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摘要:以蒙脱石 (MMT)和硫酸铜为主要原料,制备了载铜蒙脱石 (MMT-Cu ) ,并对 MMT-Cu吸附大肠杆菌 K88的能力进行比较研究.结果表明:

MMT和 MMT-Cu对大肠杆菌 K 88均有较强的吸附作用,但载铜后蒙脱石吸附大肠杆菌的能力明显增强.细菌与吸附材料作用 90m in后可达到

吸附平衡.介质 pH 值、离子强度和吸附温度对 MMT和 MMT-Cu吸附细菌的能力均有不同程度的影响.
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Abs tract: The adsorpt ion capacity ofC u2+ -loaded montm orillon ite (MMT-Cu ) forE sch erichia coli K 88 w as in vestigated and com pared to th e adsorp tion of

E. coli K 88 on m on tm orillon ite alone (MMT ). MMT-Cu w as p repared from MMT and CuSO 4. Both MMT and MMT-Cu had a strong adsorp tion capacity

forE. coli K 88, but the adsorpt ive capacity ofMMT-C u for E. coli K 88w as higher than that ofMMT. The adsorpt ion processes betw eenE. coli K 88 and

either MMT orMMT-Cu reach ed equ ilib rium after 90 m ins. T emp erature, pH, and ionic strength in th em ed ium affected the adsorpt ive capacit ies ofMMT

and MMT-Cu.

Keywords: cup ric ion; m on tm orillon ite; E sch erichia col i K88; adsorpt ion

1 引言 ( Introduction)

随着我国集约化养殖规模的进一步扩大,养殖

场有机废水排放量也在大幅度增加. 养殖场废水中

含有大量病原微生物, 这些病原菌已对周围环境造

成了危害. 因此, 需尽快研究养殖场废水综合治理

的方法与技术.

研究表明, 蒙脱石 ( MMT)具有吸附、离子交换

等多种特性 (M a et al. , 2004) .胡秀荣等 ( 2002)报

道, MMT对大肠杆菌、沙门氏菌和金黄色葡萄球菌

无抑菌和杀菌活性, 只呈现较强的物理吸附作用,

但无静电吸附作用. 这是因为在生理条件下, 细菌

细胞壁带负电荷 ( Breen et al. , 1995),而 MM T微粒

也带负电荷 (马玉龙等, 2005). 鉴于上述原因, 本研

究利用 MMT的吸附和离子交换特性, 将具有杀菌

作用的 Cu
2+
载入 MMT, 制备载铜蒙脱石 ( MMT-

Cu) .其中选 Cu
2+
的原因有: ¹ Cu

2 +
是动植物必需

的一种微量元素; º Cu
2+
具有杀菌作用. 然后以养

殖场废水中病原大肠杆菌 K88 (E scherichia coli K88 )

为试验菌株, 比较研究 MMT-Cu与大肠杆菌 K88间

的吸附作用,为养殖场废水治理提供可借鉴数据.

2 材料及方法 (M ateria ls and m ethods)

2. 1 材料

MMT选自内蒙古赤峰的钙基蒙脱石. MMT-Cu

按马玉龙等 ( 2005)的方法制备.经原子吸收光谱仪
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(AA-6501,日本 )测定, MMT-Cu中铜含量为 3. 8%

(重量百分比 ).采用气体吸附法比表面和孔径分布

测定仪 ( Autosorb- 1, Quantachrom e, 美国 )测得

MMT-Cu和 MMT的比表面积分别为 653m
2
# g

- 1
和

760m
2
# g

- 1
(吸附用气体为 99. 99%的氮气, 用 BET

方法计算而得 ) . 采用醋酸铵-乙醇定氮蒸馏法测得

MMT-Cu 和 MMT 的 阳离子交 换容量 分别为

1119mm o l# g
- 1
和 1. 05mm o l# g

- 1
.

大肠杆菌 K88购自中国药品生物制品检定所.

2. 2 方法

2. 2. 1 细菌悬液的制备  参照 Yee等 ( 2000)的方

法制备大肠杆菌 K88细菌悬液.取保存的试验菌株,

解冻后接种于 MH 肉汤培养基 ( D ifco, 美国 )中,

37e 震荡 ( 200r#m in
- 1

)培养 24h, 然后转接到新鲜

的 MH肉汤培养基中,继续培养 8h使之进入对数生

长期, 4000r#m in
- 1
离心 10m in, 收集细胞.用磷酸盐

缓冲液洗涤 3次后,悬浮于 0. 001 m o l# L
- 1
的 EDTA

溶液中 1h,再用去离子水洗涤 3次, 0. 01 m o l# L
- 1

N aNO3溶液洗涤 2次, 最后将大肠杆菌 K88悬浮于

0101 m o l#L
- 1

N aNO 3溶液中,备用. 在吸附实验过程

中,大肠杆菌 K88始终处于营养缺乏状态, 不再继续

繁殖, 同时可保持大肠杆菌 K88细胞壁的完整结构.

本实验室用电子显微镜观察, 发现处理后悬浮在

0101 m o l# L
- 1

NaNO3溶液中的大肠杆菌 K 88形态

完好.

2. 2. 2 细菌-矿物吸附率的测定  细菌-矿物吸附

率的测定参照 Yee等 ( 2000)的方法进行. 细菌初始

湿重的计算是将悬浮于 0. 01 m o l#L
- 1

N aNO 3溶液中

的大肠杆菌 K88经 7000 r#m in
- 1
离心 30m in后称重

(W 1 ) .将未吸附的细菌从粘土和吸附的细菌中分离

出来的方法是向细菌-粘土悬液底部注射 3mL 60%

的蔗糖溶液.因为蔗糖在溶液中的密度比细菌悬液

大,但比粘附细菌的粘土小, 因而蔗糖可产生密度

梯度. 与细菌结合的粘土会沉降到管底, 未吸附的

细菌和水溶液在蔗糖层. 蔗糖分离后, 将未吸附的

细菌用吸管轻轻吸出, 7000 r# m in
- 1
离心 30m in, 磷

酸盐缓冲液洗涤 3次后,悬浮于 0. 001 m o l# L
- 1
的

EDTA溶液中 1h, 再用去离子水洗涤 3次、0. 01

m o l#L
- 1

NaNO3溶液洗涤 2次, 7000r# m in
- 1
离心

30m in后称重 (W 2 ) . 按公式 ( 1)求出矿物对细菌的

吸附率 ( G).

G=
W 1 - W 2

W1
@ 100% ( 1)

2. 2. 3 原子力显微镜观察细菌-矿物的吸附  取已

制备的大肠杆菌 K 88悬液, 分别加入一定量的 MM T

或 MMT-Cu, 37e 震荡 90m in后, 加入 3m L 60% 蔗

糖溶液, 此时与细菌结合的 MMT或 MMT-Cu会沉

降到管底,然后用 10LL移液枪从管底吸取细菌-矿

物混合液 5LL滴在以云母片为基底的样品台上, 在

原子力显微镜 ( SPM- 9500J3,日本 )下,利用接触恒

力模式在室温、大气环境下成像, 观察细菌-MMT或

细菌-MMT-Cu的吸附情况.扫描针尖为商用硅针.

2. 2. 4 吸附时间对 MMT或 MMT-Cu吸附大肠杆菌

K88能力的影响  取已知初始湿重的大肠杆菌 K88悬

浮于 10mL ( 0. 01 mo l# L
- 1

) N aNO3溶液中, 再加入

0110g MMT 或 MMT-Cu, 37e 震荡, 分别在 0m in,

10m in, 20m in, 40m in, 60m in, 90m in, 120m in, 150m in

取出.向细菌-矿物悬液底部注射 3mL( 60% )的蔗糖

溶液. 蔗糖分离后, 将未吸附的细菌吸出, 经 7000

r#m in
- 1
离心 30m in后称重. 绘制吸附率-吸附时间

曲线图.

2. 2. 5 MMT或 MMT-Cu对不同浓度大肠杆菌 K 88

的吸附能力  取不同初始湿重 ( 0. 050g, 0. 10g,

0120g, 0. 40g, 0. 80g, 1. 60g)的大肠杆菌 K 88分别悬

浮于 10mL ( 0. 01 mo l# L
- 1

) N aNO3溶液中, 制得不

同浓度的细菌悬液,分别加入 0. 10g MMT或 0. 10g

MMT-Cu, 37e 震荡 90m in, 然后向细菌-矿物悬液底

部注射 3mL( 60% )的蔗糖溶液. 蔗糖分离后, 将未

吸附的细菌吸出, 经 7000r#m in
- 1
离心 30m in后, 称

重.绘制吸附率-细菌浓度曲线图.

2. 2. 6 吸附条件对 MMT或 MMT-Cu吸附大肠杆菌

K88能力的影响  取已知初始湿重的大肠杆菌 K88悬

浮于 10mL ( 0. 01m o l# L
- 1

) N aNO 3溶液中, 再加入

0110g的 MMT或 MMT-Cu. 分别在不同温度 ( 4e 、
15e 、25e 、37e )、介质 pH ( 2 ~ 11 )和离子强度

( m ol# L
- 1

) ( 0. 01, 0. 02, 0. 04, 0. 08, 0. 12, 0116,

0. 20 m ol# L
- 1

NaNO3 )下震荡 90m in.不同条件下材

料吸附细菌的测定过程同 2. 2. 2节所述, 分别绘制

吸附率-温度、吸附率-pH和吸附率-离子强度的曲线

图.介质 pH值用稀 NaOH或稀 HC I溶液调节,介质

离子强度用不同浓度的 N aNO 3溶液来表示.

2. 3 数据处理

每个实验均重复 3次, 文中曲线图用 3个重复

实验数据的平均值 ?标准差绘制.

543
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3 结果 ( Resu lts)

3. 1 MMT和 MMT-Cu与大肠杆菌 K88间吸附作用

的原子力显微镜图

图 1是大肠杆菌 K88、MMT-Cu和 MMT的原子

力显微镜图.图 2是 MMT-大肠杆菌 K88和 MMT-Cu-

大肠杆菌 K 88吸附作用的原子力显微镜图. 可以看

到,在大肠杆菌 K 88周围吸附、聚集着许多 MMT或

MMT-Cu微粒.图中的大亮点表示细菌,周围的小亮

点分别表示 MMT或 MMT-Cu微粒. 说明 MMT-Cu或

MMT与大肠杆菌 K88间均有一定的吸附作用.

图 1 大肠杆菌 K 88 ( a), MMT-Cu( b)和 MMT( c)的原子力显微

镜图

F ig. 1 AFM im age ofE scherich ia col iK 88 ( a) , MMT-Cu ( b) and MMT

( c)

图 2 MMT ( a)和 MMT-Cu( b)吸附大肠杆菌 K 88的原子力显微

镜图

F ig. 2 AFM im ages of MMT and MMT-C u after ad sorp tion of E.

coli K 88

图 3 吸附时间对 MMT或 MMT-Cu吸附大肠杆菌 K 88的影响

Fig. 3 E ffect of adsorpt ion t im e on adsorp tion ofE. col i K 88 on MMT

and MMT-Cu

3. 2 吸附时间对 MMT或 MMT-Cu吸附能力的

影响

MMT或 MMT-Cu对大肠杆菌 K88的吸附率随时

间的变化情况见图 3所示. 由图 3可见, MMT 或

MMT-Cu对大肠杆菌 K 88均有较强的吸附作用,随作
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用时间的延长, 吸附率逐渐增加, 达吸附平衡所用

的时间大约在 90m in左右.由此可见, MMT-Cu对大

肠杆菌 K 88的吸附能力要明显高于 MMT.

3. 3 MMT或 MMT-Cu对不同浓度细菌的吸附能力

MMT或 MMT-Cu对不同浓度细菌的吸附能力

见图 4. 图 4显示, 在所试细菌浓度范围内, 随着细

菌浓度的增加, MMT或 MMT-Cu对大肠杆菌 K88的

吸附率也随之增加. 而且, MMT-Cu对大肠杆菌 K88

的吸附能力要明显高于 MMT.

图 4 MMT或 MMT-Cu对不同浓度大肠杆菌 K 88的吸附率

F ig. 4 E ffect of bacteria concen trat ion on MMT and MMT-C u adsorp tion

ofE. coli K88

3. 4 介质 pH 对 MMT 或 MMT-Cu吸附大肠杆菌

K88能力的影响

图 5为介质 pH对 MMT和 MMT-Cu吸附大肠

杆菌 K88能力的影响. 由图 5可见, 介质 pH 值对

MMT或 MMT-Cu吸附大肠杆菌 K88能力均有一定的

影响.对于 MMT-Cu而言,在 pH < 4或 pH > 9时,其

吸附大肠杆菌的能力较弱;对于 MMT而言,在 pH =

2或 pH > 9时,其吸附大肠杆菌的能力相对较弱.另

图 5 介质 pH对 MMT或 MMT-Cu吸附大肠杆菌 K88能力的

影响

F ig. 5 E f fect of pH on adsorpt ion of E. coli K 88 on MMT and

MMT-Cu

外,介质 pH在 6左右时, MMT与细菌间出现吸附

低谷.  

3. 5 介质离子强度对MMT或MMT-Cu吸附大肠杆

菌 K88能力的影响

介质离子强度对所试材料吸附大肠杆菌 K 88能

力的影响见图 6. 由图 6可见, 随着介质离子强度的

增大, MMT或 MMT-Cu吸附大肠杆菌 K 88的能力均

呈下降趋势,但介质离子强度对 MMT-Cu吸附细菌

能力的影响程度要大于对 MMT的影响.

图 6 介质离子强度对 MMT和 MMT-Cu吸附大肠杆菌 K88能

力的影响

Fig. 6 E ffect of ion ic s trength on ad sorp tion ofE. coli K88 on MMT

and MMT-Cu

3. 6 温度对 MMT或 MMT-Cu吸附大肠杆菌 K 88能

力的影响

温度对 MMT或 MMT-Cu吸附大肠杆菌 K88能

力影响的测定结果见图 7. 由图 7可见, 在实验温度

范围内 ( 277K、288K、298K和 310K ) , MMT或 MMT-

Cu对大肠杆菌 K 88的吸附能力随温度的升高而有所

增加.此外,随吸附温度的上升, MMT或 MMT-Cu对

细菌吸附率增加的幅度也比较接近.

图 7 温度对 MMT和 MMT-Cu吸附大肠杆菌 K 88能力的影响

F ig. 7 E ffect of tem peratu re on adsorpt ion ofE. coli K88 on MMT and

MMT-Cu
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4 讨论 ( D iscussion)

4. 1 MMT或 MMT-Cu对大肠杆菌 K88的吸附性能

本实验采用原子力显微镜观察发现, 不论是

MMT还是 MM T-Cu均与大肠杆菌 K88能发生吸附作

用,二者与大肠杆菌 K 88作用 90m in后达到吸附平

衡,但 MMT-Cu吸附大肠杆菌的能力要明显高于

MMT的吸附能力.然而, 本研究所试材料的比表面

积测定结果表明, MMT的比表面积大于 MMT-Cu.

比表面积大小反映了材料表面张力及与吸附物间

van derW aals力的大小,说明载铜后蒙脱石表面张

力下降.但马玉龙等 ( 2005 )报道, 载铜蒙脱石 Zeta

电位的绝对值要低于蒙脱石,说明有少量 Cu
2+
可通

过静电作用吸附于蒙脱石的层间、棱边甚至微孔

中,使蒙脱石所带正电荷密度增加. 所以, 就静电吸

附而言, 载铜蒙脱石吸附细菌的能力要大于蒙脱

石.因为在生理条件下,细菌细胞壁带负电荷 ( B reen

et al. , 1995) . 可见, 虽然载铜后蒙脱石与细菌间

van derW aals作用力下降, 但其与细菌间的静电作

用力增强, 总体来说, 载铜蒙脱石吸附细菌的能力

要高于蒙脱石.

4. 2 介质 pH对 MMT或 MMT-Cu吸附细菌能力的

影响

B reen等 ( 1995)和 Yee等 ( 2000)报道:介质 pH

值主要通过改变细菌和矿物质表面所带正负电荷

密度, 进而影响细菌与矿物质间的静电吸附. 本研

究表明,介质 pH对 MMT和 MMT-Cu吸附大肠杆菌

K 88的能力有一定的影响. 在 pH = 2时, 由于大肠杆

菌 K 88细胞壁是中性的 ( M ullen et al. , 1989; Fow le

et al. , 1999) ,而 MMT带负电荷 ( Stotzky, 1989; 郭

彤, 2004), 因而二者间的静电吸附作用较弱. 在酸

性介质中,随 pH升高,细菌细胞表面带的负电荷密

度逐渐增加,与此同时, MMT所带负电荷密度也增

加 (郭彤, 2004) ,因而细菌与 MMT间的静电吸附能

力减弱.但载铜后蒙脱石表面所带正电荷密度增加

(马玉龙等, 2005), 相比 MMT而言, MMT-Cu与大

肠杆菌 K 88间的静电吸附作用增强. 而在 pH < 4的

介质中, MMT-Cu中部分 Cu
2+
可能会溶出,使 MMT-

Cu表面正电荷密度降低,其吸附大肠杆菌的能力有

所下降.在 pH > 9的介质中,由于 Cu
2 +
与 OH

-
生成

Cu(OH ) 2沉淀, 从而使 MMT-Cu与大肠杆菌 K88间

的吸附作用下降.另外, 介质 pH在 6左右时, MMT

与细菌间出现吸附低谷, 这或许与蒙脱石的零电荷

点有关,因为当吸附体系的 pH值处于蒙脱石的零

电荷点时,蒙脱石的表面电荷为零, 此时其静电吸

附能力相对较弱.

4. 3 介质离子强度对MMT或MMT-Cu吸附细菌能

力的影响

本研究表明, 随着离子强度的增加, MMT 或

MMT-Cu吸附大肠杆菌 K88的能力呈下降趋势.这可

用 /双电层 0理论加以解释 ( Van Loosdrech t et al. ,

1989) .在离子强度低时, 颗粒表面间的双电层相对

较厚,这种趋势有利于吸附, 材料对大肠杆菌 K 88的

吸附率较大.当离子强度升高时, N a
+
从颗粒表面扩

散开,使 Stern层吸附的离子增多,而扩散层中的部

分离子被压入紧密层, 从而限制了 MMT、MMT-Cu

和细菌表面的相互作用, 因而吸附率减小. 但介质

离子强度对 MMT-Cu吸附细菌能力的影响要大于

MMT,可能是由于溶液中 Na
+
与 Cu

2 +
发生交换反

应,改变了 MMT-Cu表面电性. 另外, 介质中 Na
+
可

促进 Cu
2 +
由 MMT层间向表面棱边的迁移, 表面棱

边 Cu
2+
浓度的增加会影响 MMT 的表面电荷

(M orton et al. , 2001) .

4. 4 温度对MMT或MMT-Cu吸附细菌能力的影响

在实验温度范围内 ( 4e 、15e 、25e 和 37e ) ,

MMT或 MMT-Cu对大肠杆菌 K88的吸附能力随温度

的升高而有所增加. 这是由于温度升高, 吸附剂向

细菌表面扩散的速率加快, 扩散更加完全, 有利于

吸附.此外,随温度的上升, MMT或 MMT-Cu对细菌

吸附率增加的幅度也比较接近, 说明温度对蒙脱石

基材料吸附细菌性能的影响程度相近,也反映了吸

附温度主要通过提高细菌和材料的扩散速率来提

高二者间的吸附作用, 而对矿物本身的影响可能

甚微.

5 结论 ( Conclusions)

1) 蒙脱石与载铜蒙脱石对大肠杆菌 K88均有一

定的吸附作用, 但载铜后蒙脱石吸附大肠杆菌 K 88

的能力明显增强.

2) 大肠杆菌 K 88与载铜前后蒙脱石作用 90m in

后均可达吸附平衡.

3)介质 pH 值、离子强度和温度对载铜前后蒙

脱石吸附细菌的能力均有不同程度的影响. 在 pH <

4或 pH > 9的介质中, 载铜蒙脱石对大肠杆菌 K88的

吸附能力下降;而在 pH = 6左右的介质中, MMT与

细菌间出现吸附低谷, 吸附能力明显降低. 随着介
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质离子强度的减弱或吸附温度的升高, MMT 或

MMT-Cu对大肠杆菌 K88的吸附能力呈上升趋势.

责任作者简介: 马玉龙 ( 1966) ), 男,教授,主要从事生物化

工、废物治理与资源化利用方面的研究工作.
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