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南海土著菌的筛选及其耐盐碱矿化能力检验
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摘 要：【目的】为解决常规微生物诱导碳酸钙沉淀（microbially induced calcite precipitation，MICP）菌株在盐

碱环境中存在的活性低、矿化效果差等问题，必须挖掘适用于南海高盐碱环境的矿化菌种资源。【方法】采用

富集培养和纯化分离等技术，从南海某红树林海泥中筛选出一株土著耐盐碱尿素分解菌——猪粪萨维奇氏

菌（Savagea faecisuis），并对其进行驯化。通过测定该菌株的生长曲线、脲酶活性以及在不同盐碱条件下的耐

受性，评估该菌株的矿化能力。该菌株被用来开展砂柱固化试验，以检验其在盐碱条件下的固化效果。

【结果】该菌株的脲酶活性随生长周期与环境盐碱度的变化而发生变化，其值最高可达 7.11 mmol/（L•min）；

矿化沉积量为 1.43 g，产物为棱面状方解石晶体；该菌株对盐碱胁迫表现出较强的耐受性，最大耐受 NaCl的
质量浓度 β（NaCl）为 0.09 g/mL，最大耐受 pH 值为 10.5。通过逐步胁迫的驯化方法，菌株的环境生存能力与

脲酶活性稳定性均得到了增强。该菌株即使在 β（NaCl）=0.09 g/mL 与 pH=10.5 的条件下，仍具有稳定活性。

砂柱固化试验的结果表明：在 β（NaCl）=0.05 g/mL和 pH=9.5的条件下，固化砂柱的内部土体颗粒被沉积的碳

酸钙有效胶结，固化砂柱的无侧限抗压强度达到 400 kPa左右。【结论】经筛选并驯化的猪粪萨维奇氏菌具有

优异的耐盐碱性和矿化能力，可为南海岛礁建设及盐渍土生态修复提供有效的微生物种源。
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Abstract： ［Purposes］ To solve the problems of low activity and poor mineralization effect of 
conventional microbially induced calcite precipitation （MICP） strains in salt-alkali environments， 
mineralizing bacterial resources suitable for the high salt-alkali environment of the South China Sea 
must be explored. ［Methods］ An indigenous salt-alkali-tolerant ureolytic bacterium， 
Savagea faecisuis， was screened from mangrove sea mud in the South China Sea by techniques 
such as enrichment culture and purification separation， and then it was domesticated. The 
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mineralization ability of the strain was evaluated by measuring its growth curve， urease activity， 
and tolerance under different salt-alkali conditions. A sand column solidification test was 
conducted using this strain to verify the solidification effect under salt-alkali conditions. 
［Results］ The results indicate that the urease activity of the strain varies with the changes in the 
growth cycle and environmental salinity and alkalinity， and its maximum value reaches 
7.11 mmol/（L·min）； the mineralization deposition amount is 1.43 g， and the product is 
rhombohedral calcite crystals. The strain shows strong tolerance to salt-alkali stress， with a 
maximum tolerated mass concentration of NaCl ［β（NaCl）］ of 0.09 g/mL and a maximum tolerated 
pH of 10.5. Through the domestication method of stepwise stress， the environmental survival 
ability and urease activity stability of the strain are enhanced. The strain can still has stable activity 
even under the conditions of β（NaCl）=0.09 g/mL and pH=10.5. The results of the sand column 
solidification test show that under the conditions of β（NaCl）=0.05 g/mL and pH=9.5， the internal 
soil particles of the solidified sand column are effectively cemented by the deposited calcium 
carbonate， and the unconfined compressive strength of the solidified sand column reaches about 
400 kPa. ［Conclusions］ The screened and domesticated Savagea faecisuis possesses excellent salt-
alkali tolerance and mineralization ability， which can provide an effective microbial source for the 
construction of islands and reefs in the South China Sea and the ecological restoration of saline soil. 
Keywords： microbial mineralization； Savagea faecisuis； microbial domestication； salt-alkali 
tolerance； solidification strength

0　引言

盐碱地在我国分布广泛，主要分布在东北、西

北及滨海地区［1-3］。这些区域往往承载着重要的农

业设施、能源设施与海洋工程设施。土壤中的高

盐分会显著影响土壤的物理化学性质，导致土壤

颗粒间的凝聚力下降，进而削弱地基的承载能力。

微 生 物 诱 导 碳 酸 钙 沉 淀（microbially induced 
calcite precipitation，MICP）技术作为一种新型的岩

土加固技术，其核心原理是产脲酶微生物分解尿

素生成碳酸根，以及碳酸根与钙离子通过反应形

成具有胶结作用的碳酸钙晶体。这些晶体能够填

充土体孔隙，将松散土颗粒胶结成类似砂岩的固

结体，从而有效提升土体的强度和抗渗性能［4-6］。

在已有的 MICP技术研究中，巴氏芽孢八叠球

菌（Sporosarcina pasteurii）是应用最广泛的菌株之

一［7-8］。这类常规矿化菌株尽管在中性环境中表现

出较高的脲酶活性，但在较高盐浓度或 pH>9.5 的

盐碱环境中，其生存和功能均面临严峻挑战。具

体而言，高渗透压环境易引发细胞脱水及膜结构

损伤，抑制脲酶的正常分泌［9-11］；高盐碱环境可能

破坏胞外聚合物的稳定性，削弱生物膜对 Ca²⁺的

吸附能力，导致碳酸钙的成核位点减少［12］。此外，

为应对环境胁迫，菌体会产生应激代谢，消耗大量

能量，从而降低其整体矿化效率。这些因素共同

制约了 MICP技术在盐渍土生态修复、海岸带工程

防护等关键领域中的有效应用。

因此，为满足多样化的工程环境需求，挖掘并

利用具备特殊环境适应能力的矿化菌种资源至关

重要［13］。目前，针对盐碱环境的微生物固化研究

已取得一定进展，一些学者分别从不同盐碱环境

中筛选出多种耐受菌株，并验证了这些菌株在盐

碱环境中提升砂土或混凝土强度的潜力［14-18］。虽

然这些研究结果有效拓展了 MICP 技术应用的菌

种库，但是针对南海等典型高盐碱海洋环境并以

工程固化为目标的菌种筛选与应用研究仍显不

足。例如，黄谕等［18］虽从南海岛礁分离出菌株，但

该研究侧重于珊瑚砂表层团聚体的稳定，未系统

评估菌株在高盐碱环境下的岩土固化潜力。因

此，筛选并驯化出能适应中国南海盐碱环境并实

现高效矿化固化的新菌种，是推动 MICP技术应用

在南海岛礁建设维护中的关键。

本文旨在从中国南海盐碱环境中筛选并分离

出具有优良耐盐碱特性的土著矿化菌株：首先，系

统研究该菌株生长特性、脲酶活性和矿化能力；然
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后，在不同氯化钠（NaCl）的质量浓度 β（NaCl）和

pH 值的条件下，对该菌株进行适应性驯化；最后，

通过砂土固化试验，评估该菌株在模拟盐碱环境

中的矿化效果及其工程应用潜力。本研究成果有

望为 MICP技术在南海高盐碱环境（特别是岛礁建

设维护）中的应用提供新的菌种资源与理论支持。

1　材料与试验

1.1    土样和砂样

土样来源于中国南海某红树林区域地表以下

3~10 cm 深度处的海泥［14］。基于人工筛分可获得

粒径为 0.25~0.50 mm 的单一级配河沙，佛山本地

河沙在本试验中被用于制作砂柱试样。

1.2    培养基和胶结液

为了筛选、分离、培养和储存细菌，脲酶筛选

培养基、尿素培养基和 NH4-YE培养基均被制备出

来。它们的成分及其质量浓度见表 1。

1） 脲酶筛选培养基。

首先，把表 1 中葡萄糖、尿素以外的成分按设

计的质量浓度溶解在去离子水中，通过添加

1 mol/L 的氢氧化钠溶液将 pH 值调至 6.8；接着，将

溶液在 121 ℃下高压灭菌 20 min，并在超净工作台

上冷却至 40~50 ℃；然后，向前液加入经过紫外线

照射且过滤除菌的尿素和葡萄糖的混合溶液；最

后，制备好平板培养基，将其放在 30 ℃的恒温培养

箱中保持 16 h，并确保无污染。

2） 尿素培养基。

首先，将蛋白胨、酵母浸粉和 NaCl溶解在定量

的去离子水中；接着，将溶液搅拌至透明，再将 pH
值调至 7.3；然后，将溶液在 121 ℃下高压灭菌

20 min，冷却至 40~50 ℃；最后，加入经过紫外线照

射并过滤除菌的尿素溶液。

3） NH4-YE培养基。

首先，将定量的培养基成分溶解在去离子水

中，将溶液搅拌至透明；接着，将溶液的 pH 值调至

8.5，并定容；然后，将溶液在 121 ℃下高压灭菌

20 min；最后，将溶液在超净工作台上冷却至室温。

胶结液是尿素和钙盐按 1∶1 的摩尔比配制的

混合物。尿素不仅可以为细菌生长提供氮源，而

且可以在脲酶促进水解后生成 CO32-。钙盐的类型

对矿化产物中 CaCO3的晶型和晶粒尺寸均具有重

要影响。矿化在 CaCl2环境下会更倾向于形成小

颗粒的方解石晶体［7］。

1.3    菌株的筛选、鉴定和驯化

1.3.1　菌株的筛选、培养与保存

菌株的筛选、培养与保存如图 1 所示，包括以

下主要步骤：

1） 土壤取样与富集培养。

① 将 10.0 g的海泥样品加入到盛有 100 mL去

离 子 水 的 锥 形 瓶 中 ；② 在 30 ℃ 的 摇 床 中 以

160 r/min 的速度振荡 20 min，然后静置 2 h；③ 将
上清液以 1% 的培养基体积接种至 NH4-YE液体培

养基中，并富集培养 24 h；④ 获得富集菌液。

2） 梯度稀释与涂布分离。

① 用无菌水稀释富集菌液，确保稀释前浓度

分别是稀释后浓度的 102、103、104倍；② 将 0.1 mL
的稀释后悬液，分别涂布于脲酶筛选培养基上；③ 
将试样置于 30 ℃的恒温培养箱中培养 24~48 h。

3） 产脲酶菌株的初筛。

产脲酶菌株能够分解尿素并产生氨，导致培

养基的 pH 值升高，酚酞指示剂也会变为红色［17］。

因此，若菌落周围培养基变红，则该单菌落被初步

认定具有矿化潜力。

4） 耐盐碱菌株的复筛。

首先将初筛获得的阳性菌落接种于 β（NaCl）=

表 1　培养基的成分

Table 1　Composition of culture medium
培养基

脲酶筛选培养基

尿素培养基

（固体）

NH4-YE培养基

成分

蛋白胨

氯化钠

磷酸二氢钾

尿素

葡萄糖

酚红

琼脂

蛋白胨

酵母浸粉

氯化钠

尿素

（琼脂）

酵母浸粉

硫酸铵

一水合硫酸锰

六水合氯化镍

质量浓度/（g•L−1）
1
5
2

20
1

0.012
20
10
5

10
20
20
20
10

0.010
0.024

注：“（琼脂）”为可选项。
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0.05 g/mL、pH=9.5的耐盐碱尿素固体培养基上，然

后连续进行 3次划线纯化，以筛选出能够稳定遗传

耐盐碱特性的单菌落。

5） 菌株的扩增培养。

① 将 纯 化 后 的 单 菌 落 接 种 于 β（NaCl）=
0.05 g/mL、pH=9.5 的耐盐碱尿素培养基中，进行扩

增培养；② 使用紫外分光光度计监测试样在600 nm
波长下的吸光度（OD600），以表征菌液浓度；③ 当
OD600值约为 1.5时，培养步骤结束。

6） 矿化试验。

① 将 5 mL 菌液加入到 50 mL 胶结液（含

0.5 mol/L 的尿素、0.5 mol/L 的氯化钙）中；② 将前

液在 30 ℃下静置反应 24 h；③ 将前液依次进行过

滤、烘干，并对生成的白色矿物沉淀进行称重。

7） 菌种的鉴定与保存。

① 选取生长状态最佳且矿化沉淀量最高的菌

株；② 采用 16S rDNA序列分析法对上述菌株进行

分子生物学测序，测试公司是上海生工生物工程

有限公司；③ 将测序结果提交至美国国家生物技

术 信 息 中 心（National Center for Biotechnology 
Information，NCBI）网站，并与 NCBI 数据库的已知

菌种序列进行比对［17］，确定菌株的准确归属；④ 
使用 MEGA 软件为该菌株构建系统进化树；⑤ 将
菌株在−20 ℃下保存于甘油管中。

1.3.2　细菌的生长曲线和脲酶活性

细菌浓度对砂柱的胶结效果有显著影响，而

脲酶活性可以反映细菌水解尿素的能力［19-20］。因

此，测量细菌的生长曲线以及确定细菌浓度和脲

酶活性，对于评价细菌的矿化能力非常重要。

细菌溶液的 OD600 值可使用紫外分光光度计

进行测量，以确定细菌浓度［19］。以无菌尿素培养

基为对照，在扩增培养过程的前 12 h，每 2 h 测量

一次；在之后的 12~48 h，每 4 h测量一次。

脲酶活性可采用电导率仪测定。将菌液与尿

素溶液按体积比 1∶9混合，获得总体积为 30 mL的

混合液。在 25 ℃下，连续 5 min测量混合液的电导

率，其结果结合式（1）可用于计算脲酶活性［8］：

U=ΔEc×10×11.11 （1）

式中：U 为脲酶活性，mmol/（L•min）；ΔEc为尿素在

水解反应后的电导率增量，mS/min。
1.3.3　矿物分析

先 将 干 燥 后 的 矿 物 颗 粒 研 磨 至 粒 径 为

50~100 μm，再使用 Bruke D8 Discover 型号的 X 射

线衍射仪对矿物粉末进行物相分析，其中：扫描速

率为 5 （°）/min，扫描范围为 2θ=5°~80°（θ为 X 射线

衍射与试样晶面的夹角）。

对干燥后的矿物，先进行喷金处理，再采用

Thermo Fisher Quattro S 型号的扫描电子显微镜观

察微观形貌。

1.3.4　细菌对盐碱环境的耐受性

为探究菌株对盐碱环境的耐受能力，设置了

不同的 β（NaCl）和 pH值培养条件。在尿素培养基

图 1　菌株的筛选、培养与保存

Fig. 1　Screening， cultivation， and preservation of strain
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中，通过添加适量的 NaCl来调节其质量浓度，通过

添加 1 mol/L的 HCl溶液和 1 mol/L的 NaOH溶液来

调节 pH 值。最终，可以获得 β（NaCl）分别为 0.01、
0.03、0.05、0.07、0.09、0.11 g/mL，以及 pH 值分别为

8、8.5、9、9.5、10、10.5和 11的一系列尿素培养基。

先将尿素培养基活化 24 h，可获得菌液，再按

1∶100 的体积比将该菌液接种到上述系列培养基

中。菌株悬液在 30 ℃的摇床中以 160 r/min 的速

度振荡 24 h，再测定其 OD600值与脲酶活性，以评估

不同 β（NaCl）和 pH 值对菌株的生长及功能的影

响。随着 β（NaCl）和 pH 值的不断增大，细菌生长

逐渐被抑制，直到检测不到，此时 OD600值接近其

初始值。此时的盐浓度和 pH 值条件，分别被定义

为菌株的最大耐受 β（NaCl）和最大耐受 pH值。

1.3.5　耐盐碱菌株的驯化

具有连续梯度的盐浓度和 pH 值的尿素培养

基被用于对细菌进行培养和驯化。首先，将细菌

接种于尿素培养基中，并培养 24 h，可得到菌液；

接着，将菌液分别加入到 β（NaCl）=0.01 g/mL、pH=
8 的 3 个尿素培养基中，并培养 24 h；然后，测定并

计算上述 3个平行菌液试样的单位脲酶活性（即脲

酶活性与 OD600值的比值）；最后，选取单位脲酶活

性最高的优势菌株作为菌源，进入下一轮胁迫梯

度驯化。

在新一轮的驯化中，将筛选出的菌液按 1% 的

培 养 基 体 积 分 别 接 种 到 β（NaCl）=0.01 g/mL、
pH=8.5 的 3 个尿素培养基中，培养 24 h，并依据单

位脲酶活性筛选优势菌株。以此类推，在随后的

驯化轮次中：首先，在尿素培养基中，β（NaCl）依次

提高至 0.03、0.05、0.07、0.09 g/mL，pH 值依次提高

至 9、9.5、10、10.5；然后，重复“接种-培养-测定单

位脲酶活性-筛选”的过程；最后，获得适应高盐碱

环境的驯化菌株。需要说明的是，当 β（NaCl）=
0.09 g/mL 或者 pH=10.5 时，菌株已经近乎停止生

长，故驯化过程不再继续进行。

1.3.6　砂土固化试验

为了研究盐碱环境下 MICP加固砂土的效果，

采用压实法制备了直径为 40 mm、高度为 80 mm的

砂柱试样。为了消除杂菌的影响，先对模具和砂

土进行灭菌处理：将驯化菌株接种于尿素培养基

中，并进行富集，直至 OD600值约为 1.5；此时，对应

脲酶活性约为 6.5 mmol/（L•min）。在处理后，取该

菌液用于砂柱固化试验。

砂柱固化试验采用浸泡法，即在（30±2） ℃下，

将每个砂柱样品依次浸泡在菌液以及 β（NaCl）=
0.05 g/mL、pH=9.5 的胶结液中。1 个浸泡循环为：

先在菌液中浸泡 3 h，再在胶结液中浸泡 21 h。每

完成 2 个浸泡循环，将样品上下颠倒 1 次；浸泡循

环总数为 4个。

在试验中，采用 STD-10 强度测试系统，测试

固化砂柱样品的无侧限抗压强度，其中：控制方式

为位移控制方式，加载速率为 2 mm/min。

2　结果

2.1    猪粪萨维奇氏菌的发现

图 2（a）展示了在对菌株进行筛选和纯化后，

获得的 6 个菌株（编号为 RH-1~RH-6）的矿化沉积

量。结果显示，RH-2菌株的产钙量最高，为 1.43 g。
图 2（b）展示了 RH-2 菌株在固体培养基上的菌落

形态——多个外形相同、表面光滑、边缘齐整的白

色菌落。为确定菌株的种属，对 RH-2 菌株进行

16S rDNA 序列测定，并与已知序列进行同源性比

较。图 2（c）给出了系统进化树。

从图 2（c）可以看出：RH-2 菌株与猪粪萨维奇

氏菌（Savagea faecisuis）在亲缘性上最相近，且

NCBI 的 16S rDNA 序列分析结果表明两者的序列

相似性超过 99%。综合形态学与分子生物学结

果，RH-2 菌株被鉴定为萨维奇氏菌属中的猪粪萨

维奇氏菌。在图 2（c）中，“NR”开头的标注为 NCBI
数据库中的菌种编号及名称；“__”上下的数字（最

大为 100）与置信度有关，用于衡量菌种进化关系

的可信度；遗传距离尺度作为图例，用于衡量不同

菌种的差异程度，“__”越短或者与图例中的“__”
比对后的遗传距离尺度数值越小，则两种菌种的

差异程度越小。

（a） 不同细菌诱导的CaCO3沉淀质量
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2.2    沉积物的成分和形态分析

猪粪萨维奇氏菌诱导碳酸钙沉积物的 X 射线

衍射分析结果如图 3 所示。从图 3 可以看出：在

2θ =29.4°处出现了主特征峰，同时在 2θ =23.0°、
35.9°、39.4°、43.1°、47.5°、48.5°、57.4°等处出现了

其他特征峰。这些沉积物的特征峰位置与方解石

晶体的特征峰位置一致，而且沉积物的主特征峰

很高，表明矿物结晶程度较好。图 4展示了沉积物

的扫描电镜图像。从图 4可以看出：矿物晶粒分布

均匀、排列紧密，其粒径为 15~20 μm。

2.3    细菌的生长曲线和脲酶活性

图 5 展示了猪粪萨维奇氏菌的生长（以 OD600
值表征）曲线及脲酶活性曲线。从生长曲线可知，

在整个培养过程的前 6 h，细菌处于环境适应期，

其繁殖比较缓慢；在 6~24 h，细菌繁殖进入对数增

长阶段，细菌数量增长很快；在 24~36 h，细菌在繁

殖速度和死亡速度上接近，其数量变化很小，细菌

生长处于稳定期；在 36 h后，培养基中营养物质的

过度消耗反过来对细菌的生长和繁殖形成抑制，

导致细菌开始进入衰亡期，不断减少。在初期阶

段，细菌快速增殖导致脲酶增多，其活性随之升

高；然而，尿素水解的加剧使培养体系的 pH 值升

高，高 pH 环境反过来抑制了脲酶活性，从而导致

脲酶活性在后期开始下降。总体而言，脲酶活性

表现出随时间先升后降的趋势。

根据上述结果，细菌的最佳培养时间约为

28 h。此时，细菌溶液的 OD600 值约为 1.687，脲酶

活性约为 7.11 mmol/（L•min）。鉴于此，首先将菌

液以 2∶100 的体积比接种于 NH4-YE 酵母培养基，
图 3　沉积物样品的 X 射线衍射图谱

Fig. 3　X-ray diffraction pattern of sediment samples

图 4　沉积物的微观形貌特征

Fig. 4　Micromorphological characteristics of sediments

（b） RH-2的菌落形态

（c） RH-2菌株进化树

图 2　猪粪萨维奇氏菌的发现

Fig. 2　Discovery of Savagea faecisuis

图 5　猪粪萨维奇氏菌的生长曲线及脲酶活性

随时间的变化

Fig. 5　Changes in growth curve and urease activity of 
Savagea faecisuis with time
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