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管材对给水管附生生物膜微生物分布的影响
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　　[摘　要 ]　结合微生物学传统培养和分子生物学现代技术,分析了无规聚丙烯 (Po lyp ropylene R andom , PPR )

管、镀锌钢管和铜管 3种室内给水管附生生物膜微生物群落。结果表明,在以上 3种管道上发育 1年的附生生物膜

中,分别有 6种、5种和 3种优势异养菌被分离出来; Α变形杆菌纲优势异养菌所占比例在 PPR 管、镀锌钢管和铜管

附生生物膜中依次增加,而 Β变形杆菌纲和放线菌纲优势异养菌所占比例则依次减小; 镀锌钢管和 PPR 管附生生

物膜中均存在作为优势异养菌的机会病原体,而铜管附生生物膜中则未分离出作为优势异养菌的机会病原体。
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Abstract: Com b in ing trad it ional m ethods of m icrob io logy and modern techn iques of mo lecu lar b io logy,

th is study analyzed the m icrob ia l comm un it ies of b iofilm s at tached to PPR , galvan ized steel and copper

p ipes fo r indoo r w ater supp ly. T he resu lts ind ica ted that b iofilm s having developed fo r abou t one year on

th ree p ipes above, 6, 5 and 3 species of dom inan t hetero troph ic bacteria w ere iso la ted respect ively; p ropo r2
t ion of num ber of dom inan t hetero troph ic bacteria of C lass Α2P roteobacteria to num ber of hetero troph ic bac2
teria increased in tu rn w h ile the num ber of species of dom inan t hetero troph ic bacteria and p ropo rt ion of

num ber of dom inan t hetero troph ic bacteria of C lass Β2P roteobacteria , A ctinobacteria decreased in tu rn.

W hatπs mo re, there w ere oppo rtun ist ic pathogen s ex ist ing as dom inan t hetero troph ic bacteria in b iofilm s of

PPR and galvan ized steel p ipe, bu t no oppo rtun ist ic pathogen s o r pathogen s w ere iso la ted as dom inan t het2
ero troph ic bacteria from b iofilm at tached to copper p ipe.

Key words: p ipe m ateria l; a t tached b iofilm ; m icrob ia l d ist ribu t ion; oppo rtun ist ic pathogen s

　　生物膜是一种由微生物细胞及其相关表面结构 组成的有组织的微生物系统,其是自然环境下微生
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物在微环境中的重要存在形式[1 ]。给水管道内的附

生生物膜已成为威胁公众饮水安全的重要因素之

一,其危害主要体现在两方面,一是加剧管道金属材

料的腐蚀或降低非金属材料稳定性[2 ] ,二是为病原

体或者机会病原体提供栖息场所[3 ]。减少或消除附

生生物膜的这些不利影响,是给水输送的一个重要

任务。因此,对附生生物膜特性 (微生物生物量、种群

分布等)及影响因素的研究非常必要。影响给水管附

生生物膜特性的因素多种多样,对其研究以往主要

集中在给水消毒剂、营养物质 (碳源、氮源、磷源等)

浓度及给水预处理等方面,而对给水管材质的影响

报道较少。

目前,在我国给水系统中,镀锌钢管在已有的管

材中使用比例最大,但是由于其易腐蚀、易结垢等问

题,新建给水系统禁止使用镀锌钢管,代之以无规聚

丙烯 (Po lyp ropylene R andom , PPR )给水管。另外,

铜水管在我国给水系统中有一定程度的使用,如医

院、高级宾馆等特殊场所。鉴于此,本研究分析镀锌

钢管、PPR 管和铜管 3种给水管附生生物膜微生物

群落结构,以期得到水管材质对微生物分布的影响

规律,为安全饮水提供参考依据。

1　试验模拟系统
管道附生生物膜发育采用 Percival等[4 ]的试验

模拟系统,如图 1所示。

图 1　试验模拟系统流程图

1. 镀锌钢管水箱; 2. 铜管水箱; 3. PPR 管水箱; 4. 镀锌钢管; 5. 铜管;

6. PPR 管; 7. M asterflex 蠕动泵

F ig. 1　Schem atic diagram of sim ulation system

1. T ank of galvan ized steel p ipe; 2. T ank of copper p ipe; 3. T ank of

PPR p ipe; 4. galvan ized steel p ipe; 5. copper p ipe; 6. PPR p ipe;

7. M asterflex peristalt ic pump

为取样方便,本试验系统每种管材模拟管道由

20个小节组成,各小节用胶皮箍相连。模拟系统运

行参数如表 1所示。本模拟系统用水为清华大学地

下水,水质参数如表 2所示。每 24 h 更换 1次。

表 1　试验模拟系统参数

T able 1　Param eters of sim ulation system

管长öcm
L ength of p ipe

外径ömm
O uter diam eter

内径ömm
Inner diam eter

流速ö(m·s- 1)
F lu id velocity

雷诺数
Reno lds num ber

100 20 17 0. 035 595

表 2　试验用水水质参数

T able 2　Param eters of w ater fo r experim ent

总有机碳ö
(m g·L - 1)

To tal o rgan ic
carbon (TOC)

溶解氧ö(m g·L - 1)
D isso lved

oxygen (DO )

异养菌平板计数ö
(mL - 1)

H etero troph ic p late
coun ts (H PC s)

平均水温ö℃
A verage

temperatu re

平均 pH
A verage pH

0. 85 1. 52 2 197. 2

2　试验方法

2. 1　取　样

　　用于管壁附生生物膜的取膜方法主要有超声、

振荡和擦取 3种[5 ]。根据实际情况,本研究采用小毛

刷擦取的方法分别对镀锌钢管、PPR 管和铜管发育

1年的附生生物膜取样。样品取后悬浮在 2 mL 体积

分数 0. 85%的无菌生理盐水中制成悬液备用。

2. 2　细菌培养及其计数

采用给水管营养环境微生物专用培养基R 2A [6 ]

进行细菌培养。对 2. 1中所制样品悬液用无菌水以

10倍稀释法稀释[7 ] ,然后将稀释液在R 2A 固体培养

基上进行涂布平板接种 (应在取样后 1 d 内完成,否

则样品应制成含体积分数 15%甘油的混合液保存

于- 18 ℃冰箱)。接种后,将平板置于 28 ℃恒温培

养箱中培养 5～ 7 d,进行平板计数。
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2. 3　分离纯化[7 ]

对培养出的菌落,结合菌落特征和个体特征,根

据“四分区划线法”进行分离纯化,得到 3 种给水管

的优势异养菌。

2. 4　DNA 的提取[8 ]

将 2. 3 得到的优势异养菌纯培养物接种于 30

mL 的液体R 2A 培养基中 (不加琼脂,其余成分同上

述固体 R 2A 培养基) , 培养 10 h 后 (摇床培养, 170

röm in, 28 ℃) , 取 10～ 20 mL 液体纯培养物进行

DNA 提取。

2. 5　聚合酶链式反应 (PCR )

引物为转录细菌 16S rRNA 基因的通用引物

EUBf933和 EUB r1387 [9 ] ,其信息如表 3所示。

PCR 反应体系 (引物及试剂均购自华美生物工

程公司)如表 4所示,具体操作步骤参见文献[ 9 ]。

表 3　引物序列信息

T able 3　 Info rm ation of p rim ers

引物
P rim ers

序列 (5′23′)
Sequences

EUBf933 GCA CAA GCG GT G GA G CA T GT G G

EUB r1387 GCC CGG GAA CGT A T T CA C CG

表 4　PCR 反应体系

T able 4　PCR reaction system

成分
Componen t

体积öΛL
V o lum e

脱氧核苷三磷酸 dN T P s 4

引物 1 P rim er 1 (EUBf933) 2. 5

引物 2 P rim er 2 (EUB r1387) 2. 5

镁离子M agnesium ion (M g2+ ) 3

10×缓冲液 10×buffer 5

双蒸馏水 ddH 2O 32. 5

T aq酶 T aq enzym e 0. 7

2. 6　DNA 测序及序列比对

将 2. 5 的 PCR 产物提交上海博亚生物技术公

司北京分公司进行DNA 测序, 将测得的序列与美

国国家生物技术信息中心 (N CB I)核酸数据库已知

序列进行比对, 之后用M EGA 3. 1 软件 (www.

b ioon. com )绘制系统发育树。

3　结果与讨论

PPR 管、镀锌钢管和铜管附生生物膜异养菌平

板计数 (H PC s) 分别为 2. 30× 105, 2. 40× 106,

5. 21×105öcm 2; 并从中分别分离出 6 种 (PPR 1～

PPR 6 )、5 种 (GSP1～ GSP5)和 3 种 (CP1～ CP3)优

势异养菌 (表 5)。

表 5　3种给水管附生生物膜的优势异养菌

T able 5　Dom inan t hetero troph ic bacteria of b iofilm s on th ree p ipes

模拟管道
Sim ulated p ipe

优势菌
Dom inan t bacteria

比对结果
Resu lt of b lasting

比例ö%
P ropo rtion

PPR 管
PPR p ipe

PPR 1 G lacia lice bacterium 27

PPR 2 B revund im onas vesicu la ris 4. 6

PPR 3 A quabacterium sp. clone C27 20

PPR 4 Cau lobacter henricii 5

PPR 5 S p h ing obium am iense 4. 6

PPR 6 A rth robacter sp. 23

镀锌钢管
Galvan ized steel p ipe

GSP1 A f ip ia m assiliensis 8. 3

GSP2 S p h ing om onas sp. L CSAO TU 29 17

GSP3 S p h ing om onas sp. DB21 13

GSP4 A cid ovorax sp. U FZ2B530 10

GSP5 S p h ing om onas sp. SRS2 18

铜管
Copper p ipe

CP1 S p h ing obium sp. 3A 213 4

CP2 S p h ing om onas sp. A TCC 31555 77

CP3 D rink ing w ater bacterium M B10 5

　　由表 5可以看出, PPR 附生生物膜优势异养菌

种类最多 (分属 6个属) ,但无占绝对优势的优势异

养菌,这说明 PPR 是一种比较惰性的管材,不利于

特异微生物发育; 而铜管附生生物膜微生物种群可

能由于 Cu2+ 的选择作用而显得比较单一, S p h in2
g om ona 属优势异养菌占 H PC s 的 86% , 占绝对优

势; 镀锌钢管附生生物膜优势异养菌种类介于二者

之间。

根据《常见细菌系统鉴定手册》[10 ]可知,泡囊短

波单胞菌 (B revund im onas vesicu la ris ) 和节杆菌
(A rth robacter sp. KA 2229)、阿菲波菌 (A f ip ia m as2
siliensis)均为机会病原体, 在一定条件下可以导致

人畜患病。从表 5可知, PPR 管和镀锌钢管附生生

物膜中均含有作为优势异养菌而存在的机会病原
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体,而铜管附生生物膜优势异养菌中却未见这 3 种

机会病原体。因此,从饮水安全方面考虑,铜管为比

较理想的管材。

将各优势异养菌序列与N CB I核酸数据库典型

序列用 DNA Star 软件进行排队, 然后用M EGA

3. 1软件绘制优势异养菌系统发育树,如图 2 所示。

根据文献 [ 11 ],将图 2 中的优势异养菌分别归为 Α
变形杆菌纲 (Α2P ro teobacteria ) , Β变形杆菌纲 (Β2
P ro terobacteria ) , Χ变形杆菌纲 (Χ2P ro teobacteria)

及放线菌纲 (A ct inobacteria)。

图 2　各管道附生生物膜优势菌群系统发育树

F ig. 2　Phylogen ic tree of dom inan t hetero troph ic bacteria of b iofilm s attached to specific p ipes

　　从图 2还可以看出, PPR 管附生生物膜优势异

养菌分属 3个纲,镀锌钢管附生生物膜优势异养菌

分属 2 个纲,铜管附生生物膜仅含有 Α变形杆菌纲
优势异养菌。

从图 2 还可看出,各管道附生生物膜多数优势

异养菌均属 Α变形杆菌纲菌,可能是由于试验用水

较适宜于这个纲的细菌生长。结合图 2,将表 5中各

纲优势异养菌所占比例分别相加可以看出,在 PPR

管、镀锌钢管和铜管 3种管道附生生物膜中, Α变形
杆菌纲优势异养菌所占比例分别为 41. 2% , 56. 3%

和 86% ; Β变形杆菌纲优势异养菌的比例分别为
20% , 10%和 0% ; 放线菌纲优势异养菌的比例分别

为 23% , 0%和 0%。由此可知, Α变形杆菌纲优势异
养菌的比例在 PPR 管、镀锌钢管和铜管附生生物膜

中依次增大;而 Β变形杆菌纲、放线菌纲优势异养菌
的比例则依次减小。
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综上所述可知,管材对附生生物膜中微生物分

布具有显著影响。
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