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摘要 采用微切片结合图象分析技术研究外电流 [  对自养 !异养自养生物膜空隙率和分形维数的影

响 结果表明 当没有电流作用时 自养 !异养自养生物膜的空隙率分别由最外层的大约  和  减少到最内

层的  左右 分形维数分别由 1和 1逐渐增大到最内层的 1左右 随着通过反应器的电流密度增大 

种生物膜的最外层空隙率均略有下降 分形维数略有增大 而在生物膜内层 空隙率和分形维数受电流影响均不

太明显 
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  电生物技术起源于 世纪 年代初 它

的基本思想是在生化反应的同时进行微电解 

以同时去除反应体系中的杂质或提供微生物代

谢用的基质比如氢≈  由于电生物技术在

废水处理 !土壤修复和微生物发酵中具有处理

成本低 !效率高和二次污染低的特点 所以越来

越受到人们的关注≈ ∗  硝化生物膜是一种主

要由亚硝化细菌 !硝化细菌和异养菌等构成的

复合生物膜≈  由于其能够同时去除废水中

的氨氮和有机污染物 所以在实际过程中应用

非常广泛 一些研究发现 生物膜的内部结构直

接影响到生物膜的传质性能和膜内微生物活

性≈ 但是到目前为止 还没有关于外电流对生

物膜内部结构影响的研究报道 本文将以空隙

率和分形维数作为表征生物膜结构特征的参

数 研究电流密度对这些参数的影响 

1  生物膜空隙率和分形维数的确定

111  空隙率 Ε的计算

到目前为止 大部分文献所报道的测量生

物膜样品空隙率的方法都是基于生物膜的干密

度≈ 然而实际过程中 尤其当生物膜样品量非

常少时 生物膜的干密度很难确定 所以用这种
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方法测得的结果一般很难准确反映生物膜的实

际空隙率 本文介绍一种测量生物膜空隙率的

新方法 ) ) ) 微切片结合图象分析法 

首先作以下假设 生物膜中所有菌落的空

间结构从生物膜表面到内部都不发生突变 即

如果用微切片机在生物膜中任何一点切得一个

与载体面平行的微生物膜片厚度在 Λ 以

下 那么该切片中所有菌落都可以近似认为是

柱状结构 其实许多研究都表明 上述假设比较

反映生物膜的内部结构≈ 

多孔固体空隙率的原始定义为 Ε =
ς

ς
()

式中 ς ς分别表示生物膜的总体积和其

中的空隙体积  既然每一个微切片样品中的

菌落都呈柱状结构 那么上式等价于 

Ε =  −
Σ
Σ

()

式中 Σ Σ分别表示切片总面积和其中所

有菌落截面积之和  

本文采用的测量生物膜样品空隙率的原理

就是基于式 该方法具体步骤 

在低温条件下 把生物膜样品从内到外均

匀切成 Λ厚的薄片 然后用 1 的美蓝溶

液把切片染色 并放到  倍的显微镜下观

察 同时用 ≤≤⁄图象采集系统把切片图象保存

成  ≅  ≅ 的数字灰度图象 该图象的

每个象素的灰度值从 到 不等 灰度值越

高 表示该点输出的图象越白 为了处理方便 

可以根据背景的光亮程度人为设定一个阀值 

当某象素点的灰度值大于或等于该值时 规定

该点显示白色 表现为生物膜中的空隙 如果该

象素点的灰度值小于该值时 规定该点显示黑

色 为生物膜中的菌落 

由式可见 如果统计出一定面积样品的

图象中白色的象素点数与总象素点的个数

之比 即可得到该样品的空隙率 

112  生物膜的分形研究

生物膜是由微生物在载体表面增殖后形成

的多孔介质 虽表面上生物膜没有规则的形状 

但其内部具有一定的统计自相似性≈ 所以利

用分形结构分析来定量描述它的一些性质对人

们深入了解生物膜的本质特征非常重要 考虑

到分形维数是分形研究中最基本 !最重要的方

面 所以本文重点研究电流对生物膜分形维数

的影响 考虑到生物膜的特殊性质 本文采用图

象分析法估算生物膜内不同位置的面积分形维

数 

图 是一个假想的生物膜切片图 其中黑

图 1  生物膜切片的概念图

ƒ  ≤∏

色部分为菌落 而白色部分为空隙 如果该生物

膜具有分形性质 那么每一个菌落的面积 Σ和

最大直径 δ ¬在统计意义上应该有下面关

系≈      δ ¬ Ω Σ∆
°
/  ()

式中 ∆° 即为生物膜的面积分形维数 在实际

过程中 大部分被研究对象的最大直径 δ ¬很

难确定 所以上式并没有多大实际意义 但人们

发现 虽然最大直径很难得到 但研究对象的周

长 Π还是比较容易计算的 大量实验发现 如

果用周长代替式中的 δ ¬ 并不会改变分形

维数的值 所以式可改写成≈ 

Π = ΑΣ∆
°
/  ()

  式两边取对数 得

( Π) = Χ +
∆


( Σ) ()

  由上式可知  Σ和  Π成线性关系 

所以把大量实验测得的同一类样品的  Σ和

 Π作图 计算斜率就可以得到分形维数 ∆° 

为了减少误差 计算生物膜分形维数前 应

首先判断视野中每个菌落的位置 这些菌落可

分成 种情况 ≠ 整个菌落位于中间图中  

处理这种图象时 首先判断该象素点的前 !后 !

正上和正下 个象素点的颜色 如果全为黑色 
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那么该点记为菌落的内部点 如果其中有一个

是白色 那么该点计为边界 菌落的一部分位

于视野的一个边上或一个角上图中  由于

这类菌落只有一部分位于视野中 所以在处理

时 均不予考虑 

2  实验方案

211  实验装置与流程

图 是培养生物膜的实验装置简图 装置

的主体部分为自行研制的一长方体有机玻璃槽

 ≅  ≅  个不锈钢电极

板 ≅ 分别被固定在距离两侧

 处 附着生物膜的填料的比表面积为

 材质是聚丙稀 型号为 × °≤

型 实验时 废水由实验槽的顶部均匀流入槽

中 空气从底部经微孔可变布气器均匀分布到

槽内 电源为自制的可调压直流电源 调压范围

 ∗ ∂ 最大电流  

图 2  实验流程简图

ƒ    ¬

212  实验方法

实验共使用 种培养基分别培养自养硝

化生物膜和异养自养生物膜 每种培养基的

组成 ≥   °# 

 ≤ 1 ≥  

ƒ≤# 1 ≤≤#  

≥ 葡萄糖浓度根据 ≤ 和

的关系确定 ≤  的量根据实验装置内溶

液的  值确定当 ≤  时  为 1 ∗

1 当 ≤ 时   1 ? 1 实验前 在

反应器中进行预挂膜 待填料表面生物膜长到

Λ左右时 根据实验要求让一定密度的电流

通过反应器 直到出水的 ≤ ⁄和  
 2浓度

均达到稳定 在整个实验过程中 反应器内的工

艺参数均控制 ⁄ 1 ? 1τ ?

 ε  
 2的水力负荷  ##  

培养好的生物膜用低温微切片机≤  

型 公司在   ε 下进行切片 每个切片

控制在 Λ 厚 完成切片后 首先把总切片层

数乘以 Λ即可得本次使用的生物膜的总厚

度 然后从不同深度各取 片切片研究空隙率

和分形性质 最后在不同深度分别各取 片切

片测量 片的平均密度和平均比表面积 

3  实验结果

为定量了解外电流对生物膜内部结构的影

响 密度等于 1 !1和 1

的直流电通过 ≤等于 和 的生物膜反应

器 待出水稳定 后 取各种电流密度条件下

的自养和异养自养生物膜 低温微切片后分析

不同深度生物膜的空隙率和分形维数 

311  外电流作用下生物膜内空隙率的分布

图 反映了电流对生物膜内空隙率分布的

影响 由图 可见 当没有电流作用时 自养 !异

养自养生物膜内的空隙率变化趋势基本相同 

即从生物膜表层到内部 空隙率在不断减少 以

自养生物膜为例 其最外层的空隙率高达

  而到最内层时 仅有   与自养生物膜

相比 异养自养生物膜的内层空隙率基本相

同 但其最外层的空隙率要高于前者 达到

  当有外加直流电通过反应器中时 生物膜

内空隙率的变化趋势与没有电流作用前基本相

同 只是具体走势发生了微小的变化 主要表现

为 与没有电流作用时相比 生物膜最外层空隙

率略有下降 但在生物膜内部 空隙率受电流影

响比较小 由图 还不难发现 随着外加电流密

度增大 种生物膜表层的空隙率均减少得越多 

312 外电流对生物膜内分形维数分布的影响

图 描述了不同电流密度作用下 自养 !异

养自养生物膜内分形维数的分布情况 由图 

可见 无论有无电流作用 生物膜的分形维数均
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是由表层向内部逐步增大 比较 种生物膜内

分形维数分布不难发现 在生物膜的内部 分形

维数几乎不受电流 !生物膜组成的影响 一直维

持在 1左右 与内层不同 生物膜表层的分形

维数不仅受到电流的影响 而且与生物膜的组

成有关 图 表明 当没有电流作用时 自养生

物膜表层的分形维数达到 1 大于异养自养

生物膜的 1 当有外电流作用时 种生物膜

图 3  不同电流作用下的生物膜内空隙率分布

  ⁄∏   ∏√∏∏

图 4  不同强度电流作用下的生物膜分形维数分布

ƒ  ⁄∏   ∏√∏∏

表层的分形维数均有所增大 

4  结论

 当没有电流作用时 自养 !异养自养

生物膜的空隙率从表层向内层逐步减少 分别

由表层的大约  和  逐步减少到最内层

的  左右 而分形维数则分别由表层的 1

和 1逐步增大 到最内层时达到 1 

 随着通过反应器的电流密度增大 自

养 !异养自养生物膜表层的空隙率将略有减

少 分形维数略有增大 
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