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赖氨酸芽孢杆菌 GW-2 菌株作用下碳钙镁石的形成
徐青龙，李福春 * ，张宠宏，李学林
南京农业大学资环与环境科学学院，江苏 南京 210095

摘要:【目的】微生物诱导碳酸盐矿物沉淀机理的研究有可能为 CO2 的矿物捕获提供科学依据。【方法】本
研究在 Mg /Ca 为 2 的 B4 培养基中对赖氨酸芽孢杆菌 GW-2 菌株进行了为期 50 天的培养实验，同时完成了
一组无菌对照实验。在实验过程中，对沉淀物重量、培养液的 pH 值、电导率及其中细菌数量、Ca2 +和 Mg2 +

浓度等进行了动态监测。利用扫描电子显微镜对矿物形态进行了跟踪观察，利用 X-射线衍射仪对矿物成分
进行了测定。【结果】(1)在对 GW-2 菌株进行培养的过程中发现，沉淀物的质量随着培养时间的延长而逐
渐增加，而在无菌对照实验中未收集到沉淀物;(2)各时间段平均沉淀速率与细菌数量之间( r = 0. 67，P ＜
0. 05)、沉淀物质量与培养液 pH 值之间( r = 0. 79，P ＜ 0. 05)均具有显著的正相关关系;(3)沉淀物质量与电
导率、Ca2 +和 Mg2 +浓度均呈极显著的负相关关系( r 分别为 0. 89、0. 93 和 0. 98，P ＜ 0. 001);(4)在赖氨酸芽
孢杆菌作用下，3 种碳酸盐矿物按如下顺序先后形成:非晶态碳酸钙→碳钙镁石→高镁方解石。【结论】(1)
赖氨酸芽孢杆菌 GW-2 菌株具有诱导碳酸盐矿物形成的能力;(2)细菌数量是控制碳酸盐矿物沉淀的直接因
素，而较高的 pH 值是碳酸盐沉淀的必要条件;(3)电导率以及 Ca2 +和 Mg2 +浓度的明显降低可以间接地指示
碳酸盐矿物沉淀的发生;(4)碳钙镁石可能主要是非晶态碳酸钙经过老化作用而形成，碳钙镁石可能经脱镁
作用转变为高镁方解石。
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在解决温室气体所导致的环境问题时可供选择
的途径主要有两条:一是减排，二是固定(包括植物
固定和地质封存)。相对而言，地质封存更有现实
意义。将 CO2 封存于地下的方式有物理封存(以气
态或超临界流体状态或溶解于水)和化学捕获(或
称矿物捕获)。物理封存后 CO2 还有可能通过盖层

逃逸并造成环境事件［1］。矿物捕获的实质是将大
气 CO2 转化为方解石、白云石、菱镁矿以及菱铁矿
等稳定碳酸盐矿物、进而达到长期固定的目的。矿
物捕获被认为是潜在的减少 CO2 排放的中—长期
尺度的技术，挪威、英国、奥地利、韩国等多个国家已
经启动了各自的碳捕获和封存(CCS)工程［2］。但不
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容忽视的问题是，CO2 水化为 HCO3
－的过程相当缓

慢［3］，这使矿物捕获的效果大打折扣。联合国政府
间气候变化专门委员会( IPCC)的专门报告指出，自
然的矿物捕获可能需要千年甚至更长的时间［4］。
微生物有可能利用自身特点加速这一进程，特别是
一些能够分泌碳酸酐酶的细菌可大大加快 CO2 水

化作用［18］。近年来地下深处活跃微生物群落的发
现使该项研究的意义得到进一步强化［5 － 6］。

实验结果表明，几乎所有微生物在适宜的条件
下都具有诱导碳酸盐矿物形成的能力［7］。此处所
谓的适宜条件包括存在碳酸根离子。在已有的关于
微生物促进碳酸盐矿物形成的报道中，所有的实验
均是在培养基中存在碳酸根离子的条件下进行
的［7 － 10］。研究还表明，在有微生物存在的 Mg2 + -
Ca2 + -CO3

2 －体系中，最常出现的矿物是含镁 /高镁方
解石，与其同时或单独出现的还有文石、球文石、非
晶态碳酸钙 (ACC)和单水碳钙石［11 － 13］。此外，当
以硫酸盐还原细菌［14］和产甲烷细菌［8］等微生物为
实验材料时还有可能出现白云石。

碳钙镁石［CaMg3 (CO3 ) 4］是 1953 年才被发现

和描述的一种碳酸盐矿物［15］。在地质记录中，碳钙
镁石主要存在于石灰岩和白云岩中［15］。在近代和
现代的野外样品中，碳钙镁石主要发现于湖泊沉积
物［15 － 17］和洞穴沉积物［18］中。在细菌培养实验产物
中，目前仅见 1 例出现碳钙镁石的报道:在嗜盐细菌
参与下，在高 Mg /Ca 值( ＞ 5)的溶液中形成了白云
石 +碳钙镁石 +方解石 + 水碳镁石的矿物组合［9］。
总之，无论是模拟实验产物还是天然样品中，碳钙镁
石均不多见。这是因为其稳定性较差，易转变为较
为稳定的矿物相。

本文利用不含碳酸根离子的 B4 培养基对赖氨
酸芽孢杆菌(GW-2)菌株进行了持续 50 d 的培养实
验。作者在实验产物中检测到碳酸盐矿物，尤其是
其中出现了比较罕见的碳钙镁石。本文主要报道这
一实验结果，希望该研究结果能为进一步探讨微生
物作用下碳酸盐矿物形成的机理提供科学线索。

1 材料和方法

1. 1 培养基成分
细菌的富集、纯化均在 B4 培养基中进行。1 L

的液体培养基中含有 2. 5 g 乙酸钙、4 g 酵母膏和

6. 1 g 乙酸镁。利用 1 mol /L 的 NaOH 将上述培养
基的 pH 值调至 8. 0(灭菌后 pH 降至 7. 50 左右)。
在液体培养基中加入 2% 的琼脂即得到固体培养
基。固体培养基用于富集和纯化细菌，液体培养基
用于培养实验。
1. 2 供试菌株特征

本文实验所用 GW-2 菌株———赖氨酸芽孢杆菌
属 ( Lysinibacillus sp． ) 为作者所在实验室保存菌
种［2］。GW-2 菌株的基本特征为:在固体培养基上
形成透明、隆起的菌落，菌落直径约 1 mm，表面光
滑，边缘整齐。菌体呈短杆状，有中生芽孢，大小约
(0. 4 － 0. 7)μm × (0. 7 － 1. 1)μm(图 1)。革兰氏染
色呈阳性。

图 1． GW-2 菌株的 TEM 照片(平板培养 48 h)
Figure 1． TEM image of strain GW-2．

1. 3 培养实验方法
在装有 90 mL 液体培养基的若干三角瓶中分别

加入 10 mL 的接种液制成培养液。经测定，1 mL 培
养液中含有大约 2. 47 × 106 CFU 的细菌细胞。将上
述三角瓶置于恒温培养箱中，在 30℃条件下进行静
置培养。每隔一定时间结束一个实验，直至第 50
天。实验结束后用离心法将液相和固相分离，分别
进行相关指标的测定。在细菌培养实验的同时，本
文完成了一组无菌对照实验。
1. 4 主要的观察和测定方法

采用稀释平板法对细菌进行计数。使用万分之
一电子天平称量沉淀物的质量。使用 pHS-3C 型
pH 计和 DDB-303A 电导率仪分别测定培养液的 pH
值和电导率。利用 Thermo-6000 电感耦合等离子发
射光谱仪( ICP-OES)测定培养液中 Ca2 + 和 Mg2 + 浓
度。利用 H-7650 型透射电子显微镜( TEM)观察菌
体形态。制样方法:将平板上的单菌落悬浮于双蒸
水中，将悬浮液滴于铜网上，然后加磷钨酸(PTA)负
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染 10 s，待样品自然晾干后上机观察。利用扫描电
子显微镜 ( SEM)对矿物的形态进行观察。制样方
法:将固相产物用蒸馏水清洗 3 次，用 100%酒精浸
泡后滴加于样品台上，自然风干后喷上约 8 nm 厚的
金膜。利用理学 Dmax-B 型 X-射线衍射仪 (XＲD)
测定固相产物的矿物成分。制样方法为:用滴管将
沉淀物涂在载玻片上，自然风干。测定条件:Cu 靶，
Kα，管压 35 kV，管流 20 mA，2° /min，步长 0. 02°，测
定范围 10 － 60°。

2 结果和讨论

2. 1 细菌数量的变化
GW-2 菌株在整个培养实验过程中生长良好，

其菌体数量总体上呈现先升高后降低的趋势，最大
值出现在培养实验开始后的第 2 天(图 2)，此时的
菌体数量约为 2. 57 × 107 CFU /mL。此后，随着培养
时间的延长，菌体数量逐渐降低。

图 2． 细菌数量的动态变化
Figure 2． Temporal change of the bacterial density．

2. 2 培养液 pH 值和电导率的变化
在培养实验过程中，培养液 pH 值变化于 7. 16

－ 8. 81 之间。总体趋势是:在初始阶段呈现小幅度
降低，之后逐渐升高(图 3-A)。培养液的电导率总
体上呈降低趋势。其中，第 15 天之前其变化幅度较
小，第 15 － 20 天快速降低，第 20 天以后缓慢降低直
至第 50 天实验结束(图 3-B)。与之形成鲜明对照
的是，无菌实验的 pH 值和电导率基本上未变化。
2. 3 培养液中 Ca2 +和 Mg2 +浓度的变化

培养液中 Ca2 +和 Mg2 + 浓度大体上与电导率
同步变化。第 15 天之前呈现出缓慢降低的趋
势，第 15 天以后快速降低，直至实验结束。无菌

对照实验的溶液中 Ca2 +和 Mg2 + 浓度则基本稳定
(图 4)。

图 3． 培养液 pH 值(A)和电导率(B)的动态变化
Figure 3． Temporal changes of the pH value ( A ) and the

electrical conductivity (B) in the medium．

2. 4 碳酸盐矿物的种类和形态
随着培养时间的延长，沉淀物的质量逐渐增加，

尤其是第 30 天之后增加比较明显(图 5)。SEM 观
察结果表明，在 GW-2 菌株作用下形成的碳钙镁石
以球状为主，高镁方解石以板状为主(图 6)。XＲD
结果表明，第 15 天之前的沉淀物未显示出明显的衍
射峰，仅在大约 15 － 35°(2θ)之间出现一个宽峰(图
7-A)。作者推测，第 15 天之前形成的沉淀物可能
以 ACC 为主。第 20、25 和 30 天，沉淀物的 d 值均
在 0. 282 nm 左右，说明 GW-2 菌株诱导形成了碳钙
镁石。当培养实验进行至第 40 天和 50 天时，实验
产物中不再出现碳钙镁石，取而代之的是方解石
(图 7-B)，其 d 值在 0. 301 nm 左右。利用 Bischoff
(1985 ) 提出的经验公式: MgCO3 ( mol% ) = ［ －

363. 96d + 1104. 05］［19］，其中 d 代表钙-镁碳酸盐矿
物(104)晶面衍射峰的 d 值(单位为 )。计算结果
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图 4． 培养液中 Ca2 +浓度和 Mg2 +浓度的动态变化
Figure 4． Temporal changes of calcium ( A) and magnesium

(B) concentration in the medium．

表明，方解石中含有大约 10(mol)%的 MgCO3，为高
镁方解石亚种;碳钙镁石中 MgCO3 的含量在 80
(mol)%左右(表 1)，属于比较典型的碳钙镁石(标
准化学式为 CaMg3(CO3) 4，即 MgCO3 的摩尔百分含
量为 75% )。

图 5． 沉淀物质量的动态变化
Figure 5． Temporal change of the precipitate quantity in the

medium．

图 6． 碳酸盐矿物的扫描电子显微镜照片
Figure 6． Scanning electron microscope images of

carbonate minerals． A: 30d，spherical mineral; B: 50 d，

platy mineral．

表 1． 碳酸盐矿物中 MgCO3 的含量

Table 1． The contents of MgCO3 in carbonate minerals

t / d Mineral MgCO3 (mol% )

1-15 ACC －
20 Huntite 79. 39
25 Huntite 79. 58
30 Huntite 78. 85
40 High-Mg calcite 9. 44
50 High-Mg calcite 10. 17

“ －”indicates lack of datum．

3 讨论和结论

3. 1 碳酸盐矿物沉淀的控制因素分析
上述实验结果表明，在 GW-2 菌株作用下形成

了碳酸盐矿物，而在无菌对照实验中则未收集到沉
淀物。这充分地说明，赖氨酸芽孢杆菌 GW-2 菌株
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图 7． 沉淀物的 XＲD 图谱
Figure 7． X-ray diffraction patterns of precipitates． A: 6 d，10 d，15 d; B: 20 d，25 d，30d，40 d，50 d; H: Huntite;

HC: High-Mg calcite

具有诱导碳酸盐矿物形成的能力。为了揭示碳酸盐
矿物沉淀的控制因素，我们对一些测定指标之间的
相关性进行了分析。首先，各时间段平均沉淀速率
与细菌数量呈显著的正相关关系(相关系数 r =
0. 67，P ＜ 0. 05，图 8);其次，沉淀物质量与培养液
pH 值具有显著的正相关关系( r = 0. 79，P ＜ 0. 05，图
9-A);再次，沉淀物质量与电导率、Ca2 +和 Mg2 +浓度
均呈极显著的负相关关系，r 分别为 0. 89、0. 93 和
0. 98(P ＜ 0. 001，图 9-B，图 9-C，图 9-D)，这说明:电
导率、Ca2 +和 Mg2 +浓度的明显降低可以间接地指示

碳酸盐矿物沉淀的发生。
沉淀物质量与培养液 pH 值以及各时间段平均

沉淀速率与细菌数量之间均呈正相关关系可能暗示
了，细菌数量可能是控制碳酸盐沉淀的主要因素，而
pH 值直接影响碳酸盐沉淀的过程:pH 值越高，对碳
酸盐矿物沉淀越有利。从图 3-A 可以看出，在初始
阶段，培养液 pH 值呈现小幅度降低，之后逐渐升
高。主要有两种机制可以导致 pH 值降低:(1)细菌
新陈代谢分泌低分子量有机酸;(2) CO2 溶于水以
及后来生成 CaCO3 沉淀的系列反应:CO2 + H2O→
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图 8． 细菌数量与各时间段平均沉淀速率的相关性
Figure 8． The correlation between bacterial density and average

precipitation rate．

H2CO3( aq) ;H2CO3( aq) → HCO3
－
( aq) + H + ; HCO3

－
( aq) →

CO3
2 －
( aq) + H + ;CO3

2 －
( aq) + Ca2 +

( aq)→CaCO3( s)。在第二种

机制中，涉及到 CO2 的来源问题。其来源可能包括

细菌呼吸作用产生的 CO2 和来自于空气的 CO2。本
文的研究结果暂时不能对其具体来源进行判断。以

图 9． 沉淀物质量与 pH 值(A)、电导率(B)、Ca2 +浓度(C)和 Mg2 +浓度(D)的相关性
Figure 9． The correlations between precipitate quantities and the pH value ( A)，the electrical conductivity ( B)，

calcium concentration (C) and magnesium concentration (D) ．

下两种机制可能会导致 pH 值升高:(1)死亡的细菌
自溶;(2)细菌消耗有机氮源并产生氨气，氨气溶于
水释放出 OH －［11］。在实验过程中，上述 4 种机制
可能同时存在，但前两种机制在初始阶段可能占主

导地位，而中晚阶段则以后两种机制为主导，导致
pH 值逐渐升高，这为碳酸盐沉淀提供了必要的物理
化学条件。
3. 2 碳钙镁石的形成及其成因分析

实验结果表明，在 GW-2 菌株的作用下，在不同
阶段的实验产物中分别出现了 ACC、碳钙镁石和高
镁方解石。其中，ACC 为不稳定相，碳钙镁石为亚
稳定相，高镁方解石是在类似体系中常见的、比较稳
定的矿物相。研究表明，无论是天然样品还是模拟
实验产物中，碳钙镁石总是与其他钙和镁的碳酸盐
矿物共存，例如高镁方解石、白云石、水菱镁矿和菱
镁矿等。研究者根据湖泊沉积物中各种矿物的空间
关系推测，随着 Mg /Ca 值的增加，矿物沉淀的顺序
可能是:高镁方解石→白云石→碳钙镁石→水菱镁
矿［17，20］。到目前为止，对于在一定的 Mg /Ca 值条
件下各种矿物形成的先后顺序问题还极少涉及。本
文的 XＲD 结果清楚地表明，下列 3 种矿物在 Mg /Ca
值为 2 的条件下按一定顺序沉淀:ACC→碳钙镁
石→高镁方解石。
3. 2. 1 ACC 的形成: 增大 /维持碳酸根浓度是碳
酸盐沉淀的前提条件。在通常的物理化学条件下，
CO2 水化为 HCO3

－ 的过程 ( CO2 + H2O→ H + +
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HCO3
－ )是 CO2 转变为 CO3

2 － 的限速步骤，该过程

相当缓慢 (≈1. 3 × 10 － 1 s － 1 )［3，21］。但微生物有可
能利用自身特点加速这一进程，特别是一些能够分
泌碳酸酐酶的细菌可大大加快 CO2 水化作用(约提

高 107 倍，达到 1 × 106 s － 1 )［3，22］。在通常的地质环
境中，ACC 在热力学上属于不稳定的相，一般会很
快地转变为亚稳态或稳定态矿物。因而 ACC 被认
为是碳酸盐矿物的前驱相［23］。但近年来的研究发
现，有机质或 Mg2 + 的存在可以增强 ACC 的稳定
性［23］。这可以用来解释本文实验(含 Mg2 + 的微生
物体系)中存在 ACC 的原因。
3. 2. 2 碳钙镁石的形成: 研究表明，碳钙镁石既可
以从富镁溶液中直接沉淀，也可以通过富镁的水溶
液与先期形成的前驱物反应而形成［24］。尽管本文
中碳钙镁石的形成途径很难确定，但我们有理由认
为，碳钙镁石主要是通过 ACC 与含镁的培养液反应
而形成:(1)ACC 通常为球形，而本文实验中观察到
的碳钙镁石也以球形为主，这可能是它继承了 ACC
的形态;(2)碳钙镁石形成时期(第 20 － 30 天)未见
ACC 存在的迹象。
3. 2. 3 高镁方解石的形成: 结晶作用和老化作用
都可能是本文实验中高镁方解石形成的有效途径。
碳钙镁石含有的开放结构有利于镁的脱水和水
化［25］。因而，碳钙镁石具备通过镁的水化(而进入
溶液)转变为高镁方解石的结构条件。另外，碳钙
镁石的沉淀导致溶液中 Mg /Ca 比降低，这有利于在
实验的晚阶段形成方解石。因为在 Mg /Ca 值较高
时，Mg2 +吸附在方解石雏晶表面而在动力学和热力
学上限制其进一步生长［25 － 26］。但是，如果高镁方解
石是直接从溶液中结晶形成的，那么实验产物中应
该同时存在碳钙镁石和高镁方解石。据此我们推
测，高镁方解石很可能是碳钙镁石发生结构转变而
形成的。

研究表明，碳钙镁石通常形成于白云石沉淀之
前［25］。因此，Lippmann(1973)认为碳钙镁石可以作
为白云石的前驱相。本文中出现的一种有意思的现
象是，实验产物中出现了富镁的碳钙镁石和富钙的
高镁方解石，却未发现在化学成分上介于二者之间
的白云石。这有可能暗示着，在本文实验条件下，白
云石的稳定性不及碳钙镁石。换言之，碳钙镁石不
大可能是白云石的前驱相。这些信息对于解决“白
云石问题”具有一定的参考价值。

3. 3 结论
根据上述的实验结果和讨论，可以得到以下几

点初步结论或认识。
(1)赖氨酸芽孢杆菌 GW-2 菌株可以在不含碳

酸根的培养基中诱导形成碳酸盐矿物。细菌可能通
过分泌的碳酸酐酶加速 CO2 的水化作用进而促进
碳酸盐矿物的沉淀。这一结果有利于深化研究 CO2

的矿物捕获机理及其在实践中的推广应用。
(2)各时间段平均沉淀速率与细菌数量之间、

沉淀物质量与培养液 pH 值之间均具有显著的正相
关关系( r 分别为 0. 67 和 0. 79，P ＜ 0. 05)。这说明，
细菌数量可能是控制碳酸盐沉淀的主要因素，而 pH
值直接地影响碳酸盐沉淀的过程。细菌在新陈代谢
过程中利用有机氮源并最终生成 NH4

+和死亡细菌
的自溶可能是导致培养液 pH 值升高和碳酸盐矿物
沉淀的直接原因。

(3)沉淀物质量与电导率、Ca2 + 和 Mg2 + 浓度均
呈极显著的负相关关系 ( r 分别为 0. 89、0. 93 和
0. 98，P ＜ 0. 001)说明，电导率、Ca2 +和 Mg2 +浓度的
明显降低可以间接地指示碳酸盐矿物沉淀的发生。

(4)在赖氨酸芽孢杆菌作用下，在 Mg /Ca 比较
低(2)的 B4 培养基中先后形成 ACC、碳钙镁石和高
镁方解石。碳钙镁石主要是通过 ACC 与含镁的溶
液反应而形成，高镁方解石则很可能是碳钙镁石中
镁离子发生水化而形成的。碳钙镁石经过脱镁作用
直接形成高镁方解石而未经过白云石阶段。这说
明，碳钙镁石可能不是白云石的前驱相。
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Formation of huntite by Lysinibacillus sp． GW-2 strain

Qinglong Xu，Fuchun Li* ，Chonghong Zhang，Xuelin Li
College of Ｒesources and Environmental Sciences，Nanjing Agricultural University，Nanjing，210095，Jiangsu Province，
China

Abstract:［Objective］We studied the formation of carbonate minerals induced by microorganism to explore the possibility
of mineral capture．［Methods］Culture experiments of carbonate precipitation were done using B4 medium with 6:1 molar
ration of Mg /Ca for 50 days． The same medium without inoculation was used as the control． During the cultivation，
bacterial density，precipitate quantities，pH and conductivity of the medium，calciumand magnesium concentration were
determined． The morphologies of precipitated carbonates were observed using scanning electron microscopy，and mineral
species of carbonate were determined by X-ray diffraction． ［Ｒesults］ The main results were: (1) In the inoculation
process of the Lysinibacillus sp． (GW-2 strain)，we found that precipitate quantities were gradually increased with time，
while precipitate was not collected in the aseptic experiments; (2) There were significant positive correlations between
bacterial density and average precipitation rate ( r = 0. 67，P ＜ 0. 05)，precipitate quantities and pH value ( r = 0. 79，P
＜ 0. 05); (3) Precipitate quantities negatively correlated with conductivity，Ca2 + and Mg2 + concentration with correlation
coefficients r of 0. 89，0. 93，0. 98 (P ＜ 0. 001) ，respectively; (4) The three carbonate minerals by Lysinibacillus sp．
formed according to following trend: amorphous calcium carbonate → Huntite → High-Mg calcite．［Conclusions］ The
main conclusions were: ( 1 ) Lysinibacillus sp． ( GW-2 strain ) might induce the formation of carbonate minerals
precipitation; ( 2 ) The bacterial density directly affected the precipitation of carbonate minerals，whereas pH value
indirectly controlled the precipitation of carbonate minerals; ( 3 ) Decreased of conductivity， calciumand
magnesiumconcentration of the medium could indirectly indicate the occurrence of carbonate precipitate; (4 ) Huntite
might be formed through ageing of amorphous calcium carbonate，whereas high-Mg calcite might be formed through
demagnesium of the huntite．
Keywords: Lysinibacillus sp．，huntite，high-Mg calcite，mineral capture
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