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摘 要  本文运用表面热力学方法和扩展的DLVO理论，对两种典型土壤细菌恶臭假单胞菌（Pseudomonas putida）和枯草芽孢杆菌（Bacillus subtilis）在代表性土壤粘粒矿物高岭石和蒙脱石表面的吸附进行了分析，计获得了粘粒矿物与细菌作用的疏水自由能变((GH)和静电力自由能变((GEL)及总自由能变((G)。发现疏水自由能为负，显示疏水作用为引力，有利于细菌在粘粒矿物表面的吸附；而静电力自由能为正，表明细菌-矿物间存在静电斥力。疏水自由能显著大于静电力自由能，表明疏水作用在粘粒矿物对细菌吸附时的贡献大于静电力。两种细菌与两种矿物间的总吸附自由能为负值，意味着细菌在矿物表面的吸附是热力学自发过程。高岭石对细菌的吸附自由能大于蒙脱石对细菌的吸附自由能，表明细菌与高岭石间的亲和力较高，吸附更容易发生，这与化学吸附及滴定量热结果一致。表面热力学方法和XDLVO理论在预测细菌－矿物相互作用中有重要意义，但该方法未考虑多种非DLVO效应，如细胞表面多聚物、细菌鞭毛等在吸附反应中的作用，因此还存在一定的局限性，在揭示细菌-矿物相互作用的热力学机理方面还需与其它研究技术结合。
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土壤是一个复杂的多相体系，是陆地生态系统的中心枢纽。土壤微生物是土壤中最富活力的组分，主要由土壤细菌、放线菌、真菌、藻类和各种微小的原生动物组成，其中以细菌的数量最为丰富，可高达1012个g-1土壤[1]。土壤中诸多重要的过程都是在这些微生物的直接或间接作用下发生的，土壤微生物的数量及它们参与的各种土壤生物化学反应的进程和强度深刻影响着土壤的肥力水平、环境质量甚至整个地球生态系统的碳、氮平衡。矿物是土壤固相颗粒的主要组成部分，包括各种层状硅酸盐矿物和铁、铝、锰的氧化物，它们构成土壤的骨架。生活在土壤中的微生物，80％～90％是粘附在各种矿物或矿物-有机物复合体表面，形成单个的微菌落或生物膜[2]。微生物的代谢或其残体分解后，会释放出各种生物分子，如蛋白质、核酸、胞外多糖等，这些生物分子也趋向于吸附在土壤固相颗粒表面。微生物体或生物分子吸附于矿物表面后，其活性将发生改变，从而影响到土壤中与生物和生物分子相关的一系列土壤过程，如矿物形成与演化、土壤结构体稳定性、土壤养分有效性、土壤污染物质的毒性以及污染土壤的生物修复等等。因此，研究土壤矿物-微生物相互作用，不仅有助于深入了解土壤微生物过程，而且对评估和预测土壤体系中有机污染物降解和转化的特点与动态，进而提高污染土壤的修复效率等有着重要的实际意义。

细菌与矿物间的吸附始于两者间的长程、非特异性相互作用力。这种长程非特异性的作用力是不稳定的，吸附的细菌容易被外力，如液体流动的剪切力而脱附[3]。因此，细菌与矿物间要紧密结合，必须建立起较为稳定的短程相互作用。当细菌与矿物距离很近时，这种短程的、特异性相互作用力可使细菌紧紧的粘附在矿物表面。这一从非特异性相互作用发展到特异的稳定相互作用的过程，称细菌的初始吸附，一般认为初始吸附是细菌吸附关键步骤[4-5]。初始吸附过程又取决于细菌、矿物及介质的物理化学性质。根据经典或扩展的DLVO理论，细菌和底物（矿物）的表面物理化学性质可以用表面热力学参数，如表面张力的范德华组分（γLW）、表面张力中的路易斯酸碱组分的电子受体（γ+）和电子供体（γ-）以及Zeta电位来进行表征，这些参数均可测定或计算。因此可以通过这些参数来获得细菌在矿物表面吸附的自由能变[6-10]，进而揭示细菌-矿物相互作用的热力学本质。

2材料与方法

2.1细菌

恶臭假单胞菌（Pseudomonas putida）：分离自武汉市洪山区湖北省农业科学院被镉污染的废弃物填埋场，对镉有较强抗性，革兰氏阴性。枯草芽孢杆菌（Bacillus subtilis）：为标准菌株，革兰氏阳性。

无菌条件挑取斜面保存的菌种一环，于10 ml液体Luria-Bertani (LB)培养基（10 g L-1胰蛋白胨，5 g L-1酵母膏，10 g L-1 NaCl，pH 7.0~7.2）中，30 (C，150 r min-1振荡培养8 h，进行活化。取活化后的培养液2 ml，接种200 ml同样的培养基，在相同条件下培养12 h。所得培养物于4 (C，12000 r min-1离心，收集菌体。然后用无菌去离子水洗涤3次，去除细胞表面吸附的培养基及与细胞松散结合的部分胞外物质。最后根据不同实验的需要，将菌体分别重新悬浮于无菌去离子水或10 mmolL-1的缓冲溶液中。为了获得细菌浓度、细胞数量等准确数据，所得菌体同时测定鲜重、干重和菌悬液在410 nm时的光密度。

2.2粘粒矿物

高岭石和蒙脱石分别购于上海五四化学试剂公司和河南信阳蒙脱石公司。称取50g粘粒矿物于1 L的高型烧杯，加去离子水至500 ml，用0.1 molL-1 NaOH溶液调节蒙脱石悬液的pH至7～8，高岭石悬液pH至11，超声波分散20～30 min。沉降法分离小于2 μm的颗粒[11]。矿物粘粒用去离子水和95％酒精分别洗涤至无Cl-离子，50～60(C烘干，磨细过100目筛，保存备用。

2.3细菌和粘粒矿物接触角的测定

细菌：将制备好的细菌悬液，用针孔过滤器，使细胞在硝酸纤维素滤膜（Ф45μm）表面沉积，形成厚度约1mm的菌膜。将此菌膜置于干燥器内，干燥至少30 min。然后将此菌膜置于接触角测定仪上，以水为模式试剂，测定它与细菌的接触角。

粘粒矿物：将干燥后的矿物粉末压成直径约1cm，厚1～2 mm的圆片，同样方法于接触角测定仪下测定。

2.4细菌和矿物Zeta电位的测定

细菌比表面积采用亚甲基兰吸附法测定[12]，矿物比表面积用N2吸附法测定，仪器为ST-08型比表面积测定仪。工作条件：样品重量100~500 mg，吸附质N2（> 99.99%），载气H2（> 99.99％），N2/H2为1:4。矿物阳离子交换量采用中性乙酸铵法测定[13]。

用美国Brookhaven公司的Zetaplus90电位仪来测定zeta电位。先将浓度分别为0.61 mg ml-1和2 mg ml-1的细菌和矿物悬液各10管，用0.01molL-1 NaOH或0.01molL-1HCl调节pH2~12，电解质KNO3浓度为0.01 molL-1。然后用3~5ml悬液润洗Zeta电位仪的测定杯，再将测定杯用待测悬液注满，然后小心插入测定电极，使杯内不留气泡，即可开始测定程序。设定每个样品测定5次，取平均值为最终的Zeta电位数据。

2.5吸附自由能的计算方法

细菌与矿物间的吸附作用力可以分为以下几大类：1）静电相互作用力（EL）；2）范德华力（LW），为取向力、诱导力和色散力之和；3）极性力或酸碱相互作用力（AB），常称疏水相互作用。因此，总的吸附自由能：
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由于ΔGLW和ΔGAB都取决于界面张力（γ），前者是γLW的函数，后者是γAB的函数。这里γLW和γAB分别是界面张力中的非极性和极性组分，且γ=γLW + γAB。因此，可以将ΔGLW和ΔGAB进行合并，记为ΔGH [14-15]，即：
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根据式（2），得到吸附的自由能
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，必须分别计算
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。以下简要介绍Chattopadhyay等[14]计算
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的方法。
2.5.1 
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的计算   细菌和矿物在吸附过程中的静电力自由能组分（
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）可以通过Zeta电位来进行计算。由于细菌和矿物在悬液中并不是理想的球形或平面，因此，在计算中需对它们进行模式化处理。细菌-矿物间的相互作用一般按以下3种模型：平板-平板、球形-球形和平板-球形来进行计算。
1) 平板-平板相互作用。这种处理将吸附时的细菌和矿物均当作相互平行的平板。Hogg等[16]推导出两个距离h的平行平板，其
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计算方程为：
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这里(为液体介质的介电常数，等于水的介电常数（80.2，20 ºC）与真空介电常数（8.854×10-12 Fm-1）的乘积，(是双电层厚度（即Debye长度）的倒数，(01和(02分别为两平面的表面电势，通过以下公式由zeta电位（ζ）得到[17-18]：
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此处Z带电颗粒表面与滑动面距离（Z ( 0.3-0.5 nm），α为带电颗粒的Stokes半径。
2）球形-球形相互作用。在此处理中，相互作用的颗粒均按理想球形来进行计算。Hogg等[16]导出以下方程来计算
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这里a1是较大颗粒的半径，(01是相应颗粒的表面电势，而a2是较小颗粒的半径，(02是其表面电势。
3)球形-平板相互作用。将相互作用的两者，一种当球形处理，另一种当平板处理。Suresh和Waltz[19]证明半径为R的球形颗粒与带电平板在1:1电解质溶液静电作用自由能：
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以上各式中κ（双电层厚度的倒数，即Debye长度的倒数）计算公式为：
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此处vi为溶液中第i种离子的价数，ni为该离子的浓度。

在本研究中，细菌-矿物间相互作用，使用上述3种模型进行计算，细菌-细菌和矿物-矿物相互作用分别使用球形-球形和平板-平板两种模型计算，计算中所用距离参数均取10nm。

2.5.2
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的计算   在悬液中，细菌与粘土颗粒间的相互作用涉及到细菌-细菌相互作用（b-b）、细菌-粘土相互作用（b-c）和粘土-粘土相互作用（c-c）三类。因此式（2）可展开为：
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对于细菌-细菌相互作用和粘土-粘土相互作用，有：
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这里γbw是细菌与水间的界面张力，γcw是矿物与水间的界面张力。当细菌与矿物吸附后，γbw和γcw被γbc（矿物与细菌间的界面张力）所取代。因此：
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式(9)和(10)中的界面张力是无法直接测定的，只能通过经验方程计算得到。本文使用Neumann等[20]的经验方程，并结合实验测定及文献报道的细菌及矿物接触角θ和γwv，可以计算得到γbc、γbw和γcw，从而可以得到
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。具体计算公式如下：
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通过式(11)得到γcv和γbv，然后通过以下方程计算γcw和γbw：
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然后，γbc可以通过下面方程得到：
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最后：
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表1供试矿物与细菌的水接触角及Zeta电位

Table 1 Water contact angles and zeta potentials of clay minerals and bacteria.

	矿物/细菌

Minerals / Bacteria
	θw (o)
	ζ (mV)1)
	SSA

(m2 g-1)
	CEC

(cmol kg-1)

	高岭石

Kaolinite
	42±8
	-43.52
	7.1
	39.0

	蒙脱石

Montmorillonite
	37±3
	-39.4
	90.2
	194.4

	恶臭假单胞菌

P. Putida
	24±3
	-37.91
	ND
	203.1

	枯草芽孢杆菌

B. Subtilis
	32±9
	-31.72
	ND
	189.8


1) ζ：Zeta电位，测定体系为pH 7，电解质为10 mmol L-1 KNO3, Experiments was conducted at pH 7 with 10 mmoL L-1 KNO3; 
θw:水接触角 water contact angle; SSA:比表面 Specific surface area；CEC:阳离子交换量 Cation exchange capacity.
3结果与分析
3.1接触角与zeta电位
接触角是当液体在固相表面处于静止平衡状态时，固液分界线与过三相交界处做液滴切线的夹角。它能较准确地表征固相表面张力，表面自由能及表面疏水性。以水接触角为例，接触角越大，则固相表面越疏水。从表1可见，高岭石疏水性大于蒙脱石，两种矿物比两种细菌疏水，枯草芽孢杆菌疏水性大于恶臭假单胞菌。供试矿物和细菌在pH7时，高岭石表面电势最高，其次为蒙脱石和恶臭假单胞菌，枯草芽孢杆菌表面电势最低。

3.2细菌-矿物吸附自由能

从热力学观点来看，一个自发反应总是朝向使体系自由能降低的方向进行。当细菌在矿物表面吸附的自由能变为负，则吸附反应使体系总自由能减小，是热力学上自发过程；而当吸附自由能为正值时，吸附是热力学上不容易发生的反应。本实验将细菌-矿物间的作用视为平板-平板（p-p）、平板-球形（p-s）和球形-球形（s-s）三种模式相互作用，分别计算了细菌-矿物间的静电力自由能（表2）。细菌-矿物间静电自由能（ΔGELc-b）与矿物-矿物间静电自由能组分（ΔGELc-c）相当，均大于细菌间（ΔGELb-b）静电力组分。不同模型计算得到的自由能均为正值，显示细菌-矿物间为静电斥力。但不同模式得到的数值差异较大，其中p-p模型间静电自由能显著大于s-s和p-s模型。从表2可见，若使用p-p模型来计算矿物-细菌间静电自由能，则静电力对总自由能贡献远远大于疏水作用和范德华力自由能，得到吸附总自由能为正，吸附反应不容易发生，此情况与本研究进行的细菌-矿物吸附实验相矛盾，因此，本研究认为p-p模型计算得到的细菌-矿物静电力自由能不合理。若采用p-s模式计算细菌-矿物间静电力自由能，则得到静电力对细菌-矿物间吸附贡献远小于疏水作用，也与吸附实验结果不符[21]。本研究中均分离提取直径<2μm的矿物颗粒，细菌细胞的尺寸也处于2~4μm范围，两者大小相近，因此将这两者均视为球形，用s-s模型计算得到的静电力组分最为合理，因此本研究根据此模型获得静电力自由能来计算细菌-矿物吸附的总自由能变。

表3显示细菌矿物间的疏水作用自由能均为负值，表明细菌-矿物间疏水作用为引力，有利于两者间吸附。其中枯草芽孢杆菌与高岭石间疏水作用力最大，其次为恶臭假单胞菌与高岭石，恶臭假单胞菌与蒙脱石间疏水作用力最小。矿物细菌间静电力总自由能大小顺序为：P. putida-高岭石>P. putida-蒙脱石>B. subtilis-蒙脱石>B.subtilis-高岭石（表4）。细菌矿物间静电斥力大小与此顺序相同。静电力自由能组分显著小于疏水相互作用自由能。对于每个细菌-矿物吸附体系，静电力自由能大小均不超过疏水自由能大小的34.5%，这说明在pH7时，细菌-矿物吸附主要受疏水相互作用控制，这与采用高精度微量热技术和化学等温吸附方法得到的研究结果[21]一致。
表2 细菌-粘粒矿物间静电力自由能

Table 2 Electrostatic free energy between bacteria and clay minerals (mJ m-2)
	细菌

Bacteria
	粘粒矿物

Clay minerals
	ΔGELc-b
	ΔGELc-c
	ΔGELb-b

	
	
	p-p
	p-s
	s-s
	p-p
	s-s
	s-s

	恶臭假单胞菌

P. putida
	高岭石

Kaolinite
	31.868
	2.64E-06
	0.373
	37.499
	0.269
	0.140

	
	蒙脱石

Montmorillonite
	29.520
	2.64E-06
	0.384
	30.735
	0.303
	0.140

	枯草芽孢杆菌
B. subtilis
	高岭石

Kaolinite
	23.786
	1.76E-06
	0.124
	37.499
	0.369
	0.065

	
	蒙脱石

Montmorillonite
	23.243
	1.76E-06
	0.247
	30.735
	0.303
	0.065


ΔGELc-b:粘粒与细菌间静电作用自由能变 Free energy change of clay mineral-bacteria interactions; ΔGELc-c:粘粒与粘粒间静电作用自由能变 Free energy change of clay mineral-clay mineral interactions; ΔGELb-b:粘粒与细菌间静电作用自由能变 Free energy change of bacteria-bacteria interactions; 
p-p:平板-平板相互作用 plate-plate interaction; p-s:平板-球形相互作用 plate-sphere interaction; 球形-球形相互作用 sphere-sphere interaction;
表3 细菌-粘粒矿物间疏水相互作用自由能

Table 3 Free energy of hydrophobic interactions between bacteria and minerals (mJ m-2)

	细菌

Bacteria
	粘粒矿物

Clay Minerals
	γcw
	γcv
	γbw
	γbv
	γbc
	ΔGHc-b
	ΔGHc-c
	ΔGHb-b

	恶臭假单胞菌

P. putida
	高岭石

Kaolinite
	1.201
	55.26
	0.14
	66.60
	0.53
	-0.81
	-2.40
	-0.3

	
	蒙脱石

Montmorillonite
	0.738
	58.84
	0.14
	66.60
	0.24
	-0.63
	-1.48
	-0.3

	枯草芽孢杆菌
B. subtilis
	高岭石

Kaolinite
	1.201
	55.26
	0.42
	62.12
	0.20
	-1.42
	-2.40
	-0.8

	
	蒙脱石

Montmorillonite
	0.738
	58.84
	0.42
	62.12
	0.04
	-1.11
	-1.48
	-0.8


γcw:粘粒与水间界面张力interfacial tension between clay mineral and water; γcv:粘粒与大气间界面张力interfacial tension between clay mineral and vapor; γbw:细菌与水间界面张力interfacial tension between bacteria and water; γbv:细菌与大气界面间张力interfacial tension between bacteria and vapor; γbc:细菌与粘粒矿物间界面张力interfacial tension between bacteria and clay mineral；ΔGHc-b: 粘粒矿物与细菌间疏水作用自由能 Free energy change of clay mineral-bacteria interactions; ΔGHc-c:粘粒矿物与粘粒矿物间疏水作用自由能 Free energy change of clay mineral-clay mineral interactions; ΔGHb-b:细菌与细菌间疏水作用自由能 Free energy change of bacteria-bacteria interactions;
吸附总自由能为负值，显示细菌在矿物表面吸附是热力学自发过程。对于矿物来讲，高岭石与细菌间的吸附自由能大于蒙脱石与细菌间吸附自由能，说明细菌更容易在高岭石表面吸附，这与高岭石对细菌的吸附量大于蒙脱石的实验结果是一致的，也与细菌-高岭石吸附放出较多热量，细菌-高岭石吸附焓变大于蒙脱石体系的结果[21]相符。枯草芽孢杆菌与矿物间吸附自由能大于恶臭假单胞菌与矿物的吸附自由能，从热力学观点来看，芽孢杆菌更易于吸附在高岭石和蒙脱石表面。
4讨 论

本研究使用表面热力学和XDLVO理论对恶臭假单胞菌、枯草芽孢杆菌与高岭石和蒙脱石间的吸附自由能进行了计算。结果表明，细菌-粘粒矿物间总的吸附自由能均小于0，说明二者间的吸附为热力学自发反应。高岭石与细菌间的吸附自由能大于蒙脱石，显示高岭石与细菌间的亲和力大于蒙脱石。热力学理论计算得到的结果与细菌-矿物化学平衡吸附及等温滴定量热（ITC）研究结果基本一致，证明该方法可为深入理解细菌-矿物间相互作用的热力学本质提供可靠信息。
表4 细菌在矿物表面吸附的总自由能变

Table 4 Free energy change of bacterial adsorption on kaolinite and montmorillonite (mJ m2)

	细菌

Bacteria
	矿物

Mineral
	ΔGEL
	ΔGH
	ΔG
	ΔGEL/ΔGH (%)

	恶臭假单胞菌

P. putida
	高岭石

Kaolinite
	0.882
	-3.5
	-2.62
	25.2

	
	蒙脱石

Montmorillonite
	0.827
	-2.4
	-1.57
	34.5

	枯草芽孢杆菌
B. subtilis
	高岭石

Kaolinite
	0.559
	-5.6
	-5.04
	12.2

	
	蒙脱石

Montmorillonite
	0.615
	-4.4
	-3.79
	18.1


ΔGEL:静电作用自由能变 Free energy change of electrostatic interactions；ΔGH:疏水作用自由能变 Free energy change of hydrophobic interactions; ΔG:总自由能变 Total free energy change; ΔGEL/ΔGH (%): 静电自由变与疏水作用自由能变的比率 Ration of electrostatic interactions to hydrophobic interactions.
扩展的DLVO理论最大的贡献就是极性相互作用（疏水作用）的引入。疏水相互作用可表现为斥力，也可为引力[22]。本研究中，从DLVO理论来看，疏水相互作用表现为引力，且在细菌-矿物相互作用中占主要地位，这可能是由于矿物和细菌的表面疏水性均较强[23]。Chattopadhyay等[14]根据大肠杆菌噬菌体T2、MS-2和(X-174在锂蒙脱石、皂石和高岭石表面吸附的疏水自由能组分远大于静电力自由能组分，推断噬菌体在粘土矿物表面的吸附主要受疏水引力的控制，静电斥力对吸附的影响较小。而且，Chattopadhyay等[14]的研究还表明，疏水自由能组分越大，噬菌体在矿物表面的吸附量也越大。本研究中疏水作用和静电力是驱动细菌与层状硅酸盐矿物颗粒粘粒逐渐接近并初始吸附的主要作用力。
枯草芽孢杆菌在矿物表面吸附的总自由能大于恶臭假单胞菌在矿物表面吸附的总自由能，因此，从热力学的观点来看，枯草芽孢杆菌与供试两种矿物的亲和力大于恶臭假单胞菌。然而，化学吸附实验却发现枯草芽孢杆菌在矿物表面的吸附量低于恶臭假单胞菌；ITC结果也表明，芽孢杆菌在矿物表面的吸附，释放热量较少，吸附焓变也较小[21]。这可能与芽孢杆菌细胞大于假单胞菌，比表面小于假单胞菌，芽孢杆菌与矿物吸附时碰撞效率较低有关[24]。此外，革兰氏阳性的枯草芽孢杆菌表面富含多种基团及胞外聚合物（EPS），虽然这些物质有时可促进细菌在矿物表面的吸附[25]，但在有的情况下它们也引起空间位阻效应而不利于吸附[26]。细菌的鞭毛也在细菌-矿物吸附过程中起重要作用，例如鞭毛蛋白显著促进铁还原菌Shewanella algae在无定形氧化铁、针铁矿及赤铁矿表面的吸附。去鞭毛后，此细菌在这几种铁矿物表面的吸附量显著减少[27]。在本研究中，恶臭假单胞菌为极生多鞭毛细菌，而枯草芽孢杆菌为侧生单鞭毛细菌，这一差异也可能是导致恶臭假单胞菌在矿物表面的吸附量与热力学预测相矛盾的原因。Glassauer等[28]发现，杆状细菌的两极对矿物的亲和力较高，恶臭假单胞菌的极生多鞭毛比枯草芽孢杆菌的侧生鞭毛更能增加这种亲和力，从而导致恶臭假单胞菌与矿物的吸附量和吸附焓变大于枯草芽孢杆菌。以上这些效应（非DLVO作用）在使用传统的表面热力学或(X)DLVO理论对细菌-矿物吸附进行预测时都没有考虑，可能会出现理论预测与实际相矛盾的情况[29]，显示应用其进行细菌-矿物吸附研究时具有一定的局限性。因此，运用表面热力学方法或(X)DLVO理论对细菌-矿物间吸附进行预测时，还应加入其它非DLVO效应参数，才能更为准确的预测细菌-矿物相互作用的热力学机理。
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SURFACE THERMODYNAMICAL ANALYSIS OF ADSORPTION OF BACTERIA ON TWO SOIL CLAY MINERALS
Rong Xingmin  Huang Qiaoyun† Chen Wenli  Cai Peng  Liang Wei 

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

Abstract   Based on surface thermodynamics and XDLVO theory, free energy changes induced by hydrophobic interactions ((GH), free energy changes originated from electrostatic force ((GEL) and the total free energy changes in the adsorption of P. putida and B. subtilis on kaolinite and montmorillonite were obtained. The negative values of (GH and the positive values of (GEL suggested that the hydrophobic force favors, and the electrostatic force unfavors the bacterial adsorption on kaolinite and montmorillonite. The absolute values of (GH were much larger than those of (GEL, indicating that hydrophobic interactions play a role more important than electrostatic force does in bacterial adsorption. The negative total free energy changes ((G) suggested that the sorption of bacteria on clay minerals is a thermodynamically spontaneous process. Greater (G values for bacterial adsorption on kaolinite than on montmorillonite indicated higher affinity of the bacteria for kaolinite than for montmorillonite.
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