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营养条件对给水管网细菌运动和附着行为胁迫的动力学模拟

杜邦,胡清源,谷正,单蓉蓉,刘丽

合肥工业大学土木与水利工程学院,合肥２３０００９

摘要　为揭示外界环境中营养物质对细菌运动和附着行为特征的影响,以给水管网中常见的铜绿假单胞菌

(Pseudomonasaeruginosa)野生株(WTPAO１)和变异株(无运动能力,PAO１ΔfliC)为研究对象,采用基于个体

的数学模型方法,使用 MATLAB平台模拟微尺度下营养条件胁迫与细菌初期表面附着、个体运动、生长的定量

关系,研究其在不同营养环境中的附着与运动行为.结果表明:营养条件显著影响着环境中细菌的运动速度和

附着量(P＜０．０５);贫营养条件下(１/５０LB环境),野生株铜绿假单胞菌的运动速度加快,其表面附着量和附着

率提高.在各营养条件下,野生株细菌的附着量和附着率明显高于变异株细菌,验证了运动功能对其表面附着

的重要性.通过数学模型建立营养条件与细菌生长繁殖、运动速度的定量关系,揭示给水管网中营养条件调控

着细菌和细菌、细菌和表面的碰撞频率以及细菌附着行为.
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　　在日常生活和工业生产中,生物膜的存在会形

成潜在的安全隐患[１].生物膜常见于地表水、市政

给水管道、污水生物处理设备、医疗器械表面以及人

体肠道[２].例如,在常见的给水系统中,细菌由于自

身结构和生理特性,能够附着在管材表面并隐匿于

自身分泌的胞外聚合物中,而某些致病菌形成生物

膜之后,对居民的用水安全也造成了安全隐患[３].
微生物初期附着和生物膜形成是一个复杂的动态变

化过程,是微生物自身和环境之间交互作用的结

果[１].对微生物初期附着机制的探究是生物膜形成

机制研究的重要一环,然而,目前人们对这一过程的

了解仍较为匮乏.
在外界环境胁迫下,细菌感受到外界信号的变

化时会迅速做出应激反应.当细菌自身拥有运动能

力时,可以通过鞭毛结构的运动改变自身的位置,寻
求更为合适的生存环境,因而营养环境能够调控着

细菌的运动行为.在给水管网系统中,贫营养环境

虽然不利于细菌生长繁殖,但细菌仍具有附着、生存

以及形成结构稳定的生物膜的能力[４].迄今,外界

的营养物质对微生物附着和集聚行为的研究多关注

于生物膜成熟阶段[５],环境条件对生物膜形成和脱

落至关重要.生物膜中复杂多细胞结构的形成被认

为是 在 有 限 营 养 转 移 条 件 下 生 长 的 结 果[６].

Amsler等[７]研究表明,当处于营养贫乏的环境中

时,细菌会通过提高运动速度的手段以最大限度获

取外界营养.环境的胁迫作用尤其是外界营养的供

应会影响细菌的生物膜形成过程,影响细菌之间相

互碰撞粘附的几率,影响体系中的电荷分布.然而,
目前在微观条件下外界的营养条件对初期细菌附着

和生物膜形成的相关研究较少[８].本研究以给水管

网中常见的铜绿假单胞菌为对象,通过研究营养条

件胁迫下细菌的运动行为和附着的关系,并构建微

观环境条件与细菌繁殖、运动和碰撞的动力学模型,
解析细菌附着和聚集的形成机制,以期为细菌生长

和调控机制的解析提供理论指导.

1　材料与方法

1.1　材　料

１)试验材料和培养环境.本研究所使用的菌种

Pseudomonas aeruginosa 野 生 株 PAO１ (WT
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PAO１,运动型)和PAO１ΔfliC(敲除鞭毛相关基因

fliC 的铜绿假单胞菌,非运动型)来源于中国科学

院微生物研究所.菌种使用LB培养基(２０g/L,北
京奥博星)在３７℃的恒温培养箱中震荡培养至对数

期(１６~１８h)[９Ｇ１０],通过离心(４３７５r/min,１５min)
收集细菌,并将其在磷酸 盐 缓 冲 溶 液 (０．５４g/L
Na２HPO４,０．８８g/LKH２PO４,pH６．９８)中再悬浮,得
到细菌悬浮液[１１].细菌的培养环境使用LB培养基

(１/１LB)为 充 足 营 养 条 件,并 稀 释 相 应 倍 数,

０．８g/L(１/２５LB)、０．４g/L(１/５０LB、贫营养条

件)[１２Ｇ１３],０．２g/L(１/１００LB)以及０．９％的 NaCl溶

液(生理盐水、无营养条件).

２)仪器.SKＧO１８０ＧE 水平摇床(大龙,北京);

LXＧB５０高温灭菌锅(华泰,合肥);Eppendorf离心

机(５８１０R,德国);DNPＧ９１６２电热恒温培养箱(名
宸,合肥);Lambda２５/３５/４５分光光度计(PE,美

国);SWＧCJＧ１FD 超 净 工 作 台 (一 恒,上 海 );

BT２KXL冷冻干燥机(VirTis,美国);IX７３研究级

倒置式显微镜(奥林巴斯,日本);LSM７１０激光共聚

焦显微镜(Zeiss,德国);毛细玻璃管(Corning,美

国);Zeta电位仪(NanoＧZS９０,Malvern).

３)主要试剂.LB培养基(奥博星,北京);CDF
缓冲溶液(Na２HPO４０．５４g/L、KH２PO４０．８８g/L、
分析纯,国药集团,上海);SYTO６３(２０μmol/LInＧ
vitrogen,ThermoFisherScientific).
1.2　细菌培养

在每个烧杯中分别平放３片给水管网中常见的

管 材 聚 乙 烯 (polyethylene,PE)载 片,尺 寸 为

３０mm×１０mm×２mm,将１mL细菌母液加入不

同浓度的营养物质中培养,WT PAO１ 与 PAO１
ΔfliC 各有５种营养环境,以 LB培养基(２０g/L)
作为营养来源,稀释２５倍、５０倍、１００倍,并设置生

理盐水实验组作为参照.实验所需试剂及装置在开

始前经过１．０×１０５ Pa灭菌１５min[１４].取菌悬液

(D６００＝０．５０±０．０２)１mL加入烧杯,均匀混合.培

养２０min后取溶液样品及载片,进行悬浮细菌测定

和附着细菌测定,每个实验重复３次.
1.3　细菌运动观察与分析

使用扁平毛细玻璃管(宽×高＝０．３０ mm×
０．０３mm,壁厚０．０２５mm)从反应装置中抽取样品,
在显微镜的摄像功能下进行观察并录像.视频的处

理和数据提取使用ImageJ图像处理软件(v１．８．０,htＧ
tps://imagej．nih．gov/ij/index．html)及插件,对细菌运

动轨迹进行路径标记与描点,生成运动型细菌的运动

轨迹,以此统计分析细菌运动的线速度(μm/s).
1.4　生物膜细胞的重新悬浮

用生理盐水(０．９％)小心冲洗载片样品,冲刷载

片表面附着不紧密的细菌[１５],随后将载片样品转移

到装有５．０mLCDF缓冲溶液中,持续超声２min
(４７kHz)[１６],得到生物膜细胞悬浮液.
1.5　附着细菌生物量的测定

将载片上的生物膜,使用SYTO６３染液进行

染色后冷干处理[１７].使用激光共聚焦显微镜观察

并统计各载片上的附着细菌量(以体积计),在显微

镜的２０×物镜下进行暗场观察,使用 LambdaＧZＧ
stack组件对样品中的生物膜进行逐层扫描,２０×物

镜下视野区域为４２５．１２μm×４２５．１２μm.
1.6　Zeta 电位的测定

使用Zeta电位仪(NanoＧZS９０,Malvern)对环

境中的菌液进行Zeta电位的测定.每次测定３个

平行样.
1.7　细菌初期附着动力学模型的建立

本研究构建一个二维的物理化学生物模型,从
微观层面上将营养基质的消耗过程与细菌个体的运

动、生长、聚集和表面附着行为相结合,构建营养条

件胁迫下细菌初期表面附着与个体运动生长的定量

关系.本研究设定模拟的二维区域为１０mm×１０
mm,且假定水中营养基质均匀分布.

１)营养基质消耗模型.营养基质的消耗r可用

生物量增长来估算,由 MichaelisＧMenten方程[１８]

获得:

r＝rmax
CS

Km＋CS
b (１)

式(１)中,CS为限制生长的基质质量浓度,fg/

fL;rmax为最高底物吸收率(rmax＝μmax/Ymax);Ymax为

最大营养产量系数;μmax为最大增长速率,min－１;b
为细胞干质量(细菌质量浓度),fg/fL;Km 为基质

半饱和系数,fg/fL.

２)细菌生长、运动、聚集和表面附着模拟模型.
采用基于个体的数学模型,耦合单个细菌的生长、运
动、聚集和表面附着的过程来模拟细菌的个体行为

和附着过程.假设营养基质的消耗速率和细胞的维

持速率与细胞干质量成比例,则细胞质量的净增长

可表示为[１８]:
db
dt＝rYmax－mYmaxb＝ μmaxCS

Km＋CS
b－mYmaxb (２)

７５
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因此,比增长速率为

μ＝ μmaxCS

Km＋CS
－mYmax (３)

式 (２)中 m 表 示 细 菌 维 持 速 率,g有机碳/
(g细胞干 质量 􀅰min).

在不同阶段的细菌体积 可由 Donachie模型描

述[１９]:

VB,d＝
２

１．４３３VB

—
(４)

VB,min＝
１
５VB,d (５)

VB,d表示细菌分裂时的临界体积,fL;VB表示活

细胞平均体积,fL;VB,min表示 临界最小体积,fL.
细胞体积＞VB,d时,认为其分裂出１个新细胞;

细胞体积＜VB,min时,认为其死亡.
本研究认为细菌的随机运动遵循布朗运动.假

设细菌沿着x 或y 轴的运动速度v 与营养基质浓

度成反比,可表达为v＝b－a×Cs,其中a 和b为常

数(经验值,a＝１．５,b＝１７．１),Cs表示所给定的基质

浓度[２０].
根据文献[２１],当细菌之间的距离小于所给定

的极限值,认为它们会碰撞结合形成聚集体.当细

菌个体与边界的距离小于所给定极限值时,即认为

该细菌附着到边界表面.

2　结果与分析

2.1　营养条件对细菌附着的影响

图１为２种细菌使用激光共聚焦显微镜拍摄的

生物膜三维形态,将视野中生物膜的体积进行处理,
作为细菌的附着量.图２为不同营养条件下,２种

试验菌的附着细菌量(以体积表示).首先,WT
PAO１的细菌附着量显著高于 PAO１ΔfliC(P＜
０．０１),其平均附着量是 PAO１ΔfliC 的４．８６倍.
当营养液浓度从０上升至１/５０LB时,WTPAO１
细菌的附着量从(１．６０±０．３３)×１０６μm３/μm２上升

至(１．９６±０．０７)×１０６μm３/μm２;当营养浓度进一步

上升至１/１LB时,附着量下降至(１．５１±０．２２)×
１０６μm３/μm２.同样细菌的附着率也呈现类似的规

律,这说明适度限制环境中的营养物质有利于细菌

的附着.而PAO１ΔfliC 的附着量整体较低,且营

养物质浓度对其附着量无显著影响(P＞０．０５).结

果表明,在初期的附着过程中,有运动能力可以促进

细菌的附着行为,野生株细菌的附着量与附着率较

高,并且,贫营养条件能够促进细菌的早期附着.

图１　不同营养条件下生物膜的形态

(野生株:黄色;变异株:红色 )

Fig．１　Thebiofilmstructureatdifferentnutrientcondition
byCLSM(WTPAO１:Yellow;ΔfliC:Red)

2.2　营养条件对细菌运动行为的影响

图３为不同营养条件下 WTPAO１的平均运

动速度.在无营养物质的环境中,细菌的平均运动

速度为(３２．６４±６．３４)μm/s;随着营养物质浓度上

升,在 １/５０ LB 中,运 动 速 度 出 现 最 大 值,为

(４５．６７±６．１９)μm/s,而在营养充足环境(１/１LB)
中,下降至(２８．２８±５．１３)μm/s.而运动细菌所占

比例却没有较大的波动,即初始营养物质浓度对运

动细菌所占比例没有明显的影响.当环境中的营养

物质增加时,细菌的平均运动速度先增加后减小,这
与运动细菌的附着量趋势类似,二者的相关性较显

著(Pearsontest,P＝０．０４,r＝０．７５).结果表明在

早期附着阶段,细菌运动能力增强,可以促进细菌之

间的碰撞,并提高其附着行为,而贫营养条件可以提

高细菌的运动速度.

８５
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图２　不同营养浓度下细菌的附着量与附着率

Fig．２　Thecountsofattachedcellandattachedratioatdifferentnutrientcondition

图３　不同营养环境中细菌的运动速度

和运动细菌所占的比例

Fig．３　Theswimmingvelocityandswimmingratioofthe

bacteriaatdifferentnutrientcondition

2.3　营养条件对 Zeta 电位的影响

图４为不同环境中菌液的Zeta电位,当环境中

的营养物质增加时,WTPAO１菌液的Zeta电位从

(－２０．５６±２．６７)mV(生理盐水)降为(－２８．２３±
１．４３)mV(１/５０LB),随着反应器中营养物质浓度

上升,Zeta电位增加到(－１０．５３±０．３１)mV(１/１
LB);PAO１ΔfliC 菌液的Zeta电位变化情况呈现

与 WTPAO１相似的结果,当环境中的营养物质由

匮乏上升至充足时,溶液中的Zeta电位先降低后回

升,并在１/５０LB环境中达到最低值;此外,２种细

菌菌液的Zeta电位没有显著差异(P＞０．０５).经验

证,溶液的Zeta电位与附着 WTPAO１细菌量呈现

较强的负相关关系(Pearsontest,P＝０．０６６,r＝
－０．８５１),而PAO１ΔfliC 和溶液中Zeta电位无显

著相关性(Pearsontest,P＝０．７５,r＝－０．２０).外

界环境的胁迫作用对于细菌的附着行为扮演重要角

色,这种早期胁迫对于有运动能力的细菌更显著,根
据 DLVO理论[２２],当环境中的Zeta电位升高时,细

菌聚集的难度加大,不利于细菌附着到固体材料表

面.在１/５０LB的营养环境中,测得的Zeta电位值

最低,说明细菌在贫营养环境中携带的电荷量最多,
这有利于细菌在无电荷的PE材料表面进行附着.

图４　不同营养物质浓度下的Zeta电位

Fig．４　TheZetapotentialatdifferentnutrientcondition
2.4　不同营养条件下细菌初期附着的模拟结果

为验证和解析实验结果,本研究将营养基质的

消耗过程与细菌个体的运动、生长、聚集和表面附着

行为相结合,采用基于个体的数学模型方法,从微尺

度上构建细菌初期表面附着与营养条件胁迫下个体

行为的定量关系.图５为营养基质质量浓度分别为

０、０．１g/L和５．０g/L(１/１LB中总有机碳含量)的
条件下,２０min后细菌表面附着的模拟结果(１０次

随机模拟).结果显示,模拟结果与实验结果具有一

致的变化趋势.如图５A所示,基质质量浓度在０．１
g/L 时 最 有 利 于 细 菌 的 附 着 和 聚 集,附 着 率 为

５．９０％±０．０８％;在基质质量浓度为５．０g/L时,附
着率为４．６１％±０．１１％,而当基质质量浓度为０时,
其附着率最小,仅为２．５０％±０．０７％.模拟结果与

实验结果趋势相同,说明在环境中的营养胁迫条件

下,贫营养环境能促进细菌的附着行为.

９５
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为解析细菌运动引起相互碰撞、聚集体形成和

表面附着过程,图５B描述了不同营养条件下细菌

聚集体大小分布情况.在营养基质质量浓度为０、

１．０和５．０g/L的条件下,经过２０min,游离细菌(聚
集体大小为１时)的数量分别为５２、４１和４３,而随

聚集体的尺寸增大,１．０g/L环境中聚集体所包含的

细菌数量最多.经计算,每个聚集体的平均细菌数

分别为１．０１、１．１６和１．０７个.聚集体的模拟结果说

明,基质质量浓度为１．０g/L(贫营养条件)时最有利

于细菌个体间的相互碰撞,从而促进细菌个体的聚

集和表面附着.

　A:模拟附着率;B:模拟聚集体的细菌数.A:Attachingratio;

B:Countsofcellclusters．

图５　不同营养条件下细菌附着模拟结果

Fig．５　Simulatingresultsofatdifferentnutrientconcentration

3　讨　论

本试验以给水管网中常见的铜绿假单胞菌(P．
aeruginosa)为研究对象,解析其附着行为,从 WT
PAO１与PAO１ΔfliC 之间的对比及营养条件对细

菌数量的影响等方面进行研究,探究运动性在细菌

初期附着过程中发挥的作用,结果表明:在初期附着

阶段,细 菌 的 运 动 速 度 显 著 影 响 细 菌 的 附 着 过

程[２３].对于 WTPAO１,贫营养条件会提高其运动

性,进而促进其表面附着.JimenezＧSanchez等[２４]

研究表明,藻酸盐等物质对细菌的表面特性不会产

生显著影响,但影响微生物的运动行为与运动方式.

Ahmed等[２５]研究证实,好氧菌在消耗水中的溶解

氧后,自身的运动性会受到明显抑制.细菌的趋化

性表现在趋向于向氧气或者营养充足的环境,避开

不利的生存环境,并以此指导鞭毛运动[２６].
在本研究中,WTPAO１细菌的运动速度和附

着量 呈 正 相 关 关 系.Lemon 等[２７]发 现 Listeria
monocytogenes的鞭毛可以切换自身的运动方式,
以便于初期在固体介质表面附着以及形成生物膜.

Kogure等[２８]研究发现,Vibrioalginolyticus 在固

体表面上附着时拥有更快的聚集速度与形成生物膜

的速度,这种高趋化性依赖于其高运动速度与转向

频率.Merritt等[２９]研究表明,具有鞭毛结构的细

菌获得了更多与固体材料表面碰撞的机会,这更有

利于细菌找到合适的附着位点,在本研究中,对于没

有运动能力的细菌PAO１ΔfliC,其初期附着量均

小于 WTPAO１.显然,对PAO１ΔfliC 而言,其运

动能力由fliC 基因调控,与营养条件无关,而降低

环境中有机物的浓度而致使其附着量减少,可能是

营养的匮乏对细菌生长产生了不利影响,进而影响

其表面附着行为.本研究构建了的细菌运动与聚集

的数学模型,其模拟结果表明:营养物质浓度会对细

菌的附着率产生显著影响,并影响细菌和细菌之间以

及细菌与固体表面的碰撞频率;营养贫乏的环境中细

菌之间更易于碰撞形成更大尺寸的细胞聚集体.
在环境压力胁迫时,细菌会切换自身的运动方

式,改变运动速度,同时也会产生其他生物特性的反

馈,如表面电荷、胞外聚合物的分泌情况、群体感应、
控制信号因子等,这些都在调控细菌的附着行为中

扮演重要角色.在贫营养条件下,细菌之间碰撞机

率的降低就是由于溶液Zeta电位的升高.此外,相
关研究[３０Ｇ３１]表明,细菌在培养过程中能够持续产生

低浓度的信号,随着种群密度的增加,信号在环境中

逐渐累加至阈值浓度时,信号会主动与受体蛋白发

生反应,并使群体中产生相应的协调变化.综上,营
养条件胁迫可以调节细菌的运动行为,进而对其附

着与聚集产生影响,并调控着细菌之间、细菌与固体

表面的碰撞频率.

致谢:感谢中国科学院微生物研究所马旅雁教授提

供实验菌种!
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Kineticsimulationofnutrientconditionsonbacterialmotility
andsurfaceattachmentindrinkingwaterdistributionsystem

DUBang,HUQingyuan,GUZheng,SHANRongrong,LIULi

SchoolofCivilEngineering,HefeiUniversityofTechnology,Hefei２３０００９,China

Abstract　ToexploretheeffectsofnutritionalconditionsonbacterialmotilityandsurfaceattachＧ
ment,Pseudomonasaeruginosa WTPAO１andPAO１ΔfliC (nonＧmotilemutant)asamodelbacterium
wasusedtostudycellmotilityandattachmentundervariousnutrientconditionsindrinkingwaterdistriＧ
butionsystem．Tointerprettheexperimentalresults,amodelwasproposedbylinkinginitialsurfaceatＧ
tachmentwithcellmotilityandgrowthatsmallscalesviaindividualＧbasedmodelingviaMATLABplatＧ
form．ResultsshowedthatnutritionalconditionsshapedsignificantlybacterialmotilityandsurfaceatＧ
tachment．Nutritionallimitationstimulatedbacterialmotilityandthusfavoredsurfaceattachmentfor
motilecells．Incontrast,reducingnutrientconcentrationsyieldedadeclineofsurfaceattachmentfornonＧ
motilecells．Undervariousnutritionalconditions,attachedcellsandratiosofWTPAO１cellsweresigＧ
nificantlyhigherthanthoseofPAO１ΔfliC,validatingthecrucialroleofcellmotilityonsurfaceattachＧ
ment．Thequantitativeanalysisofbacterialgrowth,motilityandinteractionswithnutritionalconditions
wouldbebeneficialforpredictingnutritionalconditionsＧmediatedcellＧcellandcellＧsurfacecollisions．It
willprovidemechanisticunderstandingofbacterialaggregationandattachmentprocess．

Keywords　drinkingwaterdistributionsystem;bacterialmotility;bacterialattachmentandaggreＧ
gation;kineticsimulation;biofilm;Pseudomonasaeruginosa;nutrientcondition
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