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摘   要：【目的】生物启发的细菌表面仿生矿化人造矿物壳被用于保护活细胞。【方法】将细菌限

制在坚固而完整的矿物壳中，有限的物理空间和物质交换使其暂时进行休眠，降低长期保存期间

的活力损失以及提高在各种极端环境中的生存能力，并且能够通过酸去除矿物壳而重新激活细

菌。【结果】相较于未仿生矿化的细菌(EcN)，矿化细菌(EcN@CaCO3)在 32 d 的储存实验中活力最

高提升 262 倍；在 pH 2.5 的强酸环境中存活率提高 837 倍；在 pH 12.0 的强碱环境中存活率提高 171 倍；

在 80 °C 的高温条件下存活率提高 59.1 倍；甚至在抗生素溶液中，EcN@CaCO3 中细菌的存活率

是 EcN 的 729.7 倍。【结论】本研究利用仿生矿化提高了细菌的保存稳定性，使其能在酸刺激下

去除涂层恢复活性，也能在极端环境下保留细菌的活力，为微生物在环境生态、食品制造和生物

医药等领域的应用提供研究基础。 

关键词：细菌；生物启发；仿生矿化；休眠与激活；耐受性 
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Bio-inspired artificial shells protect living bacterial cells via 
biomimetic mineralization 

ZHENG Yingling1, LIU Yu1, XIE Xin1, SHI Meiling1, XIE Wen1, ZENG Sa2, ZENG Xiaoxue2, 
MENG Tao1* 

1 School of Life Science and Engineering, Southwest Jiaotong University, Chengdu 610031, Sichuan, China 
2 Guangzhou Ridgepole Biological Technology Co., Ltd., Guangzhou 510800, Guangdong, China 
 
Abstract: [Objective] Bio-inspired artificial mineral shells are used to protect living bacterial 
cells. [Methods] Bacterial cells were encapsulated in firm and intact mineral shells, where the 
limited physical space and substance exchange induced the dormancy of living bacteria to 
decrease the viability loss during long-term preservation and even in extreme environments. 
Moreover, acids can erode the shells to reactivate the bacteria. [Results] Compared with the 
un-mineralization treatment (EcN), the mineralization treatment (EcN@CaCO3) increased the 
bacterial viability by a maximum of 262 folds in a 32-day storage experiment and the survival 
rate by 837, 171, 59.1, and 729.7 folds at pH 2.5, pH 12.0, 80 °C, and in the presence of an 
antibiotic, respectively. [Conclusion] We employed biomimetic mineralization to improve the 
stability of bacterial cells in storage, which can provide a research basis for the application of 
microorganisms in environmental engineering, food production, and biomedical engineering. 
Keywords: bacteria; bioinspired; biomimetic mineralization; dormancy and activation; tolerance 
 
 

微生物在环境生态、食品制造和生物医药等

领域发挥着重要的作用，然而微生物面临着在恶

劣环境下的生存困境[1-6]。例如严苛的制备条件、

长时间的货架储存和给药后宿主的胃肠道微环

境，均会导致益生菌的活力下降[7-8]。在自然界

中，无论是基本的还是高度复杂的生物体，都

具有精密控制系统结构和材料功能的能力，如

为了适应环境的变化产生生物矿化硬组织，包

括牙齿和骨骼等[9-11]。其中，生物矿化外壳因为

具有特殊的结构和保护生物体免受外界环境侵

害的能力，受到了研究者的广泛关注[12-14]。具体

来说，许多微生物外表面三维细胞膜结构为生物

外壳的矿化提供了良好的模板，通过对矿物离子

的局部富集并发生相应的反应，由此产生薄矿

物层[15-16]。例如，鸡蛋的矿物外壳、硅藻华丽

图案的硅外壳，以及蓝藻外表面覆盖的石膏和

碳酸钙[17-18]。然而，自然界中大多数生物都不能

自主制造生物保护外壳。 
受自然启发，通过模拟生物矿化，研究人员

已开发出多种仿生矿化方法用于人工制造微生

物的生物保护外壳[19-21]。例如，通过基因工程将

调控生物矿化的外源基因递送到宿主细胞并稳

定表达，赋予细胞自主的生物矿化能力[22]。有

学者调控酵母细胞实现仿生硅化外壳表面和磷

酸钙包裹[14,23]。已经探索使用了基于微生物表面

性质，例如，静电相互作用、氢键和共价键的层

层自组装，海藻酸-壳聚糖的交替组装，肠溶性

材料的细菌表面修饰等用于疾病的治疗[24-26]。尽

管上述方法具备诸多优点，包括可以基因调控和

通过不同材料的修饰赋予细胞不同的功能，但高

难度的制备过程、不可预测的基因突变、重复的

离心-洗脱过程，以及阳离子聚电解质潜在的毒
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副作用限制了进一步的研究和应用[27-28]。因此，

需要开发新的微生物仿生矿化策略定制生物保

护外壳。 
本研究报道了一种简单和高效的细菌表面

人造矿物壳策略，使其能够在极端环境中生存。

通过外源性脲酶仿生矿化细菌，制备出由碳酸钙

矿物壳包裹的细菌(图 1)。首先，利用细菌表面

物理性质对金属阳离子(Ca2+)和脲酶局部富集，

接着脲酶原位催化尿素生成碳酸根离子，与螯合

在细菌表面的 Ca2+发生矿化反应，从而在细菌外

表面制备出人造矿物壳。由此产生的矿化细菌

(EcN@CaCO3)表现出矿化外壳限制了细菌的物

质交换和自我繁殖，细菌暂时处于休眠状态，提

高了保存期间的稳定性，并且可以在酸刺激下去

除外壳，重新恢复活力；对于外界环境表现出耐

受性，包括强酸、强碱、高温和抗生素，这主要

归因于生物矿化外壳隔绝了外界环境对细菌的

损害。 

1  材料与方法 
1.1  试剂及仪器 

大肠杆菌 Nissle 1917 (EcN)，实验室保藏；

脲酶，Sigma-Aldrich 公司；氯化钙(CaCl2)、尿

素、卡那霉素，上海阿拉丁生化科技股份有限公

司；盐酸(HCl)、氢氧化钠(NaOH)、LB 培养基，

海博生物技术有限公司；戊二醛、无水乙醇、琼

脂粉，成都市科隆化学品有限公司；用水均为实

验室自制水。 
电子天平，上海菁海仪器有限公司；磁力搅

拌器，IKA 仪器设备有限公司；冷冻离心机，

Thermo 公司；扫描电子显微镜，JEOL 公司；全

波长酶标仪，上海闪谱生物技术有限公司；真空

冷冻干燥机，新芝生物科技股份有限公司；X 射

线衍射仪(XRD)，Rigaku 公司；超净工作台，苏

州博莱净化设备有限公司；恒温培养摇床，上海

一恒科学仪器有限公司；纳米粒度及 Zeta 电位

分析仪，Malvern Zetasizer 公司；手提式压力蒸

汽灭菌器，上海申安医疗器械厂。 

1.2  大肠杆菌 Nissle 1917 活化和单克隆细

菌的制备 
大肠杆菌 Nissle 1917 (EcN)是一种常见的

益生菌，在本研究中被选为模型菌。首先，取出

冻存于−80 °C 冰箱的 EcN (20%甘油保存)并复

苏，放置于超净工作台备用。在超净工作台无菌 
 
 

 
 
 

图 1  EcN@CaCO3 的制备 
Figure 1  Preparation of EcN@CaCO3. A: Preparation of bacteria with artificial mineral shell on the surface. B: 
Bacteria temporarily rendered dormant and enhanced resistance against external attacks when enclosed within 
the mineral shell. C: Reactivation of bacteria upon removal of the mineral shell. 
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环境中，用接种环浸润菌液后在 LB 固体培养基上

按照平板划线法接种细菌。将固体培养基倒置放

于恒温培养箱，37 °C 培养 24 h。选取培养基上的

单个菌落，用接种环挑取单菌落后接种于 30 mL
灭菌的液体 LB 培养基中，37 °C、200 r/min 培养，

得到单克隆细菌。 

1.3  仿生矿化细菌(EcN@CaCO3)的制备 
吸取在 37 °C、200 r/min 条件下培养 12 h 的

EcN 单克隆细菌 5 mL，6 000 r/min 离心 5 min 分

离培养物，用去离子水洗涤 2 次。将细菌重新悬

浮在 20 mL 的 CaCl2 (12 mmol/L)溶液中，并涡旋

5 min。向该溶液中加入 20 mg 脲酶，并进一步摇

动 5 min。接着，加入 30 mL 尿素(12 mmol/L)溶液，

200 r/min 磁力搅拌 1 h，使脲酶和尿素充分反应。

最后，6 000 r/min 离心 5 min 收集沉淀，并用去离

子水洗涤，得到仿生矿化细菌(EcN@CaCO3)。 

1.4  EcN@CaCO3 的表征 
为了观察确定细菌的形态，进行了扫描电子

显微镜 (scanning electron microscope, SEM)观
察。首先，将 EcN 和 EcN@CaCO3 沉淀物离心  
(6 000 r/min、5 min)，用去离子水洗涤 3 次，并

立即用 2.5%戊二醛溶液在 4 °C 条件下固定 3 h，
固 定 后 的 细 菌 用 磷 酸 盐 缓 冲 液 (phosphate 
buffered solution, PBS)冲洗 3 次，每次 10 min。
接着，在 30%、50%、70%、90%和 100%的乙

醇中梯度脱水，每次 15 min。然后，将完成脱水

的细菌冷冻干燥。最后将样品喷金进行扫描电子

显微镜观察。 
为了定性 EcN 表面矿化涂层物质，对

EcN@CaCO3 样品进行了 X 射线衍射 (X-ray 
diffraction, XRD) 分析。称取 100 mg 干燥

EcN@CaCO3进行 XRD 分析，扫描角度 10°–80°，
扫描速度 2°/min。 

粒径和 Zeta 电位分析：为了表征细菌在仿生

矿化前后的粒径和表面电位变化，进行了纳米粒度

及 Zeta 电位分析。取微量的 EcN 和 EcN@CaCO3

分别加入到去离子水中，充分分散后，于粒径和Zeta
电位分析仪样品池中，进行粒径和 Zeta 电位分析。 

1.5  EcN@CaCO3 生长曲线的测定 
为了验证仿生矿化后细菌的生长情况，测定

了 EcN@CaCO3 生长曲线。首先，将 EcN@CaCO3

悬液稀释到 200 μL 新鲜 LB 培养基中，使其 OD600

值达到 0.05，然后在 37 °C 下 200 r/min 摇晃培养。

在 96 孔板中，每隔 1 h 测定 OD600值，8 h 后加入

0.001 mol/L 盐酸溶液 10 μL，去除 EcN@CaCO3

表面矿化涂层，并继续测定 OD600值。为了量化细

菌的生长，分别于 0、3、6、9、12、15、18 h 吸

取少量菌液，按照稀释涂布平板法涂布在固体 LB
培养基上，培养 24 h 后对菌落进行计数。 

1.6  EcN@CaCO3 的长期储存稳定性 
为了验证仿生矿化涂敷对 EcN 储存稳定性

的影响，取适量的 EcN 和 EcN@CaCO3 分别悬

浮于去离子水中，放置在 4 °C 和 25 °C 条件下

长期保存，每隔 8 d 通过稀释涂布平板法计数活

细胞数量，连续测定 32 d。 

1.7  EcN@CaCO3 对恶劣环境的耐受性 
为了验证仿生矿化外壳对恶劣环境的耐受

性，分别将等量的 EcN 和 EcN@CaCO3 重新悬

浮到强酸溶液(pH 2.5)、强碱溶液(pH 12.0)、高

温(50−80 °C、10 min)、卡那霉素溶液(50 μg/mL)。
在预定的间隔时间，分别是 0.5 h、0.5 h、10 min、
1 h，吸取 100 μL 样品，用无菌水洗涤，用稀释

涂布平板法铺设在固体 LB 培养基上，37 °C 孵

育 24 h 后记录菌落数。 

2  结果与分析 
2.1  EcN@CaCO3 的表征 
2.1.1  EcN@CaCO3 的形貌 

利用扫描电子显微镜(SEM)比较了 EcN 和

EcN@CaCO3的微观形貌差异。SEM 图表明(图 2)， 
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图 2  EcN (A)和 EcN@CaCO3 (B)的 SEM 图 
Figure 2  SEM images of EcN (A) and EcN@CaCO3 (B). 
 
EcN@CaCO3 的表面显示出清晰的褶皱样仿生

矿化外壳，与未仿生矿化的 EcN 光滑表面形成

鲜明的对比。研究结果证明，成功地在 EcN 仿

生矿化出人造矿物壳。 

2.1.2  EcN@CaCO3 的粒径和 Zeta 电位 
通过动态光散射 (dynamic light scattering, 

DLS)评价了 EcN 仿生矿化前后粒径和表面电荷

的变化。结果如图 3A 所示，EcN 表面仿生矿化

出矿物壳(EcN@CaCO3)后，粒径由(1 795±41) nm

增长至(2 192±194) nm，大约有 400 nm 的粒径变 

 

 
 

图 3  EcN@CaCO3 (A)的粒径和 Zeta 电位(B)
分析  
Figure 3  Particle size distribution (A) and Zeta 
potential (B) of EcN@CaCO3. Data are presented as 
the mean±SEM (n=3). 

化，尺寸的增加表明矿化壳增加了 EcN 的整体

大小；Zeta 表面电位(图 3B)由(−38.4±1.3) mV 增

加至(−11.3±0.17) mV，大约有 27 mV 的电位变

化，表面电荷的变化表明矿物壳增加了 EcN 的

Zeta 电位。 

2.1.3  X 射线衍射(XRD)分析 
为了定性分析 EcN@CaCO3 表面矿物壳的

成分，通过 X 射线衍射对样品进行了分析。结

果如图 4 所示，谱图 2θ在 23.1°、29.3°、31.4°、
36.0°、39.4°和 43.2°等位置附近出现强的特征衍

射峰，对照标准卡 PDF#47-1743 可知，矿物外

壳为方解石型 CaCO3。 

 

 
 
图 4  EcN@CaCO3 的 X 射线衍射分析 
Figure 4  X-ray diffraction analysis of EcN@CaCO3. 
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以上结果均证明 EcN 被成功仿生矿化出方

解石型 CaCO3 矿物壳。 

2.2  EcN@CaCO3 的生长曲线 
本研究认为将 EcN 限制在坚固和完整的矿

物壳中使细菌暂时休眠，并在一定的条件下去除

矿物壳后可以重新激活。为了验证这一假设，在

LB 培养基中监测了 EcN@CaCO3 的生长情况。

如图 5A 所示，在细菌表面有矿物壳包覆时，

EcN@CaCO3 几乎被完全抑制，即使培养时间延

长至 8 h，OD600 也几乎没有增长。有效的失活可

以简单地归因于坚固和完整的矿物壳带来有限

的物理空间和物质交换使细菌的繁殖受限。在培

养液中加入适量的盐酸去除矿物壳后，培养液

pH 值为 7.21，处于 EcN 的最适生长 pH 值，

EcN@CaCO3 被重新激活，并在之后的 10 h 内迅

速增殖。然后，通过平板计数再次验证，取培养

0、3 和 6 h 的菌液平板计数发现，无菌落生长，

表明细菌被暂时抑制；通过酸刺激去除涂层后，

取培养 9、12、15 和 18 h 的菌液计数发现，有

大量菌落的生长，并随着时间的增加活菌数也快

速增加(图 5B)，表明细菌被重新激活。 

2.3  EcN@CaCO3 的长期储存稳定性 
细菌被限制在矿物壳内暂时进入休眠状态，

有助于提高其在储存期间的稳定性。为了验证人

造矿物壳对细菌在长时间储存期间的活力保护，

通过平板计数法在规定时间内监测活细菌数。如

图 6A、6B 所示，在低温(4 °C)条件下经过长达

32 d 的储存后，EcN@CaCO3 的活细菌数依旧有

8.52 log10 (CFU/mL)，活菌率高达 63.4%，而 EcN
活菌数为 6.77 log10 (CFU/mL)，活菌率仅为

1.3%，提升了约 48 倍。在常温(25 °C)条件下(图
6C、6D)，人造矿物壳仍然可以极大提升细菌的

储存稳定性，相较于 EcN 经过 32 d 储存后仅剩

余 0.2%的活菌，EcN@CaCO3 的活菌率高达

58.3%，提升了 262 倍。 

2.4  EcN@CaCO3 对恶劣环境的耐受性 
2.4.1  pH 2.5 的强酸环境 

首先，本研究评价了 EcN 和 EcN@CaCO3

在 pH 2.5的酸性条件下溶液 pH值随时间的变化

情况，如图 7A 所示，EcN 一直处于 pH 2.5 的酸

性环境；而 EcN@CaCO3 在酸性条件下随着时间

的增加，pH 值维持在 7.0 左右，处于中性环境。

接着，评价了 EcN 和 EcN@CaCO3 在 pH 2.5
的酸性条件下的存活率。如图 7B、7C 所示，

EcN 在酸性条件下随着时间的增加活细胞数量

急剧减少，当时间增长至 2 h，活细胞数量下降

了 3.47 log10 (CFU/mL)，活菌率仅为 0.03%；而 
 
 

 
 

图 5  EcN@CaCO3 去除矿化壳前后的生长情况 
Figure 5  The growth before and after removal of the mineralized shell of EcN@CaCO3. Growth curves (A) 
and the plate counts (B) at specified time points of EcN@CaCO3. Data are presented as the mean±SEM (n=3). 
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图 6  EcN 和 EcN@CaCO3 的长时间储存情况 
Figure 6  Long-term storage of EcN and EcN@CaCO3. Viability counts (A) and survival rates (B) of EcN and 
EcN@CaCO3 during long-term storage at 4 °C; Viability counts (C) and survival rates (D) of EcN and 
EcN@CaCO3 during long-term storage at 25 °C. Data are presented as the mean±SEM (n=3). Statistical 
analysis was performed using Student’s t-test. ***: P<0.001; ns: P>0.05. 

 

 
 

图 7  EcN@CaCO3 对强酸环境的耐受情况 
Figure 7  The tolerance of EcN@CaCO3 in strong acidic environment. The evolution of solution pH over time 
of EcN and EcN@CaCO3 under acidic conditions with pH 2.5 (A), and viability counts (B) and survival rates 
(C) of EcN and EcN@CaCO3 under acidic conditions with pH 2.5. Data are presented as the mean±SEM (n=3). 
Statistical analysis was performed using Student’s t-test. ***: P<0.001; ns: P>0.05. 
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EcN@CaCO3表现出对酸性环境极高的耐受性，就算

时间延长至 2 h，活细胞数量仅有 0.54 log10 (CFU/mL)
的下降，活菌率为 28.1%，相较于未仿生矿化的

EcN 活菌数提高了 837 倍。上述结果可以归因于

矿化外壳是一种优秀的抗酸剂[29-30]，在酸性环境

中能够有效发挥中和 pH 的作用，使微环境 pH
升高，从而减少 H+对细菌的损害。 
2.4.2  pH 12.0 的强碱环境 

本研究评价了 EcN 和 EcN@CaCO3在 pH 12
的碱性条件下的存活率。如图 8 所示，EcN 在强

碱环境中活细胞数量快速降低，0.5 h 游离 EcN
活细菌数量已经下降了 1.08 log10 (CFU/mL)，活

菌率降至 8.18%，随着时间增长至 1 h，游离 EcN
活菌数量为 5.89 log10 (CFU/mL)，活菌率仅剩

0.11%；相较于游离EcN在碱性环境中的快速失活，

EcN@CaCO3表现出更高的稳定性，0.5 h 活菌数量

几乎不变[下降 0.041 log10 (CFU/mL)]，而在碱性环

境中 1 h，活菌数仍有 8.12 log10 (CFU/mL)，提高

了 171 倍。上述结果归因于矿化壳在一定程度上

保持了细菌外形，阻止了生物活性物质由于形变

带来的损伤[22]，极大提升了细菌在碱性环境中的

存活率。 
2.4.3  高温 

本研究评估了 EcN 和 EcN@CaCO3 在不同高

温条件下处理 10 min 后的细菌存活率。如图 9A 所

示，EcN 和 EcN@CaCO3在 50、60、70 °C 和 80 °C
环境中的活菌数分别是 7.72 log10 (CFU/mL)和
8.18 log10 (CFU/mL)、6.47 log10 (CFU/mL)和
7.56 log10 (CFU/mL)、 3.88 log10 (CFU/mL)和  
5.19 log10 (CFU/mL) 、 3.37 log10 (CFU/mL) 和    
5.17 log10 (CFU/mL)，活菌率(图 9B)分别是 9.46%
和 27.2%、0.53%和 6.51%、0.001 3%和 0.028%、

0.000 43%和 0.025%；虽然 EcN 和 EcN@CaCO3

在高温环境中均有明显的活细菌下降，但细菌表面

矿化壳涂敷仍然有助于提高存活率，在 50、60、
70 和 80 °C 环境中分别提高了 2.9、12.3、20.7 和

59.1 倍。 
2.4.4  抗生素 

本研究评价了仿生矿化矿物壳在抗生素环

境中对细菌的保护作用。如图 10 所示，EcN 在   
50 μg/mL 的卡拉霉素溶液中仅 1 h 活菌数量就减

少了 3.9 log10 (CFU/mL) ，死亡细菌占比超

99.98%，在 2 h 内活菌仅保留了 0.024‰；而有

矿化壳保护的 EcN@CaCO3 在 1 h 内活菌数量仅

下降了 1.25 log10 (CFU/mL)，活菌保留率为

5.64%，是 EcN 的 455 倍；EcN@CaCO3 甚至在

经过 2 h 抗生素处理后，活菌率仍然有 1.8%，是

EcN 的 729.7 倍。 
 

 
 

图 8  EcN@CaCO3 对强碱环境的耐受情况 
Figure 8  The tolerance of EcN@CaCO3 in strong alkaline environment. Viability counts (A) and survival 
rates (B) of EcN and EcN@CaCO3 under alkaline conditions with pH 12. Data are presented as the 
mean±SEM (n=3). Statistical analysis was performed using Student’s t-test. ***: P<0.001; ns: P>0.05. 
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图 9  EcN@CaCO3 对高温环境的耐受情况 
Figure 9  The tolerance of EcN@CaCO3 in high temperature environments. Viability counts (A) and survival 
rates (B) of EcN and EcN@CaCO3 after treatment at different temperatures for 10 minutes. Data are presented 
as the mean±SEM (n=3). Statistical analysis was performed using Student’s t-test. *: P<0.05; **: P<0.01; ***: 
P<0.001; ns: P>0.05. 
 

 
 

图 10  EcN@CaCO3 对抗生素环境的耐受情况 
Figure 10  The tolerance of EcN@CaCO3 in the presence of antibiotic environment. Viability counts (A) and 
survival rates (B) of EcN and EcN@CaCO3 in the presence of antibiotic environment. Data are presented as the 
mean±SEM (n=3). Statistical analysis was performed using Student’s t-test. ***: P<0.001; ns: P>0.05. 

 
综上所述，细菌表面仿生矿化出的矿物质外

壳能够极大地提高细菌在恶劣环境中的生存能

力，不论是在强酸、强碱、高温，甚至是在抗生

素环境中。 

3  结论 
本研究通过生物启发的仿生矿化成功地在

细菌表面涂敷人造碳酸钙矿物壳，用于保护活细

胞。细菌被限制在坚固而完整的矿物壳中，有限 
的空间和物质交换使细菌暂时失活，并能够在酸刺

激下去除涂层重新恢复活性。本研究考察了

EcN@CaCO3在 4 °C 和 25 °C 下储存 32 d 后的存

活率，相较于未仿生矿化的 EcN，活力提高了   
48 倍和 262 倍。人造矿物壳还可以作为保护细菌

免受外界侵害的物理屏障，甚至可以在各种极端

环境下保留细菌的活力：相较于游离 EcN，

EcN@CaCO3在强酸环境中的活力最高提升837倍，

在强碱环境中提升超 171 倍，在高温条件下最多

提升 59.1 倍，甚至在抗生素溶液中都能展现出

超高的活力，活力提升达到了 729.7 倍。在未
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来的研究中，仿生矿化人造矿物壳可以为细菌

在环境工程、食品制造和生物医药领域的应用

提供新的思路和见解。 
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