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摘   要：生物电化学系统能促进微生物与电极间的相互作用，从而改变微生物的代谢状态。本工

作为研究运动发酵单胞菌 (Zymomonas mobilis) 在电环境中的代谢表现，在外接 3 V 电源的 H 型

电化学发酵装置中测试了其发酵效能。结果表明，相比于无电压的对照，阳极甘油产量上升 24%，

阴极葡萄糖消耗上升 16%，产物乙醇和琥珀酸的产量也分别上升 13%和 8%。转录组分析表明，代

谢物的显著改变归因于电环境导致的有机酸代谢、氧化还原平衡、电子传递等通路的改变。从表

达差异显著的基因中挑选了代表胞内氧化还原平衡、生物膜形成和电子传递的 3 个基因 ZMO1060 
(编码超氧化物歧化酶)、ZMO0401 (编码二鸟苷酸磷酸二酯酶) 和 ZMO1819 (编码固氮蛋白) 进行

验证，结果表明过表达 ZMO1060 和 ZMO1819 能够更显著地改变生物电化学系统中 Z. mobilis 的代

谢。本工作为应用生物电化学系统调控微生物代谢物生产提供了参考。 

关键词：运动发酵单胞菌；生物电化学系统；转录组；代谢；电子传递  
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Abstract: A bio-electrochemical system can promote the interaction between microorganism and 
electrode and consequently change cellular metabolism. To investigate the metabolic performance of 
Zymomonas mobilis in the bio-electrochemical system, we applied an H-type bio-electrochemical reactor 
to control Z. mobilis fermentation under 3 V. Compared with the control group without applied voltage, 
the glycerol in the anode chamber increased by 24%, while the glucose consumption in the cathode 
chamber increased by 16%, and the ethanol and succinic acid concentration increased by 13% and 8%, 
respectively. Transcriptomic analysis revealed that the pathways related to organic acid metabolism, 
redox balance, and electron transfer played roles in metabolic changes. Three significantly differentially 
expressed genes, ZMO1060 (superoxide dismutase), ZMO0401 (diguanylate cyclase), and ZMO1819 
(nitrogen fixation protein), were selected to verify their functions in the bio-electrochemical system. 
Overexpression of ZMO1060 and ZMO1819 improved the electrochemical activity of Z. mobilis. This 
study provides insights into the microbial metabolism regulated by the bio-electrochemical system. 

Keywords: Zymomonas mobilis; bio-electrochemical system; transcriptome; metabolism; electron transport 

 
 
 

生 物 电 化 学 系 统  (bio-electrochemical 
system, BES) 被用于研究微生物与电极的相互

作用，包括微生物与电极间的外部电子运输机

制[1]、微生物得失电子对代谢产生的影响[2]等方

面 。 微 生 物 电 合 成  (microbial electrolysis 
synthesis, MES) 是一种新型的发酵过程，通过

促进电子转移改变细胞内氧化还原状态来引发

物质代谢的改变[3]，进而促进微生物增殖，优

化碳利用效率，提高产物生产选择性，减少氧

化还原试剂的添加[4]。目前生物电化学系统的

研究热点主要集中在二氧化碳固定[5]、高附加

值产物合成等方面[6-7]，例如实现手性醇、手性

胺的定向合成[8-9]或碳链的延长[10]等。 

MES 能够将风能、太阳能等不稳定能量转

化为稳定的化学能，具有可持续发展的前景。

但对其机制的认识仍有较大探究空间。近年来

MES 的研究集中在跨膜电子传递蛋白[11]、生物

膜[12]、电极材料[13]、菌株电化学活性强化[14]等。

研究最广泛的电活性模式菌株为希瓦氏菌

(Shewanella oneidensis) 和 硫 还 原 地 杆 菌

(Geobacter sulfurreducens)[15-16]，然而这些菌株

的底物谱窄、生长缓慢、产物附加值低，限制

了其应用，因此寻找具有电活性且发酵性能优

良的菌种尤为重要。 
运动发酵单胞菌 (Zymomonas mobilis) 具

有优良的乙醇发酵性能，由于特殊的 ED 代谢
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途径减少了底物向生物质的积累，因此其乙醇

产率接近理论上限。Z. mobilis 是兼性厌氧菌，

EMP 途径中的磷酸果糖激酶、PPP 途径中的磷

酸葡萄糖酸脱氢酶和转醛酶、TCA 循环中的 2-
氧戊二酸脱氢酶复合物和苹果酸脱氢酶均不存

在[17]。而且运动发酵单胞菌细胞膜上的呼吸链

带有分支[18]。尽管代谢中 NADH 主要的消耗途

径是乙醇发酵及呼吸作用，但是该菌的呼吸链是

低能量耦合类型的，这意味着终点氧化酶的功能

不会仅局限于氧化磷酸化和 ATP 的生产[19]。另外，

将Z. mobilis培养环境从无氧到有氧的转变不会影

响其生物量[20]。这意味着氧气不是其所必需的电

子受体，可能存在其他替代电子受体。不完整的

呼吸链造成了低能量耦合，使其具有潜在的电活

性，理论上能够实现电子在胞内外的转移。 
运动发酵单胞菌的底物谱更广泛，底物包

括葡萄糖等常见单糖和二糖。其不仅具有更高

的代谢潜力，还具有食品安全性。尽管电子传

递能力弱于电活性模式菌株，但作为新型底盘

微生物，其在电化学方向的研究具有重要意义。 
本研究在 H 型电化学装置中考察运动发酵

单胞菌的电化学发酵性能。通过转录组分析寻

找导致代谢物产量变化的原因，并挑选相关基

因进行验证。以期解析电环境影响运动发酵单

胞菌代谢的机制，并依此强化菌株的电活性与

发酵性能。 

1  材料与方法 
1.1  菌株培养 

采用运动发酵单胞菌 ZM4 (ATCC 31821)
作为实验用菌株。先将冻存的菌株划线在

RMG2 (10 g/L 酵母粉、2 g/L KH2PO4 及 20 g/L
葡萄糖)的固体培养基上 30 ℃培养 72 h，随后

使用接种环挑取若干菌落接种在 100 mL 的

RMG2 种子培养液中，30 ℃静置培养 18 h。之

后将生物量调整至 OD600=1.5，取出 14 mL 接种

到 126 mL 的 RMG10 (10 g/L 酵母粉、2 g/L 
KH2PO4 及 100 g/L 葡萄糖) 发酵培养液中。

30 ℃静置培养 60 h。 

1.2  电化学发酵装置搭建 
电化学发酵装置采用 H 型双腔室的构造，

单腔室有效工作体积 140 mL，加入 RMG10 发

酵培养基。腔室间由 Nafion117 质子膜 (杜邦公

司) 隔离。使用前质子膜在 1 mol/L HCl 中浸泡

24 h 后用无菌蒸馏水洗涤。电极为 2.5 cm×2.5 cm
碳布  (中国台湾碳能)，通过导线与恒压电源 
(麦威 MPD-3003S) 的正负极相连，电压 3 V。

将装置放在 30 ℃恒温培养箱中静置培养。智能

信号处理器  (MR9270S+，Zoxelect) 串联入电

路，每隔 10 min 自动记录一次电流数据。 

1.3  生物量及代谢物检测 
生物量检测：取 0.2 mL 发酵液用全自动酶

标仪测定 OD600。代谢物检测：在 0–60 h 每隔   

6 h 取样测量，取电化学装置阳、阴极腔中的发

酵液 1 mL，8 000 r/min 离心 2 min 并收集上清

液。上清液中的葡萄糖、乙醇、琥珀酸、甘油等

物质的浓度使用高效液相色谱  (HPLC Waters 

1525) 测量分析，采用色谱柱的型号是 Aminex 

HPX-87 H (300 mm×7.8 mm，Bio-Rad)，流动相

为 4 mmol/L 的硫酸，流速为 0.6 mL/min，柱温

为 65 ℃。相差检测仪的型号为 Waters 2414，

检测器温度为 50 ℃。 

1.4  转录组检测与分析 
在 12 h 和 30 h 取样运动发酵单胞菌，低温

离心收集菌体，转录组委托北京诺禾致源科技

股份有限公司检测。RNA 提取与检测使用

Agilent 2100 bioanalyzer (Agilent Technologies) 
试剂盒，再使用 Illumina®的 NEBNext®UltraTM 
RNA 文库制备试剂盒生成测序文库。库检合格

后，把不同文库按照有效浓度及目标下机数据
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量的需求进行 Illumina 测序，并使用 Bowtie2
软件对过滤后的测序序列进行基因组定位分

析。用 Rockhopper 软件将测序结果根据参考基

因组进行组装，并与已注释的基因模型进行比

较。基因表达水平定量使用 HTSeq v0.6.1 计算，

用 DESeq2 R 包进行差异表达分析，通过 GOseq 
R 包软件实现差异表达基因的 GO 富集分析[21]。 

1.5  菌株构建 
以 ZM4 的基因组 DNA 为模板，扩增所选

基因 (ZMO1060、ZMO1819) 的 DNA 序列。纯

化的扩增片段与甘油醛 -3-磷酸脱氢酶  (gap) 
的天然启动子通过同源重组连接到线性化载体

pEZ15-Asp 中。通过 PCR、限制性内切酶分析

和DNA测序对新构建的质粒进行了鉴定和确认。

这些载体通过设置在 25 μF、1.60 kV 和 2 000 Ω
的 Gene Pulser®II 电穿孔器  (Bio-Rad) 通过  
电穿孔转化进入细胞，结果通过测序验证。

ZMO0401 敲除菌株来源于同课题组已发表的

研究[22]。 

2  结果与分析 
2.1  运动发酵单胞菌的电化学调控 

在 3 V 电压下 ZM4 的生长曲线与电流变化

如图 1 所示。电流与细胞生长具有明显的关联，

电流在对数生长期逐渐达到最大值，在稳定期

后开始逐渐下降。推测随着生物量的累积，发

酵体系中可传导电子的载体或附着在碳布上的

细菌增多，内部电阻下降；而在达到稳定期后，

菌体活力下降，内阻增大，电流也逐渐降低。 
考察发酵过程中的代谢物变化情况 (图 2)，

发现阳极组糖耗、乙醇产量、琥珀酸产量低于

阴极组，但甘油产量高于阴极组。其中甘油是

糖酵解途径中的中间代谢产物，由 NADH 依赖

型的 3-磷酸甘油脱氢酶催化而成，在酵母代谢

中，甘油的合成途径主要是用以平衡胞内 NADH 

 
 

图 1  电化学发酵下运动发酵单胞菌 ZM4 的生长

曲线与装置电流变化   电流深绿线为平均值，浅

绿线为误差线 
Figure 1  Growth profile of Z. mobilis under 
electrochemical fermentation and the current 
change of the device. AN: anode; CA: cathode; NC: 
negative control. 
 
和 NAD+[23]，以此推测运动发酵单胞菌中，阳

极组形成的氧化环境导致了 NADH 和 NAD+比

例严重失调，从而产生了更多的甘油。计算得

率后再比较，甘油在阳极组的合成增加了

24.4%，得率增加了 49.4%。琥珀酸的合成在阴

极组增加了 8.4%，阳极组减少 6.3%，但是其得

率相反，在阴极组减少了 6.4%，在阳极组增加

了 12.5%。这说明胞内的氧化还原环境变化影

响了代谢物的产量。 

2.2  电调控下转录组变化 
通过基因转录分析进一步探究电化学影响

代谢的机制。分别收集了细胞生长对数期 (12 h)
和稳定期 (30 h) 的阳、阴极组和不通电的对照

组的运动发酵单胞菌进行转录组测序，取

|log2fold change|>0.5，padj<0.05 的基因进行分析 
(图 3A)。在 12 h，阳极组和阴极组对比于对照组

显著变化的基因数量为 91 个和 116 个，在 30 h
时数量增加到 383 个和 311 个。聚类显示对数生 
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图 2  发酵过程中阳极腔 (AN)、阴极腔 (CA)、对照组 (NC) 的葡萄糖、乙醇、琥珀酸、甘油浓度      
变化 
Figure 2  Concentrations of glucose, ethanol, succinic acid and glycerol in the anode chamber (AN), cathode 
chamber (CA) and control group (NC) during fermentation. 
 
 
长期阴阳极组之间的转录变化相似，说明生物

电化学系统在对数期对代谢影响较小。而稳定

期的阴极组与对照组在聚类上更接近，因为 
阳极组产生的氧化胁迫，使得阳极组的转录 
变化更大。但从整体上来说，电化学控制下的

ZM4 转录组发生的变化较小，与此前的研究 
相似[24]。 

电化学调控对 ZM4 转录组的差异影响远

小于 ZM4 本身在不同发酵生长阶段的差异，并

且电化学调控对转录组的影响主要集中在代

谢、氧化还原调控、膜相关蛋白方面。图 3B 展

示了 30 h 的阳极组、阴极组相比于对照组基因

差异的 GO 分析部分结果，选取了阴阳极两组

中至少有一组变动基因总数目大于 20 的分类

类别进行展示。表达基因的变化规律基本与生

长代谢变化对应，阳极组的变化基因数目大于

阴极组。变化基因数最多的几个聚类为细胞代

谢、有机酸代谢等，表明电化学调控对细胞代

谢相关基因的影响最大。糖耗、乙醇、琥珀酸

和甘油等的合成差异与相关基因表达差异有

关，也观察到氧化还原活性分类中的基因也受

到了较大影响。 
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图 3  电化学系统中细胞的转录组差异   A：12 h 与 30 h 的对照 (NC)、阳极组 (AN)、阴极组 (CA)
基因表达热图；B：差异基因功能聚类 GO 富集分析 
Figure 3  Transcriptome differences of cells in electrochemical system. (A) Gene expression heatmap of 
control (NC), anode (AN) and cathode (CA) groups at 12 h and 30 h. (B) Functional clustering and GO 
enrichment analysis.  
 

考察表达差异幅度大于两倍的基因，阳极

组主要是转运与氧化还原调控相关基因受影响

较大，而阴极组主要是转运与合成代谢相关基

因受影响。阳极组中 20 个 tRNA 相关基因大幅

下调，说明阳极组的氧化刺激使得胞内 tRNA
的功能工作效率下降，进一步影响了代谢速率，

解释了其为何糖耗速率、乙醇生成速率会变慢。

而 9 个与氧化还原调控相关基因上调，说明氧

化环境下 ZM4 会主动维持胞内的氧化还原平

衡[25-26]。阴极组中一共有 14 个基因的表达下调

了两倍以上，其中 9 个与转运相关，证明了转

运系统对电刺激较为敏感。而阴极组上调倍数

大于 2 的 24 个基因中，有与膜结构、细胞壁合

成、细胞运动性等相关的基因。此外，阴极组

代谢相关的若干基因表达有所上调，可能因为

ZM4 的代谢表达对低氧化还原电位有一定的偏

好，还原性环境下，ZM4 的代谢能力、氧化耐

受性都有一定提升[27-28]。 
电子传递相关基因的转录上调显著，GO 富

集分析表明 ZM4 中的固氮蛋白表达系统对电

刺激敏感且有正反馈。其中固氮基因 nifZ 在阳

极组与阴极组的表达都有最高的上调倍数，此

前研究发现 nifZ 在维氏固氮菌  (Azotobacter 
vinelandii) 与克雷伯氏菌 (Klebsiella pneumoniae) 
中均参与了硫铁相关蛋白 MoFe 蛋白的成熟[29-30]，

推测在运动发酵单胞菌中发挥了类似的功能，
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可以促进铁硫簇的合成与组装，而铁硫簇由于

具有较高的电子传递性能，因此其数量活性直

接影响胞内的电子传递效率。 
结合运动发酵单胞菌特殊的代谢模式，将

电化学发酵 30 h 的两极与对照组的转录组数据

进行对比，关注代谢物的相关酶表达情况 (表
1)。ED 途径中葡萄糖通过三步反应转变为 2-
酮-3-脱氧-6-磷酸葡萄糖酸 (KDPG)，KDPG 再

经醛缩酶催化裂解为丙酮酸与 3-磷酸甘油醛。

碳在 3-磷酸甘油醛流向副产物甘油的途径中，

催化磷酸甘油酯为甘油酮的甘油激酶、催化甘

油酮为甘油的甘油脱氢酶的基因转录在阳极组

相比于对照组均有较大幅度的上调，导致了在

阳极组产物较多流向甘油，甘油的得率大幅上

升；而阴极组则因为这些酶的转录情况相反，

甘油的得率与产量下降。碳继续从 KDPG 流向

丙酮酸后，从丙酮酸产生副产物乳酸的途径上，

L-乳酸脱氢酶转录表达在以阴极组上升，阳极

组下调，这也导致了发酵中乳酸在阴极组累积

更多，阳极组更少的现象。丙酮酸转化为乙醛

后，主要的碳流向了乙醇，而丙酮酸到乙醇中

的酶转录水平在阴极组有高有低，导致流向乙

醇的碳基本没有变化，说明了 ZM4 中的 ED 途

径生产乙醇较为稳定，也解释了为何乙醇在两

组中得率都没有太大变化。乙酰辅酶 A 后的

TCA 循环中，发现在阴极组合成琥珀酸的琥珀

酸硫激酶的转录上调，而将琥珀酸催化为富马

酸的琥珀酸脱氢酶转录下调，这就导致了 TCA
中间产物琥珀酸在阴极组的累积。 

2.3  相关基因验证 
为了验证转录组的检测结果并通过基因改

造强化运动发酵单胞菌的电子传递能力，本研究

从转录组结果中挑选了 3 个变化显著且具有研

究意义的基因 (ZMO1060、ZMO0401、ZMO1819) 
进行过表达或敲除验证，以期加强 Z. mobilis
的电活性。它们在发酵 30 h 的阳极组/阴极组转

录变化分别为 3.41/1.10、0.56/0.35、4.86/2.86。 
ZMO1060 编码铁锰家族的超氧化物歧化

酶，调节胞内氧化还原平衡应对氧化胁迫[31]。

ZMO0401 编码二鸟苷酸磷酸二酯酶，降解胞内

第二信使 c-di-GMP，从而影响生物膜形态[15]。

细胞在电极上的絮凝附着会影响细胞电极间的

电子传递[32]。ZMO1819 编码固氮蛋白 NifZ，推

测可能与铁硫簇关联的电子传递相关。挑选的这 
 
表 1  阳极组和阴极组关键代谢路径的酶的转录变化水平 
Table 1  Transcriptional changes of genes involved in key metabolic pathways in anode chamber (AN) and 
cathode chamber (CA) 
Metabolite Key pathways Transcriptional changes of the enzyme-encoding genes 

AN CA 
GLY GAP→GOLP 1.219 0.960 

GOLP→GOL 1.503 0.940 
GOL→GLY 1.253 0.833 

LAC PYR→LAC 0.594 1.359 
ETH PYR→HThPP 0.983 0.796 

HThPP→ALD 0.753 1.213 
ALD→ETH 0.671 0.942 

SUC SuCoA→SUC 0.852 1.301 
SUC→FUM 1.027 0.782 

GAP: glyceraldehyde-3P; GOLP: glycerone-P; GOL: glycerone; GLY: glycerol; PYR: pyruvate; LAC: lactate; HThPP: 
2-hydroxyethyl-ThPP; ALD: acetaldehyde; ETH: ethanol; SuCoA: succinyl-CoA; SUC: succinate; FUM: fumarate.  
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3 个基因分别代表了影响细菌电化学性质中较

为重要的胞内氧化还原平衡、生物膜形成、电

子传递 3 个重要相关因素。 
将改造菌与野生型菌株进行电化学发酵

(图 4)，发现改造菌株相比野生型代谢物改变量

更为明显，这体现出菌株对电化学环境更为敏

感，具有更好的电活性。氧还平衡加强型菌株

ZM4-ZMO1060 对阴极组糖耗增加、乙醇琥珀

酸产量增加有明显作用，这可能是因为在糖通

向乙醇的路线中，较为依赖还原状态，而超氧

化物歧化酶能清除细胞代谢内产生的氧自由

基，维持胞内的还原状态。电子传递加强型菌

株 ZM4-ZMO1819 则对在阳极组增加甘油的产

量有促进作用，推测铁硫簇参与的电子转移更

容易影响甘油的代谢路径。生物膜加强型菌株

ZM4-ΔZMO0401 在碳布上附着了更多的生物

量 (阳极组增加 132%，阴极组增加 37%)，证

明了其增强生物膜的有效性，但是电活性促进 
 

 
 

图 4  改造菌株相比于野生型电化学发酵下的底

物消耗及产物合成的提升倍数 
Figure 4  Improvement of substrate consumption 
and product synthesis (modified strains vs. wild 
type) during electrochemical fermentation. Anode 
chamber (AN), cathode chamber (CA). 

作用并不明显，可能是在本装置中电子从电极

传递到细胞的电阻只占整体装置电阻的一小部

分，故生物膜加强所减小的电子传递阻力并不能

使得电子传递效率有较大提升。对于 Z. mobilis

等非常规电活性微生物来说，由于对胞外电子

传递机制的了解有限，难以进一步提高其电子

传递效率。开发有效的基因改造策略是提高微

生物电活性的重要研究方向。 

3  结论 
本研究发现，生物电化学系统显著地影响

了运动发酵单胞菌的代谢物生产，阳极促进了

甘油生产，阴极促进了葡萄糖消耗以及乙醇、

琥珀酸的生成。转录组数据展现出有机酸代谢

通路、氧化还原平衡、电子传递等功能受到了

电环境的影响。从中挑选 ZMO1060 (编码超氧

化物歧化酶)、ZMO0401 (编码二鸟苷酸磷酸二

酯酶)、ZMO1819 (编码固氮蛋白)基因进行验

证，其中过表达 ZMO1060、ZMO1819 提升了运

动发酵单胞菌的电化学活性。该工作不仅探究

了运动发酵单胞菌在生物电化学系统中的代谢

变化机制并加以验证，也为将生物电化学反应

系统应用于传统微生物发酵领域提供了参考。 
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