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材料表面性质对微生物附着行为的影响 
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摘要: 利用荧光显微镜计数法, 研究了微生物在 4 种不同材料表面的初始附着行为, 对微生物附着进

行了定量描述 , 初步获得以下结果: (1)不同材料表面 , 细菌的附着量呈现如下差异: 316L 不锈钢> 

PVC>玻璃, 在有机硅材料(道康宁 T2)表面的附着变动性很大; (2)同种材料表面, 不同细菌的附着量也

不同 , 表现为 : Shewanella oneidensis MR-1 菌株和 Pseudomonas aeruginosa PAO1 菌株均大于

Escherichia coli JM109 菌株。并由此对其附着差异和影响因素进行了讨论。 
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生物污损对人类开发和利用海洋带来巨大损失[1]。

生物污损的早期阶段是微生物附着和生物膜形成阶段[2]。

海洋微生物附着过程包括细菌起始黏附、生物膜黏

附期、生长期、成熟和剥落期等 4个阶段[3-5]。首先, 

有机分子和少量细菌黏附在物体表面 [6], 在化学键

合、静电作用、机械联锁或扩散作用下进行黏附[7], 

也会在剥离、平面剪切、非平面剪切等作用下从表

面脱落[8], 所以此时为可逆附着阶段; 然后微生物利

用自身分泌的聚合物在表面牢固黏附, 进入不可逆

附着阶段; 不可逆附着后, 生物膜继续生长, 经过几

天或数周时间到达成熟和剥落期[9-10]。微生物在材料

表面的附着、固定是一个十分复杂的动态过程, 受很

多因素的影响。探究不同材料表面污损微生物的附

着差异是研究生物污损的基础。Berntsson 等[11-12]研

究表明, 附着密度随粗糙度相关参数值的增加而下

降并与疏水性呈正相关。Granhag等[13]发现, 表面特

征会影响孢子在表面的黏接强度, 而且润湿性也决

定着附着生物与物体表面之间的实际接触面积和吸

附强度[14-16]。研究还表明, 微生物在材料表面的附着

情况也受基体成分及各种环境因素(盐度、温度、酸

碱度、营养盐等)的影响[17-18]。 

虽然微观尺度的附着已得到了广泛探讨 [19-21], 

但现有研究大多只针对导电性金属或不导电的聚合

材料, 尚缺乏这两类材料的对比研究。为此, 本文利

用表面荧光显微镜对 4 种材料试片上的附着细菌进

行了定量描述, 初步分析了细菌在不同材料表面的

附着情况及材料表面不同微生物的附着差异, 并初

步探讨了影响微生物附着的主要因素。 

1  材料与方法 

1.1  测试材料 

实验采用大小 20 mm×20 mm×2 mm的 316L

不锈钢试片、载玻片用玻璃试片、聚氯乙烯试片

(Polyvinyle Chloride, PVC)和有机硅试片 (Silastic 

T-2)。有机硅试片由道康宁 T2(DOW Corning Corpora-

tion, USA)制作而成, 先由普通玻璃制作成 20 mm× 

20 mm×2 mm 的模具, 然后在模具底面放置一层

2000 目的砂纸, 将 Silastic T-2 base translucent 和

silastic T-2 curing agent以 10:1混合, 搅拌均匀后倒

入模具, 1d后有机硅试片即可脱模而成。 

实验中的 316 L 不锈钢试片、玻璃试片及 PVC

试片均分别用 1000 目、1200 目、2000 目的水砂纸

依次进行打磨, 打磨顺序从低逐渐到高, 循序渐进, 

每更换一个目数, 试片打磨方向与上一号方向垂直

90°。然后用无水乙醇浸泡 316 L不锈钢试片、玻璃

试片、PVC试片及有机硅试片, 再用超声波清洗, 取

出晾干, 紫外灭菌 12 h。 
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1.2  细菌菌株及其培养条件 

试验采用 3 种典型的附着性微生物作为供试菌

株 , 包括铜绿假单胞菌 (Pseudomonas aeruginosa 

PAO1简称 P.aeruginosa PAO1)来自于日本东京工业

大学; 大肠杆菌 JM109菌株(Escherichia coli JM109

简称 E.coli JM109)来自于香港大学 ; 希瓦氏菌

Shewanella oneidensis MR-1(S.Oneidensis MR-1)菌株

来自于浙江大学。 

配制LB培养基, 调 pH至 7.0, 121℃灭菌 30 min, 

接种 P.aeruginosa PAO1和 E.coli JM109微生物菌株, 

置于 37℃的振荡培养箱中过夜培养; 配制低盐培养

基 (LLB), 调 pH 至 7.0, 121℃灭菌 30min, 接种

S.oneidensis MR-1 菌株置于 30℃的振荡培养箱中过

夜培养。实验中用到的培养基 LB 和 LLB 的组分列

于表 1。 
 
表 1  LB 和 LLB 培养基的组成 
Tab. 1  The composition of medium LB and LLB 

组分 (g/L) 
培养基 

氯化钠 蛋白胨 酵母粉 

LB 10.0 10.0 5.0 

LLB 5.0 10.0 5.0 

 

1.3  实验方法 

1.3.1  表面形貌观测和接触角测量 

利用三维视频显微镜(型号: KH-1300)和静态接

触角测试仪(型号: CAM100)测量 316L不锈钢、玻璃、

PVC、有机硅(Silastic T2)4种材料表面的表面形貌和

静态接触角。 

1.3.2  标准液的配制 

标准磷酸缓冲液(PBS)配制: 用电子分析天平准

确称取 NaCl 8.0 g, KCl 0.2 g, Na2HPO4 1.44 g, 

KH2PO4 0.44 g溶于 1 L蒸馏水中, 121℃灭菌 30 min。 

戊二醛固定液配制: 将 50%的戊二醛用 PBS 稀

释 10倍配成 5%的戊二醛溶液。 

DAPI染色液配制: 暗处准确称取 0.001 g 4,6二

脒基-2-苯吲哚盐酸(DAPI), 溶于 1mL 无菌三蒸水中

制成 1 g/L的 DAPI母液, -20℃避光冻存。使用的时

候, 先取出放在 4℃下溶解, 然后用 PBS 逐级稀释

103倍配制成 1mg/L的 DAPI染色液, 4℃避光保存。 

1.3.3  挂片实验 

将过夜培养的菌液 2～4℃下 6 000 r/min冷冻离

心 5 min, 弃去上清用 PBS清洗 1～2次, 将离心管中

沉淀的菌细胞在 PBS 中悬浮, 利用荧光显微镜计数, 

制成终浓度 1×107cfu /mL 的菌液。将紫外灭菌的

316L不锈钢、PVC、玻璃和有机硅(Silastic T2)试片

浸泡在菌液中(3次重复试验), 37℃下置于 150 r/min

的振荡培养箱中培养。 

1.3.4  荧光显微镜观察与计数 

试片在菌液中培养, 分别于不同采样时间(如 1、

3、6、24、48、72 h)取出试片, PBS冲洗以除去未黏

附细胞, 5%戊二醛固定 30 min。取出试片, PBS清洗

2～3次, 1mg /L的 DAPI染色 10 min, PBS冲洗 2～3

次, 于荧光显微镜(德国 ZEISS)下观察不同材料表面

对细菌的黏附数量 , 拍照计数 , 并利用 Image-Pro 

Plus 6.0软件进行数据分析。 

2  结果与分析 

2.1  细菌在材料表面随时间变化的附着 
过程 

以 S.oneidensis MR-1菌株在有机硅试片表面的

附着情况为例, 说明细菌附着随时间变化的规律。图 1

是有机硅试片在 1×107cfu /mL的 S.oneidensis MR-1

菌液中挂片, 在附着不同时间后的荧光显微镜照片。 

图 2是有机硅材料(Silastic T2)在 1×107 cfu /mL

的 S.oneidensis MR-1 菌液中挂片的荧光显微镜计数

结果, 利用 Image-Pro Plus 6.0软件分析得到试片表

面随时间变化附着量如图 2 所示。开始呈现上升趋

势, 在附着时间 3 h时达到峰值, 随之出现短暂的下

降趋势, 之后又进入上升的附着阶段且细菌在试片

上的附着数量不断增加, 并逐渐形成生物膜体系。 

2.2  不同材料试片上污损生物的附着情况 

4种不同材料试片上 E.coli JM109、P.aeruginosa 

PAO1、S.oneidensis MR-1三种菌株的附着情况如图

3～图 5所示。 

相同温度条件下, 不同种类材料(玻璃、316L不

锈钢、PVC、有机硅)试片在 1×107cfu /mL的微生物

(S.oneidensis MR-1、E.coli JM109、P.aeruginosa PAO1) 

菌液中进行的挂片, 结果如图 3～5 所示, 可以看出, 

材料表面细菌的附着在达到不可逆黏附阶段后, 不

同材料对污损细菌的附着量大小呈现如下趋势 : 

316L 不锈钢片>PVC>玻璃, 玻璃材料较其他三种材

料表现出较好的防污损特性 , 有机硅材料(Silastic  
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图 1  S.oneidensis MR-1在有机硅试片表面的附着规律 

Fig. 1  The attachment regular pattern of S.oneidensis MR-1 on organic silicon (Silastic T-2) material 
 

 

图 2  S.oneidensis MR-1在有机硅试片上随时间变化的附

着情况 

Fig. 2  The attachment of S.oneidensis MR-1 on organic 
silicon (Silastic T-2) material over time 

 

图 3  E.coli JM109在不同材料表面的附着情况 

Fig. 3  The attachment of E.coli JM109 on different materials 

 

图 4  P.aeruginosa PAO1在不同材料表面的附着情况 

Fig. 4  The attachment of P.aeruginosa PAO1 on different 
materials 

 

 

图 5  S.oneidensis MR-1在不同材料表面的附着情况 

Fig. 5  The attachment of S.oneidensis MR-1 on different 
materials 
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T2)表面细菌的附着量时而大于或小于另外三种材

料的表面附着量 , 具有很大的变动性 , 表明材料自

身具有不确定特性。 

2.3  同种材料表面不同污损生物的附着 
情况 

同种材料表面污损生物菌株的附着情况如图

6～图 9所示。 

 

图 6  不同细菌在玻璃材料表面的附着情况 

Fig. 6  The adhesion of different kinds of bacteria on glass 
material 

 

图 7  不同细菌在有机硅材料表面的附着情况 

Fig. 7  The adhesion of different kinds of bacteria on sili-
cone material  

 

图 8  不同细菌在 316L不锈钢材料表面的附着情况 

Fig. 8  The adhesion of different kinds of bacteria on 316L 
stainless steel  

 

对同种材料而言, 由图 6～图 9 可以看出, 试片

上附着细菌的数量呈现如下规律: 菌株 S.oneidensis 

MR-1 和 P.aeruginosa PAO1 在 4 种材料表面的附着

面积均大于菌株 E.coli JM109, 可见污损生物在材料

表面的附着量跟污损细菌种类具有一定的相关性。 

 

图 9  不同细菌在 PVC材料表面的附着情况 

Fig. 9  The adhesion of different kinds of bacteria on PVC 
material 

 

3  讨论 

3.1  细菌在材料表面随时间变化的原因 
分析 

由图 2中 S.oneidensis MR-1在有机硅材料试片

上随时间变化的附着情况看,  S.oneidensis MR-1在

有机硅材料上的附着面积在 1～3 h时间内呈现上升

趋势, 在 3～24 h时间内呈现下降趋势, 继而又呈现

上升趋势。可见在 1～3 h是初始附着阶段, 继而 3 h

左右进入可逆附着阶段, 微生物在表面的附着源于

水流、生物体运动或这些进程的联合作用。

S.oneidensis MR-1 附着数目骤然增加的同时, 由于

附着的可逆性, 极易在流速的剪切力或微生物自身

鞭毛的作用下脱落, 所以试验中细菌在短暂的数目

陡增后, 数目开始减少。进入不可逆附着阶段, 只有

牢固黏附的细菌才能在物体表面继续生长并分泌大

量胞外聚合物, 并在胞外聚合物的作用下使得溶液

中细菌继续黏附, 并形成生物膜。 

3.2  材料表面特征与细菌特性影响微生物

附着的原因分析 

3.2.1  材料表面特性对细菌附着的影响 

利用视频显微镜测得四种材料的表面形貌, 如

图 10所示。 

利用静态接触角测试仪测得四种材料表面的静

态接触角如图 11。 

在海洋环境中, 基体材料的理化特性和表面特

征均会影响附着生物的数量, 从而影响微生物在机 



 

60 海洋科学  / 2012年  / 第 36卷  / 第 12期 

 

图 10  4种不同材料的表面形貌 

Fig. 10  The surface morphology of 4 different materials 
 

 

图 11  不同材料的静态接触角 

Fig. 11  The contact angle of different specimen surfaces 
a为 316L不锈钢; b为 PVC材料; c为玻璃材料; d为有机硅材料 

a is 316L Stainless steel; b is PVC material; c is glass material; d is 
organic silicon silastic T-2 material  
 

体表面的附着并最终导致生物污损[22]。由实验中材

料表面的一些参数结合附着结果可以看出, 粗糙度

和材料表面的润湿性(由材料表面静态接触角体现出, 

接触角越大润湿性越小)是影响污损微生物在材料表

面附着的重要因素。由图 10 和图 11 可以看出经过

打磨的 316L 不锈钢材料表面疏水性良好(图 11), 但

依然具有较大的表面粗糙度(图 10), 很容易被污损

生物附着; 玻璃有相对较好的亲水表面(图 11), 但其

均匀光滑的表面形貌(图 10), 使得细菌不易在其表

面附着; 接触角大于 98°的材料表面能都低 25 mJ/m2, 

因此被称为低表面能材料 [23], 有机硅材料表面接触

角接近于 120°(图 11), 是典型的高疏水、低表面能材

料, 但微生物在材料表面的附着情况还与表面形貌

息息相关, 由于在制作过程中易产生气泡, 从图 10

可以明显看出有机硅材料的表面形貌较粗糙, 且研

究表明有机硅防污材料在水中短时间浸泡会使表面

能逐渐增大、防污性变差[24], 这些因素都会使有机硅

材料表面细菌附着量变动较大。 

此外, 新的研究发现, 有机硅材料体系中, 污损

物的释放不仅与表面能有关, 而且与表面能及弹性

体模量 E 乘积的 1/2 次方成正比[25]。实验中有机硅

材料具有低表面能 , 但具有较高的弹性模量 , 两者

共同影响着细菌在有机硅材料表面的附着量, 可见

除表面能外弹性模量等表面特征参数也是影响材料

表面附着差异的主要因素。 

3.2.2  细菌特性对微生物附着的影响 

生物膜的形成除与营养、水动力等外界环境因

素有关外, 与细菌自身的特征也有重要关系。从实验

结果 (图 6～图 9)来看, S.oneidensis MR-1 菌株和 

P.aeruginosa PAO1菌株均大于 E.coli JM109菌株的

附着面积, 这是与不同微生物种类的鞭毛着生情况

密切相关的, S.oneidensis MR-1, 单生鞭毛[26]; 铜绿
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假单胞菌(P.aeruginosa PAO1)单端 1～2 根鞭毛[27]; 

E.coli JM109周身鞭毛[5]。端生单鞭毛的杆菌或弧菌

接触表面后 , 单鞭毛黏附在表面上 , 然后菌体横卧

附着在表面上, 细菌逐渐地产生侧生鞭毛或黏多糖

的纤丝 , 使其在表面牢固地附着 , 可避免被流体冲

刷下来[28-30]。研究发现鞭毛介导的运动性在最初的

表面黏附和后期的生物膜形成中都发挥了重要作用[31]。

鞭毛介导的运动能使细菌克服表面张力达到物体表

面, 也能让黏附的细菌个体从载体表面播散出去[32]。

试验中也发现, 三种细菌不同的鞭毛数量和着生方

式 , 对细菌在材料表面的附着产生了影响 , 最终表

现出了以上的附着量差异。 

微生物胞外聚合物的产生及数量与微生物的种

类和生长环境息息相关, 虽然实验中条件是一致的, 

但微生物的最适环境条件有差异, 再加上微生物种

类的差异, 所以胞外聚合物的产生及数量会有很大

差异, 这也是导致微生物在材料表面附着差异的重

要因素。此外, 细菌表面附着完成后, 具有群体感应

的细菌能产生并释放自体诱导物 (Autoinducer), 与

周围环境进行信息交流, 从而改变其生理活性[5], 进

而影响细菌在材料表面生物膜的形成。 

由此可见, 由于不同种细菌间鞭毛、胞外聚合物

及群体感应机制的差异, 会影响细菌在材料表面的

黏附力 , 进而影响细菌在同一种材料表面附着 , 因

此在试验中表现为 S.oneidensis MR-1 菌株和 

P.aeruginosa PAO1 菌株在材料表面的附着量均大于 

E.coli JM109菌株的附着。 

4  结论 

通过对不同污损微生物在不同材料表面的附着

情况研究, 得出以下结论:  

(1)污损微生物的附着需要经过可逆附着阶段、

可逆到不可逆附着的过渡阶段、不可逆附着阶段最

后到生物膜发育并最终达到成熟, 在到达不可逆附

着阶段之前细菌在材料表面的附着量变化不定, 达

到不可逆附着阶段后细菌在材料表面的附着逐渐增

多并最终形成成熟的生物膜。 

(2)不同种类的材料表面细菌的附着量存在差

异。实验中细菌附着量表现为 316L不锈钢片>PVC>

玻璃, 说明不同种类材料表面的不同性质及化学组

成对污损微生物的附着具有影响, 有机硅材料接触

角大表面能低, 是典型的高疏水、低表面能材料, 可

通过进一步改良材料制作工艺来进行海洋防污。 

(3)同种材料表面不同污损细菌的附着量存在差

异。实验中表现为 : S.oneidensis MR-1 菌株和 

P.aeruginosa PAO1菌株均强于 E.coli JM109菌株的

附着, 可见不同细菌种类的自身特性(如有无鞭毛、

分泌聚合物的多少及种类等)也是影响细菌附着的因

素之一 , 据此可以调查得出主要污损微生物种类 , 

并有针对性的采取积极的海洋防污措施。 
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Abstract: Biofouling has great impact on marine vessels and engineering facilities, resulting in huge losses to the 

development of marine economy. It is very important to study the regular pattern of biofouling and develop new 

antifouling materials for controlling biofouling. Here we studied the initial attachment behavior of bacteria on 4 

different materials surface with fluorescence microscopy. The results show that: (1) The attachment ability of bac-

teria on different kinds of materials is different with an order: 316L stainless steel > PVC > Glass. It is worth men-

tioning that the bacteria attachment ability on silicone material (Dow CorningT2) varied widely. (2) Different kinds 

of bacteria also show different attachment ability on the same material surface. It is easier for S.Oneidensis MR-1 

and P.aeruginosa PAO1 strain to adhere on materials than E.lico JM09 strain. In this paper, the different attachment 

ability of bacteria and the influence factors were discussed. 
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