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摘要：从地下古森林沉积物样品中富集分离到 ! 株腐殖质()*（!）还原菌 +),-. 菌株，经 !&/ 0123 基因序列分析，该菌与成团

泛菌 !"#$%&" "’’(%)&*"#+ 435!6$! 的相似性为 667，确定为成团泛菌 8通过序批式厌氧实验考察了 +),-. 的腐殖质呼吸活性、

电子利用情况以及对 ’ 种铁氧化物的还原活性 8结果表明，+),-. 能够以 391/ 为唯一电子受体进行厌氧胞外呼吸，可利用的

电子供体有：甲酸、乳酸、丙三醇、柠檬酸、葡萄糖和蔗糖，且 391/ 还原速率顺序为：蔗糖 : 葡萄糖 : 柠檬酸 : 乳酸 : 丙三醇 :
甲酸；以葡萄糖作为电子供体时，’; < 内 %#. ==>?·@A ! 的 391/ 被还原，同时 ’#$ ==>?·@A ! 葡萄糖被消耗，菌数增殖近 B 倍，证

明 +),-. 能够进行腐殖质呼吸；+),-. 还能以多种)*（!）氧化物为电子受体进行厌氧呼吸，"$ C 内分别有 "#$ ==>?·@A ! 水铁

矿、"#! ==>?·@A !纤铁矿、"#. ==>?·@A !针铁矿及 %#; ==>?·@A !赤铁矿被还原溶解 8本研究为胞外呼吸研究与应用提供 ! 株适

宜的模式菌株 8
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腐殖质呼吸和)*（!）呼吸是近年来备受关注的

新型微生物能量代谢方式［! E .］8腐殖质呼吸，是指微

生物以腐殖质为末端电子受体，通过氧化电子供体

偶联腐殖质还原，并从这一过程中贮存生命活动的

能量 8过去普遍认为，腐殖质不能参与微生物的生理

代谢过程 8 !66& 年，@>^?*M 等［.］最先提出腐殖质呼吸

的概念，他们发现铁还原菌 ,&%-".$&* )&$"((/*&01.&#+
能利用纯化的腐殖质为电子受体，将电子供体乙酸

完全氧化为 ,W" 8 )*（!）呼吸，又称异化)*（!）还

原，它的末端电子受体为固态铁氧化物［’］8 )*（!）呼

吸和腐殖质呼吸是厌氧环境中 " 种最重要的胞外呼

吸形式，它们与普通胞内呼吸的显著区别是：作为电

子受体的腐殖质与)*（!）氧化物在呼吸过程中不能
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进出细胞内，而呼吸链上的电子通过特殊的途径传

递至胞外电子受体［!，"，#］$
目前，腐殖质%&’（!）呼吸的环境重要性已被广

泛接受与认同［# ( )*］："充当有机物矿化的电子受体，

直接参与碳循环过程 $ 据报道，在某些淡水沉积物

中，腐殖质%&’（!）呼吸直接导致了 +*,以上的有

机碳矿化，其贡献超过硝酸盐呼吸、硫酸盐呼吸、产

甲烷作用等其它厌氧方式的总和；#充当有机污染

物氧化降解的电子受体 $苯、甲苯、二甲苯、苯酚、氯

乙烯等难降解污染物都被报道在腐殖质%&’（!）呼

吸条件下矿化［#］；$作为电子穿梭体，加速可还原性

污染物（有机氯、偶氮染料等）的还原降解与重金属

还原脱毒［"，)*］$
能进行腐殖质呼吸的微生物称为腐殖质还原

菌，一般来说，腐殖质还原菌大都具有&’（!）呼吸活

性，因此统称为腐殖质%&’（!）还原菌［-］$迄今为止，

已从土壤、沉积物、污泥等厌氧环境中分离到上百株

腐殖 质%&’（!）还 原 菌，大 多 数 分 布 在 地 杆 菌 属

（!"#$%&’"(）和希瓦氏菌属（ )*"+%,"--%）［)) ( ).］$发现与

分离新的高效腐殖质%&’（!）还原菌，是胞外呼吸研

究的 基 础 $ !**+ 年，本 课 题 组 报 道 了 肠 杆 菌 属

.-"$/0"--% 1,"23#,0%" /)0［)"］ 与 丛 毛 单 胞 菌 属

4#3%3#,%/ 5#("",/0/ 12*) 菌株［)#］的腐殖质%&’（!）

呼吸特性 $ 但是，有关泛菌属的腐殖质%&’（!）呼吸

特性的研究国内鲜见报道 $本实验从古森林沉积物

样品中分离到 ) 株具有腐殖质%&’（!）呼吸活性的

成团泛菌 3&145，研究了其电子供体利用谱，考察了

它对 . 种铁氧化物的厌氧还原能力 $

! 材料与方法

!"! 培养基组成

基础厌氧培养基（678），每 / 含 9:;1<5 !=" >，
9;.1? *=!" >，9:;!@<. *=# >，A1? *=) >，酵母浸提

物 *=! >，),（体积分数）维生素储备液及 ),（体

积分数）微量元素储备液 $富集培养基，在已灭菌的

678 中添加灭过菌的 *=" BBC?·/D ) 7EF8 作为微生

物厌氧呼吸的电子受体和 " BBC?·/D )葡萄糖作为电

子供体 $ 7EF8 固体培养基，在富集培养基中添加

)=+,琼 脂 粉，灭 菌 后 分 装 于 平 板 培 养 皿，备 用 $
7EF8 还原和铁氧化物还原实验所用培养基，在已

灭菌的 678 培养基中添加 " BBC?·/D ) 甲酸、乙酸、

丙酸、柠檬酸、乳酸、乙醇、丙三醇、葡萄糖或蔗糖作

为电子供体，!" BBC?·/D ) 水铁矿（ G’HHIJKLHIM’）、针铁

矿（!4&’<<;）、纤铁矿（%4&’<<;）、赤铁矿（!4&’!<5）

或 *=" BBC?·/D )7EF8 作为电子受体 $
腐殖质模式物蒽醌4!，#4二磺酸（7NMJH:OPINCN’4

!，#4LIQP?RJCN:M’，7EF8）购自 8I>B: 公司，为分析纯；

铁氧化物的合成参见文献［)0］$
!"# 样品来源及富集分离

样品采自广东省四会地下古森林沉积物［).1年

龄为（5 )** S !-）:6$ @$］$将富集培养基分装于 )**
B/ 西林瓶中（每瓶 ." B/），接种 " B/ 沉积物样品，

充 9! %1<!（+*%!*，体积比）混合气 5* BIN 排氧，盖橡

胶塞，并迅速压铝盖密封，静置于厌氧工作站 5*T
厌氧培养，观察体系颜色变化 $当体系颜色逐渐变黄

并趋于稳定时，以 )*,的接种量转接于另一新鲜的

富集培养基中，如此转接 5 次 $最后系列稀释后涂平

板，5*T培养，" L 后培养基表面形成单菌落 $根据菌

落特征差异挑取单菌落于新鲜富集培养基中再次培

养，以验证纯菌厌氧还原 7EF8 的能力，当体系颜色

由无色变橙黄色表明菌株具有还原 7EF8 特性［)#］$
将纯化菌种斜面划线保存 $
!"$ 菌株的鉴定

参考《常见细菌系统鉴定手册》对菌株进行基本

生理生化特征鉴定 $使用 6U</<V（V9!）微生物鉴定

系统检测菌株在好氧条件下的碳源利用情况 $取对

数生长期新鲜菌液，. *** H%BIN离心收集菌体，用扫

描电子显微镜观察细胞，并测定其大小 $ )#8 HF97
序列的测定参见文献［)+］，即用常规方法提取基因

组 F97 后，采用细菌通用引物 &!0 和 W).-! 进行

@1W 扩增菌株的 )#8 HF97，扩增后的产物进行直接

测序，利 用 6/78X 将 所 得 序 列 与 V’N6:NY%Z36/%
FF6[ 等数据库中已登录的序列进行同源性比较，采

用 1?PQM:?\ ]’HQICN )=+5 进行序列比对，采用 3ZV7
]’HQICN .=* 软件，据邻接法构建系统发育树 $
!"% 腐殖质%&’（!）还原实验

菌悬液制备：将菌株接种于 /6 液体培养基中，

5*T好氧培养 )+ J，. *** H%BIN离心收集菌体，再用

678 培养基洗涤菌体 ! 次，最后将菌体悬浮于新鲜

的 678 中，制成菌 悬 液，使 其 光 密 度 达 到 *=)5 (
*=)"（" ^ #** NB）$ 将 ) B/ 菌悬液接种于 7EF8%铁
氧化物还原培养基中，培养条件同富集分离 $以不加

菌悬液和不加电子供体的体系作为对照，每个体系

作 5 个重复，不同时间点取样测定各体系中还原产

物总&’（&）、或 7EF8 还原产物 7;EF8、葡萄糖以及

活菌数的变化［)"，)#，)-］$ 采用平板稀释涂布直接计数

法测定菌数变化 $
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! 结果与分析

经过定向富集、纯化，获得 ! 株高效 "#$% 还原

菌株（!& ’ 即可观察到 "#$% 溶液变色），命名为

()*+,，作 进 一 步 鉴 定 和 腐 殖 质-).（!）呼 吸 特 性

研究 /
!"# 菌株 ()*+, 的鉴定结果

!"#"# 菌体形态

()*+, 菌株为革兰氏阴性杆菌，兼性厌氧，短杆

状，大小为（012 3 !10）"4 5（!10 3 ,10）"4，单个或成

对（图 !），周生鞭毛，具运动性 /在牛肉膏蛋白胨琼

脂固体培养基平板上好氧培养 &6 ’ 后，菌落表面光

滑，半透明，边缘整齐，菌落直径为 &10 3 ,10 44/

图 # ! $ "##$%&’(")* %&’() 的扫描电镜照片

)78/! %9( :; <’. =<>?7@ ()*+,

!"#"! 生理生化特征

()*+, 能在 2 3 60A下生长，最适生长温度为

,0A /生长 BC 范围为 212 3 D10 /其它生理生化特征

列于表 ! /根据形态和生理生化特征，初步鉴定该菌

属于肠杆菌科泛菌属 /

表 # ! $ "##$%&’(")* %&’() 的生理生化特征!）

E?FG. ! H’.@:<IB7J J’?>?J<.>7=<7J= :; <’. =<>
!!!

?7@ ()*+,
!!

项目 结果 项目 结果

革兰染色 K 明胶液化!! K
运动性 L 硫化氢试验!! K
氧化酶 K MNHO 测定!! L
硝酸盐还原 L 吲哚试验!! K
接触酶 L 苯丙氨酸脱氨酶!! K
葡萄糖氧化发酵 产酸产气，发酵型 精氨酸双水解酶!! K
甲基红试验 K 赖氨酸脱羧酶!! L
P+H 测定 L

!）“ L ”表示呈阳性，“ K ”表示呈阴性

!"#") 系统发育学分析

通过 H*Q 扩增，得到菌株长为! 6!0 FB 的 !R%
>$N" 的基因序列，采用 ST"%E 将该序列与 O.@S?@U
中已登录的基因序列进行相似性比对，结果发现与

()*+, 同源性最高的菌株是肠杆菌科泛菌属的成团

泛菌 !"#$%&" "’’(%)&*"#+ =<>?7@ V"S!W2!，同源性为

WWX /从比对结果中选择与菌株 ()*+, 同源性相近

的 !D 个菌种的 !R% >$N" 做出系统进化树（图 &）/结
果发现，所选菌株在系统进化树中分为 & 个类群，菌

株 ()*+, 处于 , / -(%"-"& -, / "+./*0"& 类群之中，与

! / "’’(%)&*"#+ =<>?7@ V"S!W2! 亲缘关系最为接近 /
综合菌株 ()*+, 的生理生化特征及分子生物学特

性，确 定 该 菌 为 成 团 泛 菌，最 终 命 名 为 !"#$%&"
"’’(%)&*"#+ ()*+, /

图 ! ! $ "##$%&’(")* %&’() 的 #*+ ,-./ 序列系统发育树

)78/& H’IG:8.@.<7J <>.. 7@JGYZ7@8 <IB. :; =<>?7@ ()*+, F?=.Z :@ !R% >$N"

!"! 腐殖质呼吸特性

!"!"# 电子供体利用谱

分别以甲酸、乙酸、丙酸、柠檬酸、乳酸、乙醇、丙

三醇、葡萄糖或蔗糖作为电子供体，考察菌株 ()*+,

W,&! 期 武春媛等：成团泛菌 ()*+, 的分离鉴定及其腐殖质-).（!）呼吸特性研究



对腐殖质模式物 !"#$ 的厌氧还原活性 %图 & 显示，

以甲酸、丙三醇、乳酸作为电子供体时，’( ) 内菌株

对 !"#$ 几乎没有还原，但 ’( ) 后 !"#$ 还原启动

并加速，*+ ) 时还原率可达 &+,左右；而以蔗糖和

葡萄糖作为电子供体时，-’ ) 时即有还原现象发生，

还原速率都较快，*+ ) 时 !"#$ 还原率分别可达

..,与 **, %未加菌体的对照体系中，仅葡萄糖和

蔗糖对 !"#$ 有少量还原，低于 +/+( 0012·34 -，未

加电子供体的对照体系，!"#$ 几乎没有还原 %以上

结果表明，菌株 5678& 能利用蔗糖、葡萄糖、柠檬

酸、丙三醇、乳酸、甲酸为电子供体，还原 !"#$，且

还原能力由大到小为蔗糖 9 葡萄糖 9 柠檬酸 9 乳酸

9 丙三醇 9 甲酸，但乙酸、丙酸、乙醇不能作为有效

的电子供体支持菌株还原 !"#$（数据未列出）%

图 ! 不同电子供体下 "#$%! 对 &’() 的还原动态

6:;%& <=>?@A:1B 1C !"#$ DE A)= FAGH:B 5678& I:A) >:CC=G=BA 1G;HB:@ F?DFAHB@=F HF =2=@AG1B >1B1GF ?B>=G HBH=G1D:@ @1B>:A:1B

*+*+* 以 !"#$ 为唯一电子受体的菌株生长

厌氧条件下，以葡萄糖作为电子供体，研究了菌

株 5678& 能否在还原 !"#$ 的同时进行生长增殖 %
结果显示（图 (），随着 !"#$ 的还原和葡萄糖的消

耗，在 -+ ) 内菌株数量就表现出明显的增长，在后

续的培养时间，菌数不断增加，J+ K *+ ) 基本趋于稳

定，达到 . L -+.，增长近 . 倍 %而未加葡萄糖的对照

体系 !"#$M5678& 中，菌体没有明显的生长现象 %表
明 5678& 在 !"#$ 的还原过程中能够产生能量支持

菌体增殖，这一过程属于微生物厌氧呼吸代谢形式，

菌株具有腐殖质呼吸活性 %
*+! 铁氧化物还原活性

研 究 了 菌 株 5678& 对 ( 种 铁 氧 化 物

（C=GG:)E>G:A=、!86=NNO、!86=NNO、!86=’N& ）的厌氧还

原特性，添加葡萄糖作为电子供体 %图 J 显示，在以

( 种6=（"）氧化物为电子受体的反应体系中，还原

产物6=（#）浓度随时间不断增加 % ’J> 时，分别有

’/J、’/-、’/&、+/P 0012M3的 C=GG:)E>G:A=、!86=NNO、

!86=NNO、!86=’N& 被微生物还原，而不加菌的对照

体系中只有少量6=（"）被还原，不加电子供体的对

照体系中几乎没有6=（#）生成 %以上结果表明，菌株

图 , 以葡萄糖作为电子供体，&’() 作为电子受体时，

菌株 "#$%! 的生长曲线

6:;%( QG1IA) 1C 5678& I:A) !"#$ HF A)= F12= A=G0:BH2 =2=@AG1B

H@@=RA1G HB> ;2?@1F= HF A)= =2=@AG1B >1B1G

5678& 能以 ( 种铁氧化物为电子受体进行厌氧代

谢，且还原溶解速率顺序为：C=GG:)E>G:A= 9!86=NNO
9!86=NNO 9!86=’N& % 6=（"）生物还原受多种因

素影响，包括碳源的种类和含量、菌体的生长状态、

铁矿物的理化性质［’+］% 其中，6=（"）氧化物的晶型

结构、比表面积等物理性质被认为是影响还原速率

+(’ 环 境 科 学 &- 卷



的主要因素［!" # !!］，一般来说，结晶度越好，比表面积

越小，越难被微生物还原 $ 本实验结果符合这一规

律：%&’’()*+’(,& 结晶度差，比表面积大，最易被还原；

!-.&//0和!-.&//0 的比表面积相近，还原速率也

相近；!-.&!/1 比表面积最小（!234 5!·67 8），相应最

难被还原 $

图 ! 以葡萄糖为电子供体时，菌株 "#$%& 对 ’ 种铁氧化物的还原动态

.(6$9 :&+;<,(=> =% (’=> =?(+&@ A* ,)& @,’B(> C.D-1 E(,) 6F;<=@& B@ ,)& &F&<,’=> +=>=’ ;>+&’ B>B&’=A(< <=>+(,(=>

& 讨论

腐殖质G.&（"）呼吸作为新的呼吸代谢模式，是

厌氧环境中一种重要的电子转移途径，具有重要的

环境学意义与应用价值［!1］$ 腐殖质G.&（"）还原（呼

吸）条件下的污染物原位生物修复已成为国际热门

领域［!，8"，89］$腐殖质G.&（"）还原菌驱动的有机物矿

化与 污 染 物 降 解 过 程 为［!，1，2］：还 原 菌 在 腐 殖 质G
.&（"）呼吸作用中氧化电子供体（即有机物矿化），

将电子传递给 0H=?，0H=?得到电子被还原，还原态的

0H’&+又将电子传递给.&（"）氧化物同时氧化再生成

0H=?，.&（"）氧 化 物 接 受 电 子 后 转 化 成 吸 附 态

.&（#），吸附态.&（#）最后将电子传递给可还原污

染物［有机氯、偶氮污染、硝基苯类、D’（$）等］，如此

循环往复，即使低浓度的腐殖质或.&（"）也可以发

挥重要的作用 $在这一胞外电子传递过程中，腐殖质

G.&（"）还原菌是核心驱动力，而腐殖质与.&（"）是

电子穿梭体，它们协同促进作为电子供体的有机

图 ( 腐殖质)#*（!）还原菌驱动的污染物原位生物修复

.(6$I !" #$%& A(=’&5&+(B,(=> +’(J&> A* );5(<@- B>+ .&（"）-’&+;<(>6 AB<,&’(B

物矿化与作为末端电子受体的污染物降解 $
腐殖质G.&（"）还原菌在厌氧环境中普遍存在

性已被大量研究所证实［K，L］$ 腐殖质G.&（"）还原菌

分为兼性厌氧和严格厌氧，常用的电子供体类型有：

%甲酸、乙酸、丙酸、乳酸等有机酸；&葡萄糖、蔗糖

等碳水化合物；’苯、甲苯、苯酚、苯甲酸等芳香族化
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合物 !腐殖质"#$（!）还原菌能氧化上述电子受体，

使其彻底矿化成 %&’ 和 (’&
［)，*］! 从应用角度来说，

兼性厌氧、电子供体利用谱广泛的菌株，易于扩大生

产、存活适应性强，因而更具应用潜力 !本研究获得

的成团泛菌 +#%,- 菌株即具备这一优势，它既可以

利用短链有机酸，如甲酸、乳酸、柠檬酸，又可利用葡

萄糖和蔗糖等碳水化合物进行腐殖质"#$（!）呼吸 !
而且，由于它属兼性厌氧菌，本课题组已利用传统的

深层 好 氧 发 酵 法 扩 大 培 养，然 后 与 腐 殖 质 或 者

#$（!）氧化物复配，制备成复合微生物菌剂［’)，’.］，用

于有机氯污染土壤的原位生物修复 !

! 结论

（/）从 古 森 林 沉 积 物 中 分 离 到 / 株 腐 殖 质"
#$（!）还原菌 +#%,-，经生理生化鉴定和 /01 2345 序

列分析，确定为成团泛菌 !"#$%&" "’’(%)&*"#+ +#%,-!
（’）+#%,- 菌株具有腐殖质还原活性，能够以

腐殖质模式物 5631 为唯一电子受体进行厌氧胞外

呼吸，可利用的电子供体有：甲酸、乳酸、丙三醇、柠

檬酸、葡萄糖和蔗糖，但乙酸、丙酸和乙醇不能作为

其电子供体 !
（-）+#%,- 菌株能以多种#$（!）氧化物为电子

受体进行厌氧呼吸，) 种#$（!）氧化物的还原溶解

速 率 顺 序 为：水 铁 矿（ 7$2289:;28<$） = 纤 铁 矿

（",#$&&(） = 针 铁 矿（#,#$&&( ） = 赤 铁 矿

（!,#$’&）- !
（)）+#%,- 菌株兼性厌氧、腐殖质"#$（!）还原

能力较强、电子供体利用谱较宽，是 / 株适宜的腐殖

质"#$（!）还原模式菌株 !
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