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摘  要：使用电化学阻抗谱、扫描电子显微镜、热分析仪、X 射线衍射仪等测试手段研究污水环境下硫氧化细菌形成的生物
被膜基本特征及其对砂浆微观性能的影响。结果表明：30 d 砂浆表面已经附着成熟的生物被膜，从宏观研究发现生物被膜是

透明且含有白色物质的黏稠物，从微观研究发现生物被膜是由棒状硫氧化细菌包裹着胞外聚合物(EPS)形成的一种膜结构；
90 d 生物被膜厚度、蛋白质含量光密度(OD)值、微生物数量 OD 值分别比 30 d 生物被膜厚度、蛋白质 OD 值、微生物数量
OD 值低 1.59 mm、0.086、1.614，表明 90 d 砂浆表面生物被膜已经处于解体阶段。随着龄期的增加，砂浆试样电化学阻抗谱

前半部分半圆半径逐渐变大且后半部分直线倾斜角度变大，砂浆内部逐渐产生板状的产物石膏，其内部孔隙逐渐被石膏填充。
与 30 d 龄期相比，90 d 试样石膏含量相对较多，而且 90 d 附着生物被膜试样内部石膏脱水含量比 90 d 未附着生物被膜试样
内部石膏脱水含量多 0.248%。硫氧化细菌形成的生物被膜对砂浆起到腐蚀加深的作用。 
 
关键词：砂浆；生物被膜；微观性能；电化学阻抗谱；微生物腐蚀；耐久性 
中图分类号：TU528.1    文献标志码：A    文章编号：0454–5648(2021)06–1230–08 

网络出版时间：20210406 

 

Biofilm Formed by Sulfur-Oxidizing Bacteria in Sewage and its Effect on  
Micro-Properties of Mortar 

 
RONG Hui1,2,3, LIU Jiwei1, MA Guowei3, WANG Hailiang4, LIU Zhihua1, YANG Yong1, SHANG Wei4 

(1. School of Materials Science and Engineering, Tianjin Chengjian University, Tianjin 300384, China;  
2. Tianjin Key Laboratory of Building Green Functional Materials, Tianjin Chengjian University, Tianjin 300384, China;  

3. School of Civil and Transportation Engineering, Hebei University of Technology, Tianjin 300401, China;  
4. School of Civil Engineering, Tianjin Chengjian University, Tianjin 300384, China) 

 

Abstract: Biofilm and the microscopic properties of mortar were investigated by electrochemical impedance spectroscopy, scanning 
electron microscopy, thermal analysis and X-ray diffraction. The results show that a mature biofilm can be formed on the surface of 
mortar at 30 d. In a macroscopic study, the biofilm is a transparent and viscous substance containing white matter. In a microscopic study, the 
biofilm is a film structure formed by rod-shaped sulfur-oxidizing bacteria wrapped with extracellular polymeric substances (EPS). The 
biofilm on the surface of 90 d mortar is in the disintegration stage. The thickness, protein optical density (OD) value and microorganism 
number OD value of the 30 d biofilm are 1.59 mm, 0.086, and 1.614, respectively, which are higher than those of the 90 d biofilm. Based on 
the results of a microscopic study, the plate-like mineralized gypsum gradually occurs in mortar, the semicircular diameter of the first half of 
the electrochemical impedance spectrum gradually becomes larger and the inclination angle of the second half of the straight line becomes 
larger, and some pores in mortar fill with gypsum when the test age increases. Compared to the 30 d test age, the 90 d gypsum content is 
relatively larger, and the 90 d adhered biofilm dehydrated content of gypsum is 0.248% greater than the 90 d unattached biofilm dehydrated 
content of gypsum. This indicates that the biofilm formed by sulfur-oxidizing bacteria could have a corrosive deepening effect on mortar. 
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混凝土的微生物腐蚀是当今市政工程所面临

的最主要问题之一，它对污水管道、初沉池、曝气

池的正常使用造成了严重影响。因此，更好地探究

引起混凝土微生物腐蚀的原因和影响规律将对防

护和修缮混凝土具有重要的意义。自从 Parker[1]

发现引起污水管道混凝土腐蚀是由微生物代谢产

物——生物硫酸所造成的，微生物腐蚀混凝土便成

为了混凝土耐久性领域的研究重点。美国 8 亿的污

水管道遭到微生物的严重破坏，德国花费巨资修复

遭受微生物腐蚀的污水管道[2‒3]，以上均可以看出

微生物对混凝土耐久性带来了严重后果。 

目前许多研究学者对微生物腐蚀混凝土做了大

量的研究。研究表明：针对于不同的侵蚀效果，微

生物腐蚀混凝土比化学腐蚀混凝土更严重[4‒7]；针对

于不同的水泥，硅酸盐水泥相比于硫铝酸盐水泥、碱

激发水泥和硫磺水泥更易遭受微生物的侵蚀[8‒10]；针

对于不同菌种，多菌协同作用破坏混凝土比单菌破

坏混凝土更为严重[11‒13]。然而微生物在侵蚀混凝土

的过程中会在混凝土的表面附着形成生物被膜，而

生物被膜自身含水量高并具有一定的厚度，内部含

有大量的微生物和胞外聚合物(EPS)，其自身特性还

可以吸附和运输离子[14‒20]。研究表明[21–22]生物被膜

在微生物腐蚀过程中往往不能忽略，附着于混凝土

表面的生物被膜对混凝土的性能带来一定的影响，

特别是对混凝土的微观性能影响比较显著，故有必

要探究附着于混凝土表面的生物被膜基本特征以及

对混凝土微观性能的影响。Kong 等[21]和 Soleimani

等[22]发现生物被膜对混凝土起到一定的保护作用，

但上述生物被膜分别由硫酸盐还原菌和大肠杆菌所

形成，并且这两种细菌不属于噬混凝土菌，那么基

于硫氧化细菌形成的生物被膜对混凝土是否还会起

到上述类似保护作用。 

因此，本研究将砂浆试件半浸在含有硫氧化细

菌的灭菌污水培养基中，使用电化学阻抗谱(EIS)、

扫描电镜(SEM)、超景深显微镜等测试手段研究砂

浆表面形成的生物被膜基本特征，并从微观结构、

矿化产物及微观形貌等角度研究附着生物被膜部分

和未附着生物被膜部分砂浆基体的微观性能变化，

以期探究硫氧化细菌形成的生物被膜对砂浆微观性

能的影响，为后期防护和修缮混凝土提供指导依据。 

1  实  验 

1.1  原材料 

1.1.1  砂浆试件    按水、水泥、砂质量比为 0.5:1:2，

制备尺寸为 40 mm×40 mm×160 mm 的砂浆试件，

标准养护 28 d 后进行污水微生物腐蚀试验。水泥

选用普通硅酸盐水泥 P·O 42.5，取自顺鑫水泥有限

公司；砂选用细度模数为 2.5，级配合理的中砂；

水为自来水。 

1.1.2  液体介质    将硫氧化细菌按 2%接种到灭

菌污水培养基中并且每 350 mL 培养基加入 7 mL 碳

酸氢钠溶液，摇床 30 ℃振荡培养(转速为 150 r/min)，

培养 4 d 后获得试验所需菌液。之后将所需菌液注

入试验装置中，浸没试件一半，每隔 15 d 更换 1 次

液体。试验污水取自天津市西青区污水处理厂初沉

池。1 L 灭菌污水培养基成分如表 1 所示。 

 
表 1  培养基成分 

Table 1  Compositions of culture medium                            g/L 

K2HPO4 KH2PO4 (NH4)2SO4 MgSO4 MnSO4 CaCl2 FeCl3 Na2S2O3 

4.00 4.00 0.10 0.10 0.02 0.10 0.02 10.00 

 

1.2  生物被膜基本特征测试 

采用普通照相机和超景深三维显示系统

(VHX-600e 型)对生物被膜宏观形貌及厚度进行观

察研究。使用考马斯蓝法、结晶染色紫法与紫外分

光光度计研究生物被膜的蛋白质含量和微生物含

量，其中紫外波长设置为 590 nm。 

用切割机从浸泡试件表面取下长 1 cm，宽 1 cm，

厚度 2 mm 且附着生物被膜的砂浆试样，使用研磨机

将试样厚度打磨至 1 mm。之后将试样放在 2.5%的

戊二醛溶液中固定，室温下放置 2～3 h，用 1 mol/L，

pH=7 的磷酸盐缓冲溶液冲洗 3 次，然后用浓度为

50%、70%、80%、90%、100%的乙醇进行梯度脱

水，每次 3～5 min(100%的乙醇处理 3 次)，自然风

干后取部分试样放在黏有导电胶的样品台上，喷金

120 s，加速电压为 2 kV，使用日本电子场发射扫描

电镜(JSM-7800F 型)观察生物被膜的微观结构，并

结合 X 射线能谱(EDS)分析生物被膜元素组成从而

间接证明生物被膜的成分。 

1.3  砂浆试件微观性能测试 

用切割机从浸泡试件表面取下长 1 cm，宽 1 cm，
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厚度 2 mm 且附着生物被膜的砂浆试样，并将试样

中砂浆基体裸露部分用石蜡封住，使用电化学工作

站中工作电极板与砂浆试样附着生物被膜部分连

接，使用与试验液体介质硫酸根离子浓度接近的硫

酸钠溶液 (3 500 mg/L)作为电解质溶液。采用

IK2005a 型电化学工作站，交流电压为 10 mV，频

率为 0.1～1.0 MHz，测量附着生物被膜试样(YM)

和去除生物被膜试样(QM)电化学阻抗谱。从电

化学角度研究生物被膜的特性和砂浆试件孔隙度

的变化。 

选取试件表面附着生物被膜部分和未附着生物

被膜部分的砂浆基体试样，并将上述 2 个试样分别

研磨成粒径小于 10 μm 的粉末。然后选用日本理学

Ultima IV 系列全自动多功能 X 射线衍射仪(XRD)，

仪器型号为 Rigaku ultima-V1 型，衍射角度为 10°～

80°，测速为 4 (°)/min，测量砂浆试件表面的矿物组

成。结合热重分析仪(TGDTA)，取 5～6 mg 试样，

测温区间 0～600 ℃间接定量分析表面矿物组成。此

外，使用扫描电子显微镜，喷金 120 s，加速电压为

2 kV，分析水化产物微观形貌并结合 EDS 分析水化

产物元素。 

2  结果与讨论 

2.1  生物被膜基本特征 

图 1 为试件浸泡 30 d 砂浆表面宏观形貌。从图 1

可见，生物被膜分布在砂浆的气液交界面处，说明

此种硫氧化细菌属于好氧型菌种，越靠近气液交界

面，硫氧化细菌会大量繁殖生长，最终代谢聚合形

成生物被膜附着在砂浆表面；试件下部显黑色，这

可能是由于细菌代谢消耗氧气导致液体中微量元素

未被氧化沉积在混凝土表面[23]。在超景深显微镜下

观察 30 d 生物被膜宏观形貌如图 2 所示。从图 2 可

以看出生物被膜是一种透明且含有白色物质的黏稠

物。为了进一步研究生物被膜形貌，使用 SEM 观察

其微观结构，结果如图 3 所示。从图 3 可以看出，

生物被膜外部是棒状的硫氧化细菌，内部可能是细

菌的分泌物；一些研究发现[13–15]生物被膜大部分含

量为胞外聚合物(EPS)，可以初步断定 A 区域为

EPS，结合 EDS 能谱分析 A 区域中 a 点位置，结果

如图 4 所示。从图 4 可以看出，EDS 能谱，中含有

O、P、C 元素，初步判断 a 点位置含有有机物，结

合上述分析可以断定此物质是 EPS。总而言之，上

述结果表明 30 d 生物被膜基本已经成熟，从宏观研

究发现生物被膜是透明且含有白色物质的黏稠物；

从微观研究发现生物被膜是由棒状硫氧化细菌包裹

着 EPS 形成的一种膜结构。 

表 2 为生物被膜的厚度及成分含量。从表 2 可

以看出，30 d 生物被膜厚度、蛋白质含量光密度(OD)

值、微生物数量 OD 值分别比 90 d 生物被膜厚度、

蛋白质OD值、微生物数量OD值高 1.59 mm、0.086、

1.614。30 d 生物被膜厚度、蛋白质 OD 值、微生物

数量 OD 值分别为 2.13 mm、0.230、2.854。90 d 生

物被膜厚度、蛋白质 OD 值、微生物数量 OD 值分

别为 0.54 mm、0.144、1.240。这说明生物被膜具有

一定厚度，并且包含一定量的蛋白质和微生物。而

EPS 中包含蛋白质[14]，这进一步证明生物被膜中

EPS 的存在。随着试验龄期的增长，生物被膜会经

历初始黏附、紧密黏附、形成微菌落、生物被膜的

成熟、生物被膜的解体 5 个阶段[15]。造成 90 d 生

物被膜基本特征与 30 d 不同的原因可能是 90 d 的

生物被膜正处于解体这一过程，因此导致 90 d 生

物被膜的厚度及成分含量低于 30 d 生物被膜的厚

度及成分含量。 

 

图 1  砂浆表面宏观形貌 
Fig. 1  Macroscopic morphology of mortar surface 

 

图 2  生物被膜超景深显微镜照片 
Fig. 2  Ultra depth of field microscope image of biofilm 

morphology 
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图 3  生物被膜 SEM 照片 
Fig. 3  SEM image of biofilm 

 

图 4  a 点能谱分析 
Fig. 4  Energy spectrum of point a 

 

表 2  生物被膜厚度及成分 
Table 2  Compositions of culture medium   

Time/d Biofilm thickness/ mm OD of protein OD of microorganism

30 2.13 0.230 2.854 

90 0.54 0.144 1.240 

2.2  电化学阻抗谱分析 

图 5 为 30 d、90 d YM 和 QM 的电化学阻抗谱。

通过图 5a~图 5b 可以看出，阻抗谱图前半部分是半

圆，后半部分是直线。半圆半径的大小主要代表试

样的内阻大小，直线倾斜角度的大小代表电子扩散

电阻大小。由图 5 可见，30 d 和 90 d 的 YM 曲线半

圆半径均比 QM 曲线半圆半径小，分别小 1 095.3、

1 657.7 。说明 30 d 和 90 d 的 YM 内阻小于 QM

内阻。这可能是生物被膜自身含水量高达 97%，同

时具有吸附离子和运输离子[16‒19]等特征，使得生物

被膜含有大量的离子电荷，从而增强了附着生物被

膜试样的导电性。因此，附着生物被膜试样内阻低

于去除生物被膜试样内阻。同时根据上述结果，可

进一步推出试验过程中生物被膜能够吸附液体介质

中硫酸根离子，并且吸附到的硫酸根离子可以与砂

浆表面基体物质发生反应，降低砂浆的耐久性。另

外，由图 5 可见，30 d 的 YM 和 QM 曲线半圆半径

均小于 90 d 的 YM 和 QM 曲线半圆半径，分别小

210.0、817.4 Ω。说明 30 d 试样内阻低于 90 d 试样

内阻。这是因为： 

1) 液体中硫氧化细菌代谢产生的硫酸根离子

与砂浆中氢氧化钙反应生成膨胀性的物质将孔隙填

充，使得试件随浸泡龄期的增加，内部孔隙减少，

内阻增大，阻抗谱图半圆半径变大。 

2) 由 2.1 试验数据结果可知，试样表面 90 d 生

物被膜厚度小于 30 d 生物被膜厚度，生物被膜越薄

吸附的离子可能相对较少，附着生物被膜试样的导

电性将会降低。此外，由图 5 还可以看出，30 d 的

QM 曲线半圆半径与 0 d 曲线半圆半径比较吻合，

这说明可能是 30 d试样内部膨胀性物质不足以填充

大量孔隙，对砂浆内部孔隙影响不明显。 

        
(a) YM                                                      (b) QM 

YM is biofilm sample; QM is without biofilm sample 

图 5  试样电化学阻抗谱 
Fig. 5  Electrochemical impedance spectroscopy spectra of samples 
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由图 5 可见，30 d 和 90 d 的 YM 直线倾斜角度

均比 QM 倾斜角度大，分别大 13.03°、4.61°。这说

明 30 d 和 90 d 的 YM 的电子扩散电阻比 QM 的扩

散电阻大，可能是生物被膜能够吸附离子，而且生

物被膜中的电荷与电荷之间会发生电荷阻力导致电

子扩散受阻。由图 5 还可见，30 d 的 YM 和 QM 直

线倾斜角度均小于 90 d 直线倾斜角度，分别小

15.32°、23.74°。这说明 30 d 的 YM 和 QM 电子扩

散电阻均低于 90 d 的电子扩散电阻，可能是由于

随试验龄期的增加，试样内部产生膨胀性物质，导

致内部孔隙填充，影响离子扩散所致。30 d 的 QM

直线倾斜角度与 0 d 的直线倾斜角度相差不大，这

进一步说明产生的膨胀性物质对 30 d 试样内部孔

隙无影响。 

2.3  XRD 和 TGDTG 分析 

图 6 为试件浸泡不同龄期下不同部位的表面矿

物组成。由图 6 可见，矿物组成中有石膏生成，而

石膏属于膨胀性物质[24]，进而证明前面所述的观

点。试验发现不同龄期不同部位产生的石膏含量不

同，0 d 试样未发现石膏峰，30 d 附着生物被膜部分

和未附着生物被膜部分也没有明显的石膏峰，90 d

附着生物被膜部分出现明显的石膏峰，90 d 未附着

生物被膜部分出现微弱的石膏峰，而且 90 d 附着生

物被膜试样石膏峰显著高于 90 d未附着生物被膜试

样石膏峰。结合 TGDTG 可以定量间接分析石膏含

量，石膏脱水含量结果如图 7 所示。由图 7 可见，

石膏脱水区间在 170~220 ℃(完全脱水在 220 ℃左

右)，0 d 和 30 d 未附着生物被膜部分 TG 和 DTG 曲

线在 200 ℃左右均未有明显的质量损失台阶和峰

值，故 TGDTG 曲线未测出 0 d 和 30 d 未附着生物

被膜部分石膏的脱水量，而 30 d 附着生物被膜部分

内部石膏脱水含量相对较小为 0.290%。XRD 测试

结果中则没有发现石膏的存在，这说明可能是由于

30 d 附着生物被膜部分石膏的含量太少所致。90 d

附着生物被膜部分内部石膏脱水含量为 1.255%， 

90 d 未附着生物被膜部分内部石膏脱水含量为

1.007%。这间接可以确定 90 d 附着生物被膜部分内

部石膏含量高于 90 d未附着生物被膜部分内部石膏

含量。导致上述结果的原因是随龄期的增长，硫氧

化细菌对试件表面侵蚀越来越严重，腐蚀产物逐渐

增多；而且硫氧化细菌在气液交界面处形成生物被

膜并在生物被膜内聚集大量的硫氧化细菌，硫氧化

细菌形成的生物被膜可以吸附大量的硫酸根离子，

并对砂浆表面造成靶向破坏，致使附着生物被膜的

部分石膏含量高于无附着生物被膜的部分。 

 

图 6  矿物组成的 XRD 谱 
Fig. 6  XRD patterns of mineral composition product 

2.4  SEM 分析 

试件浸泡不同龄期下不同部位表面水化产物的

形貌如图 8 所示。从图 8a 可以看出 0 d 的矿物以胶

凝状水化硅酸钙和片状氢氧化钙为主。从图 8b 和图

8c 可以看出，30 d 附着生物被膜试样内部的矿物除

了胶凝状水化硅酸钙以外，T 区域中还有一些明显

板状物质，使用 EDS 分析 T 区域中 b 点的元素，结

果如图 9 所示。从图 9 可以看出，T 区域 b 点元素

含有 Ca、S、P、O、C，而且以 Ca、S、O 这 3 种

元素为主，可以初步判断这些明显板状物质为石膏。

一些研究表明[25–27]，石膏微观形貌大多数是柱状或

板状形态。因此可以断定 T 区域中有石膏生成。这

进一步说明 30 d附着生物被膜部分内部确实有少量

石膏产生。30 d 未附着生物被膜部分内部的矿物同

样以胶凝状水化硅酸钙和片状氢氧化钙为主，未发

现石膏生成。从图 8d 和图 8e 可以看出，90 d 附着

生物被膜和未附着生物被膜试样内部的矿物均出现

了大量的石膏而氢氧化钙和胶凝状水化硅酸钙相对

较少，90 d 附着生物被膜试样内部的石膏含量明显

多于 90 d 未附着生物被膜试样内部的石膏含量。这

说明试件随浸泡龄期的增长，矿化产物石膏含量确

实逐渐增多，附着生物被膜部分石膏含量确实高于

未附着生物被膜石膏含量。导致上述结果的原因是

生物被膜附着部位处聚集大量的硫氧化细菌，其可

吸附大量的硫酸根离子并与砂浆表面中的氢氧化钙

发生反应生成更多的石膏，从而使得砂浆孔隙被填

充，微观结构变致密。随着石膏的大量生成，砂浆

开始膨胀，膨胀到一定程度将导致砂浆表面开裂破

坏。综上所述，可以说明硫氧化细菌形成的生物被

膜对砂浆具有腐蚀加深作用。 
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(a) 0 d                                                  (b) 30 d with biofilm 

     

(c) 30 d without biofilm                                (d) 90 d with biofilm 

 

(e) 90 d without biofilm 

图 7  石膏脱水含量的 TGDTG 
Fig. 7  TGDTG curves of gypsum dehydration content 

 

            

    (a) 0 d                                      (b) 30 d with biofilm 
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(c) 30 d without biofilm                             (d) 90 d with biofilm 

 

(e) 90 d without biofilm 

图 8  试件浸泡不同龄期下不同部位表面水化产物 SEM 照片 
Fig. 8  SEM photographs of surface hydration products on different parts of specimens immersed in different ages 

 

 

图 9  b 点能谱分析 
Fig. 9  Energy spectrum of point b 

3  结  论 

1) 通过对生物被膜的基本特征研究发现，在试

验龄期 30 d 时，好氧型硫氧化细菌在砂浆表面气液

交界面处会附着成熟的生物被膜，从宏观研究发现

生物被膜是具有一定厚度的透明且附带白色物质的

黏稠物，从微观研究发现生物被膜是由棒状硫氧化

细菌包裹着 EPS 形成的一种膜结构。随着试验龄期

的增长，生物被膜会从成熟阶段向解体阶段转变。

同时使用电化学阻抗谱方法可以验证生物被膜具有

吸附离子的特性，该方法可以推断出生物被膜能够

吸附聚集离子，并与砂浆表面基体物质发生反应，

对砂浆耐久性带来一定影响。 

2) 将砂浆半浸在含有硫氧化细菌的灭菌污水

中产生了板状的产物石膏。随龄期的增加，砂浆试

样电化学阻抗谱的前半部分半圆半径在变大且后半

部分直线倾斜角度变大，砂浆内部石膏含量逐渐增

多，而氢氧化钙和胶凝物质逐渐减少，内部孔隙逐

渐被石膏填充。另外，附着生物被膜的试样内部石

膏含量比未附着生物被膜的试样内部石膏含量多，

这充分说明硫氧化细菌形成的生物被膜对砂浆起到

加速腐蚀作用。 
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