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梭菌 MH18 菌株诱导碳酸盐矿物的形成

郭文文，马恒，李福春
* ，王金平，苏宁

南京农业大学资源与环境科学学院，南京 210095

摘要:【目的】研究细菌作用下碳酸盐矿物的形成过程有助于了解微生物成矿的机理。【方法】在 Lagoa
Vermelha 培养基中(Mg /Ca 为 6:1)对一株分离自土壤样品的梭菌 MH18 菌株进行了为期 35 天的碳酸盐矿

物培养实验，同时还完成了一组无菌对照实验。利用 X-射线衍射技术对沉淀物的矿物成分进行了测定，利

用光学显微镜和扫描电子显微镜对沉淀物的形态进行了系统的观察。【结果】MH18 菌株在 Lagoa Vermelha
培养基中诱导形成了以高镁方解石为主的碳酸盐矿物;这些矿物起初具有哑铃状的外形，后来发展为球状;

无菌对照实验中出现少量沉淀物，但 X-射线衍射技术图谱显示它们是非晶态物质。【结论】MH18 菌株具有

促进碳酸盐矿物结晶的功能;碳酸盐矿物的特殊形态(哑铃状和球状)可能与细菌形态存在着某种成因上的

联系。
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生物矿化是多学科交叉的研究领域，它涉及到

生物学、化学、结晶学、材料学、矿物学以及医学等多

门学科
［1］。生物矿化作用的产物———生物矿物在

自然界广泛分布
［2］。由于生物矿化的多学科性以

及普遍存在性，这一研究逐渐受到多个学科研究人

员的重视并成为当前研究的热点之一。
碳酸盐岩是沉积岩的重要组成部分，它的成因

可以揭示地质环境的演变以及生物地球化学循环特

点。微生物成因碳酸盐矿物的形成很可能是全球碳

循环的重要过程之一
［3］。微生物促进碳酸盐矿物

形成的功能有可能被用来对纪念碑等观赏性石质材

料的风化表面进行环境友好的修复
［4 － 5］。此外，探

究特殊形态碳酸盐矿物的成因还可能为寻找地外生

命提供重要线索
［6］，等等。可见，微生物作用下碳

酸盐矿物的形成过程具有重要的研究意义。

已有研究表明，球状矿物广泛地存在于土壤和

沉积环境中
［5，7 － 10］。已有研究者对有机物质影响下

球状碳酸盐矿物的形成过程进行了观察和描述，并

推测了其形态演化的过程
［11］。越来越多的研究表

明，微生物对球状碳酸盐矿物的形成具有重要作

用
［2，12］。微生物表面及其分泌的胞外多糖富含酸性

基团并且具有吸附和富集阳离子的能力，因而可以

成为矿物成核的理想位点
［13 － 15］。微生物可以通过

各种代谢方式来提高微环境乃至周围环境的酸度、
碱度并改变其它化学条件，从而使碳酸盐达到局部

过饱和并最终促使矿物成核和生长
［13 － 15］。

本文利用从土壤中分离出的一株梭菌(MH18)

进行了一系列的成矿培养实验，分别对固相和液相

产物进行了跟踪观察和测定，探讨了 MH18 菌株对

碳酸盐矿物形态和种类的影响。研究结果有可能为
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微生物作用下球状碳酸盐矿物的形成机理提供科学

依据。

1 材料和方法

1. 1 培养基的配制

筛选菌种以及成矿实验所用的培养基均为经过

改良的 LV(巴西泻湖 Lagoa Vermelha 的简称) 培养

基，具 体 配 制 过 程 如 下: (1) 将 KH2PO4 0. 019 g，

MgSO4·7 H2O 2. 46 g，MgCl2·6 H2O 14. 21 g，CaCl2·
2 H2O 1. 91 g，KCl 0. 5 g，NH4Cl 0. 25 g，酵母浸膏

0. 15 g，50% -60%的乳酸钠溶液 6 mL 配成溶液并在

121℃下灭菌 20 min，冷却;(2) 将含有 Na2S·9 H2O
0. 5 g，NaHCO3 7. 45 g，Na2CO3 1 g 的无菌溶液加入

溶液(1)中，定容至 1 L;(3) 在上述的 1L 溶液中加

入 1 mL 的 FeCl2·4 H2O(1. 8 g /L)和 0. 5 mL 生物素

(10. 0 mg /100. 0 mL);(4) 用 1 mol /L 的 HCl 将上

述混合溶液的 pH 调至 7. 5。
用以上方法制成的液体培养基 Mg /Ca( 摩尔)

约为 6∶ 1，盐度约 0. 6%。在液体培养基中加入 2%
的琼脂可制成固体培养基。液体培养基用于富集菌

种和成矿实验，而固体培养基用于分离和纯化菌种。
1. 2 菌种的获取

将采自南京下马坊农田土表以下 7-10 cm 的土

壤(pH 为 7. 4)2 g 捻碎后加入装有 200 mL 已灭菌

培养基的 250 mL 盐水瓶中，盖盖后充 N2，并于 30℃
恒温静置培养，进行菌种的富集。采用倒扣平板法

将富集 3 次后得到的培养物进行分离纯化，最后获

得一株菌，命名为 MH18。
1. 3 实验设计

用培养基将 MH18 菌株制成种子液，以 2 × 104

CFU /mL 的初始浓度分别接种于装有 100 mL 培养

基的若干小盐水瓶中，充 N2 并于 30 ℃条件下恒温

静置培养。初始 pH 值设定为 7. 5，分别培养至 5、
10、15、20、25、30 和 35 d 时结束实验。同时设置无

菌实验作为对照(进行至第 165 d)。培养实验结束

后用离心法将固相和液相分离，分别对固相和液相

进行相关指标的测定。
1. 4 观察和测定方法

利用透射电子显微镜(TEM) 对菌体进行观察。
制样方法:将平板培养物负染 16 秒后粘于铜网，用

于观察菌体形态，样品自然风干。用结晶紫染色法

制备样品并用光学显微镜(OM) 观察培养实验早中

期的固相产物形态。制样方法:加 1 滴沉淀物和菌

液的混合物于载玻片上，涂开后加热固定;再加 1 滴

1%的结晶紫染色液，涂开使之覆盖于样品上，1 min
后用水冲洗干净;待样品自然风干后，盖上盖玻片。
利用扫描电子显微镜(SEM) 观察培养实验中晚期

矿物的形态。制样方法:将离心收集到的沉淀物用

蒸馏水清洗 3 次后，用 100% 酒精浸泡并滴加于样

品台上，于 40℃ 条件下烘干后喷上约 8 nm 厚的金

膜。利用 XRD 对沉淀物的矿物成分进行测定。制

样方法:将离心收集到的沉淀物用蒸馏水清洗 3 次

并涂于载玻片上，自然风干。利用显微镜直接计数

法计算培养液中的细菌浓度。利用 pH 计测定液相

的 pH 值。利用液相色谱仪(HPLC) 测定了液相产

物中低分子量有机酸的种类和含量。

2 结果和分析

2. 1 菌种鉴定结果

通过对 MH18 的 16S rRNA 基因序列进行分析

并构建系统发生树( 图 1) 可以看出，MH18 与本课

题组从青海湖沉积物中分离的另一株细菌(SN-1)

亲缘关系最近，16S rRNA 序列相似度达到 99. 1%。
根据 16S rRNA 基因序列判断，SN-1 属于梭菌属，有

可能是梭菌属中的新种
［2］。与 MH18 关系较近的其

它 3 个 梭 菌 属 成 员 分 别 是: Clostridium
thermopalmarium X72869，Clostridium haemolyticum
ATCC9650 ( AB037910 ) 和 Clostridium novyi
L37594，它们与 MH18 的 16S rRNA 序列相似度分别

为 97. 1%、96. 6% 和 96. 5%。可见，MH18 与相邻

的 3 株菌的基因序列相似度并不是很高。从以上分

析可以看出，MH18 可能与 SN-1 同属于梭菌属的一

个新种，暂用 Clostridium sp． 表示。我们为该菌株

在 NCBI 上申请的登录号为 JF504706。
MH18 菌株的基本特征为:革兰氏阳性，兼性厌

氧，菌身呈杆状，其大小范围为: (0. 5 － 1 μm) ×
(1 － 2 μm )，个 别 长 了 芽 孢 的 菌 体 长 些，可 达

3. 6 μm(图 2)。
2. 2 培养液中细菌浓度、pH 值以及草酸浓度的变

化

MH18 在整个培养实验过程中生长良好，其浓

度整体上呈现先升高后降低的趋势，最高浓度出现
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图 1 MH18 的系统发育树

Fig． 1 Phylogenetic tree of MH18. bar，0. 01 (evolutionary distance) ． Neighbor- joining phylogenetic tree based on 16S rRNA gene

sequences showing the relationships between MH18 and related species． Accession numbers are shown in parentheses． The number at

each branch point represents the bootstrap percentages． Bar，1% substitutions per nucleotide position．

图 2 平板培养第 5 天时 MH18 的 TEM 图(6000 × )

Fig． 2 TEM image of MH18 ( Clostridium sp． ) growing on the

plate at the fifth day．

在培养的第 5 天( 图 3)，此时的浓度值为 2. 23 ×
107CFU /mL。由此可判断，MH18 在培养的第 5 天

左右达到对数生长期，此时菌体活性最强，随着培养

时间的延长，细菌活性逐渐减弱。
在培养过程中，pH 值总体上呈现先降低后升高

的趋势(图 3)。培养初始 pH 值为 7. 5，到第 5 天时

降到 7. 08，随着培养时间的延长，pH 值又呈现出逐

渐升高的趋势，到培养实验结束时(即 35 d 时)，pH
值接近初始 pH 值的水平。综合分析细菌浓度和

pH 值两条曲线可以看出，MH18 在第 5 天时达到对

数生长期，而此时的 pH 值为最低，作者认为这是因

为对数生长期梭菌大量生长的同时释放较多的有机

酸所致。利用 HPLC 对低分子量有机酸的测定结果

(图略)表明，菌株 MH18 生长过程中分泌的有机酸

以草酸为主。图 4 为培养液中草酸浓度与培养时间

的关系曲线，可以看出第 5 天时有大量的草酸生成，

这与此时 pH 值大幅度下降相吻合。此外，细菌呼

吸作用释放的 CO2 溶解在培养液中也可能导致 pH
值下降。培养至第 5 天以后，pH 值升高的原因是多

方面的，最可能的原因包括:(1) 梭菌的脱氨基作用

产生氨气并溶于水;(2) 随着培养时间的延长，部分

细菌细胞发生自溶也可能导致 pH 值升高，因为细

菌本身显碱性。
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图 3 培养液中细菌浓度和 pH 值的动态变化曲线

Fig． 3 Dynamic changes of bacteria density and pH in culture

medium．

图 4 培养液中草酸浓度的动态变化曲线

Fig． 4 Dynamic changes of Oxalic acid concentration in

culture medium．

2. 3 XRD 测定结果

在培养实验进行至第 25 天之前，沉淀物极少，

无法进行 XRD 的测定。第 35 天时，小盐水瓶底部

的沉淀物较多，足够用于各项观察和测定。第 35 天

样品的 XRD 图谱(图 5-A)说明，沉淀物的主要矿物

成分为方解石。
在 Mg-Ca 系列的碳酸盐矿物体系中，可根据以

下经验公式计算其中 MgCO3 的百分含量，即 MgCO3

(% ) = ［100-3333. 3d + 911. 99］［16］，其中 d 代表

(104)晶面衍射峰的 d 值(单位为 nm)。一般认为，

在 Mg-Ca 系列的碳酸盐矿物中，MgCO3 (% ) ＞ 4%
时为含镁方解石

［17］，在 7% － 35% 时为高镁方解

石，在 35% －52%时则为钙白云石或白云石
［18 － 19］。

根据以上经验公式的计算结果表明，第 35 d 样品中

MgCO3 含量约为 17. 3%，即主要矿物为高镁方解石

亚种。图 5 中竖线为标准方解石(在 PDF 库中的编

号为 47 － 1743) 衍射峰的位置。Mg2 +
替代 Ca2 +

后

使得 d 值减小、2θ 角度增大，因此高镁方解石的特

征衍射峰位置相对于标准方解石来说整体向右移

动。
无菌对照实验中一直无沉淀物生成，直到 165 d

时才收集到少量的沉淀物。这些沉淀物的 XRD 图

谱显示(如图 5-B) 其信噪比远小于 3，即对照实验

中的沉淀物为非晶态物质(碳酸钙)。

图 5 沉淀物的 XRD 图谱

Fig． 5 X-ray diffraction patterns of precipitate at the 35th day (A) and of control treatment at the 165th day (B) (unit of d-values is nm) ．

422



郭文文等: 梭菌 MH18 菌株诱导碳酸盐矿物的形成． /微生物学报(2012)52(2)

2. 4 OM 和 SEM 观察结果

图 6 为各种形态碳酸盐矿物的显微照片，它们

清楚地展现了碳酸盐矿物生长过程中的主要形态。
图 6-A 为 OM 下观察到的哑铃形和球形矿物(第 25
天)，图 6-B 和 6-C 均为第 35 天时碳酸盐矿物形态

的照片。可以看出，在同一时期哑铃状和球状矿物

共存，这是因为培养基中存在着不同世代的梭菌。
新生的梭菌菌体可以作为新的成核模板，因此在同

一时期的培养实验产物中可以见到处于不同发展阶

段的矿物形态。从图 6-C 可以看出，在球体表面存

在一些小孔洞，它们可能是矿物表面的菌体或被包

裹的多糖、有机酸等溶解而成的。
图 6-D 为无菌对照实验进行到第 165 天时收集

到的沉淀物。这些沉淀物量少且没有规则的形态，

这更进一步说明了梭菌在特殊形态碳酸盐矿物形成

中的重要作用。

图 6 各种形态的碳酸盐矿物照片

Fig． 6 Photographs of carbonate mineral with various morphologies． A: 25 d (D is dumbbell-like and S is

sphere ) (1000 × ); B: 35 d3 (500 × ); C:35d (4000 × ); D: 65 d control treatment (2000 × ) ．

3 讨论

本研究发现，实验产物中常见数量众多的纳米

级颗粒(图 7)，EDS 分析表明其为碳酸钙，这说明碳

酸盐矿物的形成是从纳米级颗粒开始的。大量的研

究表明，溶液中的纳米晶体在具有弱电子吸收能力

的物质(如多糖、有机酸) 包裹下可以逐渐聚集形成

矿物晶体，这些电子吸收较弱的物质也会被整合进

入矿物集合体
［20］。这就是纳米级晶体以多糖、有机

酸为模板逐渐聚集成矿物集合体的过程。我们认

为，哑铃状矿物的形成也有可能是因为:细菌两端的

带负电基团比菌体中间丰富，易聚集更多的 Ca2 +
和

Mg2 + ，Ca2 +
和 Mg2 +

离 子 作 为“阳 离 子 桥”吸 引

图 7 纳米级颗粒 SEM 图像(10000 × )

Fig． 7 SEM image of nanometer-grade grain．

CO2 －
3 ，其结果是两端的纳米晶体成核速度相对较

快、中间相对较慢，导致细菌两端的矿物晶体( 实际

上是矿物集合体) 生长较快
［2］。在本课题组的一系

列实验中均发现，梭菌诱导下形成的碳酸盐矿物具
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有多种形态，例如透镜状、杆状、哑铃状、球状等，而

无菌对照实验中所形成的碳酸盐沉淀呈不规则状，

这进一步说明了细菌在成矿过程中的重要作用。从

矿物种类来看，梭菌诱导下形成的矿物以高镁方解

石为主，而无菌对照实验形成的沉淀物为非晶态物

质(含镁碳酸钙)。以往利用 SRB 进行的实验研究

认为，pH 值升高是导致矿物沉淀的最主要原因之

一
［21］。在这些研究中，随着培养时间的延长，pH 高

于初始 pH 值
［21］。在本研究中，pH 值先降低后升

高，但仅升高到与初始值相当的水平，在这种情况下

仍可产生少量矿物沉淀。可见，在 pH 值不是很高

的条件下，有些细菌仍可以促进碳酸盐矿物结晶。
微生物参与碳酸盐矿物的形成过程是比较普遍

的现象。早在 1973 年 Boquet 等
［22］

就在 B-4 固体培

养基上利用 210 种微生物成功合成了方解石。在这

一研究基础上他们提出:在适当的条件下，绝大部分

细菌都有形成碳酸盐矿物的能力。本文作者所在课

题组曾利用柠檬酸杆菌
［12］

和梭菌 SN-1［2］
在 LV 培

养基中成功合成了具有一定形态的碳酸盐矿物，这

些研究可能进一步佐证了 Boquet 等的推测。
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Clostridium sp． MH18 strain induces the formation of
carbonate minerals

Wenwen Guo，Heng Ma，Fuchun Li* ，Jinping Wang，Ning Su
College of Resources and Environmental Sciences，Nanjing Agricultural University，Nanjing 210095，China

Abstract:［Objective］We studied the formation of carbonate minerals by bacteria to understand the mechanism of
microbial mineralization． ［Methods］Cultures of carbonate precipitation using Lagoa Vermelha medium with 6:1 molar
ratio of Mg /Ca within 35 days were made under the mediation of Clostridium sp． (MH18 strain) isolated from soil． At the
same time，aseptic experiments without the inoculation were done as the control． Mineral species were determined by X-
ray diffraction，and the morphologies of precipitated carbonates were observed using optical microscopy and scanning
electron microscopy． ［Results］ In the LV medium，MH18 strain mediated the formation of carbonate mineral，in which
high-magnesium calcite was dominant． In the initial stage，the minerals had shapes with dumbbell-like morphology，and
finally transformed to spheres． Only a small amount of precipitation appeared in the control，but X-ray diffraction patterns
showed that these precipitations were amorphous substance． ［Conclusions］MH18 strain could induce crystallization of
carbonate．
Keywords: Clostridium sp． ， carbonate mineral， high-magnesian calcite， dumbbell-like morphology， spherical
morphology
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