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　柴　柯

摘　要：随着环境管制条例增多以及社会对传统有毒防污涂料安全问题的关注，研究环保海洋生
物防污方法迫在眉睫。采用ＴＴＣ－脱氢酶活性测试来表征高压脉冲电场（ＨＰＥＦ）结合炭黑环氧防腐

复合涂层的防污性能。采用ＳＥＭ观察分析炭黑复合涂层上的硅藻经脉冲电场处理前后的微观结构

和形貌特征。经ＨＰＥＦ处理后舟形藻和海链藻细胞出现凹陷、破裂及有机质溢出，说明 ＨＰＥＦ杀藻

可采用 “电穿孔”理论解释。在通电时间１０ｍｉｎ、频率为２３１５ｋＨｚ、占空比为０５、电压为１９ｋＶ

条件下，硅藻的失活率达到最大。在炭黑复合涂层上的海链藻最大失活率为８９２％，舟形藻最大

失活率为９２１％。适量的炭黑可以增强环氧树脂的力学性能。炭黑复合涂层的力学性能取决于炭

黑的添加量，当炭黑添加量为０３％时可以得到综合力学性能较好的复合涂层。
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　前　言

随着海洋作业的日益深入，各种船舶和海洋设施的

防护变得尤为重要［１，２］。海洋生物污损是一个全球性的经

济问题，会导致重大的物质损失和经济损失。在海洋环

境下，微观藻类暂时或永久地附着在基体上是海洋生物

污损的重要组成部分［３］。微观藻类的附着为宏观海洋生

物如藤壶、牡蛎等提供了食物。因此，杀死附着的微观
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藻类对防止生物污损来说极为重要。大多数微观藻类并

不容易附着，只有硅藻极易附着。所以如何抑制附着的

硅藻是一个急需解决的难题。在过去的十几年里，防污

涂料的应用已成为全世界公认的防止海洋设施免受生物

污损的有效方法并被大力发展［４］。然而这些海洋防污涂

料由于使用有毒的化学物质或重金属离子会产生二次污

染物，造成海洋生态环境的破坏。随着环境法规的增多

和对海洋环境安全越来越多的关注，无污染的电脉冲

（ＰＥＦ）结合导电涂层作为一种很有发展前景的防污技术
受到了广泛关注。高压脉冲电场（ＨＰＥＦ）技术在食品非热
加工领域的应用已经十分广泛［５－８］。人们普遍认为其使

微生物失活的主要原理是细胞膜电穿孔［９，１０］。在电脉冲

的作用下，细胞膜出现一些微孔，导致细胞可逆或不可

逆地损伤及死亡［１１］。高压脉冲电场短脉冲处理可以摧毁

细胞膜［１２］。脉冲电场被广泛应用于食品灭菌［１３－１６］。例如

高压脉冲电场和紫外线照射等非热技术结合成功地为果

汁灭菌［１７，１８］。虽然 ＨＰＥＦ用于食品灭菌的研究已经取得
很大进展，然而这一技术在海洋防污和防腐领域未见报

道。炭黑由于其热电性好且来源广泛、价格低廉，是最

常用的导电填料，其体积电阻率约为 ０１Ω·ｃｍ。炭黑
填充环氧树脂导电复合材料因其力学性能、耐热性能和

粘接性能优异，已运用于导电胶粘剂、弯曲传感材料、

光电设备等多个领域。本文结合高压脉冲技术与炭黑复

合涂层探讨ＨＰＥＦ在海洋领域应用的可行性，考察电压、
频率及占空比对杀藻效果的影响，通过掺杂不同含量的

炭黑得到具有不同力学性能的复合涂层，从而选择综合

力学性能最佳的复合涂层。

!

　实　验

实验选择的衬底为有机玻璃板（１００ｍｍ×５０ｍｍ×
４ｍｍ），参照 ＧＢ／Ｔ９２７１－２００８采用超声波清洗机对衬底
进行清洗。取炭黑研磨后按 ０１ｗｔ％、０３ｗｔ％、
０５ｗｔ％、０７ｗｔ％、０９ｗｔ％与环氧防腐涂料充分混合，
用恒温磁力搅拌器在室温下搅拌 ２０ｍｉｎ，静置 ３０ｍｉｎ，
涂布于有机玻璃板和马口铁（１２０ｍｍ×５０ｍｍ×０３ｍｍ）后
室温静置晾干７ｄ。用于力学性能实验的马口铁样品的涂
层厚度遵循 ＧＢ／Ｔ１２４５２２－２００８，有机玻璃板涂层厚度
需达到３００～３５０μｍ。采用数字测厚仪测试复合涂层
厚度。

实验所用的单细胞硅藻由海南大学海洋学院藻种实

验室提供，海链藻（Ｔｈａｌａｓｓｉｏｓｉｒａ）和舟形藻（Ｎａｖｉｃｕｌａ）的
培养基采用浙江３号培养基［１９］，按照配方称取试剂，于

容量瓶中定容，混匀分装灭菌，待其冷却后接种对数生

长期的藻种。培养温度 ２０±１℃、光照强度为 １６００ｌｘ、

光照时间和无光照的时间比为１４∶１０ｈ。待硅藻处于对数
生长期，进行实验，尽可能取同龄藻作为实验藻种。

采用高压脉冲电源设备（ＤＭＣ－２００，大连鼎通科技
发展有限公司），最高输出电压为 ４０ｋＶ，平行平板式电
极，电极材料为铜，电极之间采用涂层样品连接（可替

换），脉冲波形为方波，其中电压、频率和占空比可调。

选取高压脉冲电场处理参数如下：电压１１，１３，１５，１７，
１９ｋＶ；频率 １５０６，１７１６，２３１５，３２０５，５３１９ｋＨｚ；
占空比 ０１，０３，０５，０７，０９。

向７只具塞离心管中加入２ｍＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲液，
１ｍＬ８％Ｎａ２Ｓ溶液（新配），１ｍＬ２，３，５－氯化三苯基四
氮唑（ＴＴＣ）标准使用溶液，浓度分别为０，５，１０，２０，４０，
６０，８０ｍｇ／Ｌ；７只离心管中的ＴＴＣ含量分别为０，５，１０，
２０，４０，６０，８０μｇ。将７只具塞离心管振荡摇匀，置于
３２±１℃恒温水浴中发色５ｍｉｎ，各管分别加入４ｍＬ丙酮
和５ｍＬ石油醚，振荡，提取ＴＦ，稳定５ｍｉｎ，取上层有
机溶液。在分光光度计上以石油醚为参比，４８７ｎｍ处比
色。绘制标准曲线（如图１）。

将藻液样品离心弃去上清液，加 Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲液、
ＴＴＣ混合均匀。取５ｍｌ混合液加 ０５ｍｌ甲醛作为对照
样。将混合液和对照样放入 ２８℃恒温培养箱中培养
２４ｈ，分别向混合藻液和对照样加入甲醛后离心去上清
液，加入环己烷混合均匀，２８℃恒温培养１０ｍｉｎ，离心
取上清液，在４８５ｎｍ处比色，记录吸光度值。

采用ＴＴＣ－脱氢酶活性测试高压脉冲电场处理下藻细
胞的失活率计算公式见式（１）～（３）：

γ１＝
Ｍ
ｔ×Ｖ （１）

γ２＝
Ｍ
ｔ×Ｖ （２）

Ｐ＝１－
γ２
γ( )
１
×１００％ （３）

式中γ１———脉冲实验前的脱氢酶活性；

γ２———脉冲电场实验后的脱氢酶活性；
Ｍ———藻液在４８５ｎｍ处的吸光度值对应的ＴＦ含量；
ｔ———发色时间；
Ｖ———实验藻液体积；
Ｐ———脉冲电场对藻样的抑制率。
采用 Ｓ４８００场发射扫描电子显微镜（Ｈｉｔａｃｈｉ公司）观

察复合涂层表面的形貌，电子加速电压为 ５ｋＶ。采用英
国 ＲｅｎｉｓｈａｗｉｎＶｉａＲｅｆｌｅｘ显微共聚激光拉曼光谱仪对复
合涂层经高压脉冲电场作用前后的结构进行分析。实验

在室温下进行，采用波长为７８５ｎｍ的氩离子激光器作为
入射光源，激光功率为３００ｍＷ，操作过程采用背散射配
置，其束斑直径为１μｍ，扫描范围为 ５０～２０００ｃｍ－１，衰

２０３
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减系数为３０％，对通电前后的涂层进行二次扫描检测并
叠加。采用 ＮｏｖｏｃｏｎｔｒｏｌＧｍｂＨ的 Ｃｏｎｃｅｐｔ４０型宽频介电
阻抗谱仪对复合涂层介电性能进行分析，频率范围为

０～１０７Ｈｚ。
涂层的铅笔硬度依据ＧＢ／Ｔ６２３９－２００６；涂层的冲击

强度依据 ＧＢ／Ｔ１７３２－１９９３；涂层的柔韧性依据 ＧＢ／
Ｔ１７３１－１９９３。

&

　结　果

&
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6789

参数变化对炭黑复合涂层上硅藻细胞活性的

影响

３１１　ＨＰＥＦ参数变化对炭黑复合涂层上海链藻细胞活
性的影响

图１为最佳实验条件下的标准曲线，表述了不同吸
光度所对应的１，３，５－三苯基甲

!

（ＴＦ）含量，代入式
（３）可得在不同高压脉冲电场参数处理条件下 ＨＰＥＦ对
炭黑复合涂层上海链藻细胞活性的影响 （如图２）。在炭
黑复合涂层上海链藻的失活率随电场参数变化表现出了

一定的规律性。由图２ａ可见，在同一脉宽、频率及通电
时间下，随着高压脉冲电场电压的升高，炭黑复合涂层

上的海链藻的失活率显著增大，说明电压对海链藻的抑

制效果十分显著，但是当电压超过１５ｋＶ时，藻细胞的
失活率增幅变小。当电压达到１９ｋＶ时海链藻的失活率达
到最大，为８９２％。由图２ｂ可见，在保持不变的电压、
脉宽及处理时间条件下，随脉冲次数 （频率）的增加，

海链藻的失活率表现出先增大后略微减小的趋势。当频

率为２３１５ｋＨｚ时，海链藻的失活率达到最大。由图２ｃ
可以发现，随ＨＰＥＦ的占空比的升高，海链藻细胞失活
率呈现出先增后减最后平稳的趋势。其中在脉冲频率和

电压一定时，其占空比的改变意味着脉宽的变化，当占

空比为０５时海链藻的失活率达到最大值，说明在占空
比为０５时电场对海链藻的抑制效果最为明显。

图１　吸光度与ＴＦ含量的关系曲线

Ｆｉｇ１　ＲｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎａｂｓｏｒｂａｎｃｅａｎｄＴＦｃｏｎｔｅｎｔ

图２　高压脉冲电场参数对炭黑复合涂层上海链藻失活的

影响：（ａ）电压、（ｂ）频率、（ｃ）占空比

Ｆｉｇ２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＨＰＥＦｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｎｔｈｅｉｎａｃｔｉｖｉｔｙｒａｔｅｏｆ

ｔｈａｌａｓｓｉｏｓｉｒａａｔｔａｃｈｅｄｔｏｃａｒｂｏｎｂｌａｃｋｃｏｍｐｏｓｉｔｅｃｏａｔｉｎｇ：

（ａ）ｖｏｌｔａｇｅ，（ｂ）ｆｒｅｑｕｅｎｃｙａｎｄ（ｃ）ｄｕｔｙｃｙｃｌｅ

３１２　ＨＰＥＦ参数变化对复合涂层上舟形藻细胞活性的
影响

采用ＴＴＣ－脱氢酶活性测试表征炭黑复合涂层上，方
波高压脉冲电场处理前后，底栖性硅藻舟形藻的细胞活

性。实验结果表明，高压脉冲电场对舟形藻具有显著的

抑制效果。高压脉冲电场的电压对涂层杀藻性能的影响

如图 ３ａ所示，控制通电时间１０ｍｉｎ、占空比０５和频率
２３１５ｋＨｚ的条件下，从图中可以看出舟形藻的失活率均
随着电压的升高逐渐增大，当电压超过 １５ｋＶ后趋向平
衡。电压为 １９ｋＶ时其失活率达最大，舟形藻的最大失
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活率为９２１％。处理条件为 １０ｍｉｎ、占空比 ０５和电压
１５ｋＶ，及频率分别为 １５０６、１７８６、２３１５、３２０５和
５３１９ｋＨｚ时，从图３ｂ可以发现藻细胞ＴＴＣ－脱氢酶活性
测试的失活率前期随频率逐渐升高，当频率超过

２３１５ｋＨｚ后略微降低并趋向平衡。炭黑复合涂层上的舟
形藻细胞失活率在频率为 ２３１５ｋＨｚ时达到最大值，为
９０７％。在保持高压脉冲电场的电压、脉冲次数以及处
理时间１０ｍｉｎ固定不变的条件下，不同的占空比下复合
涂层对舟形藻细胞活性的影响见图 ３ｃ。从图中可以看出
舟形藻的失活率随占空比的升高逐渐增大，且占空比超

过０５后逐渐下降最终趋于平衡。占空比为０５时ＨＰＥＦ

图３　高压脉冲电场参数对炭黑复合涂层上舟形藻失活的影响：

（ａ）电压，（ｂ）频率，（ｃ）占空比

Ｆｉｇ３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＨＰＥＦｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｎｔｈｅｉｎａｃｔｉｖｉｔｙｒａｔｅｏｆｎａｖｉｃｕｌａ

ａｔｔａｃｈｅｄｔｏｃａｒｂｏｎｂｌａｃｋｃｏｍｐｏｓｉｔｅｃｏａｔｉｎｇ：（ａ）ｖｏｌｔａｇｅ，

（ｂ）ｆｒｅｑｕｅｎｃｙａｎｄ（ｃ）ｄｕｔｙｃｙｃｌｅ

对舟形藻活性影响最为显著，达最高值９０７％。
&
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　炭黑添加量对复合涂层力学性能的影响
图４为炭黑复合涂料在涂层厚度和风干时间为定值

只改变炭黑含量情况下的力学性能曲线。从图４可以看
出炭黑的添加明显增强了涂层的抗冲击性能和柔韧性。

添加少量的炭黑对涂层硬度没有影响，当炭黑含量超过

０１％后涂层硬度下降 （如图４ａ）。从图４ｂ看出，随着
炭黑含量的增加，涂层的抗冲击性能由１７ｋｇ·ｃｍ增大
到２０ｋｇ·ｃｍ。但当炭黑含量超过０５％，涂层的抗冲击
性能反而下降；炭黑含量超过 ０７％后，涂层的抗冲击
性能不再下降。涂层柔韧性由不引起涂层破裂的最小棒

轴直径表示，直径越小涂层柔韧性越好。由图４ｃ可看出，

图４　炭黑含量对复合涂层力学性能的影响：（ａ）硬度，（ｂ）抗

冲击性能，（ｃ）柔韧性

Ｆｉｇ４　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｃａｒｂｏｎｂｌａｃｋｃｏｎｔｅｎｔｏｎｐｈｙｓｉｃａｌｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓｏｆｃｏａｔｉｎｇｓ：

（ａ）ｈａｒｄｎｅｓｓ，（ｂ）ｉｍｐａｃｔｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓａｎｄ（ｃ）ｆｌｅｘｉｂｌｅ
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添加极少量炭黑时，涂层的柔韧性没有发生明显变化。

添加适量的炭黑可以增强涂层的柔韧性且在炭黑含量为

０３％时得到最佳柔韧性。但炭黑含量超过０３％后，涂
层柔韧性急剧下降；添加的炭黑含量在 ０５％以上时，
复合涂层的柔韧性比环氧树脂差。炭黑含量达到０７％
后再继续增加炭黑含量，涂层的柔韧性趋于平稳。在实

际应用中，优先考虑抗冲击性能和柔韧性，所以添加

０３％炭黑的复合涂料综合力学性能最佳。

(

　讨　论
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对炭黑复合涂层上硅藻的作用机理

在海洋环境中在微生物膜形成之后，海洋微藻的附

着是海洋生物污损形成不可或缺的一个重要环节。实验

结果表明高压脉冲电场对浮游形的海链藻和舟形藻都有

显著的抑制效果，也表明高压脉冲电场参数如电压、频

率和占空比对硅藻失活率有着非常明显的影响。图５为
硅藻在高压脉冲电场处理前后所拍摄的ＳＥＭ照片。从图
５中可以明显看到经ＨＰＥＦ处理的海链藻的细胞膜上出现
了孔洞，舟形藻的细胞膜已经呈碎片状。由此说明了

ＨＰＥＦ使藻细胞失活的主要原理是电穿孔理论。高压脉
冲电场在用于杀藻时，会形成一些亚损伤细胞，对硅藻

的致死作用是由于脉冲电场对藻细胞的穿孔损伤积累所

致［２０－２５］。当跨膜电位达到１Ｖ时，细胞膜的完整性遭到
破坏，细胞裂解。临界电位的改变由电场持续时间和电

场参数及温度决定。炭黑作为导电填料可以均匀体系内

的电压并增强细胞电场之间的相互作用，使细胞膜对外

加电场和膜电位差的响应更加频繁、强烈。

图５　高压脉冲电场处理前后硅藻的ＳＥＭ照片：（ａ）未处理的海

链藻，（ｂ）未处理的舟形藻，（ｃ）处理后的海链藻，（ｄ）处

理后的舟形藻

Ｆｉｇ５　ＳＥＭｉｍａｇｅｓｏｆｔｈｅｄｉａｔｏｍ，（ａ）ａｎｄ（ｂ）ａｒｅｎｏｔｓｕｂｊｅｃｔｅｄｔｏ

ＨＰＥＦ，（ｃ）ａｎｄ（ｄ）ａｒｅｆｒｏｍａｓｌｉｄｅｓｕｂｊｅｃｔｅｄｔｏＨＰＥＦ：

（ａ）ａｎｄ（ｃ）ｔｈａｌａｓｓｉｏｓｉｒａ，（ｂ）ａｎｄ（ｄ）ｎａｖｉｃｕｌａ

高压脉冲电场参数电压对硅藻活性有着十分显著的

抑制效果，结合 ＨＰＥＦ不同电压对海链藻和舟形藻细胞
活性的影响结果表明，在频率为 ２３１５ｋＨｚ、占空比为
０５时，两种硅藻的失活率随电压增大而增大。当电压
为１９ｋＶ时，两种藻的失活率均达到最大值。而且，两
种硅藻的失活率在电压由１１ｋＶ升高到１５ｋＶ这一阶段
急剧升高，电压超过１５ｋＶ后失活率增幅变小。高压脉
冲频率对硅藻细胞活性有显著的抑制效果。保持电压

１５ｋＶ、占空比０５不变，电场频率由１５０６ｋＨｚ增大到
２３１５ｋＨｚ，两种硅藻的失活率也随之增至最大值；继续
增加电场频率，失活率反而降低。当通电时间和占空比

一定时说明硅藻经过电场处理的有效时长固定不变，频

率的增加就意味着脉冲次数的增加，也意味着脉宽的减

少。不同脉宽的脉冲作用于细胞体内结构是不同的。脉

宽大于２０μｍ时，高压脉冲电场作用于藻细胞膜等，而
脉宽小于２０μｍ时电场则作用于细胞内的细胞质等有机
体。谈亚芳等［２６］研究不同波形参数的电脉冲对肿瘤细胞

的电穿孔效应时有着相似实验结论。高压脉冲占空比对硅

藻有着一定的抑制效果。在电压１５ｋＶ、频率２３１５ｋＨｚ
条件下，失活率随占空比的增加而增大；占空比增至

０５时，失活率达到最大值；继续增加占空比，失活率
逐渐降低。实验结果表明；脉宽通过占空比的改变来调

节。当脉冲次数和脉冲电压一定时，脉宽越大意味着有

效通电时长越大，而且不同脉宽的脉冲电场会产生不一

样的细胞生物效应。作用于细胞膜的脉宽主要是微秒和

亚微秒级的脉冲，跨膜电压超过额定电压时，细胞膜产

生不可逆的穿孔效应，致使藻细胞的死亡。实验过程中

脉宽范围为４～３６μｍ。
结合ＴＴＣ－脱氢酶活性染色对经脉冲电场处理前后藻

细胞活性进行表征对比发现脉冲电场对两种藻活性的抑

制效果是十分显著，且两种藻的失活率并不相同，这是

由于生物各异性造成的。但是其随着脉冲参数的变化规

律还是一致的。

(


!

　炭黑对复合涂层力学性能的影响机理
炭黑原生粒子表面由细小的石墨状晶体无规排列构

成，结构粗糙，呈凹凸不平的原子台阶形貌［２７］。炭黑粒

子的表面粗糙度越大，炭黑粒子与环氧树脂之间的相互

作用越强。原因是表面粗糙度越大的炭黑粒子棱角 （活

化点）越多，表面能越高，吸附环氧树脂的熵损失越小，

与环氧树脂的物理和化学作用越强。由于与粗糙炭黑粒

子表面紧密结合的环氧树脂链不易移动，因此当外力作

用时，吸附在炭黑粒子表面的环氧树脂分子链滑动十分

困难，分子链的应力松弛、分子链局部和粒子链的重新

定向会消耗较多能量，能够延缓微裂纹产生，从而起到
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增强复合涂层力学性能的作用［２８］。但是加入过量炭黑，

使得体系的粘度增大，炭黑无法均匀分散，则可能由于

形成较多的孔隙而产生一些缺陷，使复合涂层的力学性

能下降。

)

　结　论

通过研究高压脉冲电场不同处理条件下对两种硅藻

细胞活性的影响，采用ＴＴＣ－脱氢酶活性检测的方法，得
到经过脉冲处理前后两种藻的细胞活性，算出藻细胞的

失活率，发现高压脉冲电场对硅藻有着十分显著的抑制

作用，其中，高压脉冲电场的电压、频率及占空比对两

种硅藻细胞活性有着明显的抑制作用，都呈现出一定的

规律性。硅藻失活率随电压增大而增大，当电压增加到

１９ｋＶ时达到最大。而电压超过１５ｋＶ后继续增加，硅藻
失活率的增幅不大。在炭黑复合涂层上的海链藻最大失

活率为 ８９２％，舟形藻最大失活率为 ９２１％。此外，
ＨＰＥＦ对硅藻细胞活性的影响还依赖于频率和占空比，
最佳频率和占空比分别为２３１５ｋＨｚ和０５。添加适量的
炭黑可以增强涂层的力学性能。炭黑的含量为０３％时，
可以得到综合力学性能最佳的复合涂层。

ＨＰＥＦ结合炭黑复合涂层防污方法的优势在于其优
异的防污效果和不产生二次污染的特点。因此，这一防

污方法在海洋工业应用中有较大的潜力。
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