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摘要：【目的】从土壤中分离获得产电菌纯菌株SE6，鉴定其种类并分析其产电性能。【方法】通过厌

氧培养分离得到纯菌株，根据其形态、生理生化性质及16S rRNA基因测序分析确定其种属。以该菌株作

为产电菌接种源，液体LB培养基和铁氰化钾溶液分别作为阳极液和阴极液，构建双室微生物燃料电池

(Microbial fuel cells, MFCs)，研究其产电能力；根据交流阻抗图谱，分析MFCs的内阻。应用循环伏安测

试确定该菌株的胞外电子传递方式。并利用扫描电镜对阳极表面产电菌形态进行观察。【结果】菌株

SE6的16S rRNA基因序列与Clostridium sporogenes有100%同源性，结合其形态特征和生理生化特性，确

定其属于梭菌属(Clostridium)。SE6接种到MFCs中可以获得44.42 mW/m2的最大功率密度。MFCs的阳极

内阻、阴极内阻和欧姆内阻分别为(1488±193) Ω/cm2、(0.92±0.01) Ω/cm2和(20.69±1.76) Ω/cm2。其循环伏

安图谱显示体系中存在电化学活性物质且峰值电流随扫速升高线性增大。扫描电镜观察到阳极表面聚集

附着着长度约1 μm的杆菌。【结论】本研究成功从土壤中分离出具有一定产电能力的菌株C. sporogenes
SE6，可直接将电子传递至阳极，其产电过程阻抗较大。
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微生物燃料电池(Microbial fuel cells, MFCs)是

一类利用微生物的催化作用将化学能转化为电能

的装置[1]。近年来研究者对其在土壤环境中的应

用进行了广泛尝试并且取得了良好效果，主要集

中在以下几个方面： (1)  温室气体减排。运行

MFCs在添加纤维素[2]或种植水稻[3]的条件下，均

可减少稻田土壤的甲烷排放。(2) 污染物修复。

MFCs产电过程对土壤中有机污染物的降解具有显

著的加速效果，包括酚[4]、烷烃和多环芳烃[5]等。

(3) 生物传感器。MFCs运行产生的电信号对土壤

污染物浓度[6]和土壤微生物活性[7]都有迅速的响

应。MFCs中的产电菌能够催化氧化有机质供自身
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生长，并将获得的电子传递给电极，发挥着关键

作用[8]。因此，土壤中产电菌的产电能力直接影

响到上述MFCs技术的应用效果。对土壤产电菌的

分离鉴定及其产电性能的评价可为MFCs技术在土

壤环境的应用提供最直接的理论依据和更丰富的

机理解释。

目前，国际上已报道分离获得的产电微生物

约30株，其中细菌约20余株，主要分布于变形菌

门(Proteobacteria) 和厚壁菌门(Firmicutes), 包括希

瓦氏菌属(Shewanella)[9]、地杆菌属(Geobacter)[10]、

红育菌属(Rhodoferax)[11]和芽孢杆菌属(Bacillus)[12]

等。国内研究者也报道了分离出的产电菌，包括

费氏柠檬酸杆菌(Citrobacter freundii)[13]、嗜根考

克氏菌 (Kocuria  rhizophi la ) [ 1 4 ]、克雷伯氏菌

(Klebsiella sp.)[15]、Nitratireductor sp.[16]等。基于对

产电菌纯菌株的已有研究，具有产电能力的细菌

既有革兰氏阳性菌也有革兰氏阴性菌；大多数为

厌氧或兼性厌氧的化能异养菌；其胞外电子传递

方式包括直接电子传递(菌毛、细胞色素等)和间

接电子传递 (核黄素、醌酮等中介体 ) [ 8 ]；运行

MFCs产生的功率密度最高约为3000 mW/m2 [9]，

大多数在200 mW/m2以下。但是，已有产电菌的

来源主要为工业废水和污泥及沉积物，而对于土

壤产电菌产电特性的研究仍鲜有报道。从土壤中

分离筛选产电菌并进行产电性能和产电机理研

究，有利于丰富对自然界产电菌多样性、产电性

能和产电机理的认识。

本研究在厌氧培养条件下，从森林土壤中成

功分离得到1株细菌纯培养菌株SE6。通过形态学

观察、生理生化实验和16S rRNA基因测序确定了

其种属信息，并将其接种至MFCs研究了菌株的产

电性能。通过对MFCs的交流阻抗和循环伏安测

试，分别研究了菌株的内阻和电化学活性。通过

扫描电镜对MFCs阳极表面的观察，为该菌株的电

化学特性评价提供更多依据。土壤产电菌的分离

鉴定拓宽了产电菌资源的来源，也为土壤产电技

术的应用提供了最直接的证据。

1    材料和方法

1.1    菌种的分离和筛选

1.1.1    样品来源：土壤采自南京师范大学仙林校

区后山的阔叶林森林土壤，剔除凋落物后过2 mm

筛，于4 °C保存备用。

1.1.2    培养基：(1) 液体培养基(g/L)[17]：蛋白胨

8.0，酵母粉1.0，乙酸钠16.0, NaCl 5.0, CaCl2 0.1,

MgCl2 0.1, K2HPO4 1.2，半胱氨酸1.0，柠檬酸铁

25.0 mmol/L，刃天青 4.0 mL/L, pH 7.0；(2) 固体

培养基：组分同液体培养基，另加琼脂20 g/L。

1.1.3    分离方法：量取50 mL液体培养基于100

mL具塞厌氧瓶中，抽气后灭菌。待冷却后于厌氧

手套箱(miniMACS, Don Whitley Scientific)内加入2 g

土壤样品，30 °C静置培养5 d。培养基颜色由棕红

色变为黑色后，吸取1 mL富集液用装于具塞试管

已灭菌的无氧水进行梯度稀释，涂布于固体培养

基上，培养3–4 d, 在10–4–10–6浓度长出黑色单菌落。

挑选单菌落接种至液体培养基后获得纯菌株。上

述实验、培养操作均在厌氧手套箱中完成。

1.2    菌株的形态观察和生理生化特征测定

对菌株进行革兰氏染色实验，并对其形态特

征通过扫描电镜进行观察(见1.7)。菌株的生理生

化特征使用Biolog板(GNPlateTM，BIOLOGInc)，

按照生产商说明书进行测定，参照《常见细菌系

统鉴定手册》[18]对菌株进行生理生化鉴定。

1.3    菌株16S rRNA基因测序分析

菌株的16S rRNA基因直接将纯菌液作为模板

进行PCR扩增。引物为27F (5′-AGAGTTTGATYM

TGGCTCAG-3′)，1492R (5′-TACCTTGTTACGAC

TT-3′)[19]。PCR产物使用Peasy™-T3克隆试剂盒

(Transgene)，按生产商说明书进行克隆。挑选6个

克隆子进行测序，并对序列进行比对。系统发育
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分析通过MEGA 4.0软件按邻接法(Neighbor-Joining)

计算完成，距离系数模型为Maximum Composite

Likelihood, Bootstrap次数为1000。

1.4    菌株产电性能测定

产电测试采用双瓶型(H型)的MFCs反应器

(100-II, 常熟文特)进行，阳极室和阴极室体积均

为120 mL, 两室间通过侧管由直径为4 cm的阳离

子交换膜(32S, 浙江千秋)隔开。阳极和阴极均使

用碳毡(4 cm×2 cm)，由钛丝与1 kΩ外阻连接形成

闭合回路。阳极液为灭菌的LB培养基，阴极液为

50 mmol/L的铁氰化钾磷酸盐溶液。向阳极室接种

200 μL纯菌液并启动运行，使用数据采集卡(7660B,

北京中泰研创)每隔20 min记录1次电压数据，结

束后更换约2/3的阳极和阴极液进行下一周期的运

行。实验设置3个相同的MFCs进行平行测定。

MFCs的极化曲线和功率密度曲线获得方法如

下：运行MFCs至电压稳定，断开回路2 h后，依

次连接阻值为50 kΩ、10 kΩ、5 kΩ、1 kΩ、800 Ω、

500 Ω、300 Ω、200 Ω、100 Ω的外阻，运行20 min，

记录电压值。根据欧姆定律计算电流密度(mA/m2，

I=V/R × A)，功率密度(mW/m2) 由公式P=V2/R×A计
算得到[18]。其中，V是电池测量电压(mV)，R是外

阻(Ω)，A是阳极投影面积(m2)。

1.5    MFCs内阻测定

MFCs反应器内阻通过交流阻抗法测得。方法

简述为：断开MFCs回路2 h至开路电压稳定，采

用了电极体系，以阳极为工作电极，阴极为对电

极与参比电极，由电化学工作站(VersaSTAT4,

Princeton Applied Research)施加1个电压为10 mV,

频率从10 mHz至100 kHz的交流电，获得奈奎斯

特图谱。所得图谱由ZSimpWin 3.1软件进行拟

合，得到反应器各部分的内阻值[20]。

1.6    菌株电化学活性测定

菌株的电化学活性通过循环伏安扫描测定。

方法如下：保持MFCs开路并加入Ag/AgCl参比电

极，以阳极作为工作电极，阴极作为对电极，由

电化学工作站(CHI1040C, 上海辰华)在–700 mV–

300 mV之间循环测试体系的氧化还原特性，变换扫

速从10 mV/s至200 mV/s, 绘制循环伏安图谱[21]。

1.7    MFCs阳极细菌扫描电镜观察

在第四周期 (电压约为1 0 0  m V )停止运行

MFCs并采集阳极样品，另准备原始碳毡样品。样

品经清洗、固定和脱水[15]，通过扫描电镜(JSM-

5610LV, JEOL)进行观察。

2    结果和分析

2.1    菌株的分离与鉴定

本研究从森林土壤中分离出1株具有铁还原能

力的细菌菌株SE6，其菌落在固体培养基上表面

光滑、有光泽、边缘整齐。菌株SE6革兰氏染色

为阳性，菌体为杆状，厌氧条件下能够生长，其

生理生化性质见表1，与生孢梭菌(Clostridium

sporogenes)相似[18]。

为了确认菌株SE6的分类地位，对其16S

rRNA基因序列进行了测定和比对。测定的基因片

段长度为1465 bp, 检测的6个克隆子中含有的序列

100%一致。将测得序列通过BlastX比对，选取一

致性大于99%的序列，以及系统发育关系较近和

较远种属的序列，构建系统发育树(图1)，结果显

示SE6与C. sporogenes的系统发育关系最近，确认

菌株SE6为C. sporogenes。

2.2    MFCs产电性能

将SE6接种至MFCs阳极室，启动运行并记录

电压(图2)。结果显示3个平行MFCs的电压曲线变

化趋势一致，经过约2 d的启动，电压迅速上升达

到第1个运行周期的峰值130 mV左右，之后电压

逐渐回落。于箭头所示时刻更换新鲜培养基后，

电压迅速上升，后2个运行周期电压的平均峰值达

到了160 mV左右。
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MFCs的极化曲线和功率密度曲线如图3所

示。在所测的阻值中，当电压为118 mV时，反应

器的功率密度达到最大值44 mW/cm2，所对应的

电流密度和外阻值分别为236 mA/cm2和1000 Ω。

极化曲线显示，电流密度小于55 mA/cm2，反应器

的电势存在活化损失，电流密度增大后主要为欧

姆损失。

MFCs反应器的内阻测量结果如图4所示，图

中数据点为3个平行MFCs的平均值，右下小图为

进行软件拟合分析的MFCs等效电路图。经计算，

表1.  菌株SE6与生孢梭菌的生理生化特征比较

Table 1.  Physiological and morphological characteristics of strain SE6 and Clostridium sporogenes

Test items SE6 C. sporogenes Test items SE6 C. sporogenes

Gram stain + + Maltose w w/–

Anaerobic growth + + Mannitol – –

Arabinose – – Mannose – –

Cellobiose – – Melibiose – –

Fructose – w/– Rhamnose – –

Galactose – – Sucrose – –

Inosose w – Trehalose – –

Lactose – –

+: positive reaction; –: negative reaction; w: weak reaction.

图 1.  基于16S rRNA基因构建的菌株SE6系统发育树

Figure 1.  Neighbor-Joining phylogenetic tree based on 16S rRNA gene fragments (1465 bp) of strain SE6 and
reference species. The isolated strain, Clostridium sporogenes SE6, was in boldface. Bootstrap values at nodes were
calculated using 1000 replicates by Maximum Composite Likelihood model. Scale bar meants 0.02 substitutions per
nucleotide sequence position.
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MFCs反应器的阳极内阻、阴极内阻和欧姆内阻分

别为(1488±193) Ω/cm2、(0.92±0.01) Ω/cm2和

(20.69±1.76) Ω/cm2。

2.3    MFCs体系电化学活性

通过循环伏安扫描来测定MFCs体系中物质的

氧化还原特性。循环伏安图谱如图5-A所示，不同

扫速的循环伏安曲线均在–0.34 V左右出现了氧化

峰，在–0.16 V左右产生了还原峰，且峰值随扫速

的增加而增大。将氧化峰和还原峰的峰值分别与

扫速进行回归分析(图5-B)，结果显示锋面与扫速

间均存在线性相关关系。

2.4    MFCs阳极扫描电镜观察

通过扫描电镜对原始碳毡和运行后的MFCs阳

极进行观察(图6)。结果显示，原始碳毡的碳纤维

表面光滑，没有微生物附着。MFCs阳极样品表

面，微生物大量聚集并附着于碳纤维上。放大倍

数可观察到附着的微生物长度约1 μm, 形状为杆

状，细胞表面光滑平整，没有其他向外延伸的细

胞结构。

3    讨论

本研究运用厌氧条件下微生物分离培养方

法，首次从森林土壤中分离得到1株生孢梭菌

(Clostridium sporogenes)。该菌可产生孢子，对环

境因素的变化有很强的耐受能力，也使得其能够

从土壤当中获得分离。研究显示，基于MFCs的土

壤产电技术可用以指示污染物对微生物活性的影

响[6]或减少温室气体排放[3]等。土壤中产电菌的分

离鉴定为土壤产电提供了最直接的证据。目前，

从环境中分离的具有产电能力的细菌共有20余

图 2.  菌株SE6催化的3个平行MFCs的电压曲线

Figure 2.  Voltage curves of triplicate MFCs operated
with strain SE6 in batch-fed mode. Black arrows
indicated the time of medium replacement.

图 3.  菌株SE6催化的MFCs的极化曲线和功率密度曲线

Figure 3.   Polarization curve and power density curve
of MFCs operated with strain SE6. Bars represented
standard deviations of the means.

图 4.  菌株SE6催化的MFCs反应器的交流阻抗图谱

Figure 4.  Nyquist plots of the impedance spectra of
MFC reactors operated with strain SE6. The inserted
figures were the detailed plots at high frequency and the
equivalent circuit of MFCs used for ZSimpWin fitting
program.
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株，其中绝大多数来源于废水、活性污泥和底泥

沉积物。菌株SE6也拓宽了产电微生物的来源，

为土壤中产电菌的分离研究提供了依据。

在已报道的使用其他菌种的MFCs中，最大功

率密度普遍在200 mW/m2以下 [11,22–23]，最高可达约

3000 mW/m2 [9,24]。菌株SE6具有胞外电子传递能

图 5.   菌株SE6催化的MFCs的循环伏安图谱(A)和氧化峰和还原峰值与扫速的回归分析(B)
Figure 5.   Cyclic voltagrams of MFCs operated with strain SE6 under different scan rates (A) and regression analysis
of anodic and cathodic peak currents in the cyclic voltagrams with their corresponding scan rates (B).

图 6.  原始碳毡(A)和(B–D) MFC阳极碳毡样品的扫描电镜照片

Figure 6.  Scanning electron micrographs of unused carbon fiber (A) and (B–D) MFC anode operated with strain SE6.
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力，接种其运行的MFCs能够产生一定的电能。本

研究获得的最大功率密度为44 mW/m2，纯菌反应

器在产电性能上的差距可能是由以下两方面的原

因造成的：一方面是产电菌自身分解有机物和电

子传递能力的差异。不同菌种对有机底物的喜好

和分解能力存在差异[25]，有机底物不能被完全降

解会使得MFCs的库伦效率偏低[26]。而反应器产电

能力表现的关键因素还是阳极的电子传递步骤。

Reguera等[27]发现阳极表面生物膜厚度与MFCs产

电能力有着正相关关系。若以胞外电子传递方式

来将产电菌类别进行划分，采用间接电子传递[28]

和直接电子传递中膜结合物质传递[29]的产电菌只

能在阳极表面形成单层生物膜，而采用直接电子

传递中纳米导线传递[30]的产电菌可在阳极表面形

成多层的生物膜[8]，因此接种不同胞外电子传递

方式的产电菌运行的MFCs会在产电能力上出现差

距。另一方面，反应器的构型对其产电能力的提

升也发挥着重要作用。电极的面积、材料、催化

剂修饰，电极室的大小，有机底物的浓度和不同

材料隔膜的使用等因素[31–33]都会对反应器的内阻

产生影响，进而体现在产电性能上。本研究也对

接种SE6运行的MFCs反应器的内阻进行了测定，

结果显示其欧姆内阻和阴极内阻很小，阳极内阻

较大。对阳极进行改性或表面催化剂修饰可能能

够有效提升反应器的产电性能。

本研究对MFCs反应器体系进行了循环伏安扫

描，结果显示体系中明显存在电化学活性物质。

通过扫速和其对应的峰值电流关系可确定电化学

活性物质的特性，氧化电流峰值与扫描速度有着

很好的线性相关关系，表明体系中电化学活性物质

的特性是基于与电极直接接触的氧化还原作用[21]。

CV结果显示氧化峰产生的电势位点为–0.34 V，

Park等[34]对梭菌属的另一纯菌株丁酸梭菌(Clostridium

butyricum)的CV扫描结果显示位于约–0.31 V出现

明显的氧化峰，此外，Shewanella oneidensis在CV

扫描中氧化峰出现电位约为–0.36 V [ 2 1 ]，菌株

SE6与上述菌种的氧化峰电位相近，而这2种菌均

在研究中被证明其电化学活性物质为膜结合细胞

色素，综上可推测菌株SE6的胞外电子传递机制

可能为依靠细胞色素的直接电子传递。扫描电镜

观察到阳极表面有细菌状微生物附着，为菌株SE6

的产电能力提供了直观证据，其细胞膜外没有观

查到类似纳米导线的衍生结构，可基本排除另一

种依靠纳米导线的直接电子传递机制，进一步佐

证了SE6依靠细胞色素进行电子传递的猜测。
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Characterization of a novel electrogenic Clostridium sporogenes
isolated from forest soil

Yunbin Jiang1, Huan Deng1, Xinqi Huang1, Yinping Zhang2, Wenhui Zhong1 *

1 Jiangsu Key Laboratory of Materials Cycling and Pollution Control, School of Geography Science, Nanjing Normal University,
Nanjing 210023, Jiangsu Province, China
2 Center for Analysis and Testing, Nanjing Normal University, Nanjing 210023, Jiangsu Province, China

Abstract: [Objective] To identify and characterize an electrogenic bacterium SE6 isolated form forest soil.
[Methods] Pure culture of the strain was obtained by anaerobic incubation. It was identified based on morphology,
physiology and biochemistry, and 16S rRNA gene sequencing analysis. The strain was inoculated in a dual chamber
microbial fuel cell with LB medium as anolyte and potassium ferricyanide as catholyte, to characterize its electrogenic
ability. Electrochemical impedance spectroscopy was conducted to analyze internal resistances of the MFCs.
Extracellular electron transfer mechanism of the strain was explored by cyclic voltammetry. Biofilm on the anode
surface was observed using scanning electron microscope. [Results] The 16S rRNA gene sequence of strain SE6 was
100% phylogenetically related to Clostridium sporogenes. Their morphological, physiological and biochemical
characteristics were identical. The maximum power density of the MFCs inoculated with SE6 was 44.42 mW/m2. The
anodic resistance, cathodic resistance and ohmic resistance were (1488±193) Ω/cm2, (0.92±0.01) Ω/cm2 and
(20.69±1.76) Ω/cm2, respectively. Cyclic voltammograms indicated the existence of an electrochemically active
substance, of which the peak currents were linearly correlated with the scanning rates. The 1 μm-rodshaped bacteria
densely attaching to the anode surface were observed in scanning electron micrographs. [Conclusion] A novel
electrogenic strain of C. sporogenes was isolated from forest soil, which transfers electrons extracellularly to electrode
with high resistance.

Keywords: Clostridium sporogenes, microbial fuel cells, cyclic voltammetry, electrochemical impedance
spectroscopy, scanning electron microscope
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