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摘  要: 以厦门白城海域的潮间带表面沉积物为菌种来源筛选得到一株具有电催化活性的菌株 S2, 

该菌株的 16S rRNA 和 gyrB 基因发育树与 Shewanella oneidensis MR-1 同支, 相似性分别为 98.5%和

87%, 葡萄糖、木糖、半乳糖等碳源利用及最佳生长的NaCl浓度与 S. oneidensis MR-1有显著差别, 因

此初步鉴定为 Shewanella 属菌株, 命名为 Shewanella sp. S2。初步研究了菌株 S2 产电活性, 在以乳

酸作为碳源产电时, 电压最高为 150 mV, 相应的电流密度为 66.1 mA/m2。 
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Abstract: A new electrochemically active bacterium (exoelectrogen), strain S2, was isolated from coastal 

marine sediments of Xiamen. The phylogenetic trees based on 16S rRNA and gyrB gene sequences showed 

that strain S2 formed a lineage within the genus Shewanella and had high similarity (98.5% and 87.0%, re-

spectively) with strain S. oneidensis MR-1. The phenotypic characteristics indicated strain S2 could be dis-

tinguished easily from S. oneidensis MR-1 by its culture conditions such as pH, NaCl tolerance and carbon 

source utilization. Based on these results, it is identified as Shewanella sp. S2. The preliminary current gen-

eration experiments showed that S2 could use lactate and xylose for electricity production. When lactate was 

used as a fuel, the MFC had highest voltage (150 mV) and current density (66.1 mA/m2). 
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微生物燃料电池(MFC)是一种特殊的燃料电池, 

它以微生物为催化剂, 废弃生物质、有机废水等有

机物作为燃料, 通过生物氧化产生电能。将 MFC 应

用于有机废水处理领域, 既处理了废水, 又能回收

保存在有机物中的部分能量 , 降低废水处理成本 , 

实现污染治理与资源化的双重效果。MFC 技术主要

包括反应器和产电微生物两方面, 我国学者在 MFC

的反应器构建 [1]、MFC 的微生物驯化启动 [2]以及

MFC 在染料脱色[3]等方面开展了一些研究工作, 但

在产电菌的选育方面研究报道还不多。产电菌主要

属于变性菌纲(Proteobacteria)的、、几个亚纲的

化 能 异 养 细 菌 [4], 其 中 以  亚 纲 的 地 杆 菌 属

(Geobacter)和亚纲的希瓦氏菌属(Shewanella)的产

电菌比较多。地杆菌是严格厌氧菌, 到目前为止有

系统命名的菌种约有 14 种, 绝大多数是 2000 年以

后筛选得到的新种, 其中产电菌 Geobacter sulfur-

reducens 和 Geobacter metallireducens 完成了全基因

组测序[1415]。希瓦氏菌属是 1985 年 Macdonell 等[16]

根据 5S rRNA 序列从交替单胞菌属中另立的新属 , 

2004 年 Ivanova[17]根据海洋无色菌类细菌的 16S 

rRNA 系 统 进 化 分 析 , 进 一 步 提 出 了 希 瓦 氏 科

(Shewanellaceae), Shewanella 是该科唯一的属。希瓦

氏菌是典型的海洋细菌属, 其中有一些是来自深海

的嗜冷细菌和深海热液区的产电菌[5]。该属现有系

统命名的菌种约 51 种, 其中 50%左右是 2004 年后

筛选得到的新种, 产电菌模式种 S. oneidensis MR-1

已完成全基因组测序[18]。产电菌的生理生化性质比

较特殊, 目前还没有统一的筛选方法。我们以厦门

白 城 海 域 的 潮 间 带 表 面 沉 积 物 为 菌 种 来 源 , 

FeO(OH)作为胞外电子受体 , 先富集培养然后通过

厌氧平板筛选得到一株产电菌 S2, 本文报道该菌的

筛选、鉴定和产电分析等方面的研究工作。 

1  材料和方法  

1.1  培养基 
富集培养基采用经改进的 2216E 培养基(1 L): 

陈海水, 蛋白胨 5 g, 酵母膏 1 g, 无定形氢氧化铁

FeO(OH) 10 g, pH 7.0, 其中 FeO(OH)作为胞外电子

受体。产电基础培养基(1 L): NaCl 20.0 g, KCl 0.745 g, 

NaH2PO4 0.35 g, Na2HPO4 0.44 g, MgSO4 0.188 g, 

Wolfe 微量元素溶液 10 mL[6], 初始 pH 6.87.0。生

理生化测试在产电基础培养基基础上, 根据具体实

验项目补加碳源和氮源。 

1.2  产电菌筛选 
选取白城海域的潮间带表面沉积物作为菌种来

源, 加去离子水振荡后过滤, 滤液为接种物。在厌氧

管内用富集培养基富集 46 个月后, 吸取富集物涂

布于琼脂平板或厌氧管, 置于厌氧手套箱培养, 温

度 30C。用接种针挑取典型菌落接种于富集培养基

中再次富集培养, 培养后再次涂布分离。如此反复

几次, 得到形态、大小、颜色都一致的菌落即认为

是纯种, 经 MFC 产电测试能明显产生电流的即认为

是产电菌。 

1.3  产电装置 
产 电 测 试 采 用 试 剂 瓶 型 的 微 生 物 燃 料 电 池

(MFC), 两个体积为 500 mL 的试剂瓶作为阴极室和

阳极室, 两室之间通过短侧管连接一片质子交换膜

(Nafion117, DuPont), 形成 H 型。每个电极室装液

400 mL, 电极为不抛光的高纯石墨, 尺寸 50 mm × 

30 mm × 10 mm, 两电极用带绝缘套的导线接出, 

外接 510 Ω 电阻。电极使用前用 1 mol/L HCl 浸泡

去除表面吸附物, 使用后再用 1 mol/L NaOH 浸泡以

除去其表面吸附的细菌。阳极室接种前通 N2 除氧, 

接种后仍持续通气, 阴极持续通空气, N2 和空气先

经过孔径为 0.20 μm 滤膜除菌 , 并有磁力搅拌促

进溶液混合。所接菌种先用富集培养基(无氢氧化

铁)培养至对数末期 , 冷冻离心(7000 r/min, 5 min)

后用产电基础培养基重新悬浮 , 再用注射器注入

阳极室。  

1.4  分析方法 
菌体浓度用紫外可见光分光光度计(UV-2000, 

Unico, United States)测量, 测量波长 600 nm。超景

深三维显微系统(VH-Z500R, Keyence Digital Mi-

croscope, Japan) 观察细菌形态, 多通道万用数字电

表(2000, Keithley, United States)测量 510 Ω 电阻两

侧 电压 ,  数据通过采集卡汇总到电脑 ,  采集速度 

30 min/次。 

1.5  16S rRNA、gyrB 序列分析 
根据 Holmes[7]报道的方法提取基因组总 DNA, 

PCR 扩 增 16S rRNA 基 因 采 用 通 用 引 物 , 27F: 
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5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3; 1492R: 5-GG 

TTACCTTGTTACGACTT-3。扩增程序为: 94C 4 min; 

94C 15 s, 53C 31 s, 65C 8 min, 35 个循环; 72C  

10 min[8]。gyrB 基因的引物 GYR130F/GYR1130: 

5-ATCTCCTGGGAGGAGAGCATC-3/5-CTGGAG

CTGGAGATTCGCCG-3。扩增程序为 : 94C 4 min; 

94 C 1 min, 58C 1 min, 72C 1.5 min, 30 个循环; 72C  

10 min[9]。所测序列提交 GenBank 数据库 , 使用

BLAST 程 序 进 行 相 似 性 比 较 (http://www.ncbi.nlm. 

gov/blast)。调取 GenBank 数据库中与之同源性较高

的一些细菌序列, 采用邻位联结法(Neighbor-joining 

method) 用 MEGA 4.0 软件构建产电菌的系统发育树。 

2  结果与讨论 

2.1  产电菌筛选 
产电菌不需要人工电子介体, 就能把代谢产生

的部分电子传递到细胞外[10]。在自然界, 产电菌往

往 不 是 优 势 种 群 , 因 此 需 要 先 富 集 。 我 们 以

FeO(OH)作为胞外电子受体模拟物, 在厌氧管内先

富集, 富集物稀释后在含有 FeO(OH)的平板上或厌

氧管内涂布培养。经多次富集、分离和产电测试, 得

到 6 株产电能力明显的菌株。本文选择其中一株产

电菌(S2)进行菌种鉴定。该菌细胞在超景深三维显

微镜下(放大 5000 倍)呈浅黄色, 能运动, 形状为棒

型, 长 4 m6 m, 宽 0.3 m0.5 m (图 1), 革兰氏

反应为阴性。 

 

 

图 1 菌株 S2 电子显微照片 
Fig. 1  Transmission digital micrograph of strain S2 

 

2.2  16S rRNA 和 gyrB 基因进化关系分析 
16S rRNA 及 gyrB 基因同源性分析是细菌分类

鉴别的一种有效方法[1112], 研究表明两种微生物的

16S rRNA 序列虽然同源性达 97%以上仍有可能属

于不同种, 增加除 16S rRNA 以外基因的比对有助

于提高菌株鉴定的准确性。在变形菌纲的细菌鉴定

中, gyrB 常作为协助鉴定的基因, 一般认为 gyrB 序

列同源性大于 90%, 视为同种的最低要求。 

测序由上海生工有限公司完成 , BLAST 调用

GenBank 数据库中与待鉴定菌株相似性较高的菌株

的基因序列, 使用 MEGA 软件进行多序列匹配排

列, 删除序列匹配排列中出现的插入和缺失, 构建

了 S2 与相关菌种的系统发育树如图 2、3 所示。结

果表明菌株 S2 的 16S rRNA 与 S. oneidensis MR-1 

(AF005964)属于同一个分支 , 同源性为 98.5%; 该

菌株 gyrB 基因与 S. oneidensis MR-1 相似性为 87%。

S2 菌株的 16S rRNA 和 gyrB 序列在 GenBank 登录

号分别为 FJ589033 和 FJ589044。 

2.3  生理生化分析 
从 16S rRNA、gyrB 系统发育树得知菌株 S2 与

S. oneidensis MR-1 有最近的亲缘关系, 因此选择 S. 

oneidensis MR-1[13]作为生理生化的对比菌株。pH、

温度、NaCl 含量对生长的影响采用经改进的 2216E

培养基, 得出 S2 能生长的 pH 范围为 4.09.0, 温度

4C45C, NaCl 07%(表 1)。在产电基础培养基基

础上, 添加 20 mmol/L 乳酸和 20 mmol/L 富马酸作

为电子供体和电子受体 , 测试氮源对生长的影响 , 

结果发现 S2 能很好地利用酵母膏、硝酸盐和铵盐 , 

但不能利用亚硝酸。以氯化氨作为氮源、富马酸

为电子受体研究了 S2 碳源利用情况, 得出 S2 与模

式菌株 S. oneidensis MR-1 在葡萄糖、木糖、乳酸、

甘露糖、甘油、甘露醇、乳糖、半乳糖、柠檬酸等

碳源利用方面有明显区别。希瓦氏菌能利用的电子

受体非常广泛, 除了 O2、硝酸盐, 还能利用单质 S、

SO3
、S2O3

2、二甲基亚砜、三甲胺氧化物、铁氧化

物、锰氧化物以及金属离子 U (VI)、Cr (VI)、Tc (VII)

等作为电子受体, 但一般认为希瓦氏菌能利用的碳

源很有限, 主要以发酵中间产物(乳酸、丙酸等)以及

一些氨基酸作为碳源, 不能利用葡萄糖和木糖, S2

碳源利用特性可能与该菌来自近海沉积物有关。 

2.4  产电特性 
根据 S2 碳源利用的测试结果, 选择乙酸、木糖、

乳酸和葡萄糖(浓度均为 20 mmol/L)作为代表性的

碳源, 初步研究 S2 的产电能力。因为 S2 能利用蛋

白胨或酵母产电, 因此, 产电测试使用无机盐作为 

氮源(1 g/L NH4Cl)。菌体用经改进的 2216E 培养基
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好氧培养(不加氢氧化铁)至对数末期, 离心后用产电

培养基重新悬浮后加入阳极室, 菌液初始 OD600 = 0.3, 

阴极只加入产电基础培养基, 实验结果如图 4 所示。

S2 能利用乳酸和木糖产电, 但不能利用葡萄糖、乙

酸产电。在木糖为燃料时 , 产生的最高电压只有

20 mV, 而且持续时间很短。在以乳酸为燃料时, 产

电效果最佳, 最高稳定电压可达 150 mV, 相应地电

流密度为 66.1 mA/m2。从产电曲线看, 开始电压上

升比较快, 然后进入一个相对缓慢的增长期, 运行

到 155 h, 电压不再增加。 

 

 

图 2  菌株 S2 的 16S rRNA 基因系统发育树 
Fig. 2  Phylogenetic tree of strain S2 based on 16S rRNA gene sequences 

 

 

图 3  菌株 S2 的 gyrB 基因系统发育树 
Fig. 3  Phylogenetic tree strain S2 based on gyrB gene sequences 
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表 1  S2 菌株与 S. oneidensis MR-1 的生理生化比对 
Table 1  Comparison of physiological and biochemical characteristics of S2 with S. oneidensis MR-1 

测试项目  菌株  测试项目 菌株 

Test items  S2 S. oneidensis MR-1  Test items S2 S. oneidensis MR-1

最佳生长温度 柠檬酸 

Optimal temperature for growth (C) 
2530 2535 

Citrate 
+  

最佳生长 pH 苹果酸 

Optimal pH for growth 
68 78 

Malate 
  

最佳盐度 甘露糖 

Optimal NaCl 
1%3% 1% 

Mannose 
+ + 

7% + w 甘露醇 

45C + w D-Mannitol 
+  

葡萄糖酸钠 乙酸 
Acetate 

w  
Gluconate 

+ + 

还原硝酸盐 麦芽糖 

Nitrate reduction 
+ + 

Maltose 
+  

还原亚硝酸盐 琥珀酸 

Nitrite reduction 
  

Succinate 
w + 

半乳糖 乳酸 

D-Galactose 
+ － 

DL-Lactate 
+ + 

葡萄糖 木糖 

D-Glucose 
+  

Xylose 
＋ ND 

乳糖 晶体几丁质 

Lactose 
+  

Crystal chitin 
 ND 

甲酸 甘油 

Formic 
  

Glycerol 
+  

淀粉 产电 

Starch 
  

 

Current generation 
+ + 

Note: +: Positive reaction; : Negative reaction; ND: No data; w: Weak. 
 

产电菌的产电活性主要有电化学法、异化还原

铁氧化物法和燃料电池法 3 种测试方法, 其中以燃

料电池法较常用, 因为燃料电池结构简单操作方便, 

既可作为测量装置, 也可作为产电微生物的筛选装

置。用于测试的 MFC 可分为双室 MFC 和单室 MFC, 

根据 MFC 大小又可分为试剂瓶型 MFC 和微型

MFC。同一产电菌在不同的 MFC 装置中测得的产

电能力可能差异很大, 影响产电的因素非常多, 阳

极、隔膜和阴极之间的距离和相对大小是关键的影

响因素。一般地, 两室的体积越大, 生化反应产生的

质子从阳极室迁移到阴极室的距离越长, MFC 的内

阻就越大, 单位面积上的电流就越低。除了反应器

大小是造成产电表征差异的主要因素外, 阳极面积

的不同表示法也有很大影响, 如表 2 所示的产电菌

Rhodoferax ferrireducens 在同样的反应器和同样的

碳源条件下, 以石墨板、碳毡和泡沫石墨做阳极的

电流密度分别为 31、88.4、74 mA/m2, 因为碳毡和

泡沫石墨的真实表面积比石墨板的要大得多, 当他

们都以名义表面积计算时就显得产电活性比较高。

本文的产电装置为试剂瓶型的 MFC, 与 Lovley 等[22]

的 MFC 测试装置很相似, 如试剂瓶大小、质子交换

膜型号、以及阳极和阴极材料均为石墨板。经测试

该 MFC 的内阻达到 494 欧姆, 在此条件下 S2 利用

乳酸的电流密度仍能达到 66.1 mA/m2, 如果采用微

型的 MFC 或采用碳毡等多孔材料, S2 的电流密度会

更高。 

在现有的产电菌中, 很少有能利用葡萄糖或木

糖生长的菌株, S2 能利用葡萄糖和木糖厌氧生长, 

但不能利用葡萄糖产电, 这可能是由于我们的产电

实验装置还比较粗糙所致 , 因为我们发现 Lovley 

等[22]在研究 R. ferrireducens 利用葡萄糖产电时, 阴极

电位做了严格控制(阴极电压控制在 200 mV), 并且 
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图 4  菌株 S2 利用不同碳源产电 
Fig. 4  Electricity generation by strain S2 using different 
carbon sources (20 mmol/L in all tests) in H-MFCs 

在阴极室添加了铁氰化钾促进阴极反应。本文主要

报道产电菌 S2 筛选和鉴定, S2 利用葡萄糖、木糖等

碳源的产电能力将在下一步详细研究。 

3  结论 

本文以 FeO(OH)作为胞外电子受体模拟物, 从

厦门白城海域的潮间带表面沉积物中分离得到产电

菌 S2。16S rRNA 和 gyrB 进化树显示 S2 与 S. onei-

densis MR-1 的 16S rRNA 的相似性大于 97%, 但

gyrB 的相似性只有 87%, 低于同种的最低相似度要

求。在生理生化方面 , S2 能在高盐培养基(约 7% 

NaCl)中能生长, 当以延胡索酸作为电子受体时, 能

利用乳糖、半乳糖、葡萄糖、甘露糖、木糖、甘油、 

 

表 2  产电菌产电能力比较 
Table 2  Current-producing ability of some exoelectrogens 

产电菌 
Exoelectrogens 

MFC 类型 
MFC properties 

电子供体 
Electron donor

阳极特性 
Anode properties 

电流密度 
mA/m2 anode surface area

S. putrefaciens IR-1[19] 两室微型, 阳极室体积 20 mL 乳酸 碳毡 27.2 

S. oneidensis MR-1[20] 两室微型, 阳极室体积 25 mL 乳酸 碳毡 13.8 

S. oneidensis DSP10[21] 两室微型, 阳极室体积 1.2 mL 乳酸 石墨板 17.2 

S. oneidensis DSP10[21] 两室微型, 阳极室体积 1.2 mL 乳酸 碳毡 54.0 

R. ferrireducens[22] 两室试剂瓶型, 阳极室体积 370 mL 葡萄糖 石墨板 31.0 

R. ferrireducens[22] 两室试剂瓶型, 阳极室体积 370 mL 葡萄糖 碳毡 88.4 

R. ferrireducens[22] 两室试剂瓶型, 阳极室体积 370 mL 葡萄糖 泡沫石墨 74.0 

Desulfuromonas acetoxidans[23] 两室试剂瓶型, 阳极室体积 370 mL 乙酸 石墨板 31.0 

G. sulfurreducens[24] 两室试剂瓶型, 阳极室体积 370 mL 乙酸 石墨板 65.0 

Shewanella sp. S2 两室试剂瓶型, 阳极室体积 500 mL 乳酸 石墨板 66.1 

 
甘露醇、柠檬酸、乳酸等多种碳源。在碳源利用方

面, S2 不仅与现有的希瓦氏属细菌有显著区别, 而

且与模式株 S. oneidensis MR-1 也有明显不同。根据

这些分析结果, 暂时将 S2 定为 Shewanella sp. S2。 

初步产电测试表明 S2 能利用乳酸和木糖产电, 

以乳酸作为电子供体时单位阳极表面积的电流达到

66.1 mA/m2, 属于高活性的产电菌。S2 能利用葡萄

糖但在现有 MFC 装置中没有产电活性, 可能与装置

控制条件有关, 有待进一步研究。 
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