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靶向激活产脲酶微生物加固钙质砂试验研究 
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摘  要：针对产脲酶微生物设计了 6 种不同的靶向激活方案，进行钙质砂的生物矿化加固试验。通过无侧限抗压测试、

碳酸钙生成量测定、SEM 和 XRD 试验分析，评价钙质砂的加固效果，得出最佳靶向激活方案，最后通过高通量测序

的分析结果分析激活前后的钙质砂中微生物群落的变化情况。结果表明：①靶向激活方案中 YE 和 NH4Cl 的浓度会显

著影响激活的效果，其中 0.2 g/L 的 YE、100 mmol/L 的 NH4Cl、初始 pH 值为 9.0 的激活方案效果最好；②钙质砂中新

生成的方解石含量越多、分布越均匀，则钙质砂的加固效果越好，在最佳的激活方案下矿化加固后砂柱的平均 UCS 值

可提高至 350 kPa；③靶向激活改变了微生物的群落组成，使产脲酶微生物成为优势物种。 
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Abstract: Six different targeted activation schemes for urea-producing microorganisms are designed for the biomineralization 

and reinforcement of calcareous sand. Through unconfined compression tests, calcium carbonate production measurements, 

SEM and XRD test analysis, the reinforcement effects of calcareous sand are evaluated, and the best targeted activation scheme 

is obtained. Finally, the changes of microbial community in the calcareous sand before and after activation are analyzed by 

high-throughput sequencing analysis results. The results show that: (1) the concentration of YE and NH4Cl in the targeted 

activation plan will significantly affect the activation effects, among which the activation plan with 0.2g/L YE, 100 mmol/L 

NH4Cl and initial pH value of 9.0 has the best effects. (2) The more calcite content and distribution of the calcareous sand is 

newly generated, the better the reinforcement effects of calcareous sand will be. Under the optimal activation scheme, the 

average UCS value of sand columns after mineralization reinforcement can be increased to 350 kPa. (3) The targeted activation 

changes the microbial community composition, making urea-producing microorganisms the dominant species. 
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0  引    言 
近年来生物矿化技术应用于岩土工程领域进行岩

土介质改良或土壤环境修复的研究受到了越来越多的

关注。外源引入和靶向激活产脲酶微生物是生物矿化

技术的两种途径，其最大不同在于脲酶的来源。不同

于外源引入，靶向激活通过选择活化和种群富集，为

原位土壤中固有的产脲酶微生物建立生长竞争优势，

从而产生大量脲酶。很多研究资料表明，引入外源产

脲酶微生物进行生物矿化对岩土材料改良加固具有良

好的效果[1-4]；而 Hammes 等[5]、Gomez 等[6-7]的研究

发现，靶向激活原位产脲酶微生物诱导矿化的方法相

比之下可能具有更多优势，如：无生物入侵风险、环

境友好、容易控制成本等。靶向激活诱导生物矿化的

方式是对传统微生物矿化技术在实际工程应用的一项

适应性改进。 
在室内试验和大规模的现场试验中发现，以方解
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石作为矿化产物，靶向激活诱导的生物矿化可以大大

提高普通陆源硅砂的力学强度，降低渗透性，降低可

压缩性，提高抗液化能力[8]。但目前利用靶向激活方

法对海洋和海岸环境中的钙质砂（主要成分为碳酸钙）

进行改良加固的研究资料很少，仅有部分学者基于传

统 MICP 方法进行了相关矿化研究[9-10]。事实上，钙

质砂与方解石等矿化产物的相容性良好，且所处环境

条件更适于使用靶向激活的方式进行矿化处理。如

Wang 等[11]使用几种商业微生物培养基对夏威夷海滩

钙质砂中的产脲酶微生物进行富集刺激，认为过量的

营养成分和铵有利于钙质砂中的生物富集。但从实际

出发，开发出成本更低且更适于钙质砂原位靶向激活

的最优激活方案才是能将该技术应用于工程实际的关

键。 
本文针对所述问题开展试验研究，重点研究靶向

激活方案中激活成分的选择、最佳浓度配比问题，并

采用多种方法评价钙质砂的加固效果，得出靶向激活

产脲酶微生物诱导矿化加固钙质砂的最优方案和相关

建议。 

1  试验材料和试验方案 
1.1  试验材料 

试验所选用的土壤材料为钙质砂，产自中国南海

西沙群岛的永兴岛。根据《土工试验规程》[12]对该土

壤样本进行各项参数的测定，其粒径主要集中在

0.5~1.0 mm，含水率约为 0.088%，不均匀系数为 2.61，
级配不良。 
1.2  试验装置及模具 

钙质砂注浆加固试验的装置如图 1 所示。制样前，

对模具和部分装置进行灭菌处理。试验所用的砂柱模

具是由长 8.0 cm，内径 3.5 cm 的透明 PVC 管和两个

内径 4.0 cm 的 PVC 管帽拼接而成。在管中分 3 层装

填均匀化后的钙质砂并振捣压实，每个砂柱的装砂质

量控制在 110±1 g。砂柱端部放置有尼龙滤网和硅胶

垫片，防止砂颗粒流失和注浆液渗漏。装填完毕后使

用硅胶管封闭直通接头的两端直至开始注浆处理，最

大程度减少杂菌的影响。 
1.3  靶向激活与生物矿化方案 

钙质砂的靶向激活方案、具体的组分和配比如表

1 所示。靶向激活方案中，分别设置了 3 种酵母提取

物（YE）质量浓度、氯化铵浓度和初始 pH 的环境条

件，探究其对靶向激活效果的影响。除此之外，激活

溶液中还含有 40 mmol/L 的乙酸钠、333 mmol/L 的尿

素和 0.01 mmol/L 的氯化镍。在靶向激活阶段，首次

激活处理时注入 120 mL 激活溶液，在砂柱中停留 48 

h，激活富集砂柱中的产脲酶微生物，之后每次注浆间

隔 24 h，注入等量的激活溶液。 

图 1 蠕动泵注浆加固钙质砂示意图 

Fig. 1 Schematic diagram of peristaltic pump grouting to  

strengthen calcareous sand 

表 1 靶向激活方案 

Table 1 Targeted activation solutions 
方案名称 YE/(g·L-1) 氯化铵/(mmol·L-1) pH 
方案 1 1.0  12.5 7.0 
方案 2 0.2  12.5 7.0 
方案 3 0.2  12.5 9.0 
方案 4 0.2 200.0 9.0 
方案 5 0.1  12.5 7.0 
方案 6 0.2 100.0 9.0 
对照组 0.2 100.0 9.0 

参考 Gomez[7]试验方法进行了预试验，发现在钙

质砂砂柱内每日尿素的分解量达到 50%时，可以实现

钙质砂的生物矿化。因此，在激活阶段监测到所有砂

柱内的尿素分解量达到 50%后，开始进行生物矿化阶

段的处理。 
生物矿化阶段处理额外引入了钙离子以诱导沉

淀，在相应的激活溶液中添加 200 mmol/L 的氯化钙。

根据预试验的结果，注入矿化溶液 7 d 以后，由于注

浆端口钙化产物积聚堵塞，很难注入新的矿化溶液，

故设置矿化时间为 7 d。 
试验组共分为 6 组，每组设置 3 个平行试样；另

设置一组对照组，对照组的钙质砂在 180℃下干热灭

菌，其靶向激活方案和矿化方案与方案 6 相同。 
1.4  生物化学监测 

为了研究在激活阶段砂柱内的生物化学变化，在

48 h 的静置富集后，在每天注浆开始之前，从砂柱底

端注浆口无菌取样（样品的体积不少于 2.5 mL），进

行生物化学参数测试。分别测试样本的 OD600值、pH
值和尿素浓度值反映砂柱内微生物数量以及环境参数

的变化。 
1.5  钙质砂柱生物矿化效果评价 

在激活、矿化阶段结束以后，通过钙质砂砂柱的

UCS 测试、碳酸钙生成量测定、矿化产物的 SEM 和

XRD 试验分析来评价钙质砂加固效果。 
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1.6  基于高通量测序的微生物群落分析 

使用 OMEGA 公司的 E.Z.N.A™ Mag-Bind Soil 
DNA Kit 作为 DNA 提取试剂盒，从原状钙质砂和处

理后的钙质砂中分别提取总 DNA 并进行 PCR 扩增和

测序。测序的最终过程根据上海 Sangon 生物技术公司

的 Illumina16S ROD 数据库测序文库制备指南进行。

并根据结果评估样本中靶向激活处理前后微生物群落

的丰度和多样性。 

2  结果和讨论 
2.1  生物化学监测结果 

激活阶段内反应体系中的微生物数量变化、pH 变

化和尿素浓度变化情况在图 2 中给出。除了经过灭菌

处理的对照组，其余试验组在 120 h 的靶向激活周期

内的 OD600 值和环境 pH 都有了较大的提高，与之相

应的尿素浓度有不同程度的降低，这充分说明了本试

验成功地激活了钙质砂中的微生物生长繁殖并产生脲

酶、分解尿素。 

图 2 钙质砂砂柱内生物化学变化情况 

Fig. 2 Biochemical changes in calcareous sand columns 

综合来看，方案 6 的激活效果最好，方案 1 次之，

方案 4 效果最差。对比方案 3，4，6，在 12.5～200 
mmol/L 的浓度范围内，适量的 NH4Cl 浓度有利于提

高激活效果，浓度过高时反而具有抑制作用。不同产

脲酶微生物对 NH4
+的耐受性不同[13]，因此 NH4Cl 浓

度对刺激效果影响显著；同时，方案 1，2，5 的试验

结果表明，在 0～1.0 g/L 的范围内，YE 浓度的提高有

利于增强靶向激活效果。YE 作为一种高效的营养物

质，可迅速提高被激活的产脲酶微生物的数量，产生

大量脲酶，从而增强激活效果；靶向激活阶段内的 pH
经过处理后均提高至 9.0 以上，说明这些砂柱中的尿

素都有了不同程度的分解，产生了氢氧根离子使 pH
升高。较高的 pH 值有利于产脲酶微生物建立生长竞

争优势，同时为之后的生物矿化阶段生成方解石沉淀

提供必要条件；尿素浓度随时间的变化情况直接反映

了反应体系内的脲酶活性，在反应进行到 120 h 后，

所有试验组的尿素浓度均低于 50%，这已经达到了可

以产生有效生物矿化的条件，进入生物矿化阶段。 
2.2  钙质砂柱生物矿化效果评价 

在矿化过程结束后，对砂柱进行了冲洗、烘干和

脱模。部分激活和矿化方案组处理的砂柱未成型或者

部分薄弱截面发生断裂，无法进行力学强度测试，故

只对胶结良好的砂柱进行 UCS 试验。将各组砂柱中的

钙质砂收集称重，根据处理前后质量的变化表示碳酸

钙的生成量。记处理前钙质砂砂柱质量为M1，处理后

砂柱质量为M2，则碳酸钙含量（记为 ）为 
2 1

1

100%
M M
M




    。        (1) 

UCS 值与碳酸钙含量的关系在图 3 中给出。可以

发现，二者变化具有高度相关性，对于方案 2，3，6，
UCS 值随碳酸钙含量的升高而增加。对于所有成型且

具有一定强度的砂柱来说，其平均碳酸钙含量在

10%～15%范围内，整体呈现碳酸钙含量越高、UCS
值越高的趋势。这与何稼等[14]、刘汉龙等[15]基于大量

研究结果总结的碳酸钙含量和 UCS 值关系的结论相

一致，当生物矿化胶结产生的碳酸钙含量在 10%以上

时，可形成有效胶结强度。 

图 3 不同试验组 UCS 值和碳酸钙含量的关系 

Fig. 3 The relationship between UCS value and calcium carbonate  

content in different test groups 

虽然方案 1 中砂柱的碳酸钙含量很高，UCS 值却

较低，进行强度测试时发现其与方案 6 中的砂柱具有

明显不同的破坏形式，在图 4 中可以观察到：方案 1
处理的砂柱在破坏时主要是局部（上中）剪切破坏，

方案 6 的砂柱为整体剪切破坏。原因在于方案 1 中的

砂柱矿化不均匀，局部（中上部）胶结效果差，受力

之后很容易破坏，而下部砂柱仍完好；方案 6 的砂柱

整体矿化均匀，胶结良好，发生整体剪切破坏。 
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图 4 方案 1 与方案 6 两种砂柱破坏照片 

Fig. 4 Photographs of destruction of two sand columns in Scheme  

1 and Scheme 6  

方案 1 由于营养充分，先接触激活溶液的砂柱底

端的钙质砂区域内微生物生长活跃，脲酶分解尿素产

生的大量碳酸根离子主要集中于砂柱底部，矿化阶段

下部的砂柱内先发生碳酸钙沉淀，堵塞内部孔隙，使

得中上部的胶结效果较差，矿化不均匀性较大，整体

强度较低。对比而言方案 6 砂柱中生成的碳酸钙分布

较为均匀，所以其最终的整体强度更高。 
因此，为了提高矿化效果，靶向激活和矿化方案

的设置应该兼顾靶向激活效果和矿化均匀性两个重要

参数，这样才能提高整体的加固强度，这可能要求激

活过程中所提供的营养物质不能过分充足，避免局部

区域的生物矿化过于迅速。 
2.3  扫描电子显微镜(SEM)试验 

图 5 为不同放大倍数下部分砂柱样品的 SEM 照

片，图 5（a），（b）中可以看到钙质砂颗粒的表面被

完全包裹，碳酸钙在颗粒间胶结生长，胶结为整体。

图 5（c），（d）中可以更为清楚地看到碳酸钙的存在

形式，初步判断矿化产物碳酸钙是以方解石的晶体形

式存在。单个方解石晶体的直径最大可以达到 18 μm
左右，方解石晶体在砂颗粒表面堆积生长，成为大片

的不规则晶体簇，包裹了钙质砂颗粒。在一些方解石

晶体的表面可以看到棒状的黑色孔洞，长度约为 1～3 
μm，这可能是一些被方解石晶体包裹的可产脲酶分解

尿素的细菌，因为矿化过程中方解石晶体可能先在微

生物如细菌的胞外结合物上生成，然后以单个微生物

作为晶核生长为更大的晶体[16-17]。 
2.4  X 射线衍射（XRD）分析 

XRD 试验可以分析出物质存在的晶型，碳酸钙的

堆积晶型主要包括球霰石、方解石和文石，其中方解

石的存在晶型最为稳定。将处理后的钙质砂砂柱与未

经处理的钙质砂样品进行 XRD 试验对比，在图 6 中

给出。由图 6（a）可以发现在未经处理的钙质砂中，

碳酸钙的主要存在形式为文石，另检测到少量的硅灰

石和铝酸三钙；由图 6（b）可以看出，而处理之后的

测试样品中出现了方解石的高吸收峰，这进一步证明

了在矿化过程中，生成的碳酸钙的最终沉淀形式为方

解石，方解石的产生是砂柱强度的提高的直接原因。 

图 5 不同放大倍数下的钙质砂内部 SEM 图像 

Fig. 5 SEM images of calcareous sand under different  

magnifications 

图 6 处理前和处理后的钙质砂 XRD 分析 

Fig. 6 XRD analysis of calcareous sand before treatment and  

after treatment 
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2.5  基于高通量测序的微生物群落分析 

为了研究靶向激活产生的微生物群落变化，对方

案 6 处理的砂柱样品进行高通量测序分析，对比原状

钙质砂样品的测序结果，分析了靶向激活方案在微生

物群落变化尺度上的影响。在表 2 中给出了基于 OTU
的 Alpha 多样性的分析结果。 

表 2 激活前后钙质砂群落的 Alpha 多样性分析 

Table 2 Alpha diversity analysis of calcareous sand community  

before and after activation 

试样 OTUs Shannon Chao Simpson Coverage 

CSN1 900 5.12 900.04 0.02 0.99 

CSN2 170 2.03 252.83 0.27 0.99 

处理前钙质砂（CSN1）的 Chao 数值、Shannon
指数远远大于处理后钙质砂（CSN2），且 CSN1 的

Simpson 指数远小于 CSN2，表明原状钙质砂中微生物

群落的丰度更大，而处理后的钙质砂中微生物群落丰

度锐减，说明靶向激活针对性的选择环境仅使得部分

微生物获得竞争优势，限制了其群落丰度水平增长。

证明靶向激活后钙质砂的微生物群落多样性降低并使

得部分微生物获得生长竞争优势。 
图 7 为钙质砂激活前后在属水平下优势物种相对

丰度的柱状图。图中以不同颜色标注类别，图形面积

表示丰度占比。 

 

图 7 激活前后钙质砂属水平的相对丰度变化 

Fig. 7 Changes of relative abundance of calcareous sand at genus  

level before and after activation 

通过 Blastn 分析不同层级上显示的样本，比较钙

质砂靶向激活处理前后的微生物群落丰度变化情况。

在 CSN1 的样本中，放线菌（Actinobacteria，38.63%）

和厚壁细菌（Firmicutes，23.83%）在钙质砂的微生物

种群中占绝对数量优势，放线菌在脲酶的产生和方解

石沉淀中具有重要的作用[18]；厚壁细菌中的费氏杆菌

（Fictibacillus，11%）和芽孢杆菌（Bacillus，10%）

均是分解尿素的优势菌属；此外，CSN1 中还存在链霉

菌（Streptomyces，6.13%）和诺卡氏菌（Nocardioidaceae，
3.8%），这两种菌属包含的一些细菌在分解尿素、生

成方解石方面也具有重要作用[19-20]。群落分析表明，

钙质砂中存在大量可产脲酶分解尿素促进生物矿化的

细菌。 
靶向激活矿化处理后的 CSN2 样本中，微生物的

群落丰度和组成有了很大的变化。厚壁细菌中的芽孢

杆菌（Bacillaceae，65.31%）成为微生物组成的绝对

优势物种，孢子菌属（Sporosarcina，9.12%）、节杆菌

属（Arthrobacter，6.27%）等细菌也占有一定比例，

而这些细菌中的绝大多数均能分解尿素进而诱导生物

矿化。 
图 8 给出了属水平下钙质砂处理前后微生物群落

丰度的热图。对比来看，CSN1 和 CSN2 中细菌群落

数量的变化非常明显，在选择性环境中能够生存并分

解尿素促成矿化的微生物成为物种组成的主体，而无

关微生物种群几近消亡，充分体现了靶向激活的特点：

产脲酶分解尿素的芽孢杆菌成为绝对优势细菌。从微

生物群落变化的角度分析，靶向激活直接作用于原位

微生物环境，使原位产脲酶微生物获得生长竞争优势，

从而完成生物矿化处理过程。 

 

图 8 激活前后钙质砂属水平上的微生物丰度热图 

Fig. 8 Heatmap of microbial abundance at calcareous genus level  

before and after activation 
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3  结    论 

本文进行了靶向激活钙质砂中的产脲酶微生物加

固钙质砂的试验研究，得出以下 4 点结论。 
（1）靶向激活产脲酶微生物诱导矿化加固钙质砂

可行，激活方案中 YE 的含量越高，激活效果越好；

NH4Cl 浓度在 0～100 mmol/L 时，浓度越高，激活效

果越好。当浓度达到或超过 200 mmol/L 时，会对钙质

砂中产脲酶微生物的激活产生不利影响；最佳激活方

案为添加了 0.2 g/L 的酵母提取物、100 mmol/L 的

NH4Cl，初始 pH 值为 9.0 的方案 6。 
（2）营养成分过于充分不利于均匀矿化，适当的

营养物质浓度可以提高整体的加固效果。 
（3）对于激活矿化后的钙质砂砂柱，其 UCS 强

度可提高至 350 kPa，XRD 试验显示矿化产物为稳定

性较好的方解石。钙质砂的加固效果受到方解石生成

量和分布均匀性的影响。方解石生成量越多，且分布

越均匀，钙质砂的加固效果越好。受矿化均匀性的影

响，钙质砂砂柱的破坏有整体剪切破坏和局部（上中）

剪切破坏两种。 
（4）基于高通量测序的微生物群落分析表明，靶

向激活改变了钙质砂中的优势微生物的种类，使能产

生脲酶并分解尿素、促进生物矿化的芽孢杆菌等取代

其他微生物成为了优势物种，这为靶向激活产脲酶微

生物加固钙质砂提供了微生物群落变化层面的理论依

据。 
本试验采用的靶向激活和生物矿化方案成功的实

现了钙质砂的矿化加固，鉴于现有的试验条件，靶向

激活方案还可以进一步优化，实际应用效果还需进一

步检验。 
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