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摘要：为研究微生物、氢渗透和阴极保护三者关系，介绍了微生物生长代谢的测定方法和氢渗透测试的研

究方法。分别介绍了微生物生长曲线、菌量及代谢的测试方法。氢渗透测试主要采用 Devanathan-Stachurski

双电解池技术，试样常采用单面镀镍或镀钯处理，对阴极池施加阴极保护，试样表面产生的氢渗透到阳极

池一侧后，利用恒电位仪记录试样表面氢的氧化电流即氢渗透电流。 
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ABSTRACT: The paper aims to research the relationships among microorganism, hydrogen permeation and cathodic protec-

tion. Methods for the determination of the growth and metabolism of microorganisms and the research methods for hydrogen 

penetration tests were given. Methods for the determination of the population growth curve, bacterial count and metabolism 

were introduced separately. Devanathan-Stachurski double cell technology was adopted for the hydrogen permeation test. Sam-

ples were often treated with single-sided nickel or palladium plating. A cathodic protection was applied to the cathode cell. After 

the hydrogen produced on the surface of the sample permeated to the side of the anode cell, a potentiostat was used to record the 

oxidation current of hydrogen on the surface of the sample, that is, the hydrogen permeation current. 
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氢鼓泡、氢致裂纹、氢致塑性损失（氢脆）、高 温氢腐蚀、氢化物相的产生或氢致马氏体相变等是碳



第 15 卷  第 10 期 刘相局等：微生物作用下碳钢阴极保护氢渗透研究方法 ·73· 

 

钢在制造和服役过程中最为常见的氢损伤形式[1]。目

前，常用氢脆泛指以上氢损伤形式。阴极保护作为碳

钢在服役过程中最为常见的腐蚀防护方法之一，在其

抑制碳钢阳极溶解的同时，会促进析氢反应的发生，

使碳钢表面产生更多的氢原子，进而增加了碳钢发生

氢脆的可能性。研究表明，即使施加的阴极保护电位

未达到析氢电位，材料表面没有明显的析氢现象，仍

有氢进入金属材料内部，使材料发生氢脆[2-3]。 

微生物腐蚀是指附着在材料表面的生物膜中的

微生物自身生命活动及其代谢产物直接或间接地加

速材料腐蚀过程的现象。参与材料腐蚀的微生物多是

环境中铁硫循环的参与者。腐蚀微生物种类繁多，根

据细菌种类及作用的不同，可以分为硫酸盐还原菌

SRB、硫氧化菌 SOB、产酸菌 APB、铁氧化细菌 IOB、

铁还原细菌 IRB、硝酸盐还原菌 NRB 以及产粘液细

菌 SFB 等[4]。研究发现，对金属材料施加阴极保护，

会抑制其表面生物膜的附着和生长，进而抑制微生物

腐蚀[5]。目前，对阴极保护抑制金属腐蚀的研究主要

集中在静电作用力[6-8]、阴极氧还原反应[9-10]对生物膜

的形成，以及阴极保护对已附着生物膜的影响[11]等方

面。然而在研究阴极保护对微生物腐蚀抑制的过程

中，往往会忽略阴极极化对材料氢脆的影响。Vigdor-

ovich 和 Zavershinskii[12]研究了 St3 钢在含有 SRB 和

H2S 的培养基中的氢渗透电流，发现氢渗透电流在有

菌的培养基中比在无菌培养基中高 2 倍以上。Romero

等[13]在研究利用氢渗透测试技术来表征金属/生物膜

界面上 SRB 的生物活性时发现，该菌的存在明显增

加了金属的氢渗透电流。Javaherdashti 等 [14]研究发

现，SRB 对 3.5%NaCl 溶液中碳钢的氢致开裂有明显

的促进作用。因此，在对碳钢施加阴极保护时，不仅

要考虑氢脆等问题，还需要考虑到其所处服役环境中

微生物对氢脆是否有协同作用。 

1  微生物生长代谢的测定 

微生物的生长和代谢是影响金属腐蚀的重要因

素之一。因此，在研究微生物对阴极保护作用下碳钢

氢渗透的影响前，首先要测定微生物的生长和代谢基

本参数，如微生物生长曲线、代谢产物和对环境 pH

的影响等。 

1.1  微生物生长曲线的测定 

1）分光光度法，也称浊度法。该方法方便、快

捷，可连续测定，是目前最为常用的测试方法。测试

细菌浊度最常用的波长有 480nm（蓝光）、540nm（绿

光）、600nm（橙光）和 660nm（红光）[15]。浊度测

试时，在较短的波长下灵敏度最好。对于细胞密集的

悬液，在较长波长下准确度更高。浊度的单位为某波

长下的光密度（Optical density，OD）。浊度测量的缺

点是不能区分活菌和死菌，因此对于微生物衰亡期的

测定不明显。 

2）活菌计数法，又称平板菌落计数法，包括平

板涂布法和倾倒平板法。其优点是可直接反映样品中

活菌数量，缺点是操作繁琐。对于厌氧菌，可在厌氧

手套箱内进行操作，或利用 Hungate 滚管技术，对细

菌进行计数。 

3）显微计数法，即利用计数室（板）对微生物

进行直接计数。其优点是操作简单、迅速、成本低，

且能直接观察微生物细胞的大小以及形态特征。缺点

是不能区分测定死活微生物的数目。 

1.2  菌量测定 

1）浊度与菌体数量之间的关系。对于单细胞生

物，浊度在一定程度上和细胞数量成比例。可通过建

立标准曲线，将细胞数量（活菌或显微计数）、干重

或蛋白质含量与浊度联系起来。当细胞浓度过高时，

测试浊度会低于理论值，此时可对菌悬液稀释后再做

测量。为保证测试结果的准确性，所测样品的浊度应

尽量保持在 0.1~0.65 之间。 

2）三磷酸腺苷（ATP）法。该方法是 Littman 等[16]

提出的，用于测定油田注水中 SRB 的相对含量。其

主要检测步骤包括：取样、样品 ATP 提取、添加荧

光素-荧光素酶、测定生物发光值、计算 ATP 的浓度

和活菌数量。其优点是灵敏、快速、简便、稳定。缺

点是荧光强度（RLU）和菌落形成单位（CFU）之间

没有直接关系[17]。 

3）最大可能菌数法（The Most Probable Number, 

简称 MPN 法）。根据 API RP-38，该方法采用以乳酸

钠为碳源的液体培养基，用以测定 SRB 的细菌数量。

培养基具体成分见表 1。 
 

表 1  MPN 法培养基组成 

药品 含量 药品 含量 

乳酸钠 4.0 mL 酵母粉 1.0 g 

K2HPO4 0.01 g 维生素 C 0.1 g 

Fe(SO4)2(NH4)2·6H2O 0.2 g Mg2SO4·7H2O 0.2 g 

NaCl 10 g 蒸馏水 1000 mL
 

4）其他方法。菌量的测定方法还有很多，如上

所述的活菌计数法和显微计数法不仅可以用于测定

微生物的生长曲线，同样可用于菌量的测定。其他方

法还有电子计数器计数法、测定细胞质量法、测定细

胞总氮量或总碳量法等。 

微生物生长曲线及菌量测试方法各有优缺点，实

验人员应根据不同的测试精度要求、仪器设备、测试

时间等因素，综合考虑，选择最适宜的测试方法。 

1.3  其他参数的测定 

1）pH 值的测定。pH 值是影响微生物腐蚀的重
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要因素之一，同样也是影响阴极保护过程中碳钢氢

渗透的重要因素。特别是当周围环境处于酸性状态

时，阴极保护会促进碳钢表面氢的形成，加速氢脆

的发生。 

2）代谢产物的测定。微生物代谢产物具有多

样性，对氢渗透的影响也各不相同。SRB 的代谢产

物 H2S 微溶于水后会产生 H2，造成氢脆 [18-19]。F. 

Huang 等 [20]研究发现，H2S 对 X65 钢的腐蚀产物

FeS 在基体表面附着，可阻碍其氢渗透。产酸菌如

硝酸盐及亚硝酸盐氧化菌、硫杆菌属、醋酸杆菌等

能够代谢产生乙酸、甲酸、H2NO3 和 H2SO4 等
[4]。

这些酸的存在会显著降低周围环境的 pH 值，使金

属发生腐蚀以及促进阴极保护过程中氢的产生，导

致氢脆。  

常用的微生物代谢产物检测手段有气相色谱法

和高效液相色谱法等。若对精度要求较高，可将色谱

和质谱联用，使两者优势互补。例如气相色谱-质谱

联用技术（GC-MS）和高效液相色谱-质谱联用技术

（HPLC-MS）。核磁共振技术（NMR）同样也可用于 

高精度代谢产物分析。 

2  氢渗透测量系统 

2.1  试样的选择及测试前处理 

氢渗透试样可以是片状或者管状的。其尺寸应能

用于分析基于一维扩散的瞬态渗透电流。根据 ASTM 

G148—97[21]，片状试样暴露于电解质溶液的半径与

厚度比应大于 10︰1，管状试样需根据平面扩散方程

分析实验结果，其外径与内径比值应小于 1︰1。考

虑到原子氢从充氢面扩散至另一面所需的响应时间、

氢渗透电流密度达到稳态扩散电流密度所需的时间

以及长时间实验导致试片被腐蚀等问题，还需要选择

具有合适厚度的试样。 

试样在阳极池的一面常采用金属镍 [22-23]或金属

钯[24-25]作镀层，以提供试样表面原子氢被氧化的催化

活性，并阻止金属试样表面发生腐蚀反应，增加测量

结果的准确性[26]。几种镀层工艺条件见表 2。 

 
表 2  常见镀镍/镀钯配方及工艺条件 

序号 药品及含量 电流密度/(mA·cm-2) 时间/min 镀层厚度/nm

1 NiSO4·6H2O (250 g/L); NiCl2·6H2O (45 g/L); H3BO3 (40 g/L) 3 3 180 

2 
NiSO4·7H2O (215 g/L); NaCl (11 g/L); 

H3BO3 (33 g/L); Na2SO4 (25 g/L); MgSO4 (35 g/L) 
1 5  

3 PdCl2 (5 g/L);28%氨水溶液 2 4  

 

2.2  Devanathan-Stachurski 双电解池及

测试系统 

氢渗透测试目前多采用 Devanathan-Stachurski 双

电解池技术[30]。以片状试样所适用装置为例。如图 1

所示，装置由金属试样分成互不相通的左右两室，分

别为阴极池和阳极池。右侧阳极池一般充入优级纯的

氢氧化钠溶液，并对试样 A 面施加恒定的阳极极化

电位。若阳极池填充 0.1mol/L NaOH 溶液，通过测定

镀镍层在其中的钝化区间（约为 0~+300 mV (vs. 

Hg/HgO)）[31]，可确定对阳极池施加的阳极极化电位，

例如+300 mV (vs. Hg/HgO)的极化电位。当测得电流

密度小于 0.1 μA/cm2 后，即可满足背景电流要求[21]，

可进行下一步氢渗透测试。将待测电解质溶液（例如

含待测菌体的培养基、无菌培养基或其他溶液等）充

入阴极池，对试样 C 面施加阴极电位或电流，发生反

应 H++e→H0，产生的原子氢 H0 一部分复合成分子氢

放出，另一部分通过表面吸附和扩散作用进入试样内

部。氢原子扩散至 A 面后，将在 A 面被氧化（H0→H+ 

+e）而产生阳极电流，利用恒电位仪将该电流记录下

来，减去背景电流后即为即时的氢渗透电流。 

若待测电解质溶液为无菌/有菌培养基，则测试

前须将装置放入灭菌锅内 121℃灭菌 20~25min，不能

灭菌的装置用 75%酒精擦拭，并用紫外线灭菌灯照射

灭菌 30min。管状试样用 Devanathan-Stachurski 双电

解池模型如图 2 所示。 
 

 
 

C1：对电极 1；R1：参比电极 1；W1：工作电极；C2：对电极 2；

R2：参比电极 2；W2：工作电极 
 

图 1  Devanathan-Stachurski 双电解池模型 
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C1：对电极 1；R1：参比电极 1；W：工作电极；C2：对电极 2；

R2：参比电极 2 
 

图 2  圆筒试样用氢渗透行为测量装置模型 
 

3  结语 

微生物在环境中无处不在，且具有生物多样性和

代谢产物多样性。关于微生物的研究目前主要集中在

其对金属材料的腐蚀情况，而对于微生物、氢渗透和

阴极保护三者之间关系的研究报道很少。在已有报道

中可以看出，微生物的存在促进了阴极保护下金属

的氢渗透 [19,23,29]，起抑制作用的微生物鲜有报道。

因此，研究微生物作用下碳钢阴极保护对氢渗透的

影响对实际工程应用中阴极保护电位的选取具有重

要的意义。 
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