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摘要：【目的】研究产胞外分泌物微生物 Shewanella putrefaciens CN32 对土壤中常见粘土矿物附着态 

NH4
+的释放效果及影响机制。【方法】以吸附 NH4

+的蒙脱石、蛭石、伊蒙混层矿物和黑云母为对象，通

过监测 S. putrefaciens CN32 作用下不同粘土释放的 NH4
+含量及过程，以及监测微生物量及释放的胞外

聚合物(Extracellular Polymeric Substances，EPS)的含量变化，研究 S. putrefaciens CN32 作用下不同粘土

矿物类型附着态 NH4
+释放的差异性。【结果】粘土矿物附着态 NH4

+含量从高到低依次为蒙脱石>蛭石>

伊蒙混层矿物>黑云母(黑云母 NH4
+吸附量极低，会在非生物作用下几乎完全释放)，CN32 作用下粘土

附着态 NH4
+相对释放量依次为蒙脱石>伊蒙混层矿物>蛭石；然而，尽管 CN32 有效促进了粘土附着态

NH4
+释放，但释放的 NH4

+并未在溶液中大量累积，而是多被微生物同化吸收转化为生物有机氮(EPS 为

主)并吸附在粘土表面，且粘土对 EPS 的吸附能力表现为蒙脱石>伊蒙混层矿物>蛭石>黑云母；由于粘

土吸附 NH4
+及 EPS 都与矿物中的羟基(结构水或层间水)关系密切，推测 EPS 对矿物羟基的竞争吸附可

能是 CN32 促进 NH4
+释放的重要原因之一。【结论】以上结果表明，产 EPS 微生物 S. putrefaciens CN32

能够促进各类粘土矿物的附着态 NH4
+释放，但释放的 NH4

+可以通过微生物作用转化为有机氮，从而在

减少 NH4
+流失的同时增加土壤氮肥的生物可利用性，因此微生物在降低土壤氮肥流失、转化土壤氮肥

污染过程中可能起到了重要作用，也揭示了深入系统地分析不同类型土壤(粘土类型不同)中粘土附着态

NH4
+在不同功能微生物作用下的迁移转化过程，是精准评估土壤氮肥施用效率及流失风险的前提之一。 
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近半个世纪以来，世界人口急剧增长，随之

而来的是对粮食巨大的需求，促生了农业生产对

化学肥料的强烈依赖性，这种状况在我国表现尤

为突出。由于土壤中氮素是制约农作物生长的

主要因素之一，施用氮肥成为了提升粮食产量

有效的措施之一[1]。因此，世界氮肥使用量长期呈

猛烈上升趋势，尤其是我国，氮肥的施用量远高

于世界平均水平[2]。据世界粮农组织统计数据显示
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(FAOSTAT，www.fao.org)，全世界化肥氮(主要为

NH4
+基氮肥)使用总量自 1961 年 11.6×106 t 急速增

长到 2014 年的 137.9×106 t 后才趋于平稳，而此间

中国使用量由 0.5×106 t 增长到了 30.9×106 t，且中

国年平均每公顷耕地氮肥使用量是世界平均水平

的 3 倍以上，农作物对这些过量施加的氮肥利用

率往往低于 40%[3]。因此，尽管氮肥对粮食增产

功不可没，但过剩的氮肥导致了大量氮素的流失、

淋滤进入地表水体或者地下水，是中国大量湖泊、

河流、近海等水体富营养化以及大面积地下水氮

污染的 主要污染源之一[4]。 

事实上，长期过量的施加氮肥不仅污染环境，

也大大增加了土壤的氮负荷。氮肥的主要形态为

铵基(NH4
+)氮肥，因为土壤中的颗粒细小(<2 μm)

的粘土矿物常带有永久负电荷(晶体结构中低价

阳离子类质同象替换高价阳离子)且具有极大的

比表面积，可以通过吸附等方式有效减缓 NH4
+基

氮肥的流失。因此，在农耕土壤大量施入 NH4
+基

氮肥的背景下，相当可观的 NH4
+以粘土附着态的

形式被截留在土壤中。前人对全球范围土壤的统

计研究发现，每千克土壤可吸附 10–90 mg(粗砂土)

至 60–460 mg(粘质土)的 NH4
+，可占施入 NH4

+氮

肥的 30%；每公顷表层土壤(0–30 cm)中的粘土能

够固定 350–3800 kg 的 NH4
+-N(多占土壤总氮含量

2%–25%)，而这一比例在粘土含量高、缺乏根系

的下层土壤则更高(多占总氮含量 14%–85%)[5]。

因此，粘土附着态 NH4
+是人为活动造就的一个巨

大土壤氮库，其释放过程及机理不仅决定了土壤

供氮的效率，也与氮素持续流失造成水体污染密

切相关，因此了解粘土矿物附着态 NH4
+的释放过

程及机理至关重要。 

粘土附着态 NH4
+的含量并非一成不变，其稳

定性受粘土矿物学性质差异以及多种环境因素影

响巨大。粘土附着态 NH4
+包括吸附于粘土矿物外

表面、侧面断键或 2:1 型矿物层间的 NH4
+，其中

前两种被视为可交换性附着态 NH4
+，相对较易通

过生物或非生物作用从粘土矿物上脱离下来；而

插层在 2:1 型矿物层间的 NH4
+往往被称为固定态

NH4
+，因为 NH4

+(1.43 Å)的离子半径与 K+(1.33 Å)

相近，正好吻合四面体基面氧原子形成的六边孔

洞的大小，使 2:1 型矿物层间坍塌，层间距减小至

1 nm，导致 NH4
+圈闭而难以通过阳离子交换作用

置换出来[6]。在不同的粘土中，NH4
+主要的吸附

方式和存在形态可能不同，例如缺乏层间结构的

高岭石主要将 NH4
+吸附在矿物表面、层间膨胀和

阳离子可交换性更高的蒙脱石固定 NH4
+的能力高

于蛭石等，也正是粘土对 NH4
+吸附方式的不同导

致在外界因素干扰下其吸附的 NH4
+释放难易程度

的不同[7–8]。目前，对影响粘土矿物附着态 NH4
+

释放研究较多的因素主要包括 K+离子 [9]、腐殖  

质[10]、植物根系[11]、氧化还原条件[12]等。这些因

素中有些直接影响粘土附着态 NH4
+的阳离子交换

和扩散过程，如离子特征与 NH4
+极相似的 K+可以

与 NH4
+发生竞争吸附[13]，腐殖质与高岭石形成复

合体增强了阳离子交换能力从而增加了对 NH4
+吸

附量等；另一些因素则是通过影响粘土的矿物学

特征改变粘土矿物对 NH4
+的吸附能力，如水稻田

淹水带来的铁还原环境导致粘土负电性增加从而

增加对 NH4
+的吸附能力[14]。   

然而事实上，除以上因素之外，土壤微生物

是影响粘土附着态 NH4
+稳定性的一个非常重要但

极少被重视的角色。微生物在土壤中数量极其庞

大，可通过同化吸收 NH4
+、改变粘土矿物微环境

及转化 NH4
+形态(如硝化作用)等方式影响粘土附
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着态 NH4
+的稳定性，从而影响其释放过程[15]。其

中 ， 微 生 物 通 过 分 泌 有 机 酸 或 胞 外 聚 合 物

(extracellular polymeric substances，EPS)不仅可以

帮助细胞截留环境中的有机和无机分子，为细胞

提供营养物质，还能协同其他代谢物共同破坏矿

物的晶格结构，帮助细菌与矿物相互接触形成细

菌-矿物复合体，从而形成相对封闭的微环境，加

速矿物的风化过程[16]。因此，本研究选取土壤中

多种代表性粘土矿物，包括蛭石、蒙脱石、伊蒙

混层矿物及黑云母，以及一种土壤中常见的能分

泌 EPS 的功能微生物(腐败希瓦氏菌 Shewanella 

putrefaciens CN32)为研究对象，分析这些粘土吸

附 NH4
+的能力以及在 CN32 作用下它们释放附着

态 NH4
+的过程，探究该微生物与粘土矿物相互作

用的过程。以期可以通过模拟实验得到该微生物

影响粘土矿物附着态 NH4
+的释放过程和机制。 

1  材料和方法 

1.1  吸附 NH4
+的粘土制备 

本实验选取蒙脱石、伊蒙混层矿物、蛭石及

黑云母这四种粘土矿物为代表，因为它们是土壤

中 常 见 的 主 要 粘 土 矿 物 类 型 [14] 。 其 中 蒙 脱 石

(NAu2)和伊蒙混层矿物(ISCz)购买于美国粘土矿

物学会(http://www.clays.org/)，蛭石(简称 Ver)及黑

云母(简称 Bt)来自我国新疆地区某矿床。以上粘

土矿物首先研磨过筛，浸泡分散于 0.5 mol/L NaCl

溶液中，利用斯托克斯沉降公式分选出粒径小于  

2 μm 的组分；然后对该粒径组分用清水多次洗涤，

洗去多余 NaCl 后用于制备吸附 NH4
+的粘土。不

同的粘土吸附 NH4
+的方式可能存在很大差异(可

交换性或固定态 NH4
+)，但也是影响附着态 NH4

+

稳定性的天然因素，因此制备 NH4
+吸附的粘土时

并未区分 NH4
+附着状态。吸附 NH4

+的粘土制备方

法如下：用 1 mol/L 的 NH4Cl 配置成 50 g/L 的粘

土悬浊液，搅拌 2 h 弃去上清，重新加入新鲜的   

1 mol/L NH4Cl，如此反复 3 次， 后离心收集粘

土，水洗 6 次去除多余的 NH4Cl，烘干研磨待用。 

1.2  菌株培养及计数 

本 次 实 验 选 用 的 菌 株 为 腐 败 希 瓦 氏 菌

Shewanella putrefaciens CN32(以下简称 CN32)，分

离自新墨西哥州 Morrison 地层开采的地下岩芯

样品，是一株广泛被研究的模式菌株。取 CN32

储存菌液(–80 oC 条件下储存于 40%甘油中)培养

于 LB 培养基(10 g/L 蛋白胨，5 g/L 酵母粉，10 g/L 

NaCl)中复苏 24 h (30 oC，150 r/min)。之后，取 1 mL

转接至新鲜的 100 mL 灭菌后的 LB 培养基中，在

摇床上培养 16 h，使其生长处于对数期后，离心

收集菌体，利用碳酸氢钠缓冲液(2.5 g/L NaHCO3，

0.1 g/L KCl)清洗 3 遍，利用吖啶橙直接计数法在

荧光显微镜(Leica DM5000B，Germany)下观察并

计数。所有接种、清洗与稀释操作均在超净工作

台完成。 

1.3  微生物作用于吸附 NH4
+的粘土 

本次实验共设置 5 个系列，分别以四种吸附

NH4
+的粘土 (标记为 NH4

+-NAu2、NH4
+-ISCz、

NH4
+-Ver 和 NH4

+-Bt，粘土浓度均为 5 g/L)和溶解

态 NH4Cl(浓度为 0.5 mmol/L)为唯一氮源，培养基

其他成分包括 0.1 g/L NaCl、0.05 g/L KH2PO4、 

0.05 g/L MgCl2·6H2O 、 0.02 g/L CaCl2·2H2O 、        

2 mL/L 微量金属元素溶液、1 mL/L 维他命溶液以

及 1 g/L lactate-Na；其中微量金属元素溶液的每升

母液成分包括：NTA 1.5 g，MgSO4 3 g，MnSO4H2O 

0.5 g，NaCl 1 g，FeSO47H2O 0.1 g，CaCl22H2O  

0.1 g，CoCl26H2O 0.1 g，ZnCl2 0.13 g，CuSO45H2O 
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0.01 g ， H3BO3 0.01 g ， Na2MoO4 0.025 g ，

NiCl26H2O 0.025 g，Na2WO42H2O 0.025 g；维他

命溶液的母液组分包括(L–1)：biotin 2 mg，folic acid 

2 mg，pyridoxine HCl 10 mg，riboflavin 5 mg，

thiamine 5 mg，nicotinic acid 5 mg，B-12 0.1 mg，

p-aminobenzoic acid 5 mg，thioctic acid 5 mg；将

培养基和相应的粘土混合后高温灭菌，之后分别

接种等浓度上述收集的新鲜菌液(CN32 终浓度为

1×109 cell/mL)，同时设立不接种菌液的空白对照。

以上每组培养设置两个平行对照组。 

1.4  粘土矿物附着态 N 含量的测试 

粘土矿物附着态 N 在微生物作用前等同于吸

附的 NH4
+，在微生物作用后还包含可能吸附的有

机 N(如生物量及 EPS)。粘土矿物附着态 N 含量

变化通过元素分析仪测定：在选取的时间点吸取  

5 mL 粘土溶液，离心去除上清液并用去离子水清

洗(3 次)，得到粘土沉淀冷冻烘干，用碳氮元素分

析仪(Elementar Unicube，Germany)测试其总 C、N

的含量。 

1.5  释放到上清中 NH4
+离子浓度的测试 

粘 土 释 放 到 上 清 中 的 NH4
+ 分 光 光 度 法 测   

定[15]：显色试剂为 1︰2 的体积比混合溶液 1(85 g/L 

sodium salicylate 和 0.6 g/L sodium nitroprusside)和

溶液 2(0.3 mol/L NaOH 溶液)，取 0.6 mL 样品加

入 0.3 mL 的显色试剂，混合均匀后向样品中加入

0.12 mL 的 0.1% sodium dichloroisocyanurate，混

合均匀后避光 30 min，于 660 nm 波长下测定样品

的 吸 光 度 并 确 定 上 清 NH4
+ 离 子 的 浓 度 ( 岛 津

UV1750)。 

1.6  总蛋白含量(total protein)的测试 

由于粘土矿物的干扰难以对微生物菌体含量

进行计数，因此通过测定蛋白总含量的方式来反

映 微 生 物 含 量 的 变 化 。 测 试 方 法 采 用 改 进 的

Bradford 法[19]：取 0.9 mL 粘土悬浊液，加入 0.1 mL

的 0.2 mol/L NaOH 溶液，摇匀后煮沸 10 min，冷

却后离心(10000×g，10 min)，取上清液 0.8 mL 加

入到 0.2 mL 的 Bradford reagent 中反应 5 min，于

595 nm 波长下测定样品的吸光度并确定溶液中总

蛋白 含量。 

1.7  EPS 的提取与测定 

为了研究 EPS 对附着态 NH4
+释放的影响，采

用 Tallon 提取法[20]：将 3 mL 粘土悬浊液在 4 oC

下离心(15000×g，15 min)，弃上清液，沉淀用 3 mL 

1 mol/L NaCl 洗涤后再次离心(4 oC 下 15000×g，

15 min)，弃上清液；向得到的沉淀中加入 3 mL  

50 mmol/L EDTA 后在 4 oC 下孵育 4 h，并间隔一

定时间轻微振荡，后在 4 oC 下离心(6000×g，     

30 min)；保留上清液，并向上清液中加入两倍体

积(即 6 mL)的冷乙醇，4 oC 下孵育过夜后即沉淀

出 EPS；将沉淀的 EPS 离心弃上清，风干后用 3 mL

蒸馏水溶解。对 EPS 的两个主要组分碳水化合物

和蛋白质组分根据标准苯酚/硫酸法[21]和 Bradford

法[19]进行定量分析。定量过程中的标准物质采用

葡萄糖和蛋白质(BSA，Sigma-Aldrich)。 

1.8  傅里叶变换红外光谱分析(FTIR) 

原始粘土、微生物作用与空白对照中的粘土

利用傅里叶变换红外光谱分析(FTIR)分析粘土矿

物结构及组成的潜在变化。取 0.5 mL 粘土溶液样

品后，离心后去除上清液，并用无菌水洗涤 3 遍，

待样品自然晾干后，取 2 mg 粉末样品与 200 mg 

KBr 迅速充分研磨，压片后上机测试。扫描范围

为中红外 400–4000 cm–1，扫描次数 50 次。 
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2  结果和讨论 

2.1  粘土附着态 NH4
+的含量 

通过元素分析测定吸附 NH4
+前后的粘土矿物

N 含量表明，实验选取的四种粘土矿物均能够吸

附一定量的 NH4
+。其中，蒙脱石 NAu2 对 NH4

+

的吸附量 高，其次是蛭石 Ver 和伊蒙混层矿物

ISCz，而黑云母 Bt 对 NH4
+的吸附量 低。经计算，

当使用 5 g/L 吸附 NH4
+的粘土矿物用于微生物与

矿物相互作用实验时，体系中附着态 NH4
+的总含

量为 0.49–3.32 mmol/L(表 1)。 

所选的粘土矿物 NH4
+的吸附量与其矿物学性

质差异息息相关。蛭石和蒙脱石所带的负电荷一

般较多，因此吸附的 NH4
+也较多，但二者 NH4

+

吸附的主要方式可能差异较大：蛭石的负电荷多

在四面体片上，而蒙脱石多在次表面的八面体面

体片层上，且蛭石的层间膨胀性和阳离子交换能

力都比蒙脱石差，因此，蛭石外表面吸附 NH4
+的

能力强于蒙脱石，而蒙脱石层间吸附 NH4
+的能力

强于蛭石。而伊蒙混层矿物中的伊利石层负电量

低，层间 K 离子含量高，阳离子交换能力弱，导

致其整体的 NH4
+吸附能力弱于蒙脱石。黑云母中

K 含量较高，负电量和阳离子交换能力都很低，

因此黑云母吸附的 NH4
+含量较少。 

表 1.  四种实验所选取的粘土矿物附着态 NH4
+的含量 

Table 1.  Contents of adsorbed NH4
+ in the selected 

clay minerals 

Mineral 
N content/  
(mg/kg) 

Adsorbed NH4
+ in 5 g/L clay  

suspension/(mmol/L) 

NAu2 10 3.32 

NH4
+-NAu2 9310 

Ver 390 2.36 

NH4
+-Ver 7000 

ISCz 390 1.51 

NH4
+-ISCz 4610 

Bt 220 0.49 

NH4
+-Bt 1600 

2.2  CN32 影响粘土矿物附着态 NH4
+的稳定性 

2.2.1  粘土附着态 N 含量的变化：以粘土附着态

NH4
+为唯一氮源培养 S. putrefaciens CN32 后，通

过对比微生物作用前后粘土矿物吸附的 N 含量发

现，CN32 确实能够促进粘土矿物附着态 NH4
+的

释放，但促进程度受粘土矿物类型影响较大(图 1)。

从无菌对照组来看，四种粘土矿物在培养液中初

期都能够自发地释放一部分 NH4
+，释放的相对含

量从高到低依次为黑云母>伊蒙混层矿物>蒙脱

石>蛭石，表明它们吸附 NH4
+的稳定性依次增强

(即黑云母<伊蒙混层矿物<蒙脱石<蛭石)。而在

CN32 作用体系中，粘土附着态 N 相较于无菌对

照组进一步降低，半个月内，NAu2、ISCz 和 Ver

附着态 N 的释放程度较大，释放的增加量分别为

32%、22%和 20%(释放量分别为 1.06 mmol/L、  

0.3 mmol/L 和 0.47 mmol/L，图 1-A–C)，而 Bt NH4
+

吸附量极少，在没有微生物作用下会自动地完全

释放(后面讨论不再涉及)(图 1-D)。因此，CN32

促进粘土附着态 NH4
+释放的效果由强到弱依次为

蒙脱石>伊蒙混层矿物>蛭石。 

值得注意的是，在 CN32 作用于粘土的过程

中，部分释放的 NH4
+可被微生物体吸收同化转变

为有机 N。这些有机 N 可能重新吸附在矿物表面，

因此微生物作用后的粘土附着态 N 含量事实上包

括了剩余的附着态 NH4
+及可能吸附在粘土矿物上

的有机 N，因此，根据测定的粘土附着态 N 含量

的变化(图 1)可能低估了实际的 CN32 促进 NH4
+

释放效果。不过，不同类型粘土对微生物有机 N

的吸附效率可能不同，例如在 ISCz 体系中，CN32

作用前期(0–5 d，图 1-C)无菌对照组反而比微生物

作用组固体 N 含量更低，表明可能有相当数量的

有机 N 吸附在 ISCz 上；而其他粘土体系中，微生 
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图 1.  吸附 NH4
+的蒙脱石(A)、蛭石(B)、伊蒙混层矿物(C)及黑云母(D)在 S. putrefaciens CN32 作用下粘土颗粒上

N 含量随时间的变化 

Figure 1.  Variation of clay-sorbed N on smectite (A), vermiculite (B), smectite-illite mixlayer mineral (C) and 
biotite (D) in the incubation with and without inocula of S. putrefaciens CN32 cells. The error bar represented 
standard error of duplicates. 
 

物作用体系一直低于无菌对照组 NH4
+含量，表明

这些粘土吸附有机 N 较少，或吸附的有机 N 低于

CN32 促进 NH4
+的释放量。 

2.2.2  上清液中 NH4
+离子的浓度变化：在实际土

壤中，粘土附着态 NH4
+在微生物作用下释放成为

溶解态 NH4
+后，可能被转化为易淋滤的 NO3

-造成

N 流失抑或直接被生物吸收利用，因此实验监测

了 CN32 促进粘土附着态 NH4
+释放后溶液中的溶

解态 NH4
+含量变化(图 2-B–E)，同时也测定了

CN32 以溶解态 NH4
+培养时 NH4

+消耗的行为(图

2-A)。结果表明，以溶解态 NH4
+为氮源培养 CN32

时，初期(0–4 d)溶液的 NH4
+相对于无菌对照组仅

有极少量的减少，且 pH 几乎无波动(6.74–6.92)，

而并未发生接种入细胞体后吸附 NH4
+导致其浓度

明显下降的现象；然而在整个培养过程中 NH4
+浓

度持续下降，表明微生物在持续吸收同化 NH4
+，

因此可以推测 CN32 菌体或其分泌物对 NH4
+的吸

附作用可能明显弱于微生物的吸收同化作用。 

在粘土体系中，NAu2 在 CN32 作用下释放到

溶液中的 NH4
+浓度略高于无菌组(图 2-B)，而其他

粘土矿物组中微生物作用下溶液中 NH4
+的累积浓

度始终低于无菌组(图 2-C–E)。决定 CN32 作用下溶

解态 NH4
+含量是否高于无菌组含量的因素有二：一

是 CN32 促进矿物附着态 NH4
+释放的效率，二是

CN32 同化吸收 NH4
+的效率(CN32 可有效同化吸收

较多量的溶解态 NH4
+，图 2-A)，当前者大于后者时，
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则表现为溶液中 NH4
+高于无菌组；反之，当 CN32

同化 NH4
+高于促进释放效率时，反而使溶液中 NH4

+

浓度低于无菌组。因此，CN32 作用下 NAu2 附着态

NH4
+的释放速率 快、释放量 多，从而使上清

NH4
+的累积量高出 CN32 同化吸收所需 NH4

+量，表

现出比无菌对照组中更高的 NH4
+累积量，而在其他

三个粘土体系中(Ver、ISCz 及 Bt)附着态 NH4
+的释

放效率低于 CN32 的同化吸收的效率，从而使体系

中累积的 NH4
+量低于无菌组。这一发现与上文中粘

土附着态 N 的结果相互印证，即在 CN32 作用下

NAu2 释放附着态 NH4
+的效率和释放量高于其他三

类粘土。同时，CN32 快速同化吸收释放到溶液中

的 NH4
+，造就矿物附着态 NH4

+与溶解态 NH4
+存在

较高的势差，可能在促进粘土附着态 NH4
+不断被

“泵出”释放发挥了重要作用。该结果也表明，微生

物促进土壤中粘土附着态 NH4
+的释放并不一定会

造成更多的 N 流失，反而可以促进粘土附着态 NH4
+

的生物利用性，从而使土壤固定氮肥的利用率提高。 

 

图 2.  S. putrefaciens CN32 作用于溶解态 NH4
+(A)及吸附 NH4

+的蒙脱石(B)、蛭石(C)、伊蒙混层矿物(D)、黑云

母(E)时溶液中 NH4
+浓度的变化 

Figure 2.  Dissolved NH4
+ variation in the mesocosm where S. putrefaciens CN32 cells were grown with dissolved 

NH4
+ (A), NH4

+-sorbed smectite (B), vermiculite (C), smectite-illite mixlayer mineral (D), and biotite (E) as the 
sole N source, respectively. The error bar represented standard error of duplicates. 
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2.3  总蛋白含量变化 

由于实验体系中粘土矿物颗粒对微生物细胞

计数的干扰，本实验通过测定微生物蛋白含量的

变化来反映 CN32 的生长状况。结果表明，以溶

解态 NH4
+为唯一氮源培养 CN32 时，其总蛋白含

量始终处于一个稳定值(~90 mg/L，图 3-A)，表明

实验培养过程中菌体并未发生大量繁殖，因此推

测 CN32 同化吸收 NH4
+可能主要用于合成一些代

谢产物，主要是胞外多糖 EPS。 

在粘土培养体系中，以 NH4
+-Bt 为底物培养

时微生物蛋白含量与溶解态 NH4
+培养体系极其相

近(图 3-E)，表明黑云母颗粒表面对 CN32 及其产

生的 EPS 几乎没有吸附作用，且由于黑云母体系

释放的 NH4
+极少，在该体系中 CN32 代谢活性低

下。与 Bt 不同，NAu2、Ver 及 ISCz 体系中可提

取 总 蛋 白 初 始 数 量 低 于 溶 液 体 系 中 数 量 ( 图

3-B–D)，表明这三种矿物对 CN32 菌体有一定吸

附能力。在 Ver 和 ISCz 体系中，二者初始时刻提

取的菌体蛋白仅为~20 mg/L，表明大量的菌蛋白

吸附在粘土表面难以被提取出来，但随着培养时

间的增加，Ver 体系中可提取总蛋白含量出现明显

增长， 终保持稳定(90 mg/L)，ISCz 也出现类似

但较低的可提取总蛋白增加(稳定在 40 mg/L，应

是受限于 ISCz 附着态 NH4
+释放量较少)，表明

CN32 作用于 Ver 或 ISCz 促进了菌蛋白的释放，

可能是由于其分泌的代谢产物(如 EPS)改变了菌

蛋白在这两种粘土表面的吸附强度；而在 NAu2

体系中，可提取的菌蛋白初始含量约为 45 mg/L 

(尽管微生物作用组测量值约为 75 mg/L，但无菌

对照组的背景值约为 30 mg/L，这可能是受极少量

颗粒极细小的难以沉降的 NAu2 胶体的干扰，因

此 CN32 作用下菌蛋白浓度应约为 45 mg/L)；与

Ver 和 ISCz 体系不同的是，尽管 NAu2 释放的 NH4
+

多，CN32 合成的代谢产物可能更多，但 NAu2

体系可提取的菌蛋白含量始终几乎不变，表明

NAu2 对菌蛋白具有更强的吸附能力，这在近期本

课题组通过可以获得粘土表面元素和分子组成的

分析技术(time of flight SIMS，ToF-SIMS)的研究也

发现了微生物来源有机质能有效地吸附在矿物表

面[22]。因此，粘土矿物多对微生物有机质具有一

定的吸附能力，吸附强度受矿物类型影响较大，

依次为蒙脱石>蛭石>伊蒙混层矿物>黑云母。 

2.4  EPS 含量变化 

胞外聚合物 EPS 是 CN32 已知的能够大量分

泌到细胞外部的代谢产物，其主要成分为多糖和

蛋白质。同时，前人研究也表明 EPS 通过促进细

胞与矿物之间的紧密接触，能够有效促进矿物吸

附物质甚至矿物结构中的营养元素的释放[23]。因

此，本实验监测了与粘土作用过程中 CN32 产生

的 EPS 中多糖与蛋白质的含量变化。结果显示，

相对于无菌对照组，以溶解态 NH4
+培养时 EPS(多

糖及蛋白)含量都在前期(0–4 d)少量上升后达到平

稳，表明有少量的 EPS 生成(图 4-A)。而以粘土附

着态 NH4
+为底物培养，EPS 的变化受不同的粘土

类型影响大：NAu2 体系中 EPS 蛋白含量未发生

增加甚至略有减少(图 4-B)，与菌体总蛋白变化趋

势类似，但 EPS 多糖类保持增长模式明显增加(图

4-B)，表明 NAu2 对 CN32 菌体及其产生的 EPS

吸附性都很强，尤其是蛋白类结构物质；与 NAu2

不同，Ver 培养体系中 EPS 蛋白类含量显著增加(图

4-C)，与图 3 中总蛋白增加趋势一致，表明 Ver

对 EPS 的吸附性较弱；ISCz 和 Bt 的 EPS 含量变

化(图 4-D 和 E)较弱，与二者释放的 NH4
+较少、

转化生成的 EPS 较少有关。 
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图 3.  S. putrefaciens CN32 在溶解态 NH4
+(A)及吸附 NH4

+的蒙脱石(B)、蛭石(C)、伊蒙混层矿物(D)、黑云母(E)

培养体系中菌蛋白含量的变化 

Figure 3.  Variation of protein contents in the S. putrefaciens CN32 cells grown with dissolved NH4
+ (A), 

NH4
+-sorbed smectite (B), vermiculite (C), smectite-illite mixlayer mineral (D), and biotite (E) as the sole N source, 

respectively. The error bar represented standard error of duplicates. 
 

2.5  FTIR 结果 

实验进一步对各粘土矿物吸附 NH4
+前后以及

被 CN32 作用后的矿物进行了 FTIR 分析。根据前

人研究，峰值在 900–1200 cm–1 的强吸收峰往往是

粘土矿物硅氧四面体层的 Si-O 振动峰(如图 5)，是

层状硅酸盐矿物的指纹峰；位于 1640 cm–1 左右的

吸收峰和 3400–3750 cm–1 宽缓峰分别为-OH(包 

括八面体羟基以及自由水分子)的弯曲振动峰和

伸缩振动峰，其强度往往与层间水分子含量、结

构-OH 周围环境变化等密切相关；而 NH4
+的 N-H

弯曲振动峰一般出现在 1400 cm–1 附近，其对称伸

缩振动峰一般出现在 3140 cm–1 附近，且二者的峰

值强度一般与粘土附着态 NH4
+量显著相关[24]。对

比四种粘土矿物的 FTIR 图谱(图 5)，可以明显发 
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现 NH4
+吸附和解吸附过程中其特征峰的变化，例

如， NAu2 和 Ver 吸附 NH4
+ 量 大，二者在    

1401 cm–1 和 3140 cm–1 处的 NH4
+的 N-H 弯曲振动

峰和伸缩振动峰都明显增强，而在 NH4
+吸附量较

低的 ISCz 与 Bt 中这两个特征峰的变化则相对较

少；而当 CN32 作用后，NAu2 中 NH4
+被大量释

放使得 1401 cm–1 处的吸收峰则几乎消失(图 5-A)，

而在释放程度较低的 Ver 和 ISCz 中该特征峰变化

则相对较弱(图 5-B 和 C)。 

NH4
+往往通过静电引力吸附在粘土矿物表面

或阳离子交换进入矿物层间，前人研究表明 NH4
+

可与粘土矿物-OH 形成氢键，且粘土矿物含水量

发生变化均有助于 NH4
+的吸附[25]。本研究中通过

FTIR 图谱的变化也可以反映 NH4
+在不同粘土中

吸附方式的差异。例如，NAu2 和 ISCz 八面体中

OH 伸缩振动带的红外吸收峰在吸附 NH4
+后发 

 

图 4.  S. putrefaciens CN32 在以溶解态 NH4
+(A)及吸附 NH4

+的蒙脱石(B)、蛭石(C)、伊蒙混层矿物(D)、黑云母(E)

培养体系中 EPS 的蛋白(空心)及多糖组分(实心)含量的变化 

Figure 4. Variation of protein (open circle) and polysaccharide (solid circle) contents in EPS derived from S. 
putrefaciens CN32 cells that were grown with dissolved NH4

+ (A), NH4
+-sorbed smectite (B), vermiculite (C), 

smectite-illite mixlayer mineral (D), and biotite (E) as the sole N source, respectively. The error bar represented 
standard error of duplicates.  
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生了明显变化，分别由 3558 cm–1 和 3438 cm–1 移

至 3563 cm–1 和 3441 cm–1，这种转变意味着粘土

矿物在吸附 NH4
+后，其表面羟基周围环境发生了

变化，表明 NH4
+吸附主要发生在粘土表面且与粘

土矿物表面羟基基团的相互作用密切相关；而 Ver

在吸附 NH4
+后，其位于 1641 cm–1 处水分子的 OH

弯曲振动带移至 1637 cm–1，并且几乎失去了夹层 

 

图 5.  蒙脱石(A)、蛭石(B)、伊蒙混层矿物(C)及黑云

母(D)在吸附 NH4
+及与 S. putrefaciens CN32 作用前后

的 FTIR 图谱 

Figure 5.  FTIR spectra showing the spectral 
difference on the montmorillonite (A), vermiculite (B), 
montmorillonite mineral (C), and biotite (D) in the 
controls and treatments (with adsorpted NH4

+, and with 
adsorped NH4

+ and inocula of S. putrefaciens CN32 
cells), respectively. 

中的大多数水分子[26]，表明 NH4
+可能进入到层间

结构排挤了吸附态的水分子，这种较为紧密的吸

附方式使蛭石附着态 NH4
+较难释放[27]；相反，Bt

中 3430 cm–1 处八面体 OH 伸缩振动带及 1622 cm–1

处水分子的 OH 弯曲振动带在吸附 NH4
+前后均未

发生偏移。因此，NAu2 和 ISCz 对 NH4
+的吸附应

主要与 OH 基团之间的静电相互作用有关，Ver 对

NH4
+的吸附则可能通过层间阳离子交换为主，而

这两种吸附方式在 Bt 中较弱，使黑云母吸附 NH4
+

的能力较弱。 

此外，EPS 吸附在矿物表面在 FTIR 图谱上也

有所体现，例如，CN32 作用后，1549 cm–1 处代

表 EPS 蛋白组分的 N-H 或 C-H 振动峰，1423 cm–1

吸收峰代表 COO-官能团的 C-O 振动峰，在吸附

EPS 较强的 NAu2 上均明显出现，在吸附 EPS 蛋

白组分较弱的 Ver 中仅出现较强的 C-O 振动峰，而

在与 NAu2 较相似的伊蒙混层矿物中则出现较弱的

N-H/C-H 振动峰。前人研究表明，EPS 可以与矿物

表面结合水或羟基形成氢键紧密结合[23,28]，因此，

EPS 可能与 NH4
+的吸附位点出现了竞争性的关系，

并改变了粘土矿物表面的微环境，从而促进了矿物

吸附物质甚至矿物结构中的营养元素的释放[29]。 

3  结论 

本文研究了土壤中四种典型的粘土矿物与产

EPS 细菌相互作用下粘土附着态氨氮的稳定性。

结果表明，粘土附着态 NH4
+的吸附量及稳定性受

粘土矿物学性质影响极大。其中，附着态 NH4
+含

量依次为蒙脱石>蛭石>伊蒙混层矿物>黑云母(吸

附量极低，后面不予讨论)，而 CN32 作用可以有

效增加粘土附着态 NH4
+释放量，相对释放量依次

为蒙脱石>伊蒙混层矿物>蛭石；FTIR 光谱分析表 
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明 NH4
+与 EPS 在粘土矿物上的吸附能力都与矿物

的羟基(结构水或层间水)含量紧密相关。由此可推

测 EPS 与 NH4
+对羟基竞争吸附可能是促进 CN32

释放的重要原因之一。值得注意的是，CN32 作用

下粘土释放的 NH4
+并没有主要以溶解态形式累积

于溶液中，而是被 CN32 吸收同化转化为生物有

机氮，从微生物总蛋白和 EPS 的测试结果来看，

不同的粘土体系中均有一定量的微生物来源有机

质吸附在粘土表面(尤其是蒙脱石)难以被提取出

来，表明 CN32 吸收 NH4
+后转化的有机氮能够有

效地吸附在粘土表面。换言之，CN32 的作用促进

了滞留在土壤中(吸附在粘土矿物上)的氨基氮肥

释放，将其转化为有机氮继而吸附在矿物表面，

可能有助于减少无机氮肥流失。因此，分泌胞外

聚合物的微生物可能在降低土壤氮肥流失、转化

土壤氮肥污染过程中发挥着重要作用。这也说明

了研究其他类型功能微生物对粘土附着态 NH4
+影

响十分必要，为降低土壤氮肥施用量及其流失造

成的污染问题提供思路。 
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Effects of Shewanella putrefaciens CN32 on the release of 
clay-sorbed NH4

+ 
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Abstract: [Objective] This study was conducted to explore the effect and mechanism of Shewanella putrefaciens 

CN32, a typical bacterium secretes extracellular polymeric substances (EPS), on the release of clay-sorbed NH4
+ in 

soils. [Methods] The common clay minerals in soil, including smectite, vermiculite, smectite-illite mixlayer 

mineral and biotite were used for NH4
+ sorption and then was inoculated by S. putrefaciens CN32. The contents of 

clay-sorbed N, dissolved NH4
+, the microbial biomass and EPS were monitored to understand the variation of NH4

+ 

release from different types of the clay minerals. [Results] The content of clay-sorbed NH4
+ was dependent on clay  
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types, with high to low in smectite > vermiculite > smectite-illite mixlayer mineral (in biotite was too low). With 

the activity of S. putrefaciens CN32, the percentage of released NH4
+ was highest in smectite, followed by in 

smectite-illite mixlayer mineral and lowest in vermiculite. Although CN32 effectively promoted the release of 

clay-sorbed NH4
+, the released NH4

+ did not accumulate in the solution but assimilated by the bacterial cells, which 

was transformed into bio-organic nitrogen (mainly EPS) and attached on the clay surface. The adsorption of EPS 

was highest on smectite, followed by smectite-illite mixlayer mineral and vermiculite. FTIR analysis revealed that 

the adsorption of both NH4
+ and EPS on clays were closely associated with the hydroxyl groups in minerals 

(structural or interlayer water), thus, it is speculated that the competitive adsorption on mineral hydroxyl may be 

one of the important reasons for stimulated release of NH4
+ by CN32. [Conclusion] The results of the present study 

demonstrated that the EPS-producing S. putrefaciens CN32 can promote the release of clay-sorbed NH4
+ from all 

kinds of clay minerals. The released NH4
+ does not necessary to be leached from the soil profile but instead to be 

transformed into organic nitrogen and increases the bioavailability of nitrogen fertilizer. Therefore, microorganisms 

may play an important role in reducing nitrogen loss and easing ammonia pollution from soils. It is important to 

systematically understand the microbial effects on the migration and transformation of clay-sorbed NH4
+ in 

different types of soils (with different assemble of clay minerals), which serves for the precise prediction of the 

efficiency and loss risk of nitrogen fertilizers in soils. 

Keywords: clay minerals, release of nitrogen fertilizer, Shewanella putrefaciens CN32, extracellular polymeric substances 
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