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摘要：以脱色希瓦氏菌（!"#$%&#’’% (#)*’*+%,-*&-.）*!" 为材料，研究了不同形态铁对其厌氧偶氮还原的影响 +结果表明，,-（!）对

偶氮还原的影响与其形态及浓度直接相关 + 不可溶性,-（!）对偶氮还原表现延缓作用，’%’& . " //0123的 ,-"4# 均延缓 ’%"

//0123的苋菜红还原，但作用效果不随 ,-"4# 浓度的增加而成比例强化 + 而对于可溶性,-（!），’%$ //0123浓度以下对 ’%"

//0123的苋菜红还原具有一定的促进作用，作用效果与其浓度变化不呈线性关系 + ! //0123浓度以上则表现为抑制作用，浓度

越高其抑制作用越强，这种现象在电子供体不足的情况下尤为明显 +进一步研究发现，可溶性 ,-（"）和,-（!）均具有缓解双

香豆素对醌循环的抑制作用而促进偶氮还原 +由此推测，可溶性铁对偶氮还原的促进作用是由于这些化合物的细胞透过性，

在低浓度条件下形成,-（"）",-（!）氧化还原循环，充当电子传递的中间媒介，通过发挥电子穿梭功能从而促进细菌的偶氮

还原 +而高浓度条件下可溶性,-（!）优先大量接受来自电子供体的电子而与偶氮化合物竞争，其电子穿梭功能被掩盖，从而抑

制偶氮还原 +对于不可透过细胞的不可溶性,-（!），只是作为胞外电子受体与强极性的偶氮化合物竞争电子从而仅仅呈现延

缓作用 +通过对铁的形态及浓度的适当选择与控制可以获得更高效的偶氮还原效率 +
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在厌氧条件下，微生物可以利用多种物质作为

末端电子受体进行呼吸和生长 +能被微生物利用的

末端电 子 受 体 多 种 多 样，典 型 的 如 ,-（!）、J4C
# 、

J4C
" 、L?（#）、延胡索酸［!］，以及新发现的腐殖质［"］

和氯化物［#］等 +其中，以,-（!）为末端电子受体的厌

氧,-（!）呼吸是一种古老的呼吸方式，电子供体通

过脱氢酶氧化释放电子在呼吸链上传递，并最终到

达,-（!）使其还原为,-（"），同时伴随能量的产生

以支持细菌生长［$］+同样，含有偶氮键的偶氮化合物
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在厌氧条件下也可以作为末端电子受体，在接受电

子后还原成芳香胺化合物［! " #］，并且产生能量耦联

细菌生长 $偶氮还原作为一种新的细菌厌氧呼吸方

式已被证实［%］，多种能促进电子传递的氧化还原中

间体均可明显地加强偶氮还原［&’］$
对于能利用多种物质作为电子受体进行厌氧呼

吸的微生物来说，电子从脱氢酶产生后进入网络化

的呼吸链并最终到达不同的末端电子受体，它们之

间存在一定的相互关系 $目前国际上关于不同末端

电子 受 体 相 互 作 用 的 研 究 多 集 中 在 硝 酸 呼 吸 和

()（!）呼吸 $ *+,-.+/0+12［&&］和 3456 等［&7］研究发现硝

酸盐 和 亚 硝 酸 盐 对 !"#$%&#’’% ()*+#,%-.#&/ 7’’ 和

0%+%-1--)/ 2#&.*+.,.-%&/ 的()（!）呼吸存在竞争抑制

作 用 $ 而 829++ 等［&:］ 在 酶 学 水 平 对 3’1/*+.2.)4
(#+,+.&5#&/ 进行的研究表明，硝基芳香烃竞争抑制偶

氮还原酶的活性 $这些研究都表明某些厌氧呼吸的

末端电子受体之间存在电子竞争作用 $而对于新近

证实的厌氧偶氮呼吸和古老的厌氧()（!）呼吸之间

的相互关系，目前国际上尚鲜见报道 $
希瓦氏菌属的细菌由于具有利用多种多样高价

态金属及其氧化物和有机污染物作为电子受体进行

厌氧呼吸的能力，目前已被广泛用于环境生物修复

的 理 论 研 究 和 实 际 应 用［&;］$ 脱 色 希 瓦 氏 菌

（!"#$%&#’’% 2#-1’1+%*.1&./）<&7 是本实验室分离鉴定

的希瓦氏菌新种［&!］，同样能利用多种电子受体进行

厌氧呼吸［%，&!，&=］$ 其中，厌氧()（!）呼吸和偶氮呼吸

的能力尤为明显，7 种过程可以同时进行，在呼吸链

电子传递水平上存在相互关系 $在电子传递水平开

展研究，将为合理有效利用()（!）治理偶氮化合物

引起的环境污染问题、提高生物修复效率提供科学

理论指导 $本实验着重从电子传递过程研究不同形

态铁对脱色希瓦氏菌 <&7 厌氧偶氮还原的影响，发

现铁的存在形态及浓度对偶氮还原的影响是有规律

的，通过对铁的形态和浓度的适当选择与控制可以

获得更高效的偶氮还原效率 $

! 材料与方法

!"! 材料

!"!"! 菌株

脱色希瓦氏菌（ !"#$%&#’’% 2#-1’1+%*.1&./）<&7 是

本实验室从广州某印染厂废水处理系统的活性污泥

中分离纯化得到的希瓦氏菌新种［&>］，该菌株已保藏

于中 国 典 型 培 养 物 保 藏 中 心（保 藏 号 为 33?33
@7’:’%:?）和日本东京大学应用微生物研究所（保藏

号为 AB@ &!’%;?）$
!"!"# 培养基

好氧生长 CD 培养基：胰蛋白胨 &’ EFC；酵母抽

提物 ! EFC；G23H ! EFC$
厌氧还原培养基：G27IJK;·&7I7K !L> MM4HFC；

NI7JK; :L: MM4HFC；GI;3H &#L’ MM4HFC；矿质元素和

维生素各 &’ MCFC［&#］；半胱氨酸 ’L’7 EFC；添加一定

量甲酸钠为电子供体；一定量苋菜红或()（!）为电

子受体 $
!"!"$ 主要试剂和仪器

偶氮染料苋菜红（BM2.210-）：3$ A $ &=&#!，最大吸

收峰为 !7’1M；电子传递抑制剂 .40)141)（鱼藤酮）、

O+,PM2.4H（双香豆素）和 /0+EM20)HH+1（标桩菌素）均购

自 <+EM2 公司，为分析纯，电子传递抑制剂的特性见

表 & $*Q=;’ 紫外分光光度计（D),RM21 公司）$ DPE54S
厌氧工作站（8P/R+11 公司）$

表 ! 电子传递抑制剂的使用浓度范围、溶剂和抑制位点

?25H) & 341,)10.20+41 .21E)，/4HT)10 21O +1-+5+0+41

/+0) 4. 2,0+41 49 )H),0.41 0.21/U4.0 +1-+5+04./

抑制剂
使用浓度范围

FM4H·CV & 溶剂 抑制位点

鱼藤酮 & W &’ V ! " : W &’ V ; 乙醇 GB*I 脱氢酶

3P3H7 & W &’ V = " & W &’ V ; 水溶液 脱氢酶（氢酶）

双香豆素 ! W &’ V ! " 7 W &’ V ; G2KI 水溶液 甲基萘醌

标桩菌素 & W &’ V ! " & W &’ V ; 乙醇 细胞色素 5, 复合物

G2G: & W &’ V ! " ! W &’ V ; 水溶液 细胞色素氧化酶

!"# 静息细胞培养

离心收集 CD 过夜培养细胞，用 ’L’> M4HFC的磷

酸缓冲液（UI >L;）洗涤 7 次后重悬于磷酸缓冲液中

制成菌悬液（6=’’!’L;），然后以 &X接种量把菌悬

液接种于厌氧培养基中，充入氮气 ! M+1 后，置于厌

氧工作站中 ::Y静置培养 $在培养基中除甲酸钠作

为电子供体以外，不含有提供细胞增殖的碳源物质，

使 <&7 菌仅保持进行呼吸代谢而不能繁殖的状态，

从而消除由于细胞量增多所引起的苋菜红还原加速

的现象 $
!"$ 偶氮染料还原率的测定

每间隔一定时间取出一定量的培养液于&7 ’’’
.FM+1 离心 & M+1 去除菌体，然后测定苋菜红染料最

大吸收峰 !7’ 1M 下的吸光值，并以不加菌的培养基

为对照，计算染料的还原率 $
染料还原率 Z（6 V 7）F6
式中，6 为不加菌的培养基上清液的吸光值；7

为培养一定时间的培养基上清液的吸光值 $
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图 ! 充足电子供体条件下不同浓度可溶性"#（!）

对脱色希瓦氏菌 $%! 偶氮还原的影响

!"#$% &’’()*+ ,’ -"’’(.(/* ),/)(/*.0*",/+ ,’ +,1231(

!(（!）,/ 04,.(-2)*",/ 35 ! $ "#$%&%’()*%+*, 67%

2/-(. ),/-"*",/+ ,’ +2’’")"(/* (1()*.,/ -,/,.

!&!&% 可溶性!(（"）氧化和!(（!）还原对偶氮还

原的作用

在 78 99,1:;甲酸钠作为电子供体的条件下，向

7 99,1:;苋菜红的偶氮还原系统中添加 8<= 99,1:;
氯化亚铁时，同样观察到与可溶性!(（!）促进偶氮

还原类似的现象 $ 但相同浓度的!(（!）的促进作用

比!(（"）明显 $而此时，在没有接种菌体、同时没有

添加!(（"）和!(（!）的对照组实验中则没有观察到

苋菜红脱色的现象（图 >）$ 这说明柠檬酸铁及氯化

亚铁对偶氮还原的促进作用依赖细菌细胞，不是由

化学反应引起的 $此外，由于反应系统中 67% 菌处于

静息细胞培养条件，尽管偶氮呼吸产生 ?@A 但由于

没有提供碳源物质，细菌菌体无法繁殖而只处于一

种基础呼吸代谢水平 $由此可见，氯化亚铁和柠檬酸

铁对偶氮还原的促进作用并不是由于细菌数量的增

多引起的，而是因为!(（!）还原和!(（"）氧化这一

循环过程有利于促进呼吸代谢的电子产生或传递而

导致偶氮还原的加速 $
!&!&! 可溶性!(（"）和!(（!）缓解双香豆素对偶

氮还原的抑制作用

为了进一步明确可溶性!(（"）和!(（!）在偶氮

还原过程中的作用，在可溶性铁存在条件下分别添

加 B2B1%、双 香 豆 素（ -")290.,1 ）和 标 桩 菌 素

（+*"#90*(11"/）等电子传递抑制剂，监测偶氮还原效

率 $结果发现，氯化亚铁和柠檬酸铁可在一定程度上

缓解双香豆素对偶氮还原的抑制作用 $ 当向添加了

图 ’ 可溶性 "#（"）和 "#（!）对脱色希瓦氏菌

$%! 偶氮还原的促进作用

!"#$> &’’()*+ ,’ +,1231( !(（"）0/- !(（!）,/ 04,.(-2)*",/

35 ! $ "#$%&%’()*%+*, 67%

B2788：B2B1% 788#9,1:;；C788：双香豆素 788#9,1:;；

6788：标桩菌素 788#9,1:;
图 ( 可溶性 "#（"）和 "#（!）缓解双香豆素对脱色希

瓦氏菌 $%! 偶氮还原的抑制作用

!"#$= 6,1231( !(（"）0/- !(（!）.(1"(D( *E( "/E"3"*",/ ,’

-")290.,1 ,/ 04,.(-2)*",/ 35 ! $ "#$%&%’()*%+*, 67%

双香豆素的脱色反应系统中补充 8<= 99,1:;的氯化

亚铁或 8<= 99,1:;柠檬酸铁后，7 99,1:;苋菜红的偶

氮还原率由原来的 %F<7G 分别上升为 >H<=G 和

I><JG（图 =）$ 双香豆素作为甲基萘醌的专一性抑

制剂，能阻断甲基萘醌由氧化态向还原态转化，从而

中断电子的传递［%8］$ 当醌循环受到抑制时，可溶性

!(（"）和 !(（!）可有效缓 解 这 种 抑 制 作 用，说 明

!(（"）和!(（!）之间的氧化还原循环具有穿梭电子

的效应，可以替代受抑制的醌循环，从而使呼吸链上
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电子传递得以顺利进行 !
!"# 不可溶性"#（!）作为电子竞争者对偶氮还原

的影响

在 $% &&’()*甲酸钠为电子供体、%+, &&’()*苋

菜红为电子受体的偶氮还原培养基中，添加不同浓

度的不可溶性 "#,-.，研究不可溶性"#（!）对偶氮还

原的影响 !结果发现，不可溶性 "#,-. 对偶氮还原的

作用与可溶性"#（!）存在一定的差异 ! 不同浓度的

"#,-. 对 %+, &&’()*苋菜红的还原脱色均表现出延

缓作用（图 /），这种延缓作用并没有随着 "#,-. 浓度

的增加而成比例的强化 ! 测定培养基中的 01，发现

"#,-. 的加入并没有引起 01 的变化 ! 推测 "#,-. 对

偶氮还原的抑制作用是由于不可溶性"#（!）和苋菜

红这种强极性化合物均作为胞外电子受体而各自竞

争电子 !

图 $ 不同浓度 %&!’# 对脱色希瓦氏菌 ()! 偶氮还原的影响

"23!/ 455#678 ’5 9255#:#;7 6’;6#;7:<72’;8 ’5 "#,-. ’;

<=’:#9>672’; ?@ ! ! "#$%&%’()*%+*, A$,

# 讨论

在厌氧条件下脱色希瓦氏菌 A$, 可以利用偶氮

化合物作为末端电子受体进行偶氮呼吸［B］，接受电

子后还原为相应的芳香胺化合物［,$，,,］，本实验重点

研究了可同样作为末端电子受体的"#（!）对其偶氮

还原的影响 !结果表明，在电子供体不足的情况下，

"#（!）的存在明显抑制偶氮还原；而当电子供体充

足时，可溶性"#（!）对偶氮还原的影响则与其浓度

直接相关 !在低浓度条件下，可溶性"#（!）对偶氮还

原表现出一定的促进作用，但作用效果与其浓度不

呈线性关系 !而高浓度的可溶性"#（!）则主要表现

为偶氮还原的电子竞争对手而抑制偶氮还原，浓度

越高其抑制作用越强 ! "#（!）和偶氮染料都是脱色

希瓦氏菌 A$, 可利用的末端电子受体，可同时接受

来自电子传递体的电子 ! 由于"#（!）与偶氮染料的

标准氧化还原电势不同，从而造成其对电子的亲和

力存在高低差异 ! "#（!）还原为"#（"）时的标准氧

化还原电势为 CC$ &D［,.］!而苋菜红曾报道的标准氧

化还原电势是 E F%% &D［,F］和 E ,/% &D［,/］，这是因为

还原产物不同其标准氧化还原电势也有所不同 ! 但

是相对于"#（!）来说，苋菜红的标准氧化还原电势

低很多，因此，当"#（!）和苋菜红同时存在时，前者

比后者优先接受来自甲酸钠（标准氧化还原电势为

E F.% &D［,/］）的电子，, 种电子受体同时存在时表现

出电子竞争现象，这与国际上关于不同末端电子受

体相互作用的研究结果相符［$$ G $.］!硝酸盐和亚硝酸

盐 对 !-#.(+#&&( /0)’#1($*#+, ,%% 和 2(’($%$$0,
"#+*)’*1*$(+, 的"#（!）呼吸存在竞争抑制作用，硝酸

还原酶可以同时作为 H-E
. 和"#（!）的还原酶［$$，$,］!

硝基芳香烃竞争抑制 3&%,)’*"*04 /#’1’*+5#+, 的偶氮

还原活性，其硝酸还原酶和偶氮还原酶是同一个蛋

白［$.］!基于脱色希瓦氏菌 A$, 的"#（!）还原与偶氮

还原之间的电子竞争现象，推测这 , 种电子受体可

能使用同一种外膜末端还原酶 !
与国际上研究不同末端电子受体相互作用得到

的单 纯 竞 争 性 抑 制 作 用 不 同，笔 者 发 现 可 溶 性

"#（!）除了作为电子受体与偶氮染料竞争电子以

外，在一定浓度下还具有明显的促进偶氮还原的作

用 !在电子供体充足的条件下，氯化亚铁和低浓度柠

檬酸铁均能明显促进偶氮还原，该作用不是因为化

学反应或者细菌数量增多引起的，而是由于"#（!）

还原和"#（"）氧化这一循环过程有利于促进呼吸代

谢的电子产生或传递而导致偶氮还原的加速 ! 通过

电子传递抑制剂实验表明，氯化亚铁和低浓度柠檬

酸铁可有效缓解双香豆素（一种专一性的甲基萘醌

抑制剂［,%］）对脱色希瓦氏菌 A$, 偶氮还原的抑制作

用 !这反映了可溶性"#（"）和"#（!）之间的氧化还

原循环，在细胞内可以替代醌循环而发挥电子传递

作用 ! 当 醌 循 环 没 有 受 到 抑 制 时，这 种 "#（"）!
"#（!）氧化还原循环可以补充醌循环加快电子传递

从而促进偶氮还原 ! 而当醌循环受到抑制时，这种

"#（"）!"#（!）氧化还原循环效应突出代替受阻的

醌循环使电子顺利传递到偶氮化合物 !也就是说，在

一定条件下铁可以作为脱色希瓦氏菌 A$, 偶氮还原

的电子传递媒介 !
这种电子传递媒介的作用只是对于可溶性的铁
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而言，不可溶性!"（!）如 !"#$% 对偶氮还原只表现

抑制作用，抑制效果不随其浓度增加而强化 &这可能

是由于可溶性铁可以通过细胞膜上的通道进入细胞

内，而不可溶性铁作为一种胞外电子受体与强极性

的偶氮化合物同处细胞外而竞争外膜末端还原酶传

递的电子 &这说明铁作为偶氮还原的电子传递媒介

是在细胞内起作用的，与醌循环起作用的位置一样 &
另外这种电子传递媒介的作用只局限在低浓度的

铁，当铁离子浓度超过一定范围时，!"（!）优先大量

接受来自电子供体的电子而与偶氮化合物竞争电

子，其电子穿梭功能被掩盖，从而表现明显的抑制偶

氮还原效应 &
本研究所揭示的!"（!）作为末端电子受体与偶

氮还原的竞争抑制现象，以及作为电子传递媒介对

偶氮还原的促进作用，将为有效利用!"（!）治理偶

氮化合物引起的环境污染问题、提高生物修复效率

提供科学的理论指导 &

! 结论

（’）对于具有很强厌氧!"（!）还原和偶氮还原

能力的脱色希瓦氏菌 (’# 来说，!"（!）对偶氮还原

的影响是与其形态及浓度直接相关的 &
（#）不可溶性!"（!）延缓偶氮还原过程，作用效

果不随其浓度增加而强化 &不可溶性!"（!）在细菌

细胞膜上仅具有低渗透性，作为胞外电子受体与强

极性的偶氮化合物竞争电子从而仅仅呈现延缓偶氮

还原作用 &
（%）低浓度可溶性!"（!）对厌氧偶氮还原具有

一定的促进作用，但作用效果与其浓度变化不呈线

性关系 &可溶性!"（!）在细胞内存在氧化还原循环，

充当电子传递的中间媒介，通过发挥电子穿梭功能

而促进厌氧偶氮还原 &
（)）高浓度可溶性!"（!）对厌氧偶氮还原呈现

抑制作用，浓度越高其抑制作用越强 &在高浓度条件

下可溶性!"（!）优先大量接受来自电子供体的电子

而与偶氮化合物竞争，其电子穿梭功能被掩盖，从而

明显抑制偶氮还原 &
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