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要!在平板式生物膜反应器内!研究波长范围为
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种不同单色光源对高效

光合产氢细菌生物膜生长特性的影响进行实验!讨论了不同光照波长对沼泽红假单胞菌生物膜表

面覆盖率'膜厚'干重和密度的影响%实验结果表明!不同的光照波长对生物膜生长速率及结构具

有重要影响!在相同的时间间隔内!生物膜表面覆盖率随着光照波长的增加而增加!而光照波长对

生物膜干重影响很小!在实验运行
DP

后!生物膜厚度随着波长的增加而减小#光照波长越长!生物

膜密度越高!这是由于较短的光照波长抑制了细菌的分裂及胞外高聚物的生成%

关键词!光合细菌#生物膜#可视化#膜厚#膜干重
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细菌生物膜与人类生活关系密切'由于生物膜

抗逆性较强&并且难以控制&往往导致一些致病细菌

在医疗设备及食品加工设备上形成生物膜*

=>"

+

&造成

污染#此外&生物膜细菌还可污染与人类生活相关的
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设施&如空调系统,供水系统等&从而降低这些设备

的使用效率和寿命'但是&生物膜同样可以被人们

加以利用&比如&由于固定化生物膜反应器操作稳定

性高&生物量密度大&细菌停留时间长*

D

+

&相比悬浮

生长反应器具有更大的优势&所以细菌生物膜大量

应用在废水处理系统中#除此之外&生物膜也经常用

于对污染土壤的生物修复系统当中*

?

+

'因此&对细

菌生物膜的研究一直是微生物学,医学,环境科学等

领域中的热点问题'目前&利用光合产氢细菌生物

膜反应器生产氢气已被认为是最有前途的氢气生产

方式之一*

F

+

'

生物膜的形成过程包括细菌的吸附,生物膜的

发展和成熟
!

个阶段&成熟的生物膜是不可逆吸附

到载体表面,包含细菌胞外聚合物并且表现出特殊

的表形特性的微生物群体*

E>#

+

&在自然界中&微生物

*)[

以上是以生物膜的形式存在的'研究表明&细

菌在固体基质表面上的生长代谢行为与悬浮细菌具

有较大差异&受水力条件,营养条件等外部环境因素

的影响非常大*

*

+

&而这些外部制约因素对光合细菌

生物膜在固体基质表面生长的影响仍未见报道'

在固定化光合细菌生物膜反应器制取氢气过程

中&光合细菌首先在反应器内部的载体表面形成生

物膜&挂膜成功是利用产氢细菌生物膜反应器制取

氢气的前提和关键性一步&研究光合细菌在固体基

质表面的生长特性及机理具有重要意义'文中采用

在线观察和离线分析相结合的方法&研究了不同的

光照波长对光合细菌生物膜在固体基质表面上生长

特性的影响&揭示了光合细菌在固体基质表面上的

吸附及生长机理&同时为光合细菌生物膜制氢反应

器的挂膜启动提供实验依据&并且为光生物制氢技

术的发展提供基础性材料'

;

!

材料与方法

;<;

!

实验装置

='='=

!

光合细菌生物膜平板反应器

可视化光合细菌生物膜平板反应器如图
=

所

示&该反应器主要由透明的有机玻璃材料及盖玻片

!

"DKKRF)KKR)'=EKK

"组成&尺寸为
=#)KK

R=!DKKR=#KK

&以盖玻片作为可视化窗口及光

合细菌生物膜生长的载体'反应器主体包括
?

个流

道&流道尺寸为
=#KKR?)KKRDKK

&每个流道

的下侧由盖玻片通过有机玻璃盖板以螺栓联接的方

式密封&以便对盖玻片作进一步的离线分析'在反

应器的入口处设置了由均流板及玻璃珠组成的均流

装置&以保证每个流道的流速相同'

='='"

!

实验循环系统

实验循环系统如图
"

所示'实验系统主要由生

图
;

!

可视化生物膜平板反应器

物膜反应器,过滤瓶!

"?)K_

",蠕动泵,数码光学显

微镜和计算机构成&其中生物膜反应器和过滤瓶由

硅胶管连接构成封闭式循环系统&可视化装置由

BSHJ1

光学显微镜,

11T

摄像机及计算机构成'

细菌菌落生长图像经显微镜放大之后&由
11T

摄像

机感光生成数字图像输入计算机&通过
BSHJ1

图

象分析软件在显示器上实时显示&并将数据存储到

计算机的硬盘当中'

图
=

!

实验循环系统
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!

方法和步骤
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细菌菌种和培养基配方

实验采用的光合细菌菌种为沼泽红假单胞菌

!

"*F3FDCB3F8FMGD

4
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"'为实现光合细菌生

物膜生长采用了矿物盐培养基&配方如下(葡萄糖(
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'该培养基以葡萄糖为唯一碳源'

='"'"

!

实验步骤

按
=

k

=)

的体积比将光合细菌接种到灭菌后的

液体培养基中&用无菌的
(/BN

溶液将其
M

N

值调

至
E')

&在光照培养箱内培养菌悬液至对数生长期&

培养温度为
!)^

'将菌悬液通入实验系统&调整蠕

动泵&使 菌 悬 液 在 反 应 器 内 部 循 环 的 流 量 为

""#K_

-

2

&底物溶液葡萄糖浓度为
=)

3

-

_

&再将过

F=*
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滤瓶内充入氩气使系统内部达到厌氧条件'实验菌

种吸收可见光波长范围为
D))

#

E#).K

&光源采用

主波长为
D").K

,

?").K

和
?*).K

的
_JT

单色

光源&光照强度为
?)))&V

'

每次实验之前用
C/-:%-5,9IS==D

型电子分析天

平!德国"称量每块盖玻片的重量&并用福尔马林溶液

和高压灭菌锅分别对反应器及硅胶管和过滤瓶进行

灭菌处理'从实验开始起&每隔
"

#

!2

拍摄
=

次菌落

生长图像&并从实验开始的第
"P

起&每天更换
=

片经

福尔马林消毒的盖玻片和
"))K_

灭菌后的矿物盐培

养基'实验操作在室温
"?^

环境下进行'

;<>

!

测量参数及分析方法

=

"菌落覆盖率(在每一时刻点随机拍摄
?

张细

菌菌落生长的显微照片&利用
BSHJ1

图像分析软

件计算该时刻下的平均菌落面积大小及相应的菌落

覆盖率*

=)

+

'

"

"生物膜干重(将从反应器中更换下来的附着

有生物膜的盖玻片用蒸馏水轻轻冲洗&除去未固定

的生物量&然后放置于温控为
=)?^

的烘干箱内进

行烘干&烘干时间为
!)K5.

&等生物膜烘至恒重后对

其称重&此时盖玻片的重量与实验前盖玻片的重量

之差即为生物膜干重*

==

+

'

!

"生物膜膜厚(利用相差显微镜&采用直接显微

法进行测量*

="

+

(将附着生物膜的盖玻片放到载物台

上并固定&用
=)

倍物镜对生物膜表面进行对焦&直

到生物膜处于焦点位置&记下此时显微镜微调刻度

数&然后继续通过微调钮调节物镜对盖玻片表面进

行对焦直到其处于焦点位置&记下此时微调钮读数'

两次成像的微调刻度数之差&经校正后&即为所测生

物膜厚'最终膜厚值为测量
=)

次之后所取的平

均值'

D

"生物膜密度(由于生物膜为多孔状不规则结

构&生物膜内孔隙应视为生物膜的一部分&生物膜密

度根据单位面积的生物膜干重除以相应生物膜膜厚

计算得到'

;<A

!

测量误差

生物膜膜厚的测量误差为
i"

"

K

#生物膜干重

的测量误差为
i)')=K

3

#生物膜覆盖率的测量相对

误差为
i)'=[

'

=

!

结果与分析

=<;

!

不同光照波长条件下光合细菌生物膜的形成

及生长

!!

在波长为
?*).K

的光照条件下&不同时刻光合

细菌菌落的生长情况如图
!

所示'从图中可以看

出(在实验开始后的
"2

之内&细菌菌落已经形成&

但分布并不均匀'到第
=)2

&细菌菌落在长大的同

时彼此连接到了一起&形成了比较致密的结构'到

第
=D2

&细菌菌落厚度明显增加&并且菌落之间由一

些空白区域相分隔'到第
""2

&生物膜已经趋于成

熟&图
!

!

P

"表明(光合细菌生物膜是一种多孔状结

构&在菌落簇周围围绕着液体流动通道&这种通道可

以将营养物质运送到生物膜内部&以供细菌生长代

谢&这种不均匀性生物膜结构较为常见*

=!>=D

+

'

图
>

!

光照波长为
BKM&E

细菌菌落生长过程&

AMMZ

'

E=*

第
#

期
!!!!!!!!!!

朱
!

恂!等&光照波长影响光合细菌生物膜生长特性实验
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!!

图
D

所示为波长为
D").K

的光照条件下&第

=D2

细菌个体及菌落形态'对比图
!

!

L

"可以看出&细

菌及菌落形态在波长为
D").K

和
?*).K

的光照条

件下具有显著不同'在光照波长为
D").K

条件下&

个体细菌呈长条形杆状结构&菌落结构疏松#而在波

长为
?*).K

条件下&个体细菌较小&呈椭球状结构&

且菌落形态致密'由于在实验中循环液底物浓度控

制在
=)

3

-

_

&营养供给充分&所以在波长为
D").K

条

件下的长杆形细菌形态是由于细菌分裂受到光照抑

制作用所致'研究表明&菌落生长与细菌胞外高聚物

!

JSC

"的分泌有关*

=?

+

&在波长为
D").K

条件下的菌落

普遍较为稀疏&说明在该条件下光合产氢细菌的代谢

作用同样受到波长较短的光照抑制'

图
A

!

光照波长为
A=M&E

实验运行第
;A0

细菌个体及菌落形态&

AMMZ

'

=<=

!

不同光照波长条件下的光合细菌菌落覆盖率

变化规律

!!

不同光照波长条件下菌落覆盖率的变化规律实

验结果如图
?

所示'从图中可以看出&光照波长对

光合细菌菌落的生长速度有很大影响&光合细菌菌

落的生长速度会随光照波长的增加而增加'在相同

的生长时间&波长为
?*).K

的光照条件下光合细菌

生物膜覆盖率最高&细菌菌落生长最快#然而&在波

长为
D").K

的光照条件下&由于光合细菌受到光照

波长的抑制&细菌菌落生长最缓慢&生物膜覆盖率最

低#在波长为
?").K

条件下的细菌菌落的生长速度

则介于前
"

种波长条件之间'

图
B

!

不同波长条件下菌落覆盖率的变化规律

=<>

!

不同光照波长条件下光合细菌生物膜干重及

膜厚变化规律

!!

不同光照波长条件下生物膜干重及膜厚随时间

的变化规律分别如图
F

和图
E

所示'从图
F

和图
E

可以看出(在不同光照波长条件下&光合细菌生物膜

干重和生物膜厚度均随着反应器运行时间的增加而

增大'从图
F

可以看出&在整个生物膜生长期间&不

同的光照波长对生物膜干重的影响较小#图
E

实验

结果显示&在整个生物膜生长期间&在波长为

?").K

及
?*).K

光照条件下的光合细菌生物膜厚

度相差不大#当光照波长为
D").K

&实验前
DP

的生

物膜厚度与前
"

种波长条件下生物膜厚度基本相

同&然而第
DP

之后&该条件下的生物膜厚度迅速增

加&且生物膜厚度明显大于前
"

种波长条件下相应

的生物膜厚度'图
#

显示了不同光照条件下生物膜

密度变化规律的实验结果'

图
C

!

不同波长条件下生物膜干重的变化规律

图
H

!

不同波长条件下生物膜厚度的变化规律

图
I

!

不同波长条件下生物膜密度的变化规律

#=*
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从图中可以看出&在波长为
D").K

条件下&光

合细菌生物膜密度在第
"P

后基本趋于稳定#而在

波长为
?").K

和
?*).K

条件下&光合细菌生物膜

密度在第
"P

起随生物膜生长时间的增加而缓慢增

大&这是由于这
"

种光照条件适合光合细菌的生长&

生物膜中光合细菌不断分裂增殖同时吸附在
JSC

上的光合细菌数量大于受流体剪切力影响而脱落的

细菌数量所致'另外&从图中还可以看出&这
"

种波

长条件下的生物膜密度明显大于
D").K

条件下的

生物膜密度&说明短波长条件下生物膜结构较波长

较长条件下更为疏松&且不均匀'这也说明由于波

长为
D").K

的光照条件抑制生物膜生长&使形成的

生物膜中液体流动通道的数量和体积大于波长为

?").K

和
?*).K

条件下液体通道的数量和体积'

>

!

结
!

论

=

"光合细菌生物膜为多孔状不规则结构'在不

同的光照条件下&光合细菌生物膜结构有所不同&在

光照波长为
?").K

和
?*).K

条件下&生物膜结构

较为致密&而在波长最短的
D").K

条件下&生物膜

结构疏松&细菌菌落呈絮状结构'

"

"光合细菌菌落的生长速度受到光照波长的影

响较大&在相同时刻&光合细菌菌落覆盖率随着光照

波长的增加而增加'

!

"波长较短的光照条件抑制了光合细菌的分裂

增殖及生长代谢功能'致使波长为
D").K

的光照

条件由于抑制了光合细菌分裂及胞外高聚物!

JSC

"

的分泌&从而影响到个体细菌形态和生物膜结构'

D

"光合细菌生物膜适于在波长较长的条件下生

长&光合细菌生物膜密度随着光照波长的增加而增加'
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