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石质文物加固中细菌诱导碳酸钙生成的研究
孙延忠 ,陈　青

(中国文化遗产研究院 ,北京 100029)

摘要:为探讨细菌生物矿化法加固石质文物 , 利用枯草杆菌-Ⅱ在特殊含钙培养基上进行诱导矿化研究。 结果表

明 , 筛选出的菌株枯草杆菌-Ⅱ在 M-3+ASP固体和液体培养基上能诱导生成白色物;白色诱导物经 X-衍射分析

为碳酸钙;电子显微镜下观察发现碳酸钙在细菌周围生成 , 并包裹细菌菌体 ,使细菌菌体钙化。
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0　引　言

我国石质古迹文物资源丰富 ,含钙岩石是历史

上遗存下来的大量石质文物中最常用的基质材料 。

石质文物饱受环境大气 、酸雨 、生物和地表温湿度变

化等因素影响 ,导致石构件风化 、分解等 。目前 ,保

护手段多采用无机或有机高分子材料来加固石质文

物 ,但由于高分子材料的力学性能与原文物基材不

匹配及保护材料老化等原因 ,经常会造成文物变色 、

硬壳形成和文物表层剥落等问题 ,且有些材料老化

后很难去除 ,以至于使保护的文物受到二次破坏 ,严

重时甚至会导致文物的毁灭。因此 ,寻找一种新型

的有效的保护措施是保护石质文物的一个新思路。

自然界微生物种类繁多 ,有些微生物在石质文

物的孔隙间能诱导碳酸钙结晶沉积并矿化 。通过微

生物诱导生成碳酸钙结晶沉积并矿化对风化的石质

文物进行加固保护 ,是近年来国际石质文物保护修

复领域研究的重点。这些碳酸钙结晶能与石质原材

料成分相结合 ,从而对风化脆弱的石质文物进行加

固 。国外利用细菌生物矿化进行文物保护的研究较

早 。 1995年 ,意大利人 Tiano利用从海洋贝壳中提

取的有机大分子 OMMs诱导碳酸钙结晶的沉积 ,获

得了较好的结果
[ 1 ～ 2]

;Perito研究了枯草杆菌 -Ⅱ

(Bacillussubtilis)诱导碳酸钙结晶并对石质文物的

加固情况 ,获得较好的效果
[ 3]
;2003年 ,西班牙 Gra-

nada大学的矿物学家 CarlosRodríguez-Navarro发现

了一种土壤细菌(Myxococcusxanthus),并利用此细

菌对石质文物进行保护加固
[ 4]
。这类细菌能够在

石质文物内部诱导产生碳酸钙结晶
[ 5 ～ 10]

。一般的

化学加固剂渗透性都有一定的限制 ,且容易堵塞石

质文物的孔隙 ,使内部的湿气不能出来 ,可能会进一

步破坏文物;而细菌能够最大限度的渗透到石质文

物内部中 ,诱导产生的碳酸钙结晶也不会堵塞石质

的孔隙。

采用微生物生物矿化保护文物成为国内研究的

新思路 ,微生物的代谢产物即是保护文物的材料 ,与

文物材质一致 ,无老化及不可预知的隐患
[ 1]
。国内

利用自主筛选的细菌并诱导碳酸钙加固保护石质文

物方面的研究未见报道 ,探索微生物方法对风化的

石质文物进行加固保护具有重要意义。按照文物保

护的要求 ,利用微生物诱导生成的碳酸钙加固风化

严重的石灰岩 、大理石和汉白玉等石质文物 ,从而达

到保护文物的目的 。这种生物矿化加固法将克服有

机和无机加固剂对文物产生的副作用 ,其诱导产物

持久 、成本低 、对人和环境没有危害 ,满足文物保护

的要求 ,在文物保护的实践应用中具有重要意义。

利用微生物及生物技术进行文物保护将成为未来具

环保型且行之有效的保护途径。本文主要介绍利用

自行筛选的细菌在特定培养液内诱导生成碳酸钙 ,

并对生成的碳酸钙进行 X-衍射分析和电镜观察。

1　试验材料和方法

1.1　试验菌种及培养基
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(1)试验菌种。枯草杆菌-Ⅱ:本课题组自行筛

选的一株具有诱导碳酸钙生成的细菌 。

(2)培养基。 M-3 +ASP:乙酸钙 、酪蛋白胨

(Casitone)、天冬氨酸(ASP)、琼脂粉 。pH=8.0

1.2　试验方法

(1)细菌诱导生成碳酸钙。将枯草杆菌 -Ⅱ均

匀涂抹在 M-3+ASP固体培养基上 , 28℃培养 ,观

察细菌在培养基上生长情况 。培养 3天后从培养基

表面刮下白色粉状物 ,在三维视频显微镜下观察白

色粉状物的形态 。

(2)细菌形态观察。采用革兰氏染色法对枯

草杆菌 -Ⅱ诱导生成碳酸钙前后的菌体分别进行染

色 ,镜检 ,观察其形态。把枯草杆菌-Ⅱ在 M-3+ASP

培养基上生成的白色粉状物研磨成粉末 ,并按照细

菌革兰氏染色法进行染色 ,显微镜观察。

(3)诱导物分析检测及微观结构观察。为确

定培养基表面生成的白色诱导产物的成分 ,我们对

白色诱导物进行 X-衍射分析 。在解剖显微镜下用刮

刀轻轻刮下白色粉状物(勿刮及培养基),将白色粉状

物研磨成粉末 ,进行 X-衍射分析 ,为避免培养基成分

影响分析结果的准确性 , X-衍射以 M-3+ASP培养

基为对照进行分析 。同时 ,刮取培养基表面的白色

诱导物 ,直接进行电子显微镜镜检 ,观察其碳酸钙生

成的情况。

2　结果与讨论

2.1　细菌诱导生成碳酸钙

枯草杆菌 -Ⅱ在 M-3+ASP培养基上培养 3天

后 ,培养基表面开始出现白色诱导物 ,继续培养 2天

后 ,白色诱导物布满培养基表面(图 1)。

图 1　在培养基表面诱导生成白色物

Fig.1　PricipitationbyBacillussubtilisinmedium

　　从 M-3+ASP培养基表面刮下白色粉状物 ,在

三维视频显微镜下观察白色粉状物的形态。观察结

果表明 ,低倍率(100×)下观察白色物呈颗粒状;高

倍率(300×)下观察 ,白色颗粒是细菌的聚集体 ,菌

体杆状形态明显可见 ,且菌体表面覆盖有白色粉状

物(图 2)。

图 2　诱导生成物显微形态 (左:100×;右:300×)

Fig.2　PricipitationbyBacillussubtilisinmediumM-3+ASP

2.2　细菌的形态

从图 3可以看出 ,诱导生成物经革兰氏染色 ,菌

体呈紫色 ,菌体周围的白色物未被染色 ,推测是诱导

生成的碳酸钙。

2.3　诱导物的分析检测

(1)X-衍射分析。 X-衍射分析结果见图 4和

图 5。结果表明 ,白色粉状物为碳酸钙 ,说明枯草杆

菌 -Ⅱ在 M-3+ASP培养基上能诱导碳酸钙的生

成。

(2)电子显微镜观察.扫描电子显微镜观察

结果见图 5。在培养基表面枯草杆菌 -Ⅱ诱导生

成的白色粉末聚集成球状 (图 6左 )。高倍率

(300 ×)下可以看到 , 球状物是由无数菌体聚

集而成 。菌体经能谱分析 , 结果表明钙含量较

高 ,说明菌体已经钙化 , 形成钙化细菌 (图 6

右)。
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3　结　论

 自行筛选的枯草杆菌 -Ⅱ在 M-3+ASP培养基

上能生成白色诱导物;白色诱导物经 X-衍射分析表

明为碳酸钙 。在特定的条件下 ,可作为碳酸钙粘合

剂 ,并在生物矿化过程中起协同作用 ,当给细菌提供

适宜的营养成分时 ,可生成更多的碳酸钙以加固和

保护石质文物 。对于优化培养条件选育高产碳酸钙

菌株 ,有待于作进一步研究。
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Studyofstimulatedcalciteprecipitationbybacteriainhistoricstoneconsolidation

SUNYan-zhong, CHENQing
(ChinaAcademyofCulturalHeritage, Beijing100029, China)

Abstract:Withtheaimofusingbacterialbiomineralizationtoreinforcestonerelics, Bacillussubtiliswasselected

tostudystimulatedbiomineralizationwithcalcite(calciumcarbonate)inspecialculturescontainingcalcium.There-

sultsshowedthatBacillussubtiliscouldinducecalciteprecipitioninsolidandliquidM-3+ASPcultures.The

whiteprecipitationwasshowntobecalcitecrystalsbyXRDanalysis.Underopticalandscanningelectronmicrocopy

(SEM), calcitewasobservedaroundthebacterialcells, enwrappingandcalcifiedthem.
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