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摘   要：电活性微生物奥奈达希瓦氏菌的胞外电子传递(extracellular electron transfer, EET)在污染

物降解、环境修复、生物电化学传感、能源利用等方面具有广泛的应用潜力；四血红素细胞色素

CctA (small tetraheme cytochrome)是希瓦氏菌周质空间中最丰富的蛋白质之一，能够参与多种氧化

还原过程，但目前对 CctA 在 EET 中的行为和机理认识仍然有限。【目的】研究阐明 CctA 蛋白在

希瓦氏菌模式菌株 MR-1 周质空间以偶氮染料作为电子受体的 EET 中的作用，补充和拓展希瓦氏

菌的厌氧呼吸产能机制。【方法】以周质还原型偶氮染料甲基橙(methyl orange, MO)作为电子受体，

在 mteal reduction (Mtr)蛋白缺失菌株∆mtr 中研究 MO 的周质还原特点，并通过基因敲除和回补表

达研究 CctA 蛋白在周质电子传递中的作用。【结果】在缺失 Mtr 通道的情况下，细胞色素 CctA 可

以介导周质空间的电子传递而还原 MO。重组表达 CctA 在低水平时，MO 在周质空间中的还原速

率与其表达水平呈正相关，更高水平的 CctA 表达无助于进一步提高 MO 的还原速率。蛋白膜伏

安结果展示了 CctA 与周质空间内其他高电位氧化还原蛋白的显著区别，可能参与构成一条低电
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位的 MO 还原通道。【结论】从分子动力学层面揭示了 CctA 在周质 MO 还原中的独特电子传递行

为，为进一步推进对细菌周质电子传递机制的理解，以及通过合成生物学设计或改造胞外氧化还

原系统、强化生物电化学在污染物降解中的应用提供了重要信息。  

关键词：细胞色素 c；希瓦氏菌；周质蛋白；甲基橙；胞外电子传递 
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Abstract: Extracellular electron transfer (EET) of the electrochemically active microbe, 
Shewanella oneidensis, has promising prospects of application in pollutant degradation, 
environmental remediation, bioelectrochemical sensing, and energy utilization. The small 
tetrahaem cytochrome (CctA) is one of the most abundant proteins in the periplasmic space of 
S. oneidensis. Although CctA is involved in multiple redox processes, the knowledge on the 
behavior and mechanism of CctA in EET is limited. [Objective] To investigate the role of 
CctA in the EET with azo dyes as electron acceptors in the periplasmic space of the model 
strain S. oneidensis MR-1, and further enrich the knowledge about the mechanism of anaerobic 
respiration of S. oneidensis. [Methods] We took methyl orange (MO) as the electron acceptor 
to explore the characteristics of periplasmic MO reduction in ∆mtr (mtr-deleted strain) and 
investigate the role of CctA in EET by gene knockout and complementation. [Results] In the 
absence of Mtr complexes, CctA mediates the electron transfer for the periplasmic MO 
reduction. The reduction rate of MO had a positive correlation with the expression level of 
recombinant CctA at low concentrations, while higher levels of recombinant CctA did not 
further improve the reduction rate. The results of protein film voltammetry (PFV) distinguished 
CctA significantly from high-potential redox proteins in the periplasmic space, suggesting its 
involvement in a low-potential MO reduction pathway. [Conclusion] We uncovered the unique 
electron transfer behavior of CctA in periplasmic MO reduction from molecular dynamics, 
bringing valuable information for understanding EET, designing or modifying extracellular 
redox systems by means of synthetic biology, and facilitating the application of 
bioelectrochemistry in pollutant degradation.  
Keywords: cytochrome c; Shewanella; periplasmic proteins; methyl orange; extracellular electron 
transfer (EET)  
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希瓦氏菌属(Shewanella)作为一类具有多

样化胞外还原能力的电活性微生物，不仅可以利

用氧气作为有氧呼吸的末端电子受体，还可以

在厌氧条件下还原高价铁锰氧化物、偶氮染

料、富马酸盐、硫代硫酸盐、亚硫酸盐、硝酸

盐、亚硝酸盐和二甲基亚砜等多种化合物[1]，乃

至利用这些化合物作为电子受体进行厌氧呼吸。

这种广泛的呼吸活性使得希瓦氏菌能够在厌氧

条件下通过氧化有机底物为还原捕集有毒重金

属和类金属元素(如铬、硒)、放射性核素(如铀)、
偶氮染料等提供电子，使它们转变为无毒或低毒

的产物，从而在污染物降解、污染环境生物修复、

生物电化学传感和能源利用等方面表现出重要

的应用潜力[2]。 
对染料的还原活性使希瓦氏菌在有机污染

控制方面成为高价值的微生物菌剂[3]。希瓦氏菌

对偶氮类[4]、蒽醌类[5]和三苯代甲烷类[6]染料都

具有很好的脱色效果。其中偶氮染料作为合成染

料中品种最多、产量最高、应用也最为广泛的一

类，因在特定条件下能分解产生多种致癌芳香胺

且容易长时间残留于环境中，而成为有机污染控

制的重要内容。希瓦氏菌等微生物使其偶氮键断

裂而实现的还原脱色被认为是破坏其分子结构、

实现污染控制有效且对环境无害的方法[7]。奥奈

达希瓦氏菌 MR-1 作为偶氮染料脱色研究中常

用的菌株，在厌氧条件下对 100 mg/L 甲基橙

(methyl orange, MO)的脱色率可达 95%以上[8]，

对 200 mg/L 以下的阳离子红 X-GRL 也具有较

高的脱色能力[9]。在微氧条件下，对 MO 和酸

性黄 199 的脱色率也能分别达到 97.3%和

68.2%[10]。除了 MR-1 之外，脱色希瓦氏菌 S12
在厌氧条件下也可以利用苋菜红、甲基红和酸

性红 13 等多种偶氮染料作为电子受体进行呼

吸产能[4]。 
大量研究结果表明，希瓦氏菌多样化呼吸能

力的实现主要归因于其分布于内膜、周质空间和

外膜上、种类和含量丰富的多血红素细胞色素 c
所构成的胞外电子传递 (extracellular electron 
transfer, EET)[11]系统。借助蛋白晶体学、分子生

物学及生物电化学等多种技术手段，目前对于

EET 系统中外膜电子传递通道的分子组成和工

作机制已经较为清楚，但是对于结构较松散、且

具有一定流动性的周质空间中电子传递的组织

机制仍需继续研究。 
周质空间中自由漂浮的细胞色素 FccA 和

CctA 可以从 CymA 接受电子，并进一步传递给

周质中的末端还原酶用于周质还原(硝酸盐、亚

硝酸盐和延胡索酸盐等)过程，或传递给外膜导

电通道中锚定于周质一侧的细胞色素 c (如
MtrA、MtrD 和 DmsE)以实现细胞外表面的还原

过程，发挥电子中继作用[12]。其中 FccA 作为

富马酸盐还原酶，除了参与富马酸盐的电子传

递过程[13]，还可以通过 MtrA 参与水合氧化铁

的还原[14]，而 CctA 对 EET 影响的认知还十分

有限。Delgado 等[15]通过敲除周质空间中的其他

冗余细胞色素 c 同时过表达 CctA，使胞外电子

受体柠檬酸铁的还原效率提升 1.7 倍；同样的，

Sun等[16]通过敲除 3种干扰电子传递效率的蛋白

并过表达 CctA，使得微生物燃料电池(microbial 
fuel cell, MFC)的最高功率密度达到野生型的

3.62 倍。由此推测，CctA 具有显著的电子传

递能力并可能以独特的机理参与周质电子传

递过程。 
基于此，本研究以周质还原型偶氮染料 MO

作为电子受体，以具有 MO 还原功能的菌株

MR-1 野生株及其 Mtr 蛋白(外膜上重要的电子

传递体系[17]、与偶氮还原过程密切相关)缺失菌

株∆mtr 作为试验菌株，结合基因敲除和回补表

达的方法调控 CctA 蛋白表达水平，研究 CctA
在周质空间以 MO 作为电子受体的 EET 过程中
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的作用。通过本研究工作，为电化学活性微生物

周质空间电子传递理论提供新的发现，进而为通

过合成生物学设计或改造胞外氧化还原系统、强

化生物电化学在污染物降解中的应用提供参考。 

1  材料与方法 
1.1  菌种和质粒 

本研究所使用的菌种和质粒详见表 1，其

中奥奈达希瓦氏菌 MR-1 的野生菌株及其基因

缺失菌株∆cctA、∆mtr 和质粒 pBAD202/D-TOPO
来 自 安 徽 大 学 程 园 园 副 教 授 ， 大 肠 杆 菌

WM3064[18]和自杀质粒 pHGM01[19]来自浙江大

学高海春教授，均保存于本实验室。 

1.2  主要试剂和仪器 
PrimeSTAR 聚合酶购于北京宝日医生物技

术有限公司；Easy Taq DNA 聚合酶、Easy PureTM 
Genomic DNA Kit 购于北京全式金生物技术公

司；凝胶 DNA、微量 DNA 回收试剂盒购于上海

Magen 公司；Gateway BP Clonase II Enzyme Mix、
高速离心机购于 ThermoFisher Scientific 公司；改

良型双辛可宁酸(bicinchoninic acid, BCA)蛋白浓

度测定试剂盒购于生工生物工程(上海)股份有限

公司；Precast-GLgel 4%–15%变性电泳 Hepes 预

制胶 10 Well 购于 BBI 生命科学；PCR 仪、电泳

仪、紫外可见-蛋白核酸分析仪购于 Bio-Rad 公

司；电热恒温培养箱购于上海智城分析仪器制

造有限公司；超微量分光光度计购于 NanoDrop
公司；高压蒸汽灭菌锅购于 TOMY Seiko 公司；

厌氧培养箱购于北京艾普瑞斯科技有限公司；

分光光度计购于 BioTeK 公司；超声波细胞破碎

仪购于 SONICS&MATERIALS 公司；超速冷冻

离心机购于贝克曼库尔特有限公司。  

1.3  培养基及培养条件 
LB (Luria-Broth) 培 养 基 (g/L) ： 蛋 白 胨 

10.0，酵母提取物 5.0，氯化钠 5.0；配制固体培

养基时添加 15 g/L琼脂粉。筛选重组菌使用的硫

酸庆大霉素(gentamycin, Gm)浓度为 50 mg/L，二

氨基庚二酸(diaminopimelic acid, DAP)浓度 50 mg/L；
诱导目的蛋白表达使用的卡那霉素(kanamycin, 
Km)浓度为 50 mg/L。有氧培养大肠杆菌和希瓦

氏菌株分别在 37 和 30 °C 条件下以 180 r/min 的

转速运行的摇床中进行。 
 
表 1  本研究中所使用的菌株和质粒 
Table 1  Strains and plasmids used in this study 
Strains and plasmids Description Sources 
Escherichia coli strain   

WM3064 Host for pir-dependent plasmids and donor strain for conjugation; 
∆dapA 

Lab stock 
 

Shewanella oneidensis strains   
MR-1 Wild type Lab stock 
∆cctA cctA deletion mutant derived from MR-1 Lab stock 
∆cctA_pcctA ∆cctA with pBAD-cctA Lab stock 
∆mtr mtr deletion mutant derived from MR-1 Lab stock 
∆mtr∆cctA mtr and cctA deletion mutant derived from MR-1 This study 
∆mtr∆cctA_pBAD ∆mtr∆cctA with pBAD  This study 
∆mtr∆cctA_pcctA ∆mtr∆cctA with pBAD-cctA This study 

Plasmids   
pBAD Original plasmid pBAD202/D-TOPO Lab stock 
pBAD-cctA Plasmid pBAD contains the gene of CctA This study 
pHGM01 ApR, GmR, CmR, att-suicidal plasmid Lab stock 
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MO 脱色还原试验使用 LM (Lactate-Mineral)
基础培养基(g/L)：十二水合磷酸氢二钠 17.1，
磷酸二氢钾 3.0，氯化钠 0.5，氯化铵 1.0，酵母

粉 0.5，作为电子供体的乳酸钠 2.24，作为电子

受体的 MO 0.2。将除氧后的培养基转移到厌氧

工作站中后接种用 LM 培养基重悬后的菌液启

动反应，在 30 °C 下静置培养。 
1.4  突变株构建 

基因敲除方法参考文献[19]，首先根据 NCBI 
(National Center of Biotechnology Information)上菌

株 MR-1 的基因组序列设计相关引物 5O/5I 和

3O/3I (表 2)，并以基因组为模板分别扩增出目的

基因 cctA 在基因组中的上游和下游片段约 500 bp。
利用引物上的 Linker 标签，通过融合 PCR 将上、

下游片段融合为一条长片段，将长片段产物进行

切胶回收后，再利用BP克隆酶使长片段上的attB
位点与自杀质粒 pHGM01 上的 attP 位点进行体外

重组，从而将此长片段结合到自杀质粒上。接着

将自杀质粒通过热激法转化到含有λ蛋白的菌株

WM3064 (DAP 营养缺陷型)感受态细胞中，蛋白

是自杀质粒复制所必需的蛋白。 
利用自杀质粒上的庆大霉素抗性基因 Gm 在

抗性平板上进行克隆的筛选，筛选出成功转化

后的大肠杆菌后，将含有自杀质粒的菌株

WM3064 和 MR-1 进行细菌接合试验。并利用自

杀质粒上的庆大霉素抗性基因 Gm 和蔗糖致死基

因 SacB 对菌株进行筛选。将菌体洗下并涂布在

LB+Gm 的平板上，挑取单菌落转接至 LB+Gm
和无 NaCl 的 LB+10%蔗糖平板上，选择能够在

LB+Gm 平板上生长、但在无 NaCl 的 LB+10%蔗

糖平板上不生长的菌落。采用引物 LF/SR 和

SF/LR进行PCR单交换验证，再将单交换成功的

突变株在无NaCl的LB液体培养基中培养后，稀

释涂布于无 NaCl 的 LB+10%蔗糖平板上培养，

挑取单菌落转接至 LB+Gm 和 LB+10%蔗糖平板

上，选择能够在 LB+10%蔗糖平板上生长、但在

LB+Gm 平板上不生长的菌体，采用引物 LF/LR
进行 PCR 验证，获得双交换成功的突变株。 
1.5  周质蛋白和膜蛋白的提取 

周质蛋白提取：利用渗透休克法[20] (osmotic 
shock)提取周质蛋白。首先离心收集在 LB 培养基

中过夜培养的菌体，用磷酸缓冲盐溶液(phosphate 
buffered saline, PBS) (氯化钠 137 mmol/L，氯化钾

2.7 mmol/L，磷酸氢二钠 24.2 mmol/L，磷酸二

氢钾 5.2 mmol/L，pH 值 7.4)洗涤菌体；然后用

Spheroplast 缓冲液(三羟甲基氨基甲烷 100 mmol/L，
蔗糖 500 mmol/L，乙二胺四乙酸二钠 0.5 mmol/L，
pH值8.0)重悬离心后的沉淀，孵育5 min后 4 °C、

10 000×g 离心 20 min，去上清。再用低渗液   
(1 mmol/L 氯化镁溶液)重悬沉淀，置于冰上 15 s
后加入 20 mmol/L 硫酸镁溶液。离心收集沉淀进

行后续膜蛋白提取，收集上清液然后进行超速

离心(120 000×g, 1 h, 4 °C)，收集超速离心后的

上清作为周质蛋白。 
 

表 2  本研究中涉及的引物序列 
Table 2  Primer sequences involved in this study 
Primers Sequence (5′→3′) 
5O GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTGATTTATCAGTCGCCAGAG 
5I GGTCCGGGTTCGCTATCTATACTTGCCCCGAAAAGCAC 
3I ATAGATAGCGAACCCGGACCTACTTCTGCGTCTGTTCTG 
3O GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTGGAGTGATGATGTTTCG 
LF TCCCTAGACTCACGAACC 
SR CCAATGCCCACAGTAAAA 
SF GAAGGCGAAGGTTTAGGT 
LR TGGATCGGGATCACTCTG 
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膜蛋白(包含内膜和外膜蛋白)提取：利用

超声破碎法提取膜蛋白，将提取周质蛋白试验

中收集的沉淀用 buffer W 蛋白缓冲液(三羟甲基

氨基甲烷 100 mmol/L，氯化钠 150 mmol/L，pH 
8.0)重悬，进行超声破碎(5 s 脉冲，5 s 暂停，35%
功率)。离心(10 000×g, 20 min, 4 °C)去除未破碎

的细胞并收集悬浮液，将悬浮液进行超速离心

(120 000×g, 1 h, 4 °C)后收集沉淀即为膜组分。

使用添加 2% Triton X-100 (体积分数)的 buffer 
W 在 4 °C 过夜溶解膜组分，离心(10 000×g,   
20 min)去除不溶杂质即为可溶膜蛋白。 

1.6  组分还原 MO 的滴定试验 
使用蛋白浓度归一化的样品进行试验，使周

质蛋白和膜蛋白溶液样品的浓度分别等同于提

取自 110 µg 菌体总蛋白/mL。在厌氧条件下使用

25 mmol/L 连二亚硫酸钠(sodium dithionite, DT)
滴定 2 个样品中的细胞色素 c，使其恰好达到完

全还原的状态(依据 350‒600 nm 范围内的吸收

光谱判断)。再用微量进样针向样品中逐步添加

500 mg/L MO溶液至细胞色素 c的特征吸收区域

的吸收光谱曲线不再变化。 

1.7  MO 还原脱色试验 
MO 还原脱色试验在 100 mL 的血清瓶中

进行，每个血清瓶分装 50 mL 的 LM 培养基

(乳酸钠为电子供体，MO 为电子受体)，充入

过滤除菌的氮气 20 min 后用胶垫铝盖封口，

转移至厌氧工作站中，加入 LM 培养基重悬至

终 OD600 值为 0.2 的菌液来启动反应，然后

30 °C 静置培养，并设置 3 组重复。还原过程

使用一次性注射器在厌氧工作站中定时取样

过滤除菌分析，利用分光光度计监测 OD465 值

的变化并记录。 

1.8  CctA 的重组表达 
利用质粒电转化法[21]将包含菌株 MR-1 中

cctA 基因的构造质粒 pBAD-cctA (N 端带有

6×His 标签的 CctA6×His)以及不含 cctA 的空白质

粒 pBAD 分别转化到∆mtr∆cctA 菌株，构建 cctA

表达菌株和对照菌株，通过质粒测序确认 2 种菌

株构建成功。通过全蛋白电泳检验 CctA 在构建

菌株中是否表达：在含有 Km 抗性的 LB 培养基

中活化菌株，培养至对数中期后用 L-阿拉伯糖

诱导蛋白表达；结束后各收集 1 mL 菌液中的细

胞裂解后上样电泳。 
细胞裂解和电泳条件为：先用 buffer W 将

细菌细胞重悬至同样的 OD600 值(OD600=3.0)，

各取相同体积与 2×loading buffer 混合，98 °C

加热 10 min 进行裂解；然后各取 10 µL 样品在

4%–15%变性电泳 Hepes 预制胶上进行上样，

低电压慢速电泳(110 V, 60 min)。采用血红素

染色法[22]对电泳胶中的细胞色素 c 进行特异性

染色：将胶块充分浸泡于乙酸钠-冰乙酸缓冲液

(pH 值 5.0)中，加入甲醇溶解的 3,3',5,5'-四甲基

联苯胺溶液(1 mg/mL)并再次充分浸泡，然后

加入过氧化氢溶液混合 5‒10 min 后充分染色，

随即用水替换染液以终止反应。置于凝胶成像

仪中进行拍照记录，为了进一步分析条带灰度，

使用 ImageJ 软件对图像进行处理[23]。 

1.9  CctA6×His 蛋白的分离纯化 
利用组氨酸标签蛋白亲和纯化填料中在琼

脂糖鳌和介质作用下与微球体发生螯合作用的

Ni2+，与组氨酸标签上的咪唑环发生特殊的相互

作用，从而实现 CctA6×His 的纯化分离。将过滤

除气的 binding buffer (羟乙基哌嗪乙硫磺酸  

20 mmol/L，氯化钠 150 mmol/L，pH 值 7.8)与

填料充分混合以平衡填料，填料沉降后除去上清

液；将菌株∆cctA-CctA6×His 用终浓度为 1 mmol/L

的阿拉伯糖诱导表达 20 h 后的菌液进行超声破 
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碎，超速离心后将所得的上清液蛋白样品与平

衡后的填料充分混匀，填料沉降后除去上清

液；将填料与 binding buffer 充分混合后以洗涤

填料，填料沉降后除去上清液(未吸附完全的杂

质)；在填料中首先加入 10 mmol/L 的咪唑缓冲

液，充分混合后，待填料沉降后收集上清溶

液，并观察蛋白的洗脱情况(填料中蛋白吸附呈

红色 )，如未完全洗脱，进一步使用高浓度

(50、100 和 200 mmol/L)咪唑缓冲液洗脱填料，

最后收集所有蛋白洗脱液，进行 SDS-PAGE 以

验证蛋白分子大小及纯度。 

1.10  蛋白膜伏安试验[24] 
将新制纳米金电极表面修饰生物相容性自

组装单层：在 8 mmol/L 巯基乙醇、1 mmol/L 巯

基乙酸和 1 mmol/L 巯基乙胺的混合溶液中浸泡

48 h。向蛋白溶液中加入聚-(α,β)-DL-天冬氨钠盐

至 10 mmol/L 后滴加到上述电极表面成膜然后

用 5% Nafion 溶 液 覆 盖 ， 作 为 工 作 电 极

(Ag/AgCl 作为参比电极，铂丝电极作为对电极)
在无氧条件下进行循环伏安扫描。扫描范围为

+0.1 V 至‒0.6 V，扫速为 50 mV/s，试验温度为

30 °C。 

2  结果与分析 
2.1  菌株 MR-1 细胞亚组分还原 MO 

为了寻找在周质空间中进行还原脱色的染

料类型，首先使用 MR-1 的野生株和缺陷株∆mtr 
(mtr 基因缺失菌株是指敲除 mtrABC、mtrDEF
以及 omcA 7 个基因的菌株)对 7 种可被希瓦氏菌

还原的染料进行还原(甲基紫 [6]、MO[8]、刚果   
红[25]、苋菜红[26]、甲基绿[27]、酸性红 27[28]和结

晶紫[29])。除 MO 以外，∆mtr 在其他 6 种染料中

均没有表现出还原活性(数据未展示)，说明只有

MO可以在不依赖 Mtr通道的条件下进行还原脱 

色，所以选择 MO 作为最终电子受体用于后续

试验。为了明确菌株 MR-1 的胞外电子传递蛋白

在还原 MO 过程中的作用，分别提取了菌株

MR-1 的周质组分和膜组分，并通过体外试验对

其还原 MO 的活性进行了表征。样品中所包含

细胞色素 c 氧化-还原状态的变化，通过样品在

可见区吸收光谱的特征进行反映，并用于监测蛋

白和 MO 之间的电子传递。样品的可见吸收光

谱(图 1)显示，在提取到的 2 种样品中细胞色素

c 的特征信号都非常突出，且在空气中均呈现氧

化态，表现为 409 nm 处的 Soret 吸收带和

520‒550 nm 区域的 Q 吸收带的显现。使用 DT

滴定 2 种样品后，其中的细胞色素 c 均被还原，

表现为 Soret 吸收带红移至 419 nm 并产生更强

的吸收信号，而 Q 吸收带则在 523 nm 和 552 nm

处产生代表性的吸收信号。 

在无氧条件下用 MO 逐步滴定还原态的 2 种

样品，监测到周质组分和膜组分中的细胞色素

c 都发生由还原态向氧化态的逐步转变，表现 

为位于 419 nm 处的 Soret 吸收带逐渐蓝移回

409 nm，并伴随着吸收强度的下降；而在 523 nm

和 552 nm 处的吸收峰也逐步消退。与此同时，

氧化态MO在溶液中开始逐渐积累，表现为465 nm

处的吸收峰增长。这些结果表明了 MR-1 的周

质组分和膜组分都具有对 MO 的还原能力，而

且还原电子传递过程中有细胞色素 c直接参与。

此外还可以观察到，周质样品中的还原态细胞

色素 c 与 2.5 µg MO 混合后完全恢复到氧化状

态(继续加入 MO后其氧化态特征峰位和强度不

再发生变化)，而膜蛋白样品中的细胞色素 c 与

5.5 µg MO 混合后才被完全氧化，说明来自归一

化细胞生物量的膜组分比周质组分可以还原更

多 MO。 
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图 1  菌株 MR-1 周质蛋白(A)和膜蛋白(B)体外还原 MO 的紫外可见吸收光谱图 
Figure 1  UV-Vis spectra of in viro MO reduction by periplasmic (A) and membrane (B) proteins of 
Shewanella oneidensis MR-1. 
 
2.2  CctA 和 Mtr 通道在 MO 还原中的作用 

基于上述结果，可以确认周质电子传递通道

在 MO 胞外还原中的作用分别为：(1) 在周质中

直接进行电子传递和还原；(2) 将内膜呼吸链中

的电子传递到外膜并完成还原。为了对此二者进

行原位区分，使用野生型 MR-1 菌株和 cctA、

mtr 基因缺失菌株进行了 MO 还原动力学试验

(图 2A)。在假定周质电子传递过程为动力学限

制步骤的前提下，MO 的还原动态可以简化为一

级反应动力学过程并根据方程‒ln(Ct/C0)=Kt (式
中：C0 为 MO 溶液初始浓度，Ct 为时间 t 时的

MO 的浓度)计算动力学常数 K 用以定量描述

MO 的还原速率。在使用野生型菌株进行的试

验中，MO 很快被还原脱色(在本研究的试验条

件下，2 h 内对 200 mg/L 浓度的 MO 脱色效率达

到 100%)。∆cctA 的还原脱色速率与野生型相比 
 

 
 

图 2  批次试验中野生型、∆cctA、∆mtr 和∆mtr∆cctA 菌株还原 MO 的动力学曲线(A)及一级动力学常数

对比(B) 
Figure 2  Kinetic curves of MO reduction by wild type strain, ∆cctA, ∆mtr, ∆mtr∆cctA (A) and first-order 
kinetic constant by ∆mtr and ∆mtr∆cctA (B) in batch tests. There was a significant difference between ∆mtr and 
∆mtr∆cctA (*: P<0.05). Error bars indicate the standard deviation (n=3). 



 

 

 

金小雨等 | 微生物学报, 2023, 63(10) 3851 

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn 

 

略有降低但仍迅速地完成了脱色。相比之下，

∆mtr和∆mtr∆cctA菌株进行MO还原脱色的速率

均受到了显著的抑制，其中∆mtr∆cctA 菌株相比

于∆mtr 菌株还原脱色速率降低 22% (P<0.05)。

这些结果印证了 Mtr 通道在希瓦氏细菌 MO 还

原脱色中重要作用的发现[8]，也表明了作为周质

电子中继的细胞色素 CctA 可能在缺失 Mtr 通道

的情况下参与 MO 的还原。 

2.3  ∆mtr∆cctA 突变株细胞亚组分还原 MO 
为了进一步了解 CctA 在缺失 Mtr 通道的情

况下参与 MO 还原的情况，提取了∆mtr∆cctA 菌

株的周质组分和膜组分并进行体外还原 MO 的

试验。紫外可见吸收光谱结果(图 3A)显示，

∆mtr∆cctA 的周质组分被还原以后也具有向 MO

转移电子并使样品中的细胞色素 c 恢复氧化态

的能力。但相比于野生型的周质样品，仅需 1.5 µg 

MO 就使得∆mtr∆cctA 周质样品中的还原态细胞

色素 c 完全氧化，说明 CctA 蛋白的缺失使还原

态周质组分中储存的活性电子数量显著下降。

与野生型菌株相比，∆mtr∆cctA 的膜蛋白样品中

细胞色素 c 含量显著下降，而且该样品不具有

还原 MO 的能力(图 3B)。这表明，在 MR-1 的

膜组分中除了 Mtr 呼吸通道之外，没有其他蛋

白能够参与 MO 的脱色还原；在∆mtr∆cctA 双敲

除株中，MO 的还原场所从细菌外表面转移到

周质空间中完成。 

2.4  CctA 表达水平对还原 MO 的影响 
为了进一步研究 CctA 在周质还原 MO 电子

传递过程中的作用，通过在∆mtr∆cctA 菌株的周

质空间中重组表达 N 端带有 6×His 标签的

CctA6×His (12.9 kDa)，控制 CctA 的浓度以观察

含有不同浓度 CctA 的菌株对 MO 还原的影响。

试验中通过控制不同的诱导时间和添加不同浓

度的诱导剂 L-阿拉伯糖来调控 CctA6×His 的表达

量。各种条件下的菌体细胞样品在生物量归一化

之后的 SDS-PAGE 的血红素染色(图 4)结果表

明，所设置的试验条件有效地调控了细菌细胞

中 CctA6×His 的含量水平。在诱导剂诱导后，

∆mtr∆cctA_pcctA 菌株在 SDS-PAGE 中 CctA6×His

位置产生比∆mtr∆cctA_pBAD 菌株明显清晰的

蛋白条带。通过对条带进行灰度分析，确认

∆mtr∆cctA_pcctA 菌株中 CctA6×His 的含量随着诱

导时间(12 h 以内)的延长和诱导剂浓度(5 mmol/L

以内)的提高而逐渐提高。 

 

 
 

图 3  ∆mtr∆cctA 菌株周质蛋白(A)和膜蛋白(B)体外还原 MO 的紫外可见吸收光谱图 
Figure 3  UV-Vis spectra of in viro MO reduction by periplasmic (A) and membrane (B) proteins of 
∆mtr∆cctA strain. 
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图 4  重组表达 CctA 蛋白的 SDS-PAGE (血红素染色)及条带灰度分析 
Figure 4  Heme-stained SDS-PAGE and densitometry analysis to protein expression of CctA. A: Adding     
1 mmol/L inducer for 4, 8, and 12 h; Lane 1‒4: Before adding inducer and adding inducer for 4, 8, and 12 h of 
∆mtr∆cctA_pBAD strains; Lane 5‒8: Before adding inducer and adding inducer for 4, 8, and 12 h of 
∆mtr∆cctA_pcctA strains. B: Histogram of relative density by densitometry analysis in the box area of lane 5‒8 
which from Figure A. C: Adding 0.2, 0.5, 1, 2, and 5 mmol/L inducer for 4 h. Lane 1‒2: Before adding inducer 
and adding 1 mmol/L inducer of ∆mtr∆cctA_pBAD strains; Lane 3‒8: Before adding inducer and adding 0.2, 
0.5, 1, 2, and 5 mmol/L inducer of ∆mtr∆cctA_pcctA strains. D: Histogram of relative density by densitometry 
analysis in the box area of lane 3‒8 which from Figure C. 
 

在 MO 还原的批次动力学试验中，诱导剂

诱导后的∆mtr∆cctA_pcctA 菌株表现出符合预

期的还原能力。但∆mtr∆cctA_pBAD 菌株对 MO
的还原能力相比∆mtr∆cctA 菌株(图 2)显著下

降，这可能是作为外源质粒的 pBAD 对宿主代

谢或蛋白表达产生的不利影响，考虑到这一因

素，CctA6×His 在∆mtr∆cctA_pcctA 菌株中表达对

MO 还原动力学的实际促进作用甚至高于图 5
中观测结果。为了研究周质空间中 CctA 水平

和 MO 还原电子传递效率之间的关系，将不同

表达条件的∆mtr∆cctA_pcctA 菌株进行 MO 还

原动力学试验。图 5A 中的结果显示，使用    
1 mmol/L L-阿拉伯糖诱导表达 4 h 以后细菌细

胞可以快速还原 MO。然而，尽管随着诱导时

间的增加，细胞内具有更高的 CctA6×His 含量，

细菌对 MO 的还原速率却稍微下降，相应的动

力学常数也显著降低(pcctA-12 h)，这可能是因

为延长的诱导时间使细菌的活性下降，因而基

于不同诱导时间的试验无法给出 CctA6×His 水平

和 MO 还原速率之间的关系。另一方面，使用

不同浓度的诱导剂一致诱导 4 h (图 5C)，细菌

细胞也都表现出比∆mtr∆cctA_pBAD 菌株更显

著快速的 MO 还原能力。使用 0.2‒2.0 mmol/L 
诱 导 剂 诱 导 ， MO 还 原 速 率 随 着 细 胞 内

CctA6×His 水平的升高而显著上升，更高浓度诱

导剂处理时，MO 还原速率不再增加，可能是

高强度诱导表达对细菌活性的不利影响超过了

CctA6×His 水平升高带来的有利影响。因此，本

研究中 CctA6×His 水平和 MO 还原速率之间的关

系符合预期。 
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图 5  批次试验中 CctA 表达菌株和对照菌株还原 MO 的动力学曲线及一级动力学常数对比 
Figure 5  Kinetic curve of MO reduction and first-order kinetic constant by ∆mtr∆cctA_pcctA and 
∆mtr∆cctA_pBAD strains in batch tests. A‒B: Kinetic curve of MO reduction (A) and first-order kinetic 
constant (B) by ∆mtr∆cctA_pcctA and ∆mtr∆cctA_pBAD strains which adding 1 mmol/L inducer for 4, 8, and 
12 h. C‒D: Kinetic curve of MO reduction (C) and first-order kinetic constant (D) by ∆mtr∆cctA_pcctA and 
∆mtr∆cctA_pBAD strains which adding 0.2, 0.5, 1, 2, and 5 mmol/L inducer for 4 h. Different lowercases 
indicate significant differences between groups (P<0.05), the same lowercases indicate no significant 
differences between groups. Error bars indicate the standard deviation (n=3). 
 

2.5  周质蛋白氧化还原电位分布 
蛋白的氧化还原电位是反映电子传递和终

端 MO 还原活性的基本热力学参数。为了了解

CctA 蛋白与周质电子传递通道之间的热力学关

系，通过蛋白膜伏安试验对野生型 MR-1 菌株的

周质蛋白和纯化后的 CctA6×His 蛋白的电位进行

了分析(图 6)。其中 CctA6×His 蛋白在低电位区域

出现了 1 对氧化还原峰，氧化峰电位(Epa)和还原

峰电位(Epc)分别为‒0.218 和‒0.302 V (vs. SHE)，

中值电位为‒0.26 V。这一结果与前人报道中

CctA 具有较低的氧化还原电位的发现 [30]相一

致，显示 CctA 蛋白在与低电位的其他氧化还原

蛋白或电子受体进行电子传递方面更加具有效

率。而混合的周质蛋白除了在同样位置出现 1
对低电位氧化还原峰之外，于高电位也出现了 2
对氧化-还原峰，这些不同氧化还原电位的周质

蛋白符合周质空间中存在着多条电子传递通道

的研究结论。 
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图 6  菌株 MR-1 周质蛋白及 CctA 蛋白在电极表

面的伏安曲线图 
Figure 6  PFV image of Shewanella oneidensis 
MR-1 wild type strain and purified protein CctA.  

3  讨论 
电活性微生物还原或降解偶氮染料的研究

是近年来微生物电化学研究的主要内容之一，其

中菌株 MR-1被多次证实通过 EET来完成对 MO
等偶氮染料的还原，而大量表达的外膜细胞色素

c 复合物使得很多试验条件下染料还原主要发

生在细菌外膜表面[31]，典型的证据包括内膜电

子传递枢纽 CymA 和外膜 MtrCAB-OmcA 系统

组成的 Mtr 代谢途径的缺失对希瓦氏菌还原脱

色偶氮染料能力造成显著的抑制作用[8]。然而，

周质空间中种类丰富的细胞色素 c 和偶氮还原

酶同样为催化染料还原转化提供了基础[32]。一

般地，极性较高且亲水的偶氮染料较难跨过外膜

进入菌体细胞，而更容易在电活性细菌的细胞外

接受电子[33]。但是细胞膜具有一定的通透性，

在适宜的 pH 和温度等条件下会允许偶氮染料分

子跨膜通过，而使得染料分子在细胞内部实现脱

色[9]，同时 MO 含有苯环和二甲基胺基等非极性

基团而具有一定的疏水性，可能使 MO 更容易

跨膜进入周质空间。本研究结果发现，敲除外膜

细胞色素 c 复合物后(∆mtr 菌株)，菌株 MR-1 也

仍然保留了对 MO 的还原能力，这一结果也证

明了其还原位点从胞外而转移到周质空间中，

同时也为开展周质空间中电子传递研究提供了

条件。 
CctA 和 FccA 同时作为周质空间中的电子

中继，均可以在内膜 CymA 和外膜 MtrA 蛋白之

间进行电子传递。在 MR-1 中单独敲除 cctA[34]

或 fccA[14]的试验结果表明，二者互相作为替代

对方的电子中继使菌体细胞对铁氧化物的还原

能力不会因其中一种的缺失而受到显著抑制。此

外，双敲除菌株 ΔfccAΔcctA 在以铁、硝酸盐或

富马酸盐为电子受体时表现出生长延迟或不生

长[32]，说明 CctA 和 FccA 在 EET 过程中虽功能

重叠，但基本不被其他电子中继代替。然而，基

于核磁共振波谱对蛋白相互作用的研究表明[12]，

虽然 CctA 与 FccA 均能够与 MtrA 进行相互作

用，但是 FccA 与 MtrA 的结合亲和力更强，而

CctA 在 FccA 存在时不能与之竞争与 MtrA 的结

合位点。此外由于其蛋白质表面均携带的负电

荷，FccA 与 CctA 之间并不进行相互作用。在

FccA 存在时，CctA 实际执行的功能尚不完全

清楚。目前仅发现在 DMSO 还原中 CctA 通过

与 DmsE相互作用而表现出不被 FccA替代的活

性[35]。本研究的结果显示，在 FccA 存在条件下

MR-1 中的 CctA 仍然促进甲基橙的还原，意味

着 CctA 在偶氮染料脱色中可能具有不被 FccA
替代的活性。 

图 2 中的结果证明，野生型 MR-1 至少存在

3 条 MO 还原的电子传递通道：(1) 通过内膜-
周质-Mtr 蛋白复合体在菌体细胞表面完成；(2) 
通过 CctA 蛋白在周质空间内完成；(3) 不需要

CctA 蛋白的胞内/周质电子传递通道。其中对比

∆mtr 和∆mtr∆cctA 菌株的试验数据，证明基于

CctA 的电子传递通道是存在的。但是单独的

cctA 基因缺失并没有使其还原脱色速率显著降
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低，这与前人的研究结果不一致[36]。这可能是

因为在本研究的所设置的试验条件下，以上多条

电子传递通道对细菌呼吸代谢提供电子的竞争，

以及 FccA 和 CctA 之间的替代作用，使 cctA 的

敲除对 MO 还原速率的影响没有得到充分体现。

与此一致，在 Mtr 通道缺失的条件下，敲除 cctA
使得 MO 还原速率受到更显著的影响，体现了

CctA 参与的周质电子传递通道在 MO 还原过程

中的作用。 
由于革兰氏阴性细菌周质空间中缺乏固定

蛋白的明确细胞结构，周质中蛋白间的电子传递

被认为是通过蛋白分子自由运动实现分子间血

红素的空间匹配来完成的[37]，其中分子量较小

的 CctA 蛋白在理论上具有更高效的运动和分子

碰撞。为了探测 CctA 实际的电子传递行为，本

研究在 Mtr 通道缺失的基础上研究了周质空间

中 CctA 表达水平和 MO 还原速率之间的关系。

按 照 描 述 酶 促 反 应 底 物 - 速 率 关 系 的

Michaelis-Menten 方程，MO 还原速率应当随

CctA 浓度提高而升高，并逐渐趋于稳定，这与

图 5C、5D 中的结果是一致的。本研究中，CctA
蛋白浓度在较低水平时(0.2 mmol/L 诱导剂诱导)
即达到较高的 MO 还原速率，蛋白浓度继续大

幅提高以后，MO 还原速率仅仅有小幅提高，说

明 CctA 蛋白在电子传递过程中具有很小的“半
饱和常数”，即在 CctA 参与的电子传递路径中，

仅需要少量 CctA 即可满足电子传递的需要。考

虑到 CctA 自由运动的特性，这一推论可能表明

进行 MO 还原时 CctA 与其电子传递蛋白之间具

有较高的结合效率，或该蛋白表达水平较低。根

据氧化还原电位测试结果还可以预测，该电子传

递路径可能具有较低的电位。 

4  结论 
本研究以偶氮染料 MO 的周质还原过程作

为研究对象，通过基因敲除和回补表达研究

CctA 蛋白在 MO 周质还原的电子传递中的作

用。根据细菌组分还原及基因敲除菌株的 MO
还原动力学试验结果，证明 CctA 参与了 MO 在

周质空间中的还原过程，而电化学试验结果进一

步证明其参与了一条低电位的电子传递通道。在

此基础上，通过对 CctA 表达浓度-MO 还原动力

学之间的关系的研究，探索了 CctA 在周质电子

传递过程中的原位动力学行为，发现低水平表

达 CctA 时，MO 在周质空间中的还原速率与其

表达水平呈正相关，更高水平的 CctA 表达无助

于进一步提高 MO 的还原速率。这说明周质电

子传递依赖 CctA 但并不需要其大量表达，可能

与暂不明确的 CctA 独特电子传递机理有关。以

上发现推进了对 CctA 或类似蛋白电子传递机制

的理解，有希望为通过合成生物学设计或改造

胞外氧化还原系统、强化生物电化学在污染物

降解中的应用提供了重要参考。  
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