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摘 　要 　　本文目的是建立粘粒矿物对细菌吸附测定的方法。采用密度梯度分离介质 - Nycodenz ,通过

测定蛋白质与菌量的相关性 ,探讨了分离液的分离悬浮效果 ,摸索了适宜菌量、矿物量 ,以及吸附时间等条件。

结果表明 :采用测定细菌细胞的蛋白质含量来表征矿物表面细菌的吸附量是可行的 ;浓度为 60 %(w/ v) 、密度

1131 g ml - 1的 Nycodenz 密度梯度分离液可有效地分离矿物 —细菌体系中被矿物吸附的细菌与游离的细菌 ;在

此基础上 ,建立了粘土矿物表面吸附细菌的测定方法。
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　　微生物与矿物的相互作用是地球上广泛发生的

一种地质作用[1 ] ,至少已有 30 亿年的历史[2 ] 。微生

物过程在地球环境中元素的循环、矿物的形成和风

化等方面起着非常重要的作用[3 ] ;而微生物的分布、

活性、多样性、基因的表达与转化等又都受到矿物过

程的深刻影响[4～7 ] 。

土壤是微生物的良好生存环境。一般而言 ,细

菌是土壤中数量最多的一类微生物 ,约占 70 %～

90 % ,由于其个体小、代谢强、繁殖快 ,又与土壤颗粒

表面广泛而密切接触 ,是土壤中最活跃的微生物[8 ] 。

土壤中的粘土矿物颗粒细小 ,有较强的表面活性 ,能

与土壤中的微生物发生吸附固定作用 ,深刻影响着

微生物在土壤中的生存和运移[9 ] ,决定着土壤中的

微生物的活性。研究土壤粘土矿物对微生物的吸附

与固定及其两者的相互作用 ,对于认识土壤的形成

演化、揭示污染物转化和降解规律、评价微生物对污

染土壤的修复效率以及土壤质量和健康风险预测等

具有重要的意义[10 ,11 ] 。此外 ,在医学医药领域中有

关细菌与粘土矿物相互作用的认识 ,可以探明粘土

矿物抗菌治病的机制 ,促进粘土矿物药用价值的应

用与开发[12 ,13 ] 。利用细菌提取有用金属的生物冶

金技术可大大提高矿物冶炼的效率[14 ,15 ] 。

有关矿物对细菌吸附的研究 ,以往多集中于原

生矿物体系 , 颗粒粒径一般在 50 ～ 200 μm 以

上[16～20 ] ,少有涉及到粒径小于 2μm 的粘粒。主要

是由于粘粒的颗粒大小与细菌细胞相近 ,分离游离

态的细菌细胞与吸附固定态细胞的困难是限制粘土

矿物与细菌相互作用研究的主要障碍。本研究引入

在细胞及生物大分子分离中的等密度梯度分离法 ,

采用挪威 AXIS2SHIELD PoC AS 公司生产的密度梯

度分离试剂 - Nycodenz 尝试解决这一难题 ,试图在

粘土矿物对细菌的吸附研究方法上作一些探索 ,为

矿物与细菌相互作用的研究提供新途径。

1 　材料与方法

111 　供试细菌菌株

　　苏云金芽孢杆菌 ( Bacillus thuringiensis) ,为本实

验室保存的菌株。

112 　培养基

牛肉膏蛋白胨。分别称取牛肉膏 5 g、蛋白胨

10 g 和 NaCl 5 g 于 100 ml 双蒸水中 ,加热溶解 ,加水

至 950 ml ,用 10 %的 NaOH 调 pH 至 710 ,定容至

1 000 ml ,分装后于 121 ℃高压灭菌 30 min。
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113 　供试矿物

称取高岭石试剂 (化学纯、上海五四化学试剂公

司) 200 g 于 2 000 ml 烧杯中 ,加 100～150 ml 去离子

水 ,搅拌混匀。加 10～15 ml 30 % H2O2后不断搅拌

以去除有机质 (重复此步骤直至无明显气泡产生) 。

除净有机质后的高岭石悬液用 015 mol L - 1的NaOH

或 HCl 调节 pH至 11 ,加去离子水至 400 ml ,超声波分

散 30 min ,并不断搅拌。分散后的悬液过 320 目筛 ,沉

降 法 分 离 小 于 2 μm 的 胶 体。悬 液 用 015

mol L - 1的 CaCl2絮凝 ,再用去离子水和 95 %的酒精洗

至无 Cl - ,50～60 ℃下烘干 ,过 100 目筛 ,保存备用。

114 　Nycodenz 试剂

挪威 AXIS - SHIELD PoC AS 公司生产。Nyco2
denz 是一种含碘酰胺苯类有机化合物 (分子式 :

C19H26 I3N3O9 ,分子量 : 821114。标准命名 ( IUPAC) :

N , N2双 (2 ,32二羟基丙基)252[N2(2 ,32二羟基丙基)

乙酰胺基 ]22 ,4 ,6 三碘21 ,32N 苯二甲酰胺) 。60 %

(w/ v)的 Nycodenz 密度梯度分离液 (以下简称分离

液)配制 :将 8 g 9918 %Nycodenz 固体粉末溶入 10 ml

无菌双蒸水中即可。后续矿物吸菌后的分离实验皆

用此浓度溶液。

115 　菌液制备

用接种环挑取一环 4 ℃保藏的菌株于盛有 5 ml

牛肉膏蛋白胨液体培养基的 PA 瓶中 ,28 ℃下、200

r min - 1摇动 7 h。吸取活化的菌液 2 ml 于盛有

200 ml培养基的 500 ml 三角瓶中 ,同样条件下培养

14 h ,7 000 r min - 1离心 5 min ,菌体经双蒸水清洗 3

遍 ,悬于 pH 710 的 0102 mol L - 1Tris2HCl 缓冲液中备

用。经稀释平板计数检测菌数为 108 CFU ml - 1。根

据测定的该菌的生长曲线可知其生长处于稳定期。

实验所有用菌都严格控制在这一生长期。

116 　细菌细胞蛋白质含量的测定及方法选择

细菌细胞裂解 :分别吸取 3、6、9、12、15、20 ml 菌

液于 50 ml 平底带盖塑料管中 ,加缓冲液至 23 ml。

加入 2 ml 6125 mol L - 1NaOH使体系 NaOH最终浓度

达到 015 mol L - 1。在 100 ℃水浴中保持 30 min。冷

却后过滤 ,滤液中蛋白质含量按以下两种方法测定。

考马斯亮兰法[21 ] :吸取 1 ml 含 10～100μg ml - 1

的蛋白质滤液于玻璃管中 ,加入 5 ml 考马斯亮兰显

色剂 ,摇匀 ,室温下放置 2 min ,用 DU 800 紫外 - 可

见分光光度计测定 595 nm 的吸光值。

Folin2酚试剂法[21 ] : 吸取 015 ml 含 20 ～ 500

μg ml - 1的蛋白质滤液于玻璃管中 ,加入福林试剂甲

5 ml ,摇匀 ,室温下放置 10 min ,加入福林试剂乙 015

ml ,立即混匀 ,室温下静置 15 min ,于 DU800 紫外 -

可见分光光度计测定 500 nm 的吸光值。

对 12 %(v/ v) 的 60 % (w/ v) Nycodenz 溶液、88 %

(v/ v) 0102 mol L - 1 Tris2HCl 溶液、12 % (v/ v) 的 60 %
(w/ v) Nycodenz 加 88 %(v/ v) 0102 mol L - 1 Tris2HCl 混

合溶液以及水 (对照 ) ,分别用考马斯亮兰法和

Folin2酚试剂法测定它们的光密度值。

117 　分离液悬浮细菌细胞实验

分别吸取 1、3、6、9、12、15、20 ml 的菌液于 50 ml

塑料离心管中 ,加 pH 710 的 0102 mol L - 1 Tris2HCl

缓冲液至 20 ml。充分混匀 ,吸取分离液 3 ml 于离心

管底部使之分层。4 ℃、4 000 r min - 1离心 15 min ,上

清液倒入 50 ml 平底塑料管中。按 116 法进行细菌

细胞裂解、考马斯亮兰法测定蛋白质含量。

118 　矿物悬液分离实验

分别称取高岭石样品 20、50、100 mg 于 50 ml 离
心管中 ,加入 20 ml 0102 mol L - 1 Tris2HCl 缓冲液 ,充

分分散后 ,加 3 ml 分离液于离心管的底部 , 4 ℃、

4 000 r min - 1离心 15 min。弃去上清液 ,沉淀有矿物

的离心管于 105 ℃烘至恒重 ,计算沉淀的矿物重量。

同时 ,分别称取相同重量的系列高岭石样品于 50 ml

离心管中 ,直接放于 105 ℃烘至恒重 ,计算沉淀的矿

物重量。

119 　适宜矿物用量、细菌菌量及吸附时间的确定实验

分别称取 0、15、25、30、35、40、50、60 mg 高岭石
于 50 ml 离心管中 ,加入 0102 mol L - 1 Tris2HCl 缓冲

液 5 ml ,充分分散后 ,再加菌悬液 15 ml ,总体积为 20

ml。25 ℃、200 r min - 1摇动 60 min。加分离液 3 ml ,

4 ℃、4 000 r min - 1离心 15 min。上清液倒入 50 ml 平

底塑料管中。按 116 法进行细菌细胞裂解、考马斯

亮兰法测定蛋白质含量。用加入菌量的蛋白质量减

去上清液的蛋白质量表示矿物对细菌的吸附量。

称取高岭石 35 mg 于 50 ml 离心管中 ,分别加入

0、3、6、9、12、15、20 ml 菌液。加 0102 mol L - 1 Tris2
HCL 缓冲液至 20 ml。后同上进行振荡、离心分离及

蛋白质含量的测定。

分别称取 35 mg 矿物 ,加 Tris2HCL 缓冲液 5 ml ,

充分分散后再加菌液 15 ml ,总体积 20 ml。25 ℃、

200 r min - 1下 ,分别振荡 15、30、45、60、120 和240 min

后 ,同上进行离心分离及蛋白质含量测定。

2 　结果与分析

211 　菌量与蛋白质含量的关系

　　目前 ,细菌数量的检测有平板计数法、显微镜直
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接计数法、同位素标记计数法、荧光闪烁计数等方法 ,

其中平板计数法最为常用。这些方法测定时结果误

差较大 ,难以用于精确定量表征细菌的数量。为此 ,

本实验采用测定细菌细胞的蛋白质含量的方法来表

征细菌的量。以土壤中常见的苏云金芽孢杆菌作为

供试菌 ,测定其系列菌量的蛋白质含量。菌量从 3 ×

108～2 ×109个细胞的范围内 ,相应的蛋白质含量为

790～3 570μg 之间。由图 1 可见 ,不同菌量芽孢杆菌

与测定的蛋白质含量之间呈极显著的正相关性 ( R2 =

01991 9 , n = 6 , p < 01001) 。因此 ,在目前细菌计数尚

无精确的定量方法的情况下 ,用细菌细胞蛋白质含量

来表征体系中细菌的数量是可行的。

图 1 　芽孢杆菌菌量与蛋白质含量的关系

Fig11 　Correlation between total protein and count of B . thuringiensis

212 　分离液和缓冲液对蛋白质测定的影响

为了解分离液及缓冲液是否会对蛋白质测定产

生影响。本实验比较了 12 % (v/ v) 的 60 % (w/ v) Ny2
codenz 溶液、88 % (v/ v) 的 0102 mol L - 1 Tris2HCl 溶

液、12 %(v/ v)的 60 %(w/ v) Nycodenz 加 88 %(v/ v) 的

0102 mol L - 1Tris2HCl 混合溶液 (后续实验中测定蛋

白质时的实际浓度) 及水溶液用考马斯亮兰法和

Folin2酚试剂法测定的光密度值。测定结果为 :考马

斯亮兰法测定的水、缓冲液、分离液、分离液 + 缓冲

液的光密度值均为 0。说明各体系对考马斯亮兰法

测定蛋白质均不产生干扰。而 Folin2酚试剂法测定

的水、缓冲液、分离液、分离液 + 缓冲液各体系的光

密度值分别为 0、0、01204 和 01202。表明分离液对

Folin2酚试剂法测定蛋白质有较大干扰 ,而 Tris2HCl

缓冲液无干扰。故本实验选择考马斯亮兰法测定细

菌细胞的蛋白质含量。

213 　分离液悬浮细菌细胞的效果

在矿物与细菌相互作用后的体系中 ,如何分离吸

附在矿物表面的细菌与未被吸附的细菌是本研究最

为关注的问题。考虑到粘土矿物的密度一般为 216～

217 g ml - 1 ,细菌细胞的密度为 1102～1112 g ml - 1 ,本

实验采用等密度梯度离心法解决这一关键问题。等

密度梯度离心法的原理是密度分离介质在离心力的

作用下形成密度梯度分布 ,被分离的粒子随密度大

小的不同依次沉降。最后 ,样品中不同密度的粒子

就停留在相应的密度位置上而得到分离。这一方法

的特点是 ,分离只与样品粒子的密度有关 ,而与粒子

的大小、形状等参数无关[22 ] 。浓度为 60 %(w/ v) 、密

度为 1131 g cm - 3的 Nycodenz 水溶液常用于分离各

种生物大分子、细胞器及细胞[23 ] ,也用作土壤 DNA

提取的分离介质[24 ] 。

为了弄清 Nycodenz 分离液悬浮细菌细胞的实

际效果 ,进行了分离液悬浮不同数量芽孢杆菌细胞

的实验。经测定不同浓度的细菌细胞蛋白质含量的

结果 (表 1)表明 :当菌液量为 1 ml 时 ,用分离液离心

悬浮测定的细菌细胞蛋白质量为 18011μg ;不用分

离液而直接测定的细菌细胞蛋白质量为 16912μg ;

当菌液量增加至 9 ml 时 ,两种方式测定的蛋白质含

量分别为 1 850μg 和 1 835μg ;菌液量达 20 ml 时 ,分

别为 3 531μg 和 3 495μg。对比两种方式的蛋白质

测定值 ,可以说明 Nycodenz 分离液完全能够将不同

数量的细菌细胞悬浮起来。表 1 数据统计显示 ,分

离液离心悬浮和未用分离液悬浮的菌量与蛋白质含

量之间都具有极显著的正相关 ( R2
悬浮 = 01991 9 ,

R2
未悬浮 = 01991 1 , n = 7 , p < 01001) 。可见 ,等密度分

离介质 —Nycodenz 对不同浓度的细菌细胞有很好的

悬浮效果。

同时 ,为探明供试的矿物颗粒能否穿越密度梯

度分离液 ,进行了纯矿物的分离液离心实验。不同

重量的高岭石样品经分离液离心沉淀后烘干称重 ,

与对照的矿物烘干重的结果列入表 2。由表 2 可

见 ,矿物称量为 20 mg 时 ,分离液处理的矿物烘干重

与未经分离液处理的矿物烘干重分别为 1913 和

1912 mg。矿物量增加为 100 mg 时 ,测定值分别为

9515 和 9513 mg。可见 ,三个重量不一的高岭石颗

粒经分离液离心沉淀烘干重与未经分离液离心分离

而直接烘干重没有差别 ,说明矿物颗粒在分离液离

心体系中能顺利穿过分离液层而沉淀于离心管管

底 ,表明分离液不能阻止颗粒微小但密度大于它的

矿物粒子的沉淀。

综合以上结果可以看出 ,Nycodenz 分离液是一

种较理想的密度梯度介质 ,它可以完全悬浮不同浓

度菌液中的细菌细胞而允许微小的矿物颗粒沉淀 ,

可达到有效分离矿物与细菌共存体系中两种组分的

目的。
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214 　适宜矿物用量的确定

在进行粘土矿物吸附细菌实验时 ,如果体系

中矿物浓度过高 ,矿物颗粒之间可能会相互聚集

而产生絮凝作用 ,干扰矿物对细菌的正常吸附。

如果矿物浓度过低 ,加入体系中的细菌菌量较

少 ,吸附平衡后细菌细胞的蛋白质含量又难以检

测。因此 ,选择合适的矿物用量是实验首要解决

的问题之一。

表 1 　分离液离心悬浮菌液的效果

Table 1 　Suspending effect of bacteria by Nycodenz solution

菌量

B . thuringiensis cell numbers

( ×108CFU)

分离液悬浮蛋白质量

Total protein of bacteria treated

with Nycodenz (μg)

未用分离液悬浮蛋白质量

Total protein of bacteria without

Nycodenz treatment (μg)

1 18011 ±317 16912 ±319

3 63019 ±416 59514 ±418

6 1 200 ±8 1 165 ±8

9 1 850 ±11 1 835 ±11

12 2 280 ±12 2 320 ±13

15 2 660 ±15 2 773 ±14

20 3 531 ±18 3 495 ±18

表 2 　分离液分离矿物的效果

Table 2 　Effects of separation of clay mineral by Nycodenz solution

称取矿物重量

Air dry weight of kaolinite

(mg)

未经分离液处理的矿物烘干重

Dry weight of kaolinite without

Nycodenz (mg)

分离液处理后沉淀于离心管
管底的矿物烘干重

Dry weight of kaolinite with

Nycodenz (mg)

20 1912 ±014 1913 ±014

50 4718 ±013 4810 ±013

100 9513 ±012 9515 ±012

　　研究设计了在固定菌量体系中系列浓度高岭石

对细菌的吸附实验。图 2 表明 ,体系中的菌量为

115 ×109个细胞时 ,随着矿物浓度的增加细菌的吸

附量也逐渐增加 ;矿物量为 15 mg 时细菌吸附量为

38134μg mg - 1 ;当矿物量增加到 35 mg 以上时吸附

达到饱和 ,此时的细菌吸附量为 68151μg mg - 1。继

续增加矿物量达 40～60 mg ,则细菌吸附量稳定在

68199～69103μg mg - 1。可见 ,在本实验条件下 ,矿

物用量应选择 35～50 mg(1175～2150 mg ml - 1) 范围

为佳。

图 2 　不同浓度高岭石对芽孢杆菌的吸附曲线

Fig12 　Adsorption of B . thuringiensis by kaoliniteat different concentrations
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215 　合适菌量的确定

确定合适的菌量是粘土矿物吸附细菌实验的又

一重要环节。体系中的细菌数量既要保证细菌细胞

之间不能相互胶结和聚合 ,又能满足蛋白质含量的

检测要求。为此 ,进行了系列菌量的吸附实验。

图 3 显示 ,在恒定高岭石浓度的条件下 ,在低菌

量 ( < 115 ×109个细胞 ,即 < 715 ×108 CFU ml - 1)体系

中 ,细菌吸附量随菌量的增加而增加。高菌量 ( >

115 ×109个细胞 ,即 > 715 ×108 CFU ml - 1)时 ,吸附量

随菌量的增加而降低。菌量在 115 ×109 个细胞

(715 ×108 CFU ml - 1)时吸附量达到最大值 (74199μg

mg - 1) 。由此可知 ,在粘土矿物与细菌作用的复杂

体系中要研究二者的相互作用特点如矿物对细菌的

吸附量等时选择适宜的菌量至关重要。根据以上结

果 ,在本实验及类似的条件下 ,粘土矿物吸附细菌实

验适宜的菌量以 (12～15) ×108个细胞 ,即 (6～715) ×

108CFU ml - 1为佳。

图 3 　高岭石对不同浓度芽孢杆菌的吸附曲线

Fig13 　B . thuringiensis adsorption curve by kaolinite

216 　吸附时间的确定

为了确定矿物吸附细菌实验的最佳时间 ,在矿

物用量 35 mg 和芽孢杆菌菌量 115 ×109个细胞 ,总

体积控制在 20 ml 的条件下 ,设计了 15、30、45、60、

120 和 240 min 等系列时间的吸附实验。由图 4 可

见 ,高岭石对芽孢杆菌的吸附量由 15 min 时的

37177 μg mg - 1 快速上升到 45 min 时的 70136

μg mg - 1 ;60 min 后 ,吸附量达 72157μg mg - 1 ,之后随

着时间的继续延长吸附量稳定在 72163～ 72170

μg mg - 1。240 min 时的吸附量仍为 72170μg mg - 1。

说明 ,本实验条件下 ,高岭石表面吸附芽孢杆菌在

60 min后进入了饱和状态 ,达到最大吸附量。这与

一般的化学平衡吸附实验中固相表面吸附离子及分

子达到平衡的时间 1 h 左右基本一致。因此 ,研究

粘土矿物表面吸附细菌细胞的平衡时间应选择在 1

h 以上为宜。

图 4 　不同时间高岭石对芽孢杆菌的吸附曲线

Fig14 　Adsorption of B . thuringiensis by kaolinite vs time

3 　结　论

本研究通过定量测定细菌细胞的蛋白质含

量及其相关性分析 ,探讨了等密度梯度分离法

对矿物和细菌细胞悬液分离悬浮效果 ,摸索了

在矿物吸附细菌体系中适宜的矿物用量和细菌

菌量以及吸附达到平衡的最佳时间。综合以上

结果与分析可以得出 :

细菌数量与细菌细胞蛋白质含量有极显著的正

相关性 ,细菌细胞蛋白质含量可以精确的定量测定 ,

用蛋白质含量来表征矿物对细菌的吸附量是可行

的。Nycodenz 密度梯度分离液是理想的分离介质 ,

它可以有效地分离吸附平衡后的共存体系中游离细

菌细胞与吸附态的细菌细胞 ,首次尝试了长期以来

困扰粘土矿物吸附细菌后的体系中矿物与细菌分离

的难题。在进行粘土矿物对细菌的吸附研究时 ,体

系中细菌的数量以控制在 (6～715) ×108 CFU ml - 1

细胞为佳 ,1175～2150 mg ml - 1为适宜的矿物浓度范

围 ,经 60 min 左右吸附平衡后 ,即用 3～5 ml 浓度为

60 %(w/ v) 的 Nycodenz 试剂分离游离态与吸附态的

细菌细胞 ,矿物对细菌的吸附量用考马斯亮兰法测

定的细菌细胞的蛋白质含量表示。

粘土矿物对细菌吸附的测定方法 ,可以为矿物

与微生物的相互作用的定量及深入研究提供方法。
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A METHOD FOR DETERMINATION OF BACTERIA ADSORPTION BY CLAY MINERALS

Jiang Daihua1 ,3 　Huang Qiaoyun2 　Cai Peng2 　Rong Xingmin2 　Chen Wenli1

(1 State Key Laboratory of Agricultural Microbiology , Huazhong Agricultural University , Wuhan 　430070 , China)

(2 Key Laboratory of Subtropical Agricultural Resources and Environment , Ministry of Agriculture , Huazhong Agricultural University , Wuhan 　430070 , China)

(3 College of Agriculture , Guangxi University , Nanning 　530005 , China)

Abstract 　Interactions between bacteria and clay minerals are ubiquitous in soil and sediments. Previous studies on bioad2

sorption of bacteria focused mainly on large particles like quartz sands. Few methods for investigation of bacteria on clayey soil
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components are available. This study aims to establish a method for determination of adsorption of bacteria on clay minerals.

Kaolinite and B . thuringiensis were used as the test bacterial strain and clay mineral . Nycodenz —density gradient solution was

used to separate free bacterial cells from those adsorbed. Correlation between total protein and count of bacteria was analyzed.

Suspending and separating effects of Nycodenz solution on bacteria and minerals were tested. Appropriate ranges of bacterial num2
ber and clay mineral ,and equilibrium time were determined. Results show significant correlation between total bacterial protein

and count of bacteria ( R2 = 01991 9) . Total protein of bacteria could be used to represent the amount of bacteria adsorbed on

minerals. Data reveal that Nycodenz solution ,60 % (w/ v) in concentration and 1131 g ml - 1 in density ,is an efficient density gra2
dient medium to separate free bacteria from those adsorbed on clay minerals. No interferences were observed of the 12 % (v/ v)

Nycodenz solution on protein measurement by the Bradford method. Maximum adsorption of bacteria on kaolinite occurred 60 min

after getting in contact and then leveled off . The method could be extended to the study on interactions of minerals and microor2
ganisms.

Key words 　Kaolinite ; B . thuringiensis ;Adsorption ;Nycodenz ;Method
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