈显著正相关性.水体中氮/磷的比值决

定生物膜中氮/磷的比值.刚毛藻属是东湖生物膜的优势物种.对生物膜建群过程及生理特性的研究,有助于更

好地将生物膜应用于污染水体的净化和修复.
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　　 生物膜在水生态系统中广泛分布,是水体初

级生产力的重要贡献者.生物膜具有极强的污染物

吸附、转化能力,常被应用于污染水体的净化和修

复.在处理污水时,往往使用生长至特定阶段 (指
数生长期)的生物膜,以期保持最强的污染物去除

能力 (Boeleeetal．,２０１４).因此应用过程中需要

对生物膜进行定期收获,以使大部分的生物膜处于

指数生长阶段,避免其进入衰退期.本研究基于我

国目前江河湖泊的水体污染和富营养化客观现状,
为了更加科学有效的应用生物膜法进行污染水体的

生态修复,进而开展生物膜建群过程及生理特性的

研究,具有重要的生态学研究意义与实际应用价

值.
建群是指生物在一个新的空间进行定居,逐步

发育为成熟群落的过程 (裴国凤,２００６).由于不

能准确判断建群开始的时间,天然基质上生物膜建

群过程的研究存在诸多困难.然而,人工基质却为

生物膜建群过程的研究提供了极大的便利.利用人

工基质开展研究的最大优势是明确建群开始的时

间,并且可以提供标准的采样面积和可控制的试验

样点 (Weitzel,１９７９).生物膜在固体基质上的建

群过程大致可以分为５个阶段 (Renner& Weibel,

２０１１;Stoodleyetal．,２００２),主要包括:微生物细

胞与固体基质的可逆接触、微生物细胞与固体基质

不可逆吸附在一起、生物膜空间结构的初步形成、生
物膜逐步成熟、生物膜进入衰退期.生物膜的形成、
发育、衰亡过程不断地循环交替重复进行,即使在同

一块固体基质上,这五个阶段也可以同时进行,使

生物膜可以维持与环境状态相符的厚度和生物活

性.生物膜拓殖建群和发育过程受到物理的(光照、
温度、水动力学)、化学的(营养物质含量、毒素效应)
和生物的(微生物群落结构)等多种因子的影响

(Sabateretal．,２００２).光照是生物膜中光营养微

生物进行光合作用的必要条件,温度则会显著影响

生物膜微生物群落结构和酶的活性 (金梦婷等,

２０１５),并进一步影响生物膜对水体营养元素的去

除效果.与低水体剪切力相比,较高的水体剪切力

下形成的生物膜表面更加光滑,结构更加致密,韧

性更 强 (Liuand Tay,２００１;Stoodleyetal．,

２００１).水体中营养物质也是影响生物膜的重要因

素,生物膜中的固着生物与水体中浮游植物吸收营

养的方式有所不同.浮游植物悬浮在水中,比生物

膜中的微生物更容易接触到水体中的营养,而生物



膜的形状和边界层效应,可能是阻碍其营养吸收的

制约因子 (Riber& Wetzel,１９８７).水体中营养物

质浓度的增加,将会明显增加生物膜的生物量

(HillebrandandKahlert,２００１).
东湖(３０°３３′N,１１４°２３′E),位于湖北省武汉

市,水域面积３３km２,是长江中下游的一个中型浅

水湖泊,也是中国最大的城市内湖.近５０年来,由

于大量携带氮、磷及有机质的污水排入,水体遭到

严重污染,湖泊富营养化严重.目前,东湖已经被

人工分为若干个子湖,各个湖区的环境因子差别明

显.本研究在东湖的团结湖湖区,分析了生物膜在

人工基质上开始建群至生长发育为成熟群落,并最

终衰退的整个过程,旨在掌握生物膜在天然水体中

建群规律,更加真实的反应其建群特点及生理特

性,分析影响生物膜建群的环境因素,为将生物膜

应用于污染水体的净化和修复提供基础资料.

１　材料与方法

１．１　试验设计

使用２０cm×１０cm×１．５cm 的毛面大理石作

为人工基质,在大理石的一端制作凹槽,以方便固

定尼龙绳,在尼龙绳的另一端系上０．２mL的离心

管作为浮标.

２０１３年２月,在中国科学院武汉植物园旁的东

湖团结湖区进行生物膜建群试验,将４０块大理石

人工基质投放沿岸带约３０cm 深的水体中.每１
２周取样一次,每次随机取３块人工基质,直到生

物膜生物量达到最高峰并出现下降趋势为止.试验

总共进行了１４周,在生物膜建群的第４、７、９、１０、

１１、１２、１４周进行取样.

１．２　水体指标测定

采样时,使用 YSIProfessionalPlus多参数水

质分 析 仪 现 场 测 定 水 温 (WT)、pH 和 电 导 率

(Cond),并原位采集投放人工基质区域的上覆水,
运回试验室后进行分析处理.水体总氮(TN)、总磷

(TP)、氨盐(NH＋
４ＧN)、硝酸盐(NO３ＧN)、正磷酸盐

(SRP)和叶绿素a(ChlＧa)的测定采用标准方法进

行 (APHA,１９９８). 水 体 中 碱 性 磷 酸 酶 活 性

(APA)的测定参考曹秀云 (２００５)的方法,利用比

色法测定.

１．３　生物膜各生物和理化指标的测定及藻类鉴定

每次采样时,随机选取３块人工基质,用无菌

的的牙刷和刀片将生物膜样品刮下并分别装入到采

样瓶中,定容到２５０mL,将样品置于冰盒中运回

试验室.将样品混匀后,用于营养物质(N、P)含

量,生物量(ChlＧa、DW、蛋白质)和碱性磷酸酶活性

的测定.
生物膜的总氮 (TN)、干重 (DW)、无灰干重

(AFDW)测定参考 APHA (１９９８)的 方 法;总 磷

(TP)采用钼蓝比色法测定 (MurphyandRiley,

１９６２);ChlＧa测定使用９０％丙酮溶液抽提 (Arar,

１９９７),单位为μg/cm２;生物膜可溶性蛋白质含量

测定使用考马斯亮蓝 G ２５０染色法 (Bradford,

１９７６).
生物膜 APA测定与水体样品类似,在加入所

有试剂后,先将样品置于培养箱中,以２００r/h的

频率振荡培养１h,然后再置于培养箱中保温３h,
再利用比色法测定.

使用光学显微镜对生物膜的藻类群落进分类行

鉴与计数,鉴定标准参照«中国淡水藻类»(胡鸿钧

和魏印心,２００６).

１．４　数据统计分析

水体和生物膜各指标测定均设置３个平行,数

据用平均值±标准偏差表示.采用Office２０１０MiＧ
crosoftExcel和 Origin软件进行绘图.生物膜样

品不同数据指标以及生物膜样品与水体之间的相关

性采用Speaman′srho相关性分析,数据统计分析

采用SPSS１３．０软件.

２　结果与分析

２．１　生物膜建群过程中表观形态变化

试验初期,由于温度较低 (平均水温约６℃),
生物膜建群过程缓慢,第４周时,才有较少的生物

量,生物膜呈现棕褐色 (图１).之后随着温度的

图１　东湖生物膜建群过程中表观形态变化

Fig．１　Changeinbiofilmmorphologyduringcolonization
inEastLake
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升高,生物膜生长加快,生物量也逐渐增加.第７
周时,生物膜生物量增加明显,并且表面开始出现

少量刚毛藻.到第１１周时,长出大量的刚毛藻.
第１２周时,投放人工基质的水域中,湖面覆盖大量

浮萍,导致水面下光照强度急剧下降.第１４周时,
浮萍覆盖度明显减少,生物膜大量脱落,生物量明

显下降.

２．２　水体理化因子

本试验始于冬末止于夏初 (２ ５月),水体温

度的变化范围约为５~２４℃(表１).由图２可以看

出,在此过程中,水体中 TN 浓度在试验开展至第

１１周之前均在持续下降,且第９ １１周期间TN值

非常低,之后才开始逐渐上升.TP浓度也是在第

１１周时达到最低值,之后开始上升.ChlＧa浓度在

建群第１０周之前维持在一个相对较高的水平,而

后开始下降,下降发生在水体 TN 和 TP浓度达到

较低值之后,ChlＧa浓度在第１２周时达到最低值,
后又开始上升.水体中 APA 仅在第１０周时具有

较高的值,其余阶段活性均比较低.
表１　生物膜建群过程中其周围水体的理化参数变化

Tab．１　Changesinthephysicochemistryofsurrounding
waterduringbiofilmcolonization．

采样时间/周 WT/℃ pH EC/μm􀅰S１

０ ４．６ ７．６８ ３０６．１
４ １１．０ ７．７９ ３１１．０
７ １５．５ ７．９５ ３４４．８
９ １６．２ ８．１４ ３５０．９
１０ ２１．６ ８．１９ ３８５．４
１１ １６．２ ７．７３ ３４４．３
１２ ２４．１ ７．８０ ３９７．５
１４ ２３．７ ８．０３ ３７４．８

(a)总氮;(b)总磷;(c)叶绿素a;(d)碱性磷酸酶活性

图２　试验期间水体中环境参数变化

(a)TN,(b)TP,(c)ChlＧa,(d)APA

Fig．２　Variationofwaterchemicalparametersduringtheexperimentalperiod

２．３　生物膜特性及藻类群落

生物膜建群过程中,其单位面积上的 ChlＧa含

量、蛋白质含量、干重(DW)和无灰干重(AFDW)四
项指标的变化趋势一致(图３),均呈现先上升后下

降 的 趋 势, 各 指 标 之 间 具 有 显 著 正 相 关 性

(P＜０．０１).初始阶段时,随着生物膜的发育,单

位面积内ChlＧa、蛋白质、干重、无灰干重含量均不断

上升,到第１０周时,ChlＧa开始下降,到第１１周

时,其余３个开始出现下降趋势到１４周时,生物膜

的生物量下降到最低值,这与肉眼观察到的表观现

象一致.

生物膜中营养物质 TN、TP的变化趋势与生物

量变化趋势基本一致,二者之间具有显著正相关性

(P＜０．０１)(图４),也是呈现先上升后下降的趋势,
建群第１１周时,TN、TP含量开始急剧下降.

生物膜单位面积 APA 变化也呈现先上升后下

降的趋势 (图５a),也是在建群第１０周时达到最

高,其后酶活性开始急剧下降.但是,单位干重中

APA变化则呈现出相反的趋势 (图５b),初始值较

高,之后开始持续下降,并维持在较低的水平,直

到第１１周之后,才出现缓慢的上升趋势.
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(a)叶绿素a;(b)蛋白质;(c)干重;(d)无灰干重

图３　生物膜建群过程中生物量变化

(a)ChlＧa,(b)protein,(c)dryweight(DW),(d)ashＧfreedryweight(AFDW)

Fig．３　Variationofbiofilmphysicochemicalparametersduringcolonization

(a)总氮;(b)总磷

图４　生物膜建群过程中营养物质TN和TP含量变化

(a)TN,(b)TP

Fig．４　Changeinbiofilmnutrientcontentduringcolonization

(a)单位面积酶活性;(b)单位干重酶活性

图５　生物膜建群过程中碱性磷酸酶活性变化

(a)APAvaluesnormalizedtosurfacearea,(b)APAvaluesnormalizedtodryweight

Fig５　ChangeinbiofilmAPAduringcolonization

　　生物膜建群过程中,绿藻门的刚毛藻属是生物

膜中的绝对优势种,其细胞数量占生物膜细胞总数

的８５％以上.此外生物膜中还有少量绿藻门的鞘

藻、珊藻,硅藻门的变异直链藻、异极藻、桥弯藻等,
它们与刚毛藻吸附、交织在一起.
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２．４　相关性分析

生物膜的 APA 与 ChlＧa含量之间的相关性见

图６a.Speaman′s相关性分析结果表明,二者之间

具有显著的正相关性 (R＝０．７９５,P＜０．０１),说明

生物量是影响 APA 的一个主要因素.同样,生物

膜 APA与 TP 含量之间也具有显著的正相关性

(R＝０．７３０,P＜０．０１)(图６b).
生物膜中 TN含量的变化趋势与水体中的正好

相反,相关性分析也表明二者之间存在显著的负相

关关系 (R＝ ０．８２２,P＜０．０１).同样,生物膜中

TP含量与水体中 TP浓度之间也存在显著的负相

关关系 (R＝０．６００,P＜０．０１).对生物膜中与水体

中 TN/TP的比值之间的关系分析结果表明,两个

比值的变化趋势相似,Speaman′s相关性分析表明

二者之间具有显著的正相关关系 (R＝０．７８２,P＝
０．０３８)(图７).

图６　生物膜APA与叶绿素a、总磷的相关性

Fig．６　CorrelationofbiofilmAPAwithbiofilmChlＧaandTP

图７　生物膜中与水体中TN/TP的相关性

Fig．７　CorrelationofthebiofilmTN/TPratiowiththe
waterTN/TPratioduringcolonization

３　讨论

３．１　生物膜建群过程的特点

本试验分析了生物膜在人工基质上开始建群到

生长发育为成熟群落,并逐渐衰退的整个过程.生

物膜在大理石人工基质上的建群过程符合天然水体

中生物膜建群的自然规律.建群初期时(前４周),
生物膜生长缓慢,生物量较低.一方面是因为新拓

殖建群的生物膜生长会具有延滞期 (刘雨果等,

２０１３),并且生物膜微生物与基质的最初接触过程

是可逆的,微生物细胞松散的附着,随时有可能从

固体 基 质 表 面 再 次 脱 落 (Rennerand Weibel,

２０１１;Stoodleyetal．,２００２);另一方面是因为生物

膜建群初期处于冬季,环境温度非常低,而水温对

生物 膜 生 长 具 有 重 要 的 影 响 (Sabateretal．,

２００２).第４ １１周,生物膜迅速生长,生物量及营

养物质的积累快速增加,逐渐发育为成熟群落.此

阶段中,刚毛藻属是优势物种,生物膜微生物细胞

分泌胞外聚合物,将微生物更加牢固的吸附在固体

基质表面,使生物膜与基质的接触变为不可逆过

程.随着微生物种类和数量的增加,生物膜形成复

杂的空间结构,并分布有孔道、毛细孔等结构,供

营养物质运输 (Daviesetal．,１９９８).１１周之后,
生物膜逐渐进入衰退期,最明显的表现是生物量下

降,并且微生物群落结构也发生了改变,刚毛藻大

量脱落.生物膜的衰退不仅是自身生长发育的必然

阶段,同时也受到外界环境条件,如光照的影响.
湖面大量浮萍出现,导致水下光强减弱,加剧了生

物膜的衰退进程.

３．２　环境因素对生物膜建群过程的影响

温度对生物膜生长发育具有重要影响.温度的

变化会影响生物膜微生物的组成、状态和代谢活性.
一定范围内,温度越高越有利于微生物的生长,生

物膜的生物量就会越大,当水体温度低于４℃时,生

物膜的生长将极其缓 慢 (陈 建 贞,２０１３;杨 帆,

２００５).生物膜建群初期,水温较低,在一定程度

上抑制了生物膜的快速生长;建群４周之后,随着

温度的升高,生物膜开始迅速生长.此外,温度变

化还可以通过多种方式影响水体营养物质循环,高

温会增加底泥中 N和P的释放.
光照也是影响生物膜生长发育的重要环境因素
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之一.藻类等自养微生物是生物膜的重要组成部

分,它们的新陈代谢和生物量的积累都依赖于光照

(HillandFanta,２００８).生物膜中的非自养微生物

虽然不受光直接作用,但却需要利用自养的藻类在

有光条件下产生的胞外有机分泌物进行生存 (李红

敬等,２０１３).光照对生物膜生物量的影响,甚至

超过 N、P等营养元素 (Bowesetal．,２０１２),无光

照条件下,生物膜厚度和生物量的增加都会受到抑

制(李红敬等,２０１３;Raoetal．,１９９７).本试验中,
生物膜建群第１２周时,投放生物膜基质的水体表

面覆盖了大量的浮萍,覆盖度高达９０％以上,严重

影响到水下的光照,这可能也是加剧生物膜进入衰

退过程的一个因素.Lorenz等(１９９１)在伊利湖的

研究也发现平均光照强度低于２８μE/(m２􀅰sec)
时,会限制刚毛藻的生长.此外,浮萍的遮光作

用,以及水体中 N、P浓度的持续下降,直接影响了

浮游植物的生长,水体中浮游植物生物量(ChlＧa浓

度)降到了最低值.建群第１４周时,浮萍覆盖度明

显减少,并且水体中总氮 N、P浓度升高,浮游植物

的生物量(ChlＧa浓度)明显升高.
刚毛藻是东湖沿岸带春季时的优势种 (裴国凤

等,２００７),其生长发育过程可以促进水生态系统

营养元素的生物地球化学循环 (刘霞等,２０１８).
本试验中,建群第７周时,人工基质上就开始长出

刚毛藻,之后一段时间内 (７ １１周)刚毛藻属一直

是生物膜中的优势物种,并且周围水体中也分布有

大量的刚毛藻.在此过程中,我们发现生物膜的生

物量、TN、TP浓度持续增加,并维持在较高的水

平,而周围水体中 TN 和 TP浓度则不断下降,二

者之间具有显著的负相关性.研究表明刚毛藻的存

在可以有效去除水体中 N、P等营养元素,刚毛藻

在净化污染水体和防治水体富营养化方面具有潜在

的应用前景 (况琪军等,２００７;张新龙等,２０１７).
因此,我们推测生物膜和周围水体中的刚毛藻的大

量生长是此阶段水体中 TN和 TP浓度下降的原因

之一.生物膜本身具有的吸附特性以及生物膜中刚

毛藻和其他微生物对水体中 N、P元素的大量吸收,
导致了生物膜 N、P含量的明显提高.此后(１２
１４周),生物膜及周围水体中刚毛藻数量大幅减

少,生物膜生物量、TN、TP 含量下降,而水体中

TN、TP浓度则开始上升.这说明不仅生物膜的建

群过 程 受 到 外 界 环 境 条 件 的 影 响 (金 梦 婷 等,

２０１５;Sabateretal．,２００２),反过来,生物膜也会

影响其周边部分环境因素的变化.

尽管水体中的 N、P浓度与生物膜 N、P浓度的

变化趋势大不相同,呈现负相关关系,但是二者各

自的 N/P值却具有显著的正相关性,这表明天然

水体中的 N/P对生物膜 N/P有较大的影响.

３．３　生物膜碱性磷酸酶活性变化

一般认为,APA可以用来表征低营养水体中P
的限 制 状 态 (Healeyand Hendzel,１９７９;Singh
andTiwari,２０００):水体P浓度越低时,微生物产

生的 APA越高,二者呈负相关关系,但是许多研

究与此结论并不一致.本研究中,水体中 APA 并

没有完全随 P浓度的变化而变化.生物膜单位干

重的 APA 最能代表单个生物体的酶活性,其变化

趋势也没有表现出与水体P浓度的负相关关系,这

与已有一些研究的观点一致 (Jametetal．,１９９７;

RomaniandSabater,２００１),认为二者之间没有直

接的相关关系.但是,生物膜单位面积的APA,代

表的是单位面积内微生物产生的 APA 的总和,其

变化趋势与生物膜生物量具有显著的正相关关系,
生物量越高,酶活性就越高.RomaniandSabater
(２０００)的研究也认为以ChlＧa为代表的生物量是影

响生物膜胞外酶活性的关键因子.生物膜单位面积

的 APA 与单位面积的 TP含量也表现出显著的正

相关,这可能是因为大部分P元素都存在于生物体

内或吸附在细胞表面,TP含量与生物量紧密关联,
因此 TP含量与 APA才有正相关的关系.
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ColonizationProcessandPhysiologicalCharacteristicsofBiofilmsinEastLake,Wuhan

LIShuangＧshuang１,２,DAILiangＧliang３,ZHENGJiaoＧli４,LIDunＧhai２

(１．CollegeofEnergyandEnvironmentalEngineering,HebeiUniversityof
Engineering,Handan　０５６０３８,P．R．China;

２．KeyLaboratoryofAlgalBiology,InstituteofHydrobiology,ChineseAcademy
ofSciences,Wuhan　４３００７２,P．R．China;

３．GuizhouInstituteofBiology,Guiyang　５５０００９,P．R．China;

４．HubeiBiopesticideEngineeringResearchCenter,Wuhan　４３００６４,P．R．China)

Abstract:Biofilmsplayimportantrolesinnutrientdynamicsandenergycyclinginaquaticecosystems,and
significantlyaffectthemigrationandtransformationofpollutants．Inordertoexplorethecolonization
processandphysiologicalpropertiesofbiofilmsinanaturalwaterbody,theprocessofbiofilmformation
onanartificialsubstratumofmarbleswasstudied,frominitialcolonizationthroughbiofilm maturation
anddecline．BeginninginFebruary２０１３,a１４ＧweekbiofilmcolonizationtestwascarriedoutintheshalＧ
low,nearＧshorewatersofEastLake．Changesinbiofilm morphology,biomass,nutrientcontent,alkaline
phosphataseactivity(APA)anddominantspecieswereanalyzedduringthecolonizationperiod．AscoloniＧ
zationproceeded,changesinthephysicochemicalparametersofsurroundinglakewaterweremonitored,

includingwatertemperature(WT),pH,electricalconductivity(EC),totalnitrogen(TN),totalphosＧ
phorus(TP),chlorophylla(ChlＧa)andAPA．Bothbiomass(ChlＧa,protein,dryweight(DW),ashＧfree
dryweight(AFDW))andnutrientcontent(TN,TP)ofbiofilmsinitiallyincreasedandthendecreased,

andcorrelationsbetweenbiomassandnutrientcontentweresignificant．Thebiofilmcolonizationperiodon
theartificialmatrixaccordedwiththenaturalprocessofbiofilmformationand,asinnature,theprocess
wassignificantlyaffectedbyenvironmentalconditions．Lowtemperaturedecreasedthebiofilm growth
rate,andlowlightintensityaggravatedbiofilmdecline．BiofilmgrowthaffectedconcentrationsofNandP
inthesurroundingwater,asindicatedbythesignificantnegativecorrelationsofbiofilmconcentrationof
TNandTPwiththecorrespondingTNandTPconcentrationsinsurroundingwater．TheAPAofbiofilms
wasdeterminedprimarilybythebiomassofbiofilmsratherthanphosphorusavailabilityinthesurrounding
water．TheN∶PratiointhesurroundingwaterdeterminedtheN∶Pratioinbiofilms．Affectedbythe
surroundingwaterenvironment,CladophorawasthedominantbiofilmspeciesinEastLake．Thegrowth
ofCladophorainbiofilmsandthesurroundingwatereffectivelyremovednitrogenandphosphorusfrom
water．Thisstudyonthecolonizationprocessandphysiologicalcharacteristicsofbiofilmswillcontributeto
improvedbiofilmapplicationsforpurifyingandremediatingpollutedwater．
Keywords:biofilm;biofilmcolonization;biofilmphysiology;affectingfactors
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