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产甲烷分离物中 Clostridium spp.与 Methanosarcina barkeri 

潜在的种间直接电子传递 
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摘  要：【目的】革兰氏阴性菌 Geobacter metallireducens 可以与乙酸型产甲烷菌 Methanosaeta 

harundinacea 或 Methanosarcina barkeri 通过种间直接电子传递(DIET)还原 CO2 产甲烷。本实验

室前期的研究发现 Methanosarcina mazei 和 Geobacteraceae 在铁还原富集培养中形成团聚体，

可能存在直接电子传递。然而，革兰氏阳性菌(如 Clostridium spp.)与产甲烷菌是否存在种间直

接电子传递尚不明确。【方法】采用 Hungate 厌氧滚管法，以乙醇为唯一电子供体从铁还原富

集培养体系中获得产甲烷分离物(S6)。通过 T-RFLP 及克隆文库分析群落多样性，结合循环伏

安法等电化学方法研究产甲烷分离物的电活性。【结果】Clostridium spp. (与 C. tunisiense 相似

性最高)和 M. barkeri 分别在 S6 细菌和古菌群落中占优势。S6 与 G. metallireducens 共培养后铁

还原和产甲烷能力未明显增加，Clostridium spp.可能与 G. metallireducens 类似，将电子直接传

递给产甲烷菌 M. barkeri 产甲烷。此外，电化学检测发现，在用透析袋包裹电极阻碍微生物与

电极表面通过直接接触形成生物膜的条件下，电流密度显著降低，并且循环伏安扫描无明显氧

化还原峰。【结论】产甲烷分离物 S6 中存在直接电子传递途径。本工作提出在产甲烷分离物中

占优势的革兰氏阳性菌 Clostridium spp.和 M. barkeri 之间可能存在种间直接电子传递。 

关键词：种间直接电子传递，革兰氏阳性菌，Clostridium spp.，Geobacter，Methanosarcina barkeri 

 

 

 



592 微生物学通报 Microbiol. China 2017, Vol.44, No.3 

  

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

Potential direct interspecies electron transfer (DIET) from  
Clostridium spp. to Methanosarcina barkeri in   

methanogenic isolates 
LI Ying1,2  ZHENG Shi-Ling1  ZHANG Hong-Xia1,2  WANG Bing-Chen1,2 

WANG Ou-Mei3*  LIU Fang-Hua1* 

(1. Key Laboratory of Coastal Biology and Utilization, Yantai Institute of Coastal Zone Research, Chinese Academy of 
Sciences, Yantai, Shandong 264003, China) 

(2. University of Chinese Academy of Sciences, Beijing 100040, China) 
(3. Binzhou Medical University, Yantai, Shandong 264003, China) 

Abstract: [Objective] Geobacter metallireducens, a Gram-negative bacterium, can directly transfer 
electron to acetoclastic methanogens such as Methanosaeta harundinacea and Methanosarcina 
barkeri for reducing carbon dioxide to methane. Our previous results showed that Methanosarcina 
mazei and Geobacteraceae formed aggregates in an iron(III)-reducing enrichment culture indicating 
direct interspecies electron transfer. However, the capability of direct electron transfer with 
methanogens for Gram-positive iron(III)-reducing bacteria such as Clostridium spp. is still unknown. 
[Methods] In this further study, methanogenic isolates (S6) were achieved from the iron 
(III)-reducing enrichment by roll-tube (Hungate) method with ethanol as the sole electron donor. We 
used terminal restriction fragment length polymorphism (T-RFLP) and clone library analysis to 
investigate the community of S6 and used electrochemical method such as cyclic voltammetry (CV) 
to confirm the electroactivity of isolates. [Results] Clone library analysis of 16S rRNA gene showed 
that Clostridium spp. (close to C. tunisiense) and Methanosarcina barkeri were predominant in the 
bacterial and archaeal community, respectively. Interestingly, addition of G. metallireducens into S6 
did not increase the ability of both iron(III) reduction and methanogenesis, indicating that 
Clostridium spp. may play a similar role in direct interspecies electron transfer from G. 
metallireducens to M. barkeri. Furthermore, current generation of the S6 suspension dramatically 
decreased when contact between the organisms and the electrodes was prevented by dialysis bag, and 
CV showed no obvious redox peaks. [Conclusion] These results suggested that there was direct 
electron transfer in the methanogenic isolates. This work demonstrated that the dominant 
Gram-positive Clostridium spp. can potentially directly transfer electron to M. barkeri in           
methanogenic isolates. 

Keywords: Direct interspecies electron transfer (DIET), Gram-positive bacterium, Clostridium spp., 
Geobacter, Methanosarcina barkeri 

微生物种间电子传递 (Inter species electron 

transfer，IET)是地球表层生态系统中元素循环的核

心驱动力之一。在长达近半个世纪之久的传统知识

体系里，厌氧产甲烷体系中细菌与产甲烷古菌之间

的种间电子传递，自发现以来就一直被认为是通过

氢气作为媒介来进行的，随后甲酸也被发现具有类

似的功能[1]。直到 2010年，美国麻省大学 Amherst

分校Derek Lovley教授实验室报道了一种新的种间

电子传递模式——微生物种间直接电子传递，该领

域的研究进入一个新的阶段。 

2012年，Liu等在 Lovley教授的指导下提出并

证实了细菌与产甲烷古菌之间通过种间直接电子

传递产甲烷的新机制，研究表明导电的活性炭颗粒

不仅能够促进互营养细菌之间进行直接电子传递，

而且也能促进细菌 Geobacter metallireducens 与产

甲烷古菌 Methanosarcina barkeri 之间的直接电子

传递[2]；2014 年，Rotaru 等进一步证实了细菌 G. 

metallireducens 与 产 甲 烷 古 菌 Methanosaeta 
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harundinacea 之间，在不依赖活性炭颗粒等导电材

料的条件下，通过直接电子传递还原 CO2产甲烷的

机制[3]。除此之外，产甲烷古菌 M. barkeri 也具备

直接从细菌 G. metallireducens获得电子的能力[4]。

本实验室目前已报道第 3 株产甲烷古菌。

Methanosarcina mazei能够与Geobacteraceae共同形

成进行 DIET所必需的团聚体结构，暗示其中 DIET

存在的可能性[5]。 

异化铁还原菌 Geobacter和 Shewanella属于革

兰氏阴性菌，是研究 DIET 的模式菌株，在厌氧环

境中广泛存在。革兰氏阴性菌胞外电子传递的研究

广泛，主要集中于变形菌门(Proteobacteria)，如 α-

变形菌纲的沼泽红假单胞菌 (Rhodopseudomonas 

palustris)[6] 、 β- 变 形 菌 纲 的 铁 还 原 红 螺 菌

(Rhodoferax ferrireducens)[7]、γ-变形菌纲的希瓦氏

菌 (Shewanella spp.)[8]、 δ-变形菌纲的地杆菌

(Geobacter spp.)[9]。然而，目前已知能够直接传递

电子给产甲烷古菌的细菌仅限于革兰氏阴性菌 G. 

metallireducens，革兰氏阳性菌(如Clostridium spp.)与

产甲烷菌之间是否能够进行直接电子传递尚不明确。 

微生物的胞外电活性表现在能够将代谢底物

产生的电子从胞内转移到细胞表面，再通过直接电

子传递或电子穿梭体等方式传输给胞外电子受体，

该过程中存在胞外电子传递。目前已报道的厚壁菌

门丁酸梭菌 (Clostridium butyricum)和芽孢杆菌

(Bacillus subtilis)都是具有胞外电活性的革兰氏阳

性菌，其中 C. butyricum在微生物燃料电池中能够以

葡萄糖为底物产生电流，最大电流可达 0.22 mA[10]；

B. subtilis 也能够通过分泌电子穿梭体与电极进行

胞外电子传递，发挥产电作用[11]。这说明此类具有

胞外电子传递能力的革兰氏阳性菌可能存在微生

物种间电子传递。 

基于前期研究发现界河沉积物中铁还原菌除了

Geobacter以外，还包括 Clostridium spp.和 Bacillus 

spp.等革兰氏阳性菌[5]，因此本研究拟采用 Hungate

厌氧滚管法从沉积物铁还原富集培养中获得产甲

烷分离物，进而分析其中革兰氏阳性菌与产甲烷菌

之间存在直接电子传递的可能性。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  样品采集：沉积物样品采集于招远市界河

(N37°05′−N37°33′，E120°08′−E120°38′)河口流域。

界河沿西北方向汇入我国渤海莱州湾，属于典型的

滨海河口地区。收集表层沉积物(0−5 cm)，保存于

4 °C，用于后续富集培养的研究。 

1.1.2  培养基：铁还原富集培养采用淡水富集培养

基 FWE[12](g/L)：NaHCO3 2.500，CaCl2·2H2O 0.100，

KCl 0.100，NH4Cl 1.500，NaH2PO4 0.600，NaCl 

0.100，MgCl2·6H2O 0.100，MgSO4·7H2O 0.100，

MnCl2·4H2O 0.005 ， Na2MoO4·2H2O 0.001 ，

CH3COONa 2.700，酵母提取物 0.050，调节 pH为

7.0后添加100 mmol/L的无定形铁(配制方法参考文 

献[12])。产甲烷培养基采用 DSMZ120，配方参考

文献[13]，添加 25 mmol/L的乙酸或乙醇为底物。 

1.1.3  主要试剂和仪器：透析袋 (MWCO：        

8 000−14 000 D，宽度：4.4 cm)和氨苄青霉素购自

索莱宝生物科技有限公司；DNA 提取试剂盒

FastDNATM SPIN Kit for Soil购自MP Biomedicals

公司；TIANGEN 纯化试剂盒购自天根生化科技有

限公司；Taq DNA聚合酶、限制性内切酶 Msp I、

Taq I、pMD18-T载体购自大连宝生物工程有限公司；

感受态细胞 Trans1-T1购自北京全式金生物技术有限

公司； 啰菲 嗪、HEPES试剂购自BB International Life 

Sciences 公司；引物合成及测序由英潍捷基(上海)

贸易有限公司完成。气相色谱 Agilent 7890A、高效

液相色谱 Agilent 1260 Infinity购自安捷伦科技有限

公司；数据采集系统Model 2700购自美国吉时利仪

器公司；660E电化学工作站购自上海辰华仪器有限

公司；微生物燃料电池所用的阳离子交换膜 Ultrex 

CMI-7000购自Membranes International公司。 

1.2  富集培养 

产甲烷分离物(S6)的获得：首先将沉积物接种

到培养基 FWE[12]中进行铁还原富集培养；富集培

养后，采用 Hungate厌氧滚管法，挑取产甲烷菌菌
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落，在产甲烷培养基 DSMZ120[13]中以乙酸为底物

进行培养，发现存在多种群落结构；然后将此群落

转入 25 mmol/L 乙醇为底物的产甲烷培养基

DSMZ120，构建产甲烷共培养体系。 

培养菌群所用的培养基分装至 100 mL规格的

西林瓶中，每瓶 40 mL，采用实验室自制的厌氧气

站曝气 30 min (80% N2+20% CO2)，用硅胶塞密封

瓶口，加盖铝盖。将 0.15 MPa灭菌后的培养基置于

厌氧操作台中，每瓶接种 0.5 g 沉积物样品，再次

密封瓶口，在 30 °C 黑暗条件下静置培养。培养   

30 d左右接种 10%−20%进行传代培养。Hungate厌

氧滚管法：用无菌注射器取对数生长中后期的铁还

原富集培养物 0.5 mL，接种到半固体培养基

DSMZ120中，加入氨苄青霉素至 1 g/L抑制杂菌生

长；将培养基置于冰上滚管，使其凝固后均匀贴附

于管壁，置于 37 °C黑暗条件下培养 2−4周。待试

管壁上长出肉眼可见的菌落后，在厌氧操作台中挑

取白色或黄色半透明圆形的产甲烷菌菌落，接种到

含有新鲜培养基的试管中，培养 2−4周。筛选有甲

烷产生的试管，以乙酸为底物进行传代培养，更换

乙醇为电子供体获得产甲烷分离物。 

共培养体系的建立：产甲烷分离物 S6 与 G. 

metallireducens共培养称为 G-S6。在 DSMZ120培

养基中以 25 mmol/L 乙醇为唯一电子供体培养 S6

和 G-S6，设置添加或不添加 100 mmol/L无定形铁的

两种试验组，比较两者的铁还原能力和产甲烷能力。 

1.3  DNA 提取及 T-RFLP 分析 

采用试剂盒 FastDNATM SPIN Kit for Soil，根据

说明书标准流程提取富集物的 DNA。参考 Zheng

等[6]的方法进行 T-RFLP分析，以DNA为模板，细菌

引物对为Ba27f/Ba907r和古菌引物对为Ar109f/Ar915r

进行 PCR[6]，其中引物 Ba27f的 5′端和 Ar915r的 3′

端标记 6-羧基荧光素(FAM)。PCR 反应条件为：

94 °C 2 min；94 °C 30 s，55 °C 30 s，72 °C 1 min，

25个循环；72 °C 10 min。PCR产物经纯化后，古

菌用 Taq I酶、细菌用 Msp I酶进行酶切，酶切产物

送英潍捷基(上海)贸易有限公司完成测序。特异

T-RF相对丰度采用每个 T-RF峰高值与总 T-RFs峰

高值的百分数计算，每个样品重复 3次。 

1.4  克隆文库的构建 

以 DNA 为模版，采用无荧光标记的细菌引物

对 Ba27f/Ba907r和古菌引物对 Ar109f/Ar915r 进行

PCR[6]，基因片段切胶纯化后连接在 T 载体上，转

化感受态细胞 Trans1-T1 培养。随机选取一定数量

的克隆子进行菌落 PCR。阳性克隆由英潍捷基生物

技术公司测序。将测定的目的基因片段序列采用

DNAStar 7.0 和 DNAMAN 8.0 进行序列分析，用

BLAST的方法与基因库中的序列进行比对，所得序

列同时用 DNAMAN 8.0 软件进行模拟酶切分析。

将克隆序列及其相似性最高的序列采用MEGA 6.0

软件Neighbor-Joining方法进行系统进化树的构建，

并进行 Bootstrap分析，重复 1 000次。序列数据提

交 GenBank 获取登录号，细菌序列登录号为

KU933361−KU933364、KU933366、KU933371、

KU933372、 KU933374；古菌序列登录号为

KT008244、KT008245、KT008259、KT008262。 

1.5  MFC 的构建及运行 

设置 H 型的双室微生物燃料电池(Microbial 

fuel cell，MFC)，中间由阳离子交换膜隔开。阴阳

极均采用长方体石墨电极(3.5 cm×2.5 cm×0.5 cm，

投影面积为 17.5 cm2)，通过钛导线与外电路相连，

添加1 000 Ω的外电阻。组装好的MFC经过0.15 MPa

灭菌后，阳极室加入 100 mL无菌的 DSMZ120 (pH 

7.0)培养基，以乙醇为底物，充气 1 h (80% N2+20% 

CO2)；阴极室加入100 mL无菌的Tris-HCl (0.1 mol/L，

pH 7.0)溶液，氧气为电子受体。培养 10 d左右阳极

更换 20%除氧的新鲜培养基并补充底物，保证微生

物燃料电池持续运行。实验组(a)接种 5%的产甲烷

分离物 S6；实验组(b)用透析袋包裹阳极，将 S6接

种在透析袋外部，透析袋将在物理上阻断微生物

和电极的直接接触，防止电极表面形成生物膜；

同时设置对照组(c)不接种微生物。所有 MFCs 都

在室温黑暗条件下培养。 
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1.6  电化学数据分析   

MFC 运行时用数据采集系统采集电压信号，

ExcellLINX软件记录每分钟的输出电压，根据欧姆

定律计算电流密度[Cden=U/(RA)，Cden (mA/m2)为电

流密度，其中U是电池输出电压(mV)，R是外阻(Ω)，

A 是阳极投影面积 (m2)]。采用循环伏安法 CV 

(Cyclic voltammetry)测试微生物在 MFC 中的氧化

还原特性，在稳定运行的 MFC 开路状态下加入参

比电极(Ag/AgCl)，以阳极为工作电极，阴极为对电

极，构建三电极体系。用 660E 电化学工作站以    

10 mV/s的扫描速度在−0.45−0.35 V的范围内进行

扫描。 

1.7  检测方法 

1.7.1  Fe(II)测定方法：培养液中 Fe(II)含量测定采

用 Ferrozin试剂显色法[14]。培养过程中每 5 d用无

菌注射器取出0.5 mL样品，置于4.5 mL的0.5 mol/L

的盐酸中，室温下静置 24 h。在转速 8 000 r/min下

离心 5 min，取上清 100 μL，加入到 1.9 mL的含 0.1%

啰菲 嗪(Ferrozin)的 200 mmol/L 的 HEPES 缓冲液

中，反应 5 min后，在 562 nm波长下紫外分光光度

计测定吸光度。最后根据标准曲线计算 Fe(II)浓度。 

1.7.2  气相、液相色谱检测：每 5 d用无菌注射器

抽取厌氧培养瓶上空的气体，采用配备 FID检测器

的气相色谱测定甲烷产量。体系中的乙醇、乙酸浓

度用高效液相色谱定期检测：取 1 mL 菌液       

10 000 r/min离心 2 min，用移液枪吸取 20 μL上清，

加入 980 μL无菌水中，稀释 50倍。稀释后的液体

经 0.22 μm孔径滤膜过滤，然后上机检测。 

2  结果与分析 

2.1  产甲烷分离物 S6 的获得 

沉积物经铁还原富集培养后，采用 Hungate厌

氧滚管法挑取单菌落，接种于乙醇为电子供体的液

体培养基(DSM120)中静置培养，发现生长到一定阶

段会出现肉眼可见的团聚体。实验室已发表的文  

章[5]中描述，将培养物的电子供体由乙酸更换为乙

醇时出现团聚体，且团聚体的结构相对紧密。而本

研究结果与之有所不同，在乙醇作为电子供体的培

养条件下出现的微生物团聚体结构相对松散，而且

随着培养时间的延长会发生解聚(图 1)。经气相色谱

仪检测发现此分离物能够产生大量的甲烷气体，我

们将获得的这种产甲烷分离物命名为 S6。 

2.2  S6 及共培养 G-S6 的铁还原及产甲烷能力 

在研究产甲烷分离物 S6 是否存在直接电子传

递时，将 S6 和已知能与产甲烷菌进行直接电子传

递的 G. metallirenducens共同培养，该体系命名为

G-S6 (G代表 G. metallirenducens，S6代表产甲烷分

离物)。S6和 G-S6富集培养 30 d的铁还原和产甲

烷情况如图 2所示。S6和 G-S6都表现出铁还原能

力，并且在第 10天 Fe(II)生成量同时达到最大值，

分别为 1.190±0.015 mmol和 1.470±0.044 mmol。其

中 S6的铁还原速率为 0.115 mmol/d，G-S6的最大

铁还原速率为 0.181 mmol/d。无菌对照组在非生物

作用下培养 30 d共产生 0.140 mmol左右的 Fe(II)，

说明培养过程中 Fe(III)还原是由于微生物的作用。

由图 2A可知，G. metallirenducens的加入并没有使

Fe(III)还原速率有明显的加快。 

在第 2 5 天时 S 6 的甲烷量最高达到  

0.550±0.018 mmol，添加无定形铁的 S6甲烷量最大值

为 0.580±0.004 mmol，产甲烷速率分别为 0.074 mmol/d

和 0.066 mmol/d。添加无定形铁使 G-S6 的产甲烷

启动时间延长，第 10–15 天产甲烷速率达到最大     

0.054 mmol/d，最高甲烷量为 0.560±0.017 mmol；而 
 

 
图 1  产甲烷分离物 S6 的团聚和解聚状态 
Figure 1  The aggregate and disaggregate of methanogenic 
isolates S6 
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图 2  S6 和 G-S6 的铁还原(A)、产甲烷(B)、乙醇消耗(C)及乙酸积累与消耗(D) 

Figure 2  Fe(III) reduction (A), methane production (B), ethanol consumption (C) and acetate production and  
consumption (D) in S6 and G-S6 

注：S6：产甲烷分离物；G-S6：产甲烷分离物和 G. metallirenducens的共培养. 
Note: S6: Methanogenic isolates; G-S6: Co-culture of G. metallirenducens and methanogenic isolates. 
 

不添加无定形铁时，产甲烷速率在第 5−10天内最大为

0.049 mmol/d，产甲烷量最大值为 0.510±0.002 mmol。

由图 2B可知，添加 G. metallireducens并没有提高

产甲烷速率。 

乙醇作为底物在 10 d内消耗殆尽，添加无定形

铁促进 G-S6 利用乙醇，而不添加无定形铁降低

G-S6对乙醇的消耗。乙醇用尽后，Fe(II)不再增加。

随着乙醇的消耗产生中间产物乙酸，伴随着乙酸的

积累产甲烷速率显著提高，乙酸耗尽后甲烷产量也

不再增加。S6培养时最高有 0.38 mmol的乙酸积累；

G-S6培养时乙酸积累量为 0.57 mmol (图 2C、D)。 

S6与 G. metallireducens共培养后，铁还原能力

和产甲烷性能并没有明显增加，说明 S6 中含有的

铁还原微生物与 G. metallireducens 具有类似的作

用，能够以乙醇为唯一电子供体与产甲烷菌进行直

接电子传递产甲烷。 

2.3  微生物群落多样性 

富集分离到 S6与共培养G-S6在乙醇底物条件

下培养，采用 T-RFLP 及克隆文库分析其中的微生

物群落多样性。S6样品中细菌 T-RF片段主要包括

210、90、525 bp，分别占 47%、29%、24%；共培养

G-S6中，525 bp和 160 bp分别以 49.85%和 50.15%

的比例在细菌群落中占优势(图 3A)。通过克隆文库

分析，210 bp和 525 bp T-RFs代表 Clostridiaceae，

90 bp T-RF代表 Bacteroidaceae。 

将克隆序列及其同源序列进行系统发育分析

(图 3B)，525 bp T-RF序列与 Clostridium tunisiense

相似性最高，达到 98.65%；210 bp T-RF 序列与

Clostridium hathewayi 相似性达到 91.83%；90 bp 

T-RF 序列与 Bacteroides sp. Z4 相似性最高达到

98.67%； 160 bp T-RF 为共培养中添加的 G. 

metallireducens。 
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图 3  S6 和 G-S6 细菌群落 T-RFLP (A)及 16S rRNA 基因系统发育树(B) 
Figure 3  Community characteristics of bacteria revealed by T-RFLP (A) and phylogenetic tree of representative bacterial 

16S rRNA gene clones generated from DNA in S6 (B) 
注：B：Bacterial；S6：产甲烷分离物；G-S6：G. metallirenducens与 S6共培养；图 B中已标注 T-RF片段的碱基长度；括号中的序

号为GenBank登录号；分支点上的数字表示Bootstrap 1 000个循环的置信度；标尺代表 5%的序列差异；以Methanosphaera stadtmanae

为细菌系统发育树外群. 
Note: B: Bacterial; S6: Methanogenic isolates; G-S6: Co-culture of G. metallirenducens and S6; Numbers of T-RF lengths are shown in base 
pairs; GenBank accession number of reference sequence as indicated and the number of branch represent the percentage of 1 000 bootstrap 
replications; The scale bars represents 5% sequence divergence and Methanosphaera stadtmanae was selected as outgroups of bacterial 
phylogenetic tree (B). 

 
同样，采用 T-RFLP 及克隆文库分析古菌的

群落多样性。古菌 T-RF片段以 188 bp和 172 bp

为主，在 S6 中分别占 41%和 59%，在 G-S6 中

分别占 63%和 37% (图 4A)。188 bp T-RF 代表

Methanosarcinaceae，172 bp T-R未知。系统进化树

分析，188 bp T-RF序列与 M. barkeri同源性最高达

到 98.49%。 

综上所述，S6中细菌以 Clostridium spp.为主，

共培养G-S6中Clostridium spp.和G. metallireducens

占优势，古菌都为 M. barkeri。 

2.4  产甲烷分离物的电活性 

通过微生物燃料电池研究 S6 的电活性，电化

学工作站记录输出电压，计算电流密度。MFC实验

组和对照组的产电性能如图 5所示，其中实验组 a： 
 

 
 

图 4  S6 和 G-S6 古菌群落 T-RFLP (A)及 16S rRNA 基因系统发育树分析(B) 
Figure 4  Community characteristics of archaea revealed by T-RFLP (A) and phylogenetic tree of representative archaeal 

16S rRNA gene clones generated from DNA in S6 (B) 
注：A：Archaeal；S6：产甲烷分离物；G-S6：G. metallirenducens与 S6共培养；图 B中已标注 T-RF片段的碱基长度；括号中的序

号为 GenBank 登录号；分支点上的数字表示 Bootstrap 1 000 个循环的置信度；标尺代表 5%的序列差异；以 Dehalococcoides sp. 

BHI80-15为古菌系统发育树外群. 
Note: A: Archaeal; S6: Methanogenic isolates; G-S6: Co-culture of G. metallirenducens and S6; Numbers of T-RF lengths are shown in base 
pairs; GenBank accession number of reference sequence as indicated and the number of branch represent the percentage of 1 000 bootstrap 
replications; The scale bars represents 5% sequence divergence and Dehalococcoides sp. BHI80-15 was selected as outgroups of archaeal 
phylogenetic tree (B). 
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图 5  实验组与对照组的电流密度随时间的变化 
Figure 5  Current density over time of experimental and 
control systems in MFC 
注：a：阳极培养 S6；b：阳极包裹透析袋培养 S6；c：非生物

阳极. 
Note: a: Anode chamber cultured methanogenic isolates S6; b: 
Culture of S6 suspension with anode enveloped by a dialysis bag; c: 
Abiotic anode. 
 

阳极培养 S6；b：阳极包裹透析袋后培养 S6；对照

组 c：非生物阳极。实验组 a经过前 3 d的稳定期

开始启动，此时随着微生物生长在阳极形成生物膜

电流密度逐渐增加，第 4 天时电流密度升高到  

9.68 mA/m2，第 4−8天内产电性能基本稳定，运行

8 d 之后电流密度下降；实验组 b 阳极包裹透析袋

后微生物无法形成生物膜，S6的产电启动期延长，

第 6天电流密度达到 1.46 mA/m2，远低于实验组 a，

并且稳定时间很短；非生物阳极对照组 c几乎没有

电流产生。阳极生物膜的形成促进微生物和电极之

间的直接电子传递，透析袋阻碍生物膜形成，但也

有微弱电流产生，说明非生物膜的原因如微生物自

身分泌的电子穿梭体也能介导电子传递。 

MFC 周期结束后，添加 Ag/AgCl 参比电极，

对实验组和非生物阳极分别进行循环伏安扫描分

析，比较氧化还原反应的强弱。设置 10 mV/s的扫

速在−0.45−0.35 V 的电势窗口下扫描，结果如图   

6所示。由循环伏安曲线可知，非生物阳极不存在氧

化还原峰，说明氧化还原反应是由微生物作用产生

的。实验组 a在 0 V出现氧化峰，−0.225 V出现还

原峰。实验组 b在−0.206 V电势下出现还原峰，峰

电流小于实验组 a，没有明显的氧化峰。说明 S6在 

 
 

图 6  实验组与对照组的循环伏安曲线 
Figure 6  Cyclic voltammogram of experimental and 
control systems in MFC 
注：a：阳极培养 S6；b：阳极包裹透析袋培养 S6；c：非生物

阳极. 
Note: a: Anode chamber cultured methanogenic isolates S6; b: 
Culture of S6 suspension with anode enveloped by a dialysis bag; c: 
Abiotic anode. 

 
MFC中可能存在直接电子传递途径，并且能氧化还

原性的电子穿梭体。 

根据产电性能及循环伏安结果分析，产甲烷分

离物 S6 可能存在直接电子传递途径还原电极产生

电流，也暗示其中占优势的Clostridium和M. barkeri

之间也可能存在潜在的直接电子传递。 

3  讨论 

近年来有关种间直接电子传递的研究多集中

于革兰氏阴性菌，尤其是以 Shewanella和Geobacter

为代表的异化铁还原菌，革兰氏阳性菌在种间直接

电子传递中的研究尚未见报道。本工作揭示了

Clostridium为代表的革兰氏阳性菌在产甲烷分离物

中，可能与 M. barkeri存在种间直接电子传递。 

Rotaru 等 已 报 道 革 兰 氏 阴 性 菌 G. 

metallireducens 可以与 M. harundinacea 和 M. 

barkeri 通过种间直接电子传递机制还原 CO2 产甲

烷。本实验室 Zheng 等从滨海沉积物中富集到

Geobacteraceae与 M. mazei共存群落，根据富集物

形成团聚体推测可能存在直接电子传递 [5]。

Shewanella 可以通过分泌黄素类[15-16]电子穿梭体介

导直接电子传递。另一种革兰氏阴性菌 Klebsiella 
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pneumoniae不仅可以利用外膜细胞色素 c进行胞外

电子传递[17]，当电极与微生物用微孔滤膜隔开时，

还可以分泌醌类电子穿梭体介导电子传递[18]。而有

关革兰氏阳性菌胞外电子传递的研究较少，由于其

细胞壁结构紧密，含有大量不导电的肽聚糖，由糖

蛋白 S层包裹，脂蛋白较少，这些特征都是革兰氏

阳性菌进行胞外电子传递的壁障。近年来具有电极

还原活性的革兰氏阳性菌逐渐被发现，Nimje 等首

次将 Bacillus subtilis在 MFC中培养 3月后获得了

稳定高效的产电能力，最高输出电压 370 mV[11]。

Wrighton 等在 MFC 阳极分离到一株 Thermincola 

potens，能将电子穿过细胞壁传递到细胞表面，再

通过直接接触传递给电极，并且发现 c型细胞色素

在革兰氏阳性菌的电子传递中起重要作用[19]。另 

一种革兰氏阳性菌 Carboxydothermus ferrireducens

在还原胞外金属时与电子传递相关的 c型细胞色素

高表达[20]。 

Clostridium 属于革兰氏阳性菌，研究发现

Clostridium perfringens 具有 IV 型菌毛介导粘附和

运动，其菌毛亚基 PilA2 与革兰氏阴性菌

Pseudomonas aeruginosa结构相似[21]。菌毛这一结

构特性为 Clostridium形成生物膜、与其他微生物团

聚、分泌蛋白、作为“纳米导线”介导电子传递提供

了可能[22-23]。梭菌含有铁氧还蛋白，能在低氧化还

原电位下作为电子载体还原细胞色素 c，这也可能

是梭菌能够进行胞外电子传递的原因之一[24]。Park

等在废水处理微生物燃料电池中分离得到一株

Clostridium butyricum，循环伏安法扫描发现该菌具

有电活性[10]。在许多厌氧产甲烷体系中，都发现

Clostridium存在，甚至占主要地位，但人们普遍认

为梭菌起到发酵作用[25-27]，重点关注 Geobacter 等

革兰氏阴性菌与产甲烷菌之间的 DIET[25]，或者梭

菌与氢营养产甲烷菌通过种间氢气传递互营产甲   

烷[28]，很少有研究者将 Clostridium与直接电子传递

产甲烷联系起来。我们发现在 Clostridium 和 M. 

barkeri占优势的产甲烷富集物中，乙醇为唯一电子

供体时能够产甲烷，共培养添加 G. metallirenducens

后铁还原和产甲烷能力并没有明显增加，说明

Clostridium与 G. metallirenducens类似，在互营产

甲烷过程中与 M. barkeri可能通过种间直接电子传

递产甲烷。微生物紧密接触是发生种间直接电子传

递的条件之一，培养过程中团聚体的出现也间接说

明可能存在直接电子传递方式[29]。团聚体短暂形成

随后又解聚，可能因为乙醇为底物时产甲烷菌不能

生长，需要与其他微生物形成团聚体进行直接电子

传递产甲烷；随着微生物的富集培养，可能存在分

泌型电子穿梭体或通过其他途径与产甲烷菌进行

种间电子传递，产甲烷菌生长不再依赖紧密结合的

团聚状态，因此团聚体解聚。 

循环伏安法等电化学手段为研究 S6 是否存在

种间直接电子传递提供了依据。S6在MFC中将电

子传递给电极，同时发生氧化还原反应，说明其具

有电活性。电极外包裹透析袋后无法在电极表面形

成生物膜，产电性能和氧化还原反应均减弱。有研

究表明在单室MFC阳极用透析袋包裹电活性升高，

是由于浮游生物 Chattonella marina 分泌内生可溶

性电子介体促进电子传递[30]。Deng 等采用与本研

究透析袋类似的微孔滤膜包裹阳极，革兰氏阴性菌

Klebsiella pneumoniae 不能在电极上形成生物膜，

产电能力下降，但随着电子穿梭体 2,6-二叔丁基苯

醌(2,6-DTBBQ)的分泌电活性升高，K. pneumoniae

能通过膜结合细胞色素 c和电子穿梭体两种形式传

递电子[18]。因此结合其他胞外电子传递研究进行分

析，表明 S6 与电极间存在直接电子传递途径，可

能与膜结合物质(如细胞色素或菌毛)及自身分泌的

可溶性电子穿梭体有关，进一步佐证了在产甲烷分

离物中 Clostridium 和产甲烷菌之间存在种间直接

电子传递的可能性。 

Clostridium不仅能够进行胞外电子传递，还可

能与 M. barkeri 通过种间直接电子传递互营产甲

烷。这一发现将以前限定在革兰氏阴性菌介导直接

电子传递的认识推广到革兰氏阳性菌，并采用透析

袋等电化学方法研究了产甲烷分离物中Clostridium

和 M. barkeri存在种间直接电子传递的潜力。虽然
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这类种间直接电子传递的机制还有待研究，但传统

集中于革兰氏阴性菌通过直接电子传递介导互营

产甲烷的研究局面将打开。后续研究将致力于从产

甲烷分离物中分离 Clostridium和产甲烷菌，构建纯

菌共培养体系，进一步解析 Clostridium和产甲烷菌

之间的种间直接电子传递机制。 
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