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摘要:白云石成因问题是地质学上长期悬而未决的难题之一.近年来,微生物诱导白云石沉淀逐渐成为白云石成因的重要理论

之一,但其中微生物的作用机理远未探明.现生白云石主要分布于高盐环境,该环境中的优势菌群为嗜盐菌,包括嗜盐细菌和

嗜盐古菌.因而此次选取三株嗜盐古菌 Natrinemasp.J7-1、Natrinemasp.J7-3和 Natrinemasp.LJ7,研究其诱导白云石沉淀

的能力,并对比不同细胞浓度对白云石沉淀的影响,以期更深入地了解微生物在白云石形成中的作用.通过 X射线衍射

(XRD)检测沉淀物的物相,利用扫描电子显微镜(SEM)观察所得矿物形态,同时辅以能量色散谱分析(EDS)分析矿物的元素

组成.实验结果表明三株嗜盐古菌皆可诱导球型、哑铃型、花椰菜型以及球形聚集体等白云石的形成,且在较高细胞浓度下诱

导形成的矿物中白云石含量增多.分析表明细胞浓度的增加会导致细胞表面羧基含量的增加,从而为白云石的沉淀提供更多

的成核位点,有利于 Mg进入矿物晶格,从而诱导白云石沉淀,本结果进一步提高了对微生物白云石成因机理的认识.
关键词:白云石;嗜盐古菌;细胞浓度;盐度;矿物学.
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Abstract:Thedolomiteformationproblemhasbeenpuzzlinggeologistsforalongtime.Recently,microbialmediationisbe-
comingoneleadingtheoryfordolomiteformation,thoughmanydetailsstillremainpoorlyunderstood.Theexclusiveoccur-
renceofmoderndolomiteinsalineenvironmentsleadstotheinvestigationoftheroleofhalophilesindolomiteformation.Inthis
study,wefocusontheeffectofsalinityandcellconcentrationsondolomitemineralizationwiththreehalophilicarchaea,

Natrinemasp.J7-1,Natrinemasp.J7-3andNatrinemasp.LJ7.Thesehalophilicarchaeawerecollectedandsubjecttothemin-
eralphaseidentification,morphologyobservationandelementanalysisviaX-rayDiffraction(XRD)andScanningElectronic
MicroscopyequippedwithEnergyDispersiveSpectrum(EDS).Resultsconfirmthatallthestrainsusedarecapableoffacilita-
tingthedolomiteformationunderhighersalinityconditions,andtheyieldsofdolomiteincreasewithcellconcentration.Mor-

phologically,dolomiteisoftheshapeofsphere,dumb-bell,cauliflowerandconglobulation.Itisproposedthathighsalinityand
highcelldensitywillresultinthemorecarboxylgroupsoncellsurfacewhichcanserveasnucleationsitesfordolomiteforma-
tion,whichisfavorablefordolomiteformation.Theresultsoffermoredetailsaboutmicrobialroleindolomiteformationand
enhanceourunderstandingaboutthemechanism.
Keywords:dolomite;halophile;cellconcentration;salinity;mineralogy.
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  白云石是由镁离子、钙离子和碳酸根离子组成

的碳酸钙镁矿物[CaMg(CO3)2].区别于其他含镁

碳酸盐矿物,标准白云石晶体中镁离子与钙离子的

原子比例为1∶1,两种离子各自成层分布,且两种

离子层依次交错排列.因此标准的白云石也被称为

“有序白云石(ordereddolomite)”.在地质历史时

期,特别是寒武纪之前,白云岩广泛分布,但其在现

代海洋中却少有发现.另外,在地表温压条件下

(25℃,标准大气压)实验室内通过大量的无机沉淀

过程均不能形成有序白云石(Land,1998).这种难以

解释的现象被称为“白云石之谜”(梅冥相,2012).除
了理论研究意义,白云石成因研究也具有重要的经

济价值.白云岩(主要成分为白云石的碳酸盐岩)是
重要 的 油 气 储 层,人 们 在 四 川 盆 地(刘 树 根 等,

2008)、鄂尔多斯盆地(南君祥和杨奕华,2001)等地

均有发现其存在.
自白云岩发现至今的两百多年间,研究者就白

云石的成因提出了诸多沉积模式,如“回流渗透”
(AdamsandRhodes,1960)、“蒸发泵吸”(Hsüand
Siegenthaler,1969)等模式,但都没能很好地解释古

代白云石的成因.直到20世纪90年代,Vasconcelos
利用硫酸盐还原菌成功沉淀出白云石,并通过扫描

电镜(SEM)观察发现,微生物成因的白云石颗粒大

多呈纳米级的球型(Vasconcelosetal.,1995),由此

提出“微生物白云石模式”(VasconcelosandMcK-
enzie,1997).随 后,产 甲 烷 菌 (Kenwardetal.,

2009)、硫酸盐还原菌(Dengetal.,2010;Bontognali
etal.,2012)、嗜 盐 细 菌(Sánchez-Románetal.,

2008)等均被报道能在地表温压条件下诱导白云石

沉淀,并发现这些微生物诱导的矿物形态均为球型

(Bontognalietal.,2008;Bontognalietal.,2012)、
哑铃型、花椰菜型(VanLithetal.,2003),或球粒聚

集体.早期研究表明硫酸盐还原菌消耗硫酸根并释

放被硫酸根离子螯合的镁离子,是其诱导白云石沉

淀的关键所在(Vasconcelosetal.,1995);但近年来

的野外调查和实验室模拟实验均表明白云石可以在

高硫酸盐浓度环境中沉积(Sánchez-Románetal.,

2009).由此可见,硫酸盐浓度不是限制白云石形成

的唯一因素.微生物通过呼吸作用消耗有机质产生

二氧化碳,提高水体碱度被认为是其促进白云石形

成的可能机理(Sánchez-Románetal.,2009).
此外,细胞以及细胞分泌的胞外聚合物(EPS)

能吸附和聚集钙离子和镁离子,并促进成核反应的

发生,进而诱导碳酸钙镁沉淀(Bontognalietal.,

2014).有研究表明细胞表面以及胞外聚合物中的多

糖和氨基酸可促进水合镁离子的去水合过程,且可

能促使镁离子与钙离子等比例进入矿物晶格中,从
而形成碳酸钙镁沉淀(Wangetal.,2009;Roberts
etal.,2013;Zhangetal.,2015).然而,微生物诱导

白云石沉淀的详细机制仍未明确.
最新的研究表明盐度可能是影响微生物沉淀白

云石的重要环境因子之一.现生白云石通常分布于

咸水 环 境,例 如 阿 布 扎 比 海 岸 萨 布 哈(过 饱 和)
(PattersonandKinsman,1982)、巴西Lagoa潟湖

(过饱和)(VasconcelosandMcKenzie,1997)、中国

青海湖(盐度约15‰)(于炳松等,2007)等.高盐环境

的优势微生物种群为嗜盐菌,包括嗜盐细菌、嗜盐古

菌,以及 部 分 硫 酸 盐 还 原 菌 和 产 甲 烷 菌(Oren,

2013).从上述环境中分离得到的纯菌株,包括Des-
ulfovibriobrasiliensis(VasconcelosandMcKenz-
ie,1997)、Virgibacillusmarismortui123(Sánchez-
Románetal.,2009)等亦能成功诱导白云石沉淀.盐
度的改变,会促使细胞通过一系列的生理活动以维

持细胞内部正常的渗透压,从而影响细胞表面官能

团的性质.此外细胞浓度增加会增加细胞总的表面

积以及细胞表面有关官能团的数量,进而影响镁离

子和钙离子在细胞表面-水溶液之间的分配,这些

因素皆有可能影响白云石的形成.到目前为止,尚未

有人探明不同盐度以及细胞浓度是否对白云石沉淀

有所 影 响.现 生 白 云 石 大 多 发 现 于 高 盐 环 境 中

(Petersonetal.,1963;Pattersonand Kinsman,
1982;VasconcelosandMcKenzie,1997;姜文英等,

2010;Lastetal.,2012).在高盐环境中嗜盐细菌及

嗜盐古菌是优势种群.虽然已有研究表明嗜盐细菌

可以沉淀白云石(Sánchez-Románetal.,2008),但
对嗜盐古菌诱导白云石沉淀的研究却相对薄弱,因
此本文选用3株 Natrinema属的嗜盐古菌作为材

料,在200‰和280‰两个盐度下培养,收集对数生

长期后期的细胞,并配制成细胞浓度(OD600)为1.0、

1.5、2.0和2.5的菌液用于沉淀白云石,以期回答盐

度及细胞浓度对嗜盐古菌诱导白云石沉淀的影响.

1 材料与方法

1.1 供试菌株及培养方法

所用 菌 株 为 武 汉 大 学 陈 向 东 教 授 提 供 的

Natrinemasp.J7-1、Natrinemasp.J7-3和Natrine-
masp.LJ7 三 株 嗜 盐 古 菌.基 于 MGM 培 养 基

093



 第3期  段 勇等:三株嗜盐古菌诱导形成白云石

(Zhangetal.,2012),配制盐度为200‰和280‰的

两种培养基培养嗜盐古菌.每升盐度为200‰的培养

基的 成 分 为:MgCl2·6H2O18.00g,MgSO4·

7H2O21.00g,KCl4.20g,蛋白胨5.00g,酵母提取

物3.00g,CaCl20.56g,NaCl156.14g.盐度为280‰
培养基,每升含NaCl236.14g,其他与200‰培养基

成分相同.用去离子水定容至1000mL,之后用

1.00mol/L的 NaOH 溶 液 将 培 养 基 的 pH 调 至

7.50,121℃灭菌20min备用.
1.2 菌株生长曲线的测定

将灭菌后的培养基分装到50mL无菌离心管

中,每管20.0mL;取两管培养基作为空白对照.活化

J7-1菌液至对数期,再取新鲜培养液重复活化一次.
取第二次活化的菌液,按照1∶100的比例接种到各

离心管中,用灭过菌的封口膜封口,置于45℃,

150rpm条件下培养.J7-3,LJ7做相同处理,所有样

品设置两组平行样,每隔12h,用紫外分光光度测试

各菌液在600nm处的吸光度(OD600),用以表示不

同的细胞浓度.
1.3 白云石沉淀实验

首 先,配 置 盐 度 200‰ 和 280‰ 的 洗 液 各

500mL,用于细胞沉淀的洗涤.每500mL200‰盐

度的洗液中含有MgCl2·6H2O11.27g,CaCl20.62g,

NaCl94.10g.280‰盐度的洗液中 NaCl134.10g,
其他成分与200‰盐度洗液相同,用去离子水定容

至500mL.
接着,配制盐度为200‰、280‰的两种培养基

各1000mL,分装至500mL锥形瓶中,按照菌液比

培养基为1∶100的比例分别将二次活化至对数期

的菌液接种到两种新鲜培养基中,然后在45℃、150
rpm条件下振荡培养置对数后期,5000×g 离心10
min,去除上清液,得到细胞沉淀.分别用盐度为

200‰、280‰的洗液洗涤对应盐度下的细胞沉淀,之
后5000×g 离心10min,去除上清液,重复洗涤过

程3次.再用对应盐度的洗液稀释细胞,得到细胞浓

度(OD600)分别1.0、1.5、2.0、2.5的菌液各30mL,取

10.00mL菌液备用.
然后,按 表1配 制 白 云 石 沉 淀 体 系.其 中,

0.20mol/L碳酸钠溶液为现配,且以每次100μL的速

度缓慢加入,边加边振荡以保证沉淀体系的均一性.
最后,将细胞-沉淀溶液体系置于45℃摇床

中,200rpm振荡72h后,通过增速离心收集沉淀.
增速离心方法为1000×g 离心2min、3000×g 离

心2min、5000×g离心5min.弃上清液后,向沉淀

表1 嗜盐古菌沉淀白云石实验体系的组成

Table1 Thecomponentsofdolomiteprecipitationexperi-
mentswithhalophilicarchaea

组分 200‰沉淀体系 280‰沉淀体系

细胞悬液 10.00mL 10.00mL
1.00mol/LMgCl2 2.00mL 2.00mL
0.10mol/LCaCl2 2.00mL 2.00mL
0.20mol/LNa2CO3 2.00mL 2.00mL

NaCl 1.75g 2.55g
超纯水 补至20.00mL 补至20.00mL

物中加入20.00mL超纯水洗涤沉淀,重复增速离心

并弃上清液;然后重复该洗涤过程一次.将洗涤后的

沉淀物冷冻干燥并置于干燥皿中备用.
1.4 物相分析

使用 BrukerAXSD8-FocusX 射 线 衍 射 仪

(XRD)测定矿物相,测试条件为CuKα射线,Ni滤

波,40kV,40mA,LynxEye192位阵列探测器,扫描

步 长 2θ 为 0.01°,扫 描 速 度 每 步 0.05s,λ=
1.540598Å.

利用扫描电镜/能量衍射谱分析(SEM/EDS;

HitachiSU8010)观察矿物形态以及分析元素组成,

SEM电压为15kV,EDS电压为20kV,激发电子束

为30~40μA(王红梅等,2015).

2 实验结果

2.1 嗜盐古菌的生长曲线

三株嗜盐古菌的生长曲线变化趋势接近(图1).
盐度为200‰时,三株菌都在约80h进入稳定期;而
盐度为280‰时,J7-1和J7-3都在约60h进入稳定

期,LJ7则在80h之后才到达稳定期.由生长曲线可

确定三株嗜盐古菌在两种盐度培养基中到达对数后

期的时间均在40h左右,因此选择该时间点作为后

续成矿实验中细胞收集的时间.
2.2 物相鉴定结果

三株嗜盐古菌在盐度为200‰及280‰均能诱

导白云石沉淀,且在200‰盐度下诱导白云石需要

更高的细胞浓度,而280‰盐度下较低的细胞浓度

就能成功诱导白云石沉淀(图2).J7-1在盐度为

200‰培养基培养时,细胞浓度(OD600)为2.5的菌

液诱导形成白云石和单水合方解石(图2①a1,表

2);细胞浓度(OD600)为2.0的菌液诱导形成单水合

方解石(图2①a2);细胞浓度(OD600)为1.5的菌液

诱导形成文石(图2①a3);细胞浓度(OD600)为1.0
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图1 嗜盐古菌J7-1、J7-3、LJ7生长曲线

Fig.1 GrowthcurvesofhalophilicarchaeaJ7-1,J7-3andLJ7
a,c,e分别为J7-1、J7-3和LJ7在200‰盐度下的生长曲线;b,d,f分

别为J7-1、J7-3和LJ7在280‰盐度下的生长曲线

图2 三株嗜盐古菌诱导形成的矿物的XRD图谱

Fig.2 XRDspectraoftheprecipitatesinducedbythreehalophilicarchaealstrains
①,③,⑤分别表示J7-1,J7-3,LJ7在200‰盐度下诱导形成的矿物XRD图谱;②,④,⑥分别表示J7-1,J7-3,LJ7在280‰盐度下诱导形成的

矿物XRD图谱.x1~5分别表示沉淀体系中菌液浓度(OD600)为2.5,2.0,1.5,1.0和0;x为a,b,c,d,e,f.XRD图谱上标注的 M.单水合方解

石,A.文石,D.白云石

的菌液诱导形成文石(图2①a4).J7-1在盐度为

280‰培养基培养时,细胞浓度(OD600)为2.5的菌

液诱导形成白云石和单水合方解石(图2②b1,表

2);细胞浓度(OD600)为2.0的菌液诱导形成单水合

方解石(图2②b2);细胞浓度(OD600)为1.5的菌液

诱导形成单水合方解石(图2② b3);细胞浓 度

(OD600)为1.0的菌液诱导形成文石(图2②b4).
J7-3在盐度为200‰培养基培养时,细胞浓度

(OD600)为2.5的菌液诱导形成白云石(图2③c1);
细胞浓度(OD600)为2.0的菌液诱导形成单水合方

解石(图2③c2);细胞浓度(OD600)为1.5的菌液诱

导形成文石(图2③c3);细胞浓度(OD600)为1.0的

菌液诱导形成文石(图2③c4).J7-3在盐度为280‰
培养基培养时,细胞浓度(OD600)为2.5的菌液诱导

形成白云石(图2④d1,表2);细胞浓度(OD600)为

2.0的菌液诱导形成白云石(图2④d2,表2);细胞

浓度(OD600)为1.5的菌液诱导形成白云石和文石

(图2④d3,表2);细胞浓度(OD600)为1.0的菌液诱

导形成单水合方解石(图2④d4).
LJ7在盐度为200‰培养基培养时,细胞浓度

(OD600)为2.5的菌液诱导形成白云石和单水合方

解石(图2⑤e1);细胞浓度(OD600)为2.0的菌液诱

导形成单水合方解石(图2⑤e2);细胞浓度(OD600)
为1.5的菌液诱导形成单水合方解石和文石(图2⑤
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表2 各沉淀体系中白云石特征峰的“d值”及2θ角

Table2 The“dvalve”and2θofdolomitediffractionpeaks

inexperimentswithhalophilicarchaea

沉淀体系 d104值(A) 2θ值(°) d113值(A) 2θ值(°)

J7-1-200-2.5* 2.8877 30.941
J7-1-280-2.5 2.8911 30.905 2.1915 41.156
J7-3-200-2.5 2.9116 30.681
J7-3-280-1.5 2.8934 30.879 2.1910 41.167
J7-3-280-2.0 2.9080 30.720 2.1910 41.167
J7-3-280-2.5 2.8934 30.879 2.1930 41.130
LJ7-200-2.5 2.9085 30.715 2.1010 40.971
LJ7-280-1.5 2.8978 30.831 2.1990 41.009
LJ7-280-2.0 2.9020 30.785 2.2010 40.971
LJ7-280-2.5 2.8978 30.831 2.2009 40.972

  注:*为J7-1-200-2.5:J7-1为菌株名称,200为沉淀体系的盐度

(‰),2.5为细胞浓度(OD600)为2.5.

图3 嗜盐古菌诱导形成的白云石的形态特征及元素组成

Fig.3 Morphologyandelementalcompositionofdolomiteinducedbyhalophilicarchaea
a.J7-1-200-2.5体系中哑铃型白云石;b.J7-1-280-2.5体系中球型白云石;c.LJ7-200-2.5体系中花椰菜型白云石;d.J7-1-200-2.5体系中聚集体

型白云石

e3);细胞浓度(OD600)为1.0的菌液诱导形成单水

合方解石(图2⑤e4).LJ7在盐度为280‰培养基培

养时,细胞浓度(OD600)为2.5的菌液诱导形成白云

石(图2⑥f1,表2);细胞浓度(OD600)为2.0的菌液

诱导形成白云石(图2⑥f2,表2);细胞浓度(OD600)
为1.5的菌液诱导形成白云石(图2⑥f3,表2);细
胞浓度(OD600)为1.0的菌液诱导形成单水合方解

石(图2⑥f4).

2.3 白云石的形态特征

选取细胞浓度(OD600)为2.5时嗜盐古菌诱导

生成的沉淀物进行SEM 分析,观察白云石的形态

特征.结果显示,嗜盐古菌所诱导的白云石多为哑铃

型(图3a),球型(图3b),花椰菜型(图3c)和聚集体

型(图3d).通过能谱扫描确定矿物的元素组成,发
现 Mg/Ca均近似为1∶1.

3 讨论

微生物细胞表面富含羧基、磷酸基等官能团.在
近中性或者碱性水体中,这些官能团处于去质子化

状态,是吸附镁、钙离子的良好载体.微生物吸附镁、
钙离子导致细胞微环境中出现高浓度的镁、钙离子,
促进成核反应的发生.细胞微环境中镁、钙离子的浓

度受细胞表面吸附能力、细胞浓度以及水体初始镁、
钙浓度的影响.有研究表明,羧基和磷酸基是吸附阳

离子最为有效的官能团,其中羧基吸附钙离子的能

力较吸附镁离子的更强(BeveridgeandMurray,

1980).微生物细胞吸附镁、钙离子后,水溶液中的

镁、钙离子的活度相应减小;细胞浓度影响镁、钙离

子在水体和细胞表面之间的分配,从而影响碳酸钙
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镁矿物的沉淀.
本研究表明J7-1,J7-3和LJ7这三株嗜盐古菌

在200‰盐度条件下,在细胞浓度(OD600)为2.5的

细胞浓度下均能诱导白云石沉淀,而在低浓度无法

诱导白云石沉淀,表明细胞浓度显著影响白云石的

沉淀.较高的细胞浓度对白云石沉淀可能有两方面

影响:(1)提供更多富含镁离子、钙离子的晶核位点;
(2)适当调节镁、钙离子在水相和细胞相之间的分

配,使细胞表面微环境中的镁、钙离子以及对于白云

石的饱和度达到最佳值.该推测与前人的研究类似

(Fortinetal.,1997;García-Del-Curaetal.,2014),
从而进一步说明较高的细胞浓度对白云石沉淀有促

进作用.然而,细胞浓度对白云石沉淀的具体机理仍

然需要大量实验工作予以验证.
而在280‰盐度条件下,在较低的细胞浓度下

即有白云石衍射峰的出现(图2④、⑥),在以LJ7为

材料时,在细胞浓度(OD600)为1.5时仅有白云石的

衍射峰出现(图2⑥f3).笔者发现在高盐度下,更容

易形成白云石,这可能与嗜盐菌在高盐度下能形成

更多的羧基官能团密切相关.虽然细胞浓度较低但

在高盐环境中,嗜盐古菌会在细胞表面合成更多的

富含羧基的有机质,使嗜盐古菌细胞表面羧基含量

随着 盐 度 的 增 加 而 增 加 (Voegerl,2014;邱 轩,

2014),从而有效地促进镁离子与钙离子以1:1的比

例进入碳酸盐晶格,促进白云石的形成.前人的研究

也发现,具有诱导白云石沉淀能力的微生物,其表面

普遍含有高密度的羧基(Kenwardetal.,2013);细
胞表面的羧基官能团对白云石沉淀有促进作用,尤
其是富羧基有机质有 利 于 白 云 石 成 核(Roberts
etal.,2013),细胞表面的羧基对白云石沉淀可能有

两重作用:一方面,羧基是吸附镁、钙离子的有效位

点;另一方面,羧基参与的水合镁离子的脱水过程需

要的吉布斯自由能较其直接脱水过程的低,能够降

低水溶碳酸镁分子与水溶碳酸钙分子形成过程中的

焓变差值,促使二者以1∶1的速率形成并进入碳酸

盐晶格(Kenwardetal.,2013).因此笔者推测细胞

表面富羧基是微生物在更高盐度下更容易诱导白云

石形成的决定性因素之一.

4 结论

本文通过模拟实验,探讨了不同盐度以及不同细

胞浓度对嗜盐古菌诱导白云石沉淀的影响.结果表明

3株嗜盐古菌均具有诱导白云石的能力,所形成的白

云石形态为球型、哑铃型、花椰菜型以及球型聚集体.
高盐度(280‰)有利于嗜盐古菌沉淀白云石,在实验

考察的细胞浓度范围内(OD6001.0~2.5)均有白云石

的形成;而在较低盐度下(200‰),只有高细胞浓度下

(OD6002.5)才有白云石的形成.高盐度下嗜盐古菌能

在细胞表面合成更多的含羧基的有机质以及高细胞

浓度下羧基总量的增加被认为是嗜盐古菌诱导白云

石形成的关键所在.本研究对深入理解微生物成因白

云石的机理具有重要意义,同时也很好地解释了现生

白云石均发现在高盐环境的现象.
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