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循环冷却水系统中微生物的结垢特性

李倩玮 1，彭 然 1，王雨竹 1，刘道庆 2
（1.中国石油大学（北京）化学工程与环境学院，重质油国家重点实验室，北京 102249；

2.北京大学环境科学与工程学院，北京 100871）
[摘要 ] 由生长在循环冷却水系统管道中的特异性细菌分泌的胞外聚合物（EPS）与循环冷却水的相互作用是

导致工业循环冷却水系统产生生物污垢的主要原因。利用高通量生物测序分析循环冷却水系统中生物黏泥的优势

菌种，以优势菌种分泌的 EPS为研究对象，将其与矿物悬液混合进行平衡吸附实验。在传统化学分析的基础上，运

用 XRD、Raman、EDS、SEM等现代仪器分析技术，研究 EPS与循环冷却水中离子经生化反应形成的矿物，以及 EPS
在主要矿物表面的吸附行为，以期为减少微生物污垢腐蚀提供重要的理论和实验依据。结果表明：循环冷却水中的

微生物在高营养水平培养条件下，放线菌纲将逐渐成为冷却水中的优势菌；在与循环冷却水 pH大致相同的偏中性

（pH=7.78）环境下，EPS中的多糖（EPS-C）和蛋白质（EPS-N）更倾向于吸附在 Fe2O3表面，但 EPS中的核酸（EPS-P）
更易吸附在 SiO2表面；EPS在矿物表面的吸附为物理吸附。
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Fouling characteristics of microorganisms in circulating cooling water system
LI Qianwei1，PENG Ran1，WANG Yuzhu1，LIU Daoqing2

（1. State Key Laboratory of Heavy Oil Processing，College of Chemical Engineering and Environment，China
University of Petroleum-Beijing，Beijing 102249，China；2. College of Environmental Sciences

and Engineering，Peking University，Beijing 100871，China）
Abstract：Some specific bacteria can grow in the industrial circulating cooling water piping and secrete extracellular
polymeric substances（EPS）. The interaction between EPS and circulating cooling water is the main cause of biological
fouling in industrial circulating cooling water system. High-throughput biological sequencing was used to analyze the
dominant bacteria of biological slime in the circulating cooling water system. EPS secreted by the dominant strains in
slime was investigated，the equilibrium adsorption experiment was carried out by mixing EPS with mineral suspension.
Based on the traditional chemical analysis，modern analytical technologies including XRD，Raman，EDS and SEM were
applied to investigate the minerals formed by biochemical reaction between EPS and ions in circulating cooling water，
and the adsorption behavior of EPS on the surface of main minerals. It provided an important theoretical and experimental
basis for reducing microbial fouling corrosion. The results showed that when the microorganisms were incubated in
circulating cooling water containing a higher concentration of nutrient，Actinomycetes gradually became the dominant
bacteria in cooling water. In a neutral environment（pH=7.78）with roughly same pH of circulating cooling water，
polysaccharides（EPS-C）and protein（EPS-N）in EPS were more likely to adsorb on Fe2O3 surface，while nucleic acid
（EPS-P）was more likely to adsorb on SiO2 surface. The adsorption of EPS on mineral surface was physical adsorption.
Key words：fouling；corrosion；microorganism；extracellular polymeric substances；circulating cooling water system

在循环冷却水系统中，腐蚀、结垢和生物黏泥一

般是同时存在的，生物黏泥还会对换热设备的腐蚀

和结垢产生影响〔1〕。微生物污垢广泛存在于各种与

水长期接触的设备表面及内部，微生物污垢是指微
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生物胞外产生的代谢物或黏液通过黏结无机物、灰

尘、沙子等无机杂质或生物残骸形成的一层类似膜

状的淤泥态沉积物，并附着在固体表面〔2〕。工业循

环冷却水中能使管道内壁产生污垢及引起金属壁面

腐蚀的微生物主要有铁细菌、硫酸盐还原菌和黏液

细菌〔3-5〕。有研究表明，铁细菌和硫酸盐还原菌混合

后会出现协同生长的现象，原因是铁细菌有很强的

微生物污染能力，而硫酸盐还原菌对胞外聚合物

（EPS）具有高分泌率〔6〕。

循环冷却水系统中微生物的大量滋生与污垢沉

积将会引发一系列问题，如使设备的换热效率下降、

能耗增加、维护管理费用增加、系统寿命缩短、系统运

行成本提高等〔3，7-8〕。循环冷却水系统中某些特异性

细菌会分泌 EPS，EPS是一种生物大分子聚合物质，对

生物膜的形成以及生物膜对不同重金属离子的吸附

起着非常重要的作用〔9〕。在成分构成方面，EPS中的

蛋白质和多糖是决定微生物表面特性的关键物质，约

占有机物总量的 70%~80%〔10〕，此外还有少量脂类、核

酸、腐殖质以及无机成分等，约占 EPS总量的 20%~
30%〔11〕。在生物膜形成过程中，EPS主要参与微生物

在金属表面的附着过程，从而影响金属表面生物膜的

形成。关于微生物分泌的 EPS对金属表面的作用，有

国内外学者研究发现，微生物EPS能够加速金属腐蚀〔12〕，

EPS与金属表面的接触可以改变腐蚀产物的化学性质

及其形态，使腐蚀产物具有更强的腐蚀性。

许多国内学者对不同环境因素下微生物污垢的形

成机制及影响因素进行了深入研究〔3-4，7〕。有学者发现

微生物污垢的数量主要受 Ca2+制约，其他金属阳离子

也具有一定的制约作用。在实际的工业冷却水中，Ca2+
的质量浓度约为100~500 mg/L，已达到相当高的浓度。

因此，Ca2+对微生物的生长过程以及在设备表面发生

的微生物结垢过程的影响十分显著〔13-14〕。

基于此，本研究拟通过提取循环冷却水中优势

菌种的 EPS，借助现代仪器分析研究 EPS与循环冷

却水中离子经生化反应所形成的矿物，以及 EPS在
主要矿物表面的吸附行为，以期为减少微生物污垢

腐蚀提供重要的理论和实验依据。

1 材料和方法

1.1 材料与仪器

材料：二氧化硅（SiO2），阿拉丁试剂（上海）有限公

司；氧化铁（Fe2O3），上海麦克林生化科技有限公司；碳

酸钙（CaCO3），探索试剂平台；BSA蛋白质标准液、

Bradford试剂，生工生物工程（上海）股份有限公司。

仪器：单功能光吸收全波长酶标仪，美谷分子仪器

（上海）有限公司；傅里叶变换红外光谱分析仪（FT-IR），

80v型，德国；X射线衍射仪（XRD），bruker D8 Advance
型，德国；场发射扫描电子显微镜分析系统成分探测系

统（SWM），GeminiSEM300型，德国；激光显微拉曼光

谱仪（Raman），Renishaw inVia plus型，英国；全自动石

化水质分析仪，LabRAM HR Evolution型，德国。

1.2 生物黏泥的培养

生物黏泥的培养采用静态循环冷却水模拟实验

方法，并进行对照培养实验。循环冷却水水样取自

北京某石化企业循环冷却水系统。

对照组：在锥形瓶中加入 500 mL循环水样，将A3
碳钢挂片悬挂于锥形瓶中，使其充分浸泡于水中，将锥

形瓶置于摇床中，在 25 ℃、50 r/min的条件下培养。

实验组：在锥形瓶中加入 500 mL循环水样，同

时添加一定的营养物质，将 A3碳钢挂片悬挂于锥

形瓶中，使其充分浸泡于水中，将锥形瓶置于摇床

中，在 25 ℃、50 r/min的条件下培养微生物黏泥。

同时，每隔 24 h去除锥形瓶中 80%的水，再添加补

充水，补充水为添加了营养物质的自来水。主要营

养物质包含碳源、氮源和磷源，实验选用葡萄糖为

微生物碳源（葡萄糖∶COD=1∶1.067）、硫酸铵为氮

源、磷酸氢二钠为磷源。补充水 COD为 150 mg/L、
氨氮为 10 mg/L、总磷为 1 mg/L，满足《工业循环冷

却水处理设计规范》（GB/T 50050—2017）要求。补

充 水 的 营 养 物 水 平 为 富 营 养 水 平 ，COD∶N∶P=
150∶10∶1。

按上述高营养水平培养液及原水培养生物黏

泥，每日测量高营养水平培养液及原水的 pH，直至

pH不再明显变化，得出不同营养条件下生物黏泥达

到稳定附着期的所需时间，并通过高通量测序技术

对比得出高营养水平培养条件下的优势菌种。将实

验组培养出的生物黏泥风干后研磨成粉末进行 EDS
及 XRD检测，分析矿化产物成分，选取其中 3种特

征矿物进行后续平衡吸附实验。

1.3 生物黏泥中细菌 EPS的制备

1.3.1 生物黏泥中细菌的培养

经生物黏泥培养实验可知，生物黏泥约在开始培

养后 7 d左右达到稳定附着期，因此细菌富集培养时间
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选定 7 d为 1个周期。在无菌条件下，用灼烧后的接种

环取少量碳钢挂片上生长至稳定附着期的黏泥，接种

于 300 mL LB液体培养基中，在 25 ℃、120 r/min条件下

恒温振荡培养 7 d，直至细菌产生大量EPS并达到生长

稳定期。

1.3.2 细菌 EPS的提取

将1.3.1章节培养得到的细菌与其分泌的 EPS混
合物分装于 50 mL离心管中，在 4 ℃、6 000 r/min条
件下离心 15 min；收集上清液，经 4 ℃、12 000 r/min高
速冷冻离心 40 min去除细胞残体；将高速冷冻离心

后的上清液与 3倍体积的无水乙醇混合均匀后，静

置于 0~4 ℃冷藏 48 h；待容器底部出现明显沉淀且上

清液基本保持澄清后，弃去上清液，将沉淀与少量剩

余上清液的混合物再次高速冷冻离心，收集沉淀，即

为 EPS粗提取物。

1.3.3 EPS的纯化

将EPS粗提取物用适量的超纯水溶解，并转移

至透析袋（截流分子质量 3 500 u）中，用密封夹密封

后，将透析袋完全浸没在盛有超纯水的烧杯中透析；

超纯水每天更换 3次，去除乙醇等小分子杂质；3 d
后将透析液转移到小玻璃烧杯中，冻干得到 EPS纯
化样品，密封后放置于干燥器中保存备用〔15〕。为确

定成分组成，EPS冷冻干燥后的纯化样品采用激光

显微拉曼光谱仪进行分析，激光波长为 532 nm，波

数范围为 4 00~4 000 cm-1，分辨率为 4 cm-1。

1.4 EPS在不同矿物表面的吸附实验

1.4.1 EPS母液及矿物悬液的配制

将3种不同矿物成分（CaCO3、Fe2O3以及 SiO2）分别

放 入 研 钵 中 研 磨 ，过 100 目（0.150 mm）筛 后 ，以

10 mmol/L的NaCl溶液为背景电解质，分别配制EPS母
液和含不同矿物成分的矿物悬液，EPS母液质量浓度

为 0.5 g/L，矿物悬液质量浓度为 1.25 g/L。用 0.01 mol/L
的 NaOH和HCl溶液调节 EPS母液和矿物悬液的 pH，

使其与原水pH（pH=7.78）大致相同，平衡过夜。在50 mL
离心管中，分别加入 20 mL EPS母液与 20 mL含不同矿

物成分的矿物悬液，EPS的最终质量浓度为 0.25 g/L，
矿物成分的最终质量浓度为 0.625 g/L。
1.4.2 EPS与矿物的平衡吸附实验

将装有不同矿物成分与 EPS混合液的离心管在

室温为 25 ℃、转速为 180 r/min的条件下恒温振荡

3 h至吸附平衡，再置于高速冷冻离心机中以 4 ℃、

11 000 r/min条件离心 40 min〔15〕。分离的上清液采

用总有机碳分析仪测定 TOC和 TN，采用中性过硫酸

钾消解-紫外分光光度法测定 TP，以表征 EPS中多

糖（EPS-C）、蛋白质（EPS-N）和核酸（EPS-P）的含

量。用原 EPS中 TOC、TN、TP减去平衡吸附离心后

上清液中的残留量，即得到 EPS-C、EPS-N和 EPS-P
在不同矿物成分表面的吸附量。用 XRD表征自然

风干后的沉淀以确认 EPS-矿物复合体的矿物组成，

再用 SEM观察 EPS与矿物的结合形态。

2 结果与讨论

2.1 生物黏泥的 EDS分析

生物黏泥包括钢片上附着的黏泥及钢片黏泥与

循环冷却水反应后形成的瓶底底泥。高营养条件下

培养的生物黏泥的 EDS结果见图 1。其中，（a）为钢

片上所挂黏泥；（b）为培养瓶瓶底黏泥。

由图 1可知，钢片黏泥中主要含有 C、O、Fe、Si
元素，底泥中主要含有 C、O、Fe、Ca、Si元素。

2.2 生物黏泥的 XRD分析

通过XRD确认高营养条件下培养的生物黏泥（钢

片黏泥与瓶底底泥的混合物）中的矿物组成，结果

见图 2。
由黏泥的XRD谱图（图 2）可知，生物黏泥中的矿

物组成十分复杂，含有 CaCO3矿物成分。结合 EDS元
素分析结果，最后选用实验黏泥中所含矿物成分CaCO3
及循环冷却水中常见的 2种矿物成分 Fe2O3、SiO2〔13，16〕
作为与 EPS进行平衡吸附实验的矿物。

图 1 平衡吸附前生物黏泥的 EDS结果

Fig. 1 EDS results of biological slime before equilibrium adsorption
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2.3 生物黏泥的微生物群落结构分析

将原水与高营养条件培养的生物黏泥分别进行高

通量生物测序检测，得到原水与高营养循环冷却水中

细菌纲水平群落结构组成图，相对丰度不足 1%的细

菌均归为Other，结果见图 3。其中，A为未添加营养物

质的原水培养水样，B为高营养条件培养水样，C为高

营养条件培养的循环冷却水中的微生物黏泥。

由纲水平群落结构组成（图 3）可知，原水培养水

样中主要存在的微生物有 α-变形菌纲（Alphaproteo⁃
bacteria，45.63%）、β-变形菌纲（Betaproteobacteria，
38.16%）、γ-变形菌纲（Gammaproteobacteria，11.57%）、

放线菌纲（Actinobacteria，4.35%）；而高营养条件下培

养的水样中主要存在的微生物有α-变形菌纲（67.59%）、
放线菌纲（13.09%）、β-变形菌纲（11.78%）、γ-变形菌

纲（4.17%）；高营养条件下培养的生物黏泥挂膜中主

要存在的微生物与高营养水样相同，分别为 α-变形菌

纲（59.60%）、β-变形菌纲（26.87%）、放线菌纲（8.07%）、

γ-变形菌纲（2.34%）。由以上数据可知，变形菌门是

循环冷却水中最主要的优势菌〔17〕，α-变形菌纲无论在

何种培养条件下都占据着优势地位，经高营养条件培

养后放线菌纲逐渐成为冷却水中的优势菌。

2.4 拉曼光谱分析

冻干后的纯化 EPS的拉曼光谱见图 4。

如图 4所示，2 830 cm-1处的振动峰对应蛋白

质、糖类中—CH2的反对称伸缩振动，3 045 cm-1处的

振动峰对应的是 N-乙酰基葡萄糖中—CH2的反对

称伸缩振动〔18〕。2 825~2 941 cm-1处的振动峰与蛋

白质和多糖有关。

2.5 EPS-矿物复合体的表面吸附量分析

EPS-C、EPS-N、EPS-P 在 3 种 不 同 矿 物 成 分

（CaCO3、Fe2O3、SiO2）表面的吸附量见表 1。

由表 1可知，在 pH=7.78偏中性的酸碱度下，

EPS-C和 EPS-N在 Fe2O3表面的吸附量要明显高于

SiO2，略高于 CaCO3；但 EPS-P则更易吸附在 SiO2表
面，其在 SiO2表面的吸附量明显高于 CaCO3，略高于

Fe2O3；即 EPS中的多糖和蛋白质更倾向于吸附在

Fe2O3表面，核酸则更易吸附在 SiO2表面。EPS-P在

Fe2O3 表面的吸附量要远大于 EPS-C 和 EPS-N 在

Fe2O3表面的吸附量，这可能是由于磷酸盐基团与

Fe2O3间会形成络合物，促使 EPS中磷酸化的大分子

图 2 生物黏泥 XRD结果

Fig. 2 XRD results of biological slime

图 3 循环冷却水中纲水平群落结构组成

Fig. 3 Microbial community in circulating cooling
water on class level

图 4 EPS的拉曼光谱

Fig. 4 Raman of EPS

表 1 EPS-C、EPS-N、EPS-P在不同矿物表面的吸附量

Table 1 Adsorption capacity of EPS-C，EPS-N and EPS-P
on different mineral surfaces

矿物复合体

EPS-CaCO3EPS-Fe2O3EPS-SiO2

EPS-C吸附量/
（mg·g-1）
11.64
19.84
4.48

EPS-N吸附量/
（mg·g-1）
3.96
4.24
1.12

EPS-P吸附量/
（mg·g-1）
21.51
27.23
31.08
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在赤铁矿表面吸附，表明了含磷生物大分子在细菌

黏附启动中的关键作用〔15，19〕。

2.6 EPS-矿物复合体的 SEM-EDS分析

吸附平衡后，EPS-矿物复合体的SEM结果见图5。

由图 5可知，EPS与矿物成分进行平衡吸附实

验后，有较为规则且圆润的椭球体附着在矿物表面，

其中 CaCO3与 SiO2由于矿物颗粒较大，可以清晰地

观察到椭球体附着在矿物较为平整的截面处；而

Fe2O3粉末由于颗粒较小，仅能观察到椭球体颗粒附

着在 Fe2O3颗粒的间隙。

因EPS-CaCO3复合体有明显规则的椭球体颗粒

附着在矿物较平整区域的表面，因此选择其矿物平

整表面和凸起的附着物进行 EDS测定，其他复合体

选取凸起处进行 EDS测定，结果见图 6。

图 5 EPS-CaCO3（a）、EPS-Fe2O3（b）和 EPS-SiO2（c）的 SEM
Fig. 5 SEM of EPS-CaCO3（a），EPS-Fe2O3（b）and EPS-SiO2（c）

（a）EPS-CaCO3平面处

（c）EPS-Fe2O3凸起处

（b）EPS-CaCO3凸起处

（d）EPS-SiO2凸起处

图 6 EPS-CaCO3、EPS-Fe2O3和 EPS-SiO2的 EDS
Fig. 6 EDS of EPS-CaCO3，EPS-Fe2O3 and EPS-SiO2
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根据EDS结果（图 6）可知，EPS-CaCO3复合体平面

处主要含O、Ca、C元素，还含有微量的 Si、Fe元素，即矿

物平面处主要为CaCO3矿物成分〔图 6（a）〕；而凸起处的

EDS结果与平面处并不完全相同，含有大量O元素，Ca元
素含量少于O元素，此外还含有少部分C元素以及微量

的 Si、Fe元素〔图 6（b）〕，推测凸起处为生物材料，可能

为EPS的椭球体，其与矿物成分的界限分明。EPS-Fe2O3
复合体的主要元素为C、O、Fe〔图 6（c）〕，EPS-SiO2复合

体主要元素为 C、O、Si〔图 6（d）〕，说明 EPS中的多糖成

分可能分散在了矿物表面。

2.7 EPS-矿物复合体的 XRD分析

利用 XRD确认 EPS与矿物吸附平衡后离心所

得沉淀的矿物组成，结果见图 7。

由图 7可知，EPS与不同矿物结合后并没有产

生明显的新矿物，仅仅是发生物理结合，即 EPS在矿

物表面的吸附为物理吸附。

3 结论

（1）高通量测序实验结果表明，循环冷却水中的

微生物在高营养条件下，α-变形菌纲占据着优势地

位，放线菌纲也将逐渐成为优势菌。

（2）EPS与矿物的平衡吸附实验表明，在与循环

冷却水 pH大致相同的偏中性（pH=7.78）环境下，多

糖组分和蛋白质组分更易吸附在 Fe2O3表面，但核酸

组分更易吸附在 SiO2表面。

（3）XRD、SEM和 EDS分析结果表明，EPS与不

同矿物成分吸附平衡后均未产生新的矿物，即 EPS
在矿物表面的吸附是物理吸附。

（4）循环冷却水系统中优势菌种的 EPS中主要

含有的蛋白质和多糖是决定微生物表面特性的关键

物质，且不同组分对沉积污垢中常含的 3种矿物组

分具有不同的吸附特性。据此，后续研究可以有针

对性地去除更易使蛋白质及多糖组分发生黏附的矿

物组分及形成该矿物组分的离子，以减少微生物污

垢的沉积及腐蚀。
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