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土壤是微生物的理想栖息地，土壤微生物群落组成复杂，数量巨大。1g 土壤中可能栖息着上

百亿个微生物，其中细菌可达 10
10 个[1]。约 80%~90%的土壤微生物寄居于土壤固相表面，如粘土

矿物、金属氧化物或有机质表面[2]。细菌与矿物间的相互作用在土壤污染物转化与降解、团聚体

形成[3]、矿物风化[4-6]及病原菌运移[7-8]等诸多过程起着关键作用。 

已有研究表明，细菌在矿物表面的初始吸附受细菌种类、矿物类型及溶液化学性质的影响。

Yee 等[9]发现枯草芽孢杆菌（Bacillus subtilis）在刚玉表面较石英表面有更强的吸附亲和力，且在

刚玉表面的吸附量随 pH（4 ~ 11）或离子强度（0.1 ~ 100 mmol L
-1）的升高而降低。Ams 等[10]

报道铁氧化物包被显著促进枯草芽孢杆菌（B. subtilis）和门多萨假单胞菌（Pseudomonas 

mendocina）在石英表面的吸附，且在 pH 4 ~ 9 间，随 pH 值的升高，吸附量下降。枯草芽孢杆菌

（B. subtilis）较门多萨假单胞菌（P. mendocina）在铁氧化物包被的石英表面有更高的吸附量。

新近的研究发现恶臭假单胞菌（Pseudomonas putida）优先吸附于针铁矿上，其次是高岭石和蒙

脱石，细菌吸附量随 pH（3 ~ 10）升高或离子强度（50 ~ 0 mmolL
-1）的降低而降低[11-13]。 

土壤溶液作为土壤颗粒与细菌发生相互作用的介质，其中存在多种低分子量有机配体。这些

有机配体来源于植物根系和微生物的分泌作用及土壤有机质降解等生物化学过程[14]。低分子量有
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机配体在土壤溶液中的浓度范围很广，最低可小于 1 μmolL
-1，最高可达 6.7 mmolL

-1，且在根际

土壤中的浓度，一般都高于土壤本体溶液[14]。低分子量有机配体被土壤颗粒吸附后，可导致土壤

颗粒表面电荷和电动性质的变化[15-16]。Xu 等[15]报道在 2.5mmolL
-1 柠檬酸盐存在条件下，可变电

荷土壤（Rhodic ferrasol）的负电荷增加了 18.1%，正电荷降低了 62.4%。当柠檬酸盐的浓度从 0

升至 0.15mmolL
-1 时，这种土壤的电动电位从-3mV 降到-24mV

[16]。这些有机配体与土壤颗粒的相

互作用，已经对土壤胶体和矿物表面吸附生物大分子产生显著的影响，如酸性磷酸酶[17]、DNA
[18]

等。因此，有机配体也可能对矿物表面吸附细菌产生深刻影响。然而，到目前为止，还很少有关

于有机配体影响细菌在矿物表面吸附的定量研究。土壤溶液中，醋酸盐、草酸盐、酒石酸盐及柠

檬酸盐是主要的低分子量有机配体，分别代表脂肪族的一元、二元和三元羧酸盐。苏云金芽孢杆

菌是土壤中普遍存在的革兰氏阳性菌。因此，本研究旨在定量分析上述 4 种低分子量有机配体对

高岭石、蒙脱石及针铁矿表面吸附苏云金芽孢杆菌的影响特征，为阐明土壤环境中细菌与矿物间

的相互作用提供科学依据。 

1 材料与方法 

1.1 矿物制备 

高岭石和蒙脱石为化学纯试剂，分别购自上海五四化学试剂公司和河南信阳蒙脱石公司。将

矿物悬于去离子水中，搅匀后用 0.01molL
-1

 NaOH 调节悬液 pH 至 10，超声波分散 30min。分散

后的悬液过 320 目筛（0.048 mm），沉降法分离小于 2μm的胶体。矿物胶体悬液用 0.5molL
-1

 CaCl2

絮凝，再用去离子水和 95%的酒精洗至无 Cl
-1，60℃下烘干。针铁矿按 Atkinson 等[19]的方法合成，

并用 X-射线衍射仪鉴定。研磨 3 种矿物过 100 目筛（0.15 mm），保存备用。高岭石、蒙脱石及

针铁矿的电荷零点采用酸碱滴定法测定，大小分别为 3.6、2.5 及 8.3。 

1.2 细菌培养 

供试苏云金芽孢杆菌（Bacillus thuringiensis）由农业微生物学国家重点实验室保存。保存的

菌种经活化后转入牛肉膏蛋白胨液体培养基中，在 28℃恒温摇床中培养 14h 至稳定期。菌液在

7000rmin
-1 转速下离心分离，再用去离子水洗涤 3 次，并重悬于 pH7.0 的 10mmolL

-1 
Tris-HCl 缓冲

液中备用。菌悬液浓度用稀释平板计数法检测，并调配为 2×10
8
CFUml

-1 用于后续实验。细菌的

电荷零点采用酸碱滴定法测定，大小为 2.7。 

1.3 供试低分子量有机配体 

配体为醋酸钠、草酸钠、酒石酸钠及柠檬酸钠，均为分析纯。 

1.4 细菌-矿物吸附 

在 50ml 离心管中，分别加入 35mg 矿物、5ml 配体溶液和 10mmol L
-1 

Tris-HCl 缓冲液、15ml

菌悬液，体系终体积为 20ml，有机配体终浓度范围为 0～80mmolL
-1。混合物在 25℃、200rmin

-1

下振荡 1h。预实验显示反应平衡时间小于 1h。按蒋代华等[20]的方法分离测定游离态细菌，加 3ml



 

质量百分浓度为 60%的 Nycodenz 分离液于离心管底部，在 4℃、4000rmin
-1 的条件下水平离心

15min。上清液倒入 50ml 平底塑料管中，加 Tris-HCl 缓冲液至 23ml，加 2ml 6.25molL
-1 

NaOH，

使体系的 NaOH 终浓度为 0.5molL
-1。在 100℃水浴下消解 30min，冷却后过滤，按考马斯亮蓝法

测定滤液中的细菌蛋白含量。吸取 1ml 滤液于玻璃管中，加入 5ml 考马斯亮兰染色液, 摇匀，室

温下放置 2min 后，用 DU 800 紫外-可见分光光度计测定 595nm 的吸光值。因苏云金芽孢杆菌的

数量与细菌蛋白质含量有极显著正相关性，因此用细菌细胞蛋白质含量来表征细菌数量[20]。细菌

在矿物表面的吸附量等于初始加入的菌量与游离态菌量的差值。 

1.5 数据处理 

图表中数据以平均值±标准差表示。统计分析使用 SAS 8.01，实验数据的差异显著性水平采

用 Fisher 的最小显著差检验，p< 0.05 时认为差异显著。为探讨不同种类配体的影响差异，按下式

计算了 4 种配体对矿物表面吸附细菌的抑制效率： 

配体的抑制效率＝1－（有配体时细菌的吸附量／无配体时细菌的吸附量）。 

2 结 果 

2.1 配体浓度对苏云金芽孢杆菌吸附的影响 

由图 1 可知，当草酸盐、酒石酸盐及柠檬酸盐浓度分别从 0 增至 5、20 及 40mmolL
-1 时，苏

云金芽孢杆菌在高岭石表面的吸附量一直显著下降（p< 0.05），当配体浓度高于上述各浓度时，

苏云金芽孢杆菌的吸附量轻微下降或趋于稳定。而醋酸盐浓度在 0～80 mmol L
-1 范围内时，苏云

金芽孢杆菌的吸附量一直轻微下降。 
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图 1 配体对苏云金芽孢杆菌在高岭石上吸附的影响 

如图 2 所示，配体浓度在 0～80 mmol L
-1 范围内时，醋酸盐和草酸盐均轻微抑制苏云金芽孢

杆菌在蒙脱石表面的吸附量，而酒石酸盐和柠檬酸盐则显著抑制苏云金芽孢杆菌的吸附量（p< 



 

0.05）。 
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图 2 配体对苏云金芽孢杆菌在蒙脱石上吸附的影响 

由图 3 可知，在草酸盐和柠檬酸盐体系中，苏云金芽孢杆菌在针铁矿表面的吸附量呈先显著

下降（0～40mmolL
-1）（p< 0.05），后逐渐稳定(40～80mmolL

-1
)的趋势。当酒石酸盐浓度在 0～

20mmolL
-1 范围内时，苏云金芽孢杆菌在针铁矿表面的吸附量显著下降（p< 0.05），当酒石酸盐浓

度在 20～80mmolL
-1 范围内时，苏云金芽孢杆菌的吸附量轻微下降。醋酸盐浓度在 0～5mmolL

-1

范围内时，苏云金芽孢杆菌在针铁矿表面的吸附量显著下降（p< 0.05），当醋酸盐浓度大于

5mmolL
-1 时，吸附量则轻微下降。 
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图 3 配体对苏云金芽孢杆菌在针铁矿上吸附的影响 



 

2.2 配体类型对苏云金芽孢杆菌吸附的影响 

 如表 1 所示，醋酸盐、草酸盐、酒石酸盐及柠檬酸盐对针铁矿表面吸附苏云金芽孢杆菌的抑

制效率范围依次为 7％~24%，11％~42%，20％~63%，36％~84%。这 4 种有机配体对蒙脱石表面

吸附苏云金芽孢杆菌的最大抑制效率仅为 36%，对高岭石表面吸附苏云金芽孢杆菌的最大抑制效

率可达 54%。 

 

表 1 配体对细菌在 3 种矿物表面吸附的抑制效率 

Table 1 Efficiency of ligands inhibiting bacterial adsorption on three minerals 

配体 Ligands 

配体浓度 

Ligand concentrations 

（mmol L-1） 

抑制效率 Inhibitive efficiency（%） 

高岭石 

Kaolinite 

蒙脱石 

Montmorillonite 

针铁矿 

Goethite 

醋酸盐 Acetate 5 4  1  7  

 10 6  2  12  

 20 8  5  15  

 40 10  7  21  

 80 12  9  24  

草酸盐 Oxalate 5 10  7  11  

 10 17  11  18  

 20 20  13  29  

 40 23  12  39  

 80 24  13  42  

酒石酸盐 Tartrate 5 15  11  20  

 10 25  15  38  

 20 36  19  57  

 40 42  23  59  

 80 46  28  63  

柠檬酸盐 Citrate 5 19  15  36  

 10 28  21  62  

 20 39  27  75  

 40 51  35  83  

 80 54  36  84  

3 讨 论 

研究结果表明，供试的 4 种低分子量有机配体对针铁矿表面粘附革兰氏阳性细菌细胞的抑制

效率最高，其次为高岭石和蒙脱石。供试矿物中，针铁矿表面活性羟基量最多，高岭石基面和边

面羟基量大于蒙脱石[21]。可见配体对矿物粘附细菌的影响主要决定于矿物表面羟基的数量。任何

影响矿物表面羟基量的因素都有可能改变细菌在矿物表面的吸附量。已有研究证实，细菌细胞表

面的脂多糖、胞外聚合物和蛋白质含有大量羧基、磷酸二酯基、氨基及羟基等功能团[22]，这些功



 

能团可与矿物表面的羟基或结合水形成化学键[12-13, 23-24]。例如，恶臭假单孢菌（P. putida）细胞

可借助氢键而吸附于高岭石、蒙脱石及针铁矿表面[12-13]；希瓦氏菌（Shewanella oneidensis）、铜

绿假单胞菌（Pseudomonas aeruginosa）及枯草芽孢杆菌（B. subtilis）细胞表面磷酸和羧酸基团可

与赤铁矿表面形成 P-OFe 和 COOH 化学键[24]；有机配体如草酸盐、柠檬酸盐等可通过羧基和羟

基功能团与矿物形成内圈或外圈复合物[25-27]。因此，供试有机配体的基团与细菌表面功能团的竞

争极有可能抑制细菌与矿物表面间的键合作用。如果有机配体优先络合于矿物表面后，矿物表面

负电荷量增加，细菌与矿物间的静电排斥作用增强。本研究中，因苏云金芽孢杆菌细胞、高岭石、

蒙脱石及针铁矿的电荷零点分别为 2.7、3.6、2.5 及 8.3，所以在 pH7.0 的条件下，前三者固相表

面均带负电荷，而后者固相表面则带正电荷。供试的几种有机配体络合在矿物表面后，针铁矿表

面正电荷量降低，高岭石和蒙脱石表面负电荷量增加。已有研究报道草酸盐和柠檬酸盐等吸附于

土壤颗粒或铝氧化物表面后，可显著增加土壤组分表面的负电荷[15-16, 28]。因此，苏云金芽孢杆菌

与高岭石和蒙脱石间的静电排斥作用增强，而与针铁矿间的静电吸引显著减弱，其结果是有机配

体抑制了细菌与矿物间静电力介导[11]的吸附作用。 

本研究结果表明，柠檬酸盐对 3 种矿物表面吸附细菌细胞的抑制能力最强，其次为酒石酸盐、

草酸盐及醋酸盐。由有机配体的分子结构特征可知，柠檬酸含有 3 个羧基和 1 个羟基，酒石酸有

2 个羧基和 2 个羟基，而草酸仅有 2 个羧基，醋酸为一元羧酸。4 种有机配体的相对分子质量大

小顺序为：柠檬酸（192.4）＞酒石酸（150.1）＞草酸（90.0）＞醋酸（60.1）[14]。不难发现，有

机配体抑制细菌吸附的能力与配体分子结构的复杂程度(羧基和羟基数)和分子质量大小一致，含

更多功能团的配体可能在矿物表面占据更多的结合位点，分子量大的配体在矿物表面有更高的覆

盖度，对细菌吸附可能产生更大的空间位阻效应。 

从上述讨论可知，有机配体对黏粒矿物表面粘附革兰氏阳性细菌有显著的抑制能力，且矿物

表面的羟基密度和配体的分子结构特征决定着配体的抑制能力。对革兰氏阴性细菌而言，有机配

体的影响特征又是怎样呢？最近的研究显示，在 pH7.0 的 10mmolL
-1 

Tris-HCl 缓冲体系中，有机

配体对黏粒矿物表面粘附恶臭假单孢菌（P. putida）也有显著的抑制能力[29]。笔者对比有机配体

对两种细菌的抑制效率后，发现有机配体对黏粒矿物表面粘附革兰氏阴性细菌有更高的抑制能

力。因此，可认为有机配体抑制矿物表面粘附革兰氏阳性和阴性细菌的能力不同，但影响机制并

没有明显的区别。 

4 结 论 

低分子量有机配体对针铁矿粘附苏云金芽孢杆菌有最高的抑制能力，其次为高岭石和蒙脱

石。配体对矿物表面结合苏云金芽孢杆菌的抑制能力大小为：柠檬酸盐＞酒石酸盐＞草酸盐＞醋

酸盐。配体竞争细菌结合位点，配体在矿物表面结合后增加矿物表面负电荷可能是抑制苏云金芽

孢杆菌粘附的主要原因。配体抑制能大小可能还决定于配体相对分子质量大小和功能团多少。本



 

研究结果定量阐述了土壤中低分子量有机配体对细菌在矿物表面吸附的深刻影响，为深入揭示自

然环境中矿物与细菌间交互作用的机理奠定了基础。 
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