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酸紫泥田水稻土生物膜提取及其种间互作的矿物响应特性* 

严贵丽，文  翊，赵  升，熊  轩，刘单鹏，蒋  宇，汤宇晴，欧阳凯† 
（湖南农业大学资源学院，长沙 410128） 

摘  要：土壤矿物作为生物膜的主要载体，调控着土壤多物种生物膜的形成，深刻影响着生物膜内细菌种间互作类型。为进

一步揭示土壤活性组分与多物种生物膜的互作机制，选取土壤中常见的矿物高岭石、蒙脱石和针铁矿，以及从稻田土壤中提

取的菌株作为研究对象，将单一菌株两两组合并与土壤矿物共培养，借助激光共聚焦扫描显微镜原位监测，结合结晶紫染色

法，旨在探究多物种生物膜的形成以及生物膜内细菌种间相互作用对土壤矿物的响应。结果表明：与纯菌体系相比，高岭石

和蒙脱石处理均显著抑制了多物种生物膜的形成，且以高岭石处理体系中 S-1+S-14 组合（S-x 为单一菌株，x 为菌株序号）

受抑制程度最大，其生物膜生物量降低了 42.57%；高岭石添加使 S-1+S-2 菌株组合的互作由原协同作用转为中立，使 S-1+S-8

组合由中立调整为拮抗作用；蒙脱石添加缓解了 S-1+S-14 和 S-1+S-15 组合菌株间的拮抗互作，其相互作用关系转变为中立。

针铁矿处理显著促进了四组混合菌群多物种生物膜的形成，且以 S-1+S-14 组合的生物膜生物量提升程度最大（46.45%）；针

铁矿添加显著增强了 S-1+S-2 混合菌群的协同效应，使 S-1+S-8 和 S-1+S-14 组合中菌群间的互作关系分别由原本的中立和拮

抗作用转变为协同作用，使 S-1+S-15 组合由原拮抗互作调整为中立。本研究明确了不同类型土壤矿物对多物种生物膜形成

的影响，揭示了生物膜内菌群间相互作用关系转换的潜在机制，研究结果可为深刻理解土壤组分的微生物效应和土壤生物过

程，以及进一步挖掘土壤生物资源提供一定的理论指导价值。 
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Abstract: 【Objective】Soil minerals, as the main carrier of biofilms, regulate the formation of multi-species biofilms in soil and 
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profoundly affect the types of bacterial interactions within the biofilm.【Method】To further reveal the interaction mechanism 

between soil active components and multi-species biofilms, this study selected common minerals such as kaolinite, 

montmorillonite, and goethite in soil, as well as strains extracted from paddy soil, as research objects. Single strains were paired 

and co-cultured with soil minerals. In situ monitoring was carried out using confocal laser scanning microscopy (CLSM) 

combined with the crystal violet staining method, to explore the formation of multi-species biofilms and the response of bacterial 

species interactions within biofilms to soil minerals.【Result】Compared with the pure bacterial system, both kaolinite and 

montmorillonite treatments significantly inhibited the formation of multi-species biofilms, and the S-1+S-14 combination in the 

kaolinite treatment system was most inhibited, with a decrease of 42.57% in biofilm biomass. The addition of kaolinite changed 

the interaction between the S-1+S-2 strain combination from synergistic to neutral and adjusted the S-1+S-8 combination from 

neutral to antagonistic. However, montmorillonite alleviated the antagonistic interaction between the S-1+S-14 and S-1+S-15 

strains, and their interaction relationship shifted to neutrality. The treatment of goethite significantly promoted the formation of 

multi-species biofilms in the four groups, with the S-1+S-14 combination showing the greatest increase in biofilm biomass 

(46.45%). Also, the addition of goethite significantly enhanced the synergistic effect of the S-1+S-2 mixed microbial community, 

causing the interaction between microbial communities in the S-1+S-8 and S-1+S-14 combinations to shift from neutral and 

antagonistic to synergistic, and adjusting the S-1+S-15 combination from antagonistic to neutral.【Conclusion】This study clarifies 

the effects of different types of soil minerals on the formation of multi-species biofilms and reveals the potential mechanisms for 

the transformation of interactions between microbial communities within biofilms. The results of this study can provide 

theoretical guidance for a deeper understanding of the microbial effects of soil components and soil biological processes, as well 

as further exploration of soil biological resources. 

Key words: Soil mineral; Bacteria; Multi-species biofilms; Biomass; Interspecific interactions 

微生物是土壤中最活跃的固相组分，广泛参与

调节土壤的物质循环、养分转换、能量流动和污染

物控制等物理化学过程[1]。在土壤环境中，微生物

极少以单一物种或游离态形式存在，而是会附着在

生物或非生物介质表面混合共生形成包含微生物自

身及其胞外聚合物（Extracellular polymeric substances，

EPS）的稳定三维结构体，即多物种生物膜[2]。多物

种生物膜内各物种之间会发生竞争、合作、信号传

递等相互作用 [3]，如细菌与细菌 [4]、细菌与真菌 [5]

以及细菌与古菌[6]等。当土壤生态环境和营养条件

等发生变化时，生物膜内菌群间的相互作用也会发

生变化。有的物种之间通过共代谢、生物膜诱导或

增强抗性等机制促进合作关系的形成 [7]，有的通过

资源竞争或产生抑制化合物形成相互对抗的竞争关

系[7-9]，还有些则呈现出互不影响的中性效应[7，10]。

生物膜内的细菌可以通过复杂的信号交流和相互

作用在不断变化的环境中保持适应性，膜内细菌种

间互作会导致生物膜的结构、组成和功能等发生改

变[11]。细菌物种间的各种互作类型对微生物群落结

构和多样性、生态稳定性以及作物生产力等均具有

显著的影响[12]。 

土壤矿物质不仅是土壤中营养元素的重要来

源，还构成了土壤的骨骼，包括普遍存在的硅酸盐

矿物高岭石、蒙脱石和铁氧化物针铁矿等[13]。土壤

矿物与微生物间的相互作用是地球上广泛存在的地

质作用[14]，微生物可以通过分解有机酸、铁载体或

者利用氧化还原作用去溶解、转化及沉淀矿物[15-16]。

同样，土壤微生物的活性及表面特性也会受到矿物

的影响，尤其是在农业土壤中，其有机质、矿物质、

有机-无机复合体含量丰富，不仅有利于微生物黏

附，增加微生物自身的稳定性，也有利于诱导多物

种生物膜的形成[17-18]，如有研究表明，氧化亚铁硫

杆菌与赤铁矿发生协同作用，促进了细菌代谢、有

效强化细菌对污染物或有毒物质的净化能力和耐受

性[19]。此外，土壤微生物-矿物互作还可以通过促进

土壤根际大团聚体的形成和增加微生物多样性，加

速土壤有机质的分解和养分循环，从而改善土壤结

构和耕性，对于维持土壤肥力和促进植物生长至关

重要[20]。因此，深入探究微生物与矿物的相互作用

机制，可以更好地理解地球环境的演化过程，为资

源开发利用、污染治理和生态环境保护提供理论依

据[21]。然而，目前的相关研究大多聚焦于已知单菌
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与单一矿物类型的互作，针对土壤矿物如何影响细

菌多物种生物膜的形成及生物膜内菌群间相互作用

关系的研究还鲜有报道。 

因此，本研究从湖南省典型母质-紫色页岩风化

物发育的酸紫泥田中提取生物膜初始接种液，纯化

培养获得单一菌株，再两两混合单一菌株得到混合

菌群，利用微孔板法培养多物种生物膜，通过结晶

紫染色法测定生物膜生物量，借助激光共聚焦扫描

显微镜（Confocal laser scanning microscopy，CLSM）

并结合荧光染色技术原位监测多物种生物膜形成、

结构及膜内细菌的存活状况，以阐明 3 种土壤常见

矿物（蒙脱石、高岭石、针铁矿）对多物种生物膜

形成的影响，揭示土壤矿物介导前后多物种生物膜

内细菌种间相互作用关系的变化。研究结果可为深

刻理解土壤组分的微生物效应和土壤生物过程，以

及对进一步挖掘土壤生物资源提供一定的理论指导

价值。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料  

供试土壤为紫色页岩发育的酸紫泥田水稻土，

2021 年 7 月采集于湖南省株洲市石板桥村宋家湾组

（27°53′N，113°18′E）。采样时根据“S”型路线随机

确定样点，采集 0～20 cm 表层土壤样品充分混合，

去除水稻根系、砾石等土壤杂质后分成两份装入无

菌自封袋中，一部分自然风干供土壤理化性质测试，

另一部份保存于−80 ℃，用于多物种细菌生物膜初

始接种液的提取。土壤基础理化性质为：pH5.68、

土壤有机质（SOM）44.49 g·kg–1、可溶性有机碳

（DOC）321.2 mg·kg–1、有效磷（AP）52.02 mg·kg–1、

全磷（TP）0.43 g·kg–1、速效钾（AK）277.7 mg·kg–1。 

供试矿物有蒙脱石、高岭石和针铁矿 3 种。其

中蒙脱石和高岭石购买自美国 Sigma 公司。针铁矿

根据 Atkinson 等[22]方法合成，合成物质经 X 射线衍

射（X-ray diffraction，XRD）表征并与标准卡片

PDF#81-0462 比对分析，证实合成矿物确为针铁矿

（图 1）。本试验体系的 pH 在无特殊注明的情况下均

为 7.0，蒙脱石、高岭石、针铁矿的 zeta 电位分别为：

−18.24±0.32、−13.10±0.16 和 15.50±0.41 mV（由 zeta

电位仪测定）。 

 

图 1  针铁矿的 X 射线衍射（XRD）图谱 

Fig. 1  X−ray diffraction （XRD）pattern of goethite 

1.2  试验方法 

1.2.1  生物膜初始接种液的提取    土壤多物种细

菌生物膜的初始接种液是参照 Burmolle 等[2]方法进

行提取。将过 2 mm 筛的 150 g 鲜土与 300 mL 无菌

水混合，25 ℃、30 r·min–1 恒温震荡培养 12 h，使

土壤微生物充分暴露在悬液中。接着将带有固体培

养基的载玻片置于与烧杯连接的支架上，使载玻片

既能浸入上层的土壤悬液里，又不会扰动下层泥浆，

继续在 25 ℃振荡器中（30 r·min–1）孵育 7 d。将附

着在玻片上的生物膜转移到无菌离心管中，并用适

量磷酸盐缓冲溶液清洗生物膜，生物膜初始接种液

与 80%甘油按照 1∶1 的比例充分混合均匀，保存于

−80 ℃备用。 

1.2.2  土壤单一菌株的获取    将土壤多物种细菌

生物膜初始接种液经过活化、扩大培养、调 OD600=1

以及梯度稀释后，用无菌三角玻璃棒涂布在平板上

筛选得到具有不同成膜能力的单一菌株，将单一菌

株鉴定后扩大培养得到单一菌落，并从所有挑取的

单一菌株中选择长势较良好的前 15 种菌株进行微

观培养，根据其生物膜生物量由大到小标记为 S-x

（x 为自然数，表示菌株序号），标记后于−80 ℃保

存备用。 

1.2.3  生物膜生物量测定    将菌株扩大培养至指

数中期后（OD600=1），以 1%的接种量接种至含有

200 µL Luria-Bertani 培养基（LB 培养基）96 孔板

中，静置于 25 ℃恒温箱中培养 24 h。无菌水清洗

两遍以去除游离态的细菌，利用 1%结晶紫染液染色

15 min，清洗两遍后晾干，加入 200 μL 无水乙醇脱

色 5 min，酶标仪测定波长为 595 nm 的光密度
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（Optical Density，OD），用含菌微孔的读数减去空

白微孔读数的平均值来表示生物膜生物量。 

1.2.4  多物种生物膜内菌株种间互作试验     从

15 种不同成膜能力的菌株中挑选出 2 种成膜能力最

强，2 种成膜能力最弱和 1 种成膜能力居中的菌株，

并对这 5 种菌株进行鉴定发现，S-1 属于假单胞菌属

（Caulobacterales），S-8 为肠杆菌属（Enterobacterales），

S-2、S-14 和 S-15 均为杆菌属（Bacillales）。将这 5

种菌株分别进行两两混合，得到 10 组混合菌群并置

同一条件下培养，通过 1.2.3 所述方法测定多物种生

物膜的生物量。10 组混合菌群组合模式参考表 1。 

1.2.5  矿物添加试验    为探究不同环境下此 5 种

菌株间的相互作用关系，从以上 5 种菌株中选择成

膜能力最强的菌株（S-1）与其他 4 种菌株分别组合

为 4 组多物种菌株初始液，将 4 组混合菌群分别与

蒙脱石、高岭石、针铁矿 3 种矿物共培养。共培养

参照 Ma 等[23]的方法，将已灭菌的 150 μL LB 培养

基、30 μL 矿物悬液和 1%多物种生物膜初始接种液

加入无菌的 96 孔板，静置在 25 ℃下黑暗培养 24 h，

结合结晶紫染色法测定生物膜生物量，生物膜生物

量利用矿物与菌共培养时的光密度减去矿物本身的

光密度表示。矿物悬液浓度为 1 mg·L–1，使用前超

声震荡 15 min 使其均匀分散，并于 121 ℃湿热灭菌

30 min 后使用。 

1.2.6  激光共聚焦扫描显微镜观察     湿热灭菌

的矿物悬液滴在无菌的细胞爬片上晾干，将爬片、

LB 培养液和 1%生物膜初始接种液共同置于 6 孔

板中，25 ℃培养 24 h 后，收集培养的生物膜爬片

并 平 铺 于 载 玻 片 上 。 使 用 2.5 μmol·L–1 LIVE/ 

DEADTM BacLightTM 细菌死活染料对收集的多物

种生物膜样品进行染色，死活染料试剂由荧光核

酸染液 STYO9（激发波长为 480～500 nm，激发

荧光为绿色）和碘化丙啶 PI（激发长为 490～635 

nm，激发荧光为红色）组成。避光染色 15 min 左

右，利用激光共聚焦扫描显微镜对多物种生物膜

样品进行成像观察。  

1.3  统计分析 

所有试验均进行 3 次重复，数据以平均值±标

准差表示。数据在 SPSS 26.0 中使用单因素方差分

析（ANOVA）分析了各组的显著性差异（P<0.05），

并用 Origin 2021 版本绘图，利用 ZEN 3.8、Imaris 

10.0.1 和 Image J-win64 对激光共聚焦扫描显微镜图

片分析处理，针铁矿使用 MDI Jade 6 中的标准卡片

进行比对分析。 

2  结  果 

2.1  可培养菌株成膜能力 

图 2 所示是从酸紫泥田水稻土中挑选出的长势

较好的前 15 种菌株形成的生物膜生物量。生物膜成

膜 能 力 最 强 的 两 种 菌 株 分 别 是 假 单 胞 菌 属

（Caulobacterales）S-1 和杆菌属（Bacillales）S-2，

其生物膜生物量分别为 3.51±0.07（OD595）和 2.81±0.09

（OD595）。肠杆菌属（Enterobacterales）S-8 的生物

膜生物量（OD595：1.85±0.11）居中，生物膜生物

量最小的两种菌株分别为 S-14（OD595：1.45±0.06）

和 S-15（OD595：1.43±0.11）。对此 5 种选定菌株生

物膜生物量作统计分析，发现成膜能力最强的假单

胞菌属 S-1 与其余四种菌株之间均存在显著差异

（P<0.05），且以假单胞菌属 S-1 与杆菌属 S-15 之间

生物膜生物量差异最大，两菌株间生物膜生物量相

差 59.21%，但两种杆菌属 S-15 和 S-14 间的生物膜

生物量无明显差异，表明土壤中同一菌属但不同种

的菌株之间会表现出不同的成膜能力，这属于菌株

的特异性与菌株类别和来源无关[24]。 

2.2  多物种生物膜的形成及其种间互作 

微生物各物种之间的相互作用关系包括中立、

协作、共生及拮抗等，而在多物种生物膜内的细菌

与细菌之间同样也存在这些互作类型[25]。当混合菌

群的生物膜生物量减去标准差的值大于单一菌株中

最大生物量加上标准差的值时，混合菌株间的互作

关系为协同作用；反之，若共培养时的生物膜生物

量加上标准差小于单独培养时的最小生物量减去标

准差，混合菌株间的互作关系则为拮抗作用[26]，其

余为中立关系[10]。 

图 3 为菌种单独培养和共培养时的生物膜生物

量。成膜能力最强的菌株组合（S-1+S-2）、成膜能

力最弱的菌株组合（S-14+S-15）以及 S-2+S-14 组

合所形成的生物膜生物量均显著高于各自组合内成

膜能力较强的单菌（分别为 S-1、S-2 和 S-14）生物

膜生物量，其生物膜生物量分别提高了 20.43%、

36.43%和 15.39%，组合内混合菌株的相互作用关系

表现为协同作用（表 1），且以 S-14+S-15 组合菌株

间相互促进的协同效应最为显著。与组合中成膜能 
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注：图中误差线为标准差（n=3），字母不同表示菌株间生物膜生物量存在显著差异（P<0.05）。Note：Error bars represent the standard 

deviations （n=3）in the figure，different letters indicate significant differences in biofilm biomass among different strains at 0.05 level. 

 
图 2  水稻土中筛选出的不同菌株生物膜生物量 

Fig. 2  Biofilm biomass of different strains screened in paddy soil 

力较弱的单菌 S-14 和 S-15 生物膜生物量相比，

S-1+S-14 和 S-1+S-15 这 2 个组合的菌株混合培养后

显著抑制了多物种生物膜的形成，其所形成的生物

膜生物量分别降低了 65.38%和 60.55%，组合内菌

株间的互作关系表现为拮抗作用（表 1）。剩余 5 组

两两混合菌株（S-1+S-8、S-2+S-8、S-2+S-15、S-8+ 

S-14 和 S-8+S-15）共培养后，其生物膜生物量与单

一菌株生物膜生物量相比并无显著差异，种间互作

关系为中立。说明多物种生物膜的形成过程中生物

膜细菌间存在不同相互作用类型。相较于其他菌株，

假单胞菌属 S-1 与另外四种菌株组合后其相互作用

类型更为丰富，包括协同、拮抗及中立三种，故选

用 S-1+S-2、S-1+S-8、S-1+S-14 和 S-1+S-15 四组混

合菌群进行后续研究。  

 

 

图 3  单一菌株与混合菌群生物膜生物量对比 

Fig. 3  Comparison of biofilm biomass between monoculture and co-culture strains 
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表 1  混合菌群间的相互作用关系 

Table 1  The interaction relationship between mixed microbial 
communities 

菌株 

Strains 

生物膜生物量（OD595） 

Biofilms biomass（OD595） 

相互作用类型 

Type of interaction

S-1+S-2 1.96 ± 0.08a ＋ 

S-1+S-8 1.53 ± 0.03bc 0 

S-1+S-14 0.47 ± 0.14g − 

S-1+S-15 0.30 ± 0.03g − 

S-2+S-8 1.23 ± 0.16def 0 

S-2+S-14 1.78 ± 0.14ab ＋ 

S-2+S-15 1.38 ± 0.17cde 0 

S-8+S-14 1.14± 0.10ef 0 

S-8+S-15 1.00 ± 0.17f 0 

S-14+S-15 1.49 ± 0.08cd ＋ 

注：表中数据为平均值±标准差（n=3）；字母不同表示菌

株组合生物膜生物量存在显著差异（P<0.05）；“＋”表示组合

为协同作用；“－”表示组合为拮抗作用；“0”表示中立作用。

Note：Values were presented as mean±standard deviation （n=3）；

different letters indicate significant difference in biofilm biomass 

between different strain combinations at 0.05 level.；"＋" indicates 

the combination is synergistic；"－" indicates antagonistic；"0" 

indicates neutrality. 

 

2.3  矿物介导下多物种生物膜的形成 

图 4 为四组混合菌群添加矿物前后的生物膜

成膜能力对比。与纯菌体系相比，添加针铁矿显

著促进了多菌混合体系中生物膜的形成。在针铁

矿处理体系中，S-1+S-2、S-1+S-8、S-1+S-14 和

S-1+S-15 四组混合菌群的生物膜生物量分别增加

了 16.56%、8.49%、46.45%和 12.07%。而在添加

了高岭石和蒙脱石的多菌混合体系中，多物种生

物膜的形成均受到不同程度的抑制，且以高岭石

处 理 对 混 合 菌 群 生 物 膜 形 成 的 抑 制 效 果 更 为 显

著。相较纯菌培养体系，高岭石处理使得 S-1+S-2、

S-1+S-8、S-1+S-14 和 S-1+S-15 四组混合菌群的生

物膜生物量分别降低了 27.16%、39.38%、42.57%

和 17.64%。  

2.4  矿物调节下多物种生物膜内种间互作模式的

转变  

根据多物种生物膜种间相互作用类型定义 [26]

对混合菌落与矿物互作机制进行分析（图 5）。在

混合菌落体系中添加土壤矿物悬后，若测得的多物

种生物膜生物量最小值高于任意单一菌株生物膜

生物量的最大值，则视为协同作用；反之，则视为

拮抗作用。 

 

注：图中误差线为标准差（n=3），不同字母表示不同组合

生物膜生物量存在显著差异（P<0.05）。Note：Error bars represent 

the standard deviations （n=3）in the figure，and different letters 

indicate significant differences in biofilm biomass among different 
combinations at 0.05 level. 

 
图 4  土壤矿物介导下的混合菌群生物膜生物量 

Fig. 4  Multi-species biofilm biomass mediated by soil minerals 

对比矿物添加后单菌与多菌的生物膜生物量

（图 5），在蒙脱石处理体系中，蒙脱石并未改变 S-1+ 

S-2 组合的原协同作用，以及 S-1+S-8 组合的原中立

作用，但添加蒙脱石后缓解了 S-1+S-14 和 S-1+S-15

组合间的拮抗作用，菌株间的相互作用关系转变为

中立。在高岭石处理体系中，S-1+S-2 组合由纯菌体

系中的协同作用（图 3 a）转变为中立作用（图 5 a），

S-1+S-8 组合由中立转为拮抗互作，其余两组混合菌

群 仍 呈 现 拮 抗 作 用 。 在 针 铁 矿 处 理 体 系 中 ， 除

S-1+S-15 组合由原拮抗作用（图 3 a）调整为中立作

用以外，其余三组均表现为协同作用。针铁矿处理

显著增强了 S-1+S-2 混合菌群体系的协同效应，使

得 S-1+S-8 和 S-1+S-14 组合中菌群间的互作效应由

原本的中立和拮抗作用（图 3 a）转变为协同作用

（图 5 b、c）。 

2.5  多物种生物膜形貌观测 

针铁矿处理前后借助 CLSM 原位监测生物膜形

貌结构和生物量的变化（图 6）。往体系中加入针铁

矿后，其生物膜生物量显著高于纯菌对照体系，
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S-1+S-2、S-1+S-8、S-1+S-14、S-1+S-15 四组菌群的

生物膜厚度分别增加了 13.14、0.94、7.99、5.13 μm，

针铁矿促进了多物种生物膜的形成。对比多物种生

物膜内活菌数量（图 7）发现，针铁矿处理体系中 

 

图 5  不同矿物体系中单菌和混合菌群的生物膜生物量对比 

Fig. 5  Comparison of biofilm biomass of monoculture and co-culture strains in different mineral systems 

 

注：a）b）c）d）依次为 S-1+S-2、S-1+S-8、S-1+S-14、S-1+S-15 组合，其中 a1）b1）c1）d1）为未添加针铁矿的纯菌体系，

a2）b2）c2）d2）为针铁矿添加体系，图中标注的数字为生物膜的厚度。Note：a）b）c）d）in order of combination S-1+S-2，S-1+S-8，

S-1+S-14，S-1+S-15，a1）b1）c1）d1）is a pure bacterial system without goethite added，a2）b2）c2）d2）is a goethite addition system，

the numbers indicated are the thickness of the biofilm in the figure. 
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图 6  不同体系下多物种生物膜的激光共聚焦扫描显微镜（CLSM）图 

Fig. 6  Confocal laser scanning microscopy images of multi-species biofilms under different systems. 

 

图 7  不同体系下多物种生物膜内死活细胞的占比 

Fig. 7  Proportion of dead and alive cells in multi-species biofilms under different systems 

的活菌（绿色）数量占比显著高于纯菌体系。S-1+ 

S-2、S-1+S-8、S-1+S-14 和 S-1+S-15 四组混合菌群

的生物膜厚度和活菌数量依次减少，且以针铁矿处

理体系中 S-1+S-2 组合的生物膜生物量最大，其生

物膜总体厚度达到 43.97 μm（图 6），活菌占比达

95.46%（图 7）。S-1+S-15 组合生物膜的成膜能力最

弱，混合培养时其生物膜厚度仅为 3.67 μm，活菌占

比为 85.45%。本试验结果进一步验证了针铁矿具有

促进多物种生物膜形成的作用，且使原组合菌株间

相互作用类型向协同合作转化。 

3  讨  论 

3.1  土壤矿物对多物种生物膜形成的调控作用 

土壤矿物与细菌的相互作用是个双向选择的过

程。细菌可以通过分泌酸性物质、与矿物中的离子

发生络合反应或者形成生物膜等方式使矿质离子释

放到土壤环境中，同样，土壤矿物也会通过自身的

理化特性对细菌的生理活性产生影响[27]。本研究发

现蒙脱石和高岭石均显著抑制了多物种生物膜的形

成，且以高岭石处理体系的抑制效果更明显，而针

铁矿显著促进了多物种生物膜的形成（图 4）。蒙脱

石属于 2∶1 型层状硅酸盐矿物，由两个硅氧四面体

和 一 个 铝 氧 八 面 体 组 成 [28] ， 其 表 面 带 有 负 电 荷

（−18.24 mV），与带负电的细菌细胞间会产生静电斥

力，减弱了细菌细胞在矿物表面的初始黏附，从而

对生物膜的形成产生抑制作用。高岭石为 1∶1 型层

状硅酸盐矿物，含有一个硅氧四面体和一个铝氧八

面体。有报道指出，高岭石在与细菌共培养过程中，

可能会通过层间阳离子交换或部分结构溶解释放出

溶解态 Al3+，而 Al3+对细菌有较强的毒害作用，通

过影响细菌信号分子和转运蛋白的合成，抑制 QS

的表达和破坏生物膜功能的完整性，最终抑制生物

膜的形成[29]。针铁矿一般带正电荷，可与带负电荷

的细菌细胞发生紧密吸附。但由于针铁矿形状呈现

为针状，当细胞大量黏附在针铁矿上时，针铁矿有

可能会将细胞穿破引发细胞死亡[30]。因黏附针铁矿

而损坏、受伤或死亡的细胞会释放 AI-2 信号分子，

刺激 QS 基因的表达，且凋亡的细菌细胞可以为活

细胞提供养分，从而会促进生物膜的形成[31]。  

3.2  土壤矿物介导下生物膜内菌株间互作关系转

变分析 

菌株间的相互作用一般是为了竞争有利的资源

和空间，以使物种在群落中获得更强的竞争优势。

微生物的竞争包括两种主要类型，一种是剥削性竞

争，即一个种群迅速的消耗另外一个种群的有限资
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源，使两种群间没有直接的相互作用；二是干扰性

竞争，微生物通过分泌代谢产物干扰或抑制其余微

生物的存活[32]。 

多物种生物膜内菌群间存在多种相互作用形

式，且菌群之间的相互作用关系会受到土壤矿物的

影响而发生改变。在本研究中，两两混合菌株间的

相互作用关系以中性作用占比较多。 

比对蒙脱石处理前后单一菌株的生物膜生物量

发现，假单胞菌属 S-1 的生物膜生物量由 1.63（图 3）

下降至 0.61（图 5），S-14 和 S-15 菌株的生物膜生

物量分别降低了 0.86 和 0.59；而蒙脱石添加前后

S-1+S-14 和 S-1+S-15 两组混合菌株的生物膜生物量

变化不大，且 S-1+S-14 和 S-1+S-15 组合的相互作

用关系由原拮抗作用转为中立，说明蒙脱石缓解了

S-1+S-14 和 S-1+S-15 组合菌群间的竞争关系。在纯

菌培养体系中（图 3），S-1+S-8 混合培养生物膜生

物量高于单独培养时的 S-8 菌株，低于 S-1 菌株，

两菌株间互作呈现为中立作用；而在蒙脱石处理体

系，虽然与 S-1 单菌株相比，蒙脱石的参与使 S-1+S-8

组合的生物膜生物量增加了 0.03，但提升效果不显

著（图 5），并未改变 S-1+S-8 组合的中立关系。这

一研究结果表明蒙脱石与细菌细胞的静电斥力作用

对于混合菌株间的互作影响较大。当静电斥力存在

时，会影响细生物膜内 EPS 组分的重新分布，改善

菌株间的聚集状态，导致细菌群落结构发生变化[33-34]，

从而缓解了混合菌株间的竞争关系（拮抗作用）。 

高岭石添加使混合菌种之间原合作关系（图 3）

向竞争性相互作用转变（图 5）。大量研究表明，

高岭石在与细菌相互作用过程中会溶解出 Al3+，且

溶解出的 Al3+会对细菌造成毒害作用并抑制细菌的

存活[35-36]。在本研究中，高岭石添加使混合菌种之

间原合作关系向竞争性相互作用转变（图 5），其原

因可能是因为菌株-高岭石相互作用过程中释放出

的 Al3+杀死了部分细菌，死亡的细菌细胞可以为活

细胞提供新养分，微环境条件得到改善；而当微环

境中出现新的营养物质时，两菌株间对限制性养分

和生态位的竞争会增强，其合作互作将会消失并不

断 地 向 负 相 互 作 用 转 化 [12] ， 因 而 高 岭 石 处 理 使

S-1+S-2 组合由原协同作用转为中立，使 S-1+S-8 组

合由中立调整为拮抗互作。 

不同类别的细菌具有不同的黏附能力[37]。在针

铁矿添加体系中，首先黏附于针铁矿表面的物种最

先受到伤害或死亡并处于弱势状态，而另一物种就

会通过剥削性竞争迅速消耗其余弱势物种并不断利

用其死亡后提供的营养资源[23]，成为体系中占据更

多有利资源与空间的优势物种，因此两物种间的拮

抗作用会逐渐减弱，且其相互作用类型会不断地向

协同合作转化。这一结果与吴颖等[38]的研究类似，

即由于一部分细菌黏附死亡后导致两物种间的配比

不一致，从而增强了细菌间的正向相互作用。 

4  结  论 

蒙脱石和高岭石均显著抑制了多物种菌群的生

物膜成膜能力，而针铁矿的参与显著增加了四组混

合菌群生物膜生物量。蒙脱石添加缓解了 S-1+S-14

和 S-1+S-15 组合菌株之间的拮抗作用，其相互作用

关 系 转 变 为 中 立 ， 但 并 未 改 变 其 余 两 组 菌 群

（S-1+S-2 和 S-1+S-8）之间的相互作用关系；在高

岭石处理体系中，除 S-1+S-2 组合由原协同效应调

整为中立以外，其余三组均表现为拮抗作用；针铁

矿处理使 S-1+S-15 组合由原拮抗作用调整为中立作

用，使 S-1+S-8 和 S-1+S-14 组合均转为协同作用。

相关研究结果可为进一步揭示多物种生物膜与土壤

组分的互作机制提供新思路和科学理论依据。 
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