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黄龙嗜冷细菌胞外琥珀酸组分对碳酸钙矿化的影响
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摘 要：为探索黄龙钙华的生物成因，本研究以黄龙嗜冷细菌的胞外特征有机酸组分———琥珀酸为研究对象，通过

模拟黄龙水体的低温沉积环境，利用K射线粉末衍射（K+G）和扫描电镜（J*0），考察了琥珀酸对钙化体系中的钙化
动力学过程、碳酸钙晶型和形貌的影响。结果表明：" 高浓度琥珀酸、低L9值，低温都会在一定程度上抑制碳酸钙
沉积。# 高浓度琥珀酸可以诱导球霰石型碳酸钙的形成；$ 高温促进了体系中碳酸钙微晶的聚合。综上可见，黄
龙嗜冷细菌的胞外琥珀酸组分在一定程度上参与了碳酸钙的沉积过程，对晶体的晶型和形貌具有一定的调控作用。

其结果可为黄龙钙华生物成因的探究提供理论基础。
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碳酸钙作为自然界中丰富的矿化资源之一，其

合成过程往往受到生命活动的影响。而微生物作为

地球化学循环的主要参与者，与碳酸钙的沉积过程

密切相关（<’)-:!"#$=，>??6；@)*A"’9!"#$=，

>??B；C"*+-)DEF&’"1!"#$=，>?G>）。一般认为，微
生物碳酸盐岩的形成是胞外分泌物对游离的钙离子

粘附、捕捉的结果（温志峰等，>??H；韩作振等，

>??B）。为此大量体外模拟矿化的研究相继展开，主
要是通过添加生物提取物或人工合成物的方式来探

究生物组分对碳酸钙晶型和形貌的影响。I&0’*).
等（>??B）发现%#&’$$()$’&*!+’,-./’)CEJK的胞外聚
合物（LMC）抑制了球霰石型碳酸钙的形成。N$)等
（>??O"）、F"*&1$等（>??>）研究发现不同氨基酸对碳
酸钙晶体生长的影响各异。可见生物基质对碳酸钙

晶体的成核和生长具有一定的调控作用。

黄龙作为我国享负盛名的钙华景观之一，其钙

华成因机制仍在不断的探索之中（郭建强等，>??>；
刘再华等，>??6；周绪论，>??K；李永新等，>?GG），
目前，研究内容还主要集中在地质成因的探讨上，以

45>来源成因为主要争论焦点。就生物成因而言，

藻类以其庞大的生物量及独特的生理代谢方式被研

究的最为广泛，一般认为藻类主要通过着色（傅华龙

等，GBJB）、改变水体45>分压（王福星等，GBBJ）以
及分泌粘性有机质（王福星等，GBB6）等方式来影响
碳酸钙的沉积。然而，对存在于水体中的大量嗜冷

微生物（如嗜冷细菌），其生命活动在钙华沉积过程

中的参与程度仍未见报道。笔者在前期工作中发现

黄龙水体中的嗜冷细菌有着惊人的数量和极显著的

生物多样性，因而这些嗜冷细菌必然会或多或少地

参与到钙华的形成过程中。通过对分离自黄龙水体

嗜冷细菌的胞外有机酸组分分析，发现琥珀酸为其

特征组分之一。而有机酸往往被认为具有一定的溶

蚀性，其对碳酸钙晶体成核和生长方面的研究还不

够完善。鉴于此，本文系统研究了琥珀酸在模拟黄

龙水体环境下对碳酸钙钙化体系中的动力学过程、

碳酸钙晶型和形貌的影响，为探究嗜冷细菌在黄龙

钙华成因中的参与程度及作用机制提供一定的理论

依据。

G 材料与方法

*=* 试剂及仪器
主要试剂有4"41>、P"/456、琥珀酸，均为分析

纯，购自成都科龙化工试剂厂。

主要仪器有荷兰飞利浦N’M)’,MQ5型N射线
衍射仪（NQR），S)$+"4":!’$9()SIRCHH?型扫描电
子显微镜（CLF），美国I-)’:&T$#-)’$4UMKO??型等
离子发射光谱仪（V4M），赛多利斯<CUG>HC型分析天
平，<UPILM/C;64W台式数显酸度计。

*=+ 测试方法
据黄龙水质特性分析结果，分别设定4">X、

/45Y6 浓度为66?:(／S和G???:(／S。溶液体积
为K?:S，钙化反应于静置的培养瓶（6??:S）中进
行。

以前期琥珀酸含量测定结果为据，依次设定琥

珀酸浓度分别为>>:(／S（CG）、HH:(／S（C>）、JJ
:(／S（C6）、GZK:(／S（CH）。
以黄龙水质分析结果为据，分别调制体系的初

始8/值为K[O、Z、Z[O、J、J[O和B。
以黄龙水温测定结果为据，分别设置体系温度

为O\、J\、GG\和GH\。
用V4M测定体系4">X浓度的变化，从沉积第>

天起，每两天测定G次，重复6次。用衰减指数方程
［4">X］]!̂,X!（张道勇等，>??J）对体系钙化动力学
过程进行拟合，其中［4">X］为钙离子浓度，"为时
间，0为钙化速率常数。
收集沉积一天后的碳酸钙沉淀，去离子水冲洗6

次，自然干燥后用NQR进行晶型表征；在培养瓶底
部放置洁净盖玻片，沉积一天后用CLF进行晶体形
貌观察。

> 结果与分析

+=* 琥珀酸浓度的影响
由图G"可看出，体系中琥珀酸浓度增加并没有

导致相应钙离子浓度的减少，表明琥珀酸的加入抑

制了钙离子的沉积，低浓度琥珀酸对碳酸钙的沉积
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作用影响较小（如!"、!#），但随着浓度的增加，影响
作用加大，因而钙化作用受到了明显的抑制。同时

钙化速率也随着琥珀酸浓度的增加而表现出依次降

低，当浓度增加到最高时（!$），体系钙化速率降低到
只有对照组的%&’（图"(），这可能是因为琥珀酸的
加入降低了体系的初始)*值，加入量越多，体系的

初始)*值降低越明显（图"+），而低)*值则抑制了
碳酸钙的沉积。从图"+还可看出各琥珀酸体系的

)*值在第一天迅速增高，此后变化缓慢，并随着沉
积时间的延长最终在,-.!/-"范围内波动，这可能
是由于第一天为碳酸钙的最快沉积时段，期间溶液

迅速释放01#，促使溶液的)*值快速升高。

图" 不同浓度的琥珀酸对钙化体系的影响

2345" 6788998+:;<9;=++3>3+?+3@A3:7@3998B8>:+<>+8>:B?:3<>;<>:78+?C+393+?:3<>;D;:8E
?—0?#F浓度随时间变化曲线；(—钙化速率；+—)*值随时间变化曲线；@—碳酸钙的GHI图谱

?—+=BJ8<90?#F+<>+8>:B?:3<>J?B3?:3<>A3:7:3E8；(—+?C+393+?:3<>B?:8；+—+=BJ8<9)*J?B3?:3<>A3:7:3E8；@—GHI;)8+:B=E<90?01K

由GHI结果（图"@）可知，在较低浓度琥珀酸
作用下，碳酸钙沉积物仅出现了方解石的特征衍射

峰，衍射角度#"L#K-MN、#.-$N、K"-$N、K%-.N、K.-KN、

$K-"N、$,-%N、$/-%N处分别对应方解石（M"#）、（"M$）、
（MM&）、（""M）、（""K）、（#M#）、（M"/）、（""&）晶面；当浓
度进一步增加（!$），除方解石的衍射峰外，还出现了
球霰石（""M）、（""#）、（""$）、（KMM）、（""/）等晶面的
特征衍射峰，这表明有球霰石型晶体的生成，此结论

在!OP观察结果中得到了证实。
由!OP结果（图#）可知，随着琥珀酸浓度的增

加，晶体的数量和形貌都发生了明显的变化。低浓

度（!"）下，体系中方解石的菱面体形态发育不完善，

粒径约K!#M#E（图#?），放大后可见晶体边缘呈阶
梯迭层状（图#(）。当琥珀酸浓度增至!$时，晶体数
量明显减少，体系由大量的菱面体形态的方解石和

少量的球霰石组成（图#+），且球霰石粒径（K!/#E）
明显小于方解石粒径（"M!KM#E）。球霰石晶体呈
“球形卡片状”，表现为多孔疏松外观（图#@）。

!"! 初始#$值的影响
根据前面的研究结果，",&E4／Q（!$）浓度下体

系合成了球霰石晶型的碳酸钙，故将此浓度作为后

续实验部分的琥珀酸统一处理浓度。

由图K?可知，处理.@后，低)*值（&-%）条件
下体系中的钙离子浓度明显高于其他高)*值条件，
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图! 不同浓度的琥珀酸处理下碳酸钙的"#$照片

%&’(! "#$&)*’&+,-./0*012.34*&+,56+5,75&//,7,+48.+8,+47*4&.+-

表明低9:值抑制了钙化体系中碳酸钙的沉积。随
着9:值升高，钙化速率逐渐增高，9:;<时体系的
钙化速率为9:;=>?时的!>?倍（图23）。图28表
示的是各体系的9:值变化规律，在沉积第一天时各
体系9:值迅速调整至@><左右，随着沉积时间的延
长，9:值变化趋于平缓。这可能是由于在酸性环境
中，:A抑制了:01B2 的解离，使反应朝01!生成方
向推进，而01!的逸出促使体系9:值升高；而碱性
条件下，1:B与:01B2 反应生成:!1和01!B2 ，致使
体系9:值迅速下降。
由CDE结果显示，不同9:值体系均只出现了

方解石的特征衍射峰，衍射角度!!;!2>FG、!<>HG、

2?><G、2<>2G、H2>IG、H@>?G、HJ>?G处分别对应方解石
（FI!）、（IFH）、（IIF）、（II2）、（!F!）、（FIJ）、（II=）晶
面（图25）。由"#$图片可知（图H），在9:;=>?
时，出现了不规则纺锤形、圆形、椭圆形及菱面体形

貌晶体；在9:;@(?时，形成了不规则粒状体、菱面
体聚集体和极少量的球状结构的晶体（图H3箭头所
示），这同"H直接作用结果类似；而9:;<时只观察

到了方解石的菱面体形态（图H8）。尽管出现了球状
结构的碳酸钙晶体，但只有方解石信号被检出，究其

原因，推测为以下两点：合成球霰石晶体含量较少，

以致信号无法检出；球霰石不稳定，在水中极易向方

解石、文石相转变（$*+.K&*+5E*K*-，!FFF）。综上，
不同初始9:值下加入琥珀酸，能对钙化体系中碳酸
钙形貌进行多样调控，但就其对晶型的影响结果来

看，只能确定沉积产物主要为方解石型碳酸钙。

!(" 温度的影响
根据课题组前期对黄龙沟水质现场测定的结

果，发现地表水的9:值常年保持在@(?左右，因而
将体系初始9:值统一设置为@>?，以考察温度对琥
珀酸钙化体系的影响。

由图?*可知，相比于低温体系（?L、JL），高温
体系（IIL和IHL）中钙离子浓度在沉积过程中下降
得更快，变化较大。同时升高温度一定程度上促进

了钙化速率的增加（图?3）。可见高温条件有利于碳
酸钙的沉积。不同温度下的9:值都趋于升高，最后
稳定在J>I附近。
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图! 初始"#值对琥珀酸钙化体系的影响

$%&’! ())*+,-.)%/%,%01"#./,2*+01+%)%+0,%./-3-,*4.)-5++%/%+0+%6
0—7089浓度随时间变化曲线；:—钙化速率；+—"#值随时间变化曲线；6—碳酸钙的;<=图谱

0—+5>?*.)7089+./+*/,>0,%./?0>%0,%./@%,2,%4*；:—+01+%)%+0,%./>0,*；+—+5>?*.)"#?0>%0,%./@%,2,%4*；6—;<=-"*+,>54.)707A!

图B 琥珀酸浓度为CDE4&／F时不同初始"#值影响下碳酸钙的G(H照片

$%&’B G(H%40&*-.)707A!.:,0%/*60,6%))*>*/,%/%,%01"#?015*-%/,2*">*-*/+*.)CDE4&／F-5++%/%+0+%6

由图I6可以看出，不同温度影响下，碳酸钙沉
积物的;<=图谱基本一致，检出结果为方解石晶
型，衍射角度8!J8!KLM、8NKBM、!IKNM、!NK!M、B!KCM、

BDKIM、BOKIM时的衍射峰分别对应方解石（LC8）、
（CLB）、（CCL）、（CC!）、（8L8）、（LCO）、（CCE）晶面；结合

G(H扫描图谱发现，除了大量的棱角不规则的粒状
体外，体系还出现了少量的球状结构晶体（图E+），这

与8’8实验结果类似，同样只能确定温度影响下，琥
珀酸钙化体系中沉积产物主要为方解石型碳酸钙。

此外，高温（CBP）体系的晶体数量较低温（IP）体系
多（图E0，E+），且随着温度的升高，碳酸钙晶体出现
了明显的聚合现象（图E:，E6），此结果与钙化速率
结果吻合，表明高温会促进碳酸钙的沉积。
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图! 温度对琥珀酸钙化体系的影响

"#$%! &’’()*+,’*(-.(/0*1/(,2*3()04)#’#)0*#,2+5+*(-,’+1))#2#)0)#6
0—7089浓度随时间变化曲线；:—钙化速率；)—.;值随时间变化曲线；6—碳酸钙的<=>图谱

0—)1/?(,’7089),2)(2*/0*#,2?0/#0*#,2@#*3*#-(；:—)04)#’#)0*#,2/0*(；)—)1/?(,’.;?0/#0*#,2@#*3*#-(；6—<=>+.()*/1-,’707AB

B 讨论

琥珀酸作为三羧酸循环中重要的中间产物，其

对需氧生物生长代谢活动的维持具有重要的意义。

笔者在前期的研究工作中发现黄龙嗜冷细菌可以高

产琥珀酸，为本实验钙华生物成因的探究提供了重

要依据。琥珀酸往往被认为具有一定的溶蚀性而很

少作为碳酸钙的晶型控制剂而研究。但其分子中的

两个羧基基团，不仅可以通过螯合钙离子为碳酸钙

的成核提供位点，其对晶粒特定晶面的的选择性吸

附也会对晶体的晶型和形貌产生一定的影响（C#02$
!"#$%，8DDE；<#(!"#$%，8DD!:；;102$!"#$%，

8DDF）。

!%" 浓度对钙化体系的影响
琥珀酸的加入抑制了碳酸钙的沉积，且抑制程

度随着浓度的升高明显增强。这可能是由于弱酸环

境抑制了;7AGB 的解离，使得钙离子大部分以70
（;7AB）8形式存在。另外，随着浓度的增大，更多的
羧基以;键的形式与晶体表面的氧原子结合，键合
有同种官能团的粒子间排斥作用增强，一定程度上

抑制了碳酸钙的结晶（董倩倩，8DHH）。
琥珀酸对碳酸钙晶型和形貌的影响也受浓度的

调控，在较低浓度处理下，方解石晶体菱面体形态发

育不完善，这种形貌的形成可能与I7AA选择性吸附
有关，I7AA通过吸附于晶面的活性生长位点，扰乱
了晶格的排布规律，致使棱角呈阶梯迭层状。随浓

度增高至JE后，体系中同时出现了方解石和球霰石
两种晶型，且球霰石粒径（B!K"-）明显小于方解石
粒径（HD!BD"-），笔者认为这可能就是球霰石逐渐
转变为方解石的“证据”，球霰石具有较高的内能，极

不稳定，在体系中不断溶出钙离子，在过饱和条件

下，钙离子的浓度升高必然会促进碳酸钙的沉积，因

而溶出的钙离子很快被用于方解石的生长，致使二

KFF 岩 石 矿 物 学 杂 志 第B8卷

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

  

 
 

 



图! 琥珀酸浓度为"#!$%／&（’()#*+）时不同温度影响下碳酸钙的,-.照片
/0%1! ,-.0$2%0345678289:6;<2034=03<>4’?4543@467"#!$%／&5A@@030@2@0=2<<>4030<02B’()#*+2<=0774?43<<4$’4?2<A?45

者粒径差异明显。另外，实验体系82CD、(89E: 设
置浓度很低，可能也不足以合成足量的晶体以供球

霰石信号的检出，使得后续的’(值和温度影响实验
中，琥珀酸钙化体系未检出球霰石晶型，与电镜观察

结果不相符，在但可以确定的是在本实验设置的浓

度范围内，’(值和温度对碳酸钙的晶型并没有太大
的影响，主要合成了方解石型碳酸钙。

!"# 初始$%值对钙化体系的影响
低’(值环境明显抑制了体系的钙化过程，而高

’(值一定程度上促进了钙化作用的发生。碳酸钙
作为难溶性电解质，其溶度积（!5’）为饱和溶液中

82CD和89CE: 浓度的乘积，为一特征常数。而溶液
中各组分（(C89:、(89E:、89CE: ）组成比同’(值存
在一定的函数关系（F?4G;?6=<，"HII），在酸性条件
下，体系中89CE: 活度降低，主要以(89E: 组分存
在，此时82CD和89CE: 离子积（JK）小于!5’，溶液体
系不饱和，促使碳酸钙溶蚀作用的发生。而碱性条

件下，体系89CE: 活度增加，JK大于!5’，溶液过饱
和，促进了碳酸钙的沉积。刘再华等（CLL+）在分析
岩溶系统8289:M89CM(C9的平衡化学中也提到，酸

效应能增加方解石溶解度而碱效应则相反促进了方

解石的沉积，与本研究结果相符合。初始’(值对琥
珀酸体系中碳酸钙晶型影响不明显（只检测到方解

石晶型），但不同的’(值对碳酸钙晶体的形貌调控
作用有差异。’(值为!*+时，体系合成了不同形貌
的晶体，而随着’(值的增高，形貌种类趋向单一，如

’()H时，仅观察到了菱面体形态的晶体。这说明
酸性条件更利于多样晶貌的合成，初步推测是弱酸

环境对碳酸钙的溶蚀作用的结果。

!1! 温度对钙化体系的影响
温度对琥珀酸体系中的8289:晶型影响不大，

产物主要为方解石型。但较高的温度在一定程度上

促进了碳酸钙的沉积，究其原因，可能主要由以下两

方面引起：温度的上升增大了(89: 解离常数（杨
妍妍，CLL!），促使体系中89CE: 浓度增大，碳酸钙不
断沉积；较高的温度降低了体系的"89C（NA<<B4?，

"HIC），促进了溶液中89C的释放，使82（(89）C不
断地向8289:合成方向推进。此外，在高温处理下，
钙化体系还观察到了明显的晶体聚合现象。这可能

是因为高温条件下，体系合成了更多的微小晶粒，这
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些微小晶粒往往具有较高的表面能，促使它们不得

不以聚合的方式来改变这一不稳定的状态（!"#$!"
#$%，&’’(）。

( 结论

（)）低浓度琥珀酸体系合成了菱面体形态发育
不完善的方解石型晶体，棱边呈阶梯迭层状；而高浓

度琥珀酸可以诱导球霰石型碳酸钙的形成。

（&）初始*+值的改变对碳酸钙晶型无显著影
响，主要为方解石晶型，但对晶体形貌具有一定的调

控作用。*+值为,-.时，体系合成了多样形貌的碳
酸钙晶体，但随着*+值的增高，形貌种类趋向单一，
当*+/0时，仅观察到了菱面体形态的晶体。
（1）温度对碳酸钙晶型影响不大，主要合成了
方解石型碳酸钙。但高温一定程度上促进了体系中

碳酸钙微晶的聚合。

（(）高浓度琥珀酸、低*+值、低温都会在一定
程度上抑制碳酸钙沉积。

以上结果为探究黄龙钙华的生物成因提供了一

定的理论依据。然而，黄龙嗜冷细菌的其它代谢组

分，如氨基酸、多糖及蛋白质，它们在钙华沉积过程

中的参与程度仍不明确，还需进一步的探索研究。
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