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Mechanism of different clay minerals influencing the biofilm formation of Pseudomonas putida KT2440
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Abstract：To elucidate the influence mechanisms of clay minerals in soil on the growth and development of bacterial biofilms. This study
employed scientific instruments including a multifunctional microplate reader and fluorescence microscope, combined with technical
approaches such as crystal violet staining and fluorescence detection, to investigate the effects of three typical soil clay minerals
（montmorillonite, kaolinite, and goethite）on the growth of Pseudomonas putida KT2440 and biofilm formation. The results demonstrated
that, compared to the pure culture system, the biofilm biomass in the montmorillonite-treated system increased by 78.95%. Within low
concentration thresholds, goethite（0-5 mg · L-1）and kaolinite（0-100 mg · L-1）both promoted bacterial biofilm formation to varying
degrees, while high concentrations of goethite（>5 mg·L-1）and kaolinite（>100 mg·L-1）significantly inhibited biofilm formation, with
maximum inhibition rates of 83.78% and 34.72%, respectively. Through co-sedimentation experiments and fluorescence microscopy
observations, it was demonstrated that goethite can effectively adsorb and kill bacteria. The production of reactive oxygen species（ROS）
induced by goethite and kaolinite was 3.66 times and 1.97 times higher, respectively, than that in the pure culture system. Additionally,
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摘 要：为揭示土壤中黏土矿物对细菌生物膜生长发育的影响机制，本研究借助多功能酶标仪、荧光显微镜等科学仪器，结合结

晶紫染色法、荧光检测等技术手段，探讨了 3种典型黏土矿物（蒙脱石、高岭石、针铁矿）对恶臭假单胞菌KT2440细胞生长及生物

膜形成的影响。结果表明：相较于纯培养体系，蒙脱石处理体系中细菌生物膜生物量增加了 78.95%，低浓度阈值内的针铁矿（0~5
mg·L-1）和高岭石（0~100 mg·L-1）对细菌生物膜的形成均有不同程度的促进作用，而高浓度针铁矿（>5 mg·L-1）和高岭石（>100 mg·
L-1）处理体系则显著抑制细菌生物膜形成，最高抑制率分别达 83.78%和 34.72%。通过共沉降试验和荧光显微镜观察发现，针铁

矿能有效吸附并杀死细菌。针铁矿、高岭石诱导产生的活性氧（ROS）含量分别是纯培养体系的 3.66倍和 1.97倍；针铁矿在与恶臭

假单胞菌共培养 192 h后，细胞内三磷酸腺苷（ATP）含量相比纯培养体系降低了 58.21%。蒙脱石通过静电互斥作用减少对细菌

细胞膜的损伤，并利用高比表面积促进细胞定殖，显著增强其生长与生物膜形成。针铁矿和高岭石在低浓度时可以杀死部分细

胞，释放营养物质促进生物膜形成，而高浓度则通过诱发氧化应激破坏细胞代谢功能，抑制生物膜发育。
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土壤活性组分是指土壤中化学和生物活性较高、

易参与地球化学过程，对植物和微生物有较强有效性

的部分物质，主要包括腐植酸、黏土矿物和铁/锰/铝
氧化物等[1]。黏土矿物作为土壤中重要的活性组分，

因具有颗粒小、表面活性官能团多、带有大量可变电

荷等特点，而成为驱动土壤生物地球化学过程的关键

介质[2]。土壤黏土矿物与微生物相互依存，相互影

响，共同决定着土壤中的物质循环和能量流动[3]。微

生物与矿物的相互作用深刻影响着土壤团聚体稳定

性[4]、土壤肥力[5]、污染物的迁移和固定[6]、矿物的溶解

和生物成矿[7-8]等诸多地球化学过程。在土壤环境

中，微生物主要通过分泌有机酸、产生铁载体以及氧

化还原作用改造土壤矿物[3]。研究表明，微生物可通

过生物诱导和生物矿化作用参与高岭石的形成过

程[9-10]，也可以通过氧化还原反应溶解蒙脱石[11]。同

时，不同类型的黏土矿物也会对微生物细胞活性表现

出显著的选择性影响[12]。Wu等[13]研究指出蒙脱石显

著增强了恶臭假单胞菌（Pseudomonas putida）的葡萄

糖代谢能力，而高岭石和针铁矿则对该代谢过程产生

明显的抑制作用；Cai等[14]发现在共培养 6 h后，大肠

杆菌 O157：H7 在蒙脱石和高岭石表面依然保持活

性，而在针铁矿表面其生长被显著抑制。此外，土壤

矿物的存在对细菌的底物利用、呼吸作用以及消化与

反硝化作用等都会产生显著影响[15-17]。

微生物在土壤环境中并不是以游离态形式存在，

而是会依附在生物或非生物表面聚集形成生物膜[18]。

在地球生态系统中，99%以上的微生物都是以生物膜

的形式存在[19]。生物膜的形成是一个复杂的动态过

程，分为 4个主要阶段：首先游离细菌通过物理化学

作用（如范德华力、静电力）向土壤介质表面迁移[20]，

并在胞外多糖和蛋白质等胞外聚合物（Extracellular
polymeric substances，EPS）的作用下黏附于介质表

面；在生物膜发育阶段，细菌细胞生长分裂并吸引更

多的游离细菌，逐步形成微生物群落；随后发展成具

有三维结构的稳定生物膜；最后在环境胁迫（如干旱、

养分缺失）下生物膜裂解将细菌细胞重新释放到环境

中[21]。生物膜就像是细菌细胞的一道坚硬铠甲，保护

着细菌细胞，使其能够应对外界恶劣环境并很好地生

存下来[22]。黏土矿物作为微生物定殖、黏附的载体，

可能会通过表面理化特性调控生物膜的形成、结构、

代谢活性及功能表达[23-24]。生物膜能够促进土壤团

聚体的形成与稳定[25]，参与碳、氮、磷等多种土壤元素

循环[26]，影响有机物的降解和储存[27]以及矿物的风

化[28]，在陆地生态系统的物质循环和能量流动中发挥

着不可或缺的作用[29]。

黏土矿物与微生物的互作存在于各种时间和空

间尺度下，在一定程度上决定着各自的性状和功

能[30]，因此探明黏土矿物与生物膜的互作机制十分必

要。然而，近年来的研究多聚焦于单一组分矿物与游

离态细菌细胞间的界面互作[31]，土壤矿物，特别是不

同类型黏土矿物如何影响细菌生物膜的形成、结构及

功能表达？其背后的驱动因子是什么？相关信息仍

十分缺乏。基于此，本研究构建“模式菌株-黏土矿

物界面”模拟体系，以土壤中广泛存在的模式菌株恶

臭假单胞菌 KT2440 和 3 种黏土矿物（蒙脱石、高岭

石、针铁矿）作为供试材料，采用传统化学和生物化学

等分析方法，结合荧光显微镜、多功能酶标仪、纳米粒

度Zeta电位分析仪等技术手段，探究不同类型黏土矿

物对恶臭假单胞菌KT2440细胞生长、生物膜形成、代

谢活性及功能表达的影响，揭示细菌生物膜形成对黏

土矿物的响应机制，研究结果可为评估黏土矿物的微

生物效应提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 试验材料

1.1.1 恶臭假单胞菌KT2440的培养与菌悬液制备

本研究选用的土壤中常见细菌恶臭假单胞菌

KT2440，来自于湖南农业大学土壤生物实验室。从

低温保存的 Luria-Bertani（LB）固体培养基中挑取生

长状态良好的单菌落，接种于 5 mL LB 液体培养基

内。将接种后的培养基置于 28 ℃恒温摇床中，以

150 r·min-1的转速进行过夜培养（12~16 h）。随后，按

照 1∶100的接种比例，将过夜培养的菌液转移至 250
mL新鲜LB液体培养基中，在相同培养条件下继续振

after 192 h of co-cultivation with P. putida, the intracellular adenosine triphosphate（ATP） content in the goethite-treated system
decreased by 58.21% compared to the pure culture system. Montmorillonite mitigates bacterial cell membrane damage through electrostatic
repulsion and enhances bacterial colonization via its high specific surface area, thereby significantly promoting bacterial growth and biofilm
formation. In contrast, goethite and kaolinite at low concentrations kill a subset of cells, releasing nutrients that stimulate biofilm formation,
whereas at high concentrations, they induce oxidative stress, disrupt cellular metabolic functions, and suppress biofilm development.
Keywords：clay minerals; Pseudomonas putida; biofilm; oxidative stress response; metabolic activity
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荡培养 12 h，以使细菌细胞生长达到指数中期。然后

使用高速离心机在 4 ℃和 5 000 g条件下离心 10 min，
收集细胞并用磷酸盐缓冲溶液（PBS，20 mmol·L-1 PO3-4 、

pH 7.2）冲洗以除去培养基残余物，最后将菌体重新

悬浮于等体积的PBS缓冲液中，并将细胞密度调节至

108 CFU·mL-1（OD600=1.0）。

1.1.2 实验矿物

实验矿物有蒙脱石（Mnt）、高岭石（Kln）和针铁矿

（Gt）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[32]的方法合成，合成针铁矿

经X-ray分析并与标准峰比对一致后保存使用（图1）。

1.2 实验方法

1.2.1 不同矿物颗粒悬液的细胞暴露实验

将恶臭假单胞菌与矿物颗粒共培养，调节混合液

中矿物浓度为 1 g·L-1，同时控制恶臭假单胞菌的

OD600值为 0.75。在培养期间的不同时间节点（第 0、
1、4、7、10、14、18天）无菌取样。对待测样品进行系

列稀释处理，选取适宜浓度的菌悬液，使用无菌涂布

棒均匀涂布至 LB固体平板表面，涂布后的平板在室

温条件下静置 20~30 min，待培养基被菌液充分渗透，

将平板倒置转移至 28 ℃恒温培养箱中进行培养（16~
18 h）。待观察到长出菌落后计数。

1.2.2 生物膜生物量测定

为了评估暴露于矿物颗粒下细菌的生长状况，在

未经处理的无菌 96孔平底微量滴定板（BD Falcon）中

开展细胞生长和生物膜培养实验。在每次实验之前，

对矿物颗粒进行 30 min超声处理以使其均匀分散。

经超声分散处理后，将已灭菌的矿物颗粒悬浮液和矿

物盐戴维斯培养基（MMD，pH 7.0）混合，配制形成浓

度梯度系列。实验共设置 11个的浓度，包括：0（作为

空白对照，不含任何矿物颗粒）、0.5、1、5、10、50、100、

500、1000、2 000 mg·L-1和 5 000 mg·L-1。取 200 μL各

浓度矿物悬浮液分别加入 96孔微量滴定板中，每个

浓度设置 12个重复孔。然后向每个孔中加入 2 μL恶

臭假单胞菌菌悬液，并在恒温培养箱（28 ℃）中孵育

24 h。同时设置对照组，该组仅加入等量矿物悬浮液

而不接种细菌。孵育结束后，使用PBS洗涤细胞至少

3次，随后使用 1%结晶紫染液进行染色处理，并再次

用 PBS洗涤。最后加入 200 μL体积比为 20∶80的丙

酮/乙醇混合液，使用多功能酶标仪在波长为 540 nm
下测定微量滴定板壁上的细胞数量。读取对照组的

OD540平均值，并将其从含细菌孔读数中减去即为最

终的生物膜生物量值。

1.2.3 细菌和矿物表面电荷性质及粒径的测定

借助Zeta电位仪，通过测定电泳速率并根据相关

公式计算得到细菌和矿物的表面 Zeta电位。取一定

浓度的菌悬液（OD600=0.20），以 10 mmol·L-1的KCl作
为背景电解质（pH 6.8）。借助 Zetasizer Nano 型纳米

激光粒度仪测定细菌和矿物的粒径，测定条件与Zeta
电位一致。测得的细菌和矿物的 Zeta电位及水力学

直径见表1。

1.2.4 矿物与细菌沉降的测定

为了研究矿物颗粒与细菌混合体系的沉降行为，

本研究采用紫外-可见分光光度法在 600 nm波长下

监测体系吸光度的动态变化。实验过程中，将经过超

声分散处理的矿物悬浮液（OD600=1.0）与恶臭假单胞

菌悬浮液（OD600=1.0，以10 mmol·L-1 KCl为分散介质）

按 1∶1体积比混合，各取 1.5 mL加入比色皿中。为排

除单一组分的影响，实验同时设置了等浓度的菌液和

矿物悬液作为对照组。所有实验组均设置 3个重复

样本以保证数据的可靠性。混合体系在室温条件下

静置 2.5~3 h，期间每隔 5~10 min使用紫外分光光度

计测定一次吸光度值。

1.2.5 细菌氧化应激水平及代谢活性的测定

胞内活性氧（ROS）测定：参考 Saison等[33]的方法，

项目
Item

恶臭假单胞菌

针铁矿

高岭石

蒙脱石

Zeta/mV
-6.5±0.7
27.8±0.3
-20.5±1.3
-27.0±1.1

水力学直径
Hydraulics diameter/nm

1 988.0±125.5
358.0±36.5
945.0±39.6
726.0±85.7

图1 针铁矿与标准峰比对图

Figure 1 Comparison diagram of goethite with standard peak
表1 细菌和矿物的Zeta电位及水力学直径

Table 1 Electrodynamic potentials and hydraulics diameters of
bacteria and minerals
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选用 2′，7′ -二氯二氢荧光素二乙酸酯（DCFH-DA）
作为特异性荧光探针。实验以 10 mmol·L-1 KCl溶液

作为电解质，配制OD600值为 1.5的恶臭假单胞菌悬浮

液 20 mL，加入 20 µL DCFH-DA储备液，使探针终浓

度达到 10 µmol·L-1。随后将混合体系置于 28 ℃恒

温摇床中，以 150 r·min-1的转速孵育 30 min，使探针

充分进入细胞。孵育结束后，采用低温离心法（4 ℃、

1 200 g、5 min）对菌液进行3次清洗，以去除未进入细

胞的游离探针，最后将菌体重新悬浮于 10 mmol·L-1

KCl溶液中。荧光测定在 96孔黑色聚苯乙烯酶标板

中进行，每孔依次加入 100 µL经超声分散的矿物颗

粒悬液（0.1 g·L-1）和 100 µL已装载探针的菌液。将

酶标板转移至恒温振荡培养箱中反应 3 h后，使用多

功能酶标仪测定荧光强度，检测参数设置为：激发波

长 480 nm、发射波长 520 nm。将未装载探针和未经

矿物处理的菌液设置为对照。

暴露于针铁矿下的胞内ROS和丙二醛（MDA）测

定：在含有 0.5 mg·L-1和 500 mg·L-1针铁矿矿物颗粒

的MMD培养基中，将恶臭假单胞菌温育 24 h，然后对

细胞内ROS进行定量分析。采用硫代巴比妥酸分光

光度法[34-35]测定细胞膜脂质过氧化终产物的MDA含

量。并按照欧阳凯[36]的方法计算相对ROS含量和相

对MDA含量。

三磷酸腺苷（ATP）测定：利用荧光生物检测技术

测定ATP含量。准确称取 20 mg矿物颗粒于 50 mL锥

形瓶中，加入 10 mL浓度为 10 mmol·L-1的NaCl溶液，

超声波振荡直至充分分散，再加入等体积（10 mL）菌

悬液；同时设置仅含菌悬液而不添加矿物的对照组，

保持相同总体积（20 mL）。将上述反应体系置于恒温

摇床（25 ℃、40 r·min-1）中振荡培养，分别在第 0、4、8、
24、48、72、96、120、144、168、192小时取样分析，准确

吸取 25 µL混合体系滴加到不透明的 96孔板中测定

荧光值，每个时间点设置 5个重复。用测得的荧光值

间接表征ATP含量。

1.2.6 荧光显微镜观察

将OD600值为 1.0的恶臭假单胞菌菌液按照体积

比 1∶1 与 2 g·L-1 的矿物母液混合，于 28 ℃、150 r·
min-1摇床振荡培养。取混合培养 2 h后的菌液用由

红色荧光核酸染料 Propidium iodide（碘化丙啶）和绿

色荧光核酸染料 SYTO®9组成的混合染液进行染色，

参照谢俊[37]的步骤检测细菌细胞膜的完整性。由于

细菌只有在细胞膜完整时才能进行正常的生理代谢

活动，因此在染色分析时可以根据细菌细胞膜结构是

否完整来表征细菌的活性。

1.2.7 统计分析

采用 SPSS 27.0 统计软件对实验数据进行单因

素方差分析（ANOVA），P<0.05表示差异显著。采用

Origin 2024软件进行数据可视化处理。

2 结果与分析

2.1 不同矿物对恶臭假单胞菌生长和生物膜形成的

影响

不同黏土矿物悬液中恶臭假单胞菌数量随时间

的变化如图 2所示。暴露于高岭石时，恶臭假单胞菌

数量曲线与对照组大致重合，恶臭假单胞菌数量先增

长，在24 h之后再缓慢减少；而暴露于蒙脱石时，细菌

数量在 24 h时降低，随后缓慢增长，4 d后再次下降，

并且 4 d后每个时期的细菌数量都显著高于对照组；

暴露于针铁矿时，24 h后细菌数量急剧减少，在 4~7 d
时下降最快，且在4 d后细菌数量都显著低于对照组。

与开始培养时相比，对照组与暴露于针铁矿、高岭石、

蒙脱石处理的细菌数量在第 18 天时分别下降了

19.92%、24.38%、20.65%、8.28%。

不同矿物浓度下，培育 24 h后恶臭假单胞菌形成

生物膜量的情况如图 3所示。在针铁矿处理下，浓度

为 0.5~5 mg·L-1时，生物膜量都高于对照，且在 5 mg·
L-1时达到最大值，在浓度高于 5 mg·L-1后，生物膜量

开始低于对照，并且随着浓度增大，生物膜量逐渐减

少，可见浓度为 0.5~5 mg·L-1的针铁矿悬液可以促进

恶臭假单胞菌KT2440生物膜的形成，而高浓度的针

铁矿则抑制生物膜形成；高岭石处理下，浓度在 0.5~
100 mg·L-1时，生物膜量均高于对照，同样在 5 mg·L-1

时生物膜量达到最大值，在浓度大于 100 mg·L-1后，

图2 矿物对恶臭假单胞菌细胞数量的影响

Figure 2 Effects of minerals on the number of Pseudomonas putida

*P<0.05。下同。*P<0.05. The same below.
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会抑制生物膜的形成；蒙脱石则促进了细菌生物膜的

形成，浓度达到 5 000 mg·L-1时，生物膜量依然高于对

照，且在 1 000 mg·L-1时，生物膜量达到最大值并高于

其他两个体系中的生物膜量最大值。3种矿物中蒙

脱石对生物膜量的影响不同于其他两种矿物，这一实

验现象与矿物对细菌数量影响的结果相似。

2.2 恶臭假单胞菌与矿物颗粒的共沉降过程

细菌和矿物通过颗粒界面间的相互作用力聚合，

由于二者尺寸较小，颗粒间存在显著的范德华引力，

同时具有较大的比表面积和丰富的表面电荷，当颗粒

间的静电斥力小于范德华引力时，就会产生团聚体并

发生沉降。图 4A、图 4B、图 4C 分别为高岭石、蒙脱

石、针铁矿与恶臭假单胞菌的沉降曲线。

从图 4中可以看出，在 10 mmol·L-1 KCl溶液中，

OD600值为 0.5的恶臭假单胞菌悬液在 3 h内保持稳定

分散状态，未观察到明显的细胞聚集和沉降现象。值

得注意的是，矿物-细菌混合体系的共沉淀速率高于

单一组分沉降速率的加和值，这表明矿物颗粒与细菌

细胞之间存在显著的异相凝聚效应。具体而言，针铁

矿-细菌混合体系表现出最快的沉降动力学特征。

在反应初始的60 min内，混合体系的吸光度迅速下降

至接近纯菌悬液的水平；60 min后，其吸光度值甚至

低于纯菌悬液，这一现象证实了针铁矿颗粒与细菌细

胞发生了强烈的吸附作用，导致负载矿物颗粒的细菌

快速沉降。相比之下，高岭石-细菌混合体系在 90
min后才出现类似的沉降特征。蒙脱石及其与细菌

的混合悬液在测量时间范围内没有出现沉降，说明蒙

脱石与细菌没有发生团聚。

2.3 不同矿物处理体系中细菌的氧化应激响应

胞内ROS的动态平衡变化能够整合性反映矿物

细胞界面相互作用引发的氧化还原稳态扰动，因此

可以通过对恶臭假单胞菌产生的胞内ROS定量间接

反映矿物颗粒与细菌细胞膜的接触程度及其引发的

氧化应激效应。图 5展示了不同矿物与恶臭假单胞

菌相互作用 3 h后对细菌胞内 ROS的影响。在生理

条件下，细胞代谢产生的 ROS能够被内源性抗氧化

酶系统有效清除，维持氧化还原平衡。然而，在外界

胁迫因子作用下，这种平衡会被打破，导致ROS过量

积累，进而引发氧化应激损伤。通过观察图 5可知，

供试黏土矿物能不同程度地诱导细菌细胞内ROS的

生成，但不同矿物表现出的诱导效应存在显著差异。

与纯培养体系相比，蒙脱石对恶臭假单胞菌胞内

ROS 水平几乎没有影响，高岭石体系和针铁矿体系

中所产生的胞内 ROS含量均显著高于纯培养体系，

且针铁矿体系也显著高于高岭石体系。这种差异可

能与矿物的表面特性、化学组成及其与细胞的作用

方式有关。

为进一步探究恶臭假单胞菌对针铁矿的响应，测

定了两种浓度的针铁矿处理下恶臭假单胞菌产生的

ROS 和 MDA 以及 ATP 的含量。MDA 是多不饱和脂

肪酸的氧化特征产物，被广泛用作细胞膜脂质过氧化

作用的指标，通过对ATP的定量来表征恶臭假单胞菌

的代谢活性。在图 6A中，0.5 mg·L-1的针铁矿矿物颗

粒对胞内 ROS 和 MDA 的产生几乎没有影响，而 500
mg·L-1的针铁矿矿物颗粒显著促进胞内ROS和MDA
的产生。图 6B 为针铁矿体系中恶臭假单胞菌

KT2440代谢ATP随时间的变化。实验结果表明，恶

臭假单胞菌KT2440在针铁矿体系中的能量代谢呈现

明显的阶段性变化，在反应初始4 h内，细胞内ATP含

量呈现小幅上升趋势，但4 h后ATP水平急剧下降，且

始终显著低于对照组（纯菌体系）的ATP含量。经过

192 h的培养后，针铁矿体系中细菌的ATP含量从对

照组的 6.7×10-17 mol·cell-1降至 2.8×10-17 mol·cell-1，抑

制效果达58.21%，充分证明了针铁矿对恶臭假单胞菌

代谢活性具有显著的抑制作用。

2.4 不同矿物对恶臭假单胞菌细胞活性的影响

图 7展示了采用 LIVE/DEAD BacLight 染色法评

图3 不同浓度矿物颗粒悬液对生物膜量的影响
Figure 3 Effects of different concentrations of mineral particle

suspensions on biofilm volume
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估矿物作用 2 h后恶臭假单胞菌细胞膜完整性的结

果。在对照组（纯培养体系）中，细菌细胞呈现均匀的

空间分布特征，绝大多数细胞都被染成绿色，表明细

胞膜结构完整且具有活性；在整个视野范围内不存在

细胞膜破损被染成红色的细菌，这说明对照组中不存

在细胞膜受损的细菌。在针铁矿体系中，出现了细菌

与针铁矿的聚集，有大量细菌细胞膜破损被染成红

色，且被染成红色的区域和细菌与矿物聚集的区域大

致重合。这是因为大量恶臭假单胞菌因为静电引力

的作用与针铁矿接触而受到针铁矿的破坏。而在高

岭石和蒙脱石体系中，恶臭假单胞菌均匀分布在整个

图像中，但也有部分恶臭假单胞菌出现了与高岭石和

蒙脱石聚集的现象，并产生细菌细胞膜破损而被染成

红色的现象。通过针铁矿、高岭石、蒙脱石 3种黏土

图5 矿物对恶臭假单胞菌胞内ROS的影响

Figure 5 Effects of minerals on intracellular ROS of Pseudomonas
putida KT2440

不同小写字母表示处理间差异显著（P<0.05）。
Different lowercase letters indicate significant differences among

treatments（P<0.05）.

图4 高岭石、蒙脱石和针铁矿与恶臭假单胞菌的沉降曲线

Figure 4 Settlement curve of kaolinite，montmorillonite and goethite and Pseudomonas putida

（B）蒙脱石

（A）高岭石

（C）针铁矿
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1、2、3为同一视野，1为白光光源，2、3为荧光光源。
1，2，3 for the same view. 1 for white light source，2，3 for the fluorescent light source.

图7 不同矿物对恶臭假单胞菌细胞活性的影响

Figure 7 Effects of different minerals on the cellular activity of Pseudomonas putida

1 2 3

CK

Kln

Mnt

Gt

图6 0.5 mg·L-1和500 mg·L-1的针铁矿处理体系中产生ROS和MDA的相对比率及针铁矿对恶臭假单胞菌KT2440代谢ATP的影响

Figure 6 Relative rate of ROS and MDA produced in goethite treatment system of 0.5 mg·L-1 and 500 mg·L-1，and effects of goethite on
ATP metabolism of pseudomonas putida KT2440

（B）（A）
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矿物对恶臭假单胞菌细胞膜完整性的比较可以得知

针铁矿对细菌细胞的破坏力最大，这也进一步解释了

之前观测到的现象。

3 讨论

蒙脱石显著促进了恶臭假单胞菌细胞的生长以

及生物膜的形成（图2、图3）。蒙脱石为2∶1型层状硅

酸盐黏土矿物，在本实验条件下带负电荷（表 1），与

带负电的细菌细胞间存在较强的静电互斥作用，菌矿

混合体系中并未发生团聚现象（图 4B和图 7），减少了

对细菌细胞膜的破坏。此外，蒙脱石还能通过促进有

机、无机物质的交换以及维持 pH水平来提高细菌活

性[38]；且其较大的比表面积为细菌附着提供了充足位

点，刺激细菌细胞生长并发生初始黏附[39]，从而进一

步推动了生物膜的形成。相比之下，低浓度的高岭石

和针铁矿能够促进生物膜的形成，而高浓度则表现出

抑制作用。带负电的高岭石与细菌之间的作用力为

静电斥力（表 1），对细胞膜的伤害较小，在低浓度条

件下，高岭石作为硅铝酸盐矿物会释放出Al3+对细胞

产生毒性[40]，为应对胁迫，细菌可能通过调节相关基

因的表达或激活特定的调控因子诱导分泌多糖蛋白

来促进生物膜的形成[41-42]。Glasauer等[43]通过透射电

子显微镜观察发现，针铁矿在与细菌共培养过程中会

穿透细胞外膜和肽聚糖层。在本研究中，带正电的针

铁矿与细菌细胞间存在较强的静电引力，低浓度阈值

范围内呈针状结构的针铁矿可能会在与细胞接触时

刺破细胞膜，抑制细菌正常生理活动和代谢活性（图

6B），致使部分细胞死亡。受损或失活的细胞释放出

的 DNA、RNA、脂质、蛋白质等胞内物质可供活细胞

摄取养分[36]，从而促进细胞生长和生物膜的形成。但

在高浓度条件下，针铁矿会迅速杀死几乎所有细菌细

胞，显著抑制细菌存活[44]；而高浓度的高岭石则可能

通过减少细胞信号分子的合成干扰群体感应功能[45]，

进而抑制了细菌生物膜的形成。

细菌与矿物颗粒的沉降特征可以间接表征二者

的接触程度[46]。3种黏土矿物与细菌的共沉降能力由

大到小依次为针铁矿>高岭石>蒙脱石（图 4）。Jiang
等[47]研究了恶臭假单胞菌在黏土矿物上的吸附，发现

恶臭假单胞菌在针铁矿上的吸附量大于高岭石与蒙

脱石，这与本实验的结果相同。根据测得的Zeta电位

可知，针铁矿表面带有正电荷，而恶臭假单胞菌表面

带负电荷，二者之间存在静电引力，这可以很好地解

释针铁矿在 3种黏土矿物中最快与恶臭假单胞菌发

生共沉降这一现象。细菌细胞与针铁矿发生共团聚

后，环境中游离态恶臭假单胞菌的数量大幅减少，不

利于细菌团聚形成菌落，进而抑制生物膜的形成。这

也可能是针铁矿对恶臭假单胞菌生长和生物膜形成

的影响不同于高岭石和蒙脱石的另一原因。

ROS 的积累是矿物颗粒-细胞互作的关键响

应[48-49]。针铁矿与高岭石均显著提升了恶臭假单胞

菌胞内的 ROS水平，且针铁矿还会进一步导致细菌

细胞膜发生脂质过氧化（图 6A）。Jiang 等[50]研究了

Arthrobacter sp. DNS10与针铁矿、蒙脱石及高岭石的

相互作用，发现在暴露于针铁矿体系的细胞中检测出

的 ROS含量显著高于高岭石和蒙脱石体系，这与本

研究的结果相似（图 5）。这可能是由于针铁矿会释

放出 Fe2+并渗透进细胞内部，Fe2+大量积累破坏了细

胞内铁离子平衡，导致铁依赖性 Fenton 反应过度激

活，Fe2+被氧化成 Fe3+沉淀，产生致命的活性氧物

质[51]。恶臭假单胞菌胞内过量积累的ROS无法被胞

内抗氧化酶完全中和，从而氧化胞内糖类、脂质和蛋

白，最终对细胞产生毒害，所以针铁矿对于恶臭假单

胞菌的代谢活性有明显的抑制作用（图 6B），使其细

胞数量随时间的推移急剧下降（图 2）。本研究揭示

了不同类型黏土矿物（针铁矿、高岭石和蒙脱石）通过

差异化的表面特性和氧化应激调控恶臭假单胞菌

KT2440生物膜形成的机制。作为土壤中常见的革兰

氏阴性菌，恶臭假单胞菌 KT2440 与 Arthrobacter sp.
DNS10（革兰氏阳性菌）[50]的生物膜形成对矿物的响

应具有相似性，表明土壤矿物对细菌生物膜形成的调

控机制可能具有跨菌种的普适性。这些发现从矿

物-生物膜视角拓展了土壤界面互作理论框架，为土

壤生态系统功能调控机制解析提供了新的科学依据。

4 结论

（1）不同类型的黏土矿物因其电荷属性、尺寸大

小等自身性质不同而对恶臭假单胞菌KT2440生物膜

的形成产生了不同影响。蒙脱石通过静电互斥作用

减轻了对细菌细胞膜的破坏，同时其巨大的比表面积

促进了细菌的附着与定殖，显著增强了恶臭假单胞菌

的细胞生长及生物膜的形成。

（2）低浓度阈值下针铁矿颗粒可以通过杀死部分

细胞释放营养物质来促进生物膜的形成，而高浓度阈

值下的针铁矿颗粒则通过破坏细胞内抗氧化系统的

平衡以及抑制细胞代谢活性阻碍生物膜的形成。

（3）高岭石通过诱导细胞产生氧化应激对细菌
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生物膜的形成产生影响，但对细胞的毒性作用小于

针铁矿。
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