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摘   要：【目的】探究土壤矿物介导下，不同母质发育的水稻土中多物种生物膜的形成过程，旨

在为揭示土壤组分与多物种生物膜之间的互作机制提供科学依据。【方法】分别提取红黄泥田和

酸紫泥田中的多物种生物膜作为研究对象，选取高岭石和针铁矿作为矿物相介质，借助现代生物

显微技术、高通量测序技术和红外光谱等仪器，对矿物介导下的生物膜形成过程、结构变化以及

膜内细菌群落结构的组成等进行深入研究。【结果】基于 16S rRNA 基因的高通量测序结果显示，

2 种母质发育水稻土中多物种生物膜内的菌群主要由绿弯菌门 (Chloroflexi)、酸杆菌门

(Acidobacteria)、变形菌门(Proteobacteria)、硝化螺旋菌门(Nitrospirae)和脱硫菌门(Desulfobacterota)
构成。与未添加矿物体系(对照)相比，针铁矿和高岭石均显著抑制了以绿弯菌门为主导的酸紫泥

田水稻土中多物种生物膜的形成，其生物膜生物量分别下降了 18.38%和 17.30%；而在以酸杆菌

门占主导的红黄泥田体系中，针铁矿和高岭石从不同程度上促进了多物种生物膜的形成，且以高

岭石体系促进效果更为显著，其生物膜厚度明显增加，膜内多糖分泌提高了 7.69%，生物膜生物

量同比增加 18.99%。【结论】高岭石刺激细菌分泌产生了更多的胞外物质，并促进了红黄泥田中

多物种生物膜的形成，而对酸紫泥田中多物种生物膜的形成具有抑制作用。针铁矿对酸紫泥田多

物种生物膜的形成则表现出显著的抑制效应；相比高岭石体系，针铁矿的加入也更易导致细胞失

活。本研究进一步揭示了土壤组分与多物种生物膜的互作机制，为推动土壤健康的可持续发展提

供了科学的理论依据。 
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Formation of multi-species biofilms in paddy soils developed from two 
parent materials mediated by soil minerals 
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College of Resources, Hunan Agricultural University, Changsha 410128, Hunan, China 
 
Abstract: [Objective] To explore the formation process of multi-species biofilms in paddy soils 
developed from different parent materials mediated by soil minerals, thus providing a scientific 
basis for revealing the interaction mechanisms between soil components and multi-species 
biofilms. [Methods] The multi-species biofilms were extracted from reddish clayey soil and 
acidic purple soil, and kaolinite and goethite were used as the mineral media. Modern biological 
microscopy, high-throughput sequencing, and infrared spectroscopy were employed to study the 
mineral-mediated formation process, structural changes, and bacterial community structure of the 
biofilm. [Results] Based on the high-throughput sequencing technology of 16S rRNA gene, the 
flora in the multi-species biofilms in the paddy soils developed from the two parent materials was 
dominated by Chloroflexi, Acidobacteria, Proteobacteria, Nitrospirae, and Desulfobacterota. 
Compared with the control without mineral addition, goethite and kaolinite significantly 
inhibited the formation of the multi-species biofilm dominated by Chloroflexi in the acidic purple 
soil, decreasing the biofilm biomass by 18.38% and 17.30%, respectively. In the reddish clayey 
soil dominated by Acidobacteria, goethite and kaolinite promoted the multi-species biofilm 
formation to varying degrees. Kaolinite demonstrated more significant promotion effect, 
increasing the biofilm thickness, the secretion of polysaccharides in the biofilm by 7.69%, and 
the biofilm biomass by 18.99%. [Conclusion] Kaolinite stimulated bacterial production of 
extracellular substances, promoted the multi-species biofilm formation in reddish clayey soil, and 
inhibited the multi-species biofilm formation in acidic purple soil. Goethite inhibited the 
multi-species biofilm formation in acidic purple soil. Compared with kaolinite, goethite is likely 
to cause cell inactivation. This study further revealed the interaction mechanism between soil 
components and multi-species biofilms, and the results provided a scientific theoretical basis for 
promoting the sustainable development of soil health. 
Keywords: soil minerals; multi-species biofilm; bacterial community; soil; parent material 
 
 
 
 

 
 
 
 

土壤微生物作为土壤的“调控者”和“驱动

者”，不断推动着土壤的形成和发育，对土壤团

聚体的稳定[1]、矿物的风化[2]以及有机质的降解

和合成等过程产生着重要影响[3]，为物种的演

替、生命的孕育以及人类生存环境和自然生态

系统的可持续发展等提供了坚实的支撑 [4]。在
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真实的土壤环境中，微生物并非以游离态形式

存在，而是相互聚集，并被自身分泌的胞外基

质(多糖、蛋白质等)包裹形成生物膜，进而以

组合、聚集体或群落的形式黏附于生物或非生

物界面上[5-6]。生物膜的形成是一个复杂且动态

的过程，主要分为初始黏附、生物膜初步形成、

生物膜成熟、生物膜裂解 4 个阶段[7]。随着生

物膜生长发育阶段的不同，其膜内微生物的生

长状况和相关基因表达水平等存在差异，这导

致在面临环境胁迫时，生物膜内外表现出明显

的阶段性差异[8]。 
母质作为土壤发育的形成因素之一，影响

着土壤物理化学组成，控制着微生物营养物质

的供给[9]。不同母质发育的土壤中，微生物的

功能特征和习性存在差异，同时也影响着微生

物的群落结构组成[10]。由不同细菌菌门所主导

构成的生物膜体系，其微生物特性存在差异[11]；

在应对不同环境变化和迫害时，其膜内群落  
结构组成可能发生变化，不同优势菌群所主  
导的生物膜系统，其结构特征表现也会有所不

同[12-13]。因此，探索不同母质发育土壤中多物

种生物膜的形成及其在土壤生态环境中的作

用，可为土壤的健康发展及阐明土壤微生物调

控机制提供理论依据。土壤矿物作为土壤的重

要组成物质之一，对土壤中微生物群落结构和生

物地球化学界面的形成有着深刻的影响[14-15]。在

土壤微环境中，土壤矿物颗粒提供了较大的表

面积，利于微生物的附着和营养供应，从而促

进生物膜的形成和稳定[5,16]。不同类型的土壤矿 
物对生物膜的形成有不同的影响，如蒙脱石和

高岭石等矿物对细菌的黏附和聚集具有促进作

用；细菌生物膜的形成也会导致土壤矿物结构

的变化；例如，细菌在生物膜形成过程中可以

诱导蒙脱石的层间扩展和结构改变，这种结构

变化有助于生物膜的稳定和碳储存[16]。研究发

现，高岭石与针铁矿会显著抑制恶臭假单胞菌

的葡萄糖代谢能力，相比之下，蒙脱石的加入

则具有显著的促进作用[17]。Ma 等研究发现，在

菌-矿共培体系中，分别将蒙脱石、高岭石、针

铁矿与枯草芽孢杆菌混合培养，发现细菌在 3 种

矿物表面的成膜状况存在显著差异，细菌长时

间黏附在蒙脱石和高岭石表面仍然保持活性，

但黏附于针铁矿表面其活性却会大大降低[18]。

诸如此类，在土壤矿物的介导下生物膜通过自

我调控保持膜内外微环境的稳定，以此来应对

环境变化和胁迫。然而，前人的研究大多聚焦

于单一变量和研究对象与生物膜之间的互作表

现，忽视了土壤环境的复杂性，目前有关不同

母质、不同矿物类型如何影响多物种生物膜形

成的信息仍十分缺乏。 
基于此，本研究拟选取红黄泥田(第四纪红

色黏土发育)和酸紫泥田(紫色页岩风化物发育)
中提取的多物种生物膜作为研究对象，以高岭

石和针铁矿为矿物相介质，借助现代生物显微

电镜等技术手段，研究土壤矿物介导下 2 种母

质发育水稻土中多物种生物膜的形成及膜内细

菌群落结构特征，旨在探讨不同母质发育水稻

土中多物种生物膜内微生物群落结构差异，揭

示土壤矿物对多物种生物膜形成、结构和功能

的影响，研究结果有助于优化土壤微环境、提

高土壤肥力和促进作物生长。同时，也为精准

调控土壤微生物群落评估土壤生态健康，推动

土壤的可持续发展提出了基础的科学见解。 

1  材料与方法 
1.1  供试土壤 

供试土壤为第四纪红色黏土发育的红黄泥

田(H)和紫色页岩风化物发育的酸紫泥田(S)，
2022 年 11 月 分 别 采 集 于 湖 南 省 长 沙 市

(113°09′E, 28°20′N)和湖南省株洲市(113°10′E, 
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27°32′N)。采集区域均为传统双季稻种植区，区

域内年平均温度分别为 17.2 ℃和 17.5 ℃，年平

均降雨量分别为 1 390 mm 和 1 389 mm。供试

土壤样品通过“S”型路线随机取样，采集深度控

制在 0−20 cm，将各取样点土样充分混匀后，

去除石子、根系等非土杂质，装入取样袋，置

于低温保温箱快速运回实验室，分别保存于

4 ℃和−80 ℃冰箱备用。 

1.2  土壤多物种生物膜接种液制备 
供试菌株分别提取于第四纪红色黏土发育

的红黄泥田和紫色页岩风化物发育的酸紫泥

田。所提取的菌株后续试验均用溶菌肉汤 LB
培养基进行培育。LB 培养基适用于大部分微生

物生长，是一种广泛应用的基础型培养基[19]。 
生物膜初始接种液制备[20-21]：将新鲜土样

去除石子、植物根系等杂质后过 2 mm 筛，称

取 150 g 过筛鲜土样于烧杯中，加入 300 mL 无

菌水与之充分混匀。为了使土样中的细菌充分

转移至土壤溶液，将烧杯置于 25 ℃、30 r/min
的恒温摇床中振荡培养 12 h，将涂布有 LB 固

体培养基的无菌载玻片悬空固定于烧杯中，在

不扰动底层泥浆的前提下使玻片与土壤悬液上

清部分充分接触，再次 25 ℃、30 r/min 摇床振

荡培养 7 d 后取出。用 PBS 缓冲液将附着在玻

片表面的多物种生物膜冲洗转移至无菌离心

管，并向离心管中加入等体积的 80%甘油(pH 
7.0)，最后将甘油管于−80 ℃保存备用。 

1.3  土壤矿物 
高岭石(Kao)购自美国黏土矿物学会。 
针铁矿(Goe)参照 Atkinson 等方法进行合

成制备[22]，具体操作：称取 50 g 九水硝酸亚铁

溶解在 825 mL 的超纯水中并剧烈搅拌使其加

速溶解，同时不断滴加氢氧化钠溶液(200 mL、

2.5 mol/L)，直至溶液的 pH 值 12.0。将溶液

置于烘箱(60 ℃)中老化 24 h 后 6 000×g 离心

15 min，倒去上清液，将所得沉淀依次使用 KOH

溶液、超纯水和乙醇(95%)反复冲洗 2−3 次；随

后置于烘箱(100 ℃，24 h)烘干得到矿物样品，

经研磨并过 100 目筛后保存备用。 

通过 X 射线衍射仪(X-ray diffractometer, 

XRD)扫描矿物样品，实现精准的矿物表征。在

XRD 衍射图谱(图 1)中，试验所制得的样品与

标准矿物(针铁矿卡片号 29-0713)吻合度较高，

无明显的杂峰，矿物结晶度良好，确定所制样

品为针铁矿。 

矿物悬液的制备：分别称取 0.1 g 针铁矿

(Goe)和高岭石(Kao)矿物粉末置于 100 mL 去离

子水中，悬液浓度为 1 g/L。将矿物悬液用磁力

搅拌器进行搅拌，并超声处理 30 min 使矿物均

匀分散，置于灭菌锅中灭菌 30 min，冷却备用。 

1.4  土壤多物种生物膜的生长曲线 
将甘油管中的生物膜初始液(pH 7.0)接种

到灭菌的 LB 培养基中，在 28 ℃、180 r/min 的

条件下活化培养 6 h。接着按 1:100 的比例取  

0.1 mL 细菌活化液接种至 10 mL 的 LB 培养基

中，孵育 12 h 后得到细菌扩大培养液。在无菌 

 

 
 

图 1  针铁矿 XRD 图 
Figure 1  XRD pattern of synthetic goethite. 



 

 

 

110 XIONG Xuan et al. | Acta Microbiologica Sinica, 2025, 65(1) 

 actamicro@im.ac.cn,  010-64807516 

环境中使用新配 LB 培养基将细菌扩大液稀释

至 OD600 为 1.0。在无菌 96 孔板中接入 200 μL
经稀释后的细菌菌液，并于恒温培养箱(28 ℃)
中分别静置培养 6、12、24、36、48、60、      
72 h。培养结束后，使用 1%结晶紫染液对各

时间段生物膜样本进行染色处理，并用酶标仪

测定波长为 595 nm 处的吸光度，记录生物膜

生物量。 

1.5  胞外聚合物质(胞外多糖和蛋白质)
含量测定 

采用苯酚-硫酸法测定多物种生物膜中多

糖含量[18]。制备 100 mg/mL 的葡萄糖标准溶液。

分别吸取 0、0.2、0.4、0.6、0.8、1.0 mL 的葡

萄糖标准溶液于 10 mL 比色管中，用超纯水将

溶液补至 1 mL，再向比色管中加入 1 mL 的 5%
苯酚溶液，摇匀后继续加入 5 mL 的浓硫酸，再

次摇匀后置于 96 ℃的恒温水浴锅中避光处理

20 min，冷却至室温后用酶标仪测定 490 nm 波

长下的吸光值。以葡萄糖浓度为横坐标，吸光

值为纵坐标，绘制标准曲线。吸取 0.1 mL 生物

膜悬液(生物膜初始接种液、初始接种液+高岭

石悬液、初始接种液+针铁矿悬液 3 种处理下分

别孵育 24 h 得到)至 6 孔板中，后续操作步骤同

标准曲线测定一致，最后根据标准曲线来计算

样品溶液中多糖含量。 
选用 BCA 蛋白质浓度检测试剂盒测定多

物种生物膜中蛋白质的含量[21]。制备 1%的 2,2-
联喹啉-4,4-二甲酸和 4%的 CuSO4 按 50:1 的体

积比均匀混合制成 BCA 混合溶液。选取牛血清

白蛋白，制成浓度为 5 mg/mL 的蛋白质标准储

备液；利用 PBS 溶液将蛋白质标准液稀释 10 倍，

得到最终浓度为 0.5 mg/mL 的标准使用液。在

96 孔板中，依次加入 0、2、4、6、8、10、12、
16、20 μL 的标准使用液，并用 PBS 补足至    
20 μL。随后，向各孔内加入 200 μL BCA 混合

液，于恒温培养箱(37 ℃)中静置培养 30 min。
最后，借助酶标仪测定 562 nm 波长下的吸光

值，根据标准曲线计算蛋白质含量。 

1.6  激光共聚焦扫描显微镜 (confocal 
laser scanning microscope, CLSM)观察 

将生物膜初始接种液接种至无菌 6 孔板中

孵育 24 h，用镊子轻轻挑起成熟的多物种生物

膜，于无菌水中冲洗掉生物膜周围的游离态细菌

和残余培养基。将生物膜均匀铺展于清洁无菌的

载玻片上，于避光环境下滴加浓度为 2.5 μmol/L，
由荧光核酸染料 SYTO 9 和碘化丙啶(propidium 
iodide, PI)组成的 LIVE/DEAD BacLightTM 细菌

死活染料对生物膜进行染色处理。染色 15 min
后借助 CLSM 对生物膜的形貌结构特征以及膜

内细菌的存活情况进行观察，激发波长分别设

置为 480−500 nm (SYTO 9)和 490−635 nm (PI)，
每个样品随机监测 3 个区域。最终，利用 ZEN 
2012 (blue edition)软件对所捕获图像进行处理

和分析。 

1.7  衰 减 全 反 射 傅 里 叶 红 外 光 谱

(attenuated total reflectance fourier 
transform infrared spectroscopy, 
ATR-FTIR)分析 

对土壤矿物介导下多物种生物膜进行红外

光谱分析。用镊子缓慢将形成的生物膜转移至

ZnSe 晶体上，调整测定参数进行分析。红外光

谱仪设定扫描波长范围为 2 000−800 cm−1，平

行扫描的次数为 256 次，分辨率为 2 cm−1，    
采用 Origin 2021 软件进行信号平滑处理和数据

分析。 

1.8  生物膜在矿物表面的存活 
盖玻片前处理：清洗盖玻片，确保表面洁

净无杂质。在 H2SO4:H2O2 混合溶液(7:3，体积

比)中浸泡 60 min 后，超声清洗 15 min；随后

将盖玻片浸入无水乙醇中静置 15 min，并再次
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超声处理；最后将洗净的盖玻片置于 60 ℃烘箱

中烘干，储存于干燥器内备用。 
矿物覆盖于盖玻片：将 0.4 mL 的矿物悬液

均匀涂布于盖玻片表面，于 120 ℃的烘箱中高

温烘烤 20 min，使矿物牢固附着在盖玻片表面；

将附有矿物的盖玻片取出冷却，使用超纯水缓

慢冲洗 10 s，去除玻片表面未固定的矿物颗粒，

最后烘干备用。 

样片制作：将包覆有矿物的盖玻片经高温

高压灭菌后，置于无菌 6 孔培养板内，在无菌

条件下向盖玻片表面滴加 0.25 mL 的细菌悬液，

静置吸附 30 min 后加入 4.75 mL 的 LB 培养基，

随后将 6 孔板置于 28 ℃的恒温培养箱中避光静

置培养 24 h。 

显微镜观察：使用细菌死活染料对附着于

盖玻片上的多物种生物膜进行染色，通过

CLSM 进行观察，详细步骤参见 1.6 节。 

1.9  土壤多物种生物膜内细菌种类及丰

度测定 
1.9.1  土壤细菌 DNA 提取 

采用 E.Z.N.A.® Soil DNA 试剂盒(Omega 
Bio-Tek 公司 )对多物种生物膜内细菌样本的

DNA 进行提取。对细菌 16S rRNA 基因的

V4−V5 区 片 段 ， 使 用 引 物 515F (5′-GTG 

CCAGCMGCGG-3′)和 907R (5′-CCGTCAATTC 

MTTRAGTTT-3′)进行 PCR 扩增。PCR 反应体

系(20 μL)[23]：5×FastPfu Buffer 4 μL，dNTPs  

(2.5 mmol/L) 2 μL，上、下游引物(5 μmol/L)各

0.8 μL，FastPfu 聚合酶(5 U/μL) 0.4 μL，模板

DNA 10 μL，ddH2O 补至 20 µL。PCR 反应条件：

95 ℃预变性 2 min，95 ℃变性 30 s，55 ℃退火

30 s，72 ℃延伸 30 s，72 ℃延伸 5 min，循环

25 次。将 PCR 扩增产物回收后，使用 AxyPrep 

DNA 凝胶提取试剂盒(Axygen 公司)进行纯化。

纯化后的 PCR 产物用 Qubit® 3.0 荧光计定量，

每 24 个条形码不同的扩增子平均混合。按照

Illumina 基因组 DNA 文库制备程序，将合并的

DNA 产物用于构建 Illumina 对端文库。用

Illumina MiSeq 平台对扩增文库进行测序，生成

250 bp 配对末端读码。 

1.9.2  数据分析 
序列分析通过 USEARCH 软件进行[24]，将

相似性在 97%以上的序列分配给相同的操作分

类单元(operational taxonomic unit, OTU)。应用

KRONA 软件对不同 OTU 的系统发育关系进行

重建[25]，并使用 GraPhlAn 软件对样品中物种组

成和丰富度信息进行研究[26]。 

试验设置 5 个生物学重复，所得数据采用

IBM SPSS 27.0 进 行 方 差 分 析 (analysis of 

variance, ANOVA)，P 值小于 0.05 表示数据组

间差异的统计学显著性。采用 Origin 2021 软件，

Chiplot、Hiplot 平台对图表进行绘制；采用 Jade 

6.5、ImageJ 和 Imaris Viewer 软件对文中 XRD

衍射图谱和 CLSM 图像进行可视化分析。 

2  结果与分析 

2.1  稻田土壤多物种生物膜的生长曲线

分析 
如图 2 所示，在 0−72 h 时间段内，2 种母

质发育水稻土(红黄泥田和酸紫泥田)中多物种

生物膜的生长趋势大致相似，均呈先升高后降

低的趋势。在 0−12 h 生物膜生物量迅速增长；

培养至 24 h 时，2 种水稻土体系中多物种生物

膜生物量均达到最大值且变化量相对较小，其

最 大 生 物 膜 生 物 量 分 别 为 1.52±0.08 和

1.85±0.06，且酸紫泥体系中生物膜的最大生物

量显著大于红黄泥体系(P<0.01)；在 36−72 h时，

生物膜生物量则逐步减少，变化量相对较大。 
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图 2  红黄泥田和酸紫泥田中多物种生物膜的生

物量发育曲线 
Figure 2  Development curves of biomass of 
multi-species biofilm in reddish clayey soil and acid 
purple soil. *: P<0.05, **: P<0.01. 
 

通过比较在 0−72 h 生物膜生长周期中，   
2 种母质发育水稻土中生物膜生物量在各培  
养时间段的显著性差异，发现在 24、36、48、
60 h 时间段中酸紫泥田体系的生物膜生物量均

显著高于红黄泥田体系(P<0.05)。由此得出，酸

紫泥田体系中多物种生物膜的成膜能力高于红

黄泥田体系中多物种生物膜的成膜能力。综合

2 种水稻土中多物种生物膜的生长曲线，因此

选取 24 h 时间段的多物种生物膜为典型来探究

后续试验。 

2.2  土壤矿物介导下多物种生物膜的

形成 
在静置条件下，不同生长时期红黄泥田和

酸紫泥田的混合菌群分别在高岭石和针铁矿矿

物悬液(1 g/L)中的土壤多物种生物膜形成有所

异同(图 3)。2 种母质发育水稻土中的混合菌群

均在气-液体表面形成薄膜状生物膜。在红黄泥

田体系中(图 3A)，高岭石体系(Kao)多物种生物

膜与对照组(H)表现出相似生物膜生长趋势，即

在 12 h 形成松散的生物膜，24 h 形成紧致的成

熟生物膜，随后 48 h 生物膜的颜色变浅，开始

出现裂解，72 h 生物膜破损，裂解加剧。在针

铁矿体系(Goe)，12 h 初步形成生物膜，在气-
液界面的覆盖率高于高岭石和对照组，后续时

期保持一致。在酸紫泥田体系中(图 3B)，针铁

矿体系(Goe)和对照组(S)生长状况相似，均在

24 h 形成紧致成熟生物膜，生物膜颜色最深，

随后开始出现裂解，最后生物膜破损；高岭石

体系(Kao)与对照组(S)相比，12 h 的生物膜覆盖

率较低。在高岭石和针铁矿处理下，红黄泥田

和酸紫泥田体系中多物种生物膜的形态存在明

显差异，红黄泥田体系中形成的多物种生物膜

表面光滑，无凸起结构，而酸紫泥田体系中多

物种生物膜表面呈褶皱结构。 
采用结晶紫染色法测定波长 595 nm 处的

吸光值，对培养至成熟期(24 h)的土壤多物种生

物膜的生物量进行定量，结果如图 4 所示。在

红黄泥系统中，对照(H)、高岭石(Kao)、针铁

矿(Goe)体系的生物膜生物量分别为 1.45±0.06、
1.79±0.17 和 1.57±0.12，高岭石和针铁矿体系的

生物膜生物量均高于对照，且高岭石体系在   
3 个体系中的生物膜量最大，说明高岭石和针

铁矿体系均促进了红黄泥体系中多物种生物膜

的形成，但高岭石对红黄泥体系中多物种生物

膜形成的促进效果更为显著。在酸紫泥田系统

中，对照(S)、高岭石(Kao)、针铁矿(Goe)体系

的生物膜生物量分别为 1.85±0.17、1.53±0.05
和 1.51±0.17，高岭石和针铁矿体系的生物膜生

物量均明显低于对照组，说明高岭石和针铁矿

对酸紫泥田中多物种生物膜具有显著的抑制作

用。以上结果表明，高岭石和针铁矿体系均促

进红黄泥田中多物种生物膜的形成，反之对酸

紫泥田中多物种生物膜的形成具有抑制作用。 
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图 3  红黄泥田(A)和酸紫泥田(B)中多物种生物膜在不同矿物悬液中的形成情况 
Figure 3  Formation of multi-species biofilms in different mineral suspensions in reddish clayey soil (A) and 
acid purple soil (B). 
 

 
 

图 4  红黄泥田和酸紫泥田多物种生物膜在矿物

体系下培养 24 h 的生物量。不同小写字母表示差

异显著(P<0.05)。 
Figure 4  Biomass of multi-species biofilms of 
reddish clayey soil and acid purple soil cultured in 
mineral system for 24 h. Different lowercase letters 
indicate significant differences (P<0.05). 
 

2.3  土壤矿物对多物种生物膜形成及结

构的影响 
基于 CLSM 图像数据(图 5)，借助 ZEN 2012 

(blue edition)、ImageJ 和 Imaris Viewer 软件，

对不同矿物处理下红黄泥田和酸紫泥田多物种

生物膜内活细胞和死细胞的比例，以及生物膜

的厚度进行可视化分析，结果如图 6 所示。在

红黄泥田系统中，对照(H)、高岭石(Kao)、针

铁矿(Goe)体系的生物膜内活细胞比例分别为

75.56%、90.69%、83.38%，生物膜厚度分别为

8.565、17.700、11.800 μm；高岭石(Kao)体系中

生物膜内活细胞比例高于针铁矿(Goe)体系，死

细胞比例低于针铁矿(Goe)体系(图 6A)；同时，

其生物膜厚度明显高于对照(H)和针铁矿(Goe)
体系，而针铁矿(Goe)体系与对照(H)的生物膜

厚度无明显差异(图 6B)。 
在酸紫泥田系统中，对照(S)、高岭石(Kao)、

针铁矿(Goe)体系中生物膜内活细胞比例分别

为 98.08%、92.79%、79.26%，生物膜厚度分别

为 25.124、10.849、7.994 μm；高岭石(Kao)和
针铁矿(Goe)体系的生物膜厚度和膜内活细胞

比例均低于对照组(S)，针铁矿(Goe)体系中死细

胞比例明显高于高岭石体系(图 6)。根据添加针

铁矿(S+Goe、H+Goe)的图像显示，死细胞比例

均高于高岭石(H+Kao、S+Kao)体系，说明针铁

矿更易造成细胞失活。同时，不同母质处理体

系之间，外源矿物的添加对生物膜成膜能力会

产生不同影响。在未添加矿物的样本中，红黄

泥田(H)体系中的生物膜厚度明显低于酸紫泥
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田(S)体系，在添加高岭石(Kao)、针铁矿(Goe)
的处理体系中，红黄泥田(H+Kao、H+Goe)体系

的生物膜厚度均高于酸紫泥田(S+Kao、S+Goe)

体系(图 6B)。综上，高岭石、针铁矿的添加均

提升了红黄泥水稻土生物膜的成膜能力，进一

步验证了 2.2 中的结果。 
 

 
 

图 5  不同矿物介导下红黄泥田和酸紫泥田多物种生物膜的激光共聚焦扫描显微镜图像 
Figure 5  Confocal laser microscope images of multi-species biofilms in reddish clayey soil and acid purple 
soil mediated by different minerals. 
 

 
 

图 6  不同矿物介导下红黄泥田和酸紫泥田多物种生物膜内的细菌存活比例(A)和生物膜厚度(B) 
Figure 6  Survival rate of bacteria (A) and biofilm thickness (B) of multi-species biofilms in reddish clayey 
soil and acid purple soil mediated by different minerals. 
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2.4  多物种生物膜组分对土壤矿物的

响应 
不同频率的红外光对多物种生物膜表面

的不同功能基团具有特定的吸收波峰，采用衰

减傅里叶红外光谱(ATR-FTIR)分析 2 种土壤在

不同矿物体系影响下的成熟多物种生物膜基

质组分的变化情况，结果如图 7 和表 1 所示。

在矿物的影响下，红外光谱显示波长范围在

800−2 000 cm−1 波长内有波峰出现。酰胺 I 在  

1 640 cm−1 有吸收峰，由 C=O 伸缩振动引起；

酰胺 II 在 1 550 cm−1 有吸收峰，由 N−H 弯曲振

动和 C−N 伸缩振动引起，酰胺 I 和酰胺 II 代表

的物质是蛋白质，1 340 cm−1 为羧基的对称伸缩

振动；1 299 cm−1 为核酸中磷酸二酯键的对称伸

缩振动；950−1 225 cm−1 范围内的峰主要是多糖

中 C−O、C−O−C 和 C−O−P 的环振动和核酸中

O−P−O 不对称伸缩振动。红外光谱结果显示，

成熟生物膜内含有多糖、蛋白质和核酸等物质；

在矿物的影响下，多物种生物膜的主要峰形和

峰位置不存在明显差异，说明土壤矿物未改变

多物种生物膜的基质组分。在高岭石(Kao)的影响

下红黄泥田多物种生物膜分泌的多糖含量明显

高于针铁矿(Goe)和对照(H)，而针铁矿(Goe)和对

照(H)的多糖分泌含量无显著差异(图 7A)。在酸

紫泥田体系中，多物种生物膜在高岭石和针铁矿

的影响下分泌的多糖和蛋白质含量均要低于对

照(S)，高岭石和针铁矿间则无显著差异(图 7B)。 

同时，利用化学方法对多糖和蛋白质的含量

进行测定，多物种生物膜内多糖和蛋白质含量与

红外光谱结果一致(表 2)。红黄泥田多物种生物膜

在高岭石处理下多糖含量为(1.40±0.03) mg/mL，

显著高于对照和针铁矿的多糖含量，其分别为

(1.30±0.02) mg/mL 和(1.32±0.02) mg/mL。酸紫泥

田多物种生物膜在高岭石和针铁矿处理下多糖含

量分别为(1.34±0.05) mg/mL 和(1.34±0.02) mg/mL，

显著低于对照组多糖含量(1.41±0.03) mg/mL。 

 

 
 

图 7  不同矿物影响下土壤多物种生物膜的红外光谱。A：红黄泥田中多物种生物膜；B：酸紫泥田中

多物种生物膜。 
Figure 7  Infrared spectra of soil multi-species biofilms under the influence of different minerals. A: 
Multi-species biofilm in reddish clayey soil; B: Multi-species biofilm in acid purple soil. 
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表 1  多物种生物膜的红外光谱特征吸收峰及其归属 
Table 1  Infrared spectral characteristics of multi-species biofilm absorption peak and attribution 
Wavenumber (cm−1) Functional group Synthetics 
1048−1060 υC−O−C, υC−O−P Polysaccharides 
1080−1093 υsPO2

− Phosphatides 
1155−965 C−O, C−C, C−O−H, C−O−C Polysaccharides 
1231−1248 υPO2

− Nucleic acids 
1388−1413 υsCOO− Amino acid, fatty acid chains 
1445−1465 δCH2, δCH3 Lipids 
1540−1550 Amide Π (δN−H, υC−N) Proteins 
1640−1647 Amide Ι (υC=O, δN−H) Proteins 
 
表 2  多物种生物膜中多糖和蛋白质含量 
Table 2  Polysaccharide and protein contents in multi-species biofilms (mg/mL) 
Biofilm treatment Contrast Kaolinite Goethite 

Polysaccharide Protein Polysaccharide Protein Polysaccharide Protein 

Reddish clayey soil 1.30±0.02b 2.66±0.12a 1.40±0.03a 2.47±0.08b 1.32±0.02b 2.51±0.19a 
Acid purple soil 1.41±0.03a 2.59±0.11a 1.34±0.05b 2.62±0.30a 1.34±0.02b 2.25±0.19b 
Different lowercase letters indicate significant differences (P<0.05). 
 
2.5  土壤多物种生物膜内细菌群落结构

分析 
根据细菌群落的 16S rRNA 基因的高通量

测序结果，对 2 种母质发育水稻土多物种生物

膜中基于门水平相对丰度排名在前 10 的细菌

群落进行分析，结果如图 8 所示。不同母质发

育水稻土中多物种生物膜内细菌群落分布存在

明显差异，红黄泥田多物种生物膜中相对丰度

在 4%以上的细菌菌门有 8 个，酸紫泥田多物种

生物膜中相对丰度在 4%以上的细菌菌门有 6 个，

红黄泥田和酸紫泥田体系中相对丰度均在 4%
以上的细菌菌门有 5 个，分别为绿弯菌门

(Chloroflexi)、酸杆菌门(Acidobacteria)、变形菌

门(Proteobacteria)、硝化螺旋菌门(Nitrospirae)
和脱硫菌门(Desulfobacterota)，这 5 个菌门的相

对丰度平均值分别是 19.6%、18.0%、13.5%、 
 

 
图 8  红黄泥田(A)和酸紫泥田(B)中门水平下的细菌群落组成 
Figure 8  Composition of bacteria community under phylum level in reddish clayey soil (A) and acid purple 
soil (B). 
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7.5%和 5.0%。2 种母质发育水稻土中多物种生

物膜的细菌群落结构分布相对较为稳定，但是

不同母质发育水稻土中多物种生物膜的优势细

菌类群有所不同。 
在红黄泥田、酸紫泥田多物种生物膜中，

细菌群落占比最大的优势菌群分别为酸杆菌门

和绿弯菌门，变形菌门在红黄泥田和酸紫泥田

多物种生物膜中无明显差异，酸紫泥田多物种

生物膜中硝化螺旋菌门和脱硫菌门的平均相对

丰度均高于红黄泥田体系。 

3  讨论 
土壤环境中微生物的种类繁多、数量庞大，

受不同环境因素(如气候、母质、肥力和土壤酸

碱度等)影响，不同母质发育的水稻土中细菌群

落结构也有所不同[27]，水稻土中不同细菌间相

互聚集形成的多物种生物膜在土壤矿物的影响

下表现出的形貌和结构特征也会存在差异[28]，

阐明土壤矿物对多物种生物膜形成的影响及其

相关应激表现，对土壤生态环境具有重要意义。 
本研究中的多物种生物膜生长过程可以划

分为 3 个时期(图 2)，即形成初期、成熟期和裂

解期[29]。在 0−12 h (形成初期)，生物膜生物量

增长迅速，其中游离态的细菌通过鞭毛、布朗

运动等相互聚集形成微型菌落[30]；在 24 h (成熟

稳定期)时，生物膜生物量达到最大值且变化量

相对较小，生物膜在这一时期对外界环境变化、

抗生素和重金属等的耐受能力最强，生物膜空

间结构相对稳定[31]；在 36−72 h (裂解期)，生物

膜生物量急剧减少，这可能是由于营养物质的

消耗及有害物质的累积，导致生物膜逐渐裂解；

进入裂解期时，生物膜内的部分细胞会脱离生

物膜重新进入环境中[32]。在长时间的外界环境

因素作用下，细菌菌群不断地生长和扩大，而

土壤中有机质和全氮的含量，可能是影响微生

物间逐渐进行生物演替的主导因子之一[7]。在

水稻土中分别提取混合菌群，经过 72 h 的孵育

形成了一层致密的生物膜，其生长趋势呈现出

先增加后下降，且均在 24 h 达到最大生物量，

分别为 1.52±0.08 和 1.85±0.06 (图 2)，此时生物

膜的三维结构最为稳定，对外界不良环境的抗

性最强。在整个生物膜生长周期，酸紫泥田体

系中生物膜生物量始终高于红黄泥田体系(图
2)。在外源添加土壤矿物后，高岭石对红黄泥

田中多物种生物膜的形成具有显著的促进作

用，而对酸紫泥田多物种生物膜的形成具有显

著的抑制作用，且高岭石和针铁矿的抑制效果

相当(图 4)。 
在土壤环境中，不同类型的矿物，其物理

化学特性有所差异[33]。研究表明，枯草芽孢杆

菌与针铁矿相互作用，由于其表面的针状结构

特征会对细胞造成损坏，使得细菌与针铁矿的

接触减少，更多地趋向于气-液界面运动，阻碍

了细菌在矿物表面的定殖[34-35]。这一论点与本

研究结果一致，针铁矿颗粒的针状结构会更容

易穿透细菌外膜刺穿肽聚糖层，同时阻碍细菌

表面的养分吸收，抑制其活性(图 5)[36]。随着环

境 pH 值的变化，矿物的带电性也有所差异，

当环境中 pH<7.7 (针铁矿表面等电点)时，针铁

矿的表面带正电荷[37]。由一个硅氧四面体和一

个铝氧八面体组成的高岭石，在中性或酸性条

件下，其铝氧八面体的裸露边面或层状结构体

的表面羟基也会带正电荷[38-40]。由于大多数的

细菌细胞表面带负电荷[41-42]，当带正电的矿物

与带负电的细菌相遇时会产生静电引力，利于

细菌在矿物表面的黏附；但较强的静电引力作

用可能也会破坏细胞膜结构，从而抑制细菌的

存活[18,43-44]。 
此外，含铁矿物中 Fe2+和 Fe3+的溶出以及 

高岭石中释放的 Al3+都会对细菌细胞产生毒害
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效应[45]。针铁矿释放出的 Fe2+可渗透进入细胞

内并被氧化成 Fe3+沉淀，产生致命的氢氧自由

基，使细菌失活[46]；高岭石中释放出的大量 Al3+

将会抑制细菌细胞间的信号传递，从而抑制生

物膜的形成[47-48]。在本研究中，红黄泥田体系

中高岭石的加入反而促进了胞外聚合物的分

泌，进而提升了其生物膜的成膜能力。这可能

是由于以酸杆菌门 (Acidobacteria)为主导的红

黄泥田多物种生物膜在面对胁迫时所表现出的

应激反应。类似的应激反应在细菌生命活动中

十分常见，细菌在受到环境胁迫时，会启动一

系列保护机制，通过调控相关基因的表达或激

活一群特定的调控因子诱导胁迫蛋白的释放以

应对胁迫[49-50]。相反，在酸紫泥田多物种生物

膜中，矿物(高岭石或针铁矿)的加入却显著抑制

了生物膜形成。究其原因，一方面可能是由于

酸紫泥体系自身的成膜能力、细胞活性显著高

于红黄泥体系(图 2)，导致其活细胞数量(图 6A)、
带负电荷量也高于红黄泥体系[51]；而在本研究

条件下(pH 7.0)，针铁矿、高岭石的加入，使得

酸紫泥体系中的细菌更容易受到较强静电引力

的作用，造成细胞膜受损进而影响细菌的活性。

另一方面，也有可能是由于与红黄泥田中占主

导的酸杆菌门相比，酸紫泥田中以绿弯菌门

(Chloroflexi)占主导的菌群在应对离子毒害和

酸胁迫等极端环境时其敏感性、耐受性以及适

应性相对较弱[51-52]，使其难以迅速地适应环境

变化以抵抗离子毒害，导致生物膜的形成受阻，

成膜能力降低。 
综上，矿物类型的差异(物理、化学特性)、

环境因子的波动及微生物种类的多样性等，综

合影响微生物的定殖及代谢活性，进而影响生

物膜的形成 [18,44,53]。适当的胁迫压力对生物膜

形成以及膜内菌群的生长有一定的促进作用；

当外部生存环境发生变化时，细菌会在短时间

内发生应激反应，通过基因组的改变、蛋白质、

酶类物质的分泌、菌群的变化等途径来应对潜

在的胁迫[54]。 

4  结论 
(1) 不同母质发育水稻土中多物种生物膜

内的细菌群落结构组成存在差异。红黄泥田和

酸紫泥田体系中多物种生物膜内相对丰度排名

前 5 的细菌群落为酸杆菌门、绿弯菌门、变形

菌门、硝化螺旋菌门和脱硫菌门；其中，在酸

紫泥田多物种生物膜内占主导的菌群为绿弯菌

门，而在红黄泥田多物种生物膜内占主导的菌

群为酸杆菌门。 
(2) 不同类型土壤矿物对不同母质发育水

稻土中多物种生物膜形成的影响差异显著。高

岭石、针铁矿的加入均促进了以酸杆菌门占主

导的红黄泥田多物种生物膜的形成，其中高岭石

的促进效应更为显著；而对以绿弯菌门为主导的

酸紫泥田多物种生物膜则表现出抑制效应。 

(3) 在红黄泥田水稻土体系中，高岭石的加

入并未对体系中的细菌群落构成极端威胁，反

而刺激细菌分泌产生了更多的胞外聚合物质，

从而促进了多物种生物膜的形成。在红黄泥田

和酸紫泥田水稻土体系中，针铁矿的加入使得

其体系中死细胞的比例均高于加入高岭石的体

系，因此，针铁矿的加入更易造成体系中细胞

的失活，进而影响多物种生物膜的形成。 
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