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海洋污损细菌分离纯化及金属离子抑菌研究 
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摘要: 为了研究海洋生物污损对船体和海洋工程的影响, 作者将热喷涂镀钴基、镍基及含铜氧化钛基

膜的船用厚钢板试样片放置在海水中, 利用振荡培养箱模拟海洋环境, 进行晃片培养。分离纯化镀膜

钢片表面上的细菌, 研究早期污损细菌的生长规律, 通过革兰氏染色、生理生化实验对细菌进行鉴定, 

伯杰氏系统细菌学手册查证。采用纸片法测定抑菌圈, 研究铜、钴、镍 3 种金属离子对污损细菌的影

响, 观察不同离子浓度的抑菌圈。研究结果表明: 早期海洋污损细菌有 G+芽孢杆菌属(Bacillus)、G+芽

孢乳杆菌属(Sporolactobacillus)、G+无芽孢杆菌(Bacilli)、葡萄球菌属(Staphylococcus)、G+无芽孢丝状

菌、假单胞菌属(Pseudomonas)6 类; 其中 G+细菌首先吸附; Cu2+的最佳抑制质量浓度为 30 g/L, Co2+的

最佳抑制质量浓度为 80 g/L, Ni2+的最佳抑制质量浓度为 110 g/L。 
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海洋生物污损给海洋产业、海洋工程以及海洋

装备造成了一系列不利的影响 [1]。生物污损一般分

为污损微生物和大型污损生物 [2], 过程如下 : 材料

表面被一些有机物和无机物吸附, 改变材料表面特

征, 如电荷的电性、亲水疏水性等形成生物膜的条

件 , 从而形成条件膜 [3]。条件膜起到了促进细菌、

微型藻类的附着的作用[4]。黏附污损微生物附着后, 

不断生长繁殖, 黏附污损微生物表面分泌出胞外聚

合物(EPS), EPS 是大分子黏性物质, 能够改变细胞

表面的物理化学性质, 这些大分子黏性物质对黏附

污损微生物细胞之间的吸附、聚集等起有利作用[5], 

最终形成一层具有一定厚度的微生物膜[2, 6]。微生物

膜为大型污损生物提供了丰富的营养物质和良好

的生长环境, 它们的幼虫或孢子黏附在微生物膜上, 

并不断地发育生长, 分泌各种高强度黏附胶附着在

物体表面 , 最终发展形成大型生物污损层 [7]。拟分

离鉴定模拟海水环境中镀钴基、镍基及含铜氧化钛

基膜的船用厚钢板试样片在海水中吸附的早期污

损细菌 [8], 研究钴、镍及铜金属离子浓度对早期污

损细菌的影响, 对研究一种新型防污涂层具有重要

意义 [9]。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料 

钢样: 来自海洋装备用金属材料及其应用国家

重点实验室, 钢片基体是 AH32 海工钢, 采用等离

子喷涂技术处理钢样 [10], 在钢样表面镀钴基、镍基

及含铜氧化钛基涂层, 圆柱体钢片直径 24 mm, 厚

度 8 mm。正方体钢片边长 20 mm, 厚度为 5 mm。 

药品: 分离细菌采用的营养琼脂、生理生化鉴定

实验所用培养基试剂主要来自国药集团化学试剂有

限公司和北京奥博生物技术有限责任公司。 

仪器: HZQ-F160 振荡培养箱, JD3000-3 电子天

平, LDZX-50KBS 立式压力蒸汽灭菌器, SW-CJ-2FD

双人单面垂直洁净工作台, LRH-250A 生化培养箱, 

BM1000 数码生物显微镜。 
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1.2  钢片吸附早期污损细菌分离纯化 

将钢样放入 250 mL 锥形瓶内, 倒入足以没过钢

样的海水, 塞紧棉塞, 放入振荡培养箱内, 调节振荡

培养箱内温度为 25℃、振荡频率为 120 rpm, 以此模

拟海水中的温度和振荡频率, 分别培养 10、20、30、

40 min、1、5、9、13、16、20、24 h, 培养结束后, 将

锥形瓶取出 , 无菌滤纸吸钢样表面海水 , 将钢样放

入无菌水中 , 冲洗干净吸附细菌 , 菌悬液倾倒营养

琼脂平板, 37℃培养 2 d, 将培养好的细菌按照菌落

的颜色、大小、形状进行分离纯化[11-13]。 

1.3  早期污损细菌的鉴定  

将分离纯化的细菌进行革兰氏染色 , 糖类分解

实验 , V-P 实验 , 甲基红实验 , 柠檬酸盐利用实验 , 

硝酸盐还原实验, 淀粉水解实验, 吲哚实验, 接触酶

实验, 记录结果[14]。 

1.4  金属离子对早期污损细菌生长的影响 

采用滤纸片法实验[15], 配置不同浓度的 CuSO4、

CoCl2、NiCl2 溶液, 确定金属离子溶液对一株早期海

洋污损细菌抑菌效果[16]。含铜氧化钛基膜模拟海水

中振荡 10 min, 分离吸附 1 株革兰氏阳性杆状菌作

为待测菌株。 

2  结果与分析 

2.1  早期污损细菌生长特征  

依据菌落形态, 细胞形态, 革兰氏染色, 糖类分

解实验, V-P 实验, 甲基红实验, 柠檬酸盐利用实验, 

硝酸盐还原实验, 淀粉水解实验, 吲哚实验, 接触酶

实验结果, 3 种膜上分离纯化出 42 株细菌, 经伯杰手

册查证[17], 共分为 6 类: G+芽孢杆菌、G+芽孢乳杆菌、

G+葡萄球菌、G+诺卡氏菌、G–假单胞菌、G+无芽孢

杆菌类, 分离到代表性细菌鉴定结果见表 1、图 1。 

表 2 表明, 革兰氏阳性细菌最先出现在钢样上, 

30 min 后, 在 Ni 基膜发现革兰氏阴性菌。应与细菌

细胞壁结构有关, 革兰氏阳性细菌的细胞壁由 N-乙

酰葡糖胺和 N-乙酰胞壁酸两种单糖相互间隔连成长

链聚糖 , 磷壁酸结合在革兰氏阳性细菌细胞壁上 , 

一种与肽聚糖分子进行共价结合, 另一种是跨越肽

聚糖层与细胞膜的脂质层共价结合, 而革兰氏阴性

菌的细胞壁厚度比革兰氏阳性细菌薄, 肽聚糖层很

薄, 埋藏在外膜脂多糖(LPS)内[18], 革兰氏阴性细菌

不含有磷壁酸。磷壁酸的主要成分甘油磷酸和核糖

醇磷酸使革兰氏阳性细菌细胞表面整体带负电, 而

钢片中铁离子带正电 , 利于和金属膜结合 , 故革兰

氏阳性细菌先附着在金属表面(图 2)。 

2.2  Cu、Co、 Ni 3 种金属离子对细菌生

长的影响 

Cu、Co、 Ni 3 种金属离子对海洋污损细菌生长

的影响见表 3、图 3。 

由图 3可见: Cu2+溶液质量浓度为 10 g/L~30 g/L, 

抑菌圈的直径慢慢变大, 当质量浓度达到 30 g/L 时, 

抑菌圈的直径达到最大, 此时的抑菌圈直径 2.8 cm, 

30 g/L 之后抑菌圈的直径开始变小, 当质量浓度> 

50 g/L之后无抑菌圈。当 Co2+溶液浓度<60 g/L时, 没

有抑菌圈, 当质量浓度在 60 g/L~80 g/L 时抑菌圈的

直径逐渐变大, 在 80 g/L 达到最大, 抑菌圈直径为

1.9 cm, 在 80 g/L 之后抑菌圈的直径逐渐变小, 最后 

 
表 1  代表性细菌生理生化实验结果 
Tab. 1  Results of physiological and biochemical identification of bacteria 

钢样分离到 

代表性细菌 

糖类发酵 

产酸 

糖类发酵 

产气 

淀粉水解

实验 

柠檬酸盐

利用实验

硝酸盐

还原实验
吲哚实验 V-P 实验 

甲基红 

实验 

接触酶

实验 

1(Ni 20 min①) + – – – + – – + + 

2(TiO2 10min③) + – + – + – – + – 

3(Ni 40min④) + – – – + – – – + 

4(TiO2 16h ③) + – – – – – – – + 

5(Ni 30min④) + – + + – – – + + 

6(Co 30min⑥) + – – + + – – + + 

1(Ni 20 min①): 杆状, 革兰氏阳性菌, 菌落较大, 呈白色不规则状、表面干燥褶皱、边缘不整齐、呈半透明状; 2(TiO2 10min③): 杆菌, 革

兰氏阳性菌, 菌落表面粗糙边缘不规则, 呈白色, 干燥有褶皱, 菌落较小; 3(Ni 40 min④): 球状, 革兰氏阳性菌, 菌落小, 呈灰色规则状、表面光

滑湿润、边缘整齐; 4(TiO2 16 h③): 丝状, 革兰氏阳性菌, 菌落大, 呈白色不规则状, 表面干燥褶皱、边缘整齐; 5(Ni 30 min④): 杆状, 革兰氏阴

性菌, 菌落较小, 呈白色规则状、表面光滑湿润、边缘规则; 6(Co 30 min⑥): 杆菌, 革兰氏阳性菌, 菌落表面光滑湿润且边缘规则, 菌落呈白色

小点状; “+”. 阳性, “–”. 阴性 
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   图 1  代表性细菌形态 

Fig. 1  Representative bacterial morphology 

1-1. G+芽孢杆菌; 1-2. G+芽孢乳杆菌; 1-3. G+葡萄球菌; 1-4. G+无芽孢丝状菌; 1-5. G–假单胞菌; 1-6. G+无芽孢杆菌(BM1000 数码生物显微镜

1 000 倍) 

1-1. G+ Bacillus, 1-2. G+ Sporolactobacillus, 1-3. G+ Staphylococcus, 1-4. G+ no spore filamentous bacteria, 1-5. Pseudomonas, 1-6.G+bacilli 
(BM1000 biomicroscopy 1000 times) 

 
表 2  早期钢样污损细菌 
Tab. 2  Early steel stain bacteria 

镀膜钢样与时间 G+芽孢杆菌 G+芽孢乳杆菌 G+葡萄球菌 G+无芽孢丝状菌 G–假单胞菌 G+无芽孢杆菌类

Ni 10 min * * *    

TiO2 10 min * * * *   

Co 10 min *      

Ni 20 min *      

TiO2 20 min *      

Co 20 min *      

Ni 30 min *  * * * * 

TiO2 30 min * *    * 

Co 30 min *  *   * 

Ni 40 min *  * *  * 

TiO2 40 min *  * *  * 

Co 40 min *  * *  * 

Ni 1 h  *     

TiO2 1 h *      

Ni 5 h *    *  

TiO2 5 h *     * 

Co 5 h *      

Ni 9 h *     * 

TiO2 9 h * *    * 



 

78 海洋科学  / 2020 年  / 第 44 卷  / 第 1 期 

续表 

镀膜钢样与时间 G+芽孢杆菌 G+芽孢乳杆菌 G+葡萄球菌 G+无芽孢丝状菌 G–假单胞菌 G+无芽孢杆菌类

Co 9 h *      

Ni 13 h * *     

TiO2 13 h *      

Co 13 h *     * 

Ni 16 h *      

TiO2 16 h    *   

Co 16 h *     * 

Ni 20 h *     * 

TiO2 20 h *     * 

Co 20 h *     * 

Ni 24 h *     * 

TiO2 24 h *     * 

Co 24 h *     * 

注: *代表有细菌出现 

 

图 2  细菌吸附机制图 

Fig. 2  Diagram of bacterial adsorption mechanism 

 
表 3  3 种离子抑菌圈 
Tab. 3  Three kinds of ionic bacteriostatic circles 

3 种离子抑菌圈(cm) 

金属溶液质量浓度(g/L) 
 

10 15 20 25 30 35 40 45 50 70 80 90 100 110 120 130 140 150

Cu/d 1.0 1.2 1.8 2 2.8 2.5 1.2 1.8 0.6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Co/d 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1.0 1.9 0.9 1.3 1.4 1.5 1.7 1.6 1.6

Ni/d 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.8 0.9 1.2 1.3 0 0 0 0 
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图 3  3 种金属离子抑菌圈趋势图 

Fig. 3  Trends in the bacteriostasis circles of three metalions 

 
趋于平稳。当 Ni2+溶液质量浓度<70 g/L 时, 抑菌圈

的直径为 0, 当浓度>70 g/L 时, 开始出现抑菌圈, 质

量浓度 110 g/L 时, 抑菌圈直径达到最大, 抑菌圈直

径为 1.3 cm, 当质量浓度>110 g/L 后抑菌圈消失。 

3  结论 

分离纯化出早期海洋污损细菌 , 依据伯杰手册

第八版, 10 min~20 min, 吸附细菌为 G+芽孢杆菌属、

G+芽孢乳杆菌属、G+无芽孢杆菌中乳杆菌、G+葡萄

球菌属、G+无芽孢丝状菌。30 分钟, 出现 G–假单胞

菌属、G+无芽孢利斯特菌属, 1 h 芽孢杆菌出现荚膜, 

9 h 后荚膜加厚。革兰氏阳性细菌中磷壁酸携带负电

荷 , 与金属离子所携带的正电荷相结合 , 率先附着

在金属表面, G+细菌表面的磷壁酸更容易与金属离

子吸附。Co 基膜在 10 min~9 h 之间对细菌的抑制能

力逐步降低, 到 9 h 时对细菌的抑制力最弱, 9 h 之后

抑制能力逐步增强。Ni 基膜在 10 min~5 h 之间对细菌

的抑制能力逐步减小, 到 5 h 时抑制能力最弱, 5 h~ 

9 h 之间细菌的抑制能力基本不变, 9 h~16 h 抑制能

力逐步提高, 16 h 之后抑制能力变开始变强。TiO2 基

膜在 10 min~5 h 之间对细菌的抑制能力逐步减弱, 

5 h~9 h 细菌的抑制能力保持不变, 9 h~16 h 抑制能力

增加, 16 h 之后对细菌的抑制能力再次减弱。24 h 抑

制污损细菌生长能力监测, Ni 基膜>TiO2 基膜>Co 基

膜。Cu2+溶液达到 30 g/L 时, Co2+溶液浓度在 80 g/L, 

Ni2+溶液浓度 110 g/L 时, 抑菌圈直径分别达到最大, 

相同浓度下铜离子对污损细菌影响显著。 
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Abstract: Marine biofouling has dramatic impacts on hull and ocean engineering. Samples of thick marine steel 

plates hot sprayed with cobalt-, nickel-, and copper-titanium-containing film coatings were placed in sea water. The 

sea environment was simulated by a shaking incubator. The bacteria on the surface of the coated steel sheet were 

separated and purified, and the growth curve of early fouling bacteria was studied. The bacteria were identified by 

Gram staining and physiological and biochemical experiments. Bacteria were also identified according to Berger’s 

systematic bacteriology manual. The inhibition zone was determined by the paper method; the effects of three metal 

ions, copper, cobalt, and nickel, on one strain of bacteria were studied, and the inhibition zone at different ion con-

centrations was observed. The results showed that in the early marine fouling stage, the bacteria included G+ Bacil-

lus, G+ non-Bacillus, Staphylococcus, G+ nonspore-forming filamentous fungi, and Pseudomonas; G+ bacteria were 

adsorbed first. The optimal inhibitory concentrations of Cu2+, Co2+, and Ni2+ were 30, 80, and 110 g/L, respectively. 
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